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Sazetak

Cilj: Cilj ovog rada bio je istraziti moguénost poboljsanja dijagnosticke to¢nosti ranog
otkrivanja sepse u hitnih abdominalnih kirurs$kih bolesnika dodavanjem triju biokemijskih
biljega upale/infekcije po¢etnom SOFA sustavu bodovanja (iSOFA): presepsina (PSEP) kao
predstavnika nove generacije, te prokalcitonina (PCT) i C-reaktivnog proteina (CRP) kao
predstavnika rutinskih biljega.

Materijali i metode: Ispitivanu populaciju ¢inila su sedamdeset i dva hitna bolesnika s radnom
dijagnozom akutnog abdomena, podvrgnuta hitnomu kirur§kom zahvatu. Istrazivanje je
ispitalo dijagnosti¢ku toc¢nost pojedinih biljega u razlikovanju dviju skupina ispitanika: s
postavljenom dijagnozom sepse i bez sepse. Takoder je ispitivana prediktivna vrijednost
dvaju modela u ranom postavljanju dijagnoze sepse: prvi modela koji uklju¢uje samo iISOFA i
drugi koji predstavlja kombinaciju triju navedenih biljega i iISOFA.

Rezultati: iISOFA je pokazao najvecu dijagnostiCku to¢nost u razlikovanju septi¢nih od
nesepti¢nih bolesnika s AUC=0,967. Slijede PSEP s AUC=0,738 te PCT s AUC=0,694. CRP
s AUC=0,606 se pokazao kao biljeg s najmanjom dijagnostiCkom to¢nos$¢u razlikovanja
septi¢ni od nesepti¢nih bolesnika. LogistiCka regresijska analiza obaju modela pokazala je da
se upotrebom prvog modela koji ukljucuje samo iISOFA, u bolesnika s povecanjem vrijednosti
ovog parametra, vjerojatnost za sepsu povecava dvostruko. Drugi model, koji osim iSOFA
ukljucuje i biokemijske biljege PSEP, PCT i CRP, pokazuje da se uz povecanje vrijednosti
ISOFA i povecanje koncentracija navedenih biljega, ova vjerojatnost povecava tri puta.
Zakljucak: lako je SOFA sustav bodovanja prihvacen kao temelj postavljanja dijagnoze sepse
pokazalo se da su PSEP i PCT, dobri neovisni biljezi sa statisticki znacajno veéim
koncentracijama u septi¢nih nego u nesepti¢nih bolesnika. CRP, kao neovisni biljeg, se nije
pokazao statisticki znacajno razli€it izmedu septi¢nih i1 nesepticnih bolesnika. Ispitivanje
dijagnosticke to¢nosti biokemijskih biljega PSEP, PCT i CRP kao neovisnih parametara je
pokazalo da PSEP ima vecu dijagnosticku specificnost (33%) od PCT-a (17%) i CRP-a
(14%). Takoder se pokazalo da biljezi PSEP i PCT ne doprinose statisti¢ki znacajno
ispitivanom modelu s iISOFA. CRP je jedini biljeg koji ima statisticki znac¢ajan doprinos u
ispitivanom modelu s iISOFA. Buduca istrazivanja trebala bi ispitati dijagnosticku vrijednost
dinamickih promjena ovih triju biokemijskih biljega u predvidanju i ranom postavljanju
dijagnoze sepse.

Kljucéne rijeci: sepsa, SOFA, presepsin, prokalcitonin, akutni abdomen.



Summery

Purpose: This study examined whether the addition of biomarkers presepsin (PSEP),
procalcitonin (PCT) and C-reactive protein (CRP) to the initial SOFA (iISOFA) score can
improve diagnostic accuracy of early sepsis diagnosis in emergency abdominal surgery
patients.

Materials and Methods: Seventy-two study subjects had the diagnosis of acute abdomen due
to gastrointestinal disturbances. The study evaluated diagnostic accuracy and predictive value
of two models (iISOFA only and iSOFA combined with three biomarkers) for sepsis
diagnosis.

Results: iISOFA has shown highest diagnosic accuracy in distinguishing septic from non-
septic patients with AUC=0,738. Following are PSEP with AUC =0.738 and PCT with AUC
= 0.694. Logistic regression analysis of both models has shown that by using the first model
including only iISOFA, the patients with increasing iISOFA have the probability of sepsis two
times higher then the patients with low iSOFA value. The second model, which includes
biomarkers PSEP, PCT, and CRP in addition to iSOFA, shows that with increasing iSOFA
values and increasing concentrations of these biomarkers, this probability increases three
times.

Conclusion: Although the SOFA scoring system has been accepted as key parameter in sepsis
diagnosis, it has beeen shown that PSEP and PCT are good independent markers with
statistically significant higher concentrations in septic than in non-septic patients. CRP, as an
independent marker, has not shown statistically significantly different between septic and
non-septic patients. Examination of diagnostic accuracy of biomarkers PSEP, PCT and CRP
as independent parameters has shown that PSEP has a higher diagnostic specificity (33%)
than PCT (17%) and CRP-a (14%). It has also been shown that PSEP and PCT do not
contribute statistically significantly to the examined model with iSOFA. CRP is the only one
with a statistically significant contrbution to the model wih iSOFA. Future investigations
should examine the diagnostic value of dynamic changes of the three biomarkers in the
prognosis and the early diagnosis of sepsis.

Keywords: Sepsis, SOFA, presepsin, procalcitonin, abdominal surgery
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1. UVOD
1.1 POVIJEST SEPSE I SEPTICKOG SOKA

1.1.1 Otkrice infekcije

lako se pojam sepse povezuje s modernom medicinom, sam je koncept prili¢no star. U
proslosti, kada je higijena u medicini bila nepoznanica, tadasnja je kirurgija strahovala od
komplikacija infekcije rana prouzroc¢enih procesima truljenja. U doba prije Krista, cca 400
godina, Hipokrat je prvi uveo rije¢ Sepsa (grcki onyig,sipsi, uciniti crvenim, trulim) u
medicinski rjecnik. On je opisivao sepsu kao opasno biolosko truljenje neugodnog mirisa koje
se moze javiti u tijelu. Ovaj koncept sepse koristio se sve do 19. stolje¢a do kada se smatralo
da su uzrocnici sepse toksi¢ne tvari iz zraka koje ulaze u tijelo i prouzrokuju opasnu bolest.
Devetnaesto stolje¢e predstavlja ulazak u eru eksponencijalnog rasta spoznaja 0 uzroku i
prijenosu infektivnih bolesti. Najvaznija imena tog doba jesu Josef Lister, Ignaz Semmelweis,
Louis Pasteur, Joseph Lister i Robert Koch koji su uvelike doprinijeli napretku otkrivanja
podrijetla infektivnih bolesti. Prvi je od njih Ignaz Semmelweis (1818. — 1865.), madarski
lije¢nik zaposlen u beckoj bolnici i specijaliziran za porodiljstvo. On je prvi razvio moderan
pogled na sepsu kada je uocio velik udio smrtnosti rodilja prouzroc¢en rodiljnom groznicom i
povezao je s pregledima koje su provodili studenti medicine neposredno nakon sata patologije
na kojem su sudjelovali u obdukciji Zena koje su preminule dan prije. Tada higijenske mjere
pranja ruku ili upotrebe kirur§kih rukavica nisu bile uobicajena praksa. Semmelweis je
smatrao da groznicu prouzrokuju otrovi kadavera koji se prenose s ruku studenata i lije¢nika u
rodilju za vrijeme poroda.Uveo je obvezu pranja ruku kloriranom otopinom vapna prije
svakoga ginekoloskog pregleda, ¢ime je znatno smanjio smrtnost rodilja. Bez obzira na ovaj
uspjeh higijenske mjere nisu bile opce prihvacene od njegovih kolega koji su smatrali da
tvrdnja o potrebi pranja ruku nije znanstveno opravdana i da niSta nevidljivo ne moze
prouzrociti bolest. Semmelweis je bez obzira na brojne studije koje dokazuju njegove tvrdnje
bio Sikaniran od kolega koji su tvrdili da su lijecnici gospoda, a gospoda imaju Ciste ruke 1
nije moguce da oni prenose infekcije. Ubrzo je smjesSten u ustanovu za mentalne bolesti gdje
je 1umro od posljedica infekcija rana koje je zadobio premlacivanjem tijekom boravka ondje.
Tek nakon njegove smrti dokazano je da postoje nevidljivi organizmi koji prouzrokuju bolest.
Sredinom 19. stoljeca porastao je broj kirurskih zahvata, a usporedno s njima i pojavnost
infekcija i posljedi¢na smrtnost. Cuveni Louis Pasteur otkrio je si¢usne jednostaniéne

organizme Koji prouzrokuju truljenje i krajem 19. stoljeca predlaze teoriju klica koja se



temeljila na njegovim istrazivanja kojima je dokazao da su za truljenje potrebni Zzivi
organizmi. Kasnije prikazuje streptokoke kao uzro¢nike rodiljne sepse. Joseph Lister,
britanski kirurg, prihvaéa Pasteurovu teoriju klica i dovodi je u vezu s infekcijom kirurskih
rana. Uvodi u upotrebu fenol kao dezinficijenskirur§kih rana i time znatno smanjuje udio
kirurSke sepse i smrtnosti u svojoj bolnici.Objavljivanjem svojih rezultata pokrenuo je
promjene u kirurskoj praksi koje su rezultirale smanjenjem poslijeoperacijskih infektivnih
komplikacija. U istom je razdoblju Robert Koch radio na proucavanju teorije klica u bolesti.
On postavlja svoj popularni postulat o na¢inu identifikacije infektivnih tvari, uspijeva uzgojiti
kulturu tvari i njome izazvati infekciju/bolest u zdravoj eksperimentalnoj zivotinji u koju je
inokulirao doti¢nu tvar. Takoder doprinosi razvoju kirur§kog autoklava temeljem dokaza koji
potvrduju da je parna sterilizacija kirurskih instrumenata ucinkovitija od kemijske. S opéim
prihvacanjem teorije klica u medicinskoj zajednici paznja se preusmjerava na ciljano
iskorjenjivanje novootkrivenih infektivnih organizama. Tu se spominje Paul Erlich koji je
uveo teoriju o postojanju spojeva sposobnih za uniStavanje novootkrivenih uzro¢nika
infekcije i sepse. Slijedom navedene teorije dolazi otkrie penicilina Alexandra Fleminga.
Fleming je tijekom Prvoga svjetskog rata bio svjedok smrtnih ishoda vojnika zbog nadmoc¢nih
infekcija 1 sepsa i potaknut time usmjerio je interes u otkrivanje lijeka protiv infekcije.
Takoder je otkrio pojavu bakterijske rezistencije do koje dolazi pri premaloj doza penicilina
ili njegovoj prekratkoj primjeni (1).

1.1.2 Otkri¢e endotoksina i egzotoksina

Sljede¢a enigma bila je kako infektivni materijal moze prouzroditi tako ozbiljne
posljedice za organizam. Cinilo se da je izrazito mala koli¢ina infektivnih &estica dovoljna za
ozbiljnu intoksikaciju i smrt. Ludwig Brieger je izdvojio egzotoksin osjetljiv na toplinu iz
kulture uzro¢nika difterije i primijetio da se ovaj toksin stvara tijekom Zivotnog vijeka
uzrocnika. Richard Pfeiffer je otkrio termostabilan toksin u zidu bakterijske stanice i nazvao
ga endotoksin. Talijanski patolog Eugenio Centanni otkrio je povezanost izmedu Pfeiferovog
endotoksina i sposobnosti bakterija da prouzroce povisenje tjelesne temperature. Otkrio je da

su te tvari neodvojive od bakterijskoga stani¢nog zida i nazvao ga pirotoksin (1,2).

1.1.3 Otkriée citokina

Radovi o citokinima provedeni do Cetrdesetih godina dvadesetog stolje¢a pokazali su
da se iz leukocita prisutnih u gnoju oslobadaju topivi faktori koji djelujuéi na tijelo izazivaju

vruéicu, oticanje i bol. Isaacs i Lindenmann opisali su ucinak procis¢enog citokina
2



oslobodenog iz virusom inficiranih fibroblasta koji je interferirao u umnazanju virusa i ¢inio
nezarazene stanice otpornima na infekciju pa su ga zbog tog uc¢inka nazvali ,,interferon* (3,4).
Tijekom sedamdesetih i osamdesetih godina proslog stoljeca istrazivanja na polju biologije
citokina dokazala su da razli¢iti tipovi stanica mogu proizvoditi vrlo razli¢ite bioloski aktivne
topljive tvari koje utjecu na imunolosku funkciju. Jedan od istrazivaca, Cohen, nazvao je ove
¢imbenike citokini (5). Jedan od najranije istrazivanih citokina jest interleukin-1 (IL-1) koji su
Gery i suradnici opisali kao mitogeni ¢imbenikperiferne krvi koji potjece od aktivacije
monocitno-makrofagnog sustava, a koji se jo§ nazivao faktor aktivacije limfocita (6). IL-1
ima pirogenu aktivnost, a danas je opéepoznata njegova uloga u patogenezi sepse. Uz IL-1
faktor nekroze tumora (TNF) takoder je jedan od najranije otkrivenih citokina s klju¢nom
ulogom u patogenezi sepse i septiCkog Soka te ostalih sustavnih upalnih stanja. Otkrivanje
uloge citokina u aktivaciji imunoloskog sustava navelo je klini¢are na istrazivanje citokina

kao moguc¢ih terapijskih ciljeva u lijeGenju sepse i septickog Soka (1).

1.1.4 Krvozilni sustav i sepsa

Ubrzo nakon otkrivanja uloge proupalnih citokina u sepsi otkriven je i medijator
njihova djelovanja na krvozilni sustav. Otkriveni medijator oCituje se vazodilatacijskim
svojstvom na krvozilni sustav i to mu daje klju¢nu ulogu u patogenezi sepse. Osvrt na povijest
sepse ne bi trebalo zavrsiti bez navodenja ovoga vaznog medijatora. Radi se o medijatoru
dusikovom monoksidu (NO) za ¢ije je otkri¢e 1 otkri¢e njegova ucinka na krvozilni sustav
dodijeljena Nobelova nagrada za medicinu 1998. godine znanstvenicima Furchgot, Ignarro i
Murad. Danas je poznato da NO ima klju¢nu ulogu u patofiziologiji kardiovaskularnog

kolapsa u sepsi zbog njegova pojac¢anog stvaranja (1).

1.1.5 Septicki Sok

Pocetkom 20. stoljeca, to¢nije za vrijeme Prvog svjetskog rata, traumatski Sok viden
na bojnim poljima, a prouzrocen gubitkom cirkuliraju¢e krvi zbog ranjavanja bio je potpuno
razumljiv, no uzrok posttraumatskog Soka u odsutnosti krvarenja bio je potpuno nejasan (7).
Postavljena je teorija da nehemoragijski, posttraumatski Sok prouzrokuju toksini oslobodeni iz
rana koji izazivaju neurogenu vazodilataciju 1 nakupljanje krvi u periferiji. Istrazivanjem na
zivotinjskim modelima Blalock i suradnici pokazali su da nehemoragijski traumatski Sok
prouzrokuje nakupljanje krvi i tekuéine u oSteCenom tkivu, a ne cirkulirajuéi toksini,
zaustavljaju¢i krv u cirkulaciji (8). Ovaj je koncept jedan od najranije prihvacenih

patofizioloSkih obrazaca sepse 1 septickog Soka. Iako je u pocetku traumatski Sok kao
3



uzro¢nik hipovolemickog Soka najvise istrazivan, pokazalo se da i druga klini¢ka stanja mogu
rezultirati slichom konstelacijom simptoma i sindroma. Stoga je predlozeno nekoliko
etioloskih kategorija Soka. Medutim, klasifikacija temeljena na kardiovaskularnim
karakteristikama opce je prihva¢ena medu klini¢arima, a septi¢kim Sokom smatra se oblik
distributivnog Soka prouzro¢enog gubitkom vazomotorne kontrole u arteriolama i venulama
koja rezultira njihovom dilatacijom, a nadoknadivanjem tekuéine povecava se minutni

volumen srca i smanjuje sistemski vaskularni otpor (1).

1.1.6 Hemodinamicke promjene u septickom Soku

Napredak u razumijevanju hemodinamickih karakteristika septickog Soka doprinio je
primjeni sofisticiranog pracenja pacijenata u kriticnom stanju. Istrazivanje Clowesa |
suradnika potvrdilo je zapazanja da su bolesnici kod kojih je stanje septi¢kog Soka zavrsilo
smrtnim ishodom imali smanjenje funkcije miokarda i smanjen minutni volumen srca koji su
posljedica metabolicke naravnoteze i pojacanih lokalnih metaboli¢kih zahtjeva (9). Pokazalo
se da su septicni bolesniki poc¢etno hipovolemicni i da uz ozivljavanje adekvatnom volumnom
nadoknadom prelaze u hiperdinamicko stanje karakterizirano velikim minutnim volumenom i
malim sistemskim vaskularnim otporom koje u slu¢aju dekompenzacije prelazi u septic¢ki Sok
s depresijom miokarda i izrazitim smanjenjem minutnog volumena srca (1). Parrillo i
suradnici pokazali su da u stanju sepse u cirkulaciji postoje tvari koje prouzrokuju depresiju
miokarda, a identifikacijom tih tvari otkrili su da se radi o IL-1 i TNF. Te tvari prouzrokuju
depresiju miokarda putem medijatora NO i cGMP (10).

Ova istrazivanja prosirila su se sve do danas kada znanstvenici otkrivaju molekularni misterij
sepse Sto omogucuje poboljSanje razumijevanja patofiziologije ovog sindroma. Nastavak
istrazivanja sepse vec je rezultirao smanjenjem smrtnosti u odnosu na proslost, a poboljSanje

rezultata nesumnjivo ¢e se nastaviti.

1.2 EPIDEMIOLOGIJA SEPSE

Sepsa je slozen sindrom koji se razvija kao posljedica poremecaja regulativnog
odgovora domacina na infekciju, a koji je udruzen s akutnim organskim poremecajem i
visokim rizikom smrtnosti. Ovaj sindrom zahtijeva hitnu intervenciju i zato je svjesnost o
njegovoj prisutnosti od velikog znacaja. Svjetska zdravstvena organizacija postavila je sepsu
kao globalni zdravstveni prioritet u 2017. godini 1 usvojila rezoluciju za poboljSanje

prevencije, lijeCenja i upravljanja sepsom (11).



1.2.1 Pojavnost

Pojavnost je sepse visoka. Sepsa je vodeci uzrok smrti u svijetu i predstavlja globalni
zdravstveni problem sa znatnim ekonomskim posljedicama. Posljednjih 40 godina (1975. —
2015.) procjena pojavnosti bolnicki lije¢ene sepse iznosi prosjecno 288 te teSke sepse 148
slu¢ajeva na 100000. Analizom posljednjeg desetlje¢a pojavnost iznosi: za sepsu 437 i za
teSku sepsu 271 na 100000. Podatci o pojavnosti globalno su vrlo varijabilni jer su dobiveni
uglavnom iz razvijenih zemalja i to najviSe iz Sjeverne Amerike. Podatci iz srednje i nisko
razvijenih zemalja vrlo su ograniceni (12).Varijabilnost podataka takoder je pod utjecajem
razli¢itih strategija za identifikaciju septi¢nih bolasnika.U novijim objavljenim studijama
koristena je nova, Sepsis-3 definicija u kojoj ne postoji koncept teske sepse. Jedna je studija
usporedivala pojavnost sepse u Svedskoj temeljenu na novoj Sepsis-3 definiciji i definiciji iz
1991./2001. i nadena je sli¢na pojavnost 780/100000 s novom definicijom i 687/100000 sa

starom definicijom (13,14).

1.2.2 Smrtnost

Rezultati studija o procjeni smrtnosti izrazito variraju, a ovisni su o samoj definiciji
sepse, ispitivanoj populaciji, kriterijima ukljucivanja i isklju¢ivanja razli¢itih skupina koje
predstavljaju sepsu, tesSku sepsu i septicki Sok. Tako je pokazano da je za skupinu pacijenata
sa sepsom bez organske disfunkcije procjena smrtnosti od 11do 26% (12). Studije koje su
ispitivale smrtnost u skupini pacijenata s teSkom sepsom u razdoblju od 1991. do 2009.
godine pokazale su da je procjena 28-dnevne smrtnosti iznosila 33,2% (15). Medunarodna
trogodiSnja studija pokazala je da je smrtnost u pacijenata s teSkom sepsom iznosila 49,6%.
Retrospektivna multicentri¢na studija smrtnosti u jedinicama intenzivnog lijeCenja u Kanadi,
SAD-u i Saudijskoj Arabiji u pacijenata sa septickim Sokom pokazala je da je prosjecna
bolnicka smrtnost iznosila 52%, od Cega je najvisSe smrtnih slucajeva bilo u pacijenata s
ishemijom crijeva, 75% (16). Studije pokazuju trend smanjenja bolnicke smrtnosti povezane
sa sepsom. Desetogodisnje istrazivanje u SAD-u pokazalo je porast pojavnosti septickog Soka
s 12,8 na 18,6 slucajeva na 1000 hospitaliziranih pacijenata, prosje¢no 4,9% godisnje te pad
smrtnosti s 48,3% na 39,3%, prosjeéno 1,2% godisnje (17). Sedmogodisnje poljsko
istrazivanje smrtnosti pokazalo je pad smrtnosti s 54% i 56% na 46% (18). U Australiji i
Novom Zelandu zabiljeZen je izrazit pad smrtnosti s 35% u 2000. godini na 18,4% 2012.

godine (19). Nalazi porasta pojavnosti sepse i septickog Soka i istodobno smanjenje smrtnosti



mogu se povezati s poboljSanim prepoznavanjem sepse i pravodobno primijenjenom

terapijom.

1.2.3 Pojavnost sepse s obzirom na podrijetlo infekcije

Tocan utjecaj vrste infekcije na smrtnost nije jasno odreden. lako gljivice i virusne
infekcije mogu prouzrociti sepsu, ipak su bakterije najceS¢i uzrok infekcije. Temeljem
dostupnih epidemioloskih podataka u otkrivanju etiologije sepse obicno se nalaze
mikrobioloski negativna, gram-negativna i gram-pozitivna sepsa, Slika 1. (20). Nedavna
studija u Velikoj Britaniji pokazala je da gram-negativne bakterijemije rezultiraju vecom
smrtnos¢u od gram-pozitivnih. Medutim, bolni¢ke infekcije gram-pozitivnim bakterijama
pokazale su vec¢u smrtnost (21). Gupta i suradnici pokazali su da 47,1% hospitaliziranih
slucajeva teSke sepse ima negativan nalaz hemokulture (22). Od gram-negativnih bakterija
naj¢es¢i uzrocnici infekcije jesu bakterije Escherichia coli i Pseudomonas species, a na njih
se nastavlja Streptococcus pneumoniae. Zanimljivo je spomenuti da 10% gram-pozitivnih
infekcija prouzrokuje meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus (23). Epidemiolosko
istrazivanje u Hrvatskoj takoder je pokazalo da su najéeS¢i uzro¢nici sepse Escherichia coli
(11,6%), Pseudomonas species (9,9%) te meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus (9,3%)
(24). Jedna velika studija pokazala je da karakteristika infekcije nije povezana sa smrtnosti
(25).
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1.2.4 Pojavnost sepse s obzirom na mjesto infekcije

Sepsa moZze nastati kao posljedica bolnicke i/ili izvanbolnicke infekcije, a tri najcesca
anatomska mjesta infekcije jesu pluca, urinarni sustav i abdomen (16,26). Intraabdominalne
infekcije javljaju se u 20 — 50% slucajeva sepse, Slika 2. (18,27,28). Cini se da mjesto
infekcije uvelike utjeCe na ishod, S$to su pokazali Cohen i suradnici u meta analizi koja je
obuhvatila 510 radova. U navedenoj studiji ispitan je utjecaj karakteristike infekcije na ishod
sepse i nadeno je da urosepsa i infekcije povezane s centralnim venskim kateterom imaju
malu vjerojatnost smrtnog ishoda. Infekcije povezane s disnim i probavnim sustavom imaju

vecéu vjerojatnost smrtnog ishoda (29)
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1.3 DEFINICUA I PATOFIZIOLOGIJA SEPSE

1.3.1 Definicija sepse

Danasnja definicija sepse glasi: Sepsa je zivotno ugrozavajuéi poremecaj organske
funkcije prouzro¢en poremecajem regulacije odgovora domacina na infekciju. Definicija je
nastala kao rezultat evolucijske preobrazbe, Tablica 1. Njezin osnovni cilj bio je osigurati
brzo prepoznavanje sindroma.

