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SAZETAK
Naslov: ,,Kalretinin u dijagnostici Hirschsprungove bolesti*

Autor: Antonia Civljak

Uvod: Istrazivanje je provedeno s ciljem ispitivanja i usporedbe dijagnosticke vrijednosti
standardnih metoda histoloske analize (bojenje hemalaun-eozinom, histokemijsko bojenje
acetilkolinesteraze) s imunohistokemijskim bojenjem na kalretinin bioptata rektuma dobivenih

sukcijskom biopsijom u bolesnika sa sumnjom na Hirschsprungovu bolest.

Metode: Provedena je retrospektivna analiza medicinske dokumentacije sve djece kojima je od
sije¢nja 2016. do svibnja 2021. godine u KBC-u Zagreb radena sukcijska biopsija rektuma zbog
sumnje na Hirschsprungovu bolest. Izdvojena su osnovna obiljezja bolesnika i1 nalazi
dijagnostickih i terapijskih postupaka. Za usporedbu dijagnostickih testova izraCunata je

specifi¢nost, osjetljivost, pozitivna prediktivna vrijednost i negativna prediktivna vrijednost.

Rezultati: Analizirani su podatci 24 ispitanika. Dijagnoza Hirschsprungove bolesti potvrdena
je u sedam (29%) bolesnika. Najées¢i razlog sumnje na Hirschsprungovu bolest i indikacija za
izvodenje sukcijske biopsije rektuma bili su distenzija abdomena (66,7%), opstipacija (62,5%)
1 povracanje (41,7%). U postavljanju dijagnoze Hirschsprungove bolesti najvecu specifi¢nost
(85%) i osjetljivost (100%) pokazalo je imunohistokemijsko bojenje na kalretinin, a najmanju

specifi¢nost (66,7%) 1 osjetljivost (37,5%) histokemijsko bojenje acetilkolinesteraze.

Zakljucak: Imunohistokemijsko bojenje na kalretinin ima visoku dijagnosticku toc¢nost.
Uvodenje imunohistokemijskog bojenja na kalretinin u standardni dijagnosticki postupak
moglo bi ubrzati i unaprijediti tocnost dijagnostickog postupka otklanjanjem poteskoca koje

nerijetko otezavaju pravovremeno postavljanje dijagnoze Hirschsprungove bolesti.

Kljuéne rije¢i: Hirschsprungova bolest, sukcijska biopsija rektuma, imunohistokemijsko

bojenje na kalretinin, bojenje hemalaun-eozinom, histokemijsko bojenje acetilkolinesteraze



SUMMARY
Title: ,,Calretinin in diagnosis of Hirschsprung's disease*

Author: Antonia Civljak

Introduction: The study was conducted to examine and compare the diagnostic values of
standard methods of histological analysis (hematoxylin and eosin staining, histochemical
staining for acetylcholinesterase) with immunohistochemical staining for calretinin of rectal

biopsies obtained by rectal suction biopsy in patients with suspected Hirschsprung’s disease.

Methods: A retrospective analysis of the medical records of all children who underwent a rectal
suction biopsy from January 2016 to May 2021 at the University Hospital Center Zagreb due to
suspected Hirschsprung's disease. The basic characteristics of the patient and the findings of
diagnostic and therapeutic procedures were extracted. Specificity, sensitivity, positive

predictive value, and negative predictive value were calculated to compare diagnostic tests.

Results: Data from 24 participants were analyzed. The diagnosis of Hirschsprung's disease was
confirmed in seven (29%) patients. The most common reasons for suspicion of Hirschsprung's
disease and indications for performing a rectal suction biopsy were abdominal distension
(66.7%), constipation (62.5%) and vomiting (41.7%). In the diagnosis of Hirschsprung's
disease, immunohistochemical staining for calretinin showed the highest specificity (85%) and
sensitivity (100%), and histochemical staining of acetylcholinesterase showed the lowest
specificity (66.7%) and sensitivity (37.5%).

Conclusion: Immunohistochemical staining of calretinin has high diagnostic accuracy. The
introduction of immunohistochemical staining for calretinin in the standard diagnostic
procedure could accelerate and improve the accuracy of the diagnostic procedure by eliminating

difficulties that often complicate the timely diagnosis of Hirschsprung's disease.

Key words: Hirschsprung's disease, suction rectal biopsy, immunohistochemical staining for

calretinin, hematoxylin and eosin staining, histochemical staining for acetylcholinesterase



1. UvOD

1.1. Hirschsprungova bolest

Hirschsprungova bolest prirodena je bolest gastrointestinalnog sustava koju karakterizira
nedostatak ganglijskih stanica u stijenci crijeva. Bolest nastaje kao rezultat poremecaja kranio-
kaudalne migracije neurona tijekom ranog embrionalnog zivota. Aganglionarno crijevo
zapocinje na mjestu gdje je zaustavljena migracija neurona i proteZe se u kontinuitetu prema
aboralno sve do unutarnjeg analnog sfinktera. Peristaltika zahvacenog crijeva je odsutna, zbog
¢ega nastaje funkcionalna opstrukcija prolasku crijevnog sadrzaja. Incidencija iznosi otprilike

1:5000 zivorodene djece, i znacajno je ¢esS¢a u muskog spola (1).

