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POPIS OZNAKA I KRATICA

OBI - ozbiljna bakterijska infekcija

SIRS - sindrom sustavnog upalnog odgovora (engl. systemic inflammatory response syndrome)
CRP - C-reaktivni protein

PCT - prokalcitonin

L - broj leukocita

ABN - apsolutni broj neutrofila

ROC — engl. receiver operating characteristic

IL — interleukin

TNF — tumor nekrotizirajué¢i cimbenik

PPV - pozitivna prediktivna vrijednost

NPV - negativna prediktivna vrijednost

AUC - povrsina ispod ROC krivulje (engl. area under an ROC curve)

HLDA - Humani Leukocitni Diferencijacijski Antigeni (engl. Human Leukocyte Differentiation
Antigens)

HCDM - Humane Stani¢ne Diferencijacijske Molekule (engl. Human Cell Differentiation
Molecules)

CD — Kklaster diferencijacije (engl. the cluster of differentiation)

mAb — monoklonsko protutijelo

fMLP - formil-metionil-leucil-fenilalanin

ELAM - endotelna leukocitna adhezijska molekula

LAM - leukocitna adhezijska molekula

PADGEM - trombocit aktivacijski-ovisna granula na vanjski membranski protein (engl. Platelet
Activation-Dependent Granule to External Membrane Protein)

GMP — granularni membranski protein

LFA - leukocitni funkcijski antigen

Mac — makrofag

PSGL - P-selektin glikoproteinski ligand

ICAM - unutar stani¢na adhezijska molekula

sLe” - sijalil Lewis x

GlyCAM - glikozilacijski-ovisna stani¢na adhezijska molekula

LPS - lipopolisaharid

ESL- E-selektin ligand



Ig — imunoglobulin

FcyRI - Fey receptor I

IFN — interferon

G-CSF - ¢imbenik stimulacije granulocita
RSV - respiracijski sincicijski virus

CR - komplement receptor

RFU - relativne fluorescentne jedinice



1. UVOD

Vruéica je jedan od najcescih razloga zbog kojeg se djecu mladu od 3 godine dovodi na pregled
u Zavode za hitnu medicinu ili hitne/prijemne ambulante ustrojene u bolnicama. Udjel ovih
pregleda u ukupnom broju pregleda je izmedu 10 i 35% (1). Oko 65% djece do dobi 2 godine
barem jednom ce biti pregledano u svog izabranog lijecnika primarne zdravstvene zastite zbog
akutne bolesti pracene vruc¢icom (2). U vecini slucajeva (oko 75%) vrucica ¢e biti do 39°C. lako
¢e vecina te djece bolovati od samoogranicavajuce virusne infekcije, a opce stanje u trenutku
pregleda bit ¢e dobro, dio njih imat ¢e se ozbiljnu bakterijsku infekciju (OBI) (3). Simptomi i
znakovi OBI u dojenceta i djeteta s vru¢icom obi¢no su nespecificni i ponekad ih je tesko
razlikovati od simptoma i znakova virusne infekcije, naro€ito u ranoj fazi bolesti (4, 5).

Kako rano postavljanje dijagnoze OBI i uvodenje ispravne terapije vode boljem ishodu lijecenja
s manjom ucestalos¢u komplikacija ili drugih posljedica, iznimno je znacajno pravodobno
postaviti ispravnu dijagnozu (6, 7). Pri tome treba imati na umu da ¢e lijeCenje virusne infekcije
antibioticima biti neucinkovito, da ono dovodi do povecane rezistencije mikroorganizama na
antibiotike, da povecava troskove zdravstvene skrbi i povecava rizik od razvoja toksi¢nosti ili
alergijskih reakcija (8). Osim toga, intravenska primjena antibiotika zahtijevat ¢e prijem
novorodencadi i dojencadi u bolnicu i njihovo odvajanje od roditelja u osjetljivom razdoblju

zivota (9).

1.1. Ozbiljna bakterijska infekcija

1.1.1. Definicija

Ozbiljnom bakterijskom infekcijom (OBI) smatra se:

a) bakterijemija kod koje je mikrobioloski potvrden patoloski mikroorganizam u nalazu
hemokulture

b) bakterijski meningitis kod kojeg je mikrobioloski potvrden patoloski mikroorganizam u

nalazu kulture cerebrospinalnog likvora



c) sepsa, Cija je dijagnoza postavljena prema kriterijima koje je postavio Levy i sur., a ukljucuje
mikrobioloski potvrdenu infekciju ili postojanje sumnje na infekciju s nalazom upale ili zatajenja
organa te simptomima hemodinamske nestabilnosti i poremecéene tkivne prokrvljenosti (10)

d) infekcija mokra¢nog sustava kod koje je mikrobioloski potvrden patoloski mikroorganizam u
nalazu urinokulture (>10° kolonija/ml urina prikupljenog sterilnim naginom preko postavljenog
urinarnog katetera)

e) pneumonija koja je potvrdena nalazom upalnog infiltrata na radioloskoj snimci pluca

f) bakterijski gastroenteritis kod kojeg je mikrobioloski potvrden patoloski mikroorganizam u
nalazu koprokulture

g) celulitis prac¢en prikladnim fizikalnim nalazom (11).