Prva definicija datira iz 1991. godine s konferencije American College of Chest Physician
(ACCP) i Society of Critical care Medicine (SCCM) na kojoj je sepsa definirana kao sindrom
sistemskoga imunoloskog upalnog odgovora na infekciju (SIRS, engl. System immune
response syndrome). Osim sepse definiran je i pojam teSka sepsa koji predstavlja sepsu
udruzenu s organskom disfunkcijom, hipoperfuzijom i hipotenzijom te pojam septicki Sok kao
stanje sepse s arterijskom hipotenzijom neosjetljivom na nadoknadu tekucine (30).

Revizija prve definicije provedena je 2001. godine tijekom medunarodne konferencije o
definiciji sepse u kojoj su, osim struénjaka ACCP-a i SCCM-a, bili ukljueni i struénjaci iz
American Thoracic Society (ATS), European Society of Intensive Care Medicine (ESICM) i
Surgical Infection Society (SIS). Prema postignutom konsenzusu prva se definicija
promijenila u dijelu proSirenja liste klinickih znakova sepse. Smatralo se da ¢e ovaj nacin
definiranja bolje odrazavati klini¢ki odgovor na stanje. Cilj ukljucivanja biokemijskih biljega
u njezinu definiciju i razvoja sustava stupnjevanja sepse bio je poboljsanje zbrinjavanja
kriti¢nih bolesnika (14).

U veljac¢i 2016. slijedio je prijedlog nove definicije i kriterija sepse nazvan Sepsis-3
koji je izdala radna skupina imenovana od ESCIM-a i SCCM-a (31). Vazan napredak u
razumijevanju patobiologije sepse (promjena organske funkcije, morfologije, stani¢ne
biologije, biokemije, imunologije 1 cirkulacije), vodenja pacijenata te epidemiologije
upuc¢ivao je na potrebu za promjenom definicije 1 klini¢kih kriterija s ciljem osiguranja
standardizacije klasifikacije koja ¢e olakSati skrb bolesnika u smislu ranijeg prepoznavanja
septi¢nih i riziénih bolesnika. Takoder se smatralo da ¢e nova definicija poboljsati dosljednost

klini¢kih i epidemioloskih istrazivanja.



U novoj definicija isklju¢en je pojam SIRS zbog njegove lose dijagnosticke specificnosti,

Slika 3., i osjetljivosti te pojam teska sepsa koji se smatra suviSnim.
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Slika 3. Povezanost SIRS-a, sepse i infekcije (preuzeto od Bone RC i suradnika (30))

Prema novoj definiciji sepse poremecaj organske funkcije definira se akutnom
promjenom Sequential (Sepsis-related) Organ Failure Assessment (SOFA) sustava bodovanja
za dva 1 viSe boda. Pracenje SOFA najprikladnije je za bolesnike smjeStene u jedinicama
intenzivnog lijeCenja. Za izvanbolnicke odrasle bolesnike te one u hitnim i1 otvorenim
bolnickim odjelima za koje postoji sumnja na infekciju i sepsu preporucuje se brza
dijagnostika upotrebom brzog SOFA sustava bodovanja nazvanim quick SOFA (qSOFA),
Tablica 2. (32). Za definiciju sepse upotrebom qSOFA trebaju biti prisutna barem dva
klini¢ka kriterija: brzina disanja >22 udisaja u minuti, promjena mentalnog statusa ili
sistolicki krvni tlak <100 mmHg. Prema novoj definiciji septickim Sokom se smatra
potkategorija sepse u kojoj se produbljuju cirkulacijske, stani¢ne i metabolicke abnormalnosti
koje rizik od smrtnosti povecavaju vise nego sepsa sama. Bolesnici u septickom soku klini¢ki
se identificiraju kao normovolemicni s padom srediSnjega arterijskog tlaka (MAP) za Cije je
odrzavanje na vrijednosti > 65 mmHg potrebna primjena vazopresora. Osim hipotenzije

dodatni pokazatelj septi¢kog Soka jest koncentracija laktata >2 mmol/L.



Tablical. Evolucija definicije sepse

Prva definicija (1991. godina)
(Sepsis-1)

Druga definicija (2001. godina)
(Sepsis-2)

Treca definicija (2016. godina)
(Sepsis-3)

Sepsa
SIRS u prisutnosti infekcije (dokazane ili klini¢ke

sumnje na prisutnost)

SIRS sistemski upalni odgovor na infekciju (prisutnost
vie od 1 od 4 nalaza:

Tjelesna temperatura > 38,0 ili < 36,0 °C
Otkucaji srca > 90 otkucaja/min
Tahipneja > 20 udisaja/min ili hiperventilacija s pCO2 <
32 mmHg (4,3 kPa)
Broj leukocita (WBC) > 12000/mm3 ili < 4000
cells/mm3

Te$ka sepsa
Sepsa udruzena s organskom disfunkcijom,
hipoperfuzijom ili hipotenzijom

Septicki Sok
Sepsa s arterijskom hipotenzijom unato¢ svim mjerama
nadoknade tekuéine.

Sepsa
Infekcija (dokazana ili klini¢ka sumnja) na prisutnost i
neki od sljede¢ih parametara:
Opéi:
Vruéica —>38,3°C
Hipotermija — < 36 °C)
Otkucaji srca - > 90 otkucaja/min ili > 2SD iznad
normalnih vrijednosti za dob
Tahipneja —> 30 udisaja/min Promijenjen mentalni
status
Edem ili pozitivan balans teku¢ine — > 20 ml/kg u vise
od 24h
Hiperglikemija — glukoza u plazmi/serumu > 7,7
mmol/L) u odsutnosti $e¢erne bolesti
Upalni
Leukocitoza —> 12000/ul) Leukopenija — < 4000/ul)
Normalan broj leukocita s >10% nezrelih oblika
Biokemijski biljezi u plazmi/serumu > 2SD iznad gornje
granice referentnog intervala: C-reaktivni protein i
prokalcitonin
Hemodinamicki parametri
Hipotenzija — sistolicki tlak < 90 mmHg, MAP <
70mmHg ili smanjenje sistoli¢kog tlaka za > 40 mmHg u
odraslih ili 2SD ispod referentne vrijednosti za dob
Zasic¢enost mijesane venske krvi kisikom > 70%
Sréani indeks > 3,5 I/min/m?
Organska disfunkcija
Smanjenje sadrzaja kisika u arterijskoj — PaO,/FIO, <
300 mmHg/40 kPa)
Akutna oligurija — volumen izlu¢enog urina < 0,5
ml/kg/h Povecanje koncentracije kreatinina u
plazmi/serumu za > 0,5 mg/dl/44 pmol/L Poremecaj
koagulacije — INR >1,5ili APTV > 60 s
lleus
Trombocitopenija <100000/ ul Hiperbilirubinemija - 4
mg/dl ili 70 pmol/l
Tkivna prokrvljenost
Hiperlaktatemija > 3 mmol/I
Smanjenje kapilarnog punjenja
Teska sepsa kao u Sepsis-1
Septicki Sok kao u Sepsis-1

Sepsa
Zivotno ugrozavajuéa organska disfunkcija prouzro¢ena
nereguliranim odgovorom domacina na infekciju.
Organska disfunkcija — akutna promjena SOFA sustava
bodovanja za >2.
qSOFA - brza identifikacija bolesnika sa sumnjom na
infekciju i visokim rizikom smrtnosti:
Hipotenzija <100 mmHg
Promjena mentalnog statusa
Tahipneja > 22 udisaja/min

Septicki Sok
Sepsa i hipotenzija bez obzira na nadoknadu tekucine uz
upotrebu vazopresora za odrzavanje MAP >65 mmHg
Laktat > 2mmol/L

SIRS, sistemski imunoloski upalni odgovor; pCO,, parcijalni tlak uglji¢énog dioksida; SD, standardna devijacija;
MAP, srednji arterijski tlak; PaO,/FIO,, omjer arterijskog parcijalnog tlaka kisika i udjela udahnutog kisika;
INR, medunarodni normalizirani omjer; APTV, aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme, SOFA,
Sequential (Sepsis-related) Organ Failure Assessment sustav bodovanja; qSOFA, brzi Sequential (Sepsis-
related) Organ Failure Assessmentsustav bodovanja
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Tablica 2. SOFA sustav bodovanja (preuzeto od Vincent i suradnika (32))

Bodovi
Sustav 0 ‘ 1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4
DISANJE
PaO,FiO,, <200 (26,7) s <100 (13,3) s
>400 (53,3) <400 (53,3) <300 (40,0) o L
mmHg(kPa) potporom disanja potporom disanja
KOAGULACIA
Trombociti x10%/L >150 <150 <100 <50 <20
JETRA
Bilirubin, mg/dL
<1,2 (20) 1,2-1,9 (20-32) 2,0-5,9 (33-101) 6,0-11,9 (102-204) >12,0 (204)

(umol/L)

SRCANO-ZILNI SUSTAV

dopamin <5 ili dopamin 5,1-15 ili dopamin 5,1-15 ili
MAP/kateholamini MAP > 70 mmHg MAP < 70 mmHg dobutamin u bilo epinefrin <0,1 ili epinefrin <0,1 ili
kojoj dozi* norepinefrin <0,1* norepinefrin <0,1*
SREDISNJI ZIVCANI SUSTAV
GCs 15 13-14 10-12 6-9 <6
BUBREZI
Kreatinin, mg/dL
<1,2 (1109 1,2-1,* (110-170) 2,0-3,4 (171-299) 3,5-4,9 (300-440) >5,0 (440)
(umol/L)
Diureza mL/24sata <500 <200

PaO,/FIO,, omjer arterijskog parcijalnog tlaka kisika i udjela udahnutog kisika, MAP, srednji arterijski tlak,
*doza kateholamina izrazena je u pg/kg/min primijenjena najmanje 1 sat, GCS (engl. Glasgow coma score) -

ljestvica za procjenu tezine kome

1.3.2 Patofiziologija sepse

Slozen i1 dinamican patofizioloski mehanizam ovog sindroma nastaje kada se
pocetni, svrhovit, ravnotezni odgovor domacina na infekciju toliko pojaca da ravnoteza
izmedu proupalnoga 1 protuupalnog odgovora izmakne kontroli. Kljuénu ulogu u nastanku
sepse ima prirodeni imunoloSki odgovor koji je, za razliku od steCenoga imunoloskog
odgovora, trenuta¢ni okida¢ obrane organizma protiv prisutnog patogena. Mehanizam koji
uklanja infektivnog uzro¢nika djeluje u tri faze: prve dvije koje predstavljaju trenutni okidag,
a pocivaju na prepoznavanju uzroc¢nika genski kodiranim receptorima i djelovanjem stanica
prirodeng imunoloskog odgovora. Slijedi trea faza steCenog imunoloskog odgovora s
klonalnom ekspanzijom B i T stanica koje se diferenciraju u efektorne stanice koje uklanjaju
infekciju, Slika 4. (36). Aktivacija ove tzv. prve linije stani¢nog odgovora rezultira pove¢anim
otpustanjem citokina, kemokina i drugih upalnih regulatora. Pod utjecajem citokina zapocinje
proces kretanja imunoloskih stanica prema izvoru infekcije s ciljem njezine lokalizacije. U
slucaju poremecaja regulacije luCenja citokina moze nastati poremecaj endotelne funkcije
karakteriziran vazodilatacijom i povecanom kapilarnom propusnoséu koji se jo§ naziva i

sindrom propustanja. On je odgovoran za nastanak hipotenzije, hemokoncentracije, izlazak
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makromolekula iz krvotoka i pojavu edema, $to je ubi¢ajen nalaz u septi¢nih bolesnika (34).
Poremecena epitelna funkcija omogucuje patogenima i njihovim produktima daljnji prodor u
domacina, ¢ime se nastavlja naruSavanje regulatornog odgovora organizma koje rezultira

organskom disfunkcijom (35).

Slika 4. Slijed obrane od patogena (preuzeto od Janeway (36))

1.3.3 Pokretanje imunoloskog odgovora u sepsi

Odgovor organizma na infekciju sastoji se od dviju imunoloskih komponenti:
prirodene 1 steCene imunosti koje se preklapaju i medusobno reagiraju. ImunoloSku obranu
domacina ¢ine gotovo sva tkiva, a osobito su vazne koza i povrSina sluznica di$noga i
probavnog sustava. Specijalizirane mijeloidne 1 limfoidne te efektorne stanice, a takoder 1
nehematopoetske stanice mogu pokrenuti prirodeni mehanizam obrane i aktivirati se u
odgovoru na infekciju (37). Prirodeni imunoloski odgovor moZe biti omogucen:

Stani¢no — uniStavanje patogena fagocitozom i citotoksic¢nim djelovanjem ili

Sekrecijski — antimikrobnim peptidima kao S$to je Cationic host defense peptide (HDPs),
komponentama komplementa (38), citokinima/kemokinima (39,40), hitinazama ili proteinima
poput hitinaze (41), proteinima akutne faze, proteinazama i drugim molekulama.

Imunoloske komponente prepoznaju patogen putem genski kodiranih receptora, pattern
recognition receptor-a (PRR) koji su membranski ili citoplazmatski vezani. Dijele se u
nekoliko glavnih skupina: najpoznatiji od njih je toll-like receptor (TLR), zatim C-type lectin
receptor (CLR), nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like receptors (NLR),
retinoic acid-inducible gene | (RIG-I)-like receptors (RLR), novo klasificiran absent in
melanoma (AIM) - like receptors (ALRs) te unutarstani¢ni senzor DNK-a kao $to je cyclic
GMP-AMP synthase (cGAS) (33,42,43). Ovi su receptori razli¢ito lokalizirani u stanicama

12



domacina. Na stani¢noj povrsini i u endosomu nalaze se TLR i CLR, a u citosolu NLR, RLR i
ALR (33,42). Najvec¢im se dijelom PRR nalaze na imunoloskim stanicama prve linije obrane:
monocitima, makrofagima, dendriticnim stanicama i neutrofilima. Takoder i neke
neimunoloske stanice pokazuju izrazaj ovih receptora: tkivno-specifi¢ne epitelne i endotelne
stanice kao 1 stanice ziv€anog sustava.

Osnovna karakteristika PRR jest prepoznavanje molekula na patogenima
tzv.pathogen-associated molecular patterns (PAMPs). Ove su molekule opcenito
nevarijabilne unutar odredene klase mikroorganizama, $to omogucuje relativno malom broju
PRR-ova da prepoznaju veliki broj potencijalnih patogena. Skupini PAMP pripadaju
lipopolisaharidi (LPS), pepdidoglikani, lipopeptidi, lipoteikoli¢na kiselina (LTA), flagelini te
bakterijska DNK (44). Klasi¢an primjer jesu LPS iz vanjskog dijela stani¢ne membrane gram-

negativnih bakterija te LTA iz stani¢ne membrane gram-pozitivnih bakterija.

teikoi¢na kiselina

lipopolisaharid
0 antigen 7
sorn otein ezgrapote % > ipoteikoitna Kiselina
( X

lipid @

vanjska membrana

| peptidogikan

lipoprotein NAM  (NAG

periplazma — peptidoglikan =
peptid
L stanicna membrana
staniéna membrana \ |

citoplazma fosfolipid
fosfolipid

Stani¢na membrana gram-negativne bakterije Stanitng membrana gram:pozitvis Hakietie

Slika 5. Stani¢ni zid bakterija

LPS iz gram-negativnih bakterija ima vode¢u ulogu u pokretanju imunoloskog odgovora
(takoder je poznat kao endotoksin). Molekula LPS-a vezana je lipidom A za membranu ovih
bakterija koja je gradena od dvostrukoga lipidnog sloja odvojenog peptidoglikanima od
unutarnjega citoplazmatskog sloja. Gram-pozitivne bakterije nemaju endotoksin ve¢ njihova
membrana sadrzava peptidoglikane i lipoteikoli¢nu kiselinu koji su odgovorni za njihovu
biolosku aktivnost i proupalni ucinak Slika 5. (45,46). Posebno je vazna znacajka ovih
bakterija stvaranje snaznih egzotoksina od kojih je najpoznatiji toxic shock syndrome toxin-1
(TSST-1) kojeg stvara soj zlatnog stafilokoka (Staphylococcus aureus) i pirogeni egzotoksin
kojeg stvara beta-hemoliticki streptokok skupine A (Streptococcus pyogenes). Oni se smatraju
odgovornima za nastajanje toksi¢nog sindroma koji predstavlja najtezi oblik septickog Soka.

Ovi egzotoksini predstavljaju skupinu superantigena, a mogu prouzroc¢iti masivnu aktivaciju
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T-limfocita 1 otpuStanje proupalnih citokina s posljedi¢nim produbljenjem septickog stanja
(47).

PRR takoder prepoznaju endogene molekule koje nastaju za vrijeme upalnog procesa
zbog oStecenja stanica ili stani¢nog izluCivanja, a koje predstavljaju neposrednu opasnost za
domacina. Te se molekule nazivaju danger-associated molecular patterns (DAMPS) ili
alarmini, a mogu potjecati iz jezgre [DNK, high mobility group box-1 protein (HMGB-1),
heat shock protein], citoplazme (RNK), membrane (S100 protein), izvanstani¢nog matriksa
(hijaluronska kiselina, heparin-sulfat) ili iz ostalih unutarstani¢nih dijelova (mitohondrijska
DNK, ATP) (48,49). Zahvaljujuéi kriznoj reaktivnosti PRR s PAMP i DAMP uspostavlja se
sustav viSestruko povratno pozitivnog odgovora odgovornog za brzo napredovanje globalnoga
upalnog odgovora s posljedicnim klinickim znakovima. Ako se upalno stanje nastavi,
obrambeni mehanizam prirodenoga imunolo$kog odgovora koji sluzi zastiti domacina moze
dovesti do daljnjega tkivnog ostecenja kao i smanjenja antimikrobne aktivnosti imunoloskog

sustava, $to potice razvoj oportunistickih infekcija i produbljenje klini¢kog stanja (50,51).

1.3.4 Toll-like receptori (TLR)

TLR se u grubo mogu podijeliti u dvije podskupine ovisno o stani¢noj lokalizaciji i
prepoznavanju odredenih liganda.TLR 1, 2, 4, 5, 6 i 10 smjeSteni su na povrsini stanice i
prepoznaju uglavnom lipidne, lipoproteinske i proteinske komponente stanicne membrane
mikroorganizama. TLR 3, 7, 8, 9 se nalaze uglavnom unutarstani¢no u endoplazmatskoj
mrezici, endosomu, lizosomu te endolizosomu gdje prepoznaju nukleinske Kiseline
mikroorganizama. TLR4 prepoznaje LPS, TLR2 zajedno s TLR1 ili TLR6 prepoznaje
lipoproteine, peptidoglikane, lipoteikolnu kiselinu, zimosan, manan i tGPI mucin (52). TLR5
prepoznaje bakterijske flageline, TLR10 u suradnji s TLR2 prepoznaje ligande Listerie
Monocytognes (53). TLR10 takoder prepoznaje virus gripe tipa A (54). Unutarstani¢ni TLR
prepoznaju nukleinske Kiseline bakterija i virusa kao i vlastite nukleinske Kkiseline u
autoimunosnim bolestima (55). TLR3 prepoznaje virusnu dsRNA, malu interferiraju¢u RNK
te vlastitu RNK nastalu oste¢enjem stanica (56-58). TLR7 je izrazen na plazmacitoidnim
dendriticnim stanicama i prepoznaje jednostruku RNK iz virusa, a RNK streptokoka grupe B
prepoznaje kao dio konvencionalnih dendriti¢nih stanica (59). TLR8 prepoznaje virusnu i
bakterijsku RNK (60). TLR9 prepoznaje bakterijsku i virusnu DNK i hemozoin iz nametnika

Plasmodium-falciparum (61). TLR11 je lokaliziran u endolizosomu i prepoznaje flageline i
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proteinske komponente uropatogene Escherichia Coli te molekule sli¢ne profilinu
Toxoplasme Gondii (62,63).

Bez obzira na vrstu TLR i vezanog liganda njihovo povezivanje aktivira signalnu kaskadu
koja izaziva indukciju gena ukljuc¢enih u antimikrobnu obranu domacina. Svaki TLR sastoji se
od izvanstani¢nog dijela (ektodomena) s ponavljajuéim aminokiselinskim sekvencama
bogatima leucinom odgovornim za prepoznavanje PAMP/DAMP molekula. Na njega se
nastavlja transmembranski dio te citoplazmatska domena nazvana Toll/IL-1 receptor (TIR)
koja pokrece signalnu kaskadu. Ektodomena ima oblik potkove putem koje se TLR povezuje
s PAMP/DAMP molekulama kao homodimer ili heterodimer zajedno sa korecetorom kao
pomo¢nom molekulom (64). Nakon vezanja liganda, TLR-ovi dozivljavaju konformacijske
promjene Kkoje osiguravaju usmjeravanje TIR—domain-containing adaptacijskih molekula
prema TIR domeni TLR-a.

Cetiri su adaptacijske molekule koje sudjeluju u tom procesu:

1. myeloid differentiation (MyD88)
2. TIR-associated protein (TIRAP)/MyD88- adaptor-like (MAL)
3. TIR-domain-containing adaptor protein-inducing IFN-B (TRIF)/TIR-domain-
containing molecule 1 (TICAM1)
4. TRIF-related adaptor molecule (TRAM) (65,66).
Aktivacija signalne kaskade i stvaranje proupalnih citokina i interferona tipa | odvija se

najvec¢im dijelom putem MyD88 i TRIF adaptacijskih molekula, Slika 6.