1.1.1. Etiopatogeneza Hirschsprungove bolesti

U osnovi Hirschsprungove bolesti jest disfunkcija zivEéanog sustava crijeva kojega ¢ine spletovi
neurona i glija stanica koji se protezu duz gastrointestinalnog sustava (2). Auerbachov splet
nalazi se izmedu miSi¢nih slojeva stijenke probavne cijevi, dok je Meissnerov splet u
podsluznici crijeva (3). Zivéani sustav crijeva nastaje iz populacije multipotentnih stanica
neuralnog grebena, privremene embrionalne strukture. Stanice neuralnog grebena migriraju
tijekom embrionalnog Zivota u udaljene dijelove tijela gdje proliferiraju 1 diferenciraju se u

razlicite tipove stanica, ukljucujuéi i neuralne stanice crijeva (4).

Najistaknutiji etiopatogenetski ¢imbenik u nastanku Hirschsprungove bolesti je neuspje$na
migracija stanica neuralnog grebena u crijevo, a pridonose joj i defekti diferencijacije
neuroblasta u ganglijske stanice i unistavanje ganglijskih stanica unutar stijenke crijeva (5). Ovi
su procesi precizno regulirani brojnim molekulama 1 signalnim putovima Sto zahtijeva ispravnu
regulaciju ekspresije gena. Stoga, epigenetske modifikacije DNA i promjene u regulaciji

transkripcije i translacije imaju ulogu u nastanku ove bolesti (6).

Identificirano je mnogo genetskih ¢imbenika, mutacija i modifikatora koji doprinose
patologenezi Hirschsprungove bolesti (7). Tako npr. mutacije RET proto-onkogena i gubitak
funkcije RET proteina ometa signaliziranje procesa rasta i diferencijacije tkiva u razvoju, ali i

prezivljavanje stanica (8). RET je stoga neophodan za normalnu formaciju Zivéanog sustava



crijeva (9). Opisane su i mutacije u drugim genima (10, 11) koje dovode do nedostatne
ekspresije regulatora ukljuenih u razvoj stanica neuralnog grebena Sto najCeSce rezultira
zaustavljanjem migracije neuroblasta u debelo crijevo (12). Tako segment debelog crijeva ostaje

aganglionaran, a stoga i nefunkcionalan.

U otprilike 80% bolesnika radi se o bolesti kratkog segmenta, kada je zahva¢en samo rektum ili
rektosigmoidno podrucje. Bolest dugog segmenta pojavljuje se u 15% bolesnika, a
podrazumijeva agangliozu u razli¢ito dugom segmentu proksimalno od sigmoidnog kolona. U
5% bolesnika prisutna je potpuna aganglioza debelog crijeva (Zuelzer-Wilsonov sindrom), a
iznimno rijetko moze biti zahvaceno i tanko crijevo (13, 14). Aganglionarno crijevo ne prenosi
peristalti¢ke valove i djeluje kao funkcionalna opstrukcija prolazu crijevnog sadrzaja. 1zostanak
koordinirane peristaltike dovodi do nakupljanja crijevnog sadrzaja, porasta tlaka proksimalno
od opstrukcije i proSirenja normalno inerviranih dijelova crijeva zbog ¢ega se ova bolest naziva

i kongenitalni megakolon (4, 5).

1.1.2. Klini¢ka slika Hirschsprungove bolesti

Klinicka prezentacija Hirschsprungove bolesti ovisi o duljini zahva¢enog segmenta debelog
crijeva. Simptomi se mogu javiti u novorodenackoj dobi ili kasnijem djetinjstvu, a iznimno ¢ak
i u odrasloj dobi. Najces¢e se ocituje u novorodenackom razdoblju simptomima distalne
opstrukcije crijeva. Vecina oboljelih ima odgodeni prolazak mekonija uz progresivnu distenziju
abdomena, poteskoce s hranjenjem i povracanje tijekom prvih dana zivota (15, 16). Ipak,
normalan prolazak stolice ne iskljucuje dijagnozu bolesti, a i digitorektalni pregled oboljelih
moze izazvati izbacivanje plina i stolice i privremeno ublaziti prepreku (17). Laksi oblici bolesti
uglavnom se oc€ituju u kasnijem djetinjstvu kroni¢nom opstipacijom otpornom na konzervativno
lijecenje uz distenziju abdomena i nenapredovanje na tjelesnoj tezini (18). Tijek bolesti se moze
komplicirati akutnom opstrukcijom crijeva, enterokolitisom, volvulusom debelog crijeva te ¢ak
i perforacijom crijeva. Enterokolitis povezan s Hirschsprungovom bolesti karakterizira klinicka
slika nalik sepsi, s Cesto krvavim proljevom, povrac¢anjem i distenzijom abdomena uz mogucu

progresiju u toksi¢ni megakolon (19).

Hirschsprungova bolest se nerijetko javlja u sklopu sindroma (30%), a moze biti udruzena s

nizom prirodenih anomalija drugih organa i organskih sustava. NajceS¢a pridruZena



kromosomska anomalija jest Downov sindrom (20). Povezuje se i s nekoliko monogenskih
sindroma, kao S$to su Waardenburgov sindrom, Mowat-Wilsonov sindrom, kongenitalni
centralni hipoventilacijski sindrom i drugi (21, 22). Pojava Hirschsprungove bolesti uz
kongenitalni centralni hipoventilacijski sindrom naziva se Haddad sindromom (23). Opisane su
pridruZzene kongenitalne anomalije bubrega i mokra¢nog sustava, anorektalne malformacije,

anomalije kardiovaskularnog sustava, ostecenja vida, sluha i druge (24, 25).

