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POVZETEK

V zadnjem Casu je bilo opravljenih veC raziskav, kjer so ugotavljali in spremljali
obseznost okvare osrednjega Zivéevia (OZ) z doloanjem koncentracije
biokemi€nega oznacevalca S100B proteina v likvorju in serumu. Vecina S100B
proteina se nahaja v astrocitih OZ in se po njihovi poskodbi ali propadu sproséa v
likvor in preko poskodovane krvno-mozganske pregrade (KMP) prehaja v kri.
Vecje koncentracije nakazujejo obseznejSo okvaro ter so v povezavi s slabSim
izidom po mozganski okvari zaradi razlicnih vzrokov.

Namen naSe raziskave je bil ugotoviti, ali obstaja razlika v koncentraciji S100B
proteina v serumu in likvorju bolnikov z bakterijskim meningitisom (BM) in virusnim
meningitisom ter ali ima doloCanje koncentracije S100B proteina dodaten
diferencialno diagnosti¢ni pomen.

V prospektivno raziskavo smo vkljugili 30 preiskovancev z izkljuéeno okuzbo OZ
(kontrolna skupina, KO), 35 bolnikov s klopnim meningoencefalitisom (KME) in 25
bolnikov z bakterijskim meningitisom.

Najvec€jo koncentracijo S100B proteina smo izmerili v likvorju bolnikov z BM
(srednja koncentracija 4,21 ug/L), nizjo pri bolnikih s KME (srednja koncentracija
1,35 upg/L) in najnizjo pri kontrolni skupini (srednja koncentracija 0,85 pg/L). Pri
vseh bolnikih z BM je bila likvorska koncentracija S100B proteina vecja od mejne
vrednosti 1,50 pg/L. Ta vrednost je bila presezena tudi pri 37 % bolnikov s KME in
10 % preiskovancev v kontrolni skupini. Najve¢jo koncentracijo S100B proteina v
likvorju smo nasli pri bolnikih z BM, ki so imeli tezZji potek bolezni z motnjo zavesti
in pri bolnikih s KME, ki so imeli tezji potek bolezni s sliko meningoencefalitisa. Pri
bolnikih z okuzbo OZ koncentracije S100B proteina v likvorju, ki so nizje od 1,60
ug/L s 100 % zanesljivostjo izkljuSujejo bakterijsko okuzbo OZ.

Koncentracije S100B proteina v likvorju so se statisticho pomembno razlikovale
med vsemi tremi skupinami (KME/KO p < 0,001; BM/KO p < 0,001; BM/KME p <
0,001). Pri bolnikih s KME smo dokazali, da se koncentracija S100B proteina v
likvorju povecuje s starostjo bolnikov (p = 0,01). Pri bolnikih z BM smo ugotovili, da
je bila pove€ana koncentracija S100B proteina v likvorju v sorazmerju s povecano

koncentracijo beljakovin v likvorju (p = 0,025). Pri kontrolni skupini povecana



koncentracija S100B proteina v likvorju ni bila v sorazmerju z vi$jo starostjo, ne z
laboratorijskimi parametri, ki smo jih v raziskavi dolocali.

Srednja koncentracija S100B proteina v serumu bolnikov z BM je bila 0,15 pg/L.
Bolniki s KME in preiskovanci v kontrolni skupini so imeli enako srednjo
koncentracijo S100B proteina v serumu (0,07 ug/L). Mejna koncentracija v serumu
(0,15 pg/L) je bila presezena pri 48 % bolnikov z BM, pri 20 % bolnikov s KME in
pri 10 % preiskovancev v kontrolni skupini. Med kontrolno skupino in KME ni bilo
statisticno pomembne razlike v koncentraciji S100B proteina v serumu (p = 0,572),
medtem ko smo dokazali statistitno pomembno razliko med kontrolno skupino in
BM skupino (p = 0,001) ter KME in BM skupino (p = 0,003).

Povec€ana koncentracija S100B proteina v likvorju ni bila v sorazmerju s pove¢ano
koncentracijo S100B proteina v serumu pri nobeni skupini (KO: p = 0,756; KME:
p = 0,309; BM: p = 0,309).

Koncentracije S100B proteina v likvorju nam lahko sluzi kot napovedni dejavnik
tezjega poteka bakterijskega in virusnega meningitisa ter v nejasnih primerih tudi
kot dodatni laboratorijski kriterij za razlikovanje bakterijskega meningitisa od

virusnega meningitisa.



ABSTRACT

In recent years, there have been numerous studies establishing and monitoring
the existence of brain damage based on determining the S100B protein
biochemical marker in cerebrospinal fluid (CSF) and serum. In the central nervous
system the S100B protein is most abundant in astrocytes and after brain damage
it is released in CSF and then it passes into systemic circulation in the areas of
blood-brain barrier impairment. High levels of S100B have been considered as a
biomarker that could indicate damage or dysfunction of the central nervous
system.

The purpose of our research was to determine a difference in the S100B protein
level in serum and CSF of patients with bacterial and viral meningitis and to
establish whether S100B protein concentration is of additional importance for
differential diagnosis.

In the prospective study 3 study groups were included: a control group (CG) of 30
patients with no central nervous system infection, a group of 35 patients with tick-
borne encephalitis (TBE) and a group of 25 patients with bacterial meningitis (BM).
Median values of the S100B protein in CSF were 4.21 ug/L for the bacterial
meningitis group, 1.35 pg/L for tick-borne encephalitis group and 0.85 pg/L for
control group. With all patients with BM the CSF S100B concentration was above
cut off value of 1.50 pg/L. 37 % patients with TBE and 10 % patients in the control
group had CSF S100B concentration above the cut off value, too. The highest
CSF S100B concentration was found in patients with BM and neurological
complications and in patients with TBE and meningoencephalitis. With patients
having the infection of central nervous system and the S100B protein in
cerebrospinal fluid lower than 1.60 ug/L s, bacterial infection can be excluded with
100% certainty.

Statistically significant differences in CSF S100B concentration were found
between all three groups (TBE/CG p < 0.001; BM/CG p < 0.001; BM/TBE p
<0.001). Concentration of the S100B protein in CSF increased with age in patients
with TBE (p = 0.01). Increased concentration of S100B protein was in correlation

with the increased CSF protein concentration in patients with BM. In the control



group increased, CSF S100B concentration was not in correlation with age and
routine laboratory parameters.

Median concentration of the S100B protein in the serum of patients with BM was
0.15 ug/L. Patients in the control group had the same median concentration of
serum S100B protein than the patients in the TBE group (0.07 ug/L). 48 % patients
in the BM group, 20 % patients in the TBE group and 10 % patients in the control
group had the serum S100B concentration above the cut off value 0.15 pug/L.
There were significant differences between the CG and BM group (p = 0.001) and
TBE and BM group (p = 0.003) in serum S100B concentration, but there was no
significant difference between the CG and TBE group in S100B concentration in
serum (p = 0.527).

Increased S100B concentration was not in correlation with increased serum
S100B concentration in none of our research groups (CG: p = 0.756; TBE: p =
0.309; BM: p = 0.309).

The CSF S100B concentration can be used as a biochemical marker to predict
more severe form of bacterial and viral meningitis and also as an additional
laboratory criterion to distinguish bacterial meningitis from viral meningitis when

other results are indecisive.



Boznar Ali¢, E. Pomen dolo¢anja S100B proteina v diferencialni diagnostiki bakterijskega in virusnega meningitisa
Magistrska naloga, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo

1. UVOD

Diagnostika okuZzb osrednjega Ziv&evja (OZ) je lahko dolgotrajen postopek, saj je za
zanesljivo diagnozo potrebna osamitev bakterij iz likvorja ali krvi, ob znadcilnih
biokemicnih in citoloskih spremembah likvorja. Kljub Stevilnim preiskavam, ki so na
voljo, je etiologija pogosto nepojasnjena in diagnoza kakor tudi prognoza bolezni

vprasljiva.

V zadnjem Casu je vse vecC raziskav, ki ugotavljajo in spremljajo obseznost okvare
OZ z dologanjem koncentracije biokemiénega oznadevalca S100B proteina v
likvorju in serumu. Veéina S100B proteina je v astrocitih OZ in se po njihovi
poskodbi ali propadu sprod€a v likvor in preko poSkodovane krvno-mozganske
pregrade (KMP) prehaja v kri. VecCje koncentracije nakazujejo hujSo stopnjo in
vecji obseg okvare ter so v povezavi s slabSim izidom po mozganski okvari zaradi
razli¢nih vzrokov.

V najve€ opravljenih raziskavah so ugotavljali spremembe koncentracije S100B
proteina pri ishemiCni okvari mozganov zaradi srénega zastoja in po poskodbah
glave. Raziskav, v katerih bi ugotavljali vlogo, dinamiko in diferencialno

diagnosti¢no vrednost S100B proteina pri okuzbah OZ pa je malo.

1.1. S100B PROTEIN

S100B protein pripada veliki skupini S100 proteinov, ki ima najmanj 25
predstavnikov in je najveCja skupina "EF-hand" (vijaCnica-zanka-vijaCnica)
signalnih proteinov pri ¢loveku (1, 2, 3, 4). Prvi protein iz te skupine je izoliral B. W.
Moore leta 1965 iz citoplazme glia celic govejih mozganov (5) in ga zaradi 100-
odstotne topnosti v raztopini amonijevega sulfata pri nevtralnem pH, poimenoval
S100 protein (100 % soluble) (5).
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S100 proteini z visoko afiniteto vezejo kalcij in so razli€no izrazeni v razli¢nih
vrstah celic in tkiv, kjer opravljajo specificne naloge (4, 6, 7, 8, 9,10). S100 proteini
so majhni kisli vodotopni proteini z molsko maso od 10 do 12 kDa. Obstajajo v treh
razlinih dimernih izoformah: S100A, (aa, homodimer iz dveh a podenot), S100A
(aB, heterodimer iz a in B podenote) in S100B (BB, homodimer iz dveh B podenot).
S100 proteini imajo homologno strukturo kot kalmodulin in troponin C in so
udelezeni v uravnavanje Stevilnih od kalcija odvisnih znotrajcelicnih aktivnosti, kot
so: fosforilacija beljakovin, aktivacija encimov, rast in diferenciacija tkiv, dinamika
sestave celicnega skeleta, organizacije strukture celicne membrane, znotraj
celicna homeostaza kalcija, vnetje in zaSCita pred oksidativho posSkodbo celic.
Nekateri od S100 proteinov se sproscajo in izloCajo tudi v zunajceliCni prostor in

kazejo trofiCne ali Skodljive u€inke, odvisno od koncentracije (1, 4, 11, 12, 13).

Slika 1: Kristalna struktura S100B proteina

S100B protein je BB-homodimer z molsko maso 21 kDa, njegov gen se nahaja na
dalj8i rogici 21 kromosoma (21g22.3). Veze Ca?*, Cu** in Zn* in je strukturno
podoben kalmodulinu, troponinu C in parvalbuminu, ki prav tako vezejo Ca* ione
(4, 14).

V visokih koncentracijah se nahaja predvsem v tkivih ziv€nega sistema, kjer
predstavlja najvedji, 90 % delez vseh S100 proteinov v OZ in je desetletja veljal

za protein, specifi¢en le za Zivéni sistem (13). V Zivénem sistemu je S100B
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proteina najveC v celicah glie: astrocitih, ependimalnih celicah, ologodendrocitih,
mikro celicah glie in Schwannovih celicah (4, 15, 16, 17), prisoten pa je tudi v
ostalih vrstah Ziv€énih celic. KasnejSe raziskave so pokazale, da S100B protein ni
omejen le na ziv¢ni sistem (3). V tkivih, ki niso ziv€nega izvora, je v niZjih
koncentracijah in le v dolo€enih vrstah celic: melanocitih, Langerhansovih celicah,
hondrocitih, zvezdastih folikularnih celicah adenohipofize, satelitskih celicah
adrenalne Zleze, Laydigovih celicah, interdigitalnih retikulumskih celicah in celicah
zaloZznega tkiva (3, 4, 9, 15). S100B protein se presnavlja in izlo¢a preko ledvic in
ima razpolovno dobo do 60 minut (3, 7).

S100B protein, ki je znotraj celic v citoplazmi, je v povezavi s Stevilnimi
znotrajceliCnimi tarénimi beljakovinami in sodeluje pri izgradnji komponent
celicnega skeleta (mikrotubolov, glialnega fibrilarnega kislega proteina in
vimentina) (16). Z vplivom na na$tete beljakovine sodeluje pri inhibiciji fosforilacije
beljakovin, inhibiciji izgradnje celiCnega skeleta, stimulaciji encimske aktivnosti ter
interakciji z razli€nimi transkripcijskimi faktor;ji (3, 6, 17, 18).

Poleg znotrajceliCne regulacije opravlja svojo nalogo tudi kot sekretorna
beljakovina v zunajcelicnem prostoru, kjer deluje kot citokin in posreduje
medsebojne vplive med celicami glie ter celicami glie in nevroni (3, 10). Uginki
S100B proteina v zunajcelicnem prostoru so odvisni od njegove koncentracije. V
fizioloSkih nanomolarnih koncentracijah pospeSuje rast nevritov in prezivetje
nevronov. V vecjih mikromolarnih koncentracijah ima nasproten, nevrotoksi¢en
ucinek (4, 15, 17, 18). Povzro€a apoptozo nevronov, spodbuja nastanek vnetnih
citokinov, interlevkina 1P, interlevkina 6 in faktorja tumorske nekroze (TNF-a) ter z
vhetnim stresom povezanih encimov, kot je sintaza duSikovega oksida. Ta
katalizira nastanek dusikovega oksida (NO), ki prav tako povzro¢a celicno smrt —
apoptozo (3, 4, 8, 10, 16, 18, 19).
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1.1.1. Koncentracija S100B proteina pri preiskovancih brez bolezni

osrednjega ziv€evja

Zaradi zgoraj nastetih lastnosti se S100B protein vse bolj uveljavlja kot pokazatelj
poskodbe mozganov in veliko je raziskav, v katerih so na podlagi doloCanja
koncentracije S100B proteina v serumu in likvorju ugotavljali in spremljali
obseznost okvare OZ pri razli¢nih bolezenskih stanjih: mozganski kapi, multipli
sklerozi (20), srénem zastoju (21, 22), akutni poSkodbi mozganov (18, 23, 24),
subarahnoidalni krvavitvi (25), melanomu (24), Creutzfeldt-Jakobovi bolezni (27) in
okuzbah OZ (7, 20, 28, 29, 30, 31).

Koncentracije S100B proteina so v likvorju precej vecje kot v serumu. Vecina (99
%) proteina v likvorju je intratekalnega izvora, vir so celice glie, predvsem astrociti.
Dinamika S100B proteina v likvorju se zato razlikuje od dinamike beljakovin
krvnega izvora. Vecje koncentracije v likvorju povzroCajo tok v smeri krvi, pri
beljakovinah krvnega izvora pa je pot nasprotna, iz krvi v likvor. Povpre¢na
koncentracija S100B proteina v likvorju znasa 1,5 pg/L, normalno razmerje med
likvorjem in serumom znasa 18 : 1. Koncentracije S100B proteina v
ventrikularnem likvorju (5,3 pg/L) v primerjavi z lumbalnim likvorjem so vecje
(razmerje 3,5:1). Vzrok je v razli¢nih lokalnih gradientih in razliéni zgradbi tkiv, Ki

so v stiku s temi prostori (33).

