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UVODNIK/EDITORIAL

Crne mrlje na belom mantilu

Black spots on a white coat

Silva Dobric¢

Vojnomedicinska akademija, Institut za nauéne informacije, Beograd, Srbija

Legenda kaze da je Hipokrat (oko 460-377. p.n.e), otac
moderne medicine i tvorac zakletve Cijim se polaganjem le-
kari uvode u svoju profesiju i obavezuju da ¢e svoj Zivot sta-
viti u sluzbu humanosti, stalno imajuci u vidu dobrobit bole-
snika i ljudski zivot kao neSto najvrednije, s gnusanjem od-
bio skupocene darove persijskog kralja Artakserksesa I, nep-
rijatelja Grcke, kojom ga je ovaj Zeleo potkupiti sa ciljem da
pruzi pomo¢ njegovim vojnicima ne znajuci da bi Hipokrat
to ucinio i bez nagrade, u skladu sa svojim ubedenjem da je
lekar u obavezi da pomogne bolesnom coveku bez obzira na
moguce razlike izmedu njih (verske, nacionalne, klasne,...)
(slika 1).

rijalne dobiti, nepoStenje u nau¢nom radu i publicistici (pla-
gijarizam, falsifikovanje i izmiSljanje rezulata istrazivanja),
stavljanje interesa farmaceutskih firmi iznad interesa struke
itd. Iako su slu¢ajevi mita i korupcije i drugih necasnih radnji
radi ostvarivanja sopstvene koristi, zloupotreba polozaja i sl.
prisutni, prakticki, u svakoj profesiji, zaSto je javnost poseb-
no senzibilisana, upravo, na takve slucajeve u medicinskoj
praksi? Odgovor na ovo pitanje verovatno lezi u tome §to se,
generalno, lekarska profesija dozivljava kao nesSto najcasnije
1 najlistije, poput belog mantila, svojevrsnog simbola zdrav-
stvenih radnika, ¢ije belilo ne bi smelo ni u jednom trenutku
da bude umrljano crnilom nepostenja.

SI. 1 — Anne-Louis Girodet de Roucy-Trioson: Hipokrat odbija darove persijskog kralja Artakserksesa I
(Muzej istorije medicine ,,Rene Dekart“, Pariz, Francuska)

Uzimajuci u obzir ove najsvetije principe lekarske pro-
fesije, ¢ime se ona izdvaja od drugih i dobija poseban, a mo-
ze se reéi i privilegovan polozaj u drustvu, ne ¢udi $to svako
odstupanje od ovih principa izaziva ogorcenje i gnuSanje ja-
vnosti u mnogo vecoj meri, nego kada se sli¢ne pojave dese
kod pripadnika drugih profesija. To se, u prvom redu, odnosi
na slucajeve traZenja i primanja mita, mahinacije sa nabav-
kom medicinske opreme i lekova u cilju ostvarivanja mate-

Situacija u kojoj Cesto Zivot pojedinca zavisi od lekar-
skog Cinjenja ili necinjenja, daju privilegovan polozaj ovoj
profesiji u drustvu, ali, s druge strane, i ogromnu odgovor-
nost i obavezu prema drustvenoj zajednici koja im je pove-
rila jedan od, za svaki narod, sigurno, najvaznijih zadataka, a
to je oCuvanje i unapredenje zdravlja stanovnistva. Stoga je i
razumljiva briga drustvene zajednice da ucini sve da sacuva
izvorne vrednosti i integritet lekarske profesije. Ovo je, slo-

Correspondence to: Silva Dobrié¢, Vojnomedicinska akademija, Institut za naucne informacije, Crnotravska 17, 11 000 Beograd, Srbija.

Tel.: +381 11 36 09 311. E-mail: vimavsp@hotmail.com



Strana 704

VOJNOSANITETSKI PREGLED

Volumen 67, Broj 9

bodno se moze reci, zadatak svih, pocevsi od Svetske zdrav-
stvene organizacije, preko najvisih drzavnih organa svake
zemlje, strukovnih udruzenja i, kona¢no, svakog pojedinca.
Jer, ne treba zaboraviti, slucajevi nepostenja u lekarskoj pra-
ksi podjednako su zastupljeni i u najrazvijenijim, kao i najne-
razvijenijim zemljama, u bogatim, kao i u siromasnim drus-
tvima, a istorija nas uci da od njega nisu postedeni, nazalost,
ni mnogi priznati medicinski autoriteti. Poslednjih godina,
nazalost, ove pojave postale su i deo nase svakodnevnice,
puneéi senzacionalistickim tekstovima novinske stupce i iza-
zivajuci, s pravom, nepoverenje javnosti u zdravstveni sis-
tem, odnosno, drugim re¢ima, u svog lekara.

Pa, kako onda zastititi beli mantil od crnih mrlja? Da 1i
kao struka imamo snage za to? Verujem da imamo i da mo-
zemo jer oduvek je medu zdravstvenim radnicima bilo vise
onih koji su svoj posao obavljali ¢asno, u skladu sa Hipo-
kratovom zakletvom (tabela 1), nego onih koji to nisu Cinili,
bez obzira na sva iskuSenja i probleme sa kojima se suoca-

Originalni i modifikovani

vaju na radnom mestu, ali i u svakodnevnom zivotu. Ne sme
se zaboraviti da, iako medicina ima povlaséeno mesto u dru-
S§tvu, njena druStvena odgovornost je ogromna i zaoStravace
se sve vise. Postupanje po principima struke, poStovanje nje-
nih osnovnih principa ustanovljenih pre vise od dva mileni-
juma, jesu i biée jedini i pravi oslonac i putokaz sada$njim i
buducim generacijama lekara u vremenima koja dolaze.

U tom smislu, preporu¢ujem vasoj paznji dva rada iz
ovog broja Vojnosanitetskog pregleda posveéena medicin-
skoj etici i njenom znacenju ne samo za struku, ve¢ i mnogo
Sire, za svakog pojedinca i drustvo u celini: Ciplié S i sar.
,Ljudska prava i medicina® i Matijevi¢ S. i Otasevi¢ U. ,,Et-
hics and deontology in forensic medicine®, kao i Pismo ured-
niku Aleksandra Nedoka, naslovljeno kao ,,Jedna zlehuda le-
karska sudbina: sanitetski kapetan II klase dr Periga Sljivi¢
(1851-1877)*, u kome je, na primeru mladog siromasnog
srpskog lekara iz 19. veka, na dirljiv nadin prikazana ljubav
prema lekarskom pozivu.

Tabela 1

tekst Hipokratove zakletve*

Tekst originalne Hipokratove zakletve

Moderna verzija Hipokratove zakletve, prema Zenevskoj
deklaraciji iz 1948. godine

Kunem se Apolonom lekarom, Asklepijem, Higejom i
Panakejom, i za svedoke uzimam sve bogove i sve boginje, da ¢u
se u skladu sa svojim sposobnostima i svojim rasudivanjem drzati
ove Zakletve.

Da ¢u smatrati dragim kao roditelja onog koji me je naucio ovoj
umetnosti; da ¢u ziveti u slozi sa njim i, ukoliko je to potrebno,
deliti svoja dobra sa njim; da ¢u njegovu decu gledati kao svoju
bracu, da ¢u ih, ukoliko to zazele, poduciti ovoj umetnosti bez
naplate ili pisane obaveze, da ¢u podeliti sa svojim sinovima,
sinovima ucitelja i ucenicima koji su se upisali i prihvatili pravila
profesije, ali samo sa njima, pravila i instrukcije.

Prepisivacu lecenje na dobrobit svojih pacijenata u skladu sa
mojim sposobnostima i mojim trasudivanjem i nikada nikome
necu naneti zlo. Nikome necu, ¢ak i ako me zamoli, prepisati
smrtonosan otrov niti ¢u mu dati savet koji moze prouzrokovati
njegovu smrt. Niti ¢u dati zeni stedstvo za pobacaj. Odrzacu
c¢istotu mog zivota i mog umeca.

Necu operisati kod kamena, ¢ak i ako je bolest ocigledna kod
pacijenta; ostavi¢u ovu operaciju specijalistima tog umeca.

U koju god kucu da udem, uéi ¢u samo za dobrobit moijih
pacijenata, drzedi se podalje od bilo kakvog namernog nedela i od
zavodenja Zzena i muskaraca zarad ljubavnih zadovoljstava, bilo da
su slobodni ili robovi.

Sve $to saznam prilikom vrSenja moje profesije ili svakodnevnog
poslovanja sa ljudima, a $to ne treba $iriti dalje, cuvacu kao tajnu i
nikada necu otkriti.

Ukoliko se verno drzim ove zakletve, neka uzivam u mom zivotu
i praksi moje umetnosti, postovan od strane svih ljudi za sva
vremena; ali ukoliko zastranim sa nje ili je prekrsim, neka me sve
suprotno zadesi.

U casu kada stupam medu clanove lekarske profesije svecano
obecavam da ¢u svoj zZivot staviti u sluzbu humanosti.

Prema svojim uciteljima sacuvacu duznu zahvalnost i postovanje.
Svoj poziv ¢u obavljati savesno i dostojanstveno.

Najveca briga ¢e mi biti zdravlje mog bolesnika.

Postovacu tajne onoga ko mi se poveri.

Odrzavacu svim svojim silama cast i plemenite tradicije lekarskog
zvanja.

Moje kolege ¢e biti braca.

U vrsenju duznosti prema bolesniku nece na mene uticati nikakvi
obziri, vera, nacionalnost, rasa, politicka ili klasna pripadnost.
Apsolutno ¢u postovati ljudski Zzivot od samog pocetka.
I pod pretnjom necu popustiti da se iskoriste moja medicinska
znanja, suprotna zakonima humanosti.

Ovo obeéavam svecano, slobodno pozivajuéi se na svoju cast.

* http://medicor.wordpress.com/hipokratova-zakletva/

Dobri¢ S. Vojnosanit Pregl 2010; 67(9): 703—704.
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Burnout i kvalitet Zivota kod radnika u prehrambenoj industriji —

pilot studija u Srbiji

Burnout and the quality of life of workers in food industry — a pilot study in

Serbia

Mirjana Arandjelovi¢*, Ivana Ili¢*, Sladjana Jovi¢'

*Univerzitet u NiSu, Medicinski fakultet, Zavod za zdravstvenu zastitu radnika, Ni§ Srbija;
"Institut za javno zdravlje, Ni§, Srbija

Apstrakt

Uvod/Cilj. Burnout (sindrom izgaranja) kao posledica du-
gotrajnog stresa na radnom mestu moze ozbiljno da narusi
zdravlje i kvalitet Zivota eksponiranih radnika. U svetu se
posveéuje mnogo paznje prevenciji burnount-a, a metode za
njegovo ispitivanje stalno se usavrsavaju. U Srbiji jos uvek
ne postoje istrazivanja te vrste. Cilj ove studije bio je da se
ispitivanjem uticaja burnout-a na kvalitet Zivota radnika pre-
hrambene industrije u Nisu skrene paznja istrazivaca u Srbiji
na ovaj fenomen i da se utvrdi moguénost primene inostra-
nih standardizovanih upitnika na populaciju radnika na
ovom podneblju. Metode. Ispitivanje je sprovedeno u Za-
vodu za zdravstvenu zastitu radnika Ni§ u periodu od 2008.
do 2009. godine, na uzorku od 489 radnika uz primenu sta-
ndardizovanih upitnika za burnout (CBI) i kvalitet Zivota
(ComQol-Ab). Analiza pouzdanosti skala za merenje izga-
ranja i kvaliteta zivota vr$ena je izracunavanjem Cronbach o
koeficijenta. Za procenu uticaja izgaranja na poslu na poka-
zatelje kvaliteta Zivota koriséena je linearna regresiona anali-
za. Rezultati. Vrednosti Cronbach o koeficijenata ukazuju
na visoku pouzdanost skala za merenje licnog izgaranja
(0,87), profesionalnog izgaranja (0,86) i subjektivnog kvali-
teta zivota (0,83). Utvrdene su povecane vrednosti skorova
kako za pojavu li¢nog izgaranja (60,0), tako i za profesional-

Abstract

Background/Aim. Burnout syndrome as a consequence
of a long stress at workplace can seriously disturb health
and quality of life in exposed workers. It is necessary to
have adequate burnout prevention and its detection.
Worldwide much attention is paid to protect burnout and
methods for its determination constantly improve. In Set-
bia there has not been a study of that kind yet. The aim of
the study was to investigate burnout syndrome impact on
the quality of life of workers in food industry in Nis, and
to call attention of researchers in Serbia on this phenome-
non, as well as to test probability of applying the original,
standardized questionnaires (CBI, ComQolA5) to working

no izgaranje (67,9). Kao najvaznije odrednice za svoj kvali-
tetan zivot ispitanici su naveli odnose sa porodicom i prija-
teljima (10,8), zdravlje (9,1) i oseéaj sigurnosti (8,0). Produ-
ktivnost (6,8), emoclonalno blagostanje (6,6) i materijalna
dobra (4,5) imali su manji uticaj na njihov kvalitet Zivota.
Medutim, porast skora izgaranja na poslu za 1 statisticki je
znacajno povezan sa opadanjem interskorova za subjektivni
kvalitet Zivota u domenima zdravlja (B = -0,097), odnosa sa
porodicom i prijateljima (B =-0,048), sigurnosti (B = -
0,061) i osecanja pripadanja zajednici (B = -0,105). Nije do-
kazana statisticki znacajna povezanost izmedu izgaranja na
poslu i subjektivnog kvaliteta Zivota u domenima produkti-
vnosti, materijalnog i emocionalnog blagostanja. Zakljucak.
Kod proizvodnih radnika u prehrambenoj industriji postoji
visoko prisustvo burnont-a kako licnog, tako i na radnom
mestu. Dokazana je negativna korelacija izmedu burnout-a i
subjektivne procene kvaliteta Zivota §to moze imati ozbiljne
posledice po zdravlje radnika, ali i produktivnost njihovih
kompanija. Upitnici koje smo koristili (CBI i Com QolAb5)
mogu se smatrati validnim istrumentima za ovu vrstu ispiti-
vanja u Srbiji.

Kljucne reci:
sagorevanje na radu, sindrom; kvalitet Zivota; radno
mesto; srbija, upitnici.

population in Serbia. Methods. This study was performed
in Nis within a period from 2008 to 2009 in the Institute
for Workers Health Protection. A total of 489 workers
were included in this study by the use of the standard
questionnaire for burnout (CBI) and quality of life (Com-
QoL-A5). Scale confidence for measuring burnout and
quality of life was determined by Cronbach a coefficient.
ANOVA analysis was used for rating influence of burnout
on the quality of life. Results. The values of Cronbach a
coefficient showed a high confidence of the scale for
measurement personal burnout (0.87), work-related burn-
out (0.86) and subjective quality of life (0.83). We detected
increased scores as a result of personal burnout (60.0), as
well as of work-related burnout (67.9). The workers sug-

Correspondence to: Mirjana Arandelovi¢, Medicinski fakultet, Zavod za zdravstvenu zastitu radnika, Ulica dr Zorana Dindica 50,
18 000 Nis, Stbija; Tel.: +381 18 246019, +381 64 1530527. E-mail: amima@eunet.rs
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gested relationship with the family and friends as a very
important part for their quality of life (10.8), health (9.8)
and safety (8.0). Productivity (6.8), emotional well-being
(6.6) and material property (4.5) had smaller influence on
their quality of life. An increase in score of work-related
burnout by 1 was statistically significantly related to de-
creasing inter scores for subjective quality of life in health
(B =-0.097), relationship with family and friends (B = -
0.048), safety (B = -0.061) and place in community (B = -
0.105). A statistically significant relation between work-
related burnout and subjective quality of life in productiv-
ity, material and emotional well-being was not determined.

Conclusion. There is a high score of both personal and
work related burnout among manufacturing workers in
food industry. A negative correlation between burnout and
subjective quality of life was also proved impacting health
and well-being of workers, but also their productivity. The
questionnaires we used (CBI, ComQolA5) could be con-
sidered as reliable and valid instruments for testing burn-
out and quality of life in Serbia.

Key words:
burnout, professional; quality of life; workplace; serbia;
questionnaires.

Uvod

U poslednjih 20 godina intenzivne drustvene promene i
transformacija radnih uslova u svetu nametnule su veliko in-
teresovanje istrazivaca razlicitih nau¢nih disciplina za prob-
lem burnout-a. Pojavile su se mnoge polemike o definiciji
burnout-a, a doslo je i do izrade validnih instrumenata za
njegovo merenje '. Zagovornik pojma burnout je Herbert
Freudenberger > koji je 1974. godine definisao ovaj fenomen
kao ,,gaSenje motivacije i inicijative®, opisujuc¢i ga kao psi-
hijatrijski i fizicki poremecaj kod radnika usluznih delatnosti.
Sedam godina kasnije Maslach i Jackson * prosiruju pojam
burnout navode¢i da ovaj sindrom ¢&ine emocionalna iscrp-
ljenost (mentalni i emocionalni zamor), cinizam, odnosno
depersonalizacija (negativan stav prema poslu) i smanjenje
profesionalne efikasnosti. U isto vreme Maslach objavljuje i
upitnik za ispitivanje sindroma burnout, nazvan Masach
Burnout Inventory (MBI), koji je i danas u upotrebi. Veliki
broj istrazivanja koja su usledila pojavom validnih upitnika
za istraZivanje sindroma burnouta, ali i ozbiljne promene u
svetu rada, nametnule su potrebu sagledavanja ove pojave i
kod radnika drugih profila, a ne samo onih iz tzv. pomagac-
kih — usluznih delatnosti, kako je to bio sluc¢aj u pocetku.
Brojni medunarodni, multidisciplinarni projekti bavili su se
vi§e godina ispitivanjem sindroma burnout-a kod radnika ra-
zli¢itih industrijskih grana po proceduri utvrdenoj za proveru
validnosti upitnika "*. Kao rezultat, nastao je novi upitnik za
izgaranje na radnom mestu kao specifi¢ni instrument Nacio-
nalnog instituta za profesionalno zdravlje u Kopenhagenu
2005. godine (CBI)* . Studije koje su usledile pokazale su
da pojava ovog sindroma nije ,,privilegija®“ pojedinih profe-
sija, ve¢ da on moze da zahvati radnike svake profesije, kako
zaposlene na administrativnim polovima, tako i radnike u
proizvodnim delatnostima ", Osim toga, burnout moze da se
prepozna i pre zaposlenja, kod studenata kao ,,studijski bur-
nout* sindrom, koji nosi rizik od nastanka depresije, psiho-
socijalnog distresa, neuspeha u prilagodavanju, pa ¢ak i ideje
o suicidu®”.

Etiopatogeneza burnout sindroma svakako je komplek-
sna, ali se generalno smatra da je produzen ,,negativni stres*
klju¢ni faktor u njegovom nastajanju, pri ¢emu individualne
karakteristike pojedinaca i nemoguénost uspesnog savlada-
vanja, takode, imaju vaznu ulogu. Ostali vazni patogenetski
faktori mogu da se oznace kao ,,robovanje svakodnevnoj ru-
tini* ili ,,razoarenje zbog prevelikih oGekivanja“ "*.

Tako se burnout dugo ve¢ definise kao stanje progresiv-
nog gubitka idealizma, energije i smisla vlastitog rada koji
radnici doZivljavaju kao reakciju na hroni¢ne izvore stresa na
poslu, sa ve¢ definisanim fazama u njegovom pojavljivanju
(entuzijazam, stagnacija, frustracija, apatija), kao medicinsko
stanje burnout jo§ uvek nije jasno definisan. Ipak, sindrom
sagorevanja na radu veoma je vazna oblast medicinskog nau-
¢nog istrazivanja zbog njegovog znacajnog finansijskog i so-
cijalnog efekta koji proizilazi iz (ne)zadovoljstva radnim me-
stom i njegovih posledica na fizicko i psihicko zdravlje za-
poslenih "+,

IstraZivanja sindroma burnout svakako nisu moda, to je,
moze se reéi, drustvena potreba sa ciljem unapredenja zdra-
vlja i kvaliteta zivota zaposlenih kroz promociju zdravlja na
radnom mestu primenom preventivnih mera. Prepoznavanje
ovakve potrebe u drustvu ogleda se u Uredbi Evropske unije
o zdravlju i sigurnosti na radu ¢ije se odredbe mogu prime-
niti i na psihosocijalne karakteristike posla (89/391/EEC).
Isto tako, postoje definisane odredbe o potrebi uskladenosti
izmedu karakteristika posla, sposobnosti i potreba zaposle-
nih, kao i potrebi prevencije nesklada izmedu zahteva posla i
mogucnosti zaposlenih (Resolution A4-0050/99) u cilju spre-
&avanja rizika na radnom mestu i unapredenja zdravlja "

Burnout u nasoj zemlji, koliko je nama poznato, jos
uvek nije bio tema ozbiljnijih istrazivanja. Burnout kao va-
zan problem u savremenom radnom i socijalnom okruzenju
treba da proucava, izmedu ostalog, i medicina rada, kako bi
se utvrdilo da li je burnout oboljenje u vezi sa radom '. Na-
ravno da i istrazivanja ove pojave sa psiholoskog aspekta
mogu da doprinesu interdisciplinarnom priblizavanju u ra-
zumevanju sindroma burnout na planu profesionalnog zdra-
vlja i pronalazenju efektivnih preventivnih mera za njegovu
prevenciju ili ublazavanje.

Cilj ove studije bio je da se ispitivanjem uticaja sindro-
ma burnout na kvalitet Zivota radnika prehrambene industrije
u Nisu skrene paznja istraZivaca u Srbiji na ovaj fenomen i
da se utvrdi moguénost primene inostranih standardizovanih
upitnika na populaciju radnika ovog podneblja.

Metode

Ispitivanje pojave izgaranja na radnom mestu i njegov
uticaj na kvalitet Zivota sprovedeno je u Zavodu za zdravs-
tvenu zastitu radnika kod 514 radnika prehrambene industrije
niskog regiona u periodu od januara 2008. do februara 2009.

Arandjelovi¢ M, et al. Vojnosanit Pregl 2010; 67(9): 705-711.
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godine. Od ukupnog broja ispitivanih radnika njih 489 (95%)
uredno je odgovorilo na sva postavljena pitanja, dok je 25
(5%) dobijenih upitnika bilo neupotrebljivo za validnu anali-
zu. Prose¢no vreme potrebno za odgovore na pitanja iz an-
kete bilo je 40 minuta. Ucesée u ispitivanju bilo je dobrovo-
ljno i anonimno, a obavljeno je uz pomo¢ odgovornog lica za
humane resurse i odobrenje uprave radnih organizacija u ko-
jim su ispitanici zaposleni.

Za sve ispitanike ukljucene u istrazivanje formirani su
posebni anketni upitnici: upitnik o izgaranju (Copenhagen
Burnout Inventory — CBI) i skala za procenu kvaliteta zivota
(Comprehensive Quality of Life Scale — adult: Fifth edition —
ComQoL-AS5).

Upitnik o izgaranju na radnom mestu (CBI) je specifi¢ni
instrument Nacionalnog instituta za profesionalno zdravlje u
Kopenhagenu razvijen 2005. godine °. Ovaj upitnik je opsti —
genericki instrument (primena nije ograni¢ena na pojedine
profesije ili tipove zanimanja), koncipiran za procenu li¢nog
burnout-a u vezi sa poslom, kao i burnout-a zbog rada sa kli-
jentima, potroSacima ili bolesnicima. Sastoji se od 19 pitanja
sa pet ponudenih mogucnosti za odgovor, rasporedenih u tri
dela koja se odnose na li¢no izgaranje (6 pitanja), izgaranje u
vezi sa poslom (7 pitanja) i izgaranje zbog rada sa potroSacima
(6 pitanja). Pojedine skale iz CBI mogu se Koristiti nezavisno,
u skladu sa ispitivanom populacijom. Ponudeni odgovori gra-
dirani su po Likert skali. Sve skale imaju vrednost od 0 do 100
poena. Visoka vrednost skora oznacava veliko prisustvo izga-
ranja. Srednja vrednost svih skala oznacava prisustvo izgaranja
kao malo, ako je manje od 50 poena (< 50 ) i kao visoko, ako
je preko 50 poena®'*™. U ovom istrazivanju koristili smo
delove upitnika za li¢no izgaranje i izgaranje u vezi sa radom,
a treca supskala upitnika za izgaranje zbog rada sa potrosaci-
ma nije primenjena jer su anketirani radnici pripadali sektoru
proizvodnje, a ne usluzne delatnosti.

Skala za procenu kvaliteta zivota — Comprehensive
Quality of Life Scale (ComQol) je standardizovan merni ins-
trument za procenu globalnog kvaliteta zivota australijskog
autora, Robert A. Cummins-a, profesora sa Fakulteta za psi-
hologiju Deakin Univerziteta u Melburnu. Skala je naprav-
ljena 1991. godine u tri paralelne forme namenjene za istra-
zivanje kvaliteta zivota u opStoj populaciji odraslih (ComQol
— A), u populaciji osoba sa intelektualnim i drugim kognitiv-
nim poremecajima (ComQol — I) i populaciji adolescenata
(ComQol — S ). U ovom istrazivanju kori$c¢ena je peta edicija
skale za procenu kvaliteta zZivota iz 1997. godine (ComQoL-
AS5). Ovaj instrument bazira se na slede¢im tvrdnjama: kva-
litet Zivota sastoji se iz objektivne i subjektivne komponente,

a obe komponente sastoje se iz 7 domena: materijalno blago-
stanje, zdravlje, produktivnost, odnosi sa porodicom i prija-
teljima, sigurnost, ose¢aj pripadanja zajednici i emocionalno
blagostanje. Tako se i u upitniku svaki od ovih sedam dome-
na tretira jednim pitanjem kroz tri sekcije: sadasnje stanje,
vaznost i zadovoljstvo svakim od domena. U upitniku su po-
nudeni odgovori gradirani po Likert skali sa mogucim raspo-
nom poena od 0 do 100. Prema datim obrascima dobijene
vrednosti prevode se u skorove za objektivni i subjektivni
kvalitet zivota kao procenat maksimalne vrednosti skale
(% SM). Zbir vrednosti iz prve sekcije oznacava skor za ob-
jektivnu komponentu kvaliteta Zivota. Suma proizvoda sko-
rova iz sekcija vaznosti i zadovoljstva svakim od domena
predstavlja subjektivnu komponentu kvaliteta zivota. Na os-
novu do sada obavljenih istrazivanja povoljnim standardom
se smatraju vrednosti 70-80% SM 7.

Analiza pouzdanosti skala za merenje izgaranja i kvali-
teta zivota vrSena je izraCunavanjem Cronbach a koeficijenta
unutrasnje konzistentnosti Cinilaca skala. Kao donja granica
prihvatljive pouzdanosti skala odredena je vrednost koefici-
jenta od 0,60, a kao gornja granica visoke pouzdanosti, vred-
nost koeficijenta od 0,70 °. Izratunavanje skorova za vaznost i
zadovljstvo pojedinim aspektima zivota i skora subjektivnog
kvaliteta zivota kao proizvoda ova dva skora vrSeno je prema
preporukama Univerziteta Deakin '®. Za procenu uticaja izga-
ranja na poslu na pokazatelje kvaliteta zivota koriS¢ena je line-
arna regresiona analiza. Izracunati su i prikazani koeficijenti
linearne regresije (B) i njihovi 95% intervali poverenja (95%
IP). Statisticka znacajnost koeficijenata regresije proveravana
je Studentovim t testom. Vrednosti koeficijenata predstavljaju
promene u skorovima zavisno promenljivih uzrokovane pro-
menama vrednosti skora izgaranja na poslu za 1. U svim anali-
zama kao granica statisticke znaCajnosti podrazumevana je
greska procene od 0,05 ili 5%. ProraCuni su vrSeni primenom
S-PLUS racunarskog programa, verzija 2000.

Rezultati

Vrednosti Cronbach a koeficijenata ukazuju na visoku
pouzdanost skala za merenje li¢nog izgaranja (0,87), izgara-
nja na poslu (0,86) i subjektivnog kvaliteta zivota (0,83).

Glavne epidemioloske karakteristike ispitanika i ukupne
vrednosti skorova za pojavu izgaranja prikazane su u tabeli 1.
Ispitivanje je obavljeno na 489 radnika prehrambene industrije
prosecne starosti 45 (25-57) godina, 262 (53,6%) muskarca i
227 (46,4%) zena. Analiza podataka dobijenih upitnikom za
licno izgaranje i izgaranje u vezi sa radom ukazuje na poveca-

Tabela 1

Karakteristike ispitanika i pojava izgaranja (burnout)

Srednja vrednost

Karakteristike ispitanika n % !
(min—-max)
Starost (god) 489 100 45,0 (25,0-57,0)
Pol
muski 262 53,6
zenski 227 46,4
Izgaranje
lino izgaranje 489 100 60,0 (8,3-100,0)
izgaranje na radnom mestu 489 100 67,9 (10,7-85,7)
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ne vrednosti skorova kako za pojavu licnog izgaranja (60,0)
tako i za izgaranje na radnom mestu (67,9). Kao najvaznije od-
rednice za kvalitetan Zivot u odnosu na to koliko im je Sta vaz-
no i koliko su time zadovoljni u Zivotu ispitanici su naveli od-
nose sa porodicom i prijateljima (10,8), zdravlje (9,1) i osecaj
sigurnosti (8,0). Produktivnost (6,8), emocionalno blagostanje
(6,6) 1 materijalna dobra (4,5) imaju manji uticaj na kvalitet
zivota ispitanika u ovoj studiji (tabela 2).

Regresiona analiza pokazala je da je povecano izgaranje
na poslu statisti¢ki zna¢ajno povezano sa umanjenjem vaz-
nosti zdravlja, bliskih odnosa sa porodicom i prijateljima,
kao 1 vaznosti pripadanja zajednici. Nasuprot ovome, pove-
¢ano izgaranje na poslu znacajno je povezano sa porastom
vaznosti materijalnih dobara i emocionalnog blagostanja.
Svako povecanje skora za izgaranje na poslu za 1 statisti¢ki
je znacajno povezano sa padom vrednosti skorova vaznosti:
zdravlja za 0,006, bliskih odnosa sa porodicom i prijateljima
za 0,011 1 pripadanja zajednici za 0,008, dok je svako pove-
¢anje skora za izgaranje na poslu za 1 statisticki znacajno
povezano sa porastom vrednosti skorova vaznosti emocio-
nalnog i materijalnog blagostanja za 0,005. Statisticki zna-

¢ajna povezanost izgaranja na poslu i vaznosti produktivnosti
i sigurnosti nije potvrdena. Poveéano izgaranje na poslu po-
vezano je i sa opadanjem zadovoljstva zdravljem, produktiv-
no$éu, odnosima sa porodicom i prijateljima, sigurnoscu,
ose¢anjem pripadanja zajednici i emocionalnim blagosta-
njem. Svako povecanje skora za izgaranje na poslu za 1 stati-
sticki je znacajno povezano sa padom vrednosti skorova in-
dikatora zadovoljstva zdravljem za 0,016, produktivnosc¢u za
0,005, odnosima sa porodicom i prijateljima za 0,006, sigur-
nos$éu za 0,008, osecajem pripadanja zajednici za 0,016 i
emocionalnim blagostanjem za 0,007.

Znacajna povezanost izmedu zadovoljstva materijalnim
dobrima i profesionalnog izgaranja nije potvrdena. Porast sko-
ra za izgaranje na poslu za 1 statisticki je znacajno povezan sa
opadanjem interskorova za subjektivni kvalitet Zivota u dome-
nu zdravlja (B =-0,097), odnosom sa porodicom i prijateljima
(B =-0,048), sigurnosti (B=-0,061) i osecajem pripadanja
zajednici (B =-0,105). Nije dokazana statisti¢ki znacajna po-
vezanost izmedu skora za izgaranje na poslu i interskorova za
subjektivni kvalitet zZivota u domenima produktivnosti, mate-
rijalnog i emocionalnog blagostanja (tabela 3).

Tabela 2

Vrednosti interskorova pokazatelja vaZnosti, zadovoljstva i subjektivnog kvaliteta Zivota

Srednja vrednost (min—max)

Indikator Vaznost (V)

Zadovoljstvo (2) Subjektivni kvalitet Zivota

Materijalna dobra 3,6 (2,0 do 5,0)

Zdravlje 4,5 (2,0 do 5,0)
Produktivnost 4,0 (3,0 do 5,0)
Odnosi sa porodicom 1 prijateljima 4,5 (3,0 do 5,0)
Sigurnost 4,2 (3,0 do 5,0)

Osecaj pripadanja zajednici
Emocionalno blagostanje

3,8 (2,0 do 5.0)
3,9 (2,0 do 5,0)

(Vx2)

4.6 (3,0 do 6,0) 4,5 (-10,0 do 15,0)
5,1 (3,0 do 7,0) 9,1 (-10,0 do 20,0)
4,8 (1,0 do 7,0) 6,8 (-16,0 do 16,0)
5,4 (3,0 do 7,0) 10,8 (-6,0 do 20,0)
5,0 (1,0 do 6,0) 8,0 (-20,0 do 15,0)
4,9 (1,0 do 7,0) 7.2 (-16,0 do 20,0)
4,8 (1,0 do 7.,0) 6,6 (16,0 do 20,0)

Tabela 3
Uticaj izgaranja na poslu na interskorove za vaznost, zadovoljstvo i subjektivni kvalitet Zivota
3 0,
Skor indikatora B Graplce 95%IP za B* t p
donja gornja
Vaznost
materijalna dobra 0,005 0,002 0,009 2,990 0,003
zdravlje -0,006 -0,010 -0,002 3,032 0,003
produktivnost 0,001 -0,002 0,004 0,589 n.s.
odnosi sa porodicom i prijateljima -0,011 -0,014 -0,008 7,469 <0,001
sigurnost -0,001 -0,006 0,000 1,684 n.s.
osecaj pripadanja zajednici -0,008 -0,012 -0,004 3,698 <0,001
emocionalno blagostanje 0,005 0,001 0,009 2,376 0,018
Zadovoljstvo
materijalna dobra -0,002 -0,007 0,002 0,972 n.s.
zdravlje -0,016 -0,020 -0,012 7,954 < 0,001
produktivnost -0,005 -0,010 -0,001 2,305 0,022
odnosi sa porodicom i prijateljima -0,006 -0,010 -0,002 2,915 0,004
sigurnost -0,008 -0,013 -0,003 2,972 0,003
osecaj pripadanja zajednici -0,016 -0,022 -0,010 5,600 <0,001
emocionalno blagostanje -0,007 -0,012 -0,001 2,477 0,014
Subjektivni kvalitet zivota (V x Z)
materijalna dobra -0,022 -0,052 0,007 1,483 n.s.
zdravlje -0,097 -0,123 -0,071 7,404 < 0,001
produktivnost -0,017 -0,043 0,009 1,287 n.s.
odnosi sa porodicom i prijateljima -0,048 -0,069 -0,026 4,355 <0,001
sigurnost -0,061 -0,095 -0,028 3,648 < 0,001
osecaj pripadanja zajednici -0,105 -0,137 -0,072 6,333 <0,001
emocionalno blagostanje -0,028 -0,063 0,007 1,566 n.s.

*Studentov t-test
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Diskusija

lako je zdravlje prihvaceno kao kompletno fizicko,
mentalno i socijalno blagostanje, tradicionalni medicinski
model o ,,bolesnom zdravlju“ primenjivan je u veéini dosa-
da3njih istraZivanja u medicini rada '®. Tako je, uprkos ve-
likom broju istrazivanja o uticaju plac¢enog rada na zdravlje
zaposlenih, ostalo malo poznato kako transformacija odno-
sa i promena prirode na danas$njem trzistu radne snage utice
na li¢no blagostanje zaposlenih. Ipak, ,,moderne* profesio-
nalne bolesti, psiholoski stres, nespecifi¢ni poremecaji mu-
skuloskeletnog sistema, suptilne psihosocijalne interakcije
izmedu motivacije i percepcije radne (ne)sposobnosti, kao i
izrada validnih instrumenata za detekciju ovih pojava, sve
viSe postaju predmet interesovanja istrazivac¢a u ovoj obla-
sti '°. Savremena istraZivanja u oblasti medicine rada i pro-
fesionalne zdravstvene psihologije fokusiraju se na psiho-
loski posredovane interakcije izmedu psihosocijalnih uslo-
va radne sredine i zdravlja. Negativna drustvena dogadanja
izrazena kroz tranziciju, privatizaciju, globalizaciju i kom-
peticiju na globalizovanom svetskom trzi$tu privrede, ne-
sumnjivo uti¢u na heterogenost mentalnog i psihosocijal-
nog stresa. Profesionalni mentalni i psihosocijalni stres iz-
razen je kroz vremensko ograniéenje, prekovremeni rad i
smenski rad, mobing, ekonomske pritiske, visestruke uloge
na poslu, u porodici i drugim aktivnostima. Rad u novoj
ekonomiji podrazumeva identifikaciju sa poslom, dozivot-
no sticanje novih vestina ¢ime generise stres i burnout, is-
crpljuje zaposlene i umanjuje kvalitet njihovog Zivota '.
Tako burnout sve vise postaje duhovni problem — kriza
znacenja i svrhe zivota i promena dotadasnjih sistema vre-
dnosti *°. Na to ukazuju rezultati brojnih multidisciplinarnih
studija u svetu > . U Svedskoj se izgaranje na radnom
mestu nalazi na zvani¢noj listi bolesti '® .

Izgaranje na radnom mestu ima za posledicu odsustvo-
vanje sa posla. Istrazivanja ove pojave u Holandiji dokazuju
da je fenomen burnout izrazen kod 4-7% zaposlenih, a kod
specifi¢nih profesija i do 10%. Pravu sliku o takvoj raspros-
tranjenosti sti¢emo ako procente izrazimo brojem, a to je iz-
medu 250 000 i 440 000 zaposlenih. Ispitivanja radnih uslo-
va u Spaniji ukazuju na visok nivo profesionalnog stresa
(48%) 1 sugerisu znacaj burnout-a s obzirom na etiolosku ko-
relaciju ®.

Nase istrazivanje kod proizvodnih radnika u prehrambe-
noj industriji ukazuje na visoko prisustvo burnout-a kako li¢-
nog, tako i profesionalnog. O povezanosti pojave li¢nog i izga-
ranja na radnom mestu sa pogorSanjem zdravlja izvestavaju
mnogi autori §irom sveta®” *. Li¢no ili opste izgaranje odnosi
se na stepen fizicke i psiholoske iscrpljenosti bez obzira na
profesionalni status, a u ovom istrazivanju navedeno je zbog
uvida i znacajnosti ovog fenomena imajuci u vidu reperkusije
psihosocijalnih uslova radne sredine na nacin Zivota zaposle-
nih *. Prilikom istraZivanja psihosocijalnih uslova na radu u
grupi od 32 razli¢ite profesije kod 1 858 danskih radnika, Kri-
stensen * nalazi manji nivo profesionalnog stresa (22) u kate-
goriji uticaja na poslu za zaposlene u prehrambenoj industriji.
U nacionalnom istrazivanju na 3 276 finskih radnika, starosti
izmedu 30 i 64 godine prisustvo burnout-a, definisanog kao
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iscrpljenost, osecaj nenadleznosti i smanjenje korisnosti svog
rada, nadeno je kod 25% zaposlenih od ¢ega je 2,3% imalo
veoma visok stepen burnout-a®* .

U etiologiji burnout-a vaznu ulogu imaju i osobine sa-
mog zaposlenog. Studija sprovedena u Holandiji, u grupi od
527 zaposlenih, od kojih 338 menadzera u Telekomu i 111
proizvodnih radnika u prehrambenoj industriji, dokazuje da
izgaranje na poslu moze zavisiti od karakteristika licnosti i
njihovog temperamenta. Izgleda da je neurotizam glavni uz-
rok burnout-a, polazeéi od ¢injenice da je nivo ekstrovertno-
sti, fleksibilnost i sposobnost adaptacije na promene u radnoj
sredini, bitan preduslov uspesnog obavljanja radnih obave-
za ', Takode, utvrdeno je da je iscrpljenost koja je u korela-
ciji sa anksiozno-depresivnim poremecajima predisponirana
genetickim i individualnim faktorima **. Dokazana je i nega-
tivna korelacija izmedu stepena samopoS$tovanja i burnout-a,
kao i da osobe sa eksternim lokusom kontrole imaju visi ste-
pen izgaranja. 1z tog razloga mnogi istrazivaci istiCu vaznost
samoefikasnosti u teoriji burnout-a. Pod samoefikasnos¢u se
podrazumeva li¢no uverenje zaposlenog da poseduje kapa-
citet kojim moze da uti¢e na performanse posla, $to se izra-
7ava kroz produktivnost .

Cilj brojnih studija sprovedenih zadnjih godina u
skandinavskim zemljama bio je da se ispita uticaj burnout-a
na zdravlje radnika, odnosno mentalne poremecaje, bolesti
miSi¢nokostanog i kardiovaskularnog sistema kao grupe
koje su najéedéi uzroci radne nesposobnosti ** . Pronadena
je pozitivna korelacija izmedu nivoa burnout-a i prevalen-
cije anksiozno-depresivnog poremecaja, i poveéane upotre-
be alkohola i kod muskaraca i kod Zena *>**. Burnout je,
takode, povezan i sa pojavom muskuloskeletnih oboljenja
kod zena *’ i kardiovaskularnih bolesti kod muskaraca bez
obzira na sociodemografske karakteristike, fizicke zahteve
posla, zdravstveno ponasanje i simptome depresije '°. Kod
radnika starosti iznad 30 godina zastupljenost burnout-a u
pozitivnoj je korelaciji sa godinama zivota. Postoji tenden-
cija viSeg skora burnout-a kod Zena nizeg edukacionog i
profesionalnog statusa *' i neoZenjenih muskaraca*’. U
studijama sprovedenim u Finskoj i Svedskoj kod radno ak-
tivnog stanovni$tva burnout je viSe izraZzen kod Zena stari-
jih od 50 godina i to u neproizvodnim delatnostima ****.
Interesantno je, takode, da je kod radnika sa visokim stepe-
nom burnout-a, izraZzenog kao fizi¢ka i mentalna iscrplje-
nost, utvrdena poviSena koncentracija biomarkera zapalje-
nja u krvi (C-reaktivni protein i fibrinogen) **. U populaciji
norveskih radnika starosti izmedu 39-45 i 54—65 godina
burnout je u vezi sa povecanim rizikom od obolevanja od
infarkta miokarda *.

Uticaj burnout-a na kvalitet Zivota radnika bio je pre-
dmet interesovanja manjeg broja istrazivaca za razliku od
onih koji su pokazali interesovanje za uticaj profesionalnog
stresa na kvalitet zivota. NasSa interesovanja bila su usme-
rena u prvom navedenom pravcu. U tom smislu koris¢ene
su sekcije upitnika za procenu subjektivnog kvaliteta zivo-
ta. Vecina istraZivanja na polju kvaliteta Zivota fokusiraju
se na dve bazi¢ne metodologije merenja, izdvajanjem obje-
ktivnog i subjektivnog kvaliteta Zivota. Prvi metod koristi
kvantitativne pokazatelje za procenu onoga $to ljudi pose-
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duju (zdravlje, obrazovanje, prihodi, bracno stanje), dok
subjektivni pokazatelji sluze za procenu onoga §to ljudi do-
zivljavaju (zadovoljstvo, uspeh, znacenje). Tako objektivni
kvalitet zivota ¢ini ispunjenje drusStvenih i kulturalnih nor-
mi za materijalnim dobrima, drustvenim statusom i fizic-
kim blagostanjem. Subjektivni kvalitet ili subjektivno bla-
gostanje tice se dobrog osecanja i zadovoljstva stanjem
stvari, uopste, i ima veliku vaznost za merenje kvaliteta zi-
vota. Bitni aspekti zivota ne odrazavaju se direktno, veé se
najpre prelamaju kroz prizmu subjektivnosti, pa je jasno da
se vaznost svake dimenzije i zadovoljstvo njome razlikuje
od li¢nosti do li¢nosti. To znaéi da, ako je osoba nezadovo-
ljna nekim zivotnim podru¢jem kome pridaje manji znacaj,
jos uvek moze imati globalno kvalitetan zivot. Nezadovolj-
stvo aspektom od velike vaznosti za individuu, medutim,
bitno doprinosi snizenju kvaliteta zivota u celini. Zato je
prepoznavanje subjektivnosti kvaliteta Zivota klju¢no za ra-
zumevanje ovakvog pristupa'®***’. Savremeni istrazivagi
kvaliteta zivota isti¢u da se objektivni pokazatelji kvaliteta
zivota, baziraju na iskustvu i subjektivnim asocijacijama
ispitanika, ¢ime je razlikovanje subjektivnih i objektivnih
indikatora donekle iluzorno *.

Nas$im ispitanicima za kvalitetan zivot bilo je najzna-
¢ajnije zdravlje, odnosi u porodici i sa prijateljima i osecaj
sigurnosti, dok su materijalna dobra i produktivnost ozna-
¢ili manje znacajnim. Medutim, rezultati ovog istrazivanja
dokazali su da burnout zna¢ajno menja vaznost ozna¢enih
obelezja, materijalna dobra dobijaju na vaznosti, porodica i
zdravlje postaju manje vazni, te se ishod moze naslutiti.
Detaljnijim istrazivanjima ove pojave u svetu dokazano je
da burnout ne ugrozava samo zdravlje radnika veé¢ ozbiljno
utice i na produktivnost i ugled radnih organizacija u koji-
ma oni rade, tim pre §to ono ima karakteristike epidemije,
brzo se prenosi od jednog na druge radnike **°.

U istrazivanju sprovedenom radi validnosti CBI na
Novom Zelandu i uticaju burnout-a na subjektivno blagos-
tanje, utvrdena je negativna korelacija izmedu burnout-a i
liénog blagostanja. U istoj studiji autori isticu neophodnost
daljeg istrazivanja radi identifikacije drugih institucional-
nih ili liénih faktora koji nisu prepoznati, a mogu biti u os-
novi ovakve korelacije °"*>. U tom smislu, visok nivo li¢-
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nog izgaranja u nasem istrazivanju koji se u krajnjoj liniji
odnosi i na izgaranje zbog opSteg zivotnog stresa moze
imati znacajan uticaj na percepciju kvaliteta Zivota kod na-
Sih ispitanika.

Kada je u pitanju pojava izgaranja i kvalitet Zivota rad-
nika u literaturi se nalaze vrlo sadrzajni kriticki osvrti autora
na sve do sada izradene upitnike u svetu sa konkretnim pre-
porukama za buduca istraZivanja®**>. To je uticalo na nas
izbor upitnika® ' za ovu pilot studiju koje smo preveli na
srpski jezik i kao takve koristili. Dokazana visoka pouzda-
nost skala za merenje linog izgaranja, izgaranja na poslu
(CBI) i subjektivnog kvaliteta Zzivota (ComQoL-A5) mogu
biti od znacaja za istrazivanja koja slede jer posedujemo go-
tove, validne instrumente za merenje ovih pojava, a veruje-
mo i za istrazivanja drugih autora u Srbiji koje zelimo ovim
putem da iniciramo.

Zakljucak

Kod proizvodnih radnika u prehrambenoj industriji po-
stoji visoko prisustvo burnout-a kako li¢nog, tako i na rad-
nom mestu. Dokazana je negativna korelacija izmedu burno-
ut-a i subjektivne procene kvaliteta zivota §to moze imati 0z-
biljne posledice po zdravlje ovih radnika, ali i produktivnost
njihovih kompanija. Ovo smatramo dobrim izazovom za bu-
duca, sveobuhvatnija, multidiscipliarna istrazivanja u Srbiji
pri ¢emu se upitnici koje smo koristili (CBI i Com QolAS5)
mogu smatrati validnim instrumentima za ispitivanje ove
pojave. U svemu tome, naravno, ne bi trebalo da izostane ni
interesovanje Sire zajednice zbog znacajnog finansijskog i
socijalnog efekta burnout-a koji proizilazi iz (ne)zadovolj-
stva zaposlenih radnim mestom i njegovih posledica na fizi-
¢ko 1 psihicko zdravlje zaposlenih.

Zahvalnica

Rad je objavljen zahvaljuju¢i Ministarstvu za nauku i
tehnoloski razvoj Srbije (projekat br. 21016: Uvodenje i raz-
voj koherentnog angazmana svih privrednih grana i njihovih
radnika u promociju zdravlja na radnom mestu, etiku i kva-
litet Zivota kao uslov za njihov razvoj).
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Kvantitativna analiza dendritske kroSnje velikih neurona zupcastog

jedra cerebeluma Coveka

Quantitative analysis of dendritic branching pattern of large neurons in human

cerebellum
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Apstrakt

Uvod/Cilj. Zupéasto jedto (nuclens dentatus) predstavlja naj-
udaljenije jedro cerebeluma i glavni je sistem za prenos in-
formacija u malom mozgu. Do sada su dendritske krosnje
Cetiri razlicite vrste velikih neurona zupcastog jedra prouca-
vane uglavnom kvalitativno, bez kvantifikacije njihovih
morfoloskih svojstava. Cilj ove studije bio je da se testira
kvalitativho uspostavljena hipoteza o postojanju razlicitih
vrsta velikih neurona zupcastog jedra cerebeluma ¢oveka, na
osnovu rezultata kvantitativne analize njihove dendritske
krosnje. Metode. Serije horizontalnih preseka zupcastog je-
dra uzimane su sa mozgova leSeva 15 odraslih muskaraca,
bez dijagnostikovanih neuroloskih oboljenja. Slike 189 Gol-
dzi impregnisanih velikih neurona snimane su digitalnom
kamerom povezanom sa optickim mikroskopom. Dendrit-
ske krosnje digitalizovanih slika neurona analizirane su mo-
difikovanom Solovom i fraktalnom analizom. Rezultati. Iz-
racunate vrednosti maksimalnog broja preseka (IN,,), kritic-
nog radijusa (r) i fraktalne dimenzije (D) dendritske krosnje
cetiri vrste velikih neurona statisticki su ocenjene i analizira-
ne. Rezultati su pokazali da izmedu cetiri vrste velikih neu-
rona postoji statisticki znacajna razlika (p < 0,01) bar u jed-
nom parametru dendritske krosnje. Zakljucak. Ova studija
predstavlja prvu kvantitativnu analizu dendritske krosnje
neurona zupcastog jedra cerebeluma coveka. Hipoteza o
postojanju cetiri vrste neurona u ovom delu malog mozga
coveka uspesno je potvrdena.

Kljucne reci:

mozak, mali; mozak,mali, jedra; anatomija; dendriti;
neuroni.

Abstract

Background/Aim. Dentate nucleus (muclens dentatus) is the
most distant of the cerebellar nuclei and the major system for
information transfer in the cerebellum. So far, dendritic
branches of four different kinds of latge neurons of dentate
nucleus, have been considered mainly qualitatively with no
quantification of their morphological features. The aim of the
study was to test the qualitative hypothesis that the human
dentate nucleus is composed of various types of the large
neurons by quantitative analysis of their dendritic branching
patterns. Methods. Series of horizontal sections of the den-
tate nuclei were taken from 15 adult human brains, free of di-
agnosed neurological disorders. The 189 Golgi-impregnated
images of large neurons were recorded by a digital camera
connected to a light microscope. Dendritic branching pat-
terns of digitized neuronal images were analyzed by modified
Sholl and fractal analyses. Results. The number of intersec-
tions (IN,), critical radius (r) and fractal dimension (D) of
dendritic branching pattern for four types of the large neu-
rons were calculated, statistically evaluated and analyzed. The
results show that there is a significant difference between four
neuronal types in one morphometric parameter at least. Con-
clusion. The present study is the first attempt to analyze
quantitatively the dendritic branching pattern of neurons
from the dentate nucleus in the human. The hypothesis that
the four types of the large neurons exist in this part of human
cerebellum is successfully supported.