IL-1R TLR4
CIToPLAZMA \:wl’)&wi" ~
I S~ aTRIF

IL-1R - Interleukin receptor, TLR - Toll-like receptor; adaptacijske
molekule: MyD88 - Myeloid differentiation, TIRAP - TIR
associated protein, TRAM - TRIF-related adaptor molecule; IRAK -

Interleukin-1 receptor-associated kinase; TRAF - TNF

receptor associated factor; Ub - ubikvitin ; IkB - Inhibitor of kappa
B; IKK- IxB kinaza ;TBK- TANK-binding kinase 1;

UB{K&3 kiasa) "rKs'f{'n TAB/TAK - TGF-B-activated kinase 1, NEMO - NF-kappa-B
essential modulator; NF-«xB - Nuclear factor kappa-light-chain

:l 3 ‘ enhancer of activated B cells ; IRF - Interferon response factor; AP -

kompleks

Activator protein 1; JNK - c-Jun N-terminal kinases; p38-

b (K48 type) RES "(F;’
l P38 mitogen activated protein kinases; IFN-interferon
xB DEGRADACLIA
NF-xB

NF-xB

AP NF-x8
\RF-5 IRF-3/p

IFN- and IFN-
inducibini geni

proupalni citokini

JEZGRA

Slika 6. Aktivacija signalne kaskade: IL1R- (preuzeto od Botos I. i suradnika (64)).

15



1.3.5 MyD88 aktivacija

Stvaranje proupalnih citokina putem TLR-MyD88 klju¢no je za sve TLR osim TLR3.
Nakon stimulacije ligandom i konformacijskih promjena citoplazmatski dio TLR veze se S
MyD88 koji stvara kompleks s IRAK kinazama nazvan Myddosome. Tijekom formiranja
Myddosome-a, IRAK-4 aktivira IRAK-1 koji se autofosforilira i otpusta s MyD88. IRAK-1 se
udruzuje s RING-domain E3 ubiquitin ligase TRAF6. TRAF6 zajedno s ubikvitin-
konjugirajuéim enzimskim kompleksom UBC13 i UEV1A potice K63 vezanu
poliubikvitinaciju samog TRAF6 i TAK1 protein-kinaznog kompleksa. Aktivirani TAK1
dalje aktivira dva razli¢ita puta: IKK kompleks-NF-xBi MAP kinazni put. IKK kompleks
kojeg ¢ine podjedinice a i B i regulatorna podjedinica NEMO fosforiliraju NF-«xB inhibitorni
protein lkBa koji podlijeze razgradnji, ¢ime se omogucava translokacija NF-kB u jezgru gdje
inducira proupalni genski izrazaj. Aktivacija MAP kinazne kaskade potpomaze aktivaciju
transkripcijskog faktora AP -1 koji je takoder odgovoran za prijepis citokinskih gena. Osim
ovih, transkripcijski faktor IRF-5 nakon stimulacije TLR ligandom regulira izrazaj citokinskih
gena (67,68).

1.3.6 TRIF aktivacija

TRIF djeluje medusobno s TRAF6 i TRAF3. TRAF6 dodaje RIP-1 kinazu koja
aktivira TAK1 kompleks dovode¢i do aktivacije NF-kB MAP kinaza. TRAF3, medutim,
dodaje IKK kinaze TBK1 i IKKi koje zajedno s NEMO fosforiliraju IRF3. IRF3 u obliku
dimera prelazi u jezgru gdje inducira izrazaj gena za tip | interferone (67,68).

1.3.7 Aktivacija stanica koreceptorima

Postoje transmembranske molekule koje takoder moduliraju signalni put TLR-a. Jedna
od njih je CD14, glikoprotein ¢iji membranski dio ¢ini glikozilfosfatidil-inozitol kojim je
usidren u stani¢énu membranu (69). Ovaj je koreceptor osnova u omogucivanju aktivacije
monocita LPS-om i peptidoglikanima iz gram-pozitivnih bakterija (70) kao i aktivaciji
fagocitoze apoptoti¢nih makrofaga (71). Aktivacija TLR4 ovisi o prisutnosti LPS-vezujuceg
proteina (LBP) i CD14 koreceptora. Nakon vezanja s LBP-CD14, LPS se prenosi do MD-2
koji je vezan za izvanstani¢ni dio TLR4, slijedi unoSenje TLR4 u endosom i pokretanje
signalne kaskade TRIF-ovisnim putem (72). CD14 pokreée signalnu kaskadu i putem MyD88
(73). CD14 je takoder potreban za TLR7 i TLR9-ovisnu signalnu aktivaciju proupalnih

citokina (74). Osim membranskog dijela, CD14 ima topljivi dio koji potpomaze u aktivaciji
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CD14 negativnih stanica LPS-om. U ovu skupinu stanica spadaju dendriti¢éne stanice,
fibroblasti, stanice glatkih miSica i krvozilnog endotela (75-77).

TLR aktivacija signalne kaskade dovodi do lucenja proupalnih citokina (¢imbenik
tumorske nekroze, engl. tumor necrosis factor, TNF, interleukini IL-1 i IL-6), kemokina
(monocyte chemoattractant protein 1(MCP-1), MCP-3 i granulocyte—macrophage colony-
stimulating factor, GM-SCF. TLR koreliraju s transkripcijskom i posttranslacijskom
regulacijom antimikrobnih ¢imbenika kao S§to su defenzin o i B, fosfolipaza A2 i lizozim.
Osim toga, TLR sudjeluju u opsonizaciji mikroorganizama i pomazu u obrani protiv
mikroorganizama regulacijom otpustanja peroksidnih radikala (ROS) 1 duSikovog oksida
(NO). TLR koji su na povrsini endotelnih stanica neizravno poti¢u pomak leukocita u upalno
podruc¢je povecavanjem izrazaja E-selektina (molekula adhezije leukocita) i unutarstani¢ne
adhezijske molekule (engl.intracellular adhesion molecule 1, ICAM-1). Interferoni a.i B koji
se izluCuju kao posljedica aktivacije TLR-a sudjeluju u obrani organizma od virusa. TLR
izazivaju apoptozu sintezom odredenih proapoptoti¢kih ¢imbenika (Fas-associated death
domain, caspase-8, protein kinase R) Koji su vazan obrambeni mehanizam u borbi protiv
nekih neizljecivih patogenih infekcija. Aktivacija antigen-prezentirajuc¢ih stanica TLR-om
odlucujuca je za mnoge kljuéne procese koji poticu steceni imunoloski odgovor, kao $to su
aktiviranje T-limfocita, poboljsanje prezentacije antigena, povecanje izrazaja pomocénih
molekula kao $to je CD80, supresija regulativne aktivnosti T-limfocita. TLR je takoder vazan
u proliferaciji i sazrijevanju B-limfocita tijekom infekcija (78). Opcenito, prepoznavanje
patogena TLR-om smatra se sredisnjom tockom pokretanja ste¢enoga imunoloskog odgovora
kao druge linije obrane organizma.

Proupalni odgovor organizma stiti domacina od mikroorganizama, ali nakon uspjesnog
uklanjanja prijeteceg organizma sustav se mora vratiti u homeostatsko stanje. Kljuénu ulogu
ovdje imaju protuupalni procesi koji osiguravaju uspostavu homeostaze. Neuspjeh uspostave
imunoloSke homeostaze zbog nekotroliranog izrazaja upalnih medijatora moze stvoriti

sklonost organizma razvoju sepse 1 septickog Soka.
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1.3.8 Negativna regulacija signalne kaskade

Ubikvitinom

TLR

Slika 7. Negativna regulacija TLR signalne kaskade u procesu aktivacije TLR-a patogenom (preuzeto od
Anwar i suradnika (78))

Negativna regulacija TLR signalne kaskade odvija se na nekoliko razina, a u njoj
sudjeluju brojne molekule, Slika 7., od kojih ¢e biti spomenute samo neke:
Inhibicija topivim oblicima receptora — u prisutnosti topivog oblika TLR2 koji nastaje
posttranslacijskom preinakom smanjuje se koli¢ina IL-8 i TNFa, §to se povezuje S
medusobnim djelovanje topivih oblika CD14 i TLR2 (79). Topivi oblik TLR4 takoder
inhibira kaskadu ometanjem spajanja receptora i liganda, sto prouzrokuje smanjenje aktivacije
NF-xB i stvaranja TNF (80). Topivi CD14 veze se izravno za LPS i time mijenja signalni
obrazac.

Negativna regulacija trensmembranskim proteinskim receptorima — engl. single
immunoglobulin IL-1R-related molecule (SIGIRR) inhibira TLR-om potpomognutu aktivaciju
NF-xB (81), ST2L regulira pretjeranu stimulaciju TLR2, TLR4 sprjeCavanjem stvaranja
kompleksa receptora i adaptora (82). Radioprotective 105 (RP105) je TLR homolog izrazen
na razliitim antigen-prezentirajuéim stanicama, a Specifi¢no inhibira signalizaciju
potpomognutu s TLR4. On se zajedno s MD-1 veze za ektodomenu TLR4 i sprjeCava vezanje
liganda (83).

Negativna regulacija adaptivnin kompleksa — osnova je ove regulacije blokiranje
vezanja adaptivnih molekula na TIR domenu TLR-a. Molekula TRAM adaptor with Golgi
dynamics domain (TAG) natjeCe se s TRAM adaptorom za vezanje TRIF-a i tako inhibira
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TRIF signalni put. TAG je ukljuen u internalizaciju TLR4 u endosom kako bi se ondje
razgradio (84). Flightless I — like homolog ometa kompleks TLR4-MyD88 (85). MAL adaptor
inhibira stvaranje IFN- inducirano s TLR3 tako da se vezZe s regulatorom njegova Stvaranja,
Interferon response factor-7 (IRF-7), ¢ime blokira IRF-7 aktivaciju, tj. stvaranje IFN-B. Pri
tome stvaranje IL-6 i TNF-a inducirano s TLR3 ostaje nepromijenjeno (86).

Utisavanje signala procesima ubikvitinacije/deubikvitinacije — ubikvitinacija je
primarni mehanizam utiSavanja signalne kaskade putem razgradnje potpomognute
proteasomom. Brojna istrazivanja pokazala su vaznost ubikvitinacije i deubikvitinacije u
negativnoj regulaciji TLR signalne kaskade. Tumor necrosis factor receptor-associated factor
(TRAF)-family member-associated NF-kB activator (TANK) veze se na TRAF-vezujuci
protein i aktivira NF-kB i IRF. Pokazalo se da nedostatak TANK-a poveéava aktivnost NF-xB
u TLR stimulacijii, a njegov nedostatak promi¢e TRAF6 ubikvitinaciju, sto govori u prilog
inhibicijskom u¢inku TRAF-a na signalnu kaskadu (87). Small heterodimer partner (SHP)
jedan je od inhibitora TRAF6 ubikvitinacije (88). Razred ubikvitin-protein-ligaza koji ¢ine
nekoliko proteina olakSava razgradnju MAL i TRAF (89). Deubikvitiniraju¢i enzim A
potpomaze cijepanje K63-vezanoga poliubikvitinskog lanca s TRAF3 i potiskuje stvaranje
INF tipa | (90).

Docking protein 3 (DOK3) sprjecava LPS signalizaciju na makrofagima tako $to je
podvrgnut proteolizi potpomognutoj ubikvitinom, Sto ograniava aktivaciju izvanstani¢ne
signalno regulirane kinaze (engl.extracellular signal-regulated kinase, ERK). Osim ove uloge
DOK3 pokazane su i ostale vazne uloge ovog proteina u supresiji luCenja citokina i
neosjetljivosti stanica na endotoksine (91). Ubikvitin-specifi¢na proteaze 2 i 4 (USP 2 i
USP4) negativno reguliraju TRAF6 (92,93)

Fosforilacijom potpomognuta negativha regulacija TLR signalnih proteina —
signalizacija putem TLR4 moze biti ograni¢ena mitogenom i stresom aktiviranom protein-
kinazom (MSK) 1 i 2 koje se aktiviraju u mitogenom aktiviranoj protein-kinaznoj (MAPK)
kaskadi te omogucéavaju aktivaciju mitogenom aktivirane protein-kinazne fosfataze
(engl.mitogen-activated protein kinase phosphatase, DUSP1) koja promice deaktivaciju p38
nakon stimulacije LPS. MSK takoder aktivira prijepis gena za IL-10 (94).

Medusobna komunikacija receptora — za odrzavanje fizioloske funkcije receptori
medusobno komuniciraju. Glukokortikoidni receptor selektivno inhibira p38 MAPK i
sprjecava imunoloski odgovor na TLR stimulaciju (95). Hijaluronan receptor, CD44, regulira

imunoloske odgovore potpomognute s TLR2 putem citoplazmatske domene (96). CD11b
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aktivira slezeninu tirozin-kinazu koja fosforilira MyD88 i TRIF i olakSava ubikvitinom
potpomognutu razgradnju (97). Sustav komplementa drugi je vazan dio prirodenog imuniteta.
Pretpostavlja se da komponenta komplementa C5a stimulira stvaranje 1L-10 G-proteinom
potpomognutom aktivacijom ERK1/2 (98)

Povratna inhibicija TLR signalizacije — indukcija razli¢itih proteina doprinosi
negativnoj regulaciji signalne kaskade. Tu se mogu spomenuti TRIM30a, TRIM38 (99,100)
Regulacija prijepisa — transkripcijska regulacija podrazumijeva remodeliranje kromatina u
upalnim procesima. Transkripcijski faktor NF-kB suprimira se s Bcl-3, IkBNS, Nurrl, ATF3
proteinima (67).

Autofagocitna regulacija — nedavno otkriveni protein nuclear dot protein 52 djeluje
negativno na TLR3 signalizaciju prekidom TRIF i TRAF6 puta u odsutnosti proteina A20
(101).

TLR signalna regulacija potpomognuta s mikro-RNK — posljednjih je godina prepoznata
vaznost nekodirajuée RNK u genskoj regulaciji. Mikro-RNK (miRNA) inducira se TLR-
ovima i ima vaznu ulogu u kontroli odgovora na TLR stimulaciju. miRNA ima vaznu ulogu u
povezivanju prirodenoga 1 steCenog imunoloSkog odgovora. Brojne miRNA sudjeluju u

negativnoj regulaciji TLR signalne kaskade (102).

1.3.9 Citokini u patofiziologiji sepse

Infekcija prouzrokuje lokalnu reakciju koja djelovanjem cirkuliraju¢ih imunoloskih
stanica 1 topljivih medijatora moZe zahvatiti cijeli organizam. TeZina infekcije ovisi o jacini
aktivacije stani¢ne signalne kaskade koja dovodi do pojacanog stvaranja citokina, sto se
naziva citokinska oluja.

Citokini su relativno mali proteini molekulske mase izmedu 15 i 20 kDa koji se stvaraju i
izluCuju kao krajnji proizvod upalne signalne kaskade, a koji autokrinom, parakrinom i
endokrinom funkcijom igraju vaznu ulogu u imunomodulacijskim procesima. Citokini se
mogu podijeliti u nekoliko kategorija:

Interleukine (IL), kemokine, interferone, faktore nekroze tumora i faktore rasta (103).

Interleukini su najvaznija skupina citokina koji se otpustaju u infektivnim stanjima.
Oni obuhvacaju mnogo razli¢itih proteina koje luce leukociti i endotelne stanice, a koji
imunoloskih stanica. Interleukini se takoder mogu podijeliti na proupalne i protuupalne

citokine. Za proupalne interleukine smatra se da su odgovorni za stani¢nu aktivaciju, tkivno
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oStecenje 1 nekrozu, dok protuupalni interleukini imaju ulogu ublazavanja 1 zaustavljanja
upalnog procesa. Medu brojnim proupalnim citokinima istrazivanima u sepsi od klju¢ne su
vaznosti skupina IL-1, IL-6, IL-12 1 IL-17.

Danas se o citokinima ne govori kao proizvodu jednog gena, ve¢ se govori o obitelji citokina
kojima su funkcionalna svojstva zajedni¢ka i preklapajuca, ali je svaki od njih produkt

razli¢itog gena.

1.3.10 Proupalni citokini

Glavni stani¢ni izvor interleukina 1 jesu stanice prirodenoga imunoloSkog sustava,

monociti i makrofagi, a djelomi¢no ih stvaraju i drugi stani¢ni tipovi: epitelne i endotelne
stanice te fibroblasti. IL-1 ¢ini 11 ¢lanova obitelji od kojih su najvise istrazivani IL-1o i B, IL-
18 i IL-33. IL-1 vezu se za svoje receptore IL-1R1 koji vezanjem za koreceptor IL-1RAcCP
omogucuju provodenje signala. Receptor tipa 2, IL-1R2, ne posjeduje signalnu komponentu
pa se vezanjem IL-1 ne provodi signal ve¢ ovaj receptor sluzi samo kao mamac. IL-1
induciraju izrazaj gena u okolnim stanicama kao i sebi, $to ¢ini pozitivhu povratnu spregu u
pojacavanju signalne kaskade. Tako induciraju stvaranje IL-6, IL-8, monocitnog
kemoatraktantnog proteina 1 (engl. monocyte chemoattractant protein 1, MCP1),
ciklooksigenaze 2 (COX2), IkBa (104). Topive komponente spomenutih receptora Cine
negativnu regulaciju IL-1 signalizacije i zaustavljaju djelovanje IL-1.
Interleukin 6 (IL-6), jo§ nazvan interferon-B2 i faktor B stani¢ne stimulacije (BSF-2),
plejotropni je interleukin ¢ija je uloga u citokinskoj oluji slozena. IL-6 ukljucuje skupinu
molekula koje imaju zajednicku signalnu receptorsku podjedinicu, glikoprotein 130 kDa
(gp130). Skupina se sastoji od IL-6, IL-11, onkostatina M, cilijarnoga neurotrofnog ¢imbenika
(engl. ciliac neutrophic factor, CNTF), ¢imbenika inhibicije leukemije (engl. leukemia
inhibitory factor, LIF), kardiotrofina 1 (CT-1), citokina sli¢nog kardiotrofinu (engl.
cardiotrophin-like cytokine, CTC) i IL-27. Svi su ovi ¢lanovi ukljuceni u regulaciju jetrene
reakcije akutne faze, stimulaciju B-stanica, regulaciju ravnoteze izmedu regulativnih i
efektornih T-stanica u metabolickoj regulaciji i mnogim neurotropnim funkcijama (105).
Pokazano je da su, kao i za IL-1, visoke koncentracije ovih interleukina u sepsi povezane s
losijom prognozom (106). Doprinos IL-6 sepsi povezuje se s aktivacijom komplementa i
kapilarnim propustanjem (107,108).

Koncentracija interleukina 12 (IL-12) takoder je povecana u sepsi. Glavni Su izvor

ovog citokina dendriti¢ne stanice te fagociti (monociti/makrofagi i neutrofili). IL-12 povezuje
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rani prirodeni imunolo$ki odgovor sa steCenim jer poti¢e diferencijaciju T-limfocita u
pomoc¢nicke T-limfocite tipa 1 (TH1) i aktivaciju prirodnih stanica ubojica (engl. natural
killer cells, NK), a kao rezultat te stanice proizvode veliku koli¢inu interferona y (INFy) koji
regulira funkciju stanica prirodene i steCene imunosti (109). Klini¢ka prospektivna studija na
pacijentima sa selektivnim defektom u prijeoperacijskom stvaranju IL-12 koji su bili
podvrgnuti velikomu abdominalnom kirurSkom zahvatu pokazala je poremecaj obrane
organizma protiv poslijeoperacijske infekcije i povecan rizik smrtnosti od sepse (110).
Lucenje IL-12 je, poput ostalih proupalnih citokina, regulirano slozenim pozitivnim i
negativnim regulativnim mehanizmima. Pozitivna regulacija ukljuuje stimulacijsko
djelovanje drugih citokina INFy i IL-4 te pojacavanje lu¢enja ovog interleukina putem T-
stani¢ne aktivacije. Negativna regulacija ovog citokina ukljucuje brojne stanicne mehanizme.
Klju¢nu ulogu u negativnoj regulaciji ima interleukin IL-10 koji inhibira prijepis gena za IL-
12. Takoder TGF-B (engl. transforming growth factor-f) inhibira stvaranje 1L-12
destabilizacijom glasnicke RNK (p40 mRNK). U negativnoj regulaciji jo§ sudjeluju i
glasni¢ka RNK p35, kemokini, C5a komponenta komplementa te G-protein (109).
Interferoni (INF) se dijele u tri glavna tipa sukladno receptorskoj specifi¢nosti:
Tip I — INFa i INF B s receptorima IFNARL1/IFNAR2
Tip Il — INFy s receptorima INF yR1/INF-yR2
Tip I - INFA uglavnom istrazivan u virusnim infekcijama.
INFy je kljuCan u obrani od unutarstani¢nih mikroorganizama, a stvaraju ga NK stanice te
NKT stanice kao dio prirodene imunosti. Takoder ga stvaraju Th1l, CD4 i CDS citotoksi¢ne T-
limfocitne (CTL) efektorne T-stanice kada se nastavno na prirodeni razvije antigen-specifi¢ni
imuni odgovor (111). INFy izravno ili neizravno pojacava regulaciju antigene prezentacije
glavnim kompleksima tkivne podudarnosti (MHC) klase I i klase 11, upravlja interakcijom
leukocita i endotela, djeluje na stani¢nu proliferaciju i apoptozu, doprinosi aktivaciji
makrofaga povecanjem fagocitoze 1 povecanjem stvaranja proupalnih citokina i snaZznih
antimikrobnih molekula kao $to su reaktivni kisikovi spojevi, duSikov oksid i vodikov
peroksid (112). INFy nastaje na poticaj 1L-12 koji vezanjem na svoj receptor na NK stanicama
inducira prijepis STAT4 (113).
INFy poti¢e upalni odgovor u sepsi, ali mu se stvaranje smanjuje, $to se povezuje sa
smanjenim imunoloskim odgovorom limfocita tijekom imunosupresije (114,115). Nedavno
istrazivanje pokazalo je da INFy djelomi¢no poniStava imunoparalizu, §to ga identificira kao
terapijski potencijalnu opciju u lije¢enju sepse (116).
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Kemokini su mali molekularni ligandi 8-12 kDa koji vezanjem na pripadajuce stani¢ne
receptore omogucéavaju kretanje stanica i njihovo pozicioniranje tijekom razvoja, homeostaze
I upalnih procesa. Kemokini koordiniraju medusobno djelovanje imunoloskih stanica te ¢ine
poveznicu izmedu prirodenoga i ste¢enog imunoloskog sustava. Podijeljeni su u Cetiri skupine
ovisno o lokaciji cisteinskog ostaka XC, CC, CXC, and CX3C. Tako CC ligand ima dva
skupno vezana cisteinska ostatka, a CX3CL1 ima tri aminokiseline koje odvajaju dva pocetna
cisteinska ostatka. Vec¢ina kemokina luci se u izvanstani¢ni prostor gdje ostaju otopljeni ili
vezani za neku komponentu izvanstani¢énog matriksa te tako stvaraju koncentracijski
gradijent. Kemokini svoje djelovanje izrazavaju vezanjem za receptore povezane s G-
proteinom. Najvise istrazeni kemokini u kontekstu infektivnih bolesti jesu MCP-1/CCL2,
CXCLS8/IL-8, CXCL1/GRO, and CXCL2/MIP2a. Za razliku od ostalih citokina koji imaju
utjecaj na mnoge stanice, kemokini su obi¢no stani¢no specifi¢ni. Tako su, na primjer, MCP-1
ili CX3CLI1 skoro specificni za monocite, CXCL1 1 CXCL2 za neutrofile, a CXCR3 za T-
limfocite. Uloga kemokina u patofiziologiji sepse potanko je istrazena. Kemokini su
odgovorni za oblikovanje i prirodenoga i steCenog imunoloskog odgovora. Kemokini osim
poticanja leukocitnog angaziranja na mjestu infekcije utjeu na izlazak imunoloskih stanica iz
kostane srzi i slezene. Makrofagi, mastociti i dendriti¢ne Stanice nakon aktivacije PRR-om
izluCuju citokine i kemokine koji aktiviraju ostale stanice prirodene imunosti, neutrofile i
monocite. Ove stanice slijede koncentracijski gradijent kemokina i premjestaju se u podrucje
upale dok istodobno luce svoje citokine i kemokine koji dalje pojacavaju imunolosku reakciju
i daljnji ulazak stanica na mjesto infekcije. Istodobno se dendriti¢ne stanice aktiviraju i
premjestaju u limfno tkivo gdje pokrecu prirodeni imunoloski odgovor. Nedostatak kemokina
i njihovih receptora dovode do tzv. kvazi imunosupresivnog stanja i dovode organizam u
stanje povecane osjetljivosti na smrtni ishod prouzrocen infekcijom (117,118).