1.1.3. Dijagnoza Hirschsprungove bolesti

Dijagnoza Hirschsprungove bolesti temelji se na anamnestiCkim podacima, klinickim
obiljezjima, nalazu irigografije 1 histoloSkom nalazu sukcijske biopsije rektuma. Postavljanje
definitivne dijagnoze katkad zahtijeva i1 kirurSku biopsiju pune debljine stijenke rektuma (26).
Dijagnosticki algoritam ovisi o razini sumnje na Hirschsprungovu bolest, moguéim
komplikacijama i o raspolozivim resursima i afinitetima nadleznog lije¢nika (1). Osjetljivost i
specifi¢nost klinicke slike oboljelih je niska pa u slu¢aju sumnje na bolest nije pozeljno odgadati
dijagnosticke pretrage. Slikovne pretrage mogu biti korisne u postavljanju dijagnoze niskog
ileusa i diferencijalno dijagnosti¢ki razlikovati Hirschsprungovu bolest od kongenitalnih
anomalija koje zahvacaju proksimalnije dijelove crijeva. Klasi¢an nalaz irigografije oboljelih
prikazuje distenziju proksimalnih, uredno inerviranih crijevnih vijuga s ljevkastim prijelazom
u suzeni, aganglionarni segment debelog crijeva. Ipak, nalaz moze biti nepouzdan ili lazno

negativan posebice u novorodencadi u kojih se crijevo jos nije stiglo dilatirati (15).

Histoloska i histokemijska analiza bioptata pune debljine stijenke rektuma predstavlja zlatni
standard u postavljanju dijagnoze. Dijagnozu Hirschsprungove bolesti potvrduje histoloski
nalaz odsutstva ganglijskih stanica u submukoznom i mijenterickom pleksusu bioptata (27, 28,
32). Standardna histologija se rutinski nadopunjuje  histokemijskim  bojenjem
acetilkolinesteraze, enzima koji se pojacano izlucuje u aganglionarnom segmentu uslijed
hipertrofije preganglionarnih ziv€anih vlakana. Imunohistokemijsko bojenje na kalretinin,
protein koji igra vaznu ulogu u organizaciji 1 funkcioniranju srediSnjeg Ziv€anog sustava
dodatna je dijagnosticka tehnika (29, 30). Prisutnost ganglijskih stanica dosljedno korelira s

pozitivnom reaktivnos¢u imunohistokemijskog bojenja, stoga odsutnost ekspresije kalretinina



u ziv€anim vlaknima korelira s agangliozom (31) i dodatno potvrduje sumnju na

Hirschsprungovu bolest (23).

Biopsija stijenke rektuma se najcesce izvodi jednostavno, bezbolno i bez anestezije sukcijskim
kateterom uz krevet bolesnika. Biopsija sukcijskim kateterom se izvodi u podrucju straznje
stijenke rektuma, najmanje 2,5 cm iznad analnog kanala kako bi se dobili uzorci sluznice i
podsluznice crijeva. Prisustvo ganglijskih stanica u podsluznici isklju¢uje dijagnozu, medutim
zbog Cesto tehnicki neprimjerenih uzoraka kojima nije zahvacen podsluznicki sloj, odsustvo
ganglijskih stanica ovom metodom nije dostatan kriterij za postavljanje dijagnoze. U
slu¢ajevima dvojbenog nalaza, indicirano je ponoviti sukcijsku biopsiju ili uéiniti kirur§ku

biopsiju pune debljine stijenke rektuma.

1.1.4. Diferencijalna dijagnoza Hirschsprungove bolesti

U djece koja se prezentiraju opisanom karakteristicnom klini¢ckom slikom uvijek treba
posumnjati na Hirschsprungovu bolest, ali treba razmotriti i ostale moguce uzroke opstrukcije
crijeva. U obzir dolaze brojne gastrointestinalne malformacije, poput atrezije, urodenih
striktura, malrotacije i volvulusa crijeva. Uzrok opstrukcije crijeva u novorodencadi moze biti i
cisti¢na fibroza koja se prezentira klinickom slikom mekonijskog ileusa. Razli¢ita stanja majke,
infektivne i endokrinoloske bolesti, mogu biti uzrokom funkcionalne opstrukcije crijeva djeteta.
Nadalje, treba razmotriti i druge anomalije ziv€anog sustava crijeva koje se mogu ocitovati

slicno Hirschsprungovoj bolesti, ali se razlikuju u nalazima osnovnih dijagnostickih pretraga
(15, 33).

1.1.5. Lijecenje Hirschsprungove bolesti

Lijecenje ovisi o tezini bolesti, stanju bolesnika i postoje¢im komplikacijama. Osnova
zbrinjavanja bolesnika je kirursko lijeCenje s ciljem resekcije aganglionarnog dijela crijeva i
spustanja uredno inerviranog crijeva do anusa uz oc¢uvanje unutarnje funkcije analnog sfinktera
(34). Tijekom operacije uzimaju se serijske biopsije crijeva kako bi se utvrdila razina prijelaza
ganglionarnog u aganglionarni dio crijeva. Postupak se moze izvesti odjednom ili u nekoliko

zahvata. Opisane su razli¢ite kirurSke tehnike, od kojih su najéesce operacije po Swensonu,



Duhamelu i Soaveu (35-38). Laparoskopski i transanalni pristup danas imaju prednost nad

transabdominalnim pristupom (39).