Key words:
cerebellum; cerebellar nuclei; anatomy, cross-sectional,
dendrites; neurons.

Uvod

Zupcasto jedro (nucleus dentatus) predstavlja najuda-
ljenije lateralno jedro cerebeluma u obliku viSestruko izuvi-
jane trake sive mase. Uskladujuéi informacije iz donjeg oli-

varnog kompleksa razli¢itih delova mozdanog stabla i kic-
mene mozdine, sa izlaznim informacijama koje se iz kore
malog mozga prenose iskljuc¢ivo preko Purkinjeovih celija,
zupcasto jedro predstavlja glavni sistem za prenos informa-
cija u malom mozgu '.
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Morfologija neurona zupcastog jedra detaljno je prou-
¢ena u proteklih sto i viSe godina. Ispitivanje morfologije
ovog dela malog mozga pocelo je u XIX veku, kada su Sa-
koci > (1887) i Lugaro * (1895) analizirali neurone zupé&astog
jedra coveka. Ovi istrazivaci prvi su opisali dve morfoloski
razli¢ite vrste neurona u zupc¢astom jedru. Prva vrsta nazvana
je malim neuronima, zbog njihovog malog tela, male den-
dritske krosnje i kratkih aksona. Suprotno prvoj vrsti, druga
vrsta neurona odlikovala se velikim telom, velikom dendrit-
skom krosnjom i dugim aksonima, te su logi¢no nazvani ve-
likim neuronima®°>. U narednim godinama veliki broj studija
neurona zupcastog jedra na raznim zivotinjskim vrstama i
coveku, potvrdile su postojanje dve opisane vrste nervnih
éelija* . Medutim, postoje morfoloske studije neurona zup-
Zastog jedra majmuna '’ i Soveka " u kojima su opisane
viSe od dve vrste neurona. Zajednicko za te studije je da su
veliki neuroni klasifikovani u Cetiri razliite vrste na osnovu
geometrije i slozenosti dendritske krosnje, kao i polozaja ne-
urona i njihovih aksona u zupéastom jedru.

U prethodnim studijama zupcastog jedra, neuroni su
proucavani uglavnom kvalitativno, opisom oblika i veli¢ine
tela, oblika i veli¢ine dendritskog polja, kao i slozenosti den-
dritske krosnje. Nazalost, vecina proucavanih morfoloskih
svojstava nije adekvatno kvantifikovana, a u nekim studija-
ma u kojima je merena veli¢ina tela i dendritskog polja razli-
&itih vrsta neurona zupéastog jedra®® ™' odgovarajuca
statisti¢ka analiza dobijenih vrednosti nije izvedena. Stavise,
slozenost dendritske kros$nje koris¢ena je kao dopunski krite-
rijum u klasifikaciji velikih neurona''", bez prikaza bilo
kakvog parametra koji kvantifikuje ovo svojstvo neurona.

Cilj ove studije bio je da se izvrsi kvantitativna analiza
dendritske kroSnje velikih neurona zupcéastog jedra cerebe-
luma coveka radi provere hipoteze o postojanju Cetiri vrste
velikih neurona u ovom delu malog mozga coveka. Kvanti-
tativna analiza ovih neurona izvedena je koriS¢enjem dve
moderne tehnike — modifikovanom Solovom i fraktalnom
analizom, buduéi da je dobro poznato da one najkvalitetnije
ocenjuju dendritsku kro$nju neurona '*'°. Na kraju, statisti¢-
kom analizom izracunatih vrednosti tri parametra dendritske
kro$nje neurona, potvrdena je hipoteza o postojanju Cetiri vr-
ste velikih neurona u zup¢astom jedru Coveka.

Metode

Materijal u ovoj studiji uzet je tokom autopsije mozgo-
va leSeva 15 osoba muskog pola, starosti od 40 do 60 godina,
kod kojih nisu dijagnostikovana bilo kakva neuroloska obo-
ljenja. Interval starosti koriS¢enih mozgova izabran je zbog
ocuvanja karakteristicne pigmentacione Seme mozga i elimi-
nisanja mogudeg uticaja razvoja neurona na rezultate studi-
je '°. Materijal je prikupljan priblizno godinu dana i pripada
zbirci Zavoda za anatomiju Medicinskog fakulteta u Novom
Sadu.

Nakon uklanjanja mozga iz lobanje, cerebelum je seci-
ran tako da su izdvajani rezovi zupCastog jedra debljine 2,5
cm. Ovi uzorci fiksirani su u 10% alkoholno-formalinskom
rastvoru, impregnisani prema Kops-Bubenajtovoj metodi,
dehidratisani u alkoholu i kalupljeni u parafinu. Svaki uzorak

Milosevi¢ NT, et al. Vojnosanit Pregl 2010; 67(9): 712-716.

serijski je seen na horizontalne rezove debljine 90 pum, pos-
tavljan na staklenu plocicu, o¢is¢en ksilenom i prekriven od-
govarajuc¢im sredstvom.

Horizontalni rezovi analizirani su optickim mikrosko-
pom koris¢enjem objektiva uvecanja 400x. Slike impregni-
sanih neurona snimane su pomocu digitalne kamere Leica
DC 100 (Leica Mycrosystem Wetzlar, GmbH, Wetzlar,
Germany) uz upotrebu prateeg kompjuterskog programa
(Leica Mycrosystem Wetzlar Ltd., Heereburg, Switzerland).
Svaki neuron snimljen je u 47 optickih slojeva u zavisnosti
od njegovih dimenzija. Digitalizovane slike slojeva neurona
ucitane su u specijalizovani i javno dostupan program za ob-
radu slike Image J (www.rsb.info.nih.gov/ij). Pomocu pot-
programa ,,Z Project” slike slojeva su rekonstruisane u final-
nu sliku neurona, na kojoj su akson, spine i okolni artefakti
uklonjeni kori§¢enjem alata istog programa.

Na opisani nacin izdvojene su binarne slike 189 multi-
polarnih velikih neurona koji su klasifikovani u Cetiri grupe
saglasno kriterijumima opisanim u literaturi > '*. Reprezen-
tativni primeri binarnih slika ovih neurona prikazani su na
slici 1.

L

SL 1 — Primeri €etiri vrste velikih neurona zupcastog jedra
¢oveka: A — centralni neuron, B — grani¢ni neuron, C —
intermedijalni asimetri¢ni neuron i D — intermedijalni

vretenasti neuron.

Klasi¢na Solova analiza zasnovana je na konstruisanju
sistema ekvidistantnih koncentri¢nih krugova, €iji se centri
nalaze u geometrijskom centru tela neurona. Nakon toga iz-
racunava se broj preseka dendrita sa svakim krugom u siste-
mu. Grafik zavisnosti logaritma broja preseka (N) od loga-
ritma radijusa kruga (r) naleZe na pravu liniju, ¢iji se koefi-
cijent pravca koristi kao parametar kojim se uporeduju neu-
roni razli¢itog oblika dendritske krosnje .

Modifikovana Solova analiza sastoji se u podeavanju
zavisnosti N od r polinomom izabranog stepena. Na osnovu
polinomne funkcije moguce je odredivanje dva morfometrij-
ska parametra: maksimalnog broja preseka (N, dendrita i kri-
ti¢nog radijusa (rc) od centra tela, na kome se nalazi maksi-
malan broj preseka. Ilustracija primene modifikovane Solove
analize prikazana je na slici 2, dok se detaljnije objasnjenje
ove tehnike kvantitativne analize slike neurona nalazi u nasoj
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SL. 2 — Ilustracija primene modifikovane Solove analize na dvodimenzionalnu sliku neurona: A) Grafik zavisnosti broja
preseka od radijusa kruga, uskladen sa polinomom petog stepena (gornji desni ugao). Simbolom R oznacen je koeficijent
korelacije podeSene funkcije, r. je kriticna vrednost funkcije N(r) i N, je maksimalna vrednost funkcije N(r). B) Krug koji

preseca binarnu sliku neurona iz zadnjih rogova ki¢mene mozdine macke '® ukazuje na mesto na kome se nalazi maksimalan
broj preseka i udaljenost (r;) od geometrijskog centra tela neurona

prethodnoj publikaciji '°. Dva opisana parametra, koja se do-
bijaju modifikovanom Solovom analizom, korii¢ena su u ovoj
studiji za kvantifikaciju dendritske kro$nje neurona.

Dok je modifikovana Solova analiza dendritske krognje
izvrSena na binarnim slikama neurona, fraktalna analiza neu-
rona izvrSena je na njihovim skeletonizovanim slikama
»metodom brojanja kvadrata®. Skeletonizovana slika neurona
dobijena je kada se sa binarne slike ukloni telo, a dendriti sa-
zmu u linije Sirine jednog piksela. ,,Metod brojanja kvadrata“
zasniva se na prekrivanju slike neurona mrezom kvadrata,
definisane duzine stranice (r), nakon Cega se prebrojavaju
kvadrati koji dodiruju ili seku dendrit (N). Promenom duzine
stranice, tj. dimenzije mreze kvadrata, broj kvadrata menja se
po inverznom stepenom zakonu. Logaritmovanjem inverz-
nog stepenog zakona dobija se jednacina prave linije u kojoj
vrednost koeficijenta pravca uzeta s pozitivnim znakom de-
finiSe fraktalnu dimenziju (D) analizirane slike neurona B,

Fraktalna analiza izvedena je koriS¢enjem programa
Image J, pomoc¢u potprograma ,,Fractal Box Count”. U ana-
lizi svake od slika neurona, dimenzije mreze kvadrata birane
su, saglasno postojecem protokolu za izvodenje ove tehnike
fraktalne analize '*, prema geometrijskoj progresiji 2!, 2%, 2,
L2k piksela, gde je k vrednost za koju je broj kvadrata koji
prekriva sliku jednak jedinici.

Statisticka ocena izmerenih vrednosti maksimalnog
broja preseka (Ny), kritinog radijusa (r¢) i fraktalne dimen-
zije (D) dendritske kros$nje zasnivala se na oceni karaktera
populacije, tj. da li odreden uzorak podleze normalnoj raspo-
deli ili ne. U slucaju normalno distribuisane populacije arit-
meticka sredina predstavlja meru centralne tendencije, dok
standardna greska definiSe meru disperzije podataka. U sup-
rotnom slucaju, meru centralne tendencije odreduje medijan,
a meru disperzije, opseg varijabli.

Ispitivanje statisticke znacajnosti razlike u merama
centralne tendencije tri parametra u slucaju Cetiri razlicita
uzorka (tj. vrste velikih neurona), takode, zavisi od karaktera
njihove distribucije. U slucaju normalno distribuisanih po-
pulacija, koris¢ene su tehnike i testovi parametrijske statisti-
ke, a u drugom slucaju, odgovarajuce tehnike neparametrij-
ske statistike.

Rezultati

Da bismo prikazali i statisticki analizirali rezultate
kvantitativne analize dendritske krosnje neurona zupcastog
jedra cerebeluma coveka, ispitali smo karaktere distribucija
tri morfometrijska parametra dendritske krosnje: fraktalne
dimenzije (D), maksimalnog broja preseka (Ny,) i kriti¢nog
radijusa (ry). Na slici 3. prikazani su poligoni frekvencija
ovih parametara u slucaju analiziranog uzorka neurona zup-
Castog jedra. Sa slike se jasno vidi da se raspodele sva tri pa-
rametra pokoravaju zakonima normalne distribucije, uz od-
reden stepen iskosenosti (slike 3 A — C).

Saglasno prethodnoj oceni distribucija morfometrijskih
parametara dendritske krosnje, centralna tendencija i mera
disperzije vrednosti ovih parametara, za svaku od Cetiri vrste
neurona, opisana je srednjom vrednos$cu i standardnom gres-
kom kao Sto je prikazano u tabeli 1. Da bi se ispitalo da li u
skupu koji Cine Cetiri uzorka podataka postoje parovi sred-
njih vrednosti koje se medusobno statisticki znacajno razli-
kuju, izvrSena je jednodimenzionalna analiza varijanse.

Ovom statistickom procedurom dobijene su sledece
vrednosti (Fiserov test): F = 15,01 u slu¢aju parametra D,
F=29,12 za N, i F = 4,63 za r.. 1z tabele F raspodele za
brojeve stepena slobode n; = 3 i n, = 185 procitane su tablic-
ne vrednosti Fops = 2,60 i Foo; = 3,78. Po$to su izracunate
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SL 3 — Distribucije frekvencija fraktalne dimenzije D (A), maksimalnog broja preseka N, (B) i kriti¢nog radijusa r. (C) na
uzorku od 189 velikih neurona zupcastog jedra ¢oveka

Tabela 1

Izracunate vrednosti fraktalne dimenzije (D), maksimalnog broja preseka (Ny) i kriti¢nog radijusa (r.)
velikih neurona zupcastog jedra ¢oveka

Vrsta velikih neurona zupca-

stog jedra doveka Broj neurona D Nim I (um)

Centralni (A) 45 1,31+0,01 16,9+0,7 36+2

Grani¢ni (B) 53 1,305 + 0,008 13,0£0,5 46+3

Intermedijalni asimetri¢ni (C) 57 1,319 + 0,006 16,8+ 0,6 44+ 1

Intermedijalni vretenasti (D) 34 1,23 £0,01 10,1 £0,5 39+3
vrednosti za sva tri parametra bile vece od tabli¢nih vredno- Diskusija

sti Fygs 1 Foo1, zakljuceno je da se oni statisticki znacajno ra-
zlikuju na nivou poverenja p < 0,01. To znaci da se bar dve
srednje vrednosti u slucaju tri parametra iz tabele 1 meduso-
bno znacajno statisti¢ki razlikuju.

Kako je broj uzoraka za svaku od Cetiri vrste neurona bio
nejednak i analiza varijanse pokazuje da postoji statisticka
znacajnost izmedu njih, ne postoji jednostavan nacin da se ut-
vrdi koji se parovi srednjih vrednosti znacajno razlikuju. Jedan
od nacina koji se za ovakve prilike preporucuje jeste da se svi
parovi srednjih vrednosti analiziraju pomoc¢u Studentovog t-
testa '”. Rezultati primene t-testa na parove srednjih vrednosti
tri morfometrijska parametra prikazani su u tabeli 2.

Tabela 2
Primena t-testa na parove srednjih vrednosti tri parametara
iz tabele 1

Parovi D N re (um)

A _ B / sk sk

A-C / / *k

A-D EES sk /

B-C / ** /

B-D EES *ok /

C-— EES sk /

**-p< 0,01,/ - ne postoji znacajna razlika
A — centralni neuron, B — grani¢ni neuron, C — intermedijalni asimetri¢ni
neuron i D — intermedijalni vretenasti neuron

Primena t-testa na parove srednjih vrednosti fraktalne
dimenzije (D) pokazala je da su intermedijalni vretenasti ne-
uroni (vrsta D u tabeli 2) statisti¢ki znacajno razliciti od os-
tale tri vrste neurona. U slucaju maksimalnog broja preseka
(Np) jedino izmedu srednjih vrednosti centralnih i interme-
dijalnih asimetri¢nih neurona nije pronadena znacajna razlika
(par A — C u tabeli 2). Na kraju, u slucaju parova srednjih
vrednosti kriticnog radijusa (r¢) znacajna razlika postojala je
izmedu centralnih i grani¢nih, kao i centralnih i intermedijal-
nih asimetri¢nih neurona (parovi A —B i A — C u tabeli 2).

Ova studija prikazuje kvantitativnu analizu dendritske
krosnje velikih neurona zupcastog jedra oveka. Od nekoliko
postoje¢ih tehnika kojima se definiSe ovo svojstvo neuro-
na'”**?, izabrali smo dve najpoznatije i najéesce koriséene:
modifikovanu Solovu i fraktalnu analizu. Modifikovana So-
lova analiza donosi dva nova parametra dendritske kroSnje
neurona: maksimalni broj preseka dendrita sa sistemom kon-
centri¢nih krugova i kritiéni radijus koji odgovara ovom
broju preseka. Dok prvi parametar predstavlja indirektnu me-
ru gustine dendritske kro$nje neurona, drugi parametar pri-
kazuje rastojanje od centra tela na kome je maksimalna gus-
tina dendritske kroSnje. Da ova tehnika kvantitativne analize
pruza kvalitetne rezultate, ukazuje nasa ranija studija u kojoj
je uspesno podrzana hipoteza o razli¢itoj strukturi neurona iz
prvih est lamina ki¢mene mozdine macke '°. Osnovni para-
metar fraktalne analize predstavlja fraktalna dimenzija, koja
se izraunava primenom razli¢itih tehnika '*. Vrednost frak-
talne dimenzije direktno je proporcionalna stepenu sloZenosti
dendritske kro$nje neurona, odnosno njena vrednost zavisi
od broja dendrita u kro$nji, a najviSe od izuvijanosti njihovih
grana 1521,

Aktuelne studije neurona zupcastog jedra Coveka uka-
zuju da postoje Cetiri morfoloski razlicite vrste velikih neu-
rona: centralni (poznati i pod imenom stelatni), grani¢ni, in-
termedijalni asimetricni (poznati kao anizodendriti¢ni) i in-
termedijalni vretenasti '>"*. Da izmedu ovih vrsta postoji ra-
zlika u obliku tela i dendritskog polja, jasno ilustruje slika 1.
Sto se ti¢e njihovog polozaja u zup&astom jedru, centralni i
grani¢ni neuroni nalaze se, kao §to im ime sugeriSe, u cen-
tralnim i grani¢nim oblastima zupcastog jedra. Nasuprot nji-
ma, intermedijalni asimetri¢ni i intermedijalni vretenasti neu-
roni rasporedeni su po svim oblastima jedra. Kada se kvali-
tativno analizira slozenost dendritske kros$nje, moze se oce-
kivati da intermedijalni vretenasti neuroni imaju najjednosta-
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vniju kros$nju, dok je slozenost kro$nje ostalih vrsta neurona
naizgled sli¢na.

Medutim, nas$i rezultati kvantitativne i statisti¢ke ana-
lize jasno ukazuju na postojanje razlike izmedu sve Cetiri
vrste neurona. Kao §to kvalitativna analiza sugeriSe, inter-
medijalni vretenasti neuroni imaju najmanju gustinu kros-
nje i najmanji stepen izuvijanosti grana dendrita u odnosu
na ostale tri vrste. Izmedu grani¢nih i intermedijalnih asi-
metri¢nih neurona postoji jasna razlika u gustini krosnje,
dok su im ostala dva merena svojstva sli¢na. Sli¢an zaklju-
¢ak dobijen je analizom centralnih i intermedijalnih asimet-
ri¢nih neurona: stepen izuvijanosti dendritiskih grana i gu-
stina krosnje ove dve vrste statisticki su iste. Jasna razlika
izmedu njih postoji u rastojanju maksimalne vrednosti gus-
tine kroSnje od centra tela: maksimalna vrednost grananja
dendrita centralnih neurona nalazi se blize telu nego u slu-
¢aju intermedijalnih asimetri¢énih neurona. Na kraju, den-
dritske kros$nje centralnih i grani¢nih neurona razlikuju se
po gustini i rastojanju od tela, dok su im stepeni izuvijano-
sti grana dendrita sli¢ne.

Prema naSim saznanjima ne postoji kvantitativna studija
neurona zupcastog jedra coveka, potpomognuta statistickom

LITER

1. Uunsisaari M, Obata K, Knipfel T. Morphological and electro-
physiological properties of GABAergic and non-GABAergic
cells in the deep cerebellar nuclei. ] Neurophysiol 2007; 97:
901-11.

2. Saccozzi A. Sui nucleo dentato del cervelletto. Riv Sper Fren
Med Leg 1887; 13: 9399.

3. Lugaro E. Sulla struttura del nucleo dentato del cervelletto nel-
I'vomo. Monit Zool It 1895; 6: 5-12.

4. Ramon y Cajal S. Histologie du systéme nerveux de I'homme et
des vertebras. Paris: Maloine; 1911.

5. Conrville ], Cogper CW. The cerebellar nuclei of macaca mulatta:
a morphological study. ] Comp Neurol 1970; 140(2): 241-54.

6. Matsushita M, Iwabori N. Structural organization of the interpo-
situs and the dentate nuclei. Brain Res 1971; 35(1): 17-306.

7. Larsell O, Jansen ]. The comparative anatomy and histology of
the cerebellum. The human cerebellum, cerebellar connec-
tions, and the cerebellar cortex. Minneapolis: University of
Minnesota Press; 1972.

8. Chan-Palay 17. A light microscope study of the cytology and
organization ofneurons in the simple mammalian nucleus lat-
eralis: columns and switls. Z Anat Entw Gesch 1973; 141(2):
125-50.

9. Sotelo C, Angaut P. The fine structure of the cerebellar central
nuclei in the cat. I. Neurons and neuroglial cells. Exp Brain
Res 1973; 16(4): 410-30.

10. Braak H, Braak E. Morphological studies of local circuit neu-
rons in the cerebellar dentate nucleus of man. Hum Neurobiol
1983; 2(2): 49-57.

11. Chan-Palay V. Cerebellar dentate nucleus: organization, cytol-
ogy and transmitters. Berlin-Heidelberg-New York: Springer;
1977. pp. 548.

12. Mibajlovic P, Zecevic N. Development of the human dentate nu-
cleus. Human Neurobiol 1986; 5(3): 189-97.

13. Hayaran A, Wadbwa S, Bijlani 7. Cytoarchitectural develop-
ment of the human dentate nucleus: a Golgi study. Dev Neu-
rosci 1992; 14(3): 181-94.

ocenom izracunatih parametara. Ovo se posebno odnosi na
dendritsku kro$nju neurona. U nasoj prethodnoj studiji ispiti-
vali smo pomocu fraktalne analize dendritsku kroS$nju Sest
vrsta neurona zup&astog jedra majmuna > i pronasli da od
Cetiri vrste velikih neurona samo jedna ima znacajno razlicitu
krosnju od ostalih. S tim u vezi, ova kompleksna studija
predstavlja napredak u poredenju sa prethodnim rezultatima,
jer pokazuje da uvodenje jo§ jedne tehnike kvantitativne
analize veoma znacajno uti¢e na dobijene rezultate i zakljuc-
ke koji se iz njih formulisu.
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Rezultati ove studije pokazuju da se tri parametra den-
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cerebeluma coveka jasno medusobno razlikuju. To znaci da
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Brzo simultano odredivanje organofosfornih pesticida u humanom
serumu i urinu metodom te¢ne hromatografije sa masenom

spektrometrijom

Rapid simultaneous determination of organophosphorus pesticides in human
serum and urine by liquid chromatography-mass spectrometry

Milica Zlatkovi¢, Miodrag Jovanovi¢, Dragana Djordjevié, Slavica Vuéinié

Vojnomedicinska akademija, Centar za kontrolu trovanja, Beograd, Srbija

Apstrakt

Uvod/Cilj. Analiza organofosfornih jedinjenja i njihovih
metabolita u bioloskom matetijalu, obuhvata primenu veli-
kog broja metoda kako u pripremi uzoraka za analizu, tako i
za njihovo odredivanje. Njihova identifikacija veoma je slo-
zena, a pracenje niskih koncentracija nalaze primenu veoma
osetljivih analitickih tehnika. Cilj rada bio je da se razvije i
validira originalna i osetljiva metoda za detekciju i kvantifi-
kaciju organofosfornih pesticida (dimetoat, diazinon, mala-
tion i malaokson) u bioloskom materijalu (serum i urin).
Metode. Ova metoda zasniva se na SP (¢vrsto-te¢noj) prip-
remi uzorka, hromatografskom razdvajanju na ACQUITY
UPLC ® HSST3 koloni i masenospekromettijskoj detekciji
u pozitivhom jonskom modu. Kao mobilna faza koristeni
su 5 mM amonijum-formijat pH 3,0 (A) i metanol sa 0,1%
HCOOH (B) u linearnom gradijentu. Protok mobilne faze
bio je konstantan i iznosio je 0,3 mL/min. Rezultati. Sta-
ndardna kriva bila je linearna u opsegu od 0,05 do
5,00 mg/L za malation i malaokson, 0,10 do 5,00 mg/L za
dimetoat i od 0,05 do 2,50 mg/L za diazinon. Korelacioni
koeficijent bio je = 0,99. Dobijeni rezultati prinosa ekstra-
kcije kretali su se od 90 do 99%. Donje granice detekcije
(LOD) metode kretale su se od 0,007 do 0,07 mg/L, a donje
granice kvantifikacije (LOQ) od 0,022 do 0,085 mg/L. Pre-
ciznost i tacnost zadovoljavali su zahteve za sve analizirane
pesticide. Zaklju€ak. Metoda te¢ne hromatografije sa ma-
senom spektrometrijom je jednostavna, precizna i moze se
koristiti za oredivanje organofosfornih pesticida u klinickoj i
forenzickoj toksikologiji.

Kljuéne redi:
organofosforna jedinjenja; krv; mokraca; ljudi;
hromatografija, teCna; spektrometrija mase.

Abstract

Background/Aim. Analysis of otganophosphosphorus
compounds and their metabolites in a biological material in-
cludes the use of numerous methods, covering both prepa-
ration of samples for analysis and their identification that is
considered to be very complex. Low concentrations moni-
toring requires implementation of highly sensitive analytical
techniques. The aim of this study was to develop and vali-
date an original and sensitive method for the detection and
quantitation of organophosphorus pesticides (dimethoate,
diazinon, malathion and malaoxon) in human biological
matrices (serum, urine). Methods. This method was based
on a solid-phase extraction procedure, a chromatographic
separation using an ACQUITY UPLC ® HSST3 column
and mass spectrometric detection in the positve ion mode.
Mobile phase: was consited of Solvent A (5 mM ammonium
formate pH 3.0) and Solvent B (0.1% acetic formate in
methanol), in a linear gradient (constant flow-rate
0.3 mI./min). Results. The standard curve was linear in the
range of 0.05-5.00 mg/L for malathion and malaoxon,
0.10-5.00 mg/L for dimethoate and 0.05-2.50 mg/L for di-
azinon. The correlation coefficient was 2 0.99. Extraction
recoveries were satisfactory and ranged between 90-99%.
The limits of detection (LOD) was between 0.007—
0.07 mg/L and the limits of quantitation (LOQ) ranged
between 0.022-0.085 mg/L. Intra- and interassay precision
and accuracy were satisfactory for all of the pesticides
analyzed.  Conclusion. The method of liquid
chromatography — mass spectrometry is simple, accurate,
and useful for the determination of organophosphorus
pesticides in both clinical and forensic toxicology.

Key words:
organophosphorus compounds; blood; urine; humans;
chromatography, liquid; mass spectrometry.
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Uvod

Organofosforni insekticidi imaju Siroku primenu u ce-
lom svetu, prvenstveno zato $to ih karakteriSe brza degrada-
cija bez mogucénosti akumulacije u lancu ishrane. Dok je broj
zrtava slucajnog trovanja ovim jedinjenjima relativno mali,
namerna samotrovanja dostigla su velike razmere, ¢ak i u
nekim tehnolo3ki razvijenim zemljama 7.

Upotreba hemijskih bojnih otrova, koji su u osnovi or-
ganofosfati, u toku vojnih sukoba i teroristickih akcija, pos-
pesila je istrazivanja i razvoj efikasnih medicinskih protiv-
mera, kako u okviru nacionalnih, tako i internacionalnih pro-
grama. Sve dok postoji opasnost od ekspozicije ovim agen-
sima, potrebne su nove metodologije za njeno praéenje °.

Postavljanje dijagnoze akutnog trovanja organofosfor-
nim jedinjenjima (OFJ) i pracenje toka njihovog metaboliz-
ma veoma je znacajno u terapiji. Dijagnoza trovanja moze se
potvrditi odredivanjem aktivnosti (acetilholinesteraze) AChE
u eritrocitima i (butirilholinesteraze) BuChE u serumu, a ve-
oma je znacajno i odredivanje koncentracije organofosfornih
jedinjenja u serumu, i pracenje daljeg metabolizma preko
njihovih urinarnih metabolita-alkilfosfata.

Analiza organofosfornih jedinjenja i njihovih metabolita
u bioloskom materijalu, obuhvata primenu velikog broja me-
toda, kako pripreme uzoraka za analizu, tako i njihovo odredi-
vanje. Njihova identifikacija veoma je slozena, a pracenje nis-
kih koncentracija nalaze primenu veoma osetljivih analitickih
tehnika. Postoji veliki broj hromatografskih metoda za odredi-
vanje organofosfornih jedinenja *. Sve metode sastoje se iz tri
osnovna koraka: ekstrakcije, preci§¢avanja i analize dobijenog
ekstrakta. Ekstrakcija organskim rastvaracima (te¢no-te¢na ek-
strakcija) Cesto se primenjuje za izdvajanje organofosfornih
jedinjenja iz bioloskog materijala. U novije vreme, sve ¢esce
je u upotrebi primena ¢vrsto-teéne (SP) ekstrakcije. U analizi
ekstrakata koriste se razli¢ite tehnike >°. Primenjuju se gasna
hromatografija (GC) sa azot/fosfor selektivnim detektorom
(NP), te¢na hromatografija pod visokim pritiskom (HPLC) sa
ultravioletnim (UV) detektorom i detektorom sa nizom dioda
(DAD) ". U savremenoj toksikolosko-hemijskoj analizi biolo$-
kog materijala (krv, urin, tkiva organa) primenjuju se osetlji-
vije, specifi¢nije i pouzdanije tehnike. Najcesée se primenjuje
gasna hromatografija (GC) sa masenom spektrometrijom
(MS) "%, a u novije vreme i te¢na hromatografija sa masenom
(LC-MS) i spregnutom masenom detekcijom (LC-MS/MS) *
2 Maseni spektar, kao analiticki prikaz rezultata masenospek-
trometrijskog merenja, pouzdan je za identifikaciju ispitivanog
jedinjenja.

Savremena toksikoloSkohemijska analiza zahteva pro-
nalazenje i uvodenje novih metoda i tehnika za specificniju,
osetljiviju, precizniju i brzu anlizu. Te¢na hromatografija ul-
travisokih performansi (UPLC) sa masenom spektrometrijom
(MS), kao nova tehnika u te¢noj hromatografiji, sa brzom i
pouzdanijom hromatografskom analizom, do sada nije koris-
¢ena u analitici ovih jedinjenja.

Cilj rada bio je da se razvije i validira originalna i oset-
ljiva metoda za detekciju i kvantifikaciju organofosfornih
pesticida (dimetoat, diazinon, malation i malaokson) u biolo-
Skom materijalu (serum i urin).

Metode

U radu su kori$éene sledece hemikalije: metanol, HPLC
Cistoce (J.T. Baker, Mallincrodt, Holandija;) mravlja kiselina
i anonijum-hidroksid p.a. (MERCK, Darmstadt, Nemacka) i
analiti¢ki standardi: malation, izo-malation, malaokson, di-
metoat i diazinon (Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Nemacka).

Rastvori analitickih standarda

Osnovni standardni rastvori su pripremani u koncentra-
ciji od 1 mg/mL. Odmerene koli¢ine od 0,01 g (+ 0,0001 g)
svakog jedinjenja, rastvorene su u metanolu (dimetoat, diazi-
non, malation, malaokson i izo-malation) u normalnim sudo-
vima od 10 mL.

Od osnovnih rastvora napravljena je serija razblazenja
za kalibracione krive. Za malation i malaokson u opsegu od
0,05 — 5,00 mg/L, za dimetoat u opsegu od 0,1 — 5,00 mg/L i
diazinon u opsegu od 0,05 — 2,50 mg/L. 1zo-malation je kori-
S¢en kao interni standard (IS) i to u koncentraciji od 0,50
mg/L.

Kalibraciona kriva optereé¢enih seruma i urina pravljena
je u istim koncentracijama.

Svi standarni rastvori ¢uvani su na 4 °C.

Ekstrakciona procedura: koris¢en je Oasis
Extraction Cartridge, 3cc/60 mg.

1) kondicioniranje kolone: 2 mL metanola i 2 mL de-
mineralizovane vode; 2) nanoSenje na kolonu: 1 mL uzorka
(opterecenje pool seruma i urina sa odgovaraju¢im standar-
dom i internim standardom); 3) pranje kolone: 2 mL demine-
ralizovane vode; 4) eluiranje uzorka: 1 mL metanola.

Eluent je filtriran kroz 0,33 um memranski filter i pre-
bacen u vialu za injektovanje.

UPLC-MS sistem: Kori¢éen je Waters-Acquity UPLC-
SQ-Sistem sa softveskim programom MassLynx 4.1.

ACQUITY UPLC: Kolona, ACQUITY UPLC ® HSST3
1,8 um 2,1x100 mm; temperatura kolone 30 °C. Mobilna fa-
za: 5 mM amonijum formijat pH 3,0 (A) i metanol sa 0,1%
HCOOH (B) u slede¢em gradijentu: 0—1 min.60% A : 40%
B; 1-5,5 min. 40% A : 60% B; 5,5-8,5 min. 10 % A : 90%
B; 8,5-9,0 min. 10% A : 90% B i 9-11 min 60% A : 40% B.
Protok mobilne faze bio je konstantan i iznosio je
0,3 mL/min. Zapremina injekcione petlje bila je 5 L. Tem-
peratura autosemplera iznosila je 10 °C.

Uslovi masenog detektora Waters-SQD: maseni spektar
sniman je u MS scan-u (full-scan) u rasponu masa od 100—
350 m/z; naponi na konusu (Cone Voltage) 25, 35, 40, 50 i
70 V i SIM-u (m/z 230, 305, 315 1 331); napon na konusu 25
V; ukupno vreme bilo je 11 min.; vreme skeniranja (Scan
Time) 0,10 s; a jedinjenja su analizirana u pozitivnom
jonskom modu (ES+). Ostali parametri masenog detektora
iznosili su: kapilara 4,30 kV; ekstraktor 3 V; temperatura
izvora (Sourse Temperature) 150 °C; desolvataciona
temperatura (desolvation temperature) 350 °C; protok gasa
azota: 1-desolvatacioni 400 L/h; 2-na konusu 50 L/h. Napon
elektronskog multiplikatora iznosio je 670 V.

Statisticka obrada dobijenih rezultata (srednja vrednost,
standardna devijacija i koeficijent varijacije) dobijena je ko-
riScenjem rascunarskog programa Microsoft Exel 2003. Ka-

HLB
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libracione krive su konstruisane metodom najmanjeg kvad-
rata, sa srednjim vrednostima povrsina pikova za svaku kon-
centraciju (n = 4). Istim programom izracunati su koeficijenti
korelacije i jednacina prave y = ax £ b.

Prilikom izrade kalibracionih kriva, ujedno, odredena je
i donja granica detekcije (LOD) i donja granica kvantifika-
cije (LOQ) metode za svako pojedinacno jedinjenje. To je
najmanja koli¢ina analita u uzorku koja moze biti detektova-

4sstd-05 312 (5.267) Cm (312-(305+315))
1004 145

no visok standard kvantitativne analize. Analiza ekstrakata
vrSena je u full scan-u i SIM modu, a kvantifikacija je ra-
dena na jonskim masama i to: m/z 230 za dimetoat; 305 za
diazinon; 331 za malation i izo-malation i 315 za malaok-
son, pri naponu kona od 25 V. Maseni spektri analiziranih
jedinjenja snimani su pri razli¢itim kon voltazama. Najbo-
lja fragmentacija pod ovim uslovima postignuta je na 50 V
(slika 1).
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SI. 1 — Maseni spektri dimetoata, diazinona, malationa i malaoksona na S0V

na (LOD = 3 x S). Donja granica kvantifikacije bila je onaj
sadrZaj koji se moZe pouzdano odrediti (LOQ = 10 x S).

Granica detekcije 1 donja granica kvantifikacije odrede-
ne su viSestrukim injektiranjem radnih rastvora (n=20) za
najnizu tacku sa kalibracione krive svih analiziranih jedinje-
nja. Za malation, malaokson i diazinon u koncentraciji od
0,05 pg/L, a za dimetoat u koncentraciji od 0,10 pg/L.

Prinosi ekstracija dobijeni su iz jednaCina pravih
recovery testa.

Rezultati

Za odredivanje Cetiri organofosforna jedinjenja (dime-
toat, diazinon, malation i njegov aktivni metabolit malaok-
son) u bioloSkom materijalu (serum i urin) razvijen je i pri-
menjen metod na UPLC-MS analitickom sistemu.

Snimanje pojedina¢nih hromatograma analitickih sta-
ndarda analiziranih jedinjenja pod odabranim uslovima sa-
stava mobilne faze, protoka, analiticke kolone i uslova ma-
senog detektora, omogudilo je retenciono definisanje sva-
kog od analiziranih jedinjenja. Retenciona vremena bila su:
za dimetoat 2,5 min; diazinon 9,0 min; malation 8,1 min,
malaokson 5,2 min i IS 6,3 min. Ukupno trajanje analize
svedeno je na 11 minuta. Smesa analitickih standarda po-
kazala je dobru rezoluciju pikova, §to je omogudilo relativ-
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Komponente iz matriksa bioloskog materijala nisu
ometale odredivanje. Na slici 2 prikazan je hromatogram se-
ruma opterecéen standardima u koncentraciji od 0,5 mg/L i
hromatogram pool seruma sa IS. Na slici 3 prikazan je hro-
matogram urina opterecen standardima u koncentraciji od 0,5
mg/L i hromatogram pool urina sa IS.

Linearnost odgovora detektora ispitana je izradom kali-
bracionih kriva u koncentracijama: 0,10; 0,25; 0,50; 1,00;
2,50 1 5,00 mg/L za dimetoat; 0,05 0,10; 0,25; 0,50; 1,00 i
2,50 mg/L za diazinon i 0,05 0,10; 0,25; 0,50; 1,00; 2,50 i
5,00 mg/L za malation i malaokson. Svaka koncentracija bila
je srednja vrednost Cetiri merenja, a odgovor detektora regi-
strovan je preko povrsine pika. Kori§¢ena je metoda internog
standarda, sa izomalationom kao internim standardom u kon-
centraciji od 0,50 mg/L. Ispitivanje validnosti metoda eks-
trakcije izvrSeno je na Oasis HLB kertridzima u istim kon-
centracijama, kao i koncentracije standardnih rastvora sa po
Cetiri ponavljanja. Kako nije bilo statisti¢ki znacajne razlike
u prinosima ekstrakcije optere¢enih seruma i optereéenih
urina, u radu su prikazane samo kalbracione krive opterece-
nih seruma i njihovi statisticki parametri. Za proveru statisti-
¢ke znacajnosti razlike koriS¢en je ¢ test za verovatnocu od
95% (p = 0,05).

Prikazane su krive prinosa sa jednaCinama prave. Ana-
lizom dobijenih rezultata moze se zakljuciti da je osetljivost
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SL. 2 — Jonski hromatogram pool seruma sa internim standardom (IS) (1) i jonski hromatogram seruma opterec¢enog smesom
standarda u koncentraciji 0,5 mg/L (2)
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Sl. 3 — Jonski hromatogram pool urina sa internim standardom (IS) (1) i jonski hromatogram urina opterecenog smeSom

standarda u koncentraciji 0,5 mg/L (2)

ispitivanja bila najveca za diazinon, jer je nagib u jednacini  standardne devijacije (SD) i koeficijenti varijacije (CV) za
koja opisuje ovu zavisnost bio najveci, a zatim slede malaok-  koncentraciju 0,50 mg/L (n = 10) za svako analizirano jedi-
son, malation i dimetoat. U tabeli 1 date su jednacine kalib-  njenje u toku dana, ponovljivost, i iz dana u dan, reprodukti-
racionih pravaca i koeficijenti korelacije (r). vnost (tabela 2).

Drugi parametar za proucavanje statistickih kriterijuma Iz dobijenih rezultata moze se videti da je postignuta vi-
bila je preciznost koja se odnosi na slaganje rezultata dobije- soka preciznost sa koeficijentima varijacije od 2,93% do
nih iz viSe odredivanja. Za proveru preciznosti izracunate su  5,91% za ponovljivost i 3,65% do 5,45% za reproduktivnost.

Zlatkovi¢ M, et al. Vojnosanit Pregl 2010; 67(9): 717-722.



Volumen 67, Broj 9

VOJNOSANITETSKI PREGLED

Strana 721

Tabela 1

Regresione jednacine i koeficijenti korelacije seruma optereéenih
standardnim rastvorima dimetoata, diazinona, malationa i
malaoksona dobijene metodom internog standarda

Jedinjenje Jednacina prave Koeficijent korelacije
Dimetoat y =1,0643x - 0,0949 0,9819
Diazinon y=1,8315x + 0,2675 0,9908
Malation y =1,2576x + 0,4201 0,9909
Malaokson y =1,8249x + 0,1301 0,9973

Tabela 2

Koeficijent varijacije (CV) za ponovljivost i reproduktivnost, donja granica
detekcije (LOD) i donja granica kvantifikacije metode (LOQ)

Jedinjenje Ponovljivost ~ Reproduktivnost LOD LOQ
CV (%) CV (%) (mg/L) (mg/L)
Dimetoat 591 5,45 0,07 0,024
Diazinin 4,99 5,23 0,025 0,085
Malation 4,53 4,62 0,012 0,039
Malaokson 2,93 3,65 0,007 0,022

Preciznost IS, takode, bila je visoka (CV = 3,49%) za pono-
vljivost i 3,87 % za reproduktivnost.

Odredene su i donja granica detekcije (LOD) i donja
granica kvantifikacije (LOQ) metode za svako pojedinac¢no
jedinjenje (tabela 2). Odredivanje jedinjenja prilikom snima-
nja u SIM modu (kod ciljanih analiza) omogudilo je poveca-
nje osetljivosti za Citav red veliCine.

Prinosi ekstrakcija dobijeni su iz jednacina pravih
recovery testa. U tabeli 3 date su jednacine pravih za svako
jedinjenje sa odgovaraju¢im prinosima ekstrakcija.

Prinos IS iznosio je 91%.

Tabela 3
Rezultati recovery testa
Jedinjenje Jednacina prave Refoo/:)ery
Dimetoat y =0,93696x + 0,0892 94
Diazinin y=0,9707x + 0,0382 97
Malation y=0,90x + 0,0711 90
Malaokson y =0,9940x + 0,0201 99
Diskusija

Prilikom razvoja analiticke metode za toksikoloskohe-
mijsku analizu OFJ nametali su se razliciti problemi, kako u
vezi sa kvalitativnom 1 kvantitativnom analizom, tako i u vezi
sa dovoljnom osetljivosti metode za realne uzorke. Kako se u
realnim uzorcima ocekuje prisustvo atropina, diazepama i ok-
sima, lekova koji se koriste u tretmanu akutnih trovanja OFJ,
bilo je potrebno pripremom i hromatografijom izbeé¢i njihov
uticaj na analizu odredivanih samih OFJ. Izolacija oksima iz
uzorka postignuta je u procesu pranja kolone, gde je on eluiran
u vodenoj fazi. Adekvatnim hromatografskim uslovima izbeg-
nuta je interferencija atropina i diazepama. Retenciona vreme-
na bila su: za atropin 1,4 min, a za diazepam 7,8 min.

Dobijeni hromatografski uslovi, sastav i gradijent mobil-
ne faze i izbor kolone, koji su navedeni u metodama, pruzaju
dobru rezoluciju Sto omogucéava relativno visok standard
kvantitativne analize. Najveci broj autora koristi reverznofazne
RP-18 i RP-8 kolone razli¢itih dimenzija i karakteristika. Kao
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mobilna faza koristi se, uglavnom, meSavina acetonitrila ili
metanola sa razli¢itim molaritetom acetatnog ili formijatnog
pufera u raznim gradijentnim programima *° ',

Izomalation uveden je u ovu hromatografsku metodu
kao interni standard. Pogodnost izabranog internog standarda
zasniva se na sli¢noj polarnosti i sliénim ostalim fizicko-
hemijskim karakteristikama. Interni standard dopusta da se i
preko relativnih retencionih vremena poboljsa klasi¢na hro-
matografska identifikacija, za Sta u ovom slucaju nije bilo
potrebe zbog dobijanja potpune potvrde identiteta preko ma-
senog spektra.

Posle validacije instrumentalne tehnike, bilo je neopho-
dno nadi optimalni nacin pripreme uzoraka seruma i urina
opterecenih standardima analiziranih jedinjenja. U literaturi
se navode razli¢ite pripreme uzoraka, od precipitacije protei-
na acetonitrilom, preko razliitih te¢no-tecnih do SP ekstak-
cija i to, uglavnom, pri niskim pH vrednostima. U ovom radu
opisana je SP ekstrakcija na Oasis” HLB ketridzima. Metoda
je uspostavljena modifikovanjem Waters-ovog generickog
metoda. Promena pH vrednosti uzoraka nije uticala na prinos
ekstrakcije.

Prinos ekstrakcije ispitan je UPLC-MS tehnikom. Uti-
caj matriksa iz seruma i urina gotovo je zanemarljiv, ako se
pretrazuje preko karakteristi¢nog jona.

Prema podacima iz literature prinosi ekstrakcije kretali
su se od 60 do 108,1% za diazinin, malation i jo§ 8 organofo-
sforna jedinjenja ° 80,1 +4,2% za malation i 75,2 + 4,6% za
malaokson ® i 86,3 + 8,6% za diazinon '’. U uspostavljenoj
metodi, dobijeni rezultati prinosa ekstrakcije kretali su se od
90 do 99%. Statisticki parametri dobijenih rezultata pokazuju
da ova metoda pripreme uzoraka bioloskog materijala (serum
i urin) zadovoljava neophodne uslove izolacije i postize bolje
prinose ekstrakcije u u odnosu na do sada opisane metode.

Takode, u literaturi se navode vrednosti LOD u opsegu
od 0,2 do 2,5 mg/L 610,125 do 1,0 mg/L, a LOQ u opsegu
0d 0,25 do 1,25 mg/L °. Dobijene LOD uspostavljene metode
kretale su se od 0,007 do 0,07 mg/L, a LOQ od 0,022 do
0,085 mg/L. Ponovo se moze videti da se primenjenom me-
todom postize bolja osetljivost.



Strana 722

VOJNOSANITETSKI PREGLED

Volumen 67, Broj 9

Svi prethodno ispitani parametri potvrduju visoku spe-
cifiénost, preciznost i reproduktivnost metode, §to je prepo-
rucuje za upotrebu u svakodnevnoj analitiCko-toksikoloskoj
praksi.

Zakljucak

Razvijena je i validirana pouzdana, precizna, tacna i br-
za UPLC-MS metoda za identifikaciju i kvantitativno odre-
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Apstrakt

Uvod/Cilj. Tumoti nepoznatog primarnog ishodista pred-
stavljaju heterogenu grupu malignih tumora sa nepovoljnom
prognozom. Kancer nepoznatog porekla (CUP) definise se
kao odsustvo bilo kakvog primarnog tumora nakon komplet-
nog klinickog ispitivanja, a javlja se kod 3-5% svih bolesnika
sa dijagnozom maligniteta. Cilj ovog ispitivanja bio je da se
pokaze prognosticka i prediktivna vrednost 8 serumskih tu-
morskih markera u ovoj grupi bolesnika. Metode. U studiju
je bilo ukljuceno 63 bolesnika kod kojih je histoloska analiza
pokazala prisustvo metaetatskog tumora cije se primamo is-
hodiste (poreklo) nije moglo dokazati neinvazivnim dijagnos-
tickim tehnikama. Sv1 histoloski nalazi su na osnovu svetlosne
mikroskopije klasifikovani u jednu od sledeée tri grupe: pla-
nocelularni karcinomi — 8 bolesnika; adenokarcinomi — 33
bolesnika; nediferentovani karcinomi — 22 bolesnika. Kod
svih bolesnika odredili smo nivo 8 serumskih tumorskih mat-
kera u trenutku postavljanja dijagnoze: Alfa-fetoprofein
(AFP), humani horionski gonadotropin (beta-HCG), neuron
specificna ekolaza (NSE), marker malignih tumora ovatijuma
(CA 125), prostata specificni antigen (PSA), marker malignih
tumora dojke (CA 15-3), marker malignih tumora pankreasa i
gastrointestinalnog trakta (CA 19-9) i karcinoembrionalni an-
tigen (CEA). Bolesnicima kojima je ordinirana hemioterapija
markeri su odredivani nakon treceg i Sestog ciklusa hemiote-
rapije, odnosno u trenutku registrovanja progresije bolesti,
ukoliko je ova nastupila. Kod bolesnika ¢iji je odgovor na
hemioterapiju procenjen kao kompletan odgovor (CR), par-
cijalni odgovor (PR) ili stabilna bolest (SD) markeri su odre-

Abstract

Background/Aim. Unknown ptimary tumors tepresent a
heterogeneous group of malignancies that are indicative of
ominous prognosis. Cancer of unknown primary site (CUP)
is defined as the lack of any detectable primary site after full
evaluation, and accounts for approximately 3-5% of all
newly diagnosed patients with malignancies. The aim of this

divani u tromese¢nim intervalima do trenutka relapsa ili pro-
gresije. Hemioterapija je primenjena kod 32 bolesnika (20 Ze-
na i 12 muskaraca) starosti od 29-70 godina, koji su ispunja-
vali kriterijume za uklju¢ivanje. Primenjena je slede¢a hemio-
terapijska $ema: doksorubicin 50 mg/m? (dan 1), cisplatin 60
mg/m? (dan 1), etoposide 120 mg/m? (dani 1-3). Interval
izmedu hemioterapijskih ciklusa iznosio je 3 sedmice, a u slu-
¢aju protrahovane hematoloske toksi¢nosti najvise 5 sedmica.
Rezultati. Najcesée bile su povisene vrednosti NSE
(82,54%), a najrede AFP (11,11%). Prose¢no vreme prezivlja-
vanja iznosilo je 17,89 meseci (95% CI 12,96; 22,83). Vero-
vatnoca da bolesnik prezivi 24 meseca iznosila je 0,228. Gru-
pa od 32 bolesnika, koji su bili na hemioterapiji, u posmatra-
nom periodu (72 meseca) imala je 12 (37,5%) letalnih ishoda.
Prosecno vreme prezivljavanja bilo je 26,6 meseci (95% CI
19,5; 33,7). Srednje vrednosti tumorskih markera, pre i posle
primenjene hemioterapije, bile su znacajno nize za NSE i CA
125. Prezivljavanje je bilo znacajno bolje u slu¢aju pada vred-
nosti nivoa NSE i CA 125 tokom terapije za vise od 20%.
Zakljucak. Povisene vrednosti tumorskih markera u serumu
vtlo su ¢este u CUP sindromu. Ovi tumori pokazuju nespeci-
ficnu povecanu ekspresiju tumorskih markera. Nivo NSE i
CA 125 pokazuje dobru korelaciju sa odgovorom na predu-
zetu hemioterapiju. Ne preporucuje se, medutim, rutinska
primena najcesce koris¢enih serumskih tumorskih markera u
svetlu prognosticke i prediktivne vrednosti.