Cimbenici rasta iznimno su vazni u patofiziologiji sepse. Hematopoetski faktor
stimulacije kolonija (CSF), granulocitno-makrofagni faktor stimulacije kolonija (GM-CSF) i
granulocitni faktor stimulacije kolonija predstavljaju neke od najvise ukljucenih faktora rasta
U procesu nastajanja citokinske oluje tijekom sepse. CSF zajedno s IL-3 potice diferencijaciju
I proliferaciju stanica mijeloidne loze, ¢ime se pokreée velik broj aktiviranih stanica koje
doprinose sintezi citokina i pojacavanju citokinske oluje. CSF ima i funkcionalnu ulogu kojom
pojacava odgovor na molekule rane faze IL-16 i TNF-o (119). Nedavno istrazivanje pokazalo
je da su u sepsi glavni izvor GM-CSF novo otkrivene B-stanice aktivatora prirodenog

odgovora (engl. innate response activator (IRA). Pokazalo se da nedostatak aktivnosti ovih
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stanica dovodi do nedostatnog uklanjanja bakterija i izazivanja daljnjeg lucenja citokina te
razvoja septiCkog Soka. Ove se stanice smatraju glavnim braniteljem od bakterijske infekcije
(120).

TNF transmembranski je protein (tmTNF) veli¢ine 26 kDa koji djelovanjem
metaloproteinaze TNF-konvertiraju¢eg enzima (TACE) i proteina obitelji metaloproteinaze
17 (ADAM17) moze otpustiti topivi oblik STNF veli¢ine 17 kDa (121). TNF stvaraju brojni
stani¢ni tipovi kao $to su monociti, makrofagi, T stanice, NK stanice, neutrofili i mikroglija
kao i1 neimunoloske stanice kao §to su neuronske stanice ili keratinociti. Oba oblika TNF-a
bioloski su aktivna, a njihova ravnoteza ovisi o stani¢énom tipu i njihovoj aktivnosti, aktivnosti
TACE te izrazaju unutarnjeg TACE inhibitora i tkivnog inhibitora metaloproteinaze (TIMP)-
3. TNF veze dva transmembranska receptora: TNFR1 ili CD120a i TNFR2 ili CD120b.
TNFRI1 je konstitutivno i ubikvitarno izrazen na brojnim stanicama dok je izrazaj TNFR2
reguliran, a nalazi se na endotelnim, imunoloskim (uklju¢uju¢i mikroglija-stanice) i
neuronskim stanicama. Izvanstanicna domena ovih receptora sastoji se od pre-ligand
assembly domain (PLAD), domene za vezanje liganda i TACE domene. PLAD kao posrednik
u pripremi receptora za medusobno spajanje predstavlja kljuénu komponentu u signalnoj
kaskadi. Za razliku od izvanstani¢nih domena, unutarstani¢cne domene ovih receptora nisu u
medusobnoj vezi, $to znaci da sudjeluju u pokretanju razli¢itih signalnih kaskada. TNFR1
signalizacija djeluje proupalno i apoptoticki dok TNFR2 signalizacija ima protuupalnu
funkciju kao i razli¢itu imunolosku regulaciju. TNFR1 aktiviraju i tmTNF i sTNF dok se
TNFR2 aktivira samo tmTNF-om. Membranske komponente obaju receptora podlijezu
proteolitickom djelovanju TACE i stvaranju topljivih receptorskih fragmenata, tzv. topivi
TNF receptor (STNFR). Ovo je vazan autoregulativni mehanizam sprjeCavanja pretjeranog
oSte¢enja koji moze doprinijeti regulaciji TNF-om potpomognutoga stani¢nog odgovora.
Unutarstani¢no odvajanje topljivih receptora moze:

1. neutralizirati aktivni TNF odvajanjem iz cirkulacije

2. smanjiti broj kompetentnih receptora na stani¢noj povrSini i tako prouzrociti

prolaznu TNF desenzibilizaciju

3. sTNFR1 moze stvoriti stabilan kompleks s STNF-om i tako zadrzati cirkulirajuéi

TNF (121).
IstraZivanja su pokazala da TNF ima dvije suprotne funkcije. Pri niskim koncentracijama
homeostatskom funkcijom S§titi domacina protiv unutarstani¢nih patogena kao S§to je

Mycobacterium tuberculosis, te virusa i gljivica (122). TNF je sam, ili u sinergiji s
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interferonima, najsnazniji medijator u obrani domacina, a za ucinkovito izvr§avanje ovog
zadatka potrebna su mu oba receptora. Pri visokim koncentracijama poti¢e upalu i organsko
osteenje jer se u bolesti uglavnom luc¢i iz makrofaga i monocita sistemski i lokalno iz
pogodenog tkiva (123). Putem indukcije citokina i adhezijskih molekula TNF je neizravno
ukljucen u angaziranje upalnih stanica prirodene imunosti kao $to su neutrofili, monociti, NK
stanice i tzv. antigen-prezentrajuce stanice: nezreli tkivni makrofagi i dendriti¢ne stanice.
TNF pojacava citotoksi¢nost imunoloskih stanica usmjerenu prema patogenu i djeluje kao
stimulator fagocitoze (124). Osim toga TNF-om inducirana NF-«xB signalizacija potrebna je
za prevodenje nezrelih regionalnih tkivnih dendriti¢nih stanica u funkcionalno zrele stanice
koje dalje stimuliraju prirodene T-stanice u susjednom limfnom ¢voru, a one pokrecu antigen-
specifi¢ni T i B stani¢ni odgovor (125).

Brojne studije pokazale su da je TNF glavni medijator upalnog odgovora u sepsi i
septickom Soku. TNF se luci iz makrofaga u sistemsku cirkulaciju ve¢ 30 minuta nakon
poticaja LPS-om s vrsnom koncentracijom izmedu 60 i 90 minuta (126). Ovo pokrece
aktivaciju ostalih medijatora kao $§to je IL-1. Ovisno 0 mjestu stvaranja i na koje stanice
djeluje TNF ne samo da potice otpustanje sekundarnog citokina, IL-6, ve¢ upravlja i njegovim
stvaranjem. Prekomjerno stvaraje proupalnih medijatora praceno je stvaranjem povratnih
protuupalnih medijatora kao sto je TNFR koji uklanja svoj bioaktivni ligand. TNF i IL-1 prvi
su citokini u sepsi koji poti¢u luéenje IL-6. Oba citokina predstavljaju koordinatore u
proupalnoj fazi nakon koje slijedi smiruju¢a protuupalna faza u kojoj sudjeluju IL-10, IL-1Ra

i STNFR, Slika 8. (121).

M proupalni protuupalni

IL-6

IL-1Ra

sTNFR

Koncentracija cirkulirajucih citokina

Vrijeme

IL- Interleukin; TNF- tumor necrosis facto; IL-1Ra - interleukin receptor; STNFR - topivi TNF receptor

Slika 8. Kinetika citokina u sepsi (preuzeto od Steeland i uradnika (121))

Znatno povecanje koncentracije endogenog TNF-a moze dovesti do razvoja SIRS-a koji pak
moze evoluirati u MOF. Studije su pokazale da je povecanje koncentracije TNF-a u septi¢nih
pacijenata u pozitivnoj korelaciji sa smrtnim ishodom (127,128).

25



1.3.11 Protuupalni citokini

Ljudski imunoloski odgovor reguliran je vrlo slozenom i zapetljanom mreZzom
kontrolnih elemenata. Tu se osobito isti¢u protuupalni citokini i njihovi inhibitori koji u
fizioloskom stanju sluze kao modulatori koji ogranicavaju potencijalno ostecujuéi ucinak
pretjerane imunolo$ke reakcije. U patoloskim stanjima ovi upalni modulatori ili nedovoljno ili
pretjerano kompenziraju proupalnu aktivnost dovode¢i do inhibicije imunoloSkog odgovora,
¢ime povecavaju rizik od nastajanja sistemske infekcije.

Najvise istrazivani protuupalni interleukini jesu IL-1Ra, IL-4 i IL-10.

IL-1Ra se luci u sistemsku cirkulaciju iz imunoloskih ili epitelnih stanica sto puta vise
nego IL-1 nakon stimulacije LPS-om i kompetitivno veze na IL-1R te tako blokira djelovanje
IL-1a i IL-18. Interleukini 4, 6, 10 i 13 stimuliraju stvaranje IL-1Ra (129-131).

IL-4 je plejotropni visefunkcijski citokin koji stvaraju uglavnom aktivirane T-stanice,
ali ga mogu stvarati i mastociti, bazofili i eozinofili. Funkcionalno djeluje na T-stanice u
smjeru nastanka Th2 i inhibicije Thl fenotipa limfocita te takoder regulira stani¢nu
proliferaciju, apoptozu i izrazaj brojnih gena u limfocitima, makrofagima, fibroblastima te
epitelnim i endotelnim stanicama (132). IL-4 moze blokirati ili inhibirati IL-1, TNFa, IL-6,
IL-8 i MIP-1a (133).

Interleukin 10 sredi$nji je protuupalni citokin. Brojne su mu uloge u odrzavanju
imunoloske homeostaze. On moZe blokirati stvaranje proupalnih citokina iz stanica
mijeloidne loze, NK i T-stanica. Potentni je inhibitor citokina Thl ukljucujuéi i IL-2 i INF-y.
IL-10 primarno stvaraju CD4 Th2 stanice, monociti i B-stanice. Nakon vezanja na svoj
receptor 1L-10 inhibira monocitno-makrofagni TNFa, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, GC-CSF, MIP-
la i MIP-2a (134-136). I11-10 inhibira NF-xB nakon stimulacije LPS-om. Visoka
koncentracija IL-10 povezana je sa sepsom induciranom imunosupresijom (137).

TGF-B pripada skupini ¢imbenika rasta i vazan je protuupalni citokin. Osim §to ima
vaznu ulogu u popravku oStecenja tkiva odgovoran je za imunosupresiju induciranu sepsom
(138). In vitro, TGF-B potiskuje otpustanje proupalnih mediatora kao sto su IL-1, TNF-a iz
monocita i makrofaga i stimulira stvaranje imunosupresivnih faktora kao $to su sTNFR i IL-
1Ra (139,140). TGF-B takoder inhibira funkciju T-limfocita tako Sto smanjuje izlu¢ivanje IL-
2 i T-stani¢nu proliferaciju (141). Neki autori navode da je koristan ucinak TGF-8 u
septiCkom Soku povezan s njegovom sposobnos$éu da inhibira inducibilnu dusikovu oksid-

sintetazu (iNOS) i time smanjuje hipotenzivni u¢inak NO (142).
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1.3.12 Kinetika citokina

Nakon injekcije LPS-a brzina sréanih otkucaja povecava se unutar 30 minuta i postize
maksimum unutar 2 — 4 sata. Tjelesna temperatura takoder se povecava za 1 — 2°C unutar 2 —
4 sata. Broj se leukocita poveéava, a maksimum postize 6 sati od ubrizgavanja LPS-a. Broj
leukocita uvelike ovisi o dozi, a odrazava otpuStanje stanica iz koStane srzi te stani¢nu
adheziju i angaziranje u upalno tkivo. Leukocitni odgovor uglavnom je karakteriziran
neutrofilijom.

Glavni proupalni citokini (TNF-a, IL-6 i IL-18) imaju viSe-manje sli¢nu kinetiku s
vr$nom vrijednosti izmedu 1,5 1 2 sata i brzim padom na bazalne vrijednosti ve¢ nakon 6 sati.
Protuupalni citokini (IL-10, IL-1Ra, STNFR) razvijaju se usporedno s proupalnim citokinima.
Utvrdeno je da u septickih pacijenata u imunoloskom odgovoru dolazi do pojacavanja ili
slabljenja izrazaja vise od tisucu gena. Proupalni i protuupalni transkripcijski odgovori

razvijaju se brzo unutar 48 sati od pocetka infekcije (103).

1.3.13 Veza izmedu prirodene i steCene imunosti

Nakon pocetne aktivacije prirodenoga imunoloSkog sustava i pokusaja uklanjanja
patogena, antigen-prezentirajuc¢e stanice aktiviraju komponente ste¢enoga imunoloskog
sustava pokretanjem aktivacije limfocita i njihove diferencijacije u odgovarajuce stani¢ne
linije koje stvaraju razlicit profil proupalnih i protuupalnih citokina. Limfociti igraju srediSnju
ulogu u modulaciji odgovora u sepsi svojom sposobnosc¢u interakcije s prirodenim i ste¢enim

imunoloskim odgovorom, Slika 9. (143).
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Slika 9. Veza izmedu prirodene i steCene imunosti (preuzeto od Aziz M i suradnika (143))
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1.3.14 Mehanizam poremecaja funkcije organa u sepsi

Napredovanje sepse u organsko zatajenje najvazniji je klinicki dogadaj jer je izravno
povezan sa smrtnim ishodom. Sepsa je stanje u kojem dolazi do poremecaja homeostaze na
stani¢noj razini i smanjenja odgovaraju¢eg odgovora na stres. Organsko zatajenje tijekom
sepse ukljucuje:

1. poremecaje funkcije endotela kao barijere i mikrocirkulacije
2. reprogramiranje stanicnog metabolizma

3. komunikacije imunoloskoga i neuroloskog sustava.

1.3.15 Poremecaj funkcije endotela i mikrocirkulacije

PAMP, DAMP, oksidacijski stres i povecan sadrzaj dusikovog oksida (NO) doprinose
poremecaju funkcije endotela, medusobne komunikacije endotelnih stanica (144),
promjenama u glikokaliksu (sloj/obloga glikozaminoglikana na povr$ini endotela krvnih zila
koji ima klju¢nu ulogu u odrzavanju protoka krvi te ulogu zastite funkcije endotela kao
barijere) (145). Zatim doprinose aktivaciji trombocita, promjenama u adheziji i migraciji
leukocita te aktivaciji koagulacijske kaskade i sustava komplementa (146). Prekidanje obloge
glikokaliks — endotelne stanice rezultira stvaranjem intersticijskog edema koje je u izravnoj
vezi s gubitkom organske funkcije (147). Na poremecaj barijerne homeostaze posebno je
osjetljiv glomerularni kapilarni endotel, zatim alveolarni endotel te endotel jetrenih sinusoida
(148). U poremecajima mikrocirkulacije od posebnog je znacenja NO kao glavni ¢imbenik
regulacije mikrocirkulacije u fizioloskim uvjetima. On se stvara pri pretvorbi arginina u
citrulin djelovanjem skupine enzima nitro-oksid sintaze (NOS) te kofaktora NADPH i Kisika
u endotelu krvnih Zila, makrofagima, neutrofilima i drugim tkivima. Tako stvoreni lipofilni
NO Siri se u susjedne stanice u kojima djeluje kao aktivator citosolne gvanilat-ciklaze
dovodec¢i do stvaranja ciklickog gvanozin-monofosfata (CGMP) (149). U glatkim mi$i¢nim
stanicama krvnih Zila povecanje koncentracije cGMP-a dovodi do proteinske fosforilacije
zbog koje dolazi do opustanja glatkih misica i vazodilatacije (150). Postoje tri izoforme NOS:
neuronska (NNOS), endotelna (eNOS) i inducibilna (iNOS). Upalni stimulansi kao §to su
LPS, IL-1B8, MIF ili IL-6 mijenjaju mikrocirkulacijsku homeostazu tako $to poti¢u iNOS na
stvaranje NO. Promjene u mikrocirkulaciji prouzrokuju poremecaj difuzije i strujanja krvi
¢ime se znatno povecava heterogenost raspodjele krvi, a ona utjece na tkivnu prokrvljenost,
Slika 10. Heterogenost raspodjele krvi dovodi do djelomi¢ne kapilarne prokrvljenosti,

smanjenja dostave kisika i hranjivih tvari na metabolic¢ki zahtjev udaljenih stanica i razvija se
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tkivna hipoksija (151). Uz rizik od razvoja tkivne hipoksije, smanjenje brzine lokalnog
protoka krvi moze pojacati upalni signal, pojacati oksidacijski stres povecanjem razine
reaktivnih kisikovih spojeva (ROS) i reaktivnih dusikovih spojeva (RNS) i prouzrociti daljnje
stani¢no o$tecenje (152).
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Slika 10. Mehanizam poremecaja funkcije mikrocirkulacije (preuzeto od Pool i suradnika (148))

1.3.16 Reprogramiranje stanicnog metabolizma

Smanjenje stanicnog metabolizma u sepsi smatra se procesom prilagodbe kojim se
mijenjaju prioriteti potroSnje energije kako bi se ograni¢ila dodatna oStecenja, odrZala
energijska ravnoteza, sprijeilo oSteCenje DNK i ocuvao stani¢ni sastav (153). U stanju
hipoksije potro$nja energije znatno se smanjuje u visokoenergijskim procesima kao §to su
sinteza proteina 1 usmjerava se na ZivotnO vazne procese kao §to je odrzavanje membranskog
potencijala (154). Ovi procesi izazivaju prolazno organsko oSteCenje tijekom sepse. Sréani
misi¢ prolazno gubi kontraktilnost, ali ne dolazi do smrti stanica sréanog misi¢a (155). U
pluéima se zbog energijske ustede inaktiviraju prijenosnici natrija i kalija te ATP-ovisne
transmembranske crpke ¢ime se ometa uklanjanje tekucine iz alveolarnog prostora, S§to
rezultira nastankom plu¢nog edema (151). U bubrezima se smanjuje aktivnost kanala za kalij i
kloride, a to je od velike vaznosti za odrzavanje tubularne funkcije i glomerularne filtracije
(156). Jetra smanjuje sintezu proteina i obradu egzogenih i endogenih toksina (157). Stani¢no
metabolicko reprogramiranje kao odgovor na sepsu ukljucuje pomak u sintezi ATP-a izmedu
oksidacijske fosforilacije i glikolize, inibiciju respiratornog lanca u mitohondrijima, porast

autofagocitoze tj. razgradnje nepotrebnih i1 nefunkcionalnih stani¢énih komponenata,
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mitohondrijsku biogenezu te regulaciju stani¢nog ciklusa u smjeru njegova zaustavljanja i
ustede energije (158,159).

1.3.17 Komunikacija imunoloskoga i neuroloskog sustava

Sepsa i septicki Sok ne nastaju samo kao posljedica poremecaja regulacije imunolo$kog
sustava. Sredi$nji Zivéani sustav (SZS) iznimno je vazna komponenta koja regulira
imunolosku funkciju. Tako SZS ne posjeduje limfati¢ki sustav, on sadrzava molekule glavnog
sustava tkivne snosljivosti (MCH, engl. major hystocompatibility complex) te dvije barijere:
krvno-mozdanu i krvno-likvorsku koje osiguravaju zastitu SZS-a od prodora infektivnih
patogena. SZS takoder regulira upalu te odgovor patogena na tkivo domadina stvaranjem
inhibicijskih citokina, hormona i drugih topivih molekula koje imaju sposobnost slanja
signala u mozak koji povratno regulira imunoloski odgovor (160). Mozdana regulacija
omogucena je autonomnim ziv€anim sustavom putem simpatiCke i1 vagusne inervacije,

kateholaminskom komponentom ili otpustanjem neuropeptida i hormona, Slika 11.
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Slika 11. Neuroendokrini aferentni i eferentni putevi uspostave homeostaze (preuzeto iz Deutschmann i
suradnici (48))

1.3.18 Sepsa u kirurSkih bolesnika

U kirur$koj praksi intraabdominalne infekcije (IAI) predstavljaju infekcije bilo kojeg

intraabdominalnog organa sa zahvacenom potrbusnicom ili bez nje, a dijele se na:
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1. nekomplicirane - jedan organ bez perforacije

2. komplicirane - Sirenje u peritonejsku Supljinu i razvoj peritonitisa.

Peritonitis moze biti: primarni ili lokaliziran kada ne postoji perforacija organa, a uzrok je
mikrobioloska vrsta koja nije podrijetlom iz probavnog sustava, sekundarni ili difuzni koji je
posljedica perforacije, ishemijske nekroze ili probijanja abdominalnih organa s prodorom
mikrobioloske vrste podrijetlom iz probavnog sustava, te tercijarni Kkoji predstavlja
perzistiraju¢u ili povratnu infekciju najmanje 48 sati nakon odgovarajuéeg zbrinjavanja
primarnoga ili sekundarnog peritonitisa te ponovljenu kirurS$ku intervenciju (161). Prema
izvoru mikroorganizama, a time i osjetljivosti na antimikrobnu terapiju 1Al se mogu podijeliti
na nebolnicke i bolnicke infekcije (162).

Primjerenim uklanjanjem ili reparacijom upalnog podrucja, primjenom odgovarajucih
antibiotika te uspostavljanjem integriteta anatomskih resekcija veéina intraabdominalnih
infekcija uspjeSno se zbrinjava i prolazi bez komplikacija. U situacijama kada infekcija
postane nadmoc¢na i pokrene pretjeran imunoloski odgovor, ovisno o stupnju stimulacije,
razvija se SIRS s rizikom razvoja hemodinamicke nestabilnosti, organskog zatajenja i
smrtnog ishoda (31).

Abdominalna sepsa predstavlja rizik za razvoj komplikacija jer zbog dodatnoga
poslijeoperacijskog imunosupresivnog stanja koje nastaje kao posljedica primjene anestetika,
hormonske reakcije organizma na stres, krvarenja i transfuzije, reperfuzije tkiva nakon
ishemije, te opseznosti operacijskog zahvata moze prijec¢i u kompliciranu infekciju ii septicki
Sok. Na razvoj komplikacija uvelike utjecu osnovna bolest, prisutnost drugih bolesti te Zivotna
dob i/ili spol (163).

