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Epidemioloske karakteristike, klinic¢ki faktori rizika i znacaj genskih

polimorfizama za nastanak posttraumatske sepse

Sazetak

Trauma predstavlja vodeci uzrok smrti u grupi pacijenata do 40 godina. Sepsa je jedna
od najcesc¢ih i najznacajnijin infektivnin komplikacija u toku lecenja tesko povredenih
pacijenata. Definise se kao zivotno-ugrozavajuce stanje sa insuficijencijom organa
uzrokovano neadekvatnim odgovorom domacina na infekciju. Imuno-inflamatorni odgovor u
traumi i sepsi umnogome je determinisan genetskom predispozicijom za modulisanje i
alteraciju proinflamatornih 1 antiinflamatornih procesa. Polimorfizmi pojedina¢nih nukleotida
(PPN) su najces¢i tip genskih polimorfizama 1 predstavljaju normalnu varijaciju u naslednoj
osnovi. Polimorfizmi gena za proinflamatorni citokin TNFA, TNF-B, kao i receptore sli¢ne
Toll-u 2 i 4 (TLR2 i TLR4) i njihova povezanost sa sepsom nisu bili predmet dosada$njih

istrazivanja u populaciji traumatizovanih pacijenata u naSoj zemlji.

Cilj studije bila je procena epidemioloskih karakteristika infekcija krvi i sepse kod
pacijenata sa traumom le¢enih u jedinicama intenzivnog leCenja (JIL). Procenjeni su
incidencija, ishodi lecenja, uzroc¢nici infekcija krvi (IK) i sepse i njihova antimikrobna
rezistencija, izvori infekcije kod sepse i uticaj IK na ishod i prezivljavanje kod sepse, kao i
faktori rizika za nastanak IK i sepse. Drugi cilj studije bila je procena geneti¢kih faktora
rizika za nastanak sepse, odnosno distibucija PPN gena TNFA, LTA, TLR2 i TLR4 kod
pacijenata sa sepsom, pacijenta bez sepse i zdravih pripadnika kontrolne grupe, kao i
asocijacija ovih PPN sa nastankom sepse. Pored toga procenjen je doprinos klini¢kih i

genetskih faktora rizika u predikciji sepse nakon traume.

Sprovedena je prospektivna kohortna studija u koju je uklju¢eno 406 odraslih
pacijenata sa srednje teskom i teskom traumom hopitalizovanih duze od 48h u JIL Urgentnog
centra Klini¢kog centra Srbije u periodu od 01.11.2014. do 30.04.2016. godine. Na prijemu
su procenjeni brojni klinicki paramteri i uzeta je krv za molekularno-geneticku analizu.
Primarni ishodi su bili IK i sepsa, a sekundarni ishodi uzro¢nici IK i sepse i antimikrobna

rezistencija uzro¢nika.

U toku 5258 dana pracenja, 65 pacijenata je dobilo sepsu u toku le¢enja (kumulativna
incidencija 16%, stopa incidencije 15,7/1000 pacijenata-dana pracenja), dok je kod 57

pacijenata zabelezeno 62 epizode infekcije krvi (kumulativna incidencija 14%, stopa



incidencije 11.8/1000 pacijenata-dana pracenja). Nezavisni faktori rizika za nastanak sepse u
multivarijantnoj logistickoj regresiji bili su SOFA skor na prijemu u JIL, hitna operacija
abdomena, spoljne povrede, teska povreda grudnog kosa-AlS > 3, teske povrede-ISS > 16 i
vise od 7 dana na mehanickoj ventilaciji. U genetickoj analizi podataka u koju je ukljuceno
228 pacijenata, 44 pacijenata je imalo sepsu, 184 pacijenata sa traumom nije imalo sepsu, dok
je 110 zdravih davalaca krvi predstavljalo kotrolnu grupu zdravih osoba. A alel rs1800629
TNFA gena znacajno je ¢es$¢i kod pacijenata sa posttraumatskom sepsom nego kod zdravih
kontrola. T alel i CT+TT genotip rs4986791 (1196C/T) TLR4 gena su bili zna¢ajno ¢es¢i kod
pacijenata sa posttraumatskom sepsom nego kod traumatizovanih pacijenata bez sepse, dok je
T alel bio znacajno ¢e$¢i kod pacijenata sa posttraumatskom sepsom nego kod zdravih
pripadnika kontrolne grupe. Nije uocena razlika izmedu alela i genotipova ostalih PPN.
Rezultati ove studije ukazuju na visoku stopu infekcija krvi i sepse kod pacijenata sa
traumom lecenih u JIL kao i na znacaj odredivanja parametara sa prijema u JIL u cilju
selekcije pacijenata koji su u veéem riziku za nastanak IK i sepse. Zajedno sa
identifikovanjem klini¢kih faktora rizika, oderdivanje PPN TNFA i TLR4 gena moglo bi

doprineti ovoj selekciji i mogucénosti prevencije sepse kod tesko povredenih pacijenata.

Kljucne reci: trauma, infekcija krvi, sepsa, imunski odgovor, pojedinacni polimorfizmi

nukleotida.
Nauéna oblast: Medicina

UZa naucna oblast: Epidemiologija



Epidemiological characteristics, clinical risk factors and significance of

genetic polymorphisms in occurrence of posttraumatic sepsis

Abstract

Trauma is the leading cause of death in a group of patients uder the age of 40. Sepsis
is one of the most common and most significant infectious complications during the
treatment of severely injured patients. It is defined as a life-threatening condition with organ
failure due to an inadequate host response to the infection. Immuno-inflammatory response in
trauma and sepsis is largely determined by the genetic predisposition to modulate and alter
the proinflammatory and anti-inflammatory processes. Single nucleotide polymorphisms
(SNPs) are the most common type of gene polymorphisms and represent a normal variation
in human genome. Polymorphisms in the gene for proinflammatory cytokines TNFA, TNF-j,
and Toll 2 and 4 (TLR2 and TLR4) receptors and their association with sepsis have not been

evaluated in the population of traumatized patients in our country.

The primary aim of the study was to assess the epidemiological characteristics of
bloodstream infections (BSI) and sepsis in patients with trauma, hospitalized in intensive care
unit (ICU). The incidence, outcomes and sources of infection in BSI and sepsis, causative
agents and their antimicrobial resistance, the effect of BSI on outcome and survival in sepsis,
as well as the risk factors for the development of BSI and sepsis have been assessed. The
second objective of the study was to assess the genetic risk factors for the occurrence of
sepsis, i.e. the distribution of PPN gene TNFA, LTA, TLR2 and TLR4 in sepsis patients,
sepsis-free patients and healthy controls, as well as the association of these PPNs with the
occurrence of sepsis. In addition, the contribution of clinical and genetic risk factors in the

prediction of sepsis following trauma, was assessed well.

A prospective cohort study was conducted including 406 adult patients with moderate
and severe trauma and who were hospitalized for more than 48 hours in the ICU of the
Emergency Center of the Clinical Center of Serbia in the period from 01.11.2014. until
30.4.2016. years. A number of clinical paramterers were evaluated at admission and blood for
genetic analysis was taken. The primary outcomes were BSI and sepsis, and secondary
outcomes were causative agents of BSI and sepsis and antimicrobial resistance of the

causative agent.



During 5258 days of follow-up, 65 patients developed sepsis (cumulative incidence
16%, incidence rate 15.7/1000 patients-days), while 62 episodes of BSI were recorded in 57
patients (cumulative incidence 14%, incidence rate 11.8/1000 patients-days). Independent
risk factors for the occurrence of sepsis in the multivariate logistic regression analysis were
SOFA score at admission, emergency surgery of abdomen, external injuries, severe injuries
of thorax (AIS > 3), severe injuries (ISS > 16) and more than 7 days on the mechanical
ventilation. In the genetic analysis, involving 228 patients, 44 patients had sepsis, 184
patients with trauma did not have a sepsis, while 110 healthy blood donors represented a
control group of healthy individuals. A variant of the rs1800629 TNFA SNP was
significantly more common in patients with posttraumatic sepsis than in healthy controls. T
allele and CT + TT genotype of the rs4986791 (1196C / T) SNPs of the TLR4 gene were
significantly more common in patients with posttraumatic sepsis than in traumatized patients
without sepsis, while T allele was significantly more frequent in patients with posttraumatic
sepsis than in healthy controls. There was no significant difference between alleles and

genotypes of other SNPs.

The results of this study show a high rate of BSI and sepsis in trauma patients treated
in ICU, as well as the importance of parameters assessed at the admission to JIL in order to
select patients who are at greater risk for the development of BSI and sepsis. Together with
the identification of clinical risk factors, the detection of SNPs in TNFA and TLR4 genes
could contribute to this selection and the possibility of preventing sepsis in severely injured

patients.

Key words: trauma, blood infection, sepsis, immune response, individual polymorphisms of

nucleotides.
Scientific area: Medicine

Narrow scientific field: Epidemiology
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1. UVOD

1.1. Definicija i epidemioloske karakteristike traume

1.1.1. Definicija traume

Za razliku od oboljenja, kao prirodnog ostecenja zdravlja, koje se razvija spontano,
pod uticajem kako spoljasnjih (egzogenih), tako i unutrasnjih (endogenih) faktora, povreda
(trauma) je ostecenje tela (zdravlja) izazvano isklju¢ivo dejstvom spoljasnjih faktora (1).
Definicija koja poti¢e od Baker-a iz 1984. godine, a koja je prihva¢ena od strane Svetske
Zdravstvene Organizacije (SZO) jeste da je trauma ,telesno oSteCenje na organskom nivou,
koje nastaje kao posledica naglog izlaganja mehanickoj, toplotnoj, elektricnoj, hemijskoj
energiji ili zracenju u opsegu koji prelaze prag fizioloske tolerancije organizma”. Povrede
mogu nastati i usled funkcionalnog oSteCenja organa u slucajevima utapanja, gusenja i

smrzavanja, kada povreda proisti¢e iz ugrozavanja vitalnih fukcija organizma (2).

Obzirom da trauma predstavlja Sirok entitet i da moze nastati na razli¢ite nacine i sa
razli¢itim posledicama po organizam, tako postoji veliki broj na¢ina klasifikovanja povreda.
Prema uzroku, povrede mogu biti: mehanicke, termicke, elektricne, radijacione i hemijske,
bioloske i psihogene. Prema delatnosti pri kojoj nastaju, povrede mogu biti sportske,
saobracajne, povrede na radu i povrede nastale u svakodnevnom zivotu. U odnosu na
mehanizam nastanka, one se mogu podeliti na: saobracajni udes, trovanja, padove, termicke
povrede, utapanje, samopovredivanje, povrede o$trim predmetima itd. U odnosu na mesto
delovanja etioloskog agensa povrede mogu biti direktne 1 indirektne. Prema broju etioloSkih
¢inilaca koji su izazvali povredu i u odnosu na broj povredenih organa i organskih sistema
povrede mogu biti: izolovane (jedan etioloski ¢inilac je doveo do povrede jednog organa),
multiple (jedan etioloski ¢inilac je doveo do povrede dva ili viSe organa, regiona ili organskih
sistema), kombinovane (viSe etioloskih faktora je dovelo do povrede jednog organa ili
regiona) i udruzene (vise etioloskih ¢inilaca je dovelo do povreda viSe organa, regija ili

orgaskih sistema) (3).

Najsveobuhvatnija Kalsifikacija povreda svakako se nalazi u desetoj reviziji
Medunarodne statisticke Klasifikacije bolesti i srodnih zdravstvenih problema (MKB-10),

prema kojoj su sve povrede svrstane u dve osnovne grupe (4):

1. prema posledicama spoljnih faktora na organizam — grupa XIX — povrede, trovanja

i ostale posledice delovanja spoljnih uzroka (S00-T98);
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2. prema dogadaju i uslovima u spoljasnjoj sredini koji izazivaju povrede — grupa XX

— spoljni uzroci morbiditeta i mortaliteta (V01-Y98)
Povrede se ¢esto klasifikuju u odnosu na nameru kao:

1. nenamerne (akcidentalne): saobracajne nesrece, trovanje, padovi, poZzar, davljenje
i ostale nenamerne povrede;

2. namerne (nanete sebi ili drugoj osobi): sampovredivanje, interpersonalno
(meduljudsko) nasilje, ratovi i ostale namerne povrede; i

3. povrede nedetrminisane namere (5).

Bitan entitet koji se odnosi na obim i tezinu povreda jeste politrauma koja predstavlja
istovremeno oStecenje vise organskih sitema sa posledi¢nim gubitkom homeostaze 1 teSkim
sistemskim reakcijama. Prema najnovijoj Berlinskoj definiciji, politrauma je povreda
najmanje dve telesne regije sa tezinom povrde prema Abbreviated Injury Scale (AIS) > 3,
udruzena sa jednim ili viSe slede¢ih fizioloSkih parametara: hipotenzija (sisitolni pririsak <90
mmHg), stanje svesti (Glazgov koma skor < 8), acidoza (bazni eksces < -6), koagulopatija
(INR > 1,4 ili aPTT > 40 s), starost (> 70 godina) (6). To su povrede koje mogu biti hirurski

zbrinute ali zbog sistemskog oste¢enja vitalnih organa postoji neposredna opasnost po Zivot.

1.1.2. Epidemiolo$ke karakteristike traume
1.1.2.1. Morbiditet i mortalitet

Svake godine u svetu bude povredeno 312 miliona ljudi, od cega se vise od 90%
povreda dogodi u nerazvijenim zemljama usled intenzivne industrijalizacije, motorizacije i
oruzanih sukoba (7). Tako i stope morbiditeta i mortaliteta od traume variraju u odnosu na
region sveta, socio-ekonomsku razvijenost, dostupnost zdravstvene =zaStite i uzrasnu

distribuciju stanovniStva.

Stopu incidencije povreda je teSko proceniti zbog ogranienja u registrovanju
nefatalnih povreda Sirom sveta pa se mnoge studije oslanjaju uglavnom na prikazivanje stopa
mortaliteta kao pokazatelja epidemiolS8kog stanja povreda. U dostupnoj literaturi se moZe
pronaci tek nekolicina studija koje su koristile podatke iz dokumentacije o hospitalizaciji iz
ustanova opSte prakse kao i iz trauma centara, pa tako mozemo govoriti o Stopi
hospitalizacije kao indirektnom pokazatelju ucestalosti povreda. Sistematski pregled koji je
objedinio reprezentativne podatke naconalnih studija u Evropi i Velikoj Britaniji pokazao je

da se stopa prijema u urgentne centre zbog povreda krece od 1340/100,000 godiSnje u



Engleskoj, preko 7470/100,000 u Spaniji do 11400/100,000 hosptalizacija u Norveskoj i
12900/100,000 u Grckoj (8). Bitno je naglasiti da su stope incidencije u svim starosnim

grupama vise kod muskaraca nego kod Zena, osim u starosnoj grupi preko 65 godina.

Trauma predstavlja vodec¢i uzrok smrti u starosnoj grupi ljudi mladih od 40 godina
(7). Procenjeno je da 5,8 miliona ljudi godis$nje izgubi Zivot usled nekog vida traume S$to
predstavlja stopu mortaliteta od 83,7 na 100 000 stanovnika. Po uce$¢u u svim uzrocima
smrti trauma ¢ini 9% svih smrtnih uzroka na svetu sto je 1,7 puta vise nego broj srtnih ishoda
usled HIV/AIDS, tuberkuloze i malarije zajedno (slika 1) (7). Predvida se da ¢e do 2020
godine ovaj broj povecati na 8,4 miliona smrtnih ishoda godisnje, kao i da ¢e povrede do¢i na
drugo mesto (nakon HIV/AIDS) po godinama zivota korigovanih u odnosu na nesposobnost
(engl. Disability Adjusted Life Years - DALY) (9). Zapanjuju¢ podatak koji ilustruje znacaj
ovog problema je da na dnevhom nivou 14000 ljudi dnevno umre usled povreda (7).
Americko udruZenje za hirurgiju i traumu je doslo do podataka da u Sjedinjenim Ameri¢kim
Drzavama 180.000 smrtnih ishoda i 3 miliona nefatalnih povreda se desi godiSnje $to znaci

da na svaka tri minuta jedna osoba umre usled povrede (10).

Deaths per year
(millions)

& .

T @

Injury HIV/AIDS, TB and Malaria

Slika 1. Smrtni ishodi usled traume u odnosu na ostale vodec¢e uzroke
smrti u svetu. (Izvor: WHO, Injuries and violence: the facts 2014.)



Dok podaci o hospitalizacijama sa dijagnozom povrede u Srbiji nisu dostupni u
literaturi, ,,povrede, trovanja i ostale posledice spoljasnjih uzroka“, prema rezultatima
Instituta za javno zdravlje Srbije, u poslednjih 10 godina beleze blagi trend opadanja, kako
procentualnog uces¢a povreda u svim uzrocima smrti (sa 3,8% u 2007. godini na 2,8% u
2016. godini) tako i stopa mortaliteta (sa 52,4/100.000 u 2007. godini na 39,4/100.000 u
2016. godini) (tabela 1, gafikon 1 i 2) (11). Za sve navedene godine mortalitet je bio visi kod

muskaraca nego kod zena.

Stopa mortaliteta u Srbiji za 2016. godinu niZa je od stopa mortaliteta u Australiji
(46,7 na 100.000) i u Iranu (44/100.000) (12, 13). Pad mortaliteta se belezi i u razvijenim
zemljama i uglavnom je posledica smanjenja smrtnih ishoda zbog saobracajnih nesreca nakon

implementacije preventivnih mera i programa za unapredenje bezbednosti u saobracaju (7, 8).

Tabela 1. Procentualno uceSce i stope mortaliteta povreda u Srbiji u
periodu 2007-2016. godine.

Stopa mortaliteta

(na 100.000
Godina % od svih uzroka smrti  Rang stanovnika) Rang
2007 3,8 4 52,4 5
2008 3,6 4 50,2 5
2009 3,6 4 51,1 5
2010 3,3 5 46,5 6
2011 3,2 5 45,8 6
2012 3,8 4 45,6 6
2013 3,2 5 44,3 6
2014 3,0 5 43,1 6
2015 2,8 5 44,5 6
2016 2,8 6 39,4 6

-
M

Izvori: Institut za Javno zdravlje Srbije ,.Dr Milan Jovanovic-Batut”.
Zdravstveno-statisticki godisnjak Republike Srbije 2007-2016. godine.
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Grafikon 1. Procentualno uce$¢e povreda u ukupnom mortalitetu u Srbiji u
periodu 2007-2016. godine. lzvor: Institut za Javno zdravlje Srbije ,,.Dr Milan
Jovanovic-Batut”. Zdravstveno-statisticki godi$njak Republike Srbije 2007-2016.
godine.
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Grafikon 2. Stope mortaliteta povreda u Srbiji u periodu 2007-2016. godine. Izvor:
Institut za Javno zdravlje Srbije ,,Dr Milan Jovanovic-Batut”. Zdravstveno-statisticki
godisnjak Republike Srbije 2007-2016. godine.




1.1.2.2. Optereéenje drustva povredama

lako je stopa mortaliteta znacajan pokazatelj poremecaja zdravlja, u slucaju trauma,
pored povreda koje rezultiraju smrtnim ishodom, desi se i veliki broj nefatalnih povreda koje
po pacijenta nose znacajne sekvele, kao $to su morbiditet i smanjen kvalitet zivota (14). Osim
toga, povrede su najceée u grupi mladih i odraslih radno sposobnih ljudi $to dovodi do
velikog broja izgubljenih godina zivota zbog prerane smrti, nesposobnosti ili invaliditeta.
Naime 50% smrtnih ishoda uzrokovanih traumom se desi upravo u uzrastu 15-44 godina (7).
Koliko je opterecenje povredama zdravstvenih sluzbi govore i podaci da se uz svaku fatalnu
traumu registruje na hiljade hospitalizacija zbog nefatalnih povreda, hiljade prijema na
odeljenje urgentne medicine i hiljade ambulantnih pregleda. U Velikoj Britaniji je procenjeno
da se uz svaku povredu koja dovede do smrtnog ishoda zabelezi jo§ 5000-6000 blazih

povreda, 45 prijema u bolnicu i 630 specijalistickih pregleda (15).

Kada je u pitanju prevremena smrt zbog traume, procena je da svaka smrtonosha
trauma nastala pre 75 godine Zivota u proseku rezultira u 32 izgubljene godine Zivota, §to je
znacajno viSe nego izgubljene godine Zivota zbog smrti usled karcinoma (9 potencijalnih
godina zivota) ili kardiovaskularnih bolesti (5 godina zivota) (16). U Australiji, ¢ak 15,2%

svih osoba sa nesposobnos¢u navodi povredu kao njen glavni uzrok (17).

Za precizniju procenu uticaja prevremenog umiranja zbog fatalnih povreda i posledica
nefatalnih povreda odnosno nesposobnosti, koristi se relativno novi pokazatelj, DALY, koji
predstavlja godine zivota korigovane u odnosu na nesposobnost. DALY je zbirna mera
zdravlja koja se dobija sabiranjem godina izgubljenog zivota (engl. Years of Life Lost - YLL)
i godina zivota sa nesposobnos¢u odredene tezine i trajanja (engl. Years of Life with
Disability - YLD). Obzirom da pogadaju mlade osobe i osobe srednjeg Zivotnog doba,
povrede su odgovorne za 6% ukupnog broja godina DALY i 16% globalnog optere¢enja
drustva bolestima (18). Takode, muski pol doprinosi dva puta ve¢em broju DALY-ja u
poredenju sa Zenama (19). StaviSe, u Australiji povrede doprinose veéem broju izgubljenih
godina zivota (YLL) do 65. godine zivota nego kardiovaskularne bolesti i karcinomi zajedno
(12).

Prema poslednjoj studiji ,,Opterec¢enje boles¢u u Srbiji” saobraajne nesrece i
samopovredivanje bili su na petom i sedmom mestu po procentualnom ucescu u vodeéih 10

uzroka YLL-a kod muskaraca i na osamnaestom i devetom mestu kod Zena (20).



Pored visokog mortaliteta i morbiditeta, trauma je povezana i sa povec¢anim direktnim
troskovima, kao sto su troskovi lecenja, ali i indirektnim troskovima zbog nemogucnosti rada
ili kasnog vracanja poslu povredenih osoba (14, 18). Jedna studija u Velikoj Britaniji je
pokazala da direktni troskovi leCenja pacijenata sa politraumom na godiSnjem nivou iznosi
974.874 dolara ali da ukupni troskovi lecenja samo 69 povredenih pacijenata prevazilazi
milion dolara (21). Na globalnom nivou je procenjeno da traume predstavljaju ekonomski

teret od 1,9 biliona dolara godisnje (7).

Nije teSko uoditi da povrede imaju pandemijsko javljanje i da predstavljaju ogorman
teret zdravstvenim sistemima bez obzira na geografski region, razvijenost zemlje ili starosnu
distribuciju stanovnika. Trauma danas predstavlja i ogroman javnozdravstveni izazov jer
povrede, bilo namerne ili akcidentalne, u velikoj meri mogu biti prevenirane. Poznavanje
epidemioloskih karakteristika i vodecih uzroka povreda u nekoj zemlji prvi je i znacajan
korak u kreiranju preventivnih programa i strategija za spreCavanje takvih povreda i kao i

optimizaciji zdravstvene zastite povredenih.

1.2. Komplikacije le¢enja pacijenata sa traumom

Unapredenje dijagnostickih 1 hirurSkih procedura, kao 1 mera ozivljavanja i
intenzivnog lecenja (engl. advanced trauma life support) tesko povredenih pacijenata doveli
su do smanjenja mortaliteta usled teskih povreda ali i do veéeg procenta komplikacija.
Uprkos adekvatnijim i modernijim terapijskim protokolima, komplikacije su povezane sa
poveéanim morbiditetom, produzenim leCenjem i ve¢im finansijskim optere¢enjem

zdravstvene zastite.

Ishod traume zavisi od vise faktora od kojih su glavni obim i tezina povreda,
fizioloSki kapaciteti povredenog u odgovoru na anatomska i patofizioloSka ostecenja kao i
blagovremena i odgovarajuca zdravstvene nega. Smrtni ishod kod traumatizovanih bolesnika
najcesce je posledica teske povrede glave, krvarenja, sepse i multiorganske disfunkcije (13,
22).

Organska disfunkcija i smrtni ishod u odnosu na vreme nastanka imaju trimodalnu
distribuciju. “Neposredni” smrtni ishod nastaje u prvim ¢asovima nakon traume i uglavnom
je posledica ireverzibilnog krvarenja ili kriti¢nio teskih povreda. ,,Rani” smrtni ishod nastaje
nekoliko dana nakon traume i obi¢no je posledica progresije intrakranijalnih promena ili
preteranog proinflamatornog odgovora na ostecenje tkiva usled povrede 1/ili obimne hirurSke

intervencije. U daljem toku lecenja, insuficijencija organa i ,,kasni” smrtni ishod najcesce



nastaju kao posledica sticanja bolni¢kih infekcija i sepse. Procenjuje se da 50% svih smrtnih
ishoda usled traume pripada neposrednoj smrti, 30% ranoj smrti i 20% kasnoj smrti (23).
Infekcije su posle povrede glave dugi vodeci uzrok neposrednih i ranih smrti nakon traume, a
¢ak 80% svih kasnih smrtnih ishoda je izazvano upravo infekcijama (24, 25). Naime, osobe
koje prezive inicijalnu traumu u velikom su riziku za nastanak infektivnih komplikacija, kao
Sto su bolnicke infekcije, sepsa, septicki Sok i sindrom multiple organske disfunkcije (engl.
Multiple-organ dysfunction syndrome - MODS) u narednih nekoliko dana ili nedelja, zbog
naru$avanja integriteta koze i tkiva nakon traume, poremecaja imunoinflamatornog odgovora
zbog tezine traume, izloZenosti brojnim invazivnim dijagnostickim i terapijskim postupcima
u toku reanimacije i intenzivnog le¢enja. Smatra se da imbalans izmedu proinflamatornih i
antinflamatornih procesa aktiviranih traumom na rac¢un anttinflamatornih procesa dovodi do

kompenzatorne imunosupresije i povecane osetljivosti povredenih pacijenata na infekciju.

Prema podacima velikih populacionih studija sprovedenih u velikom broju
akademskih trauma centara u SAD, cak tre¢ina svih traumatizovanih pacijenata u JIL dobije
neku od komplikacija u toku lecenja (26, 27). Komplikacije na respiratornom traktu
predstavljaju naj¢es¢e komplikacije, bilo da su neinfektivne (embolija pluca, postoperativna
respiratorna ugrozenost i akutni respiratorni distres sindrom - ARDS) ili infektivne prirode
(pneumonija, aspiraciona pneumonija) (27-29). Bez obzira na tip komplikacije, mortalitet u
grupi traumatizovanih pacijenata sa komplikacijom skoro je 7 puta veci nego u grupi
pacijenata bez komplikacija, a svakom dodathom komplikacijom rizik od smrtnog ishoda
raste za 8% (30). Osim toga, procenjeno je da atributivni mortalitet povezan sa
komplikacijama leCenja trauma varira od 37%-65%, Sto zna¢i da bi sa prevencijom

komplikacija i do 64% smrtnih ishoda bilo potencijalno sprec¢eno.

Na zalost, za sada nije moguce predvideti kada i koja komplikacija ¢e se desiti kod
traumatizovanog pacijenta u intenzivnoj nezi ali mogu se pronaci faktori vezani za samu
traumu ili pacijenta koji doprinose ranom prepoznavanju onih pacijenata kod kojih su Sanse
za nastanak komplikacije vece. To potencijalno moze doprineti preduzimanju preventivnih
mera radije nego mera za leenje same komplikacije, Sto bi znafajno smanjilo duZinu i
troskove samog leCenja i poboljsalo bi kvalitet zivota pacijenta i njegove porodice. Osim
toga, poznavanje ucestalosti, uzroka i ishoda samih komplikacija moze doprineti planiranju i

unapredenju rada trauma centara.



1.2.1. Bolnic¢ke infekcije kao komplikacija le¢enja traume
1.2.1.1. Definicije bolni¢kih infekcija i nadzor nad bolni¢kim infekcijama

Nadzor nad bolnickim infekcijama (BI), odnosno infekcijama povezanim sa
zdravstvenom zastitom (engl. health care associated infections), $to je njihov novi naziv
prema Svetskoj zdravstvenoj organizaciji (SZO), podrazumeva rutinsko prikupljanje
podataka zasnovano na standardnim definicijama BI, analizu i tumacenje prikupljenih
podataka, kao i povratnu informaciju o rezultatima nadzora zdravstvenim radnicima i
osobama uklju¢enim u nadzor nad BI (31, 32). Kao takav, nadzor nad Bl predstavlja primarni
1 najznacajniji korak u prevenciji 1 suzbijanju BI jer omogucava sagledavanje ucestalosti 1
distribucije pojedinih lokalizacija BI, ucestalost i distribuciju uzro¢nika Bl i stepen njihove
rezistencije na antimikrobne lekove, kao 1 stepen izloZenosti faktorima rizika za nastanak BI.
Sve ovo omogucava da se identifikuju prioriteti u prevenciji Bl, kako na lokalnom tako i na
nacionalnom nivou, i da se preduzmu adekvatne mere u cilju smanjenja BI i pobolj$anja
bezbednosti pacijenata u toku le¢enja (33-35). Osim toga, nadzor nad BI omogucava pracenje
kretanja prevalencije Bl u vremenu, poredenje ucestalosti BI izmedu bolnica i drzava kao i
efekat primene neke preventivne mere na ucestalost BI. Da bi sve ovo bilo moguce,

neophodno je primenjivati standardizovane definicije i metodologiju nadzora nad Bl (36).

Prve uniformne definicije BI u svrhu nadzora nad BI predlozene su 1970ih godina od
strane Centra za kontrolu i prevenciju bolesti (engl. Centers for Disease Control and
Prevention - CDC) (37) koje se od 1988. godine zvani¢no koriste u sistemu nadzora nad BI u
Americi (engl. National Nosocomial infection Surveillance Sistem - NNIS)(38). Od tada
definicije BI su modifikovane i unapredene za infekcije operativnog mesta 1992. godine (39),
pneumonije povezane sa mehani¢kom ventilacijom 2004. godine (40), infekcije krvi i sepsu
2008. godine (41) i urinarne infekcije 2010. godine (42). Novi kriterijumi za definiciju Bl
predlozeni su 2013. godine od strane CDC-jeve Nacionalne mreze za bezbednost u
zdravstvenoj zastiti (engl. National Healthcare Safety Network - NHSN) dok su 2015. godine

unapredene definicije za specifi¢ne lokalizacije Bl (43, 44).

U Srbiji su prve definicije Bl predstavljale CDC-jeve definicije iz 1998. godine koje
su unapredene 2008. godine (45), od kada se koriste u svrhu spovodenja nacionalnih studija
nadzora nad BI kao i studija o ucestalosti BI na lokalnom nivou (46, 47). Do sada su
sprovedene cetiri nacionalne studije prevalencije Bl u Srbiji (1999, 2005, 2010. i 2017.

godine) koriste¢i CDC-jeve definicije BI. Cetvrta nacionalna studija prevalencije BI u Srbiji



sprovedena je kao deo druge evropske studije prevalenije Bl. Za ovu svrhu ECDC definicije
su prevedene, osoblje za nadzor nad BI obuceno je za njihovo koris¢enje u studiji

prevalencije, a u rutinskom radu se promenjuju od januara 2018. godine (48).

Definicije Bl prema lokalizacijama i prema obe vrste definicija prikazane su u Tabeli
2. Ono u ¢emu se definicije sustinski razlikuju jesu definicija BI stecenih u JIL, klasifikacija
infekcija krvi, definicija pneumonija i infekcije mokra¢nog sistema. Prema americkim
definicijama, BI stecena u JIL je ona ¢iji su simptomi i znaci nastali treCeg dana od prijema u
JIL (bez obzira na prisustvo invazivnog medicinskog pomagala), dok prema evropskim
definicijama BI moZe nastati i pre tre¢eg dana od dana prijema ukoliko je invazivno
medicinsko pomagalo (centralni/periferni venski kater, urinarni kateter, trahealni tubus)

plasirano prvog ili drugog dana od prijema.
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Tabela 2. Uporedni prikaz americkih (CDC/NHSN) i evropskih (ECDC) definicija Bl

Tip BI

CDC/NHSN (49)

ECDC (50)

Infekcija stecena u
JIL

Znaci i smptomi infekcije natali 3.
kalendarskog dana od prijema (dan
prijema = prvi dan)

Simptomi infekcije nastali 3.
dana ili kasnije od dana nakon
prijema u JIL ili su se simptomi
javili pre 3. dana od prijema pri
¢emu pacijent ima neko
invazivno medicinsko pomagalo
plasirano 1. ili 2. dana od
prijema

Pneumonija Dva ili viSe radiografskih testova sa Znaci karakteristi¢ni za
(PNU/PN) prisutnim pneumoniju na radiografiji ili
infiltratom/konsolidacijom/kavitacijom i CT snimku i klini¢ki znaci i
simptomi i znaci pneumonije i pozitivni | smiptomi pneumonije i klinicki
klini¢ki ili mikrobioloski dijagnosticki ili mikrobioloski testovi.
testovi
PN1- PN potvrdena pozitivhom
PNU1- klini¢ki definisana pneumonija kulturom dobijenom
PNU2- pneumonija sa specificnim kvantitativnom metodom
laboratorijskim nalazima minimalno kontaminiranog
PNU3- pneumonija kod uzorka donjeg respiratornog
imunokompromitovanih pacijenata trakta
PN2- PN potvrdena pozitivnhom
kulturom dobijenom
kvantitativnom metodom
moguce kontaminiranog uzorka
donjeg respiratornog trakta
PN3- PN potvrdena drugim
mikrobioloskim metodama
PN4- PN potvrdena pozitivnhom
kulturom sputum ili uzorka
donjeg respiratornog trakta
(nekvantitativna metoda)
PN5- Klini¢ki znaci pneumonije
bez pozitivhog mikrobioloskog
nalaza
Pneumonija Kontinuirano prisustvo invazivnog Prisustvo invazivnog
povezana sa medicinskog pomagala u periodu od 48h | medicinskog pomagala (¢ak i sa
mehanickom pre nastanka pneumonije prekidima) pre nastanka
ventilacijom (VAP)/ pneumonije
Pneumonija
povezana sa
intubacijom (PNI)
Laboratorijski Kultivisani mikroorganizam nije Izvor IK:
potvrdena infekcija povezan sa infekcijom druge -vaskularni kater (13-CVK/I3-
krvi (IK)/Infekcija lokalizacije PVK)

krvi (1K)

-sekundarni izvori
-nepoznat izvor
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Infekcija krvi Centralna linija (CL) ili umbilikalni Klini¢ka ili mikrobioloska
povezana sa kateter (UC) prisutan > 2 kalendarska | potvrda povezanosti centralnog
CVK/Infekcija dana na dan nastanka IK (CVK) ili perfirenog (PVK)
udruzena sa VK vaskularnog katetera
Infekcije mokra¢nog SUTI- simptomatska infekcija IMS-A- Mikrobioloski
sistema (IMS) mokrac¢nog sistema potvrdena simptomatska IMS
ABUTI5-Asimptomatska bakteremijska IMS-B-Mikrobioloski
IMS nepotvrdena simptomatska IMS
USI*-Infekcije mokra¢nog sistema IMS-AB-Asimptomatska
bakteriurija
IMS povezana sa Pacijent ima urinarni kateter (UK) > 2 Pacijent ima UK 48h pre
urinarnim kateterom | dana na dan IMS (dan plasiranja UK je nastanka IMS (Cak i sa
dan 1) prekidima)

“Prethodno BSI-A prema HELICS-u; BSI-B (jedna hemokultura sa izolovanim MO koji
pripada normalnoj flori koze kod pacijenata sa vaskularnim kateterom kome je ordinirana
odgovarajuca antiviotska terapija) obrisano od januara 2009. godine.

*Primarne infekcije krvi ukljucuju infekcije udruzene sa vaskularnim kateterom i infekcije
krvi nepoznatog porekla.

TPrimarne laboratorijski-potvdjene infekcije krvi uklju¢uju CLABSI i non-CLABSI.

§0d 2009. godine asimptomatska bakteremijska UTI umesto asimptomatska bakteriurija.

*0d 2015 IMS - infekcije mokraénog sistema umesto OUTI (druge infekcije mokraénog
sistema).

1.2.1.2. Bolni¢ke infekcije kod pacijenata sa traumom

Infekcije povezane sa zdravstvenom zastitom (bolnicke infekcije) predstavljaju jednu
od glavnih neZeljenih dogadaja u toku lecCenja pacijenata u JIL. Procenjeno je da cak 30%
svih kriticno obolelih pacijenata dobije neku od BI u toku le¢enja u JIL (51). O obimu i
znacaju bolni¢kih infekcija u JIL govori i podatak da pacijenti u JIL predstavljaju samo 5-
10% ukupnog broja svih hospitalno lecenih pacijenata, ali bolnicke infekcije nastale u JIL

¢ine Cetvrtinu (25%) svih intrahospitalnih infekcija (52).

Imunosupresija i kolonizacija patogenim bakterijama smatraju se glavnim faktorima
neophodnim za nastanak infekcije. Zbog ostecenja tkiva i poremec¢enog imunskog odgovora
usled traume sa jedne strane i izloZenosti brojnim invazivnim dijagnosti¢kim i terapijskim
procedurama sa druge, pacijenti sa traumom su u velikom riziku za nastankak infekcija u
toku leCenja, Sto znacajno komplikuje i produZava tok lecenja i povecava mortalitet, trajanje i
troskove lecenja i smanjuje kvalitet zivota prezivelih pacijenata. Imajuéi u vidu da tre¢inu
svih pacijenata leCenih u JIL ¢ine traumatizovani pacijenti (28, 53), znatan je i njihov
doprinos ukupnom broju BI kao i produzenom lecenju i ukupnim troskovima leenja. Osim

toga, studije su pokazale da trauma predstavlja glavni faktor rizika za nastanak Bl u JIL (53).

12




Incidencija bolni¢kih infekcija u grupi traumatizovanih pacijenata kreé¢e se od 9-50%
u zavisnosti od tezine povreda pacijenata ukljucenih u studiju i metoda nadzora nad
infekcijama (53-57) i znacajno ja visa nego incidencija bolni¢kih infekcija u opstoj populaciji

hospitalizovanih pacijenta gde iznosi 4,9% (54).

Infekcije povezane sa zdravstvenom zastitom (bolni¢ke infekcije) su vodeéi uzrok
sepse u JIL. U multicentricnoj studiji u Nemackoj 57,2% svih septi¢nih dogadaja je bilo
uzrokovano infekcijom nastalom u bolnici (58), dok je u studiji u Svajcarskoj 51,1% svih
pacijenata sa bolnickom infekcijom imalo sepsu (57). lako sprovedena na relativno malom
broju pacijenata, studija Goris i saradnika pokazala je da je kod 44% pacijenata smrt nakon
traume uzrokovana sepsom, dok je kod pacijenata kod kojih je usledila kasna smrt ¢ak 88%
bilo posledica sepse (24). Imaju¢i u vidu da je veéina bolnic¢kih infekcija kod pacijenata sa
traumom rezultira sepsom i da je sepsa vode¢i uzrok smrti u nekardioloskim JIL, mere

prevencije bilni¢kih infekcija u trauma JIL imaju poseban znacaj.

Faktori rizika koji doprinose nastanku bolnickih infekcija kod pacijenata sa traumom
su oni koji su vezani za pacijenta (pol, starost i komorbiditeti) i oni vezani za traumu
(mehanizam i tezina povrede, broj povreda, hitna operacija, primena masivne transfuzije krvi
itd.) (59). U nekim studijama povreda ki¢me ili ekstremiteta predstavlja znaCajan faktor
rizika, dok druge izdvajaju hipotenziju na prijemu, tupe povrede, prisustvo stranog tela,
Glazgov koma skor, splenektomiju, gojaznost itd. (25, 59-61). Bez obzira na dizajn studije,
velika vecina njih potvrduje da starost pacijenta i tezina traume predstavljaju najznacajnije

prediktore nastanka infekcije kod traumatizovanih pacijenata (54, 57).