Kljucne reci:
tumorski markeri, bioloski; neoplazme nepoznatog
porekla; preZivljavanje, analiza.

report was to present the prognostic and predictive value of
8 serum tumor markers in this group of patients. Methods.
The study involved 63 patients. On histological examina-
tion, all the patients were presented with metastatic tumors
whose primary site (origin) could not be detected with non-
invasive diagnostic techniques. Following the routine light
microscopy, all histological findings were classified into one
of the following three groups: plano-cellular carcinoma — 8
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patients; adenocarcinoma — 33 patients; unclassifiable (un-
differentiated) carcinoma — 22 patients. In all the cases we
evaluated 8 serum tumor markers: alpha-fetoproteins (AFP),
chronic gonadotrophin beta submit, human (beta-HCG),
neuron specific enolase (NSE), marker of malignant ovarian
tumors (CA 125), prostate-specific antigene (PSA), marker
of malignant brest tumor (CA 15-3), marker of malignant
pancreas tumor and gastrointestinal tumor (Ca 19-9), carci-
noembryonic antigen (CEA) at the time of diagnosis. The
patients on chemotherapy had the markers determined after
the third and sixth chemocycle, i.c. at the time of illness
progression observation, if present. The patients responding
to chemotherapy with complete response (CR), partial re-
sponse (PR) or stable disease (SD) had the markers deter-
mined after three-month periods until the time of relapse or
progression. Chemotherapy was applied in 32 patients (20
females and 12 males), aged 29-70 years, who met the inclu-
sion criteria. The following chemotherapy regimen was
used: doxorubicin 50mg/m? (day 1), cisplatin 60mg/m? (day
1), and etoposide 120 mg/m? (days 1-3). The petiod be-
tween two chemotherapy cycles was three weeks, and
maximum five weeks in the case of prolonged hematologi-

cal toxicity. Results. Most commonly elevated were NSE
values (82.54%), while AFP values were least commonly
elevated (11.11%). Average survival time was 17.89 months
(95%CI 12.96; 22.83). The probability of 24 months' sut-
vival was 0.228. The group of 32 patients treated with che-
motherapy had 12 (37.5%) fatal outcomes in the observed
period (72 months). Average survival time was 26.6 months
(95% CI 19.5; 33.7). Average tumor marker values before
and after the chemotherapy were significantly lower for
NSE and CA 125. Survival was significantly better in cases
of NSE and CA 125 decrease of more than 20%. Conclu-
sion. Increased values of serum tumor markers are very
often in CUP. The tumors show nonspecific over-
expression of tumor markers. The NSE and CA 125 levels
show good correlation with response to the given chemo-
therapy. However, a routine evaluation of commonly used
serum tumor markers has not been proven of any prognos-
tic and predictive assistance.

Key words:
tumor markers, biological;
primary; survival analysis.

neoplasms, unknown

Uvod

Tumori nepoznatog primarnog ishodista (Carcinomas
of unknown primary site — CUP) javljaju se kod heterogene
grupe bolesnika i veoma ih je tesko definisati i leciti. Smatra
se da ovi tumori sti¢u metastatski potencijal pre nego Sto se
razvije klini¢ki manifestna primarna lezija. Uprkos stalnom
napretku tehnike snimanja tumora i patologije ovi tumori ¢i-
ne 3% svih malignoma koji se dijagnostikuju u svakodnevnoj
onkologkoj praksi '. Ne postoji standardizovana definicija, ali
je za klini¢ara-prakticara dovoljno da ih tretira kao biopsijom
dokazanu malignu tumorsku bolest cije se anatomsko pore-
klo ne moze identifikovati nakon temeljnog klini¢kog, radi-
oloskog i laboratorijskog ispitivanja > ili odsustvo bilo kojeg
primarnog mesta nakon pune evaluacije >. Smatra se da pri-
marni tumor pokazuje kako spori rast, tako i involuciju. To je
oblik metastatskog maligniteta Cije poreklo ostaje nepoznato
cak 1 nakon iscrpne anamneze, klinickog pregleda, grafije
pluca, abdominalne i pelviéne kompjuterizovane tomografije
(CT) i drugih analiza u zavisnosti od klinicke prezentacije.
Danas jo$ uvek nema konsenzusa o tome da li je CUP samo
grupa metastatskih tumora kod kojih nije identifikovan pri-
marni, ili poseban entitet sa specificnim genet-
skim/fenotipskim aberacijama S$to ih karakteriSe kao ,,pri-
marnu metastatsku bolest* *. Dilema onkologa-klini¢ara je da
determiniSu princip rada sa ovom grupom malignoma.

Uloga tumorskih markera kod ovih tumora ostaje kon-
troverzna. Cesto kori$¢eni tumorski markeri karcinoembrio-
nalni antigen (CEA), marker malignih tumora pankreasa i
gastrointestinalnog trakta (CA 19-9), marker malignih tumo-
ra dojke (CA 15-3), marker malignih tumora ovarijuma (CA
125), humani horionski gonadotropin (beta-HCG) i alfa-
fetoprotein (AFP), nisu korisni kao dijagnosticki i prognosti-
¢ki test — obi¢no su povisenog nivoa, a mogu se koristiti u
monitoringu odgovora na terapiju’ . Nespecifi¢na pojatana

ekspresija razli¢itih markera kod CUP sindroma prisutna je
kod veéine bolesnika *. Tumorski markeri nisu pokazali dija-
gnosticku vrednost ¢ak i u kombinovanom panelu, samo su
pokazali prognosticki znacaj °.

Otkrivanje ishodiSta metastatskog tumora pozeljno je
radi prilagodavanja hemioterapija svakom pojedinacnom
malignomu. Ipak, optimalna hemioterapija do sada nije defi-
nisana, a korist od hemioterapije u odnosu na best supportive
care i dalje je nejasna '°. Analiza 20 klinickih studija, novi-
jeg datuma, sa ukupnim brojem od 1 319 bolesnika loSe pro-
gnosticke grupe i koris¢enjem razli¢itih hemioterapijskih re-
zima pokazala je nezadovoljavajuci terapijski odgovor (20—
45%), sa medijanom prezivljavanja manjom od jedne godi-
ne .

Cilj ove studije bio je da se utvrdi prognosticki znacaj
odredivanja nivoa tumorskih markera, odnosno prediktivna
vrednost u odnosu na ukupno prezivljavanje bolesnika sa
metastazama nepoznatog primarnog porekla. Takode, cilj je
bio odrediti prediktivhu vrednost odredivanja tumorskih
markera u odnosu na ordiniranu hemioterapiju (predvidanje
odgovora na hemioterapiju i koristi od iste).

Metode

U ispitivanje su bila ukljucena 63 bolesnika kod kojih
su sprovedeni dijagnostika i lecenje u periodu od januara
1997. godine do decembra 2002. u Klinici za onkologiju
Klinickog centra u NiSu. Kod svih bolesnika histoloski je
dokazan metastatski tumor ¢ije se poreklo nije moglo detek-
tovati neinvazivnim dijagnostickim tehnikama (klinic¢ki pre-
gled, standardne hematoloske i biohemijske analize, grafija
pluca, ehosonografija i/ili CT sken abdomena, endoskopske
analize shodno histoloskom nalazu).

Kod svih bolesnika odredivan je serumski nivo 8§ tu-
morskih markera.

Pejci¢ 1, et al. Vojnosanit Pregl 2010; 67(9): 723-731.
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Humani alfa fetoprotein odredivan je fluoroimmunoas-
say metodom koris¢enjem DELFIA hAFP kompleta firme
Vallac Oy. Kao referentne vrednosti kori$éene su vrednosti u
rasponu od 0 do 7 ng/mL.

Humani horionski gonadotropin beta odredivan je imu-
noradiometrijskom metodom na cvrstoj fazi koriS¢enjem
kompleta INEP-DIJAGNOSTIKA. Za referentne vrednosti
uzimani su nivoi od 0 do 3 TU/mL.

Neuron specifi¢na enolaza odredivana je fluoroimmu-
noassay metodom koris¢enjem DELFIA NSE kompleta fir-
me Vallac Oy. Kao referentne vrednosti kori$éeni su nivoi od
0 do 12 mg/L.

Tumorasocirani antigen CA 125 odredivan je imunolu-
minometrijskom test metodom (LIA-mat CA 125 II) firme
,»Byk-Sangtec Diagnostica GmbH*. Kao referentne vrednosti
uzimani su nivoi od 0 do 30 TU/mL.

Prostata specifi¢ni antigen odredivan je imunolumino-
metrijskom test metodom (LIA-mat PSA) firme ,Byk-
Sangtec Diagnostica GmbH®. Kao referentne vrednosti uzi-
mani su nivoi od 0 do 3 ng/mL.

Tumorasocirani antigen CA 15-3 odredivan je imuno-
luminometrijskim testom (LIA-mat CA 15-3) firme ,,Byk-
Sangtec Diagnostica GmbH*. Kao referentne vrednosti kori-
$¢eni su nivoi od 0 do 30 TU/mL.

Tumorasocirani antigen CA 19-9 odredivan je imuno-
luminometrijskom test metodom (LIA-mat CA 19-9) firme
,»Byk-Sangtec Diagnostica GmbH*. Kao referentne vrednosti
uzimani su nivoi od 0 do 30 IU/mL.

Karcinoembrionalni antigen odredivan je imunolumi-
nometrijskom test metodom (LIA-mat CEA) firme ,,Byk-
Sangtec Diagnostica GmbH*. Kao referentni nivoi koris¢ene
su vrednosti od 0 do 4 ng/mL.

Svim bolesnicima odreden je serumski nivo navedenih
tumorskih markera u trenutku postavljanja dijagnoze, a u
sklopu preciznog odredivanja stadijuma bolesti. Bolesnicima
kojima je ordinirana hemioterapija, markeri su odredivani
nakon treceg i Sestog ciklusa hemioterapije, odnosno u tre-
nutku registrovanja progresije bolesti, ukoliko je ova nastu-
pala. Kod bolesnika ¢iji odgovor na hemioterapiju je proce-
njen kao kompletan odgovor (CR), parcijalni odgovor (PR)
ili stabilna bolest (SD) markeri su odredivani u tromese¢nim
intervalima do trenutka relapsa ili progresije, ukoliko bi ova
nastupila. Kod bolesnika kojima nije ordinirana hemiotera-
pija ili je prethodna terapija iscrpljena, nastavljeno je odredi-
vanje tumorskih markera u tromese¢nim intervalima.

Hemioterapija je ordinirana kod 32 bolesnika (20 Zen-
skog i 12 muskog pola), starosti 29-70 godina, koji su ispu-
njavali kriterijume ukljucivanja'*: starost ispod 70 godina,
Eastem Cooperative Oncology Group (ECOG) performans
status 0-3, prethodno neleceni hemioterapijom, otsustvo po-
remecaja kardijalne, renalne i hepati¢ne funkcije, ocekivano
prezivljavanje od najmanje 2 meseca, metastatsko oboljenje
bez mogucénosti za hirurski pristup, prisustvo dvodimenzio-
nalno merljivih i procenjivih lezija, otsustvo metastaza u
centralnom nervnom sistemu.

U ovoj grupi bilo je pet bolesnika sa planocelularnim
karcinomom, 13 sa histologijom adenokarcinoma, 14 sa ne-
diferentovanom (anaplasti¢cnom) histologijom.

Pejcic 1, et al. Vojnosanit Pregl 2010; 67(9): 723-731.

Primenjena je sledeca hemioterapijska Sema: doksoru-
bicin 50 mg/m’ (dan 1), cisplatin 60 mg/m’* (dan 1), etoposid
120 mg/m’ (dani 1-3).

Interval izmedu hemioterapijskih ciklusa iznosio je tri
sedmice, a u slucaju protrahovane hematoloske toksi¢nosti
najviSe pet sedmica. Bolesnici sa stabilnom bolescu, parci-
jalnim odgovorom ili kompletnim odgovorom primili su Sest
ciklusa terapije.

Kompletni odgovor definisan je kao kompletan nestanak
bolesti koja se otkriva klini¢ki u trajanju od najmanje Cetiri se-
dmice. Parcijalni odgovor procenjen je u slucaju redukcije u
veli¢ini svih merljivih lezija od najmanje 50%, merenih kao
produkt dva najveéa normalna precnika bez pojave novih lezija.
Stabilna bolest definisana je kao redukcija < 50% ili povecanje
<25% merljive bolesti bez pojave novih lezija. Progresija bole-
sti (PD) je definisana kao povecanje > 25% bilo koje prisutne
merljive lezije ili pojava bilo koje nove lezije. Trajanje odgovo-
ra je definisano kao period od trenutka kada je objektivni odgo-
vor prvi put registrovan do pojave znakova PD.

Hemioterapijska toksi¢nost merena je u skladu sa krite-
rijumima Svetske zdravstvene organizacije (WHO) .

Dobijeni rezultati analizirani su metodama deskriptivne
i analitiCke statistike. Analiza preZivljavanja radena je prema
Kaplan-Meier-u sa Log-Rank testom kod uporedivanja dva
ili vige faktora .

Rezultati

Od 63 bolesnika uklju¢ena u ovo istrazivanje, 37 su bili
muskarci, a 26 Zene, starosti od 29 do 70 godina (medijana
56). Njihove karakteristike navedene su u tabelama 1 i 2.
Rutinskom svetlosnom mikroskopijom sve histoloske dijag-
noze klasifikovane su u jednu od tri slede¢e grupe: planoce-
lularni karcinomi (,,Squamous Cell Carcinoma™) — 8 (13%)
bolesnika; adenokarcinomi — 33 (52%) bolesnika; neklasifi-
kovani (nediferentovani) karcinomi — 22 (35%) bolesnika.

U ovoj seriji nije bilo nijednog ispitanika kod koga su
svi analizirani markeri bili u granicama referentnih vrednosti
(u trenutku postavljanja dijagnoze oboljenja). Takode, nije
bilo bolesnika sa sedam ili osam markera sa poviSenim vred-
nostima. Najcesce su bile povisene vrednosti NSE (82,54%),
a najrede AFP (11,11%). Ucestalost povisenih vrednosti PSA
treba uzeti sa rezervom, posto je on odredivan i kod bolesni-
ca. Ukoliko se analiziraju samo bolesnici, PSA je bio povi-
Sen kod 13,51%. Ucestalost poviSenih vrednosti pojedinih
markera prikazana je na slici 1.

Akturijalna krivulja na slici 2 prikazuje ocekivano pre-
zivljavanje bolesnika sa metastazama nepoznatog primarnog
ishodista. Prose¢no vreme prezivljavanja iznosilo je 17,89
meseci (95% CI 12,96; 22,83), a medijana je bilo 10 meseci
(95% CI 2,95; 17,05). Verovatnoc¢a da bolesnik prezivi 24
meseca iznosila je 0,228.

U cilju procene prognosticke vrednosti tumorskih mar-
kera kod metastatskih tumora nepoznatog primarnog porekla
analizirano je ukupno prezivljavanje bolesnika koji su imali
normalne vrednosti (u referentnim granicama) i povisene, u
trenutku postavljanja dijagnoze (tabela 3). Nijedan ispitivani
marker nije pokazao prognosticki znacaj.
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Karakteristike bolesnika

Tabela 1

Karakteristike

Bolesnici
n (%)

Starost, X = SD (opseg)
Performans status-ECOG

56,05 £+ 8,29 (29-72)

0 4 (6,3)
1 16 (25,4)
2 19 (30,2)
3 17 (27,0)
4 7 (11,1)
Metastatsko mesto
1 —jetra, peritoneum, retroperitoneum 31(49,2)
2 — pluéa, medijastinum, pleura 29 (46,0)
3 — periferni supradijafragmalni limfni nodusi 24 (38,1)
4 — periferni infradijafragmalni limfni nodusi 15 (23,8)
5 — kosti, meko tkivo 19 (30,2)
Broj metastatskih mesta
1 15 (23,8)
2 22 (34,9)
>2 26 (41,3)
ECOG - Eastem Cooperative Oncology Group
Tabela 2
Organi i tkiva zahvadena metastazama
S Bolesnici
Organi i tkiva n (%)
Mozak 1(1,58)
Cervikalni limfni nodusi 24 (38,09)
Medijastinalni limfni nodusi 2(3,17)
Pluc¢a 25 (39,68)
Pleura 2(3,17)
Aksilarni limfni nodusi 11 (17,46)
Jetra 18 (28,57)
Peritoneum 8 (12,69)
Retroperitonealni limfni nodusi 17 (26,98)
Nadbubreg 1(1,58)
Kosti 16 (25,39)
Kostana srz 3 (4,76)
Kozni nodusi 4 (6,35)
Ingvinalni limfni nodusi 14 (22,22)
Meko tkivo 3 (4,76)
Testis 1(1,58)
90.00%
20.00%
70.00%
60.00%
50.00%
40.00%
30.00%
20.00%
10.00% o —
0.00% J L ; . —1 |
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SL 1 — U¢estalost poviSenih vrednosti pojedinih tumorskih markera

AFP - alfa fetoprofein; bHCG — humani horionski gonadotropin; NSE — neuron specifi¢na enolaza; C 125 —
marker malignih tumora ovarijuma; PSA — prostata specifi¢ni antigen; Ca 19-9 —marker malignih tumora
pankreasa i gastrointestinalnog trakta; Ca 15-3 —marker malignih tumora dojke; CEA —karcinoembrionalni

antigen

Pejci¢ 1, et al. Vojnosanit Pregl 2010; 67(9): 723-731.
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Sl. 2 — Prezivljavanje bolesnika
Tabela 3
Poredenje preZivljavanja bolesnika u odnosu na serumski nivo markera
Normalne vrednosti PoviSene vrednosti
Marker umrli / ukupan Prose¢no prezwhavame umrli / ukupan Prose¢no premyljavanje Log Rank
broi (meseci) broi (meseci)
) X (95%; CI) ) X (95%; CI)

AFP 32/56 18,47 (13,2; 23,7) 5/7 7,57 (5,4; 9,7) 1,09; p= 0,297
beta HCG 20/37 13,75 (10,5; 17,0) 17/26 17,47 (10,8; 24,1) 0,07, p=0,784
NSE 6/11 15,30 (9,1; 21,4) 31/51 18,43 (13,05 23,9) 0,00; p= 0,949
CA 125 6/14 17,05 (8,6; 25,5) 31/49 16,99 (11,6; 22,3) 1,14; p=0,287
PSA 31/56 18,69 (13,3; 24,0) 6/7 8,00 (4,5; 11,5) 2,38, p=0,123
CA15-3 22/40 15,97 (10,4; 21,5) 15/23 17,53 (10,6; 24,4) 0,00; p=0,976
CA 19-9 21/37 13,11 (9,9; 16,3) 16/26 19,01 (12,1; 26,0) 0,10; p=0,757
CEA 20/32 18,98 (12,9; 25,1) 17/31 11,27 (8,8; 13,8) 0,52; p=0,470

AFP — alfa fetoprofein; bHCG — humani horionski gonadotropin; NSE — neuron specifi¢na enolaza; C 125 — marker malignih tumora ovarijuma; PSA —
prostata specifi¢ni antigen; Ca 19-9 — marker malignih tumora pankreasa i gastrointestinalnog trakta; Ca 15-3 — marker malignih tumora dojke; CEA

— karcinoembrionalni antigen; CI — Confidence interval

U grupi od 32 bolesnika koji su bili na hemioterapiji u
posmatranom periodu (44 meseca) bilo je 12 (37,5%) letal-
nih ishoda. Prose¢no vreme prezivljavanja bilo je 26,6 mese-
ci (95% CI 19,5; 33,7), a medijana je bila 22 meseca (95%
CI 14,3; 29,7). Verovatnoca da bolesnik iz ove grupe dozivi
24 meseca iznosila je 0,397 (slika 3).

bela 4). Analiza znacajnosti (Wilcoxon Matched-Pairs Sg-
ned-Ranks Test) pokazala je znac¢ajno nize vrednosti za NSE
iCA 125.

Nadalje, analizirano je ponasanje nivoa markera pre po-
¢etka hemioterapije i nakon Sestog ciklusa hemioterapije, da-
kle u trenutku procene odgovora na hemioterapiju. Trazen je
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SL. 3 — Prezivljavanje bolesnika na hemioterapiji (n = 32)

U cilju procene prediktivne vrednosti tumorskih marke-
ra najpre je uradena analiza ponaSanja srednjih vrednosti tu-
morskih markera pre i posle primenjene hemioterapije (ta-

Pejcic 1, et al. Vojnosanit Pregl 2010; 67(9): 723-731.

onaj procenat snizenja pocetnih vrednosti markera, dakle
onih pre pocetka hemioterapije, za koji neki od markera po-
kazuje znadajnu razliku posmatrano kroz prezivljavanje.
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Tabela 4
Vrednosti markera pre i posle terapije
. Pre terapije Posle terapije .
Markeri <+ SD 2+ SD Statistika
AFP (ng/mL) 5,82+9,97 9,27 £26,23 z=-0,546; p= 0,585
beta HCG (1J/mL) 10,26 + 23,82 7,29 + 14,29 z=-0,257; p=0,797
NSE (mg/L) 43,94 + 116,11 18,39+ 11,84 z=-2,954; p=10,003
CA 125 (IJ/mL) 203,77 + 237,78 100,81 + 167,13 z=-2,225;p=0,026
PSA (ng/mL) 1,24+2,16 1,12+ 1,76 z=-0,454; p= 0,650
CA 15-3 (Il/mL) 60,34 + 101,34 33,41 +£26,62 z=-1,117; p=0,264
CA 19-9 (Il/mL) 139,43 + 241,18 86,15+ 151,10 z=-0,194; p= 0,846
CEA (ng/mL) 59,69 + 188,55 42,40 + 136,80 z=-1,152; p=0,249
AFP - alfa fetoprofein; bHCG — humani horionski gonadotropin; NSE — neuron specifi¢na enolaza; C 125 — marker malignih
tumora ovarijuma; PSA — prostata specifi¢ni antigen; Ca 19-9 — marker malignih tumora pankreasa i gastrointestinalnog trakta; Ca
15-3 — marker malignih tumora dojke; CEA —karcinoembrionalni antigen
Znacajnost je uoCena na nivou pada vrednosti markera za U grupi bolesnika kod kojih je zabelezeno snizenje vre-
20% tokom primenjene terapije, i to za NSE (tabele 51 6 i  dnosti markera CA 125 bilo je 17 bolesnika (8 nediferento-
slika 4) i CA 125 (tabele 7 i 8 i slika 5). vanih, 6 adenokarcinoma i 3 planocelularna procesa): kod 12
Tabela 5
Veza izmedu uspeha terapije i vrednosti neuron specifi¢ne enolaze (32 = 6,47 p=0,011)
Odgovor Smanjenje > 20% Ostali Ukupno
CR+PR 12 (66,7%) 3 (21,4%) 15 (46,9%)
SD +PD 6 (33,3%) 11 (78,6%) 17 (53,1%)
Svega 18 (100%) 14 (100%) 32 (100%)
CR - kompletan odgovor; PR — parcijalni odgovor, SD — stabilna bolest; PD — progresija bolesti
Tabela 6
Prezivljavanje grupa sa ili bez pada nivoa neuron specifi¢ne enolaze (NSE)
. Unmrli / ukupan broj Proseéno prezivljavanje (meseci)
Nivo NSE % (95%; CI)
Smanjenje za > 20% 5/18 30,32 (21,7; 38,9)
Ostali 7/04 18,88 (11,3; 26,5)
Long Rank 5,82; p=0,016
CI - Confidence interval
10y
2,
g B8
&
=
3 B .
= Smanjenje > 20%
<
é A ostali
<
e
2 2
0
0 10 20 30 40 50
Vreme (mes)
Sl 4 — Prezivljavanje bolesnika sa i bez pada nivoa neuron specifi¢ne enolaze za > 20% (p < 0,05)
Tabela 7

Veza izmedu uspeha terapije i vrednosti markera malignog tumora ovarijuma
(CA 125) (x2 = 8,19; p=0,004)

Odgovor Smanjenje za 20% i vise Ostali Ukupno

CR+PR 12 (70,6%) 3 (20,0%) 15 (46,9%)
SD +PD 5 (29,4%) 12 (80,0%) 17 (53,1%)
Svega 17 (100%) 15 (100%) 32 (100%)

CR - kompletan odgovor; PR — parcijalni odgovor, SD — stabilna bolest; PD — progresija bolesti

Pejci¢ 1, et al. Vojnosanit Pregl 2010; 67(9): 723-731.
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Tabela 8
PrezZivljavanje grupa sa ili bez pada nivoa tumorskih markera
malignog tumora ovarijuma (CA 125)
. . . Prose¢no prezivljavanje (meseci)

Nivo CA 125 Umrli / ukupan broj % (95%: CI)

Smanjenje za > 20% 4/17 33,12 (25,0; 41,2)

Ostali 8/15 11,09 (9,3; 12,9)

Long Rank 12,54; p=0,0004

CI - Confidence interval
10
% B
= .
? 51 Smanjenje > 20%
B
= J ostali
:g A
<
e 2
o
>
0
0 10 20 30 40 50
Vreme (mes)
SL 5 — PreZivljavanje bolesnika sa i bez pada nivoa markera malignog tumora ovarijuma
(CA 125) za > 20% (p < 0,05)
je zabelezen odgovor na terapiju (CR+PR), kod njih petoro  22,8% odgovara rezultatima Altmana i Cadmana °, Hessa i

nije bilo odgovora (SD+PD). Sve bolesnice (4) koje su imale
histoloski tip adenokarcinoma i zahvatanje retroperitoneuma
(dve sa ascitom) imale su odgovor na terapiju (2CR i 2PR).
Odgovor i pad markera zabelezeni su i kod 7 od 8 nedife-
rentovanih (anaplasti¢nih) karcinoma (4 muskarca i 3 Zene),
a u klinickoj slici dominirala je limfadenopatija od regional-
ne do generalizovane, uz zahvatanje pluca, pleure, jetre, ko-
Stane srzi. Takode, “skoro kompletnu remisiju” imala je i
bolesnica (1 od 3 planocelularna procesa) sa masivnom, obo-
stranom limfadenopatijom vrata.

Za ostale markere nije uocena statisticka znacajnost za
bilo koju dinamiku serumskog nivoa pre i posle terapije.

Diskusija

U ovoj studiji koris¢eni su markeri koji su pokazali ve-
liku klinicku vrednost. U poredenju sa poznatom studijom
Pavlidisa i sar. ’, ova studija sadrzi pored $est markera, koje
je koristila pomenuta grupa autora, i odredivanje NSE i PSA.
Izborom ovih markera ,,pokrivena“ je grupa neuroendokrinih
i neuroepitelnih tumora (NSE), dok PSA kao organ specific¢-
ni marker usmerava dijagnostiku, uz pokusaj da se iskljuce
primarni tumori prostate koji su rano diseminovani. Svi mar-
keri, izuzev AFP i PSA, bili su poviseni kod vise od 30%
bolesnika, §to odgovara rezultatima drugih studija’ gde su
markeri bili poviSeni kod preko 40%, izuzev AFP (17%).
Doprinos ove studije je analiza zastupljenosti povisenih vre-
dnosti NSE, koji je sa 82,54% povisenih vrednosti najcesce
poviseno eksprimiran tumorski marker.

Prezivljavanje ispitivane grupe bolesnika uglavnom se
slaze sa rezultatima drugih autora. Medijana cele grupe od 10
meseci sa verovatnoéom prezivljavanja 24 meseca kod

Pejcic 1, et al. Vojnosanit Pregl 2010; 67(9): 723-731.

sar. '%, i bolja je od iskustva Jungingera i Hoeffkena '’. Pent-
heroudakis i Pavlidis '' u novije vreme izvestavaju, na osno-
vu pregleda 20 ,,svezih®“ klini¢kih ispitivanja, da medijana
ukupnog prezivljavanja ne prelazi 12 meseci. Analiza prog-
nosti¢kih vrednosti tumorskih markera pokazala je da nije-
dan marker ne poseduje prognosticki znacaj kod metastatskih
tumora nepoznatog ishodista, odnosno, ne moZe se smatrati
nezavisnim prognosti¢kim faktorom. Ovo je u saglasnosti sa
studijom Pavlidisa i sar. . Ipak, ista grupa navodi, u radu
novijeg datuma, da veée Sanse za prezivljavanje imaju boles-
nici sa uveéanim vrednostima CA 125 i normalnim vrednos-
tima CA 19-9 . Tako su neki autori, Greko i Hainsworth '®
pokazali da CEA, CA 125, CA 19-9 i CA 15-3 ne koreliraju
sa odgovorom na primenjenu hemioterapiju, u ovoj studiji
uoceno je, najpre, da je za NSE i CA 125 karakteristi¢an pad
srednjih vrednosti nivoa pre i nakon zavrSene hemioterapije.
Nadalje, vrSeno je uporedivanje bolesnika, njihovo ukupno
prezivljavanje, zavisno od dinamike pada nivoa vrednosti
markera pre i nakon hemioterapije. S obzirom da bolesnici
kod kojih je doslo do snizenja vrednosti NSE i CA 125 imaju
bolje ukupno prezivljavanje od onih bez uocenog pada nivoa,
moze se re¢i da ova dva markera pokazuju dobru korelaciju
sa odgovorom na preduzetu hemioterapiju. Kod bolesnica sa
adenokarcinomom i padom nivoa CA 125 uvek postoji sum-
nja da je re¢ o nedokazanom primarnom epitelnom tumoru
ovarijuma. Korelacija pada nivoa NSE i odgovora na hemi-
oterapiju do sada nije ispitivana.

Iako se moze zakljuciti da je prognosticka i prediktivna
vrednost najces¢e koriS¢enih serumskih markera kod CUP
sindroma ograni¢ena, jo$ uvek se moze diskutovati o njiho-
vom znacaju u diferencijalnoj dijagnostici, odnosno izboru
sistemske terapije za pojedine entitete. Od posebnog znacaja
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bilo bi odredivanje i klini¢kih sindroma koji sugerisu poten-
cijalno kurabilna stanja, odnosno metastatske tumore sa vi-
sokom responzivno$¢u. Danas je uobicajeno da se tumorski
markeri koriste u cilju odredivanja lokacije primarnog tumo-
ra. PoviSen nivo markera moze da sugeriSe primarno mesto,
ali ne i da da preciznu dijagnozu primarnog tumora. Izuzeci
su PSA u dijagnostici kancera prostate, beta-HCG za dijag-
nozu germ-cell tumora, kao i, mozda, AFP za dijagnozu
germcell tumora ili hepatoma. Sa druge strane, povi$en nivo
CEA, CA 125, CA 27-29 ili CA 19-9 moze samo da sugerise
primarno mesto, ali ne i definitivnu dijagnozu. Stoga, ukoli-
ko se markeri, uopste, koriste u evaluaciji CUP sindroma,
treba ih primeniti kao pomoc¢no sredstvo za otkrivanje pore-
kla primarnog tumora "’

Preporuke za dijagnozu, leCenje i pracenje CUP sin-
droma Evropskog drustva za European Society for Medical
Oncology (ESMO) insistiraju na odredivanju AFP i beta-
HCG, odnosno PSA kod bolesnika, u cilju iskljuenja izlece-
nih ekstragonadnih germ-cell tumora i kancera prostate kod
koga se mora primeniti hormonsko le¢enje. Takode, insistira
se na definisanju potencijalno izlecivih tumora kao S§to su
slabo diferentovani karcinomi sa predominantno nodalnim
metastazama i bolesnice sa peritonealnom karcinomatozom i
histoloskim tipom adenokarcinoma *°.

Tako nije predmet ove studije, treba ista¢i sve veci zna-
¢aj imunohistohemije koja mora da bude ekstenzivna, naro-
¢ito u slucajevima nediferentovanih karcinoma, odnosno sla-
bo diferentovanih adenokarcinoma. Namera je da se izbegne
neprepoznavanje maligniteta tipa nehockinskih limfoma, ek-
stragonadnih germ-cell tumora, melanoma i nediferentovanih
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20, neuroendokrini markeri tipa NSE, hromogranin, S-100 ili
vimentin. Bez obzira na histoloski tip, u vecini sluc¢ajeva ne-
ophodno je da se odredi PSA kod muskaraca, odnosno estro-
geni i progesteronski receptori kod Zena .

Jedno od polja daljeg napretka u rasvetljavanju ovog
problema je identifikacija profila organ specificne genske
ekspresije koja omogucava koris¢enje molekularnih tehnika.
Primer za to je identifikacija izohromozoma 12p kod retrope-
ritonealnih i medijastinalnih slabo diferentovanih karcinoma
koji indikuju germ-cell tumore '.

Krajnji cilj dijagnosti¢kog panela je otkrivanje podgru-
pe sa povoljnom prognozom i senzitivno$éu na sistemsku te-
rapiju. Najbolje terapijske odgovore daju kombinacije platin-
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kojih nije postignut efekat kombinacijom agenasa mogu
imati koristi od monoterapije gemcitabinom . U toku su
studije II faze sa bevacizumabom i erlotinibom **.

Zakljucak

PoviSene vrednosti serumskih tumorskih markera vrlo
su ¢este u CUP sindromu. Ovi tumori pokazuju nespecifi¢nu
poveéanu ekspresiju tumorskih markera. Nivo NSE i CA 125
pokazuje dobru korelaciju sa odgovorom na preduzetu hemi-
oterapiju. Ne preporucuje se, medutim, rutinska primena naj-
¢esce koris¢enih serumskih tumorskih markera u svetlu pro-
gnosticke i prediktivne vrednosti.

ATURA

10. Sporn JR, Greenberg BR. Empirical chemotherapy for adenocar-
cinoma of unknown primary tumor site. Semin Oncol 1993;
20(3): 261-7.

11. Pentherondakis G, Pavlidis N. Cancer of unknown primary: what
kind of chemotherapy? What kind of disease? Onkologie 2009;
32(4): 159-60.

12. Pejei¢ 1, Vrbié S, Filipovic' S, Radi¢ S, Pejeié 1j. Chemotherapy in
carcinomas of unknown primary site. ] BUON 2004; 9(1): 27—
31.

13. Oken MM, Creech RH, Tormey DC, Horton |, Davis TE, McFadden
ET, et al. Toxicity and response criteria of the Eastern Coop-
erative Oncology Group. Am ] Clin Oncol 1982; 5(6): 649-55.

14. Kaplan EL., Meier P. Nonparametric estimation from in- com-
plete observations. ] Am Stat Assoc 1958; 53: 458-81.

15. Altman E, Cadman E. An analysis of 1539 patients with cancer
of unknown primary site. Cancer 1986; 57(1): 120—4.

16. Hess KR, Abbruzzese MC, Lenzi R, Raber MIN, Abbrugzese JL.
Classification and regtression tree analysis of 1000 consecutive
patients with unknown primary carcinoma. Clin Cancer Res
1999; 5(11): 3403-10.

17. Junginger TH, Hoefken K. Der suchet der findet? Onkologe
1997; 3(4): 333—4.

18. Pentherondakis G, Briasonlis E, Karavassilis 1/, Fountzilas G, Xeros
N, Samelis G, et al. Chemotherapy for patients with two fa-
vourable subsets of unknown primary carcinoma: active, but
how effective? Acta Oncol 2005; 44(2): 155-60.

19. Mennel RG. Clinical evaluation of the patient with an unknown
primary tumor. In: Perry MC, editor. American Society of

Pejci¢ 1, et al. Vojnosanit Pregl 2010; 67(9): 723-731.



Volumen 67, Broj 9

VOJNOSANITETSKI PREGLED

Strana 731

20.

21.

22.

Clinical Oncology 2002 Educational Book. Baltimore, Md:
Lippincott Williams & Wilkins; 2002: 327-34.

Briasounlis E, Pavlidis N, Felip E. Cancers of unknown primary
site: ESMO clinical recommendations for diagnosis, treatment
and follow-up. Ann Oncol 2009; 20(Suppl 4): 154-5.

Netto GJ. Tumors of unknown primary origin: the role of im-
munohistochemistry and molecular diagnostics. In: Perry MC,
editor. American Society of Clinical Oncology 2002 Educa-
tional Book. Baltimore, Md: Lippincott Williams & Wilkins;
2002: 343—47.

Pentheroudakis G, Briasoulis E, Kalofonos HP, Fountzilas G, Econo-
mopoulos I, Samelis G, et al. Docetaxel and carboplatin combi-
nation chemotherapy as outpatient palliative therapy in carci-
noma of unknown primary: a multicentre Hellenic Cooperative

Pejcic 1, et al. Vojnosanit Pregl 2010; 67(9): 723-731.

23.

24.

Oncology Group phase 1I study. Acta Oncol 2008; 47(6):
1148-55.

Neben K, Hiibner G, Folprecht G, Jager D, Krimer A. Metastases in
the absence of a primary tumor: advances in the diagnosis and
treatment of CUP syndrome. Dtsch Arztebl Int 2008; 105(43):
733-40.

Hainsworth |D, Spigel DR, Farley C, Thompson DS, Shipley DL,
Greco FA. Phase 1I trial of bevacizumab and erlotinib in carci-
nomas of unknown primary site: the Minnie Pearl Cancer Re-
search Network. ] Clin Oncol 2007; 25: 1747-52.

Primljen 26. VI 2009.
Revidiran 14. XII 2009.
Prihvacen 21. XII 2009.



Strana 732

VOJNOSANITETSKI PREGLED

Volumen 67, Broj 9

ORIGINALNI CLANAK r

-¥YO
4
.\

1944” *

SVVETs,
msoﬁ\
‘HL H

IP"AJ

UDC 616.1-089.819.5:615.273]:616—-002

U] 1'.1

N

-

R

Urgentna perkutana koronarna intervencija dovodi do pada serumske
koncentracije solubilnog CD40 liganda

Urgent percutaneous coronary intervention leads to a decrease in serum

concentrations of soluble CD40 ligand

Nenad Ratkovié¢*, Radoslav Romanovi¢*, Aleksandra Joveli¢', Branko Gligié¢*,
Saso Rafajlovski*, Danilo Vojvodiéi, Slobodan Obradovié¢*

Vojnomedicinska akademija, *Klinika za urgentnu internu medicinu, *Institut za

medicinska istraZivanja, Beograd, Srbija; "Institut za kardiovaskularne bolesti Vojvodine,

Klinika za kardiologiju, Sremska Kamenica, Srbija

Apstrakt

Uvod/Cilj. Vaskularne povrede nakon perkutane koronar-
ne intervencije (PKI) i posledi¢na inflamacija predstavljaju
patoloski supstrat restenoze i njenih komplikacija. Cilj ove
studije bio je da se ispita periproceduralni inflamatorni od-
govor izrazen preko solubilnog CD40 liganda (sCD40L) i
C-reaktivnog proteina (CRP) kod bolesnika lecenih prime-
nom PKI uz dvojnu antitrombocitnu terapiju (DAT). Me-
tode. U cksperimetalnu grupu bila su ukljucena 52 bolesni-
ka (80,8% muskaraca, starosti 60 £ 9 godina) sa anginom
pektoris koji su leceni primenom PKI (22 urgentne PKI) sa
implantacijom stenta, uz DAT (jedan od tienopiridina i aspi-
rin), prema vazeéim preporukama za izvodenje intervencije.
Kontrolnu grupu cinilo je 8 bolesnika (70,5% muskaraca,
starosti 59 £ 7 godina) sa anginom pektoris, kod kojih je ra-
dena samo koronarografija, a aspirin su dobijali tri dana pre
koronarografije. Kod svih bolesnika pre i 24 h nakon PKI
odredivana je koncentracija CRP i sCD40L u krvi. Rezul-
tati. U eksperimentalnoj grupi koncentracija sCD40L bila je
niza u odnosu na kontrolnu grupu (p < 0,02). Kod 34 (65%)
bolesnika zabelezen je postproceduralni pad sCD40L, kod

Abstract

Background/Aim. Inflammation as a consequence of vas-
cular injury after percutaneous coronary intervention (PCI)
is a pathological substrate of restenosis and of its complica-
tions. The aim of the study was to examine perprocedural
inflammatory response expressed by soluble CD40 ligand
(sCD40L) and C-reactive protein (CRP) in patients treated
with PCI and dual antiplatelet therapy. Methods. The ex-
perimental group included 52 patients (80.8% men, age
60 * 9 years) with angina pectoris treated by PCI (22 urgent
PCI) with stent implantation, and dual antiplatelet therapy
(tienopiridins and aspirin), according to the current recom-
mendations for the execution of the intervention. The con-

18 (34,6%) porast, dok je kod 50 (96%) bolesnika doslo do
porasta CRP. Bolesnici sa postproceduralnim padom
sCD40L imali su visu preproceduralnu koncentraciju
sCD40L (p < 0,001), kao i nizu postproceduralnu koncen-
traciju sCD40L (p < 0,001) u odnosu na grupu kod koje je
doslo do porasta sCD40L posle PKI, dok se nivo CRP iz-
medu ovih grupa nije statisticki razlikovao. Bolesnici leceni
urgentnom PKI u odnosu na boelsnike sa elektivnom PKI
imali su postproceduralni pad sCD40L (p = 0,02). Porast
nivoa CRP bio je visi u grupi urgentnih, u odnosu na elekti-
vne PKI (p < 0,01). Zakljucak. Urgentna PKI, kao proce-
dura u lecenju bolesnika sa nestabilnom anginom pektoris,
dovodi do postproceduralnog pada serumske koncentracije
sCD40L. Dvojna antitrombocitna terapija, odnosno terapija
sa tienopiridinima 1 aspirinom, inhibiSe oslobadanje
sCD40L. Bez obzira na klinicku prezentaciju koronarne
bolesti PKI dovodi do postproceduralnog porasta serumske
koncentracije CRP.

Kljucne reci:
arterioskleroza; zapaljenje; medijatori; angioplastika,
balonska; trombociti, inhibitori agregacije.

trol group consisted of 8 patients (70.5% men, age 59 £ 7
years) with angina pectoris, who had undergone coro-
narography taking aspirin 3 days prior to it. In all the pa-
tients 24 hours before and after the PCI concentrations of
CRP and sCD40L in the blood were determined. Results.
In the experimental group, the concentration of sCD40L
was lower as compared to the control (p <0.02). In 34
(65%) patients postprocedural decrease in sCD40L was re-
corded, in 18 (34.6%) of them increase, while in 50 (96%)
patients there was a rise in CRP. The patients with postpro-
cedural fall in sCD40L hod greater preprocedural concen-
tration of sCD40L (p < 0.001), and less postprocedural con-
centration of sCD40L (p < 0.001), compared to the group
with an increase in sCD40L after the PCI, while CRP levels

Correspondence to: Nenad Ratkovi¢, Vojnomedicinska akademija, Klinika za urgentnu internu medicinu, Crnotravska 17,
11 040 Beogtad, Stbija Tel.: +381 63 35 40 27. E-mail: ratkovic@eunet.rs
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between these groups were not statistically different. Pa-
tients treated with emergency PCI compared to elective pa-
tietns had a postprocedural decrease in sCD40L (p = 0.02).
Increase in the level of CRP was higher in the group with
emergency PCI in relation to elective PCI (p < 0.01). Con-
clusion. Emergency PCI procedures in the treatment of
patients with unstable angina pectoris lead to a postproce-
dural fall in the serum concentration of sCD40L. Dual anti-

plate therapy with tienopiridins and aspitin inhibits the re-
lease of sCD40L. Regardless a clinical presentation of coro-
nary disease PCI leads to an postprocedural increase in con-
centrations of CRP in the serum.

Key words:
arteriosclerosis; inflammation mediators; angioplasty,
baloon; platelet aggregation inhibitors.

Uvod

Prilikom perkutane koronarne intervencije (PKI) uvek
dolazi do znacajnog ostecenja endotela, intime i medije arterije
na mestu dilatacije. Ostecenje zida krvnog suda uzrokuje akti-
vaciju hemostaze i inflamatorni odgovor, dva povezana proce-
sa koja bi trebala da budu u sluzbi reparacije ostecenog tkiva,
ali su, u osnovi, komplikacija posle PKI 2. Aktivacija trom-
bocita centralni je dogodaj vaskularnog odgovora na PKI, a uz
ve¢ postojeéu hiperreaktivnost trombocita kod bolesnika sa
okluzivnom koronarnom bolesc¢u, pogotovo kod onih sa akut-
nim koronarnim sindromom (AKS), predstavlja predisponira-
jucu faktor za aterotrombotske komplikacije. U tom kontekstu,
dvojna antitrombocitna terapija (DAT) sa aspirinom i tienopi-
ridinima osnova je u prevenciji mogucih komplikacija PKI,
ukljuéujuéi trombozu stenta, infarkt miokarda i restenozu >

Inflamacija ima glavnu ulogu u nastanku ateroskleroze
i njenih komplikacija ®. Tradicionalno definisan kao reaktant
akutne faze, C-reaktivni protein (CRP) postao je prepoznat-
ljiv kao pokazatelj inflamatornog odgovora. Pojacan infla-
matorni odgovor, kao i povisene koncentracije serumskog
CRP udruzene su sa ve¢im rizikom od nastanka nezeljenih
kardiovaskularnih dogadaja "® kako u zdravoj populaciji °,
tako i kod bolesnika sa AIM, stabilnom ili nestabilnom angi-
nom pektoris '°. Sa druge strane, CRP kao pokazatelj vasku-
larne inflamacije (posledice vaskularne povrede nakon koro-
narne intervencije) koristen je u stratifikaciji rizika kod bole-
snika nakon perkutane koronarne intervencije ''. Povisena
periproceduralna serumska koncentracija CRP udruzena je sa
ozbiljnim ishemijskim komplikacijama kod bolesnika nakon
PKI sa ili bez implantacije stenta '>'*. Bazalne ili postproce-
duralne vrednosti CRP odli¢an su pokazatelj klinickog isho-
da kod bolesnika nakon PKI """,

Jedna od vaznih spona izmedu hemostaze i inflamacije
jeste aktivacija ¢elija preko signalnog puta CD40 i CD40 li-
ganda. Naime, CD40 ligand (CD40L ili CD154) je transmem-
branski protein, strukturno srodan faktoru nekroze tumora
(TNF). CD40L prvo je bio identifikovan na aktiviranim CD4+
T-C¢elijama, a njegova interakcija sa receptorom CD40 na B
limfocitima je od klju¢nih interakcija u imunoloskom odgovo-
ru "7, Medutim, CD40 i CD40L indentifikovani su i na dru-
gim c¢elijama, pa i na vaskularnim, ukljucujuéi endotelne i
glatkomiSicne ¢elije, ali i na monocitima i makrofagima, te ta-
ko, kao medijatori inflamacije, ucestvuju u procesu ateroskle-
roze 7. CD40 nalazi se i na trombocitima, dok je CD40L u a-
granulama neaktivnih trombocita, ali se veoma brzo ekspri-
muje na povrsinu posle njihove aktivacije, kada se oslobadaju i
u solubilnoj formi (sCD40L)'. U stvari, glavni izvor
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sCD40L, odnosno vise od 95% cirkuliSu¢eg sCD40L pore-
klom je iz aktivisanih trombocita > '*.

Interakcija CD40L i sCD40L sa receptorom CD40 dovo-
di do razli¢itog oblika inflamatornog odgovora, kao i trombo-
inflamatorne reakcije endotelnih éelija '°. Vezivanje CD40L za
¢elije ateroma indukuje aktivaciju matriks metaloproteinaza,
povecano ispoljavanje Celijskih adhezivnih molekula, produk-
ciju proinflamatornih citokina, hemokina i tkivnog faktora ',
Sto ima za posledicu progresiju aterosklerotskih promena (de-
stabilizaciju plaka i/ili intravaskularnu trombozu) '" .

Povisena serumska koncentracija sCD40L zabelezena je
kod bolesnika sa akutnim koronarnim sindromom, $to koreli-
Se sa losom prognozom > **. Sem toga, vrednosti SCD40L su
povisene i kod bolesnika sa hiperholesterolemijom *, a
imaju nezavisan prognosti¢ki znacaj za nastanak nezeljenih
kardiovaskularnih dogadaja i u zdravoj populaciji . Uspes-
na PKI dovodi do postproceduralnog smanjenja koncentra-
cije sCD40L, sto je posebno izrazeno kod bolesnika sa AKS
*% Sa druge strane, kod bolesnika legenih primenom PKI pe-
riproceduralne povisene vrednosti sCD40L korelisu sa poja-
vom restenoze i drugim vaskularnim komplikacijama inter-
vencije. Tokom angioplastike dolazi do aktivacije trombocita
i oslobadanja sCD40L ***’, a CD40/CD40L sistem inhibise
migraciju endotelnih Celija sprecavajuéi reendotelizaciju **,
indukuje ekspresiju tkivnog faktora na razlicitim ¢elijskim
tipovima, a sve to potencira prokoagulantno stanje i moze da
uzrokuje trombozu i/ili restenozu stenta > *°.

Sve u svemu, CD40L, a posebno sCD40L, imaju kljuc-
nu ulogu u aterotrombozi, predstavljajuci vezu izmedu trom-
bocita, inflamacije, tromboze i aterogeneze '’.

Cilj ove studije bio je da se utvrdi periproceduralni in-
flamatorni odgovor izraZzen preko sCD40L i CRP kod boles-
nika kod kojih postoje indikacije za leCenje perkutanom ko-
ronarnom angioplastikom sa implantacijom stenta.

Metode

Ova studija obuhvatila je 52 bolesnika hospitalno lecena
u Klinici za urgentu internu medicinu Vojnomedicinske aka-
demije (VMA) i to 17 bolesnika sa stabilnom anginom pekto-
ris (SAP) (Canadian Cardiovascular Society — CCS klasa 11T i
IV) i 35 sa nestabilnom anginom pektoris (NAP) (13 bolesnika
klase IIB i 22 klase IIIB po Barunwald-u) kod kojih je na os-
novu vazeéih indikacija za izvodenje PKI, ista sprovedena (ek-
sperimentalna grupa). Svim bolesnicima tokom PKI implanti-
ran je stent od nerdajuceg Celika. Kontrolnu grupu sacinjavalo
je osam bolesnika koji su primljeni u Kliniku za urgentnu in-
ternu medicinu VMA zbog anginoznih tegoba i kojima je ko-
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ronarografski dokazana okluzivna koronarna bolest, a nisu le-
¢eni PKI. Bolesnici sa SAP i NAP IIB klase vise od pet dana
pre intervencije dobijali su najmanje 100 mg aspirina uz tieno-
piridine, dok je kod grupe bolesnika sa NAP IIIB klase radena
urgentna PKI, te su 3—4 sata pre intervencije dobili dozu opte-
reé¢enja od 300 mg klopidogrela uz aspirin, §to je podrobnije
opisano u prethodno objavljenom radu *'. Kontrolna grupa
bolesnika nije bila na terapiji tienopiridinima, a aspirin (naj-
manje 100 mg) i heparin dobijali su najmanje do tri dana pre
uzimanje krvi za analizu. Pojedinosti o premedikaciji, dijagno-
stici i angioplastici opisane su u prethodno objavljenom radu
iz istog projekta *'. Bolesnici sa infarktom miokarda sa eleva-
cijom ST segmenta, postproceduralnim porastom kreatinin-
kinaze ve¢im od dva puta, sa hroni¢nim inflamatornim boles-
tima, permanentnom atrijalnom fibrilacijom, kao i valvularnim
manama, nisu bili ukljuceni u ispitivanje.