1.1.2. Ucestalost

Ozbiljne bakterijske infekcije vodeci su uzrok pobolijevanja i smrtnosti djece Sirom svijeta (12),
a u zemljama u razvoju odgovorne su i za skoro 60% smrtnosti (13). Pregledno istrazivanje
uzroka smrti djece u Engleskoj, Walesu i1 Sjevernoj Irskoj potvrdilo je da je najveci pojedinacni
uzrok smrti djece koja umiru zbog akutne bolesti bila infekcija, a utvrdeno je da su lijecnici,
kako u bolnicama tako i u ustanovama primarne zdravstvene zaStite, imali poteskoca pri
pravovremenom postavljanju dijagnoze OBI (14). Kao potvrda ovog podatka moze se istaknuti
istrazivanje kojim je bilo obuhvaceno vise od 400 djece s meningokoknom sepsom u Velikoj
Britaniji, a tek je polovica bila upuéena na bolnicko lijecenje nakon pregleda u izabranog
lijecnika primarne zdravstvene zastite i to nekoliko sati nakon pojave prvih simptoma ili znakova

sepse (15).

Unato€ koristenju najnovijih antibiotika i ostale suvremene terapije i uredaja, sepsa je i dalje

vode¢i uzrok smrti kritino bolesnih pacijenata (16).

Ovisno o istrazivanju, ucestalost OBI u dojencadi s vru¢icom iznad 38°C je razli¢ita, a najcesce
se kre¢e od 8 do 12%. Bilavsky i sur. (17) su u istrazivanju iz 2009. pokazali ucestalost OBI od
11.4% u dojencadi s vru¢icom koja su bila mlada od 90 dana. Godinu dana kasnije, Huppler 1
sur. su u preglednom radu analizirali podatke za 8540 dojencadi. Ukupni broj OBI je bio 931 §to

je ¢inilo ucestalost od 10.9% (18), koja je u skladu s ucestalo$¢u uobicajeno nadenoj i u ostaloj



literaturi. Sli¢ne rezultate imali su Ashkenazi-Hoffnung i sur. (19) koji su nasli ucestalost OBI u

dojencadi < 90 dana od 9.4%.

Medutim, u nekim istrazivanjima ucestalost OBI bila je zna¢ajno visa.

Olaciregui i sur. (11) su u svom istrazivanju utvrdili ucestalost OBI od 23.6% Sto je znacajno,
¢ak 1 dvostruko vise od ucestalosti OBI koja je utvrdena u vecini drugih istrazivanja, ali je u
skladu s rezultatima u sli¢no ustrojenim istrazivanjima te provedenim u usporedivom klinickom
okruzju ambulanti hitne sluzbe (20-23). U jednom od njih ispitanici su bili djeca mlada od 3
godine, a ucestalost OBI je bila oko 20% (23). Ta je ucestalost visa od ucestalosti nadene u

prijasnjem istrazivanju u ambulanti hitne sluzbe (24).

U istraZivanju autora Brauner i sur. iz 2010., analizirani su klinicki i laboratorijski podaci djece
dobi od 3 do 36 mjeseci koja su primljena na pregled u ambulante hitne sluzbe zbog vrucice
iznad 38°C (25). OBI je naden u 39% bolesnika kojima je laboratorijskim nalazima nadena
ekstremna leukocitoza (broj leukocita > 25,000/mm’), za razliku od djece &ija je vrijednost
leukocita bila 15 000-24 999/mm? (umjerena leukocitoza) i kod kojih je ucestalost OBI bila
znacajno manja (15.4%) (25). Razlog ovoj razlici je Cinjenica da je u djece s ekstremnom

leukocitozom postojao povecani rizik za razvoj pneumonije.

1.1.3. Dijagnosticki postupci

Djeca mlada od 3 godine s vru¢icom nepoznatog uzroka i dalje su klini¢ki izazov lije¢nicima
koji u svom radu dolaze u doticaj s ovim bolesnicima jer se infekcije mokraénog sustava,
pneumonija ili okultna bakterijemija ne mogu u potpunosti i s apsolutnom sigurnosé¢u iskljuéiti u
djeteta koje dobro izgleda i Cije je opce stanje u trenutku pregleda dobro (26). Kombinacija
klinickog pregleda i broja leukocita te nalaz diferencijalne krvne slike obi¢no se koriste pri
postavljanju dijagnoze (1, 27, 28). Mikrobioloska potvrda pozitivnog nalaza hemokulture zlatni
je standard za dijagnozu bakterijemije, ali pri tome su moguce brojne poteskoce. Naime,
inkubacija bakterija naj¢esce traje nekoliko dana (2-4 dana), a prisutna bakterijemija moZze ostati
nedetektirana u velikog broja inficirane djece jer se za analizu uzima mali volumen krvi. Vazna
prepreka ranoj dijagnostici bakterijemija je i Cinjenica da je ona u novorodenceta Cesto prolazna

ili intermitentna, posebno tijekom ranih stadija infekcije (29).



1.2. Uloga biomarkera u suvremenoj laboratorijskoj dijagnostici

Biomarkeri imaju vazno i nezaobilazno mjesto u laboratorijskoj dijagnostici mnogih bolesti, a
poglavito infekcija. Oni pomazu u diferencijaciji bakterijske od virusne ili gljivicne infekcije te
doprinose objektivnoj procjeni tezine bolesti poput razlikovanja sepse od blaze lokalne infekcije.
Ponekad, ¢ak i u dana$nje vrijeme, unato¢ velikom napretku u laboratorijskoj dijagnostici i
dostupnim suvremenim uredajima, teSko je na temelju klinicke slike razlikovati bakterijsku
infekciju ili sepsu od mogué¢ih drugih neinfektivnih uzroka sindroma sustavnog upalnog
odgovora (SIRS, engl. systemic inflammatory response syndrome) (30). Imajuéi u vidu da je
godisnji trosak lijeCenja bolesnika sa sepsom u Sjedinjenim Ameri¢kih Drzavama skoro 17
milijardi dolara (16), razumljivo je zbog Cega je istraZivanje i potraga za ucinkovitijim

biomarkerima u stalnom tijeku.