V vecini opravljenih raziskav so bile izmerjene koncentracije S100B proteina v
likvorju pri odraslih preiskovancih brez bolezni OZ nad 0,55 ug/L in so se gibale do
6,5 pg/L (20, 31, 34, 35). Koncentracije s starostjo naras€ajo pri obeh spolih,
vendar pri zenskah manj izrazito kot pri moskih (36, 37). Podatki o razlikah v
koncentraciji S100B proteina v likvorju med moskimi in Zzenskami so si nasprotni.
V eni od raziskav so ugotovili, da so koncentracije S100B proteina pri moskih
vecCje kot pri Zenskah (36), medtem ko v drugi raziskavi niso ugotovili razlik v

koncentraciji S100B proteina v likvorju med spoloma (37).

Koncentracije S100B proteina v serumu so nizje kot v likvorju. Posamezni

proizvajalci reagentnih kompletov podajajo mejno vrednost 0,15 ug/L. V podatkih
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iz literature so navedene podobne ali nizje vrednosti (13, 22, 24, 35, 38). Z 10- do
100-krat vecjimi koncentracijami izstopa le raziskava, kjer so koncentracijo S100B
proteina dolocali z rdioimunsko metodo (RIA) (34).

Razlike v koncentraciji serumskega S100B proteina med spoloma niso bile
dokazane (39, 40). Ugotovili pa so, da se koncentracija S100B proteina v serumu
s starostjo zmanjSuje (40). Za razliko od likvorja, kjer se koncentracije vec€ajo s
starostjo, so bile najveCje serumske koncentracije ugotovljene pri novorojencih,
otrocih in odraslih do 20. leta. Po 20. letu starost ne vpliva ve€ na koncentracije
S100B proteina v serumu (40).

Koncentracije S100B proteina v serumu se razlikujejo pri razlicnih rasah.
Kavkazijska rasa ima nizje vrednosti, kot so bile doloCene pri Azijcih in ¢rncih.
Vzrok za razliko je razlicna barva koze, ki je povezana s Stevilom melanocitov v
kozi (41).

1.1.2. Koncentracije S100B proteina pri bolnikih z meningitisom

Pri bakterijskihn in virusnih okuzbah OZ pride do razliénih patofizioloskih
sprememb, ki so vzrok poveCane koncentracije S100B proteina v likvorju in
serumu. Predvsem pri bakterijskih meningitisih so lokalni vnetni procesi, sistemska
vnetna reakcija ter nastanek oksidativhega stresa vzrok za spros$¢anje S100B
proteina iz poSkodovanih astrocitov (30, 31). Pri nizkih nanomolarnih
koncentracijah je uCinek S100B proteina koristen, na drugi strani pa vecje
mikromolarne koncentracije, ki so posledica poskodbe celic glie ter reakcije
astrocitov na poSkodbo (reaktivna astroglioza), Se dodatno poskodujejo ZivCevje
(4, 15,17, 18, 30).

Pri preiskovancih z bakterijskim in virusnim meningitisom so bile v ve¢ raziskavah
tako pri odraslih kot otrocih dolo¢ene povecane koncentracije S100B proteina v
likvorju (20, 28, 29, 30, 31, 32). Najvecje koncentracije so bile izmerjene pri tistih,
ki so imeli hujsi potek bolezni (32), pridruzen meningoencefalitis (28, 29) ali so

imeli nevrolo$ke zaplete (28, 30).
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Bolniki z bakterijskim meningitisom, ki so imeli ve&jo koncentracijo S100B proteina
v likvorju, so imeli tudi vecjo koncentracijo levkocitov in beljakovin v likvorju, vecjo
koncentracije CRP v krvi (31) ter hkrati nizjo koncentracijo glukoze v likvorju (7,
28, 29, 31, 32). Povezava med vecjo koncentracijo Lc-levkocitov in Lc-S100B
proteina je kazalec izrazitejSega vnetja in lahko hujSega poteka bolezni, teZja
oblika okuzbe pa je v povezavi z vecjim tveganjem za nastanek nevroloskih
posledic (29).

Pri spremljanju dinamike koncentracij S100B proteina v likvorju in serumu, pri
bolnikih z bakterijskim meningitisom, so ugotovili pove€ane koncentracije v likvorju
na zacCetku bolezni pri vseh bolnikih in pri tretjini v serumu. Do zmanjSanja
likvorskih in serumskih koncentracij S100B proteina je priSlo Ze pri drugem
vzor€enju (mediani dan drugega vzor€enja je bil 2. dan), ko je Ze bilo uvedeno
ustrezno antibioticno zdravljenje, hkrati se je izboljSalo tudi klini€no stanje
bolnikov. Kliniéno stanje bolnikov so ocenjevali z Glasgowsko koma lestvico (ob
sprejemu, 1. In 4. bolniSni¢ni dan ter ob odpustu) in Glasgowsko lestvico izhoda
bolezni (ob odpustu in tri mesece po odpustu). Pri nadaljnjih vzorenjih so se
koncentracije tako v likvorju kot v serumu 8e zmanjSevale. Spremljanje
koncentracije pri posameznih bolnikih lahko prispeva k oceni resnosti stanja

bolezni in spremljanju uspesnosti zdravljenja (31).

Poleg povecanih koncentracij S100B proteina v likvorju so pri bakterijskem
meningitisu poveCane koncentracije tudi v serumu. Med poskodbo mozganskih
celic del spros€enega S100B proteina lahko prehaja tudi v sistemski krvni obtok,
tudi zaradi okvare KMP (3).

Vecina preiskovancev z bakterijskim meningitisom ima pove¢ano koncentracijo Lc-
S100B proteina, medtem ko se delez tistih s pove€animi koncentracijami v serumu
giblje od 36 do 73 % (7, 31). Vecje koncentracije S100B proteina v serumu so bile
izmerjene pri bolnikih z osamitvijo bakterij iz likvorja in pri bolnikih z nevroloSkimi
zapleti (30).

Pri virusnih meningitisih je vnetje manj izrazito in sproS€a se manj vnetnih
oznacevalcev in poSkodba mozganskih celic je obiajno manjSa. Zato je tudi

koncentracija S100B proteina tako v likvorju kot serumu obi¢ajno manjsa. Izjema
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so le virusni meningitisi s tezjim potekom, kot je encefalitis. Pri bolnikih z HSV
(herpes simlex virus) encefalitisom so koncentracije S100B proteina lahko zelo
visoke in lahko presezejo vrednosti, ki jih dobimo pri bolnikih pri bakterijskim
meningitisom (28, 31).

1.2. VNETJE OSREDNJEGA ZIVCEVJA

Meningitis je vnetje mozganskih ovojnic, ki ga lahko povzroCajo virusi, bakterije,
glive in razliéni zajedavci. Vnetje v subarahnoidalnem prostoru in drazenje
mozganskih ovojnic se kaze s znacilnimi klini€nimi simptomi in znaki. Gnojni
meningitis je bakterijski meningitis, ki ga povzroc€ajo piogene bakterije, medtem ko
so lahko povzrocitelji seroznega meningitisa bakterije, virusi, glive in prazivali. Pri
bakterijskih meningitisih je potek bolezni obicajno tezji in so redkejsi, medtem ko
S0 serozni meningitisi pogostejsi in potekajo v blazji obliki (42).

Vnetje mozganskih ovojnic pri bakterijskem meningitisu lahko povzro€ajo tudi
piogene bakterije, ki vdrejo v mozganske ovojnice in izzovejo nevtrofilni celiCni
odgovor. Bolezen je akutna in smrtno nevarna. Kaze se z vro€ino, glavobolom in
bruhanjem. Zgodaj se lahko pojavi motnja zavesti in zmedenost. Potek bolezni je
hiter in bolniki so hudo prizadeti. Smrtnost je Se vedno dokaj visoka (5—10 % pri
otrocih in 3 do 40 % pri odraslih), pri ozdravelih pa lahko pusti hude nevrolosSke
okvare (30, 42, 43, 44).

Bakterijski meningitisi se pojavljajo v vseh starostnih skupinah. Pogostejsi so pri
otrocih od 1. do 4. leta starosti in pri starejSih osebah. Bolezen je pogostejSa pri
moskih (42, 45).

Najpogostejsi povzroditelji so Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis in
Streptococcus pneumoniae, vendar se pogostost razlikuje glede na starostno
obdobje in okolje (42 ,45 , 46, 47, 48, 49).

V razvitih drZzavah, kjer so uvedli obvezno cepljenje otrok proti H. influenzae, sta

najpogostejSa povzrocitelja v tem obdobju Neisseria meningitidis in Streptococcus
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pneumoniae. Prav tako sta ti dve bakterii najpogostejSa povzrocitelja
bakterijskega meningitisa tudi med 18. in 50. letom. Po 50. letu starosti je
pnevmokok pogostejSi od meningokoka, povzrocCitelji so lahko tudi Listeria
monocytogenes in drugi aerobni po Gramu negativni bacili. Po nevrokirurdkih
operacijah je najpogostejSi povzrocitelj meningitisa Staphylococcus aureus (42,
45, 46, 47).

Klopni meningoencefalitis je virusna okuzba OZ in je v Sloveniji endemiéna.
Povzrocitelj je virus klopnega meningoencefalitisa. To je arbovirus, ki pripada
druzini Flaviviridae. Virus prenasa klop Ixodes ricinus, okuzbo Sirijo vse razvojne
stopnje: larve, nimfe in odrasle Zivali. Bolezen se pojavlja sezonsko, od maja do
oktobra in je vezana na bioloSko aktivnost klopov. Najve¢ obolelih je starih od 20
do 39 let. Moski obolevajo pogosteje kot Zenske. Okuzba lahko poteka brez
znacilnih klininih znakov, kot lahka vroCinska bolezen ali pa z znaki vnetja
mozganskih ovojnic, mozganov in hrbtenjaCe. Znacilna bolezen poteka v dveh
fazah. Po prvi fazi, ki se kaze kot neznacilna vro€inska bolezen, sledi prosto
obdobje in nato druga faza bolezni, ki poteka kot meningitis, meningoencefalitis in
meningoencefalomielitis (42, 48, 50). 1-2 % odraslih bolnikov, okuzenih z virusom
KME, umre. 4-46 % bolnikov ima po bolezni posledice v obliki pogostih
glavobolov, psihi¢nih motenj, prizadetosti mozZzganskih Zivcev ter parez in atrofij

prizadetih misi¢nih skupin (51).

1.3. LABORATORIJSKA DIAGNOSTIKA OKUZB OSREDNJEGA ZIVCEVJA

Pri vseh bolnikih s sumom na okuzbo OZ je trebno opraviti lumbalno punkcijo.
Rezultati analiz likvorja imajo kljuen pomen za biokemicno potrditev vnetja ter so
lahko odloc€ilni za razlikovanje med bakterijskim in virusnim meningitisom ter
uvedbo zacCetnega protimikrobnega zdravljenja (52). Ucinkovitost zdravljenja
okuzb OZ je odvisna od izbire antibiotika ter od &asa, ki je pretekel od zadetka

bolezni do zaCetka zdravljenja.
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Kljuéni segmenti laboratorijske diagnostike so: ustrezen Cas vzorCenja likvorja;
hiter transport v laboratorij pod optimalnimi pogoji; ustrezen izbor laboratorijskih
preiskav in analiza vzorca v najkrajSem moznem Casu (46, 53).

Osnovna laboratorijska diagnostika okuzbe OZ obsega osnovne citoloske,
biokemicne in bakterioloSke preiskave. Za hitro opredelitev bolezni in odloCitev o
antibioticnem zdravljenje v vecini primerov zadostuje Stevilo in diferenciacija
likvorskih levkocitov, koncentracija beljakovin in glukoze v likvorju, bakterioloSki
sediment likvorja in hitri aglutinacijski test na najpogostejSe bakterijske
povzroCitelie. V  nekaterih  raziskavah so  ugotovil, da se s
kombinacijo veC obicajnih Ilaboratorijskin preiskav povecCujeta diagnosti¢na
specificnost in obcutljivost (54).

Dokon¢na diagnoza temelji na osamitvi bakterij iz likvorja, na seroloskih
preiskavah in/ali na molekularno genetskih preiskavah. Za vse pa je postopek
preiskave precej daljsi.

Laboratorijski kriteriji, ki kazejo na bakterijsko okuzbo mozganskih ovojnic, so:
povecéana koncentracija levkocitov v likvorju (nad 1000 x 10°/L) s prevladovanjem
nevtrofilnih granulocitov (nad 60 %); pove€ana koncentracija likvorskih beljakovin;
zmanjSana koncentracija likvorske glukoze; zmanjSano razmerje koncentracije
glukoze med likvorjem in serumom; povecCana koncentracija CRP in povecano
Stevilo levkocitov v periferni krvi (42, 55, 56, 57).

Za razliko od bakterijskega meningitisa pri virusnem meningitisu koncentracija
levkocitov obigajno ne preseZe 1000 x 10%/L. Koncentracija glukoze je normalna;
koncentracija beljakovin je normalna ali zmerno pove€ana, vendar so
koncentracije praviloma nizZje kot pri bakterijskem meningitisu. V prvem obdobju
imamo lahko v krvni sliki levkopenijo, v drugem obdobju pa tudi nevtrofilno
levkocitozo (42, 50, 58).
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2. NAMEN DELA IN PREDSTAVITEV HIPOTEZ

S100B protein se v visokih koncentracijah nahaja v celicah OZ. Zaradi specifi¢ne
lokalizacije in zaradi nizke molekulske mase lahko prehaja krvno-mozgansko
pregrado in je pri razliénih okuzbah OZ biokemiéni oznadevalec poskodb
mozganskih celic. Ve€je koncentracije nakazujejo hujSo stopnjo in vecji obseg
okvare. Povezane so tudi s slabsim izhodom moZganske okvare. V mejnih
primerih, kjer na osnovi biokemi¢nih preiskav ne moremo jasno lociti bakterijskega
in virusnega meningitisa, bi lahko koncentracijo S100B proteina uporabili kot
dodatni diferencialno diagnosti¢ni parameter pri razlikovanju bakterijskega od
virusnega meningitisa. S pomocjo koncentracije S100B proteina bi lahko

napovedali tudi potek in izid bolezni.

Namen nase raziskave je bil, da z dolocitvijo koncentracije S100B proteina v
serumu in likvorju pri preiskovancih z izkljuéeno okuzbo OZ, pri bolnikih z virusnim
meningitisom in pri bolnikih z bakterijskim meningitisom ugotovimo, ali obstajajo

razlike v koncentracijah S100B proteina med skupinami.

Nase domneve so:
1. da se koncentracije S100B proteina v likvorju zaradi razlicne stopnje poskodbe

mozganskih celic med skupinami razlikujejo.

2. da bodo koncentracije zelo majhne pri preiskovancih z izkljuéeno okuzbo OZ,
veCje bodo pri bolnikih z virusnim meningitisom in najveCje pri bolnikih z
bakterijskim meningitisom. Pri¢akujemo, da bodo koncentracije S100B proteina pri
obeh skupinah z okuzbo OZ statistiéno znadilno veé&je od skupine z izkljuéeno
okuzbo OZ. Domnevamo tudi, da bodo koncentracije S100B proteina statistiéno
znacilno vecje pri bolnikih z bakterijskim meningitisom v primerjavi z bolniki z

virusnim meningitisom.
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3. da bodo imeli bolniki s pove€ano koncentracijo S100B proteina v likvorju tudi
sorazmerno povecCane koncentracije S100B proteina v serumu, saj mu nizka
molekulska masa omogoCa enostavno prehajanje krvno-mozganske pregrade in

prehajanje iz likvorja v kri.