Svim pacijentima uzeti su uzorci krvi neposredno pre
intervencije, kao i 24 sata nakon intervencije, a plazma i se-
rumi bili su zamrznuti na -80 °C. Koncentracija sCD40L od-
redivana je ELISA metodom po upustvu proizvodaca °', a
koncentracija CRP lateks imunonefelometrijom, visokosen-
zitivnom metodom na aparatu BN100 (Dade Behring) u In-

stitutu za biohemiju VMA. Svi ispitanici bili su upoznati sa
znacajem istrazivanja, a za ucesce u studiji dali su pristanak.
U radu su od metoda deskriptivne statistike primenjene
mere centralne tendencije i to aritmeticka sredina i medijana,
mere varijabiliteta — standardna devijacija i interkvartilni op-
seg (interquartile range — IQR), kao i relativni brojevi. Od
metoda analiticke statistike u radu su koriStene metode identi-
fikacije empirijskih raspodela, 2 test za procenu znacajnosti
razlike ucestalosti, za procenu znac¢ajnosti razlike srednjih vre-
dnosti varijabli koje su rasporedene po normalnoj raspodeli t-
test za nezavisne i zavisne uzorke, a za procenu znacajnosti ra-
zlike srednjih vrednosti varijabli koje nisu rasporedene po
normalnoj raspodeli (sCD40L i CRP) Mann-Withney U-test za
nezavisne uzorke i Wilcoxonov test za zavisne uzorke.

Rezultati

Opste karakteristike bolesnika na pocetku ispitivanja
prikazane su u tabeli 1. Kontrolna grupa bolesnika po svojim
demografskim, klinickim i angiografskim osobinama nije se
statisticki znacajno razlikovala od ispitanika eksperimentalne
grupe (tabela 1). U kontrolnoj grupi koncentracija sCD40L

Tabela 1
Karakteristike eksperimentalne i kontrolne grupe ispitanika na pocetku ispitivanja
Karakteristike bolesnika E;?; :(mnef? él;a ng[()): tﬁ)lh;ag) p
Starost (X + SD), godine 60+9 59+7 0,98
Muski pol [n (%)] 42(81) 6 (75) 0,92
Faktori rizika [n (%)]
dijabetes melitus 10(19) 2 (25) 0,92
arterijska hipertenzija 34(65) 5(63) 0,81
hiperholestrolemija 23(44) 3(38) 0,98
pusenje cigareta 15(29) 2 (25) 0,84
prethodni infarkt 14(27) 2 (25) 0,75
porodi¢na anamneza 26(50) 4 (50) 0,71
Istisna frakcija leve komore (X + SD), % 55+7 57+8 0,95
Klini¢ka prezentacija [n (%)] 0,89
stabilna angina pektoris 17(33) 3(37)
nestabilna angina pektoris 35(67) 5(63)
Urgentnost PKI [n (%)]
elektivna 30(58)
urgentna 22(42)
Klasifikacija lezija [n (%)] 0,81
AiBI1 21(40) 3(38)
B2iC 31(60) 5(62)
Uzroc¢na arterija [n (%)] 0,97
LKA 32(62) 5(62)
ACx 12(23) 2 (25)
DKA 8(15) 1(13)
Visesudovna bolest [n (%)] 29(56) 4 (50) 0,94
Tienopiridini [n (%)]
klopidogrel 29(56) 0
tiklopidipin 23(44) 0
Aspirin [n (%)] 52(100) 8 (100)
Glikoproteinski inhibitori [n (%)] 15(29) 0
Enoksaparin [n (%)] 22(42) 3(38) 0,80
Statini [n (%)] 35(67) 5(63) 0,89
Kreatinin kinaza (X + SD), mmol/L 170 + 141 155+183 0,81
Trombociti (X = SD), x 10° 185+49 188 £50 0,93
CRP medijana (IQR), mg/L 4.71 (3,10-11,00) 5,1(3,2-12,2) 0,94
sCD40L medijana (IQR), ng/L 2.33 (1,20-3,99) 4,11 (2,2-7,1) 0,02

PKI-perkutana koronarna intervencija; LKA-leva koronarna aretrija; ACx-cirkumfleksna koronarna arterija; DKA-desna
koronarna arterija; CRP — C-reaktivni protein; sCD40L-solubilni CD40 ligand; IQR-interkvartilni opseg
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iznosila je 4,11 (2,2-7,1) ng/mL, §to je bilo statisticki zna-
¢ajno vise nego u eksperimentalnoj grupi u kojoj je koncen-
tracija sCD40L iznosila 2,33 (1,20-3,99) ng/ml (p <0,02).
Nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu vrednosti CRP u
kontrolnoj, 5,1 (3,2-12,2) mg/L, u odnosu na eksperimental-
nu grupuy, 4,7 (3,10-11,00), (p < 0,94).

U eksperimentalnoj grupi vrednost sCD40L pre inter-
vencije iznosila je 2,33 (1,2-3,99) ng/mL, a posle interven-
cije bila je statisticCki neznacajno niza, 1,93 (1,04
3,01) ng/mL (p<0,12). Vrednosti CRP pre intervencije bile
su 4,71 (3,10-11,00) mg/L, a nakon intervencije registrovan
je statisticki veoma znacajan porast CRP na 9,42 (4,83—
19,75) mg/L (p < 0,01) (tabela 2).

Kod 34 (65%) bolesnika eksperimentalne grupe zabele-
zen je postproceduralni pad vrednosti sCD40L, a samo kod 2
(3,85%) pad vrednosti CRP. Na osnovu koncentracija
sCD40L posle PKI, bolesnici eksperimentalne grupe bili su
podeljeni u dve podgrupe: podgrupa 1 - kod kojih je eviden-
tiran postproceduralni pad koncentracije sCD40L - 34
(65,4%) bolesnika, i podgrupa 2 - kod kojih je evidentiran
postproceduralni porast koncentracije sCD40L - 18 (34,6%)
bolesnika.

Opste i angiografske karakteristike ovih podgrupa pri-
kazane su u tabeli 3. Podgrupe se nisu statisticki znacajno ra-
zlikovale u klini¢koj prezentaciji bolesti (p=0,59) i drugim
karakteristikama (ukljucujuéi i upotrebu glikoproteinskih in-

Tabela 2

Vrednosti solubilnog CD40 liganda (sCD40L) i C-reaktivnog proteina (CRP)
pre i posle perkutane koronarne intervencije (PKI)

L sCD40L (ng/mL) CRP (mg/L)
Vreme odredivanja medijana (IQR) medijana (IQR) P
Pre PKI 2,33 (1,20-3,99) 4,71 (3,10-11,00) 0,12
Posle PKI 1,93 (1,04-3,01) 9,42 (4,83—-19,75) 0,001
Tabela 3
Karakteristike ispitanika u podgrupama eksperimentalne grupe
Karakteristike ispitanika P?S g:rgae)l ! P?S g:n;[g;)l 2 p
Starost (X + SD) godine 59+9 60+9 0,71
Muski pol [n (%)] 26 (76) 16 (89) 0,28
Faktori rizika [n (%)]
diabetes mellitus 5(15) 5(27,8) 0,22
arterijska hipertenzija 22 (65) 12 (67) 0,57
hiperholestrolemija 12 (35) 11 (61) 0,06
pusenje cigareta 9(27) 6 (33) 0,41
prethodni infarkt 8 (24) 5(28) 0,5
porodi¢na anamneza 18 (58) 8 (44) 0,39
Istisna frakcija leve komore (X + SD), % 52+7 50+7 0,66
Klini¢ka prezentacija [n (%)] 0,59
stabilna angina pektoris 11 (32) 6 (33)
nestabilna angina pektoris 23 (68) 12 (67)
Urgentnost PKI [n (%)] 0,03
elektivna 16 (47) 14 (78)
urgentna 18 (53) 4(22)
Klasifikacija lezija [n (%)] 0,32
A 1Bl 15 (44) 6 (33)
B2iC 19 (56) 12 (67)
Uzrocna arterija [n (%)] 0,77
LKA 22 (65) 10 (56)
Acx 8 (23) 4 (22)
DKA 4 (12) 4 (22)
Visesudovna bolest [n (%)] 21 (62) 8 (44) 0,18
Tienopiridini [n (%)] 0,98
klopidogrel 19 (56) 10 (56)
tiklopidin 15 (44) 8 (44)
Aspirin [n (%)] 34 (100) 18 (100)
Glikoproteinski inhibitori [n (%)] 10 (29) 5(28) 0,9
Enoksaparin [n (%)] 11 (32) 7(38) 0,63
Statini [n (%)] 23 (68) 12 (67) 0,94
Proceduralne karakteristike
duzina stenta (X + SD), mm 19,3 +8 19,7+ 8 0,83
dijametar balona (X = SD), mm 2,5+0,6 2,3+0,6 0,22

Podgrupa 1- sa postproceduralnim padom sCD40L; podgrupa 2-—sa postproceduralnim porastom sCD40L;
PKI — perkutana koronarna intervencija; LKA — leva koronarna aretrija; ACx — cirkumfleksna koronarna arterija;

DKA — desna koronarna arterija
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hibitora), ali je postojala statisticki znacajna razlika u uces-
talosti urgentne PKI (p < 0,03). U podgrupi 1 ucinjeno je 18
urgentnih PKI (53%), a u podgrupi 2 samo cetiri (22%), od-
nosno 82% urgentnih PKI uradeno je grupi 1 (18 od 22 in-
tervencije).

Vrednosti periproceduralnih serumskih koncentracija
sCD40L i CRP prikazane su u tabeli 4. U podgrupi 1 vred-

Postojala je statisti¢ki znacajna razlika u vrednosti prep-
roceduralnog CRP” izmedu podgrupa [elektivna PKI
4,13 (3,00-6,40) mg/L u odnosu na urgentnu 10,10 (3,24—
27,50) mg/L (p=10,02), kao i postproceduralne vrednosti
CRP! [elektivna PKI, 6,50 (3,33-15,37) mg/L, u odnosu na
urgentnu 15,65 (5,73 49,00) mg/L (p<0,01), kao i statisticki
visoko znacajna razlika u periproceduralnim koncentracija-

Tabela 4

Periproceduralne koncentracija solubilnog CD40 liganda (sCD40L) i C-reaktivnog proteina (CRP)

Podgrupe  sCD40L’ (ng/L)  sCD40L' (ng/L) CRP’ (mg/mL) CRP' (mg/L)

[n (%)] medijana (IQR) medijana (IQR) medijana (IQR) medijana (IQR)
1[34(65] 3,39(2,21-7,73)  1,42(0,74-2,29)  <0,01 5,50 (3,20-11,20) 11,80 (5,41-24,80) < 0,01
2[18(35)] 1,11(0,64-1,97) 3,05(2,11-5,61) <0,01 4,13(2,81-10,78) 8,40 (4,39-18,10) <0,01

p < 0,001 < 0,001 0,24 0,28

Podgrupa 1 — sa postproceduralnim padom sCD40L; podgrupa 2 — sa postproceduralnim porastom sCD40L

® _ preproceduralna koncentracija; '

nost sCD40L pre PKI (SCD40LO) bila je 3,39 (2,21-7,73)
ng/mlL, a u podgrupi 2 iznosila je 1,11 (0,64-1,97) ng/mL,
(p<0,001). Nakon PKI u podgrupi 1 dolazi do pada vredno-
sti sCD40L (sCD4OL1) na 1,42 (0,74-2,29) ng/mL, a u pod-
grupi 2 do porasta na 3,05 (2,11-5,61) ng/mL, (p<0,001).
Unutar samih podgrupa periproceduralna razlika koncentra-
cija sCD40L, bila je, takode, visokostatisticki znacajna
(p<0,01). Nije zabelezena statisticki znacajna razlika u pre-
proceduralnoj koncentraciji CRP (CRP’) izmedu podgrupe 1
i 2: 550(3,20-11,20) mg/L u odnosu na 4,13 (2,81-
10,78) mg/L (p=0,24), kao ni u postproceduralnoj
koncentraciji CRP (CRPI) 11,80 (5,41-24,80) mg/L, u
odnosu na 8,40 (4,39-18,10) mg/L, (p < 0,28). Unutar samih
podgrupa postojao je  statisticki znacajan
postproceduralni porast CRP (p <0,01).

Periproceduralne serumske koncentracije sCD40L i1
CRP kod bolesnika lecenih PKI podeljenih prema urgentno-
sti intervencije prikazane su u tabeli 5. [zmedu dve podgrupe

véoma

— postproceduralne koncentracija

ma CRP unutar samih podgrupa pre i posle intervencije
(p<0,01) (tabela 5).

Diskusija

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da je dvojna antit-
rombocitna terapija potentniji inhibitor oslobadanja sCD40L
nego sam aspirin, §to je saglasno sa drugim ispitivanjima >,
Aspirin inhibiSe oslobadanje sCD40L koji nastaje kao odgo-
vor na aktivaciju trombocita kolagenom, kao i na trombocit-
ne agoniste zavisne od tromboksana A2 *’. Takode, aspirin
snizava koncentraciju sCD40L kod bolesnika sa faktorima
rizika od koronarne bolesti, kao i kod bolesnika sa ishemij-
skom bolescu srca, ali ne 1 do nivoa ,,normalne koncentraci-
je« *>* . Sa druge strane, tienopiridini svoje antitrombocitno
dejstvo ispoljavaju selektivnom i ireverzibilnom inhibicijom
aktivacije trombocita indukovane adenozin-difosfatom .
Tienopiridini i aspirin svoj maksimalni antitrombocitni i an-

Tabela 5

Periproceduralne koncentracije solubilnog CD40 liganda (sCD40L) i C-reaktivnog proteina (CRP) (mg/L) ispitanika
podeljenih prema urgentnosti perkutane koronarne intervencije (PKI)

Vrsta PKI sCD40L" (ng/mL)  sCD40L' (ng/mL) CRP’ (mg/L) CRP' (mg/L)

[n (%)] medijana (IQR) medijana (IQR) medijana (IQR) medijana (IQR)
Elektivna [30 (58)] 2,23 (1,134,21) 2,31 (1,15-3,65) 0,76 4,13 (3,00-6,40) 6,50 (3,33-15,37) <0,01
Urgentna [22 (42)] 2,84 (1,24-4,01) 1,54 (0,85-2,43) 0,02 10,10 (3,24-27,50) 15,65 (5,73-49,0) < 0,01

. preproceduralna koncentracija; ' - postproceduralne koncentracija

(elektivna PKI u odnosu na urgentnu PKI) nije bilo statisticki
znacajne razlike u preproceduralnoj vrednosti sCD40L,
2,23 (1,13-4,21) ng/mL, u odnosu na 2,84 (1,24-4,01) ng/L,
(p=0,64), kao ni u postproceduralnoj koncentraciji sCD40L,
2,31 (1,15-3,65) ng/mL u odnosu na 1,54 (0,85-2,43) ng/mL
(p=0,14). Unutar samih podgrupa registrovan je statisticki
znacajan postproceduralni pad sCD40L u podgrupi urgentne
PKI sa 2,84 (1,244,01)ng/L na 1,54 (0,85-2,43) ng/L
(p=0,02), dok postproceduralni porast vrednosti sCD40L u
podgrupi bolesnika lecenih elektivnom PKI nije bio statistic-
ki znacajan, 2,23 (1,13-4,21) ng/L, u odnosu na 2,31 (1,15-
3,65) ng/L (p=0,76).

tiinflamtorni efekat postizu u prva 24 sata >, s tim §to tieno-
piridini, odnosno klopidogrel ima mnogo potentniji antit-
rombocitni efekat nego aspirin ***°, a njegova efikasnost je
posebno izrazena u klinicki manifestnim aterotrombotskim
komplikacijama i/ili AKS > **". U nasem radu, eksperi-
mentalna grupa imala je statisticki znac¢ajno nizu koncentra-
ciju sCD40L u odnosu na kontrolnu, $to se objasnjava Cinje-
nicom da su u premedikaciji dobijali DAT, za razliku od
kontrolne grupe koja je dobijala samo aspirin (nije bilo stati-
sticki znacajne razlike u klini¢kim, demografskim ni drugim
karakteristikama podgrupa) (tabela 1). Sa druge strane, DAT
ne dovodi do promene u serumskoj koncentraciji CRP, odno-
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sno nema statisticke znacajne razlike u koncentraciji CRP
izmedu eksperimentalne i kontrolne grupe. Ovaj rezultat u
saglasnosti je sa ispitivanjem koje je proucavalo efekat klo-
pidogrela i aspirina kod bolesnika sa okluzivnom boles¢u ko-
ronarnih arterija ****.

Kao $to je ve¢ naglaSeno, nije bilo statisticki znacajne
razlike izmedu koncentracije CRP kod ispitanika eksperi-
mentalne i kontrolne grupe, ali u obe grupe postojala je povi-
Sena vrednost CRP. Ovaj rezultat je razumljiv, jer je vise od
60% bolesnika bilo sa klinickom slikom NAP, a poznato je
da bolesnici sa NAP ili AKS imaju znacajno povisene bazal-
ne vrednosti CRP '>** %,

Nakon PKI evidentiran je pad nivoa sCD40L bez sta-
tistiCe znacajnosti, ali i postproceduralni porast CRP i to
statisticki veoma znacajan, $to je saglasno rezultatima dru-
gih istrazivanja '>'**’. Perkutana koronarna intervencija
uzrokuje aktivaciju slozene mreze inflamatornog odgovora
u koju su ukljuceni trombociti, leukociti i drugi proinfla-
matorni molekuli "?. Vaskularna povreda nakon koronarne
angioplastike dovodi do skoro potpunog uniStenja jednos-
lojnog endotelnog pokrivaca uzrokujuéi, sa jedne strane,
stvaranja trombocitno-fibrinskog pokrivaca na intimi, a sa
druge, ekspresiju adhezivnih molekula na aktivisanim
trombocitima i endotelnim ¢elijama, $to ima za posledicu
adheziju, aktivaciju i migraciju leukocita u subendotelni
prostor gde oni sekretuju brojne citokine, faktore rasta i
metaloproteinaze "%, U sustini, u osnovi su dva fenomena
kao posledice mehanicke povrede u PKI - aktivacija trom-
bocita i sistemska stimulacija urodenog imunog siste-
ma > *"*. Serumski sCD40L je pokazatelj aktivacije trom-
bocita jer je preko 95% serumskog sCD40L poreklom iz
aktivisanih trombocita, a CRP je mera nespecifi¢nog infla-
matornog odgovora. U tom kontekstu, pada u o¢i nesklad
izmedu postproceduralne koncentracije ova dva pokazatelja
inflamacije — statisticki beznacajan pad koncentracije
sCD40L i statisticki veoma znacajan porast CRP. Postpro-
ceduralni porast koncentracije sCD40L nije detektovan
zbog mocnog antitrombocitnog efekta aspirina i klopido-
grela i mehanicke eliminacije aterotrombotskog komplek-
sa *** Druga osobina DAT, odnosno antiinflamatorni efe-
kat nije toliko ocigledan kada je u pitanju inflamatorni od-
govor izrazen preko CRP ¥ Smatra se da je ruptura pla-
ka nakon intervencije jak izvor aterotrombotskih i infla-
matornih molekula, ali ruptura plaka per se nije glavni uz-
rok povisenih postproceduralnih vrednosti CRP ***%. U
prilog ovoj tvrdnji su i podaci da i nekomplikovana angio-
grafija dovodi do porasta CRP, kao i podaci koji pokazuju
gotovo uniformni porast CRP nakon intervencije '>*. Re-
zultati najveceg broja studija govore u prilog tome da je
najvazniji uzrok postproceduralnog porasta CRP vaskular-
na povreda prouzrokovana angioplastikom (dilatacija balo-
nom i implantacija stenta) '>**. Medutim, i sama reakcija
na isti mehanicki stimulus, tj. povredu, je razli¢ita i moze
biti u osnovi detektovane koncentracije CRP, $to ide u pri-
log hipoteze ,,povisene individualne reaktivnosti, hipoteze
koja nastoji da objasni razli¢itost individualnog odgovora
na sli¢ne (ili iste) patogene u procesu ateroskleroze, kao i
razli¢it inflamatorni odgovor u AKS i PKI***. Ovo je
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potvrdeno i u istrazivanjima koja su pokazala da postproce-
duralni porast koncentracije CRP ne zavisi ni od vrste
stenta (metalni ili stent obloZzen lekovima), a ne koreliSe ni
sa postproceduralnom neointimalnom hiperplazijom *°.

Ocekivan, odnosno pozitivan terapijski ishod PKI je
postproceduralni pad serumske koncentracije solubilnog
CD40L, sto je efekat sa jedne strane mehanicke destrukcije
atreosklerotskog plaka i/ili pratece aterotromboze, a sa druge
strane farmakoloskog dejstva DAT i pridruzenih lekova na
inflamatorni odgovor '"**. Ovo sa aspekta inflamacije i in-
flamatornog odgovora ukazuje da PKI elimini$e uzrok ,,po-
jacanog inflamatornog odgovora“ §to je uz primarni efekat,
odnosno osnovni cilj (,,otvorena arterija“) i klinicka svrha
intervencije.

U naSem istrazivanju izdvaja se grupa bolesnika sa
postproceduralnim padom koncentracije sCD40L (podgrupa
1) kao oc¢ekivano pozitivnim rezultatom intervencije, te pod-
grupa sa postproceduralnim porastom sCD40L (podgrupa 2),
uz Cinjenicu da je u podgrupi 1 i preproceduralna vrednost
sCD40L bila visa (tabela 4). U podgrupi 1 bilo je 18 ili 82%
svih urgentnih PKI, dok je broj elektivnih bio skoro podjed-
nak - 16 u podgrupi 1 i 14 u podgrupi 2. Mada bolesnici sa
AKS (bez ST elevacije i bez udarne doze klopidogrela)
imaju viSe koncentracije sCD40L pre PKI i znacajno nize
vrednosti sSCD40L nakon 24 sata od intervencije u poredenju
sa bolesnicima sa SAP koji su, takode, bili podvrgnuti
PKI*"*2, navedeno ne moze biti obja$njenje za promene
koncentracija sCD40L u nasim grupama. Ako bolesnike svr-
stamo po urgentnosti PKI diktiranoj klinickim indikacijama,
te uporedimo periproceduralne serumske koncentracija
sCD40L bolesnika podvrgnutih elektivnim u odnosu na ur-
gentne PKI, vidimo da se preproceduralne koncentracije nisu
statisticki razlikovale. To je razumljivo jer su bolesnici lece-
ni urgentnom PKI i najmanje tri sata pre intrevencije dobili
udarnu dozu klopidogrela od 300 mg, a oni sa elektivnim in-
trevencijama najmanje pet dana uzimali su dnevnu dozu od
75 mg klopidogrela, ili tiklodipina*'. Naime, klopidogrel
svoj terapijski efekat postize dva sata nakon primene, a efe-
kat je dozno-zavisan, te udarna doza od 300 mg efikasno ire-
verzibilno inhibira agregaciju trombocita preko ADP (potpu-
no nakon 6 sati uz relativno stabilnu inhibiciju sledecih
48 h), a sa dnevnom dozom od 75 mg inhibicija se postize
izmedu 3 i 7 dana *’. Takode, izostavljanje tienopiridina iz
terapije dovodi do ponovnog rasta koncentracije sCD40L
nakon 24 sata *>**. Krv se kod nasih bolesnika uzimala ne-
posredno pre intervencije, te su prikazani rezultati i efekat
premedikacije, §to je i objasnjenje za preproceduralne statis-
ticki neznacjane razlike koncentracije sCD40 liganda izmedu
grupa elektivne i urgentne PKI. Sa druge strane, preprocedu-
ralna visa koncentracija sSCD40L u podgrupi 1 je zbog sasta-
va podgupa (u podgrupi 1 bilo je 82% svih urgentnih i 53%
svih elektivnih PKI). Sastav podgrupa za sobom povlaci i
odgovarajucu DAT, odnosno razli¢ite odgovore na premedi-
kaciju lekovima cija je efikasnost doznozavisna, uz vaznu
napomenu koju smo ve¢ istakli, da u gorenavedenim rado-
vima sa poviSinim preproceduralnim vrednostima sCD40L u
AKS pre intrevencije, klopidogrel nije dat u udarnoj dozi od
300 mg *> .
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Medutim i pored ,,agresivne” DAT, kod cetiri (18%)
bolesnika koji su bili podvrgnuti urgentnoj PKI i kod
14 (47%) bolesnika lecenih elektivnom PKA, zabelezen je
postproceduralni porast sSCD40L. Ovaj nalaz je u saglasnosti
sa rezultatima istraZivanja u kojima je opisano postojanje
povecéane agregabilnosti trombocita, rezistencije na DAT i/ili
doznozavisne individualne reaktivnosti na antitrombocitne
lekove *" %3,

Statisticki znacajan postproceduralni pad koncentracije
sCD40L nakon urgentnih intrevencija ukazuje da je farma-
koloski protokol urgentne PKI, koji podrazumeva i udarnu
dozu klopidogrela od 300 mg pre intrevencije, efikasan u
kontroli inflamatornog odgovora i/ili aktivacija trombocita
izrazenog preko sCD40L.

Sto se ti¢e serumske koncentracije CRP, pokazali smo
znacajno drugadije vrednosti u odnosu na sCD40L, odnosno,
izmedu grupa nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u peripro-
ceduralnim koncentracijama CRP. Objasnjenje ovakvih nala-
za vraca nas na pocetak diskusije kada se komentarisao od-
nos eksperimentalne i kontrolne grupe, te postproceduralnih
karakteristika eksperimentalne grupe. Izmedu podgrupa 112
nije bilo statisticki znacajne razlike u periproceduralnim
koncentracijama CRP, §to je i razumljivo jer su podgrupe
bile izjednacene po klini¢koj prezentaciji bolesti, a klini¢ka
prezantacija koronarne bolesti je i glavna odrednica serum-
ske koncentracije CRP '”*. Sa ovim je u skladu i na§ rezul-
tat koji smo dobili posmatrajuéi periproceduralne koncentra-
cije CRP kod elektivnih i urgenetnih PKI. Urgentna PKI je
jedna od procedura lecenja bolesnika sa AKS, a bolesnici sa
AKS imaju znacajno viSe periproceduralne koncentracije
CRP nego bolesnici sa ,.stabilnijom* klini¢kom slikom '**.
Bolesnici leceni urgentnom PKI imaju statisti¢ki znacajno
viSe ne samo preproceduralne, nego i postproceduralne kon-
centracije CRP, a evidentna je statisticki znacajna razlika u
serumskim koncentracijama CRP pre i posle elektivne, u od-
nosu na urgentnu PKI.

Rezultati naseg ispitivanja ukazuju na razliéiti perip-
roceduralni inflamatorni odgovor detektovan pomocu
sCD40L i CRP. Naime, detektovali smo, prakti¢no, uni-
formni postproceduralni porast CRP (kod 50 bolesnika —
96%), a u isto vreme postproceduralni porast sCD40L kod
samo 18 bolesnika (35%) i pad sCD40L kod 34 bolesnika
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Profesionalni stres kod lekara opSte prakse i psihijatara —
nivo psihickog distresa i rizika od burnout sindroma

Professional stress in general practitioners and psychiatrists —
the level of psycologic distress and burnout risk
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Apstrakt

Uvod/Cilj. Dosadasnja istrazivanja stresa pokazuju da je lekarska
profesija u visokom riziku od obolevanja od psihickih i somatskih
poremecaja povezanih sa profesionalnim stresom, sto moze voditi
znacajnom poremecaju licnog, porodi¢nog i profesionalnog funkci-
onisanja. Cilj ovog istrazivanja bio je da se utvrdi nivo izlozenosti le-
kara profesionalnom stresu, da se upotedi nivo stresa u grupi lekara
opste prakse sa nivoom stresa u grupi psihijatara i stepen rizika od
nastanka bumont sindroma. Metode. Za ovu studiju preseka ispitani-
ci su izabrani metodom sluc¢ajnog uzorka. Trideset lekara opste prak-
se i 30 psihijatara (ukupan uzorak 60 lekara) popunili su tri testa —
upitnika: Sociodemografski upitnik, Opsti zdravstveni upitnik (Gerne-
ral Health Questionnaire— GHQ, Goldberg D, 1991), Masle¢ inventar
izgatanja (Maslach Burnont Inventory — MBI, Maslach C, 19906). U intet-
pretaciji rezultata koriséeni su Pirsonov y2-test, #test i analiza varijan-
se. Rezultati. Ukupni nivo psihickog distresa meren GHQ testom u
obe grupe lekara bio je jako nizak, $to pokazuje da je ukupni uzorak
lekara u ovom radu bio dobrog mentalnog zdravlja. Dobijena razlika
u riziku od burnont sindroma na osnovu MBI testa izmedu grupa le-
kara bila je statisticki znacajna (> = 4,2806; p < 0,05) samo kod sup-
skale liéne ispunjenosti poslom (MBI-PA), kao posledica veceg broja
lekara opste prakse sa srednjim burmont rizikom (13,3% prema 0,0%).
Medutim, pokazano je da je visokim rizikom od burnout sindroma
bilo ugrozeno ¢ak 35 lekara iz ukupnog uzorka, prema supskalama
emocionalne iscrpljenosti (MBI-EE) i depersonalizacije (MBI-DP),
$to pokazuje da su lekari u obe grupe veoma ugrozeni rizikom od
nastanka burnont sindroma. Zakljucak. Postoji visok rizik od nastan-
ka burnont sindroma i u grupi lekara opste prakse i u grupi psihijatara.
Ni u jednoj grupi lekara nije bilo prisutnih psihickih poremecaja (an-
ksioznosti, depresije, insomnije...). Medutim, utvrden je visok stepen
osecaja emocionalne iscrpljenosti i prenapregnutosti poslom, kao i
konstantan osecaj neprijatnosti uzrokovan profesionalnim naporom,
te smanjeno ukupno zadovoljstvo poslom. Nivo izloZenosti profesi-
onalnom stresu visi je u populaciji lekara opste prakse nego u popu-
laciji psihijatara, ali dobijena razlika nije statisticki znacajna.

Kljucne redi:
sagorevanje na radu, sindrom; lekari, porodi¢ni; psihijatrija;
stres, psihicki.

Abstract

Background/Aim. So far, studies of stress have shown that
physicians are at a high risk of sickness from psychic and somatic
disorders related to professional stress, that can lead to impor-
tant disturbance of personal, familiar and professional func-
tionating. The aim of this study was to investigate the doctors
exposition level to professional stress, to compare stress level in
general practitioners (GP) group with that in the group of psy-
chiatrists and risk level for the apperance of burnout syndrome.
Methods. This cross-section study included subjects recruited
by a random sample method. Thirty General Practice doctors
and 30 psychiatrists (totally 60 doctors) filled the set of 3 ques-
tionnaires: Sociodemographics features, General Health Ques-
tionnaire (GHQ; Goldberg D, 1991), and Maslach Burnout In-
ventory (MBI; Maslach C, 1996). Appropriate statistical proce-
dures (Pearson test, #test, variance analysis) in interpretation of
the results were used. Results. A total level of psychic distress
measured with the GHQ test in both groups of physicians was
very low implying their good mental health. A difference in
Burnout risk based on MBI test between the groups was statisti-
cally significant (x> = 4,286; p < 0.05) only at subscale Personal
Accomplishment (MBI-PA); it was a consequence of a higher
number of GPs with medium burnout risk (13.3 : 0.0%). How-
ever, even 35 physicians from the sample were affected with a
high burnout risk measured with subscales Emotional Ehausa-
tion (MBI-EE) and MBI-DP, showing that both groups of phy-
sicians had risk for the appearance of burnout syndrome. Con-
clusion. The obtained results showed a high burnout risk level
in both, GPs and psychiatrists, groups. In both groups there was
no presence of psychic disorders (anxiety, depression, insomnia),
while there was a high level of emotional ehausation and over-
tension by job, and also a lower total personal accomplishment.
Level of exposition to professional stress is higher in GPs than
in psychiatrists, but the difference was not statistically significant.

Key words:
burnout, professional; physicians, family; psychiatry; stress,
psychological.
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Uvod

Radni ili stres vezan za profesiju ima relativno kratku
istoriju u nau¢nom razmatranju. lako nas poceci vracaju u
1920. godinu i labaratorijska istrazivanja fiziologa, Sira
upotreba ove kategorije javila se u posleratnom periodu.
Prilagodavaju¢i se ideoloskim stavovima ,hladnog rata®
mnoga rana istrazivanja bazirala su se na Sirenju i razvija-
nju metoda za ,regrutovanje“ mentalno zdravog, ,.elastic-
nog“ osoblja (narocito u vojnom kontekstu) i maksimalnoj
produktivnosti u trazenim uslovima. Tokom 1960-tih i
1970-tih godina u istrazivanjima u SAD dominirala je teo-
rija uloge stresa, ¢iji je fokus bio uglavnom baziran na su-
bjektivnim karakteristikama i licnim atributima viSe nego
na situacionim karakteristikama vezenim za odgovor na
stres. Ova krajnje individualizovana koncepcija uloge stre-
sa efikasno je depolitizovala razmatranja o stresu na radu.
Ali odgovor na pitanje zasto je jedan posao stimuliSuéi za
jednog radnika, a na drugog deluje potpuno stresno, dat je
tek 2000-te godine '. Johanes Zigrist ovo je objasnio u
svom modelu stresa na radu nazvanom ,,trud-nagrada nes-
laganje (ERI model). Ovaj model ,,trud-nagrada® baziran
je na premisi da radni status pruza moguénost napretka u
poslu i samoefikasnosti, ali da su psiholoske beneficije ud-
ruzene i u recipro¢noj vezi sa individualnim ulaganjem tru-
da koji slede adekvatne nagrade (novac, napredak u karijeri
i druge mogucnosti). Nedostatak reciprociteta, na primer,
posao na kojem se ¢ovek mnogo ,.trosi“ i malo zaraduje,
vodi emocionalnom distresu i poremecaju autonomnog
nervnog sistema, §to sve ostavlja posledice na zdravlje > .
To je slucaj kod veoma zahtevnih i istovremeno nesigurnih
poslova. Objasnjeno je da je ovaj model ,,trud-nagrada“ do-
sta primenljiv i Cesto koriS¢en u sluzbama i profesijama
koje se bave radom sa ljudima, kao $to je, na primer, lekar-
ska profesija.

Burnout je stanje mentalne iscrpljenosti koje zahvata
profesije koje se bave radom sa ljudima kao §to su predavaci,
medicinske sestre, lekari i druge. Prvi put opisao ga je 1970.
godine Frojdenberger, psihijatar koji je lino patio od tog
sindroma.

Burnout sindrom (sindrom izgaranja, sagorevanja) je
fenomen kome su podlozne ,,pomagacke profesije”, a poseb-
no struénjaci koji rade na zastiti i unapredenju mentalnog
zdravlja. Upravo rad na ouvanju mentalnog zdravlja, u sva-
kodnevnom kontaktu sa bolesnicima, zahteva jednu posebnu
interpersonalnu dimenziju ” .

U istrazivanjima u svetu i kod nas, sprovodenim u pos-
lednjih 20-tak godina, od kada se termin burnout sindrom i
sreée u stru¢noj literaturi ', podaci pokazuju da tzv. se-
kundarna traumatizacija, odnosno problemi osoba koje rade
na zbrinjavanju i psiholoskoj podrsci traumatizovanih, a po-
sebno zrtava torture, nasilja i emocionalnog i fizickog zlos-
tavljanja, mogu voditi i ozbiljnijim psihopatoloskim manife-
stacijama kao Sto su depresija, anksioznost, iritabilnost, nizak
prag frustracione tolerancije i znaajno smanjenje nivoa pro-
fesionalnog i opsteg Zivotnog zadovoljstva.

Najznacajnije komponente burnout sindroma su oseca-
nje emocionalne i fizicke iscrpljenosti, izmenjen odnos pre-

ma bolesnicima (depersonalizovanost), smanjeno li¢no zado-
voljstvo poslom.

Burnout sindrom udruZen je sa osecajem niskog zado-
voljstva karijerom i smanjenim radnim performansama, §to
sve vodi nizem kvalitetu pruzanja zdravstvenih usluga od
strane profesionalaca — lekara koji su ugroZeni ovim sindro-
mom. U distribuciji stresora u ispitivanju 1 755 lekara u pri-
marnom sektoru u Svajcarskoj ', najveci znacaj imali su op-
Sta preoptereéenost, opterecenost u odnosu na zdravstveno
osiguranje, teSkoce da se uravnotezi profesionalni i privatni
zivot, promena u sistemu zdravstvene zastite i nesigurnost
(pouzdanost) medicinskih usluga. Takode, pronadeno je da je
rizik od pojave sindroma bio visi kod muskaraca nego kod
Zena, i interesantno je da se burnout javljao u velikom broju i
kod lekara koji rade u seoskim podrucjima.

Cilj ovog istrazivanja bio je da se utvrdi nivo izlozeno-
sti lekara profesionalnom stresu, da se uporedi nivo stresa u
grupi lekara opste prakse sa nivoom stresa u grupi psihijatara
i stepen rizika od nastanka burnout sindroma.

Metode

Ispitanike ove studije sacinjavalo je 30 lekara opste
prakse i 30 psihijatara, prosecne starosti 44 godine, od kojih
su 48 bili Zzenskog, a 12 muskog pola. Ispitivanje je obavlje-
no u periodu od 15. 01. 2006. do 15. 04. 2006. u Zdravstve-
nom centru (ZC) ,,Dr Laza K. Lazarevi¢” u Sapcu i Institutu
za psihijatriju Klinickog centra Srbije (KCS) u Beogradu,
kao opservaciona analiticka — studija preseka, a ispitanici su
izabrani metodom slucajnog izbora. Prilikom regrutovanja
ispitanika postovan je kriterijum da je opis radnog mesta
gotovo identi¢an za sve u grupi lekara opste prakse, svi za-
posleni u ZC Sabac, kao i u grupi psihijatara, jedna polovina
zaposlena u ZC Sabac, a druga u KCS. Ispitivanjem tenden-
ciozno nisu obuhvaéeni psihijatri zaposleni u velikim psihi-
jatrijskim bolnicama, jer se njihov opis radnog mesta razli-
kuje od kolega u gorenavedenim ustanovama.

Ispitanici su nakon detaljnog objasnjenja studije i po
odobrenju direktora ustanove u kojoj su zaposleni, dobrovo-
ljno popunjavali upitnike samoprocene koji su kasnije obra-
deni u saradnji sa statistiCarem i psihologom.

Opsti zdravstveni upitnik (General Health Question-
naire — GHQ) ' meri osecaj napetosti, depresije, nesposo-
bnosti za odbranu, nesanicu zasnovanu na anksioznosti, ne-
dostatak samopouzdanja i samopos$tovanja i druge simpto-
me poremecaja psihi¢kog funkcionisanja. Postoje Cetiri va-
rijante ovog upitnika, a varijanta GHQ-12, koja je korisce-
na u ovom istrazivanju, preporuéena je za merenje psiholo-
Skog distresa. Test sadrzi 12 stavki (pitanja) na koja su po-
nudena Cetiri gradirana odgovora (bolje nego obi¢no, isto
kao i obi¢no, manje nego obi¢no, mnogo manje nego obic-
no). Prva dva odgovora (bolje nego obi¢no, isto kao i obic-
no) boduju se 0, a druga dva (manje nego obi¢no, mnogo
manje nego obi¢no) boduju se 1 bodom. Maksimalni skor
(broj bodova na testu) je 12, a moguci opseg 0—12. Skor od
4 i vedi, znac¢i mogucée prisustvo psihickog distresa, a skor
od 8 i vedi znadi sigurno prisustvo razli¢itih simptoma psi-
hickih poremecaja izazvanih stresom.

Vicentic S, et al. Vojnosanit Pregl 2010; 67(9): 741-746.
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Masle¢ inventar izgaranja (Maslach Burnout Inventory
— MBI) "* ima tri strukturne celine i meri: ose¢aj emocional-
ne iscrpljenosti i prenapregnutosti poslom, depersonalizaciju,
odnosno osec¢aj neprijatnosti uzrokovan naporom i smanjeno
li¢no zadovoljstvo poslom.

Test se sastoji od 22 stavke (tvrdnje) koje su gradirane
(bodovane) u sedam kategorija od 0 do 6 (0 — nikada, 1 — ne-
koliko puta godisnje ili manje, 2 — jednom mese¢no ili ma-
nje, 3 — nekoliko puta mesecno, 4 — jednom nedeljno, 5 — ne-
koliko puta nedeljno, 6 — svakog dana).

Stavke od 1 do 9 ¢ine supskalu emotivne iscrpljenosti
(EE). Stavke od 10 do 14 (5 stavki) ¢ine supskalu deperso-
nalizacije (DP). Stavke od 15 do 22 (8 stavki) ¢ine supskalu
licne ispunjenosti poslom (PA). Ukoliko je vrednost na testu
za EE veca od 26, postoji visok rizik od nastanka burnout
sindroma, i/ili ako je vrednost na testu za DP veca od 9, ta-
kode postoji visok rizik od nastanka burnout sindroma. Vre-
dnost manja i jednaka 18 na supskali EE predstavlja mali ri-
zik, a vrednost od 19 do 26 srednji rizik od burnout-a. Sto se

podataka, i neparametarska analiza varijanse za proporcije za
neparametarske podatke. U analizi povezanosti koris¢ene su
metode jednostruke i viSestruke korelacije i regresije. U svim
primenjenim analitiCkim metodama nivo znacajnosti bio je
0,05. Za pravljenje baze i obradu podataka upotrebljen je
program Instituta i Katedre za medicinsku statistiku i infor-
matiku Medicinskog fakulteta u Beogradu.

Rezultati

U strukturi grupa lekara prema polu, nije bilo razlike po
grupama. Analiza ostalih obelezja pokazala je relativnu uje-
dnacenost u pogledu osnovnih porodi¢nih karakteristika, kao
i u pogledu zdravstvenih karakteristika. Razlika u zadovolj-
stvu kvalitetom zivota postojala je u korist lekara psihijatara,
ali nije bila statisticki znacajna. Jedina statisticki znacajna
razlika bila je u konzumiranju alkohola, tj. psihijatri ¢esce
(umereno) konzumiraju alkoholno pic¢e od lekara opste prak-
se (tabela 1).

Tabela 1
Sociodemografski podaci o ispitanicima
Karakteristike ispitanika Lekari r(l)rzi/tof; prakse Lekaﬁ ?02 ;nj atrl x p
Muski pol 6 24 0,000 1,000
Zenski pol 6 24 0,000 1,000
Ozenjen/udata 22 (73) 18 (60) 3,269 0,195
Ima svoj stan 21 (70) 26 (87) 4,465 0,107
Zivi u zajednici sa roditeljimma 8(27) 6 (20) 5,558 0,235
(Slam ig.driava ¢lanove porodi¢nog 23 (77) 29 (97) 5,264 0.072
omacinstva
Hroni¢no oboljenje kod ispitanika 9 (30) 4 (13) 2,455 0,117
gronif“:po oboljenje kod ¢lana porodi¢nog 7(23) 3(10) 1,920 0.166
omacinstva
Pije (umereno) 13 (43) 21 (70) 4,344 0,037*
Pusi 7 (23) 12 (40) 1,953 0,377
Uzima sedative 7 (23) 8(27) 1,840 0,398
Zadovoljan kvalitetom svog Zivota 22 (73) 26 (87) 4,356 0,113

* statisti¢ki znacajno

ti¢e PA supskale, mali rizik od burnou-a predstavlja skor ve-
¢i i jednak 40, srednji rizik je od 39 do 34, a visok rizik oz-
nacava skor manji i jednak 33, ali se generalni zakljucak o
prisustvu burnout sindroma ne moze doneti izolovano pos-
matraju¢i supskalu PA, ve¢ relevantniji znacaj imaju sup-
skale EE i DP. Supskala PA relevantna je samo ukoliko je
potvrdena sa EE ili DP skalom. Ukupan skor je mogu¢ u op-
segu 0 —132.

U statistickoj obradi rezultata, u zavisnosti od prirode
samih varijabli, kori§¢eni su Pirsonov y’ test, i to u obliku te-
stova slaganja i tablica kontingencija, za poredenje razlike
izmedu ucestalosti kod neparametarskih obeleZja i to za jed-
no, odnosno dva obelezja. Kod numerickih ograni¢enja tabli-
ce 2 puta 2 primenjen je FiSerov test tacne verovatnoce. Za
poredenje prosecnih vrednosti parametarskih obelezja upot-
rebili smo Studentov t-test za dve grupe podataka. Kao nepa-
rametarske dopune kod nezavisnih uzoraka primenjen je test
sume rangova, a kod zavisnih test ekvivalentnih parova. Kod
poredenja tri ili viSe grupa podataka koris¢ena je FiSerova
parametarska analiza varijanse (ANOVA) kod parametarskih

Vicenti¢ S, et al. Vojnosanit Pregl 2010; 67(9): 741-746.

Analiza dobijenih rezultata na testu GHQ i MBI poka-
zala je da izmedu grupa nije bilo statisticki znacajne razlike
(tabela 2).

Masle¢ testom izgaranja (MBI), ta¢nije supskalom emo-
cionalne istrosenosti (EE), dobili smo rezultate iznad granice
za visok rizik od nastanka burnout sindroma kod vecine leka-
ra, i u grupi lekara opste prakse i kod psihijatara. Veéi broj
psihijatara nego lekara opste prakse imao je vrednosti iznad
granice za visok rizik, ali razlika po grupama nije bila statisti-
¢ki znacajna. Vrednosti dobijene supskalom depersonalizacije
(DP), takode, bile su iznad granice za visok rizik od nastanka
burnout sindroma kod vecéeg broja ispitanika, dok je kod nesto
manjeg broja bio prisutan srednji nivo rizika. Takode, razlika
po grupama nije bila statisticki znacajna, ali je i ovde bio veci
ukupan broj psihijatara kod kojih su bile prisutne visoke vred-
nosti, nego kod lekara opste prakse.

Ukupni nivo psihi¢kog distresa meren testom GHQ u
obe grupe lekara bio je jako nizak, sto pokazuje da je uku-
pni uzorak lekara u ovom radu bio dobrog mentalnog zdra-
vlja.
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Tabela 2

Tezina psihickog distresa i rizik od nastanka burnout sindroma u grupi lekara opSte prakse i grupi psihijatara

Test - upitnik X SD t test p
GHQ 0,456 0,650
lekari opste prakse 1,6333 2,2816
psihijatri 1,3667 2,2512
MBI-EE -1,322 0,191
lekari opSte prakse 28,8333 6,0291
psihijatri 29,1333 6,2749
MBI-DP -1,668 0,101
lekari opste prakse 10,0667 5,7532
psihijatri 12,2667 4,3702
MBI-PA 1,148 0,256
lekari opSte praksa 24,0667 6,4001
psihijatri 22,4000 4,7241

GHQ - Opsti zdravstveni upitnik (General Health Questionnaire); QL — test Kvalitet Zivota (Quality of life); MBI — Masle¢ Inventar Izgaranja (Maslach
Burnout Inventory); koji se sastoji od tri supskale: MBI-EE — supskala emocionalne iscrpljenosti; MBI-DP — supskala depersonalizacije
(Depersonalisation); MBI-PA — subskala zadovoljstva poslom (Personal Accomplishment)

Dobijena razlika kod ukrstanja nalaza burnout rizika, na 50 .
osnovu skora testa MBI kod obe grupe ispitanika (tabela 3), L
bila je statisticki znaajna (x* = 4,286; p < 0,05) samo kod "
supskale MBI-PA, a bila je posledica veceg broja lekara op- . 7
Ste prakse sa srednjim nivoom rizika od burnout-a (13,3% "o '
prema 0,0%). Medutim, ocigledno je da je visokim rizikom 30+
od burnout-a ugrozeno ¢ak 35 lekara iz ukupnog uzorka,
prema supskalama MBI-EE i MBI-DP, $to pokazuje da su e
lekari u obe grupe veoma ugrozeni rizikom od nastanka bur- S
nout sindroma.

Analiza povezanosti ukupnog (total) testa GHQ i testa 104
MBI-EE u obe grupe ispitanika bila je statisti¢ki visokozna-
¢ajna (r = 0,565; p<0,01), Sto znaci da povecanje ukupnog
skora na GHQ testu, tj. povecanje stepena psihickog distresa, 20 2 4 & 8 10 12
uslovljava i vise skorove na testu MBI-EE, odnosno visi ste-
pen emocionalne iscrpljenosti poslom (slika 1). Grupa

AN

psihijatri
™ Jekari opste prakse
Diskusija SI. 1 — Korelacija stepena psihi¢kog distresa na Op$tem
zdravstvenom upitniku (General Health Quegtionnaire— GHQ) i
.. . .. . I stepena rizika od burnout-a na testu Masle¢ inventar izgaranja
profesija u visokom riziku od obolevanja od psihickih i so- (Maslech Burnout Inventary) — supskala emocionalne iscrpljenosti
matskih poremecaja povezanih sa profesionalnim stresom, (Emotional Ehausation ) - MBI-EE

Dosadasnja istrazivanja stresa pokazuju da je lekarska

Tabela 3
Ucestalosti stepena rizika od burnout sindroma na supskalama Maslach Burnout Inventory (MBI)
kod grupe lekara opste prakse i grupe psihijatara

Grupe ispitanika EE rizik (%)
mali i srednji burnout rizik visok burnout rizik
lekari opste prakse (n = 30; 100%) 37 63
psihijatri (n = 30; 100%) 47 53
Svega (n = 60, 100%) 42 58
Grupe ispitanika MBI-DP rizik (%)
mali burnout rizik srednji burnout rizik visok burnout rizik
lekari opste prakse (n = 30; 100%) 13 40 47
psihijatri (n = 30; 100%) 3 27 70
Svega (n = 60; 100%) 8 33 59

MBI-PA rizik (%)
Srednji burnout rizik

Grupe ispitanika mali burnout rizik

lekari opste prakse (n = 30; 100%) 87 13
psihijatri (n = 30; 100%) 100 0
Svega (n = 60; 100%) 93 7

MBI-EE: subskala emocionalne iscrpljenosti (Emotional Ehausation) na testu Masle¢ inventar izgaranja (Maslach Burnout I nventory); MBI-
DP: supskala depersonalizacije (Depersonalisation) na testu Masle¢ inventar izgaranja (Maslach Burnout I nventory); MBI-PA: supskala zado-
voljstva poslom (Personal Accomplishment) na testu Masle¢ inventar izgaranja (Maslach Burnout I nventory)

Vicentic S, et al. Vojnosanit Pregl 2010; 67(9): 741-746.
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$to moze voditi znacajnom poremecaju licnog, porodi¢nog i
profesionalnog funkcionisanja'*?'. Utvrdeno je da je u sva-
kodnevnom susretu lekara sa bole$¢u, bolom, tugom, pat-
njom i ljudskom nesrecom potreban balans brojnih aspekata
slozene lekarske uloge, i da je sposobnost podnosenja stres-
nih situacija od posebnog znacaja u ispunjavanju profesio-
nalnih obaveza *> .