Temeljem zakljuCaka konferencije Nacionalnog instituta za zdravlje (engl. National Institutes of
Health) Sjedinjenih Americkih Drzava iz 2001. (31), biomarker se Siroko definira kao parametar
koji se mozZe objektivno izmjeriti i koji sluzi kao pokazatelj promjena koje se dogadaju tijekom
uobicajenih (normalnih) bioloskih procesa, tijekom patoloskih procesa ili ¢e nam posluziti za
procjenu farmakoloskog odgovor na neku terapijsku intervenciju (31). Takoder, izraz
‘biomarker’ odnosi se na dobiveni rezultat nekog testa koji se izvodi analizirajuci uzorak tjelesne
tekucine (npr. krv, urin ili cerebrospinalni likvor), a koji lijecniku daje informaciju o bolesniku i
njegovom stanju koja se ne moze dobiti koriste¢i druge uobicajene i dostupne dijagnosticke

metode (32).

Postoje cCetiri glavna tipa biomarkera: dijagnosticki, monitorirajudi, stratificiraju¢i i surogatni

biomarker (33, 34).

Dijagnosticki biomarkeri sluze za utvrdivanje prisutnosti ili odsustva bolesti ili nekog drugog
klinickog stanja. Najve¢a moguca vaznost i korist vec¢ine dijagnostickih biomarkera postiéi ¢e se
ako ih se razmatra u sklopu odredenog specificnog klinickog konteksta i uz uvazavanje nalaza
drugih dodatnih dijagnostickih testova. Iznimno su rijetki dijagnosti¢ki markeri koji se definiraju
kao ,,prisutni ili ,,odsutni“. Vec¢inom se vrijednost biomarkera izrazava kao kontinuirana
varijabla kojoj treba odrediti optimalnu grani¢nu vrijednost. Biomarker ¢e tada, ovisno o tome je
li njegova vrijednost iznad ili ispod granice, ukazivati na postojanje ili nepostojanje odredene

bolesti ili stanja.



U sklopu ove skupine biomarkera, ukljucena je podgrupa tzv. ,screening™ ili probirnih
biomarkera. KoriStenje probirnih biomarkera omogucava jednostavan, jeftin i niskorizican probir
mogucih bolesnika u populaciji, a koji se upravo analizom ovog biomarkera mogu detektirati
(npr. analiza novorodenacke kapi krvi na odredene metabolicke bolesti). Idealni probirni
biomarker ima visoku osjetljivost, medutim ne treba imati visoku specifi¢nost. Stoga, kako
probirni biomarker ne moze sa sigurnoscu potvrditi dijagnozu bolesti potrebne su dodatne i

sloZenije dijagnosticke pretrage i postupci s ve¢om specificnosti.

Monitoriraju¢i biomarkeri su obicno molekule ili proteini Cije se koncentracije ili koli¢ine
dinami¢no mijenjaju ovisno o razvoju bolesti ili ovisno o postignutom ucinku odredene
terapijske intervencije. Pracenje vrijednosti ovih biomarkera pomaze lije¢niku u nadzoru razvoja
bolesti ili u procjeni ispravnosti primijenjenih postupaka lijeCenja. Dobar monitorirajuci
biomarker stoga mora biti funkcionalno povezan s mehanizmom djelovanja primijenjene

terapijske intervencije.

Stratifikacijski biomarkeri koriste se za razvrstavanje bolesnika u razliite skupine ovisno o
tezini ili stupnju njihove bolesti, a s ciljem da se odredeno lijeCenje ili terapijska intervencija
primjeni samo u onoj skupini bolesnika u kojih se od te intervencije oc¢ekuje najveca korist
prac¢ena najmanjim mogucim rizikom razvoja nezeljenih posljedica ili nuspojava. KoriStenjem
dobrog stratifikacijskog biomarkera moguce je odabrati bolesnike s visokim rizikom u kojih je
potrebno primijeniti terapiju koja ima vec¢i rizik razvoja nuspojava, koja je toksi¢nija ili
agresivnija od uobicajene terapije. Ucinkoviti stratifikacijski biomarker identificirat ¢e bolesnike
u kojih postoji veca vjerojatnost dobrog ishoda lijecenja koriStenjem standardne terapije pa se
stoga objektivno mogu izdvojiti pacijenti koje nije potrebno izlagati agresivnijoj terapiji. Dakle,
koriStenjem ovog biomarkera moguce je odabrati najprikladnije mjere lijeCenja u skladu s

rizikom i dobrobiti primijenjene terapije.

Surogatni biomarkeri primarno se koriste za predvidanje ishoda bolesti, a ne za pracenje tijeka
bolesti ili za prilagodavanje terapije i drugih postupaka lijeCenja terapije. Vrsta terapije koja se
koristi mora imati direktan utjecaj na vrijednost ucinkovitog i dobro odabranog surogatnog

biomarkera.