4. da bodo imeli bolniki s poveano koncentracijo S100B proteina v likvorju
sorazmerno povecano koncentracijo levkocitov v likvorju in krvi, beljakovin v
likvorju, CRP v serumu in sorazmerno zmanjSano koncentracijo glukoze v likvorju.
Za diagnostiko okuzb OZ se obiajno izvaja nabor osnovnih laboratorijskih
preiskav v likvorju in krvi (Likvor (Lc)-koncentracija levkocitov, Lc-koncentracija
beljakovin, Lc-koncentracija glukoze, Kri (K)-levkociti, serum (S)-CRP), ki kazejo
na vnetno dogajanje v OZ in rezultati teh preiskav so v povezavi z vrsto

povzrocitelja okuzbe.

11
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3. PREISKOVANCI, MATERIALI IN METODE

3.1. PREISKOVANCI

Komisija za medicinsko etiko pri Ministrstvu za zdravje je 12. 2. 2008 izdala
soglasje za opravljanje raziskave.

V prospektivno raziskavo so bili vklju€eni bolniki, ki so bili sprejeti v bolniSnico
zaradi suma na okuzbo OZ in bolniki, pri katerih je do okuzbe pri$lo sekundarno
ob neki drugi primarni bolezni. Glede na to, ali je bila okuzba kasneje dokazana in
glede na vrsto povzrocitelja okuzbe, smo bolnike razdelili v tri skupine.

Pri vseh bolnikih smo opravili laboratorijske preiskave, ki se obi€ajno dolocajo pri
bolnikih s sumom na okuzbo OZ: koncentracijo levkocitov v likvorju, koncentracijo
beljakovin v likvorju, koncentracijo glukoze v likvorju in serumu ter koncentracijo
levkocitov in koncentracijo CRP v krvi.

o Kontrolna skupina:

V prvo skupino smo vkljugili preiskovance, ki so bili zaradi suma na okuzbo OZ
obravnavani v enodnevni bolniSnici Klinike za infekcijske bolezni in vroCinska
stanja. Rezultati osnovnih likvorskih preiskav so bili v okviru orientacijskih
referencnih vrednosti za odrasle (negativna likvorska punkcija): Lc-levkociti < 5 x
10°/L, koncentracija beljakovin od 0,15 do 0,45 g/L in koncentracija glukoze od 2,5
do 3,9 mmol/L. Tudi delovanje krvno-likvorske bariere je bilo glede na starost
posameznika normalno (kolicnik albumina (Qap) v obmodju orientacijskih
referen¢nih vrednosti).

o Bolniki s klopnim meningoencefalitisom:

V drugo skupino smo vklju€ili bolnike, ki so bili obravnavani v urgentni ambulanti,
enodnevni bolnisnici ali bolniSni€nih oddelkih Klinike za infekcijske bolezni in
vroCinska stanja. Bolniki so imeli serolosko potrjeno diagnozo okuzbe z virusom
KME.

12
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o Bolniki z bakterijskim meningitisom:

V tretjo skupino smo vkljugili bolnike, ki so imeli bakterijsko okuZbo OZ. Diagnoza
je temeljila na osamitvi bakterij iz vzorca likvorja ali pa so bili vklju€eni na podlagi
citolodkih in biokemi¢nih znacilnosti likvorja, ki z 99 % verjetnostjo potrjujejo
bakterijsko okuzbo OZ. Ti kriteriji so: $teviléna koncentracija levkocitov v likvorju
nad 2000 x 10°/L, &teviléna koncentracija nevtrofilnih granulocitov v likvorju nad
1180 x 10°L, koncentracija glukoze v likvorju pod 1,9 mmol/L, razmerje
koncentracije glukoze med likvorjem in serumom pod 0,23 in koncentracija
beljakovin v likvorju, vecCja od 2,2 g/L (56). Na podlagi osamitve bakterij iz vzorca
likvorja smo vkljuCili 18 bolnikov. Sedem bolnikov smo vklju€ili na podlagi

izpolnjevanja zgoraj nastetih citoloSkih in biokemicnih kriterijev.

3.2. VZORCI

Vzorci likvorjev in krvi niso bili odvzeti v raziskovalne namene, saj smo
koncentracijo S100B proteina dolocali poleg ostalih zahtevanih laboratorijskih

preiskav, ki se izvajajo pri obravnavi preiskovancev s sumom na okuzbo OZ.
3.2.1. Likvor

Vzorci likvorja so bili zaradi suma na okuzbo OZ bolnikom odvzeti ob sprejemu v
bolniSnico bodisi v urgentni ambulanti, enodnevni bolniSnici ali na bolniSni€nem
oddelku. Vzorci so bili odvzeti pri sterilnih pogojih, po predpisanem postopku
lumbalne punkcije. Vzorci likvorja so bili odvzeti v predpisane prozorne, plasti¢ne,
koni¢ne epruvete z navojem, namenjene za vzorCenje likvorja (proizvajalec
Greiner). Po odvzemu so se vzorci ¢im prej prenesli v laboratorij, kjer smo opravili
osnovne citoloSke in biokemi¢ne preiskave likvorja. Nato smo vzorec likvorja
centrifugirali 5 minut pri 2500 vrtljajih/minuto. 0,5 mL centrifugata smo odpipetirali
v plastiéno alikvotirno epruveto, oznacili s podatki o preiskovancu in datumom

odvzema. Vzorce likvorja smo nato zamrznili in do analize hranili pri — 20 °C.
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3.2.2. Kri

Vzorce krvi za hematoloSke in biokemicne preiskave smo odvzeli isti dan, kot je
bila opravljena lumbalna punkcija. Vzorce za hematoloSke preiskave smo odvzeli v
epruvete za vakuumski odvzem krvi z dodanim antikoagulantom K3;EDTA
(proizvajalec Laboratorijska tehnika Burnik, Slovenija). Vzorce za biokemi¢ne
preiskave smo odvzeli v vakuumske epruvete brez antikoagulanta z dodatkom
aktivatorja koagulacije (proizvajalec Laboratorijska tehnika Burnik, Slovenija).

Kri z dodatkom antikoagulanta smo brez predhodne priprave uporabili za
doloCanje osnovnih hematoloskih preiskav (hemogram in diferencialna krvna
slika), analize so bile opravljene v ¢asu dveh ur po odvzemu.

Vzorce krvi za biokemi¢ne preiskave smo najprej centrifugirali 10 minut pri 3000
vrtljajih/minuto in v serumu opravili biokemi¢ne preiskave, nato smo 0,5 mL
seruma odpipetirali v alikvotirno epruveto, zamasili, oznacili in do analize hranili pri
- 20 °C.

3.2. ANALIZNE METODE

3.3.1. Dolocanje koncentracije S100B proteina v serumu in likvorju

DoloCanje koncentracije S100B proteina smo opravili v S$tirih serijah v Stirih
razlicnih dneh z avtomatizirano kemiluminiscenéno metodo. Uporabili smo
kvantitativni luminometri€ni imunski test za in vitro dolo¢anje koncentracije S100B
proteina na avtomatiziran nacin na analizatorju Liaison® (DiaSorin S.p.A.,
Saluggia, ltaly). Pred analizo prve serije vzorcev smo izvedli kalibracijo in pri vsaki

seriji analizirali nizek in visok nivo kontrolnega vzorca.

Princip metode:
Trdno fazo v analizni metodi predstavljajo paramagnetni delci, prekriti z dvema
vrstama miSjih monoklonskih protiteles, usmerjenim proti beljakovinskim

antigenom na molekuli S100B proteina. Sekundarna monoklonska detekcijska

14



Boznar Ali¢, E. Pomen dolo¢anja S100B proteina v diferencialni diagnostiki bakterijskega in virusnega meningitisa
Magistrska naloga, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo

protitelesa so oznaCena z derivatom izoluminola in so namenjena detekciji in
vrednotenju koli¢ine S100B proteina v vzorcih. Med prvo inkubacijo pride do
vezave S100B proteina v vzorcu s protitelesi, vezanimi na paramagnetne delce.
Nevezane snovi odstranimo s spiranjem. V drugi inkubaciji se sekundarna
protitelesa vezejo na molekule S100B proteina, ki se je v prvi fazi vezal na
paramagnetne delce. Nevezane snovi odstranimo s spiranjem. Z dodatkom
alkalne raztopine vodikovega peroksida in katalizatorja oksidiramo izoluminol
vezan na sekundarna protitelesa, ki pri tem emitira svetlobo valovne dolzine 425
nm. V luminometru izmerimo intenziteto emitirane svetlobe v RLU (relative light

units), ki je direktno sorazmerna s koncentracijo S100B proteina v vzorcu.

Reagenti, kalibratorji, kontrole:
Vsi reagenti so iz kompletov LIAISON Starter-Kit (kat. §t. 319.102), LIAISON S100
(kat. &t. 314.701) in (low/high; kat.§t. 319.117) proizvajalca BYK-SANGTEC
Diagnostica:

e suspenzija primarnih anti-S100B protiteles, vezanih na magnetne delce

e oznacevalec: raztopina sekundarnih protiteles (anti-S100B monoklonalna

protitelesa, oznacena z izoluminolom)

e pufer

e kalibrator 1 — low

e Kkalibrator 2 — high

e raztopina za redCenje

¢ alkalna raztopina vodikovega peroksida

o katalizatorska raztopina

Kalibracija:

Osnovna kalibracijska krivulja je predhodno names¢ena v analizatorju in jo poda
proizvajalec reagentov. S ponovno kalibracijo smo prilagodili kalibracijsko krivuljo
nasim pogojem dela. Ponovno kalibracijo smo izvedli z dvema kalibratorjema, ki ju
dobimo v posebnem kompletu (LIAISON Sangtec 100 Cal).
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Postopek:

Priprava reagentov:. integral z reagenti smo pazljivo premesali in postavili v
pokonc€en polozaj. Odstranili smo zascitno folijo in se prepricali, da v raztopinah ni
zraCnih mehurCkov in ga vlozili v analizator. Ob tem se je zaCelo meSanje
suspenzije v prvi posodici. Suspenzija se mora pred priCetkom dela mesati vsaj 30
minut.

Priprava vzorcev: NajmanjSa koli€ina vzorca, potrebna za preiskavo je 400 pL,
mrtvi volumen vzorca je 300 pL. Vzorce pacientov in kontrolne vzorce smo
postavili v stojala in vstavili v analizator. Linearnost metode je do 30 ug/L, zato
smo vzorce z vecjo koncentracijo redcili 10-krat, 100-krat ali 1000-krat. RedCenje
je bilo avtomatizirano, raztopina za redcCenje je bila v integralu, v rezultatu je bil
faktor redCenja Ze upostevan.

Postopek pipetiranja vzorcev, reagentov in kontrolnih vzorcev je avtomatiziran in

predhodno programiran na analitazorju (preglednica 1).

Preglednica 1: Shema izvedbe postopka analize na analizatorju Liasion.

vzorec, kalibrator, kontrola 100 pL
susp .magnetnih delcev 20 uL
pufer 100 pL
inkubacija, nato spiranje 10 minut
oznacevalec 200 pL
inkubacija, nato spiranje 10 minut
merjenje 3s

Merilno obmocje metode je med 0,02 ug/L in 30,0 pg/L, meja detekcije je 0,02
Mg/L. Koeficient variacije rezultatov v seriji je manjSi od 6,4 % in med serijami

manjsi od 10,7 %.
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3.3.2. Dolo¢anje koncentracije levkocitov v likvorju

Princip:
Levkocite v likvorju vitalno obarvamo s kislo raztopino fenolnega fuksina v
razmerju 10 + 1 (kar pomeni red€enje 10/11) ter jih prestejemo in diferenciramo v

Fuchs-Rosenthalovi komori ob uporabi svetlobnega mikroskopa.

Reagenti:
e Raztopina fenolnega fuksina: lekarna UKC po recepturi.

¢ FizioloSka raztopina (9 g/L NaCl): lekarna UKC po recepturi.

Postopek:

V plasti€no epruveto smo pipetirali 20 yL raztopine fenolnega fuksina in 200 pL
dobro premeSanega vzorca likvorja. Epruveto smo mes8ali 5 do 10 minut na
valitnem meSalcu, da so se levkociti obarvali, nato smo napolnili Fuchs-
Rosenthalovo komoro. Pocakali smo, da so se celice sesedle na dno komore, nato
smo levkocite presteli na celotni povrSini komore in hkrati diferencirali na
nevtrofilne granulocite, limfocite in monocite. Ce je bila $teviléna koncentracija
levkocitov zelo velika, smo presteli celice na 1/16 povrSine komore (16 kvadratkov
oz. 1 vrstica) ali na 1/256 povrsSine komore (1 kvadratek.) PreSteli smo najmanj tri
vrstice oz. kvadratke, izraCunali srednjo vrednost ter dobljeno Stevilo pomnozili s
16 0z. z 256. Ob zelo veliki Steviléni koncentraciji levkocitov smo likvor redcili s
fizioloSko raztopino v razmerju 1 : 10 (100 pL likvorja in 900 uL fizioloSke
raztopine) ali 1 : 100 (10 pL likvorja in 990 uL fizioloSke raztopine) in v izraCunu

uposStevali razredcCitev.
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3.3.3. Dolo€anje koncentracije beljakovin v likvorju

Princip:
Beljakovine (albumini in globulini) reagirajo v alkalnem mediju NaOH/Na;EDTA z
benzetonijevim kloridom. V reakciji nastalo motnost, ki je sorazmerna koncentraciji

beljakovin v vzorcu, merimo spektrofotometri¢no.

Reagenti:
e Raztopina NaOH/NazEDTA: 0,5 mol/L NaOH v 33 mmol/L Na,EDTA; 20 g
NaOH in 12,3 g Na,EDTA raztopi v 1000 mL destilirane vode.
e Raztopina benzetonijevega klorida: 2,0 g benzetonijevega klorida raztopimo
v 1000 mL destilirane vode.
e Kontrolna raztopina: RANDOX CSF KONTROL, kataloska Stevilka:
CF1501.

Reagente in standarde hranimo v hladilniku pri 2-8 °C.

Postopek:

Priprava vzorca: Ce je bil vzorec krvav, moten ali so bili v njem eritrociti, smo ga
predhodno centrifugirali 10 minut pri 1500 g (2000 obratov na minuto).

Postopek pipetiranja vzorcev, standardne raztopine in reagentov je opisan v

preglednici 2.

Preglednica 2: Shema pipetiranja pri postopku dolo¢anja koncentracije beljakovin

v likvorju.
STANDARD VZOREC
Standardna raztopina 0,1 mL -
Vzorec - 0,1 mL
NaOH/Na;EDTA 4,0 mL 4,0 mL
Benzetonijev klorid 1,0 mL 1,0 mL
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Vsebino epruvet smo dobro premesali, inkubirali na sobni temperaturi in izmerili
absorbanco po 10 minutah pri valovni dolzini 450 nm na spektrofotometru UV-

mini (Shimadzu). Za slepo smo uporabili destilirano vodo.

3.3.4. Dolo€aje koncentracije glukoze v likvorju

Princip:
Encim glukoza-oksidaza oksidira glukozo v glukonsko kislino, pri ¢emer nastaja
vodikov peroksid. Ta ob prisotnosti peroksidaze oksidira brezbarven kromogen v

rde€e-vijoli¢ni kininimim, katerega absorbanco merimo spektrofotometri¢no.

