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Abstract: AB
Introduction: The nonspecific clinical presentation of sepsis and great individual response variations, ag
well as huge significance of adequate early prognosis of its clinical course and outcome made sepsis
biomarkers research extremely significant. The properties of more than 200 biomarkers have been
evaluated for prognostic value, but none have adequate specificity and sensitivity. The role of the B cells in
sepsis pathogenesis also remains unclear. Tumor necrosis factor alpha (TNF-a) superfamily members: A
proliferation inducing ligand (APRIL), Bcell activating factor (BAFF) and soluble transmembrane
activator and calcium modulator cyclophilin ligand interactor (STACI) are key factors in B cell biology.

The aim of the study was to evaluate the diagnostic and prognostic significance of determining the
concentrations of tumor necrosis factor alpha superfamily members for the prediction of MODS
development in the first 48h of hospitalization as well as outcome prediction.

Subjects and methods: The study included 150 patients suffering from sepsis treated at the Clinic fo
infectious diseases and Department for anesthesiology and reanimatology of the Clinical center of
\Vojvodina, and 30 healthy volunteer blood donors. The demographic and other data regarding routine
blood analysis performed during sepsis treatment of the patients has been acquired from their
hospitalization documentation. Additional 5 ml of venous blood was taken from the patients and the
concentrations of APRIL, BAFF and sTACI have been determined using the ELISA method by using
R&D Systems commerecial kit’s.

Results: There is a statistically significant difference in concentrations of APRIL, BAFF and sTACI
between healthy blood donors and septic patients (p<0.001). APRIL showed the highest sensitivity (99%)
and specificity (97%) in distinguishing sepsis from healthy subjects. BAFF showed statistically significant
higher concentrations in Gram positive than in Gram negative sepsis (p=0,03). In the multivariate logistic
regression analysis, only anti-inflammatory cytokine sTACI and APACHE Il or SOFA score remained
significant predictors of MODS and lethal outcome. sTACI showed greater sensitivity and specificity for
MODS and outcome prediction then the widely used procalcitonin.




Conclusions: The concentrations of TNF superfamily members, the main regulators of B cell function,
have a significant diagnostic and prognostic value in predicting sepsis course and outcome. The
predomination of the anti-inflammatory response, as being pointed out by elevated concentrations of
STACI receptors, has proved to be the only independent predictor, besides APACHE Il and SOFA score, in
MODS and lethal outcome development in sepsis. Further research is needed in order to accurately
determine the exact moment when the immunological response shifts from the predominance of the pro-
inflammatory response to the predominance of the anti-inflammatory response, so as to ensure the timely|
application of therapy that modulates the immunological response.

Accepted on Scientific Board on:
AS

Defended:

DE

Thesis Defend Board: president:
DB member:

member:




“The mediocre teacher tells.

The good teacher explains.

The superior teacher demonstrates.
The great teacher inspires.”

William Arthur Ward

Ogromno hvala mentorki, na inspiraciji, podrsci svim mojim idejama i razmisljanjima, i na
“vetru u leda” kad god zapnem.

Veliku zahvalnost dugujem i prof. dr Aleksandri Novakov-Miki¢, bez cije bi otvorenosti za nove
ideje put ka realizaciji ovog rada bio znacajno tezi.

Hvala prof. dr Tatjani Cebovié na velikoj strucnoj pomoci prilikom izvodenja eksperimentalnog
dela istrazivanja.

Posebno se zahvaljujem prof. dr Milanu Ubavicu i osoblju laboratorije “Medlab” cija mi je
pomo¢ prilikom izvodenja laboratorijskih analiza za deo rezultata veoma mnogo znacila.

Zelim da se zahvalim i Ivani i Ljubi na velikom doprinosu prilikom tenhickog izvodenja
laboratorijskih analiza.

Zahvaljujem se svom osoblju Klinike za infektivne bolesti i Odeljenja anestezije i reanimacije
Urgentnog centra KCV, a posebno prof. dr Miltoki Fabri i dr Anici 1li¢-Jaji¢ na saradnji
prilikom sakupljanja uzorka.

Veliko hvala asist. dr Dunji Mihajlovi¢, mom najblizem saradniku i prijatelju na svim korisnim
“raspravama’ prilikom osmisljavanja, izvodenja i pisanja disertacije.

| ogromno hvala mojim roditeljima na bezrezervnoj ljubavi, razumevanju i podrsci koju su mi
pruzili tokom skolovanja, i na svim Zivotnim nacelima kojima su me naucili.



SADRZAJ

(R U A © | B RS 1
1.1 DETINICIIA SEPS. .. ittt sttt ettt bbbt bbbttt et 1
O o1 [=T0 01 To] FoTo T U 4
1.3 BHIOIOGIA ittt 6
R 1 (010 [T (2 RSP PP TR 7

141 IMUNOPATOGENEZA SEPSE ....c.veveiiieieesieeie st ettt sttt sb e b e b e nbe e sne s 7
1.4.2  Uloga B-limfocita U patOgeNeZi SEPSE .....ccververierierieriiriesiesie st sie st s sie e e sne s 12
1.4.3  Clanovi superfamilije TNE/TNFR .......ccoocviiviniiisieieeeeesseesiesisssessssssessesssssssssssseneons 18
1.5 BIOMAIKEIT SEPSE ...ttt ettt bbbt 22

2 CHLIEV L.t 27

3 HIPOTEZE ... 27

4 ISPITANICIHIMETODE ...t 28
4.1  Kriterjjumi za uklju€ivanje u StUAijU......cccooiiiiiiiiii 29
4.2  Kriterijumi za neukljucivanje u StUAIJU .......cocoviriiiieii i 30
4.3 ISPITIVANT PATAIMETIT....cueitiieeiiiieieiise ettt bbb e s e b e e e saenens 30
4.4  Statisticka obrada podataka............ccceviiiiiiiiii s 36

S REZULT AT L e e e e e 38
5.1  Faktori rizika od strane dOmacina ............cccceveieiiiieiese s 43
5.2  DuzZina trajanja bolesti pre hospitaliZacCije ........cocvvererieriiiiiiiiine e 45
5.3 APACHE I T SOFA SKOI ...ttt 47
5.4  Rutinski 1aboratorijsKi Parametri..........ccoveirieiinieiieeiee s 49



5.5  Markeri ¢lanovi superfamilije TNF-a ..o 54

5.5.1 Dijagnosticki znacaj koncentracija citokina ¢lanova superfamilije TNF-a ............. 54
5.5.2  Prognosticki znacaj koncentracija citokina ¢lanova superfamilije TNF-a............... 58

56  Komponente KOMPIEMENTA ........ccviiiiiiiiiiieei et 70
5.7  Korelacije koncentracija komponenti komplementa i ¢lanova superfamilije TNF-a .....77
5.8  Koncentracije imunoglobuling............ccoviiiiiiiiciccceee e 78
5.9  Prediktori razvoja MODS-a ......cccciiiiiiiiiisiseseee e e 81
5.10 Prediktori letalnog iShoda ........ccooiiiiiie s 86
B  DISKUSIJA . e 91
7 ZAKLIUCCL. ..ottt 115
8 PRILOZI ...t 117

O LITERATURA et 119



1 UvOD

Jo§ od antickih vremena kada je sepsa prvi put prepoznata kao ozbiljan zdravstveni
problem, ovaj sindrom okupira paznju kako sa klinickog tako i sa istrazivackog aspekta. Uprkos
sve vecem broju nau¢nih saznanja i Siroko primenjivanim merama intenzivne terapije uz
adekvatnu antibiotsku terapiju, smrtnost od ovog oboljenja jos uvek je visoka. Kamen spoticanja
u lecenju sepse predstavljaju pre svega nedovoljno rasvetljenja pitanja patogenetskih zbivanja, iz
kojih dalje proizilaze problemi u preciznom definisanju pojma sepse, kao i u terapijskom

pristupu.

1.1 Definicija sepse

lako prepoznata jos u doba Hipokrata, prva zvani¢na definicija sepse data je tek 1992.
godine na sastanku American College of Chest Physicians i Society of Critical Care Medicine
(ACCP/SCCM Consensus Conference Committee) (1). Prema predlozenoj definiciji sepsa
predstavlja sistemski inflamatorni odgovor (SIRS) na infekciju. Za postavljanje dijagnoze sepse
potrebno je da bolesnik ispunjava dva od cCetiri SIRS kriterijuma (telesna temperatura >38°C ili
<36°C, sréana frekvencija >90/min, frekvencija disanja >20/min ili PaCO, <32mmHg, broj
leukocita >12x10° ¢elija/l ili <4x10° ¢elija/l ili >10% nezrelih oblika) uz suspektnu ili dokazanu
infekciju (1). Prednost date definicije lezi u njenoj jednostavnosti, ali su tokom rutinskog rada
uoceni i njeni nedostaci, pre svega nedovoljna specifi¢nost (2,3), te se javila potreba za njenom

revizijom $to je i ucinjeno 2001. godine na konsenzus konferenciji Society of Critical Care

1



Medicine, The European Society of Intensive Care Medicine, The American College of Chest
Physicians, The American Thoracic Society 1 The Surgical Infection Society
(SCCM/ESICM/ACCP/ATSISIS) (4), a zatim i 2012. godine u okviru Surviving sepsis campaing
(5). Novije definicije rezultat su boljeg razumevanja patogeneze sepse i pored navedenih
kriterijuma ukljucuju i:
o laboratorijske parametre inflamacije
o porast vrednosti C-reaktivnog proteina (CRP) za 2 standardne devijacije (SD)
iznad referentnih vrednosti
o porast vrednosti prokalcitonina (PCT) za 2SD iznad referentnih vrednosti
o hemodinamske pokazatelje
o arterijska hipotenzija (sistolni pritisak <90mmHg; srednji arterijski pritisak
<70mmHg ili pad sistolnog arterijskog pritiska za 40mmHg kod odraslih, ili pad
za 2SD u odnosu na referentni opseg za godine Zivota)
o saturacija kiseonikom mesane venske krvi (SvO3) >70%
o sréani indeks >3,5 1/min/m?
o pokazatelje disfunkcije organa
o akutna oligurija (<0,5ml/kg/h tokom dva sata, uprkos adekvatnoj nadoknadi
te¢nostima) ili pozitivan bilans tecnosti >20ml/kg tokom 24h ili porast kreatinina
>44.2 nmol/l u odnosu na bazalne vrednosti ili prisustvo znacajnih edema
o hiperbilirubinemija (ukupni bilirubin >70umol/l)
o hiperglikemija >7,7mmol/l u odsustvu diabetes melitusa
o patoloske vrednosti parametara koagulacije (international normalized ratio (INR)

>1,5ili PTT>60s)



o trombocitopenija (broj trombocita <100,000/ul)
o arterijska hipoksemija (PaO,/FiO, <300)
o ileus (odsustvo Cujne peristaltike)
o pokazatelje tkivne hipoperfuzije
o povisene vrednosti laktata (>1mmol/l prema Surviving Sepsis Campaign odnosno
>3mmol/l prema SCCM/ESICM/ACCP/ATS/SIS)

o Ssmanjeno kapilarno punjenje (4,5).

Definicije tezih oblika bolesti ne razlikuju se znaajno od inicijalno datih preporuka.
Teska sepsa predstavlja sepsu udruzenu sa hipotenzijom ili disfunkcijom organa koja se definise
kao vrednost Segentional Organ Failure Assessment (SOFA) skora veca ili jednaka sa 2, za
sistem organa ¢ija se funkcija procenjuje. SOFA skor konstruisan je upravo radi objektivizacije i
kvantifikacije stepena disfunkcije ili insuficijencije organskih sistema na osnovu stepena
odstupanja vrednosti parametara funkcije datog sistema od referentnih vrednosti (6). U vrednost
SOFA skora ulaze numericki parametri funkcije respiratornog, kardiovaskularnog, bubreznog,

centralnog nervnog sistema, hepatobilijarnog trakta i koagulacionog sistema (Prilog 1).

Septickim Sokom smatra se sepsom indukovana hipotenzija koja perzistira uprkos
adekvatnoj nadoknadi cirkulatornog volumena, odnosno kao stanje koje je praceno laktatnom
acidozom ili hipoperfuzijom organa, a koje se ne moze poboljsati intravenskom nadoknadom

te¢nosti (1,4,5).



Osnovni nedostatak novijih definicija je njihova kompleksnost koja otezava
implementaciju u rutinsku klini¢ku praksu. Redefinisanje pojma sepse pri tom nije donelo
oc¢ekivano povecanje specifi¢nosti u odnosu na definiciju iz 1992. godine. Upravo iz tih razloga
u novijoj literaturi se pojavljuju predlozi za reviziju datih definicija (3), sto ¢e sigurno biti i
uradeno kao rezultat dinami¢nog procesa implementacije novih nau¢nih dostignuc¢a. Do tada
vazece definicije ostaju u Sirokoj kako naucnoj tako i stru¢noj upotrebi, jer bolje za sada ne

postoje (7).

1.2 Epidemiologija

Iz razliCitosti definicija proizilaze i razlike u epidemioloskim podacima objavljenim u
studijama Sirom sveta. Sve epidemioloske procene Su pri tom zasnovane na podacima iz
razvijenih zemalja, s obzirom na manjkavost epidemioloskih podataka iz zemalja u razvoju i
nerazvijenih zemalja. Postoje podaci koji govore da od svih indikacija za hospitalizaciju sepsa
¢ini ¢ak 2%, tj. svaki pedeseti Covek koji je primljen na bolnicko leCenje biva primljen zbog
sepse (7). Veliki broj ovih bolesnika, oko 50%, zbog tezine bolesti biva primljeno u jedinice
intenzivnog le¢enja (JIL). Stoga ne ¢udi podatak da je sepsa uzrok 6-30% prijema u JIL (7). Ovaj
procenat varira zbog razli¢ite prirode jedininica intenzivnog lecenja, pri ¢emu se manji procenat
sepse belezi u kardioloskim JIL, u odnosu na JIL koje hospitalizuju na primer traumatizovane
bolesnike gde je taj procenat svakako veéi. Veliki broj epidemioloskih izvesStaja belezi porast

incidencije sepse u poslednje dve decenije (7).



U odnosu na primenjene Kriterijume za definiciju sepse, smrtnost u jedinicama
intenzivnog lecenja (JIL) varira od 30% do 60%. Sve studije saglasne su sa Cinjenicom da u
jedinicama intenzivnog lec¢enja Sirom Evrope i severne Amerike sepsa predstavlja vodec¢i uzrok
smrti (8). Nista manje ne variraju ni podaci iz studija koje se bave procenom globalne incidence i
mortaliteta na nivou populacije. Najnoviji podaci sistematskog pregleda epidemioloskih studija
koje se bave globalnom procenom na nivou populacije saopsteni na 35. Internacionalnom
simpozijumu intenzivne nege i urgentne medicine odrzanom u Briselu u martu ove godine iznose

sledece procene:

o incidencija sepse je u porastu: sa 256/100,000 pacijenata godiSnje u periodu do
2003. godine na 427/100.000 osoba godisnje koliko se belezi u poslednjih 10
godina. Takode, zabelezen je i porast incidencije teske sepse sa 151/100.000 na
331/100.000 osoba godisnje.

o Ekstrapolacijom navedenih podataka godiSnja globalna procena u apsolutnim
vrednostima iznosi 30.700.000 slucajeva sepse 1 23.800.000 slucajeva teske sepse
godisnje.

o Procene mortaliteta na nivou populacije manje su od mortaliteta u JIL i iznose
15% za sepsu 1 25% za teSku sepsu.

o Ekstrapolacijom dolazi se do brojke od 6.000.000 smrtnih slu¢ajeva uzrokovanih

sepsom godisnje, na globalnom nivou (9).

Uprkos procentualnom smanjenju mortaliteta, kontinuirani porast incidencije dovodi do
poveéanja apsolutnog broja bolesnika umrlih od sepse iz godine u godinu. U Sjedinjenim

Americkim Drzavama sepsa predstavlja deseti vode¢i uzrok smrti, u rangu sa infarktom



miokarda, i daleko ispred broja smrtnih ishoda uzrokovanih HIV infekcijom i karcinomom dojke

(7).

1.3 Etiologija

Razvoj sistema zdravstvene zastite u celini pored promene u incidenciji i mortalitetu
doneo je i promene u strukturi mikrobioloskih uzro¢nika sepse. Naime, produzenje Zivotnog
veka 1 sve bolja kontrola hroni¢nih bolesti dovela je do poveéanja procentualnog ucesc¢a osoba sa
narusenim imunoloskim odgovorom. Prosecna starost obolelih od sepse iznosi 60 godina. Stoga
se u danasnje vreme belezi sve veca uclestalost sepsi uzrokovanih komensalnom florom
(Enterococcus spp, Acinetobacter spp, Stenotrophomonas spp, Candida spp...), u odnosu na
ranije belezene striktno patogene uzroénike: Streptococcus pneumoniae, Streptococcus grupe A,
Staphylococcus aureus, Hemophillus influenzae, Neisseria meningitidis i bakterije iz roda
Salmonella. Za razliku od prethodnog perioda, sada se belezi i sve veca uclestalost Gram
pozitivnih u odnosu na Gram negativne uzrocnike. NajceS¢e izolovane bakterije u dana$nje
vreme su Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp. koagulaza-negativni i bakterije iz roda
Enterococcus. Nije zanemarljivo pomenuti ni sve veci broj sepsi uzrokovanih gljivicama iz roda
Candida. Ipak, kod 30-50% bolesnika mikrobioloski uzro¢nik ne bude potvrden ni

hemokulturom ni kulturom sa mesta ishodista sepse (7,10,11).



1.4 Patogeneza

Uprkos brojnim istrazivanjima kako bazi¢nih nauka tako i klini¢kih ispitivanja,
patogeneza sepse ostala je nedovoljno poznata. Poteskoce u razumevanju patogenetskih procesa
proizilaze u velikoj meri od kompleksnosti reakcija koje su pokrenute istovremeno na razli¢itim
nivoima homeostaznin mehanizama 1 razli¢itog su intenziteta, a koje ukljucuju reakciju
imunoloskog sistema, promene na endotelu, poremecaje u koagulacionoj kaskadi,
neuroendokrinu aktivaciju, oslobadanje velike koli¢ine kiseoni¢nih radikala, kao i medusobne
interakcije svih ovih procesa i njihovo zajedni¢ko delovanje na organe i sisteme organa, Koja
moze da dovede do disfunkcije mehanizmima hipoksije, smanjene tkivne potro$nje kiseonika,

metabolickim poremecajima, kongestijom ili toksi¢nim oste¢enjima (12,13).

14.1 Imunopatogeneza sepse

Kako to u nauci Cesto biva, prva saznanja koja nisu u skladu sa vaze¢om dogmom cesto
ostaju neprepoznata od strane savremenika. Tako i zaklju¢ak Wiliam Oslera (1849-1919) da
»pacijenti umiru od posledica reakcije organizma na infekciju pre nego od infekcije same po
sebi*“ (7) nije naisao na razumevanje Sire nau¢ne javnosti, i sve do kasnih osamdesetih godina
dvadesetog veka paznja istrazivaca bila je usmerena ka uzro¢niku i pokuSaju zaustavljanja
njegovog Sirenja i prodora u krvotok (14). Ceo koncept patogeneze sepse zasnivao se na teoriji o
ntrovanju krvi“ mikrobioloSkim uzro¢nicima (7). Tek kasnih 80-ih sa otkriécem patogenetske
uloge tumor nekrozis faktora (TNF), interleukina (IL) i ostalih citokina i medijatora

inflamatornog odgovora, dolazi do preusmeravanja paznje istrazivaca na ulogu imunog sistema u



odgovoru na prisustvo mikroorganizma, pri ¢emu je upravo reakcija imunog sistema prepoznata
kao kljuéni faktor od kojeg zavisi dalji tok i ishod bolesti (14), ¢ime je potvrdena Oslerova
pretpostavka data Citavo stolece ranije. Savremene definicije prepoznaju sepsu kao heterogeni
sindrom ¢iji nastanak, prezentacija i ishod zavise od interakcije domacina i patogena (15,16).
Brojna istrazivanja pokazala su da kvalitet i kvantitet imunog odgovora imaju mnogo ve¢i uticaj
na tok i ishod bakterijskih infekcija nego osobine samog uzro¢nika. Koji faktori odreduju
karakter tog odgovora jos uvek je nedovoljno poznato. Pretpostavlja se da su u pitanju pre svega
genetski faktori, a zatim i starost bolesnika, njegov nutritivni status, kao i prisustvo
komorbiditeta (14-16). Interesantan podatak iznose Sorensen i saradnici koji navode da je uticaj
genetskih faktora na ishod bolesti veéi kod infekcija nego kod kardiovaskularnih bolesti. Naime,
rezultati njihovog istraZivanja pokazuju da usvojena deca ¢iji su bioloski roditelji umrli od
infekcije imaju 5,8 puta veci rizik od umiranja od infekcije u odnosu na opstu populaciju, dok je

za kardiovaskularne bolesti taj rizik 4,5 puta povisen (17).

Kada dode do proboja mikroorganizma kroz epitelnu barijeru on biva prepoznat od strane
antigen prezentujuéih celija (APC): tkivnih makrofaga, dendriti¢nih éelija i monocita
zahvaljuju¢i ekspresiji takozvanih pattern-recognition receptors (PRR). PRR prepoznaju
sastavne delove mikroorganizma (lipopolisahard (LPS) ¢elijskog zida Gram negativnih bakterija,
peptidoglikan Gram pozitivnih bakterija, lipopeptid flagela, bakterijsku DNK i dr. koji se jednim
imenom oznacavaju kao pathogen-associated molecular patterns (PAMPSs). Interakcija PAMP i
PRR (na prvom mestu toll-like receptora 4 (TLR4)) aktivira serin fosfokinazu koja pokrece
reakcije oksidacije sa ciljem da se aktivira nuklearni faktor-xB (NF-kB). Aktivacija NF-xB
promovise transkripciju gena za sekreciju medijatora inflamatornog odgovora (citokina,

hemokina, alarmina) ¢ime je pokrenuta kaskada imunoloskog odgovora na infekciju (11,18).
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Endogeni molekuli sekretovani u ovom inicijalnom odgovoru (alarmini), zajedno sa egzogenim
molelulima patogena (PAMPs) vrse dalju stimulaciju sekrecije citokina, takode putem interakcije
sa TLR4. Endogeni alarmini i egzogeni PAMPSs jednim imenom nazivaju se damage-associtated
molecular patterns (DAMPs) (Slika 1). Zbog velike koli¢ine kvantitativno i kvalitativno
razli¢itih citokina sekretovanih od strane APC patofizioloki proces sekrecije ovih signalnih
molekula simbol¢no je nazvan ,oluja citokina® (19). U prvom redu dokazane su povisene
koncentracije tumor nekrozis faktora alfa (TNF-a), interleukina 1-beta (IL-1B) i interleukina-6
(IL-6) kao glavnih proinflamatornih citokina i pokazano da njihove koncentracije znacajno
koreliraju sa tezinom klinicke slike sepse i sa smrtnim ishodom (18). Pored ova tri,
proinflamatornim citokinima sekretovanim od strane APC smatraju se jo$ i interferon-gama

(IFN-y), interleukin 8 (IL-8), monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) i mnogi drugi (19).

Pathological

Pathogen

DAMPs level

Pro-inflammatory
mediators

Physiological

Resident Innate Immune Cell Tissue damage

Slika 1. Mehanizam reagovanja ¢elija urodenog imuniteta na prisustvo patogena (20,21)



U zavisnosti od za sada nedovoljno ispitanih faktora domacina i osobina uzro¢nika i
njihove medusobne interakcije, prvobitna sekrecija proinflamatornih citokina moze da se
zaustavi na lokalnom nivou, ili da izazove sistemski inflamatorni odgovor, koji pored aktivacije
urodenog i steCenog imuniteta, paralelno i istovremeno ukljucuje i aktivaciju drugih
homeostaznih sistema: sistema komplementa, oste¢enje endotela, pokretanje koagulacione
kaskade, te pokretanje neuroendokrinog odgovora na sistemsku inflamaciju. Poteskoce u
razumevanju patogeneze sepse proizilaze upravo iz kompleksnosti reakcija koje se pokrecu i

odvijaju paralelno i istovremeno razli¢itim mehanizmima.

S obzirom na ¢injenicu da je lanac patogenetskih zbivanja u sepsi pokrenut sekrecijom
proinflamatornih citokina, prvi pokuSaji terapijskog delovanja bili su usmereni ka
antiinflamatornoj terapiji i pokuSaju zaustavljanja samooStecenja organizma uzrokovanog
,olujom“ proinflamatornih citokina (14,18,19). Nakon prvobitnih ohrabruju¢ih rezultata
zabeleZenih na animalnim modelima, pokuSana je primena antagonista TNF-a i IL-1, blokada
TLR4 i antagonista endotoksina na humanoj populaciji. Sprovedeno je 30-ak klinickih
istrazivanja koja nisu dala zadovoljavajuce rezultate. Naprotiv, neke studije cak beleze losiji
ishod kod bolesnika le¢enih antiinflamatornom terapijom, u odnosu na pacijente kod kojih nije
primenjivana imunomodulatorna terapija. Kod svega 10-ak procenata pacijenata zabelezen je

pozitivan efekat antiinflamatorne terapije na tok i ishod bolesti (22).