Poznavanje epidemioloSkih karakteristika bolni¢kih infekcija u populaciji
traumatizovanih pacijenata prvi je i znacajan korak u sagledavanju ovog problema, i zajedno
sa poznavanjem faktora koji do njih dovode mogu biti klju¢ni u Kreiranju preventivnih

strategija.
1.2.2. Bolnic¢ke infekcije krvi kao komplikacija leCenja trauma

1.2.2.1. Definicija infekcija krvi

Infekcije krvi se, i prema ameri¢kim (CDC) i prema evropskim (ECDC) definicijama,
dijagnostikuju kada se patogeni mikroorganizam izoluje iz krvi ili se mikroorganizam Kkoji
pripada normalnoj flori koze izoluje iz dve uzastopne hemokulture (43, 50). Ipak, prema

CDC-jevim definicijama laboratorijski potvrdene infekcije krvi (engl. laboratory confirmed
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blood stream infections - LCBI) moraju biti primarne IK, tj., mikroorganizam izolovan iz krvi
ne sme biti povezan sa infekcijom druge lokalizacije. Nasuprot tome, IK prema ECDC-ju,
osim IK povezanih sa vaskularnim kateterom i IK nepoznatog porekla (primarne IK),
ukljucuju takode i sekundarne IK kao moguci izvor. Prema CDC-ju primarne IK obuhvataju
infekcije krvi povezane sa vaskularnim kateterom (engl. Central line-associated BSI -
CLABSI) i one koje nisu povezane sa vaskularnim kateterom (engl. Non-central Line
associated BSI - non - CLABSI), koje odgovaraju ECDC-jevim IK porekla vaskularnog
katetera i IK nepoznatog porekla. Razlika u kriterijumima nastaje kada se definise povezanost
IK sa vaskularnim katetrom. Dok CLABSI prema CDC-jevim definicijama predstavljaju sve
IK kod kojih je centralni vaskularni kateter bio plasiran bar 48h pre nastanka simptoma IK,
ECDC posvecuje posebnu kategoriju IK povezanih sa vaskularnim kateteterom (engl.
catheter-related infections - CRI) koje ne postoje u CDC-jevim definicijama. ECDC-jeve IK
povezane sa vaskularnim kateterom obuhvataju lokalne infekcije udruzene sa CVK/PVK (I1-
CVK/PVK), sistemske infekcije udruzene sa CVC/PVK (I12-CVK/PVK) i mikrobioloski
potvrdenu infekciju udruzenu sa CVK/PVK (I13-CVK/PVK). U prakti¢noj primeni, CDC-jeve
CLABSI

udruzenim sa vaskularnim kateterom, sa razlikom da ECDC-jeve 1-3-CVK/PVK zahetvaju

se podudaraju sa ECDC-jevim mikrobioloski potvrdnim infekcijama krvi

mikrobiolosku potvrdu istovetnosti uzroc¢nika izolovanih iz periferne krvi i CVK/PVK S$to
nije slusaj sa CLABSI. Algoritam za dijagnozu IK koji se prema ECDC-jevim kriterijumima

koristi kod nas prikazan je na slici 2.

Kputepujym: I 1 -
XeMoKynTypa Mo3suTnsHa | HerarmBHa xemokynrtypa |
XemMoKynrtypa (vnu Huje pahena)
KpuTtepujym: NosutusHa HeratmsHa MNMosutueBHa Kynrtypa HeratusHa
KynTypa BpXxa Kyntypa Kyleypa nnu Ky‘f”'ypa wunu
/MmecTa y6ona Huje pahena Huje paheHa
CvimnTomn Knununukm
Opyru ce nosrnade 3Haum ce MHoj nnn NHojHa
KpUTEpUjymMn y TOKy 48" noerade y ynanay ApeHarka u3
HakKoH TOKy 480 KaHany KpBHOr cyna
yKnatatba HaKOH
KateTtepa yKnambatba
KaTteTepa
i Tun 2 - ‘ UK3-LIBK VK, NK2-LIBK MNK1-LIBK | KBC-BACK
. BonHuuke - wnn rNopexksiom unn wnn
i vHdekUmnje > ‘ MK3-TNBK LIBK unn NK2-NBK MK1-TIBK
- NnBK
XujepapxHaja : —

Slika 2. Agoritam za dijagnozu infekcija povezanih sa vaskularnim kateterom. (lzvor:

Markovic-Deni¢ 2017. (48))
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Bolnicke IK predstavljaju jednu od vodecih preventabilnih infekcija povezanih sa
zdravstvenom zastitom, i1 jedan su od vodecih uzroka morbiditeta i mortaliteta u toku
bolni¢kog lecenja. Od prilike 5% svih kriticno obolelih pacijenata smestenih u JIL duze od
48h dobiju IK (62). lako se ovaj broj ¢ini malim i §to se uglavnom nalaze na drugom ili
tre¢em mestu po ucestalosti, IK su povezane sa najve¢im mortalitetom od svih bolni¢kih
infekcija jer se nalaze medu sedam vodecih uzroka smrti u opstoj populaciji u SAD i Evropi i

doprinose ve¢em broju smrtnih ishoda od influence i pneumonije zajedno (63).

Od svih IK, one povezane sa intravaskularnim kateterima su sa epidemioloskog
aspekta od najveceg znacaja jer obuhvataju 80% svih primarnih IK i mogu biti prevenirane
pridrzavanjem proporuka za adekvatnu inserciju i odrzavanje CVK kao i merama higijene

ruku medicinskog osoblja (64).

1.2.2.2. Infekcije krvi kod pacijenata sa traumom

Infekcije krvi su nekoliko puta ¢es¢e u trauma JIL od opstih i hirurskih JIL jer
bakterije u krv pacijenata sa traumom lakSe dopiru kroz visestruke povrede i invazivne
procedure, zatim traumatizovani pacijenti duze vremena provode u JIL i imaju neadekvatnu
nutritivnu potporu u toku produzenog boravka u JIL (65). Osim toga, pacijenti sa traumom su
posebno osetljivi na infekciju zbog stanja posttraumatske imunosupresije. EI Masri i
saradnici su pokazali da porast trauma skora za 10 jedinica povec¢ava Sansu za nozokomijalnu
IK za 45% (66). Ostali faktori rizika ukljuCuju starost pacijenta, komorbiditete,
imunosupresivnu terapiju, splenektomiju, povredu ki¢me ili teSku povredu mozga, masivnu
transfuziju krvi, parenteralnu nutriciju, a za IK udruzene sa vaskularnim kateterom i vreme
izloZenosti kateteru, mesto insercije i tip lumena (67, 68). Nizak odnos broja medicinskih
sestara i pacijenta (engl. nurse-to-patient ratio), optere¢enje JIL, neadekvatno pridrzavanje
preporuka za higijenu ruku i inserciju i odrzavanje vaskularnih katetera takode uti¢u na vecu

izloZenost pacijenta bolnickim sojevima patogena (69).

1.2.2.3. Infekcija krvi i sepsa kod pacijenata sa traumom

Infekcije respiratornog trakta, intra-abdominalne infekcije i primarne 1K ¢ine 80%
svih lokalizacija infekcije kod pacijenata sa sepsom (70) pri ¢emu su pneumonije na prvom
mestu, zatim abdominalne infekcije i na tre¢em mestu IK (71). Dok je pneumonija najéesci

uzrok sepse u JIL, IK su najces¢i uzrok smrtnog ishoda od svih lokalizacija sepse (72, 73).
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Infekcije krvi, iako na tre¢em mestu, predstavljaju najeéi problem jer su vodeci uzrok
smrti u JIL medu kriti¢no obolelim pacijentima (72). Imunospuresija i izlozenost invazivnim
procedurama zajedno doprinose velikom riziku od nastanka IK kod kriticno obolelih

pacijenata u JIL.

Prema Mansur i saradnicima primarna bakterijemija je udruzena sa najveéim rizikom
od smrtnog ishoda nakon 28 dana, pa cak i nakon 90 dana, kod pacijenata sa sepsom cak i
nakon korekcije za tezinu bolesti i razlike u poéetnim karakteristikama (73). Stavise, IK je
bila nezavisni prediktor mortaliteta kod pacijenata sa sepsom dok pneumonije i abdominalne
infekcije nisu. Laupland i saradnici su takode pokazali sa je sepsa povezana sa IK znacajno
povezana i sa ranim (28 dana) i sa kasnim mortalitetom (1 godina) (74). Sli¢no je potvrdeno i
kod vanbolnicki stecene sepse (engl. comunity-acquired sepsis — CAS). Naime, prisustvo IK

na prijemu (primarne ili sekundarne) bilo je znac¢ajno povezano sa mortalitetom u JIL (75).

1.2.3. Sepsa kao komplikacija le¢enja traume
1.2.3.1. Istorijat sepse

Re¢ sepsa potice od gréke reci “onma” (engl. sepo) koja u prevodu znaci ,,ja trunem” i
koja se prvi put pominje pre 2700 godina u Homerovim poemama. Hipokrat je u 4 veku pre
nove ere uveo U spise rec¢ sepsa ,.onyis”, Sto je znacilo raspadanje ili truljenje organske
materije Zivotinjskog ili biljnog porekla i koju na dalje sa istim znacenjem koriste Plutarh,
Aristotel i Galen (76). Medutim, ,truljenje” krvi (septikemiju) i visoku temperaturu je prvi
put doveo u vezu 980-1037 persijski lekar Ibn Sina (poznat i kao Avicenna), koji se ujedno
smatra i ,,ocem moderne medicine”. Usledio je period kada se smatralo da sepsa nastaje kao
posledica izlozenosti rane vazduhu, teoriji predlozenoj od strane lekara iz Lajdena Herrmann
Boerhave-a (1668-1738), koja je nastavljena teorijom hemic¢ara Justus von Liebig-a pocetkom
190g veka da zapravo kontakt tkiva rane i kiseonika iz vazduha dovodi do ,truljenja” tkiva,
odnosno sepse (77). Ogroman napredak u ovoj oblasti je nastao hipotezom akusera
Semmelweis-a 1847. godine da se puerperalna sepsa prenosi putem prljavih ruku (78).
Francuski mikrobiolog i hemicar, Louis Pasteur, u 18. veku (1880. godine) prvi je otkrio
prisustvo bakterija u krvi pacijentkinje obolele od puerperalne sepse (79), nakon cega je
daljim otkricem mikroorganizama nastala takozvana germinativna teorija bolesti (engl. Germ
theory) po kojoj su patogeni bili jedini odgovorni za nastanak sepse i koja je bila aktuelna do
kraja 19. veka (80).
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Prvu modernu definiciju sepse predlozio je nemacki lekar Hugo Schottmuller 1914.
godine koji je ustanovio da je prisustvo infekcije fundamentalno za nastanak sepse, tj, da
sepsa nastaje kada bakterije iz fokusa infekcije povremeno ili stalno dospeju u krvotok i
izazivaju subjektivne i objektivne znake sepse (81). Nakon uvodenja antibiotika i antiseptika
u Klinicku praksu stopa mortaliteta od sepse se smanjila ali su pacijenti i dalje umirali od
septiCkog Soka i teskog oblika ostecenja pluc¢a koje su 1967. godine otkrili Asbough i kolege i
opisali kao tesko ostecenje pluca koje nastaje kod pacijenata u intenzivnoj nezi i koje je danas
nazvano akutni respiratorni distres sindrom (ARDS). Uskoro je uoceno da pacijenti sa
sepsom ¢esto imaju ARDS kao komplikaciju. U isto vreme otkriveno je i da ARDS nastaje
kao posledica imflamatorne reakcije tela tj, produkata sopstvenog imunskog sistema. 1980ih
godina je uoceno da ostecenja nisu prisutna samo u plu¢ima vec i u ¢itavom telu nakon cega
je shvaceno da veliku ulogu u nastanku sepse osim same infekcije ima i imunski odgovor.
Takode je i 1972. godine Louis Thomas objavio pregledni rad u kome istice da organizam u
toku prejake odbrane od mikroorganizama zparavo dovodi do ostecenja sopstvenog tkiva
nakon ¢ega su usledile brojne eksperimentalne studije i prebacivanje fokusa istrazivanja sa
infekcije na imunski odgovor domacina (82). Prvu savremenu definiciju sepse, koja je sve do
skoro bila u svakodnevnoj upotrebi, je u klinicku praksu uveo americki specijalista intenzivne
medicine Roger C. Bone 1989. godine, po kome sepsa predstavlja sistemski inflamatorni

odgovor (SIRS) koji nastaje nakon infekcije (83).

1.2.3.2. Definicija sepse

Prva zvanic¢na definicija sepse usvojena je od strane tima eksperata American College
of Chest Physicians (ACCP) i Society of Critical Care (SCCM) 1991. godine (84). Tom
prilikom je odluceno i o gradaciji sepse i definicijama teske sepse, septickog Soka i multiple
organske disfunkcije (MODS) (tabela 1). Prema ovim definicijama (koje se kao prve ujedno
nazivaju i SEPSA-1), sepsa je definisana kao SIRS izazvan infekcijom. SIRS, koji se tad prvi
put uveo kao termin, kod sindroma sepse reflektuje inflamatorni proces u toku
generalizovane infekcije dok sindrom sepse prakticno predstavlja kontinuum inflamatornog
procesa iniciran infekcijom a koji se manifestuje SIRS-om, i ponekad se nastavlja teskom

sepsom, septickim sokom i MODS-om.
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Tabela 3. ACCP/SCCM konsenzus kriterijumi iz 1991. godine za SIRS, sepsu, tesku
sepsu, septicki Sok i MODS (Sepsa-1).

Termin

Definicija

Infekcija

Bakterijemija
SIRS

Sepsa

Teska sepsa

Septicki Sok

Multipla organska
disfunkcija

Inflamatorni odgovor na prisustvo mikroorganizama ili njihov prodor u
primarno sterilna tkiva domac¢ina
Prisustvo vijabilnih bakterija u krvi

Sistemski inflamatorni odgovor na razli¢ita klinicka stanja koji se
manifestuje prisustvom dva ili vise simptoma inflamacije:

- Temperatura veca od 38°C (hipertermija) ili manja od 36°C
(hipotermija),

- Sr¢ana frekvenca veca od 90/min (puls > 90 udara/min ili > 2 SD iznad
normalnog pulsa za dob)

- Tahipnea (> 20 udaha/minut ili arterijski pCO2 < 4,2 kPa)

- Leukocitoza (broj leukocita > 12.000 mm?®) ili leukopenija (broj
leukocita < 4.000 mm?®) ili > 10% nezrelih formi.

Sistemski odgovor na infekciju koji se manifestuje prisustvom dva ili
vise simptoma SIRS-a u prisustvu infekcije:

- Temperatura ve¢a od 38 °C (hipertermija) ili manja od 36 °C
(hipotermija),

- Src¢ana frekvenca veca od 90/min (puls > 90 udara/min ili > 2 SD iznad
normalnog pulsa za dob)

- Tahipnea (> 20 udaha/minut ili arterijski pCO2 < 4,2 kPa)

- Leukocitoza (broj leukocita > 12.000 mm?®) ili leukopenija (broj
leukocita < 4.000 mm?) ili > 10% nezrelih formi.

Sepsa udruzena sa insuficijencijom organa, hipoperfuzijom ili
hipotenzijom*.

Sepsa udruzena sa hipotenzijom** koja ne prolazi nakon adekvatne
nadoknade tencosti, uz prisustvo hipoperfuzije koji mogu da ukljucuju,
ali nisu ogranic¢ene na lakticku acidozu, oliguriju ili akutnu alteraciju
mentalnog statusa.

Insuficijencija organa kriti¢cno obolele osobe takva da homeostaza ne
moze biti povracena bez intervencije

*Hipoperfuzija i hipotenzija mogu da ukljucuju, ali nisu ograni¢ene na lakticku acidozu,
oliguriju ili akutnu alteraciju mentalnog statusa.

**Pacijenti koji su na inotropnoj terapiji ili vazopresorima mogu da nemaju znake hipotenzije
u vreme kada se detektuje hipoperfuzija.

Navedene definicije su se koristile kako u svakodnevnoj dijagnozi sepse tako i kao

uniformni kriterijumi i standardi za sprovodenje sve veceg broja studija sa kojima je nastalo i

misljenje velikog broja naucnika da kriterijumi za SIRS nisu specificni samo za sepsu jer

mogu biti manifestacija “sterilne inflamacije” tkiva nastale usled mnogih ne-infektivnih
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stanja kao $to su trauma, opekotine ili peritonitis (slika 3). Samim tim, nedostaci koje je SIRS
imao bili su prevelika senzitivnost a niska specificnost u diskriminaciji septi¢nih pacijenata
od SIRS-a uzrokovanog brojnim ne-septiénim stanjima, slaba reflekcija patofizioloskih

zbivanja tokom sepse i neprakticnost za opservacione i eksperimentalne studije (85).

INFEKCIJA SIRS Ostale
Gljive SEPSA
Paraziti Tiiiia
Virusi
Ostalo Opekotine
Pankreatitis

Slika 3. Odnos sepse i SIRS-a kao i stanja koja do njih mogu dovesti, prema: American
Callege of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine Concensus Conference, 1992.
(84)

Na konferenciji odrzanoj 2001. godine od strane Society of Critical Care
Medicine/European Society of Intensive Care Medicine/American College of Chest
Physicians/American Thoracic Society/Surgical Infection Society
(SCCM/ESICM/ACCP/ATSI/SIS) usvojeni su modifikovani Kriterijumi za sepsu koji umesto
SIRS-a obuhvataju brojne klini¢ke i laboratorijske parametre koji bi trebali bolje da reflektuju
imuno-inlamatornu  reakciju prilikom infekcije i samim tim da bolje odgovaraju

svakodnevnoj kinic¢koj praksi kao i nau¢nicima u nauéno-istrazivackom radu (tabela 4) (86).
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Tabela 4. Dijagnosticki kriterijumi sepse iz 2001. godine* (Sepsa-2)

Infekcija, dokumentovana ili suspektna, i nesto od sledeceg:
Opsti pokazatelji

- Temperatura (> 38,3°C)

- Hipotermija (bazalna temperatura < 36°C)

- Broj otkucaja srca > 90/min’*

- Tahipneja

- Izmenjeno mentalno stanje

- Znacajan edem ili pozitivni balans te¢nosti (> 20 ml/kg tokom 24h)

- Hiperglikemija (glukoza plazme > 140 mg/dl ili 7,7 mmol/l) u odsustvu dijabetesa
Zapaljenski pokazatelji

- Leukocitoza (boj leukocita > 12,000 ul™)

- Leukopenija (broj leukocita < 4000 pl?)

- Normalan broj leukocita sa vise od 10% nezrelih formi

- C-reaktivni protein plazme vise od dve standardne devijacije (SD) iznad normalne
vrednosti

- Prokalcitonin plazme visi od dve SD iznad normalne vrednosti
Hemodinamske varijable

- Arterijska hipotenzija (sistolni pritisak < 90 mm Hg, srednji arterijski pritisak < 70 mmHg
ili smanjenje sistolnog pritiska > 40 mm)
Pokazatelji otkazivanja organa

- Arterijska hipoksemija (PaO2/FiO, < 300)

- Akutna oligurija (izlu¢ivanje mokrace < 0,5 ml/kg/h tokom najmanje 2 sata iako je
odgovarajuca nadoknada tec¢nosti

- Povecanje kreatinina > 0,5 mg/dl mg/dl ili 44,2 pumol/I

- Poremecaj koagulacije (INR > 1,5ili aPTT > 60s)

- lleus (odsutni znaci peristaltike)

- Trombocitopenija (broj trombocita < 100.000 pl?)

- Hiperbilirubinemija (ukupan bilirubin u plazmi > 4 mg/dl ili 70 pumol/l)
Pokazatelji perfuzije tkiva

- Hiperlaktatemija (laktati > 1 mmol/l)
- Smanjeno kapilarno punjenje

*Modifikovano prema Levy 2003 (86) i Institut za JZS vodi¢ 2013 (87).

Definicija teske sepse se tom prilikom nije promenila ali je za definisanje
insuficijencije organa preporucen SOFA skor tj. vrednost skora ve¢i od 2 za pojedinacan
sistem organa ¢ija se funkcija procenjuje (88). Definicije za septicki Sok su unapredene i on je
definisan kao perzistentna hipotenzija sa sistolnim krvnim pritiskom manjim od 90 mmHg ili

srednji arterijski pritisak manji od 70 mgHg uprkos adekvatnoj nadoknadi te¢nosti.
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Tabela 5. Kriterijumi za tesku sepsu

e Hipotenzija

e Laktati iznad gornjih granica normalnih vrednosti

Izlu¢ivanje mokrace < 0,5 ml/kg/h tokom vise od 2 sata, uprkos adekvatnoj nadoknadi
tecnosti

Akutno ostecenje pluca sa PaO2/FiO2 < 250 u odsustvu pneumonije kao izvora infekcije
Akutno ostecenje plu¢a sa PaO./FiO2 < 200 u prisustvu pneumonije kao izvora infekcije
Kreatinin > 2,0 mg/dl (176,8 pmol/I)

Bilirubin > 2 mg/dl (34,2 pmol/l)

Broj trombocita <100.000 pl*

Nakon znacajnog unapredenja znanja o patofiziologiji sepse 1 leCenju kriticno obolelih
nametnula se potreba za jo$ jednim usavrSavanjem definicija koje je usledilo 2016. godine od
strane ESICM/SCCM u sklopu ,,Survinig Sepsis” kampanje (89). Osnovna promena je $to ne
postoji viSe teSka sepsa veC je sepsa sama po sebi teSka i1 sada ukljucuje i insuficijenciju
organa. Do ovoga se doSlo jer, ¢ak i sa ukljué¢ivanjem laboratorijskih i klinickih Kriterijuma
za SIRS 2001. godine, ni jedan pojedina¢ni parameter niti set parametara nije bio dovoljno
senzitivan ni specifi¢an za dijagnozu sepse. Osim toga, nakon analize velikog broja klini¢kih
podataka kao i iz svakodnevne prakse ustanovljeno je da se sepsa Cesto prepozna po
insuficijenciji organa a da se infekcija tek kasnije otkrije. Prema tome nova definicija sepse
glasi da je to ,, Zivotno ugrozavajuce stanje koje nastaje kada odgovor organizma na infekciju
ostecuje sopstvena tkiva i organe”. Ovo je takozvana Sepsa-3 cije su definicije detaljno

prikazane u tabeli 6.
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Tabela 6. Novi kriterijumi i definicije sepse i septicnog soka iz 2016. godine (Sepsa-3).

Termin Definicija

Sepsa Zivotno-ugrozavajuce stanje sa insuficijencijom organa uzrokovano
neadekvatnim odgovorom domacina na infekciju
Insuficijencija organa Povecenje SOFA skora za > 2 poena u prisustvu infekcije

Septicki sok Sepsa kod koje postoji:
-perzistentna hipotenzija i pored nadoknade cirkulatornog volumena
da bi se odrzao srednji arterijski pritisak > 65 mmHg
- serumski laktati > 2 mmol/l (18 mg/dl) uprkos adekvatnoj
nadoknadi voulmena

Izvor: Rhodes A et al. Surviving Sepsis Campaign: International Guidelines for Management
of Sepsis and Septic Shock: 2016. (90)

Nedostatak ovih definicija jeste njihova kompleksnost i njihovo otezano koris¢enje u
svakodnevnoj klini¢koj praksi. Sa ciljem da se klinicarima pomogne da §to ranije posumnjaju
na sepsu, uveden je jo$ jedan skor - QSOFA skor (engl. quickSOFA) koji obuhvata sledece
parametre: frekvencu respiracije > 22/min, poremecaj stanja svesti i sistolni pritisak < 100
mmHg. Prisustvo dva ili viSe navedenih parametara ukazuje na moguce postojanje sepse.
Bitno je napomenuti da qSOFA nije dojagnosti¢ki kriterijum i1 deo definicija ve¢ samo
pomoc¢no sredstvo u brzom dijagnostikovanju sepse, pogotovo u uslovima van JIL (91).
Takode je bitno napomenuti da su kod Sepse-3 prvi put definicije zasnovane na objedinjenim

klinickim podacima velikih medunarodnih baza podataka.

SIRS, sepsa i septic¢ki Sok predstavljaju kontinuum pogorsanja stanja, od SIRS-a koji
zahteva dva kriterijuma za dijagnozu, preko teske sepse gde dolazi do insuficijencije nekog
organa, do septickog Soka koji predstavlja hipotenziju koja ne reaguje na nadoknadu krvi i
nadoknadu cirkulatornog volumena kristaloidnim rastvorima. Sepsa predstavlja kontinuirani
proces brojnih imunoinflamatornih dogadaja koji slede infekciji i koji se klinicki ogledaju u
nespecifiénim znacima insuficijencije organa pa je zato teSko postaviti jasne definicije a 1
samu dijagnozu sepse u klini¢kim uslovima. Jedna studija je pokazala da 18% pacijenata sa
sepsom na prijemu u JIL nije imalo kriterijume za sepsu ali da su tokom pve nedelje

hospitalizacije dostigli uslov za definiciju sepse (92).
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1.2.3.3. Epidemioloske karakteristike sepse

Znacaj sepse kao javnozdravstvenog problema ne prestaje da raste, te je SZO u maju
2017. godine na sedamnaestom samitu (engl. World Health Assembly) usvojila rezoluciju o

unapredenju prevencije, dijagnoze i klinickog le¢enja sepse (93).

Veéina epidemioloskih podataka o sepsi dolazi iz razvijenih zemalja dok je obim
ovog problema u srednje i nerazvijenim zemljama nepoznat ili nedovoljno poznat, iako se
procenjuje da su upravo u tim zemljama stope incidencije i mortaliteta znatno vise. Osim
toga, stalno modifikovanje definicija i raznolikost u selekciji ispitanika i metodu istrazivanja,

doprineli su otezanoj proceni ucestalosti sepse 1 sagledavanju veli¢ine ovog problema.

Procena je da na globalnom nivou 31,5 milliona ljudi oboli od sepse i 19,4 miliona od
teske sepse Sirom sveta godi$nje (94). Incidencija bolni¢ki-lecene sepse na globalnom nivou
iznosi 437 na 100.000 stanovnika. Ova procena se bazira samo na podacima iz visoko-
razvijenih zemalja, pa je se predpostavlja da bi ove brojke bile jos vise kada bi se ukljucili
podaci iz nerazvijenih zemalja. Populaciona studija u Svedskoj je na osnovu pacijenata
kojima je administrirana terapija za sepsu procenila stopu incidencije 687/100.000 stanovnika
prema sepsis-2 kriterijumima i 780/100.000 prema sepsis-3 kriterijumima (95). Nize stope
incidencije sepse beleze Australija i Novi Zeland sa procenjenom populacionom stopom od
0,77 na 1000 osoba (96).

Sepsa i teSka sepsa predstavlju vodeci uzrok smrti u nekardioloskim JIL i deseti uzrok
smrti uopSte u SAD (97). U bolnicama u USA svaki drugi do trec¢i uzrok smrti je sepsa $to
znac¢i da sepsa ¢ini polovinu smrtnih ishoda (98). Na godisnjem nivou to je 215.000 smrtnih
ishoda sto je isto onoliko koliko ljudi umre od infarkta miokarda (99). Najnovije studije
procenjuju da 5 miliona osoba godisnje umre od sepse u svetu, §to predstavlja mortalitet od
17% a od teske sepse 26% (94).

Sepsa je jedna od najces¢ih komplikacija u toku lecenja tesko povredenih pacijenata.
Muckart i saradnici su objavili prvu studiju o ucestalosti sepse kod trauma i pokazali su
relativno visoku incidenciju, 14,4%, verovatno jer je 70% svih trauma su bile penetrantne
povrede (100). Poznata je i velika studija Osborn-a i saradnika iz 2004. godine, koja je
pokazala znaajno nizu incidenciju posttraumatske sepse, samo 2%, zbog ukljucivanja

velikog broja pacijenata sa blagim povredama (101).
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Stopa mortaliteta u grupi pacijenata sa posttraumatskom sepsom iznosi 17-23% i
znacajno je visa nego kod povredenih pacijenata koji nisu dobili sepsu (12%) (101-103), dok
kod pacijenata kod kojih nastane MODS, mortalitet dostize ¢ak 50% (104).

1.2.3.4. Ishodi leCenja pacijenata sa sepsom

U Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama, leCenje jednog pacijenta sa sepsom kosta
50.000 dolara, Sto predstavlja finansijsko opterecenje od 17 biliona dolara godisnje (99, 105).
Weycer i saradnici su procenili da sama hospitalizacija pacijenta sa teSkom sepsom kosta
44.600 dolara, ali da godisnji trosak takvog pacijenta iznosi 78.500 doalra a ako prezivi do 5
godina nakon hospitalizacije zajedno sa oporavkom to kosta 118.800 dolara (106). Veliki
projekat koji je skoro sproveden u USA je procenio da je u 2013. godini ukupna cena le¢enja
sepse bila 24 biliona dolara §to sepsu svrstava u njaskuplje obolenje koje se leci u bolnici

(107).

Osim zdravstvenog i finansijskog optereéenja, sepsa predstavlja opterecenje
prezivelih pacijenata u vidu loSijeg kvaliteta Zivota (108, 109). Stanja koja smanjuju kvalitet
zivota nakon prezZivljene sepse ukljucuju kognitivnu difunkciju, anksioznost i depresiju,
posttraumatski stres, smanjen misiéni tonus i otezan hod (110). Cak i nakon preZivljavanja i
otpusta iz bolnice, sepsa predstavlja vodeci razlog novog prijema unutar 30 dana od
inicijanine hospitalizacije i stavise, od svih ponovnih prijema oni sa dijagnozom sepse imaju
najduzu i najskuplju hospitalizaciju (111). Cak 12,2% svih razloga ponovnog prijema u

bolnicu zauzima sepsa, sa proseénom cenom le¢enja od 10.070 dolara.

Sepsa je povezana i sa povecanim rizikom za kasni smrtni ishod unutar jedne do dve
godine. Velika propenziti me¢ovana studija u Americi je pokazala da pacijenti sa sepsom
imaju 16,2% vecu ucestalost kasnog smrtnog ishoda (unutar godinu dana od otpusta) od

pacijenata koji su primljeni zbog sterilne inflamacije tkiva (112).

1.2.3.5. Znacaj hemokulture u postavljanju dijagnoze sepse

Rezultati brojnih studija ukazuju na to da je neadekvatna empirijska antimikrobna
terapija povezana sa ve¢im morbiditetom i mortalitetom kod pacijenata sa teskom sepsom i
septi¢nim Sokom (113-115). Stavise, svaki sat odlaganja primene antibiotika u stanju

septi¢nog Soka smrtnost raste za 10% (116).

»ourviving sepsis” kampanja istice potrebu za pravovremenim uzimanjem

hemokulture pre otpoc€injanja antimikrobne terapije (Sepsis 3). Velika studija SAC i UCI je
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pokazala da uzimanje hemokulture radi blagovremene mikrobioloske identifikacije uzro¢nika
i osetljivosti na antibiotike bila nezavisno povezana sa boljim prezivljavanjem pacijenata
(117). Medutim, u velikom broju slu¢ajeva hemokultura moZe biti negativna, pogotovo ako

pacijenti primaju empirijsku antimikrobnu terapiju.

1.3. Patofiziologija sepse

Sepsa je multifaktorski sindrom cije nastajanje i1 ishod zavise od koli¢ine i virulencije
uzro¢nika, imunskog ogovora domacina, genetskih faktora, starosti, komorbiditeta kao i
terapije i medicinskih procedura koje se primenjuju u leCenju infekcije. Mehanizmi ukljuceni
u reakciju organizma u toku sepse slini su onima nakon teske traume i sastoje se od
slozenenih procesa koji obuhvataju neuro-endokrini, metaboli¢ki, hemodinamski i

imunoinflamatorni odgovor (118).

Neuro-endokrini i imunski sistem su u patofiziologiji sepse povezani kroz aktivaciju
hipotalamusno-hipofizno-adrenalne ose i efekte kortizola, kateholamina i vazopresina na
odrzavanje vaskularnog tonusa, integriteta endotela i vaskularne permeabilnosti u cilju
oCuvanja kardiovaskularne homeostaze. Metabolicki procesi koji nastaju nakon traume imaju
za cilj ouvanje energije i njeno preusmeravanje u vitalne organe (za odrzavanje vitalnih
funkcija), imunoloski aktivno tkivo (za odrzavanje celularnih funkcija 1 replikacije) 1 predeo
rane (da bi se pospesio preces zarastanja) (119). Da bi se ovo omogucilo ¢elije ulaze u stanje
hibernacije, tj. stanje u kojem su metaboli¢ki slabo aktivne, $to se na nivou organa ogleda u
disfunkciji u odsustvu patohistoloskih promena (120). Na kraju, imuno-inflamatorni odgovor
u sepsi predstavlja najbitniji mehanizam u zastiti organizma od patogena i Stetnih pordukata
povredenog tkiva i obuhvata sloZzene mehanizme urodenog i steCenog imuniteta. Ovaj
odgovor organizma u traumi i sepsi umnogome je determinisan genetskom predispozicijom
za modulisanje i alteraciju proinflamatornih i antiinflamatornih procesa kroz modulaciju

ekspresije i produkcije inflamatornih citokina.

1.3.1. Imunski odgovor u traumi i sepsi

Urodeni imunski odgovor je prvi korak u obnovi osteCenog tkiva i zastiti organizma
od patogena iz spoljasne sredine. Kada je u pitanju blaza lokalizovana povreda, lokalni
imunski odgovor moze ograni¢iti oste¢enje tkiva, medutim u slucajevima teske
traume/politraume aktivira se SIRS u roku od 30 minuta od povrede kao odgovor organizma
na ostecenje tkiva i krvarenje. Ovaj odgovor obuhvata lokalnu i sistemsku produkciju

razli¢itih medijatora kao Sto su proinflamatorni citokini, faktor komplementa, proteini akutne
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faze, neuroendokrine medijatore, koagulacioni sistem, kao i akumulaciju imunskih ¢elija na
mestu ostecenja tkiva. Ova ,Sterilna inflamacija” nastaje kao rezultat nekoliko mehanizama.
Jedan je oslobadanje endogenih faktora iz oSteCenih ¢elija koji se nazivaju alarmini (engl.
damage-associated molecular patterns - DAMPs). Alarmini su najceS$¢e nuklearni ili
mitohondrijalni proteini (proteini toplotnog Soka, adenozin, adenozin monofosfat - AMP,
adenozin trifosfat - ATP, fibrinogen, hijaluronska kiselina, mokraéna kiselina, S100 protein i
high-mobility group box-1 protein - HMBG-1) a oslobadaju ih nekroti¢ne ¢elije ili aktivirani
neutrofili (121). Alarmini se vezuju za TLR receptore (engl. Toll-like receptors) koji
predstavljaju prvu liniju odbrane urodenog imunskog sistema na produkte ostecenja tkiva ili
infektivne agense. Oni su familija receptora u sklopu PRR (engl. Pattern recognition
receptors) koji se nalaze na povsini epitelnih ¢elija kao i dendriti¢nih ¢elija i makrofaga. PRR
osim DAMP (alarmina) prepoznaju i PAMP — konzervirane motive celijskog zida ili
naslednog materijala invazivnih mikroorganizama (engl. pathogen-associated molecular
patterns) kao $to su lipopolisaharid, peptidoglikan, lipoteihnoi¢na kiselina, bakterijska DNK,
flagelin. Na taj nacin se i u traumi i sepsi aktivira sli¢an imunski odgovor rezultirajuci istim
simptomima SIRS-a §to otezava razlikovanje septi¢ne od sterilne inflamacije (slika 5).
Vezivanje PAMP i DAMP partikula za TLR receptore aktivira nekoliko znacajnih signalnih
puteva od kojih su MyD88 i TRIF putevi najzna¢ajniji. Oni zatim dovode do aktivacije
nuklearnog faktora kapa B (NF-«xB) koji nakon translokacije u jedro indukuje ekspresiju gena

za citokine i hemokine i azot-monoksid (NO) (122).

PAMPs DAMPs (alarmini)

Receptori sli¢ni Toll-u l l l
@1 faktor kapa B (NF KB)

NF xB

Citokini, hemokini

Jedro /

Celija urodenog imunskog sistema

Slika 4. Aktivacija imunskog odgovora u traumi i sepsi, prema: Schulte W, 2013)(123)
PAMP — konzervirani motivi Ccelijskog zida ili naslednog materijala invazivnih
mikroorganizama (engl. pathogen-associated molecular patterns).
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TLR receptori zapocinju kaskadu urodenog imunskog odgovora u sepsi i traumi tako
Sto direktno aktiviraju nekoliko tipova imunskih ¢elija, ukljucujuéi i neutrofile i monocite ali
I sistem komplementa S§to rezultira brzom stvaranju proteina akutne faze C3a i Cba.
Aktivirane imunske ¢elije i1 sistem komplementa stimuliSu oslobadanje proinflamatornih
medijatora kao $to su interleukini koji dalje dovode do simptoma SIRS-a. Drugi nacin
aktivacije urodenog imunskog odgovora nakon traume jeste putem ostecenja endotela i
kontaktom krvi sa ekstravaskularnim tkivnim faktorom (TF), sto rezultira u aktivaciji
trombocita, koagulacione kaskade sa aktivacijom faktora Xa i Xia i fibrina. Trombociti zatim

oslobadaju proinflamatorne medijatore koji se manifestuju SIRS-om.
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Proinflammatory and anti-inflammatory cytokines

TNFa Interleukin-8 G-CSF Interleukin-10 TGF-B
Interleukin-6 MCP-1 Interleukin-1a/B Interleukin-1ra Interleukin-12p40
b Tissue damage 4— Endothelial and organ damage Immunoparesis ———— P Sepsis Iﬂ

Slika 5. Aktivacija imunskog sistema nakon traume i infekcije (izvor: Lord MJ i saradnici
Lancet. 2014.)(121)

Prvi i najbitniji citokini koji se stvaraju nakon traume su faktor tumorkse nekroze alfa
(engl. tumor necrosis factor alpha - TNFa) i interleukin 1 (IL-1), poinflamatorni citokini
kratkog polu-zivota (20min i 6 sek, redom). TNFa je najvise proucavani i najbolje objasnjen
medijator zapaljenja u trauma i sepsi. TNFa povecava sintezu NO, aktivira stvaranje
arahidonske kiseline kao i ciklooksigenaze i lipooksigenaze §to vodi do produkcije

tromboksana A2 i prostaglandina E2 koji imaju viSestruke inflamatorne efekte. TNFa takode
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stimuliSe produkciju selektina, trombocit-aktivirajuéeg faktora (engl. platelet activating
factor - PAF) i intracelularnog adhezionog molekula (engl. Intercellular Adhesion Molecule -
ICAM), sto dovodi do migracije neutrofila u predeo rane. Vezivanjem za TNF2 receptore
TNFa dovodi do aktivacije signalnog puta NF-kB i do aktivacije i proliferacije neutrofila,
NK-¢elija, B limfocita, perifernih T limfocita (124). U animalnim studijama je pokazano da
ubrizgavanje TNFa dovodi do znakova SIRS-a i da su visoki nivoi TNFa povezani sa veCom
smrtnoS¢u u toku sepse (125). Zato je blokranje TNFa efekata bio cilj mnogih studija u nadi
da ¢e se u terapiji moc¢i primenjivati radi smanjenja inflamatornih efekata i mortaliteta u toku

sepse, medutim ove studije nisu dale oCekivane efekte.

TNFa i IL-1 stimulisu oslobadanje IL-6 i IL-8, interferona gama (IFNy) kao i
antiinflamatornog citokina IL-10. 1I-6 zatim stimulise sintezu proteina akutne faze u jetri i
oslobadanje C-reaktivnog proteina i prokalcitonina. Osim toga, 11-6 aktivira neutrofile i NK-
¢elije, prostanglandin E2, koji dalje stimulise oslobadanje antiinflamatornog citokina IL-10.
lako u prvim momentima nakon traume IL-6 deluje kao proinflamatorni citokin, on kasnije
ima antinfamatorno delovanje stimulisanjem oslobadanja antagonista IL1 receptora i
solubilnih TNFa receptora. Na taj nacin, u isto vreme sa SIRS-om aktivira se i kompenzatorni
anti-inflamatorni odgovor (engl. compensatory anti-inflammatory response - CARS) koga
karakteriSe rast nivoa anti-inflamatornih citokina (intrleukin 10, transformiSuci factor rasta f3)
kao i antagonista citokina (interleukin 1Ra) (126). U zavisnosti koji proces prevagne, CARS
ili SIRS, moze do¢i ili do rezolucije ostecenja tkiva ili do progresije SIRS-a do perzistentne
imflamacije,  imunospuresije i  katabolizma (engl.  persistent  inflammation-
immunosuppression catabolism syndrome - PICS) §to dalje povecava rizik za nastanak sepse i

insuficijencije organa.