Glukoza + O, + H,Q —dukerokddana - ) konska kislina + H20-

2H,0, + 4-aminofenazon + fenol —&r%<%2 5 kinonimin + 4H,0

Reagenti:
Reagentni komplet GLUCOSE (GLUC-PAP) (Randox), kataloSka Stevilka GL
2614:
e R1: fosfatni pufer 50 mmol/L, pH 7,0
MOPS pufer 50 mmol/L, pH 7,0
fenol 11 mmol/L
4-aminofenazon 0,77 mmol/L
Glukoza oksidaza = 1,5 kU/L
peroksidaza = 1,5 kU/L
e CAL. Standard : glucose 5,5 mmol/L

Reagente in standarde hranimo v hladilniku pri 2—-8 °C.

o O O O O

Postopek:

Priprava vzorca: vzorce smo centrifugirali 10 minut pri 1500 g (3000 obratov na
minuto), za nadaljnjo analizo smo uporabili supernatant.

Reagent za dolo€anje koncentracije glukoze smo predhodno inkubirali 10 minut pri
37 °C.
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Postopek pipetiranja vzorcev, slepe raztopine, standardne raztopine in reagentov

je opisan v preglednici 3.

Preglednica 3: Shema postopka pipetiranja pri dolo¢anju koncentracije glukoze v

likvorju.
SLEPA STANDARD VZOREC
Standardna raztopina - 20 uL -
Vzorec - - 20 pL
Glukozni reagent 2,0 mL 2,0 mL 2,0 mL

Epruvete smo dobro premesali in inkubirali 10 minut pri 37 °C. Absorbanco smo

izmerili pri valovni dolzini 500 nm na spektrofotometru UV-mini (Shimadzu).

3.3.5. Doloc€anje koncentracije levkocitov v krvi

Princip:

Na hematoloSkem analizatorju COULTER HmX poteka Stetje krvnih celic
avtomati¢no z elektricnim nac¢inom detekcije, uporabljata se t. i. Coulterjev princip.
To je elektronska metoda za Stetje in merjenje delcev, ki poteka na principu
zaznavanja in merjenja sprememb elektricnega toka, ko delci (celice, ki so slabi
prevodniki) v prevodni teko€ini potujejo skozi majhno odprtino v Stevni kapilari.
Koncentracija in volumen levkocitov se doloCi z merjenjem elektricnega upora, Ki
ga tvorijo posamezne celice v prevodni raztopini. Stevilo sprememb upora v enoti
Casa je sorazmerno Stevilu celic. Velikost spremembe upora je sorazmerna

velikosti oziroma posredno volumnu celic.

Reagenti:

e |soton Ill, 20 L (Beckman Coulter): izotoni€na raztopina elektrolita je
namenjena razredCevanju vzorcev, stabilizaciji celi€nih membran, prenosu

vzorcev preko pretocCne celice in spiranju sistema med posameznimi vzorci.
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e Lyse s Il diff, 1L (Beckman Coulter): je reagent namenjen za liziranje
eritrocitov, odstranjevanje celiCnega debrija in pretvorbo hemoglobina v

stabilno obliko, primerno za merjenje absorbance.
e HmX pak (Beckman Coulter):
o PAKLYSE je namenjen liziranju eritrocitov.

o PAK PRESAERVATIVE je namenjen ohranitvi levkocitov v stanju, ki je

najbolj podobno nativnemu.

e Coulter latron control (Beckman Coulter) je namenjena kontroliranju

izvedbe merjenja volumna, konduktivnosti in odboja laserske svetlobe.

e Coulter latron primer (Beckman Coulter) pripravi sistem za merjenje latron

kontrole.

e Coulter 5C cell control (Beckman Coulter): normal, abnormal |, abnormal II

Vv v

e Clenz, 5 L (Beckman Coulter): namenjen je CiSCenju in spiranju notranjih

povrsin (cevi, Stevnih komor) analizatorja.

e Natrijev hipoklorit, 13 % aktivnega klora (Kemika Zagreb). Priprava 3 %
raztopine natrijevega hipoklorita: 115 mL 13 % raztopine natrijevega

hipoklorita dopolnimo do 500 mL z redestilirano vodo.

Postopek:

Vsako jutro smo po zagona analizatorja (start up) izvedli analizo celotnega panela
kontrolnih vzorcev: Coulter latron primer, Coulter latron control in Coulter 5C cell
control (normal, abnormal | in abnormal ).

Analizirali smo vzorce venske krvi, odvzete po priporoenem postopku v epruveto
za zaprti odvzem krvi z dodatkom antikoagulanta kalijeve soli EDTA (vijoli¢ni
zamasek).

Pred analizo smo s prostim oCesom preverili, ali vzorci vsebujejo makroskopsko
vidne strdke. Vzorcev s strdki nismo analizirali, ampak smo se dogovorili za
ponoven odvzem vzorca. Vzorce, odvzete v epruvete za zaprt odvzem Kkrvi, smo
predhodno mesali na valjcnem mesalcu 5 minut. Analizo smo izvedli v ¢asu pet

minut po odvzemu. Ce analiza v tem &asu ni bila mozna, smo poéakali najmanj pol
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ure, da je prislo do vzpostavitve ravnoteZja koncentracije K* ionov znotraj in izven
celic.

Analizo smo opravili na primarni naCin z avtomatskim podajalnikom vzorcev
(zamaSene premeSane vzorce smo vlozZili v kasete in nato kasete vloZili v za to
namenjeno mesto v analizatorju, sledi avtomatsko mesSanje, aspiracija in analiza

vVZorcev).

3.3.6. Doloc¢anje koncentracije CRP v serumu

Princip:
Anti-CRP protitelesa, vezana na lateksne delce, reagirajo s CRP iz vzorca in
tvorijo antigen-protitelo kompleks. Po aglutinaciji merimo svetlobo, prepusceno

skozi motno raztopino, turbidimetri¢no.
Reagenti:
¢ Tina-quant CRPLx (kat. §t. 03.002.039.122), Roche
e C.f.aa.s. Protein (kat. 8t. 11.355.279.216), Roche
e PreciNorm Protein QCS (kat. 5t. 11.553.577.922), Roche
e PreciPath Protein QCS (kat. 5t. 11.553.585.922), Roche

Postopek:
Koncentracijo CRP v serumu smo dolo€ili z avtomatiziranim postopkom na

biokemi¢nem analizatorju Modular (Roche) po ustaljenem protokolu.

3.3.7. Statistiche metode

Pri statistiCni obdelavi rezultatov nase raziskave smo uporabili statisticni program
SPPS Statistica 17.0.
Za vsak posamezen parameter pri vseh skupinah smo izracunali aritmeticno

sredino (x), standardni odklon (SD), mediano ter razpon.
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Z multiplo linearno regresijo smo najprej ugotavljali povezanost koncentracije
proteina S100B v likvorju s koncentracijami S-S100, Lc-levkociti, Lc-beljakovine,
Lc-glukoza, S-CRP in K-levkociti).

Pri vseh treh skupinah smo za starost in laboratorijske preiskave preverili
normalnost porazdelitve s Kolmogorov-Smirnovim testom in ugotovili, da
porazdelitev za veCino parametrov v vseh treh skupinah ni normalna.

V nadaljnji obravnavi smo uporabili metode neparametrijske statistike, kjer smo z
Kruskal-Wallisovim testom primerjali skupine med seboj in ugotavljali, v katerih
parametrih se razlikujejo. Za primerjavo dveh neodvisnih skupin (kontrolna /KME,
kontrolna/BM, KME/BM, BM-izolacija bakterije iz likvorja/BM-citoloSki in biokemicni
kriteriji, po Gramu pozitiven povzrocitelj/po Gramu negativen povzrocitelj okuzbe)
za vsako posamezno spremenljivko smo nato uporabili Mann- Whitneyev test
(primerjava parov). Pri obeh testih je bila meja statisticne znacilnosti postavljena
pri vrednosti p < 0,05.

V zadnjem koraku smo z analizo ROC krivulje ugotavljali, kolikSno diagnosti¢no
zanesljivost (specificnost in obcutljivost) imajo posamezne spremenljivke za
razlikovanje bakterijskega meningitisa od KME in izraCunali tudi pozitivno in
negativno napovedno vrednost za likvorsko in serumsko koncentracijo S100B

proteina.

23



Boznar Ali¢, E. Pomen dolo¢anja S100B proteina v diferencialni diagnostiki bakterijskega in virusnega meningitisa
Magistrska naloga, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo

4. REZULTATI

V raziskavo smo vklju€ili dve skupini bolnikov in kontrolno skupino. V kontrolno
skupino je bilo vklju¢eno 30 preiskovancev, 22 Zensk in 8 moskih, starih od 15 do
77 let. PovpreCna starost preiskovancev v skupini je bila 50 let. Pri vseh so bile
osnovne laboratorijske preiskave likvorja znotraj referentnih mej za odrasle. Trije
preiskovanci so imeli likvorsko koncentracijo S100B proteina vecjo od 1,50 pg/L in
dva koncentracijo S100B proteina v serumu vecjo od 0,15 pgl/L.

V skupino s KME je bilo vklju€enih 35 bolnikov, 14 Zensk in 19 moskih, starih od
15 do 78 let. PovpreCna starost bolnikov v skupini je bila 51 let. Prisotnost
specificnih IgM protiteles je bila dokazana pri vseh bolnikih, medtem ko je bila
prisotnost specificnih 1gG protiteles dokazana pri 34 (97,1 %) bolnikih. 37 %
(13/35) bolnikov s KME je imelo pove€ano koncentracijo S100B proteina v likvorju
in 20 % (7/35) bolnikov s KME je imelo pove€ano koncentracijo S100B proteina v
serumu. Stirje (11 %) bolniki s KME so imeli hkrati pove&ano koncentracijo S100B
proteina v serumu in likvorju.

V skupino z BM je bilo vkljuenih 25 bolnikov, 8 Zensk in 17 moskih, starih od 18
do 81 let. PovprecCna starost bolnikov v skupini je bila 50 let. Bakterijsko okuzbo
potrjeno z osamitvijo bakterij iz likvorja, je imelo 18 bolnikov. V osmih primerih
(44,4 %) je bil povzrocitelj pnevmokok (Streptococcus pneumoniae), v Sestih
primerih (33,3 %) meningokok (Neisseria meningitidis), v dveh primerih (11,1 %)
Listeria monocytogenes in po enkrat Staphylococcus aureus (5,6 %) in
Escherichia coli (5,6 %). Sedem bolnikov smo v raziskavo vkljuCili na podlagi
izpolnjevanja citoloskih in biokemicnih kriterijev.

Vsi bolniki z BM so bili hospitalizirani, 18 bolnikov v intenzivni enoti Klinike za
infekcijske bolezni in vroCinska stanja (Respiracijski center), trije na Klinicnem
oddelku za nevrokirurgijo in po eden na Klinicnem oddelku za endokrinologijo in
presnovne bolezni, Klinicnem oddelku za intenzivno interno medicino, Klinicnem
oddelku za anesteziologijo in Klinicnem oddelku za nevrologijo. Bolniki, ki niso bili

hospitalizirani na Kliniki za infekcijske bolezni in vro€inska stanja, so bili sprejeti v
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bolni$nico zaradi osnovne bolezni, ki ni bila okuzba OZ. Pri teh bolnikih je do
bakterijske okuzbe OZ pridlo sekundarno. Vsi bolniki z BM so imeli poveéano
koncentracijo S100B proteina v likvorju in 48 % (12/25) bolnikov je imelo pove¢ano

koncentracijo tudi v serumu.

Bolniki z BM so imeli statisticno znacilno vecje koncentracije S100B proteina v
likvorju in serumu v primerjavi z bolniki, okuzenimi z virusom KME. Bolniki z
osamitvijo bakterij iz likvorja niso imeli statisticno znacilno vecjih koncentracij
S100B proteina v likvorju in serumu, v primerjavi z bolniki, ki niso imeli osamitve
bakterij iz likvorja. Bolniki, pri katerih so bile iz likvorja osamljene po Gramu
pozitivne bakterije iz likvorja, so imeli v primerjavi z bolniki z osamitvijo po Gramu
negativnih bakterij statistichno pomembno vecjo koncentracijo serumskega in
likvorskega S100B proteina.

PovecCana likvorska koncentracija S100B proteina pri nobeni skupini bolnikov ni
spremljala sorazmerno povecCana serumska koncentracija S100B proteina.

Pri kontrolni skupini koncentracija Lc-S100B ni bila v sorazmerju s starostjo,
koncentracijo levkocitov, beljakovin in glukoze v likvorju ter koncentracijo
levkocitov in CRP v krvi. Pri bolnikih s KME je bila poveana koncentracija Lc-
S100B v povezavi z visjo starostjo, ni pa bila v sorazmerju z vecjo koncentracijo
Lc-levkocitov, Lc-beljakovin, K-levkociti, S-CRP in niZjo koncentracijo Lc-glukoze.
Pri bolnikih z BM je bila poveana koncentracija S100B proteina v likvorju v
sorazmerju s povecano koncentracijo beljakovin v likvorju, ni pa bila v sorazmerju
z viSjo starostjo, viSjo koncentracijo Lc-levkocitov, K-levkocitov, S-CRP in nizjo
koncentracijo Lc-glukoze.

Najvecja koncentracija S100B proteina v likvorju je bila izmerjena pri tistih bolnikih

z BM in KME, ki so imeli tezji potek bolezni.

25



Boznar Ali¢, E. Pomen dolo¢anja S100B proteina v diferencialni diagnostiki bakterijskega in virusnega meningitisa
Magistrska naloga, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo

4.1. KONCENTRACIJA S$S100B PROTEINA V LIKVORJU IN SERUMU

S primerjavo vseh treh skupin med seboj smo ugotovili, da so se statisticno
znacilno razlikovale v vseh laboratorijskih preiskavah, ki smo jih opravili pri
diagnostiki okuzb OZ. Prav tako so se skupine med seboj razlikovale v likvorski in
serumski koncentraciji S100B proteina ter v razmerju koncentracij S100B proteina
med likvorjem in serumom. V starosti med skupinami ni bilo razlik.

Pri kontrolni skupini so bili rezultati za Lc-levkocite, Lc-beljakovine, Lc-glukozo, K-
levkocite in S-CRP znotraj orientacijskih referenénih mej za odrasle (preglednica
4, graf 1-8).