Sa ciljem pokusaja pronalaska odgovora na pitanje zasto antiinflamatorna terapija nije
dala o¢ekivane rezultate nastavljena su istrazivanja patogeneze sepse i postavljena je nova teorija
0 sepsi kao stanju u kojem je za visok mortalitet odgovorna pre svega imunosupresija koja

nastaje kao posledica patogenetskih zbivanja tokom sepse, za ¢ega postoje brojni dokazi. lako
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izvestan procenat pacijenata umire u prvih nekoliko dana od pocetka bolesti od posledica ,,0luje*
proinflamatornih citokina, zahvaljujuci resuscitacionim merama u JIL i intenzivnoj antibiotskoj
terapiji veliki procenat bolesnika (>70%) prezivi tu prvobitnu dominaciju proinflamatornog
odgovora (22). Kod ovih pacijenata zabelezene su Ceste superinfekcije oportunistickim
bakterijama i gljivicama (Enterococcus spp, Acinetobacter spp, Stenotrophomonas spp, Candida
spp) kao i reaktivacija virusa iz grupe herpes virusa kod prethodno imunokompetentnih osoba,
Sto je dokaz da je imuni sistem kod takvih bolesnika suprimiran (22). Dalji dokazi za sepsu kao
novonastalo ,,stanje imunoparalize* kod imunokompetentnih osoba dolaze od otkri¢a da pojedini
septi¢ni bolesnici gube sposobnost reagovanja po tipu kasne preosetljivosti. Jo§ jedan dokaz
pruzaju post-mortem studije koje pokazuju da kod 76.6% obolelih od sepse septi¢ni fokus nije
saniran (23). Opisano ,stanje imunoparalize® moZe se objasniti pre svega poviSenim
koncentracijama antiiflamatornih citokina (interleukina-10 (IL-10), interleukina-4 (IL-4),
solubilnih TNF receptora, IL-1 receptora i drugih), povisenim nivoima adrenalina i kortizola,
aktivacijom antioksidativnog odgovora i smanjenom ekspresijom human leukocyte antigen
(HLA-DR). Ovu teoriju potkrepljuje i tzv. stanje hibernacije ¢elija imunog sistema te masivna
apoptoza limfocita koja je takode dokazana post-mortem studijama na pacijentima umrlim od
sepse i koja se javlja podjednako u svim uzrasnim kategorijama septi¢nih bolesnika (22,24).
Supresija imuniteta opisana je na gotovo svim ¢elijama koje participiraju u imunom odgovoru

(25).

Prvobitne studije na animalnim modelima pretpostavile su da sekrecija antiinflamatornih
citokina sledi nakon proinflamatorne faze, medutim kasnija ispitivanja pokazala su da se kod
ljudi taj proces desava prakti¢no istovremeno (22). Ipak, istrazivaéi su saglasni sa ¢injenicom da

je inicijalno nakon kontakta sa patogenom dominantan proinflamatorni odgovor koji se
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karakteriSe simptomima poviSene temperature, Soka i ubrzanim metabolizmom. Intenzitet
proinflamatornog i antiinflamatornog odgovora kao i njihov medusobni odnos zavise od brojnih
faktora ukljucujuéi uzrast bolesnika, prisutne komorbiditete, nutritivni status, kao i patogenost i
virulenciju uzro¢nika (25). Stoga danasnje teorije patogeneze sepse isticu potrebu za
individualizacijom pristupa pacijentu obolelom od sepse, u smislu preciznih analiza koje bi
odredile da li se bolesnikov imuni sistem u datom trenutku nalazi u fazi hiperinflamacije ili

imunosupresije, radi dalje odluke od terapijskom pristupu (13,18,24,25).

Pokusaji imunostimulativne terapije faktorom stimulacije rasta kolonije granulocitno-
monocitne loze (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor — GM-CSF), zatim
interleukinom-7 (IL-7) i interferonom-y (IFN-y) kod bolesnika za koje se pretpostavlja da su u

fazi imunosupresije daju obecavajuce rezultate (22).

1.4.2 Uloga B-limfocita u patogenezi sepse

Tokom istrazivanja patogeneze sepse, kao i funkcije imunog sistema u celini, godinama
unazad akcenat je dominantno stavljan na ulogu urodenog imuniteta i T limfocita (22,26), dok je
uloga B limfocita ostala na marginama (27). Najnovija istrazivanja pokazuju da upravo B
limfociti imaju jednu od klju¢nih uloga u patogenetskim zbivanjima odgovora na infekciju (28),
ne samo kao efektorne Celije specificnog imunititeta koje sekretuju imunoglobuline, nego i kao

imunoregulatorne éelije koje sekrecijom citokina i svojom ulogom kao APC udestvuju u T-B

.....
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B limfociti od momenta nastanka do funkcionalne zrelosti prolaze kroz razlicite razvojne

stadijume. Na slikama 2 i 3 prikazan je razvojni put B limfocita pre izlaganja antigenu, a na Slici

4 nakon prvog kontakta sa antigenom. Tokom sazrevanja i diferencijacije na njihovoj povrsini

kao i intracelularno dolazi do ekspresije razli¢itih molekula, S§to omogucava njihovu

identifikaciju (slike 2, 3 1 4). S obzirom na razli¢itosti humanih i animalnih modela na slikama su

prikazani samo markeri koji su karakteristi¢ni za humane B limfocite.

Pozitivna selekcija

Rekonfiguracija lakih i teskih lanaca

Razvoj konvencionalnih
B-limfocita

— Pro-B — Pre-B

Pre-pro B

Imunoglobulini IgM- IgM- IgM-

CD34, CD10, CD38  CD10, CD19, CD34,

CD38, CD24, IL7/3R

CD10, CD19, CD20,
CD24, CD38, IL7/4/3R

Pozitivni humani
markeri

Negativni humani  ckit'o" ckitlow CD34, ckit

markeri

Negativna selekcija

Nezreli B

—

IgM+, I1gD-

CD10, CD19, CD20,
CD21, CD40, CD24high,
CD38high, IL4R

ckit, CD27, IL7R

Slika 2. Razvojni put B limfocita u kostnoj srzi (31)
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- Regulatorni B

Cirkuli$u izmedu kostane
srzi i sekundarnih limfnih
organa

B-limfociti
marginalne zone
Nezreli B
Tranzicioni B
Imunoglobulini Igihigh, |gDlow IlgM+, IgD'ow

Pozitivni humani ~ CD19, CD20, CD5,  CD1c, CD19, CD20,

markeri CD21, CD21high, CD27var
CD24high,
CD38high

Negativni humani  CD27, CD10low

markeri

IgM high’ |gDvar

CD1d high, CD5,
CD19,
CD21, CD24high

CD27var

FolikularniB —

IgM'°¥, 1gD+

CD19, CD20, CD21,
CD22, CD23, CD24

CD10, CD27,
CD38low, CD24low

Slika 3. Razvojni put B limfocita od napustanja kostne srzi do kontakta sa antigenom (31)

B limfociti poti¢u od zajednicke maticne ¢elije hematopoeze u kostnoj srzi gde prolaze

prve faze razvoja (pre-pro-, pro-, pre-B limfociti i nezreli B limfociti). Ove jo§ uvek nezrele

¢elije nakon pocetnih faza diferencijacije migriraju u sekundarno limfno tkivo (tranzicioni B

limfocit). U sekundarnom limfnom tkivu tranzicioni B limfociti se diferenciraju u razlicite tipove

¢elija koje se na osnovu fenotipskih, funkcionalnih i topografskih karakteristika mogu podeliti

na.

- ¢elije sli¢ne ¢elijama urodenog imuniteta (tzv. innate-like B lym) i

- klasi¢ne Celije steCenog imuniteta (32).
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»Innate-like* B limfociti su B1 limfociti i limfociti marginalne zone (MZ). Njihova
prvenstvena uloga ogleda se u reakciji na antigene koji se vezuju direktno sa TLR eksprimiranim
na povrSini B limfocita, nezavisno od saradnje sa T limfocitima, tzv. T-cell independent
antigens. Interakcija T-cell independent antigena sa TLR odgovorna je za veoma brz razvoj B1
limfocita i limfocita MZ u plazmablaste koji sekretuju antitela klase IgM niskog afiniteta,
najznacajnija u ranom imunom odgovoru. Bl limfociti dominantno sekretuju imunoglobuline
klase A, dok su limfociti marginalne zone odgovorni za sekreciju imunoglobulina klase M. T cell
independent antigeni su pre svega antigeni inkapsulisanih bakterija. Dokaz da innate-like B
limfociti imaju klju¢nu ulogu u reakciji imunog sistema na inkapsulisane bakterije lezi 1 u
povecanoj osetljivosti osoba sa urodenim nedostatkom B1 limfocita i B limfocita marginalne
zone (Wiskot-Aldrich sindrom, hipogamaglobulinemija i agamaglobulinemija), splenektomiranih
osoba kao i dece uzrasta do 2 godine ka infekcijama inkapsulisanim bakterijama (32). Pored brze
diferencijacije u imunoglobulin-sekretujuc¢e plazmablaste, druga funkcija B limfocita MZ sastoji
se u ulozi kao APC. Prezentujuéi T limfocitima antigene vezane za TLR predstavljaju most

izmedu urodenog i steCenog imuniteta (32).

S druge strane, klasi¢ne celije steCenog imuniteta su folikularni B limfociti koji preko
antigen-specificnog B ¢elijskog receptora (BCR) prepoznaju antigen prezentovan uz pomo¢ T
limfocita. Ova interakcija generiSe dalji razvoj u aktivirane B limfocite, B limfocite
germinativnog centra (GC), dugozivete plazmocite i memorijske B limfocite (slika 4).
Aktivacija B limfocita preko antigen-specificnog BCR generiSe sporu sintezu antitela visokog

afiniteta.
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Somatska Signal za

Antigen-zavisna hipermutacija prezivljavanjem Ekspresija ciklina
faza Proliferacija koji generise El
Promena klase kostana srz
Folikularni B t e L L
B-limfocit Sionie yioo 2 B
Aktivirani B ==—> germinativnog Plazmablast Dug_ozn{e(:f Kratkoznyefa Mef“°fll§k'
centra plazma celija plazma celija B-limfocit
Ig lgM+, IgD+ IgM/G/A/E+, IgM/G/A/E+ Ig— lg— 1gM/G/A/E+,
IgDvar IgD-
Pozitivni  €D27,(D19,(D20, (D10,CD19,(CD20, (D19, CD38high, CXCR4,CD27, CXCR4, CD27, (D19, CD20, CD40,
hiiiati (D25,CD30,CD69, (D23,(D27, CD27high, CD38high, CD38high, CD27var,
. CD80, CD86, CD38high, D269, MHCII (D138, (D269 (D138, (D269 CXCR4,5,7
markeri  ¢p13s €D269, BCMA
Negativni CD24low (D20,CD138 (D19low, CD20, CD19low, CD20, CD23low, CD38
humani MHCII MHCII*
markeri

Slika 4. Razvojni put B limfocita nakon kontakta sa antigenom — klasic¢an put (31)

Posebnu subpopulaciju B limfocita ¢ine B regulatorne celije (Bregs) koje imaju
sposobnost sekrecije znacajnih kolic¢ina 1L-10 i transforming growth factor beta 1 (TGF-B-1).
IL-10 predstavlja imunoregulatorni citokin koji suprimira infamaciju blokadom sekrecije
proinflamatornih citokina, suprimiranjem Tyl (proinflamatornog) odgovora i svojom ulogom u
diferencijaciji i adekvatnoj funkciji T regulatornih limfocita, $to je dokazano kako u animalnim
tako i humanim studijama (33). Regulatorna uloga B limfocita dokazana je kod bolesnika sa
sistemskim lupus eritematozusom (SLE) i multiplom sklerozom (MS) dok se u infektivnim

bolestima spominje isklju¢ivo u kontekstu helmintijaza (33).

Pre tri godine Raugh i saradnici opisali su fenotipski i funkcionalno nove B limfocite,
razli¢ite od svih do sada opisanih, koji sekretuju GM-CSF i zbog njihove patofizioloske uloge

nazvali ih innate responce activator B lymphocyte (IRA-B lym). Na animalnom modelu dokazano
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je da deplecija ove subpopulacije B limfocita dovodi do smanjenja mogucnosti klirensa bakterija,
pogorsava citokinsku oluju i ubrzava razvoj septickog Soka (34). Pored navedenih najnovijih
otkri¢a, uloga B limfocita kao efektornih ¢elija koje sekretuju imunoglobuline nikako nije
zanemarljiva. Naime, pokazano je da u sepsi klirens bakterija u najve¢oj meri zavisi od

koncentracije cirkuliSu¢ih IgM.

Dokaze koji podrzavaju ulogu B limfocita u patogenezi sepse pruzaju i rezultati autopsija
preminulih pacijenata u JIL koji nedvosmisleno pokazuju znacajno izrazeniju limfopeniju kod
umrlih od sepse u odnosu na stepen limfopenije kod preminulih od drugih oboljenja (22).
Izrazena apoptoza B i T limfocita registrovana je kako na animalnim tako i na humanim
modelima (25). Ostalo je nejasno da li apoptoza limfocita igra kljuénu ulogu u patogenezi sepse
ili je samo epifenomen drugih patofizioloskih dogadaja (25). U prilog teoriji o sustinskoj ulozi B
limfocita u patogenezi sepse govore brojne studije koje su razli¢itim pristupima blokadi apoptoze
koji ukljucuju primenu citokina koji zaustavljaju apoptozu, inhibitora kaspaze kao i antagonista
takozvanih ,,death receptor<-a pokazale da terapijski modaliteti usmereni ka inhibiciji apoptoze

limfocita dovode do smanjenja mortaliteta (25,28).

Zbog svih navedenih uloga B limfocita u patogenezi sepse, moze se pretpostaviti da
povratak njihove funkcije ili stimulacija produkcije novih aktivnih limfocita moze doprineti

poboljsanju ishoda sepse (28).
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1.4.3 Clanovi superfamilije TNF/TNFR

U svetlu svih istrazivanja i najnovijih teorija 0 patogenezi sepse u kojima se sve vise

naglasava uloga B limfocita, pretpostavili smo da ¢lanovi superfamilije TNF-a koji igraju

kljuénu ulogu u aktivaciji i proliferaciji B limfocita mogu biti korisni prognosticki biomarkeri

sepse. Uprkos bliske povezanosti TNF-a i sepse, poveznost ostalih ¢lanova superfamilije tumor

nekrozis faktor — tumor nekrozis faktor receptor (TNF/TNFR) sa sepsom, do sada je malo

ispitivana. Superfamiliju TNF/TNFR sacinjava preko 40 proteina, od kojih su 19 ligandi a 29

receptori (35,36). U nama dostupnoj literaturi postoji samo jedan rad objavljen 2013. godine koji

se bavi ispitivanjem dijagnostickog i1 prognostickog znacaja jednog od ¢lanova ove superfamilije

kod obolelih od sepse (37). Ostali ¢lanovi u kontekstu sepse do sada nisu ispitivani, iako je uloga

TNF-a u sepsi ve¢ godinama poznata.

Familija faktora stimulacije B limfocita pripada porodici TNF/TNFR i ¢ine je 5 ¢lanova:

@)

o

(@]

A proliferation inducing ligand (APRIL),

B cell activating factor (BlyS/BAFF)

Transmembrane activator and calcium modulator cyclophilin ligand interactor
(TACI),

B cell maturation antigen (BCMA),

BAFF receptor (BAFF-R) (38,39).

Ova superfamilija se u literaturi prvi put pominje ne tako davne 1998. godine kada je

opisan APRIL, a slede¢e godine i BAFF (40). Narednih 15 godina usledila su istrazivanja kojima

su otkriveni i ostali ¢lanovi ove superfamilije, njihove medusobne interakcije i bioloske uloge.

Dokazano je da su APRIL i BAFF transmembranski proteini tipa II. Proteolitickim cepanjem pod
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dejstvom enzima konvertaze oslobadaju se u solubilnoj formi. Proteoliticko cepanje APRIL-a
dogada se intracelularno na Goldzijevom aparatu, te on postoji isklju¢ivo u solubilnoj formi, za
razliku od BAFF-a koji osim solubilne forme moze postojati vezan za membranu, najverovatnije
kao posledica nekompletnog cepanja (41). APRIL i BAFF sekretovani su prvenstveno od strane
antigen-prezentujucih celija: tkivnih makrofaga i dendriti¢nih celija. Svoje bioloske uloge
ostvaruju vezivanjem za preostala tri ¢lana ove superfamilije koji predstavljaju receptore za koje
se APRIL i BAFF vezuju sa razli¢itim afinitetom. Dokazano je da BAFF moze da se veze za sva
tri receptora, sa najvecim afinitetom za BAFF-R, dok APRIL svoja fizioloska dejstva ispoljava
vezujuci se sa podjednakim afinitetom za TACI i BCMA, a za BAFF-R se ne vezuje (39,42).
TACI pokazuje veci afinitet vezivanja APRIL-a nego BAFF-a (43). Interakcije ¢lanova ove

superfamilije prikazane su na Slici 5.

Proizvode ih monociti, makrofagi i

dendriticne Celije, a cirkulisu u B I i m fo C it

obliku trimera

Slika 5. B cell activation factor (BAFF), a proliferation inducing ligand (APRIL) i njihovi
receptori (44)
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APRIL 1 BAFF se smatraju kljuénim faktorima u odrZavanju homeostaze B limfocita.
Odgovrni su za prezivljavanje B limfocita, regulaciju njihove diferencijacije i apoptoze. APRIL
je dokazani stimulator rasta B limfocita, dok je BAFF oznacen kao klju¢ni ¢inilac njihove
maturacije i prezivljavanja, kao i glavni induktor produkcije imunoglobulina (42,45). APRIL je
takode prepoznat i kao faktor koji omogucuje prezivljavanje plazmocita (46). Imaju¢i u vidu
njihovu kljuénu ulogu u humoralnom imunitetu do sada su ispitivani u kontekstu autoimunih i
malignih bolesti. Pokazano je da su kod bolesnika sa sistemskim lupusom, reumatoidnim
artritisom, Sjegrenovim sindromom, multiplom sklerozom i drugim autoimunim bolestima
znacajno poviseni nivoi APRIL-a i BAFF-a (39,47-49). Poviseni nivoi BAFF-a i APRIL-a
dokazani su i kod nekoliko malignih bolesti, pre svega B Celijskih maligniteta — hroni¢ne
limfocitne leukemije, multiplog mijeloma i B c¢elijskih limfoma (39,45,50-52). Kao klju¢ni
¢inioci u sprecavanju apoptoze B limfocita prepoznati su kao meta za terapijski pristup lecenju
autoimunih bolesti. Blokadom dejstva APRIL-a i BAFF-a smanjuje se njihov protektivni efekat
na B limfocite, indukuje apoptoza, smanjuje broj cirkulisu¢ih limfocita ¢ime se poboljsava tok
autoimunih bolesti. Rezultati istrazivanja na pacijentima obolelim od sistemskog lupusa, multiple
skleroze i reumatoid artritisa pokazali su da primena antagonista APRIL-a ili BAFF-a ima
pozitivne efekte na tok bolesti, dok je taj efekat jos izraZeniji blokadom i APRIL-a i BAFF-a
istovremeno (39). Sli¢ne ideje primenjuju se 1 u istrazivanju potencijalne terapije hroni¢ne
limfocitne leukemije. Smatra se da bi onemogucéavanjem APRIL-a i BAFF-a da ostvare svoju
funkciju bila postignuta veca apoptoza B limfocta $to bi smanjilo njihov broj kod obolelih od
leukemije (45). S obzirom na sve istaknutiju ulogu humoralnog imuniteta u patogenezi sepse,
kao i na nespornu ulogu APRIL-a i BAFF-a u odrzavanju homeostaze B limfocita,

pretpostavljamo da bi koncentracije ovih biomarkera funkcije imunog sistema mogle posluziti
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kao znacajni prediktori toka i ishoda sepse. Poznata je ¢injenica da sepsa i maligniteti u velikoj
meri pokazuju zajednicke karakteristike imunoloskih deficita, te se pretpostavlja da uspesi

imunomodulatorne terapije maligniteta mogu doneti potencijalni benefit i kod septi¢nih

bolesnika (22).

TACI receptor je eksprimiran na B limfocitima svih razvojnih stadijuma koji slede nakon
napustanja kostne srzi, od tranzicionih, preko regulatornih, B limfocita marginalne zone,
folikularnih, kao 1 aktiviranih B limfocita i plazmocita (dominantno kratkozivecih). Ipak, najvisi
nivo ekspresije zabeleZen je na tzv. zrelim innate-like B limfocitima: B limfocitima marginalne
zone (39,41) i B1 limfocitima (42), $to implicira njegovu klju¢nu ulogu u imunom odgovoru na
T-cell independent antigene. Naime, signalni put posredovan TLR na povr§ini B limfocita je
nezavistan od T limfocita i glavni je Cinilac odgovora organizma na inkapsulisane bakterije $to je
pokazano in vivo studijama na humanoj populaciji (32). Upravo je interakcija T-cell independent
antigena sa TLR na povrsini B limfocita najja¢i stimulator ekspresije TACI receptora na ovim
¢elijama (38). Ove dve Cinjenice navode na pretpostavku da upravo TACI moze da posluzi kao
jedan od korisnih biomarkera sepse. Takode, kod bolesnika sa razli¢itim oblicima
imunodeficijencija dokazane su mutacije gena za TACI receptor. Kod ovih bolesnika klinicka
slika se manifestuje uCestalim bakterijskim infekcijama, a u laboratorijskim nalazima zapazaju se

snizene vrednosti cirkulisu¢ih imunoglobulina (53).

Pored transmembranske forme, dokazano je postojanje TACI receptora i u solubilnoj
formi (54), &ije se koncentracije tehnicki jednostavno odreduju ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) testovima, §to ga ¢ini pogodnim za rutinsku primenu. Istrazivanja su

pokazala da serumske koncentracije solubilnog TACI-ja (STACI) snazno koreliraju sa koli¢inom
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transmembranski vezanog receptora (54). Takode, pokazano je da se sSTACI funkcionalno ne
razlikuje od transmembranske forme. Naime, STACI u serumu vezuje APRIL i BAFF na isti
nacin kao i transmembranska forma receptora, sa istim funkcionalnim efektom: blokadom NF-
kB aktivacije, negativnim uticajem na prezivljavanje B limfocita (42,54) i na produkciju
imunoglobulina klase IgM (45). Solubilni TACI vezivanjem za APRIL blokira APRIL-om
posredovanu proliferaciju B limfocita (55), te se smatra glavnim negativnim regulatorom broja B
limfocita (42). Prednost odredivanju serumskih koncentracija solubilnog TACI receptora u
odnosu na transmembransku formu, kod septi¢nih bolesnika, pored tehnicki lakse izvodljivosti i
dokaznih istih funkcija, daje i ¢injenica da se TACI u solubilnoj formi u ve¢im koncentracijama

oslobada tek nakon aktivacije B limfocita od strane razli¢itih stimulusa (54).

BAFF-R je eksprimiran na B limfocitima nakon sticanja BCR, i smatra se klju¢nim za
prezivljavanje i maturaciju nezrelih B limfocita (42), dok je BCMA receptor eksprimiran
isklju¢ivo na dugoziveéim plazmocitima i memorijskim B limfocitima (41). Ova dva receptora

postoje samo u transmembranskoj formi.

1.5 Biomarkeri sepse

Imaju¢i u vidu sva navedena razmatranja u vezi sa patogenezom sepse, ono Sto je
svakako nesporno je neophodnost da se pravovremeno i adekvatno reaguje kako u prepoznavanju
sepse i razlikovanju SIRS-a infektivne i neinfektivne etiologije, tako i u proceni tezine klinicke
slike bolesti 1 verovatnoce za razvoj komplikacija i letalnog ishoda. Ispravna procena omogucuje
pravovremeno smestanje bolesnika u JIL, primenu adekvatnih resuscitacionih mera, antibiotske i
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suportivne terapije. Postavljanje dijagnoze i procena tezine klinicke slike sepse u velikoj meri su

oteZane razli¢itoSc¢u, individualno$éu i nespecifi¢cnoscu simptoma i znakova bolesti (56,57).

U svrhu procene tezine kinicke slike sepse lekarima u znac¢ajnoj meri pomazu prediktivni
skorovi, u prvom redu APACHE Il i SOFA skor. Konstruisani radi kvantifikacije teZine bolesti
pacijenata hospitalizovanih u jedinicama intenzivnog le¢enja (JIL) i predikcije razvoja
komplikacija i letalnog ishoda sa velikim procentom uspesnosti koriste se u rutinskoj praksi (58—

60).

