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Sazetak: Sepsa je imunoloski odgovor na sistemsku infekciju i Sirom
sveta predstavlja sve veci problem u pogledu hospitalnog morbiditeta i
mortaliteta. Brzi molekularni testovi, razvijeni da odgovore na potrebu
brze i adekvatne dijagnostike, nisu uvek kadri da pruze jednoznacan od-
govor. [zazovi sa kojim se suocavaju istrazivaci relevantnih biomarkera
sepse leze u nedostatku jedinstvenog protokola i metodologije i nivoa
dokaza. Pod sepsom se podrazumeva ceo skup poremecaja funkcije
vitalnih organa i organskih sistema, koji dovode do multiorganske dis-
funkcije, otkazivanja funkcije osovine vitalnih organa i na kraju do smrti.
Jedan od osnovnih problema u sepsi predstavlja ¢injenica da vrlo ¢esto
nedostaju tipi¢ne i rane klinicke manifestacije. Za sada, ipak, zlatni
standard dijagnoze sepse predstavlja tradicionalna upotreba mikrobnih
kultura krvi (hemokultura).

Glavno ograni¢enje upotrebne vrednosti kulture krvi je u duzini vremena
potrebnom za detekciju uzrocnika sepse.

Biomarkeri bakterijske sepse: C-reaktivni protein je opsti protein
reaktanta akutne faze Prokalcitonin je prekursor hormona kalcitonina i
mocan je biomarker za bakterijske infekcije, serumski amiloid A (SAA)
je vazan apolipoprotein.

Biomarkeri za infekcije izazvane gljivicama. Antitela mannan i anati-
mannan koriste se za otkrivanje gljivi¢nih infekcija zbog prisustva manna
u ¢elijskim zidovima invazivnih gljivicnih patogena. Glavni nedostatak
dijagnostike upotrebom samo Mannan i Antimannan antitela je visoka
stopa lazno pozitivnih i negativnih rezultata.

Biomarkeri za virusne infekcije: interferon Gamma inducible protein
10 (IP-10) proinflamatorni hemokin je vazan biomarker za dijagnostiku
virusnih infekcija.

Drugi biomarkeri (na raspolaganju ili u istraZivanju): IL-10, prote-
inski vezani lipopolisaharid,
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rastvorljivi pokretacki receptor (Soluble triggering receptor), tool-like
receptors (TLRs), TLR-2 i neutrofilni CD64 receptori, CD163, mikro
RNA (miRNA), SNP polimorfizam sa jednim nukleotidom, TNF alfa,
IL-1 kinaza.

Dobar biomarker moze da ima kljucni znacaj u dijagnostici i diferenci-
jalnoj dijagnostici i ishodu sepse.

Kljuéne redi: sepsa, rana dijagnoza, biomarkeri, mortalitet, mor-
biditet

Uvod

Sepsa je imunoloski odgovor na sistemsku infekciju i Sirom sveta prdstavlja sve
veci problem u pogledu hospitalnog morbiditeta i mortaliteta. Septicno stanje zahteva
trenutnu agresivnu terapiju, $to podrazumeva pravovremenu, Sto raniju tacnu dijagno-
stiku.! Brzi molekularni testovi, razvijeni da odgovore na ovu potrebu, nisu uvek kadri
da pruze jednoznacan odgovor. Najcesce se koriste serumski biomarkeri, sa razli¢itom
dijagnostickom tacno$¢u. Najkorisc¢eniji biomarkeri su C reaktivni protein i nivo pro-
kalcitonina (PCT); takode je, mada nesto rede, zastupljen nivo serumskog amiloida.
Ve¢ decenijama traje potraga za, po mogucnosti, pojedinacnim biomarkerom sepse.
Za sada se ispostavlja da ne postoji idealan biomarker, pa se istrazivanja nastavljaju
u smislu pronalazenja grupe biomarkera, koji bi bili potentni u dijagnostici i pra¢enju
toka septicnog stanja. Izazovi sa kojim se suocavaju istrazivaci relevantnih biomar-
kera sepse leZe u nedostatku jedinstvenog protokola i metodologije, standardizacije
ispitivanja i nivoa dokaza. Otkrivanje pouzdanog biomarkera ili grupe biomarkera
imalo bi ogroman dijagnosticki i prognosti¢ki znacaj u leCenju sepse.?