Tradicionalno je poznato da su lekari opste prakse na
prvoj liniji kontakta sa bolesnikom. Bolesnici se prvo njima
obracaju za sve svoje zdravstevne probleme, najéesce ocCe-
kujuéi previse, §to je nerealno. Takode, lekari opste prakse
imaju malu autonomiju u poslu, konstantan pritisak usled
oc¢ekivanja nastavka stru¢nog usavr$avanja, vise rada ,,na pa-
piru®, a niza primanja od specijalista.

Psihijatri, iako imaju veéa primanja i profesionalno su
viSe realizovani, srecu se sa specificnom patologijom i speci-
ficnom vrstom transfera i kontratransfera sa bolesnikom. Sa
druge strane, psihijatri su na odreden nacin edukovani kako
da se bore protiv stresa, poseduju Siri spektar odbrambrenih
mehanizama ** **.

Opstim zdravstvenim upitnikom (GHQ) prosecno je za-
belezen nizi skor od grani¢nih vrednosti koje bi ukazivale na
prisustvo psihickog distresa. Medutim, kod jednog broja ispi-
tanika vrednosti su pokazale moguce prisustvo psihickih po-
remecaja, a nekoliko ispitanika imalo je vrednosti koje su uka-
zivale na manifestne psihi¢ke poremeéaje. Ucestalost ovih po-
remecaja odgovarala je podacima dobijenim u sliénim istrazi-
vanjima na Novom Zelandu i Velikoj Britaniji ***".

Veliki broj studija u Engleskoj bavio se fenomenom
psiholoskog distresa na poslu kod doktora i ostalih zdravs-
tvenih radnika. U okviru Nacionalne zdravstvene sluzbe
(NHS) obavljeno je vise istrazivanja®*. U poredenju sa
vrednostima testa GHQ u naSoj studiji, kod lekara u Engles-
koj zabeleZen je znacajno visi nivo psihi¢kog distresa, tj. pri-
sustvo mentalnih poremecaja. Kod ispitanika u nasoj studiji
nije bilo uopste manifestnih psihickih poremecaja, ali bi, s
obzirom na relativno mali uzorak, bilo prejudicirano zaklju-
¢iti ili tvrditi da su lekari u nasoj zemlji, i pored slicnog ste-
pena opterecenja profesionalnim stresom, mentalno otporniji.
Da li je to tako, i u kojoj meri su te razlike prisutne, mogla bi
biti tema nekih buduéih istrazivanja.

U vezi sa stresorima kod lekara, treba istaci da je speci-
ficnost kod lekara opste prakse to §to su oni, na prvoj liniji
kontakta sa bolesnikom, ¢esto u nemoguénosti da izadu u su-
sret svim bolesnikovim zahtevima, kao i da neretko postoji
frustriranost nemogucno$éu, ili bar neizvesnoséu profesio-
nalnog napretka, dok kod psihijatara postoji objektivan pro-
blem svakodnevnog rada sa vrlo specifiénom psihopatologi-
jom, sa ljudskim emocijama i duSevnom patnjom. Takode,
jedna od razlika koja bi mogla da ima uticaja u ukupnoj per-
cepciji profesionalnog stresa, jeste i visina prihoda, gde su
psihijatri u prednosti. Na ovo ukazuju podaci dobijeni u vise
studija®®?" .

Dovodenjem u vezu rezultata testa GHQ i supskale
MBI-EE, uocena je pozitivna korelacija kod istih ispitanika,
tj. povecanje stepena psihickog distresa, uslovljava i vise
skorove na testu MBI-EE, odnosno visi stepen emocionalne

iscrpljenosti poslom, §to je takode, bilo o&ekivano **.

Vicenti¢ S, et al. Vojnosanit Pregl 2010; 67(9): 741-746.

Psihosocijalni izazovi sa kojima se suocavaju lekari da-
na$njice razmatrani su, takode, u Svedskoj. Jedan broj streso-
ra u medicinskoj praksi predstavljaju suo¢avanja sa emocio-
nalno napetim situacijama, sa ljudskom patnjom, sa strahom,
sa seksualnoséu, sa povredama i sa smréu >,

Ranije studije pronasle su da nivo distresa opada sa po-
rastom iskustva kod lekara, odnosno staro$¢u lekara. Rezul-
tati jedne studije u Litvaniji pokazali su ve¢i nivo psiholos-
kog distresa i vece patnje na poslu kod starijih doktora kon-
sultanata nego kod mladih porodi¢nih lekara. Mnoge prome-
ne u bolnic¢koj organizaciji kao i reforma bolnice odrazile su
se na doktore konsultante, dok su mladi porodi¢ni lekari
imali manji broj radnih sati. Sa druge strane, mladi porodi¢ni
lekari imali su ukupno manji nivo zadovoljstva poslom i ma-
nju autonomiju u poslu, ali su bili zadovoljniji ukupnim bro-
jem Casova rada. Organizacija posla i rasporedivanje kadrova
prema adekvatnim karakteristikama, ¢ak i starosnim, znacaj-
no bi smanjila stres i povecala produktivnost na odredenim
radnim mestima. Ovo nam sugeriSe da bi doktori konsultanti
mogli imati koristi od redukcije preoptereéenosti poslom,
dok bi mladi porodi¢ni lekari mogli imati koristi od vecée
autonomije. To bi u oba slu¢aja smanjilo nivo psiholoskog
distresa .

Najveca motivacija za studente koji su izabrali medicin-
sku profesiju na prvom mestu je zelja da pomazu drugim lju-
dima. Preovladava misljenje da ¢e im rad sa bolesnicima do-
neti liénu satisfakciju. Objektivno, potrebno je mnogo men-
talne elastiCnosti i samopregora pri suocavanju sa brojnim
stresorima profesije, da bi usledila gratifikacija.

Ovo nam sugeriSe da bi u nasoj zemlji mogli biti unap-
redeni programi informisanja i edukacije srednjoskolaca, za
izbor buduceg fakulteta, tj. profesije. Pozeljno je detaljno
upoznavanje buducih lekara sa brojnim specifi¢nostima le-
karskog posla.

Sva istrazivanja profesionalnog stresa ukazuju na zna-
¢aj organizacije posla, rasporeda i selekcije kadrova, pro-
grama obrazovanja lekara za prevenciju profesionalnog
stresa, a sve u cilju veée produktivnosti i kvalitetnijeg pru-
zanja zdravstvenih usluga, kao i zaStitu mentalnog zdravlja
lekara, koji su pregaoci u izuzetno specificnoj i humanoj
profesiji *°.

Generalno, svi dobijeni rezultati u naSem istrazivanju
ne odstupaju znacajno od podataka iz svetske literature i u
skladu su sa o&ekivanjima*"*.

Zakljucak

Ovo istrazivanje pokazalo je da postoji visok rizik od
nastanka burnout sindroma i u grupi lekara opste prakse i u
grupi psihijatara. Ni u jednoj grupi lekara nema prisutnih
psihi¢kih poremecaja (anksioznosti, depresije, insomnije).
Medutim, utvrden je visok stepen osecaja emocionalne iscr-
pljenosti i prenapregnutosti poslom, takode i konstantan ose-
¢aj neprijatnosti uzrokovan profesionalnim naporom, kao i
smanjeno ukupno zadovoljstvo poslom. Nivo izlozenosti
profesionalnom stresu visi je u populaciji lekara opSte prak-
se, nego u populaciji psihijatara. Dobijena razlika, iako pri-
sutna, nije statisticki znacajna.
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Significance of vascular endothelial growth factor expression in skin

melanoma

Znacaj ekspresije vaskularnog endotelnog faktora rasta kod melanoma koze
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Abstract

Background/Aim. Melanoma is a heterogeneous disease
of skin and mucous membranes which shows significant in-
crease in incidence worldwide in the past decades. In the
process of forming new blood vessels stimulators of angio-
genesis participate. There is an increase production of vas-
cular endothelial growth factor (VEGF-C and VEGF-D),
which expression cause change of endothelial cells, and
higher degtree of tumot's aggressiveness. The aim of this re-
search was to determine the level of VEGF expression in
skin melanoma in different body regions and in different
primary stages of the disease. Methods. The research was
conducted on bioptic materials of skin in 39 patients. On
excision-made materials a routine histological preparation
was done and following parameters were determined: his-
tological type, alteration thickness (according to Breslow),
Clark level, TNM (Tumor Nodus Metastasis) stage (pT), al-
teration width, thickness of lymphocytic infiltration in the
tumor, mitotic index, phase of the tumor growth, presence
of ulcerations, cellular type of the tumor, localization and

Apstrakt

Uvod/Cilj. Melanom je heterogeno oboljenje koze i sluzni-
ca koje u posljednjim decenijama pokazuje izrazito poveca-
nje incidencije u celom svetu. U procesu nastanka novih kr-
vnih sudova ucestvuju stimulatori angiogeneze. Povecava se
produkcija vaskularnog endotelnog faktora rasta (VEGF-C 1
VEGF-D) ¢ijom ekspresijom dolazi do promene endotelnih
celija $to za posledicu moze imati vedi stepen agresivnosti
tumora. Cilj istrazivanja bio je da se utvrdi stepen ekspresije
VEGF u melanomima koze razlicitih regija u razlicitim pri-
marnim stadijumima bolesti. Metode. Istrazivanje je obu-
hvatalo biopsijske materijale koze 39 bolesnika. Na materi-
jalima koji su dobijeni ekscizijom uradena je rutinska histo-
loska obrada i odredeni su sledeéi parametri: histoloski tip,
debljina promene (Breslow), Clark nivo, TNM (tumor no-
dus metastaza) stadijum (pT), Sirina promene, gustina limfo-
citnog infiltrata u tumoru, mitotski indeks, faza rasta tumo-
ra, prisustvo ulceracije, éelijski tip tumora, lokalizacija i ste-

level of VEGF expression. Results. Analysis confirmed
that 61.54% of skin melanoma showed a high VEGF ex-
pression. Nodular and acral lentiginous melanomas showed
more frequently a high level of VEGF expression, while su-
perficial spreading melanoma showed a lower level of
VEGF expression (p = 0.032, p < 0.05). A higher level of
expression was present in thicker melanomas (higher in the
Breslow stage; p = 0.011, p < 0.05). The width of the lesion
did not have an influence on the level of VEGF expression
in melanoma (U =142.000, p = 0.273). Conclusion. Mela-
nomas show a higher level of VEGF expression. Nodular
and acral lentiginous types of melanoma show a high level
of VEGF expression, while superficial spreading melanoma
shows a lower level of VEGF expression. Melanomas in
higher-stage disease (Breslow, Clark, pTNM) show a higher
level of VEGF expression.

Key words:

melanoma; neoplasm staging; angiogenesis inducing
agents; vascular endothelial growth factor; histological
techniques.

pen ekspresije VEGF. Rezultati. Analizom je utvrdeno da
61,54% melanoma koze pokazuje visoku ekspresiju VEGF.
Nodularni i akralni lentiginozni tip melanoma cesée poka-
zuju visoki stepen ekspresije VEGF, a povrsinski Sire¢i me-
lanom cescée niski stepen ekspresije VEGFE (p = 0,032, p <
0,05). Visi stepen ckspresije prisutan je u melanomima koji
su deblji (visi stadijum prema Breslow) (p = 0,011, p < 0,05).
Sirina lezije ne utice na stepen ekspresije VEGF u melano-
mu (U = 142,000, p = 0,273). Zaklju€ak. Melanomi poka-
zuju visok stepen ekspresije VEGF. Nodularni i akralni len-
tiginozni tip melanoma pokazuju visoku ekspresiju VEGFE, a
povisinski sire¢i melanom pokazuje nisku ekspresiju VEGF.
Melanomi u visem stadijumu bolesti (Breslow, Clark, pT)
pokazuju vedi stepen ekspresije VEGF.

Kljucne redi:

melanom, maligni; neoplazme, odredivanje stadijuma;
angiogeneza, induktori; faktori rasta endotela krvnih
sudova; histoloske tehnike.
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Introduction

Melanoma is a heterogeneous disease of the skin and
mucous membranes which shows a significant increase in
worldwide incidence in the past decades (from 2.7 to 6.0 on
100 000 residents per year in men and from 4.6 to 8.5 on
100 000 residents in women). The total incidence is the
highest in Australia and between 1980 and 1990 it tripled "
%, Risk factors for the onset and development of melanoma
are numerous, but the most frequently mentioned is exposure
to sunlight **.

Melanoma is more likely to occur on the head, neck and
trunk in men and the lower leg in women > °. The two phases
of tumor progression are described: radial and vertical phase
of the melanoma growth. On the basis of clinical and bio-
logical characteristics the World Health Organization
(WHO) has offered the classification of melanoma where are
(because of the frequency) particularly described the superfi-
cial spreading melanoma, nodular and acral lentiginous
melanoma .

Angiogenesis implies the creation of new capillary
blood vessels from the existing vascular network and is a
very complex process that involves extravasation of proteins
and plasma, decomposition of extracellular matrix, migration
and proliferation of endothelial cells and forming of capillary
tubes °. All processes that occur during this angiogenic cas-
cade are regulated by various factors, stimulators and in-
hibitors whose balance limits the process .

Stimulators of angiogenesis are: growth factor of en-
dothelial cells of blood vessels (VEGF), basic and acidic fi-
broblast growth factors (b-FGF, aFGF, FGF-2, FGF-1), en-
dothelial cell growth factor originating from platelets (PD-
ECGF), angiopoetin-1 and others '™ ''. VEGF is a soluble
homodimeric glycoprotein that binds to the receptors with ty-
rosine kinase activity on endothelial cells '> "°. Five subtypes
of VEGF with different molecular weight are described.
Among them, VEGF-B (23 kd) and VEGF-C (34 kd) have a
significant place ' '*. Angiogenesis in the skin is regularly
associated with an increased expression of VEGF in epider-
mal keratinocytes . Explanation of why melanoma spreads
faster in lymphogenic than hematogenic pathway is given by
the information about the increased production of factors
VEGF-C and VEGF-D, whose expression changes endothe-
lial cells in the lymph vessels and consequently there is an
increase of the degree of tumor progression ' '". VEGF is
required in the process of angiogenesis because it represents
a specific mitogen for endothelial cells, allows their migra-
tion and increases the permeability of blood vessels ''.

Data from the literature indicate a low level of expres-
sion of VEGF in benign melanocyte alterations (nevi). The
authors suggest that increased expression of VEGF in dys-
plastic nevi may be an indicator of preneoplastic alterations
in melanocyte lesions '*. A group of authors stated that esti-
mation of VEGF expression might help in differential diag-
nosis among dysplastic nevi and melanoma and that VEGF
may be a “candidate for targeted treatment” '*. Piscane and
Risio *° have found expression of VEGF and VEGFR-2 in
benign and malignant melanocyte alterations. They have

found that cytoplastmatic and nuclear membrane expression
of VEGFR-2 is associated with progression of melanocyte
lesions to invasive melanoma.

Melanocyte alterations show expression of VEGF, re-
gardless of clinical behavior: benign melanocyte alterations
more often indicate a low level of VEGF expression and ma-
lignant melanocyte alterations more often show a high level
of VEGF expression *'.

Inhibitors of angiogenesis are thrombospondins (TSP),
angiostatin, platelet factor 4 (PF 4), angiostatic steroids and
some other substances ****.

Numerous diseases in dermatology, including malig-
nant neoplasms, have factors of stimulation or inhibition of
angiogenesis as an important component, which could in the
future enable the effective treatment of patients suffering
from these diseases *. Targeted treatment with angiogenesis
inhibitors decreases the possibility of creating new blood
vessels in tumor, and thus indirectly affects tumor cells and
slows tumor growth and development *°.

Angiogenic factors exhibit their effects on endothelial
cells directly or indirectly. Highly vascularized tumors have
a higher metastatic potential compared to less vascularized
tumors, and researches show that the number of metastases is
directly proportional to the number of released tumor cells in
circulation *”. Angiogenesis is a necessary step for the onset
and for the end of the metastatic process. With vasculariza-
tion of the primary tumor begins expansive growth and tu-
mor gets metastatic potential ** .

The aim of this study was to determine the level of
VEGF expression in melanoma of the skin of different re-
gions, and to determine the correlation between the level of
VEGF expression and morphologic prognostic parameters
(histological type, ulceration, inflammatory infiltrate density,
mitotic index, stage of disease, stage of growth and cell

type).

Methods

The research included bioptic materials of the skin of
39 patients, performed in the Clinical Center of Banja Luka
in the period from 2004 to 2007. Histological analysis estab-
lished the diagnosis of skin melanoma (primary skin mela-
noma).

In all subjects we determined: histological type by
analysing of histological samples according to the WHO
histological classification ’; thickness change (Breslow),
measured vertically in millimeters from the granular layer of
the epidermis to the place of deepest invasion, or from the
base of the defect to the place of deepest invasion; Clark
level histologically and by the layers of tumor location (level
I to level V) ’; pTNM stage on the basis of histological
analysis and insight into the history of the disease, according
to the 7th pTNM classification ** *°; width of the lesion mi-
croscopically in millimeters, from one side edge of the al-
teration to the other side edge; tumor infiltration by lympho-
cytes (absent — no lymphocytes in the tumor stroma; rare in-
filtrate present — from 1 to 10 lymphocytes on one visual
field in high magnification; medium dense infiltration pres-
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ent — from 11 to 20 lymphocytes on one visual field in high
magnification; dense infiltration present — more than 20 lym-
phocytes on one visual field in high magnification). Assess-
ment was done in the stroma of the tumor and on the border
of the tumor and surrounding tissue; mitotic index: the num-
ber of mitosis was determined in 10 visual fields in high
magnification. The width of visual field was 1.4 mm. Visual
fields which were quantified represent the peripheral parts of
the tumor (to the surrounding tissue); estimation of growth
phase: radial growth phase — present or absent (lentigo ma-
lignant, acral lentiginous, superficial spreading type); vertical
growth phase — present or absent (expansive tumor clusters
located in the papillary and / or reticular dermis) ’; the pres-
ence of ulceration: assessed histologically based on the con-
tinuity of the epidermis above the lesion (present or absent
ulceration); cell type of the tumor: epitheloid cells, spindle
cells, mixed type (epitheloid + spindle cells); localization:
alterations were classified according to localization into the
following subgroups: head and neck, trunk, extremities; ex-
pression of VEGF: assessment of expression from 0 to 3.

Epitope demasking was performed by pretreatment in a
microwave oven and by soaking of slides in Target Retrival
Solution pH 9.0 (Daco S2367). As the primary antigen we
used commercial mouse monoclonal anti-human VEGF anti-
body (Daco M7273), the concentration of VG1 with 1:25
dilution. For visualization we used the LSAB + (Daco
K0690) system and hromogen DAB Liquid (K3466).

The presence or absence of factors and the intensity of
their presence was valued by a semiquantitative scale from 0
to 3, taking as an internal control level of immunostaining of
keratinocytes.

Quantification was as follows: score 0 — no difference
in immunostaining for VEGF between melanocytes and ke-
ratinocytes; score 1 to 3 — a higher level of VEGF expression
in tumor cells compared to keratinocytes; score 1 — less than
25% tumor cells showed expression of higher intensity com-
pared with the level of staining of keratinocytes; score 2 — 25
to 75% of tumor cells showed expression of higher intensity
compared with the level of staining of keratinocytes; score 3
— more than 75% tumor cells showed expression of higher
intensity compared with the level of staining of keratino-
cytes.

The results were analyzed by methods of descriptive
and correlative statistics. Statistical analysis was performed
using the SPSS software version 15.0, and the following tests
were applied: x* and the related methods of analysis of cate-
gorical variables (Fisher's exact test, Kendall's Tau test) and
Mann Whitney U- test.

Results

Our research was done on bioptic materials of 39 pa-
tients (23 women and 16 men) performed in the Clinical
Center of Banja Luka in the period from 2004 to 2007. Based
on the analyzed materials a diagnosis of primary melanoma
of the skin was established.

The youngest examinee was 18 years old and the oldest
one 85 years. The average age of all examinees was 58.66

Gajanin V, et al. Vojnosanit Pregl 2010; 67(9): 747-754.

years. Melanomas in our material belonged to the following
histologial types: nodular type in 31 (79.49%) cases, superfi-
cial spreading melanoma of the in 6 (15.38%) cases and acral
lentiginous type in 2 (5.13%) cases.

Characteristics of examinees are presented in Table 1.

The study found that a low level of expression of VEGF
was present in 38.46% of the cases — level 0 and 1, while a
high level of expression was present in 61.54% of the cases —
level 2 and 3 (Table 2) (Figures 1 and 2). More often, a high
expression of VEGF was verified (score 2 and 3 — x* = 8.487
with a df 3; p=0.037, p < 0.05).

o :uh

Fig. 1 - ngh level of VEGF expression in melanoma, score 2
(anti-VEGF; x400)

Flg. 2-— ngh level of VEGF expression in melanoma, score 3
(anti-VEGF; x200)

Table 2 presents the relationship between histologic
type of melanoma and expression of VEGF in accordance
with the WHO classification. There was a statistically sig-
nificant difference in the level of VEGF expression in mela-
noma due to the histological type. Nodular and acral lentigi-
nous type of melanoma more often showed a high level of
expression of VEGF, while superficial spreading melanoma
often showed a low level of VEGF expression (y* = 6.858
with a degree of freedom df = 2, p=0.032, p < 0.05).
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Table 1

Characteristics of the examinees

Characteristics Years Number of examinees

Age average 58.66

Localization 13
head and neck 11
trunk 15
extremities

Histologic type of melanoma 31
nodular 6
superficial spreading 2
acral lentiginous

Ulceration 22
present 17
absent

Mitotic activity /I0HPV 15
0-5 11
6-10 13
>10

Clark 0
I 5
II 8
111 14
v 12
A%

Breslow 2
1 (0-0.75 mm) 5
1T (0.76-1.50 mm) 32
I (>1.50 mm)

TNM 2
pTla 1
pTlb 4
pT2a 2
pT2b 4
pT3a 6
pT3b 5
pT4a 15
pT4b

Growth phase 1
radial 25
vertical 13
vertical and radial

Level of VEGF expression 2
0 13
1 13
2 11
3

TNM — Tumor Nodus Metastasis; VEGF — vascular endothelial growth factor

FThe presence of defects (ulcerations) in the epidermis
was verified in 22 (56.41%) of the cases. Table 2 shows the
relationship between VEGF expression and the presence or
absence of ulcerations. There was a statistically significant
difference in the level of VEGF expression and the presence
of ulcerations — x* = 4.545 with a degree of freedom (df) 1
where p = 0.033 (p<0.05). In the cases of verified ulcera-
tions, the level of VEGF expression was mainly high score, 2
and 3.

The average value of Breslow level (thickness of le-
sion) in melanoma with the level of immunostaining 0 for
VEGF was 4.25 mm, with the level 1 of immunostaining
for VEGF was 5.37 mm, with the level 2 was 4.23 mm, and
for melanomas with the level 3 of immunostaining for
VEGF mean value of Breslow level was 14.51 mm (Table
3). Based on the analysis by y” test we could conclude that

there was a statistically significant difference in the level of
VEGEF expression and thickness of the lesion in skin mela-
nomas — y° = 11.211 with the degree of freedom df = 3
where p = 0.011 (p<0.05). A higher level of expression
was present in thicker melanomas (higher level according
to Breslow).

In melanoma with level 0 of immunostaining of VEGF,
level of invasion according to Clark was IV in one of the
cases, and V in the other one. In melanomas with the level of
immunostaining 1 for VEGF, the level of invasion according
to Clark was II in 3 of the cases (23.07%), III in 4 of the
cases (30.76%), IV in 3 of the cases (23.07%), and V in 3
cases (23.07%). In melanomas with level 2 of immunostain-
ing for VEGF, the level of invasion according to Clark was II
in 2 of the cases (15.38%), III in 4 of the cases (30.76%), IV
in 5 of the cases (38.46%), and V in 2 of the cases (15.38%).
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Table 2

Relationship of level of VEGF expression and prognostic parameters in melanoma

Level of immunostaining for VEGF

Prognostic parameters

. 0 1 2 3
in melanoma 2 (5.13%) 13 (33.33%) 13 (33.33%) 11 (28.21%)
Histologic type

nodular 2 (6.45%) 8 (25.81%) 11 (35.48%) 10 (32.26%)

superficial 5 (83.33%) 1 (16.67%)

spreading

acral

lentiginous 1 (50%) 1 (50%)
Presence of ulceration

present 1 (4.54%) 5(22.73%) 7 (31.82%) 9 (40.91%)

absent 1 (5.88%) 8 (47.06%) 6 (35.29%) 2 (11.77%)
TNM

pTla 2 (15.38%)

pTlb 1 (7.69%)

pT2a 2 (15.38%) 2 (15.38%)

pT2b 1 (7.69%) 1 (7.69%)

pT3a 1 (50%) 2 (15.38%) 1 (9.09%)

pT3b 5 (38.46%) 1 (9.09%)

pT4a 3 (23.07%) 1 (7.69%) 1 (9.09%)

pT4b 1 (50%) 4 (30.76%) 2 (15.38%) 8 (72.72%)
Density of lymphocytic infiltrate

dense infiltrate 2 (8%) 12 (48%) 5 (20%) 6 (24%)

medius dense infiltrate 1(12.5%) 4 (50%) 3 (37.5%)

rare infiltrate 3 (60%) 2 (40%)
Mitotic activity

0-5/10HPF 8(53.33%) 5(33.33%) 2 (13.34%)

6-10/10HPF 1 (9.09%) 3(27.27%) 4 (36.37%) 3(27.27%)

> 10/10HPF 1 (7.96%) 2 (15.38%) 4 (30.77%) 6 (46.16%)
Growth phase

radial 1 (4%) 6 (24%) 11 (44%) 7 (28%)

vertical 1 (100%)

vertical and radial 1 (7.69%) 6 (46.16%) 2 (15.38%) 4 (30.77%)
Cell type

epitheloid 1 (3.22%) 12 (38.71%) 10 (32.26%) 8 (25.81%)

spindle 1 (20%) 1 (20%) 1 (20%) 2 (40%)

mixed 2 (66.67%) 1 (33.33%)
Localization

head and neck 1 (7.69%) 7 (53.85%) 3 (23.07%) 2 (15.39%)

trunk 5 (45.46%) 3(27.27%) 3(27.27%)

extremities 1 (6.67%) 1 (6.67%) 7 (46.66%) 6 (40%)

TNM — Tumor Nodus Metastasis; VEGF — vascular endothelial growth factor
Table 3

Relationship between the level of VEGF expression and average thickness and width of melanoma

Level of immunostaining for VEGF

Characteristics of melanoma

0 1 2 3
Average thickness (mm) 4.25 5.37 4.23 14.51
Average width (mm) 8.6 14 9.91 28.47

VEGEF - vascular endothelial growth factor

In melanomas with the degree 3 of immunostaining for
VEGF, the level of invasion according to Clark was IV in 6
of the cases (54.54%), and V in remaining 5 of the cases
(45.45%). Based on the analysis by Kendall's tau b test, no
statistically significant difference was found in the level of
VEGF expression and level of invasion according to Clark
(Kendall's tau b= 0.244, p = 0.063).

Table 2 presents the results of the level of expression of
VEGF and the TNM (pT) stage of melanoma. A higher level
of expression was present in melanoma in advanced stage of
the disease. Statistical analysis using Kendall's tau c test
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showed that there was a statistically significant difference in
the level of expression of VEGF and pT stage of melanoma
(Kendall's tau ¢ t = 0.259, p = 0.050 and p < 0.05). Melano-
mas in higher pT stage of the disease showed a higher ex-
pression of VEGF (score 2 and 3).

The average value of width of lesion for melanomas
with the level of immunostaining 0 for VEGF was 8.6 mm.
The average width of melanoma lesion with the level 1 of
immunostaining for VEGF was 14 mm, with level 2 mean
lesion width was 9.91 mm, and in melanoma with the level 3
of immunostaining for VEGF average lesion width was
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28.47 mm (Table 3). Based on statistical analysis using
Mann-Whitney test, we concluded that there was no statisti-
cally significant difference in the level of expression of
VEGF and width of lesions in melanomas (U = 142.000, p =
0.273).

In the analyzed material inflammation infiltrate was
present in 38 (97.44%) cases. Inflammation infiltrate was
generally dense (Table 2). In case of low expression of
VEGEF (score 0 and 1) there was usually dense inflammation
infiltrate in 14 (93.33%) of the cases. Dense inflammation
infiltrate was also present in most of the cases of high ex-
pression of VEGF (score 2 and 3), in 11 (47.83%) of the
cases. On the basis of statistical analysis it was concluded
that there was a statistically significant difference in the level
of expression of VEGF and the density of lymphocyte infil-
trates — x> =8.555 with a degree of freedom (df) 2 where p =
0.014 ( p<0.05). The low level of expression of VEGF was
more often verified in melanomas with dense lymphocyte in-
filtrate, and high level of expression was verified in melano-
mas with rare lymphocyte infiltrate.

In our research measuring of mitotic activity in 10 con-
secutive visual fields in high magnification was done. Re-
garding the mitotic activity, alterations were divided into
three categories: 0 to 5/10HPF, from 6 to 10/10HPF, and 11
and over /10HPF. Relationship of VEGF expression and
mitotic activity of tumor cells was shown in Table 2. Based
on Kendall's tau-c test, we found that there was no statisti-
cally significant difference in the level of VEGF expression
in relation to the level of mitotic activity (Kendall's tau c t =
0.256, p=0.060).

Melanocyte malignant alterations (melanomas) in our
material were in advanced stages, and in most cases were in
vertical growth phase. Dominantly vertical growth phase was
verified in 25 (64.1%) of the cases. The presence of vertical
and radial growth phase was verified in 13 (33.33%) of the
cases. In one of the cases (2.56%) only radial growth phase
was verified. Table 2 shows the relationship between the
level of VEGF expression and stage of tumor growth. On the
basis of statistical analysis we concluded that there was a
statistically significant difference in the level of VEGF ex-
pression and growth phase of melanoma. Melanomas with
the present vertical growth phase showed a higher level of
expression of VEGF — y* = 4.840 with a degree of freedom
(df) 1 where p= 0028 (p<0.05).

The cells had an epithelioid appearance in 31 (79.49%)
of the cases. Spindle cells were present in 5 (12.82%) of the
cases and mixed type (epithelioid and spindle cells) were
verified in 3 (7.69%) of the cases. Table 2 shows the rela-
tionship between the level of VEGF expression and cell type
of melanoma. Analysis by y° test showed a statistically sig-
nificant difference in the level of VEGF expression and cell
type of melanoma — y* = 8.871 with a degree of freedom (df)
3 where p=0.031 (p <0.05). A high level of VEGF expres-
sion was often verified in melanomas with epithelioid cells.

Melanoma in the examined material was mainly local-
ized on extremities in 15 (38.46%) of the cases, followed by
the field of head and neck in 13 (33.33%) of the cases and on
the trunk in 11 (28.21%) of the cases. Relationship of VEGF

expression and localization of the melanoma is shown in ta-
ble 2. Based on the analysis by y” test, was a statistically sig-
nificant difference in the level of VEGF expression and lo-
calization of the melanoma — y° = 7.831 with a degree of
freedom (df) 3 where p = 0.05 (p < 0.05). Melanoma local-
ized on the extremities showed a higher level of expression
of VEGF (score 2 and 3), while melanoma localized on the
head, neck and trunk showed a low level of expression of
VEGF.

Discussion

This study included a total of 39 melanomas. A low
level of expression of VEGF was present in 38.46% of the
cases (score 0 and 1), while a high expression was present in
61.54% of the cases (score 2 and 3). Caraza and Peyri °' in
their research state that the majority of melanomas show a
lower level of expression (score 0 and 1), which is different
compared with our results. A logical explanation of this dif-
ference is that these authors have studied a selected group of
melanomas (“thin melanoma”, ie Breslow less than 1 mm),
while in our research we studied the unselected group of
melanomas. As an alternative, two different research groups
describe alternative mechanisms for traditional angiogenesis
which melanoma cells use to reach the vascular circulation:
Leeners tells about “vascular co-option” or that melanoma
uses the blood vessels that existed earlier in the animal
model of cerebral metastatic melanoma, and Folberg de-
scribes “vasculogenic mimicry”, which primary cutaneous
melanoma use to create three-dimensional structures that
function as blood vessels, without a real angiogenesis ** .

In our research nodular and acral lentiginous types of
melanoma more often showed a high level of expression of
VEGF, and superficial spreading melanoma more often had a
low level of expression of VEGF. The results are in line with
the literature data *'.

In our research there was a statistically significant dif-
ference in level of VEGF expression and the presence of ul-
ceration and thickness according to Breslow. Boone et al. **
in their study did not manage to prove a positive correlation
between expression of VEGF-C factor and the presence of
ulceration, tumor thickness according to Breslow, and the
level of invasion according to Clark.

In our material there were malignant alterations in
Clark level 1. A higher number of melanoma cases showed a
high expression of VEGF (score 2 and 3) in 24 (61.54%) of
the cases. Cases with higher degree of expression are gener-
ally in higher Clark level. Based on the analysis by Kendall's
tau-b test, there was no statistically significant difference in
the level of VEGF expression and level of invasion accord-
ing to Clark. Salven et al. '* also failed to found differences
in manifestation of VEGF measured by immunohistochemi-
cal methods between smaller and larger primary melanomas.
However, this is not what all authors agree about: Redondo
et al. ** believe that the more the Clark's or Breslow's level
increases, the percentage of positive immunostaining for
VEGEF also increases, linking it with the development of the
primary tumor, but no prognostic research was done.
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Melanocyte malignant alterations (melanoma) in our
material were in advanced stages, and in most of the cases
were in the vertical growth phase. Dominantly vertical
growth phase was verified in 25 (64.1%) of the cases. On the
basis of statistical analysis, there was a significant difference
in the level of VEGF expression and growth phase of mela-
noma. Melanoma with a vertical growth phase showed a
higher level of VEGF expression. Looking at the value of
immunostaining of VEGF against the Breslow level, a very
important item was found: melanomas in radial stage
changing to the malignant eclipse manifested less VEGF,
which was significantly different measured by the precise
Fisher test (p = 0.002) compared to already penetrated mela-
nomas *°. Erhard et al. *’ describe the same findings: larger
angiogenesis in the vertical phase compared to the radial one
and higher manifestation of VEGF. Later, Bayer-Garner et
al. *7 found a less manifestation of VEGF measured by im-
munohistochemical methods in melanomas in radial phase
compared to melanomas in vertical phase found. VEGF was
not the only angiogenic factor for which these data were ob-
served. Bachelot et al. **, using in situ hybridization, showed
low manifestation of bFGF-a7 in melanomas in Situ, com-
pared with its higher manifestation in invasive melanomas.
In this way, both studies support the importance of these
factors in transition of melanoma from radial to vertical
growth phase. Also it should be emphasized that bFGF and
VEGF act synergically as activators in angiogenic process **.
VEGF would thus often been absent or could be manifested
minimally in skin melanoma in radial stage. These melano-

mas are indolent and their extirpation assumes the probabil-
ity of healing of almost 100%. The reason is their inability to
form metastases. At a time when neoplastic cells manage to
manifest angiogenic factor, this will provide them with a fa-
vorable microambient by increasing vascular permeability in
melanoma as a necessary precondition for the development
of the tumor. In addition, a factor directly stimulates angio-
genesis and the arrival of multiple macromolecules essential
for the metastatic cascade due to the increase of permeabil-
ity. Even hypothetically speaking, VEGF could even more
stimulate autocrine growth of melanoma cells if they exhibit
kdr receptor, a phenomenon that was previously described in
medical literature (specifically, in A375P line of melanoma
in humans and its derivatives A375MM) *.

Conclusion

Melanomas show a high level of VEGF expression.

Nodular and acral lentiginous types of melanoma show a
high expression of VEGF, and superficial spreading melanoma
shows a low expression of VEGF. Melanomas with ulceration,
with rare inflammation infiltrate in the stroma, high mitotic in-
dex, and melanomas in a higher stage of disease (Breslow,
Clark, pTNM) show a higher level of expression of VEGF.

Melanomas in radial phase of growth show a low level
of expression of VEGF and melanomas in vertical growth
phase showed a high level of expression of VEGF. Epithe-
lial-cellular melanomas and melanomas localized on ex-
tremities show a higer level of VEGF expression.
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Procena terapijskog efekta lasera male snage i interferentnih struja
kod bolesnika sa kompleksnim regionalnim bolnim sindromom
primenom infracrvene termovizijske kamere

Evaluation of low level laser and interferential current in the therapy of
complex regional pain syndrome by infrared thermographic camera

o e o r oy o . . o o r we J s
Mirjana Koci¢*, Milica Lazovi¢*, Irena Dlmltl‘ljeVlCT, Dragan Mandic¢*,
Anita Stankovié¢*

*Klini¢ki centar NiS, Klinika za fizikalnu medicinu, rehabilitaciju i protetiku, Nis,
Srbija; Institut za le€enje i rehabilitaciju ,,Niska Banja“, Odeljenje opste fizikalne
medicine i rehabilitacije, NiSka Banja, Srbija; *Elektronski fakultet, Nis, Srbija

Apstrakt

Uvod/Cilj. Kompleksni regionalni bolni sindrom tipa I
(CRPS 1) karakterise kontinuirani regionalni bol, dispropor-
cionalan po trajanju i intenzitetu, vrsti traume ili druge lezije
koja ga je izazvala. Cilj rada bio je da se primenom termovi-
zije proceni i uporedi terapijski efekat lasera male snage i
interferentnih struja u lecenju CRPS I. Metode. Prospekti-
vno randomizirano kontrolisano klinicko ispitivanje obu-
hvatilo je 45 bolesnika sa unilateralnim CRPS I, nakon fra-
kture u nivou ruc¢nog ili skocnog zgloba, lecenih u Klinic-
kom centru Ni§ od 2004. do 2007. godine. U grupi A (20
bolesnika), primenjen je laser male snage 1 kineziterapija, a u
grupi B (25 bolesnika), primenjene su interferentne struje i
kineziterapija. Termovizijskom kamerom snimane su obos-
trano tregije od interesa, pre i nakon sprovedenih 20 terapij-
skih procedura. Zatim je uradena kvantitativha analiza i
komparacija termograma pre i posle sprovedene terapije.
Rezultati. Komparacijom termograma, utvrdeno je statisti-
¢ki znacajno sniZenje proseéne maksimalne temperaturne
razlike obolelog i kontralateralnog ekstremiteta nakon tera-
pije u odnosu na stanje pre terapije i kod bolesnika grupe A
(» <0,001) i kod onih iz grupe B (p < 0,001). Ovo snizenje
bilo je statisticki znacajno veée u grupi A nego u grupi B
(p < 0,05). Zaklju¢ak. Primenom infracrvene termovizije
pokazali smo da su obe fizikalne procedure efikasne u lece-
nju CRPS 1, ali da je efikasnost terapije laserom statisticki
znacajno veca nego efikasnost terapije interferentnim stru-
jama.

Kljucne reci:

refleksna simpaticka distrofija; leCenje, laserom male
snage; elektroterapija; infracrveni zraci; leCenje,
ishod.

Abstract

Background/Aim. Complex regional pain syndrom type I
(CRPS 1) is characterised by continuous regional pain, dispro-
portional according to duration and intensity and to the sort of
trauma or other lesion it was caused by. The aim of the study
was to evaluate and compare, by using thermovison, the effects
of low level laser therapy and therapy with interferential current
in treatment of CRPS I. Methods. The prospective random-
ized controlled clinical study included 45 patients with unilat-
eral CRPS 1, after a fracture of the distal end of the radius, of
the tibia and/or the fibula, treated in the Clinical Centre in Nis
from 2004 to 2007. The group A consisted of 20 patients
treated by low level laser therapy and kinesy-therapy, while the
patients in the group B (n = 25) were treated by interferential
current and kinesy-therapy. The regions of interest were filmed
by a thermovision camera on both sides, before and after the
20 therapeutic procedures had been applied. Afterwards, the
quantitative analysis and the comparing of thermograms taken
before and after the applied therapy were performed. Results.
There was statistically significant decrease of the mean maxi-
mum temperature difference between the injured and the con-
tralateral extremity after the therapy in comparison to the
status before the therapy, with the patients of the group A
(p < 0.001) as well as those of the group B (p < 0.001). The de-
crease was statistically significantly higher in the group A than
in the group B (p < 0.05). Conclusions. By the use of the in-
frared thermovision we showed that in the treatment of CRPS
I both physical medicine methods were effective, but the ef-
fectiveness of laser therapy was statistically significantly higher
compared to that of the interferential current therapy.

Key words:

reflex sympathetic dystrophy; laser therapy, low-level;
electric stimulation therapy; infrared rays; treatment
outcome.
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Uvod

Kompleksni regionalni bolni sindrom tipa I (CRPS 1) je
novi naziv za refleksnu simpaticku distrofiju, prema nomen-
klaturi koju je usvojio Komitet za klasifikaciju hroni¢nog
bola Internacionalne asocijacije za ispitivanje bola. Ovaj sin-
drom karakteriSe kontinuirani regionalni bol, koji nije ogra-
ni¢en na dermatom ili perifernu nervnu distribuciju. Bol na-
staje nakon inicijalnog oStecenja, ali je disproporcionalan po
trajanju i intenzitetu u odnosu na vrstu traume ili druge lezi-
je. Pored bola, CRPS I karakteriSu patoloske senzorne, mo-
torne, sudomotorne, vazomotorne i/ili trofiéne promene.
Ukoliko se ovaj sindrom razvije usled oStecenja nerva radi se
o CRPS II, koji je ranije bio poznat kao kauzalgija '.

Kod CRPS, usled patofizioloskog mehanizma simpatic-
ke disfunkcije, dolazi do vaskularnih promena, koje dovode
do abnormalne promene temperature koze zahvacenog dela
ekstremiteta. Na taj nacin nastaje temperaturna razlika izme-
du obolelog i kontralateralnog ekstremiteta, koja se moze
detektovati infracrvenim (IC) termovizijskim snimanjem.
Kvantitativnom analizom temperaturne razlike izmedu si-
metri¢nih delova ekstremiteta (homolognih podrucja) potvr-
duje se klinicka dijagnoza CRPS**. Zahvaljujuéi moguéno-
sti arhiviranja termograma savremenih termovizijskih kame-
ra, moguce je njihovo poredenje pre i posle sprovedene tera-
pije, ¢ime ove kamere mogu posluZiti u proceni efikasnosti
primenjenih terapijskih procedura*°.

Ne postoji jedinstveni tretman, koji dovodi do izleCenja
CRPS’. Cilj terapije za ovaj sindrom je prevashodno sma-
njenje bola i otoka, kao i uspostavljanje pune pokretljivosti i
snage miSic¢a, poboljSanje funkcije zahvadenog dela ekstre-
miteta i, konagno, socijalizacija bolesnika®. Nasa zapazanja
su da se prilikom primene laseroterapije subjektivne tegobe
brze povlace nego pri primeni drugih fizikalnih procedura,
$to smo zeleli da proverimo koris¢enjem IC termovizije.

Cilj ovog rada bio je da se primenom IC termovizije
proceni i uporedi terapijski efekat lasera male snage i interfe-
rentnih struja u leCenju bolesnika sa CRPS 1.

Metode

U prospektivno randomizirano kontrolisano klini¢ko
istrazivanje bilo je ukljuceno 45 bolesnika sa unilateralnim
CRPS 1. Svi bolesnici leceni su na Klinici za fizikalnu medi-
cinu i rehabilitaciju Klinickog centra u NiSu, u periodu od
decembra 2004. do januara 2007. godine. Kod ispitivanih
bolesnika dijagnoza unilateralnog CRPS I postavljena je kli-
nicki, na osnovu kriterijuma koje je definisala Internacional-
na asocijacija za ispitivanje bola ' i potvrdena pomoéu IC
termovizije.

Kriterijumi za ukljuenje u studiju podrazumevali su
postojanje prvog stadijuma unilateralnog CRPS 1, nakon fra-
kture u nivou ru¢nog ili sko¢nog zgloba. Stadijum je odredi-
van na osnovu duzine trajanja bolesti. S obzirom na to da ra-
zlike u temperaturi koze mogu biti prisutne kod neuropatskih
abnormalnosti, fokalne inflamacije, vaskularnih bolesti i dr,
iz studije su iskljuceni svi bolesnici kod kojih su anamnesti-
¢ki ili klinicki pokazatelji ukazivali da boluju od: inflamacij-

skih bolesti zglobova, malignih bolesti, infektivnih bolesti,
varikoziteta, tromboflebitisa, opstruktivne angiopatije,
Raynaudovog fenomena i sindroma karpalnog tunela.
Metodom slucajnog izbora ispitivani bolesnici bili su
podeljeni u dve eksperimentalne grupe: grupu A i grupu B.
Grupa A obuhvatala je 20 bolesnika, koji su u terapijskom
protokolu imali primenu lasera male snage i kineziterapije.
Kori$éen je poluprovodnicki GaAs laser male snage od 70
mW, talasne duzine 810 nm, frekvencije 1-2500 Hz. Tretira-
ne su tacke u predelu linije zgloba i bolne tacke u zahvace-
nom podru&ju, dozom 1,5 J/em®. Ukupna koli¢ina energije
po jednom tretmanu iznosila je 25-30 J. Grupa B obuhvatala
je 25 bolesnika, koji su u terapijskom protokolu imali prime-
nu interferentnih struja (IFS) i kineziterapije. Primenjivane
su bipolarne IFS, frekvencije 90 Hz u trajanju od 15 min, ta-
ko da su elektrode plasirane lokalno na bolni i oteCeni deo.
Bolesnici obe grupe imali su prvih 10 terapija svakodnevno,
5 dana u nedelji (2 nedelje), a nakon toga sledecih 10 terapija
na drugi dan. Kod bolesnika obe grupe primenjivana je indi-
vidualna kineziterapija (aktivne i aktivhopotpomognute vez-
be, strogo dozirane do granice bola), 30 minuta, dva puta
dnevno. Svi bolesnici pismeno su potvrdili da pristaju na
predlozenu dijagnostic¢ku metodu i terapijsku proceduru.
Ispitivani bolesnici snimani su IC termovizijskom ka-
merom na pocetku ispitivanja i nakon sprovedenih 20 tera-
pijskih procedura. Zatim je uradena kvantitativna analiza i
komparacija termograma pre i posle sprovedene terapije.
Uslovi snimanja bili su jednaki za sve bolesnike, s obzi-
rom na to da na temperaturu koze utic¢u bazalni metabolizam
i metabolizam uzrokovan miSiénom aktivno$¢u i da na emi-
tovanje toplote uticu faktori okoline °. Temperatura prosto-
rije za snimanje bila je 22-24 °C . Najmanje 1 sat pre snima-
nja, bolesnici nisu konzumirali obilne obroke, tople napitke,
alkohol, ¢aj ili kafu, nisu pusili, niti koristili kozmeti¢ke pre-
parate. Fizicke aktivnosti su redukovali na minimum. Fizi-
kalne procedure nisu sprovodene najmanje 4—6 sati pre sni-
manja. Deo tela oznacen kao regija od interesa (ROI), bio je
bez odeée najmanje 15 minuta pre snimanja. Rucni/sko¢ni
zglob i dorzalna strana Saka/stopala, postavljeni paralelno,
tako da im se palcevi ne dodiruju, predstavljali su ROI gor-
njeg/donjeg ekstremiteta. Termovizijskom kamerom Varios-
can high resolution 3021 (,,JJenoptik“, Drezden, Nemacka)
snimane su obostrano ROI. Za obradu termograma koris¢en
je IRIBIS — graficki orjentisan softverski paket.
Kvantitativnom analizom dobijenih termograma verifi-
kovane su maksimalne (max) vrednosti temperature ROI, iz-
razene u Celzijusovim stepenima. Kod svakog bolesnika iz-
raCunata je razlika max vrednosti temperatura pre i nakon te-
rapije, izmedu ROI obolelog i kontralateralnog ekstremiteta,
po formuli: AT, = max temperatura ROI obolelog — max
temperatura ROI kontralateralnog ekstremiteta. Na kraju is-
pitivanja, za obe grupe za svakog ispitanika izraCunata je ra-
zlika vrednosti AT, pre i nakon sprovedene terapije, po
formuli: AT ax gitt = ATmax pre terapije — AT . posle terapije.
Nakon ispitivanja dobijeni rezultati su statisti¢ki obra-
deni u SPSS 10.0 paketu (Statistical Package for the Social
Sciences Program — version 10) za statisti¢ku obradu poda-
taka. Za statisticku analizu podataka primenjena je srednja

Koci¢ M, et al. Vojnosanit Pregl 2010; 67(9): 755-760.
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vrednost, standardna devijacija, y’ test, zavisni i nezavisni
Studentov t test za male uzorke. Pre utvrdivanja vrednosti
Studentovog t testa nezavisnih uzoraka ispitivana je jedna-
kost varijansi Leavenovim testom. Vrednost p < 0,05 smat-
rana je statisti¢ki znacajnom.

Rezultati

Demografske i bazi¢ne karakteristike bolesnika date su
u tabeli 1. Ispitivane grupe bile su komparabilne u odnosu na

Studentovim t-testom zavisnih uzoraka, utvrdeno je statisti-
¢ki znacajno smanjenje prosecne vrednosti AT, nakon
sprovedene terapije, kako kod bolesnika grupe A (t =
6,269, p<0,001), tako i kod bolesnika grupe B (t = 8,827,
p < 0,001) (tabela 2). Poredeci prosecne vrednosti tempe-
raturnih razlika izmedu obolelog i kontralateralnog ekstre-
miteta pre i nakon terapije, Studentovim t testom nezavis-
nih uzoraka, utvrdeno je da je smanjenje tih temperaturnih
razlika statisticki znacajno vece u grupi A nego u grupi B (t
=2,759, p<0,05).

Tabela 1
Demografske i bazi¢ne karakteristike bolesnika

Karkatersitike bolesnika Grupa A Grupa B t r p
Starost (god), X = SD 53,90 + 13,36 57,80 £ 10,75
(min-max) (23-77) (23-77) 1,08 > 0,05
Pol (broj), zenski / muski 12/8 17/ 8 0,31 > 0,05
Trajanje bolesti (dani), X + SD 33,75+ 8,44 31,64 +7,79 0.87 > 0,05
(min-max) (20-44) (20-44) ’

. .. % . > 0’05
Lokalizacija CRPS I (broj) 713 14/11 1.97

gornji/ donji ekstremitet

* kompleksni regionalni bolni sindrom tipa I

pol, starost, trajanje bolesti i zahvac¢enost gornjih/donjih ek-
stremiteta. Kvantitativnom analizom termograma pre i nakon
terapije, verifikovana je prosecna vrednost T,,.x ROI (X = SD)
i opseg (min-max) Tp., kod bolesnika grupe A i grupe B (ta-
bela 2). Razlika max temperature izmedu obolelog i zdravog
ekstremiteta (AT,.), pre terapije, kod ispitivanih bolesnika
kretala se u opsegu od 1,0 °C do 2,81 °C, ¢ime je potvrdena
dijagnoza CRPS I.