Komplikacije Hirschsprungove bolesti se najceSée lijeCe neoperativno do stabilizacije
bolesnika. Bolesnicima s enterokolitisom potrebno je obustaviti svaki peroralni unos,
nadoknaditi volumen 1 intravenski primijeniti antibiotsku terapiju. U slucaju ishemije ili
perforacije crijeva ili neadekvatnog odgovora na konzervativno lijeCenje, potrebna je hitna
operacija (19). Tada se u prvom aktu formira kolostoma proksimalno od prijelazne zone kako
bi se omogucila dekompresija proSirenog crijeva, a u drugom konacna rekonstrukcija tj.

uspostava crijevnog kontinuiteta.

UnatoC uspjeSnom kirurSkom lijecenju, postoperativni poremecaji u radu crijeva su cCesti 1
zahtijevaju adekvatnu skrb. Ipak, istrazivanja pokazuju da veéina djece nakon operacije ima

dobru kvalitetu zivota (40, 41).

1.2. 1zazovi u postavljanju dijagnoze Hirschsprungove bolesti

Postaviti dijagnozu Hirschsprungove bolesti nije uvijek jednostavno. Subjektivne smetnje u
novorodenackoj i dojenackoj dobi nerijetko je tesko prepoznati, a klinicka obiljezja je moguce
1 propustiti. [zuzev kirurSke biopsije rektuma koja se provodi u opéoj anesteziji, do danas ne
postoji nedvojbeno pouzdani dijagnosticki test kojim bi dokazali ili iskljucili bolest. Sukcijskom
biopsijom mozemo samo iskljuciti postojanje Hirschsprungove bolesti ako utvrdimo prisutstvo
ganglijskih stanica. Ukoliko se u uzorcima ganglijske stanice ne prikazu, nalaz moze biti lazno
negativan. Razlog tome moze biti neadekvatnost uzorka sukcijske biopsije Sto nije rijedak
slucaj. Bioptat moze biti povrSinski sloj tkiva koji ne zahvaéa dovoljno submukoze pa tako niti
prisutne ganglijske stanice ili je uzet previSe distalno, gdje su one normalno oskudne (42).
Uzorci tkiva mogu biti 1 neprikladno pripremljeni ili neprecizno interpretirani. Pozitivitet
acetilkolinesteraze moze biti lazno patoloski zbog prisutnih krvarenja. Takoder, laznoj procjeni

moze pridonijeti varijabilnost u kolinergi¢noj inervaciji (43).

S obzirom na neosjetljivost standardnih metoda patohistoloske analize, u posljednje vrijeme se
bioptati dodatno imunohistokemijski ispituju na prisustvo kalretinina kako bi se povecala

pouzdanost histoloske interpretacije (29,30, 44-45). Uvodenje ove tehnike bojenja znac¢ajno je



smanjilo broj dvojbenih rezultata biopsije tocnim ukazivanjem na prisutsvo ili odsutsvo
ganglijskih stanica ¢ak i u neadekvatnim uzorcima. Rezultati ve¢ provedenih istrazivanja
sugeriraju da bi uklju¢ivanje imunohistokemijskog bojenja na kalretinin u histopatoloski panel

poboljsalo dijagnosti¢ku to¢nost i smanjilo potrebu za opetovanim biopsijama (42—45).

Medutim, dijagnosticki algoritam je jo$ uvijek predmet rasprave i ne postoje sustavne smjernice
koje bi pomogle u donoSenju odluka. Postavljanje tocne dijagnoze je presudno u odabiru
ispravnog nacina lijeenja bolesnika, a rana intervencija klju¢na u sprjecavanju visokorizi¢nih
komplikacija koje su nerijetko prvi simptom bolesti (46). Stoga je vazno prepoznati i odabrati
ispravne dijagnosticke alate pri sumnji na Hirschsprungovu bolest kako bi se na vrijeme

zapocelo lije¢enje, poboljSao ishod 1 unaprijedila kvaliteta Zivota oboljele djece.



2. HIPOTEZA

Imunohistokemijsko bojenje na kalretinin u sukcijskim bioptatima rektuma ima vecu
specificnost i osjetljivost u dijagnostici Hirschsprungove bolesti od identifikacije ganglijskih

stanica bojenjem hamalaun-eozinom i histokemijskog bojenja acetilkolinesteraze.

3. CILJEVI RADA

Cilj ovog istrazivanja bio je usporediti rezultate imunohistokemijskog bojenja na kalretinin s
rezultatima drugih dijagnostickih testova na bioptatima rektuma uzetih sukcijskom biopsijom u
bolesnika sa sumnjom na Hirschsprungovu bolest i procijeniti ima li imunohistokemijsko
bojenje na kalretinin bolju dijagnosticku vrijednost u usporedbi sa standardnim histoloskim

metodama koje se koriste u dijagnosticiranju Hirschsprungove bolesti.



4. ISPITANICI | METODE

Istrazivanje je provedeno u Zavodu za neonatologiju i neonatalnu intenzivhu medicinu

Klinickog bolnickog centra Zagreb u prvoj polovici 2021. godine.