Sepsa se smatra drugim najvaznijim uzrokom oboljevanja i smrtnosti u hos-
pitalnim uslovima. Pod sepsom se ne podrazumeva samo infekcija krvi (pozitiv-
na hemokultura), ve¢ ceo skup poremecaja funkcije vitalnih organa i organskih
sistema, koji dovode do multiorganske disfunkcije, otkazivanja funkcije osovine
vitalnih organa i na kraju do smrti. Jedan od osnovnih problema u sepsi predstavlja
¢injenica da vrlo Cesto nedostaju tipi¢ne i rane klinicke manifestacije, tako da je
potrebno pronalazenje markera ili seta markera koji bi bili potentni za pretklinicku
dijagnozu sepse. Imunoloski, sepsa predstavlja posledicu poremecaja regulacije
urodenog imunog odgovora. Biomarkeri su stoga vazni signalizatori prisustva i
ozbiljnosti sepse u pretklini¢koj fazi, te bi njihovo protokolisanje imalo ogromnu
prognosti¢ku vrednost i znacéaj.!?

Veoma je vazno napomenuti da sepsa nije jedno oboljenje i samo fizioloska
manifestacija sistemskog imunog odgovora. Vec¢ina referentnih studija i publikacija
definiSe sepsu kao sistemski upalni odgovor na noksu koja je izaziva (primarna in-
fekcija, trauma, oboljenje...). Za sada ne postoji jednoznacni biomarker za sepsu,
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ve¢ se vrednosti serumskih nivoa poznatih biomarkera tumace u kontekstu simp-
tomatologije. Uobi¢ajena terapija septi¢nih pacijenata tezi, s jedne strane, leCenju
sistemske infekcije kori§¢enjem antimikrobnih sredstava Sirokog spektra, a s druge,
sprecavanju otkazivanja vitalnih organa i organskih sistema. Za sada, ipak, zlatni
standard dijagnoze sepse predstavlja tradicionalna upotreba mikrobnih kultura krvi
(hemokultura).

Glavno ograni¢enje upotrebne vrednosti kulture krvi je u duzini vremena
potrebnom za detekciju uzro¢nika sepse (za rezultat Bactek metode potrebno je ¢ekati
oko 48 h). Za to vreme sprovodi se terapija ex iuvantibus. Ova Cinjenica ilustruje
vaznost 1 potrebu za otkrivanjem ranih serumskih biomarkera. Treba napomenuti,
takode, da i kulture mogu biti negativne pod odredenim okolnostima, npr. kada se
radi o spororastu¢im izazivac¢ima ili potentnim izazivac¢ima u niskoj koncentraciji.

Dakle, u svetlu ovog problema razvijene su alternativne dijagnosticke metode
pomocu metoda upotrebljavanih u molekularnoj biologiji da bi dijagnostika sepse na
bazi potencijalno otkrivenih markera mogla da se radi brzo i automatizovano. Ovi
testovi su u osnovi ELISA testovi, citometrijska detekcija specificnih markerskih
antigena, imunokolorimetrijski testovi, FISH metodologije i PCR i pojacana PCR
tehnika. Dakle, sve metode imaju kao osnovni ishod detekciju proteina markera.’

Paralelno sa razvojem biomarkera, koji omogucava brze i osetljivije dija-
gnosticke metode za detekciju samog infektivnog agensa, razvijaju se istrazivanja
posledi¢nih promena serumskih proteina, koji bi, §to se brze menjaju I §to im je
koncentracija veca, bili bolji kandidati za serumske biomarkere sepse.