Pre pocetka terapije nije postojala statisticki znacajna
razlika u prose¢nim max temperaturama obolelelih ekstre-
miteta izmedu ispitivanih grupa A i B (t=1,462; p> 0,05),
niti u proseCnim max temperaturama zdravih ekstremiteta
(t=0,377; p> 0,05), kao ni u vrednostima razlike max tem-
peratura obolelog i kontralateralnog ekstremiteta (AT )
(t=1,911; p>0,05) (tabela 2).

Termogrami dva bolesnika grupe A pre i nakon terapije
sa odredenim maksimalnim vrednostima temperature, prika-
zani su na slikama 11 2.

Diskusija

Postavljanje dijagnoze i zapocinjanje terapije CRPS T u
pocetnom stadijumu, znacajno je u cilju zaustavljanja pro-
gresije bolesti u smislu razvoja atrofije misic¢a, kontraktura
susednih zglobova i disfunkcije zahvaéenog ekstremiteta. Mi
smo koristili IC termovizijsku kameru pre pocetka fizikalne
terapije za potvrdivanje dijagnoze CRPS, kao i nakon spro-
vedene terapije za procenu terapijskog efekta lasera male
snage i [FS.

Tabela 2
Temperaturni parametri (T ., regije od interesa; AT,y i AT .y qaitr) Pre i nakon terapije
. Grupa A Grupa B

Parametar Ekstremitet pre terapije posle terapije pre terapije posle terapije
T,..(°C) bolestan 33,49 + 1,48 32,66 = 1,007 32,77+ 1,75 32,27+ 1,83
)_;“‘:‘E D (30,99—36,34*) (30,86—34,32) (27,46-35,42) (27,53-35,80)
(min-max) Kontralateralan 31,69 + 1,42 31,96 £1,11 31,51 +£1,79 31,61 +1,95
(28,90-35,16) (29,79-33,96) (26,67-33,77) (26,74-34,55)

ATy (°C), X £ SD 1,79 + 1,04 0,64 + 0,837 1,26 0,77 0,65+ 0,67

AT oy i (°C), X £ SD 1,15+ 0,82 0,61 +0,35

Tmax= maksimalna vrednost temperatura regije od interesa; AT, = razlika maksimalnih vrednosti temperatura regije od interesa obolelog i
kontralateralnog ekstremiteta; ATy gir = Fazlika ATmpecopie 1 ATmocnakoncenpic 3~ — P > 0,05 (izmedu grupa A i B), T— p < 0,001 statisti¢ki znacajna

razlika posle terapije; ¥ — p < 0,05 statisti¢ki zna¢ajna razlika izmedu grupa A i B.

Nakon sprovedene terapije, prose¢na vrednost AT,
kod bolesnika grupe A iznosila je 0,64 £ 0,83 °C, a kod
bolesnika grupe B 0,65 + 0,67 °C (tabela 2). Komparativ-
nom analizom termograma dobijenih pre i nakon terapije,

Koci¢ M, et al. Vojnosanit Pregl 2010; 67(9): 755-760.
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a)

(b)

Sl 1 — Termogram bolesnika sa CRPS I desnog stopala pre (a) i nakon (b) terapije

kol " '*"? 'S obzirom na kompleksnost ovog sindroma, pre-
porucuje se multidisciplinarni pristup u leCenju, u kome je
najznacajnija fizikalna terapija primenjena u pocetnom sta-
dijumu *"7. Medutim, ni primena multidisciplinarnog pris-
tupa nije dala oCekivane rezultate, jer nakon sprovedene te-
rapije kod velikog procenta bolesnika zaostaje disfunkcija
zahvaéenog ekstremiteta'"'> . Ameri¢ka asocijacija za fizi-
kalnu terapiju ukazuje da fizikalna terapija moZe poboljsati
funkciju kod 80% bolesnika ’. Vazno je da fizikalna terapija
bude individulano prilagodena u odnosu na ispoljenu klinic-
ku sliku '*.

Mi smo primenjivali dve fizikalne procedure (laserote-
rapiju i IFS) u leCenju bolesnika sa CRPS I u ranom stadiju-
mu, uz individualno doziranu kineziterapiju. Poznati terapij-
ski efekti ovih fizikalnih procedura su analgetski, antiede-
matozni, kao i stimulacija osteogeneze '**°. S obzirom na to
da je cilj terapije u ranom stadijumu prevashodno smanjenje
bola i otoka, izbor fizikalnih procedura baziran je na analget-
skom i antiedematoznom dejstvu IFS i lasera male snage.
Nikolova *', u studiji koja je obuhvatala 400 bolesnika sa
CRPS I, uporedujudi efekte terapije interferentnim strujama,
ultrazvukom i dijadinamicnim strujama, istice da se najbolji
rezultati u leCenju postizu primenom IFS u prvom stadijumu.

Za procenu i poredenje efekta navedenih fizikalnih pro-
cedura, koristili smo IC termovizijsku kameru Varioscan

(b)
Sl 2 — Termogram bolesnika sa CRPS I levog stopala pre (a) i nakon (b) terapije

high resolution 3021. Termovizijska kamera detektuje emi-
tovane IC zrake sa povrsine tela, zatim ih fokusira i usmera-
va pomoc¢u specijalnih so¢iva ka fotosenzoru, koji energiju
detektovanih emitovanih IC zraka pretvara u elektricne im-
pulse, a zatim transformisSe u vidljiv snimak — termogram. Na
ovaj nacin, emitovana temperatura sa koze viziuelizuje se na
ekranu spektrom boja *. Zahvaljujuéi razvoju informacionih
tehnologija, redukovani su nedostaci subjektivne procene
intenziteta prebojenosti na termogramu, jer savremene ter-
movizijske kamere, temperaturne razlike povrsine tela prika-
zuju u vidu visokokvalitetne termovizijske slike $to omogu-
¢ava njihovu kvantitativnu analizu i arhiviranje**. Termo-
vizijskim pracenjem bolesti tokom primene terapije, postoji
mogucnost da se proceni i uporedi efikasnost pojedinih tera-
pijskih procedura. Zbog ovoga se termovizija smatra objekti-
vnim vodi¢em za izbor terapijskih procedura>°.

Niehof i sar. ** pokazali su da postoji dobra korelacija
izmedu temperature koze i simpaticke aktivnosti koze. Ter-
movizijska kamera, detektuju¢i promenu temperature koze,
moze pomo¢i u dijagnostici bolesti koje direktno ili indirekt-
no uticu na vaskularni tonus mikrocirkulacije koji je reguli-
san autonomnim nervnim sistemom . Smatra se da proce-
nom neurovaskularne disfunkcije, termovizija ima moguc-
nost dijagnoze CRPS I u ranom stadijumu i pracenje njegove
progresije > *.

Koci¢ M, et al. Vojnosanit Pregl 2010; 67(9): 755-760.
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Postoje studije u kojima se termovizijom procenjuje te-
rapijski efekat pojedinih fizikalnih procedura kod razlicitih
bolesti. Hakgiider i sar. > ispitivali su termovizijom efekat
lasera male snage kod bolesnika sa miofascijalnim bolom i
uodili statisti¢ki znacajno vece poboljSanje ispitivanih para-
metara u grupi u kojoj je primenjena terapija laserom uz ki-
neziterapiju, nego u grupi u kojoj je primenjivana samo kine-
ziterapija »*. Chin-Li Wu i sar. *® vr§eéi procenu efekata ma-
nuelne masaze u kombinaciji sa kratkotalasnom dijatermi-
jom, kod bolesnika sa kokcigodinijom, istakli su prednost
termovizije kao objektivne metode za pracenje dinamike
bolesti, nad subjektivnom procenom bola. Takode, pokazano
je da termovizija moZe posluziti u vizuelizaciji efekata tradi-
cionalne i laserske akupunkture *'.

Postoji studija u kojoj su termovizijom ispitivani efekti
primene modulisane vidljive svetlosti niskog intenziteta kod
bolesnika sa CRPS I i kod zdravih osoba. U ovoj studiji, na-
kon sprovedene terapije, utvrdeno je statisticki znacajno vece
smanjenje temperature koze, kod bolesnika sa CRPS, nego
kod zdravih osoba. Navedena studija pokazala je da se ter-
movizijom obezbeduju objektivni podaci o fizioloskim pro-
menama u regionalnoj perfuziji obolelog ekstremiteta, kao i
da se moze kvantifikovati odgovor na terapijske modalitete,
$to mozZe posluziti u izboru terapijskog protokola **.

U dostupnoj literaturi nismo nasli studije koje se odnose
na procenu i uporedivanje efekata laseroterapije i IFS u leCe-
nju CRPS 1. U nasoj studiji pokazano je da izmedu ispitiva-
nih grupa pre terapije nije postojala statisti¢ki znacajna razli-
ka u prose¢noj maksimalnoj temperaturi ni obolelih, niti
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kontralateralnih ekstremiteta, a §to je najvaznije, nije posto-
jala statisticki znacajna razlika u odnosu na prose¢nu vred-
nost razlike maksimalnih temperatura obolelih i kontralate-
ralnih ekstremiteta (AT,,,). Nakon sprovedene terapije, pos-
tignuto statisticki znacajno smanjenje temperature obolelih
ekstremiteta, odnosno statisticki znacajno smanjenje razlike
maksimalnih temperatura obolelih i kontralateralnih ekstre-
miteta u obe grupe, ukazalo je na povoljno dejstvo obe pro-
cedure u terapiji CRPS I. Statisticko poredenje izmedu grupa
pokazalo je da je to smanjenje statisticki znacajno veée u
grupi A nego u grupi B, $to daje prednost primeni laserotera-
pije u lecenje CRPS.

Povoljan efekat ovih procedura CRPS sugerise da one,
delujuéi analgetski i antiedematozno, deluju regulatorno na
vaskularni tonus mikrocirkulacije koze, s tim $to bi dejstvo
lasera u ovom smislu bilo izrazenije od dejstva IFS.

Zakljucak

Primenom IC termovizije pokazali smo da su obe fizi-
kalne procedure, i laser male snage i IFS, efikasne u lecenju
CRPS 1, ali da je efikasnost terapije laserom statisticki zna-
¢ajno veéa od terapije IFS. Ovaj rezultat navodi na ukljuci-
vanje lasera male snage, kao znacajne fizikalne procedure u
leCenje bolesnika sa CRPS I. Takode, pokazali smo da IC
termovizijsko snimanje moze sluziti u proceni i komparaciji
efekata razli€itih fizikalnih procedura u terapiji CRPS I, kao i
da moze doprineti objektivnijem izboru fizikalnih procedura
za njegov tretman.
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Abstract

Background/Aim. A more recent method, the auditory steady-
state response (ASSR), has become more and more important
test method due to difference that was found in previous investi-
gations between hearing thresholds determined by the ASSR and
the pure-tone audiometry (PTA). The aim of this study was to
evaluate the reliability of the ASSR in determining the frequency
specific hearing thresholds by establishing a correlation between
the thresholds determined by PTA, as well as to evaluate the reli-
ability of ASSR in determining the hearing threshold with respect
to the level of hearing loss and the configuration of the PTA
findings. Methods. The prospective study included 46 subjects
(92 ears) which were assigned to groups based on their level of
heating loss and audiometric configuration. All the subjects un-
derwent determination of hearing thresholds by PTA and ASSR
without insight into their previously obtained PTA results. Re-
sults. The overall sample differences between the ASSR and
PTA thresholds were 4.1, 2.5, 4.4, and 4.2 dB at 0.5, 1, 2, and 4
kHz, respectively. A high level of correlation was achieved in
groups with different configurations of PTA findings. The cor-
relation coefficients between the hearing thresholds determined
by ASSR and PTA wete significant in subjects with all levels of
hearing loss. The differences between hearing thresholds deter-
mined by ASSR and PTA were less than 10 dB in 85% of sub-
jects (ranging from 4 dB for moderately severe hearing loss to
7.2 dB for normal heating). Conclusion. The ASSR is an excel-
lent complementary method for the determination of hearing
thresholds at the 4 carrier frequencies, as well as determination
of the level of hearing loss and the audiometric configuration.

Key words:

audiometry; hearing loss; audiometry, evoked
response; evoked potentials, auditory, brain stem,;
acoustic impedance, tests; diagnosis.

Apstrakt

Uvod/Cilj. Metoda odredivanja steady-state audiovinih evo-
ciranih potencijala (ASSR), postaje sve vaznija test metoda
zbog razlike u pragu sluha koja je nadena u ranijim istrazi-
vanjima merenjem pomocu ASSR i tonalne liminarne au-
diometrije (T'A). Cilj ove studije bio je procena pouzdano-
sti ASSR u odredivanju frekventno specifi¢nog praga sluha
odredivanjem korelacije izmedu ASSR i TA, kao i procena
pouzdanosti ASSR u odredivanju praga sluha u odnosu na
prag sluha i konfiguraciju nalaza TA. Metode. U prospek-
tivnu studiju bilo je uklju¢eno 46 ispitanika (92 uva) koji su
bili podeljeni u grupe prema stepenu slusnog ostecenja i
konfiguraciji audiometrijskog nalaza. Svim ispitanicima na-
¢injena je TA 1 ASSR bez prethodnog uvida u nalaz tonal-
ne audiometrije. Rezultati. U ukupnom uzorku razlika
izmedu ASSR i PTA iznosila je 4,1; 2,5; 4,41 4,2 dB na 0,5;
1,2 i 4 kHz, respektivno. Visok nivo korelacije postignut je
u grupi sa razli¢itim konfiguracijama audiometrijskog nala-
za. Koeficijent korelacije izmedu praga sluha odredenog
ASSR i TA bio je znacajan kod ispitanika svih nivoa slus-
nog ostecenja. Razlika izmedu praga sluha odredenog AS-
SR 1 TA iznosila je manje od 10 dB kod 85% ispitanika.
Zakljucak. ASSR je odlicna komplementarna metoda za
objektivno odredivanje praga sluha na Cetiri noseée frek-
vencije, i zajedno sa drugim dijagnostickim metodama
predstavlja korisno orude za preciznije odredivanje praga
sluha.

Kljucne reci:

audiometrija; sluh, parcijalni gubitak; audiometrija,
evocirana reakcija; evocirani potencijal imozZdanog
stabla, audiotorni; akusticka impedanca, testovi;
dijagnoza.
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Introduction

Although objective diagnostic methods tend to domi-
nate modern medical science, behavioral pure-tone audi-
ometry (PTA) remains the golden standard for identifying
hearing threshold levels. With all other objective audiologi-
cal methods, the main goal — reconstruction of tonal audi-
ometry findings and identification of frequency specific
hearing thresholds — is achieved with more or less success.
Since the 1980’s, high quality identification of hearing
thresholds within the range of speech frequencies has been
achieved by various methods of auditory evoked potentials.
Since then, determination of hearing thresholds has been
made much easier in patients by which valid tonal audiome-
try could not have been previously performed, such as in-
fants and those unable or unwilling to participate in tradi-
tional behavioral tests.

The most commonly used clinical method is auditory
brainstem response (ABR) characterized by high wave re-
producibility and responses that do not depend on state of
consciousness. The main limitation of click-evoked ABR is
inability to determine the frequency specific hearing thresh-
olds which are required in most of the cases. The ABR
hearing threshold determination is based on average hearing
threshold estimation within 2—4 kHz range, i.e. determining
one spot on the audiogram without the possibility of PTA
configuration reconstruction. In infants, the determination of
hearing thresholds up to 2 kHz is mainly based on behavioral
estimation of their remaining hearing range. Attempts to
compensate for this ABR shortcoming by the use of tone-
evoked ABR has never been established in everyday clinical
practice because it has unfamiliar waveform morphology, it
is time consuming and there are no responses in cases of se-
vere and profound hearing loss '. Some studies also ques-
tioned the frequency, specificity and reliability of threshold
estimation in the low frequency tone pip range > *.

A more recent method, the auditory steady-state re-
sponse (ASSR) has become more and more important as an
alternative to objective audiometry. In contrast to ABR in
which stimuli are broadband clicks or tone bursts, the ASSR
is evoked by using continuous amplitude modulated and fre-
quency modulated tone. Due to stimuli characteristics, ASSR
is performed binaurally at 4 frequencies: 0.5, 1, 2, and 4 kHz,
simultaneously. The obtained response after being processed
by an objective, sophisticated, statistically based mathemati-
cal detection algorithm gives us information on the hearing
threshold at the 4 given frequencies.

During the last couple of years, several studies investi-
gated clinical application of ASSR as an objective audiome-
try method. Most studies agree that there is a significant cor-
relation between hearing thresholds determined by the ASSR
and the PTA, but the difference was found to be between 4—
34 decibel (dB)>°. The greatest difference in hearing thresh-
olds is found in patients with normal hearing, while it was
significantly smaller in patients with sensorineural hearing
loss.

In the light of this discrepancy, the aim of this study
was to evaluate correlations between the hearing thresholds

determined by ASSR and PTA in subjects with different
level of hearing loss as well as with different audiometric
finding configurations.

Methods

The study protocol was approved by the local Ethics
Committee. Informed consent was required for every subject
before they could participate.

The study group comprised of 46 subjects (92 ears),
aged 15-75 (mean age 48 years): 26 females and 20 males.
All subjects underwent an otoscopic examination, a tympa-
nometry, a PTA, and an ASSR.

Only the subjects with normal otoscopic and tympa-
nometric findings were included in the study. Patients with
conductive and mixed hearing loss were excluded from fur-
ther study.

Audiologic examinations were conducted in double
sound isolation booths. Clinical audiometer Madsen OB
822 was used for the PTA. Pure-tone air conduction stimuli
were presented to the test ear via a set of TDH-50P head-
phones. The B71 bone-conductor was used for presentation
to the mastoid process. Tonal audiometry was used to
measure the air conduction threshold at the octave frequen-
cies between 125 and 12 000 Hz in 5 dB steps, using a
standard procedure. Bone-conduction thresholds were
measured at 5004 000 Hz using the same procedure. In
accordance with the level of their hearing loss, subjects
were classified into the following groups: normal, with
hearing level (HL) loss (< 15 dB HL) — 32 ears, slight (16—
25 dB HL) — 18 ears, mild (26-40 dB HL) — 16 ears, mod-
erate (41-55 dB HL) — 11 ears, moderately severe (56-70
dB HL) — 14 ears, and severe (71-90 dB HL) — 1 ear. The
sample comprised of 24 ears with low frequency loss, 26
ears with high frequency loss and 42 ears with flat PTA
configuration.

The ASSR measurements were conducted using an In-
teracoustics ASSR device. During the examination, subjects
were supine and a stimulus was presented via inserted ear-
phones calibrated at hearing level. Stimuli were 0.5, 1, 2, and
4 kHz modulated tones with 40 kHz modulation rate. This
modulation rate has been chosen because in 2002, Cone-
Weston et al. >’ showed that the best results are obtained in
adults using this modulation rate. Registration electrodes
were placed on both mastoids (Reference), at the hair-line
(Active), and on the low forehead (Ground). Impedance for
all electrodes was 3 kOhm, or less.

The investigator who performed ASSR had no insight
into hearing threshold determined by means of PTA, so the
measurement was undertaken using the intensity higher than
the anticipated one, followed by intensification at 5 dB in-
crements. The lowest stimulus intensity at which ASSR re-
sponse was registered for the given frequency was accepted
as an ASSR hearing threshold.

After the PTA and the ASSR measurement, the results
for each subject were compared and statistically evaluated.
Following the statistical analysis, the results were considered
to be significant when p value was less than 0.05.

Komazec Z, et al. Vojnosanit Pregl 2010; 67(9): 761-765.
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Results

Table 1 demonstrates mean values for the entire sample
by 0.5, 1, 2, and 4 kHz frequencies. It is found that the dif-
ference in mean PTA and ASSR values is lowest at 1 kHz
frequency (2.5 dB), while at the other three frequencies, the
difference is approximately 4 dB.

In 24 ears characterized by low frequency loss, Pearson
coefficient was between 0.86 (4 kHz) and 0.97 (2 kHz). In 26
ears with high frequency loss, the correlation coefficient was
between 0.88 (0.5 kHz) and 0.97 (2 kHz). However, in 42 ears
with the flat PTA configuration, it was between 0.91 (0.5 kHz)
and 0.95 (1 and 2 kHz). There was no statistically significant
difference among correlation coefficients for the whole sample.

Table 1

Mean pure tone audiometry (PTA) and auditory steady-state response (ASSR) values (in decibels)
on a hearing loss scale for the assessed frequencies

Method 0.5 kHz 1 kHz 2 kHz 4 kHz
X+ SD X+ SD X+ SD X+ SD
Behavioral (PTA) 29.8 +£21.1 26.2+22.6 284 +£25.2 32.5+25.7
ASSR 33.9+229 28.7+21.5 32.8+21.9 36.7 +26.2
Difference 41+7.1 25+52 4.4 +6.1 42469

High standard deviation (SD) values were due to the
fact that the sample comprised subjects with variable hearing
threshold, ranging from normal hearing to severe hearing
loss.

In the whole group of 92 analyzed ears, a correlation
between hearing thresholds determined by the ASSR and the
PTA was found at all 4 frequencies.

Figure 1 shows linear regression analysis of the relation
between PTA and ASSR thresholds.

TA 500 Hz = 1,4656 + 83365 * ASSR 500 Hz
Correlation: r = 80748

Figure 2 shows the correlation coefficient for the PTA
and the ASSR hearing threshold level with respect to the
level of hearing loss.

The results show that the strongest correlation between
the PTA and the ASSR hearing thresholds exist for moderate
hearing loss, while the greatest deviation exists for the nor-
mal hearing and slight hearing loss. Severe hearing loss was
found on one examined ear, and it was therefore excluded
from the statistical analysis.

TA 1000 Hz = -2,381 + 89585 * ASSR 1000 Hz
Correlation: r = 84583

TA500 Hz

‘TA1000 Hz

ASSR 500 Hz

TA 2000 Hz =-10,77 + 1,0676 * ASSR 2000 Hz
Correlation: r = 86580
140

T42000 Hz

-20

20

40 80
ASSR 2000 Hz

80 100 12C

T44000 Hz

ASSR 1000 Hz

TA 4000 Hz = -1 415 + 82433 * ASSR 4000 Hz
Correlation: r = 94164
140

40

20 40 60
ASSR 4000 Hz

80 100 120

Fig. 1 — Linear regression analysis of the relation between pure tone audiometry (PTA) and auditory steady-state response
(ASSR) thresholds

At all the 4 examined frequencies, the correlation coef-
ficient was greater than 0.9. The high correlation coefficient
level between ASSR and PTA thresholds was also found in
groups with different tonal audiometry configurations.

We had to determine the specific hearing thresholds by
examined frequencies, as statistically significant correlation
was not sufficient for PTA threshold estimation. Therefore, the
differences between the mean PTA and the ASSR hearing

Komazec Z, et al. Vojnosanit Pregl 2010; 67(9): 761-765.
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Fig. 2 — Correlation coefficient for pure tone audiometry and
auditory steady-state response hearing threshold level with
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thresholds were analyzed for every individual subject. The re-
sults shown in Figure 3 demonstrate that in as many as 85% of
subjects, the difference between the mean PTA and the ASSR
hearing level was within the tolerable range for the clinical
hearing threshold evaluation — less than 10 dB. Individually,
the examined differences were within range of 045 dB. The
biggest difference was found in a subject with normal hearing
threshold, at the two examined frequencies.
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Fig. 3 — Difference between mean hearing thresholds deter-
mined by pure tone audiometry and auditory steady-state
response (in decibels - dB)

The difference between mean hearing thresholds deter-
mined by the PTA at 0.5, 1, 2, and 4 kHz, and by the ASSR,
with respect to the level of hearing loss is shown in Figure 4.

Mean difference between PTA
and ASSR

A slight difference was found for mild and moderately
severe hearing loss, 3.9 and 4.0 dB, respectively, while at
normal hearing threshold the difference between the exam-
ined parameters was greatest — 7.2 dB on average.

Discussion

The limitations of the objective diagnostic methods, es-
pecially the lack of ability to evaluate the frequency specific
hearing thresholds will most probably become overridden by
the use of the ASSR.

For the entire sample, this comprised subjects with
normal hearing as well as those with different levels of
hearing loss. The difference between hearing thresholds de-
termined by PTA and ASSR ranged from 2.5 dB at 1 kHz to
4.4 dB at 2 kHz. Swanepoel et al. ®, who analyzed 12 ears
with moderate hearing loss, found the slightest difference of
2 dB at 1 kHz, and greatest difference at 500 Hz. The results
from other studies also confirmed that the difference between
the hearing thresholds ranged from 3—14 dB.

This study confirms a very high level of correlation
between hearing thresholds determined by the ASSR and the
PTA. Correlations found for all of the examined frequencies
(0.5, 1, 2, 4 kHz) were greater than 90%. This high level of
correlation was also confirmed by other recent studies® .
Attias et al. * found the mean correlation coefficient of ap-
proximately 0.95 regardless of a carrier frequency (ranging
from 0.86 at 0.5 kHz to 0.94 at 2 kHz). Certain studies dem-
onstrated a significant lower level of correlation at 500 Hz
compared with other frequencies. This difference is most
commonly found in subjects with normal hearing threshold
in which the variation between hearing thresholds deter-
mined by the ASSR and the PTA is the highest.

Sample stratification by an audiometric configuration
revealed no statistically significant differences between flat
type, low frequency and high frequency hearing loss. In all
three groups, a high level of correlation between the ASSR
and the PTA thresholds was found. A strong correlation be-
tween the different audiometric configurations was also
found by other authors'"'>. These findings confirm hy-
pothesis that the ASSR examination may predict configura-
tion of audiometric findings with a very high level of cer-

Normal Slight

Mild Mod. severe  Severe

Average hearing threshold

Fig. 4 — Mean difference between pure tone audiometry (PTA) and auditory steady-state response (ASSR) with respect to

the level of hearing loss (in decibels — dB)
Normal: < 15 dB; slight: 16-25 dB; mild: 26-40 dB; moderate-severe: 41-70 dB; severe: 71-90 dB

Komazec Z, et al. Vojnosanit Pregl 2010; 67(9): 761-765.
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tainty, which cannot be achieved by other audiological
methods.

The obtained correlation coefficients with respect to the
level of hearing loss showed that they were the lowest in
subjects with normal hearing (0.64) and slight hearing loss
(0.63), and the greatest in subjects with moderate hearing
loss (0.93). The similar results were described by other

8,13, 14
authors ™ >

. By implementing otoacustic emissions (OAE)
into the objective audiometry diagnostic algorithm this
ASSR limitation is easily removed.

A clinically tolerable error in hearing threshold evalua-
tion especially when making a hearing aid plan is approxi-
mately 10 dB. In our study, more than half of examined
subjects had deviation less than 5 dB, while one third had
deviation of 10 dB. A deviation greater than 15 dB was ob-
served in only 15% of the subjects, and it ranged up to 45 dB
in two subjects with normal hearing threshold. With respect
to the level of hearing loss, the difference larger that 10 dB
was observed in as many as 10 of 32 subjects with normal
hearing (31.25%), one subject from slight hearing loss group
(5.5%), and in one subject from moderately severe hearing
loss group (7.4%). In the group with mild hearing loss, the
difference between the ASSR and the PTA thresholds was
within 10 dB range in all 16 subjects. These results are con-
sistent with the results reported by other authors which also
demonstrate that the largest differences between the exam-

ined thresholds are found precisely in the group with subjects
who had a normal hearing threshold ** 2.

Conclusion

In the group with mild and moderate hearing loss, the
ASSR method determines hearing thresholds at 4 major fre-
quencies with great accuracy. In this group of patients the
ASSR objectively predicts the configuration of an audiogram
making it a much more reliable method that can be used for
the prediction of frequency specific auditory thresholds
rather than using the ABR.

The ASSR is not an optimal diagnostic method for de-
termining the hearing threshold in the group of normal-
hearing subjects which cannot be evaluated with behavioral
PTA. More simple objective method — OAE can determine
the normal hearing or deviation of approximately 35 dB HL
in these subjects. On the other hand, subjects in which repro-
ducible OAE response is not achieved should undergo audi-
tory evoked potential testing in order to evaluate the level of
their hearing loss.

In conclusion, the ASSR can be excellent complemen-
tary method which together with other diagnostic methods
represents valuable tool in more precise determination of
hearing thresholds.
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Infekcija kandidom albikans kod bolesnika sa oralnim

planocelularnim karcinomom

Candida albicans infection in patients with oral squamous cell carcinoma

Milo§ Cankovié, Marija Bokor-Brati¢

Univerzitet u Novom Sadu, Medicinski fakultet, Klinika za stomatologuju,
Novi Sad, Srbija

Apstrakt

Uvod/Cilj. Kandidijaza zbog rezistencije na terapiju pred-
stavlja znacajan problem u jedinicama intenzivne nege. To-
kom zracne terapije oboleli od karcinoma glave i vrata imaju
povisen rizik od razvoja oralne kandidijaze koja je ¢eséa kod
onih bolesnika sa prethodnom gljivicnom kolonizacijom.
Otkrivanje faktora koji povecavaju sklonost ka gljivicnoj in-
fekciji olaksava i njenu eliminaciju zbog cega je cilj ispitiva-
nja bio da se utvrdi prisustvo gljiva roda Candida na tumor-
skoj leziji kod bolesnika sa primarnim planocelularnim kar-
cinomom usne duplje i uporedi sa nalazom kod bolesnika sa
benignim promenama oralne sluzokoze (kontrolna grupa).
Metode. Prospektivnom studijom obuhvaceno je 30 boles-
nika (24 muskarca i 6 Zena), prosecne starosti 61,47 godine
(od 41 do 81 godine) kod kojih je klinicki i histoloski dijag-
nostikovan planocelularni karcinom usne duplje. Kontrolnu
grupu cinilo je 30 ispitanika (16 muskaraca i 14 Zena), pro-
se¢ne starosti 54,53 godine (od 16 do 83 godine) sa klinicki
vidljivom i histoloski potvrdenom benignom promenom
sluzokoze usne duplje. Redosled ispitanika obe grupe odre-
den je redosledom dolaska na lecenje. Materijal za mikolos-
ko ispitivanje uzet je brisom sa povrsine karcinoma, dok je
kod ispitanika kontrolne grupe bris uzet sa klinicki benigne

Abstract

Bacground/Aim. Systemic candidiasis in intensive care
units remains an improtant problem due to antifungal re-
sistance. Patients undergoing radiotherapy for head and
neck cancer are at increased risk of developing oral candi-
diasis and they more frequent have prior fungi coloniza-
tion. Due to identification of specific risk factors predis-
posing to fungal infection in order to threat such patients
the aim of this study was to determine the presence of
Candida species in patients with oral squamous cell carci-
noma and compare it to the control subjects (patients with
benign oral mucosal lesions). Methods. A total number of
30 consecutive oral cancer examined patients were in-
cluded in this prospective study (24 men and 6 women

promene. Za identifikaciju gljiva koris¢en je Mackenzie test
germinacije. Rezultati. Utvrdeno je statisticki znacajno vece
prisustvo gljiva kod bolesnika sa oralnim karcinomom nego
kod ispitanika kontrolne grupe (y*>= 5,455, p = 0,020). U
grupi bolesnika sa oralnim karcinomom gljive roda Candida
nadene su na 9 od 30 povrsina karcinoma — kod 5 bolesnika
(16,7%) izolovana je non-albicans Candida, a kod 4 (13,3%)
Candida albicans. U kontrolnoj grupi, kod 2 ispitanika (6,7%)
izolovana je samo Candida albicans. Nije utvrdena statisticki
znacajna razlika u prisustvu gljiva u odnosu na pol, uzrast,
pusenje cigareta, konzumiranje alkohola, nosenje zubnih
proteza i lokalizaciju karcinoma. Zakljuc¢ak. Znacajno pri-
sustvo gljiva na povrsini karcinoma ukazuje na potrebu nji-
hove eliminacije pre nego $to se pristupi terapiji oralnog
karcinoma. Pol, uzrast, pusenje cigarete, konzumiranje alko-
hola, nosenje zubnih proteza i lokalizacija karcinoma ne uti-
¢u na prisustvo gljiva kod bolesnika sa oralnim karcino-
mom.

Kljucne reci:

usta, neoplazme; karcinomi, planocelularni;
kandidijaza, oralna; candida; candida albicans;
dijagnoza; mikrobiologija; gljivice; leCenje; faktori
rizika.

with a mean age of 61.47 years, range 41-81 years). The
control group consisted of 30 consecutive patients with
histologically proven benign oral mucosal lesions (16 men
and 14 women with a mean age of 54.53 years, range 16—
83 years). The samples for mycological examination were
obtained by using sterile cotton swabs from the cancer le-
sion surface and in the patients of the control group from
the benign mucosal lesion surface. Samples were inocu-
lated in Sabouraud' dextrose agar. For identification put-
poses, Mackenzie germ tube test was performend on all
isolates. Results. The prevalence of Candida was signifi-
cantly higher in oral cancer patients than in control sub-
jects (x> = 5.455, p = 0.020). Candida was found on nine
of the 30 cancer surfaces; 5 (16.7%) were identified as
non-albicans Candida and 4 (13.3%) as Candida albicans.
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In the control group, only Candida albicans was isolated
from 2 (6.7%) patients. In this study, no statistically sig-
nificant differences in the presence of Candida species was
found with respect to gender, age, smoking, alcohol con-
sumption, wearing of dental protheses and the site of can-
cer lesion. Conclusion. The increased prevalence of yeasts
on the surfaces of oral carcinoma indicates a need for their
suppression before any cancer treatment. There was no

evidence for an association between gender, age, smoking,
alcohol consumption, wearing of dental protheses, the site
of cancer lesion and the yeast presence.

Key words:

mouth neoplasms; carcinoma squamous cell;
candidiasis, oral; candida; candida albicans; diagnosis;
microbiology; yeasts; therapeutics; risk factors.

Uvod

Gljive roda Candida ¢ine deo normalne mikrobne flore
usne duplje kod 40% ljudi. Candida albicans je dominantna
vrsta koja se moze izolovati iz usne duplje, dok su ostale non-
albicans Candida vrste mnogo manje zastupljene. Prevalencija
oralne kandidijaze uzrokovane non-albicans Candida vrstama
je u porastu poslednjih godina zbog povecanog broja imuno-
kompromitovanih bolesnika '. Oralna kandidijaza Gesto nastaje
zbog kserostomije 2, kod starih osoba **, bolesnika u terminal-
noj fazi karcinoma > ° i bolesnika na zraénoj terapiji glave i
vrata ®. U literaturi se nalazi vrlo malo podataka o prisustvu
gljiva u usnoj duplji bolesnika sa oralnim karcinomom. Barrett
i sar. ? histoloskom periodic acid-Schiff (PAS) metodom ot-
krili su prisustvo hifa u znacajnom broju preparata sa epitel-
nom displazijom i planocelularnim karcinomom usne duplje.
Medutim, McCullough i sar. ' iznose da PAS metoda nije pre-
cizna i zbog toga je ne preporucuje za otkrivanje gljiva. Nagy i
sar. ' mikologkim ispitivanjem utvrdili su prisustvo gljive
Candida albicans na povrsini oralnog karcinoma kod 38%
bolesnika. Zbog moguée kontaminacije operativnog polja, pre
hirurske terapije oralnog karcinoma preporucuje se lokalna
primena antimikotika '°. S obzirom na to da je veéina non-
albicans Candida vrsta neosetljiva na azolne antimikotike in-
dikovana je primena nistatina °.

Cilj rada bio je da se utvrdi prisustvo gljiva roda Candida
na tumorskoj leziji kod bolesnika sa primarnim planocelular-
nim karcinomom usne duplje i uporedi sa nalazom u kontrol-
noj grupi bolesnika sa oralnim lezijama benignog tipa.

Metode

U prospektivnoj studiji u Klinici za maksilofacijalnu hi-
rurgiju Klinickog centra Vojvodine u Novom Sadu, u perio-
du od juna 2007. do avgusta 2008. godine ispitano je 30 bo-
lesnika (24 osobe muskog i Sest zenskog pola), prosecne sta-
rosti 61,47 godine (41-81 godina) kojima je klini¢ki i histo-
loski dijagnostikovan planocelularni karcinom usne duplje.
Kontrolnu grupu ¢inilo je 30 ispitanika (16 muskog i 14 Zen-
skog pola), prosecne starosti 54,53 godine (16—83 godine) sa
klini¢ki vidljivim i histoloski potvrdenim benignim prome-
nama sluzokoze usne duplje. Njihove dijagnoze bile su sle-
dece: Saloadenitis chronica nonspecifica (dva bolesnika),
Haemangioma capillare mucosae (tri bolesnika), Granuloma
pyogenicum (Cetiri bolesnika), Fibroma mucosae (osam bo-
lesnika), Papiloma mucosae (dva bolesnika), Mucocoelae
mucosae (&etiri bolesnika), Polypus mucosae (tri bolesnika),
Cydtis retentionis (dva bolesnika) i Inflammatio subacuta non

specifica (jedan bolesnik). U grupi bolesnika sa karcinomom
bilo je 24 osobe koje su pusile cigarete, 20 osoba koji su sva-
kodnevno konzumirale alkoholna pica i devet bolesnika sa to-
talnom protezom (tri osobe su samo pusile cigarete, jedna sa-
mo pila alkohol, jedna samo nosila totalnu protezu, 13 su bili
pusaci i pili alkohol, dvoje su bili pusaci i nosili totalnu prote-
zu, a njih Sest bili su pusaci, konzumirali su alkohol i nosili
totalnu protezu). U kontrolnoj grupi bilo je sedam pusaca, Sest
bolesnika koji su svakodnevno pili alkohol i 12 bolesnika sa
totalnom protezom (Cetiri — samo pusaci, jedan — samo kon-
zumirao alkohol, pet — samo nosili totalnu protezu, dva —pusa-
¢i 1 nosili totalnu protezu, Cetiri — konzumirali alkohol i nosili
totalnu protezu i jedan — pusa¢, konzumirao alkohol i nosio
totalnu protezu). Redosled ispitanika obe grupe odreden je re-
dosledom dolaska na lecenje. Bolesnicima su u pisanoj formi
predocene informacije o sadrzaju istrazivanja i nameni dobije-
nih rezultata i nakon upoznavanja sa procedurom ispitivanja
od njih je dobijena potpisana saglasnost za ucestvovanje u
ovoj studiji. IstraZivanje je odobreno od Eticke komisije Medi-
cinskog fakulteta u Novom Sadu.

Materijal za mikolosko ispitivanje uziman je brisom sa
povrsine karcinoma dok je kod ispitanika kontrolne grupe
bris uziman sa makroskopski benigne promene. Brisevi su u
roku od dva sata transportovani do Zavoda za mikrobiologiju
Instituta za javno zdravlje Vojvodine u Novom Sadu, gde su
odmah zasejavani na Sabouraud dekstrozni agar i inkubirani
u aerobnim uslovima na 37 °C tokom 48 sati, a zatim na so-
bnoj temperaturi jo§ 24 sata. Za identifikaciju gljiva kori$¢en
je Mackenzie test germinacije. Za statisticku obradu podata-
ka kori$cen je komercijalni statisticki program SPSS 14 for
Windows. Podaci za atributivna obelezja prikazani su u obli-
ku apsolutnih i relativnih brojeva, a za numericka putem sre-
dnjih vrednosti i mera varijabiliteta. Za testiranje razlika iz-
medu dve grupe korSéen je Studentov t test, za numericka
obelezja, odnosno 2 test ili ¢ test sa Jejtsovom korekcijom
za atributivna obelezja. Vrednost p < 0,05 smatrana je statis-
ticki znacajnom.

Rezultati

U grupi bolesnika sa karcinomom bilo je Cetiri puta vise
osoba muskog od osoba zenskog pola, dok su u kontrolnoj
grupi polovi bili skoro podjednako zastupljeni. Razlika u
polnoj zastupljenosti izmedu grupa bila je statisticki znacajna
(= 4,800, p=0,028). Medutim, nije postojala statisticki
znacajna razlika u prosecnoj starosti bolesnika sa oralnim
karcinomom i onih iz kontrolne grupe (Studentov t test,
p=0,068).

Cankovi¢ M, Bokor-Brati¢ M. Vojnosanit Pregl 2010; 67(9): 766-770.



Strana 768

VOJNOSANITETSKI PREGLED

Volumen 67, Broj 9

Podaci prezentovani u tabeli 1 pokazuju da je karcinom
najcesce bio lokalizovan na podu usne duplje (33,3%), gin-

dida albicans. U kontrolnoj grupi kod svih 6,7% ispitanika
izolovana je samo vrsta Candida albicans (tabela 2). U obe

Tabela 1

Lokalizacija promena oralne sluzokoZe kod bolesnika sa oralnim karcinomom
i bolesnika sa benignim lezijama usne duplje (kontrolna grupa)

Grupe ispitanika

Lokalizacija promene

karcinom usne duplje

benigne lezije usne duplje

n % n %
Jezik 4 13,3 13 433
Obraz 2 6,7 3 10
Donja usna 1 3,3 10 33,3
Gornja usna 0 0 1 3.3
Meko i tvrdo nepce 2 6,7 1 3,3
Gingiva mandibule 6 20 1 33
Pterigomandibularna regija 2 6,7 1 33
Pod usne duplje 10 333 0 0
Orofarinks 3 10 0 0
Ukupno 30 100 30 100

givi mandibule (20,0%) i jeziku (13,3%). U kontrolnoj grupi
lezije su najceSc¢e bile lokalizovane na jeziku (43,3%) i do-
njoj usni (33,3%).

Pozitivan nalaz brisa na gljive utvrden je kod 30% bole-
snika sa oralnim karcinomom i kod 6,7% ispitanika kontrol-
ne grupe. Utvrdeno je statisticki znacajno vece prisustvo
gljiva kod bolesnika sa oralnim karcinomom nego u kontrol-
noj grupi (x*= 5,455, p=0,020). U grupi bolesnika sa oral-
nim karcinomom, kod 16,7% osoba sa pozitivnim nalazom
izolovane su non-albicans Candida vrste, a kod 13,3% Can-

grupe ispitanika primenom y> test (Jejtsova korekcija) nije
utvrdena statistiCki znaCajna veza izmedu prisustva gljive
Candida i pola (grupa sa karcinomom: p = 1,000; kontrolna
grupa: p=0,525), lokalizacije (grupa sa karcinomom:
p=0,725; kontrolna grupa: p = 1,000) puSenja cigareta (gru-
pa sa karcinomom: p=1,000; kontrolna grupa: p=1,000),
konzumiranja alkohola (grupa sa karcinomom: p=0,673;
kontrolna grupa: p=0,855) i noSenja totalne proteze (grupa
sa karcinomom: p=1,000; kontrolna grupa: p=0,296) (ta-
bela 3).

Tabela 2

Zastupljenost vrsta izolovanih gljiva u grupi bolesnika sa karcinomom usne duplje
i kontrolnoj grupi ispitanika sa benignim lezijama

Grupe ispitanika

Izolovane gljive karcinom usne duplje  benigne lezije usne duplje Ukupno
n % n % n %
Gljive nisu izolovane 21 70 28 93,3 49 81,7
Candida albicans 4 13,3 2 6,7 6 10
Candida spp. 5 16,7 0 0 5 8,3
Ukupno 30 100 30 100 60 100

Tabela 3

Predisponirajudéi faktori kod ispitanika sa pozitivnim nalazom brisa na gljive

Ispitivani faktori rizika od nastanka gljiva

Grupe ispitanika Zivomno doba

(redni broj) (g0d.) pol lokalizacija lezije pusenje alkohol  totalna proteza

Karcinom usne duplje
1 65 m jezik -+ * ++ i
2 68 m obraz -+ - -
3 64 z jezik +1 - -
4 65 Z gingiva mandibule + - +H#
5 56 m tonzilarna regija + ++ +
6 71 m nepce + ++ +
7 56 m gingiva mandibule + ++ -
8 69 m pod usta + - -
9 59 m pterigomandibularna regija + ++ -

Benigne lezije usne duplje
1 55 7 jezik -1 - +
2 76 Z donja usna +1 +

*pusaé do otkrivanja tumora; "aktuelno pusa¢ — vise od 20 cigareta dnevno; ‘nepusaé; %0-20 g/ alkohola dan (do 2 &agice od 0,3 dL Zestokog pi¢a,
1 ¢ase vina ili 1 pivo od 0,5 L); SviSe od 20 g/ alkohola dan; **ne pije alkohol; "'ne nosi totalnu protezu; 11 nosi totalnu protezu; m — muski pol;

Z — Zenski pol

Cankovi¢ M, Bokor-Brati¢ M. Vojnosanit Pregl 2010; 67(9): 766-770.
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Diskusija

Dijagnoza oralne kandidijaze postavlja se na osnovu
klini¢kih simptoma i znakova i pozitivnog rezultata mikrobi-
oloskog ispitivanja. U tu svrhu materijal za analizu je bris
uzet sa vidljive promene oralne sluzokoze ''. Materijal se
moze uzeti i tehnikom otiska i ispirkom usne duplje, ali se
ove dve tehnike koriste za utvrdivanje kolonizacije usne du-
plie 1213,

Primenom tehnike brisa sa povrsine karcinoma, u ovom
istrazivanju utvrdeno je statisticki znacajno vece prisustvo
gljiva kod bolesnika sa oralnim karcinomom (30%) nego u
kontrolnoj grupi ispitanika sa benignim lezijama oralne sluz-
nice. Od znacaja je da je u dve ranije publikovane studije ta-
kode primenjena metoda uzimanja brisa i da su dobijeni slic-
ni rezultati. Tako su Nagy i sar. '° utvrdili prisustvo gljiva na
povrsini karcinoma kod osam od 21 (38%) bolesnika sa oral-
nim karcinomom. Davies i sar. > utvrdili su oralnu kandidija-
zu kod 36 od ukupno 120 (30%) bolesnika sa uznapredova-
lim karcinomom razliite lokalizacije (bronha, prostate, doj-
ke, rektuma).

Na znacaj ispitivanja gljiviéne kolonizacije usne duplje
bolesnika sa karcinomom u predelu glave i vrata upucuju re-
zultati studija u kojima je utvrdeno da kod bolesnika sa pret-
hodnom kolonizacijom mnogo ¢e$ée nastaje oralna kandidi-
jaza tokom zratne terapije " °. Neke studije ' iznose da se
kolonizacija usne duplje moze dokazati kod znacajnog broja
bolesnika sa histoloski dijagnostikovanom oralnom epitel-
nom displazijom i oralnim karcinomom, i da je stepen dis-
plazije u korelaciji sa brojem gljiva.

Iako je dokazano da histoloSka metoda identifikacije
gljiva nema klini¢ki znacaj ', Barrett i sar. ° ipak navode da
identifikacija PAS pozitivnih hifa moze biti znacajna za kli-
nicara jer ukazuje na to da se u tkivu odvija tezak patoloski
proces.

U odnosu na zastupljenost pojedinih vrsta gljive Candi-
da na povrsini karcinoma Nagy i sar. '° identifikovali su sa-
mo Candida albicans. Medutim, u naSem istrazivanju Can-
dida albicans nadena je kod 45,5% osoba sa pozitivnom na-
lazom, a u nesto vise od polovine (55,5%) utvrdena je non-
albicans Candida. Sli¢an odnos vrste Candida utvrden je u
usnoj duplji bolesnika sa uznapredovanim tumorom razlicitih
organa > *® ' Posebno treba naglasiti da je u nasoj studiji
non-albicans Candida izolovana samo sa povr§ine karcino-
ma usne duplje.

Prilikom mikrobioloske analize, u ovom ispitivanju
primenjena je samo metoda identifikacije Candida albicans,
te stoga nismo bili u moguénosti da identifikujemo ostale
izolovane non-albicans Candida vrste. Razli¢ite studije su,
uz identifikaciju non-albicans Candida do nivoa vrste, poka-
zale da su najzastupljenije Candida glabrata, Candida tropi-
calis, Candida parapsilosis i Candida dubliniensis > ©® '*.
Identifikacija pojedina¢nih vrsta Candida ima klini¢ki znacaj
koji se odnosi na sprovodenje adekvatne terapije, jer vecina

non-albicans vrsta ima smanjenu osetljivost na azolne anti-
mikotike kao 3to su flukonazol i itrakonazol °.

Zbog pojave rezistencije, bolni¢ke infekcije izazvane
gljivama roda Candida predstavljaju znacajan medicinski
problem, narogito u jedinicama intenzivne nege . Novija
istrazivanja u na$oj zemlji pokazala su da su Candida spp.
uzroénici 4,1% bolnickih infekeija krvi %, i da ¢ine 3,5% flo-
re izolovane sa vrha centralnog venskog katetera '’

Nase ispitivanje je pokazalo da ne postoji znacajna veza
izmedu prisutva gljive Candida i pola, uzrasta, pusenja ciga-
reta i konzumiranja alkohola. Davies i sar. "* utvrdili su da pol
i uzrast ne uti¢e na gljiviénu kolonizaciju usne duplje bolesni-
ka sa uznepredovalim karcinomom. Nasuprot tome, istraziva-
nja zdrave odrasle populacije pokazala su da je kolonizacija
usne duplje gljivom Candida albicans ¢es¢a kod muskaraca '®.
Kod osoba starije zivotne dobi kolonizacija usne duplje prisut-
na je kod 30-75% osoba * ", a kod vise od 50% osoba identi-
fikovana je non-albicans Candida *. Neke studije ukazuju na
to da pusenje cigareta znacajno utice na gljivinu kolonizaciju
usne duplje osoba zdrave odrasle populacije '* .

Dobro je poznato da su zubne proteze najznacajniji pre-
disponirajuéi faktor za nastanak oralne kandidijaze **'. Ko-
lonizacije usne duplje non-albicans Candida vrstama prisut-
na je kod 70-84% osoba starije Zivotne dobi koje nose zubne
proteze *** . U naSem ispitivanju nije dokazana veza izme-
du noSenja zubnih proteza i prisustva gljive Candida na po-
vrini karcinoma. Isti rezultat saop$avaju Bagg i sar. ® kod
bolesnika sa karcinomom u terminalnoj fazi. Medutim, Da-
vies i sar. ' ukazuju na to da no$enje zubnih proteza znagaj-
no uti¢e na kolonizaciju usne duplje bolesnika sa karcino-
mom razli¢itih organa.

U okviru kolonizacije usne duplje utvrdeno je da se
gljive najcescée i u najveéem broju mogu izolovati sa zadnje
tre¢ine dorzalne povrsine jezika **. Medutim, potrebno je na-
glasiti da je u nasem ispitivanju, od 13 osoba kontrolne grupe
sa promenom na jeziku, samo kod jedne osobe izolovana
Candida albicans. Osim toga, od ukupno Cetiri bolesnika,
kod dva izolovana je gljiva sa povrsine karcinoma lokalizo-
vanih na jeziku. Dobijeni rezultati ukazuju na to da lokaliza-
cija karcinoma usne duplje nema uticaja na prisustvo gljiva.

U literaturi nema podataka o uticaju pola, uzrasta, pu-
Senja cigarete, konzumiranja alkohola i nosenja zubnih pro-
teza na prisustvo gljiva kod bolesnika sa oralnim karcino-
mom. Zbog toga se namece potreba za istrazivanjem na ve-
¢em uzorku obolelih koji ¢e potvrditi nase rezultate.