1.3.2. Modeli imunskog odgovora u traumi i sepsi

Sa otkri¢em proinflamatornih citokina 1980ih godina, smatralo se da smrt nakon teske
traume i sepse nastaje usled prevelike aktivacije proinflamatornih citokina koji su zajedno sa
ostecenjem endotela i poremecéajem perfuzije tkiva dovodili do rane insuficijencije organa i
smrtnog ishoda (127). Tada je nastao koncept nekontrolisano prevelike imunske reakcije koja
podrazumeva oslobadanje velike koli¢ine proinflamatornih citokina koje posledi¢no uzrokuje
ostecenje organa (128, 129). Medutim, brojne klini¢ke studije koje su usledile usmerene na
testiranje lekova protiv medijatora proinflamatorne kaskade su se ispostavile kao neuspesne i

tada je ovaj model doveden u pitanje.
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Slede¢i model koji je predlozen oslikava patofiziologiju sepse nakon traume kao
bimodalni proces i podrazumeva da nakon SIRS-a usleduje kaskada antiinflamatornih
procesa i medijatora (IL-4, IL-10, IL-11, IL-13, solubilni TNF receptor, antagonisti 1L-1
receptora i transformiSu¢i faktor rasta) koji za cilj imaju kontrolu i ograniacanje
proinflamatornog odgovora u cilju zastite tkiva i organa, nazvan sindrom kompenzatornog
antiinflamatornog odgovora (engl. compensatory anti-inflamatory response syndrome -
CARS) (130, 131). Neke studije sugerisu da antiinflamatorni dogovor ima protektivnu ulogu
u ograni¢avanju preterane imunske reakcije a druge da je udruzen sa imunosupresijom ili
imunoparezom (132). Ipak, ovaj bimodalni imunski odgovor je postao osnova za model ,,dva
udarca” (engl. second hit theory) prema kome trauma predstavlja prvi udarac na imunski
sistem organizma kada dolazi do inflamacije prac¢ene imunosupresijom (133). U stanju
imunospuresije nastaje drugi udarac koji uglavnom predstavlja bolnicka infekcija pracena
sepsom ili velika hirur$ka intervencija (Figura 7A), koji ovaj put dovodi do intenzivnijeg
imunskog odgovora i znakova SIRS-a. Rezultati brojnih klini¢kih studija ukazuju na to da je
stepen imunosupresije proporcionalan tezini traume (engl. ,trauma load”) kao i da postoji
znacajna povezanost stepena imunosupresije i rizika od nastanka sepse (97). To je potvrdeno
i na molekularnom nivou u brojnim in vitro studijama koje su pokazale slede¢e mehanizme
povezanosti postraumatske imunosupresije i nastanka sepse:

- smanjen kapacitet leukocita da produkuju proinflamatorne citokine (TNFa, IL-1b, 1I-6,
IL-8 i interferone) u kontaktu sa endotoksinom bakterija ex vivo, $to je pokazano in vitro
studijama gde monociti pacijenata sa teskom traumom stimulisani i detektovana je
smanjena produkcija citokina;

- smanjena ekspresija membranskog HLA-DR na povrsini antigen-prezentujucih celija i
limfocita (134). Naime, nakon blage nekomplikovane traume normalizacija ekspresije
HLA-DR se desava nakon jedne nedelje (135). Takode je pokazano da nivo supresije
stvaranja HLA-DR monocita korelira sa tezinom traume i sa nastankom sepse (136);

- visoke koncentracije anti-inflamatornih citokina u krvi;

- smanjena aktivnost NK celija nakon teske traume znatno duze nego nakon lakse traume
(118, 137);

- apoptoza limfocita (138), smanjena migracija plimorfonuklearnih celija (139) i
smanjena fagocitoza bakterija od strane PMN (134), i smanjen odgovor PNM c¢elija na
citokine (140);
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- Hipersenzitivnost odlozenog tipa (engl. deleyed type hypersensitivity - DTH) i
proliferacija T celija koje spadaju u steceni imunski odgovor smanjeni su kod pacijenata

sa teskom traumom (141).

A. Modified SIRS-CARS Model to Accommodate Multiple Hits
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Slika 6. “Two hit” model i modifikovani SIRS/CARS model imunskog odgovora u traumi i

sepsi (izvor: Xiao i saradnici. 2011) (142).
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SIRS-CARS paradigma rezultirala je modifikacijom definicija i kriterijuma za sespu
2001. godine koje su sada osim znakova SIRS-a ukljucivale brojne parametre, medutim ubrzo
je brojnim studijama pokazano da ovakav koncept klinicki ne odgovara stvarnim imuno-
inflamatornim dogadajima i da ne razlikuje sterilno zapaljenje od sepse. Kasnija istrazivanja
su otkrila da sve ¢elije imunskog sistema, i urodenog i ste¢enog, pokazuju dualnu ekspresiju i
simultanu aktivaciju i proinflamatornin i antiinflmatornih procesa (143, 144). Naime,
neutrofili, koji predstavljaju glavne celije u imunskom odgovoru kriticno obolelih, u isto
vreme povecavaju ekspresiju membranskih markera aktivacije ali i smanjenje fagocitne

sposobnosti i generacije slobodnih radikala (145).

Kljuéna studija koja je promenila shvatanje imunskog odgovora u sepsi je studija
genomske asocijacije (engl. genome wide association study - GWAS) odnosno genomske
ekspresije leukocita Xiao i saradnika 2011. godine, koja je predstavila modifikaciju SIRS-
CARS modela (142). Ova studija je pokazala je da se > 80% od ukupnog transkriptoma
leukocita humanog genoma eksprimira u prvih 28 dana nakon traume i da se u isto vreme
eskprimiraju 1 proinflamatorni i antinflamatorni RNK. Interesantno, tezina traume 1 izloZenost
masivnoj transfuziji nisu imali uticaj na jaCinu i trajanje ove ekspresije. Ova intenzivna
deSavanja nazvana su ,,genomskom olujom” a ovom studijom odbacena ,,two-hit” teorija i
predlozena nova da se komplikacije imunskog odgovora u trauma deSavaju ne zbog
antiinflamatornog odgovora za koji se smatralo da sledi SIRS-u nego zbog produzenog
imbalansa ova dva procesa koji se deSavaju paralelno (slika 6). Tome u prilog ide i rezultat
iste studije da kod pacijenata koji se komplikuju septickim Sokom i infekcijama nema
kvalitativne razlike u ekspresiji gena ve¢ je ona kvanititativna odnosno povratak na normalu
se desi brze kod pacijenata koji se ne komplikuju (7-14 dana) nego kod onih koji se

komplikuju sepsom (28 dana).

Poslednja modifikacija modela patofiziologije imunskog odgovora u traumi i
osetljivost za nastanak sepse predloZena je 2012. godine od strane Gentile i saradnika koji su
predlozili koncept sindroma perzistentne inflamacije imunosupresije i katabolizma (engl.
Persistent inflammation, immunosuppression, and catabolism syndrome - PICS), prema
kome su lo§ nutritivni status, odloZeno zarastanje rane i velika osetljivost na infekciju
posledica perzistentne blage inflamacije, disbalansa urodenog i steCenog imuniteta koji
ukljucuju paralizu makrofaga, povecanje broja mijeloid-supresorskih ¢elija i smanjenje broja
i funkcije efektorskih T ¢elija (slika 7)(146). Sve to dovodi do progresivnog katabolizma i

povecane osetljivosti za nastanak rekurentnih infekcija.
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Slika 7. PICS model (izvor: Gentile i saradnici 2012) (146).

Ova nova otkrica dovela su do uvodenja novog termina - sindrom kompleksne
imunske disfunkcije (engl. complex immune dysfunction syndrome - CIDC) (147). Navedena
saznanja i konstantne promene u razumevanju patofizioloSkih zbivanja nakon traume i sepse
govore o kompleksnosti ovog problema i oslikavaju svakodenvni klinicki izazov leCenja
traumatizovanih pacijenata kod kojih se ispoljavaju znaci proinflamatorne reakcije a u isto
vreme su osetljivi na infekciju i imaju veliku moguénost za nastanak sepse i insuficijenciju

organa i smrtnog ishoda.

1.3.3. Genetska osnova imunskog odgovora u sepsi

Uprkos boljem poznavanju klinickih faktora udruzenih sa nastankom posttraumatske
sepse u poslednjih nekoliko godina, osobe sa istim karakteristikama i teZzinom povreda,
podvrgnutih istim merama intenzivnog lecenja i sa slicnim faktorima rizika za nastanak
infekcije, imaju razlicit ishod lecenja, od potpunog oporavka do nastanka sepse, MODS-a i
smrtnog ishoda. Prva studija koja je pokazala da osetljivost na infekciju ima genetsku osnovu
bila je ¢uvena danska studija sprovedena na hiljadu ljudi koji su kao deca bili usvojeni

izmedu 1920. 1 1940. godine i koja je pokazala da kod osoba kod kojih je neko od bioloskih
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roditelja preminuo od infektivnog oboljenja postoji povecan rizik od nastanka infekcije pre
50 godine zivota (148). Od tog vremena do sada sprovedene su brojne geneticke studije i
danas se smatra da varijacije gena Kkoji kodiraju proteine medijatore kompleksnih
imunoinflamatornih procesa leze u osnovi individualnih razlika u imunskom odgovoru i

osetljivosti na infektivne agense (149).

1.3.3.1. Polimorfizmi pojedinacnih nukleotida

Polimorfizmi pojedina¢nih nukleotida (PPN) su najces¢i tip genskih polimorfizama 1
predstavljaju normalnu varijaciju u naslednoj osnovi (150). U sustini predstavljaju bazni par
na odredenoj poziciji u DNK na kojoj se nalaze razliciti varijante nukleotida (aleli) u
normalnoj populaciji, pri ¢emu se redi alel javlja sa ucestalosc¢u ve¢com od 1% (151). Nastaju
kada se jedan nukleotid zameni drugim nukeotidom kao posledica zamene, insercije ili
delecije nukleotida. Najveéi broj PPN se javlja u dva moguca oblika koji se nazivaju aleli,
prema tome bialelni PPN su naj¢esé¢i. Postoje i trialelni i ¢etvoro-alelni polimorfizmi ali su
jako retki. Smatra se da je u proseku svaki 300ti nuklotid polimorfan i da ljudski genom
sadrzi 3 milijarde baznih parova, stoga ljudski genom sadrzi oko 10 miliona PPN i da zapravo
90% varijacija u genetskom materijalu poti¢e od PPN. Da bi polimorfizam bio PPN redi alel
mora da se javilja u populaciji u vise od 1% populacije, dok se oni koji se javljaju sa

ucestaloS¢u manjom od 1% smatraju mutacijama.

PPN mogu biti locirani u razli¢itim delovima genoma, promotoru, egzonu, intronu
kao i 5" and 3’ regulatornim sekvencama. Mali broj se nalazi u kodiraju¢em regionu, $to je za
ocekivati jer kodirajuci region ¢ini samo 5% Citavog genoma, tako da je procenjeni broj PPN
kodirajuceg regiona oko 500.000 tj. u proseku 6 po genu (150). Nasuprot tome, najveéi broj
PPN se nalazi u nekodiraju¢im delovima genoma i nema efekat na razvoj i funkcionisanje.
Medutim, iako ovi PPN predstavljaju osnovu normalnih varijacija u naslednoj osnovi, smatra
se da oni ipak mogu biti povezani sa povecanom osetljivos¢u na infekciju i faktore sredine,

razli¢it odgovor na terapiju ili ¢ak predispoziciji za nastanak odredenih oboljenja.

Brojne studije asocijacije pokazale su povezanost polimorfizama gena koji kodiraju
efektorne molekule klju¢ne u modulaciji imunskog odgovora na traumu i/ili infekciju i
osetljivosti na bakterijske infekcije, nastanak sepse i mortalitet usled trauma (152, 153).
Polimorfizmi gena za proinflamatorni citokin TNFA, TNF-p, kao i receptore slicne Toll-u 2 i
4 (TLR2 i TLR4) i njihova povezanost sa sepsom nisu bili predmet dosadasnjih istrazivanja u

populaciji traumatizovanih pacijenata u nasoj zemlji.
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1.3.3.1.1. Polimorfizmi TNFA gena

TNFA je kljucni proinflamatorni citokin i centralni medijator zapaljenja u sepsi i
septicnom soku. Lociran je na kratkom kraku hromozoma 6 u sklopu klastera gena za glavni
kompleks histokompatibilnosti (engl. major histocompatibility complex - MHC) Ill. Ovaj
lokus se sastoji od dve tandem sekvence koje kodiraju dva citokina, TNFA i TNFB (154).
TNF lokus se sastoji od 4 introna i 3 egzona. Gen za TNFA je lociran izmedju gena za
limfotoksin o (LTa) i LTR. Willson i saradnici su prvi ukazali na bialelni polimorfizam u
promotornom regionu TNFA gena na poziciji -308 (155). Ta dva alela su nazvana TNFAL (-
308G) i TNFA2 (-308A) od kojih je drugi redi i povezan sa ve¢om produkcijom TNFA (156).

Pokazano je da je zamena G alela A alelom na poziciji -308 u promotornom regionu
gena za ovaj proinflamatorni citokin (TNFa/G-308A) povezan sa ve¢im rizikom za nastanak
posttraumatske sepse (149). U studiji o polimorfizmima udruzenim sa komplikacijama kod
kriti¢no obolelih osoba, Surbatovié i saradnici su pokazali udruzenost TNFa/G-308A alela sa
veéim procentom prezivljavanja ali ne i sepsom i tipom infekcije (Gram-pozitivna, Gram-
negativna ili meSovita)(157). Polimorfizam na poziciji -238 G/A (rs361525) je drugi Cesto
prouc¢avani PPN u promotornom regionu TNFA gena, ali u podaci u populaciji trauma

pacijenata su oskudni.

1.3.3.1.2. Polimorfizam LTA gena

Limfotoksin alfa (LTA) koji se jo§ naziva i tumor nekrozis faktor beta (TNFB) je ¢lan
TNF familije citokina. Ima dve forme, solubilnu i membransku. Citotoksi¢ni je protein koji
ima antiproliferativnhu aktivnost. Kao inflamatorni medijator ukljuen je u patogenezu
arterioskleroze i varijacije ovog gena su povezane sa rizikom od nastanka infarkta miokarda
(158). Poznato je nekoliko polimorfizama LTA gena. Prvi otkriven polimorfizam bio je PPN
introna LTA gena na poziciji 252 G > A (rs909253) (159). Pokazano je da je ovaj
polimorfizam povezan sa povecanom ekspresijom LTA i ve¢om Sansom za nastanak sepse
(160). Ipak u grupi pacijenata sa traumom nema dovoljno podataka o uticaju ovog PPN na

nastanak sepse.

1.3.3.1.3. Polimorfizmi TLR gena

Receptor slican Tolu (engl. Toll-like receptor - TLR) je transmembranski receptor
koji kao deo urodenog imuniteta predstavlja klasu pathogen-recognition receptora (PRRS)
(161). Naziv je dobio zbog sli¢nosti sa Toll proteinom koji indukuje imunski put kod voéne

musice roda Drosophila. Do sada je identifikovano 11 TLR homologa, od kojih je 10
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funkcionalno kod coveka (TLR1-TLR10). Podeljeni su u 5 podfamilija, TLR-2, TLR-3, TLR-
4, TLT-51 TLR-9. TLR-2 familija se sastoji od 4 ¢lana (TLR-1, TLR-2, TLR-6 i TLR10) a
TLR-9 od tri ¢lana (TLR7, TLR8 i TLR9) dok TLR-3, TLR-4 i TLR-5 sadrze po jednog

istoimenog ¢lana familije receptora.

Od svih TLR receptora TLR-2 prepoznaju najve¢i broj PAMP partikula, ali je
naznaCajniji u zastiti od Gram-pozitivnih bakterija i mikobakterija. Zaduzen je za
prepoznavanje struktura ¢elijskog zida Gram-pozitivnih bakterija kao Sto su peptidoglikan,
lipoteihnoi¢na kiselina i lipoproteini ali i Gram-negativnih bakterija, virusa, protozoa i
gljivica. Prepoznavanje ovih struktura dovodi do aktivacije MyD88 i TRIF sinalnih puteva
Sto rezultira u aktivaciji transkriptivnih faktora, na prvom mestu nukleotidnog faktora kB
(NF-kB) i produkcije citokina.

TLR4 je centralni signalni receptor za lipopolisaharid (LPS) gram negativnih
bakterija. Kljucan je u borbi protiv Gram-negativnih bakterija jer prepoznaje LPS i inicira
ekspresiju TNFA i IL6 bitnih u eliminisanju polimikrobnih i Gram-negativnih infekcija (162,
163). U animalnim studijama je pokazano da su miSevi kojima nedostaje TLR4 gen imali
znacajno slabiji klirens K. pneumoniae i veéi procenat komplikacija pneumonije izazvane

ovom bakterijom u poredenju sa miSevima koji su imali funkcionalni TLR4 gen (164).

TLR familija receptora je najproucavanija klasa PRR receptora i povezana je sa
povecanom osetljivo§¢u na razvoj brojnih infektivnih bolesti (165). Uprkos tome, rezultati
studija su i dalje opre¢ni, dok u je nasoj populaciji prouc¢avan njihov zana¢aj za nastanak
sepse kod kriti¢no obole¢ih pacijenata ali u ovoj studiji jekod samo 20% kriticno obolelih

razlog prijema bio trauma (166).

1.3.3.1.3.1. Polimorfizam TLR2 gena

TLR2 je lociran na hromozomu 4932 i sastoji se od tri egzona. Do sada je
idetifikovano oko 175 PPN ovog gena od kojih se 17 nalazi u treCem kodiraju¢em egzonu.
Prevelika ekspresija TLR2 dovodi do vece osetljivosti na lipoprotein, peptidoglikan,
lipoteihnoi¢nu kiselinu, pa ¢ak i lipopolisaharid. Sa druge strane, eksperimentalne ,,gene
interruption” studije su pokazale da TLR2-deficijentni miSevi imaju slabiji odgovor na
peptidoglikan i znatno krace preZivljavanje nakon ubrizgavanja inokuluma kulture S. aureusa
ali normalan odgovor na ubrizgavanje lipopolisaharida, dok TLR4 deficijentni miSevi

pokazuju smanjen odgovor na ubrizgavanje LPS (167). U humanim studijama, polimorfizmi
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u TLR2 genu povezani su sa povecanim rizikom za nastanak stafilokoknog septickog Soka,
infektivnog miokarditisa, tuberkuloze, lepre i filarijaze (165).

1.3.3.1.3.2. Polimorfizam TLR4 gena

Gen za TLR4 lociran je na hromozomu 9 i sastoji se od tri egzona i dva introna.
Nekoliko PPN je identifikovano u genu za TLR4, od kojih su 896 A/G i TLR4-Cy196T najvise
proucavani. Oba polimorfizma su funkcionalna i za posledicu imaju zamenu asparaginske
kiseline glicinom na poziciji 299 i treonina izoleucinom na poziciji 399 u preoteinu, sto utice

na celularnu aktvaciju indukovanu LPS (168).

Agnese i saradnici su pokazali da heterozigoti za TLR4 299/399 polimorfizam imaju
znacajno veée Sanse za nastanak Gram-negativne bakterijske infekcije u poredenju sa
nosiocima divljeg tipa TLR (169). U studiji Barber i saradnika pokazano je da je TLR4 +896
G alel znacajno povezan sa nastankom teske sepse kod pacijenata sa opekotinama (170).
Uprkos tome vec¢i broj studija nije pokazao postojanje povezanosti TLR4-Aggs-G
polimorfizma i sepse (171, 172), dok neke studije pokazuju protektivni efekat ovog

polimorfizma (173).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ciljevi ovog istrazivanja bili su da se:

1. Odrede incidencija, epidemioloske karakteristike i faktori koji doprinose nastanku
infekcija krvi kod pacijenata sa traumom, lecenih u JIL.

2. Odrede incidencija, epidemioloske karakteristike i faktori koji doprinose nastanku
sepse kod pacijenata sa traumom le¢enih u JIL.

3. Utvrdi ucestalost genotipova i alela odabranih polimorfizama gena TNFA, LTA,
TLR2 i TLR4 koji kodiraju proinflamatorne citokine TNF-a i TNF-f i receptore TLR-
2 i TLR-4 u grupi pacijenata sa posttraumatskom sepsom, pacijenata sa traumom bez
sepse i zdravih pripadnika kontrolne grupe.

4. Utvrdi da li postoji razlika u ditribuciji polimorfizama gena koji kodiraju TNF-a,
TNF-B, TLR2, TRL4 kod pacijenata sa traumom koji su dobili sepsu i onih kod kojih

sepsa nije nastala.
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3. MATERIJAL I METOD ISTRAZIVANJA
3.1. Dizajn studije

U istrazivanju je upotrebljen hibridni dizajn studije, koji se sastojao iz dva dela. Prvi
deo je sproveden po tipu prospektivne kohortne studije i imao je za cilj procenu incidencije,
epidemiolskih karakteristika i klinickih faktora rizika za nastanak IK i sepse kod pacijenata sa
traumom. Drugi deo istrazivanja je sproveden po tipu ugnjezdene studije sluc¢ajeva i kontrola
radi ispitivanja povezanosti genskih polimorfizama i nastanka sepse u podrgupi pacijenata sa

srednje teSkom 1 teSkom traumom.

3.2. Mesto sprovodenja studije
Studija je spovedena u dve JIL Urgentnog centra Klinickog centra Srbije (hirurska i
trauma JIL), u periodu od 01.11.2014. do 30.04.2016. godine.

Molekularno-geneticka ispitivanja vrSena su u Institutu za humanu genetiku
Medicinskog fakulteta u Beogradu i1 Institutu za molekularnu genetiku 1 geneticko
inzenjerstvo u Beogradu. Polimorfizmi gena TNFA, LTA, TLR2 i TLR4 u grupi
traumatizovanih pacijenata i polimorfizam rs4696480 gena TLR2 u kontrolnoj grupi zdravih
osoba analizirani su u molekularno-genti¢koj laboratoriji Instituta za humanu genetiku, dok
su polimorfizmi gena TNFA, LTA, TLR2 (rs3804099 i rs3804100) i TLR4 u kontrolnoj grupi
zdravih osoba analizirani u molekularno-gentickoj laboratoriji Institutu za molekularnu

genetiku i1 geneticko inzenjerstvo u Beogradu.

3.3. Ispitanici
Kohortu traumatizovanih pacijenata ¢inili su konsekutivni pacijenti koji su zbog
mehanickih povreda bili hospitalizovani u nekoj od dve JIL Urgentnog centra Klinickog

centra Srbije (hirurska i trauma JIL).

Kriterijumi za ukljucivanje u kohortnu studiju bili su: uzrast > 18 godina |
prezivljavanje prvih 48h od prijema pacijenta u JIL. Kriterijumi za iskljucivanje iz studije
bili su: povrede kod kojih se o¢ekivao smrtni ishod u prvih 48h po prijemu pacijenta u JIL,
povrede koje su nastale usled trovanja, utopljenja i zagusenja/zadavljenja, frakture kuka,
opekotine, kasni efekati povreda, povrsinske povrede, povrede usled prisustva stranog tela i

povrede nastale usled pada sa sopstvene visine, ¢iji je uzrok intrakranijalno krvarenje

netraumatskog porekla.
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Kriterijum za uklju¢ivanje u ugnjezdenu studiju slucajeva i kontrola bio je srednje
teska ili teSka trauma tj. ISS skor (engl. Injury severity score - I1SS) > 9. Iz studije su
iskljuceni pacijenti sa opekotinama ili penetrantnim povredama, pacijenti sa splenektomijom,
imunodeficijentni pacijenti ili koji primaju radioterapiju i pacijenti koji nisu dali pisani

pristanak o uzimanju uzoraka krvi za genetsku analizu.

U svrhu poredenja rezultata ispitanika sa traumom sa podacima iz opste populacije u
studiju je ukljucena i kontrolna grupa od 101 zdrave osobe iz populacije Srbije, ¢iji se podaci

nalaze u biobanci Instituta za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo u Beogradu.

Podaci dobijeni u kohortnoj studiji poredeni su izmedu dve grupe, u odnosu na sepsu
ili IK, dok su u ugnjezdenoj studiji slu¢ajeva i kontrola poredenja vrsena izmedu tri grupe, tj.
izmedu traumatizovanih pacijenata sa sepsom i traumatizovanih pacijenata bez sepse kao i

izmedu traumatizovanih pacijenata sa sepsom i zdravih kontrola.

3.4. Primenjeni instrumenti-upitnici
3.4.1. Upitnici

U svrhu istrazivanja konstruisan je epidemioloSki upitnik koji je istrazivac
popunjavao za sve pacijente koji su ispunili kriterijume za uklju¢ivanje u kohortnu studiju i

za koje je pribavljen pisani informisani pristanak o ucestvovanju u studiji.

Upitnik se sastojao iz Cetiri dela:

= Deo vezan za prijem pacijenta na odeljenje reanimacije koji je sadrzao podatke o:
vitalnim parametrima (sisitolni pritisak, sréana frekvenca, frekvenca disanja),
Glazgov koma skor (GKS), prisustvu sr¢anog ili respiratornog zastoja, intubaciji i
mehani¢koj ventilaciji, primeni vazopresora i inotropnih lekova (adrenalin,
noradrenalin, dopamin, dobutamin i fenilefrin), smrznute plazme i transfuzije
eritrocita;

= Deo vezan za prijem pacijenta u JIL koji je sadrzao: socio-demografske karakteristike
pacijenta, podatke o komorbiditetima i lekovima koriséenim u hroni¢noj terapiji,
podatke o primeni antibiotike terapije i analgo-sedacije, laboratorijske parametre,
APACHE 11 skor (fizioloski skor koji sluzi za procenu tezine oboljenja bolesnika na
prijemu) (173), podatke o traumi (uzrok, vrsta traume i povredeni delovi tela), ISS
skor (deskriptivni skor koji opisuje tezinu povreda na prijemu i koji je bio racunat
prema AIS-u (engl. Abreviated injury scale), kao zbir kvadrata najve¢ih brojc¢anih

vrednosti tezine povreda u tri najvise povredena telesna regiona) (174);
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= Deo koji sluzi za svakodnevno belezenje stanja pacijenta koji je sadrzao: podatke o
vitalnim patametrima, rezultate biohemijskih analiza, SOFA skor (koristi se za
svakodnevnu evaluaciju stanja pacijenta i opisuje stepen pogorsanja ili poboljsanja
stanja bolesnika u odnosu na stanje na prijemu) (175),

= Deo o nastanku IK i sepse i prisustvu faktora koji do njih mogu dovesti: poreklo
infekcije krvi/sepse, izolovani uzroc¢nici i antibiogram, podatke o prethodnoj
antibiotskoj terapiji, podatke o faktorima koji su mogli dovesti do infekcije krvi/sepse
(prisustvo  CVK, mehanic¢ke ventilacije, hirurske intervencije i njeno trajanje,

hemodijalize itd.).

3.4.2. Skoring sistemi

U cilju procene stanja pacijenta na prijemu koris¢eni su slede¢i instrumenti i raCunati
su sledeci skorovi:

- Instrument za procenu stanja sveti - Glasgow koma skor — GKS (engl. Glasgow
coma scale - GCS) je neuroloska skala koja sluzi za objektivnu procenju stanja svesti. Tri
osnovne komponente skale su otvaranje ociju na razliCite stimuluse, verbalni odgovor i
motorni odgovor. Svaka komponenta se boduje od 1 do 5, tako da GCS moze imati raspon
mogucih vrednosti od 3 do 15. Vrednosti ispod 8 se smatraju teSkim osStecenjem svesti, od 8-
12 umerenim, a ve¢e od 12 blagim poremecajem svesti. Usled primene lekova za analgo-
sedaciju kod vecine pacijenata, za procenu neurolo$kog statusa koris¢en je poslednji GKS

zabeleZen na prijemu na odeljenje reanimacije.

- Instrument za procenu tezine stanja na prijemu - APACHE Il (engl. Acute
Physiology and Chronic Health Evaluation) je fizioloski skor koji opisuje tezinu stanja
odraslih pacijenta (starijih od 15 godina) na prijemu ili u bilo kom trenutku u toku
hospitalizacije (176, 177). Sastoji se iz tri dela: akutni fizioloski skor (engl. Acute Physiology
Score - APS), skor za godine starosti (engl. Age Score) i skor za hroni¢na oboljenja (engl.
Cronic Health Score). U prvih 24 sata od prijema se prati 12 fizioloskih i biohemijskih
parametara koje ukljuc¢uju vitalne znake (sréana frekvencija, srednji arterijski pritisak,
frekvencija disanja, temperatura i GKS), laboratorijske i biohemijske parametre (hematokrit,
leukociti, Na™ i K* (nivo u serumu) i kreatinin) i dva parametra izvedena iz gasnih analiza
(arterijski pH i Pa0.). Zatim se, na osnovu najlosijih vrednosti po svakom parametru odredi
vrednost APS (tabela 7). APACHE Il skor se racuna tako §to se saberu vrednosti APS,
bodovi za starost pacijenta i bodovi za hroni¢no zdravstveno stanje. Maksimalna vrednost

skora je 71, pri ¢emu visi skor predstavlja ozbiljnije oboljenje 1 ve¢i rizik od smrtnog ishoda.
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Tabela 7. APACHE 11 skor (adaptirano prema Bizmarevic M. 2011) (177)

Skor +4 +3 +2 +1 0 +1 +2 +3 +4
Parametri AKkutni fizioloSki skor - A
Temperatura (°C) >41  39-40,9 38,5-38,9 36-38,4 34-359 32-339 30-31,9 <299
Srednji arterijski pritisak (mmHg) >160 130-159 110-129 70-109 50-69 <49
Sréana frekvencija (br/min) >180 140-179 110-139 70-109 55-69 40-54 <39
Frekvencija disanja (br/min) >50 35-49 25-34 12-24 10-11 6-9 <5
Oksigenacija (ml/min) >500 350-499  200-349 <200
PO2 (mmHg) >70 61-70 55-60 <55
Arterijski pH >7,7 7,6-7,69 7,5-759  7,3-7,49 7,25-7,3 7,15-72 <7,15
Serumski Na* (mmol/L) >180 160-179  155-159  150-154  130-149 120-129 111-119 <110
Serumski K* (mmol/L) >7 6-6,9 5,5-5,9 35-54 3-34 2,5-2,9 <2,5
Serumski kreatinin (mg/dL) >3,5 2-3,4 1,5-1,9 0,6-1,4 <0,6
Hematokrit (%) >60 50-59,9 46- 9,9 30-45,9 20-29,9 <20
Leukociti (103/mL) >40 20-39,9 15-19,9 3-14,9 1-2,9 <1
Bikarbonati (mmol/L) >52  41-51,9 32-40,9  22-31)9 18-21,9  15-17,9 <15
GKS 15 — aktuelni GKS
Skor uzrasta - B

Godine Bodovi
<44 0
45 - 54 2
55 - 64 3
65 - 74 5
> 75 6

Skor hroni¢nog zdravstvenog stanja - C
Istorija teske organske insuficijencije Bodovi
Neoperabilni pacijenti* 5
Kritini postoperativni pacijenti* 5
Elektivni postoperativni pacijenti 2

*Pacijenti koji imaju 5 bodova, imaju oboljenje bilo kojeg od sledece navedenih organa i/ili organskih sistema: jetra (portna hipertenzija,
krvareci variksi, ciroza jetre, insuficijencija jetre), KVS (HYHAC klasifikacija), bubrezi (hroni¢na dijaliza), plu¢a (hroni¢na respiratorna
insuficijencija, pluéna hipertenzija), imunoloski sistem (imunosupresija, radijacija, hemioterapija, AIDS).
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- Skor za procenu organske funkcije (engl. Sequential Organ Failure Assessment -
SOFA) koristi se za procenu tezine multiorganske disfunkcije kao i za svakodnevnu
evaluaciju stanja bolesnika (opisuje stepen pogor$anja ili poboljSanja stanja pacijenta u
odnosu na stanje na prijemu) (175). Bazira se na ocenjivanju stanja $est najvaznijih organskih
sistema: respiratorni, kardiovaskularni, hepati¢ni, bubrezni, neuroloski status i stanje
koagulacije. Stanje za svaki organski sistem se ocenjuje vrednostima O - 4, pri cemu veéi broj
oslikava tezu disfunkciju (tabela 8).

Povecanje vrednosti skora tokom prvih 24 do 48 sati u JIL prediktor je mortaliteta od
50 — 95% (178). Skor nizi od 9 je prediktor mortaliteta od 33%, medutim, kada je vrednost

skora veca od 11, o¢ekivani mortalitet moze biti i 95%.

Tabela 8. SOFA skor

Organski Skor

sistem 0 1 2 3 4

Respiratorni
Pa0,/FiO;, >400 300 -399 200 - 299 100 — 199* <100*

(mmHQ)

Bubrezi
Kreatinin <100 101-200 201 - 350 351 - 500 > 500
(mg/dL)

Jetra
Bilirubin <20 21 -60 61 -120 121 - 240 > 240
(mg/dL)

KVS Dopamin Dopamin Dopamin
Srednji

arterijski =70
pritisak

(mmHg)

<70 < 5 pg/kg/min > 5 pg/kg/min ili > 15 pg/kg/min ili
ili dobutamin  Adrenalin/Noradrenalin Adrenalin/Noradrenalin
(bilo koja doza) <0,1 pg/kg/min > 0,1 pg/kg/min

Hematoloski
Trombociti >120 81-120 51-80 21 -50 <20
(103/mm?®)

Neurolo$ki

15 13-14 10-dic 07-set <6
GKS

*Vrednosti sa respiratornom potporom.
**Beta-adrenergicki agonisti primenjeni tokom najmanje jednog sata.

42



- Skor za procenu tezine traume (engl. Injury Severity Score - ISS) je anatomski
bodovni sistem kojim se numericki opisuje stepen zadobijenih povreda i bazira se na skra¢enoj
skali povreda — AIS skoru (engl. Abbreviated Injury Scale - AIS). AIS sluzi za procenu tezine
povreda po regionima tela. Telo je podeljeno na Sest regiona: glava i vrat, lice, grudni kos,
trbusna duplja i karli¢ni sadrzaj, ekstremiteti (uklju¢ujuéi rame i karli¢ni pojas) i spoljni omotac
tela. Tezina povrede, u bilo kom regionu, meri se tako $to se svakoj povredi dodeljuje broj¢ani
iznos od 1 (najlakSa povreda) do 5 (teSka povreda sa neizvesnim prezivljavanjem), povreda
oznac¢ena sa Sest bodova je inkompatibilna sa zivotom (1 — neznatna, 2 — umerena, 3 — ozbiljna, 4
— teSka, 5 — kritiCna, 6 — ne moze se preziveti). Radi jednostavnije prakti¢ne primene ovog skora,
napravljene su skrac¢ene verzije (engl. Condensed Chart) AlS-a, kako za penetrantne, tako i za

nepenetrantne povrede.

ISS je numericki prikaz ukupne anatomske tezine svih povreda i1 odreduje se kao zbir
kvadrata najvecih brojanih vrednosti teZine povreda prema AIS-u, u tri najviSe povredena
regiona tela: 1SS = A%+ B? + C?, gde su A, B | C bodovi prema AlS-u za tri najteze povredena
telesna regiona. Na ovaj nacin se dobija diskontinuirana bodovna skala, sa rasponom od 1 (laka
povreda) do 75 (smrtonosna povreda). Povrede sa ISS skorom 9-15 predstavljaju umereno teske
povrede, dok ISS 16-24 predstavlja teske povrede i ISS 25-75 Zivotno-ugrozavajuce povrede.
Politrauma se moze definisati kao povreda sa AIS > 3 u najmanje dve od Sest telesnih regiona

(1SS > 17) (174).

3.5. Praéenje pacijenata
Pacijenti su bili praceni do otpusta ili smrtnog ishoda. Kao primarni ishodi pratili su se
nastanak sepse i infekcije krvi, a kao sekundarni ishod nastanak teSke sepse i MODS-a.

Svakodnevno su se pratili vitalni parametri i biohemijske analize i beleZio se SOFA skor.

3.6. Procena ishoda

3.6.1. Dijagnoza sepse

Za dijagnozu sepse koristili su se dijagnosti¢ki kriterijumi definisani od strane
internacionalne konferencije za sepsu (SCCM/EISCM/ACCP/ATS/SIS) iz 2001. godine, prema
kojima se sepsa definiSe kao sistemski zapaljenski odgovor na infekciju (verovatnu ili dokazanu)
dok se teska sepsa definiSe kao sepsa udruZena sa indukovanom slabos¢u u funkciji jednog ili

vise organa (86). Disfunkcija organa procenjena je pomo¢u SOFA skora kojim se svakodnevno
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skoruje funkcija Sest organskih sistema od 0 — 4 (175). SOFA skor > 2 za odredeni organ smatran
je disfunkcijom tog organa, dok se disfunkcija dva ili viSe organskih sistema smatrala MODS-om
(179). Nakon postavljanja dijagnoze sepse pratili su se respiratorni, kardiovaskularni,

hematoloski parametri kao i parametri rada jetre i bubrega.

3.6.2. Dijagnoza infekcija povezanih sa zdravstvenom zastitom (bolnic¢kih

infekcija)

Pacijenti su svakodnevno praceni radi utvrdivanja prisustva bolnic¢kih infekcija. Za
dijagnozu bolnickih infekcija korisc¢eni su kriterijumi americkih Centara za prevenciju i kontrolu
bolesti (engl. The Centers for Disease Prevention and Control- CDC) i ECDC/NHSN kriterijumi
(41, 50).

Mikrobioloski potvrdena infekcija krvi dijagnostikovana ukoliko je:

patogeni mikroorganizam izolovan iz jedne hemokulture ili

pacijent ima temperaturu > 38°C, drhtavicu ili hipotenziju i

izolovane dve pozitivne hemokulture sa mikroorganizmima koji pripadaju uobicajenoj

flori koze (iz dva odvojena uzorka krvi, u toku 48h).

Primarne IK su podrazumevale IK koje nisu povezane sa drugim anatomskim mestom
infekcije 1 obuhvatale su infekcije udruzene sa vaskularnim kateterom i infekcije krvi nepoznatog
porekla. Infekcije udruzene sa vaskularnim kateterom su dijagnostikovane ukoliko je isti
mikroorganizam izolovan sa katetera kao i iz hemokulture ili ukoliko se jave klini¢ki znaci
poboljsanja u toku 48h nakon uklanjanja intravaskularnog katetera. Infekcije krvi nepoznatog
porekla su dijagnostikovane ukoliko nije pronaden nijedan drugi izvor IK tokom ispitivanja.
Sekundarne IK su dijagnostikovane ukoliko je isti mikroorganizam izolovan iz drugog
anatomskog mesta infekcije ili postoje klinicki dokazi da je IK poreklom iz infekcije druge

lokalizacije.