Da bi bio klinicki koristan u dijagnozi infekcije, biomarker treba imati slijedece laboratorijske i

klini¢ke karakteristike:

10



1) dobro definirana grani¢na vrijednost za razlikovanje bolesnika s infekcijom od onih koji
nemaju infekciju

2) vrijednost biomarkera omogucuje prepoznavanje bolesnika s infekcijom u ranom stadiju
bolesti

3) biomarker treba biti biokemijski stabilan jer ponekad postoji potreba za pohranjivanjem

uzoraka zbog nemogucénosti analize biomarkera u danom trenutku

Za dijagnosticke potrebe pozeljne su visoka osjetljivost (udio bolesnih ispitanika u kojih je test
dao pozitivan nalaz) i negativna prediktivna vrijednost (Sto bliza 100%) te dobra specifi¢nost
(udio zdravih ispitanika u kojih je test dao negativan nalaz) i pozitivna prediktivna vrijednost
(>85%). Ako navedeno nije moguce tada se optimalna grani¢na vrijednost biomarkera odreduje
tako da su i osjetljivost i specificnost §to blizi 80%. Biomarkeri koji su visoko osjetljivi imaju
niski udio lazno negativnih rezultata, a oni koji su visoko specificni imaju niski udio lazno
pozitivnih rezultata. Optimalno, dobar biomarker ¢e biti visoko osjetljiv i visoko specifi¢an, a

njihove vrijednosti ovisit ¢e o tome gdje je postavljena granicna vrijednost.

1.3. Biomarkeri ozbiljne bakterijske infekcije

Kuwvalitetni klinicki i laboratorijski parametri neophodni su za rano prepoznavanje i lijeCenje djece
s ozbiljnom akutnom bolesti, posebice OBI (14). Stoga, tijekom posljednjih desetlje¢a, mnogi
znanstvenici u svojim istrazivanjima traZe ucinkovitije i sve bolje biomarkere pomocu kojih bi se
Sto tocnije i ranije postavila dijagnoza OBI. Na takav nacin bilo bi moguce rano prepoznati djecu
s povecanim rizikom za razvoj OBI te ih razlikovati npr. od onih koja imaju virusnu infekciju i
koju se moze zbrinuti i lijeciti kod kuce. Uobicajeni, rutinski postupci laboratorijske dijagnostike
infekcije i1 dalje se temelje na nekim dijagnostickim testovima koji su u uporabi posljednjih 40-

tak godina.

Analiza i odredivanje ucinkovitosti biomarkera OBI iznimno je vazno. Bitno je istaknuti njihovu
korist i vrijednost u obradi djece dobi od 1 mjeseca do 3 godine koji dolaze na pregled u hitne
pedijatrijske ambulante zbog vruéice nepoznatog uzroka. Pokazano je da su C-reaktivni protein
(CRP), prokalcitonin (PCT), broj leukocita i apsolutni broj neutrofila dobri prediktori OBI i da
za postavljanje dijagnoze OBI imaju bolju vrijednost nego Sto ju ima sami klinicki pregled ili

klinicka evaluacija stanja bolesnika koriStenjem vizualne analogne ljestvice (35).
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U sklopu obrade dojencadi i djece s vruc¢icom, a poglavito one mlade od 2 mjeseca, potrebno je
svakako napraviti hematolosku i biokemijsku analizu uzorka krvi, urina, a ako postoji indikacija
i cerebrospinalnog likvora. Cesto je dojen¢ad potrebno zaprimiti na bolni¢ko lijeenje zbog
dodatnog promatranja, a ponekad je potrebno ordinirati i empirijsku primjenu antibiotika. U
slu€aju da zatrazene dijagnostiCke (laboratorijske, radioloske i/ili mikrobioloSke) pretrage te
klini¢ko stanje dojenceta pokazu da primjena antibiotika nije bila opravdana, ona ¢e se nakon 3-4
dana prekinuti. Do 1985. bilo je preporucljivo da se sva febrilna dojencad mlada od 2 mjeseca
hospitalizira i1 lije¢i parenteralnim pripravcima antibiotika nakon S$to se uzmu uzorci za
dijagnosticku obradu zbog toga jer su se razli€iti koriSteni kriteriji za prepoznavanje “visoko

riziéne” dojencadi pokazali nedovoljno osjetljivima u prepoznavanju dojencadi s OBI (36).

U dosadasnjim istrazivanjima, analizirala se ucinkovitost mnogih biomarkera ili rizi¢nih
¢imbenika kao mogucih prediktora postojanja OBI. Neki od njih su tjelesna temperatura, broj
leukocita (L), apsolutni broj neutrofila (ABN), brzina sedimentacije eritrocita, koncentracija
CRP-a i PCT-a u serumu, antagonisti interleukinskih (IL) receptora i mikrobioloske kulture.
Nazalost, niti jedan od njih nije se pokazao dovoljno osjetljivim ili specificnim da s potpunom
sigurno$¢u moze potvrditi ili opovrgnuti postojanje OBI u dojenceta/djeteta koje dolazi na
lijecnicki pregled zbog vrucice (1, 37-40). Isto tako, istrazivala se i svrsishodnost odredivanja i
ucinkovitost mnogih proteina akutne faze ukljucujuéi alfa-1-antitripsin, fibronektin, haptoglobin,
laktoferin, neopterin, orosomukoid i antitrombin u dijagnostici novorodenacke sepse (41).
Medutim niti jedan od njih se nije poceo rutinski koristiti u klinickom radu niti je istrazivan na

vecem broju ispitanika.

1.3.1. Broj leukocita

Broj leukocita je vjerojatno najcesce koristeni biomarker u klinickoj praksi, a mnogi postupnici
koji se koriste u obradi novorodencadi, dojencadi i djece s vru¢icom kao vazan sastavni dio

imaju odredivanje broja leukocita (42, 43).