Bolesnici s 1Al poslijeoperacijski se uglavnom zbrinjavaju u jedinicama opcéega
kirur§kog intenzivnog lije¢enja. U kirurSkih bolesnika traumatsko oStecenje 1 septi¢ko stanje
mogu biti istodobni i slijedivi, a pojedinatno mogu biti udruzeni sa slozenim upalnim
odgovorom. Stupanj hitnosti zbrinjavanja bolesnika ovisi o opsegu infekcije, tj. zahva¢enom
organu, brzini razvoja 1 pogors$anja simptoma, te o osnovnoj fizioloskoj stabilnosti bolesnika.
Opcenito, bez obzira na stupanj infekcije i njezinu potvrdu potrebno je Sto prije prepoznati

septicko stanje i zapoceti primjerenu klinicku intervenciju.
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1.4 BIOKEMUSKI BILJEZI UPALE/INFEKCIE

141 CRP

C-reaktivni protein (CRP) pripada porodici pentraksina, o kalciju ovisnih ligand-
vezuju¢ih proteina diskoidnog oblika. Sastoji se od pet identi¢nih neglikoziliranih
polipeptidnih podjedinica od kojih svaka sadrzava 26 aminokiselinskih ostataka (164). Gen za
CRP nalazi se na prvom kromosomu (1921g23). Ime je dobio prema sposobnosti precipitacije
polisaharida C bakterije Streptococcus pneumonia (165). CRP je prototip reaktanta akutne
faze ¢ija koncentracija u serumu moze narasti do 1000 puta unutar 48 sati od nastanka
infekcije ili tkivnog oSte¢enja. CRP se uglavnom stvara u jetri i u manjoj mjeri u stanicama
masnog tkiva kao odgovor na stimulaciju IL-6, IL-1 i TNF-a (166). Funkcija mu je
viSestruka, a smatra se da je on modulator prirodene imunosti. Moze se vezati za specificne
ligande i aktivirati komplement. Modificira funkciju endotelnih stanica proupalnim i
protuupalnim djelovanjem, inhibira neutrofilnu aktivaciju, djeluje na monocite i makrofage,
inhibira aktivaciju i agregaciju trombocita te utjeCe na funkciju endotelnih prastanica (167).
CRP u serumu jedna je od najpristupaénijih laboratorijskih pretraga i najviSe se primjenjuje u
klinickoj praksi u otkrivanju infekcija i prac¢enju njihova tijeka (168-171). Najveéa mana
CRP-a u sepsi jest nedostatak specifi¢nosti. Povec¢anje koncentracije CRP-a moze upozoravati
na upalu i/ili tkivno osteenje bilo kojeg izvora, kao Sto subakterijske ili virusne infekcije,
razne upalne reakcije, nekroze, traume ili maligni procesi (172-176). Poslijeoperacijska
koncentracija CRP-a moze se preklopiti sa sepsom osobito u pocetnoj fazi kada je rano
prepoznavanje sepse od velikog znacenja. Zbog njegove dostupnosti 1 prilicno jednostavne
interpretacije rezultata mjerenja, CRP je jo$ uvijek najéeS¢e koristen biljeg infekcije/upale

bolesnika smjestenih u bolnicama ukljuc¢ujuéi 1 one s visokim rizikom za razvoj sepse.

1.4.2 Prokalcitonin

Prokalitonin (PCT) je protein sastavljen od 116 aminokiselina i veli¢ine 13 kDa kodiran
genom CALC-1 na 11. kromosomu. U zdravih osoba stvara se u neuroendokrinim stanicama
Stitnjace kao kalcitoninski prethodnik i prisutan je u krvi u vrlo niskoj koncentraciji. U
stanjima teSkih upala, sistemskih infekcija, sepsi i stanjima slicnima sepsi koncentracija PCT
povecava se Cak nekoliko tisu¢a puta bez povecanja koncentracije kalcitonina i to zbog
sinteze u ne-neuroendokrinim stanicama. Na poticaj infekcije i/ili citokina, u ne-
neuroendokrinim stanicama dolazi do blokade uobicajene supresije gena CALC-1 i pojacanog

izrazaja koja dovodi do porasta koncentracije PCT u cijelom organizmu (177,178). Mjesta
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pojacanog izrazaja mogu biti jetra, bubrezi, aorta, masno tkivo, jajnici, plu¢a, debelo crijevo,
gusteraca, mozak te slezena. PCT ima dug poluzivot u plazmi, oko 20 — 36 sati. Istrazivanja
na primatima pokazala su da se povecanje koncentracije PCT-a nalazi ve¢ 3 — 5 sati nakon
injekcije lipopolisaharidnog antigena (179), a najvecu koncentraciju dostize 24 — 36 sati
nakon izlozenosti organizma bakterijama, lipopolisaharidnim komponentama te proupalnim
citokinima. Povecanje koncentracije moze se naci jos i kod opeklina, toplinskog udara te
inhalacijskog pneumonitisa, dok je poveéanje u gljivicnim infekcijama varijabilno, a virusne
infekcije ne izazivaju znacajan porast ovog biljega (177,178). Postoji niz radova Koji
pokazuju prihvatljivu dijagnosti¢ku i prognosti¢ku vrijednost PCT-a u razlikovanju bolesnika
s neinfektivnim SIRS-om od onih sa sepsom, kao i korisnost ovog biljega u pracenju ucinka
antimikrobne terapije u pacijenata s intraabdominalnim i drugim infekcijama (180,181). U
istrazivanjima koja su usporedivala bolesnike s infekcijom i bolesnike s neinfektivnim SIRS-
om pokazano je da je rizik za sepsu bio 88% veci kod povisenog PCT-a, a 84% kod
povisenog CRP-a (180). Pokazano je da PCT-om vodena antimikrobna terapija moze skratiti
razdoblje njezine primjene (182). Prokalcitonin moze pomoc¢i klini¢arima u procjeni rizika za
razvoj sepse 1/ili septickog Soka sukladno koncentracijskoj klasifikaciji. Zbog zadovoljavajuce
dijagnosticke to¢nosti mjerenje PCT-a zauzelo je vazno mjesto u svakodnevnoj klini¢koj

praksi.

1.4.3 Presepsin

U posljednje vrijeme sve se vise istrazuje biokemijski biljeg presepsin (sCD14-ST) ne
samo kao rani pokazatelj septickog stanja ve¢ 1 kao biljeg za pracenje uspjesnosti
antimikrobne terapije (183-185). Presepsin (SCD14-ST) je peptid velic¢ine 13 kDa koji nastaje
proteolizom topivog dijela biljega CDI14. Biljeg CDI14 je povrsSinski koreceptor
glikoproteinske strukture mase 53 — 55 kDa ¢ija je membranska komponenta (mCD14)
vezana glikozilfosfatidil-inozitolom za membranu stanice, a glavna mu je funkcija vezanje
LPS i peptidoglikana iz bakterija ili kompleksa LPS i lipopolisaharid-vezujuéeg proteina
(LBP) s TLR-ima. Osim membranske komponente postoje i dvije topive komponente
koreceptora (sCD14) razlicite velicine, tj. 56 | 48 kDa koje nastaju nakon vezanja CD14 s
LPS-om i/ili kompleksom LPS-LBP. Manji oblik veli¢ine 48 kDa nastaje djelovanjem
proteaza na membranski dio, a drugi, ve¢i od 56 kDa nastaje unutarstani¢no i izravno se

otpusta iz stanice, tzv proteazno neovisnim putem (186,187).
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Vezanjem LPS-a na CD14 aktiviraju se TLR-i koji pokre¢u signalne putove stani¢ne
aktivacije, fagocitozu i stvaranje citokina koji sudjeluju u obrani domacina protiv patogena
(188,189). CD14 nalazi se ve¢im dijelom na monocitima, makrofagima, neutrofilima, B-
limfocitima, a ima ga i na hondrocitima, dendritiénim stanicama, te ljudskim epitelnim
stanicama crijeva (190). Takoder je nadeno da hepatociti mogu izrazavati biljeg CD14 i to
osobito za vrijeme endotoksemija (191). Cirkuliraju¢a koncentracija presepsina mogla bi biti
dokaz reakcije organizma na prisutnost patogena. Kinetika presepsina do sada nije puno
istrazivana. Nedavnim ispitivanjem pokazano je da se presepsin moze detektirati ve¢ jedan sat
nakon izlaganja stanica LPS-u s vrSnom koncentracijom u treCem satu (192). Poluzivot
presepsina u plazmi je oko 4 — 5 sati. Ove Cinjenice govore u prilog tome da bi presepsin
mogao biti kandidat za specificni biljeg infekcije kao i njezin rani pokazatelj koji bi
zahvaljuju¢i kratkom poluzivotu u plazmi mogao doprinijeti uc¢inkovitoj i bolje vodenoj
terapijskoj intervenciji. Brojne studije istrazivale su korisnost presepsina u postavljanju
dijagnoze SIRS-a, sepse i septiCkog Soka u razli¢itim klini¢kim stanjima. Meta-analiza
Zhanga i suradnika pokazala je da presepsin kao biljeg sepse ima cjelokupnu dijagnosti¢ku
tocnost 0,88 (iskazanu kao AUC) te dijagnosticku osjetljivost 83% 1 dijagnosticku
specifi¢nost 78% s pozitivnim i negativnim omjerom izgleda od 3,9 i 0,21 (193).
Multicentri¢na prospektivna studija pokazala je statisticki znacajnu razliku u koncentraciji
presepsina izmedu bakterijskih 1 nebakterijskih infektivnih stanja (virusne 1 gljivicne
infekcije). Grani¢na vrijednost presepsina od 600 ng/L ima dijagnosti¢ku osjetljivost 88% i
dijagnosticku specifi¢nost 81%, $to je usporedivo s grani¢nom vrijednosti prokalcitonina od
0,5 pg/L (194). Multicentriéna randomizirana klinicka studija koja je istrazivala ulogu
presepsina u pracenju razvoja komplikacija pokazala je da su vece vrijednosti presepsina u
prvom danu povezane s vecom pojavnosti organskog zatajenja (195). Takoder je istrazivana
uloga presepsina u prac¢enju odgovora domacina na antimikrobnu terapiju. IstraZivanje je
potvrdilo da bolesnici u kojih primijenjena antimikrobna terapija nije zadovoljavaju¢a imaju
stalan porast presepsina u prvih sedam dana. Ispitivanjem prognosticke to¢nosti presepsina u
svrhu kratkorocnog i dugoro¢nog ishoda bolesti pokazalo se da je visoka koncentracija
presepsina na pocetku klini¢kog stanja predvidatelj smrtnog ishoda. Takoder se pokazalo da
bolesnici s respiratornim infekcijama imaju manje vrijednosti presepsina od onih s
infekcijama mokra¢noga i abdominalnog sustava (196,197).

Sljedeca studija pokazala je da koncentracija presepsina raste u ranoj fazi sepse i raste s

njezinim nadiranjem, a u stanju septickog Soka postize svoju najvecu vrijednost. Analiza
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dijagnosticke to¢nosti pokazala je da bi grani¢na vrijednost presepsina od 581 ng/L, uz AUC
0,830 mogla razlikovati SIRS 1 sepsu s osjetljivoséu od 65% 1 specificnoséu od 100%. Kad bi
se presepsin dodao MEDS (engl. Mortality in Emergency Department Sepsis) sustavu
bodovanja dijagnosticka to¢nost znatno raste na 0,950 s porastom osjetljivosti na 85% (198).
Sli¢no istrazivanje predvidanja teSke sepse u septickih bolesnika upotrebom kombinacije
presepsina i MEDS sustava bodovanja pokazala je porast dijagnosti¢ke to¢nosti s 0,840 na
0,875 (196).

Vrlo vazna ¢injenica o presepsinu jest da se kao mali protein izluCuje bubrezima i da je
koncentracija u plazmi ovisna o bubreznoj funkciji. Smanjenje brzine glomerularne filtracije
prouzrokuje lazno povecéanje vrijednosti presepsina u plazmi, pa se vrijednosti iznad grani¢nih
u bolesnika s poremecajem bubrezne funkcije moraju interpretirati s oprezom (199,200).
Studija Nakamure i suradnika pokazala je da ne postoji statisticki znacajna razlika u
koncentraciji presepsina izmedu septi¢nih i nesepti¢nih oliguri¢nih bolesnika [stadij prema
RIFLE (engl. Risk, Injury, Failure, Loss, and End-stage Kidney) kriterijima za akutno
bubrezno ostecenje] (200). Takoder, nedavna studija smatra presepsin vrijednim biljegom
infekcije i sepse, medutim dijagnosticka to¢nost nije se pokazala boljom u usporedbi s

biljegom prokalcitoninom (201).

1.5 HIPOTEZA ISTRAZIVANJA
Kombinacija presepsina, PCT, CRP i SOFA sustava bodovanja imat ¢e vecu ukupnu

dijagnosticku to¢nost za ranu dijagnostiku sepse od samog SOFA sustava.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

2.1 Glavni cilj istrazivanja:

1. Ispitati moze li dodavanje presepsina, PCT-a i CRP-a po¢etnom SOFA sustavu
bodovanja poboljsati postavljanje dijagnoze sepse u hitnih abdominalnih kirurskih
pacijenata.

2.2 Specificni ciljevi:

1. Odrediti grani¢ne vrijednosti presepsina, prokalcitonina i C-reaktivnog proteina
kod kojih je osjetljivost za sepsu nakon dodavanja pocetnom SOFA sustavu
bodovanja >95%, a specifi¢nost najvec¢a moguca pri toj osjetljivosti.

2. Odrediti regresijske koeficijente kojima je potrebno pomnoziti tri ispitivana biljega
(presepsin, PCT i CRP) da bi njihova dijagnosticka vrijednost nakon dodavanja

SOFA sustavu bodovanja bila najveca.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1 Ustroj istrazivanja i eti¢ka nacela
Provedeno je primijenjeno opservacijsko presjec¢no istrazivanje s ciljem oblikovanja

dijagnostickog modela. Istrazivanje je odobreno od Etickog povjerenstva KBC-a Zagreb i
Povjerenstva za etiCnost eksperimentalnog rada Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta.
Svakom ispitaniku obrazlozio se protokol istrazivanja, o¢ekivani rizici i koristi te se dao na
potpis obrazac informiranog pristanka kojim su potvrdili dobrovoljno sudjelovanje u
istrazivanju. Studija je osmisljena i provedena u skladu s Helsinskom deklaracijom.
3.2 Mjesto i vrijeme provodenja

Istrazivanje je provedeno u Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku i Zavodu za
anesteziologiju, reanimatologiju i intenzivno lijeCenje kirurSkih bolesnika Klinickoga
bolni¢kog centra Zagreb.
3.3 lIspitanici

Prema zadanim ciljevima, a uz statisticku snagu testa od 80%, potreban broj ispitanika
izraCunan je iz podataka autora Yang i suradnika upotrebom programa PASS 14 Power
Analysis and Sample Size Software (2015), NCSS, LLC, Kaysville, Utah, SAD (197). U
istrazivanje su bila ukljuena 72 bolesnika s dijagnozom akutnog abdomena koji su
podijeljeni u dvije skupine:

1. 36 sasepsom

2. 36 bez sepse s ili bez infekcije (kontrolna skupina).

Kriteriji uklju€ivanja pacijenata u istraZivanje bili su: dob izmedu 50 i 80 godina zbog
visokog rizika ove populacije za razvoja kirurS8ke sepse, dijagnoza akutnog abdomena
prouzro¢enog jednim od sljedecih patofizioloSkih procesa: upalni proces u probavnom
sustavu, opstrukcija crijeva, ileus, dehiscencija operacijske rane ili crijevne anastomoze te
organska perforacija (202). Zbog dodatne modulacije funkcije imunoloskog sustava kriteriji
isklju¢ivanja bili su: primjena imunosupresivne i/ili citostatske terapije te patoloska stanja
hemato-onkoloske etiologije.

Svi bolesnici bili su podvrgnuti hitnom operacijskom zahvatu te nakon operacije
primljeni u Jedinicu intenzivnog lije¢enja kirurskih bolesnika (JIL). Uzorak pacijenata biran
je susljedno (engl. consecutive) prema redoslijedu dolaska u Jedinicu intenzivnog lijeCenja
kirurskih bolesnika (JIL). Prijam u JIL ovisio je o komorbiditetima, zatecenom
intraoperacijskom stanju, hemodinamickoj stabilnosti bolesnika tijekom kirur§kog zahvata te

op¢em stanju bolesnika. Prije samog operacijskog zahvata svaki je bolesnik dobio standardnu
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terapiju  antimikrobne  profilakse, tj.  kombinaciju = metronidazol/cefazolin ili

metronidazol/ciprofloksacin.

3.4 Metode
Svim su bolesnicima izmjereni sljede¢i parametri u uzorcima krvi:
1. Litij-heparinizirana plazma (Vacuette, Greiner, Bio-one; Kremsmuenster,
Austrija):

a. Presepsin — nekompetitivna metoda kemiluminescencije koja koristi
MAGTRATION® tehnologiju (magnetske &estice) (Mitsubitshi, Tokijo,
Japan). U prvoj inkubaciji anti-presepsin poliklonska protutijela obiljezena
alkalnom fosfatazom i anti-presepsin monoklonska protutijela koja su
vezana na magnetske Cestice vezu se za presepsin iz plazme stavrajuci
komplekse. Protutijala koja se nisu vezala uklanjaju se upotrebom
MAGTRATION® tehnologije. U drugoj inkubaciji dodaje se
kemiluminescentni substrat koje enzimskom aktivnoS¢u alakalne fosfataze
stvara luminescenciju. Intenzitet luminescencije proporcionalan je
koncentraciji presepsina u uzorku.

b. PCT — metoda elektrokemiluminescencije (Roche, Bazel, Europa) . U
prvoj inkubaciji biotinizirano monoklonalno PCT-specifi¢no protutijelo te
monoklonalno PCT-specificno protutijelo obiljeZzeno rutenij-kompleksom
reagiraju s PCT-om iz uzorka stvaraju¢i komplekse. U drugoj inkubaciji
stvoreni kompleksi vezu se za mikrocestice obloZene streptavidinom putem
biotin-streptavidin interakcije. U mjernoj jedinici mikroGestice se
magnetski vezu za povrsinu elektrode. Primjenom napona na elektrodu
inducira se kemiluminiscentna emisija Ciji intenzitet se mjeri
fotomultiplikatorom.

c. CRP - metoda imunoturbidimetrije (Roche, Bazel, Europa). Uzorak
plazme inkubira se s anti-CRP antitijelima koja su vezana na lateks
mikroCestice pri ¢emu se stvaraju kompleksi antigen-antitijelo. Aglutinacija
nastala vezanjem protutijela i antigena (CRP) mjeri se turbidimetrijski.

d. Kreatinin — enzimska metodom s kreatininazom slijediva prema IDMS-u
(engl. isotope dilution mass spectrometry) (Roche, Bazel, Europa).

Kreatinin iz uzorka plazme se djelovanjem enzima kreatininaze, kreatinaze
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i sarkozin oksidaze pretvara u glicin, formaldehid i vodikov peroksid.
Vodikov peroksid reagira s HTIB i 4-aminofenazonom uz enzim
peroksidazu c¢ime nastaje kromogeni kinonimin. Intenzitet nastalog
kromogena koji se mijeri fotometrijski  direktno je proporcionalan
koncentraciji kreatinina u uzorku.

e. Ukupni bilirubin — kolorimetrijska diazo-metoda s 3,5 diklorfenil-
diazonium-tetrafluoroboratom (DPD) (Roche, Bazel, Europa). Ukupni
bilirubin iz plazme se u prisustvu odgovarajuceg otapala veze s diazonij
ionom u vrlo kiselom mediju. Intenzitet crvene azo boje koja se stvara
direktno je proporcionalan koncentraciji ukupnog bilirubina

f. eGFR — formulom CKD-EPI (engl. Chronic Kidney Disease Epidemiology
Collaboration) procjenjena je brzina glomerularne filtracije prema
preporuc¢enoj formul CKD-EPI Creatinine eGFR (2009) _ National Kidney

Foundation.htm.

2. EDTA puna krv (Vacuette, Greiner, Bio-one; Kremsmuenster, Austrija):

a. Trombociti (Sysmex, Tokijo, Japan) — DC metoda hidrodinamic¢kog
fokusiranja na hematolo§kom brojacu. Trombociti u struji tekucine prolaze
pojedinac¢no kroz centar aperture, stvaraju otpor i elektricni signal koji je
proporcionalan njihovom volumenu. Stanice se prikazuju u histogramu
raspodijele prema volumenu u fL.

3. Litij-heparinizirana arterijska puna krv (RAPIDLyte® arterial blood gas sampling
syringes, Emergo Europe, Nizozemska):

a. Parcijalni tlak kisika (pO,) — amperometrijska metoda pomocu elektrode
koja se satoji od platinaste katode i srebrne anode te elektrolitne otopine i
membrane polupropusne za plin (Siemens, Erlangen, Njemacka). Izmedu
anode 1 katode odrZava se konstantni napon. Kada kisik iz uzorka prode
kroz polupropusnu membranu u otopinu elektrolita, na katodi dolazi do
njegove redukcije i prijelazu nastalih elektrona na anodu gdje oni
oksidiraju srebro. Ovim procesom mijenja se struja (protok elektrona)
izmedu dviju elektroda. Koli¢ina reduciranog kisika direktno je
proporcionalna broju elektrona stvorenih na katodi. Mjernjem promjene
struje izmedu dviju elektroda odreduje se sadrzaj kisika u uzorku krvi

bolesnika.
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Prema rutinskom protokolu JIL-a pO; se odredivao uz krevet bolesnika odmah po dolasku iz
operacijske sale, a zatim najmanje dva puta dnevno tijekom boravka bolesnika u JIL-u ovisno
o klinickom stanju. Odredivanje parcijalnog tlaka kisika provodilo se na uredaju RapidLab
1265 (Siemens, Erlangen, Njemacka). Krv za rutinsku laboratorijsku obradu uzorkovana je
unutar 12 sati poslijeoperacijski. Unutar ¢etiri sata od uzorkovanja uzorci su dostavljeni i
obradeni u laboratoriju. Prijeanaliticka obrada obuhvacala je centrifugiranje na 2000g tijekom
10 minuta. U dobivenom uzorku plazme napravljene su pretrage CRP, kreatinin i ukupni
bilirubin. Za pretrage PCT i presepsin odvojeni su alikvoti uzorka koji su pohranjeni na
temperaturu -20°C do trenutka analiziranja, a najduze do devet mjeseci (prema uputama
proizvodaca). Broj trombocita mjeren je u punoj krvi na hematoloskom brojacu Sysmex
XE5000 (Sysmex, Tokijo, Japan). CRP, kreatinin, bilirubin i prokalcitonin mjereni su na
analitickoj platformi Cobas ce6000 (Roche, Bazel, Europa). Presepsin je mjeren na
imunokemijskom uredaju Pathfast (Mitsubitshi Tokijo, Japan).
U svrhu pracenja promjene SOFA sustava bodovanja taj je sustav ra¢unan uporabom on-line
kalkulatora (203) i to:

1. po dolasku bolesnika u JIL — po¢etna SOFA (iSOFA)

2. svakih 24 sata kroz najvise pet dana.
Za postizanje specifi¢nih ciljeva ovog istrazivanja koristen je izracunan pocetni SOFA sustav
bodovanja.
SOFA sustav bodovanja opisuje slijed komplikacija u bolesnika koji su u kriti¢cnom stanju
kroz odredeno vrijeme. On predstavlja kvantitativni opis Stupnja poremecaja organske
funkcije. Stupanj poremecaja funkcije 6 sustava: respiratornog, kardiovaskularnog,
neuroloskog, jetre i bubrega te sustava zgrusavanja krvi, pojedina¢no se boduje s 1 do 4 boda
ovisno o definiranim vrijednostima odgovarajuc¢ih parametara. Respiratorni sustav evaluira se
temeljem smanjenja sadrzaja kisika u krvi i potrebom za respiratornom potporom. Stupanj
poremecaja kardiovaskularne insuficijencije procijenjuje se temeljem smanjenja vrijednosti
sredi$njeg arterijskog tlaka i potrebom za primjenom vazoaktivnih lijekova. Za procjenu
stupnja poremecaja neuroloskog sustava koristi se Glasgow koma sustav bodovanja (engl.
Glasgow Coma Score), a smanjena vrijednost bodova ukazuje na tezi poremecaj neuroloske
funkcije. Poremecaj jetrene funkcija procijenjuje se temeljem povecanja koncentracije
bilirubina u krvi bolesnika a bubrezne povecanjem koncentracije kreatinina u Kkrvi i
smanjenjem diureze. Poremecaj koagulacijskog sustava se dokazuje sniZzenjem vrijednosti

broja trombocita u krvi bolesnika. Dakle, pogorsanje organske funkcije povecava vrijednost
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SOFA. Kada ne postoji poremecaj organske funkcije vrijednost SOFA je jednaka nuli.
Maksimalna moguca vrijednost SOFA moze iznositi 24 Sto se povezuje s velikom

vjerojatnoséu smrtnog ishoda.