Izlozenost centralnom vaskularnom kateteru prikazana je kao stopa utilizacije CVK i
racnata je kao ukupan broj dana sa CVK/ukupan broj pacijnta-dana pracenja u JIL. Prisustvo vise
CVK-a kod jednog pacijenta racunat je kao jedan CVK dan. Kumulativna incidencija (ukupan
broj epizoda IK na 100 pacijenata) i stopa incidencije (ukupan broj IK na 1000 pacijenata-dana

pracenja sa CVK) su racunati kao mere ucestalosti IK i ostalih bolni¢kih infekcija.
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3.7. Laboratorijske analize

3.7.1. Mikrobioloska analiza uzoraka Krvi

Hemokulture se se uzimale iz perifrne krvi radi mikrobioloske potvrde IK i sepse i
utvrdivanja antibiograma uzroc¢nika. Izolacija bakterija vrSila se standardnim mikrobioloskim
metodama na osnovu Kkulturelnih osobina, preparata bojenih po Gramu. Procena osetljivosti
izolata vrsila se disk-difuzionim testom i Vitek2 compact semiautomated sistemom (bioMérieux,
Marcy-1'Etoile, France). Dijametar zone inhibicije meren je i intrpretiran na osnovu CLSI
standarda (engl. The Clinical and Laboratory Standards Institute) (180). Izolati koji su pokazali
intermedijernu zonu inhibicije svrstani su u grupu rezistentnih sojeva. Analizirani su i uzorci krvi
iz centralnog venskog ili arterijskog katetera radi mikrobioloske potvrde infekcija krvi povezanih
sa intravaskularnim kateterom. Mikrobioloske metode za potvrdu istog mikroorganizma u
prefiernoj krvi i krvi CVK obuhvatale su izolovanje > 10° CFU/mI dobijenih kvantitativnom

metodom ili > 15 CFU dobijenih semikvantitativnom metodom iz kulture CVK.

Antimikrobna rezistencija prikazana je kroz zastupljenost sledec¢ih sojeva kao markera

rezistencije:

- za Staphylococcus aureus: rezistencija na meticilin (oxacilline, cefoxitin, meticillin) —
MRSA,

- za Enterococci: rezistencija na glikopeptide (vancomycin) — VRE,

- za Enterobacteriaceae: rezistencija na cefalosporine trece generacije (ceftriaxone,
cefotaxime, ceftazidime) i karbapeneme (imipenem, meropenem, doripenem, ertapenem),

- za Pseudomonas spp. i Acinetobacter spp.: rezistencija na antipseudomonasne

karbapeneme (imipenem, meropenem).

Multirezistencija (MDR) mikroorganizama definisana je kao rezistencija na najmanje
jedan antibiotik u 3 ili vise klasa antibiotika, prosirena rezistencija (XDR) kao rezistencija na
najmanje jedan antibiotik iz svih grupa antibiotika sem jedne grupe, i panrezistencija (PDR) kao

rezistencija na sve klase antibiotika koji se koriste u rutinskom testiranju (181).

3.7.2. Uzimanje krvi za molekularno-geneti¢ku analizu
U svrhu odredivanja genskih polimorfizama, svim pacijentima koji su ispunili kriterijume

ulaska u studiju i koji su dali pisani pristanak za ucestvovanje u studiji na prijemu u JIL je uzeto 4
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ml periferne krvi u odgovaraju¢im epruvetama sa antikoagulansom - EDTA. Epruvete su unutar
nekoliko casova transportovane u Laboratoriju Instituta za humanu genetiku Medicinskog

fakulteta u Beogradu, gde je izolovana i ¢uvana genomska DNK.

3.7.3. Molekularno-geneti¢ka analiza

Molekularno-geneticka ispitivanja obuhvatala su izolaciju 1 analizu polimorfizama
pojedina¢nih nukleotida gena TNFA, LTA, TLR2 i TLR4 izolovanih iz krvi traumatizovanih
pacijenata lecenih u JIL. Podaci o zdravim pripadnicima kontrolne grupe su dobijeni
sekvenciranjem genoma osoba iz populacije Srbije koji se nalaze u biobanci Instituta za

molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo u Beogradu.

3.7.3.1. lzolacija DNK

Izolacija genomske DNK vrsila se iz ¢elija zamrznute periferne krvi pomo¢u PureLink

Genomic DNA kita (Invitrogen, CA, USA) ili metodom isoljavanja po Miller-u (182).

3.7.3.2. Genotipizacija
o Genotipizacija polimorfizama pacijenata

Genotipizacija 8 polimorfizama pojedina¢nih nukleotida (PPN) unutar 4 gena vrSila se
metodom lancane reakcije polimeraze u stvarnom vremenu (real time PCR, RT PCR) pomo¢u
komercijalnih TagMan eseja: za TNFA rs361525 C__ 2215707 _10 i za rs1800629
C__ 7514879 _10; za LTA rs909253 C__ 2451911 10; za TLR2 rs3804099 C__ 22274563 _10,
za rs4696480 C_ 27994607_10 i za rs3804100 C__ 25607727_10; za TLR4 rs4986790
C_ 11722238 20 i rs4986791 C_ 11722237 20 (TagMan SNP Genotyping Assays, Applied
Biosystems, CA, USA). Lokalizacija PPN u genomu i rs brojevi PPN ¢ija je geonotipizacija

radena prikazani su u tabeli 9.
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Tabela 9. Lokalizacija i rs brojevi PPN kojima je radena genotipizacija

Gen PPN Hromozom Region PPN broj
TNFA -308G/A 6p21.3 Promotor rs1800629
-238G/A 6p21.3 Promotor rs361525

LTA 252G/A 6p21.3 Intron 1 rs909253
TLR2 597T/C 4932 Egzon 3 rs3804099
-16934T/A 4932 Promotor rs4696480

1350T/C 4932 Egzon 3 rs3804100

TLR4 896A/G 9932 Egzon 3 rs4986790
1196C/T 9932 Egzon 3 rs4986791

PCR i Real-time PCR

Lancana reakcija polimerizacije (engl. Polymerase Chain Reaction - PCR) metoda se
temelji na selektivnom in vitro umnozavanju odabranog regiona DNK kroz ponovljene cikluse
toplotne denaturacije DNK 1 sinteze novih lanaca koriS¢enjem termostabilnog enzima Taq
polimeraze. Umnozavanje omogucavaju dva oligonukleotidna grani¢nika-prajmera, veli¢ine 15 —
30 nukleotida koji ogranicavaju sekvencu koja se umnozava. Kada se prajmeri dodaju
denaturisanoj DNK, oni se specificno vezuju za komplementarne sekvence i u prisustvu
termostabilne DNK polimeraze pocinje sinteza novih lanaca. Reakcija se ciklicno ponavlja, a
kako se prajmeri mogu vezati i za novosintetisane lance, u svakom ciklusu se eksponencijalno
poveéava broj dobijenih molekula. Posle 30 — 35 ciklusa dobijamo 10° kopija ciljne sekvence, §to

je dovoljno da se produkt umnozavanja vidi na elektroforetskom gelu kao traka odgovarajuce

veliCine.

Tokom amplifikacije PCR produkata mozemo razlikovati 3 faze:

* Eksponencijalna faza, tokom koje se u svakom ciklusu koli¢ina DNK duplo uvecava.

Amplifikacija se u ovoj fazi najbrze deSava. Sama reakcija je u ovoj fazi visoko specificna 1

precizna.

* Linearna faza, u kojoj se amplifikacija usporava, trose se komponente reakcionog sistema,

te je moguca i degradacija produkata.

« Plato, kada se reakcija zaustavlja, nema amplifikacije i stvaranja novih DNK produkata,

dok je degradacija produkata sve veca.



Linearna f.

N

Exponencijalna f. /

Broj ciklusa

Slika 8. Dinamika PCR reakcije.

Real-time PCR (PCR u «realnom» vremenu) je postupak Kkoji se temelji na
standardnom PCR-u, ali se analiza prinosa produkata vrsi kontinuirano, $sto omogucava pouzdanu
kvantifikaciju. Zbog toga se real-time PCR sve ¢es¢e oznacava kao kvantitativni PCR (Q-PCR).
U Q-PCR metodi detekcija PCR amplifikacije se vr§i u eksponencijalnoj fazi, u kojoj se
amplifikacija najbrze deSava, a reakcija je u ovoj fazi visoko specifi¢na i1 precizna. Detekcija
putem Q-PCR-a se vrSi u nekom od ciklusa koji je sastavni deo eksponencijalne faze, a
podrazumeva registrovanje fluorescencije, emitovane od strane produkta amplifikacije. Izvor
fluorescencije moze da bude fluorescentna boja koja se nespecifi¢no vezuje za dvolancanu DNK
(npr. SYBER Green), ili pak specificina fluorescentno obeleZzena proba koja hibridizuje sa
ciljanim regionom. U ovom radu je primenjena metoda koja podrazumeva primenu TagMan

proba.

TagMan proba je konstruisana tako da je komplementarna sa regionom od interesa, koji
se nalazi u segmentu DNK izmedu prajmera. Ova proba na svom 5’ kraju ima kovalentno vezanu
reportersku (R) boju, a na 3’ kraju prigusiva¢ (Q, od Quencher). Kada je proba slobodna ili
vezana za DNK molekul, priguSivac blokira emisiju fluorescencije sa reporterske boje. U toku Q-

PCR reakcije, kada se nakon denaturacije DNK za matricu vezuju prajmeri, dolazi i do vezivanja
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TagMan probe za specifi¢an region na DNK. Klju¢ni korak nastupa u sledecoj fazi, u kojoj Taq
polimeraza 5'-3' polimeraznom aktivno$¢u dodaje nukleotide. Kada Taq polimeraza dospe do
hibridizovane probe, zahvaljujuéi svojoj 5’-3 egzonukleaznoj aktivnosti Ona najpre uklanja 5’
nukleotid sa reporterskom bojom, koja je sada slobodna i emituje fluorescenciju (slika 9).
Zanimljivo je da je TagMan metodologija dobila naziv po analogiji sa kompjuterskom igricom
PacMan, starom tri decenije.

R (0]
M. @ o] TagMan proba
denaturacija
Fns
- @ [ ] hibridizacija

@ ® ekstenzija

Slika 9. Sematski prikaz principa TagMan metodologije

Polimorfizam koji poti¢e od razlike u samo jednom jedinom nukleotidu izmedu dve
alelne forme (PPN) moZe se dektovati primenom opisane metode. U tu svrhu se koriste 2
TagMan probe koje se razlikuju u jednoj bazi od interesa i obeleZene su razli¢itim bojama (VIC i
FAM, u koris¢enim komercijalnim esejima), te emituju razli¢itu fluorescenciju. Ukoliko aparat
detektuje samo jednu od dve boje — u uzorku je prisutan jedan alel (homozigotna konstitucija),

dok detekcija obe boje oznacava prisustvo oba alela (heterozigotna konstitucija).
Reakciona smesa za RT PCR je imala slede¢i sastav:

- TagMan RT-PCR Master Mix 2x...... 7,50ul

- probe miX 20X........ooeiiiiiiiiiiiiinin 0,75ul
- DNK @BOng/pl)..c.oveviniiiiin, 2,00pl
- reH20......o do 15,00ul
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Uslovi Q-PCR reakcije su bili:

65%1 min
95910 min

40 ciklusa:
95%/30 sek.
60%1 min

60%10 min
65%1 min

Dobijeni rezultati su obradeni primenom programa 7500 Software (Applied Biosystems,

USA).
o Genotipizacija polimorfizama zdravih pripadnika kontrolne grupe

Detekcija i analiza polimorfizama gena TNFA -308G>A (rs1800629), TNFA -238G/A,
LTA 252 G/A, TLR2 -16934T/A (rs4696480), TLR 4 Asp299Gly (896A/G) i TLR4 Thr399lle
(1196C/T) zdravih pripadnika kontrolne grupe radena je pomocu metoda lanCane reakcije
polimeraze sa digestijom produkata restrikcionim enzimima i analizom polimorfizma duZzine
restrikcionin fragmenata (engl. Polymerase chain reaction restriction fragment length
polymorphism - PCR-RFLP).

Podaci o polimorfizmima TLR2 597T/C i TLR2 1350T/C su ekstrahovani iz podataka
dobijenih metodom sekvenciranja nove generacije (engl. Next generation sequencing — NGS)
koris¢enjem TruSight One Gene Panel (Illumina, San Diego, USA), kojim se u jednoj reakciji
sekvenciraju egzoni 4800 gena.

Sekvence prajmera koje su koris¢ene za odredivanje polimorfizama gena TNFA, LTA,

TLR2 i TLR4 kod pacijenata i zdravih pripadnika kontrolne grupe prikazane su u tabeli 10.
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Tabela 10. Sekvence prajmera

Gen Polimorfizam Sekvence prajmera
TNFA rs1800629 F5-AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT-3'
R 5-ACACTCCCCATCCTCCCTGCT-3'
rs361525 F 5'-ATC TGG AGG AAG CGG TAG TG-3'
R 5’-AGA AGA CCC CCC TCG GAACC-3’
LTA rs909253 F 5’-CCGTGCTTCGTGCTTTGGACTA-3’
R 5’-AGAG-CTGGTGGGGACATGTCTG-3’
TLR2 rs3804099 NGS
rs4696480 RT PCR
rs3804100 NGS
TLR4 rs4986790 F 5 GATTAGCATACTTAGACTACTACCTCCATG-3'

R 5’ GATCAACCTTCTGAAAAGCATTCCCAC-3'
rs4986791 F5 GGTTGCTGTTCTCAAAGTGATTTTGGGAGAA-3'
R 5’ACCTGAAGACTGGAGAGTGAGTTAAATGCT-3'

RT PCR, real-time polymerase chain reaction; NGS, next - generation sequencing.

Genotipizacija je vrSena od strane istrazivaca koji nisu znali klinicki status pacijenata.
Ucestalost pojedinih alela u sklopu genskih polimorfizama vrsila se metodom direktnog brojanja
gena. Hardy-Weinberg ravnoteza (engl. Hardy-Weinberg equilibrium — HWE) odredivana je za

sve ispitivane polimorfizme za zdrave ispitanike, kao i za obolele.

3.8. Statisticka analiza podataka

U obradi podataka koriS¢ene su metode deskriptivne i analitiCke statistike. U cilju
deskriptivne analize podataka numericka obeleZja posmatranja predstavljena su merama centralne
tendencije (aritmeticka sredina, medijana) i merama varijabiliteta (standardna devijacija,
minimalna i maksimalna vrednost), dok su se za kvalitativna obelezja posmatranja koristili
apsolutni i relativni brojevi. Normalnost kontinuiranih numerickih obeleZja testirana je pomocu
Kolmogorov-Smirnov testa. Znacéajnost razlike kontinuiranih numerickih obelezja posmatranja
koja se ponasaju po tipu normalne raspodele testirana je pomoc¢u Studentovog T-testa ili ANOVA
testa u slucaju multiplih kategorija, dok su se obelezja koja odstupaju od normalne raspodele
poredila pomoc¢u Mann Whitney-U testa. Za poredenja razlika u ucestalosti atributivnih obelezja
posmatranja, kao sto je ucestalost pojedinih genotipova, koris¢eni su Pirsonov > — test i Fiserov

(exact) test.
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Kappa statistika koriS¢ena je za procenu slaganja americkih i evropskih definicija
infekcija krvi. Moguée vrednosti Kappa koeficijenta se kre¢u od 0 — 1, pri ¢emu 0 ukazuje na to
da nema saglasnosti, a vrednost 1 na savrSenu saglasnost (183, 184). 95% interval poverenja za

Kappa keoficijent je raCunat pomoc¢u formule K £ 1,96 x standradna greska.

Pirsonov y? test je koris¢en za poredenje opserviranih i ocekivanih frekvencija alela
(Hardy-Weinberg ravnoteza). Karakteristike pacijenata su poredene u odnosu na utvrdeni genotip
i u odnosu na alele. Vrsene su korekcije po Yates-u (Yates 2 test) kada je o¢ekivana frekvencija
genotipova ili alela bila manja od 10. U slucaju praznih ¢elija (0 slucajeva) koriS¢ena je Haldane-

Anscombe korekcija za ra¢unanje UO i 95% intervala poverenja.

Kaplan-Majerova kriva prezivljavanja i Log-rank test kori§¢eni su za procenu uticaja

infekcije krvi na vreme prezivljavanja kod pacijenata sa sepsom.

U cilju utvrdivanja nezavisnih faktora rizika za nastanak sepse i IK uradeno je vise
univarijantnih logistickih regresionih analiza koje su ukljuéivale sepsu ili 1K kao zavisnu
varijablu i epidemioloske i klini¢ke parametre, genske polimorfizme kao i moguce pridruzene
faktore (starost, pol, ISS, itd.) kao nezavisne varijable. Za selekciju varijabli i ,,gradenje®
multivarijantnog modela koris¢en je Hosmer-Lemeshow metod (185), po kome su varijable koje
su pokazale statistiCku (p < 0,25 u univarijantnoj analizi) ili klini¢ku znacajnost ukljuc¢ene u
multivarijantnu logisticku regresiju i primenjen je ,.stepwise* metod. Unakrsni odnos Sansi (UO)
(engl. Odds ratios — OR) sa 95% intervalom poverenja racunat je u logisti¢koj regresionoj analizi

kao mera stepena povezanosti faktora rizika i nastanka sepse ili infekcije krvi.

Statisticka obrada podataka radena je pomoc¢u SPSS 20.0 statistickog paketa (SPSS Inc,
Chicago, IL, USA).
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4. REZULTATI

4.1. KOHORTNA STUDIJA

4.1.1. Deskripcija populacije

Na grafikonu 3 sematski je prikazan proces selekcije pacijenata za ulazak u kohortnu
studiju koja je imala za cilj procenu epidemioloskih karkteristika 1K i sepse, kao i procenu

klinickih faktora rizika za nastanak 1K i sepse kod pacijenata sa traumom, lecenih u JIL.

U toku trajanja studije, 848 pacijenata je primljeno u JIL sa nekom od dijagnoza
mehanicke povrede. Od toga je 17 pacijenata iskljuceno iz studije zbog uzrasta mladeg od 18
godina, dok 284 pacijenta nije prezivelo prvih 48h u JIL. Trideset i jedan pacijent je iskljucen iz
studije zbog sledec¢ih povreda: trovanje (n = 11), utopljenje (n = 8) i zagusenje/zadavljenje (n =
12). Osim toga, 67 pacijenata je iskljuceno iz studije zbog dijagnoza kao sto su: prelom kuka (n =
23), opekotine (n = 8), kasne posledice povrede (n = 5), povrsinske povrede (n = 24) i prisustvo
stranog tela (n = 7). Zbog izolovane povrede glave uzrokovane intrakranijalnom hemoragijom
netraumatskog porekla, iz studije je isklju¢eno 43 pacijenta. Nakon navedenih kriterijuma za

isklju¢enje iz studije, u konac¢nu analizu ukljuceno je 406 pacijenata.

848 pacijenata sa traumom
primljenih u JIL
- » n =17 iskljueno zbog uzrasta < 18 godina
A
n=3831
> n = 284 iskljuc¢eno zbog < 48h u JIL
A
n =547 Isklju¢eni zbog: trovanja (n = 11),
»| utopljenja (n = 8), zaguSenja/zadavljenja
v (n = 12)
n=>516 Iskljuc¢eni zbog: preloma kuka (n = 23),
»| opekotine (n = 8), kasne posledice povrede
A (n=5), povrsinske povrede (24) i stranog
n =449 tela(n=7)
»| 1 =43 iskljuceno zbog pada sa sopstvene
A visine usled intrakranijalne hemoragije
406 pacijenata ukljucenih u analizu netraumatskog porekla

Grafikon 3. Dijagram selekcije pacijenata za ulazak u kohortnu studiju
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4.1.1.1. Demografske karakteristike pacijenata

Demografske karakteristike pacijenata prikazane su u tabeli 11. Prosecan uzrast studijske

populacije bio je 48,1 £ 19,9 godina i veéina pacijenata je bila muskog pola (76,8%). Odnos

muskaraca 1 zena iznosio je 3:1. Skoro polovina pacijenata (40,6%) je imala bar jedan

komorbiditet, od kojih je oboljenje srca bilo najéesce, zatim neurolosko oboljenje i dijabetes.

Hroni¢nu bolest pluéa imalo je 7,3% pacijenata. Hroni¢ne infekcije (sindrom steCene

imunodeficijencije, hroni¢na infekcija virusom hepatitisa B 1 hroni¢na infekcija virusom

hepatitisa C) su bile prisutne kod 3,6%

pacijenata dok je 3,6% pacijenata bilo

imunokompromitovano. Prose¢ni skor komorbiditeta i polifarmacije (CPS skor), koji predstavlja

zbir ukupnog broja koborbiditeta i broja lekova kori§¢enih u terapiji, iznosio je 3,9 + 2,6.

Tabela 11. Karakteristike pacijenata

Karakteristika n (%)
Uzrast 48,1+ 19,9
Muski pol 312 (76,8)
Komorbiditeti 165 (40,6)
Kardiovaskularno oboljenje 94 (57,0)
Hroni¢na bolest pluc¢a 12 (7,3)
Hroni¢na bolest jetre 3(1,8)
Hroni¢na bolest bubrega 4 (2,4)
Dijabetes 16 (9,7)
Neurolosko oboljenje 24 (14,5)
HematoloSko oboljenje 8 (4,8)
Endokrinolosko oboljenje 4 (2,4)
Hroni¢na infekcija 6 (3,6)
Psihijatrijsko oboljenje 14 (8,5)
Alkoholizam 9 (5,5)
Karcinom 10 (6,1)
Imunokompromitovanost 6 (3,6)
Broj komorbiditeta
1 111 (27,3)
2 32 (7,9)
>3 22 (5,4)
Skor komorbiditeta i polifarmacije (CPS skor) 3,9+26

Vrednosti su srednja vrednost £ SD ili broj (%).
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4.1.1.2. Karakteristike pacijenata koje se odnose na klinicke parametre na prijemu

Karakteristike vezane za stanje pacijenata na prijemu prikazane su u tabeli 12. Najveci
broj pacijenata je bio primljen na odeljenje JIL-a sa odeljenja reanimacije (71,4%), dok je iz
operacione sale primljeno 28,6% pacijenata Cije je stanje zahtevalo hitnu operaciju. Najcesce su
bile hitna operacija abdomena (48,3%) a zatim neuro-hirur§ka operacija (24,1%). Srednja
vrednost GKS iznosila je 12,2 + 3,9 i najveci procenat pacijenata je prema ovom skoru imao blag
do umeren poremecaj svesti (GKS > 13 = 64,7%). Skoro trecina pacijenata je na prijemu imala
koncentraciju laktata vecu od 2 mmol/l, dok je srednja vrednost ovog markera tkivne
hipoperfuzije bila 2,2 £ 1,9. Vise od polovine pacijenata je bilo intubirano na prijemu, od ¢ega je
najveéi broj njih intubirano na odeljenju reanimacije ili u operacionoj sali (67,8%). Sto se tice
stanja kardivaskularnog sistema, 16,5% pacijenata je bilo hipotenzivno na prijemu u JIL dok je
hemoragijski Sok imalo 5,9% pacijenata. Masivna transfuzija, koja podrazumeva primenu vise od
10 jedinica eritrocita, bila je primenjena kod 3,7% pacijenata. Prose¢na vrednost APACHE II
skora bila je 10,6 £ 6,9 a SOFA skora 4 (3) $to prema literaturi ukazuje na o¢ekivani mortalitet

manji od 10%.
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Tabela 12. Klinicke karakteristike pacijenata

Karakteristika n (%)
Prijem u JIL
Iz reanimacije 290 (71,4)
Iz operacione sale 116 (28,6)
STA/DTA* 1,7+0,3
Glazgov koma skor** 12,2+3,9
<8 87 (21,5)
9-12 56 (13,8)
>13 262 (64,7)
Laktati, mmol/L* 22+19
Laktati > 2 mmol/L 160 (39,4)
Intubacija 236 (58,1)
Na mestu nesrece 12 (3,0)
Reanimacija/operaciona sala 160 (67,8)
JIL 14 (3,4)
Druga bolnica 50 (12,3)
Stanje na prijemu
Koma 76 (18,7)
Hipotenzija 67 (16,5)
Hemoragijski Sok 24 (5,9)
Masivna transfuzija eritrocita 15 (3,7)
Kardiopulmonalna reanimacija 9(2,2)
Hitna operacija 116 (28,6)
Operacija abdomena 56 (48,3)
Splenektomija 27 (6,7)
Neuro-hirurska operacija 28 (24,1)
Operacija grudnog kosa 3(2,6)
Operacija karlice 6 (5,2)
Maksilofacijalna operacija 1(0,9
Ortopedska operacija 23 (19,8)
Ostalo 13 (11,2)
APACHE Il skor* 10,6 £ 6,9
SOFA skor** 4 (3)

*Srednja vrednost + SD.
**Medijana (IQR).
STA/DTA, sistolni/dijastolni krvni pritisak.
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4.1.2. Karakteristike povreda
4.1.2.1. Uzroci povreda

Najces¢i uzroci povreda bile su saobracajne nesrece (56,2%), u kojima su povredeni
pacijenti najceS¢e bili ukljuceni kao vozaci (19%) i peSaci (14,3%) (grafikon 4). Posle
saobracajnih nesrec¢a najces¢i uzrok traume bio je pad sa visine (18,2%), a zatim pad Sa sopstvene
visine (9,6%).

Vozaé |l
Pad sa visine |l
Pesak |l
|
|
|

Pad sa sopstvene visine
Motorciklista
Putnik/suvozac
Povreda u slobodno vreme 5,2%
Biciklista 3.9%
Ostalo 3, 7%
Fizicki napad 3.4%
Povreda iz vatrenog oruzja 3.2%
Udar struje |§0.,2%
Blast povrede |V0,2%

0,0% 5.0% 10,0% 15.0% 20,0%

Grafikon 4. Uzroci povreda (sivo — saobrac¢ajne nesrece)

4.1.2.2. Vrsta i distribucija povreda po sistemima organa

U tabeli 13 prikazane su karakteristike koje se odnose na distribuciju i Semu povredivanja.
Velika vecina pacijenata (95,3%) pretrpela je tupu povredu dok je kod samo 4,7% pacijenata
konstatovana penetrantna povreda. Najveci broj pacijenata je imao > 3 povredenih delova tela
(64,5%), ali je politraumu (dva ili viSe sistema sa teZzinom povrede prema AIS > 3) dozivelo 170

pacijenata (41,9%). Bitan podatak je da je izolovanu povredu mozga imalo samo 7,1% pacijenata,
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dok je najéesci obrazac povreda bio multipla povreda uz prisustvo povrede mozga (50,5%). Od

svih delova tela, grudni ko$ je naj¢esce pretrpeo traumu (66,5%) a zatim glava i vrat (57,6%).

Tabela 13. Vrsta i distribucija povreda prema delovima tela

Karakteristika povrede n (%)
Vrsta povrede
Tupa 387 (95,3)
Penetrantna 19 (4,7)
Obrazac povreda
Izolovana povreda glave 29 (7,1)
Povreda glave + ostale povrede 205 (50,5)
Povrede bez povrede glave 172 (42,4)
Broj povredenih delova tela
1 43 (10,6)
2 101 (24,9)
>3 262 (64,5)
Politrauma 170 (41,9)
Povrede po regionima
Glava i vrat 234 (57,6)
Lice 128 (31,5)
Grudni ko$ 270 (66,5)
Abdomen 103 (25,4)
Ekstremiteti/karlica 212 (52,2)
Ki¢ma 137 (33,7)
Spoljni omotac tela 133 (32,8)

4.1.2.3. Tezina povreda

Tezina povreda prema delovima tela prikazana je u tabeli 14. Uprkos tome $to je abdomen
bio poveden kod najmanjeg broja pacijenata (25,4%), kod velike vecine njih je ovaj deo tela bio
teSko povreden obzirom da je 74,8% pacijenata sa povredom abdomena imalo AIS skor > 3 za
ovaj deo tela. Sli¢na proporcija pacijenata (76,5%) sa povredom glave 1 vrata je imalo tesku
povredu. Najmanji broj pacijenata (36,3%) je imao AlS skor za ki¢mu > 3. Sveukupno, povrede
kod pacijenata primljenih u JIL su bile teske, s obzirom na srednju vrenost ISS skora 19,9 £ 8,5 i
najveci broj pacijenata (43,1%) zadobio je povrede sa ISS skorom 16-24, koje se karakteriSu kao
teske povrede. Zivotno-ugrozavajuée povrede imalo je skoro treéina (27,6%) pacijenata

primljenih u JIL.
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Tabela 14. Tezina povreda prema delovima tela

Povreda n (%)
A|Sg|ava ivrat 2 3 179 (76,5)
A|Slice2 3 42 (32,8)
AlSgrudnikos 2 3 120 (44,0)
AlSabdomen/karlicni sadrzaj 2 3 77 (74,8)
AISekstremiteti/karliéni pojas 23 77 (36,3)
AlSiicma 2 3 85 (62,0)
AISspoljni omotac tela 2 3 4 (1,0)
ISS skor* 19,9+85
Kategorije trauma (ISS) skora
Blaga (< 9) 25 (6,2)
Umereno teska (9 — 15) 94 (23,3)
Teska (16 — 24) 175 (43,1)
Ugrozavajuca (25 — 75) 112 (27,6)

*Srednja vrednost £ SD.
AIS skor (engl. Abreviated injury scale)
ISS skor (engl. Injury severity score)

4.1.3. Ishodi le¢enja pacijenata sa traumom

Ishodi leCenja pacijenata sa traumom prikazani su u tabeli 15. Smrtni ishod usled svih

uzroka tokom lecenja u JIL imalo je 22% pacijenata, od kojih je 19,1% pacijenata umrlo do 28-

og dana leCenja. Od prezivelih pacijenata, vecina (54,4%) je prebacena na odeljenje, dok je u

regionalni medicinski centar otpusteno 23,6% pacijenata.

Infekciju povezanu sa zdravstvenom zastitom, odnosno bolni¢ku infekciju, dobilo je

27,3% pacijenata u toku lecenja. Kod 16% pacijenata je dijagnostikovana sepsa, od kojih je

52,3% njih imalo tesku sepsu. Insuficijenciju organa imalo je 127 pacijenata (31,3%), od kojih su

najcesce bile insuficijencija respiratornog (21,7%) 1 kardiovaskularnog sistema (20,2%).
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Tabela 15. Ishodi le¢enja pacijenata sa traumom

Ishod n (%)
Ishod
Otpust 96 (23,6)
Prelazak na odeljenje 221 (54,4)
Smrtni ishod 89 (22,0)
Bolnicka infekcija 111 (27,3%)
Sepsa 65 (16,0%)
Teska sepsa 34 (52,3)
Insuficijencija organa 127 (31,3)
Kardiovaskularni 82 (20,2)
Respiratorni 88 (21,7)
Hematopoezni 31 (7,6)
Hepaticki 31 (7,6)
Renalni 25 (6,2)
CNS 22 (5,4)
MOD 75 (18,5)
Mortalitet
Mortalitet u JIL 89 (21,9)
Mortalitet do 28-0g dana 78 (19,1)
Uzrok smrti
Trauma 45 (50,6)
Sepsa 33 (37,1)
Pneumonija 6 (6,7)
Ostalo 5 (5,6)
Dani u JIL* 9 (2-131)
Dani na odeljenju* 8 (0-106)
Dani u bolnici* 15 (3-174)

*Medijana (min-max).
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4.1.4. Bolnic¢ke infekcije kao komplikacija leenja pacijenata sa traumom

Ucestalost BI kao jedne od vodec¢ih komplikacija leCenja kriticno obolelih i
traumatizovanih pacijenata, procenjena je koriste¢enjem paralelno americkih (engl. Centers for
Disease Control and Prevention/National Healthcare Safety Network — CDC/NHSN) i evropskih
(engl. Eureopean Centre for Disease Prevention and Control — ECDC) kriterijuma za

dijagnostikovanje BI.

4.1.4.1. Incidencija bolnickih infekcija kod pacijenata sa traumom

Od 406 pacijenata sa traumom, koji su hospitalizovani u JIL viSe od 48h, kod 111
(27,3%) je nastala bar jedna BI, dijagnostikovana bilo po americkim (CDC/NHSN) bilo po
evropskim (ECDC) kriterijumima.

Pratec¢i americke definicije dijagnostikovano je 117 BI, dok je po evropskim definicijama
dijagnostikovano 151 Bl i ova razlika u broju BI je bila statisti¢ki znacajna (X? = 6.438, p =
0,011). Posledi¢no, stopa incidencije je po CDC definicijama bila manja i iznosila 22,3/1000
pacijenata-dana dok je prema ECDC definicijama stopa incidencije iznosila 28,7/1000 pacijenata-

dana pracenja.

Zastupljenost pojedinih lokalizacija Bl prikazana je u tabeli 16, kao i kumulativna
incidencija i stopa incidencije, prema oba seta definicija. Kao Sto je 1 ocekivano, najcesce su bile
pneumonija i infekcija krvi, a zatim infekcija mokra¢nog sistema i infekcija operativnog mesta

bez obzira na primenjene definicije.
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Tabela 16. Zastupljenost pojedinih lokalizacija Bl

CDC/NHSN ECDC
Kumulativna Stopa Kumulativna Stopa
Lokalizacija Bl incidencija*  incidencije’ incidencija*  incidencije’
Ukupno BI 117 22,3 151 28,7
Pneumonija 51 (43,6) 9,7 51 (33,8) 9,7
Klini¢ki definisana 4 (7,8) 1,9 3(5,9) 0,6
Mikrobioloski potvrdena 47 (92,2) 8,9 48 (94,1) 91
Pneumonija povezana sa intubacijom 35 (68,6) 14,8 45 (88,2) 19,1
Infekcije krvi 38(32,5) 7,2 55 (36,4) 10,5
Primarne IK 38 (100,0) 7,2 38 (69,1) 7,2
Sekundarne IK / / 17 (30,9) 3,2
IK udruzene sa vaskularnim kateterom 31 (81,6) 7,3 10 (18,2) 2,3
Infekcije mokraénog sistema 18 (15,4) 3,4 35(23,2) 6,6
IMS udruzene sa urinarnim kateterom 15 (83,3) 3,1 33 (94,3) 6,8
Infekcije operativnog mesta 8 (6,8) 1,5 8 (5,3) 1,5
Povrsinska infekcija OM 7 (87,5) 1,3 7 (87,5) 1,3
Duboka infekcija OM 1(12,5) 0,2 1(12,5) 0,2
Infekcija organa/prostora OM / / / /
Intraabdominalna infekcija 1(0,8) 8,5 1(0,7) 8,5
Infekcija CNS-a 1(0,8) 8,5 1(0,7) 8,5

*n (%)
na 1000 pacijenata-dana praéenja.

4.1.4.2. Saglasnost ameri¢kih (CDC/NHSN) i evropskih (ECDC) Kkriterijuma za

dijagnozu infekcija krvi

Poredenje definicija za IK i saglasnost ovih definicija prema kapa koeficijentu prikazano

je u tabeli 17. Prema oba kriterijuma, IK se dijagnostikuje kada se patogeni mikroorganizam

izoluje iz jedne hemokulture ili pacijent ima temperaturu > 38°C, drhtavicu ili hipotenziju i dve

pozitivne hemokulture sa mikroorganizmima koji pripadaju uobicajenoj flori koZze, izolovanih iz

dva odvojena uzorka krvi u toku 48h. Razlika je, medutim, u klasifikaciji IK u odnosu na izvor

infekcije. Naime, prema CDC-jevim definicijama, laboratorijski potvrdena IK obuhvata samo

primarne 1K, odnosno IK kod kojih kultivisani mikroorganizam nije povezan sa infekcijom druge

lokalizacije, i one se dele na primarne IK povezane sa centralnim vaskularnim kateterom (engl.

Central Line Associated Bloodstream Infections — CLABSI) i primarne IK koje nisu povezane sa

centralnim vaskularnim kateterom (engl. non — CLABSI). IK, koje su rezultat diseminacije
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uzrocnika sa druge lokalizacije, se prema ECDC-jevim definicijama definiSu i prijavljuju kao
sekundarne IK. Primarne IK, prema definicijama ECDC-ja, obuhvataju IK ,,nepoznatog izvora®,
kada nije pronaden nijedan drugi izvor infekcije i IK ,,povezane sa vaskularnim kateterom* (I-
VK) ukoliko je isti mikroorganizam izolovan sa katetera kao i iz hemokulture ili ukoliko se jave
klini¢ki znaci poboljsanja u periodu od 48h od uklanjanja intravaskularnog katetera. Moze se reci
da je razlika u tome $to se sekundarne IK ne prijavljuju prema CDC-jevim definicijama, a

prijavljuju se prema ECDC-jevim kriterijjumima.

Razlika u definicijama se uocCava i kada su u pitanju IK povezane sa vaskularnim
kateterom. Prema CDC-jevim definicijama, IK povezane sa vaskularnim kateterom se
dijagnostikuju ako je centralna linija ili umbilikalni kateter prisutan > 2 kalendarska dana na dan
nastanka IK, dok prema ECDC/NHSN definicijama postoji Citava kategorija ovakvih infekcija
koja obuhvata sledece entitete: lokalna infekcija udruzena sa centralnim (I1-CVK) ili perifernim
venskim kateterom (I1-PVK), sistemska infekcija udruzena sa centralnim (12-CVK) ili
periferenim venskim kateterom (12-PVK) i mikrobioloski potvrdena IK udruzena sa centralnim
(13-CVK) ili perifernim venskim kateterom (I13-PVK). U prakti¢cnom smislu, CDC-jeve CLABSI
odgovaraju poslednjoj navedenoj kategoriji 1K, odnosno 13-CVK, sa bitnom razlikom da je
prema ECDC-ju neophodna mikrobioloSka potvrda povezanosti vaskularnog katetera i IK u vidu
istovetnosti mikroorganizma izolovanog iz krvi i onog izolovanog iz CVK/PVK, utvrdenom

nekom od kvantitativnih ili semi-kvantitativnih mikrobioloskih metoda.

Pedeset 1 pet slucajeva IK je dijagnostikovano koriste¢i oba kriterijuma, 38 prema CDC (I
= 7,23/1000 pacijenata-dana pracenja) i 55 prema ECDC definicijama (I = 10,5/1000 pacijenata-
dana pracenja). Kada se posmatraju sve IK, slaganje medu definicijama je bilo odlicno prema
Kappa koeficijentu (k = 0,79), kao posledica 17 neslagajucih slu¢ajeva. Svih 17 slucajeva 1K
(30,9% svih IK) su bile sekundarne IK, i kada je analiza ograni¢ena samo na primarne IK,
slaganje je bio savrSeno (k = 1,00). Medutim, kada su infekcije povezane sa CVK/PVK uvrstene
u infekcije povezane sa vaskularnim kateterom (kao Sto je preporuceno prema poslednjem ECDC

protokolu) [n=11 (20% svih IK)], saglasnost definicija je bila umerena (k = 0,60).

Prilikom poredenja IK udruZenih sa VK, 31 od 38 primarnih IK su bile povezane sa VK
prema definicijama CDC-ja jer je CVK bio prisutan duze od 48h pre nastanka simpotma (81,6%;
I= 7,3/1000 CVK-dana), dok je 10 IK od 38 bilo potvrdeno kao infekcije vaskularnog katetera
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prema ECDC kriterijumima (26,3%; | = 2,3/1000 CVK-dana). Medutim, samo 8 slucajeva IK je
dostiglo kriterijume obe vrste definicija, ostavljaju¢i 23 slucaja koji se ne slazu, od kojih su 2 bile
lokalne i generalizovane IK udruzene sa CVK (I1-CVK i 12-CVK) bez pozitivne hemokulture i
prema tome nisu bile CLABSI po CDC definicijama. Zbog malog broja IK udruzenih sa VK i
velikim razlikama izmedu definicija, ne postoji slaganje definicija veée od slu¢ajnog (k = -0,01).
Slaba povezanost uocena je kada su poredene CLABSI sa mikrobioloski potvrdenim IK

udruzenim sa VK (I3-CVK/I3-PVK) (k = 0,11).
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Tabela 17. Slaganje americkih (CDC/NHSN) i evropskih (ECDC) definicija bolnickih infekcija krvi prema Kappa koeficijentu

Vrsta Bl Kriterijum Slaganje (broj slucajeva IK)
CDC/NHSN ECDC i Obe CDC/NHSN ECDC ali ne Kappa
CDC/NHSN  definicije  aline ECDC CDC/NHSN koeficijent
ili ECDC (95%IP)
Ukupno Kultivisani Izvor IK: 55 38 0 17 0,79 (0,70-
mikroorganizam nije -vaskularni kater 0,89)
povezan sa infekcijom -sekundarni izvori
druge lokalizacije -nepoznat izvor
Primarna IK Kultivisani Izvor infekcije: 38 38 0 0 1,00
mikroorganizam nije  vaskularni kateter ili
povezan sa infekcijom nepoznat izvor
druge lokalizacije
Kultivisani Izvor IK nepoznat 38 28 10* 0 0,60 (0,41-
mikroorganizam nije 0,80)
povezan sa infekcijom
druge lokalizacije
Infekcija krvi Centralna linija (CL) ili Klini¢ka ili 33 8 231 2* -0,13 [-0,20-
povezana sa umbilikalni kateter mikrobioloska (-0,18)]
centralnim (UC) prisutan >2 potvrda povezanosti
vaskularnim kalendarska dana na centralnog (CVK) ili
kateterom/Infekcija dan nastanka IK perifernog (PVK)
udruzena sa vaskularnog katetera
vaskularnim
kateterom
CLABSI/IK3-CVK  Centralna linija (CL) ili Mikrobioloski 31 8 23 0 0,11 (0,0-
ili IK3-PVK umbilikalni kateter potvrdena IK 0,22)
(UC) prisutan >2 povezana sa CVK ili
kalendarska dana na PVK

dan nastanka IK

*Sve IK udruzene sa vaskularnim kateterom (I1-CVK/I1-PVK, 12-CVK/I12-PVK i I3-CVK/I3-PVK).