Ipak, u literaturnim podacima navodi se da procena tezine Sepse samo nha 0Snovu
prediktivnih skorova koji obuhvataju uzrast bolesnika, prisustvo komorbidnih stanja i aktuelnu
klinicku sliku u smislu organske disfunkcije nisu dovoljni za adekvatnu procenu razvoja
komplikacija i letalnog ishoda (56,61). Upravo iz tog razloga paznja istrazivac¢a usmerena je ka
pronalasku biomarkera dovoljno senzitivnog i specifi¢nog, kako u dijagnostickom tako i u
prognostickom smislu, koji ¢e istovremeno biti dostupan klini¢arima i tehnic¢ki jednostavan za
analizu iz telesnih te¢nosti (pre svega seruma ili plazme). Znacaj brze i adekvatne orijentacije o
tezini klinicke slike bolesti je nemerljiv, s obzirom na podatak da svaki sat odlaganja uvodenja

adekvatne antibiotske terapije povecava smrtnost za ¢ak 10% (62).

Dugogodisnja istrazivanja usmerena u tom pravcu dovela su do impozantnog broja od
oko 180 razli¢itih biomarkera iz krvi koji su ispitivani kao potencijalni dijagnosticki i/ili
prognosti¢ki markeri sepse (56). Pored navedenih, uloga biomarkera ogleda se i u pracenju
odgovora na terapiju, diferencijaciji sepse uzrokovane Gram pozitivnim ili Gram negativnim

bakterijama, predikciji razvoja komplikacija i predikciji letalnog ishoda (56). Najispitivaniji i
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najcesce korisc¢eni biomarkeri su proteini akutne faze zapaljenja, pre svega C-reaktivni protein i

prokalcitonin (56,63).

C-reaktivni protein je nespecifi¢ni protein akutne faze koji se sintetiSe u jetri kao odgovor
na prisustvo inflamacije (63). Do porasta koncentracija CRP-a pored infekcije dovode i

opekotine, hirurske intervencije, infarkt miokarda, kao i reumatoloske bolesti (13).

Prokalcitonin predstavlja trenutno najkoris¢eniji biomarker sepse. Kod zdravih osoba luci
se od strane C celija Stitaste zlezde 1 predstavlja prekursor hormona kalcitonina, dok se kao
odgovor na razlicite stresore luci od strane brojnih parenhimskih neendokrinih ¢elija koje nemaju
potencijal konvertovanja prokalcitonina u kalcitonin (61) te porast nivoa prokalcitona
sekretovanih od strane parenhimskih neendokrinih tkiva tokom sepse ne dovodi do poremecaja
metabolizma kalcijuma. Nivo PCT-a raste unutar 3-6h nakon aplikacije LPS Gram-negativnih
bakterija (61). Patofizioloska uloga PCT-a ogleda se u proinflamatornom efektu koji ostvaruje
povecavaju¢i broj receptora na neutrofilima i1 limfocitima, stimulacijom sekrecije drugih
proinflamatornih citokina te povecanjem intracelularne koncentracije kalcijumovih jona sli¢no
kao i ostali proinflamatorni citokini (64). Klinicki najznacajnije informacije koje se mogu dobiti

merenjem serumskih nivoa prokalcitonina su:

1. Niske vrednosti sa velikom verovatnocom iskljucuju dijagnozu sepse (56). Nasuprot
tome, povisene vrednosti prokalcitonina ,,a priori ne znace da je u pitanju bakterijska infekcija,
s obzirom na ¢injenicu da su povisene koncentracije prokalcitonina zabeleZene i kod opekotina,
politraume, akutnog pankreatitisa i ostalih faktora koji dovode do razvoja sistemskog

inflamatornog odgovora (64).
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2. Drugi klini¢ki znacajan benefit odredivanja serumskih koncentracija prokalcitonina
ogleda se u cCinjenici da na osnovu njegovih vrednosti uspesno moze da se prati odgovor
organizma na zapocetu antibiotsku terapiju, u smislu da pad vrednosti PCT-a znaci povoljan
odgovor na antibiotik. Najve¢i znaaj prokalcitonina je u tome $to se na osnovu njegovih
vrednosti moze doneti odluka o prekidanju antibiotske terapije (63). Inicijalne vrednosti
prokalcitonina mogu da ukazu na tezinu klini¢ke slike sepse, kao i da predvide ishod, ali je
znacaj ovog biomarkera u datom kontekstu daleko manji od znacaja pracenja koncentracija ovog
markera tokom vremena (57,65,66). Prednost pracenja nivoa PCT-a u odnosu na CRP i ostale
proteine akutne faze upale daje mu njegovo relativno kratko vreme poluzivota koje iznosi 22-26h

(63).

Do sada ni jedan biomarker nije pokazao dovoljnu senzitivnost i specifi¢nost kako u
dijagnostickom tako ni u prognostickom smislu. Obecavajuce rezultate pokazuju studije koje za

predikciju ishoda sepse koriste kombinacije razli¢itih biomarkera (13,56,57,63,66).

Novi ispitivani biomarkeri sepse kao Sto su Soluble triggering receptor expressed on
myeloid cells-1 (STREM-1), Soluble urokinase-type plasminogen activator receptor (SUPAR),
Proadrenomedulin (pro-ADM), Presepsin (63), High-mobility group box 1 (HMGB1) protein,
Macrophage migration inhibitory factor (MIF), Angiopoietin-1 i Angiopoietin-2 (13) daju
obecavajuce rezultate s obzirom na prihvatljivu senzitivnost i specificnost. Neki od njih pokazuju

bolju dijagnosticku, a neki bolju prognosti¢ku vrednost od PCT-a (13,63).

U svetlu pomenutih istrazivanja o regulatornoj ulozi humoralnog imuniteta, kao i
ispitivanja markera ¢lanova superfamilije TNF-a kao znacajnih ¢inilaca u regulaciji homeostaze

B limfocita, ispitivanje prediktivnog znacaja ovih markera kod obolelih od sepse i njihova
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implementacija u ve¢ postojece skorove moze da doprinese kako preciznijoj predikciji razvoja

tezih oblika bolesti i smrtnog ishoda, tako i boljem razumevanju patogeneze sepse.
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2 CILJEVI

Ispitati mogucnost primene odredivanja koncentracija citokina ¢lanova superfamilije
tumor nekrozis faktora (APRIL, BAFF i sTACI receptora) za procenu tezine klinickih

oblika sepse.

Ispitati mogucnost upotrebe ¢lanova superfamilije tumor nekrozis faktora (APRIL, BAFF

i STACI receptora) za procenu ishoda bolesti kod obolelih od sepse.

3 HIPOTEZE

Vise vrednosti koncentracija ¢lanova superfamilije tumor nekrozis faktora (APRIL,

BAFF i sTACI) prediktori su tezih oblika bolesti.

Povisene koncentracije ¢lanova superfamilije tumor nekrozis faktora (APRIL, BAFF i

sTACI) znacajni su prediktori smrtnog ishoda sepse.
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4 ISPITANICI | METODE

Istrazivanje je koncipirano kao prospektivna studija preseka. U istrazivanje je ukljuceno
150 bolesnika obolelih od sepse hospitalizovanih na Klinici za infektivne bolesti i na Odeljenju
anestezije i reanimacije Urgentnog centra Klinickog centra Vojvodine (KCV) i 30 zdravih
dobrovoljnih davalaca krvi uzrasta izmedu 18 1 55 godina, nepuSaca, 1 indeksa telesne teZine
(BMI) manjeg od 35, koji su ¢inili kontrolnu grupu. Kontrolna grupa dobrovoljnih davalaca krvi
neophodna je zbog toga Sto za pojedine ispitivane parametre za ¢ije se odredivanje koriste
komercijalni testovi za sada dostupni samo za istrazivacke svrhe, ne postoje definisane referentne
vrednosti za zdravu populaciju. Uzorci krvi dobrovoljnih davalaca sakupljeni su u Zavodu za

transfuziju krvi Vojvodine.

Dijagnoza sepse postavljena je prema kriterijumima definisanim 1992. godine na
sastanku American College of Chest Physicians i Society of Critical Care Medicine
(ACCP/SCCM Consensus Conference Committee) (1) i revidiranim 2001. godine na
Internacionalnoj konsenzus konferenciji za definisanje sepse od strane Society of Critical Care
Medicine, The European Society of Intensive Care Medicine, The American College of Chest
Physicians, The American Thoracic Society i The Surgical Infection Society
(SCCM/ESICM/ACCP/ATSISIS) (4), a zatim i 2012. godine u okviru Surviving sepsis campaing
(5). Prema navedenim preporukama bolesnici su prema tezini klinicke slike klasifikovani u

kategorije: sepsa, teska sepsa, septicki Sok i multiorganska disfunkcija (MODS).

Svakom ispitaniku ili njegovoj porodici ukoliko bolesnik nije u mogucénosti da svesno

ucestvuje u studiji zbog zdravstvenog stanja, uzeti su detaljni anamnesticki podaci i objasnjen cilj
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istrazivanja, proces dijagnosti¢ke obrade i njihovo uceste u njemu, nakon ¢ega im je dato da
procitaju tekst informacije za ispitanika i potpom potpiSu informisani pristanak za ucese u
studiji.

Na osnovu anamnestickih podataka, podataka iz istorije bolesti, druge medicinske
dokumentacije, kao i drugih pokazatelja klinickog stanja, iskljuceni su oni bolesnici koji ne

odgovaraju u potpunosti kriterijumima za ukljucivanje u ispitivanje.

Za navedeno ispitivanje dobijena je saglasnost EtiCckog komiteta Klinickog centra

Vojvodine i Eti¢ckog odbora Medicinskog fakulteta u Novom Sadu.

4.1 Kriterijumi za ukljucivanje u studiju

Punoletni pacijenti oba pola leceni na Klinici za infektivne bolesti ili na Odeljenju
anestezije i reanimacije Urgentnog centra KCV koji ispunjavaju kriterijume za postavljanje
dijagnoze sepse, definisane 1992. godine na ACCP/SCCM Konsenzus konferenciji o sepsi i
insuficijenciji organa (1) i revidirane na Internacionalnoj konferenciji za definisanje sepse 2001.
godine (4), a zatim i 2012. godine u okviru Surviving sepsis campaing (5), za koje postoji

potpisan informisani pristanak za u¢esce u studiji.
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4.2 Kriterijumi za neukljucivanje u studiju

- Politraumatizovani bolesnici

- bolesnici sa opekotinama

- bolesnici sa dijagnozom pankreatitisa

- oboleli od sistemskih inflamatornih bolesti
- oboleli od autoimunih bolesti

- bolesnici sa pridruzenom malignom bolesc¢u
- bolesnici sa jetrenom insuficijencijom

- bolesnici sa sréanom insuficijencijom

- trudnice

- ispitanici koji nisu potpisali pristanak za ucesce u ispitivanju.

4.3 Ispitivani parametri

Kod svih bolesnika ukljucenih u studiju evidentirani su demografski i ostali podaci iz
istorije bolesti: uzrast, pol, podaci o komorbiditetima i duzini trajanja bolesti pre prijema u
bolnicu. U okviru rutinske dijagnostike kod sumnje na sepsu svim bolesnicima su pri prijemu

bile nacinjene sledece analize:
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- kompletna krvna slika sa diferencijalnom krvom slikom

- vrednost glikemije

- koncentracije uree i kreatinina

- koncentracije elektrolita — natrijuma i kalijuma u serumu

- bilirubinemija (ukupni i direktni bilirubin), koncentracije alanin-aminotransferaze

(ALT), aspartat-aminotransferaze (AST) i gama-glutamil-peptidtransferaze (GGT)

- gasne analize arterijske Krvi

- koncentracije inflamatornih parametara: C reaktivnog proteina (CRP), prokalcitonina

(PCT) i fibrinogena

- Parametri hemostaznog mehanizma: protrombinsko vreme (PT) i INR, aktivisano

parcijalno tromboplastinsko vreme (aPTT), trombinsko vreme (TT).

Navedene laboratorijske analize su u zavisnosti od doba dana prijema u bolnicu vr$ene u
laboratoriji Urgentnog centra ili u laboratoriji Centra za laboratorijsku dijagnostiku Klinickog

centra VVojvodine.

Za dodatne laboratorijske analize predvidene istrazivanjem u istom aktu venepunkcije u
epruvetu sa 3,2% natrijum-citratom uzeto je dodatnih 5ml venske krvi, uzorci su centrifugirani
10 minuta na sobnoj temperaturi brzinom 4000 obrtaja u minuti, na aparatu Nuve NF800, a
potom zamrzavani na -70°C do momenta analize uzoraka. 1z navedenih uzoraka odredene su

koncentracije sledecih parametara:
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1.

imunoglobulina klase IgM, 1gG i IgA - imunoturbidimetrijskom metodom,
komercijalnim reagensima proizvodaca Biosystems S.A. Barcleona, Spain na aparatu
Olympus AU 400, u laboratoriji MEDLAB Novi Sad. Referentne vrednosti za zdrave

odrasle osobe prema uputstvu proizvodaca su:

- IgA: 0,7-4,0 g/l
- 1gG: 7,0-16,0 g/l
- IgM: 0,4-2,4 g/l

komponenti komplementa C3 i C4 - imunoturbidimetrijskom metodom, komercijalnim
reagensima proizvodaca Biosystems S.A. Barcleona, Spain na aparatu Olympus AU 400, u
laboratoriji MEDLAB Novi Sad. Referentne vrednosti za zdrave odrasle osobe prema

uputstvu proizvodaca su:

- C3: 0,9-2,1 g/l

- C4: 0,1-0,4 g/l

A proliferation inducing ligand-a (APRIL) - sendvi¢ ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) tehnikom komercijalnim reagensima proizvodaéa R&D Systems
Europe, a ekstinkcije su o€itane automatski na spektrofotometru — Chemwell, USA.
Prema specifikaciji proizvodaca za najvisi standard preporucena je koncentracija od
60ng/ml. Kako ne postoje definisane referentne vrednosti za zdravu populaciju, kao ni
istrazivanja u kojima su koncentracije ovog biomarkera odredivane kod obolelih od

sepse, nismo mogli da pretpostavimo kolike su ocekivane koncentracije kod septi¢nih
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bolesnika, zbog Cega je standardna kriva konstruisana na osnovu veéeg broja standardnih
merenja u odnosu na preporucene. Za najvisi standard postavljen je nerazblazen
standardni rastvor koncentracije od 1440 ng/ml, a zatim su napravljena sukcesivna
razblazenja (prvo razblazenje 1:10, a nakon toga joS 8 razblazenja 1:2) do najnize

koncentracije standarda od 0,56 ng/ml.

B cell activating factor (BAFF/BLyS) — sendvi¢ ELISA tehnikom komercijalnim
reagensima proizvodaca R&D Systems Europe, prema uputstvu proizvodaca, a ekstinkcije

su oCitane automatski na spektrofotometru — Chemwell, USA.

solubilnog Transmembrane activator and calcium modulator cyclophilin ligand
interactor (STACI) — sendvi¢ ELISA tehnikom komercijalnim reagensima proizvodaca
R&D Systems Europe, a ekstinkcije su ocitane automatski na spektrofotometru —
Chemwell, USA. Prema specifikaciji proizvodaca za najviSi standard preporucena je
koncentracija od 6000 pg/ml. Kako ne postoje definisane referentne vrednosti za zdravu
populaciju, kao ni istrazivanja u kojima su koncentracije ovog biomarkera odredivane
kod obolelih od sepse, nismo mogli da pretpostavimo kolike su ocekivane koncentracije
kod septicnih bolesnika, zbog Cega je standardna kriva konstruisana na osnovu vecéeg
broja standardnih merenja u odnosu na preporucene. Za najvisi standard postavljen je
nerazblazen standardni rastvor koncentracije od 130ng/ml, a zatim su napravljena
sukcesivna razblazenja (prvo razblazenje 1:10, a nakon toga jo§ 8 razblazenja 1:2) do

najnize koncentracije standarda od 50 pg/ml.
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Ishodiste sepse identifikovano je laboratorijskim analizama, radioloskim procedurama i
fizikalnim pregledom, dok su za mikrobioloSku identifikaciju uzro¢nika koriSéene kulture
telesnih te¢nosti uzorkovanih pri prijemu i poslatih na analizu u Centar za mikrobiologiju
Instituta za javno zdravlje Vojvodine, ili su uzroénici odredeni PCR (poliymerase chain reaction)

analizom — SeptiFast, u Urgentnom centru KCV-a.

Na osnovu potrebnih parametara u toku prvih 24 sata svim bolesnicima izracunati su

prediktivni APACHE 11 i SOFA skor.

Prema Kkriterijumima definisanim na pomenutim konferencijama bolesnici su prema tezini
klinicke slike pri prijemu svrstani u Cetiri kategorije: bolesnici sa sepsom, teSkom sepsom,

septickim Sokom i multiorganskom disfunkcijom.

TeSka sepsa je definisana kao sepsa udruzena sa hipotenzijom ili disfunkcijom organa. U
pokazatelje disfunkcije organa se ubrajaju: vrednosti laktata iznad referentnog opsega; poremecaj
stanja svesti; diureza manja od 0,5 ml/kg/h u periodu duZzem od 2h uprkos adekvatnoj nadoknadi
teCnostima; akutno ostecenje pluca- ALI (Acute lung injury): odnos PaO2/FiO; indeksa manji od
250 u odsustvu pneumonije kao izvora infekcije, odnosno manji od 200 ukoliko je pneumonija
izvor infekcije; vrednost kreatinina veéa od 176,8umol/l; vrednost bilirubin veéa od 34,2plmol/l;

broj trombocita manji od 100 000/ul; prisustvo koagulopatije (INR ve¢i od 1,5).

Septicki Sok je definisan kao sepsom indukovana hipotenzija, koja se odrzava uprkos
adekvatnoj nadoknadi cirkulatornog volumena, odnosno stanje koje je praceno laktatnom
acidozom 1ili hipoperfuzijom organa, a koje se ne moze poboljsati intravenskom nadoknadom

te¢nosti.
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MODS je definisan kao prisustvo insuficijencije dva ili viSe organskih sistema, Cija se
homeostaza ne mozZe odrzati primenom interventnih postupaka, prema prethodno navedenim

kriterijumima disfunkcije organa u sepsi.

S obzirom na definicije teske sepse i septic¢kog Soka, na osnovu rutinskih parametara i
inicijalne klinicke slike prakti¢no je nemoguce odmah pri prijemu odrediti koji ¢e hipotenzivni
pacijent adekvatno reagovati na supstituciju volumenom a koji nece, odnosno kod kojeg
bolesnika ¢e do¢i do razvoja septickog Soka i MODS-a. Procenu razvoja tezih oblika bolesti
otezavaju nespecifi¢nost klini¢kih manifestacija, kao i kompenzatorni mehanizmi organizma Koji
prilikom prvog pregleda bolesnika ¢esto maksiraju stvarnu tezinu bolesti. Imajuéi u vidu daleko
veéu smrtnost od septickog Soka i MODS-a u odnosu na teSku sepsu, brzinu popustanja
kompenzatornih mehanizama organizma koja se ¢esto meri satima, kao i znacaj adekvatne rane
predikcije razvoja multiorganske disfunkcije pre nego $to ona postane ocigledna u klinickoj slici,
parametar koji bi omoguc¢io adekvatnu ranu predikciju razvoja MODS-a nasao bi veoma
znacajno mesto u rutinskoj primeni. Predikcija razvoja MODS-a izuzetno je znacajna pre svega
prilikom trijaze bolesnika tokom prvog pregleda i donosenja adekvatne odluke o pravovremenom
smestanju bolesnika u JIL, zato $to je dokazano da odlaganje prijema u JIL pogorSava ishod (67—
70). Imajuéi u vidu navedene Cinjenice praceno je zdravstveno stanje svih pacijenata inicijalno
prezentovanih lak§im oblicima bolesti i evidentiran je razvoj MODS-a u prvih 48 sati

hospitalizacije.

Zdravstveno stanje bolesnika je praceno tokom 28 dana od trenutka ukljucivanja u studiju

i nakon tog perioda je evidentiran ishod lecenja u smislu prezivljavanja ili smrtnog ishoda.
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4.4 Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka radena je uz pomoc¢ softvera IBM SPSS Statistics ver 20.0.

Utvrdivanje statisticke znacajnosti razlika izmedu kategorijalnih varijabli sprovedeno je
v* testom. Nakon provere raspodele vrednosti i homogenosti varijanse kontinuiranih varijabli
utvrdeno je da za vecinu parametara raspodela znac¢ajno odstupa od normalne i da su varijanse
nehomogene, te su za poredenje statisticke znaCajnosti razlika izmedu grupa koriséeni

neparametrijski testovi:

- Mann-Whitney U test za poredenje dve grupe ispitanika (zdravi — bolesni, grupe
podeljene u odnosu na razvoj MODS-a u prvih 48h hospitalizacije i u odnosu na

ishod bolesti),

- Kruskal-Wallisov test ukoliko se vrsi poredenje izmedu vise od dve grupe bolesnika
(podela u odnosu na tezinu klinic¢ke slike — sepsa, teska sepsa, septicki Sok i MODS).
Za parametre za koje je Kruskal-Wallisovim testom utvrdeno da postoji statisticki
znaCajna razlika izmedu posmatranih grupa, radi utvrdivanja koje se grupe
medusobno razlikuju uradene su post hoc analize uz Bonferonijevu korekciju alfa

vrednosti.
Statisticki zna¢ajnom razlikom smatrane su vrednosti p<0,05.

Raspodele koncentracija ispitivanih parametara prikazane su graficki pomocu
pravougaonih dijagrama (engl. boxplot). Sredi$nja horizontalna linija koja prolazi kroz

pravougaonik predstavlja medijanu, dok sam pravouganoik oznacava interkvartilnu vrednost
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(Q1-Q3) tj. raspon vrednosti ispitivanog obelezja koje su zabeleZzene kod 50% slucajeva (onih
koji se nalaze u sredini distribucije frekvencije) . Tzv. “repovi” koji izlaze iz paravouganika idu
od najnizih do najvisih zabeleZenih vrednosti. Kruzi¢ima su oznacene netipi¢ne vrednosti (engl.
outlayer) kojima se smatra svaka izmerena vrednost koja je od ivica pravougaonika udaljena vise
od 1,5 njegove duzine, dok se ekstremnim vrednostima smarta svaka izmerena vrednost koja je

od ivica pravougaonika udaljena viSe od 3 njegove duZine.

Radi utvrdivanja znaaja pojedina¢nih parametara u predvidanju razvoja MODS-a i
letalnog ishoda, kao i radi odredivanja grani¢nih (cut-off) vrednosti koncentracija ispitivanih
biomarkera za parametre koji su prvobitnim analizama pokazali prediktivni znacaj, konstruisane
su Receiver operating curve (ROC) krive, izraCunate povrsine ispod krive (Area under the curve
— AUC), te odredene grani¢ne vrednosti koje sa najboljim odnosom senzitivnosti i specifi¢nosti

predvidaju ishod, odnosno razvoj MODS-a.

Za istovremenu ocenu uticaja viSe faktora na razvoj MODS-a i letalni ishod sepse i
odredivanje veli¢ine uticaja svakog od posmatranih parametara, sprovedena je multivarijantna
regresiona analiza metodom binarne logisticke regresije. Konstruisani su regresioni modeli u
koje su kao zavisne promenljive ukljuceni razvoj MODS-a u prvih 48h hospitalizacije odnosno
letalni ishod sepse. Za nezavisne promenljive koje su uklju¢ene u model izabrani su oni
parametri koji su prvobitnom univarijantnom analizom pokazali prediktivni znacaj. U slucaju
postojanja multikolinearnosti izmedu parametara u model je uklju¢en onaj paramaetar koji je

univarijantnom analizom pokazao ve¢i prediktivni znacaj.

S obzirom na prirodu podataka za utvrdivanje postojanja veze izmedu varijabli koriS¢ena

je Spirmanova korelacija ranga.
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5> REZULTATI

Uzorak je ¢inilo 150 bolesnika obolelih od sepse hospitalizovanih na Klinici za infektivne
bolesti i na Odeljenju za anesteziju i reanimaciju Urgentnog centra KCV koji su ispunjavali

kriterijume za ukljucivanje u studiju.
Prosecna starost bolesnika bila je 60.20 + 16.27 godina (raspon 18-87).

Distribucija po polu pokazuje vecu zastupljenost muskog u odnosu na Zenski pol: 87
(58%) bolesnika muskog i 63 (42%) zenskog pola, §to je na granici statisticke znacajnosti

(x*=3.840, p=0.05).

Prose¢no su bolesnici bili hospitalizovani tre¢eg dana od pocetka bolesti (Me=3, x=3.35,
SD=2.96, raspon 1-21), a duzina trajanja hospitalizacije iznosila je u proseku 16 dana (x=15.85,

SD=11.33, raspon 1-62 dana).