4.1. Prikupljanje podataka

U ovom retrospektivnom opservacijskom istrazivanju pregledana je medicinska dokumentacija
sve djece kojima je radena sukcijska biopsija rektuma u KBC-u Zagreb zbog sumnje na
Hirschsprungovu bolest od sije¢nja 2016. godine do svibnja 2021. godine. Iz medicinske
dokumentacije izdvojili smo osnovne demografske podatke bolesnika (dob, spol), prisustvo
pridruzenih anomalija 1/ili klinickih sindroma te klinicka obiljezja (distenzija abdomena,
povracanje, opstipacija, krvavi proljevi, neonatalni ileus) zbog kojih je postavljena sumnja na
Hirschsprungovu bolest te indicirana sukcijska biopsija rektuma. 1z arhive su izdvojeni nalazi
sukcijskih biopsija rektuma, kirur§kih biopsija 1 irigografije. ZabiljeZili smo podatke 0
kirur§kom lijecenju ako su mu ispitanici bili podvrgnuti. Dokumentirali smo je li nakon ucinjene

obrade dijagnoza Hirschsprungove bolesti isklju¢ena ili potvrdena.

4.2. Kriteriji ukljucenja i iskljucenja

U istrazivanje smo ukljucili samo one bolesnike kojima je sukcijska biopsija uz standardne
metode histokemijski analizirana i na kalretinin, te one koji su u slu¢aju suspektnog nalaza imali
potvrdenu ili isklju¢enu dijagnozu na ponovljenoj sukcijskoj biopsiji ili Kirurski uzetom
bioptatu rektuma. Bolesnici koji nisu imali nalaz kalretinina u inicijalnim sukcijskim bioptatima
ili nisu imali potvrdu dijagnoze Hirschsprungove bolesti ponovljenom sukcijskom ili Kirurskom

biopsijom iskljuceni Su iz istraZivanja.



4.3. Postupci
4.3.1. Sukcijska biopsija rektuma

Postupak sukcije izvrSen je od strane pedijatra bez potrebe za opéom anestezijom. Instrument
se uveo u rektum djeteta i povlacenjem okidaca su uzastopno uzeta tri uzorka tkiva na dvama

ili trima razli¢itim polozajima, najceS¢e na 3, 51 7 cm od analnog ruba.
4.3.2. Bojenje hemalaun-eozinom

Uzorci tkiva dobiveni biopsijom su fiksirani formalinom i izrezani na dijelove. Presjeci su zatim
ugradeni u parafinski vosak i podvrgnuti razli¢itim tehnikama bojenja kako bi se bolje
razlikovale pojedine vrste tkiva. Bojenje hemalaun-eozinom koriSteno je kao metoda
identifikacije ganglijskih stanica. Nalaz je proglaSen urednim kada je na presjecima utvrdeno
prisutstvo ganglijskih stanica, a suspektnim kada ganglijske stanice nisu pronadene, uz uvjet da
je uzorak bio adekvatan i sadrzavao odgovaraju¢e submukozno tkivo. Uzorci tkiva bez
submukoze ili s vrlo oskudnom submukozom nisu bili prikladni za analizu te su zahtijevali

ponovnu sukcijsku ili kirurSku biopsiju.
4.3.3. Histokemijsko bojenje acetilkolinesteraze

Ova metoda je radena kako bi se utvrdila reakcija acetilkolinesteraze. Nalaz je proglasen
urednim kada je opisan pozitivitet unutar fizioloskih granica, inkonkluzivnim kada je pozitivitet
bio grani¢an ili lazno patoloski zbog neadekvatnog uzorka, a patoloskim kada je ustanovljena

povisena aktivnost acetilkolinesteraze.
4.3.4. Imunohistokemijsko bojenje na kalretinin

Imunohistokemijsko bojenje na kalretinin omogucilo je identifikaciju ziv€anih vlakana i
ganglijskih stanica u mukozi, miSi¢nom sloju mukoze ili submukozi. Nalaz je proglasen
urednim kada se zamijetilo smede obojenje kao pozitivna reakcija koja upucuje na urednu

inervaciju, a patoloskim u slucaju izostanka bojenja.



4.4. Statisticki postupci

Rezultati su prikazani kao medijan i raspon za kontinuirane varijable, a kao broj i udio za
kategorijske varijable. Dijagnosticki testovi Su procijenjeni na specificnost, o0sjetljivost,
pozitivnu prediktivnu vrijednost i negativnu prediktivnu vrijednost. Osjetljivost dijagnostickog
testa je udio oboljelih ispitanika koje je test pravilno prepoznao kao pozitivne, tj. da imaju bolest
i mjera je pouzdanosti otkrivanja bolesti, dok je specificnost testa mjera pouzdanosti
iskljuc¢ivanja bolesti jer predstavlja udio zdravih ispitanika koje je test pravilno prepoznao kao

negativne.
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5. REZULTATI

5.1. Obiljezja ispitanika

Ovim istrazivanjem obuhvaéeno je ukupno 39 bolesnika koji su u ispitivanom razdoblju bili

podvrgnuti sukcijskoj biopsiji rektuma zbog sumnje na Hirschsprungovu bolest. Ukljuéne

kriterije zadovoljilo je 24 ispitanika. Sedamnaest (71%) ispitanika je bilo muskog spola. Srednja

dob ispitanika prilikom prve sukcijske biopsije rektuma bila je jedan mjesec (raspon 0,1-52,9).