TCLABSI ali ne IK jer nema klini¢ke ili mikrobioloske potvrde o povezanosti IK sa vaskularnim kateterom.

¥Klini¢ka potvrda udruzenosti infekcije CVK/PVK sa IK (I1-CVK/I1-PVK - lokalna IK udruzena sa CVK/PVK i 12-CVK/I12-PVK-sistemska IK udruzena sa
CVC/PVK) ali ne CLABSI.
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4.1.5. Epidemioloske karakteristike infekcija krvi kod pacijenata sa
traumom

4.1.5.1. Incidencija infekcija krvi

Od ukupno 406 pacijenata sa traumom, 57 je u toku le¢enja u JIL imalo bar jednu
epizodu infekcije krvi (kumulativna incidencija 14%). Ukupno 62 epizode IK su
dijagnostikovane kod 57 pacijenata u toku 5258 dana leCenja $to predstavlja stopu incidencije
od 11,8/1000 pacijenata-dana leCenja. Prose¢no vreme od prijema u JIL do nastanka IK bilo
je 13 £ 11,2 dana, krecuci se u rasponu od 2 do 75 dana [medijana (IQR): 10 (11)]. Stopa
utilizacije CVK bila je 82/100 pacijenata-dana lecenja.

Od 62 epizode IK, 13 (21%) su bile infekcije krvi povezane sa vaskularnim kateterom
(I = 3,0/1000 CVK-dana). Za 30 epizoda IK (48,4%) primarni izvor infekcije nije utvrden i
zajedno sa I-VK one ¢ine primarne IK (69,4%; 1 = 10,0/1000 CVK-dana). Kod 19 epizoda IK
(30,6%) primarni izvor infekcije je utvrden i one su predstavljale sekundarne IK. Izvori
infekcije 19 sekundarnih IK bili su: 13 (68,4%) respiratorni trakt, 3 (15,8%) infekcije

operativnog mesta i 3 (15,8%) infekcije mokraénog sistema.

4.1.5.2. Uzrocénici IK kod pacijenata sa traumom

Ukupno je identifikovano 69 patogenih mikrorganizama, izolovanih iz krvi tokom 62
epizode IK, od kojih je 6 bilo polimikrobno (5 izolata sa 2 vrste bakterija i jedan izolat sa tri
vrste bakterija). Distribucija 1 uCestalost pojedinih uzro¢nika IK prikazani su u tabeli 18.
Najcesc¢i uzrocnici IK bile su Gram-negativne bakterije — Acinetobacter spp., K. pneumoniae,
Pseudomonas spp. i Klebiella spp., koji su zajedno ¢inili 71% svih pozitivnih zasejanih
izolata. Za sva tri tipa IK (primarne IK povezane sa vaskularnim kateterom, primarne IK
nepoznatog izvora i sekundarne IK), najcesé¢i uzro¢nik bio je Acinetobacter spp. Gram-
pozitivne bakterije — S. aureus, koagulaza negativni stafilokok — KNS i Enterococci ¢inili su
20,8% svih pozitivnih uzoraka krvi (8,7%, 8,7% i 4,3%, redom).
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Tabela 18. Distribucija uzro¢nika infekcija krvi u odnosu na poreklo infekcije

Primarna IK- Primarna IK- Sekundarna Ukupno
Uzro¢nik povezana sa nepoznat izvor IK

vaskularnim

kateterom

S. aureus 2 (15,4) 2 (6,1) 2 (8,7) 6 (8,7)
Enterococci 0 (0,0) 5 (15,1) 1(4,3) 6 (8,7)
Klebsiella spp. 0 (0,0) 4(12,1) 3 (13,0) 7 (10,1)
Klebsiella pn. 1(7,7) 4(12,1) 5(21,7) 10 (14,5)
E. coli 0 (0,0) 0 (0,0) 0(0,0) 0 (0,0)
Proteus spp. 0 (0,0 1(3,0) 0(0,0) 1(1,5)
Seratia spp. 0 (0,0 1(3,0) 0(0,0) 1(1,5)
Providentia spp. 0 (0,0) 2 (6,1) 1(4,3) 3(4,3)
Acinetobacter spp. 5(38,5) 9 (27,3) 10 (43,5) 24 (34,8)
Pseudomonas spp. 4 (30,8) 3(9,1) 1(4,3) 8 (11,6)
KNS 1(7,7) 2(6,1) 0 (0,0) 3(4,3)
Ukupno 13 (100) 33 (100) 23 (100) 69 (100)

Vrednosti su broj (%).

4.1.5.3. Antimikrobna rezistencija uzro¢nika infekcija krvi

Markeri antimiktobne rezistencije patogenih uzroc¢nika IK prikazani su u tabeli 19.
Kada su u pitanju Gram-pozitivni uzro¢nici 1K, svi izolati S. aureus-a i KNS su bili

rezistentni na meticilin, dok je 66% izolata soja Enterococci bilo rezistentno na vankomicin.

Posmatrajuc¢i rezistenciju Gram-negativnih bakterija na antibiotike — markere
antimikrobne rezistencije, svi izolati Klebsiella spp., K. pneumoniae, Proteus spp., Serratia
spp., i Providentia spp. su bili rezistentni na cefalosporine tre¢e generacije. Pored toga,
vecina izolata Klebsiella spp. (85,7%), K. pneumoniae (70%) i Providentia spp. (66,7%) je
bilo rezistentno i na karbapeneme, dok ni jedan izolat Proteus spp. i Serratia spp. nije bio

karbapenem-rezistentan.

Gram-negativni $tapi¢i, Pseudomonas spp. and Acinetobacter spp. su u velikom broju
bili rezistentni na karbapeneme, jer je ¢ak 87,5% 1 95,8% njihovih izolata, redom, bilo
rezistentno na ovu klasu antibiotika. Od 24 izolata Acinetobacter spp., 4 (16,7%) su bila

rezistentna i na kolistin.
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Tabela 19. Markeri antimiktobne rezistencije uzro¢nika infekcija krvi

Mikroorganizam Marker antimikrobne n n (%) R*
rezistencije

Gram pozitivne koke

S. aureus MRSA 6 6 (100)
KNS MR-KNS 3 3 (100)
Enterococci VRE 6 4 (66,7)
Enterobacteriaceae
Klebsiella spp. 3GC-NS 7 7 (100)
CAR-NS 7 6 (85,7)
Klebsiella pn. 3GC-NS 10 10 (100)
CAR-NS 10 7 (70)
Proteus spp. 3GC-NS 1 1 (100)
CAR-NS 1 0 (0,0)
Serratia spp. 3GC-NS 1 1 (100)
CAR-NS 1 0 (0,0)
Providentia spp. 3GC-NS 3 3 (100)
CAR-NS 3 2 (66,7)
Ostale gram-negativne bakterije
P. aeruginosa CAR-NS 8 7 (87,5)
A. baumannii CAR-NS 24 23 (95,8)

*Broj i procenat rezistentnih sojeva.

MRSA = meticilin-rezistentni S. aureus, MR-KNS = meticilin-rezistentni
koagulaza-negativni stafilokok, VRE = vankomicin-rezistentni enterokok, VAN
= vankomicin, 3GC = cefalosporini trece generacije, CAR = karbapenemi.

4.1.5.4. Ishodi le¢enja pacijenata u odnosu na IK

Ishodi leCenja pacijenata sa traumom koji su u toku le¢enja u JIL dobili IK i onih koji
nisu prikazani su u tabeli 20. Sepsu je dobilo 66,7% pacijenata sa IK i 7,7% pacijenata bez
IK, $to predstavlja visoko statisticki znacajnu razliku (P < 0,001). Pored toga, insuficijencija
svih organa osim hematoloskog sistema i CNS-a, kao i multiorganska disfunkcija bili su
znacajno visi u grupi pacijenata sa IK. Pacijenti koji su dobili IK u toku le¢enja u JIL-u imali
su skoro 3 puta duzi boravak u JIL-u nego pacijenti koji nisu dobili IK (medijana: 21 dan vs.
8 dana, P < 0,001). Ukupni mortalitet pacijenata sa traumom bio je 21,9% i bio je dva i po

puta visi u grupi pacijenata sa IK nego kod pacijenata bez IK (45,6% vs. 18,1%, P < 0,001).
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Tabela 20. Ishodi le¢enja pacijenata sa IK i pacijenata bez IK

Ishod Ukupno IK Bez IK P
(n =406) (n=57) (n =349)
Ishod lecenja
Otpust 96 (23,6) 12 (21,1) 84 (24,1) < 0,001
Transfer na odeljenje 221 (54,4) 19 (33,3) 202 (57,9)
Smrt 89 (21,9) 26 (45,6) 63 (18,1)
Sepsa 65 (16,0) 38 (66,7) 27 (7,7) < 0,001
Insuficijencija organa 127 (31,3) 34 (59,6) 93 (26,6) < 0,001
Kardiovaskularni 82 (20,2) 23 (40,4) 59 (16,9) < 0,001
Respiratorni 88 (21,7) 25 (43,9) 63 (18,1) < 0,001
Hematoloski 31 (7,6) 4 (7,0) 27 (7,7) 1,000
Hepaticki 31 (7,6) 16 (28,1) 15 (4,3) < 0,001
Renalni 25 (6,2) 9 (15,8) 16 (4,6) 0,004
CNS 22 (5,4) 1(0,8) 21 (6,0) 0,339
MOD 75 (18,5) 21 (36,8) 54 (15,5) < 0,001
Broj dana u JIL* 9 (2-131) 21 (5-131) 8 (2-77) < 0,001
Mortalitet u JIL 89 (21,9) 26 (45,6) 63 (18,1) < 0,001

*Medijana (min-maks).

4.1.5.5. Karakteristike pacijenata u odnosu na prisustvo 1K

Demografske karakteristike pacijenata sa IK i pacijenata bez IK uporedene su u tabeli
21. lako su pacijenti sa inkfekcijom krvi bili stariji i imali u ve¢em broju oboljenje srca,
hroni¢no oboljenje pluca i dijabetes, i u manjem broju su bili imunokompromitovani i sa
karcinomom, nije bilo bilo statistiCcki znacajne razlike u ovim karakteristikama izmedu ove

dve grupe pacijenata.
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Tabela 21. Karakteristike pacijenata sa i bez IK

IK Bez IK
(n=57) (n=349) P

Uzrast 52 (37) 48 (34) 0,525
Muski pol 44 (77,2) 268 (76,8) 0,947
Broj pacijenata sa komorbiditetom 23 (40,4) 142 (40,7) 1,000
Broj komorbiditeta

0 34 (59,6) 207 (59,3) 0,883

1 17 (29,8) 94 (26,9)

2 4 (7,0) 28 (8,0)

>3 2(3,5) 20 (5,7)

Ukupno 31 (100) 210 (100)
Komorbiditeti

Kardiolosko oboljenje 17 (54,8) 77 (36,7) 0,235

Hroni¢no oboljenje pluca 2 (6,5) 10 (4,8) 0,679

Hroni¢no oboljenje jetre 0 (0,0) 3(1,4) 1,000

Hroni¢na bolest bubrega 13,2 3(1,4) 0,455

Dijabetes 3(9,7) 13 (6,2) 0,480

Imunokompromitovanost 0 (0,0) 6 (2,8) 1,000

Karcinom 0 (0,0) 10 (4,8) 0,369

Ostalo 8 (25,8) 88 (41,9)
Skor komorbiditeta i polifarmacije (CPS skor) 18+2,6 1,6 +3,0 0,519

Vrednosti su broj (%).

Rezultati poredenja klini¢kih karakteristika pacijenata sa i bez IK prikazani su u tabeli
22. Pacijenti koji su dobili IK su u znacajno ve¢em broju primljeni u JIL iz operacione sale i
imali su znacajno nizi GKS (p = 0,001) i viSe vrednosti laktata na prijemu (p < 0,001). Ovi
pacijenti su u ve€em broju bili intubirani na prijemu, ali izmedu njih i pacijenata bez IK nije

bilo znacajne razlike u pogledu mesta gde je uradena intubacija.

Hipotenzija, hemoragijski Sok, potreba za transfuzijom eritrocita, kardio-
pulmonalnom reanimacijom i hitnom operacijom na prijemu, bili su znacajno vise zastupljeni
u grupi pacijenata sa IK u poredenju sa pacijentima bez IK. Shodno tome, pacijenti koji su
dobili IK bili su u znacajno tezem stanju na prijemu Sto se moze videti po znacajno viSim

vrednostima APACHE Il i SOFA skora kod ovih pacijenata.
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Tabela 22. Klinicke karakteristike pacijenata sa i bez IK

IK Bez IK

Karaktristika (n=57) (n=349) P

Prijem u JIL iz
Reanimacije 34 (59,6) 256 (73,4) 0,034
Operaciones sale 23 (40,4) 93 (26,6)

GKS 12 (6) 14 (5) 0,001
<8 15 (26,3) 72 (20,7) 0,033
9-12 914 (24,6) 47 (13,5)
>13 28 (49,1) 229 (65,8)

Laktati, mmol/L 2,3(3,1) 1,4 (1,7) < 0,001

Laktati > 2 mmol/L 36 (64,3) 124 (35,6) < 0,001

Intubacija 45 (78,9) 191 (54,7) < 0,001
Na mestu nesrece 0 (0,0) 12 (6,3) 0,095
Reanimacija/operaciona sala 37 (82,2) 123 (64,4)

JIL 2 (4,4) 12 (6,3)
Druga bolnica 6 (13,3) 44 (23,0)

Stanje na prijemu
Koma 14 (24,6) 62 (17,8) 0,223
Hipotenzija 17 (29,8) 50 (14,3) 0,003
Hemoragijski Sok 9 (15,8) 15 (4,3) 0,003
Masivna transfuzija eritrocita 6 (10,5) 9 (2,6) 0,011
Kardiopulmonalna reanimacija 4 (7,0) 5(1,4) 0,026

Hitna operacija 23 (40,4) 93 (26,6) 0,034
Abdominalna 14 (24,6) 42 (12,0) 0,011
Splenektomija 7(12,3) 20 (5,7) 0,066
Neurohirurska 1(1,8) 27 (7,7) 0,154
Operacija toraksa 0 (0,0) 3(0,9) 1,000
Operacija karlice 2 (3,5) 4(1,1) 0,200
Maksilofacijalna operacija 1(1,8) 0 (0,0) 0,140
Ortopedska operacija 4 (7,0) 19 (5,4) 0,547
Ostalo 35,3 10 (2,9) 0,340

APACHE Il skor* 12 (9) 8 (9) < 0,001

SOFA skor* 6 (4) 313 < 0,001

Vrednosti su n (%) ako nije naglaseno drugacije.

*Medijana (interkvartilni opseg).
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Rezultati poredenja distribucije 1 ucestalosti povreda po sistemima organa kod

pacijenata sa IK i onih bez IK prikazani su u tabeli 23. Uocena je znacajna razlika u uzroku

povreda, broju povredenih delova tela i tezini povreda izmedu ove dve grupe pacijenata.

Naime, kod pacijenata sa IK bila je vise zastupljena ustrelna rana kao uzrok povrede (7,0%

vs. 2,6%, p = 0,013) i u vec¢em broju su imali 3 ili viSe povredenih sistema organa (87,7% Vs.

60,7%, p < 0,001), kao i politraumu (59,6% vs. 39,0%, p = 0,003). Osim toga, kod pacijenata

sa IK Ces¢e je bio povreden abdomen nego kod pacijenata bez IK (47,4% vs. 21,8%, p <

0,001).

Tabela 23. Distribucija povreda kod pacijenata sa i bez IK

IK Bez IK
Karakteristika (n = 65) (n =341) P
Vrsta povrede
Tupa 53 (93,0) 334 (95,7) 0,322
Penetrantna 4 (7,0) 15 (4,3)
Uzrok povrede
Saobracajna nesreca 41 (71,9) 187 (53,6) 0,013
Pad sa visine 6 (10,5) 68 (19,5)
Pad sa sopstvene visine 1(1,8) 38 (10,9)
Povreda u slobodno vreme 2 (3,5) 19 (5,4)
Ustrelna rana 4 (7,0) 9 (2,6)
Fizi¢ki napad 3(53) 11 (3,2)
Ostalo 0 (0,0) 17 (4,9)
Obrazac povreda
Izolovana povreda mozga 1(1,8) 28 (8,0) 0,231
Izolovana povreda mozga + ostale povrede 31 (54,4) 174 (49,9)
Politrauma bez povrede mozga 25 (43,9) 147 (42,1)
Broj povredenih delova tela
1 1(1,8) 42 (12,0) < 0,001
2 6 (10,5) 95 (27,2)
>3 50 (87,7) 212 (60,7)
Politrauma 34 (59,6) 136 (39,0) 0,003
Distribucija povreda
Glava i vrat 32 (56,1) 202 (57,9) 0,805
Lice 19 (33,3) 109 (31,2) 0,752
Grudni ko$ 41 (71,9) 229 (65,6) 0,349
Abdomen 27 (47,4) 76 (21,8) < 0,001
Ekstremiteti/karlica 36 (63,2) 176 (50,4) 0,074
Ki¢ma 20 (35,1) 117 (33,5) 0,817
Spoljasnji omotac tela 25 (43,9) 18 (30,9) 0,054

Vrednosti su n (%).
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Rezultati poredenja tezine povreda kod pacijenata koji su dobili IK u toku lec¢enja u

JIL i onih bez IK prikazani su u tabeli 24. Pacijenti sa IK su imali znacajno teze povrede lica,

abdomena i spoljaSnjeg omotaca tela. Kada se posmatra ukupni stepen tezine povreda,

ukupna tezina povreda prema ISS je bila znacajno veca kod pacijenata sa IK (24,1 + 8,3 vs.

19,3 + 8,4, p <0,001), jer je duplo vise pacijenata sa IK imalo kriti¢no teske povrede (45,6%

vs. 24,6%, p = 0,002).

Tabela 24. Tezina povreda kod pacijenata sa i bez IK

Ukupno IK Bez IK P

Tezina povrede (n =406) (n=65) (n=341)
AlSglava> 3 179 (44,1) 23 (40,4) 156 (44,7) 0,540
AlSjice> 3 41 (10,3) 11 (19,3) 31 (8,9) 0,017
AlSgrudnikos 2 3 120 (29,6) 21 (36,8) 99 (28,4) 0,194
AlSabdomen > 3 77 (19,0) 23 (40,4) 54 (15,5) <0,001
AlSekstremiteti/karlicaZ 3 7 (19’0) 11 (19:3) 66 (18’9) 01945
AlSiigma > 3 85 (20,9) 11 (19,3) 74 (21,2) 0,743
AlSspoljaznji omotac = 3 4(1,0) 2 (3,5) 2 (0,6) 0,037
ISS* 19,9+8,5 24,1 + 8,3 19,3+8/4 <0,001

Blaga (<9) 25 (6,2) 0 (0,0) 25 (7,2) 0,002

Umerena (9-15) 94 (23,2) 7(12,3) 87 (24,9)

Teska (16-24) 175 (43,1) 24 (42,1) 151 (43,3)

UgroZzavajuca (25-75) 112 (27,6) 26 (45,6) 86 (24,6)

Vrednosti su n (%) ili srednja vrednost £ SD.

Stepen izlozenosti invazivnim dijagnostickim procedurama u toku lecenja u JIL kod

pacijenata sa IK i onih bez IK, sumiran je u tabeli 25. Broj dana sa CVK i dana provedenih na

MYV, izrazenih kao medijana, bio je znacajno vec¢i kod pacijenata sa IK u poredenju sa

pacijentima bez IK. Naime, pacijenti sa IK su skoro 3 puta duze bili izlozeni CVK (16 (24)

vs. 6 (8), p <0,001) i skoro 7 puta duZe izlozeni MV [13 (14) vs. 2 (5), p < 0,001].
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Tabela 25. Izlozenost invazivnim procedurama

IK Bez IK
(n=57) (n=349) P
Dani sa CVK 16 (24) 6 (8) <0,001
Dani sa CVK > 2dana 65 (100) 261 (76,5) < 0,001
Dani sa CVK > 7 dana 50 (87,7) 147 (42,1) < 0,001
Dani na MV 13 (14) 2 (5) <0,001
Dani na MV > 7 dana 35(61,4) 61 (17,5) < 0,001

Vrednosti su medijana (interkvartilni opseg) ili broj (%).

4.1.5.6. Faktori rizika za nastanak infekcija krvi

Sve varijable od znacaja za nastanak IK su prvo ubaene u univarijantnu logisticku

regresionu analizu i one koje su bile znacajne na nivou znacajnosti < 0,1 (tabela 26) ubacene

su zatim u multivarijantnu logisticku regresionu analizu.

Tabela 26. Univarijantna logisti¢ka regresiona analiza prediktora IK

Varijabla uo 95% ClI P
Prijem iz operacione sale 1,86 1,04-3,33 0,036
Laktati > 2 mmol/L 3,11 1,74-5,56 < 0,001
Hitna operacija 1,86 1,04-3,33 0,036
Intubacija 3,10 1,59-6,07 0,001
Hipotenzija 2,54 1,33-4,83 0,004
Hemoragijski Sok 4,17 1,73-10,07 0,001
Masivna transfuzija eritrocita 4,44 1,52-13,01 0,006
Kardiopulmonalna reanimacija 5,19 1,35-19,95 0,016
Abdominalna operacija 2,38 1,20-4,72 0,013
Splenektomija 2,30 0,93-5,72 0,073
APACHE 11 skor 1,07 1,03-1,11 < 0,001
SOFA skor 1,32 1,18-1,46 < 0,001
Broj povreda >3 9,91 1,33-73,70 0,025
Povreda abdomena 3,23 1,81-5,77 < 0,001
AlSjice > 3 2,45 1,15-5,22 0,020
Al Sabdomen > 3 3,69 2,02-6,76 < 0,001
AlSspoliaznji omotas > 3 6,31 0,87-45,72 0,068
ISS 1,06 1,03-1,10 < 0,001
CVKuJIL > 7 dana 9,82 4,33-22,26 < 0,001
Dani na MV >7 7,51 4,12-13,69 < 0,001

74



Rezultati multivarijantne logisticke regresione analize prikazani su u tabeli 27. Od 20
varijabli koje su bile znacajne u univarijantnoj logistickoj regresiji, laktati na prijemu >
2mmol/L, SOFA skor na prijemu, broj dana sa CVK > 7 i broj dana na mehanickoj ventilaciji
> 7 su se izdvojili kao nezavisni prediktori IK u multivarijanom modelu. Procena slaganja
modela sa podacima pokazala je dobro slaganje jer “goodness of fit” prema Hosmer-
Lemeshow testu nije bio statisticki znacajan, a diskriminativna mo¢ modela prihvatljiva

(AUC = 0,839, p < 0,001).

Table 27. Multivarijantna logisti¢ka regresiona analiza nezavisnih prediktora IK

Varijabla UO (95%IP) P
Laktat > 2mmol/L 2,14 (1,12 - 4,10) 0,022
SOFA skor na prijemu 1,21 (1,07 - 1,36) 0,002
Dani sa CVK uJIL > 7 4,90 (1,97 - 12,20) 0,001
Dani na MV > 7 2,58 (1,29 - 5,19) 0,008
HL-GOF x?=3,736; df = 8 0,880
AUC 0,839 < 0,001

SOFA score, Sequential organ failure assessment score; CVC, centralni venski
kateter, HL-GOF, Hosmer and Lemeshow goodness of fit; AUC, area under the
receiver-operator characteristic curve.
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4.1.6. EpidemioloSke karakteristike sepse kod pacijenata sa traumom
4.1.6.1. Incidencija sepse

Od 406 pacijenata sa traumom le¢enih u nekoj od trauma/hirurSkih JIL, kod 65
pacijenata je u toku lecenja dijagnostikovana sepsa, Sto predstavlja kumulativnu incidenciju
od 16%. Stopa incidencije iznosila je 15,7/1000 pacijenata-dana pracenja (65/4152 dana do

sepse). Prose¢no vreme do nastanka sepse bilo je 11,6 + 10,8 dana (min-max = 2-49 dana).

4.1.6.2. Poreklo sepse

Najces¢i izvor infekcije kod pacijenata sa sepsom bili su pneumonija (47,7%) 1
infekcija krvi (27,7%) (tabela 28, grafikon 5). Infekcija mokra¢nog sistema, infekcija
operativnog mesta i infekcija abdomena bili su uzrok sepse kod 7,7%, 6,2% i 3,1%
pacijenata, redom. Infekciju CNS-a kao uzrok sepse imao je jedan pacijent (1,5%). Kod 4

(6,2%) pacijenta sa sepsom izvor infekcije nije utvrden.

Tabela 28. Izvor infekcije kod pacijenata sa sepsom

Izvor infekcije n %

Pneumonija 32 47,7
Infekcija krvi* 18 27,7
Infekcija mokra¢nog sistema 5 1,7
Infekcija operativhog mesta 4 6,2
Abdominalna infekcija 1 3,1
Ostalo 1 1,5
Nepoznato 4 6,2

*Primarna infekcija krvi. Ostalo: infekcija CNS-a.
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Grafikon 5. Izvor infekcije kod pacijenata sa sepsom.

4.1.6.3. Uzrocnici sepse

Sedamdeset 1 jedan mikroorganizam je izolovan iz odgovaraju¢ih uzoraka kod 65
pacijenata u trenutku dijagnostikovanja sepse (tabela 29). Naj¢es$¢i uzro¢nik sepse bio je
Acinetobacter spp. izolovan iz 38% uzoraka, dok je na drugom mestu bio P. aeruginosa
izolovan iz 18% uzoraka. K. pneumoniae izolovana je iz 14,1% svih izolata. Od Gram-
pozitivnih bakterija, S. aureus je izazvao 5,6% slucajeva sepse, dok su Enterokoke izolovane

u 1,4% uzoraka. Candida je izolovana iz jednog uzorka.
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Tabela 29. Uzrocnici infekcije kod pacijenata sa sepsom

Mikroorganizam n %
S. aureus 4 5,6
Enterococcus spp. 1 1,4
G+ koke ukupno 5 7,0
Klebsiella pneumoniae 3 4,2
Klebsiella spp. 10 14,1
Acinetobacter spp. 27 38,0
Acinetobacter baumani 4 5,6
Pseudomonas spp. 2 2,8
Pseudomonas aeruginosa 13 18,3
Proteus mirabilis 2 2,8
Serattia spp. 1 1,4
Providentia spp. 3 4,2
G- bacili ukupno 65 91,5
Candida 1 1,4

Uzro¢nici infekcija koje su dovele do sepse u odnosu na primarnu lokalizaciju

infekcije prikazani su u tabeli 30. Pneumonije i infekcije operativnog mesta povezane sa

sepsom najce$¢e je uzrokovao Acinetobacter spp., dok su uzrocnici infekcija mokraénog

sistema najceS¢e bili Klebsiella spp., Acinetobacter spp i Proteus mirabilis. Primarne

infekcije krvi kod pacijenata sa sepsom najcesce su bile uzrokovane sojevima Klebsiella spp.,

Acinetobacter spp. i P. aeruginosa. Kod jedne osobe koja je imala abdominalnu infekciju

uzroc¢nik je bila Klebsiella spp., a kod osobe sa infekcijom CNS-a A. baumani.
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Tabela 30. Uzrocnici infekcije kod pacijenata sa sepsom u odnosu na lokalizaciju infekcije

Lokalizacija
Infekcija
respiratornog  Abdominalna Ostalo
trakta infekcija IMS IK* IOM (CNS)
Mikroorganizam n=37 n=1 n==6 n=19 n=7 n=1
S. aureus 2 (5,4) 2 (10,5)
Enterococcus spp. 1(14,3)
G+ koke ukupno 2 (5,4) 2(10,5) 1(14,3)
K. pneumoniae 2 (5,4) 1(5,3)
Klebsiella spp. 5(13,5) 1 (100) 1(16,7)  3(15,8)
Acinetobacter spp. 20 (54,1) 1(16,7) 3(15,8) 3(42,8)
A. baumani 2 (5,4) 1(5,3) 1 (100)
Pseudomonas spp. 2 (10,5)
P. aeruginosa 6 (16,2) 2(33,3) 3(158) 2(28,6)
Proteus mirabilis 1(16,7) 1(5,3)
Serattia spp. 1(5,3)
Providentia spp. 2 (10,5) 1(14,3)
G- bacili ukupno 35 (94,6) 1 (100) 5(83,3) 17(895) 6(857) 1(100)
Candida 1 (16,7)

*Primarna infekcija krvi

IMS, infekcija mokraénog sistema; IK, infekcija krvi; IOM, infekcija operativnog mesta.

4.1.6.4. Hemokulture u dijagnozi sepse

Pozitivna hemokultura predstavlja zlatni standard u dijagnozi IK i sepse, tj. u
diskriminaciji infektivnhog od neifektivnog uzroka inflamatornog odgovora. Od svih
hemokultura uzetih u momentu dijagnoze sepse, ¢ak 41,5% je bilo negativno, dok je kod 38

pacijenata (58,5%) patogeni uzroénik infekcije detektovan u krvi (tabela 31).

Tabela 31. Zastupljenost pozitivnih hemokultura u dijagnozi sepse

n %
Pozitivna hemokultura 38 58,5
Negativna hemokultura 27 41,5
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Iz 38 pozitivnih hemokultura pacijenata sa sepsom izolovano je 47 patogena. Gram-

negativne bakterije su bile izolovane iz najveceg broja hemokultura (87,2%), dok su Gram-

pozitivne koke bile zastupljene u 10,6% uzoraka krvi, a gljivice u jednom izolatu (2,1%)

(tabela 32).

Tabela 32. Zastupljenost pojedinih vrsta patogena u pozitivnim hemokulturama

%
Gram pozitivne koke 10,6
Gram negativni bacili 87,2
Gljivice 2,1

Mikroorganizmi izolovani iz hemokultura prikazani su u tabeli 33. Najzastupljeniji je

bio Acinetobacter spp, izolovan iz 27,7% pozitivnih hemokultura, pracen K. pneumoniae koja

je izolovana iz 14,9% hemokultura. Od gram pozitivnih uzro¢nika najzastupljeniji je bio S.

aureus (6,4%) prac¢en Enterococcus-om (4,3%).

Tabela 33. Mikroorganizmi izolovani iz hemokultura pacijenata sa sepsom

Mikroorganizam n %
G+ koke

S. aureus 3 6,4
Enterococcus spp. 2 4,3
G- bacili

Klebsiella pneumoniae 4 8,5
Klebsiella spp. 7 14,9
Acinetobacter spp. 13 21,7
Acinetobacter baumani 5 10,6
Pseudomonas spp. 2 4,3
Pseudomonas aeruginosa 4 8,5
Proteus mirabilis 1 2,1
Serattia spp. 1 2,1
Citrobacter spp. 1 2,1
Provientia spp. 3 6,4
Gljivice

Candida 1 2,1
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4.1.6.5. Antimikrobna rezistencija uzro¢nika sepse

Rezistencija patogenih uzro¢nika sepse na antimikrobne lekove u vidu markera
antimikrobne rezistencije prikazana kao procenat sojeva rezistentnih na antibiotike od znacaja
za svaku grupu uzroé¢nika predstavljena je u tabeli 34. Od tri izolovana soja S. aureus-a, sva 3
su bila rezistentna na meticilin (MRSA), dok je polovina izolovanih enterokoka bilo
rezistentno na vankomicin (VRE). U grupi enterobakterija, sve bakterije su bile rezistentne na
cefalosporine treCe generacije, dok je na karbapeneme bilo rezistentno 85,7% sojeva
Klebsiella spp, 70% Klebsiella pn. i 66,7% sojeva Providentia spp. Medu sojevima Proteus
spp. i Seratia spp. nije bilo sojeva rezistentnih na karbapeneme. Svi izolovani sojevi

pseudomonasa i acinetobaktera su bili rezistentni na karbapeneme.

Tabela 34. Markeri antimiktobne rezistencije mikroorganizama izolovanih iz razli¢itih

uzoraka pacijenata sa sepsom

Mikroorganizam AMR marker n n (%) R
Gram pozitivne koke
S. aureus MRSA 3 3 (100)
Enterococci VRE 2 1 (50,0)
Enterobacteriaceae
Klebsiella spp. 3GC-NS 7 7 (100)
CAR-NS 7 6 (85,7)
Klebsiella pneumoniae 3GC-NS 10 10 (100)
CAR-NS 10 7 (70)
Proteus spp. 3GC-NS 1 1 (100)
CAR-NS 1 0 (0,0)
Serratia spp. 3GC-NS 1 1 (100)
CAR-NS 1 0 (0,0)
Providentia spp. 3GC-NS 3 3 (100)
CAR-NS 3 2 (66,7)
Ostale gram-negativne bakterije
Pseudomonas spp. CAR-NS 2 2 (100)
P. aeruginosa CAR-NS 4 4 (100)
Acinetobacter spp. CAR-NS 13 13 (100)
A. baumannii CAR-NS 5 5 (100)

n, broj izolovanih sojeva.
n (%) R, broj i procenat rezistentnih sojeva.
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4.1.6.6. Ishodi lecenja pacijenata sa sepsom

Ishodi lecenja pacijenata sa traumom koji su u toku leenja dobili sepsu i pacijenata

bez sepse prikazani su u tabeli 35. Insuficijencija svih organa, osim CNS-a, bila je znac¢ajno

¢es¢a kod pacijenata sa sepsom (p < 0,001), kao i multiorganska disfunkcija (p < 0,001),

ukupan mortalitet (p < 0,001), mortalitet do 28. dana (p < 0,001), broj bolni¢kih infekcija (p <

0,001) i broj dana provedenih u JIL (p < 0,001).

Tabela 35. Ishodi le¢enja kod pacijenata sa sepsom i kontrola

Sepsa Bez sepse
(n =65) (n=341) P

Ishod
Otpust 9 (13,8) 87 (25,5) < 0,001
Prelazak na odeljenje 11 (16,9) 210 (61,6)

Smrtni ishod 45 (69,2) 44 (12,9)

Insuficijencija organa 58 (89,2) 69 (20,2) < 0,001
Kardiovskularni 41 (63,1) 41 (12,0) <0,001
Respiratorni 39 (11,4) 49 (75,4) < 0,001
Hematopoetski 13 (20,0) 18 (5,3) < 0,001
Hematoloski 22 (33,8) 9 (2,6) < 0,001
Renalni 17 (26,2) 8 (2,3) < 0,001
CNS 5(7,7) 17 (5,0) 0,371
MOD 42 (64,6) 33(9,7) < 0,001

Mortalitet
Mortalitet u JIL-u 45 (69,2) 44 (12,9) < 0,001
28-dana mortalitet 35 (53,8) 43 (12,6) < 0,001

Bolnicke infekcije 58 (89,2) 53 (15,5) < 0,001

Broj dana u JIL* 24 (4-131) 8 (2-77) < 0,001

Broj dana na odeljenju* 0 (0-77) 3 (0-106) <0,001

Vrednosti su broj (%) i medijna (interkvartilni opseg).
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4.1.6.7. Karakteristike pacijenata u odnosu na nastanak sepse

Rezultati poredenja demografskih karakteristika izmedu pacijenata sa sepsom i

pacijenata bez sepse prikazani su u tabeli 36. Pacijenti sa sepsom bili su znacajno stariji u

poredenju sa pacijentima bez sepse (53,5 £ 20,3 vs. 47,1 + 19,7, p = 0,018). Nije bilo

znacajne razlike u odnosu na pol, prisustvo i broj komorbiditeta kod ove dve grupe

pacijenata, izuzev prisustva hematoloskog oboljenja i imunokompromitovanosti, koji su bili

znacajno ¢e$¢i U grupi pacijenata sa sepsom. Uprkos tome, skor komorbiditeta i polifarmacije

je bio znac¢ajno visi u grupi pacijenata sa sepsom (2,2 +2,9 vs. 1,5+ 2,4, p=0,033).

Table 36. Poredenje demografskih karakteristika izmedu pacijenata sa sepsom i kontrola

Sepsa Bez sepse
(n=65) (n=341) P
Starost 53,5+20,3 47,1 +19,7 0,018
Muski pol 49 (75,4) 263 (77,1) 0,760
Komorbiditeti 31 (47,7) 134 (39,3) 0,207
Kardiovaskularno oboljenje 21 (32,3) 73 (21,4) 0,056
Hroni¢na bolest pluc¢a 2 (3,1) 10 (2,9) 0,950
Hroni¢na bolest jetre 0 (0,0) 3(0,9) 1,000
Hroni¢na bolest bubrega 1(1,5 3(0,9) 0,504
Dijabetes 5(7,7) 11 (3,2) 0,090
Neurolosko oboljenje 4 (6,2) 20 (5,9) 0,928
Hematolosko oboljenje 6 (9,2) 2 (0,6) <0,001
Endokrinolosko oboljenje 1(1,5 3(0,9) 0,504
Hroni¢na infekcija 1(1,5) 5(1,5) 1,000
Psihijatrijsko oboljenje 2 (3,1) 12 (3,5) 0,858
Alkoholizam 0 (0,0) 9 (2,6) 0,366
Imunokompromitovanost 3(4,6) 3(0,9 0,022
Karcinom 2 (3,1) 8 (2,3) 0,665
Broj komorbiditeta
1 17 (54,8) 94 (70,1) 0,256
2 8 (25,8) 24 (17,9)
>3 6 (19,4) 16 (11,9)
Skor komorbiditeta i polifarmacije 2,2+29 15+24 0,033

Vrednosti su srednja vrednost £ SD ili broj (%).
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Rezultati poredenja karakteristika vezanih za stanje na prijemu kod pacijenata sa
sepsom i onih bez sepse prikazani su u tabeli 37. Pacijenti sa sepsom su imali statisticki
znacajno viSe vrednosti laktata na prijemu (3,3 £ 2,7 vs. 2,0 £ 1,7, p < 0,001) i shodno tome u

vecem procentu su imali vrednosti laktata veé¢e od 2 mmol/L (p < 0,001).

lako su pacijenti sa sepsom bili u znaéajno veéem procentu intubirani u odnosu na
pacijente bez sepse, izmedu njih nije bilo razlike u odnosu na mesto gde je uradena
intubacija. Sto se ti¢e hemodinamskog stanja pacijenata na prijemu u JIL, pacijenti sa sepsom
su u znacajno ve¢em procentu bili hipotenzivni [19 (29,2) vs. 48 (14,1), p = 0,003] i imali
hemoragijski Sok [9 (13,8) vs. 15 (4,4), p = 0,003] i u znacajno veéem procentu su primili
masivnu trasfuziju eritrocita [9 (138) vs. 6 (1,8), p < 0,001] i bili podvrgnuti
kardiopulmonalnoj reanimaciji [4 (6,2) vs. 5 (1,5), p = 0,019].