Struktura komorbiditeta prikazana je u Tabeli 1. Najveci broj bolesnika bolovao je od
kardiovaskularnih bolesti i bolesti endokrinog sistema, od kojih su na naSem uzorku zabelezeni
samo dijabetes melitus i hipotireoza. Trecina bolesnika nije imala ni jedan komorbidititet, 70
(46.7%) pacijenata je imalo jednu pridruzenu bolest, njih 25 (16.7%) je bolovalo istovremeno od

bolesti dva organska sistema, dok je kod 5 (3.3%) bolesnika zabelezeno po tri komorbiditeta.

Ishodiste sepse bilo je klinicki i/ili mikrobioloski identifikovano kod 90.7% bolesnika
dok je kod 9.3% ostalo neidentifikovano. Najc¢eS¢e ishodiSte bili su urinarni trakt (28.7%
obolelih) i abdomen (26.0%), dok su medijastinitis i infekcije centralnog venskog katetera

(CVK) bile najmanje zastupljene (1.3% i 0.7%). Rezultati su prikazani na Grafikonu 1.
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Tabela 1. Struktura komorbiditeta kod obolelih od sepse

DA NE Ukupno

Komorbiditet
n % n % n %

Oboljenja kardiovaskularnog sistema 71 47.30% 79 52.70% 150 100%

Oboljenja endokrinog sistema 28 18.70% 122 81.30% 150 100%
Oboljenja respiratornog sistema 10 6.70% 140 93.30% 150 100%
Psihijatrijska oboljenja 20 13.30% 130 86.70% 150 100%
Ostali komorbiditeti 8 530% 142 94.70% 150 100%
0,
28.7% 26.0%
0
12.7% 11 39 10.0% 9.3%
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Grafikon 1. Ishodiste sepse

ITU — infekcija urinarnog trakta
CNS - centralni nervni sistem
CVK — centralni venski kateter
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Uzro¢nik infekcije je mikrobioloski (hemokulturom i/ili izolacijom iz zarista infekcije)
potvrden kod 52 (34.7%) bolesnika, dok kod ostalih nije identifikovan. Nalaz hemokulture bio je
pozitivan kod 30 (20%) bolesnika, kod njih 85 (56.7%) hemokulture su ostale negativne, dok
kod 35 (23.3%) pacijenata iz tehnic¢kih razloga i povremenog nedostatka podloga, hemokulture

nisu uzete. Iz zarista infekcije uzro¢nik je izolovan kod 31 bolesnika (20.7%).

Od 52 pozitivna izolata kod 33 bolesnika (63,4%) sepsa je bila uzrokovana Gram
negativnim, a kod 19 bolesnika (36,6%) Gram pozitivnim bakterijama. Sepse uzrokovane

gljivicama nisu identifikovane.

Struktura pozitivnih izolata prikazana je na Grafikonu 2.
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Grafikon 2. Struktura pozitivnih izolata

CONS - koagulaza negativni S.aureus
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Prema kriterijumima definisanim na ACCP/SCCM konsenzus konferenciji o sepsi i
insuficijenciji organa i revidiranim na Internacionalnoj konferenciji za definisanje sepse 2001. i
2012. godine, bolesnici su pri prijemu bili podeljeni prema tezini klinicke slike u 4 grupe: sepsa,
teska sepsa, septicki Sok i MODS. Najveci procenat bolesnika (44%) je pri prijemu zadovoljavao

kriterijume za tesku sepsu (Tabela 2).

Tabela 2. Tezina klini¢ke slike pri prijemu

n %
Sepsa 35 23.3
Teska sepsa 66 44.0
Septicki Sok 21 14.0
MODS 28 18.7
Ukupno 150 100.0

Zbog izuzetnog klinickog znacaja Sto preciznije inicijalne procene daljeg toka bolesti u
smislu potencijalnog razvoja MODS-a u prvih 48h hospitalizacije, pratili smo prediktivni znacaj
svih posmatranih klini¢kih i laboratorijskih parametara za razvoj MODS-a unutar prvih 48h
hospitalizacije kod onih bolesnika koji su pri prijemu prezentovani lakS§im oblicima bolesti

(sepsa, teska sepsa i septicki $ok). Na nasem uzorku od 122 bolesnika koji su pri prijemu imali
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klinicku sliku sepse, teske sepse ili septickog Soka kod njih 30 (24.6%) doslo je do razvoja

MODS-a u prvih 48h hospitalizacije.

Ishod bolesti bio je povoljan kod 104 (69.3%) bolesnika, dok je kod njih 46 (30.7%)

zabelezen letalan ishod.

Kao potencijalni prediktori tezine klinicke slike, razvoja MODS-a unutar 48h od prijema

u bolnicu i letalnog ishoda bolesti ispitivani su:

3. Faktori rizika od strane domacéina (pol, uzrast, broj i vrsta komorbiditeta)

4. Duzina trajanja bolesti pre prijema u bolnicu

5. Rutinski prediktivni skorovi (APACHE Il i SOFA skor)

6. Koncentracije biomarkera koji se rutinski koriste kod obolelih od sepse (Lkc, CRP, PCT,
fibrinogen, Trc, PT)

7. Koncentracije markera ¢lanova superfamilije TNF-a (APRIL, BAFF i STACI)

8. Koncentracije komponenti komplementa (C3 i C4)

9. Koncentracije cirkuliSu¢ih imunoglobulina (IgA, 1gG i IgM)

Pored navedenog, ispitan je i znacaj svakog navedenog parametra za predvidanje da li je

uzro¢nik sepse iz grupe Gram pozitivnih ili Gram negativnih bakterija.

42



5.1 Faktori rizika od strane domacina

Na nasem uzorku potvrdeno je da muskarci ¢eS¢e oboljevaju od sepse (87 bolesnika

muskog i 63 Zenskog pola, ¥?=3.840, p=0.05), ali u odnosu na tezinu klinicke slike, razvoj

MODS-a u prvih 48h, kao ni ishod bolesti ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu muskog i

zenskog pola (Tabela 3). Takode ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu muskaraca i zena

u odnosu na uzro¢nika infekcije (Tabela 3).

Tabela 3. Uticaj pola na tezinu klinicke slike, uzro¢nika infekcije, tok i ishod bolesti

Muski pol  Zenski pol Ukupno
P
n % % n %
sepsa 19 218 16 254 35 233
Tezina klinicke teska sepsa 36 414 30 476 66 44.0 4116 0.249
slike septicki Sok 11 127 10 159 21 140
MODS 21 241 7 111 28 18.7
Gram + 10 312 9 450 19 36.5
Uzro¢nik 0.498 0.480
Gram - 22 68.8 11  55.0 33 635
DA 17 2538 13 23.2 30 246
MODS 48h 0.013 0.909
NE 49 742 43 76.8 92 754
povoljan 59 67.8 45 714 104 69.3
Ishod 0.087 0.769
letalan 28 32.2 18 28.6 46  30.7

U Tabeli 4 prikazan je uticaj godina Zivota na tezinu klini¢ke slike, tok i ishod sepse. lako

su bolesnici koji su razvili MODS unutar prvih 48h hospitalizacije kao i bolesnici sa letalnim

ishodom prosec¢no stariji od bolesnika koji su preziveli, razlike nisu statisti¢ki znacajne (Tabela

4).

43



Tabela 4. Uticaj godina zivota na tezinu klinicke slike, uzro¢nika, tok i ishod bolesti

Godine Zivota X SD Min Max Me #/U7 p
sepsa 56.89 18.49 18 83 62.0

Tezina klinicke teSka sepsa 62.15 15.70 19 87 63.0 .

_ 2.066 0.559

slike septicki Sok 63.05 9.87 47 80 63.0
MODS 57.16 18.09 25 83 61.0
Gram + 55.26 15.12 29 80 58.0 "

Uzro¢nik 295.0 0.725
Gram - 55.85 18.55 19 81 61.0
DA 59.27 16.62 18 63.0 63.0 "

MODS 48h 1117.5 0.118
NE 65.47 12.26 35 655 655
povoljan 58.44 16.94 18 87 625 -

Ishod 1937.5 0.064
letalan 64.17 1401 32 83 65.0

*Kruskal-Wallis test
**Mann-Whitney test

Broj i vrsta komorbiditeta takode nisu statisticki znacajno povezani sa tezinom klinicke
slike, razvojem MODS-a unutar prvih 48h hospitalizacije niti sa ishodom bolesti (Tabela 5). 5
test je pokazao da se grupe bolesnika kod kojih je doslo do razvoja MODS-a 48h od prijema u
bolnicu i onih kod kojih se MODS nije razvio ne razlikuju statisticki znac¢ajno u prisustvu KVB
(x°=0.012, p=0.912), endokrinoloskih (¥*=0.550, p=0.459), plu¢nih (¥°=0.029, p=0.864) niti
psihijatrijskih bolesti (y*=0.040, p=0.842). Po istim posmatranim parametrima ne razlikuju se ni
grupe prezivelih i umrlih bolesnika (KVB ¥*=0.066, p=0.797, endokrinoloske bolesti x°=0.035,

p=0.851, plué¢ne bolesti x*=0.162, p=0.687, psihijatrijske bolesti y*=0.507, p=0.477).
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Tabela 5. Uticaj broja komorbiditeta na tezinu klinicke slike, tok i ishod bolesti

Broj komorbiditeta X SD Min Max Me /U7 P
sepsa 0.94 0.84 0 3 1
Tezina teska sepsa 0.92 0.83 0 3 1 . .
1.245 0.742
klinicke slike  septicki Sok 0.71 0.72 0 2 1
MODS 0.93 0.72 0 3 1
DA 092 0.78 0 3 1 - -
MODS 48h 1310.0 0.655
NE 0.87  0.90 0 3 1
povoljan 0.87 0.76 0 3 1 " "
Ishod 2232.0 0.481
letalan 0.98 0.86 0 3 1

*Kruskal-Wallis test
**Mann-Whitney test

Na nasem uzorku pokazano je da faktori rizika od strane domacina ne uticu statisticki
znacajno na tezinu klinicke slike, razvoj MODS-a unutar prvih 48h od prijema u bolnicu, niti na

ishod bolesti.

5.2 Duzina trajanja bolesti pre hospitalizacije

Rezultati naseg istrazivanja pokazuju da su oboleli od sepse naj¢esce bili hospitalizovani
tre¢eg dana bolesti. U Tabeli 6 prikazan je uticaj duzine trajanja bolesti pre prijema u bolnicu na
tezinu klinicke slike, razvoj MODS-a u prvih 48 sati hospitalizacije, ishod bolesti kao i na

pripadnost grupi sepsi uzrokovanih Gram pozitivnim ili Gram negativnim bakterijama.
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Tabela 6. DuZina trajanja bolesti pre hospitalizacije u odnosu na tezinu klinicke slike, razvoj

MODS-a unutar prvih 48h hospitalizacije i ishod bolesti

Dan prijema u bolnicu X SD Min Max Me ¢ 7U7 p
sepsa 3.51 3.70 1 21 3
Tezina klinicke teSka sepsa 3.89 3.25 1 20 3 .
) 9.680 0.021
slike septicki Sok 2.19 1.75 1 7 2
MODS 2.71 1.18 1 5 3
Gram + 311 152 1 8 3 .
Uzro¢nik 313.0 0.992
Gram - 4.45 4.92 1 21 3
DA 273 2.26 1 10 2 .
MODS 48h 1079.0 0.068
NE 3.74 3.46 1 21 3
povoljan 3.25 2.79 1 21 3 -
Ishod 2290.5 0.673
letalan 3.57 3.34 1 20 3

*Kruskal-Wallis test
**Mann-Whitney test

Rezultati naseg istrazivanja pokazuju da postoji statisticki znacajna razlika u duzini
trajanja bolesti pre prijema u bolnicu u odnosu na tezinu klinicke slike bolesti. Naknadnim (post
hoc) analizama pokazano je da znacajnost razlike poti¢e od ¢injenice da se bolesnici sa septickim
Sokom znacajno ranije javljaju u bolnicu u odnosu na pacijente sa teSkom sepsom (Mann-
Whitney U=394.0, p=0.002), dok se ostale grupe bolesnika ne razlikuju statisti¢ki znac¢ajno. lako
se bolesnici kod kojih je doslo do razvoja MODS-a u prvih 48h hospitalizacije ranije javljaju u

bolnicu razlika je ostala na granici statisticke znacajnosti.
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5.3 APACHE Il i SOFA skor

U tabelama 7 i 8 prikazane su vrednosti SOFA i APACHE Il skora koji su se pokazali
kao dobri prediktori razvoja MODS-a i letalnog ishoda, dok izmedu sepsi uzrokovanih Gram

pozitivnim i Gram negativnim uzro¢nicima nema statisticki znacajne razlike u vrednostima

APACHE Il i SOFA skora.

Tabela 7. Znacaj APACHE II i SOFA skora za predikciju razvoja MODS-a u prvih 48h

hospitalizacije

MODS Mann-
n X SD Min Max Me r p
48h Whitney U
NE 92 1144 5.18 3 32 11.0 3235 0570 0.000
APACHE Il pa 30 18.30 340 13 26  18.0 R —
NE 92 360 1.98 0 8 3.0
SOFA 2745 0.600 0.000
DA 30 7.33 197 4 11 8.0

Tabela 8. Znac¢aj APACHE II i SOFA skora u predikciji ishoda bolesti

_ Mann-
Ishod n X SD Min Max Me ) r p
Whitney U
povoljan 104 12.88 5.97 3 33 120 11095 0427 0.000
APACHEN letalan 46 2013 802 9 44 175 T
povoljan 104 4.68 3.05 0 13 4.0
SOFA 1221.0 0.366 0.000
letalan 46 7.98 411 3 19 7.0
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Za procenu veli¢ine uticaja ispitivanog parametra na zavisnu promenljivu prilikom
upotrebe Mann-Whitney U testa koristi se “r” vrednost. Prema Koenovim Kriterijumima, ako je
vrednost r>0.5 uticaj ispitivanog parametra na zavisnu promenljivu smatra se velikim. Vrednosti
0.3<r<0.5 ukazuju na uticaj srednjeg intenziteta, dok se za r<0.3 uticaj smatra malim, iako je
statisticki znacajan. U skladu sa ovim, APACHE II i SOFA skor u predikciji razvoja MODS-a
pokazuju veliki uticaj (r>0.5), dok su za predvidanje ishoda sepse performanse oba skora nesto

manje i pokazuju uticaj srednjeg intenziteta (r>0.3).

U odnosu na uzro¢nika sepse, ni SOFA ni APACHE skor nisu pokazali prediktivni
znacaj. lako su vrednosti SOFA skora manje kod bolesnika kod kojih je sepsa uzrokovana Gram

negativnim u odnosu na Gram pozitivne uzro¢nike, ta razlika nije statisti¢ki znac¢ajna (Tabela 9).

Tabela 9. Znac¢aj APACHE II i SOFA skora za predikciju pripadnosti uzro¢nika grupi Gram

pozitivnih ili Gram negativnih bakterija

Mann-
Uzro¢nik n X SD Min Max Me ) r p
Whitney U
G+ 19 1679 992 3 44 16.0 2605 0116 0402
APACHEIl . 33 1364 470 4 26 13.0 o '
G+ 19 753 494 2 19 70
SOFA 2155 0.260 0.061
G- 33 483 287 0 13 40

SOFA i APACHE II skor pokazali su se kao dobri prediktori razvoja MODS-a u prvih
48h hospitalizacije kao i letalnog ishoda sepse, pri ¢emu SOFA skor bolje predvida razvoj

MODS-a, a APACHE II bolje predvida ishod bolesti.
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5.4 Rutinski laboratorijski parametri

Vrednosti rutinskih laboratorijskih parametara za procenu tezine klinicke slike,

predvidanje komplikacija i letalnog ishoda prikazani su u tabelama 10, 111 12.

U proceni tezine klinicke slike sepse, od rutinskih laboratorijskih parametara statisticku
znacajnost pokazuju parametri hemostaze, $to je i o¢ekivano s obzirom na to da broj trombocita i
protrombinsko vreme predstavljaju deo kriterijuma na osnovu kojih se bolesnici i svrstavaju u
odredene kategorije prema tezini klinicke slike, dok od laboratorijskih parametara iz
zapaljenskog sindroma prediktivni znaCaj pokazuju prokalcitonin 1 fibrinogen. Kod
prokalcitonina je zabelezen linearni porast vrednosti od sepse preko teske sepse do septickog
Soka, nakon Cega vrednosti naglo padaju (kako aritmeticka sredina tako i medijana) kod
bolesnika sa MODS-om, §to je verovatno posledica iscrpljenja homeostaznih rezervi. Naknadnim
(post hoc) analizama pokazano je da je statisticki znacajna prediktivna vrednost fibrinogena u
smislu procene tezine klinicke slike bolesti zapravo posledica naglog pada vrednosti ovog
parametra kod bolesnika sa tezim oblicima bolesti (septickim Sokom 1 MODS-om), dok medu

ostalim grupama nema statisticki znacajne razlike.
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Tabela 10. Prediktivni znacaj rutinskih laboratorijskih parametara za procenu tezine klinicke

slike sepse
n X SD  Min Max  Me v p
sepsa 35 16.01 918 2.63 4490 143
teska sepsa 66 17.26 12.72  1.30 7200 154
LKC 7.718 0.052
septicki Sok 21 10.68 720 1.20 27.61 8.4
MODS 28 18.03 16.90 1.60 8150 155
sepsa 35 210.65 76.02 8210  462.30 201
teska sepsa 66 228.29 91.06 6.80 477.30 239
CRP 3.317 0.345
septicki Sok 21 210.43 83.35 60.90 337.80 212
MODS 28 257.74 14395 30.00 730.00 217
sepsa 35 33.77 70.82 040  270.00 5.9
teska sepsa 66 65.74 12511 0.50 611.50 16.5
PCT 17.913  0.000
septicki Sok 21 77.57 8430 176 365.80 744
MODS 28 69.59 101.21 056  468.70 26.6
sepsa 35 5.65 158 0.98 9.07 55
teSka sepsa 66 5.39 143 1.66 8.24 55
FIBR 13.341  0.004
septicki Sok 21 4.36 207 196 11.38 3.9
MODS 28 4.66 195 0.83 8.42 4.9
sepsa 35 23896 126.05 7.60 560.00 213
teska sepsa 66 19512 13441 9.00 641.00 169
TRC 10.242  0.017
septicki Sok 21 188.52 100.89 47.00 513.00 158
MODS 28 146.81 117.75 3.00 441.00 130
sepsa 35 1.30 037 094 2177  1.22
teska sepsa 66 1.53 058 0.88 3.48 1.37
PT 26.823  0.000
septicki Sok 21 1.99 1.06 1.06 535 1.69
MODS 28 2.14 1.01 112 544 1.79

*Kruskal-Wallis test
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Tabela 11. Rutinski laboratorijski parametri kao prediktori razvoja MODS-a u prvih 48h

hospitalizacije

MODS ) Mann-
n X SD  Min Max Me . r p
48h Whitney U
NE 92 16.47 1167 120 720 1534
Lke 1163.0 0.117 0.197
DA 30 13.61 853 340 370 11.00
NE 92 22436 81.07 6.80 4773 2240
CRP 12355 0.078 0.390
DA 30 207.26 98.10 23.0 397.8 205.0
NE 92 39.92 7752 040 497.0 10.27
PCT 720.0 0.355 0.000
DA 30 11590 153.70 0.84 6115 73.39
NE 92 5.39 158 098 9.07 5.53
Fibr. 10375 0.171 0.058
DA 30 4.96 1.79 215 11.38 4.78
NE 92 21848 1333 7.60 641 196.0
Trc 995.5 0.207 0.022
DA 30 170.00 2224 9.00 538 1415
NE 92 1.47 055 0.88 3.89 1.30
PT 1182.0 0.009 0.309
DA 30 1.76 094 106 535 1.34

Od rutinskih laboratorijskih parametara za procenu razvoja MODS-a unutar prvih 48h

hospitalizacije znacajnim su se pokazali PCT sa srednjim uticajem (r>0.3 prema Koenovim

kriterijumima) i trombociti sa malim uticajem (r>0.1 prema Koenovim Kriterijumima). Ostali

ispitivani parametri nisu pokazali prediktivni kapacitet.
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Tabela 12. Rutinski laboratorijski markeri kao prediktori letalnog ishoda sepse

] Mann-
Ishod n X SD Min Max Me ) r p
Whitney U

povoljan 104 1547 1065 1.2 72.0 13.75

Lke 2276.0 0.386 0.636
letalan 46 1782 1569 16 815 14.94
povoljan 104 228.72 76.93 23.0 477.33 2240

CRP 21415 0.083 0.307
letalan 46 223.67 13865 6.8 730.0 2150
povoljan 104 66.84 11397 04 6115 17.35

PCT 2328.0 0.021 0.794
letalan 46 46.66 8042 05 468.7 17.66

) povoljan 104 5.54 151 098 11.38 553

Fibr. 1389.5 0.323 0.000
letalan 46 431 1.85 0.83 842 4.26
povoljan 104 205.44 13058 3.0 641.0 1795

Trc 2033.0 0.119 0.143
letalan 46 172.73 11884 11.8 538.0 153.0
povoljan 104 1.49 0.65 0.88 535 1.27

PT 1226.5 0.379 0.000
letalan 46 2.03 092 1.12 544 171

U predikciji ishoda sepse znacajnim laboratorijskim markerima pokazali su se fibrinogen

koji je niZi kod bolesnika sa letalnim ishodom 1 protrombinsko vreme koje je kod bolesnika sa

letalnim ishodom znacajno produzeno. Interesantno je da su srednje vrednosti fibrinogena kod

bolesnika sa letalnim ishodom u granicama referentnih vrednosti za zdravu populaciju, dok su

kod bolesnika sa laksim oblicima bolesti te vrednosti povisene. Povisene vrednosti kod bolesnika

sa lakSim oblicima bolesti verovatno su posledica IuCenja fibrinogena kao zapaljenskog

parametra, dok je pad vrednosti zabelezen kod tezih oblika bolesti najverovatnije posledica

potrosnje tokom procesa hemostaze.
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Posmatrajuéi samo bolesnike sa dokazanim uzro¢nikom infekcije koncentracije ni jednog

od posmatranih laboratorijskih parametara ne pokazuju statisticki znacajnu razliku izmedu

bolesnika kod kojih je infekcija uzrokovana Gram pozitivnim u odnosu na Gram negativne

uzro¢nike (Tabela 13).

Tabela 13. Prediktivni znacaj rutinskih laboratorijskih parametara u odnosu na grupe uzro¢nika

Bojenje po ) Mann-
n X SD Min Max Me ) r p
Gramu Whitney U
G+ 19 18.07 1303 160 600 16.0
Lkc 2245 0.234 0.091
G- 33  12.69 849 130 330 9.9
G+ 19 26097 27.74 48.80 526.0 246.8
CRP 227.0 0.228 0.100
G- 33 22457 21.87 72.00 730.0 2144
G+ 19 67.70 11248 0.50 468.7 10.7
PCT 283.0 0.080 0.562
G- 33 5052 7184 040 2678 20.0
) G+ 19 5.22 184 083 842 5.0
Fibr 290.5 0.061 0.662
G- 33 551 186 215 11.38 52
G+ 19 151.78 109.99 11.8 465.0 140.0
Trc 273.0 0.107 0.441
G- 33 18591 123.13 3.0 5240 154.0
G+ 19 1.67 071 097 345 131
PT 246.0 0.178 0.199
G- 33 1.44 054 090 312 1.26
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5.5 Markeri ¢lanovi superfamilije TNF-a

A proliferation inducing ligand (APRIL), B cell activating factor (BAFF) i solubilni
transmembrane activator and calcium modulator cyclophilin ligand interactor (STACI) su
pokazatelji funkcije imunoloskog sistema koji Se za sada koriste samo u istrazivacke svrhe za
koje postoje komercijalni testovi za odredivanje njihovih koncentracija u telesnim te¢nostima. Za
APRIL i sTACI u uputstvu proizvodaca kao ni u nama dostupnoj literaturi ne postoje jasno
definisane referentne vrednosti koncentracija u zdravoj populaciji, te smo ispitali koncentracije

ovih parametara u serumima 30 zdravih ispitanika (dobrovoljnih davalaca krvi).