Biomarker se najbolje definiSe kao merljiva komponenta, obi¢no proteina,
koja se moze objektivno evaluirati kao indikator normalnog bioloskog odgovora
ili patoloskog procesa. Ovaj rad je fokusiran na Sirok spektar biomarkera koji se
koriste na bazi dijagnosticke validnosti (DA-diagnostic accuracy), koja se zasniva
na osetljivosti, specifiénosti i prediktivnoj vrednosti.

Da bi bio klini¢ki relevantan, biomarkeri treba da imaju veoma visok DA,
odnosno osetljivost, specificnost i prediktivne vrednosti (kako pozitivne — positive
predictive values, PPV, tako i negativne — negative predictive values, NPV). U
nekim studijama publikovani su nacini izraCunavanja koeficijenta verovatnoce,
koji bi mogli da determinisu rezultat koji je posledica oboljenja ili je, pak, do njega
dovela slucajnost. Vrednosti ovih koeficijenata su pomogle da se odrede granice
dijagnostic¢kih preseka. Posto je sepsa stanje uzrokovano bakterijskim, gljiviénim
ili virusnim agensima, ¢ijom kolonizacijom nastaje hemoinfekcija, takode treba
razmiSljati o biomarkerima za specificne patogene, narocito kada postoji klini¢ka
sumnja na odredeni agens. Za sada ne postoje apsolutni i specifiéni pojedinacni
marker (koji zadovoljavaju ranije navedene kriterijume), ali se neki merljivi pro-
teini Siroko koriste npr. za odredivanje klase izazivaca sepse, da bi se zapocela $to
viSe ciljana terapija antimikrobnim lekovima pre egzaktnog izdvajanja izazivaca.*
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Biomarkeri bakterijske sepse

C-reaktivni protein

Ovo je opsti protein reaktanta akutne faze, ¢ija koncentracija kao odgovor na
infekciju i pratec¢i inflamatorni proces u krvi raste do 1.000 puta.

Osetljivosti za CRP nalazi se u rasponu 30-97% sa vrednostima specificnosti
75-100%, a PPV 31-100%. Upotreba razlicitih testova uzrokovala je varijaciju re-
zultata, posto je svakom testu dodeljeno jedinstveno funkcionalno ogranic¢enje. Nivoi
CRP u serumu takode variraju sa godinama starosti i kod zdravih pojedinaca. Granic-
na vrednost od 10 mg/L koristi se za pacijente >65 godina starosti, dok se grani¢na
vrednost od 5 mg/L koristi za odrasle i novorodencad od 3 do 7 dana starosti. Nivo
CRP-a je visi kod starije, nego kod mlade dece.** Studije su pokazale da je CRP vrlo
osetljiv i veoma specifi¢an za infekciju. Pomoc¢u CRP koncentracije u serumu mogu
se razlikovati gram-pozitivne i gram-negativne, kao i bakterijske i gljivicne infekcije,
gde sunivoi iznad 100 mg/L specifi¢ni za bakterijske, a nizi nivoi oznacavaju gljivicne
infekcije. Nivo koncentracije CRP takode se moze koristiti kao prognosticki marker za
nehospitalnu pneumoniju (ste¢enu u zajednici). Koncentracija nivoa 110mg/L sugerise
potrebu za hospitalizacijom. Medutim, dijagnostika virusne infekcije je nepouzdana.®

Prokalcitonin

PCT je prekursor hormona kalcitonina i moc¢an je biomarker za bakterijske in-
fekcije. U serumu zdravih pojedinaca belezi se niska koncentracija od oko 0,33 ng/
ml, koja se povecava oko 1.000 puta u uslovima inflamacije. Koncentracija raste u
roku 2—4 sata od infekcije i dostize vrhunac za 68 sati. Stalni povecani nivoi ukazuju
na kontinuirano prisustvo bakterijske infekcije. Brza regulacija i odrzavanje seruma
¢ini ga jedinstvenim biomarkerom. Kako je ovaj molekul veoma stabilan, on ostaje
prisutan u uzorcima krvi i prilikom zamrzavanja, ¢ak i nakon dugotrajnog skladistenja.”