Zakljucak

Znacajno prisustvo gljiva na povrsini karcinoma uka-
zuje na potrebu njihove eliminacije pre nego §to se pristupi
terapiji oralnog karcinoma. Pol, uzrast, pusSenje cigarete,
konzumiranje alkohola, noSenje zubnih proteza i lokalizacija
karcinoma ne uti¢u na prisustvo gljiva kod bolesnika sa oral-
nim karcinomom.
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Uvod

U savremenom svetu brojna pitanja posvecuju se shva-
tanjima odnosa prema medicini i ostvarivanju covekovog
prava na zdravlje i zdravstvenu zaStitu. DruStvene, moralne i
pravne norme koje ureduju zdravstvenu delatnost svojim in-
strumentalnim karakterom ostvaruju socijalne ciljeve, obez-
beduju nesmetan rad javnih sluzbi i zdravstvenih organiza-
cija, kao i pojedinaca u njima. U S§iroj druStvenoj zajednici,
pa tako i u zdravstvu, suoceni smo sa raznim dilemama i ra-
zli¢itim situacijama koje uslovljavaju razli¢ita reSenja. Pos-
toji stalna teznja za napretkom, ali se stvaraju i opasnosti od
sukoba pojedinacnih interesa sa Sirim druStvenim interesima,
§to se narocito moze ispoljiti u oblasti medicine koja se te-
melji na najvi§im nau¢nim, humanim i tehnickim saznanjima
1 vrednostima. To se posebno ogleda na polju alternativne —
tradicionalne terapije. Otvaraju se brojna pitanja iz oblasti
prava i duznosti, odgovornosti, samovolje, altruizma i sebi¢-
nosti, humanizma i otudenosti. Ova i druga pitanja zahtevaju
da se zajedno sa zdravstvenim radnicima tim pitanjima bave
i biolozi, filozofi, teolozi, pravnici, geneti€ari, humanisti ka-
ko bi se pronaslo najbolje reSenje, poStujuéi pri tome pravo i
dostojanstvo bolesnika i uvazavajuéi odgovornost i sposob-
nost zdravstvenog radnika.

Pravne norme iz oblasti medicine spadaju u najstarije,
ali se narocito brzo razvijaju i komplikuju sa napretkom me-
dicine i drustvenih odnosa u zdravstvu kao i odnosa i odgo-
vornosti zdravstvenih sluzbi i zdravstvenog osoblja.

Pravo na zdravlje kao osnovno i neotudivo ljudsko pra-
vo zajeméeno je od strane Generalne skupstine Organizacije
ujedinjenih nacija (OUN) koja je izrazila svoje opredeljenje
kroz mnogobrojne aktivnosti i kroz Univerzalnu deklaraciju
o ljudskim pravima (usvojena 10. decembra 1948. godine,
posle Drugog svetskog rata u kome su zabelezene masovne

povrede ljudskih prava). Clanom 25 pomenute deklaracije
pored ostalog uredeno je: ,,Svako ima pravo na standard zi-
vota koji obezbeduje zdravlje i blagostanje njegovo i njegove
porodice, ukljuuju¢i hranu, odecu, stan i lekarsku negu i
potrebe socijalne sluzbe...“ '. Preambulom pomenute dekla-
racije o ljudskim pravima istice se potreba da zajednicke sta-
ndarde koje ona propisuje treba da podsticu svi narodi i sve
nacije da bi svaki pojedinac i svaki organ druStva, imajuci
ovu deklaraciju stalno na umu, tezio ostvarenju ovih prava i
sloboda.

Ljudska prava i medicinska etika

Kraj prethodnog, 20. veka, i poc¢etak novog milenijuma
karakteriSe znacajan napredak u ostvarivanju i uc¢vr§éivanju
osnovnih prava ljudi, ali se to ne moze reci i za prava pacije-
nata. Ona joS§ nisu potpuno definisana, a njima se malo bave i
brojne novostvorene organizacije (kod nas i u svetu) koje
tretiraju raznovrsna prava u oblasti zasStite ljudi.

Moze se re¢i da su osnovne vrednosti zastite ljudskih
prava utvrdene kao ,,prirodna prava“ (tradicionalna ljudska
prava, jer vaze za sve ljude, u svim situacijama). Osnove
ovih prava sadrZane su u pravnoj regulativi svih sistema po-
zitivnog prava, tj. imaju znacaj da su iznad ,,pisanog prava‘.
Osnovna ljudska prava (¢l. 23-81 Ustava Republike, Sluzbe-
ni glasnik Republike Srbije, br. 98, od 10. novembra 2006), u
svojoj sustini su moralna prava, tj. prirodna prava ¢oveka.
Njihova zastita i pravna uredenost pokazuju kvalitet pozitiv-
nog pravnog sistema odredene drzave. Ujedno, osnovna ljud-
ska prava su i univerzalna prava ¢oveka, odnosno trebalo bi
da budu.

Brojne su rasprave o odnosima pojedinca i drustva, tj.
sukobima interesa izmedu njih. Primera radi, upotreba poje-
dinca izvan njega samoga ne dolazi u obzir, tj. pojedinac se
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ne moze zrtvovati za ostvarivanje druStvenih ciljeva. Ovaj
princip naroCito se jasno sagledava kroz zabranu eksperi-
mentisanja ljudskim bi¢em radi ostvarivanja koristi za druge
drustvene ciljeve §to nije moralno opravdano, narocito protiv
volje i pristanka tog pojedinca, kako je navedeno u Helsin-
Skoj deklaraciji iz 1964. godine. Znaci, ¢ovek pojedinac je
mera svega, tj. sebi cilj i ne moze biti sredstvo za postizanje
socijalnih ciljeva.

U prethodnom delu teksta pomenuta je Deklaracija o
pravima ¢oveka i za neko idealno drustvo takva dokumenta
(deklaracije, preporuke) bila bi dovoljna za uredenje drus-
tvenih odnosa. Nazalost, Zivimo u vremenu i svetu koji sve
manje prihvata moralne standarde, postovanje etike iznad
prava i tehnologije, a ljudi iznad stvari, odnosno duha iznad
materije.

Postoje brojni zakonski propisi > koji obavezuju lekare
da prisustvuju izvrSenju smrtnih kazni ili raznih vrsta torture
nad ¢ovekom sve do ukljucivanja — iskljuéivanja aparata za
odrzavanje zivota, ¢ak i u situacijama kada zivot gubi smi-
sao. Skoro su nesagledive tehnoloske moguc¢nosti odrzavanja
zivota, §to kod lekara stvara nesigurnost u oslobadanju od-
govornosti prema umiruéem bolesniku, posebno njegovoj
porodici. Cesti su slu¢ajevi produzavanja procesa umiranja
agresivnim medicinskim tretmanima u vremenu sveopste
ekonomske i druge krize kada su medicinska sredstva nedo-
voljna za sve bolesnike.

Za bolesnika, ¢esto i njegovu porodicu, lekar u procesu
lecenja je poput boga. Osim toga Cesto lekarskom samoza-
dovoljstvu pomaze i stanoviste zastupano u zdravstvenim ud-
ruzenjima da medicinska etika mora ostati u rukama zdravs-
tvenih radnika, oslobodena od svih verskih, politi¢kih ili bilo
kojih drugih uticaja. Pravo na uvid u medicinsku praksu,
smatra se, trebalo bi da imaju iskljucivo zdravstveni radnici —
lekari.

Tako nepopularno, mora se postaviti pitanje da li se va-
zna drustvena oblast, kao §to je medicina, moze prepustiti
zdravstvenim radnicima.

Osnovna prava na leCenje i prava pacijenata

Bolesnik je u osetljivom polozaju zbog bolesti i u tak-
vom psihi¢kom stanju da se njegov odnos prema zdravstve-
nom radniku po pravilu ne zasniva na principu ravnopravno-
sti, tj. jednakosti. U principu, bolesnik trazi pomo¢ za svoju
bolest — stanje, pa u takvom psihickom stanju moze prihvatiti
ili odbiti odredene medicinske zahteve i tretmane. Bolesni-
kova prava su ograni¢ena i mnogobrojnim javnim zdravstve-
nopravnim normama (liste lekova, pomagala, overene knjizi-
ceisl).

Ako su bolesnici maloletni ili su duSevni bolesnici, o
njima odlucuju roditelji ili staratelji, pa njihova volja ne
dolazi do izrazaja. Slicno je stanje kod senilnih osoba,
bolesti zavisnosti i sli¢no, odnosno u svim slué¢ajevima
kada bolesnik ne moze da izrazi svoju volju za leCenjem,
pa se pravnim normama nastoji da se ostvare pretpostavke
za leCenje i takvih bolesnika (po ugledu na skandinavske
zemlje i Srbija je uvela ombudsmana u zastiti prava bole-
snika).

Svakako da je nuzno vrSiti nau¢na istrazivanja i na lju-
dima, ukljucujuéi i zdrave dobrovoljce, a ne samo bolesnike,
Sto u sebi nosi posebne eticke dileme i probleme. Neophodno
je kontrolisati inovacije u tretmanu ili dijagnostici pri klini¢-
kom radu, $to se ¢ini preko etickih komiteta kao stru¢nih tela
koja razmatraju postupke i protokole za naucnoistrazivacki
rad. U sustini, sve zakonodavne inicijative koje pokuSavaju
da zastite prava bolesnika pravnim normama i omoguée
zdravstvenom radniku adekvatno postupanje, svode se na
povecanje i naglaSavanje humanog pristupa lecenju.

Treba, medutim, naglasiti da nijedan eticki kodeks ne
priznaje izric¢ito pravo bolesne osobe. Hipokratova zakletva
odnosi se na pravo lekara da se sluzi sopstvenom odlukom ili
procenom da bi sluzio bolesniku, a ne da ne bi krsio njegova
prava. Prakti¢no, lekar razmatra posledice, a ne prava boles-
nika jer to je pravno individualisano, tj. postavljeno prag-
mati¢no, a svodi se na prakti¢nu vrednost i korist za zivot,
Sto drzava ureduje propisima.

Nasuprot predhodnom svatanju isticemo utilitarizam
kao filozofsko ucenje, §to podrazumeva da sve $to je korisno
za Coveka istovremeno je i moralno, a to znaci da se vodi ra-
C¢una o dobrobiti za najveéi broj ljudi, pa, shodno tome,
zdravstvena politika treba da se odvija u tom cilju.

Trece stanoviste svodi se na etiku prava i obaveza ute-
meljenih na ljudskim pravima §to podrazumeva odnos uza-
jamnih prava sa jedne i nosioca obaveza sa druge strane.
Prakti¢no, pravo na zdravstvenu zastitu podrazumeva obave-
zu drzavnih organa da obezbede i sprovedu zastitu zdravlja
stanovnistva.

Zdravlje i ljudska prava

Zdravlje i ljudska prava tesno su povezani. Njihove do-
dirne tacke odnose se na nasilje, mucenje, ropstvo, diskrimi-
naciju, uslove stanovanja i dr.’. Obaveze postovanja ljud-
skog prava propisane su Univerzalnom deklaracijom o ljud-
skim pravima (ICESCR), koju je usvojilo 1948. godine 48
zemalja, a danas prihvatila 191 drzava i koja je postala me-
dunarodno obicajno pravo, kao i Medunarodnim paktom o
gradanskim i politickim pravima (ICCPR).

Kriterijumi na osnovu kojih se vrednuje ostvarivanje
prava na zdravlje ljudi mogli bi se klasifikovati u Cetiri gru-
pe i to:

1. Dostupnost kao kriterijum ukljuéuje efikasnu infra-
strukturu i usluge javnog zdravlja kao i dostupnu kvalitetnu
zdravstvenu zastitu.

2. Pristupa¢nost podrazumeva nediskriminaciju, fizi¢-
ku pristupacnost, pristupacne cene i informacije.

3. Prihvatljivost podrazumeva posStovanje nacela le-
karske etike, osetljivosti za razlicita Zivotna doba i zdravs-
tvene institucije, u cilju poboljsanja zdravlja i zdravstvenog
stanja svih korisnika.

4. Kvalitet podrazumeva kompletnu zdravstvenu in-
frastrukturu, koja bi trebalo da bude naucno i medicinski
kvalitetna.

Pomenuta i druga prava utvrdena su medunarodnim
pravom drzava koje su ta akta prihvatile i obavezale se da
obezbede uslove za ostvarivanje tih prava. Vladine komisije,
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ombudsmani i nevladine organizacije treba da nadgledaju is-
punjavanje drzavnih obaveza u ostvarivanju prava na zdrav-
lje. Naravno, drzave mogu u slucaju potrebe (npr. zbog epi-
demije) uvesti i neke restriktivne mere zbog opSteg dobra —
znacaja, kao §to je ogranicenje kretanja stanovnistva i sl.

Zdravlje stanovniStva mora se sagledavati kao pojam
koji obuhvata Siroke potrebe drustva, s jedne strane, i stanje
pojedinaca, s druge strane. U preambuli Statuta Svetske
zdravstvene organizacije, zdravlje se definiSe kao ,.stanje
potpunog fizickog, psihickog i drustvenog blagostanja, a ne
samo odsustvo bolesti“. Navedena definicija upucuje na pot-
rebu razvijanja svesti kod gradana o Sirokom obimu pojma
zdravlja, koji prevazilazi odsustvo bolesti: razvijati samo-
svest kod ljudi u vezi sa ljudskim pravom na zdravlje, pojam
zdravlja tretirati kao osnovnu ljudsku i drustvenu potrebu,
povezivati zdravlje sa osnovnim ljudskim pravima.

Smatramo da je potrebno da navedemo hronologiju po-
sebnih prava na zdravlje iz medunarodnih dokumenata o
ljudskim pravima *:

1946 — osnivanje Svetske zdravstvene organizacije,

1966 — usvajanje Medunarodnog pakta ekonomskih, so-
cijalnih i kulturnih prava,

1975 — Deklaracija o potrebi nauc¢nog i tehnoloskog na-
pretka u interesu mira za dobrobit Covecanstva,

1975 — Deklaracija o pravima osoba sa posebnim pot-
rebama,

1978 — Deklaracija iz Alma Ate,

1991 — Nacela za zastitu mentalno bolesnih osoba i po-
boljsanje zastite mentalnog zdravlja,

1991 — Nacela UN o starim osobama,

1992 — Konferencija UN o okolini i razvoju (UNCED),

1993 — Deklaracija o ukidanju nasilja nad Zenama,

1994 — Medunarodna konferencija o stanovnistvu i ra-
zvoju (ICPD),

1995 —
(FWCW),

1997 — Opsta deklaracija o ljudskom genomu i ljud-
skim pravima,

1998 — Deklaracija o pravima i odgovornostima pojedi-
nacénih grupa i drustvenih tela u promovisanju i zastiti opste-
priznatih ljudskih prava i osnovnih sloboda,

1998 — Smernice o premestaju lica u drzavi,

Cetvrta svetska konferencija o Zenama
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2002 — Svetski sastanak na vrhu o odrzivom razvoju,

2002 — imenovanje posebnog izvestioca o pravu na
zdravlje.

Hronologija medunarodnopravnih dokumenata koja se
odnose na zastitu zdravlja kao osnovnog ljudskog prava uka-
zuje na potrebu medunarodne zajednice da po zavrSetku
Drugog svetskog rata, kada su zabelezene viSemilionske Zrt-
ve 1 stradanja izazvana nasiljem, obezbedi postradalom sta-
novni$tvu zastitu prava i sloboda.

Srbija je prihvatila sva medunarodnopravna dokumenta
koja reguliSu zastitu osnovnih prava gradana. Ipak, posle
oruzanih sukoba na podruéju bivse SFRJ usledio je ogroman
dolazak izbeglica i ,raseljenih lica® koja su trazila zastitu od
rata, pa je pravo na zivot postalo klju¢na re¢ za pravo na
zdravlje. U takim uslovima tesko je bilo obezbediti pravo na
bezbedan zivot, a time i pravo na zdravlje. Svakako, u tak-
vim prilikama ljudska prava su viSestruko ugrozena i po to-
me ¢emo, pored ostalog, pamtiti kraj proslog milenijuma, ali
vedini ljudi ostace u secanju i pozitivni primeri i nad¢ovecni
napori zdravstvenih radnika da pruze nuznu medicinsku po-
mo¢ i negu bolesnima i postradalima, bez obzira na nacio-
nalne i druge razlike.

Zakljucak

Pravo na zdravlje kao osnovno ljudsko pravo predstav-
lja slozen skup raznih pitanja iz oblasti zivota. Zastitu prava
na zdravlje reguliSu medunarodnopravna dokumenta koja
obuhvataju zastitu prava i slobodu ljudi. Najveéi broj zema-
lja ¢lanica OUN prihvatile su pravnu regulativu tih dokume-
nata, pa se izvodi zakljucak da ukoliko se narusava neko
pravo gradana, onda to povlaci za sobom $iroku lepezu naru-
Savanja svih prava.

Sirom analizom napred navedenih medunarodnih prav-
nih dokumenata vidi se da su zdravlje i ljudsko blagostanje
sinonimi, tj. podrazumevaju zadovoljenje svih ljudskih pot-
reba, pa drzava mora Ciniti sve da obezbedi zajemcena prava
kroz stalno praéenje i stvaranje uslova za potpuno ostvarenje
tog prava. Nasa drzava je potpisnik svih pomenutih meduna-
rodnih akata, pa shodno ¢l. 16 Ustava Republike Srbije ovi
propisi ¢ine ,,sastavni deo pravnog poretka Republike Srbije i
neposredno se primenjuju®.
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Introduction

The origins of medical expertise and medical doctors
responsibility can be found in some of the oldest annals, re-
ligious books and laws. In the ancient times of human his-
tory, medicine and law were united under the auspices of the
Priest-Sorcerer, who guarded “God's laws’ and passed
judgment for the transgression of these laws. The Code of
Laws of the Babylonian king Hammurabi (2200 B.C.) sets
the foundations of the relationship between law and medicine
and was the first to define the concept of criminal and mate-
rial responsibility of a medical doctor for mistakes made
during treatment. Clear regulations regarding forensic ex-
perts can be found in the legidation of the ancient Chinese
civilization, as well as Rome, Greece, India, Persia, etc. The
founder of medical ethics, Hippocrates (460-370 B.C.), in his
voluminous written works and in the Oath itself, clearly em-
phasized the obligations and rights of medical doctors; he
also persondly testified as a forensic expert in a paternity
case. Thus, throughout human history, and especially since
forensic medicine emerged as a defined professional scien-
tific-medical discipline in the 19th century, opinions pro-
vided by medical experts were deemed necessary and applied
in various forms for specific needs in the domain of public
life. In addition, particular attention was given to the rights
and obligations of medical doctors, including their liability,
in the process of treating patients. These were at times en-
forced through drastic penalties.

Ethics expertise

Ethics expertise cannot be separated from medical and
general ethics, even though it has its own unique characteris-
tics. These unique characteristics come from the specific
content, goal and work environment of forensic medicine,

which do not fall outside the bounds of medical ethics. If
ethics is separated from medical ethics, this would deny that
forensics is a part of medicine. The professiona and ethical
duty of doctors-forensic experts is to determine medical
facts, which they then interpret in order to formulate a truth,
determined through expertise, which is useful for the resolu-
tion of a given legal question*. Determination of a medical
fact, ie a truth determined through expertise, is used in the
service of justice, which has been the subject of human aspi-
ration from the beginning of humankind. This gives rise to
the fundamental moral and ethical question of forensic ex-
perts. Forensic experts would have to possess a high level of
ethics and professional morality, which includes being con-
scious of their own responsibility and self-criticism when ac-
cepting to act as a forensic expert, as well as remaining in
control when faced with various pressures, threats and even
insults etc., guarding control over their own emotions, and
keeping the dignity of their profession® They have to be
conscious that moral integrity, persona freedom, type and
length of punishment of the accused, as well as the liveli-
hood of his family, al depend on the truthfulness of their
testimony. A precondition for the correct execution of the
duties of forensic experts and for their own clear conscience
is that forensic experts have both the necessary personal
characteristics (strong character, high level of morality, eth-
ics, courage) and medical knowledge, an understanding of
the basic principles of acting as a forensic expert and legal
concepts, as well as the ability to express themselves in a
clear and understandable way >. Vanity and corruption are in
deep collision with the personality of real forensic experts.
They have to be aware of the fact that the damaged party
might be undergoing rent neurosis, obsessed by the desire to
aggravate the position of the person that caused him harm
etc., so that this situation calls for patience and an ethica
manner of understanding and behavior, but that this should
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never affect the correctness of the conclusion of the expert
opinion®. It can be concluded, directly or indirectly, by
looking at the entire history of forensic expertise, that ethical
and lega norms determined the profile of medical experts to
be one of strong, just, character, and a stable moral-ethical
personality. It is not surprising that a commonly asked ques-
tion is: What kind of person should be someone who prac-
tices forensic medicine? This difficult, extremely responsible
profession, which is always under scrutiny by different con-
flicting interests and in which various dramatic events col-
lide, affecting human destinies, depends mostly on the just
character traits of forensic experts and on their moral-ethical
stability. Forensic experts will only be humanists, aware of
ethical needs of their profession, in as much as they work on
developing these traits. This kind of aspiration towards jus-
tice is in harmony with a righteous stance towards life and
ethics°. Life demands truth because of itself, and it demands
justice for itself, so that we are aways searching for truth
while at the same time longing for justice. Love of truth, as
one of the imperative characteristics of a forensic expert,
demands a conscious investigation in each individua case of
the forensic expert’s work because of each case’' s uniqueness
and many unknowns. Thus, the battle for the truth deter-
mined through expertise is of an investigative character, and
it can be reached more quickly if investigation is constructed
on correct bases in a just manner. Forensic experts persis-
tently look for the truth, exerting in this task great effort and
diligent work, to form a realistic picture, founded on integ-
rity, morals and ethics. Honorable forensic experts state the
truth clearly, without hesitation or disdain. They are honor-
able, even though they do not put down other forensic ex-
perts and if they admit their own mistakes. When forensic
experts, in front of the court and parties to a dispute, behave
arrogantly, conceitedly, artificialy, and when they speak
about themselves, trying to impose their own professional
authority and in this, through genera cliché phrases, negate
the opinion and degrade other forensic experts, they are
breaking the foundations of medical ethics and human honor.
It should be understood that true forensic experts correct,
through determined medical facts, the mistakes made by pre-
vious experts consciously or unconsciously; however, this
should be done in a healthy collegia spirit and within the
moral ethical principles of the profession. To negate the
opinion of a previous forensic expert because of envy, self
promotion, and especially materidistic reasons or protec-
tionism, means to commit one of the biggest sins and to put
oneself among the lowest sorts of humankind. Self promo-
tion, through which forensic experts emphasize that they
come from a larger forensic medicine institution and a larger
urban center, by which they are trying to impose their own
professiona inviolability, only shows their professional infe-
riority or a conscious lack of objectivity. Forensic medicine
institutions in large centers offer privileges and grater op-
portunities for access to scientific information and profes-
siona training, but thisis no guarantee that each such medi-
cal expert will be superior in al respects compared to an-
other one who comes from outside of such a center. It is
clear that no scientific or urban center can give forensic ex-

Mateji¢ S, Otasevi¢ V. Vojnosanit Pregl 2010; 67(9): 774-776.

perts the characteristics which they must possess on a per-
sonal level; they must bring these characteristics with them-
selves to school, which then provides them with technical
knowledge. It is difficult to find an example of a sin, injus-
tice or another human vice more grave than the abuse (or use
for persona ends) of human suffering. The conscious and
purposeful abuse of a forensic expert’s work out of material
advantage and protectionism, no matter on which side, grav-
elly undermines the legal, socia and moral integrity of one
of the partiesin a dispute, while it makes the expert’s actions
equal to crime and serious immorality. Forensic experts per-
form a job which often permeates human destinies, so that
grave mistakes, especialy those committed consciously or
out of carelessness, help injustice and aggravate the suffering
of people who are aready in a difficult situation. In such cir-
cumstances of life's misfortunes, succumbing to bribes, pro-
tectionism and envy, means treading over other people's pain
and human lives.

Ethics role of the forensic expert

Forensic medicine is utilized by lega ingtitutions in the
process of determining the legal truth, but at the same time it
illuminates, for health institutions, the existing problems in
the domain of the public health care. This necessary link
between forensic and curative medicine is most commonly
established through medical documentation used in exper-
tise. It seems as though the accuracy and completeness of
medical documentation is of an increasingly weaker quality,
despite contemporary epochal accomplishments in the do-
mains of medical science and medical technique. An expert
needs documentation, which contains data from the anamne-
sis, objective finding, laboratory procedures, clinical diagno-
sis and therapy. Because such complete documentation is
more unusual than superficial and incomplete documenta-
tion, the forensic expert must not resort to improvisation and
assumptions; he must instead demand additional documenta-
tion or an examination of the damaged party and he must
present conclusions conditional on available medical facts.
Through the advancement of medical science and the acqui-
sition of new knowledge, the professional obligations of
medical doctors are becoming much greater, while medical
and social tasks are becoming more complicated °. For this
reason, a medical doctor in the role of a forensic expert, who
does not keep up with the latest knowledge and possibilities,
becomes trapped in professional inertia, which causes him to
make mistakes towards people and his profession. The con-
cept of deontology combines both ethics and professional-
ism, and this symbiosis ensures that the humane principles of
medicine are guarded. For this reason, medical forensic ex-
perts, who neglect to keep educating themselves in their pro-
fession, while performing the tasks of forensic medicine, can
never get past the threshold of morality and ethics, and can
never stand on the platform of justice and law, no matter
what their self-promotional skills, current position or title ’.

In matters of forensic medicine expertise, one often
hears about investigations of the scene of the crime, which,
a least in the area of the Balkans, are not treated with ade-



Strana 776

VOINOSANITETSKI PREGLED

Volumen 67, Broj 9

guate importance. It is clear that it is the job of the investiga-
tive judge to organize and implement the investigation at the
scene of the crime, and that al participants work according
to the judge’ s instructions and permission. Forensic medicine
specialists should be understood as assistants, or consultants,
to the investigative judge. They work in agreement, with the
permission, and under the leadership of the judge, helping
the judge in the discovery, recording and gathering of traces
and other evidence ®. They call the judge’ s attention to all the
particularities of the specific case related to the domain of
the forensic profession; they provide the necessary clarifica-
tions with respect to the value of certain observations. Even
though the help of medical doctors to the investigative judge
during the investigation of the crime scene often plays a sig-
nificant role in the investigative phase of the process, their
role should not be overstated. Medical doctors at the investi-
gation of the crime scene must not behave arrogantly, with
too much self-confidence, and imposingly, if they wish to
stay within the moral-ethical bounds of their profession °. In
the same way that the primary obligation of police officersis
to ensure that the crime scene remains intact, and that of in-
vestigative judges is to organize the investigation of the
crime scene, the primary obligation of medical doctors is the
procedural and moral-ethical obligation to help the judges in
gathering evidence important for the subsequent investiga-
tive procedure, and to do this using their professional knowl-
edge in a correct and responsible way.

This topic (ethics and deontology in forensic medicine)
should not be closed without commenting on forensic medi-
cine in conflict situations, and especially post-conflict envi-
ronments, in which the morality, ethics, and humanity of fo-
rensic experts are put to the greatest test °. Wars leave hu-
man bodies in pieces, body parts, mass graves, human bones
mixed up in piles, micro-traces of burnt human bodies, etc. It
happens that families spend months and years waiting for
their missing members, hoping, even when there is no more
hope, that they will come back. After the wars in the Bal-
kans, the discovery of mass and individual graves has been
difficult and slow; these are being hidden, so that forensic
experts, together with anthropologists, geologists, stomatolo-
gists, criminologists, and other members of the team, come
across the remains of human bones mixed up together, mak-

ing it necessary to separate, differentiate and identify them.
There is no subject of forensic expertise, in the field of fo-
rensic medicine, with so many enigmas, as these types of
corpse remains, which the family of the deceased awaits with
sorrow. In these cases, forensic medical experts have in front
of them the remains of human bodies, and, without asking
which warring party, religion, or race they belonged to, they
reconstruct the skeleton, determine the cause of death and
identity of the deceased. There is no aternative to a diligent
investigation and professional integrity of forensic expertsin
such situations; only in thisway can this complex and human
job, which resolves long-lasting suffering and uncertainty for
the family of the deceased, be done correctly. In this way, fo-
rensic medical doctors, who are being looked to for answers
and who are the subject of hope and expectations, undoubt-
edly perform the most human deed, and confirm themselves
as highly moral and professional people ™. Any superficial-
ity, rashness, improvisation or similar act in this job, would
lead to great sin in front of God and people, and would throw
forensic expertsinto a professional, moral, and ethical abyss.

Conclusion

Professional and ethical duty of doctors, forensic ex-
pertsis to determine medical facts, which they then interpret
in order to formulate a truth, determined through expertise,
which is useful for the resolution of a given legal question.
The determination of a medical fact, ie a truth determined
through expertise, is used in the service of justice, which has
been the subject of human aspiration from the beginning of
humankind. This gives rise to the fundamental moral and
ethical question of forensic experts. This topic (ethics and
deontology in forensic medicine) should not be closed with-
out commenting on forensic medicine in conflict situations,
and especially post-conflict environments, in which the mo-
rality, ethics, and humanity of forensic experts are put to the
greatest test. In this way, forensic medical doctors, who are
being looked to for answers and who are the subject of hope
and expectations, undoubtedly perform the highest human
deed, and confirm themselves as highly moral and profes-
sional people.
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Sudskomedicinsko tumacenje preloma tubera gornje vilice nastalog

prilikom vadenja zuba

Forensic interpretation of the maxillary tuberosity fracture caused by tooth

extraction

Dragana Puzovi¢*, Snjezana Coli¢'

Univerzitet u Beogradu, Stomatoloski fakultet, *Institut za sudsku medicinu,
Klinika za oralnu hirurgiju, Beograd, Srbija

Apstrakt

Uvod. Prelom tubera gornje vilice jedna je od komplikacija
koje se desavaju prilikom vadenja zuba. Cilj ovog rada je pri-
kaz bolesnika sa prelomom tubera gornje vilice, nastalim pri-
likom vadenja zuba, koji je bio predmet sudskomedicinske
ekspertize. Prikaz bolesnika. Prelom tubera gornje vilice
koji je nastao u toku vadenja gornjeg kutnjaka nije blagovre-
meno, niti na adekvatan nacin bio zbrinut od strane lekara
koji je zapoceo vadenje zuba. Nakon zavrsenog lecenja u spe-
cijalistickoj ustanovi, bolesnik je tuzio lekara za krivicno delo
nesavesnog lecenja. Zadatak vestaka bio je da strucno odgo-
vori na pitanje da li je lekar koji je u toku ekstrakcije zuba iza-
zvao prelom tubera gornje vilice nesavesno postupio i prime-
nio nepodoban nacin lecenja. Zakljuc¢ak. Prelom tubera gor-
nje vilice u toku vadenja kutnjaka predstavlja komplikaciju
ove intervencije i ako se blagovremeno dijagnostikuje i od-
mah 1 na adekvatan nacin zbrine, nema elemenata za pokreta-
nje sudskomedicinskog vestacenja.

Kljuéne redi:
zub, ekstrakcija; maksila, prelomi; leCenje, ishod;
intraoperativne komplikacije; stomatologija, sudska.

Abstract

Background. Maxillaty tuberosity during teeth extraction
can occur in dental practice. The aim of this paper was to
present a case of the maxillary tuberosity fracture occurred
during tooth extraction, which was the subject of the forensic
expertise. Case report. The maxillary tuberosity fracture cre-
ated during the extraction of the upper molar was neither
timely nor adequately managed by the doctor who started ex-
traction. After the treatment at the specialist institution, the
patient sued the doctor for the criminal offense of negligent
treatment. The task of the expert was to give a professional
answer to the question whether the doctor, who caused a
maxillary tuberosity fracture during the tooth extraction,
acted negligently and applied inadequate treatment. Conclu-
sion. The maxillary tuberosity fracture during molar extrac-
tion may be its complication. If it is diagnosed promptly, im-
mediately and adequately managed, thete is no possibility for
negligence action.

Key words:
tooth extraction; maxillary fractures; treatment outcome;
intraoperative complications; forensic dentistry.

Uvod

Prilikom vadenja kutnjaka iz gornje vilice moguée su
mnogobrojne komplikacije, a jedna od teskih je prelom tubera
gornje vilice > Povecan rizik od nastanka ove povrede postoji
kod bolesnika sa jako pneumatizovanim maksilarnim sinusom
3, prilikom vadenja usamljenih kutnjaka (najéedée drugog kut-
njaka ili umnjaka), u slucajevima ekstrakcije zuba sa izrazito
divergentnim i hipercementoti¢nim korenovima kao i kod sta-
rijih osoba zbog smanjene elasti¢nosti kostanog tkiva ** Ta-
kode, primena prekomerne, nekontrolisane sile, kao i upotreba
neodgovarajucih instrumenata u toku ekstrakcije zuba predsta-
vljaju dodatni rizik od nastanka ove komplikacije.

Ukoliko se posle pazljivog pregleda i analize radiogra-
ma predvidi mogucnost nastanka preloma tubera u toku va-
denja zuba, profesionalna je duznost i obaveza lekara da bo-
lesniku pre intervencije ukaze na tu moguénost, a pazljivijim
pristupom sprec¢i njen nastanak. Ako u toku vadenja zuba
ipak dode do preloma tubera gornje vilice, neophodno je da
lekar blagovremeno dijagnostikuje povredu, obavesti boles-
nika o nastaloj komplikaciji i primeni adekvatne mere zbri-
njavanja. U suprotnom, moze se postaviti pitanje krivicnog
dela nesavesnog lecenja sa posledi¢nim sudskim epilogom.
U takvim slu¢ajevima sud zahteva izvodenje sudskomedicin-
ske ekspertize kako bi se dao stru¢ni odgovor na pitanje da li
nastala povreda predstavlja samo komplikaciju oralnohirur-
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ke intervencije ili u sebi sadrzi elemente krivicnog dela ne-
savesnog leCenja.

Cilj rada bio je da prikaze kako nesavesno postupanje
doktora stomatologije u zbrinjavanju bolesnika sa prelomom
tubera nastalog u toku vadenja zuba moze da bude predmet
sudskomedicinske ekspertize.

Prikaz bolesnika

Bolesnik u dobi od 36 godi-
na, obratio se stomatologu zbog
jakih bolova u predelu drugog
gornjeg desnog kutnjaka. Posle
obavljenog klinickog pregleda
napravljen je radiogram tog zuba
(slika 1) i postavljena indikacija
za njegovo vadenje sa Cime se
bolesnik slozio. Po postizanju
anestezije zapoCeto je vadenje
zuba koje je bilo bezbolno do
momenta kada je bolesnik izne-

Sl 1 — Radiogram gornjeg drugog kutnjaka sa desne strane
na osnovu kojeg je postavljena indikacija za vadenje ovog
zuba

nada osetio jak bol u gornjoj vilici. Intervencija je obustav-
ljena i napravljen je kontrolni radiogram. Doktor je proko-
mentarisao da se na snimku vidi ,,da su korenovi zuba spoje-
ni“. Potom je, u prisustvu bolesnika, obavio telefonski raz-
govor sa kolegom rekavsi mu da je ,,pri ekstrakciji gornjeg
kutnjaka doslo do preloma®. Bez ikakvog objasnjenja o nas-
taloj komplikaciji, bolesniku je zakazao pregled za dva dana
uz savet da do tada uzima antibiotike i analgetike. U toku vi-
kenda bolesnik je imao jake bolove, a pojavio mu se i krvni
podliv u predelu desnog obraza.

Posle dva dana, u zakazano vreme, bolesnik nije otiSao
doktoru koji je zapoceo vadenje zuba, ve¢ u specijalisticku us-
tanovu gde je prijem i pregled obavio specijalista oralne hirur-
gije. Tom prilikom specijalista je konstatovao prisustvo krvnog
podliva u predelu desnog obraza, razdernonagnje¢nu ranu me-
kog tkiva (gingive) u predelu drugog gornjeg kutnjaka, kao i da
su drugi i tre¢i gornji kutnjak bili u supraokluziji. Takode, nap-
ravljen je i ortopantomografski snimak na kome je uocena linija
preloma u predelu tubera gornje vilice sa desne strane, kao i
prosirenje prostora izmedu drugog i treeg gornjeg kutnjaka sa

iste strane (slika 2). Na osnovu klini¢kog pregleda i analize ra-
diograma, specijalista oralne hirurgije postavio je sledece dija-
gnoze: Fractura tuberi maxillae lat. dex. post extractionem
dentis 17. Haematoma cutis buccae lat. dex. Vulnus lacero-
contusum gingivae in regio 17. U istoj ustanovi izvrSeno je

SL 2 — Ortopantomografski snimak po"sle poku§aja v denja drugog kutnjaka sa desne

strane

zbrinjavanje bolesnika sa nastalom komplikacijom. S obzirom
na to da nije postojala mogucénost repozicije polomljenog frag-
menta, izvr$eno je njegovo uklanjanje hirurSkim putem zajedno
sa obuhvacenim zubima (drugi i tre¢i kutnjak). U toku same
intervencije ustanovljeno je prisustvo oroantralne komunikacije
usled preloma zidova maksilarnog sinusa i u istom aktu izvrse-
no je njeno zbrinjavanje. Propisani su odgovarajuéi antibiotici i
analgetici, a postoperativni tok protekao je uredno.

Protiv stomatologa koji je, pri pokusaju da bolesniku
izvadi zub, polomio i deo gornje vilice, bolesnik je po zavr-
Senom lecenju podneo kriviénu prijavu optuzujuci ga za ne-
savesno lecenje.

Predmet sudskomedicinskog vestacenja upucen je vesta-
cima na razmatranje sa pitanjem da li je doktor, koji je u toku
vadenja zuba izazvao prelom tubera gornje vilice, nesavesno
postupio i primenio neodgovarajuéi nacin le¢enja. Sudskome-
dicinski vestaci izvr$ili su uvid u dostavljen sudski spis, prilo-
Zenu medicinsku dokumentaciju i radiografske snimke sadrza-
ne u spisu, obavili klinicki pregled, fotografisanje i dodatno
ortopantomografsko snimanje bolesnika. Prilikom klinickog
pregleda nisu primecene estetski vidljive promene na licu bo-
lesnika (slika 3). Intraoralnim pregledom uocen je nedostatak

SL. 3 (ai b) — Izgled bolesnika posle zavrSenog tretmana
preloma tubera gornje vilice

Puzovi¢ D, Coli¢ S. Vojnosanit Pregl 2010; 67(9): 777-780.
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drugog i treCeg gornjeg desnog kutnjaka, kao i defekt alveo-
larnog grebena u predelu ovih zuba, $to je potvrdeno i kontrol-
nim ortopantomografskim snimkom (slika 4).

Na pitanje suda da li je doktor koji je pri vadenju zuba
polomio tuber gornje vilice nesavesno postupio i primenio
nepodoban nacin le€enja, angazovani vestaci dali su slede-

Sl 4 — Kontrolni ortoantmografski snimak dva meseca posle ekstrakcije gornjih kutnjaka
i uklanjanja tubera sa desne strane

Diskusija

Jedna od teskih komplikacija prilikom vadenja gornjih
kutnjaka je prelom tubera gornje vilice. Ponekad je moguce
predvideti nastanak preloma i paZzljivim radom tada se ugla-
vnom moze i izbe¢i. Ukoliko ipak nastane prelom tubera
gornje vilice, neophodno je da doktor dijagnostikuje kompli-
kaciju jos u toku same intervencije, ukaze bolesniku na nas-
talu povredu i Sto pre preduzme odgovarajuc¢e mere leCenja.
Postoji vise moguéih terapijskih pristupa > * ** Ako meko
tkivo nije povredeno, a polomljeni tuber je vezan za periost,
potrebno je pazljivo odvojiti zub od kosti, izvrsiti repoziciju i
imobilizaciju kostanog fragmenta, a ekstrakcionu ranu usiti.
U slucaju da je vadenje zuba neizvodljivo, a zub je bez pa-
toloskih promena (vadenje umnjaka iz ortodontskih razloga),
polomljeni fragment moZze se reponirati i splintirati za sused-
ne zube. U tom slucaju ekstrakcija se odlaze za 68 nedelja,
kada se zub vadi hirurskim pristupom "> *” Ukoliko je od-
lomljeni kostani fragment odvojen od mekog tkiva, potrebno
ga je odstraniti, oStre kosStane ivice zaobliti, a meko tkivo
usiti. Prelom tubera gornje vilice je vrlo ¢esto udruzen sa
prelomom zidova maksilarnog sinusa sa ili bez uspostavlja-
nja oroantralne komunikacije. Ako je komunikacija prisutna,
neophodno je da se na adekvatan nacin zatvori >’

Pored navedenih terapijskih mera bolesnku se, u cilju
prevencije nastanka infekcije, savetuje uzimanje antibiotika,
a po potrebi i analgetika. Ukoliko doktor stomatologije nije
dovoljno stru¢an da zbrine bolesnika sa komplikacijom, ne-
ophodno je da ga hitno uputi odgovarajucem specijalisti. Ne-
dijagnostikovan, nelecen ili pogresno leCen prelom tubera
moze biti uzrok ozbiljnih sekundarnih komplikacija (krvare-
nje, infekcija sinusa) "*

Puzovi¢ D, Coli¢ S. Vojnosanit Pregl 2010; 67(9): 777-780.

¢e strucno misljenje: prelom tubera gornje vilice u toku va-
denja kutnjaka predstavlja komplikaciju ove intervencije i
ako se blagovremeno dijagnostikuje i odmah na adekvatan
nacin pristupi njenom zbrinjavanju nema elemenata za ne-
savesno postupanje. U opisanom slucaju doktor je napravio
nekoliko struc¢nih propusta. Pre intervencije bolesniku nije
ukazao na moguce komplikacije $to ukazuje da ili nije pre-
poznao faktore rizika ili je primenio grubu, nekontrolisanu
silu u toku vadenja zuba. Kada je prelom tubera nastao, nije
obavestio bolesnika o prirodi nastale povrede i moguéim
komplikacijama. Takode, nije preduzeo ni odgovarajuée
mere leCenja, vec je samo savetovao uzimanje antibiotika i
analgetika. Repoziciju i imobilizaciju polomljenog tubera
planirao je tek za 48 sati, ¢ime je izgubljeno dragoceno
vreme za sanaciju povrede. Za to vreme doslo je do sekun-
darne traumatizacije tkiva, usled supraokluzije zuba u po-
lomljenom tuberu i pojave krvnog podliva i bolova. Zbog
ucinjenih struénih propusta, u sekundarnom aktu bilo je ne-
ophodno operativno uklanjanje polomljenog dela tubera
zajedno sa drugim i tre¢im kutnjakom, za ¢ije vadenje pre
frakture tubera nije postojala indikacija. Uklanjanjem po-
lomljenog tubera nastao je defekt alveolarnog grebena ¢ime
je znacajno otezana eventualna kasnija protetska rehabilita-
cija.

Zakljucak

Prelom tubera gornje vilice u toku vadenja zuba ne
predstavlja krivicno delo nesavesnog leCenja i nesavesnog
postupanja ukoliko doktor u cilju njenog zbrinjavanja blago-
vremeno preduzme sve odgovarajuce strucne postupke koji
su u skladu sa pravilima stomatoloske struke i prakse.



Strana 780

VOJNOSANITETSKI PREGLED

Volumen 67, Broj 9

LITERATURA

Todorovié 1, Petrovié V, Jurisiéc M, KafedZiska-1"ratar 17. Oral
surgery. Belgrade: Nauka; 2002. (Serbian)

Larsen PE. Maxillofacial trauma. In: Miloro M, editor. Peter-
son's principle of oral and maxillofacial surgery. 2nd ed. Lon-
don: BC Decker Inc; 2004. p. 395-6.

Starshak TJ]. Oral anatomy and physiology. In: Starshak TJ,
Sanders B, editors. Preprosthetic oral and maxillofacial surgery.
St Louis: Mosby; 1980.

Norman JE, Cannon PD. Fracture of the maxillary tuberosity.
Oral Surg Oral Med Oral Path 1967; 24(4): 459-67.

Weintraub JA, Burt BA. Oral health status in the United States:
tooth loss and edentulism. ] Dent Educ 1985; 49(6): 368—78.

0.

7.

Hupp JR, Ellis E III, Tucker MR. Contemporary oral and max-
illofacial surgery. 5th ed. St. Luis: Mosby; 2008.

Altug HA, Sahin S, Sencimen M, Dogan N. Extraction of upper
first molar resulting in fracture of maxillary tuberosity. Dent
Traumatol 2009; 25(1): e1-2.

Shab N, Bridgman |B. An extraction complicated by lateral and
medial pterygoid tethering of a fractured maxillary tuberosity.
Br Dent J 2005; 198: 543—4.

Primljen 6. III 2010.
Revidiran 23. IV 2010.
Prihvacen 7. V 2010.

Puzovi¢ D, Coli¢ S. Vojnosanit Pregl 2010; 67(9): 777-780.



Volumen 67, Broj 9

VOJNOSANITETSKI PREGLED

Strana 781

PRIKAZ SLUCAJA

<VEETg
- - ‘I

271930 o 1944”5

UDC: 616-003.821-07/-08

Dijagnostika i leCenje primarne amiloidoze

Diagnosis and the treatment of primary amyloidosis
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Vesna Cemeriki¢', Vladislava Djurasinovi¢*, Ljubomir Jakovi¢*, Gradimir Jankovié¢*
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"Patohistoloska laboratorija ,,Histolab“, Beograd, Srbija

Apstrakt

Uvod. Primarna amiloidoza spada u grupu monoklonalnih
plazma-celijskih poremecaja, ¢ija je glavna odlika ekstra-
celularno odlaganje fibrila lakih lanaca imunoglobulina u
razli¢ita tkiva sa posledi¢cnom multiorganskom disfunkci-
jom. Prikaz bolesnika. Prikazali smo 51-godisnju boles-
nicu sa prethodnom dvogodi$njom istorijom zamora pri
naporu, otokom lica, trbuha i nogu, bolovima u kostima i
opstipacijom. Na osnovu elektroforeze i imunoelektrofo-
reze proteina seruma i urina, imunohistohemijskog bojenja
bioptata koStane srzi i bojenja na Kongo crveno bioptata
rektuma, posumnjano je na dijagnozu multiplog mijeloma.
Po razmatranju sprovedenih dijagnostickih procedura i
dopune chosnografijom srca i biopsijom potkoznog mas-
nog tkiva sa bojenjem na Kongo crveno, postavljena je di-
jagnoza primarne amiloidoze. Bolesnica je lecena, najpre
intravenskom (7) primenom intermedijarnih doza melfala-
na i deksametazona do ukupno VIII ciklusa, a potom pe-
roralnom primenom melfalana i deksametazona 7, kao te-
rapijom odrzavanja. Nakon, ukupno, 35 meseci lecenja,
postignuta je stabilizacija bolesti. Zaklju¢ak. Ovaj prikaz
bolesnice sa primarnom amiloidozom ukazuje na znacaj
ranog postavljanja dijagnoze i pravovremenog zapocinjanja
odgovarajuceg lecenja koje je neophodno za poboljsanje
prognoze ove bolesti.

Kljucne reci:

amiloidoza; dijagnoza, diferencijalna; biopsija;
histoloske tehnike; melfalan; deksametazon; remisija,
indukcija.

Abstract

Backgraund. Primary amyloidosis belongs to a group of
monoclonal plasma cell disorders, characterized by extra-
cellular deposition of immunoglobulin light chain fibrils in
various tissues and subsequent multiorgan dysfunction.
Case report. We present a 51-year-old female with 2-years
history of fatigue on exertion, oedema of face, abdomen
and legs, bone pain and obstipation. After diagnostic proce-
dures such as electrophoresis and immunoelectrophoresis of
serum and urine proteins, immunohistohemical staining of
bone marrow biopsy specimens and Congo red staining of
rectal biopsy specimens, the patient received misdiagnosis of
multiple myeloma and was referred to our hospital for fur-
ther treatment. We reevaluated and complemented diagnos-
tic procedures (ehocardiosonography and biopsy of subcu-
taneaus tissue with Congo red staining), and established di-
agnosis of primary amyloidosis. The therapy had started
with intravenous (7) melphalan and dexamethasone (totally
eight cycles) and continued with peroral melphalan and i»
dexamethasone. Stabilization of the disease was achieved
after 35 months of the treatment. Conclusion. The case of
this rare and often fatal disease emphasizes significance of
early diagnosis and, consequently, initiation of specific
therapies which are indispensable to improve the disease
prognosis.

Key words:

amyloidosis; diagnosis, differential; biopsy;
histological techniques; melphalan; dexamethasone;
remission induction.

Uvod

Termin amiloidoza odnosi se na grupu razli¢itih bole-
sti, ali svaka od njih karakteriSe se ekstracelularnim odla-
ganjem patoloskih, nerastvorljivih fibrilarnih proteina u
tkiva i organe .

Sva amiloidna vlakna imaju zajedni¢ku sekundarnu
strukturu — karakteristi¢nu konfiguraciju p-nabrane ploce >

Depoziti amiloida imaju jednak nefibrilarni deo molekula,
pentraksin serum amiloid P i svi su povezani sa glikozami-
noglikanima i proteoglikanima * . Tipovi amiloida razlikuju
se po prekursornom proteinu koji stvara fibrile, tako da se i
savremena klasifikacija amiloidoze bazira na prirodi prekur-
sornog proteina koji formira fibrilarne depozite ° (tabela 1).
Primarna amiloidoza prema WHO (World Health Or-
ganization) klasifikaciji spada u grupu klonalih plazma-celij-

Correspondence to: Irena Djunié, Klinicki centar Srbije, Institut za hematologiju, Koste Todorovi¢a 2, 11 000 Beograd, Srbija.
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Tabela 1

. .e P 5
Savremena Kklasifikacija amiloidoza

Protein Prekursor

Klinicki oblik

Amiloidoza

lakih lanaca

teskih lanaca
Amiloidoza transtiretina Transtiretin
Amiloidoza amiloida A

Beta,-mikroglobulinska amiloidoza B,-mikroglobulin

Amiloidoza B protein
Ostale familijarne amiloidoze
(AApoAl, AGel, AFib, ALys)

Amiloid B protein

Imunoglobulini lakih lanaca
Imunoglobulini teskih lanaca

(Apo) serumski protein A

Apolipoprotein A1, gelsolin,
a-fibrinogen, lizozim

Primarna amiloidoza ili udruzena sa
MM i ostalim plazma ¢elijskim
diskrazijama

Familijarna i senilna amiloidoza
Sekundarna ili reaktivna amiloidoza
Amiloidoza hroni¢ne dijalize sa
sindromom karpalnog tunela
Alcheimer-ova bolest

Retke familijarne amilodoze udruzene
sa nefropatijom

skih poremecaja (amiloidoza lakih lanaca — AL), sa godis-
njom incidencijom od osam bolesnika na 1 000 000 stanov-
nika . Klonalne plazma éelije kostane srzi produkuju delo-
ve lakih lanaca imunoglobulina (Ig) koji se deponuju u tkiva
i organe. Dejstvom enzima tkivnih makrofaga delovi amino-
kiselina menjaju mesta na specificnim pozicijama u varija-
bilnom (V) delu lakih lanaca Ig $to destabilizuje lake lance i
povecéava sklonost ka amiloidogenezi. Kod AL, odnos k / A
lakih lanaca je 1 : 3, dok u fizioloskim uslovima odnos « / A
iznosi 3 : 2. Svi laki lanci VIg su amiloidogeni, ali je AVIg
najéedée udruzen sa amiloidozom .