U djece s vruéicom se broj leukocita < 5 ili > 15 x 10%/I smatra povezanim s poveéanim rizikom
za postojanje OBI (1, 37). Medutim, mnoga istrazivanja su dovela u pitanje njegovu vrijednost

kao pouzdanog i dobrog prediktora OBI u djece s vru¢icom (4, 27, 44). U skladu s tim
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istrazivanjima su i rezultati koje su objavili Rudinsky i sur. (45), a koji su nasli da predlozene
grani¢ne vrijednosti broja leukocita < 5 i > 15 x 10%/I nisu pouzdani prediktor OBI u djece dobi
od 3 do 24 mjeseca. Nikakva statisticki znacajna razlika nije nadena u vrijednostima broja
leukocita izmedu skupina koje su obuhvacale ispitanike s OBI (13.8 = 5.8 x 10°/1) i onih koji
nisu imali OBI (11.7 + 5.6 x 10°/1). Istodobno, na ROC krivulji (engl. receiver operating
characteristic) nije utvrdena granicna vrijednost broja leukocita koja bi imala klinic¢ki znacajnu i

korisnu osjetljivost i specificnost te se pokazala pouzdanim prediktorom OBI (45).

Rezultati istrazivanja Bonsu i sur. (46) pokazali su da grani¢na vrijednost broja leukocita od 15 x
10°/1 ima osjetljivost od samo 45% i specifinost od 78%. Cak i koristenje iznimno niskih
grani¢nih vrijednosti, poput 5 x 10’1 , propustit ¢ée dijagnosticirati 21% bolesnika s

bakterijemijom.

Sliéne razocaravajuce rezultate su godinu dana ranije objavili i Carrol i sur. (47) Autori su
istrazivali korist odredivanja broja leukocita te drugih mogucih dobrih prediktora infekcije u
djece s meningokoknom bolesti. Od 108 ispitanika kod kojih je postojala sumnja na
meningokoknu bolest, nadeno je da je broj leukocita bio visi u ¢ak 44 djece bez meningokokne
bolesti (11.2 x 10°/1) nego u one u koje je postavljena dijagnoza meningokokne bolesti (10.4 x
10°/1) (47).

Losu prediktivnu vrijednost odredivanja broja leukocita u dijagnostici bakterijemije u
novorodencadi pokazali su u svom istrazivanju Brown i sur. (48), a u dijagnostici OBI kod djece

s vru¢icom Pulliam i sur. (49).

Te iste 2001. godine, objavljeni su i rezultati istrazivanja koje su proveli Galletto-Lacour i sur.
(21) Oni su takoder potvrdili da su broj leukocita te rezultati analize diferencijalne krvne slike,
¢ije se vrijednosti Cesto uzimaju u obzir pri postavljanju dijagnoze infekcije, losi prediktori
infekcije u usporedbi s nalazom koncentracije PCT-a 1 CRP-a u serumu. Grani¢na vrijednost
broja leukocita od 15 x 10/l imala je osjetljivost od 68%, a specifi¢nost od 77%. Broj §tapicastih
(nesegmentiranih) leukocita > 1.5 x 10°/1 pokazao je osjetljivost od 29%, a specifi¢nost od 91%.
Slijedece istrazivanje iste skupine autora pokazalo je takoder loSu prediktivnu vrijednost broja
leukocita. Koristeé¢i graniénu vrijednost broja leukocita od 15 x 10%/1, nadena je losa osjetljivost
od 52%, a tek srednje dobra specifi¢nost od 74%. Prediktivna vrijednost odredivanja broja

Stapicastih leukocita bilo je jos losija, s osjetljivoséu od samo 11% (22).
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U tablici 1. prikazani su rezultati raznih istrazivanja uz grani¢ne vrijednosti broja leukocita koje
su autori sami odredili i predlozili kao najoptimalnije te osjetljivost i specifi¢nost koja je pri toj

vrijednosti nadena.

Tablica 1. Osjetljivosti i specificnosti za predlozene grani¢ne vrijednosti broja leukocita u
dijagnostici OBI: pregled rezultata nekih od istrazivanja koja su odredivala prediktivnu

vrijednost broja leukocita u dijagnostici OBI.

Istrazivanje Optimalna grani¢na Osjetljivost (%) Specifi¢nost (%)
vrijednost broja

leukocita (x 10°/1)

Bonsu i sur. (46) 15.0 45.0 78.0
Carrol i sur.(47) 15.0 69.0 67.0
Fernandez-Lopez 1 16.5 50.9 79.2
sur. (50)

Galetto-Lacourisur.  15.0 68.0 77.0
21

Galetto-Lacourisur.  15.0 52.0 74.0
(22)

Pulliam i sur.(49) 15.0 80.0 69.0
Olaciregui i sur. (11)  15.0 38.0 84.0
Rudinsky i sur. (45) 15.0 42.0 74.0
Bilavsky i sur. (17) 15.0 48.0 84.1
Bilavsky i sur. (17) 20.0 21.6 95.2

Nekoliko istrazivanja posebnu je paznju usmjerilo na povezanost bakterijske infekcije i nalaza

ekstremne leukocitoze (broj leukocita > 25 x 10°/1).