PCT ima visoku DA i osetljivosti od oko 75-100, a vrednosti specifi¢nosti
70-100%. PPV vrednosti su 55-100. Ve¢ina referentnih studija predlaze CV PCT
nivoa od 0,5 ng/mL. Veéina autora smatra PTC egzaktnijim inflamatornim markerom
od ostalih proinflamatornih markera. PCT, takode, ima veoma prediktivnu progno-
stiC¢ku vrednost i njegovi nivoi su distinktivni za gljivicne i virusne infekcije. Tokom
virusnih infekcija vrednosti nivoa serumskih koncentracija PCT ostaju niske, ¢esto i
u normalnim granicama. PCT se takode koristi u laboratorijskoj diferencijalnoj dija-
gnostici bakterijskog i virusnog meningitisa. Suprotno tome, gljivicne infekcije imaju
tendenciju da izazivaju blago povisenje koncentracije PCT u poredenju sa nivoima
koji se vide kod bakterijskih infekcija.

Istrazivanja invazivne aspergiloze i invazivne kandidijaze su pokazale da postoji
znacajno visi nivo PCT kod pacijenata sa bakterijskom, nego sa gljiviénom sepsom.>®
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PCT se takode pokazao kao potencijalni biomarker za pneumonije, infekcije donjih
disajnih puteva, abdominalnu sepsu, urosepsu, infarkt miokarda i kao biomarker za
pracenje uspesnosti antibiotske terapije, narocito kada je data spekulativno, a ne na
bazi antibiograma.

Serumski amiloid A (SAA)

Amiloid A je vazan apolipoprotein, za koji u referentnoj literaturi postoje ozbilj-
ni dokazi da ima potencijalnu vrednost u ranoj dijagnostici sepse. Nivo SAA je oko
1.000 puta visim nakon 8-24 sata od pocetka sepse. U poredenju sa nivoima CRP,
izvestava se da nivo SAA raste brze i vise nakon pocetka sepse i duze ostaje na viSim
relativnim vrednostima. Nivoi SAA u serumu ispod 15 mg/L za starije od 65 godina
i manje od 10 mg/L za odrasle i novorodencad u dobi 3—7 dana su grani¢ne vrednosti
za utvrdivanje dijagnostickih kriterijuma. lako se SAA uglavnom koristi kao marker
za bakterijske infekcije, u koncentraciji iznad 10 mg/L pokazao se potentnim i u
dijagnostici virusnih infekcija. SAA nema veliku osetljivost u poredenju sa nekim
markerima, pa je stoga vrednost njegove klinicke primene jo$ uvek diskutabilna i,
mozda, precenjena od strane nekih autora.®

Biomarkeri za infekcije izazvane gljivicama

Antitela mannan i anatimannan koriste se za otkrivanje gljivicnih infekcija zbog
prisustva manna u ¢elijskim zidovima invazivnih gljivi¢nih patogena. Nivoi mannana
i anatimannana ostaju poviseni u uslovima infekcije poput aspergiloze i kandidijaze,
$to ih ¢ini korisnim markerima kod gljivi¢ne sepse. Postoji puno varijacijau DA, PPV
vrednosti osetljivosti i specificnosti, zbog razlicitih protokola kako u ispitivanju tako
i u upotrebi markera u dijagnostici.” Glavni nedostatak dijagnostike upotrebom samo
Mannan i Antimannan antitela je visoka stopa lazno pozitivnih i negativnih rezultata
testiranja. Ova Cinjenica zahteva da se upotreba ovih testova kombinuje sa drugim
dijagnosti¢kim testovima, kao pr. sa beta-D glukan testovima, jer je beta-D glukan
veoma osetljiv i specifican za invazivnu mikozu, a nije specifican za vrste.'