U pogledu hitnih operacija, pacijenti sa sepsom su u veéem procentu imali hitnu
operaciju abdomena, kao i splenektomiju i operaciju Kkarlice. lako prisustvo hitne operacije
nije dostiglo statisticku znacajnost, procenat pacijenata sa hitnom operacijom bio je vec¢i u
grupi pacijenata sa sepsom [25 (38,5) vs. 91 (26,7), p = 0,054]. Sveobuhvatno stanje
pacijenata na prijemu u JIL, mereno APACHE II skorom i SOFA skorom bilo je statisticki

znacajno losije kod pacijenata koji su dobili sepsu (p < 0,001).
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Table 37. Poredenje klinickih karakteristika izmedu pacijenta sa i bez sepse

Sepsa Bez sepse
(n=65) (n=341) P
Prijem u JIL iz
Reanimacija 32 (49,2) 212 (62,2) 0,207
Operaciona sala 18 (27,7) 61 (17,9)
Druga bolnica 14 (21,5) 62 (18,2)
Odeljenje 1(1,5) 6 (1,8)
STA/DTA 1,7+0,3 1,7+0,2 0,526
Glazgov koma skor 11,7 +3,8 12,1+3,9 0,350
<8 16 (24,6) 71 (20,9) 0,789
9-12 9 (13,8) 47 (13,8)
>13 40 (61,5) 222 (65,3)
Laktati, mmol/L 3,3+2,7 2,0+1,7 <0,001
Laktati > 2 mmol/L 40 (62,5) 120 (35,3) < 0,001
Intubacija 183 (53,7) 53 (81,5) < 0,001
Na mestu nesrece 1(1,9) 11 (6,0) 0,143
Reanimacija/operaciona sala 40 (75,5) 120 (65,6)
JIL 5(9,4) 9 (4,9
Druga bolnica 7 (13,2) 43 (23,5)
Stanje na prijemu
Koma 13 (20,0) 63 (18,5) 0,773
Hipotenzija 19 (29,2) 48 (14,1) 0,003
Hemoragijski Sok 9 (13,8) 15 (4,4) 0,003
Masivna transfuzija eritrocita 9 (138) 6 (1,8) <0,001
Kardiopulmonalna reanimacija 4 (6,2) 5(1,5) 0,019
Hitna operacija 25 (38,5) 91 (26,7) 0,054
Abdomena 18 (27,7) 38 (11,1) < 0,001
Splenektomija 11 (16,9) 16 (4,7) 0,001
Nero-hirur§ka operacija 1(1,5 27 (7,9) 0,064
Operacija toraksa 0 (0,0) 3(0,9) 1,000
Operacija karlice 3(4,6) 3(0,9 0,022
Maksilofacijalna operacija 0 (0,0) 1(0,3) 1,000
Ortopedska operacija 3 (4,6) 20 (5,9) 0,690
Ostalo 2(31) 11 (3,2) 1,000
APACHE 11 skor 14,0 £ 6,7 9,9+6,7 < 0,001
SOFA skor 3625 56+24 < 0,001

Vrednosti su srednja vrednost + SD ili broj (%).
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Poredenje distribucije 1 tezine povreda izmedu pacijenata sa sepsom i pacijenata bez

sepse prikazano je u tabelama 38 i 39. Pacijenti sa sepsom su imali znacajno veéi broj
povredenih delova tela (p = 0,006) kao i politraumu [44 (67,7) vs. 126 (3,0), p < 0,001] i u

znacajno veéem broju su imali povredu grudnog kosa [53 (81,5) vs. 217 (63,6), p = 0,005],
abdomena [31 (47,7) vs. 72 (21,1), p < 0,001] i spoljasnjeg omotaca tela [33 (50,8) vs. 100

(29,3), p = 0,001]. Nije bilo statisticki znacajne razlike u vrsti i nacinu povreda izmedu

pacijenata sa sepsom i onih bez sepse.

Tabela 38. Distribucija povreda kod pacijenata sa i bez sepse

Sepsa Bez sepse
(n =65) (n=341) P
Vrsta povrede
Tupa 60 (92,3) 327 (95,9) 0,205
Penetrantna 5(7,7) 14 (4,1)
Nacin povrede
Saobracajna nesreca 40 (61,5) 188 (55,1) 0,056
Pad sa visine 12 (18,5) 62 (18,2)
Pad sa sopstvene visine 2 (3,1) 37 (10,9)
Povreda u slobodno vreme 3 (4,6) 18 (5,3)
Prostrelna rana 5(7,7) 8 (2,3)
Fizi¢ki napad 3 (4,6) 11 (3,2)
Ostalo 0 (0,0) 17 (5,0)
Sema povrede
Izolovana povreda mozga 3 (4,6) 26 (7,6) 0,285
Povreda mozga + ostale povrede 29 (44,6) 176 (51,6)
Ostale povrede bez povrede mozga 33 (50,8) 139 (40,8)
Broj povredenih delova tela
1 2(31) 41 (12,0) 0,006
2 10 (15,4) 91 (26,7)
>3 53 (81,5) 209 (61,3)
Politrauma 44 (67,7) 126 (3,0) < 0,001
Distribucija povreda u odnosu na region tela
Glava i vrat 32 (49,2) 202 (59,2) 0,135
Lice 15 (23,1) 113 (33,1) 0,110
Grudni ko$ 53 (81,5) 217 (63,6) 0,005
Abdomen 31 (47,7) 72 (21,1) < 0,001
Ekstremiteti/karlica 33 (50,8) 179 (52,5) 0,799
Ki¢ma 19 (29,2) 118 (34,6) 0,401
Spoljasnji omotac tela 33 (50,8) 100 (29,3) 0,001
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Sto se tice tezine povredenih delova tela, prikazane AIS skorom, pacijenti sa sepsom

su imali znaéajno teze povrede lica (p = 0,037), grudnog kosa (p < 0,001) i spoljasnjeg

omotaca tela (p = 0,018), dok nije bio razlike u tezini povreda glave i vrata, abdomena,

ekstremiteta, karlice i kicme (tabela 39). Sveukupna tezina povreda, izrazena pomoc¢u ISS

skora, bila je znacajno veéa kod pacijenata sa sepsom u poredenju sa pacijentima bez sepse

(25,5 £ 8,1 vs. 18,9 £ 8,2, p < 0,001) i znacajno veci procenat pacijenata Sa Sepsom je

pretrpeo Zivotno ugrozavajuce povrede [33 (50,8) vs. 79 (23,2), p < 0,001].

Tabela 39. Tezina povreda kod pacijenata sa i bez sepse

Sepsa Bez sepse
(n=65) (n=341) P
AlSglavaivrat 2 3 27 (84,4) 152 (75,2) 0,258
AlSiice > 3 9 (60,0) 33 (29,2) 0,037
AlSgrudnikos 2 3 35 (67,3) 85 (39,0) < 0,001
AlSabdomen = 3 25 (80,6) 52 (72,2) 0,367
A|Sekstremiteti/karlica >3 16 (48,5) 61 (3411) 01114
AlSkicma 2 3 71 (60,2) 14 (73,7) 0,260
Alsspolja§nji omotaé tela 2 3 3 (9!1) 1 (1,0) 01018
Tezina povrede - ISS skor 255+8,1 18,9 + 8,2 < 0,001
Blaga (< 9) 0 (0,0) 25 (7,3) <0,001
Umerena (9 -15) 5(7,7) 89 (26,1)
Teska (16 - 24) 27 (41,5) 148 (43,4)
UgroZzavajuca (25 - 75) 33 (50,8) 79 (23,2)

Vrednosti su srednja vrednost £ SD i broj (%).
ISS, Injury severity score.
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4.1.6.8. Faktori rizika za nastanak sepse

Sve varijable od znacaja za nastanak sepse su prvo ubacene u univarijantnu logisticku

regresijionu analizu, a zatim su one koje su bile zna¢ajne na nivou < 0,1 (tabela 40) bile unete

u multivarijantni model logisticke regresije.

Tabela 40. Uivarijantna logistiCka regresiona analiza nezavisnih prediktora sepse

uo 95% IP P
Godine 1,02 1,00-1,03 0,019
Imunokompromitovanost 5,45 1,08-27,63 0,041
Hroniéna bolest srca 1,75 0.98-3,13 0,058
Intubacija 3,81 1,97-7,39 < 0,001
Hipotenzija na prijemu 2,51 1,36-4,67 0,003
Hemoragijski Sok 3,49 1,46-8,37 0,005
Laktati > 2 mmol/L 3,06 1,76-5,31 < 0,001
Masivna transfuzija eritrocita 8,97 3,08-26,19 < 0,001
Kardiopulmonalna reanimacija 4,41 1,15-16,88 0,030
Hitna operacija 1,72 0,99-2,99 0,056
Splenektomija 4,12 1,82-9,39 0,001
Hitna operacija abdomena 3,05 1,61-5,79 0,001
Hitna operacija glave 1,82 0,24-1,36 0,097
Hitna operacija karlice 5,45 1,08-27,63 0,041
Prijem iz OR 1,72 0,99-2,99 0,056
Povreda grudnog kosa 2,52 1,30-4,90 0,006
Povreda abdomena 3,41 1,96-5,92 < 0,001
AlSgrudnikos > 3 3,51 2,04-6,07 < 0,001
AlSabdomen > 3 3,47 1,94-6,21 < 0,001
Al Sspoljni omotaé tela > 3 2,48 1,45-4,26 0,001
ISS 1,09 1,06-1,13 < 0,001
Dani na MV > 7d 19,16 10,07-36,44 < 0,001
CVK > 7 dana 10,23 4,73-22,11 < 0,001
APACHE 11 skor 1,08 1,04-1,12 < 0,001
SOFA skor 1,31 1,18-1,45 < 0,001
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Od 25 varijabli koje su bile zna¢ajno povezane sa nastankom sepse u univarijantnoj
logisti¢koj regresiji, njih 6 je ostalo znacajno i u multivarijantnom modelu (tabela 41).
Faktori nezavisno povezani sa nastankom sepse kod pacijenata sa traumom bili su SOFA skor
na prijemu u JIL, hitna operacija abdomena, povreda spoljasnjeg omotaca tela, teSka povreda
grudnog kosSa (AISgrdni kos > 3), teske povrede (ISS skor > 16) i broj dana provedenih na

mehanickoj ventilaciji ve¢i od 7.

Tabela 41. Multivarijantna logisti¢ka regresiona analiza klini¢kih prediktora sepse

Varijabla UO (95%IP) P
SOFA skor na prijemu 1,17 (1,02-1,34) 0,023
Hitna operacija abdomena 3,27 (1,36-7,88) 0,008
Povreda spoljasnjeg omotaca tela 2,65 (1,30-5,42) 0,007
AlSgrudni kos > 3 3,29 (1,60-6,73) 0,001
ISS>16 3,50 (1,20-10,19) 0,021
Dani na MV >7 15,72 (7,56-32,66) < 0,001
HL-GOF x?=7,132; df =8 0,522
AUC (95%IP) 0,913 (0,881-0,946) < 0,001
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4.1.7. Uticaj infekcija krvi na ishod lec¢enja sepse

Od 406 pacijenata sa traumom, 84 je u toku le¢enja u JIL dobilo IK i/ili sepsu. Od
ovih 84 pacijenata, 38 je imalo i sepsu i IK, dok je 27 njih imalo sepsu bez IK a najmanji broj
pacijenata je imao IK koja nije bila povezana sa sepsom. Odnos broja slucajeva IK i sepse

prikazan je na grafikonu 6.

Sepsa
n==65

Grafikon 6. Odnos sepse i infekcija krvi.
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4.1.7.1. Povezanost infekcije krvi i ishoda lecenja sepse

Pacijenti kod kojih se u toku lecenja razvila sepsa imali su zna¢ajno manje prose¢no
vreme prezivljavanja (25,3 dana) u odnosu na pacijente koji su dobili IK (30,3 dana) i ostale
BI (35,9 dana) koje nisu bile pra¢ene sepsom (Logrank p < 0,001) (tabela 42, grafikon 7).

Survival Functions
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Dani od infekcije do smrtnog ishoda

Grafikon 7. Kaplan-Majerova kriva preZivljavanja pacijenata sa BI u odnosu na tip BI (n =
117)

Tabela 42. Prose¢no vreme prezivljavanja pacijenata sa Bl u odnosu na tip Bl

Tip BI N Prose¢no Standradna 95% IP Logrank p
prezivljavanje greska
(dani)
Sepsa 65 25,3 4,8 15,9-34,7 < 0,001
Infekcija krvi 19 30,3 1,6 27,1-33,5
Ostale BI 33 35,3 5,6 22,4-44,2
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Pacijenti kod kojih se u toku lecenja razvila sepsa koja je bila povezana sa IK imali su
znacajno duze prosecno prezivljavanje (28,9 dana) u odnosu na pacijente koji su imali sepsu
povezanu sa drugim izvorom infekcije (13,1 dan) (Logrank p = 0,004) (tabela 43, grafikon 8).

Najduze prezivljavanje su imali pacijenti koji su dobili IK bez sepse (30,3 dana).

Survival Functions
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0,87 . Sepsa sa infekcijiom krvi-
censared
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Dani u JIL od infekcije krvilsepse do smrtnog ishoda

Grafikon 8. Kaplan-Majerova kriva prezivljavanja pacijenata sa sepsom i/ili infekcijom krvi
(n=84)

Tabela 43. Prose¢no vreme preZivljavanja pacijenata sa sepsom i/ili IK

Tip BI N Prose¢no Standradna 95% IP Logrank p
prezivljavanje greska
(dani)
Sepsa bez IK 27 13,1 2,3 8,4-17,7 0,004
Sepsa sa IK 38 28,9 6,0 17,1-40,8
IK bez sepse 19 30,3 1,6 19,2-40,2

Tako nije bilo statisticki znacajne rezlike (p = 0,101) kod pacijenata sa sepsom kod
kojih je hemokultura bila pozitivna, vreme preZivljavanja je bilo duze u poredenju sa
pacijentima kod kojih je hemokultura bila negativna (29,3 dana vs. 18,2 dana) (tabela 44,
grafikon 9).
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Survival Functions
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Grafikon 9. Kaplan-Majerova kriva prezivljavanja pacijenata sa sepsom u odnosu na
pozitivnost hemokulture (n = 65)

Tabela 44. Prose¢no vreme prezivljavanja pacijenata sa sepsom i/ili IK u odnosu na
pozitivnost hemokulture

Hemokultura N Prose¢no Standradna 95% IP Logrank p
prezivljavanje greska
(dani)
Negativna 27 18,2 4,3 9,8-26,5 0,101
Pozitivna 38 29,3 4,8 15,9-34,7
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4.2. UGNJEZDENA STUDIJA SLUCAJEVA I KONTROLA

4.2.1. Deskripcija populacije

U cilju procene povezanosti polimorfizama gena TNFA (rs1800629 i rs361525), LTA
(rs909253), TLR2 (rs3804099, rs4696480 i rs3804100) i TLR4 (rs4986790 i rs4986791) i
nastanka sepse kod pacijenata sa traumom, unutar inicijalne kohorte traumatizovanih
pacijenata le¢enih u JIL sprovedena je ugnjezdena studija slucajeva i kontrola. Na grafikonu
10 prikazani su Kkriterijumi za uklju¢ivanje pacijenata u ovu studiju. Od 406 pacijenata koji su
ispunili uslove za uklju¢ivanje u inicijalnu kohortu, 154 pacijenata nije dalo pismeni
pristanak za uzimanje krvi za geneticku analizu. Petnaest pacijenata je isklju¢eno zbog blage
povrede (ISS < 9), 6 pacijenata zbog prisustva karcinoma kao komorbiditeta 1 3 pacijenta
zbog stanja imunokompromitovanosti. Ovo je dovelo do ukljuivanja 228 pacijenata u
analizu genskih polimorfizama. Ucdestalost genotipova 1 alela genskih polimorfizama
poredena je izmedu traumatizovanih pacijenata sa sepsom (n = 44) i traumatizovanih

pacijenata bez sepse (n = 184), kao i sa kontrolnom grupom zdravih ispitanika (n = 101).

406 pacijenata ukljucenih u kohortnu
studiju

Nisu dali pisani pristanak za uzimanje krvi
(n=154)

A 4

252 pacijenta

Isklju¢eni zbog blage povrede (ISS < 9)
(n=15)

v

A 4

237 pacijenata

Iskljuceni zbog prisustva karcinoma
(n=6)

\4

A 4

231 pacijent

Isklju¢eni zbog imunokompromitovanosti
(n=3)

\4

A 4

228 pacijenata uklju€enih u geneti¢ku
analizu

Grafikon 10. Dijagram selekcije pacijenata za uklju¢ivanje u geneticku analizu
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4.2.2. Karakteristike pacijenata uklju¢enih u geneticku analizu

Osnovne demografske karakteristike pacijenata i karakteristike povezane sa stanjem
pacijenata na prijemu u JIL prikazane su u tabeli 45. Prose¢na uzrast pacijenata ukljuc¢enih u
geneticku analizu bila je 47,5 = 20,2 i vecina osoba je bila muskog pola (75,4%). Trecina
pacijenata je imala bar jedan komorbiditet (37,7%), a prose¢ni skor komorbiditeta i
polifarmacije je iznosio 1,4. TeZzak poremecaj svesti (GKS < 8) imalo je 23,7% pacijenata,
dok je kod 3,5% pacijenata primenjena masivna transfuzija eritrocita. Hipoperfuzija tkiva
(laktati > 2 mmol/L) dijagnostikovana je kod skoro polovine pacijenata (43,2%). Vecéina
pacijenata (77,2%) je zadobila teske povrede (ISS > 16) a srednja vrednost ISS skora bila je
21,2 + 8,4. Sveukupna tezina stanja pacijenata na prijemu, procenjena pomo¢u APACHE II

skora bila je 10,8 £ 6,8, dok je organska funkcija procenjena pomo¢u SOFA bila 4,3 + 2,7.

Tabela 45. Karakteristike pacijenata uklju¢enih u geneticku analizu

Karakteristika n (%)
Uzrast* 47,5 + 20,2
Muski pol 172 (75,4)
Komorbiditeti 86 (37,7)
Skor komorbiditeta i polifarmacije* 14+24
Masivna transfuzija eritrocita 8 (3,5)
GKS <8 54 (23,7)
Laktati > 2mmol/L 98 (43,2)
ISS* 21,2+84
APACHE Il skor* 10,8 £ 6,8
SOFA skor* 4,327

*Srednja vrednost * standardna devijacija.

U cilju provere moguée pristrasnosti izbora uradeno je poredenje osnovnih
demografskih i klini¢kih karakteristika sa prijema izmedu pacijenata ukljuéenih u geneti¢ku
analizu i onih koji su iskljuceni iz analize (tabela 46). Nije bilo statisticki znacajne razlike
izmedu pacijenata po uzrastu, polu, prisustvu komorbiditeta, masivnoj transfuziji krvi, stanju
svesti i hipoprefuzije, kao ni prema sveobuhvatnoj tezini stanja merenoj prema APACHE 11
skoru. Medutim, pacijenti koji su ukljuceni u analizu genskih polimorfizama su imali manji

skor komorbiditeta, kao i teze povrede.

95



Tabela 46. Karakteristike pacijenata uklju¢enih i iskljuc¢enih iz geneticke analize

Karakteristika Ukljuceniu  Iskljuceni iz P
analizu analize

Starost 47,5+ 20,2 49,0 £ 19,6 0,451
Muski pol 172 (75,4) 140 (78,7) 0,446
Komorbiditeti 86 (37,7) 79 (44,4) 0,175
Skor komorbiditeta i polifarmacije 14+24 18+2,6 0,041
Masivna transfuzija eritrocita 8 (3,5 7(3,9) 0,822
GKS <8 54 (23,7) 33 (18,6) 0,221
Laktati > 2mmol/L 98 (43,0) 62 (34,8) 0,095
ISS 21,2+84 18,3+ 8,3 0,001
APACHE I 10,8 + 6,8 10,2+7,1 0,162
SOFA 21,2+84 18,3+ 8,3 0,002

Vrednosti su n (%) ili srednja vrednost = SD.

4.2.3. Ishodi leCenja pacijenata uklju¢enih u geneticku analizu

Ishodi le€enja pacijenata sa traumom lecenih u JIL kojima je uzeta krv za geneticku

analizu prikazani su u tabeli 47. Od 228 pacijenata koji su uklju¢eni u analizu, 44 (19,3%) je

imalo sepsu, od kojih je 25 imalo teSku sepsu, a 24 septicki Sok. Sli¢no inicijalnoj kohorti,

naj¢eS¢i izvor sepse bila je pneumonija (52,3%) a zatim infekcija krvi (29,5%).

Insuficijenciju organa imala je trecina pacijenata (37,3%), dok je MOD zabelezen kod 21,2%

pacijenata. Ukupni mortalitet u JIL iznosio je 24,6%. Sepsa je bila uzrok smrti kod 37,5%

pacijenata, dok je zbog pneumonije umrlo 8,9% pacijenata. Prose¢no vreme provedeno u JIL-

u bilo je 11 dana.
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Tabela 47. Ishodi le¢enja pacijenata uklju¢enih u geneticku analizu

Ishod n (%)
Sepsa 44 (19,3)
Teska sepsa 25 (56,8)
Septicki Sok 24 (54,5)
Izvor sepse
Pneumonija 23 (52,3)
Infekcija krvi 13 (29,5)
Infekcija mokraénog sistema 2 (4,5)
Infekcija operativnog mesta 2 (4,5)
Abdominalna infekcija 1(2,3)
Nepoznato 3(6,8)
Insuficijencija organa 85 (37,3)
MODS 48 (21,2)
Mortalitet u JIL 56 (24,6)
Zbog sepse 21 (37,5)
Zbog traume 27 (48,2)
Zbog pneumonije 5(8,9)
Ostalo 3(5,4)
Dani u JIL 11 (11)
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4.2.4. Distribucija polimorfizama TNFA, LTA, TLR2i TLR4 gena u
odnosu na Hardy-Weinberg-ov model ravnoteze

Ucestalost recesivnog alela za sve analizirane polimorfizme i p vrednost modela

Hardy-Weinberg-ove (HW) ravnoteze, po grupama pacijenata, prikazane su u tabeli 48.

Polimorfizam rs1800629 gena TNFA nije bio u HW ravnotezi u grupi traumatizovanih

pacijenata koji nisu dobili sepsu (p = 0,001), kao i polimorfizam rs3804099 TLR2 gena (p =
0,046) i rs4986790 i rs4986791 TLR4 gena (p < 0,001). Poslednji polimorfizam je odstupao

od HW ravnoteze i u grupi traumatizovanih pacijenata sa sepsom (p = 0,035). U grupi

zdravih kontrola su svi ispitivani genotipovi polimorfizama gena TNFA, LTA, TLR2 i TLR4

bili u skladu sa HW ravnotezom.

Tabela 48. Genotipovi polimorfizama TNFA, LTA, TLR2 i TLR4 gena u odnosu na Hardy-

Weinberg-ovu ravnotezu

Posttraumatska Traume bez Zdrave

Dominantni sepsa sepse kontrole
[recesivni HWE HWE

Gen Polimorfizam alel MAF p MAF HWE p MAF p
TNFA  rs1800629 (-308) G/A 0,20 0,200 0,15 0,001 0,11 0,839
rs361525 (-238) G/A 0,05 0,749 0,01 0,850 0,03 0,718
LTA rs909253 (+252) G/A 0,28 0,791 0,30 0,142 0,27 0,761
TLR2  rs3804099 (+597) TIC 0,44 0,107 0,46 0,046 0,43 0,534
rs4696480 (-16934) TIA 0,49 0,875 0,49 0,665 0,470 0,655
rs3804100 (+1350) TIC 0,09 0,500 0,01 0,181 0,06 0,514
TLR4  rs4986790 (+896) A/G 0,08 0,144 0,04 <0,001 0,03 0,718
rs4986791 (+1196) CIT 0,12 0,035 0,04 0,001 0,05 0,601

MAF, minor allele frequency; HWE, Hardy-Weinberg-ov ekvilibrijum.
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4.2.5. Ucestalost genotipova i alela polimorfizama TNFA, LTA, TLR2 i

TLR4 gena i njihova povezanost sa nastankom sepse

Ucestalost genotipova i alela TNFA (rs1800629 i rs361525), LTA (rs909253), TLR2
(rs3804099, rs4696480 i rs3804100) i TLR4 (rs4986790 i rs4986791) odredena je u tri grupe
ispitanika: pacijenti sa posttraumatskom sepsom, traumatizovani pacijenti bez sepse i zdrave
kontrole. Za svaki polimorfizam racunati su unakrsni odnos Sansi (UO) i 95% interval

poverenja (95%IP) u cilju procene povezanosti genotipova i alela sa nastankom sepse.

4.2.5.1. Distribucija alela i genotipova polimorfizma rs1800629 TNFA gena

Ucestalost genotipova i alela polimorfizma rs1800629 (-308G/A) TNFA gena u tri
grupe ispitanika prikazan je u tabeli 49. U sve tri grupe ispitanika najucestaliji je bio GG
genotip koji je imalo 65,9% pacijenata sa posttraumatskom sepsom, 75% pacijenata sa
traumom bez sepse i 79,2% zdravih kontrola. Genotip GA imalo je 27,3% pacijenata sa
posttraumatskom sepsom, 19,6% pacijenata sa traumom bez sepse i 19,8% zdravih kontrola.
Homozigot minor alela (AA) je bio najredi 1 utvrden je kod 6,8% pacijenata sa sepsom, 5,4%
traumatizovanih pacijenata bez sepse i 0,99% zdravih kontrola. Homozigotni genotip (GG)

bio je zastupljeniji od heterozigotnog genotipa u sve tri grupe ispitanika.

Od ukupnog broja alela, G alel je bio zastupljen u 79,5% kod pacijenata sa sepsom,
84,8% u grupi pacijenata bez sepse 1 88,2% u grupi zdravih kontrola. Redi alel A je u ove tri
grupe ispitanika bio zastupljen sa ucestalos¢u od 20,5%, 15,2% 1 10,8%.
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Tabela 49. Ucestalost genotipova i alela polimorfizma rs1800629 TNFA gena

Posttraumatska
sepsa Traume bez sepse  Zdrave kontrole
n=44 n=184 n=101

TNFA rs1800629 (G>A) n % n % n %
Genotipovi GG 29 65,9 138 75,0 80 79,2
GA 12 27,3 36 19,6 20 19,8
AA 3 6,8 10 54 1 0,99
AA+GA 15 34,1 46 25 21 20,8
GG 29 65,9 138 75 80 79,2
Aleli G 70 79,5 312 84,8 180 88,2
A 18 20,5 56 15,2 22 10,8

4.2.5.2. Ascocijacija polimorfizma rs1800629 TNFA gena sa nastankom sepse

Ucestalost genotipova i alela polimorfizma rs1800629 TNFA gena poredena je u tri
grupe ispitanika i izracunati su UO i 95% IP (tabela 50). Nije bilo statisticki znacajne
povezanosti genotipova i alela rs1800629 polimorfizma TNFA gena sa nastankom sepse.
Medutim, u poredenju traumatizovanih pacijenata sa sepsom 1 zdravih kontrola, A alel je bio

znacajno povezan sa ve¢om Sansom za nastanak sepse.

Tabela 50. Povezanost genotipova i alela polimorfizma rs1800629 TNFA gena i nastanka
sepse

Sepsa/Kontrole traume Sepsa/Kontrole zdrave

TNFA rs1800629 UO (95% IP) p UO (95% IP) p
Genotipovi GG ref ref
GA 1,58 (0,74-3,41) 0,327* 1,66 (0,72-3,80) 0,322*
AA 1,43 (0,37-5,51) 0,7057 8,28 (0,83-82,77) 0,0687
GA+2’2 1,55 (0,77-3,15) 0,301* 1,97 (0,90-4,33) 0,134*
Aleli é 1,43 (0,79-2,59) 0,301* 2,10 (1,07-4,16) 0,047*

p - Pirsonov Hi kvadrat test osim ako nije nazna¢eno drugacije.
*Pirsonov Hi-kvadrat test sa korekcijom po Yates-u.

"Fisher-ov test ta¢ne verovatnoce.
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4.2.5.3. Distribucija alela i genotipova polimorfizma rs361525 TNFA gena

Ucestalost genotipova 1 alela polimorfizma rs361525 TNFA gena u grupama
ispitanika prikazan je u tabeli 51. Genotip GG je bio najzastupljeniji i detektovan je kod
90,9% traumatizovanih pacijenata sa sepsom, 97,3% pacijenata bez sepse i 93,1% zdravih
kontrola. GA genotip je bio manje zastupljen u ove tri grupe ispitanika (9,1%, 2,7% i 6,9%,
redom) dok AA genotip nije bio zastupljen ni u jednoj grupi. Homozigotni genotip (GG) bio
je zastupljeniji od heterozigotnog (AA+GA) genotipa u sve tri grupe ispitanika. G alel je

posledi¢no bio najzastupljeniji u sve tri grupe ispitanika (95,5%, 98,6% 196,5%).

Tabela 51. Ucestalost genotipova i alela polimorfizma rs361525 TNFA gena

Posttraumatska
sepsa Traume bez sepse Zdrave kontrole
n=44 n=184 n=101
TNFA rs361525 n % n % n %
Genotipovi GG 40 90,9 179 97,3 94 93,1
GA 4 9,1 5 2,7 7 6,9
AA 0 0,0 0 0,0 0 0,0
AA+GA 4 9,1 5 2,7 7 6,9
GG 40 90,9 179 97,3 94 93,1
Aleli G 84 95,5 363 98,6 195 96,5
A 4 4,5 5 1,4 7 3,5

4.2.5.4. Ascocijacija polimorfizma rs361525 TNFA gena sa hastankom sepse

UO i 95% IP za povezanost genotipova i alela polimorfizma rs361525 TNFA gena i
nastanka sepse prikazani su u tabeli 52. Nije bilo statisti¢ki znacajne povezanosti genotipova i

alela rs361525 polimorfizma TNFA gena sa nastankom sepse.
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Tabela 52. Povezanost genotipova i alela polimorfizma rs361525 TNFA gena i nastanak

sepse

Sepsa/Kontrole traume

Sepsa/Kontrole zdrave

TNFA rs361525 UO (95% IP) 0 UO (95% IP) 0
Genotipovi GG ref ref
GA  358(0,921393) 0073  1,34(037-484) 0735
AA  448(009-2267) 1,000  2.35(0,05-12052)  1,000°
GA*QQ 358(0,02-13,93)  0073" 1,34 (037-484)  0,739"
Aleli g 346 (091-13,15)  0,075" 1,33 (0,38-465)  0,740'

p - Pirsonov Hi kvadrat test osim ako nije nazna¢eno drugacije.
*Pirsonov Hi kvadrat test sa korekcijom po Yates-u.

"Fisher-ov test taéne verovatnode.

*Fisher-ov test tadnih verovatnoéa sa Haldane-Anscombe korekcijom.

4.2.5.5. Distribucija alela i genotipova polimorfizma rs909253 LTA gena

Ucestalost genotipova i alela polimorfizma rs909253 LTA gena u grupama ispitanika
prikazana je u tabeli 53. GA i AA genotipovi su bili zastupljeni sa slicnom ucestalo$¢u u sve
tri grupe ispitanika, dok je GG genotip bio najredi (6,8%, 6,5% 16,9%, redom). Heterozigotni
genotip bio je ucestaliji od homozigotnog genotipa u sve tri grupe ispitanika. Samim tim alel

A je bio zastupljeniji od G alela u sve tri grupa ispitanika.

Tabela 53. Ucestalost genotipova i alela polimorfizma rs909253 LTA gena

Posttraumatska
sepsa Traume bez sepse Zdrave kontrole
n=44 n=184 n=101
LTA rs909253 n % n % n %
Genotip GG 3 6,8 12 6,5 7 6,9
GA 18 40,9 85 46,2 42 41,6
AA 23 52,3 87 47,3 54 53,5
GA+AA 41 93,2 172 93,5 96 93,2
GG 3 6,8 12 6,5 7 6,8
Aleli G 24 27,3 109 29,6 49 48,5
A 64 72,7 259 70,4 97 69,0
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4.2.5.6. Ascocijacija polimorfizma rs909253 LTA gena sa nastankom sepse

UO i 95% IP za povezanost genotipova i alela polimorfizma rs909253 LTA gena i
nastanka sepse prikazani su u tabeli 54. Nije bilo statisti¢ki znacajne povezanosti genotipova i

alela ovog polimorfizma LTA gena sa nastankom sepse.

Tabela 54. Povezanost genotipova i alela polimorfizma rs909253 LTA gena i nastanka sepse

Sepsa/Kontrole traume Sepsa/Kontrole zdrave
LTA rs909253 UO (95% IP) p UO (95% IP) p
Genotipovi AA ref. ref.

GA  080(0,40-159) 0647  1,01(048-210)  0,862*
GG 0,94(0,25-3,63) 1,000 1,01 (0,24-4,24) 1,000

GG*iﬁ 0,82 (0,42-158)  0671*  1,01(050-204)  0,862'
Aleli g\ 0,89 (0,53-1,50) 0,764* 0,74 (0,41-1,38) 0,389*

p - Pirsonov Hi-kvadrat test osim ako nije naznac¢eno drugacije.
*Pirsonov Hi-kvadrat test sa korekcijom po Yates-u.
"Fisher-ov test tacne verovatnoce.

4.2.5.7. Distribucija alela i genotipova polimorfizma rs3804099 TLR2 gena

Ucestalost genotipova 1 alela polimorfizma rs3804099 TLR2 gena u grupama
ispitanika prikazana je u tabeli 55. Genotipovi TT i CT su bili podjednako zastupljeni
medusobno kao i izmedu tri grupa ispitanika, dok je CC genotip bio nesto manje zastupljen
od prethodna dva genotipa (25%, 25% 1 19,8%, redom). Heterozigotni genotip je bio ¢es¢i od
homozigotnog genotipa u svim grupama ispitanika, sa sli¢cnom ucestalos¢u.

Alel T je bio ucestaliji od C alela sa podjednakom distribucijom medu grupama

ispitanika.
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Tabela 55. Ucestalost genotipova i alela polimorfizma rs3804099 TLR2 gena

Posttraumatska
sepsa Traume bez sepse Zdrave kontrole
n=44 n=184 n =96

TLR2 rs3804099 n % n % n %
Genotipovi TT 16 36,4 60 32,6 33 34,4
CT 17 38,6 78 42,4 44 45,8
CC 11 25 46 25,0 19 19,8
CT+CC 28 63,6 124 67,4 36 65,5
T 16 36,4 60 32,6 33 34,4
Aleli T 49 55,7 198 53,8 110 57,3
C 39 44,3 170 46,2 82 42,7

4.2.5.8. Ascocijacija polimorfizma rs3804099 TLR2 gena sa nastankom sepse

UO i 95% interval poverenja IP za povezanost genotipova i alela polimorfizma

rs3804099 TLR2 gena i nastanka sepse prikazani su u tabeli 56. Nije bilo statisti¢ki znacajne

povezanosti genotipova i alela ovog polimorfizma TLR2 gena sa nastankom sepse.

Tabela 56. Povezanost genotipova i alela polimorfizma rs3804099 TLR2 gena

Sepsa/Kontrole traume

Sepsa/Kontrole zdrave

TLR2 rs3804099 UO (95% IP) p UO (95% IP) p
Genotipovi TT ref ref
CT 0,82 (0,38-1,75) 0,740* 0,80 (0,35-1,81) 0,740*
CC 0,89 (0,38-2,12) 1,000* 1,19 (0,46-3,10) 0,920*
I 0,85 (0,43-1,68) 0,764* 0,92 (0,44-1,93) 1,000*
CT+CC
Aleli l 0,93 (0,58-1,48) 0,841*  1.07 (0,64-1,78) 0,887*

p - Pirsonov Hi-kvadrat test osim ako nije naznac¢eno drugacije.

*Pirsonov Hi-kvadrat test sa korekcijom po Yates-u.

"Fisher-ov test ta¢ne verovatnoce.
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4.2.5.9. Distribucija alela i genotipova polimorfizma rs4696480 TLR2 gena

Ucestalost genotipova i alela polimorfizma rs4696480 TLR2 gena u grupama

ispitanika prikazana je u tabeli 57. Genotip GA je bio najzastupljeniji u sve tri grupe
ispitanika (52,3%, 48,4% 1 47,2%, redom), dok su genotipovi TT i AA bili podjednako

zastupljeni kako medusobno tako i u odnosu na tri grupe ispitanika. Heterozigotni genotip je

bio ¢e$¢i od homozigotnog genotipa u sve tri grupe ispitanika sa slicnom ucestaloséu.

Posledi¢no, 1 T 1 A alel su bili podjedno zastupljeni.

Tabela 57. Ucestalost genotipova i alela polimorfizma rs4696480 TLR2 gena

Posttraumatska
sepsa Traume bez sepse Zdrave kontrole
n=44 n=184 n=72
TLR2 rs4696480 n % n % n %
Genotipovi TT 10 22,7 45 24,5 17 23,6
TA 23 52,3 89 48,4 34 47,2
AA 11 25 50 27,2 21 29,2
AA+TA 34 77,3 139 75,5 55 76,4
TT 10 22,7 45 24,5 17 23,6
Aleli T 43 48,9 179 48,6 68 47,2
A 45 51,1 189 51,4 76 52,8

4.2.5.10. Ascocijacija polimorfizma rs4696480 TLR2 gena sa nastankom sepse

UO i 95% IP za povezanost genotipova i alela polimorfizma rs4696480 TLR2 gena i

nastanka sepse prikazani su u tabeli 58. Nije bilo statisti¢ki znacajne povezanosti genotipova i

alela ovog polimorfizma TLR2 gena sa nastankom sepse.
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Tabela 58. Povezanost alela i genotipova polimorfizma rs4696480 TLR2 gena

Sepsa/Kontrole traume Sepsa/Kontrole zdrave
TLR2 rs4696480 UO (95% IP) p UO (95% IP) p
Genotipovi TT ref. ref.

AT 1,16 (0,51-2,65)  0,887* 1,15 (0,45-2,95) 1,000%
AA 099 (0,38-2,55)  0,823* 0,89 (0,31-2,59) 1,000%

AA+TT-Ar 110(0,50-240) ~ 1000*  105(043-256)  0,920*
Aleli '_‘}\ 0,99 (0,62-1,58) 0,920* 0,94 (0,55-1,59) 0,920*

p - Pirsonov Hi-kvadrat test osim ako nije naznac¢eno drugacije.
*Pirsonov Hi-kvadrat test sa korekcijom po Yates-u.
"Fisher-ov test taéne verovatnoce.

4.2.5.11. Distribucija alela i genotipova polimorfizma rs3804100 TLR2 gena

Ucestalost genotipova 1 alela polimorfizma rs3804100 TLR2 gena u grupama
ispitanika prikazana je u tabeli 59. Najzastupljeniji je bio genotip TT u sve tri grupe
ispitanika (81,8%, 82,1% i 87,5%), dok je genotip CT bio manje zastupljen (18,2%, 17,9% i
12,5%). Ni jedan od ispitanika nije imao genotip CC. Samim tim je T alel bio ¢eS$¢i u odnosu
na C alel u sve tri grupe ispitanika. Homozigotni genotip (TT) je bio ucestaliji od

heterozigotnog genotipa (CT+CC) u sve tri grupe ispitanika.

Tabela 59. Ucestalost genotipova i alela polimorfizma rs3804100 TLR2 gena

Posttraumatska
sepsa Traume bez sepse Zdrave kontrole
n=44 n=184 n =96
TLR2 rs3804100 n % n % n %
Genotipovi TT 36 81,8 151 82,1 84 87,5
CT 8 18,2 33 17,9 12 12,5
CC 0 0,0 0 0,0 0 0,0
CT+CC 8 18,2 33 17,9 12 12,5
TT 36 81,8 151 82,1 84 87,5
Aleli T 80 90,9 335 91,0 180 93,8
C 8 9,1 33 9,0 12 6,2
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4.2.5.12. Ascocijacija polimorfizma rs3804100 TLR2 gena sa nastankom sepse

UO 1 95% IP za povezanost genotipova i alela polimorfizma rs3804100 TLR2 gena i
nastanka sepse prikazani su u tabeli 60. Nije bilo statisti¢ki znacajne povezanosti genotipova i

alela ovog polimorfizma TLR2 gena sa nastankom sepse.