Mazur i sur. (51) kao ispitanike imali su djecu od novorodenacke dobi do dobi od punih 18
godina. Autori su nasli da je u ispitanika s ekstremnom leukocitozom ucestalost OBI bila 17%.
Relativni rizik potvrdene OBI bio je u djece s ekstremnom leukocitozom 1.58 puta veéi nego u
djece s umjerenom leukocitozom (broj leukocita 15 — 24.999 x 10°/1). Nazalost, autori nisu u
svom radu iznijeli koje su to¢no dijagnoze bolesti bile u djece s leukocitozom, a kao moguci
ogranicavaju¢i Cimbenik istrazivanja je Cinjenica da iz njega nisu bila isklju¢ena djeca s
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pridruzenim bolestima koje mogu dovesti do povecane ucestalosti OBI (npr. kroni¢ne bolesti,

anemija srpastih stanica i leukemija).

U istrazivanju Brauner i sur. iz 2010., ispitanici su bila djeca dobi od 3 do 36 mjeseci koja su
dovedena na lijecnicki pregled u hitnu pedijatrijsku ambulantu zbog vruéice iznad >38°C (25).
Dijagnoza OBI je utvrdena u 39% bolesnika s ekstremnom leukocitozom, §to se statisticki
znacajno razlikuje od ucestalosti OBI od 15.4% koja je nadena u ispitanika u kontrolnoj skupini.
Kontrolnu skupinu su &inili ispitanici s vruéicom &iji je broj leukocita 15 — 24.999 x 10%/1. Autori
su u ovom radu istaknuli da je povecani rizik za razvoj OBI u skupini ispitanika s ekstremnom

leukocitozom uglavnom bio uzrokovan povecanim rizikom za postojanje pneumonije u ovih

bolesnika.

Suprotno ovim rezultatima, Shah 1 sur. (52) nisu nasli razliku u ucestalosti OBI izmedu djece s
vru¢icom koja su imala ekstremnu leukocitozu i djece s vru¢icom u kojih je leukocitoza bila

umjerena.

1.3.2. Proteini akutne faze

Koncentracije CRP-a 1 PCT-a u serumu cesto su koriSteni biomarkeri infekcije. Ovi proteini
akutne faze su endogeni peptidi koje proizvodi jetra u sklopu odgovora na infekciju ili ozljedu
tkiva. Pokazano je da su CRP i PCT bolji prediktori OBI u djece s vru¢icom nego $to je to broj
leukocita (21-23, 50, 53, 54).

1.3.2.1. C-reaktivni protein (CRP)

C-reaktivni protein je dobio takvo ime jer precipitira iz seruma u prisutnosti C-polisaharida iz
stani¢nog zida pneumokoka. On je reaktant akutne faze upale kojeg se nade u krvi, a sintetizira
ga jetra u sklopu odgovora na povisene razine citokina (razni interleukini, tumor nekrotizirajuci
¢imbenik-a)). Do njegove pojacane proizvodnje dolazi 4 do 6 sati nakon pocetka upale ili ozljede
tkiva. Vrijednost koncentracije u serumu udvostrucuje se svakih slijede¢ih 8 sati, a vrhunac

vrijednosti dosegne otprilike nakon 36 sati (55, 56).
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CRP se ve¢ duze vrijeme koristi kao osjetljivi pokazatelj bakterijske infekcije, a cijelo vrijeme su

u tijeku i mnoga istrazivanja koja utvrduju njegova ucinkovitost kao prediktora infekcije.

Obzirom da postoji odmak u vremenu tj. potrebno je pro¢i odredeno vrijeme od pocetka infekcije

do povecéanja vrijednosti CRP-a, ¢esto se CRP koristi u kombinaciji s drugim biomarkerima u

serumu (57, 58). Zbog nepostojanja opce prihvacenog stava koja je grani¢na vrijednost CRP koja

najbolje moze odrediti ili predvidjeti postojanje ili nepostojanje OBI, razni autori su u svojim

istrazivanjima koristili razli¢ite grani¢ne vrijednosti koncentracije CRP-a u serumu. (Tablica 2.)

Tablica 2. Osjetljivosti i specificnosti za predlozene grani¢ne vrijednosti C-reaktivnog proteina

(CRP) u istrazivanjima koja su odredivala prediktivnu vrijednost CRP-a u dijagnostici ozbiljne

bakterijske infekcije.

Istrazivanje Granicna vrijednost C- Osjetljivost (%) Specificnost (%)
reaktivnog proteina (mg/1)
Carrol i sur.* (47) 30.0 81.0 89.0
Fernandez-Lopez i 27.5 63.5 84.2
sur. (50)
Gendrel i sur. (53) 10.0 98.0 50.0
Galetto-Lacour i sur. ~ 40.0 89.0 75.0
2001 (21)
Galetto-Lacourisur.  40.0 79.0 79.0
2003 (22)
Pulliam i sur. (49) 70.0 79.0 91.0
Olaciregui i sur. (11)  20.0 64.0 84.0
Olaciregui i sur. (11)  30.0 59.0 89.0
Bilavsky i sur. (17) 80.0 235 98.2
Bilavsky i sur. (17) 40.0 44.1 92.2
Isaacman i sur. (24) 44.0 62.0 81.0
Berger i sur. (59) 20.0 83.0 67.0
Andreola i sur. (23) 40.0 71.0 81.0

*Samo meningokokna bolest.
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U neonatologiji, Philip i Mills preporucili su da treba novorodence kod kojeg je vrijednost CRP-
a >10 mg/l, a postoji jedan (ili viSe) klinickih znakova ili jedan (ili viSe) rizi¢nih ¢imbenika za
razvoj infekcije, premjestiti iz odjela za zdravu novorodencad u odjel za bolesnu novorodencad i
da se mora zapoceti lijeCenje antibioticima (60). Slicno smatraju Franz i sur. za koje je vrijednost
CRP >10 mg/l, uz prisutnost jednog (ili vise) klinickih znakova koji ukazuju na postojanje
infekcije, kriterij za postavljanje dijagnoze klinicke septikemije te za premjeStanje
novorodenceta u odjel za bolesnu novorodencad, a ponekad ¢ak i u jedinicu intenzivnog lije¢enja

novorodencadi (58, 61).