5.5.1 Dijagnosti¢ki znacaj koncentracija citokina ¢lanova superfamilije TNF-a

Koncentracije sva tri ispitivana markera (APRIL, BAFF i STACI) bile su statisticki
znacajno poviSene kod pacijenata obolelih od sepse u odnosu na zdrave ispitanike, sto je
prikazano u Tabeli 14. Raspodele koncentracija svakog od ispitivanih biomarkera prikazane su
pravougaonim dijagramima na grafikonima 3, 4 i 5. Na ovim grafikonima zapaza se da je sva tri
markera Kkarakteristicna pojava pacijenata kod koji su zabeleZzene ekstremno poviSene

koncentracije ovih citokina.
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Tabela 14. Koncentracije ¢lanova superfamilije TNF-a kod zdravih ispitanika i kod obolelih od

sepse
Mann
n X SD Min Max Me Witney r p
U
. zdravi 30 2.17 0.55 1.25 3.75 2.00
APRIL 64.5 0.626 0.000
sepsa 150 8.60 5.33 1.25 39.50 7.25
.. Zdravi 30 71236 166.36 400.00 1080.00  695.00
BAFF 570.0 0.481 0.000
sepsa 150 1873.67 1357.23 100.00 8200.00 1505.00
«~ Zdravi 30 260.83 16144 50.00 750.00 200.00
STACI 1405.0 0.242 0.001
sepsa 150 673.80 669.44 50.00 3675.00 550.00

* koncentracije izrazene u [ng/ml]

**koncentracije izraZene u [pg/ml]
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Grafikon 3. Raspodele koncentracija APRIL-a kod zdravih ispitanika i kod obolelih od sepse
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Grafikon 4. Raspodele koncentracija BAFF-a kod zdravih ispitanika i kod obolelih od sepse
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Grafikon 5. Raspodele koncentracija sTACI-ja kod zdravih ispitanika i kod obolelih od sepse



U cilju odredivanja senzitivnosti i specifiCnosti clanova superfamilije TNF-a u
dijagnostici sepse, kao i odredivanja grani¢nih (cut-off) vrednosti koje bi ukazivale na sepsu u
odnosu na zdravu populaciju, konstruisane su ROC krive — Grafikon 6, i odredene povrSine ispod
ROC krive (Area under the curve — AUC) — Tabela 15. Najznacajnijim dijagnostickim
parametrom pokazao se APRIL (AUC=0.986), za koga sa veoma visokom i senzitivnoscu (99%)
i specifiénoséu (97%) koncentracija od 4ng/ml moze smatrati optimalnom grani¢nom vrednosti
u distinkciji septicnih bolesnika od zdravih ispitanika. Senzitivnost i specifiénost BAFF-a i
STACI-ja su u ovom kontekstu nesto manje. Za optimalnu grani¢nu vrednost od 875pg/mL
BAFF-a senzitivnost testa je 84%, a specificnost 80%, dok je za STACI optimalna grani¢na

vrednost 200pg/mL pri ¢emu je senzitivnost 70%, a specifi¢nost svega 63% (Tabela 15).
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0.5 - - sTACI
‘ ) - Referentna linyja
@ 0.6
o
=
Z -
=
® .
w 044 .
0.2
0.0 | | | |
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

1 - Specifiénost
Grafikon 6. ROC kriva koncentracija ¢lanova superfamilije TNF-a u predikciji sepse u

odnosu na zdravu populaciju
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Tabela 15. Analiza optimalnih grani¢nih vrednosti, senzitivnosti i specifi¢nosti markera ¢lanova

superfamilije TNF-a u dijagnostici sepse u odnosu na zdrave ispitanike

optimalna grani¢na

AUC vrednost (cut-off senzitivnost specifi¢nost p
APRIL 0,986 4 ng/ml 99% 97% 0,000
BAFF 0,873 875 pg/ml 84% 80% 0,000
STACI 0,678 200 pg/ml 70% 63% 0,001

5.5.2 Prognosticki znacaj koncentracija citokina ¢lanova superfamilije TNF-a

Koncentracije APRIL-a, BAFF-a i STACI-ja prema tezini klinicke slike prikazane su u

Tabeli 16.

Rezultati pokazuju statisticki znacCajnu razliku u koncentracijama APRIL-a i BAFF-a
medu posmatranim grupama, dok se koncentracije STACI-ja ne razlikuju statisticki znacajno
izmedu posmatrane 4 grupe pacijenata, prvenstveno zato $to su prakticno jednake kod sepse i
teSke sepse. Naknadnim (post hoc) analizama zapazamo da vrednosti APRIL-a i STACI-ja rastu
linearno sa tezinom klinicke slike od sepse ka septickom Soku, a onda naglo padaju kod
bolesnika koji klinicki pokazuju znake multiorganske disfunkcije (grafikoni 7 1 9). Nasuprot
tome, BAFF je statisticki znacajno snizen kod bolesnika sa septickim Sokom, dok izmedu ostalih

grupa ne postoji statisticki znacajna razlika u koncentraciji BAFF-a (Grafikon 8).
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Tabela 16. Clanovi superfamilije TNF-a kao prediktori tezine klini¢ke slike sepse

2

X SD Min Max Me X p
sepsa 7.61 6.18 3.50 39.50 55
APRIL  teska sepsa 8.90 5.67 1.25 32.50 7.5
9.924 0.019
[ng/ml]  septicki Sok 9.93 3.52 4.50 21.75 9.5
MODS 8.14 4.47 3.50 24.50 7.5
sepsa 1905.71 1465.06 430.00 8200.00 1490
BAFF  teska sepsa 2028.18 1482.32 360.00 8000.00 1540
8.239 0.041
[pg/ml]  septicki Sok 1199.52 629.78  100.00 2460.00 1080
MODS 1975.00 1206.35 470.00 6200.00 1710
sepsa 594.29 654.43 50.00 3675.00 550
STACI teSka sepsa  614.77 624.01 50.00 2825.00 400 5.167 0.160
[pg/ml]  septicki Sok  833.33 561.21 75.00 2200.00 800
MODS 792.86 749.59 50.00 2575.00 600
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Grafikon 7. Raspodela vrednosti APRIL-a u odnosu na tezinu klinicke slike
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Prediktivni znacaj markera ¢lanova superfamilije TNF-a u odnosu na grupu uzro¢nika
infekcije prikazan je u Tabeli 17. Dobijeni rezultati pokazuju da se od svih posmatranih kako
laboratorijskih tako i1 klinickih parametara jedino BAFF pokazao kao statisticki znacajan
parametar za distinkciju izmedu Gram pozitivnih i Gram negativnih uzro¢nika sepse pri ¢emu
viSe vrednosti ukazuju na vecu verovatnocu da je uzro¢nik infekcije iz grupe Gram pozitivnih

bakterija. Prema Koenovim Kriterijumima taj uticaj je srednjeg intenziteta (r>0.30).

Tabela 17. Clanovi superfamilije TNF-a kao prediktori grupe uzro¢nika infekcije

Bojenje po _ Mann-
n X SD  Min Max Me ) r p
Gramu Whitney U
. G+t 19 9.54 555 3.75 24.5 8.25
APRIL 257.0 0.149 0.282
G- 33 8.01 6.40 1.25 39.5 6.50
w Gt 19 22905 14452 700.0 6200.0 1710.0
BAFF 199.0 0.302 0.030
G- 33 1652.1 1132.3 430.0 5140.0 1300.0
~ Ot 19 759.2 696.8 50.0 2575.0 700.0
STACI 277.0 0.096 0.487
G- 33 6545 833.7 50.0 3675.0 300.0

* koncentracije izrazene u [ng/ml]

**koncentracije izraZzene u [pg/ml]
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Grafikon 10. ROC kriva koncentracije BAFF-a kao prediktora pripadnosti uzro¢nika

infekcije grupi Gram pozitivnih ili Gram negativnih bakterija

Za utvrdivanje Kklasifikatornih moguénosti BAFF-a u distinkciji grupe uzro¢nika
konstruisana je ROC kriva. Povrsina ispod ROC krive (AUC) iznosi 0.683 §to je statisticki
znacajno na nivou p=0.030. Sa senzitivnoscu od 68% i specificnoséu od 64% cut-off vrednost
koncentracija BAFF-a bila bi 1450pg/mL. Koncentracije BAFF-a iznad navedene ukazivale bi na

vecu verovatnocu da je uzro€nik iz grupe Gram pozitivinih bakterija.

Prediktivni znacaj koncentracija APRIL-a BAFF-a i STACI-ja za razvoj MODS-a unutar
prvih 48h hospitalizacije prikazan je u Tabeli 18. Grafikoni 11, 12 i 13 prikazuju raspodele,

medijane i interkvartilne vrednosti posmatranih parametara.
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Tabela 18. Prediktivni znacaj koncentracija ¢lanova superfamilije TNF-a za razvoj MODS-a

unutar prvih 48h hospitalizacije

MODS Mann-
n X SD  Min Max Me r p
48h Witney U
NE 92 8.02 528 1.25 39.5 6.5
DA 30 1081 588 3.75 325 10.0
- NE 92 1919.8 1542.4 100.0 8200.0 1420.0
BAFF 1351.0 0.016 0.863
DA 30 1637.7 755.3 360.0 3900.0 1505.0
- NE 92 5127 5704 50.0 3675.0 300.0
TACI 659.0 0.388 0.000
DA 30 1056.7 714.7 125.0 2575.0 887.5

* koncentracije izrazene u [ng/ml]

**koncentracije izraZene u [pg/ml]

40,00 .

30.00

20.00

APRIL [ngiml]

149

10.004 T
1

.00+

DA
MODS 48h

Grafikon 11. Raspodele vrednosti APRIL-a u odnosu na razvoj MODS-a u prvih 48h

hospitalizacije
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S obzirom na to da su se APRIL i sTACI pokazali kao visoko statisticki znacajni
prediktori razvoja MODS-a u prvih 48h hospitalizacije konstruisane su ROC krive (Grafikon 14)
i odredene optimalne grani¢ne vrednosti koncentracija koje bi eventualno mogle da posluze u
klini¢koj praksi u sluc¢aju da ovi biomarkeri u buduénosti nadu svoje mesto u rutinskom radu.
Granic¢ne vrednosti i njihova senzitivnost i specifi¢nost prikazani su u Tabeli 19. Za razliku od

dijagnostickog, u prognostickom smislu sSTACI pokazuje daleko veci prediktivni znacaj od

APRIL-a.
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Grafikon 14. ROC krive koncentracija APRIL-a i STACI-ja u predikciji razvoja MODS-a u
prvih 48h hospitalizacije
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Tabela 19. Analiza optimalnih grani¢nih vrednosti, senzitivnosti i specifi¢nosti APRIL-a i

STACI-ja u predikciji razvoja MODS-a u prvih 48h hospitalizacije

optimalna grani¢na

AUC senzitivnost  specifi¢nost p

vrednost (cut-off)
APRIL 0,682 8,12 ng/ml 67% 65% 0,003
STACI 0,761 575 pg/ml 77% 65% 0,000

U Tabeli 20 prikazan je prediktivni znacaj koncentracija ¢lanova superfamilije TNF-a za

ishod sepse.

Tabela 20. Prediktivni znacaj koncentracija ¢lanova superfamilije TNF-a za ishod sepse

Mann-
Ishod n X SD  Min Max Whitney r p
U
. povoljan 104 7.98 505 1.25 39.50
APRIL 1789.0 0.201 0.014
letalan 46  10.00 577 4.00 3250
.. povoljan 104 1864.3 12445 100.0 8200.0
BAFF 2240.0 0.051 0.535
letalan 46 1894.8 1597.9 360.0 8000.0
«~ povoljan 104 5425 5417 50.0 3675.0
TACI 1650.5 0.247 0.002
letalan 46 970.7 826.0 50.0 2825.0

* koncentracije izrazene u [ng/ml]

**koncentracije izraZzene u [pg/ml]

Mann Whitney U test pokazuje da su statisticki znacajni prediktori ishoda sepse APRIL i

STACI, dok BAFF ne pokazuje znacajnost. Raspodele vrednosti, medijane i interkvartilni rasponi

posmatranih parametara u grupama bolesnika sa povoljnim i letalnim ishodom prikazane su na

Grafikonima 15, 16 17.
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Grafikon 16. Raspodele vrednosti BAFF-a u odnosu na ishod sepse
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Grafikon 17. Raspodele vrednosti sSTACI-ja u odnosu na ishod sepse

Konstrukcijom ROC krive (Grafikon 18) i analizom njenih parametara odredena je
senzitivnost i specificnost APRIL-a i STACI-ja u predikciji ishoda sepse sa odgovaraju¢im

optimalnim grani¢nim koncentracijama (Tabela 21).

Tabela 21. Analiza optimalnih grani¢nih vrednosti, senzitivnosti i specificnosti APRIL-a i

SsTACI-ja u predikciji letalnog ishoda sepse

optimalna grani¢na

AUC senzitivnost specifi¢nost p
vrednost (cut-off)
APRIL 0,626 7,62 ng/ml 61% 56% 0,014
STACI 0,655 525 pg/ml 61% 54% 0,003
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Koncentracije vise od navedenih oznacavaju vecu verovatnocu letalnog ishoda, ali su
senzitivnost i specificnost testa niske da bi se na ove vrednosti moglo osloniti u rutinskoj
upotrebi. Vecu upotrebnu vrednost imale bi koncentracije ispod kojih bismo sa 90% sigurnosti
mogli da isklju¢imo letalan ishod (APRIL 4,62ng/ml, sTACI 100pg/ml), kao i koncentracije

iznad kojih bi verovatnoca letalnog ishoda bila preko 90% (APRIL 12,00ng/ml, sTACI

>1000pg/ml).
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Grafikon 18. ROC krive koncentracija APRIL-a i STACI-ja u predikciji letalnog ishoda sepse
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5.6 Komponente komplementa

Imajuci u vidu viSestruku ulogu komplementa u koordinaciji reakcija urodenog i steCenog
imuniteta, svakom ispitaniku odredene su koncentracije onih komponenti komplementa cije je

odredivanje dostupno klini¢arima u svakodnevnom radu u nasim laboratorijama (C3 i C4).

Prediktivni znacaj ovih parametara pokazan je u tabelama 22, 23, 24 i 25 i na

grafikonima 19, 20, 21 i 22.

Tabela 22. Koncentracije komponenata komplementa u odnosu na tezinu klinicke slike sepse.

Tezina klinicke slike X SD Min Max Me r p

sepsa 1.25 0.38 0.38 2.12 1.25

C3"  teska sepsa 1.89 0.45 0.37 3.01 1.18
34.442 0.000

septicki Sok 0.71 0.29 0.43 1.46 0.60

MODS 0.89 0.42 0.33 1.80 0.78

sepsa 0.44 0.16 0.17 0.86 0.40

. teska sepsa 0.44 0.19 0.06 1.28 0.46
C4 25.528  0.000

septicki Sok 0.24 0.12 0.07 0.50 0.23

MODS 0.35 0.18 0.10 0.85 0.32

* koncentracije izrazene u [g/1]
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Tabela 23. Prediktivni znacaj koncentracija komponenti komplementa u odnosu na grupu

uzro¢nika
Bojenje _ Mann-
X SD  Min Max Me ] r p
po Gramu Witney U
.Gt 19 102 038 044 176 098
C3 270.5 0.113 0.414
G- 33 111 035 050 212 1.13
. G+ 19 041 018 0.08 085 043
C4 298.5 0.039 0.775
G- 33 040 014 012 0.70 0.39

* koncentracije izrazene u [g/1]

Tabela 24. Prediktivni znacaj koncentracija komponenti komplementa za razvoj MODS-a

MODS Mann-
n X SD Min Max Me r P
48h Witney U
~NE 92 129 045 037 301 1.20
C3 738.0 0.346 0.000
DA 30 087 033 044 142 083
. NE 92 0.42 0.18 0.06 128 0.42
C4 1135.0 0.132 0.145
DA 30 0.36 0.19 0.07 069 0.34

* koncentracije izrazene u [g/1]
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Grafikon 19. Raspodele vrednosti C3 komponente komplementa u odnosu na razvoj MODS-

a u prvih 48h hospitalizacije
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Grafikon 20. Raspodele vrednosti C4 komponente komplementa u odnosu na razvoj MODS-

a u prvih 48h hospitalizacije
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Tabela 25. Prediktivni znacaj koncentracija komponenti komplementa za ishod sepse

Mann-
Ishod n X SD Min Max Me _ r p
Whitney U
. povoljan 104 116 0.44 0.33 3.01 113
C3 1496.5 0.305 0.000
letalan 46 090 042 0.37 183 0.82
. povoljan 104 043 0.18 0.07 1.28 042
C4 1602.5 0.280 0.001
letalan 46 033 0.18 0.06 085 0.29

* koncentracije izrazene u [g/1]
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Grafikon 21. Raspodele vrednosti C3 komponente komplementa u odnosu na ishod sepse
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Grafikon 22. Raspodele vrednosti C4 komponente komplementa u odnosu na ishod sepse

Koncentracije komponenti komplementa prvog dana hospitalizacije se uglavnom krec¢u u
granicama referentnih vrednosti osim za bolesnike u septickom Soku, kod kojih je registrovana
srednja vrednost manja od referentne, dok je kod bolesnika sa MODS-om ta vrednost na donjoj
granici referentnih vrednosti. Kod nekih bolesnika zabelezene su i koncentracije komponenti

komplementa iznad gornje granice referentnih vrednosti.

lako su koncentracije komplementa uglavnom u granicama referentnih, zapaza se visoko
statistiCki znacajna razlika u njihovim vrednostima kako u odnosu na tezinu klinicke slike sepse
gde su najnize koncentracije zabeleZene u septickom Soku, tako i u predikciji razvoja MODS-a i

letalnog ishoda sepse, gde su takode nize koncentracije prediktori losijeg ishoda.

Koncentracije komponenti komplementa nisu se statisticki znacajno razlikovale kod sepsi

uzrokovanih Gram pozitivnim i Gram negativnim bakterijama.
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S obzirom na dostupnost ovih parametara u rutinskom radu, kao i na zapazenu Visoko
statisticki zna¢ajnu razliku u koncentracijama posmatranih parametara U 0dnosu na prognozu
toka bolesti, iako se one kreéu u granicama referentnih vrednosti za zdravu populaciju,
konstrukcijom ROC krive pokusali smo da odredimo cut-off vrednost koja bi bila granica

predikcije razvoja MODS-a odnosno letalnog ishoda.

Na grafikonima 23 i 24 prikazane su ROC krive koje pokazuju prediktivni znacaj C3 i C4
komponenti komplementa u predikciji razvoja MODS-a (Grafikon 23) i letalnog ishoda
(Grafikon 24), dok su u Tabeli 26 prikazane vrednosti povrsina ispod krive (AUC), koje
pokazuju da je C3 znacajan prediktor MODS-a, dok su u predikciji ishoda znacajni i C3 i C4.
Najvecu povrsinu ispod ROC krive pokazuje C3 u predikciji razvoja MODS-a u prvih 48h

hospitalizacije.
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Grafikon 23. ROC kriva koncentracija C3 i C4 kao prediktora razvoja MODS-a u prvih 48h

hospitalizacije
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Grafikon 24. ROC kriva koncentracija C3 i C4 kao prediktora letalnog ishoda sepse.

Dobijeni rezultati ukazuju na to da sa senzitivno$¢u od 70% i specificnoséu od 60%
mozemo zakljuciti da vrednosti C3 ispod 1,10 g/l (ref.opseg 0,9-2,1 g/l) predstavljaju los
prognosticki znak kako za ishod tako i za razvoj MODS-a. lako se sa navedenom senzitivnoscéu i
specificnoséu testa ne mogu sa sigurnoséu donositi klinicki znacajne odluke, ipak koncentracije
C3 koje su bliske donjoj granici referentnih kod septi¢nih bolesnika mogu da posluze u
rutinskom radu kao lo$ prognosticki znak. Povecéanje cut-off vrednosti na 1,2g/1 povecalo bi

senzitivnost testa na ¢ak 80%, uz smanjenje specificnosti na 50%.

Tabela 26. Vrednosti povrsine ispod ROC krive (AUC)

AUC p
. MODS48h (733 0.000
Ishod 0.687  0.000
s MODS48h 589  0.145
Ishod 0.665  0.001
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5.7 Korelacije koncentracija komponenti komplementa i ¢lanova

superfamilije TNF-a

S obzirom na poznatu ulogu komplementa u povezivanju urodenog i ste¢enog imuniteta,
kao i dokazanu statisticku znacajnost posmatranih parametara imunog sistema u predikciji toka i
ishoda sepse, i dobijene rezultate u kojima su ¢lanovi superfamilije TNF-a takode pokazali visok

prediktivni znacaj, izraCinali smo korelacije izmedu posmatranih parametara imuniteta.

Pokazano je da solubilni TACI statisti¢ki znacajno negativno korelira sa koncentracijama
komponenti komplementa korelacijom slabog intenziteta (<0.3), dok koncentracije BAFF-a sa
komponentama komplementa koreliraju pozitivno, takode korelacijom slabog (<0.3) do

umerenog intetnziteta (0.3-0.5) — Tabela 27.

Tabela 27. Korelacije koncentracija komponenti komplementa i ¢lanova superfamilije TNF-a

APRIL BAFF STACI

Spirmanov
-.100 .238 -.232
koeficijent p
C3
p 225 .003 .004
n 150 150 150
Spirmanov
-173 372 -.190
koeficijent p
C4
p 034 .000 .020
n 150 150 150
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5.8 Koncentracije imunoglobulina

S obzirom na oshovnu ulogu markera ¢lanova superfamilije TNF-a u stimulaciji
proliferacije i aktivacije B limfocita i posledi¢noj produkciji antitela analizirane su koncentracije
imunoglobulina klase A, G i M u odnosu na tezinu klinicke slike, uzro¢nika, razvoj MODS-a i
ishod bolesti (Tabela 28), kao i njihove korelacije sa koncentracijama ¢lanova superfamilije

TNF-a i komponenti komplementa (Tabela 29).

Tabela 28. Koncentracije cirkuliSu¢ih imunoglobulina u odnosu na tezinu klinicke slike sepse

Tezina klinicke slike X SD Min Max Me y p
IgA sepsa 1.93 1.02 0.58 4.89 1.69
teska sepsa 2.22 1.81 0.60 9.66 1.76

17.809  0.000
septicki Sok 1.13 0.62 0.50 2.86 0.98
MODS 1.93 0.93 0.56 4.78 1.77
1gG sepsa 8.20 3.39 1.67 15.68 7.25
teska sepsa 10.09 4.99 1.08 23.31 9.15

17.518  0.001
septicki Sok 5.36 3.32 1.22 11.71 3.94
MODS 8.53 3.76 152  20.08 8.60
IgM  sepsa 0.87 0.39 0.25 1.18 0.83
teska sepsa 1.16 0.83 0.08 4.87 0.99

18.658  0.000
septicki Sok 0.62 0.43 0.17 1.99 0.48
MODS 1.01 0.45 0.31 2.28 0.93

Srednje vrednosti koncentracija IgA, 1gG i IgM su uglavnom u granicama referentnih,

osim u slucaju IgG klase gde se kod bolesnika sa septickim Sokom beleze koncentracije koje su
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nize od referentnih. lako u granicam referentnih, koncentracije sve tri klase imunoglobulina su

statisticki zna¢ajno nize kod obolelih od septickog Soka u odnosu na ostale grupe bolesnika.

Koncentracije cirukuliSu¢ih imunoglobulina pri prijemu na nasem uzorku se ne razlikuju

statisticki znacajno u odnosu na razvoj MODS-a u prvih 48h hospitalizacije, grupu uzro¢nika kao

ni ishod bolesti (p>0.05).

S obzirom da sekrecija imunoglobulina kao proteinskih struktura zahteva odredeno vreme
cak 1 za brzosekretuju¢e imunoglobuline niskog afiniteta, a posebno za sporosekretujuce
imunoglobuline visokog afiniteta, ispitali smo korelaciju izmedu koncentracija imunoglobulina I
duzine trajanja bolesti pre hospitalizacije (Tabela 27). Dobijena je statisticki zna¢ajna pozitivna
korelacija izmedu duzine trajanja bolesti pre hospitalizacije i koncentracija IgM i IgG antitela,

dok koncentracija sekretornih IgA antitela ne korelira sa duzinom trajanja bolesti.

Tabela 29. Korelacija koncentracije imunoglobulina sa duzinom trajanja bolesti pre

hospitalizacije

IgA 19G IgM
Spirmanov
.. o 133 222 206
DuZina trajanja  koeficijent p
bolesti pre p 106 .006 012
hospitalizacije 150 150 150
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Zbog bliskih patofizioloskih odnosa ¢lanova superfamilije TNF-a i komponenti
komplementa sa cirkuliSu¢im imunoglobulinima izracunate su korelacije navedenih parametara

(Tabela 30).

Tabela 30. Korelacije koncentracija imunoglobulina sa ¢lanovima superfamilije TNF-a i

komponentama komplementa.

APRIL BAFF TACI C3 C4
Spirmanov
042 -.028 -.021 316 290
koeficijent p
lgA 607 736 798 000 000
n 150 150 150 150 150
Spirmanov
.108 -.052 -.136 380 308
koeficijent p
19G
P .186 525 097 .000 .000
n 150 150 150 150 150
Spirmanov
-.025 129 -152 376 399
koeficijent p
IgM
p 757 117 .063 .000 .000
n 150 150 150 150 150

Koncentracije cirkuliSu¢ih imunoglobulina statisticki znacajno pozitivno koreliraju sa
koncentracijama komponenti komplementa korelacijom srednjeg intenziteta, dok sa ¢lanovima

superfamilije TNF-a ne koreliraju statisti¢ki znacajno.
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5.9 Prediktori razvoja MODS-a

Sa ciljem kvantifikovanja 1 poredenja diskriminativne sposobnosti pojedina¢nih
parametara da predvide razvoj MODS-a unutar 48h hospitalizacije kao i letalni ishod bolesti

konstruisali smo ROC krive za one parametre koji su se prvobitnim poredenjem grupa pokazali

znacajnim prediktorima.