Tabela 60. Povezanost alela i genotipova polimorfizma rs3804100 TLR2 gena

Sepsa/Kontrole traume Sepsa/Kontrole zdrave
TLR2 rs3804100 UO (95% IP) p UO (95% IP) p
Genotipovi TT ref ref

CT  102(043-239) 0862  156(059-413) 0,527t

CC  419(0,08-214,99) 1,000f 2,33 (0,05-119,90)  1,000%

T 102(043239) 0862* 156 (0,59-413)  0,527*

CT+CC

Aleli T

1,02 (0,45-2,28)  0,862*  1,5(0,59-3,81)  0,543*

p - Pirsonov Hi-kvadrat test osim ako nije naznac¢eno drugacije.
*Pirsonov Hi-kvadrat test sa korekcijom po Yates-u.
*Fisherov test ta¢nih verovatnoéa sa Haldane-Anscombe korekcijom.

4.2.5.13. Distribucija alela i genotipova polimorfizma rs4986790 TLR4 gena

Ucestalost genotipova 1 alela polimorfizma rs4986790 TLR4 gena u grupama
ispitanika prikazana je u tabeli 61. Najzastupljeniji je bio genotip AA u sve tri grupe
ispitanika (86,4%, 93,5% i 93,1%). Genotip GA je bio manje zastupljen (11,4%, 5,4% i
6,9%) dok je GG bio najredi genotip. Niko od ispitanika u grupi zdravih kontrola nije imao
ovaj genotip. Homozigotni genotip je bio ¢e$¢i od heterozigotnog genotipa u svim

ispitivanim grupama. A alel je bio ucestaliji u odnosu na alel G u sve tri grupe ispitanika.
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Tabela 61. Ucestalost alela, genotipova polimorfizma rs4986790 TLR4 gena

Posttraumatska
sepsa Traume bez sepse Zdrave kontrole
n=44 n=184 n=101
TLRA4 rs4986790 n % % %
Genotipovi GG 1 2,3 1,1 0 0,0
GA 5 11,4 10 5,4 7 6,9
AA 38 86,4 172 93,5 94 93,1
GG+GA 6 13,6 12 6,5 7 6,9
AA 38 86,4 172 93,5 94 93,1
Aleli G 6 6,9 14 3,8 7 3,5
A 81 93,1 354 96,2 195 96,5

4.2.5.14. Ascocijacija polimorfizma rs4986790 TLR4 gena sa nastankom sepse

UO i 95% IP za povezanost genotipova i alela polimorfizma rs4986790 TLR4 gena i

nastanka sepse prikazani su u tabeli 62. Nije bilo statisticki znacajne povezanosti genotipova i

alela ovog polimorfizma TLR2 gena sa nastankom sepse.

Tabela 62. Povezanost alela i genotipova polimorfizma rs4986790 TLR4 gena

Sepsa/Kontrole traume

Sepsa/Kontrole zdrave

TLR4 rs4986790 OR (95% IP) p OR (95% IP) p
Genotipovi AA ref. ref.
AG 2,26 (0,73-7,00) 0,1727 1,77 (0,53-5,91) 0,510*
GG 2,26 (0,20-25,61) 1,000 4,95(0,16-150,58)  0,416%
GG+AG 2,26 (0,80-6,41) 0,125 2,12 (0,67-6,72) 0,215
AA
Aleli G 1,87 (0,70-5,02) 0,241 2,06 (0,67-6,33) 0,221

p - Pirsonov Hi-kvadrat test osim ako nije naznac¢eno drugacije.

*Pirsonov Hi-kvadrat test sa korekcijom po Yates-u.
"Fisher-ov test ta¢ne verovatnoce.

*Fisherov test tadnih verovatnoéa sa Haldane-Anscombe korekcijom.
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4.2.5.15. Distribucija alela i genotipova polimorfizma rs4986791 TLR4 gena

Ucestalost genotipova i alela polimorfizma rs4986791 TLR4 gena u grupama

vvvvv

(81,8%, 92,9% i 90,1%). Homozigotna varijanta genotipa je bila zastupljenija od

heterozigotne u sve tri grupe ispitanika, kao i C alel u poredenju sa T alelom.

Tabela 63. Ucestalost alela, genotipova polimorfizma rs4986791 TLR4 gena

Posttraumatska
sepsa Traume bez sepse Zdrave kontrole
n=44 n=184 n=101
TLR4 rs4986791 n % n % n %
Genotipovi TT 2 4,5 2 1,1 0 0,0
CT 6 13,6 11 6,0 10 9,9
CC 36 81,8 171 92,9 91 90,1
TT+CT 8 18,2 13 7,1 10 9,9
CC 36 81,8 171 92,9 91 90,9
Aleli T 10 11,4 15 4,1 10 45,0
C 78 88,6 353 95,9 192 95,0

4.2.5.16. Ascocijacija polimorfizma rs4986791 TLR4 gena sa nastankom sepse

UO i 95% IP za povezanost genotipova i alela polimorfizma rs4986791 TLR4 gena i
nastanka sepse prikazani su u tabeli 64. Dok nije bilo statisti¢ki zna¢ajne razlike u distribuciji
tri razli¢ita genotipa, heterozigotna varijanta genotipa ovog polimorfizma bila je znacajno
povezana sa vecom $ansom za nastanak sepse (UO 2,92, 95% IP 0,13-7,57, p = 0,037). T alel
bio je znafajno povezan sa vec¢om Sansom za nastanak sepse u odnosu na C alel, u poredenju

pacijenata sa sepsom i obe kontrolne grupe.
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Tabela 64. Povezanost alela i genotipova polimorfizma rs4986791 TLR4 gena

Sepsa/Kontrole traume Sepsa/Kontrole zdrave
TLR4 rs4986791 UO (95% IP) p UO (95% IP) p
Genotipovi CcC ref. ref.

CT 2,59 (0,98-7,46) 0,099 1,52 (0,51-4,48) 0,561
TT  4,75(0,65-34,84) 0,149 10,11 (0,44-229,66) 0,181}

CT+TT

e 2,92 (0,13-7,57) 0,037 2,02 (0,74-5,53) 0,263*

Aleli T 301131697 0011  246(098-615  0,083*

p - Pirsonov Hi-kvadrat test osim ako nije naznac¢eno drugacije.
*Pirsonov Hi-kvadrat test sa korekcijom po Yates-u.

"Fisher-ov test tagne verovatnoge.

*Fisher-ov test tadnih verovatnoéa sa Haldane-Anscombe korekcijom.

4.2.6. Multivarijantna analiza klini¢kih i geneti¢kih faktora rizika za
nastanak posttraumatske sepse

Nakon bivarijantne analize povezanosti ucestalosti genotipova i alela polimorfizama
gena TNFA (rs1800629 i rs361525), LTA (rs909253), TLR2 (rs3804099, rs4696480 i
rs3804100) i TLR4 (rs4986790 i rs4986791) i nastanka sepse kod pacijenata sa traumom,
uradena je multivarijantna logistiCka regresiona analiza u koju su ukljueni prethodno
identifikovani zna¢ajni geneti¢ki prediktori posttraumatske sepse (TLR4 rs4986791), kao i
prethodno identifikovani statisticki znacajni klinicki faktori rizika (SOFA skor na prijemu,
povreda abdomena, povreda spoljaSnjeg omotaca tela, teska povreda grudnog kosa (AISgrudni
kos > 3), sveukupno teske povrede (ISS > 16), i viSe od 7 dana provedenih na mehanickoj

ventilaciji) (tabela 65).

Heterozigotni genotip (CT + TT) polimorfizma rs4986791 (C/T) TLR4 gena je
predstavljao znacajan faktor rizika za nastanak posttraumatske sepse (UO 5,9, 95%IP 1,5 —

23,0, p = 0,011) i nakon korekcije za navedene klinicke faktore rizika.

Klini¢ki faktori koji su preostali zna¢ajno povezani sa nastankom posttraumatske
sepse nakon ukljucivnja geneti¢kih polimorfizama u model, bili su teska povreda grudnog
kosa (UO 3,29, 95%IP 1,30-8,30, p = 0,012), sveukupno teske povrede prema ISS skoru
ve¢em od 16 (UO 10,50, 95% IP 1,26-87,76, p = 0,030) i viSe od 7 dana na mehanickoj
ventilaciji (UO 22,77, IP 7,99-64,94, p < 0,001).
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Tabela 65. Faktori rizika za nastanak posttraumatske sepse

Varijabla UO (95%IP) P
SOFA skor na prijemu 1,19 (1,00-1,42) 0,054
Hitna operacija abdomena 3,34 (0,98-11,35) 0,054
Povreda spoljasnjeg omotaca tela 1,50 (0,60-3,73) 0,382
AlSgrudni kos > 3 3,29 (1,30-8,30) 0,012
ISS>16 10,50 (1,26-87,76) 0,030
Dani na MV > 7 22,77 (7,99-64,94) < 0,001
TLR4 rs4986791 (CT + TT vs. CC) 5,86 (1,49-23,03) 0,011
HL-GOF X2=4,474;df =8 0,812
AUC (95%IP) 0,924 (0,887-0,961) <0,001

U cilju procene znacajnosti dodavanja genetickih faktora rizika za nastanak sepse u

prediktivni model, pomo¢u DeLong metoda je izvrSeno poredenje povrSina ispod ROC kriva

za dva modela, od kojih je jedan sadrzao samo klinicke faktore rizika a drugi kliniCke 1

genetiCke faktore rizika. Rezultati su prikazani na grafikonu 11. Tako je model koji je sadrzao

samo klinicke faktore rizika za nastanak posttraumatske sepse kod pacijenata pokazao

odli¢nu prediktivnu vrednost u dikriminaciji sepse 1 nesepticnih stanja, $to je pokazano prema

povrsini ispod ROC krive koja je bila ve¢a od 0,90 (AUCkiinicki faktori = 0,913), dodavanje

genetiCkih polimorfizama u model povecalo je povrSinu ispod ROC krive i1 unapredilo

prediktivnu mo¢ modela (AU Ciiinicki+geneticki faktori = 0,924) ali bez statistiCke znaCajnosti (p =

0,253).
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Grafikon 11. Povrsine ispod ROC kriva za modele saci bez genetickih faktora rizika.
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5. DISKUSIJA

Nakon 2700 godina od prvog pominjanja sepse, 40 godina od prvog definisanja
sindroma sepse i vise od 100 neuspelih klinickih studija tre¢e faze, tacni patofizioloski
mehanizmi ukljuceni u nastajanje ovog sindroma nisu dovoljno poznati i jos uvek se traga za
biomarkerima koji bi omogucili diferencijaciju infektivnog od sterilnog zapaljenja (186).
Razlog tome je slozena interakcija inflamacije, koagulacije i fibriniolize u patofiziologiji
sepse, koja ako se ne prepozna na vreme i ne poc¢ne sa adekvatnom terapijom brzo prelazi u
septi¢ni Sok, koji se zavrSava smrtnim ishodom kod ¢ak 40-70% pacijenata (187). Zbog toga
je sepsa proglasena za hitno medicinsko stanje 2011. godine, a 2012. godine doneta je
deklaracija o sprovodenju svetske kampanje u cilju globalnog podizanja svesti 0 sepsi (188).
Da sepsa i danas predstavlja veliku pretnju pokazuje rezolucija o unapredenju prevencije,
dijagnoze i klinickog leCenja sepse koju su Svetska zdravstvena skupstina (engl. World
Health Assembly) i Svetska zdravstvena orgnizacija (SZO) usvojile u maju 2017. godine i na

kojoj je sepsa proglasena za globalni javno-zdravstveni prioritet (189).

Sepsa, koja se Cesto naziva ,,trovanje krvi” i poistovecuje se sa IK, danas se defise kao
zivotno-ugrozavajue stanje sa insuficijencijom organa, uzrokovano neadekvatnim
odgovorom domacina na infekciju. Prisustvo infekcije predstavlja osnovu etiologije sepse i
dijagnostikuje se kada postoji suspektna ili potvrdena infekcija, dok hemokultura predstavlja
zlatni standard u dijagnozi sepse i omogucava primenu adekvatne antimikrobne terapije
(190). Medutim, kod 30% pacijenata izvor infekcije ostaje neustanovljen, a kod ¢ak 50%
pacijenata hemokultura bude negativna (191). S obzirom da primarne infekcije krvi, pored
pneumonija, predstavljaju vodeci izvor infekcije i da su od svih uzroka sepse povezane sa
najve¢im mortalitetom i troSkovima, jedan od ciljeva ove studije bio je procena
epidemioloskih karakteristika IK i sepse kod pacijenata sa traumom. To je obuhvatalo
procenu incidencije, ishoda i uzro¢nika IK i sepse i njihovu antimikrobnu rezistenciju, kao i
to koje su klinicke karakteristike povezane sa nastankom infekcije krvi i sepse, $to je bilo
procenjeno u sveobuhvatnom uzorku od 406 trauma pacijenata le¢enih u JIL i koji su ispunili

uslove za ulazak u studiju.

Adekvatan imunski odgovor neophodan je za odbranu organizma od infektivnih
agenasa u toku sepse, kao i zastitu organa od Stetnih produkata ostec¢enog tkiva i ¢elija nakon
traume. Brojni mehanizmi imunoinflamacije (oslobadanje citokina, aktivacija neutrofila,
monocita, makrofaga i endotelnih ¢elija) kao 1 aktivacija komplementa, sistema koagulacije i

fibrinolize ukljuceni su u odgovor organizma u toku traume i sepse. Urodeni imunski

112



odgovor predstavlja prvu i najbitniju barijeru u identifikovanju i ograni¢avanju infektivnog
procesa. Njega Cine receptori koji prepoznaju infektivne partikule i proinflamatorni i
antinflamatorni citokini koji dalje modulisu imunski odgovor. Ovaj imunski odgovor
podrazumeva istovremenu aktivaciju proinflamatornih i antiinflamatornih procesa, pri ¢emu
prekomerna aktivacija jednog ili drugog dovodi do MODS i smrti ili pak povecane
osetljivosti na infekciju nakon traume kao prvog udarca na imunski sistem. Razlike u
imunskom odgovoru donekle su genetski uslovljene, tj. varijacije u genima koji kodiraju
receptore 1 citokine urodenog imunskog odgovora mogu da uti¢u na njihovu vecu ili manju
produkciju i veéu osetljivost za nastanak infekcije i sepse. Zato je jedan od ciljeva ove studije
bila i procena genetickih faktora rizika za nastanak sepse nakon traume, tj. procena
ucestalosti osam odabranih polimorfizama gena za TNFA, LTA, TLR2 i TLR4 i njihova
asocijacija sa nastankom sepse, kao i doprinos klinickih i genetickih faktora rizika za
nastanak sepse nakon traume. Ovo je procenjeno u skopu ugnjezdene studije sluCajeva i
kontrola, na 228 srednje i tesko povredenih pacijenata kod kojih je bila uzeta krv za geneticku

analizu.

Vecina pacijenata sa traumom leCenih u JIL predstavljaju osobe u kasnim 40im
godinama, muskog pola, sa predominacijom teskih povreda (srednja vrednost ISS skora
19,9). Ovakva uzrasna distribucija, kao i veca zastupljenost muskog pola karakteristike su
koje su potvrdene u velikom broju studija, bez obzira na razvijenost zemlje, ispitivanu
populaciju, 1 koris¢ene metode (prospektivna studija ili studija preseka bazirana na podacima
iz trauma registara). Brojne studije pokazuju da muskarci ¢ine vise od 70% povredenih, da je
prosek godina izmedu 30 i 45 i da je srednji trauma skor 15-20 (8, 17, 192). Interesantno je
da sa sa porastom broja godina razlika u polovima je sve manja, odnosno da je vise Zenskih
osoba povredeno u starijim uzrasnim kategorijama (> 80 godina) (193), $to se moze objasniti
¢injenicom da su kod mladih osoba saobracajne nesrece i povrede na radu dominantni uzrok
povreda (veci broj muskaraca vozaca i fizickih radnika), dok su oba pola podjenako izloZena
padovima u starijoj zivotnoj dobi. Jo$ jedan razlog moze biti i duzi Zivotni vek Zena i Samim

tim ve¢a moguénost povreda u 80tim godinama Zivota.

Vodeéi uzrok povreda u nasoj studiji bile su saobracajne nesrece (56,2%), a zatim
padovi sa visine (18,2%). U dostupnoj literaturi uzroci povreda su razli¢iti, u zavisnosti od
uzrasne kategorije stanovniStva i razvijenosti zemlje. Kod starijih od 65 godina padovi su
njace$¢i mehanizam povrede, kao i povrede u slobodno vreme, dok su kod mladih i osoba

srednjeg zivotnog doba saobracajne nesrece najcesc¢e (193). Slicno je i sa mehanizmima
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fatalnih povreda. Tako, u grupi mladih osoba 15-29 godina, saobra¢ajne nesrece predstavljaju
vodedi uzrok smrti, a samoubistvo drugi po redu uzrok smrti, kod osoba srednje dobi, 30-49
godina, saobracajne nesrece su treci uzrok smrti, a samoubistvo je na petom mestu, dok je
kod starijih od 70 godina pad sa sopstvene visine najées$¢i uzrok povrede. Na globalnom
nivou, jednu Cetvrtinu svih uzroka povreda ¢ine saobracajne nesrece, dok samoubistvo i
fizicko nasilje ¢ine drugu Cetvrtinu svih uzroka. Znajuéi da saobracajne nesrece usmrte 1,2
miliona ljudi godi$nje Sirom sveta, tj. 3242 osobe dnevno, od cega se 90% istih desi u
nerazvijenim zemljama sveta (7), neophodno je poboljSanje preventivnih mera u saobracaju,

vodenih epidemioloskim podacima o traumi.

U nasoj studiji smrtni ishod u grupi trauma bio je 21,9%, §to je slicno kao u
Svajcarskoj, ali znadajno vise nego u Koreji (5,6%) (192, 194). Ovo se moZe objasniti
zastupljenosc¢u starijih pacijenata koji su kod nas ¢inili skoro trec¢inu svih pacijenata (24,1%
starijih od 65 godina). Prema dostupnoj literaturi, godine su izdvojene kao najznacajniji
nezavisni faktor koji determiniSe ishod traume u svim kategorijama trauma skora (192, 195,
196). Razlozi za to su da stariji pacijenti imaju oslabljenu kardio-pulmonalnu rezervu, brojne
komorbiditete, u manjoj meri se upuéuju u ,,level-1” opremljene trauma centre i manje se
podvrgavaju agresivnoj terapiji (197). Jedna velika studija sprovedena u brojnim JIL u
Spaniji pokazala je da iako mlade osobe (< 55 godina) u veéoj meri zadobijaju teZe,
takozvane ,,high-energy” povrede, uzrokovane uglavnom saobra¢ajnim nesre¢ama i koje su
pracene teskim povredama grudnog kosa, abdomena 1 ekstremiteta, ova grupa pacijenata je
imala mortalitet manji od 8%, dok stariji pacijenti (> 75 godina) uglavnom povredeni zbog
lak$ih ,,low-energy” povreda, zadobijenih usled pada sa sopstvene visine ili kao peSaci U
saobracaju, uglavnom rezultiraju teSkim povredama mozga i1 koagulopatijom i1 veéim
procentom smrtnih ishoda (195). U SAD se ocekuje da ¢e do 2030. godine 22% stanovnistva
Ciniti stare osobe, a neke studije su vec¢ objavile znacajan trend porasta povreda medu starijim
osobama (196, 198). Pracenje uzrasne distribucije povredenih je od velikog znacaja, jer se sa
starenjem populacije ocekuje i veci broj starijih pacijenata koji imaju traumu, $to znacajno
otezava leCenje 1 poveéava procenat smrtnih ishoda, s obzirom da ne postoje posebni

protokoli adaptirani za starije pacijente sa traumom.

Dostupnost 1 organizovanost zdravstvene zaStite jedan je od vaznih faktora koji su
povezani sa mortalitetom usled trauma. U Iranu, na primer, najveci broj smrtnih ishoda se
desi pre stizanja u bolnicu, tj. 60% nastane na licu mesta ili u toku transporta pacijenta, mali

broj pacijenata (14%) bude transportovano u bolnice, a samo 10% svih povredenih bude
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reanimirano od strane obucene lekarske sluzbe (13). Nasuprot tome, u zemljama koje imaju
specijalizovane trauma centre prvog nivoa, sa dobro unapredenom trijazom povredenih
pacijenata, smrtni ishod je nizi i uprkos duzoj hospitalizaciji i optereéenosti takvih centara,
odnosno, veéi je broj pacijenta otpustenih sa dobrim ili potpunim oporavkom (199, 200).
Takode je pokazano da socio-ekonomski status pacijenata indirektno utice na mortalitet tako
Sto najveci broj motorciklista ima nizi nivo obrazovanja i nize mese¢ne prihode, a upravo ova
grupa traumatizovanih zadobije najteze povrede u saobracéaju usled ¢esée teske povrede glave

pracene smrtnim ishodom (13, 201).

Kada se posmatraju infektivne komplikacije le¢enja, 27,3% pacijenata u nasoj studiji
je dobilo bar jednu epizodu neke bolni¢ke infekcije (BI). To je u skladu sa ve¢ pomenutim
rezultatima u literaturi da u proseku tre¢ina pacijenata u JIL dobije neku infektivnu
komplikaciju. Medutim, ona moze da se kre¢e od 9,2% ¢ak do 47% (53), u zavisnosti od
tezine traume pacijenata ukljuc¢enih u studiju i metoda nadzora nad Bl (53, 54). S obzirom da
je u naSoj studiji vecina pacijenata bila teSko povredena, ovaj procenat infektivnih
komplikacija odgovara prethodno navedenom. Od svih Bl najée$¢a je bila pneumonija
(43,6%), zatim infekcija krvi (32,5%) pa infekcija mokraénog sistema (15,4%), Sto je takode

u skladu sa ostalim studijama koje su se bavile ovom tematikom.

Kumulativna incidencija IK u naSem istrazivanju bila je 14%, a stopa incidencije
11,8/1000 pacijenata-dana le¢enja. Sli¢no tome, kumulativna incidencija IK u studijama koje
su za primarni ishod imale 1K kod pacijenata sa traumom bila je 15,2% u trauma JIL u SAD
(67), dok su se vrednosti kumulativne incidencije u Indiji kretale od 10,6% u trauma centru
(202), do 21% u trauma-hirurskoj JIL (203). Vecina studija proucavala je ucestalost IK kao
deo svih Bl i dobijeni su razli¢iti rezultati. U SAD, IK je bila tre¢a po redu BI po ucestalosti,
¢ineéi 9,1%-14% svih BI (204, 205), dok je na drugom mestu u Brazilu sa 19% svih Bl (206),
a ¢ak peta u Kanadi, gde ¢ini 5% svih infekcija stecenih u bolnici (55). U Srbiji do sada nije
bilo podataka o incidenciji IK kod pacijenata sa traumom. Medutim, prema rezultatima
studije prevalencije sprovedene 2011. godine u bolnicama Srbije, IK je bila tre¢a po

ucestalosti BI u JIL, posle infekcije operativnog mesta i infekcija mokraénog sistema (207).

Od svih IK u nasem istrazivanju, primarne IK ¢inile su 69,4%, sa stopom incidencije
10,0/1000 CVK-dana, od ¢ega je 21% bilo mikrobioloski potvrdenih IK (I = 3,0/2000 CVK-
dana) i 48,4% IK nepoznatog porekla. Stope IK udruzenih sa vaskularnim kateterom variraju

u zavisnosti od preduzetih mera prevencije, ali i u odnosu na definicije koje se koriste u
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nadzoru nad IK. Tako se stope incidencije ovih infekcija u nerazvijenim zemljama krecu od
1,6 u adultnoj JIL do 44,6 na 1000 CVK-dana u pedijatrijskoj JIL, u zemljama sa smanjenim
resursima (208), dok su u razvijenim zemljama mnogo nize, na primer u Finskoj izmedu 0,4
i 0,9/1000 pacienata-dana lecenja (209). Osim preventivnih mera, incidencija primarnih 1K
zavisi i od primenjenih definicija i karakteristika nadzora. Dok neke studije prijavljuju
CLABSI prema CDC-jevim definicijama, ostale racunaju mikrobioloski potvrdene IK
udruzene sa vaskularnim kateterom (13-CVK/PVK), koje se dijagnostikuju pomocu razli¢itih
kriterijuma. CLABSI je termin koji se koristi u ameri¢kom sistemu nadzora, tj. CDC/NHSN,
i oznacava primarnu IK nastalu kod pacijenta kod kojih je CVK prisutan vise od 48h pre
pojave simptoma i znakova IK, a koja nije povezana sa infekcijom neke druge lokalizacije.
Klju¢no je, da za dijagnozu CLABSI nije potrebno zasejavanje vrha CVK i mikrobioloska
potvrda prouzrokovaca. Za razliku od CLABSI, prema definicijama ECDC-ja, da bi se
postavila dijagnoza infekcije udruzene sa vaskularnim kateterom, ukoliko hemokultura
periferne krvi nije bila pozitivna, potrebno je da je uraden neki od mikrobioloskih testova,
odnosno da je mikroorganizam potvrden semi-kvantitativnom ili kvantitativnom metodom
zasejavanja vrha CVK (kod lokalnih ili sistemskih infekcija udruZzenih sa vaskularnim
kateterom). Ukoliko se radi o infekcijama krvi udruzenih sa CVK, potrebno je da je, pored
pozitivne hemokulture, isti mikroorganizam potvrden semi-kvantitativnom ili kvantitativnom
metodom u kulturi CVK, ili da je broj istog mikroorganizma 5 puta veci iz krvi uzete iz CVK
nego iz periferne vene, ili da postoji diferencijalno vreme pozitivnosti, odnosno da je krv iz
CVK postala pozitivna pre krvi iz periferne vene. Posledi¢no, incidencija IK udruzenih sa
vaskularnim kateterima moze biti precenjena ili podcenjena ako se uzimaju u obzir samo prve
ili druge definicije IK (210). To moze biti slu¢aj i u naSoj studiji ako se posmatraju iskljucivo
primarne 1K ili I3-CVK/PVK. U naSoj studiji je samo jedna tre¢ina svih IK bila
mikrobioloski potvrdena IK povezana sa VK, dok je 95,3% svih pacijenata sa IK bilo
izlozeno VK duze od dva dana pre znakova IK i one bi po americkim definicijama bile
CLABSI. Bez obzira na definiciju koja se koristila, velika vefina primarnih IK nad
sekundarnim IK (69,4%, naspram 30,6%) ukazuje da je vec¢ina ovih infekcija verovatno
povezana sa upotrebom VK i da bi uz adekvatnije pridrzavanje preventivnih mera veliki broj

IK moglo biti spreceno.

U naSem istrazivanju, predominantni patogeni izolovani iz wuzoraka Krvi
traumatizovanih pacijenata sa IK bili su Gram-negativni bacili iz roda Acinetobacter spp.,

Pseudomonas spp. i Klebsiella spp, dok je Gram-pozitvnih bakterija bilo svega 20,8%
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pozitivnih uzoraka krvi. Ovakva zastupljenost uzro¢nika bila je sli¢na i za primarne i za
sekundarne IK. Kada su u pitanju traumatizovani pacijenti, veca zastupljenost Gram-
negativnih bakterija bila je primeéena jedino u studiji u Indiji gde su Acinetobacter spp. i
Klebsiella spp. bili najces¢i patogeni (202), dok su u studijama u SAD, Kanadi i Brazilu
dominirale Gram-pozitivne bakterije KoNS i S. aureus (67, 206). Sli¢no je pokazano i u
prethodnim studijama u Srbiji (209). Prema studiji sprovedenoj 2005. godine u Vojno
medicinskoj akademiji, u medicinskoj kombinovanoj i medicinsko-hirurskoj JIL, u kojoj je
treCina pacijenata bila traumatizovana, Gram-pozitivni mikroorganizmi su bili ¢e$¢i od

Gram-negativnih, tj. KNS i S. aureus su bili vodec¢i uzro¢nici IK (211), $to je suprotno nasoj

vvvvv

Multirezistencija (MDR), prosirena rezistencija (XDR) ili panrezistencija (PDR)
uzro¢nika IK od posebnog su znac¢aja za ishod leCenja kriticno obolelih pacijenata u JIL.
Naime, JIL spadaju u odeljenja ,,viskog rizika” kad su u pitanju Bl, ne samo zbog visoke
incidencije infekcija u odnosu na ostala odeljenja, ve¢ i zbog najvece zastupljenosti MDR,
XDR pa cak 1 PDR sojeva bakterija. Prema EUROBACT studiji sprovednoj u 162 odeljenja
intenzivne nege u 24 zemlje, ¢ak dve tre¢ine bakterijemija steGenih u JIL je bilo uzrokovano
MDR ili XDR sojevima. S obzirom da je multirezistencija postala ¢es¢a kod Gram-
negativnih sojeva bakterija (Acinetobacter spp, Pseudomonas spp, Enterobacteriaceae itd.)
(212), koji su ¢es¢i u JIL zbog brojnih urodenih mehanizama rezistencije na antibiotike i
dezificijense i sposobnosti opstanka u nepovoljnim sredinama kroz formiranje biofilma, ne
zacuduje velika zastupljenost visoko rezistentnih sojeva upravo u JIL. Najverovatniji razlog
velike rasprostranjenosti mutirezistentnin  Gram-negativnin bakterija kod nas jeste
neracionalna upotreba antibiotika, nedostatak opstih i patogen-specificnih mera prevencije,
kao i mali odnos broja medicinskih sestara i pacijenata (engl. nurse-to-patient ratio). Ovo je
od posebnog znacaja u JIL u kojoj poveéana uporeba invazivnih procedura omogucava
odrzavanje ovih bakterija, ali i prekomerna upotreba antibiotika u leCenju ovakvih infekcija

omogucava selekciju (engl. selective pressure) i Sirenje multirezistentnih klonova.

Rezistencija na lekove poslednjeg izbora u terapiji infekcije uzrokovane odredenom
bakterijom obi¢no sugeriSe na multi- ili pan-rezistentnost bakterije, te se ovakvi sojevi
bakterija (MRSA, VRE, karbapenem-rezistentne Enterobacetriaceae itd.) uzimaju kao
markeri rezistencije uzro¢nika i njihova zastupljenost ukazuje na stepen rasprostranjenosti
rezistentnih klonova u nekoj bolnici i mogucnost oslanjanja u terapiji na te antibiotike. Kada

smo analizirali markere rezistencije uzro¢nika IK u nasoj studiji, pronasli smo zabrinjavajuce
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visok procenat Enterobacteriaceae koje su bile rezistentne na cefalosporine tre¢e generacije
(100%) i na karbapeneme (66,7%-85,7%), a takode i visok procenat sojeva Pseudomonas
spp. 1 Acinetobacter spp. rezistentnih na karbapeneme (87,5% i 95,8% rezistentnih sojeva).
Veoma sli¢ni rezultati primeceni su i na nivou Klini¢kog centra Srbije (213) i u centralnoj
Srbiji, prema izvestaju CEASAR-a (engl. Central Asian and Eastern European Surveillance
of Antimicrobial Resistance) za 2016. godinu (214). Nasuprot tome, Nacionalna mreza za
bezbednost u zdravstvenoj zastiti (engl. National Healthcare Safety Network-NHSN) u SAD i
Internacionalni konzorcijum za kontrolu nad bolnickim infekcijama (engl. International
Nosocomial Infection Control Consortiu-NNIC) (215, 216), kao i razvijene zemlje Evropske
mreze za antimikrobnu rezistenciju (engl. European Antimicrobial Resistance Surveillance
Network-EARS-Net) prijavile su znatno manje stope uzroc¢nika rezistentnih na odabrane
lekove poslednjeg izbora (217). Prema nasem saznanju, u dostupnoj literaturi nema studija o
IK kod pacijenata sa traumom u Srbiji, niti u zemljama u region. Ipak, prema izvestajima
CEASAR-a za 2016. godinu, stope rezistencije na vazne antibiotike u nasoj studiji, sli¢ne su

stopama zemalja jugoisto¢ne Evrope (214).

Kada se posmatraju manje opservacione studije sprovedene u populaciji tesko
povredenih pacijenata, od 7 studija koje su proucavale IK kod trauma, samo jedna studija u
Indiji je prikazala rezistenciju uzro¢nika IK (202). Sli¢na zastupljenost sojeva S. sureus i
KNS na meticilin, kao i Pseudomonas spp. i Acinetobacter spp. na karbapeneme je uocena
izmedu ovih studija, ali je rezistencija sojeva Enterococci na vankomicin i Enterobaceriaceae
na cefalosporine tre¢e generacije i1 karbapeneme bila visa u naSoj sudiji, u poredenju sa
studijom sprovedenoj u Indiji. Ovi rezultati su veoma vazni na lokalnom nivou jer izbor
empirijske terapije zavisi od poznavanja distribucije i rezistencije patogena, §to je moguce
kroz stalno izvestavanje klini¢ara o rezultatima nadzora, $to se u studijama pokazalo kao
veoma efikasno u snizavanju stopa BI (218). Znacaj ovih rezultata na nacionalnom nivou
takode postoji jer ukazuju na neophodnost §to brze implemetnacije mera za adekvatnu
upotrebu antibiotika kao 1 opstih 1 patogen-specificnih mera za prekid transmisije

multirezistentnih klonova Gram-negativnih bakterija u JIL.

U prakticnom radu, a i prema preporukama vodic¢a ,,Sepsis Surviving” kampanje
(engl. Surviving Sepsis Campaign: International Guidelines for Management of Sepsis and
Septic Shock), klinicari se u ranoj dijagnozi sepse i IK uglavnom oslanjaju na rezultate
hemoculture, koja omoguc¢ava potvrdu infektivnog naspram neinfektivnog inflamatornog

odgovora i optimizaciju empirijske terapije. Ipak, rezultati hemokulture, ¢ak i kad su
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zatrazeni na vreme, ¢ekaju se i do 48h, dok za svaki sat odlaganja adekvante antimikrobne
terapije Sansa za mortalitet raste za 10% (116). Zbog toga se u isto vreme traga za
karakteristikama pacijenata ili povreda koji se mogu lako ustanoviti na prijemu, a koji mogu
biti prediktori nastanka IK i sepse u daljem toku lecenja, §to bi pomoglo u selekciji pacijenta

koji su u veéem riziku za nastanak ovih komplikacija.

Faktori koji su se u naSem istrazivanju izdvojili kao nezavisni prediktori IK bili su:
nivo laktata > 2 mmol/L, vis$i SOFA skor, primenjena mehanicka ventilacija i prisustvo CVK
duze od 7 dana. Ovakvi rezultati su u skladu sa rezultatima brojnih drugih studija koje su
pokazale da su skorovi tezine bolesti na prijemu, kao 1 produzeno trajanje MV 1 CVK faktori

rizika za nastanak IK kod kriticno obolelih pacijenata (55, 203, 206).

Laktat je Siroko prihvacen marker hipoperfuzije tkiva i njegova dijagnosticka vrednost
u stratifikaciji rizika za nastanak smrtnog ishoda u raznim sub-populacijama kriti¢no obolelih
pacijenata bila je predmet istrazivanja brojnih studija (219, 220). Ipak, ove studije su se
uglavnom fokusirale na sve pacijente u JIL koji ve¢ imaju suspektnu ili potvrdenu sepsu ili
Septi¢ni Sok i uglavnom su proucavale mortalitet kao ishod. Samo nekoliko studija je
analiziralo laktat u predikciji infekcije. U studiji Ljungstrom i saradnika, koja je za cilj imala
procenu prediktivne sposobnosti laktata u dijagnozi bakterijemije u Svedskoj, pokazano je da
je nivo laktata bio znacajno visi kod pacijenata sa bakterijemijom u poredenju sa pacijentima
bez infekcije (2,10 mmol/L, naspram 1,66 mmol/L) i da je laktat podjednako dobar u
predikciji bakterijemije kao pojedina¢ni marker, ali i u kombinaciji sa ostalim biomarkerima
(221). Nasuprot tome, Lin i saradnici su pokazali da nivo laktatata od 19,9 mg/dL (2 mmol/L)
ima neznatno bolju dijagnosti¢ku preciznost u predikciji Gram-pozitivne bakterijemije nego
prokalcitonin (AUC 0,66 naspram 0,61), ali nizu preciznost u predikciji Gram-negativne
bakterijemije (AUC 0,71 vs. 0,79) i sveukupno pozitivne hemokulture (AUC 0,69 naspram
0,72) (222). U nasoj analizi prediktora IK, nakon korigovanja logistickog modela za varijable
koje nisu bile znacajne u univarijantnoj analizi ali mogu imati znacajan klinicki uticaj na
nastanak IK, a to su karakteristike pacijnata (pol i godine), tezina traume, hemoragijski ok i
teska povreda glave, laktat vise nije bio statisti¢ki znacajan prediktor IK. Ovo moze da ukaze
na to da je laktat samo pridruzeni faktor koji oslikava tezinu stanja pacijenta na prijemu sto
predstavlja indikaciju za plasiranje CVK koji je inace faktor koji je najjace povezan sa

nastankom IK.
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Kao $to je veé¢ ustanovljeno u literaturi, IK znacajno doprinose povecanom
mortalitetu, duzini leenja i troSkovima lecenja kriticno obolelih pacijenata u JIL (223, 224).
Sto se povredenih pacijenata ti¢e, kod onih koji dobiju sepsu mortalitet iznosi 21,2% u SAD i
75% u Indiji (202, 224). U nasoj kohorti traumatizovanih pacijenata, mortalitet pacijenata sa
IK iznosio je 45,6%, sto je 8,7 puta viSe nego mortalitet pacijenata bez 1K (18,1%). Osim
toga, sepsa i duzina boravka u JIL bili su 2,5 i 2,6 puta ve¢i kod pacijenata sa IK. Znacajno je
napomenuti da je u nasoj studiji 66,7% svih IK bilo povezano sa sepsom, pa 0staje nejasno na
koji nacin je IK povezana sa ovim bitnim ishodima, da li kao faktor koji dovodi do
nepovoljnog ishoda ili marker tezine stanja pacijenta koje vodi u sepsu, organsku disfunkciju
i smrt. Ipak, pokazano je da je primarna IK povezana sa ve¢im mortalitetom u poredenju sa
abdominalnim i pulmonalnim izvorima sepse (73), §to zajedno sa naSim rezultatima

naglaSava znacaj prevencije IK kod kriti€éno povredenih pacijenata.