Bilavsky i sur. (17) pokazali su da je vrijednost CRP-a vrlo koristan laboratorijski pokazatelj u
procjeni rizika OBI u dojencadi mlade od 3 mjeseca koja imaju vrucicu. Oni su nasli da su
razlicite granicne vrijednosti CRP-a imale bolju osjetljivost i specificnost nego razli¢ite grani¢ne
vrijednosti broja leukocita u dijagnostici OBI. Autori su pokazali da vrijednost CRP-a iznad 50
mg /1 upucuje na veliku vjerojatnost postojanja OBI. Ipak, usprkos velikoj specifi¢nosti,

osjetljivost mu je mala.

U istrazivanju koje su proveli Olaciregui i sur. (11) ispitanici su takoder bila dojencad mlada od
3 mjeseca. CRP je pokazan kao ucinkoviti prediktor OBI, medutim preporuc¢eno je koristiti ga u
kombinaciji s drugim biomarkerima u postavljanju dijagnoze. Autori su pokazali da je
mogucénost iskljucivanja dijagnoze OBI znacajno povecana ako bolesnik ima vrijednosti CRP-a
<30 mg/l, PCT-a < 0.5 ng/ml, a broj leukocita je izmedu 5 i 15 x 10”/1. Istovremeno, dotada3nja
anamneza dojenceta trebala biti uredna, njegovo opée stanje treba biti dobro, a nalaz analize
urina uredan. Ova kombinacija klinickih i laboratorijskih pokazatelja je imala osjetljivost 96%,
specificnost 35%, pozitivnu prediktivnu vrijednost (PPV) od 32% i negativnu prediktivhu
vrijednost (NPV) od 96% za dijagnostiku OBI, a u dijagnostici sepse i bakterijemije vrijednosti
su bile: osjetljivost 100%, specifi¢nost 29%, PPV 6% i NPV 100%.

Pulliam i sur. (49) su 2001. godine objavili rezultate prospektivnog istraZivanja u kojem su
istrazivali ucinkovitost odredivanja CRP-a u djece s vru¢icom > 39°C. U istraZivanje je bilo
ukljuceno 77 djece dobi 1 do 36 mjeseci. Osim CRP-a, odredivan je broj leukocita, a zatrazeni su
i nalazi hemokulture i urinokulture. Ucestalost OBI je bila 18% (6 ispitanika imalo je infekciju
gornjih mokraénih putova, 4 pneumoniju, a 5 bakterijemiju). Pokazano je da je CRP znacajno
ucinkovitiji prediktor OBI nego §to je to broj leukocita u ispitivanoj skupini pacijenata, a

granicna vrijednost CRP od 70 mg/l imala je osjetljivost od 79% 1 specificnost od 91%.
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Ogranicavaju¢i ¢imbenik u prosudbi vrijednosti istrazivanja je bio taj da bolesnici nisu

randomizirano ukljuceni u istrazivanje te da je broj mlade dojencadi bio malen.

Galetto-Lacour i sur.(21) takoder su istrazivali ucinkovitost odredivanja CRP-a i drugih
potencijalnih biomarkera u dijagnostici infekcije. U istraZivanje, koje je provedeno u hitnoj
pedijatrijskoj ambulanti sveucilisne bolnice, prospektivno je bilo uklju¢eno 124 djece u dobi od
7 dana do 36 mjeseci. Ucestalost OBI bila je 23% (najceS¢e dijagnoze bile su pijelonefritis,
lobarni infiltrat pluca i bakterijemija. Grani¢na vrijednost CRP-a od 40 mg/l imala je osjetljivost
od 89% i specificnost od 75%. Utvrdena osjetljivost je bila veca od osjetljivosti u istrazivanju
Pulliam 1 sur. (49), ali je specifi¢nost bila manja. Slicne rezultate nasla je ova skupina autora i
dvije godine kasnije u nastavku istrazivanja (22). Pokazali su da je u laboratorijskoj obradi
sumnje na OBI tj. za postavljanje dijagnoze OBI odredivanje koncentracije CRP-a u serumu
korisnije i vaznije od odredivanja broja leukocita, a nadena osjetljivost i specificnost su bile

79%.

Najvecu osjetljivost CRP-a utvrdili su Gendrel i sur. (53). Oni su ispitanike podijelili u tri
skupine: invazivna bakterijska infekcija, neinvazivna bakterijska infekcija, te virusna infekcija.
Nadene srednje vrijednosti CRP-a po skupinama bile su 148.4, 82.8, te 19.5 mg/l. Analizirana je
ucinkovitost CRP-a kao biomarkera koji pomaze u diferenciranju bakterijske od virusne infekcije
te je nadena osjetljivost od 98%. Medutim, grani¢na vrijednost koju su autori predlozili za tu
diferencijaciju bila je 10 mg/l. Ta je granicna vrijednost bila zamjetno manja od srednje
vrijednosti CRP-a u bolesnika koji su imali virusnu infekciju (19.5 mg/1). Ocekivano, zbog toga

je dobivena CRP specifi¢nost bila tek 50%.