Najvecje koncentracije krvnih levkocitov so imeli bolniki z BM, medtem ko so bile
pri skupini s KME znotraj orientacijskih referenénih mej. Pri bolnikih z BM smo
izmerili tudi najveCjo koncentracijo CRP, medtem ko je bila pri bolnikih s KME
mediana koncentracija le malo nad zgornjo referenéno mejo. Prav tako so imeli
bolniki z BM daleC najvecje koncentracije levkocitov v likvorju, medtem ko so bile
koncentracije pri bolnikih s KME znatno nizje. Pri bolnikih s KME in BM je bila
poveCana koncentracija beljakovin v likvorju, vendar je bila pri bolnikih z BM
srednja koncentracija v povpre€ju 7-krat vecja. Pri bolnikih z BM je bila
koncentracija glukoze v likvorju znizana, medtem ko je bila pri KME znotraj
referenCnega intervala. Serumske koncentracije S100B proteina se med kontrolno
skupino in bolniki z okuzbo z virusom KME niso razlikovale, medtem ko so bile pri
bolnikih z BM dvakrat vecje. Likvorske koncentracije S100B proteina so bile pri
skupini z BM 3-krat vecje kot pri skupini s KME (preglednica 4, graf 1-8).
Razmerje koncentracije S100B proteina v likvorju in serumu je bilo visje pri
bolnikih s KME kot pri kontrolni skupini, vendar razlika ni bila statisticno
pomembna. Bolniki z BM so imeli to razmerje dvakrat viSje od drugih dveh skupin,

razlika je bila statisticno pomembna (preglednica 4, graf 1-8).
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Preglednica 4: Starost preiskovancev in rezultati laboratorijskih preiskav za vse ftri

skupine.
PARAMETER KO KME BM
mediana mediana mediana
(razpon) (razpon) (razpon)
x X X p
SD SD SD
51 53 55
STAROST (15— 77) (15 — 78) (18 - 85) 0,950
(LETA) 49,9 51,2 49,8 :
18,1 16,2 21,9
_ 6,4 8,8 16,3
Kri-LEVKOCITI (1,6 — 24,2) (1,9 - 16,8) (4,7 - 31,4) <0.001*
(x10°/L) 7.2 9,0 16,7 ’
3,8 3,1 6,9
35 6,0 201,0
Serum-CRP (3,0 — 114,0) (3,0 — 136,0) (7 — 429) <0.001*
(mg/L) 11,4 20,0 180,2 ’
21,2 31,6 98,7
_ 1 74 3583
Likvor-LEVKOCITI 0 - 4) (1-469) (41-35733) <0,001*
(x10°/L) 1,1 101,2 6348,7 ’
0,96 96,8 7863,8
_ 0,33 0,72 4,99
Likvor-BELJAKOVINE (0,20 — 0,43) (0,30-152) | (0,98-16,30) | <001+
(g/L) 0,33 0,79 5,83 ’
0,004 0,32 3,86
_ 3,0 2,9 0,40
Likvor-GLUKOZA (272 _ 6,6) (2’0 _ 4,3) (0,0 _ 4,5) <0.001*
(mmol/L) 3,1 2,9 0,87 ’
0,78 0,50 1,09
0,07 0,07 0,15
_ 1 B ’ ’ H
S(e”jlr_‘; S100 (0,03 — 0,26) (0,04-042) | (0,04-089) | _ oo,
Hg 0,08 0,10 0,24 ’
0,05 0,80 0,24
_ 0,85 1,35 4,21
Likvor-S100B (0,58 — 2,21) (0.67-4,74) | (1,66-59,00) | <o 001+
(ug/L) 0,98 1,60 7,56 ’
0,40 0,93 11,4
Likvor-S100B :Serum 1461 1701 3381
S100B ' (281-551) | (32:1-59,8:1)| (26:1-207,8:1)| ¢ goq*
15,4 : 1 16,8 : 1 47,0 1
8,83 1,32 47,4

*Oznacene p vrednosti so statisticno pomembne.
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S primerjavo starosti in posameznih laboratorijskih preiskav med skupinami smo
ugotovili, da se kontrolna skupina in skupina s KME med seboj statisticno znacilno
razlikujeta v koncentraciji krvnih in likvorskih levkocitov, koncentraciji likvorskih
beljakovin in likvorskega S100B proteina (preglednica 5).

Kontrolna skupina se statisticho znacCilno razlikuje od skupine z bakterijskim
meningitisom prav v vseh laboratorijskih preiskavah, razen v starosti. Prav tako se
v vseh laboratorijskih preiskavah, razen v starosti, med seboj razlikujejo bolniki s
KME in BM (preglednica 5).

Preglednica 5: Statisticne razlike v starosti in laboratorijskih preiskavah med

posameznimi skupinami.

PARAMETER KO / KME KO / BM KME / BM
p p p

STAROST 0,900 0,912 0,964
Kri-LEVKOCITI 0,001* <0,001* <0,001*
Serum-CRP 0,202 <0,001* <0,001*
Likvor-LEVKOCITI <0,001* <0,001* <0,001*
Likvor-BELJAKOVINE <0,001* <0,001* <0,001*
Likvor-GLUKOZA 0,335 <0,001* <0,001*
Serum-S100B 0,572 0,001* 0,003*
Likvor-S100B <0,001* <0,001* <0,001*
Lc-S100B:S-S100B 0,081 <0,001* 0,013*

*Oznacene p vrednosti so statisticno pomembne.

29



Boznar Ali¢, E. Pomen dolo¢anja S100B proteina v diferencialni diagnostiki bakterijskega in virusnega meningitisa
Magistrska naloga, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo

4.2. KONCENTRACIJA S100B PROTEINA V POVEZAVI S STAROSTJO IN
LABORATORIJSKIMI PREISKAVAMI

Z multiplo linearno regresijo smo ugotovili, da v kontrolni skupini velikost
koncentracije S100B proteina v likvorju ni bila odvisna od velikosti koncentracije
Lc-levkocitov, Lc-beljakovin, Lc-glukoze, K-levkocitov, S-CRP, S-S100B. Velikost
koncentracija S100B proteina v likvorju teh bolnikov tudi ni bila odvisna od njihove
starosti (preglednica 6).

V skupini bolnikov s KME smo ugotovili, da je bila koncentracija Lc-S100B
odvisna od starosti bolnikov, in sicer se za vsako leto starosti koncentracija
poveCa za 0,032 ug/L. Velikost koncentracije S100B proteina v likvorju teh
bolnikov pa ni bila odvisna od velikosti koncentracije Lc-levkocitov, Lc-beljakovin,
Lc-glukoze, K-levkocitov, S-CRP in S-S100B (preglednica 6).

V skupini bolnikov z bakterijskim meningitisom smo ugotovili statisticho znacilno
odvisnost med visino koncentracije Lc-S100B in viSino koncentracije celokupnih
beljakovin v likvorju. Velikost koncentracije S100B proteina v likvorju teh bolnikov
pa ni bila odvisna od starosti, velikosti koncentracije Lc-levkocitov, Lc-glukoze, K-
levkocitov, S-CRP in S-S100B (preglednica 6).

Preglednica 6: Rezultati multiple linearne regresije med koncentracijo S100B

proteina v likvorju ter starostjo in ostalimi laboratorijskimi preiskavami.

LIKVOR-S100B KO KME BM
P P p

STAROST 0,792 0,01* 0,781
Kri-LEVKOCITI 0,864 0,452 0,850
Serum-CRP 0,161 0,772 0,811
Likvor-LEVKOCITI 0,161 0,828 0,759
Likvor-BELJAKOVINE 0,519 0,502 0,025*
Likvor-GLUKOZA 0,999 0,423 0,467
Serum-S100B 0,756 0,309 0,309
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* Oznacene p vrednosti so statisticno pomembne.

4.3. BOLNIKIZ BAKTERIJSKIM MENINGITISOM

V skupino z BM smo vkljucili bolnike na podlagi dveh razli¢nih kriterijev: osamitve
bakterij iz likvorja ali na podlagi izpolnjevanja citoloSkih in biokemi€nih kriterijev.
Bolniki vklju€eni na podlagi teh dveh razli¢nih kriterijev so se med seboj statisti¢no
znacilno razlikovali v koncentraciji CRP ter koncentraciji likvorske glukoze in
beljakovin. Bolniki z osamitvijo bakterij iz likvorja so imeli vec¢jo koncentracijo CRP,
vecjo koncentracijo beljakovin v likvorju in nizjo koncentracijo glukoze v likvorju kot
bolniki, ki so izpolnjevali biokemi¢ne in citoloSke kriterije. V starosti, koncentraciji
levkocitov v krvi in likvorju se bolniki v teh dveh skupinah med seboj niso
razlikovali (preglednica 7).

Bolniki z osamitvijo bakterij iz likvorja so imeli srednjo koncentracijo S100B
proteina v serumu 0,17 ug/L in je bila visja kot pri bolnikih, ki niso imeli osamitve
bakterij iz likvorja (srednja koncentracija 0,10 ug/L), vendar razlika ni bila
statisticno pomembna (p = 0,326). Tudi v likvorju so bile koncentracije pri bolnikih
z osamitvijo bakterij iz likvorja vecje kot pri bolnikih, ki niso imeli osamitve bakterij
iz likvorja (mediana 4,47 ug/L vs. 3,67 ug/L). Razlike niso bile statisti¢no
pomembne (p = 0,836). Razmerje med koncentracijo S100B proteina v likvorju in
serumu je bilo vecje pri bolnikih, ki so bili vklju¢eni na podlagi citoloskih in
biokemicnih kriterijev, vendar tudi tu razlika ni bila statisticno pomembna (p =
0,657) (preglednica 7).
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Preglednica 7: Starost bolnikov z bakterijskim meningitisom

laboratorijskih preiskav lo€eno glede na razlicen vkljuCitveni kriterij.

in

CITOLOéKvI IN OSAMITEV
PARAMETER BIOKEMICNI BAKTERIJ
KRITERIJI IZ LIKVORJA
mediana mediana
(razpon) (razpon)
X X P
SD SD
56 54
STAROST (27-75) (18 - 85) 0,745
52,6 48,7
(leta) 16,9 23,9
13,6 17,3
Kri-LEVKOCITI (5,4 — 24,0) (4,7 -31,4) 0224
(x10°/L) 14,0 17,8 ’
6,8 6,9
61 227
Serum-CRP (7 — 251) (22 - 429) 0,017*
(mg/L) 101 211
94 84
3574 4096
Likvor-LEVKOCITI (2719 _ 7597) (41 _ 35733) 0.976
(x 10°1L) 4267 7158 ’
1653 9157
2,18 5,78
Likvor-BELJAKOVINE (0,98 _ 5’25) (3,26 _ 16,30) 0.003*
(g/L) 2,93 6,97 ’
1,61 3,91
1,7 0,3
Likvor-GLUKOZA (0,4 _ 4’5) (0,0 _ 2’5) 0.001*
(mmol/L) 1,9 0,5 ’
1,4 0,6
0,10 0,17
Serum-S100B (0,04 -0.24) (0.5-089) 0,326
(ug/L) 0,14 0,28
0,10 0,27
3,67 4,47
Likvor-S100B (1,66 — 18,70) (1,68 — 59,00) 0,836
(ug/L) 6,15 8,11
5,96 13,05
36,7 30,6
Lc-S100B : S-S100B (14,8 — 207,8) (2,6 —128,0) 0,657
59,6 42,2
68,1 38,1

* Oznacene p vrednosti so statisticno pomembne.
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4.4. BOLNIKI Z OSAMITVIJO BAKTERW I1Z LIKVORJA

Pri bolnikih, ki so imeli diagnozo BM potrjeno z osamitvijo bakterij iz likvorja, smo
opazili, da se koncentracije S100B proteina v likvorju glede na vrsto povzrocitelja
razlikujejo. Zaradi majhnih vzorcev nismo raCunali statisticho pomembne razlike
za posamezno vrsto bakterije, ampak skupaj za po Gramu pozitivhe in po Gramu
negativne bakterije.

Skupini s po Gramu pozitivnim in po Gramu negativnim povzrociteljem okuzbe sta
se med seboj statisticno znacilno razlikovali v starosti, koncentraciji krvnih
levkocitov, koncentraciji S100B proteina v serumu ter koncentraciji levkocitov in
S100B proteina v likvorju (preglednica 8).

Bolniki z BM zaradi okuzbe s po Gramu negativnimi bakterijami so bili mlajSi
(srednja starost 19 let vs. 67 let), imeli so ve€jo koncentracijo levkocitov v Kkrvi
(mediana 23,4 x 10°L vs. 15,9 x 10%L) in likvorju (mediana 13333 x 10°L vs.
1344 x 10°/L) v primerjavi z bolniki s po Gramu pozitivnim povzrogiteliem okuzbe.
Bolniki s po Gramu pozitivhim povzrociteliem okuzbe pa so imeli velje
koncentracije S100B proteina tako v serumu (mediana 0,35 ug/L vs. 0,09 ug/L) kot
v likvorju (mediana 7,68 pg/L vs. 2,60 pg/L) v primerjavi z bolniki s po Gramu
negativnim povzrociteljem okuzbe (preglednica 8).

Bolniki s po Gramu pozitivnim povzrociteljem so imeli viSje razmerje koncentracij
S100B proteina med likvorjem in serumom kot bolniki s po Gramu negativnim

povzrocCiteljem, vendar razlika ni bila statisticno pomembna (preglednica 8).
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Preglednica 8: Starost bolnikov s po Gramu pozitivnim in po Gramu negativnim

povzrociteljem okuzbe in rezultati laboratorijskih preiskav.

PARAMETER GRAM - GRAM +
mediana mediana
(razpon) (razpon)
X X P
SD SD
19 67
STAROST (18- 57) (45 - 85) 0,001*
24,1 64,3
(leta) 14,5 12,6
23,4 15,9
Kri-LEVKOCITI (14,8 — 31,4) (4,7-233) 0,027*
(x 10°91L) 22,2 14,9 ’
58 6,2
245 201
Serum-CRP (138 — 278) (22 - 429) 0,056
(mg/L) 236,4 1951 ’
45,9 99,8
13333 1344
Likvor-LEVKOCITI (3587 — 35733) (41 -11360) 0.003*
(x 10°/L) 14046 2775 ’
11159 3674
_ 6,30 5,21
Likvor-BELJAKOVINE | (3 65— 7,50) (3,26 — 16,30) 0,930
(g/L) 5,83 7,69
1,45 4,82
. 0,1 0.3
Likvor-GLUKOZA (0,0 —2,5) (0,1-1,3) 0,479
(mmol/L) 0,52 0,44
0,89 0,39
0,09 0,35
Serum-S100B (0,05-0.21) (0,05-0,89) 0,044
0,11 0,38
(Hg/L) 0,06 0,29
2,60 7,68
Likvor-S100B (1.68-4,73) (1,70 -59,00) 0,027*
3,05 1.3
(Hg/L) 1,11 16,11
27,5: 1 47,4 :1
Lc-S100B : S-S100B (22,5:1 — 49,3:1) (26:1-128,0:11) | (930
31,3:1 38,4:1
97 47,7

* Oznagene p vrednosti so statistiéno pomembne.
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Koncentracije Lc-S100B glede na vrsto povzrocitelja BM
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Graf 9: Koncentracije Lc-S100B glede na vrsto povzrocitelja BM.

Najvecjo koncentracijo S100B proteina v likvorju je imela bolnica z S. aureus
okuzbo (59,00 ug/L), sledila sta bolnika z osamljeno L. monocytogenes iz likvorja
(10,40 in 10,50 pg/L). Visoke vrednosti je imelo 5 bolnikov, pri katerih smo iz
likvorja osamili S. pneumoniae (nad 5,96 ug/L), medtem ko so bile koncentracije
nizje pri bolnikih, pri katerih sta bili iz likvorja osamljeni N. meningitidis (1,68 — 4,21
Mg/L) ali E. coli (4,73 ug/L) (graf 10).

4.5. DIAGNOSTICNA ZANESLJIVOST POSAMEZNIH LABORATORIJSKIH
PREISKAV

Z analizo ROC krivulje smo izracunali, kateri od laboratorijskih kazalcev, ki jih
dologamo pri sumu na okuzbo OZ, vkljuéno z S100B proteinom, je bil najbolj$i za

zanesljivo razlikovanje med bakterijskim meningitisom in KME.
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Graf 10: ROC krivulja: ob&utljivost in specifi€nost osnovnih laboratorijskih preiskav

in koncentracije S100B proteina za razlikovanje BM od KME.

Iz vrednosti povrSine pod krivuljo smo ugotovili, da je bil najbolj zanesljiv
laboratorijski parameter za razlikovanje med BM in KME koncentracija beljakovin v
likvorju. Sledi mu koncentracija CRP, koncentracija glukoze v likvorju, $tevilo
levkocitov v likvorju, koncentracija S100B v likvorju, koncentracija levkocitov v krvi,
koncentracija S100B proteina v serumu in na zadnjem mestu je razmerje

koncentracij S100B proteina med likvorjem in serumom (graf 10, preglednica 9).
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Preglednica 9: Prikaz vrednosti povrSine pod krivuljo, razporejenih po velikosti za

posamezne laboratorijske preiskave.