Biomarkeri za virusne infekcije
Interferon Gamma inducible protein 10 (IP-10)

IP-10 proinflamatorni hemokin je vazan biomarker za dijagnostiku virusnih
infekcija zbog njegove uloge u odgovoru domacina na viremiju. Studija o bakterij-

skim infekcijama kod novorodencadi sa vrlo niskom tezinom na rodenju pokazala je
da je IP-10 dobar biomarker tokom pocetnih merenja, kod koga se belezi znacajno i
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merljivo povisen nivo kod zarazenih pacijenata, inicijalno i tokom prva 24 sata, bez
,»preklapanja” ovih nivoa. Pokazano je da su nivoi IP-10 u korelaciji sa tezinom sepse.
IP-10 se oslobada kao odgovor na viruse poput rinovirusa, respiratornog sincitijalnog
virusa, hepatitisa B i virusa gripa, a zatim i hepatitisa C i HSN1. Takode se pokazalo
da predstavlja vrlo dobar prognosticki marker kod pacijenata sa hepatitisom C.!!

Drugi biomarkeri (na raspolaganju ili u istraZivanju)
IL-10

IL-10 je u studijama oznacen kao koristan biomarker sepse, posebno u dijagno-
stici u ranom (pretklinickom) i kasnom (ranom klinickom) ispoljavanju sepse novoro-
dencadi. Vrednosti CV vise od 17,3 pg/mL procenjene su kao “cut-off” vrednosti DA.
Ovaj marker pokazuje osetljivost i specificnost u rasponu od 80%. Glavni problem
u njegovoj upotrebi je Cinjenica da cirkuliSuci citokini imaju vrlo kratak poluzivot.
Ovo dovodi do znacajnog broja lazno negativnih rezultata, Sto ograni¢ava njihovu
vrednost DA, pa tako i upotrebnu vrednost.'

Proteinski vezani lipopolisaharid

Proteinski vezani lipopolisaharid takode je koristan biomarker, specifi¢an za
bakterijske infekcije. Poznato je da se nivo ovog proteina u serumu povecava tokom
bakterijskih i gljivi¢nih, ali ne i kod virusnih infekcija."

Rastvorljivi pokretacki receptor (Soluble triggering receptor)

Pokretacki receptori, koji pokazuju ekspresiju na mijeloidnim ¢elijama — 1
TREM, su grupa receptora Celijske povrsine koji pripadaju superfamiliji imunoglo-
bulina. TREM-1 se pojavljuje uglavnom na makrofazima i neutrofilima i identifi-
kovan je kao pojac¢ava¢ imunog odgovora koji snazno osnazuje aktivaciju leukocita
u prisustvu mikrobnih proizvoda. Poslednji rezultati sugeriraju da sSTREM-1 moze
biti osloboden Sirokim spektrom inflamatornih podrazaja. Prvi obec¢avajuci rezultat
upotrebe STREM-1 u plazmi u dijagnostici kod sepse kod pacijenata u Jedinici inten-
zivnog lecenja (JIL) pokazao je da bi sSTREM-1 mogao biti odavno trazeni savrSen
dijagnosticki biomarker sepse. Rezultati se krecu u rasponu tacnosti od gotovo 100%
(ROC-AUC od 0,97) za dijagnozu sepse u pacijenata koji se nalaze u JIL.!

Tool-like receptori (TLRs)

Rezultati referentnih studija sugeriSu da TLR i drugi receptori koji se nalaze
na ¢elijskoj membrane mogu biti pobudeni od strane neutrofila i imaju dinamicku
modulaciju u toku sepse.
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Pojavljuju¢i se na makrofazima, dendritskim celijama i ostalim ¢elijama, TLR
igraju vaznu ulogu u urodenim imunskim odgovorima na infekciju unakrsnom re-
akcijom 1 prepoznavanjem specifi¢nih bakterijskih antigena. Ekspresija TLR gena u
mononuklearnim ¢elijama naglo opada u tezim oblicima sepse. TLR se dinamicki
modifikuju u raznim fazama sepse. TLR-4 je specifi¢an za prepoznavanje LPS, dok
je TLR-2 koristan za prepoznavanje Gram-pozitivnih bakterijskih komponenti.