ROC krive za parametre znacajne u predikciji MODS-a prikazane su na grafikonima 22,
23i24.
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Grafikon 22. ROC kriva APACHE Il i SOFA skora za predikciju razvoja MODS-a unutar
48h hospitalizacije
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Grafikon 24. ROC kriva za C3 i trombocite kao prediktore razvoja MODS-a unutar 48h

hospitalizacije
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Povrsine ispod navedenih ROC krivih (Area Under The Curve = AUC) kao i nivoi
statisticke znacajnosti prikazani su u Tabeli 27. Svi navedeni prediktori potvrduju statisticku

znacajnost dobijenu Mann-Whitney U testom.

Tabela 27. Prediktori MODS-a

AUC p
SOFA 0.901 0.000
APACHE II 0.883 0.000
PCT 0.739 0.000
APRIL 0.682 0.003
STACI 0.761 0.000
c3 0.733 0.000
Tre 0.639 0.022

Na osnovu vrednosti AUC mozemo zakljuciti da je najznacajniji prediktor razvoja
MODS-a SOFA skor. AUC vrednost od 0.901 govori u prilog tome da svaki pacijent kod kojeg
je doslo do razvoja MODS-a ima vrednost SOFA skora vecu od 90.1% bolesnika kod kojih nije

doslo do razvoja MODS-a. Drugi najznacajniji prediktor je APACHE II skor (AUC=0.883).

Od pojedinac¢nih biomarkera najbolju prediktivnu mo¢ pokazuje STACI, ¢ija AUC iznosi
0.761. Do sada rutinski kori§¢en inflamatorni biomarker PCT pokazuje slabiju prediktivhu mo¢
od TACI-ja (AUC=0.739). lako uglavnom u granicama referentnih vrednosti za zdravu

populaciju, nize vrednosti C3 komponente komplementa pokazuju prediktivni znacaj prakti¢no
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jednak prokalcitoninu (AUC=0.733). APRIL i broj trombocita su takode statisticki znacajni

prediktori (papriL=0.003, pTi=0.022), ali sa vrednostima AUC koje se klasifikuju kao niske.

Cut-off vrednosti sSTACI-ja, APRIL-a i C3 komponente komplementa u predikciji razvoja
MODS-a date su u odeljku o prediktivnom znacaju svakog od navedenih parametara. Imajuci u
vidu Siroku upotrebu prokalcitonina u rutinksoj praksi kao 1 veliki broj literaturnih podataka o
grani¢nim vrednostima prokalcitonina 1 njegovoj prakti€noj primeni, odredili smo grani¢ne
vrednosti ovog markera i na naSem uzorku. Pokazano je da najbolje balansiran odnos
senzitivnosti i specifi¢nosti za PCT iznosi svega 70%, $to ipak nije dovoljno da bi se odredila
jedna grani¢na vrednost na koju bi se moglo osloniti u svakodnevnom radu. Stoga je odredena
vrednost na osnovu koje bi se sa 90% specifi¢nosti mogao predvideti nepovoljan ishod sepse i
koja iznosi >140ng/ml, uz napomenu da je senzitivnost ove grani¢ne vrednosti izuzetno mala, tj.
nize vrednosti od 140ng/ml ne iskljucuju nepovoljan tok bolesti. Sa 90% sigurnosti nepovoljan
tok moze da se iskljuci tek na vrednostima ispod 4,5ng/ml. Veliki opseg koncentracija PCT-a
dobijen nasim istrazivanjem potvrduje literaturne navode da inicijalne vrednosti ovog
biomarkera ne mogu da posluze kao znacajni prediktori toka sepse, te da bi pracenje kretanja

njegovih koncentracija kroz vreme dalo mnogo relevantnije rezultate.

Radi procene prediktivnog znac¢aja svih posmatranih parametara kao celine sprovedena je
binarna logisticka regresija. U model su ukljuceni parametri koji su prethodnim analizama
pokazali najveci prediktivni znacaj. S obzirom na visoki koeficijent korelacije izmedu SOFA i
APACHE 1I skora (Spirman p=0.882) u regresioni model zbog kolinearnosti nisu mogla biti

uvrstena oba skora, te je izabran skor sa ve¢im prediktivnim znacajem — SOFA. Pored SOFA
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skora u model su kao nezavisne promenljive uvrsteni PCT, STACI, APRIL i C3. Trombociti nisu

uvrsteni u model jer su kao varijabla sadrzani u SOFA skoru pa sa njim takode visok 0 koreliraju.

Model je u celini bio statisti¢ki znacajan 3° (5, N=122) = 69.794, p=0.000, §to pokazuje

da model uspesno razlikuje bolesnike kod kojih je doslo do razvoja MODS-a od onih kod kojih

nije doslo do razvoja MODS-a. Model u celini objasnjava izmedu 43.6 1 64.8% varijanse u

smislu razvoja MODS-a i ta¢no klasifikuje 86.9% slucajeva. Uvodenjem u regresioni model od

posmatranih prediktora samo su dve nezavisne promenljive (SOFA skor p=0.000 i sTACI

p=0.004) dale jedinstven statisticki znacajan doprinos modelu kao celini. Najjaci prediktor ostao

je SOFA skor ¢iji je koli¢nik verovatnoc¢e 2.15, dok je koli¢nik verovatnoce za STACI 1.001

(Tabela 28).

Tabela 28. Regresioni model za predikciju razvoja MODS-a u prvih 48h

95% C.I.for EXP(B)

B S.E. Wald Df Sig. Exp(B)
Lower Upper

SOFA 764 172 19.707 1 .000 2.148 1.532 3.010
STACI .001  .000 7.334 1 .004  1.001 1.000 1.002
PCT .004  .003 1.333 1 248  1.004 997 1.010
APRIL 034  .055 386 1 534 1.035 929 1.152
C3 -1.304 1.013 1.656 1 198 271 .037 1.978
Constant -5.583 1.725 10.473 1 001 .004
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Pozitivna prediktivna mo¢ modela iznosi 77% S$to znaci da je od ukupnog broja bolesnika
kod kojih je doslo do razvoja MODS-a model ta¢no klasifikovao njih 77%. Negativna
prediktivna vrednost iznosi 90% i ukazuje na to da je od ukupnog broja bolesnika kod kojih nije
doslo do razvoja MODS-a model tac¢no klasifikovao njih 90%. Dakle, model sa sigurnos¢u od
90% predvida da do razvoja MODS-a ne¢e do¢i, dok razvoj MODS-a predvida sa sigurnos¢u od

77%.

5.10 Prediktori letalnog ishoda

ROC krive prediktora letalnog ishoda prikazane su na grafikonima 25, 26, 27 i 28. Svi
posmatrani parametri pokazuju manju sposobnost predvidanja ishoda u odnosu na predvidanje
MODS-a. U Tabeli 29 prikazane su vrednosti povrsina ispod ROC krive koje pokazuju da i u
predikciji ishoda najve¢i znaCaj imaju skoring sistemi koji obuhvataju veéi broj klinickih
parametara (APACHE II i SOFA skor), s tim §to u predikciji ishoda ve¢i prediktivni znacaj
pokazuje APACHE II skor u koji ulaze 1 godine zivota bolesnika, za razliku od predikcije
MODS-a gde je najveci znac¢aj imao SOFA skor koji ukljucuje iskljucivo trenutno funkcionalno
stanje organskih sistema. Od pojedina¢nih biomarkera u predikciji ishoda najveéi znacaj

pokazuje protrombinsko vreme.
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Grafikon 25. ROC kriva SOFA i APACHE Il skora kao prediktora letalnog ishoda sepse
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Grafikon 26. ROC kriva APRIL-a i sTACI-ja kao prediktora ishoda sepse
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Senzitivhost

Grafikon 27. ROC kriva fibrinogena kao prediktora ishoda sepse
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Grafikon 28. ROC kriva PT-a kao prediktora ishoda sepse
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Tabela 29. Prediktori letalnog ishoda

AUC P
SOFA 0.745 0.000
SAPACHE II 0.768 0.000
Fibrinogen 0.704 0.000
APRIL 0.621 0.019
STACI 0.656 0.002
PT 0.739 0.000

Binarna logisti¢ka regresija sprovedena je i za ishod bolesti. U model su ponovo
ukljuceni parametri koji su prethodnim analizama pokazali najve¢i prediktivni znacaj. Zbog
visokog koeficijenta korelacije izmedu APACHE II i SOFA skora (Spirman p=0.882) u
regresioni model zbog kolinearnosti nisu mogla biti uvrStena oba skora, te je izabran skor sa
ve¢im prediktivnim zna¢ajem — APACHE II. Kao nezavisne promenljive u model su uvrsteni i

fibrinogen, APRIL, sTACI i PT.

Model je u celini bio statisticki znagajan ¥ (5, N=150) = 51.455, p=0.000, §to pokazuje
da model uspes$no razlikuje bolesnike kod kojih je dosSlo do letalnog ishoda od onih koji su
preziveli. Model u celini objasnjava izmedu 29.4 i 41.3% varijanse u smislu letalnog ishoda i
tacno klasifikuje 79.1% slucajeva. Uvodenjem u regresioni model od posmatranih prediktora tri
nezavisne promenljive (APACHE Il skor p=0.000, STACI p=0.028 i fibrinogen p=0.031) dale su
jedinstven statisticki znacajan doprinos modelu kao celini. Najjaci prediktor ostao je APACHE 11
skor ¢iji je kolicnik verovatnoce 1.155, dok je koli¢nik verovatnoée za TACI 1.001, a za

fibrinogen 0.719 (Tabela 30).
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Pozitivna prediktivna mo¢ modela iznosi 72.7% $to znaci da je od ukupnog broja umrlih

bolesnika model ta¢no klasifikovao njih 72.7%, dok negativna prediktivna mo¢ iznosi 80.9% I

ukazuje na to da je od ukupnog broja prezivelih bolesnika model ta¢no klasifikovao njih 80.9%.

Dakle, model sa sigurno$¢u od 80.9% predvida da ¢e pacijent preziveti, a sa sigurno$¢u od

72.7% predvida smrtni ishod.

Tabela 30. Regresioni model za predikciju letalnog ishoda

B S.E. Wald Df Sig.  Exp(B) 95% C.lI.for
EXP(B)

Lower Upper

APACHE I
APRIL
TACI
Fibrinogen
PT

Constant

141 .036 15.723 1 000 1151 1.074 1.234
034 038 0.799 1 371 1034 960 1.114
001 .000 4.821 1 028 1001 1.000 1.001
-330 153 4.668 1 03 719 532 970
393 311 1579 1 206 1481 805 2724
5583 1.244 5.438 1 020  .055
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6 DISKUSIJA

Prema podacima iz vode¢ih svetskih udzbenika iz infektologije i intenzivne terapije
prosecna starost obolelih od sepse je 60 godina (11). Podaci iz novijih istrazivanja ne donose
nikakve promene u uzrasnoj strukturi pacijenata sa sepsom navode¢i prose¢nu starost izmedu 60
i 65 godina. Kao jedan od najznacajnijih faktora rizika za nastanak infekcije i njenu progresiju do
sepse navodi se starija zivotna dob (71,72), dok se podaci o uticaju uzrasta na razvoj tezih oblika
bolesti, tezinu klinicke slike, tok i ishod sepse razlikuju od istrazivanja do istrazivanja, pre svega
u zavisnosti od metodoloske postavke studije (71). Vecina literaturnih navoda isti¢e uzrast preko
65 godina kao nezavisni faktor rizika za letalni ishod sepse (72-74), dok pojedini autori ne
nalaze statisticki znacajan uticaj godina zivota na ishod sepse (75). Na nasem uzorku prose¢na
starost bolesnika iznosila je 60 godina $to je u skladu sa svetskim prosekom. lako su bolesnici
kod kojih se bolest zavrsila letalnim ishodom stariji od prezivelih u proseku za oko 4 godine, ta
razlika nije statisticki znacajna, §to je najverovatnije posledica velike standardne devijacije.
Pored toga, verovatni uzrok nepostojanja statisticki znacajne razlike u uzrastu bolesnika u
odnosu na tezinu klini¢ke slike, tok i ishod bolesti predstavlja i ¢injenica da na nasem uzorku ni

u jednoj grupi bolesnika srednja vrednost uzrasta ne prelazi 65 godina.

Muskarci su skloniji oboljevanju od sepse nego zene (7,71), $to je potvrdeno i na nasem
uzorku (58% bolesnika muskog 1 42% Zenskog pola). Potencijalno objasnjenje za ovaj fenomen
daju studije koje isticu uticaj polnih hormona na pre svega humoralni imunitet (76), koje navode
da androgeni imaju imunodepresivno a estrogeni imunostimulativno dejstvo. Tvrdnje o

dominantno proinflamatornom dejstvu estrogena potkrepljene su i nespornom ¢injenicom da su
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zene generativne dobi sklonije oboljevanju od autoimunih bolesti u odnosu na muskarce iste
starosne grupe. Dokazana manja incidenca, kao i povoljniji ishod sepse kod Zena mladih od 50
godina u odnosu na muskarce iste starosne dobi (77), moze se tumaciti i u svetlu novijih teorija o
patogenezi sepse koje isticu da je dominacija antiinflamatornog odgovora i posledi¢na
nereaktivnost imunog sistema jedan od najvaznijih razloga za nepovoljan ishod sepse, pri ¢emu
estrogeni koji imaju stimulativno dejstvo na humoralni imunitet mogu biti odgovorni za ovu
razliku u mortalitetu, tim pre Sto ta polna razlika u mortalitetu nije zabelezena kod starijih od 50
godina (77). Dodatno objasnjenje za povoljniji ishod sepse kod Zena generativne dobi u odnosu
na muskarce iste uzrasne kategorije moze se naci i u dokazanom protektivnom uticaju estrogena
na kardivaskularni sistem, koji igra znac¢ajnu ulogu u razvoju septi¢kog Soka (78). S obzirom na
¢injenicu da je na naSem uzorku prosecna starost bolesnika bila oko 60 godina, ne iznenaduje
podatak da ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu polova kako u tezini klinicke slike, tako
ni u razvoju MODS-a, niti u ishodu bolesti. Imaju¢i u vidu sve ove Cinjenice zapoceta su
ispitivanja eventualne primene antagonista androgena ili agonista estrogena kao terapijske opcije
u cilju pojacavanja imunog odgovora i posledi¢nog smanjenja komplikacija, te poboljSanja

ishoda sepse (78).

Nasi rezultati pokazuju da se oboleli od sepse u bolnicu javljaju prosecno tre¢eg dana od
pocetka bolesti. Nagliji tok bolesti i ranije javljanje u bolnicu zabeleZeno je kod bolesnika sa
septickim Sokom, verovatno kao posledica dramatic¢nije klinicke slike i izrazenijih simptoma
Soka U odnosu na ostale oblike bolesti. Literaturni podaci o prose¢noj duzini hospitalizacije
obolelih od sepse znacajno variraju, pre svega u zavisnosti od organizacije zdravstvenog sistema

zemlje u kojoj je istrazivanje sprovedeno. Americki Centar za kontrolu i prevenciju bolesti
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(CDC) navodi da je prose¢na duzina hospitalizacije obolelih od sepse 9 dana, s tim §to je kod
svega 30% bolesnika zabelezen otpust na dalje ku¢no lecenje, dok je ¢ak kod 39% slucajeva
le¢enje nastavljeno u drugoj ustanovi (79). Na nasem uzorku pacijenti znacajno duze ostaju na
bolni¢kom le¢enju (16 dana), pre svega zbog Cinjenice da organizacija naseg zdravstvenog
sistema podrazumeva ostanak u bolnici dok se bolesnik ne osposobi za samostalan nastavak
leenja u kuénim uslovima. Slicne podatke iznose 1 istrazivanja sprovedena u Kanadi gde je
prose¢na duzina hospitalizacije septi¢nih bolesnika 26 dana (80), dok Spanski autori navode
proecan ostanak u bolnici od ¢ak 36 dana (81) Sto je i o¢ekivano imajuéi u vidu da su studijom
obuhvaceni samo oboleli od septickog Soka, koji svakako zahtevaju duZzi ostanak u bolnici od

laksih oblika bolesti.

Poznata je Cinjenica da prisustvo komorbiditeta i opste stanje pacijenta znacajno utic¢u na
sklonost ka infekcijama. Kao najznacajniji faktori rizika prepoznata su stanja imunodeficijencije,
maligne bolesti, dijabetes melitus, zloupotreba alkohola, dekompenzovana ciroza jetre i hroni¢na
opstruktivna bolest pluc¢a (82). Podaci 0 uticaju ovih parametara na tezinu klini¢ke slike i ishod
bolesti znacajno su oskudniji. Na nasem uzorku ne postoji statisticki znacajna razlika u broju i
vrsti komorbiditeta u odnosu na tezinu klinicke slike, tok i ishod sepse. Ovi rezultati mogu se
objasniti ¢injenicom da su prema kriterijumima za iskljucivanje iz studije iskljuéeni svi bolesnici
za koje se pretpostavilo da bi mogli imati poviSene koncentracije citokina ¢lanova superfamilije

TNF-a zbog komorbidnog stanja (pre svega oboleli od autoimunih i malignih bolesti).

Literaturni podaci istiCu respiratorni trakt kao najcesSce ishodiste sepse, navodeci da je
¢ak oko 50% sepsi porekla respiratornih puteva (7). Mayr i saradnici iznose podatke o uceséu

sepsi porekla repsiratornog trakta od 41,8% kod muskaraca i 35,8% kod Zena (71), dok Quenot i
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saradnici prijvaljuju procenat od ¢ak 53,6%, obuhvataju¢i samo pacijente sa septickim Sokom
(83). U naSoj studiji taj procenat je znacajno manji, sa 12,7% slucajeva, sepse porekla
respiratornog trakta na naSem uzorku zauzimaju trece mesto po ucestalosti. Ovakav rezultat ne
iznenaduje s obzirom na ¢injenicu da u Vojvodini postoji specijalizovana ustanova za leCenje
infekcija respiratornog trakta, te se takvi pacijenti u znatno manjem procentu hospitalizuju u
Klinickom centru Vojvodine na Klinici za infektivne bolesti (uglavnom bivaju inicijalno
primljeni pod dijagnozom nejasnog febrilnog stanja), dok pacijenti sa tezim infekcijama donjih
respiratornih puteva bivaju upuceni na Institut za pluéne bolesti u Sremskoj Kamenici. Manja
zastupljenost infekcija respiratornih puteva za sobom povlaci relativno (procentualno) povecanje
ucestalosti ostalih ishodista sepse. Upravo to je razlog zbog kojeg infekcije urinarnog trakta i
intraabdominalne infekcije, koje u svetu zauzimaju drugo i treée mesto prema ucestalosti
(7,71,83), na nasem uzorku postaju najzastupljenije sa 28,7% i 26,0% bolesnika. S obzirom na
¢injenicu da je naSe istrazivanje sprovedeno na Klinici za infektivne bolesti i JIL UC KCV ne
iznenaduje procentualno veca =zastupljenost infekcija CNS-a (71). Procenat sepsi sa
neidentifikovanim ishodiStem na nasem uzorku slican je podacima objavljenim Sirom sveta i

iznosi 9,3% (6), dok se svetski prosek kre¢e izmedu 6 1 21% (71).

Uprkos razvoju mikrobioloskih tehnika izolacije uzro¢nika, podaci iz najrazvijenijih
zemalja o procentu mikrobioloski identifikovanih uzro¢nika sepse jos uvek se krecu oko 50-70%
(7,10,11). Rezultati SOAP studije pokazuju nesto nizi procenat pozitivnih izolata (38,6%), §to je
u korelaciji sa rezultatima EPISEPSIS studije koja prijavljuje smanjenje broja mikrobioloski
potvrdenih uzro¢nika sepse za ¢ak 10% (84,85). Na naSem uzorku procenat pozitivnih izolata je

u skladu sa podacima SOAP studije i iznosi 34%. Uzrok relativno niskog procenta dobijenih
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pozitivnih kultura moze biti i protokol o ranom uvodenju empirijske antibiotske terapije, koja se
u interesu bolesnika nekada ordinira i pre uzimanja uzoraka telesnih te¢nosti za mikrobiolosku

analizu.

U proteklih 20-ak godina zabelezen je porast ucestalosti sepsi uzrokovanih Gram
pozitivnim uzro¢nicima (7,71). Razlog tome leZi pre svega u sve vecoj upotrebi invazivnih
procedura ¢ija posledica uprkos primeni principa asepse 1 antisepse ipak moze da bude jatrogena
infekcija uzro¢nicima normalne komensalne flore koze (71). Drugi razlog je i ¢injenica da se
ranijih godina o sepsi razmisljalo uglavnhom u kontekstu reakcije na lipopolisaharid Gram
negativnih bakterija, te su i1 epidemioloski podaci o naglom porastu zastupljenosti Gram
pozitivnih sepsi nepouzdani. Sepse uzrokovane Gram pozitivnim bakterijama danas brojc¢ano
sustizu broj septi¢nih bolesnika kod kojih je bolest uzrokovana Gram negativnim uzro¢nicima
(7). TIako je zapaZzena sve veca ulestalost sepsi uzrokovanih Gram pozitivnim bakterijama,
multicentri¢na studija koja je obuhvatila 7087 bolesnika lecenih u 1265 JIL iz 75 razlicitih
zemalja sveta a Ciji su rezultati objavljeni krajem 2009. godine, navodi podatke da su infekcije
uzrokovane Gram negativnim bakterijama jo$ uvek ucestalije od onih uzrokovanim Gram
pozitivnim uzro¢nicima (62.2% vs. 46.8%) (86). Druga multicentri¢na studija koja je obuhvatila
pacijente sa dijagnozom septickog Soka leCene u 14 JIL u Francuskoj (2013. godine) takode
prijavljuje vecu ucestalost sepsi uzrokovanih Gram negativnim bakterijama (63.9% naspram
35.9% Gram pozitivnih izolata) (83). Nasi podaci su veoma sli¢ni navedenom svetskom proseku:
od ukupno 52 pozitivna izolata 63.4% sepse bio je uzrokovanom Gram negativnim, a 36.6%

Gram pozitivnim bakterijama.
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U istoj studiji najzastupljeniji uzro€nici bili su Staphylococcus aureus (20.5%),
Pseudomonas species (19.9%), Enterobacteriacae (uglavnom E.coli, 16.0%) i gljivice (19%).
Acinetobacter bio je uzro¢nik infekcije kod 9% bolesnika, sa znacajnim varijacijama u zavisnosti
od regiona (3.7% u Severnoj Americi i ¢ak 19.2% u Aziji) (86). Na naSem uzorku podaci se
razlikuju pre svega zbog prirode ustanova u kojima je vrSeno istrazivanje. S obzirom na
¢injenicu da se u KCV u veoma malom procentu lece pacijenti oboleli od infekcija respiratornih
puteva i endokarditisa, na naSem uzorku zabeleZzena je manja zastupljenost pozitivnih izolata
S.aureusom (9.6%) u odnosu na prosek prijavljen na uzorku od 715 JIL razli¢ite prirode. 1z istog
razloga zastupljenost sepsi uzrokovanih S.pneumoniae (15.4%) i N.meningitidis (7.7%) je na
naSem uzorku veca od prosecne, jer su nas uzorak velikim delom ¢inili pacijenti leCeni na Klinici
za infektivne bolesti koja je jedina ustanova za zbrinjavanje purulentnih meningoencefalitisa.
Ucestalost sepsi uzrokovanih E.coli sli¢na je svetskom proseku (15,4%), dok je ucestalost
infekcije Acinetobakterom (17,3%) bliza podacima koji dolaze iz Azije u odnosu na americke

studije.

Prema kriterijjumima koriS¢enim u naSem istraZivanju procenat bolesnika klasifikovanih
kao sepsa u svetskim studijama krece se oko 10%, teska sepsa 20-50% a septicki Sok 40-80%
(7). Velike varijacije u procentima posledica su razli¢itih kriterijuma za ukljuéivanje pacijenata u
studiju. Studije koje u istrazivanje ukljucuju iskljuéivo pacijente iz jedinica intenzivnog leCenja
prijavljuju znacajno visi procenat pacijenata sa septickim Sokom, dok studije koje ukljucuju sve
bolnicki leCene pacijente prijavljuju veéi procenat laksih oblika bolesti. Podatak da svega oko
50% bolnicki lecenih septickih pacijenata biva smeSteno u jedinice intenzivne nege (71)

potkrepljuje ovo objasnjenje razlike u podacima. Nasi podaci su saglasni sa podacima studija
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koje se bave ispitivanjem svih hospitalizovanih pacijenata. Procenat bolesnika klasifikovanih kao
sepsa u nasoj studiji iznosi 23.3%, teska sepsa 44.0%, dok su tezi oblici bolesti (septicki $ok i

MODS) bili zastupljeni u 32.7% slucajeva.