3.5 Glavni ishod klinickog stanja bolesnika
Glavni ishod klinickog stanja u ovom istrazivanju bila je binarna varijabla:

dijagnosticirana sepsa ili neinfektivno/infektivno stanje bez dijagnosticirane sepse. Zbog Ceste
pojavnosti sepse u pacijenata podvrgnutih kirurSkom zahvatu evaluacija sepse radila se u
razdoblju od prvog do petog dana boravka bolesnika u JIL-u. Statisticka obrada dobivenih
rezultata pokazala je opravdanost odabranog razdoblja: medijan duljine boravka pacijenata u
JIL-u bio je za bolesnike sa sepsom Sest dana (IQR 3 do 12 dana), a za kontrolnu skupinu dva
dana (IQR 1 do 4 dana). Dijagnoza sepse postavljena je sukladno dijagnosti¢kim kriterijima
preporuc¢enim u tre¢cem medunarodnom konsenzusu o definiciji sepse i septickog Soka (31).
Kod svih bolesnika postojanje infekcije bilo je :

1. mikrobioloski dokazano (krv, tjelesna tekucina i/ili kirurski rez)

2. klinicki potvrdeno uz mikrobioloski negativan nalaz

3. klini¢ki potvrdeno u sluéajevima kada mikrobioloska pretraga nije zahtijevana.
Klinicka potvrda infekcije temeljila se na sljede¢im c¢imbenicima: poviSena tjelesna
temperatura, pozitivan radioloski nalaz, intraabdominalna prisutnost gnoja ili zamucene

tekucine te perforacija crijeva i sterkoralni peritonitis.

3.6 Statisticka obrada podataka
Statisti¢ka znacajnost odredena na razini p<0,05 i svi intervali pouzdanosti

izraZeni su na 95-postotnoj razini. U provjeri glavne hipoteze upotrebljavao se jednosmjerni
(engl. one-tail) test. Normalnosti raspodjela provjerene su Shapiro-Wilkovim testom.
Neparametarski testovi koriSteni su za podatke koji nisu slijedili normalnu raspodjelu, a
rezultati su izrazeni kao medijan i interkvartilni raspon (IQR). Neparametarski Mann-
Whitneyev test koriSten je za usporedivanje kontinuiranih varijabli. Analiza dijagnosticke
tocnosti biljega obuhvatila je izraun osjetljivosti 1 specifi¢nosti, ukupne tocnosti izrazene
povrsinom ispod ROC krivulje, pozitivnoga i negativnog omjera izglednosti (engl. likelihood
ratio). Grani¢ne vrijednosti biljega odredene su tako da im osjetljivost bude >95%, a

specificnost najve¢a moguca pod tim uvjetom. Znacajnost doprinosa ispitivanih biljega u
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modelu sa SOFA sustavom bodovanja u predvidanju sepse ispitana je logistiCkom
regresijskom analizom. Uskladenost modela s empirijskim podacima provjerena je
Hosmerovim i Lemeshowljevim testom, a njegova statisticka znac¢ajnost Omnibus testom.
Ukupna neovisna vrijednost modela izrazena je Nagelkerkeovim pseudokoeficijentom
determinacije (R?) te ukupnim udjelom pravilno dijagnosticiranih. Razlika izmedu skupina
iskazana kategorickim varijablama upotrebom dobivenih grani¢nih vrijednosti ispitana je
primjenom Fisherovog egzaktnog testa. Kako dosadasnja istrazivanja pokazuju povezanost
bubrezne funkcije s koncentracijom presepsina u plazmi ispitana je povezanost njegove
koncentracije s bubreznom funkcijom dvosmjernom Spearmanovom korelacijom biljega i
parametara bubrezne funkcije, kreatinina i eGFR-a. Odabir ova dva parametra bubrezne
funkcije u skladu je sa smjernicama NKF KDOQI ™ (Engl. National Kidney Foundation
Kidney Disease Outcomes Quality Initiative), KDIGO Clinical Practice Guideline for Acute
Kidney Injury (2012). StatistiCka analiza napravljena je uporabom SPSS statistickog
programa, verzija 25 (SPSS Inc, Chicago, IL, SAD) i MedCalc programa, verzija 17.9.7
(MedCalc Software, Ostend, Belgija). Rezultati su prikazani tabli¢no i grafikonima.
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4. REZULTATI
4.1 Karakteristike bolesnika i mikrobioloski nalazi
Istrazivanje je obuhvatilo dijagnosti¢ki homogenu populaciju od 72 bolesnika s

postavljenom radnom dijagnozom akutnog abdomena prouzroc¢enog patoloskim promjenama
u probavnom sustavu. Tablica 3. prikazuje osobitosti ispitivane populacije. Mann-Whitneyev
test koriSten je za ispitivanje statistiCke znacajnosti izmedu dvije skupine bolesnika za dob i
duljinu boravka u JIL-u, a Fisherov test za spol, klinicku dijagnozu i ishod. S obzirom na to
da je raspon dobi odabira pacijenata bio uzak, medijan i IQR za dob za obje skupine bolesnika
bili su podjednaki. U skupini septi¢nih bolesnika sedam ih je razvilo septi¢ki Sok. Nije nadena
statisticki znacajna razlika u broju muskaraca i zena izmedu dvije skupine bolesnika. Najcesce
dijagnoze bile su ileus, perforacija i dehiscencija rane/crijevnog spoja, Slika 12. Nadena je
statisticki znacajna razlika u navedenim dijagnozama izmedu dvije skupine bolesnika.
Skupina septi¢nih bolesnika imala je statistiCki znaCajno veéi broj dijagnoza
perforacije/dehiscencije, dok je skupina nesepti¢nih bolesnika imala statisti¢ki znacajno veci
broj dijagnoza ileusa. Mikrobioloska pretraga nije trazena u polovici skupine bolesnika bez
sepse. U Tablici 4. navedena su mjesta uzimanja uzoraka za mikrobiolosku analizu. U obje
skupine bolesnika mikrobioloski uzorci najées¢e su uzorkovani intraoperacijski (u septi¢nih
20/32, a u nesepticnih 6/32). U nesepti¢nih bolesnika mikrobioloska analiza nije trazena u 18
od 32 bolesnika, dok je u skupini septi¢nih bolesnika mikrobioloSka analiza napravljena u 30
od 32 bolesnika. U septi¢nih bolesnika kod kojih nije postojala sumnja na infekciju pri
operacijskom zahvatu, a koji su u kasnijem tijeku bolesti razvili sepsu, uzorci izbora bili su
hemokultura (7 od 32) i bris rane (5 od 32). U kategoriji drugih briseva bili su brisevi rektuma
ili Zdrijela. U skupini bolesnika sa sepsom za dva bolesnika nije traZzena mikrobioloSka
pretraga. Naveci broj mikrobioloSki pozitivnih nalaza u obje skupine bolesnika pokazao je
prisutnost kombinacije gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija. Vrijeme boravka u JIL-u
bilo je statisticki znacajno duze u skupini septicnih bolesnika. Nije se pokazala statisticki
znacajna razlika u pojavi smrtnosti unutar 28 dana izmedu dvije skupine bolesnika. U skupini
nesepti¢nih bolesnika jedan smrtni ishod prouzrocen je naglim popustanjem funkcije srca koje

se ne povezuje ni s infekcijom ni sa sepsom.
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Tablica 3. Osobitosti ispitivane populacije 72 bolesnika

Skupine bolesnika SEPTICNI NESEPTICNI Statisti¢ka znagajnost(p)
N (broj bolesnika) 36/7° 36
Starost, godine (min — max.) 69 (56 — 79) 70 (53 - 80) 0,874
Spol
- Muskarci 22 21 1,000
- Zene 14 15 1,000
Dijagnoza
- lleus 10 16 0,018
- Perforacija, dehiscencija 22 9 0,018
- Peritonitis 1 1 I*
- Hernija s ukljestenjem 1 3 I*
- Gangrena 1 1 I*
- Akutni kolecistitis 1 4 I*
- Akutni pankreatitis 0 1 I*
- Pankolitis 0 1 I*
Duljina boravka u JIL-u (dani) 6 (1-125°/3-12° 2 (1-8°/1-49 <0,001
Ishod(smrtnost unutar 28 dana) 0,055
DA 7 1°
NE 29 35

#Septicki Sok razvio se u sedam bolesnika

PNajmanja i najveéa vrijednost

“Interkvartilni raspon (25 — 75 percentila)

Smrtni ishod prouzrocen kardiorespiratornim arestom, bez infekcije i sepse

Mann-Whitneyev test koristen je za ispitivanje statisti¢ki znacajne razlike izmedu dviju skupina ispitanika u godinama
duljini boravka u JIL-u, a Fisherov egzaktni test za spol, klini¢ku dijagnozu i ishod.

JIL = Jedinica intenzivnog lijecenja

*Premali broj podataka za statisticu obradu

Tablica 4. Mjesta uzimanja uzoraka za mikrobiolosku analizu

SEPSA
NE DA
0-Mikrobioloska pretraga nije zahtijevana 18 2
1-Intraoperacijski uzorak 6 20
2-Hemokultura 0 7
3-Bris rane 2 5
4-Bronhoalveolarni ispirak 1 1
5-Aspirat dusika 4 1
6-Drenazna tekucina 1 0
7-Drugi brisevi 4 0
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Slika 12. Raspodjela dijagnoza ispitanika

4.2 Usporedba iSOFA, presepsina, prokalcitonina i CRP-a te raspodijela rezultata

kreatinina i eGFR u dvjema skupinama bolesnika

Shapiro-Wilkovim testom ispitana je slijedivost rapodijele rezultata prema Gusovoj
krivulji nomalne raspodijele, Slike 13-18. i Tablica 5.. Medijan i interkvartilni raspon
rezultata te statisticka znacajnost razlike za Sest parametara u dvjema skupinama bolesnika
prikazani su u Tablici 4. Neparametrijskim Mann-Whitneyevim testom pokazana je statisti¢ki
znacajna razlika u rezultatima iSOFA, presepsina i prokalcitonina izmedu dviju skupina
bolesnika, Slike 19-22.. Statisticki znacajna razlika dobivena je za rezultate kreatinina i eGFR
u navedene dvije skupine bolesnika. Septi¢ni bolesnici imali su statisticki znacajno vece
vrijednosti ovih parametara od nesepticnih bolesnika. Razlika je bila osobito izrazena za
parametre iISOFA 1 presepsin. Vrijednosti CRP-a izmedu skupina septi¢nih i nesepti¢nih
bolesnika nisu se statisticki znacajno razlikovale. U skupini nesepti¢nih u jednog bolesnika
izmjerena je krajnje visoka vrijednost presepsina (11089 ng/L) i izrazito poviSena vrijednost

prokalcitonina (35,64 pg/L). Nije se pokazalo da su ovi rezultati posljedica analiticke greske,
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a isklju¢ivanje ovih rezultata nije rezultiralo promjenama u statisti¢koj analizi te oni iz nje

nisu iskljuceni.
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Slika 13. Raspodijela rezultata iISOFA u grupi bolesnika sa sepsom i bez sepse
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Slika 14. Raspodijela rezultata presepsina u grupi bolesnika sa sepsom i bez sepse

46



Frekvencija

Frekencija

Frekvencija

2 e e

20

PCT
SEPSA - DA

Frekvencija

Wl
wb
=
L
sl
0 | 1 f | T TR T {
0 5 0 75 20 25 30 35 a0
PCT
SEPSA - ME

Slika 15. Raspodijela rezultata prokalcitonina u grupi bolesnika sa sepsom i bez sepse
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Slika 16. Raspodjela rezultata CRP-a u grupi bolesnika sa sepsom i bez sepse

1 1 1 1 1 1 1 1
0 100 200 300 400 500 800 700 800
KREATININ
SEPSA-DA

Frevencija

20 40 60 80 100 120 141

KREATININ
SEPSA-NE

Slika 17. Raspodjela rezultata kreatinina u grupi bolesnika sa sepsom i bez sepse
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Slika 18. Raspodjela rezultata eGFR u grupi bolesnika sa sepsom i bez sepse

Tablica 5. Medijan i interkvartilni raspon za SOFA sustav bodovanja, presepsin, prokalcitoni,

CRP, kreatinin i eGFR u skupinama septi¢nih i nesepti¢nih bolesnika

Shapiro-

Parametar SEPSA N Wilk test Medijan IQR (25%-75%) Minimum Maksimum p
iSOFA Ne 36 <0,001 1 1-2 0 7 <0,001
(bod) Da 36 0,136 10 8-12 1 16
PSEP Ne 36 <0,001 525,5 269,8 — 696,0 111,0 11089,01 <0,001
(ng/L) Da 36 <0,001 11215 462,5 — 2265,0 342,0 7873,0
PCT Ne 36 <0,001 0,75 0,30-19,30 0,08 38,2 0.005
(ug/L) Da 36  <0,001 2,96 1,80 - 23,78 0,14 100,0
CRP Ne 36 0,004 101,4 36,5-225,9 2,4 450,0 0,120
(mg/L) Da 36 0,036 151,1 63,4 —282,3 14,6 515,5
Kreatinin Ne 36 0,001 74,0 52,5-100,25 26,0 226,0 0,001
(umol/L) Da 36 <0,001 1215 84,5-197,0 35,0 756,0
eGFR Ne 36 <0,001 60 51-60 24 > 60 0.001
(mL/min/1,73 m?) Da 36  <0,001 50 28-60 6 > 60

iSOFA . pogetni SOFA sustav bodovanja

PSEP — presepsin

PCT - prokalcitonin

CRP — C-reaktivni protein

eGFR — procijenjena brzina glomerularne filtracije
IQR — interkvartilni raspon

p — statisticka znacajnost (M-W test)
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Slika 19. Usporedba iSOFA sustava bodovanja izmedu dviju skupina bolesnika (zeleno — nesepti¢ni;
crveno — septicni); IQR, interkvartilni raspon; *netipicna vrijednost; 2.0, grani¢na vrijednost
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Slika 20. Usporedba presepsina izmedu dviju skupina bolesnika (plavo — nesepti¢ni; crveno — septic¢ni)
IQR, interkvartilni raspon; * netipi¢na vrijednost; 349.0, grani¢na vrijednost

49



100,00 *
80,00
2.96 (IQR 1.80-23.78)
60,00 e
o .
o
=
[
(o]
o
40,00
0.75 (IQR 0.30-9.30)
20,00 8
00 |
I T
NE DA

SEPSA

Slika 21. Usporedba prokalcitonina izmedu dviju skupina bolesnika (Zuto — neseptiéni; crveno —  septi¢ni)
IQR, interkvartilni raspon; * netipi¢na vrijednost; 0,17, grani¢na vrijednost
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Slika 22. Usporedba CRP-a izmedu dviju skupina bolesnika (plavo — nesepti¢ni; crveno — septic¢ni)
IQR, interkvartilni raspon; * netipi¢na vrijednost; 18.1, grani¢na vrijednost



4.3 Dijagnosti¢ka to¢nost i grani¢ne vrijednosti presepsina, prokalcitonina, CRP-a i iISOFA
Analizom krivulje osjetljivosti dijagnostickog testa (engl.receiver operating

characteristic curve, ROC) ispitana je dijagnosticka to¢nost presepsina, prokalcitonina, CRP-
a i ISOFA sustava bodovanja u razlikovanju dviju skupina bolesnika: septi¢nih i nesepti¢nih,
Slika 23. Dobiveni rezultati pokazuju da postoji statisticki znacajna razlika u rezultatima
ISOFA, presepsina i prokalcitonina izmedu dviju skupina bolesnika. PovrSina ispod krivulje
(AUC, engl. area under curve) najveca je za pocetni SOFA sustav bodovanja, 0,967 (95%ClI
0,925 — 1,000), p<0,001. Zatim slijede presepsin s AUC 0,738 (95%CI 0,623 — 0,853),
p=0,001 te prokalcitonin s AUC 0,694 (95%CI 0,571 — 0,817), p=0,005. Dobivena povrsina
ispod krivulje za CRP 0,606 (95%CI 0,476 — 0,737), p=0,120 pokazuje slabu dijagnosti¢ku
to¢nost ovog biljega u razlikovanju septi¢nih od nesepti¢nih bolesnika. Grani¢ne vrijednosti
za razlikovanje septicnih 1 nesepti¢nih bolesnika s 95-postotnom osjetljivos¢u 1 najve¢om
moguc¢om specificnoséu pri ovoj osjetljivosti bile su: za ISOFA 2 boda, presepsin 349 ng/L i
prokalcitonin 0,17 pg/L, Slika 24-27., Tablica 6.
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Slika23. ROC analiza dijagnosticke toc¢nosti presepsina, prokalcitonina, CRP-a i po¢etnog SOFA

sustava bodovanja u razlikovanju septi¢nih od nesepti¢nih bolesnika.
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Tablica 6. Dijagnosticka to¢nost ISOFA, presepsina, prokalcitonina i CRP-a u razlikovanju

septi¢nih 0d nesepti¢nih bolesnika

Razina Pozitivan Negativan
znacajnosti 95% interval Grani¢na omjer omjer
AUC p) pouzdanosti vrijednost Osjetljivost Specifi¢nost vjerojatnosti vjerojatnosti
iSOFA 0,967 < 0,001 0,925 - 1,000 2 0,972 0,528 2,051 0,053
PSEP 0,738 0,001 0,623 - 0,853 349 0,972 0,333 1,460 0,084
PCT 0,694 0,005 0,571-0,817 0,17 0,972 0,167 1,167 0,168
CRP 0,606 0,120 0,476 — 0,737 18,1 0,972 0,139 1,129 0,201

iSOFA . pocetni SOFA sustav bodovanja
PSEP — presepsin

PCT - prokalcitonin

CRP — C-reaktivni protein
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Slika 24. Razlike izmedu skupina prema udjelu bolesnika s vrijednostima iSOFA veéim ili manjim

od grani¢ne vrijednosti 2 boda
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Slika 25. Razlika izmedu skupina prema udjelu bolesnika s vrijednostima ve¢im i manjim

od grani¢ne vrijednosti 349 ng/I
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Slika 26. Razlika izmedu skupina prema udjelu bolesnika
od graniéne vrijednosti 0,17 pg/L
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Slika 27. Razlika izmedu skupina prema udjelu bolesnika s ve¢im i manjim vrijednostima

od graniéne vrijednosti 18,1 pg/L

4.4 Multivarijatna logisticka regresijska analiza doprinosa presepsina, prokalcitonina i
CRP-a pocetnom SOFA sustavu bodovanja u otkrivanju septi¢nih bolesnika
Direktnom logisti¢kom regresijskom analizom ispitali smo utjecaj dodavanja upalnih

biljega pocetnom SOFA sustavu bodovanja u predvidanju sepse, odnosno poveéanju
vjerojatnosti postavljanja dijagnoze sepse poslijeoperacijski u hitnih kirur§kih bolesnika.
Imali smo dva modela:

1. prvi—koji je obuhvacao samo jednu nezavisnu varijablu, ISOFA

2. drugi — koji je obuhvacao Cetiri nezavisne varijable: iISOFA, presepsin,

prokalcitonin i CRP.

Provjera hipoteze primjenom Spearmanove jednosmjerne korelacije prikazana je u Tablici 7.
Ispitivanjem medusobne povezanosti svih varijabli (ISOFA, presepsina, prokalcitonina i CRP-
a) dobivena je statisticki znacajna pozitivna slaba povezanost izmedu svih parova varijabli
osim izmedu CRP-a i pocetnog SOFA sustava bodovanja. Vrlo niska vrijednost koeficijenta
korelacije izmedu pocetnog SOFA sustava bodovanja i CRP koja je takoder nije statisticki
znafajna pokazuje da ne postoji medusobna povezanost ova dva parametra. Rezultati
pocetnog SOFA sustava bodovanja najbolje koreliraju s presepsinom. Najveci koeficijent

korelacije dobiven je izmedu rezultata prokalcitonina i presepsina te prokalcitonina i CRP-a.
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Tablica 7. Medusobna korelacija svih parametara: presepsin, prokalcitonin, CRP 1 pocetni
SOFA sustav bodovanja

ot
PARAMETRI clje (p
statisticka
znacajnost (p) PSEP PCT CRP iSOFA
/ 0,366 0,222 0,346
PSEP
/ 0,001 0,031 0,001
0,366 / 0,443 0,304
PCT
D 0,001 / <0,001 0,005
0,222 0,443 / 0,023
CRP
0,031 <0,001 / 0,423
/
_ p 0,346 0,304 0,023
iSOFA /
P 0,001 0,005 0,423

iSOFA — pocetni SOFA Sustav bodovanja; PSEP — presepsin; PCT — prokalcitonin; CRP — C-reaktivni protein;

p — Spearmanov koeficijent korelacije

Prema rezultatima ispitivanja prikladnosti ovih dvaju modela u predvidanju sepse, t].
razlikovanju septi¢nih i nesepti¢nih bolesnika, oba su se modela pokazala statisticki
znacajnima. Rezultati testiranja prikladnosti Omnibus i Hosmer-Lemeshowovim testovima

prikazane su u Tablici 8.

Tablica 8. Rezultati prikladnosti obaju modela u predvidanju sepse

2

Omnibus test x~ Naziv kolone P
Prvi model (iSOFA) 70,5 1 <0,001
Drugi model (iISOFA i dodani biljezi) 81,4 4 <0,001
Hosmer and Lemeshowovtest r P
Prvi model (iSOFA) 1,27 6 0,974
Drugi model (iSOFA i dodani biljezi) 246 8 0,963
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Rezultati regresijske analize, Tablica 9. (A i B) pokazuju da ¢e upotrebom prvog modela
u 92 % bolesnika biti ispravno postavljena dijagnoza sepse. U drugom modelu, koji ukljucuje
tri upalna biljega dodana na pocetni SOFA sustav bodovanja, udio bolesnika u kojih je

ispravno postavljena dijagnoza sepse povecava se na 96%.