Do sada je objavljen veliki broj studija o epidemiologiji sepse, ali rezultati su krajnje
heterogeni. Razlozi za to su, osim izvora podataka o sepsi (klinicki ili administrativni
podaci), i razliCite definicije koje su se koristile (neki prijavljuju septikemiju, neki tesku
sepsu sa organskom disfunkcijom) (225). Vecina ovih studija je koristila takozvani ,,claims-
based” nacin nadzora nad sepsom (administrativne podatke bolnica i to uglavnhom ICD-9
kodove koji ukljuc¢uju dijagnoze od bakterijemije do diseminovane gljiviéne infekcije), a ne
klinicke podatke. Iako su validacione studije pokazale da ovakav nacin pradenja stopa
incidencije i mortaliteta sepse ima veliku senzitivnost, prospektivne studije koje su usledile i
koje su koristile klinicke podatke su to opovrgle. Velika nacionalha studija sprovedena u
Americi u periodu 2009-2014. godine, koja je obuhvatila 7.801.624 pacijenta i koja je
obradivala klinicke podatke, pokazala je da su stope incidencije, mortaliteta i ishodi sepse
stabilni u ovom periodu (226). Kod klini¢kih studija takode postoje ograniCenja pri
ekstrapolaciji ili generalizovanju tih vrednosti. Pomoc¢u studija prevalencije moze da se
sagleda ucestalost sepse. Ukoliko je duzina prezivljavanja nakon sepse i teSke sepse
povecana, tada ¢e prevalencija biti visoka, ¢ak i kada se incidencija smanjuje. Ako se koriste
prospektivne kohortne studije, u njima se uglavnom prate samo pacijenti u JIL, medutim, nisu
svi pacijenti sa sepsom smesteni u JIL, jer to zavisi od dostupnosti kreveta, od ,,end-of-life
support” strategije i brojnih kulturalnih i ekonomskih faktora, pa tako ta stopa obi¢no
potcenjuje stvarnu stopu incidencije sepse. Stopa incidencije sepse procenjena prospektivnim
kohortnim studijama predstavlja stopu ,lecene” sepse i ne oslikava stvarno opterecenje

zdravstvenog sistema ovim sindromom (227). Tako su Gaieski i saradnici pokazali da je,
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kori§¢enjem razli¢itih metoda, stopa incidencije sepse 3,5 puta veca ili manja (228). Sli¢no je
pokazano i u Svedskoj populacionoj studiji (228). Razlozi za trend povecanja incidencije
sepse su i starenje populacije, sve veca virulencija bakterija i rezistencija na antimikrobne
agense, kao i veci broj postavljanja dijagnoze sepse kao rezultat kampanja za podizanje svesti

0 Sepsi.

Znacaj primarnih 1K kao uzroka sepse najbolje se ogleda u odnosu na ishod lecenja.
Naime, pacijenti kod kojih je sepsa pracena IK imaju, prema literatuti, losiji ishod u odnosu
na sepsu uzrokovanu pneumonijom ili abdominalnom infekcijom. Mansur i Laupland su
nedavno pokazali da je sepsa uzrokovana infekcijom krvi pra¢ena najve¢im mortalitetom i
nakon 90 dana, pa ¢ak i nakon godinu dana od otpusta. To pokazuje da se pacijenti sa sepsom
povezanom sa IK i nakon otpusta iz JIL suoCavaju sa povecanim rizikom za komplikacije, pa
i smrtni ishod (73, 74). Nasuprot ovome, Zahar i saradnici su pokazali da, iako su u
univarijantnoj analizi i primarne i sekundarne infekcije krvi bile ¢esé¢e kod umrlih nego kod
prezivelih, nakon korekcije za tezinu bolesti i ostale parametre od znacaja, ni lokalizacija ni
uzroénik nisu bili povezani sa rizikom od smrtnog ishoda kod teSke sepse (229). Isto su
pokazali i Laupland i sradnici, koji su u studiji sprovedenoj u multidisciplinarnoj JIL zapazili
da je mortalitet vis$i kod SIRS-a udruZenog sa bakterijemijom, nego kod SIRSa bez
bakterijemije u univarijantnoj analizi, ali IK se nije pokazao kao nezavisan faktor rizika za
nastanak smrtnog ishoda kod pacijenata sa sepsom (230). Sistematski pregled literature Kkoji
je obuhvatio 510 studija i 55.854 infekcija je pokazao da infekcije krvi povezane sa CVK,
odnosno primarne infekcije krvi, imaju generalno mali rizik od smrtnog ishoda. Ali ipak
mortalitet zavisi od uzroé¢nika infekcije (231). Rezultati nase studije su sli¢ni, tj. pacijenti koji
su imali IK i sepsu imali su bolje prezivljavanje, $to se moZe objasniti ¢injenicom da je za
dijagnozu IK potrebna mikrobiolska potvrda i da su sepse uzrokovane primarnim IK zapravo
sepse kod kojih je hemokultura bila pozitivna, uzro¢nik infekcije poznat a terapija

prilagodena uzro¢niku.

Ipak, oko 30% svih septi¢nih ishoda prode bez utvrdene infekcije, a ¢ak 50% bez
pozitivne hemokulture. Prva velika klini¢ka studija o SIRS-u i sepsi je pokazala da je u manje
od polovine epizoda sepse mikrobioloski nepotvrden uzro¢nik i da to varira od 42% kod
pacijenata sa dva od Cetiri kriterijuma za SIRS do 57% kod pacijenata sa septi¢nim Sokom
(232). U velikoj internacionalnoj studiji, Alberti i saradnici su pokazali da samo 26,2%
pacijenata sa sepsom ima mikrobioloski dokumentovanu infekciju (70). Sa druge strane,

studija sprovedena u Spaniji 2002. godine je pokazala da vise od polovine (64,5%) epizoda
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sepse jeste mikrobioloski potvrdeno (233). U retrospektivnoj studiji iz 2016. godine, kod
samo 30% pacijenata sa sepsom je zasejana hemokultura bila pozitivna (234). Ovo je od
znacaja ne samo sa klinicke tacke glediSta zbog zapocinjanja adekvatne terapije, ve¢ i sa
nauc¢ne tacke, jer neke studije kao kriterijum za dijagnozu sepse Kkoriste pozitivnu

hemokulturu, $to dovodi do pristrasnosti izbora.

Istrazivanja 0 faktorima rizika za nastanak posttraumatske sepse u literaturi su
prisutna tek od nedavno i ukazuju na kontroverznost rezultata i nedovoljnu istrazenost ove
oblasti. Kisat i saradnici su 2013. godine naveli stanje hipotenzije na prijemu kao nezavisan
faktor rizika za nastanak sepse, sto takode kasnije nije bilo potvrdeno (235). Sli¢no je i sa
GKS, prijemom u JIL, i upotrebom kristaloida i kolida prilikom reanimacije. Treba istaci da
su navedena istrazivanja uglavnom bazirana na podacima iz nacionalnih registara za povrede,
te i pored prednosti velikog uzorka i dobro definisanim podacima o samoj traumi imaju dosta
nedostataka, koji ukljuc¢uju heterogenost ispitanika zbog uklju¢ivanja pacijenata sa razli¢itim
tezinama povreda, izostanak podataka o prisustvu komorbiditeta kao faktora rizika i

nemogucénost procene tezine stanja pacijenta na prijemu.

Uprkos navedenim kontroverznim rezultatima pomenutih studija, sve su pokazale da
su muski pol, stariji uzrast, vrsta i opseznost povreda znacajni prediktori za nastanak sepse
nakon teSke traume. Thornhill i saradnici su, na osnovu rezultata sistematskog pregleda
literature, sve faktore rizika podelio u tri grupe: faktori povezani sa povredom, faktori
odbrane domacina i faktori koji se odnose na klini¢ki odgovor na terapiju (97). Prema ovom
sistematskom pregledu, opekotine i penetrantne povrede nose veci rizik za nastanak sepse,
zbog velike povrsine koze kontaminirane bakterijama, kao i zbog povrede Supljih viscelarnih
organa. Kod tupe traume, rizik za komplikovanje sepsom zavisi od obima povrede (engl.
trauma load), intervencija primenjenih za saniranje povreda (npr. splenektomija) i od toga da
li je doslo do rupture ili devaskularizacije Supljih abdominlnih organa. Povreda Supljih
viscelarnih organa (engl. hollow viscus injury) je retka kod tupih abdomainalnih povreda (4-
15%) koje su uglavnom pracene povredama solidnih viscelarnih organa, ali su zbog
diseminacije bakterija iz digestivnog takta i dugog perioda izmedu povrede i dijagnoze
povezane sa veéim rizikom za nastanak infekcije i sepse (236, 237). Od faktora povezanih sa
karkateristikama domacina, uzrast, muski pol, prisustvo komorbiditeta i imunski odgovor
predstavljaju glavne faktore rizika. Stepen imunskog odgovora na traumu i infekciju zavisi od
Lrauma load”-a i od genetickih faktora. Kada su u pitanju faktori povezani sa primenjenim

terapijskim merama, do sada je opisana povezanost primene transfuzije krvi i eritrocita,
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primene kristaloida i koloida i splenektomije sa nastankom sepse nakon traume. Medutim,
imunomodulatorni efekat transfuzije krvi i dalje nije u potpunosti potvrden. Tako su
Wafaisade i saradnici u multicentricnoj studiji o posttraumatskoj sepsi sprovedenoj 2011.
godine u Nemackoj, u grupi pacijenata sa multiplom traumom identifikovali masivnu
transfuziju eritrocita kao nezavisan faktor rizika za nastanak posttraumatske sepse, Sto nije
potvrdeno u drugim studijama (103). Pokazana je veca ucestalost infekcija kod osoba koje su
primile transfuziju krvi, dok uticaj sveze smrznute plazme nije dovoljno proucen (97, 238). In
vitro studija iz 2000. godine je pokazala da i kristaloidi i koloidi izazivaju dozno-zavisnu
aktivaciju polimorfonukleara sto je praceno povecanom proizvodnjom reaktivnih vrsta
kiseonika odnosno slobodnih radikala i povrsinsku ekspresiju CD18 limfocita (239), sto ipak

nije potvrdeno u humanim istrazivanjima.

Nekoliko godina u nazad veliki znacaj se daje i genetskim varijacijama kao vaznom
faktoru rizika za nastanak sepse nakon traume, jer se smatra da one uticu na stepen imunskog
odgovora u toku traume i/ili infekcije. Naime, danas se smatra da postoje velike
interindividualne varijacije u produkciji citokina koje su posledica varijacija u alelima
kodiraju¢ih delova gena za citokine. Ove genske varijacije se nazivaju pojedinacni
polimorfizmi nuklotida (PPN) i u brojnim studijama je pokazano da igraju vaznu ulogu u
nastanku virusne, bakterijske i gljivicne infekcije, kao i infekcije izazvane parazitima (240).
Osim toga, PPN se danas smartaju znacajnim geneti¢kim faktorom rizika za poveéanu

osetljivost za nastanak sepse nakon traume i potencijalnom metom imunoterapije.

Od 8 analiziranih polimofizama, nasa studija je pokazala da su dva PPN povezana sa
ve¢im rizikom za nastanak posttraumatske sepse. To su rs1800629 gena za TNFa 1 rs
4986791 gena za TLR4. Medutim, za rs361525 TNFA, rs909253 LTA, rs3804099,
rs4696480 i rs3804100 TLR2 gena i rs4986790 TLR4 gena, nije uoéena znacajna povezanost.
A alel rs1800629 TNFA gena znacajno je ¢e$¢i kod pacijenata sa posttraumatskom sepsom
nego kod zdravih kontrola. T alel i CT+TT genotip rs4986791 (1196C/T) TLR4 gena su bili
znacajno Ce$¢i kod pacijenata sa posttraumatskom sepsom nego kod traumatizovanih
pacijenata bez sepse, dok je T alel bio znaCajno ceS¢i kod pacijenata sa posttraumatskom
sepsom nego kod zdravih kontrola. PPN rs 4986791 gena za TLR4 bio je znacajan, kako u
univarijantnoj geneti¢koj analizi tako 1 u multivarijantnoj logistickoj regresiji, tj. korigovano
za klini¢ke faktore rizika, tezinu traume, tesku povredu grudnog kosa i dane provedene na

mehanickoj ventilaciji. Osim toga, iako ne statisti¢ki znacajno, dodavanje ovog genetickog
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fakora rizika u prediktivni model unapredilo je diskriminativhu mo¢ modela u razlikovanju
sepse od SIRS-a kao sterilne inflamacije nakon traume.

Povezanost varijacija gena TNFa i nastanka infekcije i/ili sepse bila je predmet
proucavanja brojnih studija u populaciji kriticno obolelih pacijenata le¢enih u JIL. Medutim
rezultati dobijeni u ovako heterogenoj populaciji pacijenata koji imaju brojne komorbiditete,
ili su na prijemu imali sepsu kao posledicu vanbolnicki stec¢ene infekcije, su krajnje oprecni.
Nasuprot tome, u grupi pacijenata koji su u JIL primljeni zbog traume oc¢ekuje se manji broj
pridruzenih bolesti, kao i odsustvo infekcije na prijemu koji bi mogli da uti¢u na asocijaciju
polimorfizama i infektivnog ishoda. Kada se ove studije ogranice na one sprovedene u trauma
JIL-u, u vecini studija je ustanovljeno da je prisustvo A alela povezano sa povec¢anim rizikom
za nastanak posttraumatske sepse. Najja¢u povezanost su pronasli O 'Kefe i saradnici (UO 4,6
koji je ostao znacajan i nakon korekcije za Kklini¢ke faktore rizika), sto ukazuje na to da je
prisustvo A alela povezano sa Cetvorostruko ve¢im rizikom od nastanaka sepse (241). Ova
povezanost medutim nije potvrdena u ponovljenoj studiji koja je sprovedena na veéem
uzorku pacijenata sa traumom (173). Podaci koji takode idu u prilog pozitivnoj povezanosti
TNFA -308 i sepse jesu i razultati studije Menges i saradnika kojima je potvrdena povezanost
TNFA -308 A alela i veceg rizika za nastanak sepse, kao i smrtnog ishoda nakon traume kako
u originalnom tako i u validacionom setu podataka (242). Studije sprovedene van Evrope i u
Americi takode su potvrdile ovu vrstu povezanosti. U kineskoj populaciji je pokazano
postojanje pozitivne povezanosti TNFA -308G/A i rizika za nastanak sepse kroz dominantni
geneti¢ki model, odnosno nosioci A alela su imali 1,7 puta veci rizik od nastanka sepse (243).
Studija u trauma centru u Indiji je pokazala da su nosioci GA i GG genotipa (recesivni
model) imali manji rizik od nastanka sepse (UO 0,08 i 4,47) (243). Nasuprot tome, nekoliko
studija nije uspelo da potvrdi ovu asocijaciju. Majestak je 2002. god. pokazao da nema
povezanosti ovog PPN ni sa nastankom sepse ni sa produkcijom citokina (244). U studiji
McDaniel i saradnika takode nije uo¢ena znacajna povezanost TNFa -308 polimorfizma i
nastanka sepse, ni u grupi belaca, kao ni u grupi Afro-Amerikanaca (172).

U nasoj studiji sprovedenoj u grupi pacijenata sa teskom traumom, ni GA ni GG
genotip nisu bili statisticki povezani sa nastankom sepse, iako su pacijenti sa ovim
genotipovima imali ve¢u $ansu za nastanak iste u toku leCenja u JIL. Medutim, kada su
uporedeni aleli, nosioci A alela su imali znacajno veci rizik od dobijanja sepse u odnosu na
zdrave kontrole (UO 2,1 p=0,047), ali ne i u odnosu na traumatizovane pacijente bez sepse.
Jedan od razloga za izostanak znacajne asocijacije sepse u odnosu na kontrole iz bolnice

moze biti to da ovaj PPN nije bio u HW ravnotezi u grupi pacijenata, a jeste u grupi zdravih
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kontola i da je zbog selekcije tesko povredenih pacijenata ova znacajnost izostala. Osim toga,
poznato je da je homozigot A alela -308 polimorfizma redak u populaciji (svega 5% osoba
bele rase) i u brojnim studijama ni jedan od pacijenata nije imao ovaj genotip. U na$oj studiji
je ¢ak 6,8% pacijenata sa sepsom, 5,4% kontrola, a samo 0,99% zdravih kontrola imalo AA
genotip ovog polimorfizma. lako je zbog male zastupljenosti homozigota tesko ustanoviti
povezanost, ona ipak postoji kada su u pitanju zdrave kontrole.

Sto se ti¢e polimorfizma rs361525 TNFA gena na poziciji -238 koji kao posledicu
ima prelazak G alela u znatno redi A alel, samo dve studije su do sada analizirale povezanost
ovog polimorfizma sa nastankom sepse u populaciji osoba sa traumom. Gupta i saradnici su u
kohorti traumatizovanih pacijenata u Indiji pokazali da su nosioci A alela na poziciji -238
imali znacajno veci rizik od dobijanja sepse (245). Nasuptor tome, O’Kefe i saradnici nisu
pronasli povezanost ovog polimorfizma sa nastankom sepse niti sa mortalitetom usled sepse u
kohorti od 152 tesko povedena pacijenta (241).

U nadi da ¢e se na ovaj nacin uociti funkcionalni efekat TNF polimorfizama, u
istrazivanjima su ovi povezivani polimorfizmi sa stepenom transkripcije gena i produkcijom
TNFA i TNFB, ali rezultati i ovih studija su dosta kontradiktorni. McDaniel i saradnici su
pokazali povezanost TNFA polimorfizma i produkcije TNFA, iako nije uocena statisticka
znacajnost u povezanosti sa nastankom sepse (172). Kada su u pitanju ovakve studije moguce
je da pristrasnost izbora uti¢e na vezu izmedu nivoa citokina i odredenog polimorfizma.

Za razliku od TNFA, povezanost polimofizma rs909253 (252G>A) gena za LTA,
prethodno poznatog kao TNF-b/NcO1, i posttraumatske sepse proucavana je samo u nekoliko
studija, od kojih je u studijama Hildebrand-a i saradnika i Duan-a i saradnika, kao i u nasoj,
nije nadena znacajna povezanost u populaciji traumtizovanih pacijenata (246, 247). Medutim,
Majetschak i saradnici su pronasli da je teSka sepsa znacajno ¢e$¢a u grupi pacijenata koji su
homozigoti za A alel (poznat i kao TNFB2 alel), sto su potvrdili tri godine kasnije u jo$
jednoj studiji (248). Oni su ovaj put uodili i povezanost teske sepse i prisustva G alela
(TNFB1). Menges i saradnici su takode u dva nezavisna uzorka potvrdili povrzanost G alela
ovog PPN i nastanka sepse (242).

Prvu i glavnu liniju odbrane od infektivnih agenasa iniciraju i upravljaju TLR
receptori, od kojih su TLR2 i1 TLR4 najznacajniji za prepoznavanje najveceg broja
infektivnih partikula Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija kao i parazita, virusa i
gljivica. Dok je TLR4 receptor zaduzen uglavnom za partikule gram-negativnih bakterija,

TLR2 receptor moZe da prepozna spektar partikula raznih uzro¢nika, kako gram pozitivnih
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ali i gram negativnih. Ipak, za TLR2 se smatra da su klju¢ni u odbrani od Gram-pozitivnih
bakterija, mikobakterija, spiroheta i gljivica (249).

Od 100 i nesto otkriventh PPN u TLR2 genu, samo 17 se nalazi na tre¢em
kodiraju¢em egzonu. Odabrana tri PPN su bila predmet nase studije, ali ni jedan nije bio
znacajno povezan sa sepsom. Chen i saradnici su pokazali da je CC genotip polimorfizma
T>C (rs3804099) bio znacajno povezan sa veé¢im rizikom za nastanak sepse i MODS-a nego
TT i TC genotip (250), dok Bronkhorst i saradnici nisu detektovali znacajnu povezanost ovog
PPN i sepse i mortaliteta u grupi od 219 trauma pacijenta (251). Sto se rs4696480 T>A
polimorfizma tiCe, isti autor je pokazao znacajnu povezanost TA genotipa ovog PPN i Gram-
pozitivne sepse i SIRS-a (251). U nasoj studiji bilo je mnogo vise Gram-negativnih sepsi.
Moguce je da bi stratifikacija prema tipu patogena pokazala drugacije rezultate.

Polimorfizam +1350 (T>C) TLR2 gena nije prouc¢avan u populaciji traumatizovanih
pacijenata do sada, ni u svetu ni kod nas. U nasoj studiji ovaj polimorfizam nije bio znacajno
povezan sa posttraumatskom sepsom. Neophodno je da se sprovedu studije sa ve¢im brojem
pacijenata da bi se ovaj PPN bolje proucio.

Kao i nekoliko studija pre ove, rezultati nase studije ukazuju na znacaj ali i
ograni¢enja studija geneticke analize u proceni povezanosti varijacija gena 1 nastanka sepse,
kao jedne od najces¢ih komplikacija traume. Naime, nije uofena povezanost za vecinu
polimorfizama analiziranih gena koji se smatraju klju¢nim u modulaciji imunskog odgovora i
ishoda posttraumatske sepse. Mogucéi razlozi za nepostojanje statisticki znacajne povezanosti
polimorfizama 1 sepse ukljucuju mali uzorak i posledicnom moguénos¢éu greske II tipa,
stratifikaciju populacije (razlike u distibuciji alela posmatranog gena u populaciji u odnosu na
rasu, pol itd.) ili da povezanost pojedinih PPN i kompleksne bolesti kao sto je sepsa zaista ne
postoji. Malo je verovatno da kompleksan sindrom kao sto je sepsa moze da bude posledica
jednog polimorfizma zbog velikog broja imunoinflamatornin gena uklju¢enih u proces
imunoinflamacije kao i velike polimorfnosti genoma. Wei Gu i saradnici su pokazali da osam
polimorfizama gena za citokine (IL-1b/-1470, IL-1b/-511, IL-1b/-31, 1L-4/-589, IL-6/-572,
IL-8/-251, IL-10/-819, i TNFa/-308) kada se posmatraju zajedno povecavaju rizik za
nastanak sepse u kohorti tesko povredenih pacijenata u JIL-u, dok u multivarijantnoj analizi
ne doprinose svi nastanku sepse. Osim toga, nosioci ¢etiri i vise od navedenih takozvanih
,hyperresponsive” alela povecava Sansu za nastanak sepse za 50% u poredenju sa pacijentima
koji su nosioci manje od Cetiri od ovih rizi¢nih alela (252).

Najveca prednost nase studije predstavlja sveobuhvatni pristup proceni faktora rizika

za nastanak posttraumatske sepse, Sto je bilo omoguceno ukljucuvanjem epidemioloskih,
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klini¢kih i genetickih karakteristika pacijenata u finalnu regresionu analizu. Procenjeni su
nezavisni faktori rizika za nastanak sepse nakon traume, a takode je pokazano da dodavanje u
model genskih polimorfizama koji su bili znacajno povezani sa nastankom sepse (TLR4
rs4986791), unapreduje njegovu prediktivnu mo¢. Slicnu analizu su do sada sproveli jedino
Henckaerts i saradnici, koji su takode pokazali da polimorfizam TLR4 gena (rs4986790),
zajedno sa klinickim faktorima rizika, znac¢ajno doprinosi predikciji bakterijemije i smrtnog
ishoda kod kriti¢no obolelih osoba le¢enih u JIL (253).

Velika prednost ove studije jeste i dizajn prospektivne kohortne studije u koju je
uklju¢en relativno veliki broj pacijenata sa traumom, a koji je omoguc¢io pracenje velikog
broja varijabli, od prijema do otpusta pacijenta, i samim tim omoguéio proCenu uzro¢no-
posledi¢ne veze izmedu faktora rizika i ishoda. Aktivni nadzor nad infekcijama u JIL
podrazumevao je stalno pracenje bolesnika i rano uocavanje znakova infekcije. To je
omogucilo pravovremeno postavljanje dijagnoze sepse, a mogucénost pogresne dijagnoze
svedena na minimum. Uprkos mogucénosti pracenja velikog broja karakteristika i korigovanju
prediktivnog modela za moguée pridruzene faktore (tzv. konfaunding faktore), mogucnost
rezidualnog konfaundinga i dalje postoji, pogotovo kada se radi o oboljenju koje u svojoj
osnovi ima kompleksnu etiologiju i patogenezu, kao $to je sepsa. Nedostatak prospektivne
kohortne studije jeste dugo trajanje studije, Sto je u naSem slucaju imalo praktican znacaj u
tome da su u meduvremenu modifikovane definicije kako za Bl tako i za sepsu.

U analizi povezanosti genskih polimorfizama i sepse sprevedena je ugnjezdena studija
slucajeva i kontrola. Ovakav dizajn je izabran jer je pogodan za istrazivanja u kojima se
procenjuje izlozenosti koja je retka ili koja zahteva velike finansijske i ljudske resurse. U
ovakvoj studiji se karakteristike od interesa, ili bioloski uzorci, prikupljaju na samom pocetku
studije, pre procene ishoda, ¢ime se iskljucuje moguénost inverzne kauzalnosti (engl. reverse
causality), tj. mozemo biti sigurni da se radi o faktorima rizika za nastanak oboljenja a ne
posledici bolesti. Jos jedna prednost ugnjezdene studije sluc¢ajeva i kontrola jeste da i oboleli i
njihovi parnjaci, tj. kontrole, poti¢u iz iste kohorte, §to omogucava bolju uporedivost ovih
grupa. To pokazuje i nasa studija, u kojoj, uprkos tome Sto slucajevi i kontrole nisu bili
sparivani (,,mecovani) usled malog broja pacijenata sa dostupnim uzorcima krvi, prema
rezultatima analize senzitivnosti (engl. sensitivity analisys) ipak nije bilo znacajne razlike u
karakteristikama slu¢ajeva i kontrola. U nasem istraZivanju smo, U procesu izbora kontrola,
koristili ,,cumulative density sampling” koji se jo§ naziva i ,,survivor sampling® jer se
kontrole biraju na samom kraju prac¢enja pacijenata, medu onima koji nisu dobili oboljenje.

Prednost ovakvog odabira kontrola jeste da pojedini ¢lanovi ne mogu biti svrstane u grupu
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slucajeva, §to se moze biti slucaj kada se koristi ,,incidence density ili ,,risk-set metoda
odabira kontrola.

Na kraju treba dodati da je dizajn ugnjezdene studije slucajeva i kontrola i veoma
ekonomican kada se sprovode studije u kojima se analizira bioloski materijal, jer ne zahteva
da se svi uzorci analiziraju na samom pocetku kohortne studije kada se procenjuje izlozenost,
ve¢ se analiziraju samo uzorci osoba koje su dobile ishod koji se prati i odabranih kontrola. 1z

navedenog razloga, ove studije imaju Siroku primenu u studijama asocijacije genetskih

varijanti.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata dobijenih ovim istrazivanjem mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

1.

Pacijenti sa traumom primljeni u jedinicu intenzivnog lecenja (JIL) su osobe
prose¢nog uzrasta 48 godina i veéina (76,8%) je muskog pola.

Najces¢i uzrok traume koja zahteva hospitalizaciju u JIL je saobracajna nesreca
(56,2%) pracena tupim povredama vise od tri dela tela (64,5%). Najcesci obrazac
povredivanja su multiple povrede uz prisustvo povrede mozga (50,5%).
Politraumu je imalo 41,9% pacijenata.

Najveci broj pacijenata hospitalizovanih u JIL zbog traume ima povredu grudnog
koSa (66,5%) zatim 1 glave 1 vrata (57,6%) ali najteze povredeni deo tela je
abdomen. Sveukupno, pacijenti leCeni u JIL imaju teSke povrede sa prose¢nim
trauma skorom 19,9 £ 8,5, a tre¢ina pacijenata (27,6%) ima zivotno-ugrozavajuce
povrede.

Od svih komplikacija leCenja, infekcija povezana sa zdravstvenom zaStitom
(bolnicka infekcija) je najéeSéa, koju dobije vise od Cetvrtine pacijenata (27,3%).
Pneumonije i infekcije krvi predstavljaju nacec¢ée infekcije steGene u JIL kod
pacijenata sa traumom, dok sepsu u toku leenja dobije 16% pacijenata. Smrtni
ishod dozivi 22% traumatizovanih pacijenata.

Kumulativna incidencija infekcija krvi kod pacijenata sa traumom iznosi 14% a
stopa incidencije 11,8 na 1000 pacijenata-dana le¢enja. Od svih epizoda infekcija
krvi, 69,4% su primarne infekcije krvi, od kojih 21% predstavljaju infekcije krvi
povezane sa vaskularnim kateterom. Kod 30,6% pacijenata se razvila sekundarna
infekcija krvi kao posledica diseminacije uzro¢nika sa primarne lokalizacije u krv,
najcesce iz respiratornig trakta (68,4%).

Najces¢i uzrocnici infekcija krvi kod pacijenata sa traumom su Gram-negativne
bakterije, od kojih Acinetobacter spp., K. pneumoniae, Pseudomonas spp. i
Klebsiella spp. ¢ine 71% svih izolata. Veéina navedenih prouzrokovaca infekcija
Krvi je rezistentna na cefalosporine tre¢e generacije i karbapeneme.

Infekcije krvi kod pacijenata sa traumom su povezane sa ve¢im procentom sepse,
insuficijencije organa, smrtnim ishodom i duZinom lec¢enja u JIL. Faktori rizika za
nastanak infekcije krvi kod pacijenata sa traumom su vrednost laktata na prijemu
> 2mmol/L, vis§i SOFA skor na prijemu, vise od 7 dana noSenja CVK 1 vise od 7

dana na mehanickoj ventilaciji.

129



8.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Kumulativna incidencija sepse kod pacijenata sa traumom iznosi 16%, a stopa
incidencije 15,7 na 1000 pacijenata-dana lecenja.

Pneumonije (47,7%) i infekcije krvi (27,7%) predstavljaju najceséi izvor infekcije
kod traumatizovanih pacijenata sa sepsom.

Samo polovina pacijenata sa sepsom ima pozitivhu hemokulturu, a najcesci
mikroorganizmi izolovani iz krvi pacijenata sa sepsom su Acinetobacter spp.
(27,7%) i K. pneumoniae (14,9%).

Insuficijencija organa, multipla organska insuficijencija i smrtni ishod su znacajno
¢es¢i kod pacijenata koji dobiju posttraumatsku sepsu. Faktori rizika Koji
doprinose nastanku sepse kod pacijenata sa traumom su visi SOFA skor na
prijemu, hitna operacija abdomena, povreda spoljasnjeg omotaca tela, teska
povreda grudnog koSa, trauma skor ve¢i od 16 1 viSe od 7 dana na mehanickoj
ventilaciji.

Pacijenti sa traumom koji u toku leCenja dobiju sepsu imaju znacajno krace
prose¢no vreme prezivljavanja (25,3 dana) u odnosu na pacijente koji dobiju
infekciju krvi (30,3 dana) ili neku drugu bolni¢ku infekciju a koje nisu bile
pracene sepsom (35,9 dana). Znacajno kraée prezivljavanje (13,1 dan) su imali
pacijenti koji su u toku le¢enja dobili sepsu koja je bila povezana sa infekcijom iz
nekog drugog izvora nego pacijenti koji su u toku lecenja dobili sepsu koja je bila
povezana sa infekcijom krvi (28,9 dana).

Distribucija alela polimorfizma rs1800629 TNFA gena znacajno se razlikuje
izmedu pacijenata sa posttraumatskom sepsom i zdravih kontrola. A alel ovog
polimorfizma je znacajno ¢es¢i kod pacijenata sa posttraumatskom sepsom nego
kod zdravih kontrola, dok ne postoji razlika u distribuciji genotipova ovog
polimorfizma izmedu te dve grupe ispitanika.

Polimorfizam rs4986791 (1196C/T) TLR4 gena znacajno je povezan sa
nastankom sepse kod pacijenata sa traumom.

- T alel 1 CT+TT genotip su zna€ajno ¢e$¢i kod pacijenata sa posttraumatskom
sepsom nego kod traumatizovanih pacijenata bez sepse.

- T alel je znacajno ¢e$¢i kod pacijenata sa posttraumatskom sepsom nego kod
zdravih kontrola, dok ne postoji razlika u distribuciji genotipova izmedu ove dve
grupe ispitanika.

CT+TT genotip polimorfizma rs4986791 TLR4 gena predstavlja nezavisni faktor

rizika za nastanak posttraumatske sepse. Traumatizovani pacijenti sa CT+TT
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16.

17.

18.

genotipom ovog polimorfizma imaju 5,8 puta veéu Sansu da dobiju sepsu u
odnosu na pacijente koji imaju CC genotip.

Ne postoji razlika u ucestalosti genotipova i alela polimorfizama rs1800629 (-
308G/A) i rs361525 (-238G/A) TNFA gena, rs909253 (252G/A) LTA gena,
rs3804099 (597G/A), rs4696480 (-16934T/A) i rs3804100 (1350T/C) TLR2 gena
1154986790 (896A/G) TLR4 gena izmedu traumatizovanih pacijenata sa sepsom i
traumatizovanih pacijenata bez sepse.

Ne postoji razlika u ucestalosti genotipova i alela polimorfizama rs361525 (-
238G/A) TNFA gena, rs909253 (252G/A) LTA gena, rs3804099 (597G/A),
rs4696480 (-16934T/A) i rs3804100 (1350T/C) TLR2 gena i rs4986790 (896A/G)
TLR4 gena izmedu traumatizovanih pacijenata sa sepsom i zdravih kontrola.

Od klini¢kih faktora rizika, teska povreda grudnog koSa, ISS > 16 1 viSe od 7 dana
na mehanickoj ventilaciji su ostali znacajni faktori rizika za posttraumatsku sepsu

nakon ukljucivanja gentickih faktora u model.
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LISTA SKRACENICA

A — Nukleotidna baza adenin

AIS — Skala tezine povreda (engl. Abreviated Injury Scale)

ACCP/SCCM - Udruzenje americkih koledza grudnih lekara/Udruzenje za urgentnu medicinu
(engl. American College of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine)
ARDS — Akutni respiratorni distress sindrom

ATS — Americko udruzenje za toraks (engl. American Thoracic Society)

C — Nukleotidna baza citozin

CARS — (engl. Compensatory Anty-inflammatory Response Syndrome)

CRP — C-rektivni protein

C3a — Komponenta komplementa 3a (engl. Complement component 3a)

Cbha - Komponenta komplementa 5a (engl. Complement component 5a)

DAILY - Godine sa disabilitetom (engl. Dissabilty Adjusted Life Years)

DAMP — (engl. Demage-associated Molecular Pattern)

DNK — Dezoksi-ribonukleinska kiselina

EDTA - Etilendiamin tetrasiréetna kiselina

EISCM — Evropsko udruzenje intenzivne medicine (engl. European Society of Intensive Care
Medicine)

ELISA - enzim vezuju¢i imunosorbent test (engl. enzyme linked immunosorbent assay)
G — Nukleotidna baza guanine

HLA — Humani leukocitni antigen

HWE — Hardy-Weinberg-ova ravnoteza (engl. Hardy-Weinberg equilibrium)

IFN-y — Interferon-y

IK — Infekcija krvi

IL — Interleukin

ISS — Skor tezine povreda (engl. Injury Severity Score)

JIL — Jedinica intenzivnog lecenja

LD — Vezana neravnoteza (engl. Linkage disequilibrium)

MARS — (engl. Mixed antagonist response syndrome)



MHC — Glavni kompleks tkivne podudarnosti (engl. Major histocompatibility complex)

MODS - Sindrom multiple organske disfunkcije (engl. Multiple Organ Dysfunction Syndrome)
NF-xB — Nuklearni faktor kB

NK ¢elije — Urodenoubilacke celije (engl. Natural killer cells)

PAMP — Molekuski obrazac patogena (engl. Pathogen-associated molecular pattern)

PCR — Reakcija lanCane polimerizacije (engl. Polymerase chain reaction)

Q-PCR - PCR u realnom vremenu (engl. real time PCR)

PRR — Receptori za prepoznavanje obrazaca (engl. Pattern recognition receptors)

SIRS — Sindrom sistemskog inflamatornog odgovora (engl. Systemic Inflamatory Response
syndrome)

SNP — Polimorfizmi pojedina¢nih nukleotida (engl. Single nucleotide polymorphism)

SZO — Svetska zdravstvena organizacija

T — Nukleotidna baza timin

TGF-p — Faktor transformacije rasta B (engl. Transforming growth factor beta)

Th — Pomo¢nicka T-¢elija (engl. T helper cell)

TLR — Receptori sli¢ni Tollu (engl. Toll-like receptors)

TNF — Faktor nekroze tumora (engl. Tumor necrosis factor)

TNFA — Gen za Faktor nekroze tumora — alfa

Treg — Regulatorna T-¢elija
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Nakon zavrSenog medicinskog fakulteta je, kao stipendista ERAWEB projekta, upisala
master studije iz epidemiologije na Erasmus Univerzitetu u Roterdamu u Holandiji, koje je
uspesno odbranila 2013. godine sa temom “Sindrom policisti€nih jajnika: pilot studija”. Nakon
zavrSenih master studija upisala je doktorske studije iz epidemiologije na Medicinskom fakultetu
Univerziteta u Beogradu pod mentorstvom Prof. dr Ljiljane Markovi¢-Deni¢. Od 2013. godine je
zaposlena na Medicinskom fakultetu kao doktorand-istrazivac¢ a od 2016. godine kao saradnik u
nastavi na predmetu Epidemiologija. U toku nauéno-istrazivackog rada bila je mentor dva
studentska rada, autor/koautor 19 publikacija od kojih je 18 u medunarodnim stru¢nim
casopisima. Bila ucesnik viSe nacionalnih i internacionalnih seminara i kongresa, od kojih se
izdvaja oralna prezentacija na Internacionalnom konzorcijumu za prevenciju i kontrolu infekcija
u Zenevi (ICPIC).

Govori engleski i italijanski jezik.



Mpwunor 1.

U3jaBa o0 ayTopcTBY

Motnucanun-a Onusepa bypuh

6poj ynuca  En-16/13

UsjaBmbyjem

[ia je OKTOpCKa AaucepTauyja nog HacnoBoMm

Ennaemnonollke KapakTepucTuke, KInMHUYKM hakTopy pusuka 1 3Hauaj reHCKmX
nonumopdusama 3a HacTaHak NocTTpayMaTcKe cence

e pe3ynTaT CONCTBEHOr UCTpaXnUBa4Kor pana,

e [a npepnoxeHa guceprauuja y LenvHu HU y fernosuma Huje buna npegnoxeHa
3a pobujakbe 6GunNo koje gunnoMe npema CTyAMJCKAM rnporpaMmvma apyrmux
BMCOKOLLIKOFICKMX yCTaHOBa,

e [a cy pesynTaTu KOPEKTHO HaBELEHU U

e [a HucaMm KpLumo/na aytopcka npasa v KOPUCTUO MHTENEKTyanHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MoTnuc AOKTOpaHAa

Y beorpagy, _ 25.02.2019.
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Mpwnor 2.

M3jaBa 0 UICTOBETHOCTMU WITaMMaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paga

Mme n npesume aytopa Onueepa bypuh

Bbpoj ynuca En-16/13

Crtyaunjckv nporpam __Enugemuonoruja

Hacnos paga Envngoemuonollke KapakTepucTuke, KNUHUYKM dhakTopy pu3vka u

3Ha4aj reHckux nonMmopdursamMa 3a HacTaHaK MOCTTPayMaTCKe cernce

MeHTOp npod. ap Jburbana Mapkosuh-[enuh

[MoTnucanun Onusepa bypuh

n3jaBrbyjem Aa je wramnaHa Bepanja Mor [OKTOPCKOr paja WUCTOBETHA €reKTPOHCKO)
Bep3uju Kojy cam npepao/na 3a objaBreuBame Ha noptany AurutandHor
peno3suTtopujyma YHuBep3uteTta y beorpaay.

[losBorbaBam na ce objaBe Moju NUYHM Nojauy Be3aHu 3a fobujare akagemckor
3Bakba AOKTOpa Hayka, Kao LTO CYy MME U npesume, rogMHa n Mecto pofhewa u aatym
onbpaHe papa.

OBu NMYHK nodaum mory ce objaBUTK Ha MPEXHUM CTpaHuuamMa gurutanHe bubnuoreke, y
€neKTPOoHCKOM KaTasnory u y nybnukauujama YHusep3suteTa y beorpagy.

MoTnuc gokTopaHaa

Y beorpagy, _ 25.02.2019.
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Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwheky

Oenawhyjem YHuBepsuteTcky 6ubnunoteky ,Ceetosap MapkoBuh® ga y OdurutanHu
penosutopujym YHusepsuteTa y beorpagy yHece MoOjy OOKTOPCKY gucepTtauuwjy nopg
HaCcrnoBomMm:

EnnaeMmnosnoLluke KapakrepucTuke, KIMHUYKKN hakTopu pusmka u

3Hayaj reHcKux nonumopdusama 3a HacTaHak NocTTpaymaTcke cernce

Koja je Mmoje ayTopcKo geno.

[ucepTtauujy ca cBuM npuvnosvma npegao/na cam y enekrpoHCKoM dhopmaTty norogHom
3a TpajHO apxvBMpame.

Mojy [OKTOpCKY AncepTauujy noxpakweHy y [urutanHu penosutopujym YHueepsuteta
y Beorpagy mory aa kopucte cBu koju nowTyjy oapeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oany4duo/na.

1. AyTopcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMepLUjanHo
@AyTOpCTBO — HekoMepLumjanHo — 6e3 npepage
4. AyTopCcTBO — HEKOMEpPLnjarHo — AenuT nog UCTUM ycnosmmMma
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage
6. AyTOopCcTBO — AEeNUTU Noa UCTUM ycrioBnma

(Monumo pa 3aokpyXxuTe camo jefHy of, WecT NoOHYAeHuX nuueHumn, KpaTtak onuc
nuueHum aart je Ha nonefhuHu nucra).

MoTtnuc pokropaHga

Y beorpagy, 25.02.2019.

e Pugic