Najmladi bolesnik podvrgnut ovom postupku bio je dobi od dva dana. Dijagnoza

Hirschsprungove bolesti potvrdena je u sedam (29%) bolesnika. Bolesnici u kojih je bolest

potvrdena su bili ¢eS¢e muskog nego Zenskog spola u omjeru 6:1. Osnovna demografska

obiljezja ispitanika prikazana su u Tablici 1.

Tablica 1. Osnovna demografska obiljezja ispitanika.

Dijagnoza Hirschsprungove bolesti
Demografska obiljeZja
Potvrdena Isklju¢ena Ukupno
(N=7) (N=17) (N =24)
Spol, N (%)
Muski 6 (85,7) 11 (64,7) 17 (70,8)
Zenski 1(14,3) 6 (35,3) 7(29,2)
Dob prilikom prve SBR, mjeseci
Medijan (raspon) 0,5(0,3-52,9) 1,1(0,1-27,1) 1,0(0,1-52,9)

Legenda: SBR - sukcijska biopsija rektuma
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U Tablici 2 prikazana su osnovna klinicka obiljezja ispitanika kao i razlike izmedu skupina s
obzirom na dijagnozu. Distenziju abdomena imalo je 16 (66,7%), opstipaciju 15 (62,5%),
povracanje 10 (41,7%), krvave proljeve 6 (25,0%) ispitanika, dok se troje (12,5%) prezentiralo
klinickom slikom neonatalnog ileusa. Ispitanici s potvrdenom dijagnozom najcesSée su se
prezentirali distenzijaom abdomena (n=7; 100,0%), a potom povra¢anjem (n=6; 85,7%) i
opstipacijom (n=5; 71,4%). U ispitanika kojima je Hirschsprungova bolest isklju¢ena najéesci
simptom je bila opstipacija (n=10; 58,8%), zatim distenzija abdomena (n=9; 52,9%) i krvavi
proljevi (n=5; 29,4%).

Tablica 2. Osnovna klinicka obiljezja ispitanika.

Dijagnoza Hirschsprungove bolesti

Klinicka obiljezja

Ukupno Potvrdena Iskljucena

N (%) N (%) N (%)

Distenzija abdomena 16 (66,7) 7 (100,0) 9 (52,9)
Opstipacija 15 (62,5) 5(71,4) 10 (58,8)
Povracanje 10 (41,7) 6 (85,7) 4 (23,5)
Krvavi proljevi 6 (25,0) 1(14,3) 5(29,4)
Neonatalni ileus 3(12,5) 1(14,3) 2 (11,8)
Ukupan broj ispitanika 24 (100,0) 7 (100,0) 17 (100,0)

Medu bolesnicima s Hirschsprungovom boles¢u troje (43%) ima trisomiju 21 (jedan prirodenu

sr¢anu gresku tipa zajednickog AV kanala), jedan je bolesnik operiran zbog pridruzene
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malrotacije crijeva, a jednom je bolesniku dijagnosticiran Haddadov sindrom (kongenitalni

centralni hipoventilacijski sindrom udruzen s aganglionarnim megakolonom dugog segmenta).

Sest je bolesnika operirano, a jednom bolesniku s dijagnozom Hirschsprungove bolesti kratkog
segmenta se provode redovite dilatacije anusa. Svi su bolesnici operirani u dva akta; inicijalno
je formirana kolostoma (u dobi od 3 dana do 4 god.), a u drugom je aktu uspostavljen kontinuitet

crijeva metodom po Swensonu u razdoblju 8-15 mjeseci nakon prve operacije.

5.2. Rezultati dijagnosti¢kih postupaka

Hirschsprungova bolest je inicijalno isklju¢ena u polovice ispitanika (n=12) na temelju
prisutsva ganglijskih stanica u uzorcima dobivenim sukcijskom biopsijom rektuma. Uz

prisustvo ganglijskih stanica u svim uzorcima je i bojenje na kalretinin bilo pozitivno.

Od 12 ispitanika kojima nisu nadene ganglijske stanice u bioptatima dobivenim sukcijskom
biopsijom, devetero (75%) je imalo negativan nalaz imunohistokemijskog bojenja na kalretinin,
a troje (25%) pozitivan. U troje ispitanika s pozitivnim bojenjem na kalretinin u inicijalnim
sukcijskim bioptatima, ponovljenom sukcijskom biopsijom (n=2) i kirurSkom biopsijom (n=1)
potvrdeno je postojanje ganglijskih stanica ¢ime je bolest iskljucena. U tih je bolesnika
pozitivna reakcija imunohistokemijskog bojenja na kalretinin u inicijalnim bioptatima, koja je
u dvoje ponovo potvrdena na ponovljenim sukcijskim bioptatima, dosljedno korelirala s

prisutno$¢u ganglijskih stanica.