Tablica 9. Vrijednost modela u razlikovanju bolesnika sa sepsom i bez nje

A) Prvi model samo s iISOFA bodovanjem

Predvidena Udio to¢no )
. o Nagelkerke R
modelom dijagnosticiranih (%)
SEPSA
Promatrana
NE DA
NE 33 3 91,7 0,832
SEPSA
DA 3 33 91,7

Ukupni udio to¢no dijagnosticiranih 91,7 %

B) Drugi model s iISOFA bodovanjem i biokemijskim biljezima

Predvidena Udio to¢no 5
N o Nagelkerke R
modelom dijagnosticiranih(%)
SEPSA
Promatrana
NE DA
NE 35 1 97,2 0,903
SEPSA
DA 2 34 94,4

Ukupni udio to¢no dijagnosticiranih 95,8 %

Takoder je pokazano da u oba modela iISOFA sustav bodovanja ima najve¢i doprinos u
modelu, Tablica 10. Promjena iSOFA za jednu jedinicu snazno pridonosi omjeru izgleda.
Logisticka regresijska analiza pokazuje da izmedu biljega presepsina, prokalcitonina i CRP-a
jedino CRP statisticki znacajno doprinosi modelu, stoga jednadzba logisticke regresijske
analize glasi:

logit (p) = -8,988 + 1,168(iSOFA) + 0,015(CRP)
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Rezultati pokazuju da bolesnici s ve¢im pocetnim SOFA sustavom bodovanja imaju 2,3 puta
vec¢i omjer izgleda za sepsu. Kada uz veéi pocetni SOFA sustav bodovanja postoji i povecana
koncentracija CRP-a i presepsin, taj se omjer izgleda povecéava na 3,2 puta.

Dobivena jednadzba pokazuje da se vjerojatnost sepse povecava s porastom vrijednosti
pocetnog SOFA sustava bodovanja i1 porastom koncentracije CRP-a. Primjena jednadzbe ovog
modela mogla bi pomoc¢i u empirijskoj procjeni vjerojatnosti sepse U bolesnika koji imaju
klinicka obiljezja istovjetna bolesnicima u ovom istrazivanju. UnoSenjem vrijednosti
pocetnog SOFA sustava bodovanja i koncentracije CRP-a u jednadZbu moze se izraCunati

vjerojatnost prisutnosti sepse .

Tablica 10. Prediktivna vrijednost prvoga i drugog modela u ranom otkrivanju sepse

PRVI MODEL B p Omjer izgleda
iSOFA 0,835 | <0,001 2,304
DRUGI MODEL B p Omijer izgleda
iSOFA 1,168 | <0,001 3,217
PSEP 0,00003 | 0,225 1,000
PCT -0,016 | 0,605 0,984
CRP 0,015 | 0,001 1,015

B-regresijski koeficijent; iISOFA — pocetni SOFA Sustav bodovanja; PSEP — presepsin;
PCT - prokalcitonin; CRP — C-reaktivni protein;

Dijagnosti¢ka toc¢nost vjerojatnosti predvidanja sepse upotrebom prvog modela koji je
ukljuéivao samo jednu varijablu, pocetni SOFA sustav bodovanja, iznosila je AUC=0,967.
Dijagnosticka osjetljivost ovog modela bila je 88%, a specificnost 97%. Dijagnosticka to¢nost
vjerojatnosti predvidanja sepse upotrebom drugog modela koji je ukljucivao Cetiri varijable,
tj. tri biljega dodana na vrijednosti pocetnog SOFA sustava bodovanja imala je neSto vecu
dijagnosticku tocnost AUC=0,985. Dobivena je dijagnosticka osjetljivost od 94%, a
specificnost 97%, Slika 28.
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Slika 28. Dijagnosti¢ka to¢nost vjerojatnsti predvidanja sepse upotrebom prvog i drugog modela

45 Korelacija presepsina s biljezima bubrezne funkcije: kreatinin i procijenjene brzine
glomerularne filtracije (eGFR)

Analizom povezanosti presepsina s eGFR dobivena je statisticki znacajna negativna
korelacija, Spearmanov koeficijent -0,593, p<0,001. Koeficijent korelacije pokazuje
negativhu umjerenu povezanost koncentracije PSEP i eGFR S§to znaci da ¢e u nekim
slu¢ajevima sa smanjenjem vrijednosti eGFR rasti koncentracija PSEP.Analizom povezanosti
presepsina i kreatinina dobivena je statisticki znaCajna umjerena pozitivha povezanost,

Spearmanov koeficijent 0,576, p<0,001. Korelacije su prikazane na slici 29.

12000 12000

10000 10000

8000 8000

6000 6000

Presepsin ng/L
Presepsin ng/L

4000 4000

2000 2000

T T T T
0 200 400 800 800

Kreatinin pmol/L

Slika 29. Korelacija presepsina s kreatininom i procijenjenom brzinom glomerularne filtracije (eGFR).

58



5. RASPRAVA
Infekcija i sepsa predstavljaju glavne komplikacije koje se javljaju nakon abdominalnih
kirurskih zahvata. Infekcije koje nastaju u probavnom sustavu povezane su s vecom
vjerojatnosti od smrtnog ishoda (29). Organsko oStecenje u sepsi vodeci je uzrok smrti, a u
kirurskih bolesnika smjestenih u jedinicama intenzivne skrbi udio smrtnih ishoda moze biti
¢ak do 65% (204). U kirurskih bolesnika traumatsko oStecenje i septicko stanje mogu biti
istodobni i slijedivi, a svako je od njih udruzeno sa slozenim upalnim odgovorom. Stupanj
hitnosti zbrinjavanja bolesnika ovisi 0 opsegu infekcije, tj. zahva¢enom organu, brzini razvoja
i pogorSanja simptoma te o osnovnoj fizioloSkoj stabilnosti bolesnika. Brzo i primjereno
zbrinjavanje bolesnika znatno doprinosi smanjenju pobola i smrtnosti.Stoga je rano i
pouzdano postavljanje dijagnoze komplikacija intraabdominalnih infekcija u kirurskih
bolesnika glavno Kklini¢ko pitanje. Rana identifikacija bolesnika koji imaju povecan rizik za
razvoj septickog stanja omogucava pravodobno otkrivanje i uklanjanje izvora infekcije te
primjenu odgovarajuée antimikrobne terapije kojom se sprjeCava daljnje napredovanje
infektivno-upalnog stanja (205-207).
lako je prema nedavno revidiranoj definiciji sepse SOFA sustav bodovanja temeljni

parametar upostavljanju dijagnoze (31), rutinska primjena biokemijskih biljega upale i
infekcije predstavlja nezaobilaznu pomo¢ uranom prepoznavanju infekcije i upale, procjeni
njezina intenziteta i proSirenosti te pracenju uéinkovitosti primijenjene terapije. Glavni cilj
ovog istrazivanja bio je ispitati imaju li prokalcitonin i CRP, kao predstavnici rutinskih biljega
upale/infekcije (208), te takoder presepsin kao predstavnik novije generacije biljega
upale/infekcije zajedno sa SOFA sustavom bodovanja dodanu vrijednost u predvidanju i1
ranom postavljanju dijagnoze sepse u hitnih abdominalnih kirurS§kih bolesnika smjeStenih
poslijeoperacijski u jedinicu intenzivne skrbi kirurskih bolesnika. Sukladno specifi¢nom cilju
naseg istrazivanja, a to je oblikovanje novog modela za ranu identifikaciju bolesnika kod
kojih postoji povecan rizik za razvoj sepse, pocetni (perioperacijski) SOFA sustav bodovanja
postavljen je kao parametar kojemu su pridruzeni biljezi upale i infekcije usprkos ¢injenici da
je za postavljanje dijagnoze sepse potrebna odgovarajuc¢a promjena SOFA sustava bodovanja.
Prema dosadasnjim spoznajama ne postoji istrazivanje koje je objedinilo ova cetiri
pokazatelja u evaluaciji septickog stanja u specificnoj populaciji hitnih abdominalnih

kirurskih bolesnika.
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5.1  Osobitost populacije kirurskih bolesnika

Prema American College of Surgeons National Surgical Quality Improvement Program.
(ACS NSQIP) (209) i studiji Moorea i suradnika (202) populacija naSih ispitanika
predstavljala je visokorizi¢nu skupinu S obzirom na dob, hitnost kirur§kog postupka, kirurske
dijagnoze i komorbiditete te poslijeoperacijsko smjestanje u jedinicu intenzivne skrbi. Raspon
starosti bolesnika u ovom istrazivanju bio je od 53 do 80 godina.

Abdominalna sepsa razvija se kao posljedica intraabdominalne infekcije prouzrocene
kontaminacijom infektivnim materijalom pri crijevnoj perforaciji ili postojanju infektivnog
zarista u probavnom sustavu (205). Komplikacije IAI o¢ekuju se kod bolesnika kod kojih
postoji kontaminacija abdominalne Supljine infektivnim materijalom, tj. razvoj peritonitisa.
Rizik za smrtnost od IAI kreée se od <ldo 70% iako istrazivanja pokazuju da smrtnost s
komplikacijom septickog Soka iznosi u prosjeku 30% (162). Rezultati naSeg istrazivanja
sukladni su s navedenim Ccinjenicama. Zastupljenost komplikacija IAI izmedu skupine
septi¢nih 1 nesepti¢nih bolesnika statisticki je bila znacajna. U skupini septi¢nih bolesnika
veéina (22 od 36) je imala dijagnozu perforacije, dehiscencije rane ili spoja odnosno
peritonitis. Ileus je bio dijagnosticiran u oko cCetvrtine bolesnika (10 od 36). U skupini
nesepti¢nih bolesnika ve¢inom su bili bolesnici s dijagnozom ileusa (26 od 36), sto znaci da
nije postojalo prodiranje mikrobioloske flore u abdomen. Kod manjeg je broja bolesnika bila
prisutna perforacija, dehiscencija i peritonitis (10 od 36). Akutni kolecistitis bio je
dijagnosticiran u ¢etiri bolesnika koji nisu razvili sepsu. Smrtnost u bolesnika sa sepsom bila
je veéa premda nije bila statisticki znacajna.S obzirom na to da se radi o malom broju
ispitanika ovaj je rezultat statisticke beznacajne razlike u smrtnosti izmedu dviju skupina
bolesnika ocekivan.

Kako je sepsa sloZeno patofiziolosko stanje ne iznenaduje rezultat naSeg istraZivanja koji
potvrduje da je boravak u jedinici intenzivne skrbi bio duzi za pacijente s dijagnozom sepse
nego bez ove dijagnoze.

Veéina izvanbolni¢kih TAI (engl. community-acquired) predstavlja kombinirane
infekcije u kojima uglavnom prevladavaju entero-mikroorganizmi od kojih se naj¢esce izdvoji
gram-negativna Escherichia coli te u ne$to manjem opsegu druge enterobakterije poput
Klebsiella spp.i Pseudomonas aeruginosa. Anaerobni mikroorganizmi prevladavaju¢a su
mikrobioloska vrsta u donjem dijelu probavnog sustava. U bolesnika s bolni¢kim IAI (engl.
hospital-acquired) nesto je manje infekcija prouzro¢enih E. coli, a viSe S uzro¢nikom

P.aeruginosa i Acinetobacter spp. Takoder se nalaze i gram-pozitivni mikroorganizmi,

60



osobito  Enterococcus spp. u poslijeoperacijskom razdoblju. Infekcije bakterijom
Staphylococcus aureus nije ¢est nalaz, medutim nalaz ove bakterije ¢e$éi je u bolnickih nego
u izvanbolnickih bolesnika (210). U nasem istrazivanju u skupini bolesnika sa sepsom veci
dio mikrobioloskih nalaza potvrdivao je prisutnost i gram-negativnih i gram-pozitivnih
bakterija. U skupini nesepti¢nih bolesnika koji su imali mikrobioloski pozitivan nalaz (9 od
18) takoder su u veéem broju bolesnika nadene obje vrste mikroorganizama. U
mikrobiolo§kom nalazu najveceg broja bolesnika sa sepsom, njih devet, nadene su tri razlicite

mikrobioloske vrste. Sli¢ne rezultate prikazali su autori Alqarni i suradnici (211).

5.2 Perioperacijska dijagnosticka to¢nost poc¢etnog SOFA sustava bodovanja, presepsina,
prokalcitonina i CRP-a u razlikovanju septi¢nih od nesepti¢nih bolesnika
U bolesnika s intraabdominalnom infekcijom odredivanje biljega SOFA, presepsina 1

prokalcitonina u razlikovanju bolesnika sa sepsom i bez sepse pokazalo se vrlo korisnim.

5.2.1 SOFA sustav bodovanja

Istrazivanje Alqarni i suradnika pokazalo je da je vrijednost SOFA sustava bodovanja u
kirurskih bolesnika koji su imali pozitivan nalaz hemokulture statisti¢ki znacajno veci u
odnosu na one s negativnim nalazom hemokulture [8 (6-10) u odnosu na 7 (4-10); p<0,05]
(203). Studija Boillat-Blanco i suradnika (212) s velikim brojem ispitanika (N=519), od kojih
je 6% bolesnika imalo abdominalnu infekciju (85% mikrobioloski ili klinicki potvrdenu),
istrazivala je prognosticku to¢nost SOFA sustava bodovanja u 28-dnevnoj smrtnosti i
pokazala da je smrtnost u bolesnika sa SOFA sustavom bodovanja > 2 bila statisticki zna¢ajno
veca nego u bolesnika s manjim vrijednostima SOFA sustava bodovanja. Istrazivanje Moore i
suradnika (202) kojim je obuhvaceno 67% hitnih bolesnika pokazalo je visoke vrijednosti
SOFA sustava bodovanja (> 6 bodova) u populaciji septicnih bolesnika sa statisticki
znaCajnom razlikom u kategorijama septicnog stanja (sepsa, teSka sepsa 1 septic¢ki Sok). U
istrazivanju Paugam-Burtz i suradnika (213) perioperacijski SOFA sustav bodovanja u
bolesnika s 1Al bio je znacajno veci nego u bolesnika bez IAI. Rezultati naSeg istraZivanja u
skladu su s navedenim istrazivanjima. Perioperacijski iSOFA sustav bodovanja znac¢ajno se
razlikovao izmedu septicnih i nesepticnih bolesnika. Prema odabranom Kkriteriju za
dijagnosticku osjetljivost za sepsu od > 95% dobivena grani¢na vrijednost za iSOFA iznosila

je dva boda. ROC analiza pokazala je veliku povrsinu ispod krivulje (AUC) od 0,967 uz
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specifi¢nost od 53%. Dobivena niska specifi¢nost rezultirat ¢e povecanjem udjela bolesnika s
laznom pozitivnom sepsom. Istrazivanje Yang i suradnika (197) nisu pokazala tako veliku
AUC za SOFA sustav bodovanja u razlikovanju septi¢nih od nesepticnih bolesnika. Njihovo
istrazivanje obuhvatilo je heterogenu populaciju bolesnika. Za kirurSke bolesnike ispitivanjem
dijagnosticke tocnosti SOFA sustava bodovanja dobivena je osjetljivost 51,7% 1 specifi¢nost
62,6% uz AUC 0,587. Istrazivanje Tolonen i suradnika (214) koje je ukljucivalo specifi¢nu
populaciju bolesnika s dijagnozom sekundarnog difuznog peritonitisa pokazalo je takoder
dobru dijagnosticku to¢nost SOFA sustava bodovanja u prepoznavanju komplicirane intra-
abdominalne sepse. Za grani¢nu vrijednost SOFA > 2 dobivena je AUC 0,825 uz osjetljivost
77% 1 specifi¢nost 83%. Istrazivanje Lu (215) i suradnika na populaciji bolesnika s razli¢itim
ozlijedama pokazalo je nisku dijagnosticku vrijednost SOFA sustava bodovanja za sepsu.

Dobivena AUC bila je 0,698 s osjetljivoscu od 59,2% i specificnoscéu 75,5%.

5.2.2 Presepsin i prokalcitonin

Istrazivanja koja su ukljucivala kirurSke bolesnike i evaluirala korisnost presepsina i
prokalcitonina u razlikovanju bolesnika s infekcijom i sepsom i bez infekcije i sepse pokazala
su da se ovi biljezi upale/infekcije znacajno razlikuju u ispitivanim skupinama.

Metaanaliza kineskih istraziva¢a, Wu i suradnika (216), koja je ukljucivala devet studija s
razli¢itom populacijom bolesnika, a koja je primjenjiva na bolesnike smjestene u jedinicama
intenzivne skrbi, pokazala je da presepsin ima umjerenu dijagnosticku to¢nost u razlikovanju
septi¢nih od nesepti¢nih bolesnika 1 da se ne moZze preporuciti kao konacni test za postavljanje
dijagnoze sepse. Nedavna metaanaliza Yanga i suradnika (217) koja je obuhvatila deset
istrazivanja provedenih u Europi, isto¢noj Aziji, sjeverozapadnoj Africi 1 Juznoj Americi
pokazala je znacajnu razliku u koncentraciji presepsina izmedu bolesnika sa smrtnim ishodom
i bez njega. Jedna manja studija Koakutsu i suradnika (218) koja je ispitivala korisnosti
presepsina u otkrivanju infekcija operacijske rane u bolesnika nakon kirurskih zahvata na
kraljeznici pokazala je da bi vrijednost presepsina od 300 ng/L jedan tjedan nakon kirur§kog
zahvata mogla upozoravati na prisutnost infekcije operacijske rane.

Istrazivanje Reitha i suradnika (219) pokazalo je da je poslijeoperacijsko pracenje
koncentracije prokalcitonina korisno u identifikaciji bolesnika kod kojih dolazi do razvoja
infektivnih komplikacija. Takoder je pokazano da su bolesnici sa smrtnim ishodom imali vece
koncentracije prokalcitonina od onih koji su prezivjeli. Mokart i suradnici (220) dobili su

slicne rezultate kojima su predlozili grani¢nu vrijednost prokalcitonina od 1,1 pug/L za prvi
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poslijeoperacijski dani prikazali prokalcitonin kao dobar predvidatelj sepse u kirurSkih
bolesnika. Spoto i suradnici (221) proveli su istrazivanje dijagnosticke to¢nosti prokalcitonina
kao biljega infekcije u abdominalnih kirurS8kih bolesnika i pokazali da je rani
poslijeoperacijski porast prokalcitonina i trajanje povecane koncentracije tijekom 72 sata
poslijeoperacijski koristan pokazatelj rizika od razvoja poslijeoperacijskih infekcija i sepse. U
svrhu otkrivanja komplikacija prouzrocenih infekcijom preporucili su pracenje dinamike
prokalcitonina tijekom prva tri dana poslijeoperacijski uz klini¢ku, mikrobiolosku i slikovnu
dijagnostiku. Pokazali su da granicne vrijednosti >1,0 ug/L prvoga i drugog
poslijeoperacijskog dana i >0,5 pg/L treceg dana upuéuju na moguée postojanje infektivnih
komplikacija.

Nase istrazivanje koje je ukljucivalo homogenu skupinu susljedno odabranih bolesnika
koji su se razlikovali samo prema dijagnosticiranoj sepsi, $to znaci da je u skupini nesepti¢nih
bolesnika bilo onih koji su imali takoder dokazanu infekciju, pokazalo je znacajnu razliku u
koncentracijama presepsina i prokalcitonina izmedu septi¢nih i nesepti¢nih bolesnika. Analiza
dijagnosticke to¢nosti pokazala je umjerenu veli¢inu povrSine ispod krivulje za oba biljega s
nesto ve¢om povrsinom za presepsin (AUC=0,738) u usporedbi s povrSinom za prokalcitonin
(AUC=0,694), razlika nije bila statisticki znacajna. Prema odabranom Kkriteriju za
dijagnosticku osjetljivost za sepsu od > 95% dobivena grani¢na vrijednost za presepsin
iznosila je 349 ng/L, a za prokalcitonin 0,17 pg/L. Dijagnosti¢ka specifi¢nost prema zadanom
kriteriju i dobivenim grani¢nim vrijednostima iznosila je za presepsin 33%, dok je za
prokalcitonin dobivena izrazito mala specifi¢nost od 17%. Dobivene grani¢ne vrijednosti za
oba biljega nalaze se u podruéju gornje granice predlozenih referentnih intervala
(184,222,223). Ovako niske grani¢ne vrijednosti posljedica Su specifi¢nog cilja ovog rada —
ranog prepoznavanja septi¢nih bolesnika ili onih s rizikom za razvoj sepse uz zadanu veliku

dijagnosticku osjetljivost biljega.

5.2.3 C-reaktivni protein

Istrazivanje Meyera i suradnika (224) provedeno na skupini od 174 kirurskih bolesnika
smjestenih u jedinicu intenzivnog lijeCenja pokazalo je da ne postoji znacajna razlika u
koncentraciji CRP-a izmedu bolesnika s kirur§kim i bez kirurskih infekcija. Zakljuéeno je da
je poveéanje koncentracije CRP-a nedostatan parametar za otkrivanje komplikacija u
kirurSkih bolesnika. Istrazivanje Mokarta i suradnika (220) koje je provedeno na maloj

skupini bolesnika pokazalo je da nije bilo razlike u koncentraciji CRP-a prvoga
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poslijeoperacijskog dana izmedu skupina septi¢nih i nesepti¢nih bolesnika. Dijagnosticka
to¢nost CRP-a u razlikovanju septi¢nih i nesepti¢nih bolesnika bila je mala s AUC 0,670. U
istrazivanju Kernera i suradnika (225) u kontekstu abdominalnih kirur$kih bolesnika rezultati
za prvi poslijeoperacijski dan pokazuju da postoji znacajna razlika u koncentraciji CRP-a
izmedu bolesnika s intraabdominalnom infekcijom i infekcijom na drugim organskim
sustavima te da je medijan koncentracije CRP-a u bolesnika s intraabdominalnom infekcijom
veci nego u onih koji su imali drugu vrstu infekcija. Koncentracija CRP-a tre¢ega, petog i
sedmog poslijeoperacijskog dana nije se mijenjala u bolesnika s intraabdominalnom
infekcijom za razliku od bolesnika bez infekcije i s drugim infekcijama gdje je postojao
znacajan pad koncentracije. Istrazivanje Santonocita i suradnika (226) provedeno na razli¢itoj
populaciji bolesnika evaluiralo je poslijeoperacijsku dinamicku promjenu CRP-a.
Koncentracija CRP-a bila je poveéana nekoliko dana poslijeoperacijski u svih bolesnika, ali je
kod bolesnika s infekcijom povecanje koncentracije bilo veée nego u onih bez infekcije. U
bolesnika bez infekcije ¢etvrtoga poslijeoperacijskog dana koncentracija CRP-a smanjila se za
razliku od bolesnika s infekcijom u kojih se to povecanje zadrzalo.

U naSem istrazivanju dobiveni su rezultati koji su u skladu s istraZivanjima Meyera i
Mokarta. CRP se pokazao kao biljeg sa slabom dijagnostickom toc¢nosti koji s povrSinom
ispod krivulje od 0,606 gotovo ne moze razlikovati septi¢neod nesepti¢nih bolesnika. Pri
zadanoj osjetljivosti od > 95% CRP ima vrlo nisku specifi¢nost, samo 14%. Rezultat naseg
istrazivanja o¢ekivan je s obzirom na to da je CRP biljeg upale i ima vrlo malu specifi¢nost za
infekciju (227). Nazalost, ovo istrazivanje nije obuhvatilo pracenje dinamicke promjene

koncentracije CRP-a kao ni ostala dva biljega u poslijeoperacijskom tijeku bolesti.