Smrtnost od sepse u svetu krece se oko 25%, sa najve¢om smrtnoséu od septickog Soka
koja iznosi 50% (71). Nakon implementacije preporuka definisanih u okviru Surviving Sepsis
Campaign zabeleZen je znacajan pad mortaliteta (71). Studija iz 2010. godine prijavljuje pad
mortaliteta obolelih od septi¢kog Soka sa 57% na 37% nakon implementacije navedenih
protokola (81), a veoma sli¢ni podaci objavljeni su i ove godine: u periodu od 2003. do 2008.
godine mortalitet od sepse u JIL iznosio je 52%, a nakon toga je zabelezen pad na 41% (9).
Multicentri¢na studija sprovedena u Fancuskoj prijavljuje smrtnost od 42% (83). Na nasem
uzorku podaci o mortalitetu su veoma sli¢ni literaturnim. Smrtnost na celokupnom uzorku iznosi

30.7%, dok je smrtnost od septickog Soka 42.9%.

Skoring sistemi koriS¢eni u rutinskom radu u JIL predstavljaju osnov za
klasifikaciju bolesnika u kategoriju teske sepse u odnosu na sepsu bez osteéenja organskih
sistema (1,4), stoga ne iznenaduje ¢injenica da su se u naSem kao i u drugim istrazivanjima (87),
pokazali kao najbolji prediktori tezine klinicke slike bolesti. Ispitivanjem znacaja skoring sistema
u predikciji razvoja tezih oblika bolesti Chan i sar. navode APACHE Il kao nezavisni prediktor
razvoja septickog Soka (88). Na nasem uzorku na osnovu povrsine ispod ROC krive SOFA skor

je pokazao vedi prediktivni znacaj u odnosu na razvoj MODS-a u odnosu na APACHE II.

Kumulativno oStecenje organa je najbolji prediktor smrtnog ishoda, ukljucujuéi kako broj
disfunkcionalnih organskih sistema tako i stepen disfunkcije (71). I u nasem istrazivanju kao

najbolji prediktor smrtnog ishoda pokazali su se SOFA i APACHE Il skor, sa vrednostima
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povrsine ispod ROC krive koje ne odstupaju znacajno od rezultata ostalih istrazivaca (75,88-90).
Za razliku od predikcije razvoja tezih oblika bolesti u kojoj je SOFA skor superiorniji od
APACHE Il skora, u slucaju predikcije mortaliteta boljim se pokazao APACHE II, verovatno

zbog Cinjenice da ukljucuje i uzrast bolesnika.

Iako su poviSene vrednosti leukocita jedan od cetiri SIRS kriterijuma koji su polazna
osnova svih definicija sepse, znacaj leukocitoze u sepsi je iskljuc¢ivo dijagnosticki. Povisene
vrednosti broja leukocita ukazuju na inflamaciju, ali broj leukocita ne korelira sa tezinom
klinicke slike, nije prediktor razvoja komplikacija niti letalnog ishoda (65,90-92), sto je
pokazano i na nasem uzorku. U sve cCetiri grupe bolesnika vrednosti leukocita su bile povisene,
ali se broj leukocita nije pokazao kao znacajan prediktor kako tezine klini¢ke slike bolesti, tako

ni razvoja MODS-3, niti smrtnog ishoda.

Kao protein akutne faze zapaljenja Cije koncentracije naglo rastu u svim stanjima
inflamacije, CRP je znacajan dijagnosticki marker svih inflamatornih stanja, ukljucujuéi i
infekcije. Medutim, brojnim ispitivanjima nije se pokazao znacajnim u predikciji razvoja
komplikacija niti ishoda sepse (65,66,90,91,93), sto je potvrdeno i nasim istrazivanjem u kojem
se vrednosti CRP-a ne razlikuju statisti¢ki znacajno u odnosu na tezinu klini¢ke slike, razvoj

MODS-a u prvih 48h hospitalizacije, niti u odnosu na ishod bolesti.

Prokalcitonin se smatra najznacajnijim rutinski koris¢enim biomarkerom sepse. Ipak,
rezultati istrazivanja koja se bave njegovim dijagnostickim i prognostickim znacajem jos uvek su
kontradiktorni (94). Istrazivanja su uglavnom saglasna sa ¢injenicom da nivo PCT-a korelira sa

tezinom klini¢ke slike bolesti (61,64,87,93,95,96), $to pokazuju i nasi rezultati. Znac¢aj PCT-a u
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predikciji razvoja septickog Soka i MODS-a kod pacijenata inicijalno prezentovanih lak§im
oblicima bolesti pokazan je u nekoliko istrazivanja. Chan i sar. prijavljuju PCT kao nezavisni
prediktor razvoja septickog Soka, uz APACHE II skor (88), dok je prognosti¢ki znac¢aj PCT-a u
razvoju MODS-a evaluiran od strane nekoliko autora (93,97,98). Nasi rezultati saglasni su sa
literaturnim navodima u kojima PCT pokazuje dobru prediktivnu vrednost u razvoju MODS-a,

koja je nesto niza od prediktivnog znacaja SOFA 1 APACHE II skora.

Prognosticki znac¢aj PCT-a u predikciji letalnog ishoda uprkos brojnim istrazivanjima
ostao je nejasan. Pojedini autori navode da vrednosti PCT-a na dan prijema u bolnicu jesu
znacajan prediktor ishoda (90), dok rezultati drugih istrazivanja ne pokazuju takav znacaj
(65,67,87,91,92,99-101). Tschaikowski i saradnici na uzorku pacijenata koji su nakon elektivnih
hirurskih intervencija razvili tesku sepsu, prijavljuju da ne postoji statisticki znacajna razlika u
inicijalno izmerenim nivoima PCT-a prvog dana bolesti medu bolesnicima koji su umrli i
preziveli. Cak su aritmeti¢ka sredina i medijana bile ne$to nize kod bolesnika sa letalnim
ishodom u odnosu na prezivele (66). Multicentricna studija sprovedena u 100 hirurskih i
nehirurskih JIL u Italiji pokazuje da se nivo PCT-a izmeren na dan prijema ne razlikuje
statisticki znacajno u odnosu na ishod sepse (75). Nasi rezultati saglasni su sa rezultatima
istrazivanja u kojima nije pokazana statisticki znacajna razlika u nivoima PCT-a u pojedinacnom
merenju prvog dana bolesti, uz nesto nizu srednju vrednost medu bolesnicima sa letalnim
ishodom. Prognosticki znac¢aj PCT-a ogleda se u prac¢enju njegovih nivoa tokom vremena, gde
pad vrednosti u odnosu na inicijalno izmerene predstavlja dobar prognosti¢ki znak (65,66,91,93—

95).

99



Pretpostavka da plazmatske koncentracije fibrinogena mogu da budu dobar prediktor toka
i ishoda sepse lezi u dvostrukoj patogenetskoj povezanosti fibrinogena i sepse. Kao protein
akutne faze zapaljenja njegove koncentracije rastu u infekciji, ali je fibrinogen i znacajan ¢inilac
hemostaznog mehanizma, te se kod tezih oblika bolesti beleze njegove nize koncentracije. S
obzirom da u sepsi rastu koncentracije svih proteina akutne faze zapaljenja pa i fibrinogena,
znacajan pad njegovih vrednosti bie zabelezen tek kada potro$nja u koagulopatiji preraste

sposobnost jetre da ga sintetiSe (102). Nasi rezultati potvrduju ove navode.

Rezultati naSeg istrazivanja pokazuju statisticki znacajnu tendenciju pada broja
trombocita od laksih ka tezim oblicima sepse (od 238 kod sepse do 146 kod teske sepse).
Takode, broj trombocita je statisticki znacajno manji kod bolesnika kod kojih je doslo do razvoja
MODS-a u prvih 48h hospitalizacije u odnosu na one kod kojih se MODS nije razvio, medutim,
srednje vrednosti trombocita u navedenim grupama bolesnika su u granicama referentnih
vrednosti. Nije pokazana statisticki zna¢ajna razlika u broju trombocita kod preZivelih u odnosu
na bolesnike sa letalnim ishodom. Ovo bi moglo da zna¢i da sniZzene vrednosti trombocita u
odnosu na referentne svakako ukazuju na teze oblike sepse, ali ih normalne vrednosti ne
iskljuc¢uju. Dobijeni rezultati u skladu su sa literaturnim navodima koji isti¢u da svega 25-33%
bolesnika pri prijemu ima trombocitopeniju, dok je srednja vrednost broja trombocita kod
septi¢nih bolesnika u granicama referentnog opsega. Takode, ni u ostalim istrazivanjima

trombocitopenija se nije pokazala kao statisticki znacajan prediktor ishoda sepse (103-105).

Produzeno protrombinsko vreme znacajan je rutinski parametar sepse, $to je potvrdeno i
nasim ispitivanjem. Vrednosti INR-a znacajno su poviSene u svim grupama bolesnika u odnosu

na referentne vrednosti u zdravoj populaciji, i statisticki zna¢ajno rastu sa tezinom klinicke slike

100



bolesti. Dobijeni podaci u skladu su sa literaturnim, gde se navodi da preko 90% bolesnika sa
sepsom ima produzenom protrombinsko vreme u trenutku prijema u bolnicu (104,105). U
predikciji razvoja MODS-a na naSem uzorku PT se nije pokazao kao znacajan marker, dok su
kod bolesnika sa letalnim ishodom zabeleZene znacajno vise vrednosti INR-a u odnosu na
bolesnike sa povoljnim ishodom bolesti, sto je takode u skladu sa literaturnim podacima

(56,104,106).

A proliferation inducing ligand (APRIL), B cell activating factor (BAFF) i
Transmembrane activator and calcium modulator cyclophilin ligand interactor (TACI) su
pokazatelji funkcije imunog sistema koji su do sada ispitivani u kontekstu imunoloskih bolesti i
B ¢elijskih maligniteta. U nama dostupnoj literaturi postoji samo jedan rad koji se bavi
dijagnostickim i prognosti¢kim zna¢ajem APRIL-a kod obolelih od sepse (37), dok ostali ¢lanovi

ove superfamilije TNF-a kod septi¢nih bolesnika nisu ispitivani.

Za odredivanje koncentracija ovih biomarkera u telesnim te¢nostima postoji nekoliko
razli¢itih ELISA testova sa razli¢itim opsegom detektabilnosti, koji se za sada koriste samo u
istrazivacke svrhe. Literaturni podaci o koncentracijama APRIL-a, BAFF-a i TACI-ja u
populaciji zdravih ispitanika su nehomogeni (37,48-52,107-112). Preporuceni referentni opseg u
populaciji zdravih ljudi ne postoji ni u uputstvu proizvodaca testa koris¢enog u nasem ispitivanju

(R&D Systems), te smo ispitali koncentracije ovih parametara u serumima 30 zdravih ispitanika.

Srednja vrednost APRIL-a u zdravoj populaciji na naSem uzorku iznosi 2,17mg/ml a
opseg koncentracija u zdravoj populaciji kretao se od 1,25ng/ml do 3,75ng/ml. Sli¢ne rezultate
dobili su i ostali istrazivaci koji su koristili test proizvodaca R&D Systems (107,108), kao i

istrazivaci koji su upotrebljavali test proizvodaca Platinum ELISA eBioscience, Austria i Bender
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Med Syst Viena (50,52,112), dok su u ostalim literaturnim navodima kori$¢enjem ,,in house*
testova 1 testova proizvodaca USCN Life Science Wutan, China i Bender Med Syst, Vienna,

srednje vrednosti koncentracija u zdravoj populaciji nesto vise (37,48,49).

Srednje vrednosti BAFF-a kod zdravih ispitanika dobijene u nasem istrazivanju u skladu
su sa preporucenim srednjim vrednostima proizvodaca testa, kao i sa ostalim literaturnim
navodima istrazivaca koji su koristili ovaj test (49,51,52,108,109,112). Kao i u sluc¢aju APRIL-3,
postoje razlike u prijavljenim srednjim vrednostima koncentracija kod zdravih ispitanika, koje
verovatno poti¢u od relativno malog broja ispitanika ukljuenih u ona istrazivanja koja
prijavljuju nesto nize odnosno vise vrednosti od ostalih, s obzirom da kod malog broja ispitanika

ekstremne vrednosti veoma uti¢u na veli¢inu aritmeti¢ke sredine.

Koncentracije solubilnog TACI receptora u zdravoj populaciji na naSem uzorku kretale
su se od 50 do 750 pg/ml, dok je aritmetiCka sredina bila 260 pg/ml. Nasi podaci nalaze se
izmedu literaturno navedenih srednjih vrednosti za zdravu populaciju. Knight i sar. navode
srednje vrednosti od 100pg/ml (112), dok su Kyrtsonis i sar. dobili da je srednja vrednost
solubilnog TACI receptora ¢ak 860pg/ml (110). U oba rada broj ukljuc¢enih zdravih ispitanika je

manji nego u naSem istrazivanju.

Koncentracije ispitivanih markera bile su statisticki znacajno poviSene kod pacijenata
obolelih od sepse u odnosu na zdrave ispitanike, Sto je za APRIL zabelezeno i u istrazivanju
Roderburga i saradnika (37). Povisene vrednosti ovih biomarkera kod obolelih od sepse u odnosu
na zdravu populaciju su o¢ekivane, imajuci u vidu njihovu ulogu u patofiziologiji B limfocita,

kao i ulogu B limfocita u patofiziologiji sepse.
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Na naSem uzorku APRIL se pokazao kao satisticki znacajan prediktor teZine klincke slike
sepse. Sli¢no kao i kod PCT-a, srednje vrednosti APRIL-a linearno rastu od sepse preko teske
sepse do septickog Soka, dok su kod bolesnika sa multiorganskom disfunkcijom zabeleZene nize
srednje vrednosti nego kod onih sa septi¢ckim Sokom. Potencijalno objasnjenje ovakih rezultata
lezi u intenzivnijem imunoloskom odgovoru kod bolesnika sa septickim Sokom u odnosu na
blaze oblike bolesti, dok se pad vrednosti proinflamatornih markera kod bolesnika inicijalno
prezentovanih klinickom slikom multiorganske disfunkcije moze tumaciti iscrpljenjem
homeostaznih rezervi kod najteze obolelih pacijenata. Sli¢nu korealciju koncentracija APRIL-a
sa tezinom klinicke slike bolesti pokazuju i rezultati istrazivanja Roderburga i saradnika, jedinog

do sada objavljenog istrazivanja na sli¢noj problematici (37).

Interesantno je da su krive srednjih vrednosti APRIL-a i PCT-a u odnosu na tezinu bolesti
veoma sli¢nog oblika (linearni rast od sepse do septickog $oka, a zatim smanjenje vrednosti kod
MODS-a), a da pri tom izmerene koncentracije ova dva biomarkera markera kod pojedina¢nih
bolesnika ne koreliraju statisticki znac¢ajno (p=0,600). lako naizgled kontradiktoran, s obzirom na
to da su i APRIL i PCT proinflamatorni markeri pa bi se mogla oc¢ekivati znacajna pozitivna
korelacija njihovih koncentracija, podatak o odsustvu korelacije ipak ne iznenaduje stoga sto
PCT i APRIL deluju na potpuno razli¢ite delove imunog sistema. Velike individualne varijacije
u reagovanju organizma na infektivne uzro¢nike koje su posledica najve¢im delom genetskih
faktora odreduju nacin reagovanja svakog pojedinca na prisustvo mikroorganizama pri ¢emu se
kod jednih aktiviraju dominantno jedni, a kod drugih drugi delovi imunog sistema. Uporedno

odredivanje oba biomarkera doprinelo bi boljoj proceni teZine klini¢ke slike.
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Pored predikcije tezine klinicke slike APRIL predstavlja i statisti¢ki znacajan prediktor
razvoja MODS-a u prvih 48h hospitalizacije, za Cega literaturni podaci u nama dostupnoj
literaturi ne postoje. Takode, statisticki znacajno vise koncentracije APRIL-a zabelezene su kod
bolesnika sa letalnim ishodom u odnosu na prezivele. Prema nasim rezultatima u predikciji
smrtnog ishoda bolesti APRIL pokazuje superiornost u odnosu na sve rutinski koriséene
inflamatorne pokazatelje (broj leukocita, CRP i1 PCT). Sli¢an prediktivni znac¢aj APRIL-a

pokazan je i u pomenutom istrazivanju Roderburga i saradnika (37).

Koncentracije BAFF-a takode se statisticki znacajno razlikuju u odnosu na tezinu
klinicke slike sepse, u smislu da su koncentracije kod bolesnika sa septi¢ckim Sokom statisticki
znacajno nize u odnosu na sve ostale grupe bolesnika kod kojih su koncentracije prakticno
jednake. Kako u literaturi ne postoje gotovo nikakvi podaci o ulozi BAFF-a kao dijagnostickog i
prognostickog markera sepse, nasi rezultati mogu se objasniti na tri nacina. Prvo, moguce je da u
septickom Soku ne postoji nedovoljno enzima koji razgraduje BAFF do solubilne forme, Sto je i
najverovatniji uzrok dobijenih rezultata. Drugo potencijalno objasnjenje bila bi eventualna
»blokada®“ u aktivaciji BAFF-a odnosno proliferacija B limfocita nije naruSena, ali ona nije
pracena adekvatnom aktivacijom odnosno maturacijom i prezivljavanjem, dok bi trece
objasnjenje predstavljale individualne razlike u afinitetu vezivanja za razlicite receptore koji je
de facto genetski odreden. U predikciji MODS-a i letalnog ishoda BAFF ne pokazuje prediktivni

znacaj, za ¢ega u literaturi takode ne postoje podaci.

Od svih ispitivanihnih parametara jedino je BAFF pokazao statisticki znacajno vise
koncentracije kod sepsi uzrokovanih Gram negativnim u odnosu na Gram pozitivne uzro¢nike.

Literaturni podaci o razlici u odgovoru imunog sistema na Gram pozitivne i Gram negativne
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uzro¢nike generalno su veoma oskudni, pre svega zato §to se dugo smatralo da je model
istrazivanja imunog odgovora na infekciju u vidu stimulacije organizma injekcijom
lipopolisaharida ¢elijskog zida Gram negativnih bakterija odgovarajuci i dovoljan da objasni sve
reakcije organizma u okviru sindroma sepse. Ovo je delimi¢no razumljivo imajuéi u vidu
epidemioloske podatke u kojima je ranijih godina Gram negativna sepsa bila procentualno
znacajno ucestalija od sepsi uzrokovanih Gram pozitivnim bakterijama. Kao §to je veé
razmotreno u uvodu, epidemioloska situacija se poslednjih godina menja sa starenjem populacije
1 sve veéim brojem 1munokompromitovanih bolesnika koji su podlozniji infekeiji
oportunistickim bakterijama, tako da se sada ucestalost Gram pozitivnih i Gram negativnih
uzrocnika prakticno izjednacava. Stoga raste i potreba za detaljnijim istrazivanjem
patogenetskog odgovora na infekciju Gram pozitivnim bakterijama. U nama dostupnoj literaturi
postoji svega nekoliko radova koji su izmedu ostalog za cilj postavili i ispitivanje koncentracija
razlicitih citokina u odnosu na grupu uzro¢nika, dok se ¢lanovi superfamilije TNF-a kao ni bilo
koji drugi biomarkeri funkcije B limfocta u ovom kontekstu ne pominju. lako imuni odgovor
domacina na sepsu uzrokovanu Gram pozitivnim i Gram negativnim uzro¢nicima de facto ima
mnogo sli¢nosti, pomenuti radovi ukazuju na to da ipak postoje 1 znacajne razlike u citokinskom
profilu u odnosu na uzrocnika. Ispituju¢i koncentracije palete od 11 razliitih citokina,
proinflamatornih markera i proteina C u odnosu na grupu uzro¢nika Feezor i saradnici pokazali
su da su koncentracije 3 od ispitivanih 11 parametara statisticki znac¢ajno poviSene kod sepsi
uzrokovanih Gram pozitivnim u odnosu na Gram negativne bakterije (113). Povisene
koncentracije zabelezene su za IL-6, IL-18 i IL-1p (113). lako na znafajno manjem uzorku
rezultati Oberholzera i saradnika potvrduju povisene koncentracije IL-18 kod Gram pozitivnih

sepsi, i kao potencijalno objasnjenje dobijenih rezultata isticu nacin stimulacije sekrecije ovog
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citokina, koji je verovatno intenzivnije stimulisan od strane lipoteihoi¢ne kiseline u odnosu na
lipopolisaharid (114). Gram pozitivni uzroCnici prvenstveno aktiviraju TLR2, dok Gram
negativni uzrocnici reaguju preko TLR4. Precizni podaci o tome preko kojih TLR BAFF vrsi
svoju funkciju ne postoje. Kao ni na naSem uzorku, ni u pomenutim istrazivanjima nije
zabeleZena znacajna razlika u klini¢kim manifestacijma i demografskim podacima obolelih u
odnosu na vrstu uzro¢nika (113,114). Kao potencijalni biomarkeri koji mogu da posluze u
distinkciji Gram pozitivnih i Gram negativnih uzro¢nika navode se joS i fibrin degradacioni
produkti (115) i lipopolisaharid vezujuéi protein (LPS-BP) ¢ije su koncentracije o¢ekivano vise
kod sepsi uzrokovanih Gram negativnim bakterijama (116). Pojedini autori navode i znacajan
porast broja trombocita u odnosu na bazalne vrednosti kod bolesnika sa Gram negativhom
sepsom (117). Klini¢ki znac¢aj mogucénosti rane distinkcije izmedu Gram pozitivnih i Gram
negativnih uzro¢nika na osnovu citokinskog profila izuzetno je velik, imajuc¢i u vidu ¢injenice o
neophodnosti ranog zapocinjanja adekvatne antibiotske terapije koja je u praksi iskljucéivo
empirijska, jer je za nalaz koji identifikuje uzro¢nika, u nedostatku PCR tehnika, potrebno
nekoliko dana, dok je rutinska upotreba PCR dijagnostike u cilju brze detekcije uzrocnika
(SeptiFast, SepsiTest, Magicplex i sl) dostupna ali za sada farmakoekonomski neopravdana cak i

u razvijenim zemljama (118).

Kruskal-Wallisov test nije pokazao statisticki znac¢ajnu razliku u koncentraciji solubilnog
TACI receptora u odnosu na tezinu klinicke slike bolesti, pre svega zbog toga Sto njegove
koncentracije naglo rastu tek u grupi bolesnika sa septickim Sokom u odnosu na lakSe oblike
bolesti, izmedu kojih se koncetracije ne razlikuju statisticki znacajno. U sklopu iscrpljivanja

homeostaznih rezervi i koncentracije STACI-ja su kod bolesnika sa MODS-om nes$to nize u
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odnosu na septicki Sok. Ovakva distribucija vrednosti solubilnog TACI receptora u odnosu na
tezinu klinicke slike bolesti naglasava njegov znacaj u predikciji razvoja septickog Soka i
MODS-a, s obzirom na nagli porast koncentracija kod tezih u odnosu na lakse oblike bolesti. U
skladu sa ovim rezultatima je i rezultat koji pokazuje da su koncentracije STACI-ja statisticki
znacajno povisene kod bolesnika kod kojih u prvih 48h hospitalizacije dolazi do razvoja MODS-

a, kao i kod bolesnika sa letalnim ishodom.

U predikciji razvoja MODS-a u prvih 48h hospitalizacije STACI pokazao se kao najbolji
pojedinacni prediktor od svih ispitivanih biomarkera (AUC=0,761). Povrsine ispod ROC krive
za APRIL (AUCapriL=0,682) i PCT (AUCpc7=0,739) bile su znafajno manje. Superiorniji
prediktori od sTACI-ja bili su samo SOFA i APACHE Il skor. Multivarijantnom regresionom
analizom sTACI se pokazao kao jedini biomarker koji je nezavisni prediktor razvoja MODS-a u

prvih 48h hospitalizacije, uz SOFA skor.