U svih ispitanika s negativnim bojenjem na kalretinin (n=9) ucinjena je klinasta biopsija crijeva,
a u troje je prethodno ponovljena i sukcijska biopsija (Getiri sukcijske biopsije u troje ispitanika).
Odsutnost ekspresije kalretinina u inicijalnim sukcijskim bioptatima je u sedmero od devetero
ispitanika ispravno koreliralo s agangliozom sto je u svih potvrdeno klinastom biopsijom
rektuma, a u dvoje dodatno i nalazom negativnog bojenja na kalretinin na ponovljenim
sukcijskim bioptatima. U preostalo dvoje ispitanika, incijalno negativno bojenje na kalretinin i
sumnja na postojanje bolesti isklju¢ena je nalazom ganglijskih stanica u bioptatu uzetog
klinastom biopsijom crijeva. Samo je u jednog od njih bojenje na kalretinin bilo negativno i na
ponovljenoj sukcijskoj biopsiji (Slika 1).
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Slika 1. Hodogram za dijagnozu Hirschsprungove bolesti (HB) sukcijskom biopsijom rektuma
(SBR) koristeci bojenje hemalaun-eozinom i imunohistokemijsko bojenje na kalretinin, te
kirur§kom biopsijom.

U nekih je ispitanika (n=13) prije sukcijske biopsije rektuma radena i irigografija. Nalaz je
proglaSen urednim kada nisu uo€eni znakovi aganglioze, a patoloskim kada je prikazano suzenje
lumena crijeva u zavr§nom segmentu rektuma, s ili bez prosirenja oralnijih dijelova kolona. U
Sestero ispitanika je nalaz u¢injene pretrage ukazivao na Hirschsprungovu bolest, a sedmero je
imalo uredan nalaz irigografije. Od sestero bolesnika s pozitivnim nalazom, u troje (50%) je

dijagnosticirana Hirschsprungova bolest, dok je u troje (50%) bolest iskljuc¢ena biopsijom. Od
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sedmero ispitanika kojima irigografijom nisu uoceni znakovi aganglioze, jednom je bolest

potvrdena naknadnom sukcijskom biopsijom rektuma.

5.2.1. Histopatoloska analiza sukcijskih biopsija rektuma

Rezultati histoloskih nalaza svih ucinjenih sukcijskih biopsija rektuma (n=30) prikazani su u
Tablici 3. U analizu su ukljuc¢ene sve sukcijske biopsije koje su radene, ukljucujuéi i ponovljene
biopsije u isth ispitanika (n=6) kako bi se potvrdila ili iskljucila Hirschsprungova bolest. Iz
dobivenih podataka su izra¢unate specifi¢nost, osjetljivost, pozitivna prediktivna i negativna

prediktivna vrijednost dijagnostickih testova.
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Tablica 3. Dijagnosticki testovi: bojenje hemalaun-eozinom, histokemijsko bojenje
acetilkolinesteraze i imunohistokemijsko bojenje na kalretinin.

Dijagnoza Hirschsprungove
bolesti
Histologija
Potvrdena Iskljucena Ukupno
(N=7) (N=17) (N = 24)
Hemalaun-eozin*
Ganglijske stanice — 10 4 14
Ganglijske stanice + 0 16 16
Acetilkolinesteraza**
Patoloski nalaz 3 0 3
Fizioloski nalaz 1 12 13
Inkonkluzivan nalaz 4 6 10
Imunohistokemija***
Kalretinin — 10 3 13
Kalretinin + 0 17 17
Ukupan broj sukcijskih biopsija 10 20 30

N = broj bolesnika

*specificnost 16/20 (80%); osjetljivost 10/10 (100%); pozitivna prediktivna vrijednost 10/14
(71,4%); negativna prediktivna vrijednost 16/16 (100%)

**gpecifi¢nost 12/18 (66,7%); osjetljivost 3/8 (37,5%)

*#*gpecificnost 17/20 (85%); osjetljivost 10/10 (100%); pozitivna prediktivna vrijednost 10/13
(77%); negativna prediktivna vrijednost 17/17 (100%)
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6. RASPRAVA

Rezultati naseg istrazivanja pokazuju da u postavljanju dijagnoze Hirschsprungove bolesti
najvecéu specifi¢nost (85%) i osjetljivost (100%) ima imunohistokemijsko bojenje na kalretinin,
potom bojenje hemalaun-eozinom (specificnost 80%, osjetljivost 100%), a najmanju
specificnost (66,7%) i osjetljivost (37,5%) ima histokemijsko bojenje acetilkolinesteraze ¢ime

smo potvrdili hipotezu ovog istrazivanja.