B ARAMETER POVRSINA POD
KRIVULJO
1. Likvor-BELJAKOVINE 0,989
2. Serum-CRP 0,950
3. Likvor-GLUKOZA 0,938
4. Likvor-LEVKOCITI 0,923
5. Likvor-S100B 0,922
6. Kri-LEVKOCITI 0,831
7. Serum-S100B 0,722
8. Lc-S100B/S-S100B 0,690

Koncentracije beljakovin v likvorju vecje, od 2,20 g/L, so 100 % specificne za
bakterijski meningitis, obCutljivost je 86 %. Koncentracija CRP, vecja od 50 mg/L,
je 88 % specificna za bakterijski meningitis, obcutljivost je 89 %. Koncentracije
glukoze, nizje od 1,9 mmol/L, so 100 % specificne za bakterijski meningitis,
obcutljivost je 84 %.

Koncentracije levkocitov v likvorju, vegje od 2000 x 10°%/L, so 100 % specifi¢ne za
bakterijski meningitis, obcutljivost je 72 % (preglednica 10).

Serumska koncentracija S100B proteina, vec¢ja od 0,15 pg/L, je 48 % specificna
za bakterijski meningitis, obcutljivost je 80 %, pozitivha napovedna vrednost (PNV)
je 63 %, negativha napovedna vrednost (NNV) je 68 %. Koncentracija S100B
proteina v likvorju, vecja od 1,60 ug/L, je 71 % specificha za bakterijski meningitis,
obcutljivost je 100 %, PNV je 71 %, NNV je 100%. Koncentracija levkocitov v krvi,
vegja od 10,0 x 10%/L, je 63 % specifitna za bakterijski meningitis, ob&utljivost je
80 %. Razmerje koncentracije S100B proteina med likvorjem in serumom, Ki je
veCje od 18 : 1 je 46 % specificno za bakterijski meningitis, obcCutljivost je 72 %

(preglednica 10).
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Preglednica 10: Diagnosti¢na specificnost in obcutljivost laboratorijskih preiskav

pri veljavnih mejnih vrednostih.

SRR VELJAVNA MEJNA DIAGNOVSTICNA DIA:GNOSTICNA
KONCENTRACIJA | SPECIFICNOST (%) | OBCUTLJIVOST (%)
Likvor-BELJAKOVINE 2,20 g/L 100 86
Serum-CRP 50 mg/L 88 89
Likvor-GLUKOZA 1,9 mmol/L 100 84
Likvor-LEVKOCITI 2000 x 10°/L 100 72
Kri-LEVKOCITI 10,0 x 10°/L 63 80
Serum-S100B 0,15 pg/L 48 80
Likvor-S100B 1,60 pg/L 71 100
Lc-S100B/S-S100B 18 : 1 64 72

38



Boznar Ali¢, E. Pomen dolo¢anja S100B proteina v diferencialni diagnostiki bakterijskega in virusnega meningitisa
Magistrska naloga, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo

5. RAZPRAVA

Bakterijski meningitis je akutna, lahko tudi smrtno nevarna bolezen. Nujna je
zgodnja ugotovitev bolezni in EimprejSnje zdravljenje z antibiotiki. Smrtnost je Se
vedno velika, Stevilni bolniki ozdravijo, vendar jim bolezen pogosto pusti hude
nevroloske posledice. V primerjavi z BM je potek virusnih meningitisov veCinoma
lazji in delez bolnikov s posledicami po bolezni je nizji (42). Z obicCajnimi
laboratorijskimi preiskavami in bakterijsko kulturo lahko v vecini primerov loimo
med bakterijskim in virusnim meningitisom. V nejasnih, mejnih primerih, ko z
obi¢ajnimi laboratorijskimi preiskavami ne moremo ugotoviti vzroka okuzbe, lahko
doloCitev koncentracije proteina S100B pripomore k odlocitvi o uvedbi
antibioticnega zdravljenja.

Razli¢ni vnetni in citotoksiéni mediatoriji, ki se spros€ajo med vnetjiem mozganskih
open in mozganov, povzro€ijo poskodbo nevronov (59). Predvsem pri bakterijskih
meningitisih so poglavitni patofizioloSki mehanizmi, ki peljejo do sprememb in
poSkodb: sistemska vnetna reakcija, posledica katere je vdor levkocitov preko
KMP v OZ in lokalni vnetni procesi v mozganih, ki jih povzrogijo celice glie ter
prisotni makrofagi, kar vodi v propad in poSkodbo celic (30, 31).

Mehanizem sproS€anja S100B proteina ni povsem znan. Vnetne celice, med njimi
tudi astrociti, sodelujejo pri pretvorbi molekularnega kisika v reaktivne kisikove
spojine (superoksidni anion, vodikov peroksid, hidroksilni radikal), ki uniCujejo
mikroorganizme. Domnevajo, da bi nastalo nesorazmerje med prisotnimi spojinami
antioksidantnega sistema in reaktivnimi kisikovimi spojinami, lahko bil vzrok za
nastanek oksidativnega stresa in sproS€anje S100B proteina (30). Pri nizkih
nanomolarnih koncentracijah je u€inek S100B proteina pozitiven, saj S€iti nevrone
pred Skodljivim delovanjem glutamata. Na drugi strani pa vecCje mikromolarne
koncentracije, ki so posledica poSkodbe celic glie ter reakcije astrocitov na
poskodbo (reaktivha astroglioza), e dodatno poskodujejo ZivCevje (4, 14, 17, 18,
30). Aktivirane celice glie izloCajo Stevilne biolosko aktivne molekule, ki Skodljivo

delujejo na mozganske funkcije (spodbudijo nastanek encima sintaze duSikovega
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oksida in vnetnih citokinov, interlevkina 1B in TNF-a) (4). Domnevajo, da so
povecCane koncentracije S100B proteina v likvorju posledica reaktivne astroglioze,
kjer pride do poveCanega spro$€anja S100B proteina iz aktiviranih astrocitov in
hkrati prisotnega S100B proteina, ki se sprosti iz poSkodovanih oz. odmrlih celic
(28).

Disfunkcijo in poskodbo OZ lahko zaznamo z merjenjem koncentracije proteina
S100B. Povecane likvorske in serumske koncentracije so kazalec poskodbe celic
glie ter so v sorazmerju z vecjim obsegom posSkodbe in slabSim nevroloSkim

izidom po bolezni (32, 60).

Raziskav, pri katerih bi merili koncentracijo S100B proteina pri odraslih bolnikih v
likvorju in serumu hkrati, je malo, prav v vseh pa so dokazali statisticno
pomembne razlike v koncentraciji Lc-S100B pri  bolnikih z bakterijskim
meningitisom v primerjavi s kontrolno skupino.

Do podobnih rezultatov smo prisli tudi v nasi raziskavi. Pri bolnikih z bakterijskim
meningitisom in KME smo dokazali pove¢ano koncentracijo likvorskega S100B
proteina v primerjavi s kontrolno skupino. Bolniki z bakterijskim meningitisom so
imeli statisticno pomembno (p < 0,001) vecje koncentracije S100B proteina v
likvorju kot bolniki s klopnim meningoencefalitisom, kar smo priCakovali, saj
bakterijski meningitis v veliko veéji meri prizadene mozgansko tkivo kot virusni

meningitis.

V raziskavi Karnerja so imeli bolniki z BM (mediana 7,39 ug/L, razpon 1,15-20
Mg/L) povecCane koncentracije S100B proteina v likvorju. Prav tako povecane,
vendar manjSe koncentracije so imeli bolniki s KME (1,70 pg/L, razpon 0,69-9,7
Mg/L). Razlika med skupinama je bila statistitho pomembna (p = 0,001) (61).
Precej nizje, vendar poveCane vrednosti Lc-S100B v primerjavi s kontrolno
skupino (1,67 + 0,23 pg/L vs. 1,00 £ 0,11 ug/L), so prav tako dolocili v raziskavi

Infanteja pri odraslih bolnikih z bakterijskim meningitisom (20).
V raziskavi Linsa in sodelavcev so spremljali dinamiko koncentracije Lc-S100B in

S-S100B pri bolnikih z bakterijskim in virusnim meningitisom z veckratnim

vzorCenjem. Mediani dan drugega vzorcCenja je bil drugi, tretiega sedmi, Cetrtega
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44. in petega 82. dan. Do padca likvorskih koncentracij S100B proteina je prislo ze
pri drugem vzorCenju, ko je ze bilo uvedeno ustrezno zdravljenje. Pri nadaljnjih
vzorcenjih so se koncentracije v likvorju Se zmanjSevale, klinicno stanje bolnikov
pa se je izboljSevalo, kar je potrdilo domnevo, da spremljanje koncentracije pri
posameznih pacientih lahko prispeva k oceni resnosti stanja bolezni in spremljanju
uspesSnosti zdravljenja (31). V naSi raziskavi smo odvzeli vzorec likvorja le ob
sprejemu bolnika v bolniSnico ali pri ambulantnem pregledu, zato dinamike
koncentracije S100B proteina v likvorju pri nasih bolnikih nismo ocenjevali.
Podobno kot v nasi raziskavi so pri vseh bolnikih z bakterijskim meningitisom v
prvem vzorcu likvorja dolocili vecje koncentracije S100B proteina v primerjavi s
kontrolno skupino (p = 0,001). Pri skupini z virusnim meningitisom je imel v prvem
vzorcu le bolnik s Herpes-simplex encefalitisom pove€ane vrednosti v likvorju v
primerjavi s kontrolno skupino (31).

V skupini bolnikov z bakterijskim meningitisom je mejno koncentracijo S100B
proteina v likvorju 4,0 pg/L preseglo 36 % bolnikov, ob upoStevanju mejne
vrednosti 2,6 ug/L pa 55 % bolnikov. Pri bolniku s herpes-simplex encefalitisom
sta bili preseZeni obe mejni vrednosti (31).

V nasi skupini bolnikov z BM je mejno vrednost 4,0 pg/L preseglo 52 % bolnikov,
mejno vrednost 2,6 ug/L pa kar 68% bolnikov. Zakaj je mejne vrednosti preseglo
ve€ bolnikov v nasi raziskavi kot v Linsovi ni povsem jasno. Vzrok je lahko nizja
povpreCna starost bolnikov z BM v Linsovi, raziskavi (44 let) in manjSe Stevilo
bolnikov v skupini (11 bolnikov). Na drugi strani je v naSi raziskavi v skupini
bolnikov s KME mejno vrednost 4,0 pg/L presegel le en bolnik, mejno vrednost 2,6
Mg/L pa Stirje bolniki.

Vecina drugih raziskav, v katerih so merili koncentracije Lc-S100B pri bolnikih z
meningitisom, je bila opravljena pri preiskovancih, mlajSih od 15 let. V raziskavi, pri
kateri so proucevali vrednosti S100B proteina pri otrocih in mladostnikih, so prav
tako dokazali povedane koncentracije pri bolnikih z okuzbo OZ v primerjavi s
kontrolno skupino. Povpre¢ne koncentracije pri skupini z asepticnim meningitisom
so bile 1,04 pg/L in pri skupini z bakterijskim meningitisom 1,6 pg/L, statisticno

pomembnih razlik med skupinama niso dokazali (p = 0,17) (32).
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Mejna vrednost (pod 0,71 pg/L) za otroke do 15 leta starosti je bila presezena tudi
v raziskavi, v kateri so imeli otroci z meningitisom povpre¢ne vrednosti Lc-S100B
proteina vecje (1,51 pg/L) kot tisti z meningoencefalitisom (1,23 pg/L), vendar
razlika ni bila statisticno pomembna (p > 0,05) (28). Hammedova s sodelavci je v
podobni raziskavi pri otrocih z meningitisom izmerila precej manjSe srednje
koncentracije Lc-S100B proteina (0,61 ug/L £ 0,05), koncentracije S100B proteina
v likvorju pri kontrolni skupini niso dolocali (30). Gazzolo s sodelavci je tudi pri
nedonosSenih otrocih z bakterijskim meningitisom ugotovil vecje koncentracije
S100B proteina v likvorju v primerjavi s kontrolno skupino (1,34 pg/L vs. 0,16 pg/L,
p < 0,001) (29).

V skupino bolnikov z bakterijskim meningitisom smo preiskovance vkljuCili na
podlagi dveh razli¢nih kriterijev ali osamitve bakterij iz likvorja ali pa izpolnjevanja
biokemicnih in citoloskih kriterijev. Bolniki z osamitvijo bakterij iz likvorja so imeli
vecCjo koncentracijo S100B proteina v likvorju kot bolniki, pri katerih iz likvorja
bakterij ni bilo osamljenih. Razlika v koncentraciji S100B proteina v likvorju med
temi bolniki ni bila statistitho pomembna (p = 0,835). O manjsih, prav tako
statisticno nepomembnih razlikah (p > 0,05) med bolniki z osamitvijo bakterij iz
likvorja in bolniki brez osamitve bakterij iz likvorja, poroa tudi Hamedova s
sodelavci (30).

Klijub temu da v naSi raziskavi razlicna koncentracija S100B proteina med
skupinama ni bila statisticno pomembna, pa je imela skupina z osamitvijo bakterij
iz likvorja statisticho pomembno vecjo koncentracijo CRP in likvorskih beljakovin
ter niZjo koncentracijo glukoze v likvorju kot skupina brez osamitve bakterij iz
likvorja. Predhodno antibioti€no zdravljenje oz. zelo nizka koncentracija bakterij je
lahko vzrok, da iz likvorja ni bilo osamitve bakterij kljub izpolnjevanju ostalih
kriterijev za potrditev bakterijskega meningitisa. VecCja koncentracija bakterij pri
bolnikih z osamitvijo bakterij iz likvorja bi lahko bila vzrok vecji koncentraciji CRP
zaradi hujSega vnetja, nizji koncentraciji glukoze, zaradi zmanjSanega transporta
ter vecji porabi prisotnih bakterij in vnetnih celic ter poveCani koncentraciji

beljakovin zaradi okvarjene KMP.
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V skupini bolnikov z opredeljeno etiologijo bakterijskega meningitisa smo iz likvorja
osamili po Gramu pozitivne in tudi po Gramu negativne bakterije. Koncentracija
Lc-S100B proteina je bila statisticno znacilno vecja pri bolnikih s po Gramu
pozitivnim meningitisom kot pri okuzbi s po Gramu negativnimi bakterijami (p =
0,027). Bolniki s po Gramu pozitivhim povzro€iteljem okuzbe so bili statisti¢no
znacilno starejSi (p = 0,001), imeli so manjSo koncentracijo krvnih (p = 0,027) in
likvorskih levkocitov (p=0,003) ter vecjo koncentracijo serumskega S100B proteina
(p = 0,044).

Razlika v starosti je bila izrazita, saj je bila srednja starost pri bolnikih s po Gramu
negativnim povzrociteljem 19 let, pri bolnikih s po Gramu pozitivnim povzro iteljem
pa 67 let. NajpogostejSi povzrocCitelj med po Gramu negativnimi bakterijami je bil
meningokok (6/7), za katerega podatki iz literature navajajo, da pogosteje
povzro¢a meningitis pri mlajSih osebah. Prav tako je bil pnevmokok najpogostejsi
povzroc€itelj med po Gramu pozitivnimi bakterijami (8/11), kar je v skladu s podatki
iz literature, v kateri je pnevmokok naveden kot pogostejSi povzrocitel]
bakterijskega meningitisa pri starejSih (42, 45 , 46, 47, 48, 49). Tudi v celotni
skupini vseh bolnikov z osamitvijo bakterij iz likvorja sta bila najpogostejSa
povzrocitelja bakterijskega meningitisa meningokok in pnevmokok, kar je v skladu
s podatki iz literature (62).