PatofizioloSka osnova dobijenih rezultata lezi u ulozi ovih biomarkera u regulaciji
funkcije B limfocita, kao i u ulozi humoralnog imuniteta u sepsi. Do pre svega nekoliko godina
B limfociti su smatrani samo efektornim ¢elijama koje u odgovoru na infekciju ucestvuju
sekrecijom imunogobulina. Novija istrazivanja isti¢u ulogu subpopulacija B regulatornih ¢elija,
B limfocita marginalne zone i B1 limfocita u odgovoru organizma na bakterijske infekcije (27—
30). Kod pacijenata preminulih od sepse pokazana je zna¢ajna apoptoza B limfocita (22,25,119).
Kao glavni induktor proliferacije B limfocita 1 glavni faktor u prezivljavanju ovih ¢elija, APRIL
se pokazao kao znacajan prediktor tezine klinicke slike, razvoja komplikacija i letalnog ishoda
sepse. Ipak, solubilni TACI receptor pokazao je daleko veéi prediktivni znacaj u odnosu na

APRIL. Ovaj rezultat moze se objasniti ¢injenicom da je sTACI antiinflamatorni marker koji u
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cirkulaciji vezuje APRIL spreCavajuéi njegovo vezivanje za transmembransku formu TACI-ja
eksprimiranog na povrsini B limfocita. Ovim je sprec¢ena funkcija APRIL-a u blokadi apoptoze B
limfocita. ViSe koncentracije sSTACI-ja dovode do vece blokade funkcije APRIL-a ¢ime broj
apoptoticnih B limfocita raste, a time raste i verovatnoca ulaska organizma u stanje ,,imunoloske
paralize” i letalan ishod bolesti (24,35,42,45,54,55,119,120). Literaturni podaci navode da je
glavni negativni regulator broja B limfocita upravo sTACI (42). Pokazano je da terapijski
modaliteti usmereni ka sprecavanju apoptoze svih ¢elija leukocitne loze ukljucujuéi i B limfocite
povecavaju prezivljavanje obolelih od sepse (25,28,119). Nasi rezultati u kojima je koncentracija
antiinflamatornog sTACi-ja najznacajniji pojedinac¢ni prediktor loSeg toka i ishoda sepse
potvrduju literaturne pretpostvake o potrebi za razvojem terapijskih modaliteta koji bi omogucili
blokadu apoptoze B limfocita, povratak njihove funkcije ili stimulaciju produkcije novih aktivnih
limfocita koji bi doprineli pobolj$anju ishoda sepse (28). Potrebu za razvojem terapijskih opcija
usmerenih na sprecavanje apoptoze limfocita naglasavaju i literaturni navodi koji isticu da u
razvoju imune paralize daleko veci znaCaj ima apoptoza limfocita i dendriti¢nih ¢elija u odnosu
na apoptozu drugih ¢elija imunog sistema, pre svega neutrofila (121). Pretpostavlja se da bi
pracenje dinamike ovih markera pokazalo jo§ veci znacaj, jer bi doprinelo individualizaciji
pristupa obolelima od sepse, u smislu adekvatne procene da li se konkretan pacijent nalazi u fazi

dominacije proinflamatornih ili antiiflamatornih markera.

Sistem komplementa predstavalja efektorni deo humoralnog imuniteta koji igra znac¢ajnu
ulogu u odbrani organizma od invazije bakterija. Aktivacija komplementa ima zaStitnu ulogu u
odbrani od infekcije, medutim kod teskih infekcija koje vode u dugotrajno stanje aktivacije

komplementa dolazi do povecanja njegove potrosnje i smanjenja koncentracije u cirkuliSucoj
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krvi. Ova takozvana ,,potroSna opsonipatija“ javlja se kod teskih bakterijskih infekcija i
doprinosi stanju paralize imunog sistema (102,122). Na modelu peritonitisa kao ishodista sepse
Gupta i saradnici pokazuju znacajno snizene koncentracije C3 kod pacijenata sa letalnim
ishodom (122). Younger i saradnici navode takode nize vrednosti C3 kod septi¢nih bolesnika u
odnosu na zdrave ispitanike (123), dok Andaluz-Ojeda i saradnici prijavljuju statisticki znacajno
snizene vrednosti C4 komponente komplementa kod bolesnika koji su preminuli od septickog
Soka, u odnosu na prezivele (124). S druge strane istrazivanje Ruiz-Alvaresove i sar. pokazuju da
koncentracije komplementa nemaju znacaja za predikciju ishoda (87). Nasi rezultati u saglasnosti
su sa ve¢inom drugih istrazivanja 1 pokazuju statisticki znacajno nize koncentracije komponenti

komplementa kod bolesnika sa nepovoljnim tokom i ishodom sepse.

Vazno je naglasiti da iako je pokazano da su niZe koncentracije C3 i C4 komponenti
komplementa visoko statisti¢ki znacajni prediktori razvoja MODS-a i letalnog ishoda, njihove
koncentracije se kod vecine bolesnika kre¢u u granicama referentnih vrednosti. Ovo se
objasnjava Cinjenicom da C3 i C4 predstavljaju i reaktante akutne faze zapaljenja, te njihove
plazmatske koncentracije padaju ispod nivoa referentnih vrednosti tek kada potroSnja prevazide
sposobnost jetre da ih sintetiSe (102). Stoga brojni literaturni podaci isticu znacaj merenja
koncentracije aktivirane Cb5a komponente, koja se pokazala kao koristan biomarker sepse
(56,122,123,125-127). lpak, s obzirom da je u rutinskom radu vecini laboratorija u svetu
dostupno samo odredivanje C3 i C4 komponente (102), konstrukcijom ROC krive odredili smo
cut-off vrednost ovih markera koja bi sa relativno visokom senzitivnoséu i specificnoséu u ranim
fazama bolesti mogla da ukaZe na nepovoljan ishod sepse. Ukljucivanje odredivanja

koncentracija C3 i C4 komponente komplementa u rutinsku paletu laboratorijskih nalaza kod
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obolelih od sepse doprinelo bi adekvatnijoj proceni tezine oboljenja, kao i predvidanju njegovog

toka i ishoda.

Sa ciljem boljeg razumevanja imunopatogeneze sepse i medusobnih interakcija delova
imunog sistema, imajuci pri tom u vidu ulogu komplementa u povezivanju urodenog i steCenog
imuniteta, ispitane su medusobne korelacije komponenti komplementa i ¢lanova superfamilije
TNF-a. Pokazana je statisticki zna¢ajna pozitivna korelacija BAFF-a sa C3 i C4, dok sTACI sa
komponentama komplementa statisticki znac¢ajno negativno korelira. APRIL pokazuje znacajnu
korelaciju samo sa C4 komponentom, koja je izuzetno slabog intetnziteta. Sli¢ni rezultati
dobijeni su i na uzorku pacijenata obolelih od lupus nefritisa u fazi egzacerbacije bolesti (128).
Dobijeni rezultati mogli bi se tumaciti u kontekstu iscrpljivanja imunog sistema i ulasku u stanje
imunoparalize. Naime, nize koncentracije komponenti komplementa impliciraju smanjenu
sposobnost opsonizacije i smanjenu sposobnost organizma za odbranu od infekcije i dokazani su
prediktor letalnog ishoda (122,124). Isti efekat na imuni sistem pokazuju i poviSene
koncentracije solubilnog TACI receptora koje se povezuju sa povecanom apoptozom B limfocita
(42), i prema naSim rezultatima takode predstavljaju prediktor razvoja MODS-a i letalnog
ishoda. Zapazena negativna korelacija izmedu koncentracija C3 i C4 i sTACI receptora ukazuje
na to da kod pojedinac¢nih bolesnika istovremeno postoji povecana potrosnja komplementa i
povecana apoptoza B limfocita, tj. smanjenje funkcije kako urodenog tako i humoralnog
imuniteta koje vodi letalnom ishodu. Postojanje korelacije izmedu komponenti komplementa i
Clanova superfamilije TNF-a ukazuje na blisku patofiziolosku povezanost ovih elemenata
imunog sistema. Dokazano je da produkti aktivacije komplementa (C3a, C4a i C5a dobijeni

razgradnjom komponenti C3, C4 i C5) stimuliSu sekreciju citokina posredovanu aktivacijom
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TLR4 (121), a aktivacija TLR4 istovremeno predstavlja i najjaci stimulator ekspresije TACI
receptora na povrsini B limfocita (38) ¢ije koncentracije snazno koreliraju sa koli¢inom solubilne
forme receptora (54). Ovim se moZe objasniti povezanost izmedu nizih koncentracija C3 i C4 i

povisenih vrednosti sTACI-ja.

Koncentracije cirkuliSu¢ih imunoglobulina, iako veéinom u granicama referentnih
vrednosti, statisticki su znacajno nize kod bolesnika sa septickim Sokom u odnosu na ostale
grupe bolesnika, §to se moZe objasniti intenzivnim imunoloskim odgovorom i intenzivnom
aktivacijom sistema komplementa koji vrsi opsonizaciju mikroorganizama i omogucuje dejstvo
imunoglobulina. Bliska patofizioloska povezanost komplementa i imunoglobulina pokazana je i
na naSem uzorku pozitivnom korelacijom izmedu njihovih koncentracija. SniZene vrednosti
cirkuliSsu¢ih imunoglobulina kod obolelih od septickog Soka zabelezene su i kod drugih

istrazivaca (129).

Imajuéi u vidu patofiziolosku ulogu ¢lanova superfamilije TNF-a u aktivaciji B limfocita,
stimulaciji njihove proliferacije i posledi¢noj povecanoj produkciji antitela, ocekivana je
pozitivna korelacija izmedu koncentracija APRIL-a i BAFF-a sa koncentracijama cirkulisucih
imunoglobulina, dok bi po istom principu STACI sa koncentracijama cirkuliSucih
imunoglobulina korelirao negativno. Izostanak ocekivanih korelacija na nasem uzorku posledica
je metodoloske postavke istrazivanja u kojem su zbog izuzetnog prakticnog znacaja inicijalne
procene tezine klinicke slike 1 potencijalnog toka i ishoda bolesti uzorci krvi bolesnika uzimani
unutar prvih 12h od prijema u bolnicu. Naime, bolesnici su u proseku hospitalizovani drugog do
treceg dana od pocetka bolesti, $to je i pored poviSenih vrednosti sva tri parametra aktivacije B

limfocita u odnosu na zdravu populaciju, ipak nedovoljan vremenski interval za sekreciju kako
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brzosekretujucih antitela niskog afiniteta tako 1 kasnosekretujucih antitela visokog afiniteta. Ovo
objasnjenje potkrepljeno je i zabeleZenom pozitivnhom korelacijom koncentracija imunoglobulina
i dana prijema u bolnicu. Duze vreme proteklo od pojave prvih simptoma bolesti do momenta
javljanja u bolnicu kada je uzorkovana krv, povezano je sa ve¢om koncentracijom antitela klase
IgM i IgG, dok koncentracije sekretornih antitela klase IgA ne koreliraju sa duzinom trajanja
bolesti pre hospitalizacije. Ranije pomenute sniZzene koncentracije IgM i IgG antitela kod
obolelih od septi¢kog Soka posledica su intenzivnije potros$nje veé prisutnih antitela sekretovanih
pre pocetka bolesti, koja je kod ovih bolesnika najizrazenija i znacajno korelira sa istovremeno
najizrazenijom potro$njom komponenti komplementa i aktivacijom celokupnog imunog
odgovora koje su zabeleZzene u grupi bolesnika sa septickim Sokom. PoviSene koncentracije
imunoglobulina kao odgovor na poviSene vrednosti APRIL-a ocekuju se u daljem toku bolesti.
Rutinsko pracenje njihovih koncentracija u daljem toku bolesti i poredenje sa bazalnim
vrednostima izmerenim pri prijemu moglo bi da posluzi kao indirektan pokazatelj funkcije B
limfocita, stepena njihove aktivacije, dominacije koncentracije APRIL-a ili s-TACI-ja i
posledicne povisene ili snizene produkcije imunoglobulina. Povecanje koncentracija
imunoglobulina u odnosu na bazalno izmerene vrednosti ukazivalo bi na nize koncentracije
SsTACI-ja i povoljan tok i ishod bolesti, dok bi pad koncentracija u odnosu na bazalane mogao da
bude pokazatelj kako nastavka potro$nje tako 1 nedovoljne stimulacije sinteze novih

imunoglobulina §to bi vodilo u stanje imune paralize i nepovoljan ishod.

Koncentracija cirkuliSu¢ih imunoglobulina u sepsi je dosta ispitivana, ali su podaci iz
razli¢itih istraZivanja kontradiktorni. Pojedini istraziva¢i navode inicijalno izmerene

koncentracije IgM-a i 1gG-a kao dobre prediktore ishoda sepse (130), dok drugi ne nalaze
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povezanost izmedu bazalnih vrednosti imunoglobulina i ishoda (129). Meta-analizom svih
sprovedenih studija ipak se smatra da pocetne koncentracije imunoglobulina nisu dobar prediktor
ishoda sepse, $to se pokazalo i na nasem uzorku (131). Prac¢enje koncentracija imunoglobulina u
toku sepse mozda bi odgovorilo na pitanja eventualne suplementacije nespecificnim

rekombinantnim imunoglobulinima, koji se za sada takode empirijski primenjuju.

S obzirom na specifi¢nost populacije septi¢nih bolesnika kako u jedinicama intenzivnog
lecenja tako 1 u trijaZznim ambulantama, kao 1 na kompleksnost patofizioloskih mehanizama
sepse, postojeci opsti skoring sistemi ne pokazuju zadovoljavajuéi prediktivni znacaj kod sepse.
U zakljuc¢ku sistemati¢nog pregleda literature na temu primene razlicitih skoring sistema za
predikciju ishoda sepse navodi se da je za adekvatnu procenu rizika neophodno uvodenje novih
varijabli, karakteristi¢nih za populaciju septi¢nih bolesnika (132). Upotrebom binarne logisti¢ke
regresije pokusali smo da odredimo koji bi od parametara obuhvacenih nasim istrazivanjem dao
jedinstven nezavistan doprinos predikciji razvoja MODS-a i letalnog ishoda sepse, kada se u
regresioni model ukljuce sve varijable koje su se univarijantnom analizom pokazale statisticki
znacajnim, kao 1 da kvantifikujemo sposobnost modela kao celine da svrsta bolesnike u

kategoriju dobre odnosno lose prognoze.

Konstruisani model za predikciju razvoja MODS-a uklju¢ivao je SOFA skor, PCT,
STACI, APRIL i C3 komponentu komplementa. Model u celini bio je visoko statisticki znacajan
i tatno klasifikovao 86.9% slucajeva. Kao nezavisni prediktori razvoja MODS-a koji daju
doprinos povecanju prediktivnog znacaja modela kao celine izdvojili su se jedino SOFA skor i

STACI. Ostali parametri, iako pojedina¢nim analizama pokazuju statisticki znacajno razlicite
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vrednosti u odnosu na razvoj MODS-a u prvih 48h hospitalizacije, uvodenjem u regresioni

model nisu pokazali znac¢ajan nezavisni doprinos predikciji MODS-a.

Slican regresioni model konstruisan je i za predikciju ishoda sepse, obuhvatajuci
APACHE II skor, APRIL, sTACI, fibrinogen i PT. U slucaju predikcije ishoda odlucili smo se
da u model uvrstimo APACHE 11 skor jer je pojedina¢nim analizama pokazao ve¢i prediktivni
znacaj u odnosu na SOFA skor. Procenat slucajeva koje model ta¢no klasifikuje nesto je manji u
predikciji ishoda (79,1%) u odnosu na predikciju razvoja MODS-a (86,9%), ali je i dalje model u
celini visoko statisticki znacajan. Od parametara uvrstenih u model pojedina¢ni nezavisni

doprinos predikciji ishoda dali su APACHE 11 skor, sTACI i fibrinogen.

Ovi rezultati ukazuju na potencijalni benefit od uvodenja antiinflamatornog markera
STACI-ja kao nove varijable u SOFA tj. APACHE Il skor, sto bi verovatno doprinelo povecanju
senzitivnosti i specifi¢nosti predikcije razvoja MODS-a i letalnog ishoda bolesti kod septi¢nih
bolesnika. Za konstrukciju i validaciju novog skoring sistema koji bi bio specifi¢niji za obolele
od sepse potrebna su dalja istrazivanja. U svetlu novih teorija o patogenezi sepse u kojoj se
akcenat stavlja na dominaciju antiinflamatornog odgovora kod septi¢nih bolesnika sa loSijom
prognozom, uvodenje koncentracija citokina koji predstavlja antiinflamatorni marker u veé
postojece skoring sisteme bazirane na kvantifikaciji stepena organske disfunkcije 1 premorbidne

faktore rizika, moglo bi da doprinese boljoj klini¢koj proceni toka i ishoda sepse.
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7 ZAKLJUCCI

Utvrdeno je da muskarci ¢eSée oboljevaju od sepse, ali pol ne utice na tezinu klinicke

slike, razvoj MODS-a u prvih 48h hospitalizacije, kao ni na ishod bolesti.

U nasem istrazivanju nije utvrdeno da uzrast bolesnika uti¢e na oboljevanje od sepse, kao

ni na tezinu klini¢ke slike, tok i ishod bolesti.
Trajanje bolesti pre hospitalizacije statisticki je znacajno krace kod septickog Soka.

Vrednosti SOFA i APACHE 11 skora pokazali su se kao dobri prediktori razvoja MODS-
a 1 letalnog ishoda, dok izmedu sepsi uzrokovanih Gram pozitivnim i Gram negativnim

uzro¢nicima nema statisti¢ki znacajne razlike.

Od rutinskih laboratorijskih parametara kao znafajni prediktori teZine klini¢ke slike
pokazali su se fibrinogen, PCT, trombociti i PT, dok su se kao znacajni prediktori
MODS-a u prvih 48h hospitalizacije istakli PCT i trombociti, a za ishod bolesti statisticki

su znacajni jedino fibrinogen i PT.

Sva tri citokina markera superfamilije TNF-a pokazali su se izuzetno statisticki
znacajnim u dijagnostici sepse, a najvecu dijagnosticku vrednost u smislu senzitivnosti 1

specifi¢nosti pokazao je A proliferation inducing ligand (APRIL).

U razlikovanju sepsi izazvanih Gram pozitivnim i Gram negativnim uzro¢nicima kao
statisticki znacajan marker pokazao se B cell activating factor (BAFF), pri ¢emu vise

vrednosti ukazuju na Gram pozitivnog uzro¢nika.
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U prognosti¢kom smislu za razvoj MODS-a u prvih 48h hospitalizacije, kao i za ishod
bolesti statisticku znacajnost pokazali su APRIL i sTACI, s tim §to se uzimajuci u obzir

senzitivnost i specificnost sSTACI pokazao kao superiorniji.

lako su koncentracije C3 i C4 komponente komplementa kod vecine bolesnika bile u
granicama referentnih vrednosti, zapazena je visoko statistiCki znacajna razlika u
njihovim vrednostima u odnosu na tezinu klinicke slike sepse (septicki Sok), razvoj

MODS-a i letalnog ishoda.

Koncentracije IgM 1 IgG statisitcki znacajno pozitivno koreliraju sa duzinom trajanja
bolesti pre hospitalizacije, dok su sve klase imunoglobulina znacajno nize kod obolelih
od septickog Soka, ali njihove koncentracije ne utiCu na razvoj MODS-a niti na ishod

bolesti.

Imajuci u vidu sve klinicke, rutinske laboratorijske i specifiéne imunoloske markere u
predikciji razvoja MODS-a u prvih 48h hospitalizacije ubedljivo najve¢u prognosticku
vrednost ima klinicka procena pacijenata (SOFA i APACHE II skor), a odmah zatim
SsTACI koji se multivarijantnom regresionom analizom pokazao kao jedini potpuno
nezavisni prediktor razvoja MODS-a, sa senzitivno$¢u i specifi¢cno$¢u veéom cak i od

prokalcitonina.

U predikciji ishoda sepse najvecu prognosticku vrednost imaju takode klinicki skorovi
(APACHE 11 i SOFA) dok se regresionom analizom kao nezavisni prediktori letalnog

ishoda isti¢u samo jos sTACI i fibrinogen.
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Prilog 1. SOFA skor

8 PRILOZI

Organski sistem 0 1 2 3 4
REPIRATORNI
) >300 226-300 151-225 76-150 <75
P&Oz/FI o7}
BUBREZI
. <100 101-200 201-350 351-500 >500
Kreatinin
JETRA
<20 21-60 61-120 121-240 >240
Bilirubin
KVS
<10 10.1-15 15.1-20 20.1-30 >30
PAR1
HEMATOLOSKI
) >120 81-120 51-80 21-50 <20
Trei
NEUROLOSKI
15 13-14 10-12 7-9 <6
GCS
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Prilog 2. APACHE Il skor

Fiziolo$ki parametri +4 +3 +2 +1 0 +1 +2 +3 +4
o 39- 38.5- 34- 32- 30-
Temperatura (°C) >41 40.9 38.9 36-38.4 359 33.9 31.9 <29.9
Sredhnii arterijski pritisak | 2160 | o> | tD 70-109 50-69 <49
(mm Hg)
. 140- 110- 40-
Puls (n/min) >180 179 139 70-109 55-69 54 <39.9
Frekvencija disanja (n/min) | >50 | 35-49 25-34 12-24 10-11 6-9 <5
. . a.Fi02>0,5 350- 200-
Oksigenacija A-a DO?2 >500 499 349 <200
(mmHg) b.Fi02<0,5 55
.Fi02<0, -
PCO2 >70 61-70 60 <55
.. . 7,6- 7,5- 7,25- | 7,15-
pH arterijske krvi >7,7 7.69 7)59 7,33-7,49 732 724 <7,15
.. 160- 155- 150- 120- 111-
Natrijum (mmol/I) >180 179 159 154 130-149 129 119 <110
Kalijum (mmol/l) >7 | 669 %% 3554 | 334 | 25:2,9 <25
Kreatinin (mg/dl, dvostruke
vrednosti za akutno >35 | 2-34 | 1,5-1,9 0,6-1,4 <0,6
bubrezno osteéenje )
. 50- 46- 20-
0, -
Hematokrit (%) >60 59.9 499 30-45,9 299 <20
. 20- 15-
Leukociti >40 39.9 19.9 3-14,9 1-2,9 <1
Glasgow-Coma-Scala _ . .
(GCS) Skor = 15 minus aktuelni GCS
Bikarbonati (HCO3 41- 32- 18- 15-
mmol/l) =2 | 519 409 | 22813 219 | 179 | <
A = Ukupni akutni Zbir 12 pojedinaénih parametara
fizioloSKi rezultat
B — Uzrast C — Hroni¢no zdravstveno stanje:
=44 0 bodava Ukoliko postoji podatak o teskoj organskoj insuficijenciii ili imunodeficijenciiji,
45-54 2 boda dodaiju se:
55-64 3 boda '
65-74 5 bodova a. po 5 bodova za svaki sistem organa kod pacijenata koji se ne operisu kao i kod
pacijenata podvrgnutih hitnoj hirur§koj intervenciji
>75 6 bodova b. po 2 boda za svaki sistem organa kod pacijenata podvrgnutim elektivnim
hururskim zahvatima

APACHE Il skor = A (akutni fiziolo$ki rezultat) + B (uzrast) + C (hroni¢no zdravstveno stanje)
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LISTA SKRACENICA

ACCP — American College of Chest Physicians
SCCM - Society of Critical Care Medicine

SIRS — Systemic inflamatory response syndrome
ESICM — European Society of Intensive Care Medicine
ATS — American Thoracic Society

SIS — Surgical Infection Society

CRP — C-reaktivni protein

SD — standardna devijacija

PCT — prokalcitonin

SvO; — saturacija kiseonikom meSane venske krvi
INR — international normalized ratio

PT — prothrombin time

SOFA — Segentional Organ Failure Assessment
TNF — tumor nekrozis faktor

IL — interleukin

APC — antigen prezentujuéa Celija

PRR — pattern-recognition receptors

LPS — lipopolisaharid

PAMPs — pathogen-associated molecular patterns
TLR — toll-like receptor

NF-kB — nuklearni faktor-xB
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DAMPs — damage-associated molecular patterns

TNF-o — tumor nekrozis faktor alfa

IFN-y — interferon gama

MCP-1 — monocyte chemoattractant protein-1

HLA-DR — human leukocyte antigen-DR

MZ — marginalna zona

BCR — B cell receptor

GC — germinativni centar

Bregs — B regulatorni limfociti

TGF-B-1 — transforming growth factor beta 1

GM-CSF — granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
SLE — sistemski lupus eritematodes

MS — multipla skleroza

IRA-B lym — innate response activator B lymphocyte

TNFR — tumor nekrozis faktor receptor

APRIL — A proliferation inducing ligand

BAFF — B cell activating factor

TACI — Transmembrane activator and calcium modulator cyclophilin ligand interactor
STACI — solubilni transmembrane activator and calcium modulator cyclophilin ligand interactor
BCMA — B cell maturation antigen

BAFF-R — B cell activating factor receptor

MODS — Multiorgan dysfunction syndrome

STREM — Soluble triggering receptor expressed on myeloid cells-1
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SUPAR — Soluble urokinase-type plasminogen activator receptor
pro-ADM — Proadrenomedulin

HMGB1 — High-mobility group box 1

MIF — Macrophage migration inhibitory factor
KCV - Klinicki centar Vojvodine

JIL — Jedinica intenzivnog leCenja

ALT — alanin aminotransferaza

AST — aspartat aminotransferaza

GGT - gama-glutamil-peptidtransferaze
aPTT — activated partial thromboplastin time
TT — thrombin time

ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay
PCR — poliymerase chain reaction

ALI — acute lung injury

ROC — receiver operating curve

AUC — area under the curve

CVK - centralni venski kateter

ITU — infectio tractus urinarii

CNS — centralni nervni sistem

CONS - koagulaza negativni S.aureus

KVS — kardiovaskularni sistem

GCS - Glasgow coma scale

CDC — Centers for Disease Control and Prevention
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