Imunohistokemijsko bojenje na kalretinin je negativnom reakcijom ispravno ukazalo na
odsutnost ekspresije kalretinina u aganglionarnom segmentu svih bolesnika. Ipak, bojenje na
kalretinin je bilo negativno i u dvoje bolesnika s ganglionarnim crijevom u tri sukcijske biopsije,
tj. ti su ispitanici imali lazno pozitivni nalaz (15%). Medutim, pozitivna reakcija kalretinina
uvijek je to¢no ukazivala na prisutstvo ganglijskih stanica, ¢ak i u uzorcima u kojima one
inicijalno nisu nadene sto je naknadno potvrdeno ponovljenim sukcijskim ili kirurskim
biopsijama. Ganglijske stanice u tim uzorcima nisu uocéene jer nisu bile zahvacene biopsijom.
U ovom je istrazivanju bilo 20% takvih uzoraka ¢ime smo pokazali da je uzorak tkiva dobiven
sukcijskom biopsijom rektuma nerijetko tehni¢ki neadekvatan i zahtijeva opetovane biopsije.
Takoder, ovi rezultati pokazuju da bi uvodenjem imunohistokemijskog bojenja na kalretinin u
standardne dijagnosticke postupke mogli smanjiti potrebu za ponavljanim biopsijama i ubrzati
put do postavljanja dijagnoze. Iste zakljucke donose Guinard-Samuel i sur. koji su istrazivanje
proveli u Francuskoj na 131 ispitaniku. Oni su uocili da negativna reakcija kalretinina pouzdano
otkriva sve slucajeve Hirschsprungove bolesti, bez lazno pozitivnih dijagnoza. Zakljucuju da
imunohistokemijsko bojenje na kalretinin prevladava vec¢inu poteskoca koje nastaju koristenjem
standardnih metoda dijagnostike kombinacijom histologije i acetilkolinesteraze (43). U
istrazivanju de Arrude Lourencdoa i sur. pozitivna reakcija na kalretinin je u 15 od 42 u¢injene
biopsije iskljucila dijagnozu Hirschsprungove bolesti, ¢ime se izbjegla potreba za ponavljanjem
dijagnostickih procedura. Autori zakljucuju da je ukljucivanje imunohistokemijskog bojenja na
kalretinin u histopatoloski panel preporucljivo radi poboljsanja dijagnosticke to¢nosti biopsija
(44). Nadalje, Tran i sur. su provodenjem velikog prospektivnog istrazivanja u Vijetnamu
zakljucili da bi imunohistokemijsko bojenje na kalretinin moglo postati novi zlatni standard za

histolosku dijagnozu Hirschsprungove bolesti (29).
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U ovom smo istrazivanju potvrdili i da je Hirschsprungova bolest ucestalija u muske djece, Sto
je u skladu s dosadasnjim spoznajama (1). Iz nasih je rezultata vidljivo da je srednja dob
ispitanika u trenutku sukcijske biopsije rektuma bila mjesec dana. Za razliku od rezultata naseg
istrazivanja, u istrazivanju Trana 1 sur. srednja dob ispitanika prilikom prve sukcijske biopsije
rektuma iznosila je 7,1 mjeseci. Moguce je da je razlog ove dobne razlike veli¢ina uzorka. Dok
je naSe istrazivanje provedeno na malom uzorku, Tran 1 sur. su u istrazivanje ukljucili 188

ispitanika (29).

Analiza klinickih obiljeZja ispitanika pokazala je da su distenzija abdomena (66,7%),
opstipacija (62,5%) i povracanje (41,7%) bili najées¢i razlog sumnje na Hirschsprungovu bolest
1 indikacija za izvodenje sukcijske biopsije rektuma. Ova se klinicka obiljezja od ranije
povezuju sa sumnjom na Hirschsprungovu bolest (15-18). U istrazivanju koje su proveli Khan
i sur. na 182 djece koja su zbog opstipacije obradena na pedijatrijskom kirur§Skom prijemu,
Hirschsprungova bolest dokazana je u 14% ispitane djece. U te djece najéeséi simptomi bili su
intestinalna opstrukcija (69%), odgodeni prolazak mekonija (39%), opstipacija (32%),
distenzija trbuha (23%) te nenapredovanje na tjelesnoj tezini (22%) (47).

S obzirom na lazno pozitivne i lazno negativne rezultate, irigografija se pokazala nepouzdanom
u postavljanju dijagnoze Hirschsprungove bolesti. Tipi¢ni radioloski znakovi aganglioze u
oboljelih ne moraju biti prisutni, posebice u novorodenceta ili u onih s kra¢im aganglionarnim
segmentom. S druge strane, nalaz se moze protumaciti patoloskim iako uzrok morfoloskih
promjena debelog crijeva nije aganglioza. Isto zakljucuju i De Lorijn i sur. u istrazivanju
provedenom na 111 bolesnika u kojem se irigografija pokazala inferiornom u dijagnostici
Hirschsprungove bolesti (osjetljivost 76%, specifi¢nost 97%) u odnosu na sukcijsku biopsiju
rektuma koja je imala najnizu stopu dvojbenih nalaza (osjetljivost 93%, specifi¢nost 100%)

(48).

Prednost naseg istrazivanja je Sto je jednostavno za provedbu i ne zahtijeva dodatna financijska
sredstva. U ovakvom tipu istrazivanja nije moguce odabrati ispitanike ¢ime se izbjegava

pristranost u interpretaciji rezultata.

Glavni nedostatak naseg istrazivanja je mali uzorak $to moze utjecati na vjerodostojnost
rezultata. Usprkos malom broju ispitanika, nasi rezultati koreliraju s rezultatima dosadasnjih

istrazivanja te doprinose i podupiru sve uvrijeZenije miSljenje o vaznosti primjene dodatne
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histolo§ke analize koja moze olaksati i unaprijediti dijagnosticki postupak kod sumnje na

Hirschsprungovu bolest.

19



7. ZAKLJUCCI

U uzorcima bioptata rektuma uzetih sukcijskom biopsijom najvecu osjetljivost 1 specificnost u
dijagnosticiranju Hirschsprungove bolesti ima imunohistokemijsko bojenje na kalretinin, a
najmanju histokemijsko bojenje acetilkolinesteraze. Uvodenje imunohistokemijskog bojenja na
kalretinin u standardne dijagnosticke postupke moglo bi ubrzati put do postavljanja dijagnoze
otklanjanjem potesko¢a koje nerijetko otezavaju postavljanje dijagnoze Hirschsprungove

bolesti.
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