Klinicke manifestacije primarne amiloidoze su opsti,
nespecifi¢ni simptomi, kao i simptomi i znaci zahvacenosti
pojedinih organa i tkiva. Od opstih simptoma najcesce su
prisutni: zamor (62%), gubitak tezine (52%), purpura (15%) i
bol u kostima (5%). NajceS¢e zahvaceni organi su: bubreg
(81%), srce (55%), nervni sistem (36%) i digestivni sistem
(32%) °. Vise od polovine bolesnika ima depozite amiloida u
misi¢ima, kozi i potkoznom tkivu, $to daje karakteristiCan
izgled bolesnika: makroglosija, periorbitalni edemi, subman-
dibularni depoziti, alopecija, distrofija noktiju, infiltracija
miSica i periartikularnog tkiva ramenog pojasa (,,rameno ja-
stuce®), makulopapulozni ili lihenoidni plakovi koze i potko-
znog tkiva, najcesce u predelu trbuha i ekstremiteta. Purpura
i hematomi koZe posledica su infiltracije amiloidom sitnih
krvnih sudova, kao i inhibicije trombocita i faktora koagula-
cije, najéesce faktora X .

Ukoliko se na osnovu navedenih klini¢kih simptoma
postavi sumnja na amiloidozu, treba je potvrditi biopsijom
tkiva zahvacenog organa pozitivnom na specificno bojenje
Kongo crvenim ®. Najkomfornije je uraditi biopsiju potkoz-
nog masnog tkiva abdomena koja je kod 85% bolesnika sa
primarnom amiloidozom pozitivna na Kongo crveno, ali se
moze uraditi i ciljana biopsija zahvacenog organa (bubreg,
rektum, jetra) . Za odvajanje amiloidoze lakih lanaca od os-
talih tipova amiloidoze, neophodno je uraditi elektroforezu
(EF) sa imunoelektroforezom (IEF) proteina seruma i urina,
kao i biopsiju kostane srzi sa patohistoloskom (PH) i imuno-
histohemijskom (IHH) analizom kojom se utvrduje prisustvo
klonalnih plazma-éelija > " ®. U slu¢aju pozitivnosti jedne od
navedenih dijagnostickih procedura, tj. detekcije klonalne
populacije plazma éelija, potvrduje se AL ®. Sledeéi korak je
diferencijalno — dijagnosticki razdvojiti primarnu amiloidozu
od drugih klonalnih plazma diskrazija, naj¢es¢e multiplog

mijeloma (MM). Dijagnoza MM se postavlja na osnovu jas-
no definisanih glavnih i sporednih kriterijuma, te ukoliko
vrednosti stepena infiltracije koStane srzi plazmocitima, visi-
na M-komponente seruma i urina, odnosno imunoglobulina u
serumu, kao i prisutnost osteolitickih lezija ne zadovoljava
kriterijume za MM, dijagnoza MM se definitivno odbacuje i
potvrduje dijagnoza primarne amiloidoze * '°.

Smatra se da je dijagnoza primarne amiloidoze znatno
¢esca i da se u mnogim slucajevima pogresno dijagnostikuje
kao MM. Ovde ¢emo prikazati ilustrativan slucaj bolesnice
kod koje je najpre postavljena dijagnoza MM, ali je ponov-
nim razmatranjem i dodatnim dijagnostickim procedurama
utvrdena primarna amiloidoza.

Prikaz bolesnika

Bolesnica stara 51 godinu primljena je u Institut za he-
matologiju Klinickog centra Srbije (KCS) pod dijagnozom
multiplog mijeloma radi odluke o modalitetu leCenja. Prve
tegobe bolesnice u vidu otoka lica, trbuha i nogu datiraju od
2001. godine, pet godina pre sadas$njeg prijema. Tadasnjim
nefroloskim, kardioloskim i endokrinoloskim ispitivanjem
nisu razjasnjene tegobe bolesnice. Od 2004. godine tegobe
bolesnice progrediraju u vidu pojacanog zamora i malaksalo-
sti, opadanja kose, pojave krtosti noktiju, promuklosti, a po-
tom i bolova u kostima. Zbog opstipacija, februara 2006. go-
dine ispitivana je gastroenteroloski, kada je ucinjena biopsija
rektuma i PH analizom i bojenjem na Kongo crveno dokaza-
na je amiloidoza rektuma. Dalje ispitivanje nastavljeno je
kod hematologa. U EF i IEF proteina seruma videna je M-
komponenta, a u biopsiji kostane srzi PH i [HH analizom na-
dena je infiltracija koStane srzi sa 20-30% klonalnih plazmo-
cita, izrazito CD38+ i CD138+; medutim, depoziti amiloida
nisu detektovani. PoSto u ostalim biohemijskim analizama
krvi nije bilo odstupanja od fizioloskih vrednosti, a na radio-
grafiji skeleta (kraniogram, cela ki¢ma, grudni kos, karlica,
oba femura i oba humerusa) nisu videne osteolitine prome-
ne, bolesnica je shvacena kao ,,smoldering* MM.

Marta 2006.godine primljena je u Institut za hematolo-
giju, KCS, zbog lecenja. Pri prijemu u objektivnom nalazu
uocavaju se periorbitalni edemi, alopecija i distrofija noktiju
(slika 1), makroglosija, submandibularni infiltrat, ,,rameno
jastuce® (slika 2), masivni potkozni plakovi u predelu trbuha,
bedara i donjih ekstremiteta (slika 3). U ponovljenim nala-

Djuni¢ I, et al. Vojnosanit Pregl 2010; 67(9): 781-785.
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SL. 1 - Distrofija noktiju

|

viyg
.|

Sl. 3 — Masivni potkoZni plakovi donjih ekstremiteta

zima krvne slike i kompletne biohemije krvi vrednosti nisu
odstupale od normalnih, hemoglobin je iznosio 132 g/L, sedi-
mentacija (SE) je iznosila 18 mm/h, ukupni proteini bili su 61
g/L, uocavala se samo blaga hipoalbuminemija od 37 g/L. U
EF proteina seruma uocena je minimalna M komponenta cija

Djuni¢ I, et al. Vojnosanit Pregl 2010; 67(9): 781-785.

je klonalnost dokazana IEF, odnosno detektovana je IgA lam-
bda M-komponenta ¢ija je serumska koncentracija iznosila 4,8
g/L, sa B frakcijom od 14,5% i v frakcijom 7,3%. Elektrofore-
zom i imunoelektroforezom urina detektovani su slobodni
lambda laki lanci sa B frakcijom 56,1% i vy frakcijom 13,0%, a
24 h proteinurija bila je u fizioloskim granicama — 0,05 g/24 h.
Apsolutne vrednosti IgG u serumu iznosile su 5,2 g/L, a [gM
0,35 g/L. Po prijemu u nasu ustanovu ponovljena je i radiogra-
fija skeleta kojom ni ovog puta nisu uocene osteoliticke pro-
mene. Posto kriterijuma za dijagnozu MM nije bilo, a posto-
jala je velika verovatnoca da se radi o primarnoj amiloidozi,
sprovedena su dodatna ispitivanja: radiografija pluca i ehoso-
nografija (EHO) abdomena koji su bili uredni, ali je EHO srca
pokazao nalaz karakteristican za infiltrativnu kardiomiopatiju
(CMP) u sklopu amiloidoze: leva komora debljine 18 mm iz-
menjene strukture miokarda u smislu pojacane ehogenosti i
opalescencije miokarda, septum debljne 20 mm, na trikuspi-
dalnom u$¢u manja regurgitacija, sistolni pritisak u desnoj
komori poveéan 35-40mm. Takode, uradena je iglena biopsija
potkoznog tkiva u predelu abdomena a PH nalaz je pozitivan
na bojenje Kongo crvenim morfoloski i histohemijski odgova-
rao je depozitima amiloida u potkoznom tkivu.

Na osnovu svih sprovedenih dijagnosti¢kih procedura,
postavljena je dijagnoza primarne amiloidoze sa zahvacenos-
¢u srca, creva, misi¢a i potkoznog tkiva. Zbog ehokardio-
grafskog nalaza (debljina zida septuma 18 mm) odustalo se
od leCenja autologom transplantacijom mati¢nih ¢éelija he-
matopoeze (MCH) i zapo&eto je leGenje primenom protokola
IDMD (intermedijarne doze melfalana, 25 mg/m’ D1 + dek-
sametazon, 20 mg D1-D4, u intervalima na 28 dana). Vec
nakon primenjena dva ciklusa trapije, EF i IEF proteina se-
ruma i urina nije se detektovala M-komponenta, a potkozni
infiltrati bili su u znatnoj regresiji. Medutim, nakon cetiri
meseca i Cetiri ciklusa terapije, na ponovljenom EHO snimku
abdomena uocavaju se infiltrati (amiloid) na zidu Zeludca i
mokracne besike (koji na inicijalnom EHO snimku nisu uo-
¢eni), a nakon Sest meseci (Sest ciklusa terapije), zbog kons-
triktivne CMP, doslo je do bilateralne efuzije pleure koje su
zahtevale evakuaciju pleuralnom punkcijom. S obzirom da
su potkozni infiltrati bili znatno manji, kao i da na kontrol-
nom EHO snimku srca nije bilo bitnijih promena, nastavlje-
no je leCenje primenom navedene terapije do ukupno VIII
ciklusa uz diuretsku terapiju. Nakon VIII ciklusa terapije no-
vim EHO pregledom abdomena nisu uoceni infiltrati na zidu
zeluca 1 mokraéne besike, EHO srca je bio i dalje bez zna-
¢ajne dinamike u debljini zida leve komore i septuma, obos-
trani pleuralni izlivi, diskretno manji, perzistirali su (posto
nisu kompromitovali disajnu funkciju, nisu zahtevali evaku-
aciju), kao i potkozni depoziti amiloida neSto manjeg obima
nego inicijalno. Zbog toga je odluceno da se leenje nastavi
manje intenzivnom ,,odrzavaju¢om terapijom (melfalan, 20
mg per o0s, i deksametazon, 20 mg iv D1-D4, na 28 dana),
kojom je postignuta stabilizacija bolesti (potkozni infiltrati i
pleuralni izlivi perzistirali su sve vreme). Bolesnica je sada
na MP protokolu (melfalan, 20 mg, i prednizon, 60 mg D1-
D4, na 28 dana). Od dijagnostike AL do sada proslo je 35
meseci, a kod bolesnice uz primenjeno leCenje nema znakova
progresije bolesti.
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Diskusija

Amiloidoza se moze javiti kao primarni fenomen, odnos-
no primarna amiloidoza, ili udruZzena sa ostalim plazma celij-
skim poremecajima, kao S§to su MGUS (,,monoclonal
gammopathy of undetermined significance*) ili MM. Amiloi-
doza u okviru dijagnoze MM prisutna je kod 10-15% bolesni-
ka sa MM. Kod primarne amiloidoze, svega 18% bolesnika
ima infiltraciju koStane srzi klonalnim plazmocitoma > 20%,

prezivljavanja na svega 18 meseci '*. Medutim, primenom HT
protokola sa IDMD, stopa postizanja kopmletne i parcijalne
remisije (CR i PR) iznosi 54%, a medijana prezivljanja 40 me-
seci, s tim da smrtnost usled terapije (TRM) iznosi 12% "> '°.
Visokodozna terapija melflanom (200 mg/m’) sa potporom
autologih mati¢nih éelija hematopoeze (MCH) kao prva linija
terapije preporucuje se samo bolesnicima koji zadovoljavaju
kriterijume preporu¢ne od strane UKATT (UK Amyloidosis
Treatment Trial) (tabela 2), koje ispunjava oko 50% bolesnika

Tabela 2

Kriterijumi podobnosti za autologu transplantaciju MCH — UKATT "

ECOG status 0-1

NYHA klasa sréane insuficijencije I ili IT
Zahvacenost amiloidozom ne vise od 2 organa
Starost < 65 godina

Klirens kreatinina > 50 mL/min

Bilirubin < 1.5 puta i alkalna fosfataza <2 puta iznad gornje granice normale
Debljina interventrikularnog septuma i zida leve komore < 15 mm na ehosonografiji
Odsustvo klini¢ki znacajne autonomne neuropatije

Odsustvo klini¢ki znacajne gastrointestinalne hemoragije

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group; NYHA: New York Heart Association; MCH — mati¢ne Celije

hematopoeze; UKATT —-UK Amyloidosis Treatment Trial

dok veéina (60%) ima infiltraciju manju od 10% "". Kod nase
bolesnice infiltracija koStane srzi plazmocitima bila je 20-30%
zbog Cega je posumnjano na MM. Elektroforezom i imunoe-
lektroforezom proteina seruma i urina detektuje se M-
komponenta kod oko 90% bolesnika sa primarnom amiloido-
zom, od toga se kod 70% bolesnika detektuju lambda laki lan-
ci, dok se kod bolesnika sa MM detektuju kod oko 20% slu-
&ajeva ''. Nivo M-komponente u serumu i urinu je dijagnosti-
¢ki kriterijum za MM. Kod nase bolesnice u EF i IEF proteina
seruma uocena je minimalna koli¢ina M-komponente IgA
lambda tipa (4,8 g/L) sto je govorilo u prilog klonalnog plaz-
ma celijskog poremecaja, ali ne i MM. EF i IEF proteina urina
kod bolesnice detektovani su slobodni lambda laki lanci koji
se znatno CeS¢e vidaju kod primarne amiloidoze, sa 24-
casovnom proteinurijom u fizioloskim granicama, koja je ta-
kode jedan od dijagnostickih kriterijuma za MM, od svega
0,05 g/24 h. Jedna od glavnih karakteristika MM jesu osteoli-
ticne lezije koje su prisutne kod oko 75% bolesnika, dok ne
predstavljaju karakteristiku primarne amiloidoze '>. Takode,
oko 80% bolesnika sa MM ve¢ na prezentaciji bolesti ima
anemiju koja nije odlika primarne amiloidoze, $to je potvrdeno
i kod nase bolesnice koja je imala normalne vrednosti Hb * .
Ubrzanu sedimentaciju eritrocita imaju skoro svi bolesnici sa
MM, i to vrlo €esto preko 100 mm/h, dok je kod nase bolesni-
ce isnosila 18 mm/h * '*, Kod nase bolesnice, uz navedene la-
boratorijske karakteristike, dokazali smo dijagnosti¢kim pro-
cedurama amiloidozu srca, digestivnog sistema, masivnu in-
filtraciju amiloidom miSica i potkoznog tkiva, ukljucujuci bo-
jenje bioptata potkoznog tkiva na Kongo crveno, na osnovu
Cega je uz navedene laboratorijske i klinicke karakteristike po-
stavljena definitivna dijagnoza primarne amiloidoze.

Medijana prezivljavanja bolesnika sa primarnom amiloi-
dozom bez ledenja iznosi 13 meseci . Leenje standardnim
hemioterapijskim protokolom (HT) MP produzava medijanu

sa primarnom amiloidozom, sa kojom se kompletna remisija
postize u oko 40% lecenih uz medijanu prezivljavanja od 4,9
godina . Uloga autologe transplantacije MCH u relapsu bole-
sti jo§ uvek nije dovoljno proucena. Nedavno su publikovani
ohrabrujué¢i podaci od Wechalekar i sar. '* prema kojima je
primenjen HT CTD (ciklofosfamid, 500 mg per os, 1 x nede-
ljno + talidomid, 200 mg dnevno, kontinuirano, deksametazon
40 mg D1-D4 i D9-D12, na 21 dan), postignut odgovor nivoa
kompletne / parcijalne remisije kod 74% lecenih sa medijanom
prezivljavanja od 41 mesec .

Kod nase bolesnice odlucili smo se za terapiju IDMD, s
obzirom da nije zadovoljavala kriterijme UKATT za terapiju
autologom translantacijom MCH. Sprovedeno je VIII ciklusa
navedene terapije, a potom, zbog odrzavanja depozita amiloida
potkozno, kao i u miokardu, prevedena je na terapiju ,,odrza-
vanja“ naredne dve godine (niskodoznim melfalanom uz dek-
sametazon). Remisija bolesti nije postignuta, ali nije bilo ni
progresije, odnosno dosadasnji odgovor na terapiju odgovara
stabilnoj bolesti. Ova terapija je bez znacajnije toksicnosti, a
prezivljavanje, za sada, iznosi 35 meseci.

Zakljucak

Primarna amiloidoza je oboljenje na koje treba misliti
prilikom susreta sa bolesnikom koji ima nespecifi¢ne opste te-
gobe, disfunkciju organa kao §to su bubreg, srce, digestivni ili
nervni sistem, kao i specificni spoljni izgled (periorbitalni
edem, makroglosija, alopecija, distrofija noktiju, otok ramenog
pojasa), zbog infiltracije potkoznog i misi¢nog tkiva. Kod
sumnje na amiloidozu treba uraditi EF i IEF proteina seruma i
urina, biopsiju kostane srzi, potkoznog tkiva ili zahvacenog
organa. Ranom dijagnostikom ove bolesti izbegla bi se multi-
organska osSte¢enja i omogucila primena agresivnije terapije i
samim tim uticalo na bolje prezivljavanje obolelih.

Djuni¢ I, et al. Vojnosanit Pregl 2010; 67(9): 781-785.
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Jedna zlehuda lekarska sudbina: sanitetski kapetan 2. klase

dr Peri$a Sljivi¢ (1851-1877)

A bad luck of a physician: II class Army Medical Corps Captain

Perisa Sljivi¢ (1851-1877)

Prelistavajuc¢i svoju dokumentaciju, naidoh na jednu koja
me podseti na zlehude sudbine siromasnih srpskih mladi¢a
koji su, inteligentni, a bez materijalnih sredstava, ipak pokusa-
vali da ostvare svoj zivotni ideal i, vrlo ¢esto, muceci se i gla-
dujuéi, to ostvarivali ili ne, ali najcesce placali svojim zdrav-
ljem i Zivotom. Medu njima bilo je i medicinara, pocev od
najpoznatijega medu njima, pesnika Branka Radicevica. Evo
jedne takve sudbine.

Na traganje za ovom li¢no§¢u krenuo sam tokom pisanja
biografija lekara ucesnika srpsko-turskih ratova 1876— 1878,
kada sam u ,,Istoriji srpskog vojnog saniteta®, knjiga II, sv. 1
dr Vladana Pordevica naisao na ovo ime, koje se kasnije ni u
jednom drzavnom Sematizmu niti u bilo kome drugome zva-
ni¢nom dokumentu nije pojavljivalo '.

Arhiv Srbije, iako posebno u sanitetskom domenu pro-
hujalim ratovima i nebrigom dobrim delom devastiran, pruza
solidnu osnovu za istrazivanje srpske medicinske proslosti.
Srecom, pretrazujuci registre i delovodne protokole Sanitet-
skog odeljenja Ministarstva unutrasnjih dela, naiSao sam na fa-
sciklu u kojoj se nalazila dokumentacija o ovome tragi¢cnome
mladome studentu . Evo te price:

Periga Sljivi¢ roden je u uZi¢kom kraju u siromasnoj ze-
mljoradnic¢koj porodici. Posle zavrSene osnovne $kole i nize
gimnazije u UZicu, vise razrede onda Sestogodisnje gimnazije
zavrsio je u Kragujevcu, a potom u Beogradu, u Velikoj skoli,
prvu godinu tehnike. Za vreme studija upoznao je i ozenio se
sa uciteljicom Katarinom, ¢erkom beogradskog dumrukdzije
(carinika) Sretena Blagojevica.

Zeljan znanja, a buduéi odli¢an student, postao je ,,pito-
mac* uzi¢kog vladike Janicija, onda poznatog istoricara i dob-
rotvora, 1 krenuo 1870. god. u Cirih na studije medicine, u
pratnji supruge koja je izabrala filozofiju. Nazalost, usred stu-
dija, marta 1873. umire vladika i PeriSa ostaje bez novca, gla-
dujuci po nekoliko dana, uz malu nov¢anu pomo¢ prijatelja i
tasta. Maja iste godine on se pismom obratio ministru prosvete
Stojanu Novakovi¢u sa molbom ,,da mu se odredi drzavno

LITER

1. Vladan Pordevié. History of the Serbian Military Medical Corps,
knj. I, sv.1, Beograd: 1893; p. 277-8, 282. (Serbian)

2. Ministarstvo  unutrasnjib  dela. Sanitetsko odeljenje, brojevi:

870/73, 1710/73, 139/74, 1704/74, 232/75, 280/75, 467/75,

blagodejanje da ne bi zapocete nauke morao prekidati, pocem
se vise nema(m) otkud izdrzavati“. Odbijen od ministra unut-
ra$njih dela kome je njegova molba prosledena, on se, u oca-
janju, obra¢a Knezu (Milanu), moleéi ga ,,...najuctivije i naj-
pokornije... za potporu...kao ucenik jedan siromasnog stanja“.
Ni od ovoga ne bi nista sve dok narodni poslanici i arhimandrit
iz uzi¢kog kraja nisu zatrazili od ministra ,,da mu se dodeli sti-
pendija zbog siromasnog stanja‘“.

I Peria 1. aprila 1875, posle 2 godine gladovanja, dobi sti-
pendiju posto je prethodno potpisao pod slede¢im uslovima:
,.da ¢u na vreme ispite polagati, da ¢u za 2 godine medicinske
nauke svrSiti i drzavni ispit za to vreme u Bernu poloziti, da ¢u...u
praviteljstvenoj sluzbi onoliko godina koliko sam na strani sa
praviteljstvenim troskom proveo sluziti, da ne¢u lakomislen, neu-
redan ili nevaljao biti, da necu raskosno Ziveti, u dugove uvalji-
vati i drugome se ¢emu osim medicinskim naukama odavati...

Perisa je studije na vreme zavrSio i obavezni Svajcarski
zavr$ni drzavni ispit poloZio u leto 1876, upravo kada je zapo-
¢injao I srpsko-turski rat. Proizveden u ¢in sanitetskog kapeta-
na 2 klase, poslat je u Vrhovnu komandu srpske vojske u Ale-
ksinac, upravo u vreme kada su zapocinjali veliki bojevi u ko-
jima je i on udestvovao: Krevet (16-20. septembar), Veliki Si-
ljegovac (7-11. oktobar) i Punis (17-20. oktobar). Posle ovo-
ga krvavog, a neuspesnog rata, PeriSino se ime gubi iz svih dr-
zavnih izvora: pla¢ajuéi danak svome mukotrpnom Zzivotu i
ratnim naporima u koje je uleteo pravo iz studentske klupe,
umro je od tuberkuloze 14. marta 1877. godine.

Neka ovaj Sturi i tuzan zapis posle 143 godine otrgne od
zaborava ime ovoga mladoga vojnog lekara, koji je zivotom
platio svoju ljubav prema medicini i svoju odanost otadzbini.

Aleksandar S. Nedok
Akademija medicinskih nauka
Srpskog lekarskog drustva
Dzordza VaSingtona 19

11000 Beograd, Srbija

ATURA

866/75, 2246/75, 166/76, 207/76, 1027/76, 1260/76, Arhiv
Stbije, Beograd, F.III, R 141/1876.

3. Ljubinka Tigovievii. Planned elite. Sluzbeni Glasnik; 2003. p.
274. (Serbian)
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Prof. dr
DUSAN JOVANOVIC
pukovnik u penziji
(1953-2010)

Dana 15. avgusta 2010. godine, posle kratke i teske
bolesti, umro je u Beogradu pukovnik u penziji, dr sc med.
Dusan Jovanovi¢, redovni profesor Vojnomedicinske akade-
mije (VMA), jedan od vodecih srpskih farmakologa i toksi-
kologa srednje generacije.

Pukovnik prof. dr Dusan Jovanovi¢ roden je 24. sep-
tembra 1953. godine u Beogradu, gde je ziveo, skolovao se i
1978. diplomirao sa odlicnom ocenom na Medicinskom fa-
kultetu. Odmah po zavrsetku studija, slede¢i put svog oca
Jovana, postao je porucnik i lekar Komande ratnog vazduho-
plovstva u Zemunu. Dalji profesionalni put vodio ga je u
Medicinsko odeljenje Vojnotehnickog instituta (VTI), odakle
pocetkom 1998. godine prelazi u VMA, u novoformirani
Centar za kontrolu trovanja.

U VMA i na Medicinskom fakultetu u Beogradu zavr-
Sio je kompletno naucno i stru¢no usavrsavanje. Od pocetka
Skolovanja izdvajao se kao najbolji u klasi. Godine 1983.
odbranio je magistarski rad, 1989. zavrsio je specijalizaciju
iz klinicke farmakologije, a ve¢ slede¢e godine, odbranom
doktorske disertacije, postao je jedan od najmladih doktora
nauka u VMA iz oblasti toksikologije.

Kao toksikolog i klini¢ki farmakolog bio je jedan od
vodecih istrazivaca u zemlji u ovim oblastima. O tome govo-
re njegovi brojni naucnoistrazivacki radovi, objavljeni u naj-

poznatijim domac¢im i medunarodnim nauc¢nim Casopisima iz
oblasti toksikologije, klinicke farmakologije ili klini¢ke far-
makokinetike, koje su vise od 250 puta citirali drugi autori.
Profesor Jovanovic¢ je kao jedini, prvi autor ili koautor uces-
tvovao u radu brojnih stru¢nih i nau¢nih skupova u zemlji i
inostranstvu, a, izmedu ostalog, bio je prvi autor ili koautor
22 poglavlja u domac¢im knjigama ili struénim priru¢nicima.
Posebno treba istaci ¢injenicu da je profesor Jovanovi¢ jedan
od retkih stru¢njaka iz Srbije ¢iji se radovi pominju i u uve-
noj Martindejlovoj ekstra-farmakopeji.

U mnogobrojnim nauc¢nim i strucnim telima vojnih i ci-
vilnih zdravstvenih, akademskih i regulatornih institucija u
bivSoj SFRJ i Srbiji radio je godinama kao vrhunski ekspert
¢ije su znanje 1 iskustvo bili nezamenljivi. Od 1996-1998.
godine bio je ¢lan Komisije za lekove Saveznog ministarstva
za rad, zdravlje i socijalnu politiku, od 2000. do 2002. godine
¢lan Komisije za pomo¢na lekovita sredstva Saveznog se-
kretarijata za rad, zdravstvo i socijalno staranje, od 2004. go-
dine ¢lan Etickog komiteta Instituta za majku i dete ,,Dr Vu-
kan Cupi¢“ u Beogradu, od 2005. godine spoljni ekspert
Agencije za lekove i medicinska sredstva Srbije (segment
farmakologija i toksikologija), a prosle godine imenovan je i
za eksperta Agencije za lijekove i1 medicinska sredstva Crne
Gore.

U struc¢nim telima VMA obavljao je veci broj najodgo-
vornijih funkcija. Izmedu ostalog, bio je dugogodiSnji pred-
sednik Komisije za lekove VMA (2003—februar, 2010), Sef
Katedre za klini¢ku, analiti¢ku i eksperimentalnu toksikolo-
giju 1 farmakologiju (1999-2003) i zamenik predsednika Na-
stavnonaucnog ve¢a VMA (februar, 2005—decembar, 2006).

Kao covek velike stvaralacke energije ostavio je snazan
pecat i u radu udruzenja toksikologa i farmakologa Srbije.
Bio je osniva¢ i dugogodisnji ¢lan uredniStva ¢asopisa Archi-
ves of Toxicology, Pharmacokinetics and Xenobiotic Meta-
bolism, prvog ¢asopisa takvog profila na nasim prostorima
koji je za kratko vreme izlazenja ostvario znacajnu meduna-
rodnu reputaciju.

Od samih pocetaka svog naucnoistrazivackog rada u
Medicinskom odeljenju VTI, gde je zapamcen kao veliki
entuzijasta, predani radnik, istrajni istraziva¢ i naucnik, do
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Centra za kontrolu trovanja VMA, gde je mnogo godina ra-
dio kao nacelnik, prof. Jovanovi¢ je imao blistavu karijeru
vrhunskog stru¢njaka i nastavnika. Pod njegovim mentors-
tvom ili komentorstvom odbranjene su mnoge magistarske i
doktorske teze u VMA i na Medicinskom fakultetu u Beo-
gradu, a profesor Jovanovi¢ bio je omiljeni predava¢ brojnim
generacijama polaznika Skole rezervnih oficira Sanitetske
sluzbe, kao i polaznicima poslediplomskih studija u VMA.

U svim sredinama u kojima je radio bio je lider u svom
poslu koji je tatno znao kako se zadatak inicira i dovodi do
potpune realizacije. Pri tome je za sve nas istovremeno bio i
autoritet, ali i neko kome se obracamo kada imamo problem.
Cak i onda kada se mnogima od nas ¢inilo da nema resenja,
nepogres$ivo je nalazio pravi put.

Tesko je izdvojiti najvaznije osobine koje su krasile bli-
stav lik profesora Jovanovica. Na prvom mestu trebalo bi re-
¢i da se radi o Coveku briljantne inteligencije, savrSene ek-
speditivnosti i elokventnosti, pedantnosti i organizovanosti
koje su svi prepoznavali i postovali. Kao rukovodioca kara-
kterisala ga je stalna briga o zaposlenima, zelja da svi budu
adekvatno nagradeni i da iz sebe izvuku najbolje.

Pre godinu dana zajedno smo proslavili 45 godina od
osnivanja Klinike za toksikologiju i tada istakli najvaznije
struénjake za formiranje i razvoj Centra za kontrolu trovanja.
Sada bismo ponovo mogli reci da je prof. Jovanovi¢ jedan od
najzasluznijih za njegovo formiranje jer je Centar, upravo
zahvaljujuci njegovoj viziji, upornosti, istrajnosti, proniclji-
vosti i zalaganju ove godine kona¢no i dobio status koji mu
pripada, a to je institucija od nacionalnog znagaja. Zeleli smo
da to zajedno proslavimo, ali sada nam ostaje da svim sna-
gama nastavimo dalje, putem koji je on trasirao i u Cije je
temelje ugradio godine samopregornog rada.

Sa velikom tugom oprastamo se od naSeg profesora,
kolege i prijatelja i, nadasve, divnog ¢oveka. Njegov lik i
delo uvek ¢e nam biti putokaz kako treba da se odnosimo
prema radu, prema struci, nauci, bolesnom ¢oveku, saradni-
cima i kolegama.

Neka je vecna slava i hvala pukovniku prof. dr Dusanu
Jovanovicu!

prof. dr Slavica Vuéinié
Nacelnik Klinike za ugentnu i klini¢ku toksikologiju, VMA
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Tagna?

ERRATUM

Suncanje ili zdravlje — izaberite sami
Lidija Kandolf Sekulovié¢

Vojnosanit Pregl 2010; 67(8): 613-5.

Jedno od objasnjenja moze se na¢i u dokazanom dejstvu UV zracenja, i to vidljivog i infracrvenog dela spektra na pop-
ravljanje raspoloZenja, i njegovog koris¢enja u leCenju depresije i sezonskog afektivnog poremecaja u severnim regija-
ma sa malom insolacijom. Ovi efekti, povezuju se sa uticajem UV zracenja na produkciju melatonina, serotonina i ka-
teholamina, mada se tadan mehanizam dejstva jo§ uvek ne zna °.

Erratum in: Vojnosanit Pregl 2010; 67(9): 789.

Jedno od objasnjenja moze se naéi u dokazanom dejstvu suncevog zracenja, i to vidljivog i infracrvenog dela spektra
na popravljanje raspolozenja, i njegovog kori$éenja u leCenju depresije i sezonskog afektivnog poremecaja u severnim
regijama sa malom insolacijom. Ovi efekti, povezuju se sa uticajem sunéevog zra€enja na produkciju melatonina, se-
rotonina i kateholamina, mada se tadan mehanizam dejstva jo§ uvek ne zna °.
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UPUTSTVO AUTORIMA

Vojnosanitetski pregled (VSP) objavljuje radove koji ranije nisu nig-
de publikovani, niti predati za publikovanje redosledom koji odreduje
uredivacki odbor. Uz rad, na posebnom listu, treba dostaviti: izjavu da
rad do sada nije (ili je delimicno) objavljen ili prihvaéen za Stampu u
drugom casopisu; potpise svih koautora; ime, taénu adresu, brojeve tele-
fona (fiksne, mobilne, faks), e-mail adresu, kao i kopiju dokaza o pret-
plati na Casopis za sve autore (i koautore). Za objavljene radove VSP
zadrzava autorsko pravo.

Radove slati na adresu: Vojnosanitetski pregled Vojnomedicinska aka-
demija, Institut za nau¢ne informacije, Crnotravska 17, 11040 Beograd.

U VSP-u se objavljuju uvodnici, originalni ¢lanci, prethodna ili
kratka saopstenja, revijski radovi tipa opsteg pregleda, aktuelne teme
ili metaanalize, kazuistika, Clanci iz istorije medicine, li¢ni stavovi,
naruceni komentari, pisma uredniStvu, izvestaji sa naucnih i stru¢nih
skupova, prikazi knjiga, referati iz naucne i strucne literature i drugi
prilozi.

Radove tipa opsteg pregleda Urednistvo ¢e prihvatati samo ukoliko
autori navodenjem najmanje 5 autocitata potvrde da su eksperti u oblasti
o kojoj pisu.

Radovi se objavljuju na srpskom ili engleskom jeziku sa apstraktima
na srpskom i engleskom, za radove tipa originalnih ¢lanaka, prethodnih
ili kratkih saopstenja, metaanalize i kazuistike. Odabrani ¢lanci objav-
ljuju se u celini na engleskom jeziku sa apstraktom na srpskom.

Rukopis se piSe pomoéu IBM-PC kompatibilnog raCunara, sa prore-
dom 1,5. Stampa se na laserskom ili nekom drugom visokokvalitetnom
Stampacu, uredno i bez ispravki, na Cistoj beloj hartiji formata A4, sa le-
vom marginom od 4 em. Koristiti font veli¢ine 12, a nacelno izbegavati
upotrebu bold i italic slova, koja su rezervisana za podnaslove. Origi-
nalni ¢lanci, opsti pregledi i metaanalize ne smeju prelaziti 16 stranica
(sa prilozima); aktuelne teme — osam, kazuistika — Sest, prethodna saop-
Stenja — pet, a pisma uredniku, izvestaji sa skupova i prikazi knjiga — dve
stranice.

U celom radu obavezno je kori§¢enje medunarodnog sistema mera
(SI) 1 standardnih medunarodno prihvacenih termina.

Radove (tekst i graficke priloge) treba slati na disketi (CD) i Stampa-
ne u tri primerka (original i dve kopije). Autori kona¢nu verziju rukopisa
i priloga prihvacenih za publikovanje predaju u jednom Stampanom pri-
merku i na disketi od 3,5" (o¢iS¢enoj od ,,virusa®) ili na kompakt disku.
Za obradu teksta koristiti program Word for Windows verzije 97, 2000,
XP ili 2003, a samo izuzetno i neki drugi. Za izradu grafickih priloga
koristiti standardne graficke programe za Windows, pozeljno iz pro-
gramskog paketa Microsoft Office (Excel, Word Graph). Kod kom-
pjuterske izrade grafika izbegavati upotrebu boja i sencenja pozadine.

Prispeli radovi kao anonimni podlezu uredivackoj obradi i recenziji
najmanje dva urednika/recenzenta. Primedbe i sugestije uredni-
ka/recenzenata dostavljaju se autoru radi kona¢nog oblikovanja. Otisak
Clanka Salje se prvom autoru na korekturu, koji treba vratiti u roku od
pet dana. Rukopisi radova prihvacenih za Stampu ne vracaju se autoru.

Priprema rada

Delovi rada su: naslovna strana, apstrakt sa kljuénim refima,
tekst i literatura.

1. Naslovna strana

a) Naslov treba da bude kratak, jasan i informativan i da odgovara
sadrzaju rada. Podnaslove treba izbegavati.

b) Ispisuju se puna imena i prezimena autora.

c) Navode se puni nazivi ustanove i organizacijske jedinice u kojima
je rad obavljen i mesta u kojima se ustanove nalaze, sa jasnim obeleza-
vanjem odakle je autor, koriste¢i standardne znake za fus-note.

2. Apstrakt i kljucne reci

Na drugoj stranici nalazi se strukturisani apstrakt sa naslovom rada.
Kratkim reenicama na srpskom i engleskom jeziku iznosi se uvod i cilj
rada, osnovne procedure - metode (izbor ispitanika ili laboratorijskih zi-
votinja; metode posmatranja i analize), glavni nalazi - rezultati (kon-
kretni podaci i njihova statisti¢ka znac¢ajnost) i glavni zaklju¢ak. Nagla-
siti nove i znacCajne aspekte studije ili zapazanja. Strukturisani apstrakt
(250 reci) ima podnaslove: uvod/cilj, metode, rezultati i zakljucak. Za
apstrakte na engleskom dozvoljeno je i do 450 reci. Strukturisani aps-
trakt je obavezan za metaanalize (istog obima kao i za originalne ¢lanke)
i kazuistiku (do 150 reci, sa podnaslovima uvod, prikaz slucaja i zaklju-
cak). Ispod apstrakta, pod podnaslovom ,,Klju¢ne re¢i“ predloziti 3—10
klju¢nih reci ili kratkih izraza koji oslikavaju sadrzinu ¢lanka.

3. Tekst ¢lanka

Tekst sadrzi sledeca poglavlja: uvod, metode, rezultate i diskusiju.
Zaklju¢ak moze da bude posebno poglavlje ili se iznosi u poslednjem

pasusu diskusije. U uvodu ponovo napisati naslov rada, bez navodenja
autora. Navesti hipotezu (ukoliko je ima) i ciljeve rada. Ukratko izneti
razloge za studiju ili posmatranje. Navesti samo strogo relevantne po-
datke iz literature i ne iznositi opSirna razmatranja o predmetu rada, kao
ni podatke ili zakljucke iz rada o kome se izvestava.

Metode. Jasno opisati izbor metoda posmatranja ili eksperimentnih
metoda (ispitanici ili eksperimentne zivotinje, ukljucuju¢i kontrolne).
Identifikovati metode, aparaturu (ime i adresa proizvodaca u zagradi) i
proceduru, dovoljno detaljno da se drugim autorima omogu¢i reproduk-
cija rezultata. Navesti podatke iz literature za uhodane metode, ukljucu-
juci 1 statisticke. Ta¢no identifikovati sve primenjene lekove i hemika-
lije, ukljucujuéi genericko ime, doze i naCine davanja. Za ispitivanja na
ljudima i zivotinjama navesti saglasnost etickog komiteta.

Rezultate prikazati logickim redosledom u tekstu, tabelama i ilustra-
cijama. U tekstu naglasiti ili sumirati samo znacajna zapazanja.

U diskusiji naglasiti nove i znacajne aspekte studije i izvedene zak-
ljucke. Posmatranja dovesti u vezu sa drugim relevantnim studijama, u
nacelu iz poslednje tri godine, a samo izuzetno i starijim. Povezati zak-
ljucke sa ciljevima rada, ali izbegavati nesumnjive tvrdnje i one zakljuc-
ke koje podaci iz rada ne podrzavaju u potpunosti.

Literatura

Literatura se u radu citira kao superskript, a popisuje rednim broje-
vima pod kojima se citat pojavljuje u tekstu. Navode se svi autori, ali
ako broj prelazi Sest, navodi se prvih Sest i dodajeet
al. Svi podaci o citiranoj literaturi moraju biti t a ¢ n i . Literatura se u
celini citira na engleskom jeziku, a iza naslova se navodi jezik ¢lanka u
zagradi. Ne prihvata se citiranje apstrakata, sekundarnih publikacija,
usmenih saopstenja, neobjavljenih radova, sluzbenih i poverljivih do-
kumenata. Radovi koji su prihvaceni za Stampu, ali jo§ nisu objavljeni,
navode se uz dodatak ,,u Stampi*“. Rukopisi koji su predati, ali jo§ nisu
prihvaceni za Stampu, u tekstu se citiraju kao ,,neobjavljeni podaci“ (u
zagradi). Podaci sa Inferneta citiraju se uz navodenje datuma.

Primeri oblika referenci:

Durovi¢ BM. Endothelial trauma in the surgery of cataract. Vojno-
sanit Pregl 2004; 61(5): 491-7. (Serbian)

Balint B. From the haemotherapy to the haemomodulation. Beo-
grad: Zavod za udzbenike i nastavna sredstva; 2001. (Serbian)

Miladenovi¢ T, Kandolf L, Mijuskovi¢ ZP. Lasers in dermatology. In:
Karadagli¢ D, editor. Dermatology. Beograd: Vojnoizdavacki zavod &
Verzal Press; 2000. p. 1437-49. (Serbian)

Christensen S, Oppacher F. An analysis of Koza's computational ef-
fort statistic for genetic programming. In: Foster J4, Lutton E, Miller J,
Ryan C, Tettamanzi AG, editors. Genetic programming. EuroGP 2002:
Proceedings of the Sth European Conference on Genetic Programming;
2002 Apr 3-5; Kinsdale, Ireland. Berlin: Springer; 2002. p. 182-91.

Abood S. Quality improvement initiative in nursing homes: the
ANA acts in an advisory role. Am J Nurs [serial on the Internet]. 2002
Jun [cited 2002 Aug 12]; 102(6): [about 3 p.]. Available from:
http://www.nursingworld.org/AJN/2002/june/ Wawatch.htm

Tabele

Sve tabele Stampaju se sa proredom 1,5 na posebnom listu hartije.
Obelezavaju se arapskim brojevima, redosledom pojavljivanja, u des-
nom uglu (Tabela 1), a svakoj se daje kratak naslov. Objasnjenja se daju
u fus-noti, ne u zaglavlju. Za fus-notu koristiti slede¢e simbole ovim re-
dosledom: *, ¥, 1, §, ||, ¥, **, T+, ... . Svaka tabela mora da se pomene u
tekstu. Ako se koriste tudi podaci, obavezno ih navesti kao i svaki drugi
podatak iz literature.

Ilustracije

Slikama se zovu svi oblici grafickih priloga i predaju se u tri primer-
ka i na disketi (CD). Fotografije treba da budu ostre, na glatkom i sjaj-
nom papiru, do formata dopisnice. Slova, brojevi i simboli treba da su
jasni i ujednaceni, a dovoljne veliine da prilikom umanjivanja budu ¢i-
tljivi. Na svakoj slici treba na poledini, tankom grafitnom olovkom, oz-
naciti broj slike, ime prvog autora i gornji kraj slike. Slike treba obeleziti
brojevima, onim redom kojim se navode u tekstu (SL 1; SI. 2 itd.). Uko-
liko je slika ve¢ negde objavljena, obavezno citirati izvor.

Legende za ilustracije pisati na posebnom listu hartije, koriste¢i arap-
ske brojeve. Ukoliko se koriste simboli, strelice, brojevi ili slova za ob-
jasnjavanje pojedinog dela ilustracije, svaki pojedinacno treba objasniti
u legendi. Za fotomikrografije navesti unutrasnju skalu i metod bojenja.

Skraéenice i simboli

Koristiti samo standardne skracenice, izuzev u naslovu i apstraktu.
Pun naziv sa skra¢enicom u zagradi treba dati kod prvog pominjanja u
tekstu.

Detaljno uputstvo moZe se dobiti u redakciji ili na sajtu:
www.vma.mod.gov.rs/vsp/download/uputstvo_za_autore.pdf.
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INSTRUCTIONS TO AUTHORS

Vojnosanitetski pregled (VSP) publishes only previously neither pub-
lished nor submitted papers in any other journals in the order determined
by the Editorial Board. The following should be enclosed with the
manuscript: a statement that the paper has not been submitted or ac-
cepted for publication elsewhere; a consent signed by all the authors that
the paper could be submitted; the name, exact address, phone number,
and e-mail address of the first author and co-authors. VSP reserves all
copyrights.

Papers should be sent to: Military Medical Academy, Institute for Sci-
entific Information, Crnotravska 17, 11040 Belgrade, Serbia & Monte-
negro, for ”Editorial Board of VSP.

VSP publishes: editorials, original articles, short communica-
tions, reviews/meta-analyses, case reports, from the medical his-
tory (general or military), personal views, invited comments, letters to
the editor, reports from scientific meetings, book reviews, extensive
abstracts of interesting articles from foreign language journals, and
other contributions. Papers are published in Serbian or English with
abstracts in both languages, and the selected ones fully in English for
original artic les, short communications, meta-analyses and case re-
ports.

General review papers type will be accepted by the Editorial Board
only if the authors prove themselves as the experts in the fields they
write on by citing not less than 5 self-citations.

Papers should be written on IBM-compatible PC, using 12 pt font,
and double spacing, and printed on the laser, or other high-quality
printer without any corrections, on white bond paper ISO A4
(212%297 mm) with at least 4 cm left margin. Bold and italic letters
should be avoided. Observational and experimental articles, reviews
and meta-analyses, should not exceed 16 pages (including tables and
illustrations); case reports — 6; short communications — 5; letters to the
Editor, reports on scientific meetings and book reviews — 2.

All measurements should be reported in the metric system in
terms of the International System of Units (SI). Standard, interna-
tionally accepted terms should be used. Papers should be submitted
on a diskette (CD) in triplicate (original and two copies).

Authors are requested to submit the final version of manuscript
approved for publishing with tables and illustrations on a 3.5" virus
free diskette or a CD. MS Word for Windows (97, 2000, XP, 2003) is
recommended for word processing; other programs are to be used only
exceptionally. Illustrations should be made using standard Windows
programs. Avoid the use of colors in graphs.

Papers are reviewed anonymously by at least two editors and/or in-
vited reviewers. Remarks and suggestions are sent to the author for final
composition. Galley proofs are sent to the first author for corrections
that should be returned within 5 days. Manuscripts accepted for publica-
tion are not being returned.

Preparation of manuscript

Parts of the manuscript are: Title page; Abstract with key words;
Text; References.

1. Title page

a) The title should be concise but informative. Subheadings should be
avoided;

b) full name of each author;

¢) name and place of department(s) and institution(s) of affiliation,
clearly marked by standard footnote signs.

2. Abstract and key words

The second page should carry a structured abstract with the title for
original articles, metanalyses and case reports. The abstract should state
the purposes of the study or investigation, basic procedures (selection of
study subjects or laboratory animals; observational and analytical meth-
ods), main findings (giving specific data and their statistical signifi-
cance, if possible), and the principal conclusions. It should emphasize
new and important aspects of the study or observations. Struc -
tured abstract should contain typical subtitles: background/aim,
methods, results and conclusion. The abstract for metaanalyses and obr-
ginal papers should have up to 450 words, and up to 150 words for case
reports (with subtitles background, case report, conclusion). Below the
abstract authors should provide, and identify as such, 3—10 key words or
short phrases that will assist indexers in cross-indexing the article and
will be published with the abstract.

3. Text

The text of original articles is divided into sections with the headings:
Introduction, Methods, Results, and Discussion. Long articles may
need subheadings within some sections to clarify their content.

In the Introduction repeat the title of the article, excluding the names
of authors. State the purpose of the article and summarize the rationale
for the study or observation. Give only strictly pertinent references and
do not include data or conclusions from the work being reported.

Methods. Describe your selection of the observational or experimental
subjects (patients or experimental animals, including controls) clearly. Iden-
tify the methods, apparatus (manufacturer's name and address in parenthe-
ses), and procedures in sufficient detail to allow other workers to reproduce
the results. Give references to established methods, including statistical
methods. Identify precisely all drugs and chemicals used, with generic
name(s), dose(s), and route(s) of administration. State the approvement of the
Ethnics Committe for the tests in humans and enimals.

Results should be presented in logical sequence in the text, tables and
illustrations. Emphasize or summarize only important observations.

Discussion is to emphasize the new and important aspects of the study and
the conclusions that result from them. Relate the observations to other rele-
vant studies. Link the conclusions with the goals of the study, but avoid un-
qualified statements and conclusions not completely supported by your data.

References

References should be superscripted and numbered consecutively in the
order in which they are first mentioned in the text. The references must
be verified by the author(s) against the original document. List all
authors, but if the number exceeds 6, give 6 followed by et al. Do not
use abstracts, secondary publications, oral communications, unpublished
papers, official and classified documents. References to papers accepted
but not yet published should be designated as ”in press”. Information
from manuscripts not yet accepted should be cited in the text as unpub-
lished observations®. References are cited according to the International
Committee of Medical Journal Editors. Uniform Requirements for Ma-
nuscripts Submitted to Biomedical Journals. Ann Intern Med 1997; 126:
36—47. Updated October 2001.

Examples of references:

Jurhar-Paviova M, Petlichkovski A, TrajkovD, Efinska-Mladenovska O,
Arsov T, Strezova A, et al. Influence of the elevated ambient temperature
on immunoglobulin G and immunoglobulin G subclasses in sera of
Wistar rats. Vojnosanit Pregl 2003; 60(6): 657-612.

DiMaio VJ. Forensic Pathology. 2nd ed. Boca Raton: CRC Press; 2001.

Blinder MA. Anemia and Transfusion Therapy. In: Ahya NS, Flood K, Para-
njothi S, editors. The Washington Manual of Medical Therapeutics, 30th
edition. Boston: Lippincot, Williams and Wilkins; 2001. p. 413-428.

Christensen S, Oppacher F. An analysis of Koza's computational effort
statistic for genetic programming. In: Foster JA, Lutton E, Miller J,
Ryan C, Tettamanzi AG, editors. Genetic programming. EuroGP 2002:
Proceedings of the Sth European Conference on Genetic Programming;
2002 Apr 3-5; Kinsdale, Ireland. Berlin: Springer; 2002. p. 182-91.

Abood S. Quality improvement initiative in nursing homes: the ANA
acts in an advisory role. Am J Nurs [serial on the Internet]. 2002 Jun
[cited 2002 Aug 12]; 102(6): [about 3 p.]. Available from:
http://www.nursingworld.org/AJN/2002/june/ Wawatch.htm

Tables

Type each table double-spaced on a separate sheet. Number tables
consecutively in the order of their first citation in the text in the upper
right corner (Table 1) and supply a brief title for each. Place explanatory
matter in footnotes, using the following symbols, in this sequence: *, t,
5H& 1,9, **, 11, ... . Each table has to be mentioned in the text. If you
use data from another source, acknowledge fully.

Lllustrations

Figures are submitted in triplicate, and for the final version also on
diskette/CD. Photos should be sharp, glossy black and white photo-
graphic prints, not larger than 203 x 254 mm. Letters, numbers, and
symbols should be clear and even throughout and of sufficient size that
when reduced for publication, each item will still be legible. Each figure
should have a label on its back indicating the number of the figure,
author's name, and top of the figure. If a figure has been published, ac-
knowledge the original source.

Legends for illustrations are typed on a separate page, with arabic nu-
merals corresponding to the illustrations. Identify and explain each one
clearly in the legend symbols, arrows, numbers, or letters used to iden-
tify parts of the illustrations. Explain the internal scale and identify the
method of staining in photomicrographs.

Abbreviations and symbols

Use only standard abbreviations. Avoid abbreviations in the title and
abstracts. The full term for which an abbreviation stands should precede
its first use in the text.

Detailed  Instructions are available at the web site:
www.vma.mod.gov.rs/vsp/download/instructions_to_authors.pdf.
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