TLR-2 i neutrofilni CD64 receptori

(TLR-2) 1 neutrofilni CD64 receptori su dva vazna biomarkera prisutna na ¢e-
lijskim povrSinama. Tokom infekcije pojacava se odgovor na stimulus na povrsini
monocita i neutrofila od strane oba ova biomarkera."> Ovaj odgovor je znacajno
pojacan kako tokom bakterijskih tako i virusnih infekcija. Vrednosti su znacajno
povisene u uslovima infekcije poput gripa A i B, respiratorno sincitijalnog virusa ili
mumpsa, virusa herpes zoster, citomegalovirusne infekcije, $to ukazuje da TLR-2
moze biti potencijalni biomarker za virusne infekcije.>!> Za sada se CD64 koristi kao
marker bakterijskih infekcija. Na ekspresiju CD64 ne uticu blagi inflamatorni procesi
i nema razlike u nivoima kod sistemskih i lokalnih bakterijskih infekcija, vrednosti
DA, vrednosti osetljivosti i specificnosti kod PPV u rasponu 71-100%, $to ga €ini
znacajnim biomarkerom.

CD163 je transmembranski molekul koji se nalazi na membrani mononuklear-
nih fagocita. Buduci da je specifi¢an receptor za uklanjanje hema iz hemoglobina u
organizmu, vrlo je specifican za identifikaciju kompleksa haemoglobin—haptoglobin.
CD163 regulise ekspresiju antiinflamatornih molekula, poput citokina IL-10 i heme-
oksigenaze-1. Rastvorljivi CD163 potice iz molekula ,,zguljenih” sa ovih povrSina
fagocita i veoma su dobri markeri sepse i teSke sepse. Rezultati istrazivanja pokazuju
da su superiorniji od nivoa PCT i CRP.

Mikro RNA (miRNA) je vrsta endogenih nekodiraju¢ih malih RNK duzine oko
22 nukleotida i igraju vaznu ulogu u posttranskripcionoj regulaciji ekspresije gena.
Znacajna kolicina miRNA registrovana je ekstracelijski, unutar razli¢itih telesnih
tecnosti. Slobodne miRNA u ¢elijama su stabilne ¢ak i u teSkim uslovima. MiR-150
je naznacen kao biomarker za sepsu, a odnos plazme miR-150/interleukin 18 ispituje
se kao pokazatelj tezine sepse.

SNP Polimorfizam sa jednim nukleotidom

Polimorfizam pojedina¢nih nukleotida (SNP) najc¢eséi je izvor genetskih varijacija
u humanom genomu i obuhvata oko 90% svih DNK polimorfizama.
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Poznato je da je C-reaktivni protein (CRP) vazan biomarker sepse. Nekoliko
nukleotidnih polimorfizama (SNP) gena CRP moze odrediti nivo CRP u plazmi, pa
tako SNP postaje marker sepse. On se, takode, istrazuje i kao faktor rizika za mnoge
bolesti (maligne, artritis i dijabetes). Najvise se upotrebljava kao marker infantilne
sepse. Ne zna se, medutim, da li je njegov nivo povezan sa ishodom infantilne sepse.

TNF alfa — Faktor tumorske nekroze alfa

Ovo je pleiotropni citokin nastao aktivacijom makrofaga, koji ima klju¢nu ulogu
kako u inflamatornom odgovoru tako i u progresiji autoimunih bolesti. Uocena je
povezanost sepse sa ekspresijom genotipa TNF-2.6

IL-1 kinaza, povezana sa receptorima interleukina 1, vazna je za TLR2 i TLR4
indukovanu aktivaciju kappa beta faktora jezgra, klju¢nog u regulaciji transkripcije
mnogih proinflamatornih citokina u septi¢nim stanjima.

Sepsa je sve znacajniji uzrok morbiditeta i mortaliteta kriticno obolelih pacijenata
ujedinicama intenzivnog leCenja. Ovo stanje zahteva brzo, ako je moguce pretklinicko
postavljanje dijagnoze, kao i brzo ordiniranje adekvatne terapije, $to znacaj biomar-
kera stavlja u prvi plan. Dobar biomarker moze da ima kljuc¢ni znac¢aj u dijagnostici
i diferencijalnoj dijagnostici i ishodu sepse.'®
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