Zelo visoke koncentracije Lc-S100B proteina so bile izmerjene pri 5 bolnikih z
bakterijskim meningitisom. Stirje so imeli potrjeno okuzbo z osamitvijo bakterij iz
likvorja, eden je bil vkljuCen na podlagi citoloskih in biokemicnih kriterijev. Najvecjo
koncentracijo S100B proteina v likvorju je imela bolnica z izoliranim
Staphylococcus aureusom (59,00 pg/L), sledil je bolnik z negativho bakterijsko
kulturo (18,70 ug/L), nato bolnika z osamljeno Listerio monocytogenes (10,40 in
10,50 ug/L) in bolnica s pvevmokoknim meningitisom (9,61 ug/L). Pri vseh je
bolezen potekala v tezji obliki z motnjo zavesti. Tudi drugi avtorji poro€ajo o vecjih
koncentracijah Lc-S100B proteina pri bolnikih, pri katerih so se kasneje pojavili
nevroloski zapleti (28, 32). V raziskavi El Seifyjeve so imeli bolniki, pri katerih so
se pojavili nevroloSki zapleti, koncentracijo S100B proteina v likvorju vecjo od 2,35
Mg/L (28). V naSi raziskavi so bile koncentracije pri bolnikih z BM, ki so imeli tezji

potek bolezni in motnjo zavesti, vecje od 9,61 ug/L.
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Tudi Spinella je nael povezavo med vecjimi koncentracijami S100B proteina v
likvorju in tezjim potekom ter slabsim izhodom pnevmokoknega meningitisa pri
dveh otrocih, ki sta imela koncentracijo S100B proteina v likvorju 10,6 in 3,0 ug/L
(32). V nasi raziskavi so se koncentracije S100B proteina v likvorju pri bolnikih s
pnevmokoknim meningitisom gibale od 1,70 do 9,61 pg/L.

Pri pnevmokoknem meningitisu je znano, da nizka koncentracija levkocitov in
Stevilne bakterije v likvorju napovedujejo tezji potek bolezni (62). Tudi bolnica s
pnevmokoknim meningitisom, ki je imela najvec¢jo koncentracijo S100B proteina, je
imela nizko $tevilo levkocitov v likvorju (101 x 10°/L), zelo &tevilne bakterije v
likvorju, tezji potek bolezni in zato lahko visoko koncentracijo S100B proteina v
likvorju.

S. aureus povzro€a meningitis zlasti po nevrokirurskin posegih, po poskodbah
lobanje in ob stafilokokni sepsi (42). Incidenca je nizka (1 do 9 %), smrtnost pa je
izredno visoka (40 do 50 %) in je vi§ja kot pri preostalih povzroditeljih. Tudi starost
napoveduje tezji potek bolezni (63, 64). Pogostost okuzbe z S. aureus v nasi
skupini je bila 5,6 %, bolnica z S. aureus okuzbo je bila starejSa (67 let) in ni imela
predhodne poskodbe glave oz. nevrokirurSkega posega. Starost in virulenéne
lastnosti bakterije so lahko vzrok za izredno visoke koncentracije S100B proteina v
likvorju in tezji potek bolezni pri tej bolnici.

L. monocytogenes ni pogost povzrocCitelj bakterijskega meningitisa. V naSi
raziskavi, smo imeli dva bolnika z L. monocytogenes meningitisom, oba sta bila
starejSa (69 in 81 let). Pri obeh je bolezen potekala v tezji obliki z motnjo zavesti in
pri obeh smo izmerili visoko koncentracijo Lc-S100B proteina. Podatkov v
literaturi, ki bi navajali podobne rezultate ni. Verjetno je starost in z njo povezan
slabsi imunski odziv najpomembnejsi dejavnik za teZji potek bolezni in s tem tudi
vecje koncentracije S100B proteina v likvorju.

Zakaj imajo bolniki s po Gramu pozitivnim povzrocCitellem bakterijskega
meningitisa vec€je koncentracije S100B proteina v likvorju, ni povsem jasno. Lahko
sta odloCilna dejavnika starost bolnikov in razliCen invaziven potencial bakterij.
Debela peptidoglikanska plast, lipopolisaharidi, teiho¢na kislina (pnevmokoki) in
razlicni bakterijski toksini (streptokokni hemolizini in citolizini) ter presnovki

omogocajo u€inkovitejSo invazijo po Gramu pozitivnim bakterijam (43, 44, 65).
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Pri skupni s KME smo dolocili poveane koncentracije S100B proteina v likvorju v
primerjavi s kontrolno skupino (p < 0,001). Srednja vrednost pri skupini s KME je
primerljiva s tisto, ki jo navaja Reiber za preiskovance brez bolezni OZ.

Le pri skupini s KME smo dokazali, da se koncentracija Lc-S100B povecuje s
starostjo. Za vsako leto starosti se koncentracija poveda za 0,032 pg/L. Se dva
avtorja navajata povecanje koncentracij S100B proteina v likvorju s starostjo (36,

37), v eni od teh raziskav so dokazali poveCanje za 0,4-1,5 % na leto (37).

Trinajst bolnikov s KME je imelo povec€ane likvorske koncentracije S100B proteina
nad mejno vrednostjo 1,5 pg/L, Sest bolnikov v skupini s KME je imelo vrednosti
Lc-S100B nad 2,40 ug/L. PovpreCna starost teh bolnikov je bila 70 let in je bila
visoko nad povprecno starostjo celotne skupine s KME (51 let). Poleg starosti (77
in 67 let) je za najveCje izmerjene koncentracije pri dveh bolnikih (3,90 in 4,47
Mg/L) lahko vzrok tudi tezji potek bolezni s sliko meningoencefalitisa. Vedje
koncentracije Lc-S100B pri starejSih bolnikih s KME si lahko razlagamo tudi s tem,
da pri starejSih bolezen pogosto poteka v tezji obliki, kar navaja vec¢ avtorjev (50,
58, 66). Slabsi imunski odziv ter s tem vecje virusno breme, ki poskoduje
mozganske celice, bi tudi lahko prispevalo k vecjim koncentracijam S100B
proteina v likvorju.

Drugi mozen vzrok pove€anja koncentracije pri starejSih je povecan razpad
mozganskih celic in mielina ter naras€anje koncentracije S100B proteina v celicah
in mielinskih ovojnicah. Visji razpolovni Cas proteina pa pripisujemo tudi

zmanjSanemu pretoku likvorja s starostjo (36, 37).

Tudi v kontrolni skupini so mejno vrednost 1,5 ug/L S100B proteina v likvorju
presegli trije preiskovanci (1,51 ugL/; 2,08 ug/L in 2,21 ug/L). V Kliniéni sliki teh
preiskovancev ni bilo nobenih posebnosti, okuzba OZ je bila izklju¢ena, zato ni

jasne razlage za vecje koncentracije S100B proteina v likvorju teh preiskovancev.

Referencne vrednosti za koncentracijo S100B proteina v likvorju podaja le Reiber,
ki je prouCeval dinamiko proteinov mozganskega izvora v likvorju. Povpre¢na
koncentracije v lumbalnem likvorju je 1,5 ug/L in je manj8a od koncentracije v

ventrikularnem likvorju, ki znasa 5,3 ug/L. Razmerje med koncentracijama je
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1: 3,5. Razlika v koncentraciji je posledica razli€nih koncentracij S100B proteina v
tkivih, ki obdaja mozganska prostora in v lokalnih gradientih (33).

Pri nasi kontrolni skupini smo doloCili nizje povpre¢ne vrednosti Lc-S100B (0,98 +
0,40 pg/L), ki pa so zelo podobne vrednostim pri kontrolni skupini z negativno
lumbalno punkcijo v raziskavi Infanteja (1,00 pg/L), (20).

V ostalih raziskavah se v kontrolnih skupinah doloene srednje vrednosti S100B
proteina v likvorju razlikujejo od dobljenih v naS$i raziskavi: povpre¢na vrednost
0,20 pg/L je bila doloCena v raziskavi Greena (13); povpre€na vrednost 1,22 ug/L
je bila dolo€ena v raziskavi Linsa (31); mejna vrednost 0,55 ug/L je bila doloena v
raziskavi Petzolda (35); in razpon 1,00-6,8 ug/L je bil doloCen v raziskavi
Perssona (34). V raziskavi, kjer so ugotovili statisticho znacilne razlike v
koncentraciji med moskimi in Zenskami, so podali loCene vrednosti: 1,5 pg/L za
Zzenske in 1,9 pyg/L za moske (36).

Pri otrocih brez okuzbe OZ so bile v primerjavi z odraslimi izmerjene manjse
koncentracije: srednja koncentracija 0,16 ug/L je bila doloCena v raziskavi Gazzola
(29) in srednja koncentracija 0,71 pg/L je bila dolo¢ena v raziskavi Spinelle (32),
kar je v skladu z raziskavami, ki so dokazale, da se s starostjo koncentracije Lc-
S100B proteina v likvorju povecujejo (36, 37). V nasi raziskavi pri kontrolni skupini
nismo dokazali, da bi se koncentracije S100B proteina s starostjo povecCevale
(p=0,792), to smo dokazali le pri skupini s KME (p = 0,01).

Velike razlike v koncentracijah med posameznimi raziskavami lahko pripisujemo
majhnim vzorcem, predvsem pa razlicnim metodam, ki so bile uporabljene v
raziskavah (31, 32).

Serumske koncentracije S100B proteina so precej nizje od likvorskih, vec€ina v
serumu prisotnega S100B proteina izvira iz OZ. Pri zdravih otrocih in zdravih
odraslih, ki niso imeli bolezni OZ, je bila koncentracija serumskega S100B proteina
dolo€ena v vec raziskavah. V nasi raziskavi smo dolocili mediano koncentracijo za
kontrolno skupino v serumu 0,07 pg/L in je precej nizja od mejne vrednosti 0,15
Mg/L, ki jo navaja proizvajalec reagentov in smo jo uporabili v raziskavi. Povsem
enako vrednost za kavkazijsko populacijo so dobili v raziskavi, kjer so proucevali
vpliv rase na koncentracije S-S100B (41). Biberthaker je v svoji raziskavi dolocil

podobno srednjo koncentracijo S100B v serumu (0,05 ug/L), kot smo jo dolodili v
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nasi raziskavi, kljub temu da je uporabil elektrokemiluminscencno metodo z nizjo
mejo detekcije (0,005 ug/L) v primerjavi z naSo metodo (24). V raziskavi Petzolda
in sodelavcev so dolocali serumsko koncentracijo S100B proteina z ELISA metodo
in so postavili 10-krat manjSo mejno vrednost (0,007 ug/L), kot je bila dolo¢ena
srednja koncentracija v nasi raziskavi (35). Vzrok je lahko v razli¢nih metodah.
Podobno nizke vrednosti (0,0067 ug/L) je dobil tudi Takahashi, ki je koncentracijo
S100B proteina prav tako doloCal z ELISA metodo, vendar z nizjo mejo detekcije
(0,0125 pg/L), kot jo je imela nasa metoda (38). V raziskavi Perssona, kjer so
uporabili RIA metodo, so koncentracije izrazito viSje (5,3 pg/L, obmocje 2,6-11,5
Mg/L) v primerjavi z naSimi in drugimi podatki iz literature, vzrok je lahko visoka
meja detekcije metode (1,0 pg/L) (34).

Razlike v koncentraciji tako serumskega in tudi likvorskega S100B proteina med
razlicnimi raziskavami so precejSne, kar otezuje primerjanje in interpretacijo
rezultatov. Prve raziskave so bile izvedene z laboratorijsko pripravljenimi
metodami, ki so se med sabo razlikovale predvsem po analiticni obcutljivosti in
antigenskih prijemaliéih. Sele s komercialno dostopnimi reagentnimi kompleti se
je metodologija bolj poenotila, Se vedno pa obstaja razlicna analiticna obcutljivost

tudi med temi analiznimi metodami (13, 31, 59, 67).

V nasi kontrolni skupini nismo dokazali odvisnosti koncentracije S-S100B proteina
od starosti, enako so ugotovili tudi v raziskavi Takahashija (38) in Ingebrigstena
(23), medtem ko je Portela ugotovil vecje serumske koncentracije S100B proteina

pri starejSih osebah (40).

V nasi raziskavi smo dokazali statistitho pomembne razlike v koncentraciji S-
S100B proteina med kontrolno skupino in skupino z BM (p = 0,001) ter med
skupino s KME in BM (p = 0,003). Med kontrolno skupino in skupino s KME
statistitno pomembne razlike nismo dokazali (p = 0,527), saj imata skupini enaki
srednji vrednosti. Glede na mejno serumsko vrednost, ki jo navaja proizvajalec je
bila ta vrednost preseZena pri 10 % bolnikov z izklju&eno okuzbo OZ, pri 20 %
bolnikov s KME in pri 48 % bolnikov z BM.

Tudi Karner je v svoji raziskavi dokazal pove€ane serumske koncentracije S100B

proteina pri bolnikih s KME in BM. V primerjavi z nasSo raziskavo je bil delez
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bolnikov s KME s povecanimi koncentracijami S100B proteina visji (26 %) in pri
bolnikih z BM nizji (33,3 %) (61).

Se vegji delez bolnikov z okuzbo OZ in pove&animi koncentracijami S-S100B
proteina je v svoji raziskavi nasSel Unden s sodelavci. Ve€je koncentracije od
mejne vrednosti 0,15 pg/L je imelo kar 73 % bolnikov z BM in 33 % bolnikov z
virusnim meningitisom (9). V raziskavi Undena je bilo v skupino z bakterijskim
meningitisom vklju¢enih le 11 bolnikov, pri petih je bil iz likvorja osamljen S.
pneumoniae. V nasi skupini bolnikov z osamitvijo bakterij iz likvorja je mejno
vrednost preseglo 10 bolnikov od 18, pri petih je bil iz likvorja osamljen
pnevmokok. Vecji relativni delez bolnikov z osamitvijo pnevmokoka iz likvorja v
raziskavi Undena je lahko vzrok viSjemu odstotku bolnikov s presezeno mejno
vrednostjo.

Podobno kot v nasi raziskavi je tudi Hemedova s sodelavci dokazala statistiCno
pomembno vecjo koncentracijo S-S100B pri bolnikih z bakterijskim meningitisom v
primerjavi s kontrolno skupino (p < 0,05) (30). Tudi v Linsovi raziskavi so imeli
bolniki z bakterijskim meningitisom statisticho pomembno vecje koncentracije S-
S100B proteina v primerjavi s kontrolno skupino (p = 0,008), mejno vrednost je
preseglo 36 % bolnikov. V skupini z virusnim meningitisom so bile pri vseh bolnikih
koncentracije pod mejno vrednostjo (31), medtem ko je v nasSi skupini s KME
mejno vrednost preseglo 7 (20 %) bolnikov, kar morebiti lahko pripiSemo drugi

etiologiji bolezni.