5.2.4 Izrazito visoke vrijednosti biljega upale/infekcije u skupini nesepticnih bolesnika

U skupini bolesnika kod kojih nije dijagnosticirana sepsa u jednog bolesnika izmjerene su
visoke koncentracije svih triju biljega: presepsin je bio 11089 ng/L, prokalcitonin 35,64 pg/L
ICRP 169,0 mg/L, dok je iSOFA bila samo jedan bod. Rezultati mjerenja nisu izuzeti iz
statisticke analize jer nije nadena ni analiticka greSka ni greska u identifikaciji bolesnika.
Nazalost, u ovog bolesnika nije trazena mikrobioloska pretraga ¢iji bi rezultati mogli iskljuciti
ili potvrditi prisutnost infekcije. Navedeni bolesnik nije imao komplikacije kirurskog
postupka, boravio je u jedinici intenzivnog lijecenja jedan dan i nije imao smrtni ishod unutar
28 dana od kirurskog zahvata. Sumnja jedino ostaje na infekciju koja, nazalost, nije bila nikad

dokazana.
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5.3 Prediktivna vrijednost prvog i drugog ispitivanog modela za predvidanje sepse

Yang i suradnici proveli (197) su istrazivanje u kojem su ispitali dijagnosti¢ku vrijednost
modela koji je uklju¢ivao CRP, prokalcitonin i SOFA sustav bodovanja u postavljanju
dijagnoze sepse u bolesnika smjestenih u jedinicu intenzivnog lijeCenja s posebno obradenom
skupinom Kirurskih bolesnika. Oni su analizom dijagnosticke to¢nosti pojedinac¢nih biljega
dobili slijede¢e povrsine ispod krivulje: za SOFA sustav bodovanja AUC=0,587, za
prokalcitonin AUC=0,698 i a za CRP AUC=0,697. Yangov novi model je pokazao vecu
dijagnosticku to¢nost od pojedinacnog biljega s povrSinom ispod krivulje 0,745 te
dijagnosticku osjetljivost od 82% i specifi¢nost 63%.

U naSem istrazivanju u kojem je primijenjena multivarijatna logisticka regresijska analiza
upotrebom prisutnosti sepse ili ne kao ovisnom varijablom analizirana su dva modela. Prvi
model je ukljucivao samo iSOFA sustav bodovanja. Drugi je predstavljao kombinacija triju
biokemijskih biljega: presepsina, prokalcitonina i CRP-a koji su dodani vrijednostima iSOFA
sustava bodovanja. Oba su se modela pokazala korisnima u razlikovanju septi¢nih od
nesepti¢nih bolesnika, s time da se upotrebom drugog modela s pridruzenim biljezima
upale/infekcije pravilno dijagnosticira 2% bolesnika vise nego upotrebom samo iISOFA
sustava bodovanja. Upotrebom drugog modela s pridruzenim biljezima, od kojih jedino CRP
ima statisticki znacajan doprinos, vjerojatnost dijagnosticiranja sepse u hitnih kirurSkih
abdominalnih bolesnika povecava se na 3,2 puta u odnosu na prvi model. U prvom modelu
koji rabi samo pocetni SOFA sustava bodovanja ta vjerojatnost iznosi 2,3 puta. Dobivena
dijagnosticka tocnost drugog modela s AUC=0,985 jest 2% veca od modela koji rabi samo
ISOFA sustav bodovanja s AUC=0,967. Od svih pridruzenih biljega najveéi i znatan doprinos
ima CRP, medutim on se kao samostalni, neosvisni, biljeg za razlikovanje septi¢nih od
nesepticnih bolesnika nije pokazao dijagnosticki znacajnim.

lako je studija Enda i suradnika (194) pokazala da ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u
koncentraciji presepsina izmedu bolesnika s lokaliziranom 1 sustavnom infekcijom, §to bi
moglo iskljuciti ovaj biljeg kao pomo¢ u dijagnosticiranju sepse, ipak se korisnost odredivanja
dodanih biljega nalazi upravo u u ovoj karakteristici koja uz odredivanje iISOFA sustava
bodovanja moze doprinijeti ranijem dijagnosticiranju sepse odnosno procjeni rizika za njezin
razvoj te pracenjem porasta ili pada koncentracije ispitivanih biljega utvrditi napredovanje ili

povlacenje bolesti.
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5.4 Utjecaj bubrezne funkcije na koncentraciju istrazivanih biljega upale/infekcije

Istrazivanje Nagata i suradnika (228) u skupinama ispitanika podijeljenih prema
rezultatima brzine glomerularne filtracije (GFR) pokazalo je da je koncentracija presepsina u
bolesnika s kroni¢nom bubreZznom bolesti u negativnoj korelacijis GFR-om. Autori su
pokazali da se vrijednosti presepsina u ispitanika na hemodijalizi koji nemaju dokazanu
infekciju krecu od 783,0 do 2360,0 ng/L. Takoder su pokazali da se koncentracija presepsina
nakon hemodijalize znatno smanjila. Nakamura i suradnici (229) pokazali su da nije nadena
statisticki znaCajna razlika u koncentraciji presepsina izmedu septi¢nih i nesepti¢nih
oliguri¢nih bolesnika (prema Kriterijima RIFLE (230)), Sto bi moglo utjecati na njegovu
upotrebu u bolesnika s oste¢enjem bubrezne funkcije.

Ispitivanjem povezanosti koncentracije presepsina i procijenjene brzine glomerularne
filtracije (eGFR) te koncentracije kreatinina u naSem istraZivanju pokazalo se takoder da
postoji negativna umjerena korelacija s vrijednostima eGFR-a (r=-0,593) i pozitivna umjerena
korelacija s vrijednostima kreatinina (r=0,576). U bolesnika s kirurSkom sepsom posebna
paznja treba biti usmjerena na akutno bubreZno oStecenje (ABO). Nedavni pregledni ¢lanak
Sartellia i suradnika (231) pokazao je da ABO dodatno komplicira kirur§ku sepsu i predstavlja
snazan rizik za bolnicku smrtnost. Kako je poremecaj bubrezne funkcije jedno od organskih
oSte¢enja povezanih sa sepsom, povecana koncentracija presepsina trebala bi se interpretirati

u kontekstu bubrezne funkcije.

Rezultati ovog rada predstavljaju izvorni znanstveni doprinos s obziorm na to da su
prvi put objedinjena Cetiri parametra: tri biokemijska biljega (presepsin, prokalcitonin i C-
reaktivni protein) i prihvaceni klinicki bodovni sustav (SOFA) u evaluaciji septi¢nog stanja u
specifi¢noj dobro definiranoj populaciji hitnih abdominalnih kirur§kih bolesnika. Ovo je
istrazivanje susljedno ukljucilo hitne bolesnike koji su podvrgnuti hitnomu kirurSkom zahvatu
i koji su poslijeoperacijski smjesteni u jedinicu intenzivnog lijeCenja. Stoga kontrolnu skupinu
bolesnika nisu predstavljali zdravi ispitanici ve¢ hitni abdominalni kirurSki bolesnici u kojih
se poslijeoperacijski nije razvila sepsa. lako je istrazivanje ukljucilo relativno mali broj
ispitanika, taj se broj pokazao dovoljan s obzirom na to da je bilo osmisljeno prema Kriteriju
minimalne heterogenosti. Istrazivanje je pokazalo da ni jedan od tri biokemijska biljega ne
moze samostalno ispuniti zahtjeve klini¢ara u kona¢nome pravodobnom postavljanju
diferencijalne dijagnoze sepse i/ili septickog Soka. lako od ispitivanih biljega samo CRP

statistiCki znacajno doprinosi pocetnoj vrijednosti SOFA sustava bodovanja, ipak glavni
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doprinos presepsina, prokalcitonina i CRP-a posljedica je ¢injenice da im se koncentracije
znatno i razli¢itom dinamikom povecavaju u infektivnim stanjima, $to je jedan od klju¢nih
¢imbenika u pracenju bolesnika sa sumnjom na moguci razvoj sepse i septickog Soka. Iako
prema posljednjem konsenzusu i rezultatima ovog istrazivanja sustav bodovanja SOFA ostaje
temelj postavljanja dijagnoze sepse, znanstveni doprinos ovog rada jest bolje razumijevanje
patofizioloskih promjena koje dovode do promjene koncentracija ispitivana tri biokemijska

biljega u sepsi.
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ZAKLJUCCI

ISOFA sustav bodovanja pokazao se najboljim prediktorom sepse u op¢ih kirurski
bolesnika smjestenih u jedinicu intenzivnog lije¢enja nakon hitnoga kirurSkog zahvata.
Presepsin i prokalcitonin kao neovisni biljezi upale/infekcije korisni su u
diferencijalnoj dijagnostici sepse s umjerenom dijagnostickom toc¢nosti.

Presepsin je pokazao vecu dijagnostiCku specifinost za sepsu (33,3%) od
prokalcitonina (16,7%) uz definiranu dijagnosticku osjetljivost od najmanje 95% .
CRP se kao neovisni biljeg zbog slabije dijagnosticke to¢nosti nije pokazao koristan u
diferencijalnoj dijagnostici sepse u hitnih kirurSkih bolesnika.

Ispitivani model koji osim iSOFA sustava bodovanja ukljucuje biokemijske biljege
upale/infekcije, presepsin, prokalcitonin i C-reaktivni protein, Kkoristan je kao
prediktivni model za sepsu. U tom modelu samo presepsin i CRP pruzaju dodatnu
vrijednost iISOFA sustavu bodovanja u predvidanju sepse.

Prokalcitonin, iako nema dodanu vrijednost u modelu s iISOFA sustavom bodovanja,

dobar je neovisni biljeg ¢ija se koncentracija u sepsi zna¢ajno povecava.
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8. POPIS KRATICA

ACCP — engl. American College of Chest Physician, Americko drustvo pulmologa

ACS NSQIP —engl. American College of Surgeons National Surgical Quality Improvement
Program, Americko drustvo kirurga: Nacionalni program za poboljSanje kvalitete u kirurgiji
ADAM17 —engl. ADAM metallopeptidase domain 17, ADAM metaloprotinazna domena 17
ALR — engl. absent in melanoma - like receptor, receptor poput receptora odsutnog u
melanomu

APTV — aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme

ATS — engl. American Thoracic Society, Ameri¢ko drustvo za plu¢ne bolesti

BSF — engl. B cell stimulatory factor, ¢cimbenik stimulacije B stanica

CALC-1 — kalcitonin 1 gen

CD —engl. cluster of differentiation, skup povrsinskih biljega za razlikovanje leukocita

CGAS - engl. cyclic GMP-AMP synthase, sintaza ciklickog gvanozin-monofosfata s
adenozin-monofosfatom

cGMP —engl. cyclic guanosine monophosphate, ciklicki gvanozin-monofosfat

CKD-EPI - Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration, Istrazivacka grupa za
mjerenje i procjenu brzine glomerularne filtracije u bubreznim bolestima

CLR —engl. C-type lectin receptor, C-klasa lektinskog receptora

CNTF —engl. ciliac neurotrophic factor, cilijarni neurotrofni ¢imbenik

COX —engl. cyclooxigenase, ciklooksigenaza

CRP — C-reaktivni protein

CSF —engl. colony-stimulating factor, ¢imbenik stimulacije kolonija

CTC — engl. cardiotrophin-like cytokine, citokin sli¢an kardiotrofinu

DAMP — engl. danger-associated molecular patterns, molekularni uzorak mehanickog
ostecenja

DNK - deoksiribonukleinska kiselina

DOK — engl. docking protein, proteinski adapter

DPD — diklorfenil-diazonium-tetrafluoroborat

DUSP — engl. mitogen-activated protein kinase phosphatase, mitogenom aktivirana protein-
kinazna fosfataza

eGFR — engl. estimated glomerular filtration rate, procijenjena brzin glomerularne filtracije

ERK —engl. extracellular-signal-regulated kinase, kinaza regulirana izvanstani¢nim signalom
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ESICM — European Society of Intensive Care Medicine, Europsko drustvo za intenzivnu
medicinu

F10, — udio udahnutog kisika

GM-SCF - engl. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, ¢imbenik stimulacije
granulocitno-makrofagnih kolonija

GCS —engl. Glasgow coma score, Glasgow sustav bodovanja kome

HDP — engl. cationic host defense peptide, kationski obrambeni peptid domacina

HMGB - engl. high mobility group box protein, protein uklju¢en u DNK ovisne procese
HTIB — trijodo-hidroksi benzojeva kiselina

IAl — intraabdominalne infekcije

ICAM — engl. intracellular adhesion molecule, unutarstani¢na adhezijska molekula

IDMS — engl. isotope dilution mass spectrometry, izotopna dilucijska masena spektrometrija
IL — interleukin

INR — medunarodni normalizirani omjer

IRA —engl. innate response activator, aktivator prirodenog odgovora

IRAK- engl. interleukin-1 receptor-associated kinase, kinaza udruzena s receptorom
interleukina 1

IRF — engl. interferon response factor, ¢imbenik odgovora inetrferona

JIL — Jedinica intenzivnog lijeCenja

KDIGO - Clinical Practice Guideline for Acute Kidney Injury, Klinicke prakti¢éne smjernice
za akutno bubrezno oStecenje

LBP — engl. lipopolysaccharide binding protein, lipopolisaharid-vezujuci protein

LIF — engl. leukemia inhibitory factor, ¢imbenik inhibicije leukemije

LPS — lipopolisaharidi

LTA — lipoteikoli¢na kiselina

MAL — engl. MyD88- adaptor-like, adapter poput MyD88

MAP —engl. mean arterial pressur, sredi$nji arterijski tlak

MAPK - engl. mitogen activated protein kinase, mitogenom aktivirana protein kinaza

MCH — engl. major hystocompatibility complex, kompleks glavnog sustava tkivne snosljivosti
MCP —engl. monocyte chemoattractant protein, monocitni kemoatraktantni protein

MSK — engl. mitogen- and stress-activated kinase, mitogenom i stresom aktivirana kinaza

MyD — engl. myeloid differentiation, mijeloidna diferencijacija
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NADPH - engl. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, nikotinamid adenin
dinukleotid fosfat

NF-kB — engl. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, nuklearni
transkripcijski ¢imbenik aktiviranih B stanica

NK —engl. natural killer cell, stanice prirodeni ubojice

NKF KDOQI ™ — engl. National Kidney Foundation Kidney Disease Outcomes Quality
Initiative, Nacionalan zaklada za bubrezne bolesti - Inicijativa za kvalitetu ishoda bubrezne
bolest

NLR - engl. nucleotide-binding oligomerization domain like receptor, receptor poput
nukleotid vezujuée oligomerizacijske domene

NO — dusikov monoksid

NOD - engl. nucleotide-binding oligomerization domain, nukleotid vezujuca
oligomerizacijska domena

NOS —engl. nitric-oxide synthase, dusik-oksid sintaza

PAMP — engl. pathogen-associated molecular patterns, molekularni uzorak oStecenja
patogenom

PaO, — arterijski parcijalni tlak kisika

pCO; — parcijalni tlak ugljicnog dioksida;

PCT — prokalcitonin

PLAD —engl. pre-ligand assembly domain, domena preduklapanja liganda

PRR — engl. pattern recognition receptor, receptor prepoznavanja molekularnog uzorka

PSEP — presepsin

RIFLE — engl. Risk, Injury, Failure, Loss of function and End-stage Kidney Disease, Rizik,
ozlijeda, gubitak funkcije i zavrSna faza bubreZzne bolesti

RIG —engl. retinoic acid-inducible gene, gen koji se potice retinoi¢nom kiselinom

RLR — engl. retinoic acid-inducible gene-like receptors, receptor poput gena koji se potice
retinoi¢nom kiselinom

RNK — ribonukleinska kiselina

RNS — engl. reactive nitric species, reaktivn dusikovi spojevi

ROS - engl. reactive oxigen species, reaktivni kisikovi spojevi

SCCM - Society of Critical care Medicine, Drustvo intenzivne medicine

sCD14-ST — soluble CD14-subtype, topiva CD14 podklasa
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SIGIRR - engl. single immunoglobulin IL-1R-related molecule, molekula s jednom
imunoglobulinskom domenom odgovorna za prijenos signala na IL-1R

SHP — engl. small heterodimer partner, mali heterodimerni partner

SIRS —engl. system immune response syndrome, sistemski imunoloski upalni odgovor

SIS —engl. Surgical Infection Society, Drustvo za kirurske infekcije

SOFA - engl. Sequential (Sepsis-related) Organ Failure Assessment, Slijedna (vezana za
sepsu) procjena organskog zatajenja

SZS — sredi$nji Ziv€ani sustav

TACE —engl. TNF « converting enzyme, TNF « konvertiraju¢i enzim

TANK - engl. tumor necrosis factor receptor-associated factor (TRAF)-family, obitelj
¢imbenika povezanog s receptorom ¢imbenika nekroze tumora

TGF-B — engl. transforming growth factor-p, transformirajucu faktor rasta f

TH —engl. type 1 T helper cell, klasa I T pomo¢ni¢ke stanice

TIMP —engl. tissue inhibitors of metalloproteinases, tkivni inhibitor mataloproteinaze

TIR —engl. Toll/IL-1 receptor, Toll/IL-1 receptor

TIRAP —engl. TIR-associated protein, adaptorna proteinska molekula udruzen s TIR-om
TLR —engl. toll-like receptor, receptor prepoznavanja molekularnog uzorka

TRAM - engl. TRIF-related adaptor molecule, TRIF vezana adaptorna molekula

TRAF — engl. TNF receptor associated factor, ¢imbenik udruzen s TNF receptorom

TSST — engl. toxic shock syndrome toxin, toksin sindroma toksi¢nog Soka

USP — engl. ubiqvitin-specific protease, ubiquitin specifi¢na proteaza
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Doprinos presepsina, prokalcitonina i C-reaktivnog proteina SOFA sustavu bodovanja
u ranom postavljanju dijagnoze sepse

Gordana Fressl Juro$

Uvod: Sepsa, klini¢ki sindrom koji se javlja kao poslijedica neuravnoteZenog odgovora organizma na
infekciju, vodeci je uzrok pobola i smrtnosti u cijelome svijetu bez obzira na stupanj razvijenosti. Cilj
rada bio je istraziti mogucénost poboljSanja dijagnosticke to¢nosti ranog otkrivanja sepse u hitnih
abdominalnih kirurskih bolesnika dodavanjem triju biokemijskih biljega upale/infekcije pocetnom
SOFA sustavu bodovanja (iISOFA): presepsina (PSEP) kao predstavhika nove generacije, te
prokalcitonina (PCT) i C-reaktivnog proteina (CRP) kao predstavnika rutinskih biljega.

Materijali i metode: Ispitivanu populaciju ¢inila su 72 hitna bolesnika s radnom dijagnozom akutnog
abdomena, podvrgnuta hitnomu kirurSkom zahvatu. Istrazivanje je ispitalo dijagnosticku to¢nost
pojedinih biljega u razlikovanju dviju skupina ispitanika: s postavljenom dijagnozom sepse i bez
sepse. Ispitivana je i prediktivna vrijednost dvaju modela u ranom postavljanju dijagnoze sepse: prvi,
koji ukljucuje samo iSOFA i drugi, koji predstavlja kombinaciju triju navedenih biljega i iISOFA.
Rezultati: iSOFA je pokazao najvecu dijagnosticku to¢nost u razlikovanju septi¢nih od nesepti¢nih
bolesnika s AUC=0,967. Slijede PSEP s AUC=0,738 te PCT s AUC=0,694. CRP s AUC=0,606 se
pokazao kao biljeg s najmanjom dijagnostiCkom to¢no$¢u razlikovanja septi¢ni od nesepti¢nih
bolesnika. LogistiCka regresijska analiza obaju modela pokazala je da se upotrebom prvog modela koji
ukljucuje samo iISOFA, u bolesnika s poveéanjem vrijednosti ovog parametra, vjerojatnost za sepsu
povecava dvostruko. Drugi model, koji osim iSOFA ukljucuje i biokemijske biljege PSEP, PCT i
CRP, pokazuje da se uz povecanje vrijednosti iISOFA i povecanje koncentracija navedenih
biokemijskih biljega, ova vjerojatnost povecéava tri puta.

Zakljudak: lako je SOFA sustav bodovanja prihvacen kao temelj postavljanja dijagnoze sepse
pokazalo se da su PSEP i PCT, dobri neovisni biljezi sa statisticki znacajno ve¢im koncentracijama u
septi¢nih nego u nesepticnih bolesnika. CRP, kao neovisni biljeg, se nije pokazao statisticki znacajno
razli¢it izmedu septi¢nih i nesepticnih bolesnika. Ispitivanje dijagnosticke tocnosti biokemijskih
biljega PSEP, PCT i CRP kao neovisnih parametara je pokazalo da PSEP ima veéu dijagnosticku
specifi¢nost (33%) od PCT-a (17%) i CRP-a (14%). Takoder se pokazalo da biljezi PSEP i PCT ne
doprinose statisti¢ki znac¢ajno ispitivanom modelu s iSOFA. Medutim, CRP je jedini biljeg koji ima
statisti¢ki znacajan doprinos u ispitivanom modelu s iISOFA. Buduca istrazivanja trebala bi ispitati
dijagnosticku vrijednost dinamickih promjena ovih triju biokemijskih biljega u predvidanju i ranom
postavljanju dijagnoze sepse.
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CONTRIBUTION OF PRESEPSIN, PROCALCITONIN AND C-REACTIVE PROTEIN
TO THE SOFA SCORE IN EARLY SEPSIS DIAGNOSIS

Gordana Fressl Juro$

Background: Sepsis, a clinical syndrome occurring as consequence of dysregulated host response to
infenction, is a leading cause of morbidity and mortality worldwide, regardless low or high-income
country. This study examined whether the addition of biomarkers presepsin (PSEP), procalcitonin
(PCT) and C-reactive protein (CRP) to the initial SOFA (iSOFA) score can improve diagnostic
accuracy of early sepsis diagnosis in emergency abdominal surgery patients.

Materials and Methods: Seventy-two study subjects had the diagnosis of acute abdomen due to
gastrointestinal disturbances. The study evaluated diagnostic accuracy and predictive value of two
models (iISOFA only and iSOFA combined with three biomarkers) for sepsis diagnosis.

Results: iSOFA has shown highest diagnosic accuracy in distinguishing septic from non-septic
patients with AUC=0,738. Following are PSEP with AUC = 0.738 and PCT with AUC = 0.694.
Logistic regression analysis of both models has shown that by using the first model including only
ISOFA, the patients with increasing iSOFA have the probability of sepsis two times higher then the
patients with low iSOFA value. The second model, which includes biomarkers PSEP, PCT, and CRP
in addition to iISOFA, shows that with increasing iISOFA values and increasing concentrations of these
biomarkers, this probability increases three times.

Conclusion: Although the SOFA scoring system has been accepted as key parameter in sepsis
diagnosis, it has beeen shown that PSEP and PCT are good independent markers with statistically
significant higher concentrations in septic than in non-septic patients. CRP, as an independent marker,
has not shown statistically significantly different between septic and non-septic patients. Examination
of diagnostic accuracy of biomarkers PSEP, PCT and CRP as independent parameters has shown that
PSEP has a higher diagnostic specificity (33%) than PCT (17%) and CRP-a (14%). It has also been
shown that PSEP and PCT do not contribute statistically significantly to the examined model with
iSOFA. CRP is the only one with a statistically significant contrbution to the model wih iSOFA.
Future investigations should examine the diagnostic value of dynamic changes of the three biomarkers
in the prognosis and the early diagnosis of sepsis.
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