Bolniki z BM, potrjenim z osamitvijo bakterij iz likvorja, so imeli v primerjavi z
bolniki brez osamitve bakterij iz likvorja ve€je koncentracije S100B proteina v
serumu, vendar razlike v koncentraciji niso bile statisticho pomembne (p = 0,326),
kljub temu da smo dokazali statistictho pomembno razliko v koncentraciji
likvorskega S100B proteina med tema dvema skupinama bolnikov.

Nasi rezultati so v nasprotju z raziskavo Hamedove in sodelavcev, kjer so dokazali
statisticno pomembno razliko v koncentraciji S-S100B, medtem ko se likvorske
koncentracije S100B proteina med bolniki z osamitvijo bakterij v primerjavi z
bolniki brez osamitve bakterij iz likvorja niso razlikovale (30).

Prav tako kot v likvorju smo tudi v serumu dobili statisticno znacilno vecje

koncentracije S100B proteina pri bolnikih s po Gramu pozitivnim povzrociteljem, v

48



Boznar Ali¢, E. Pomen dolo¢anja S100B proteina v diferencialni diagnostiki bakterijskega in virusnega meningitisa
Magistrska naloga, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo

primerjavi z bolniki s po Gramu negativnim povzrociteliem BM (p = 0,044). Vzrok
temu je lahko vecja koncentracija S100B proteina v likvorju, ob izrazitejSem
vhetnem odgovoru organizma na okuzbo s po Gramu pozitivnimi bakterijami in
posledicno vec€ja okvara KMP, preko katere je v sistemski krvni obtok preslo ve¢
S100B proteina. V primeru poskodbe mozganskih celic se namre¢ S100B protein
sproscCa v izvenceliCni prostor, od koder verjetno prehaja v kri neposredno preko
okvarjene KMP ali pa se prena$a iz likvorja v kri preko arahnoidnih vilijev (3, 35,
39).

V raziskavi Kannerja in sodelavcev so z umetno povzro¢eno okvaro KMP dokazali
povecCane serumske koncentracije S100B proteina, s ¢imer so potrdili, da je eden
od vzrokov za poveCano serumsko koncentracijo poleg poskodbe mozganskih
celic tudi okvara KMP (67). Tudi drugi avtorji razlagajo, da do pove€ane serumske
koncentracije S100B proteina pride zaradi okvare KMP (28).

Rezultati naSe raziskave so v skladu z rezultati Kannerjeve raziskave, saj imamo
pri bakterijskem meningitisu veCjo okvaro KMB kot pri KME, zato tudi poveCane

koncentracije S100B proteina v serumu bolnikov z bakterijskim meningitisom.

V nasi raziskavi nismo dokazali, da bi bile poveCane koncentracije likvorskega
S100B proteina v sorazmerju s povecCanimi koncentracijami serumskega S100B
proteina pri nobeni od skupin (KO: p = 0,756, KME: p = 0,309, BM: p = 0,309). Do
enakih zaklju¢kov sta prisla v svojih raziskavah tudi Kleindienstova (18) in Karner
(61).

Vzrok nesorazmerja med likvorskimi in serumskimi koncentracijami S100B
proteina lahko pripiSemo temu, da na serumsko koncentracijo S100B proteina
vpliva ve€ dejavnikov: likvorska koncentracija S100B proteina, okvara KMB in viri
S100B proteina izven OZ (3,4,9,15,18). V nas$i raziskavi nismo ocenjevali
prepustnosti KMP z merjenjem koli¢nika albumina (Qap), zato ne moremo oceniti,
v kolik&ni meri prispeva k pove€anim serumskim koncentracijam S100B protein, ki
prehaja iz likvorja v kri in v kolikdni meri S100B protein iz virov, ki so zunaj OZ. Pri
doloCanju koncentracije S100B proteina je likvor vzorec izbora, saj predstavlja
biolosko tekocCino, v katero se ob akutni poSkodbi mozganskih celic sestavine teh
celic tudi neposredno sprosc¢ajo. Vec€ dejavnikov, ki lahko vpliva na koncentracije

S100B proteina v serumu, znizuje zanesljivost doloCanja koncentracije S100B
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proteina v serumu kot pokazatelja poskodb OZ. Poskodba katerega koli tkiva izven
OZ, ki vsebuje S100B protein, lahko vpliva tudi na poveéanje koncentracij S100B
proteina v serumu (14, 17, 18).

Raiber poroCa, da je normalno razmerje med likvorskimi in serumskimi
koncentracijami S100B proteina pri preiskovancih brez bolezni OZ 18 : 1. Okvara
KMB, ki vpliva na poveCanje koncentracije krvnih beljakovin v likvorju, na
koncentracijo beljakovin mozganskega izvora v likvorju ne vpliva (33).

Pri kontrolni skupini smo dobili nekoliko nizje razmerje (14,6 : 1), kot ga navaja
Reiber. Pri skupini s KME je bilo razmerje nekoliko viSje kot pri kontrolni skupini,
vendar razlika ni bila statisticho pomembna (p = 0,081), medtem ko je bila razlika
statistitno pomembna med kontrolno skupino in BM skupino (p < 0,001) ter BM in
KME skupino (p = 0,013). Prav tako imajo vecCje razmerje bolniki z osamitvijo
bakterij v primerjavi z bolniki brez osamitve bakterij iz likvorja, vendar razlika ni bila
statisticno pomembna (p = 0,326). Tudi v raziskavi Hamedove so dolocCili viSje
razmerje pri bolnikih z osamitvijo bakterij iz likvorja v primerjavi z bolniki, pri katerih
bakterij niso osamili, vendar tudi tu razlika ni bila statisticho pomembna (p > 0,05)
(30). Tudi v skupini z BM so imeli bolniki z okuzbo s po Gramu pozitivho bakterijo
viSje razmerje kot okuzeni s po Gramu negativno bakterijo, vendar tudi tu razlika ni
bila statisticno pomembna (p = 0,930). Podobnih primerjav v literaturi nismo
zasledili.

Povecano razmerje v skupini z BM dokazuje da je stopnja poSkodbe astrocitov pri
BM vecdja kot pri KME, zato so vecje koncentracije tako v serumu in likvorju in tudi
razmerje med likvorsko in serumsko koncentracijo S100B proteina, kar potrjuje

intratekalno sintezo S100B proteina.

V nekaterih raziskavah, kjer so dolocCali koncentracije S100B proteina v likvorju in
serumu, so hkrati ugotavljali tudi povezanost z ostalimi laboratorijskimi
preiskavami, ki se obigajno dolo&ajo pri diagnostiki okuzb OZ.

V nasi raziskavi smo le pri skupini bolnikov z BM ugotovili, da je bila poveCana
koncentracija Lc-S100B proteina v sorazmerju s povecano koncentracijo likvorskih
beljakovin (p = 0,01). Pri bolnikih z BM pove€ana koncentracija Lc-S100B ni bila v
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sorazmerju s povecano koncentracijo Lc-levkocitov, S-CRP, K-levkocitov ter
zmanj$ano koncentracijo Lc-glukoze.

V drugih raziskavah so dokazali korelacijo tudi z ostalimi parametri. V raziskavi
Spinelle in sodelavcev so pri otrocih z bakterijskim meningitisom dokazali
sorazmerje med povecano koncentracijo Lc-S100B ter pove€ano koncentracijo
proteinov (p = 0,003) in zmanjSano koncentracijo glukoze (p = 0,05). Tako kot v
nasi raziskavi pa niso dokazali sorazmerja s povecano koncentracijo levkocitov v
likvorju (32). Tudi v raziskavi Infanteja so pri bolnikih z meningitisom razlicnega
vzroka dokazali sorazmerje med povecano koncentracijo Lc-S100B ter povecano
koncentracijo Lc-levkocitov (p = 0,014), Lc-beljakovin (p = 0,018) in zmanjSano
koncentracijo Lc-glukoze (p = 0,028) (20). Tudi pri nedonoSenih otrocih z
bakterijskim meningitisom so Gazzolo in sodelavci dokazali sorazmerje za iste
preiskave kot Infante: Lc-levkocite (p < 0,001), Lc-beljakovine (p < 0,01) in Lc-
glukozo (p < 0,01) (29). Povezanost med povecano likvorsko koncentracijo S100B
proteina in poveCano koncentracijo beljakovin (p < 0,05) in zmanjSano
koncentracijo glukoze (p < 0,01) je dokazala v raziskavi na otrocih tudi El
Seifyjeva s sodelavci (28).

Tako v naSi raziskavi kot v ostalih Stirih je bilo dokazano sorazmerje med
koncentracijama beljakovin v likvorju in S100B proteina v likvorju, kar je
pricakovano, saj jeS100B protein ena izmed beljakovin, ki ga izmerimo skupaj z
ostalimi beljakovinami kot celokupno koncentracijo beljakovin v likvorju. Zakaj
nismo dokazali povezanosti med Lc-S100B in ostalimi parametri ni povsem jasno.
Eden od moznih vzrokov je lahko razlika v starosti in manjSa homogenost skupin v

primerjavi z naso skupino.

V nasi raziskavi se likvorski S100B protein ni izkazal kot diagnosti¢no obcutljivejsi
in bolj specifi¢en pokazatelj za razlikovanje bakterijskega meningitisa od virusnega
meningitisa v primerjavi z ostalimi obi€ajnimi laboratorijskimi preiskavami, ki se
izvajajo pri diagnostiki okuzb OZ. Do podobnih zakljugkov je pridel tudi Lins, ki je v
raziskavi dokazal, da pri okuzbah OZ pride do sprememb v koncentraciji Lc-
S100B, vendar te spremembe nimajo vecje diferencialno diagnosti¢ne vrednosti v

primerjavi z obi¢ajnimi laboratorijskimi preiskavami (31).
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V nasi raziskavi je bil najboljSi diagnosticni pokazatelj za razlikovanje med
bakterijskim in virusnim meningitisom koncentracija beljakovin v likvorju
(koncentracije vecje od 1,46 pg/L imajo diferencialno diagnosticno obcutljivost 96
% in specificnost 97 %), sledi CRP (koncentracije nad 105 mg/L imajo
diferencialno diagnosti¢no obcutljivost 80 % in specificnost 97 %), koncentracija
glukoze v likvorju (pri koncentracijah pod 0,2 mmol/L je diferencialno diagnosti¢na
obcutljivost 68 % in specificnost 100 %), likvorski levkociti (pri koncentracijah nad
1641 x 10°/L je diferencialno diagnostiéna obéutljivost 76 % in specifiénost 100 %).
Na petem mestu je koncentracija likvorskega S100B proteina, kjer imamo pri
koncentracijah nad 1,60 pg/L 100 % obdcutljivost in 71 % specifiCnost za
razlikovanje BM od KME. Pri bolnikih z okuzbo osrednjega zivCevja pri
koncentracijah, ki so vecje od 1,60 pg/L, z 71 % zanesljivostjo potrdimo bakterijsko
okuzbo OZ (PNV), pri koncentracijah nizjih od te vrednosti pa lahko s 100 %
zanesljivostjo izklju¢imo bakterijsko okuzbo OZ (NNV). Ostale preiskave, kot so
koncentracija krvnih levkocitov in koncentracija serumskega S100B proteina, so
kot diferencialno diagnosti¢ni parametri manj zanesljivi kot Lc-S100B.

Gazzolo je v svoji raziskavi nedonoSenckov z bakterijskim meningitisom postavil
mejno vrednost za koncentracijo S100B proteina pri 1,0 ug/L z 91 % diagnosti¢no
obcutljivostjo in 82 % specificnostjo (29). Pri tej koncentraciji smo v naSi raziskavi
sicer dobili 100 % obcutljivost, vendar je bila specificnost le 26 %, saj je imelo tudi
25 bolnikov s KME v likvorju vecje koncentracije S100B proteina od 1,0 pg/L.

V raziskavi El Seifyjeve, v kateri so proucevali S100B protein pri otrocih z
bakterijskim meningitisom, so dolocili nizje diagnosticne mejne vrednosti. Za Lc-
S100B pri 0,84 pg/L in S-S100B pri koncentraciji 0,20 pg/L. V naSi raziskavi smo
imeli pri koncentraciji 0,84 ug/L S100B proteina v likvorju 100 % obdcutljivost in
14 % specificnost. Pri koncentraciji 0,20 yg/L S100B proteina v serumu smo

dolocili 40 % obcutljivost in 91 % specificnost.
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6. SKLEPI

V nasi raziskavi smo na podlagi izmerjenih koncentracij S100B v likvorju in
serumu ter ostalih obi¢ajnih laboratorijskih preiskav v likvorju in krvi pri kontrolni
skupini, pri bolnikih z bakterijskim meningitisom in bolnikih z virusnim

meningitisom prisli do naslednjih dognanj:

1. PoveCana koncentracija proteina S100B v likvorju je zanesljiv pokazatel
poSkodbe astrocitov in intratekalne sinteze S100B proteina, in je posledica
razliénih patofiziologkih procesov, ki potekajo med okuzbo OZ. Koncentracija
S100B proteina je vecja pri bolnikih z bakterijskim meningitisom kot pri bolnikih
z virusnim meningitisom, kar pomeni, da je koncentracija odraz vecje poskodbe
astrocitov.

2. Pri bolnikih z okuzbo OZ koncentracije S100B proteina v likvorju, ki so niZje od
1,60 pg/L, s 100 % zanesljivostjo izkljuSujejo bakterijsko okuzbo OZ.

3. Serumska koncentracia S100B proteina pri  bolnikih z bakterijskim
meningitisom je lahko dodatni kriterij za uvedbo protimikrobnega zdravljenja.

4. PovecCane likvorske koncentracije S100B proteina ne spremlja sorazmerno
poveCana serumska koncentracije, saj na koncentracijo S100B proteina v
serumu ne vpliva le koncentracija S100B proteina v likvorju, ampak tudi
okvara KMP in viri S100B proteina izven OZ.

Pri bolnikih s KME se koncentracija Lc-S100B povecuje s starostjo.
Pri bolnikih z BM je poveCana koncentracija Lc-S100B v sorazmerju s
povecano koncentracijo beljakovin v likvorju.

7. PovecCana koncentracija S100B proteina v likvorju ni v sorazmerju s pove¢ano
koncentracijo Lc-levkocitov, K-levkocitov, S-CRP in zmanjSano koncentracijo
Lc-glukoze.

8. Bolniki z osamitvijo bakterij iz likvorja imajo vecje koncentracije Lc-S100B
proteina v primerjavi z bolniki brez osamitve bakterij iz likvorja, vendar razlika ni

statisticno pomembna.
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9. Bolniki z okuzbo s po Gramu pozitivno bakterijo imajo v likvorju vecjo
koncentracijo S100B proteina kot bolniki z okuzbo s po Gramu negativno
bakterijo.

10. Koncentracija likvorskega S100B proteina je lahko napovedni pokazatel
poteka bolezni, saj smo najveCje koncentracije likvorskega S100B proteina
izmerili pri bolnikih, ki so imeli tezji potek bolezni.

11. Likvorska koncentracija S100B proteina je zanesljivejSi diferencialno
diagnosti¢ni parameter za razlikovanje bakterijskega meningitisa od virusnega
meningitisa kot koncentracija levkocitov v krvi in manj zanesljiv diferencialno
diagnosti¢ni parameter kot koncentracija beljakovin, glukoze in levkocitov v

likvorju ter CRP v serumu in levkocitov v periferni krvi.

Koncentracija S100B proteina v likvorju nam lahko sluzi kot napovedni dejavnik
tezjega poteka bakterijskega in virusnega meningitisa ter v nejasnih primerih tudi
kot dodatni laboratorijski kriterij za razlikovanje bakterijskega meningitisa od

virusnega meningitisa.
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