Vazan pregledni rad koji daje bolji uvid u ucinkovitost i vrijednost CRP-a kao biomarkera
objavili su 2008. godine Sanders i sur. (62). Sva istrazivanja koja su bila ukljuéena u ovaj
pregledni rad bila su provedena u hitnim pedijatrijskim ambulantama ili hitnim sluzbama.
Pokazano je da CRP ima osrednju vrijednost za iskljucenje OBI u djeteta s vru¢icom, ali je jo$
ograniCenija bila njegova vrijednost za iskljuCenje svih bakterijskih infekcija. = Naime,
dijagnosticka vrijednost ovog laboratorijskog testa za sve bakterijske infekcije ogranicena je
¢injenicom da postoji znacajno preklapanje vrijednosti CRP-a u djece s virusnom infekcijom i

djece s bakterijskom infekcijom.
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1.3.2.2. Prokalcitonin (PCT)

Prokalcitonin je reaktant akutne faze kojeg proizvode monociti i hepatociti. On je peptid sa 116
aminokiselina 1 jedan je od preteca (prekursora) kalcitonina. Kalcitonin se proizvodi u §titnoj
zlijezdi 1 regulira koncentraciju kalcija u serumu. Sva tkiva u tijelu mogu proizvoditi PCT,
medutim u normalnim stanjima jedino parafolikularne stanice Stitne zlijezde proizvode PCT pa
je njegova koncentracija u serumu vrlo malena. Kada u organizmu dode do razvoja infekcije,
zapocinje proces znacajne proizvodnje PCT-a u ostalim tkivima cijelog organizma, ukljucujuéi

jetru, slezenu i masno tkivo, a koncentracija u serumu se povecava.

U bakterijskim infekcijama, koncentracija PCT-a u serumu se povecava od vrijednosti koje se
mjere u pikogramima/ml (razina koja je manja od razine detekcije koja je moguca trenutno
dostupnim testovima) do koncentracija koje su ¢ak i do 1000 ng/ml. Ovaj porast je Cesto u skladu
s tezinom bolesti i s postotkom smrtnosti (63-66). Koncentracija PCT-a u serumu se pocinje
povecavati 2-4 sata nakon izlozenosti bakterijskom endotoksinu, vrhunac vrijednosti dosegne
nakon 6-8 sati, a zatim te vrijednosti ostaju povecanima barem slijede¢a 24 sata (67). Do
povecanja vrijednosti koncentracije PCT-a dolazi mnogo brze nego do poveéanja CRP-a, a i
vrhunac vrijednosti PCT-a dosegne se unutar mnogo kraceg vremenskog razdoblja. Vazno je
istaknuti da, kada pacijent dobro reagira na primijenjenu terapiju, vrijednost PCT-a mnogo brze

pada i vraca se na normalne vrijednosti nego kod CRP-a.

U dijagnostici bolesti kod odraslih pacijenata, PCT se poceo koristiti pred vise od 20 godina. Cilj
odredivanja njegovih koncentracija u serumu je lakSa dijagnostika tezine sistemskog upalnog
odgovora jer sluzi kao pokazatelj napredovanja infekcije prema stanju sepse ili septickog Soka.
PCT je takoder ucinkovit i u procjeni odgovora pacijenta na primijenjeno lijeCenje i u procjeni
ishoda bolesti (67). Dakle, klinicka vaznost ili primjenjivost PCT-a kao biomarkera je ta da se on
moze koristiti za odredivanje trenutka zapocCinjanja lijeCenja (dijagnosticki biomarker) i za

odredivanje duljine trajanja lijecenja (monitoriraju¢i biomarker) (34).

Najvecu osjetljivost i specificnost PCT nasli su Carrol i sur. (47). Njihovo istrazivanje bilo je

ograni¢eno samo na djecu u koje je postojala klinicka sumnja na meningokoknu bolest. Autori su

osjetljivost od 94%, a specificnost od 93% za dijagnosticiranje djece s ili bez meningokokne

bolesti. Kako se istrazivanje provelo na ciljanoj populaciji samo one djece u koje je postojala
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visoka sumnja na meningokoknu bolest, §ira primjena rezultata ovog istraZivanja je

ogranicavajuca.

Istrazivanja ucinkovitosti i vrijednosti PCT-a pokazala su da je on biomarker s ve¢om
specificnos¢u nego CRP (68) i da je bolji prognosticki pokazatelj od CRP-a (69). Ove su se
tvrdnje dodatno potvrdile u istrazivanjima u kojima su ispitanici bila djeca s teskim, invazivnim
bakterijskim infekcijama i koja su pokazala vecu osjetljivost i specificnost PCT-a nego CRP-a
(47, 50, 70-72). Medutim, neka istrazivanja dovode i dijagnosticku uc¢inkovitost PCT-a u pitanje
(67).

U dojenc¢adi mlade od 3 mjeseca s vruéicom nepoznatog uzroka, PCT je imao bolju
dijagnosticku ucinkovitost nego CRP ili broj leukocita za predvidanje OBI (11). Isto je potvrdilo
1 istrazivanje Maniaci i sur. koji su kao ispitanike takoder imali dojen¢ad mladu od 3 mjeseca s
vru¢icom. U 12.8% dojencadi postavljena je dijagnoza sigurne, a u 5.1% moguce OBI. Srednje
vrijednosti PCT-a bile su znacajno vise u skupini dojencadi s OBI u odnosu na skupinu bez OBI.
Autori su pokazali da je PCT ucinkovit i koristan biomarker OBI, bolji nego broj leukocita i
apsolutni broj neutrofila. Optimalna grani¢na vrijednost koja se koristila za PCT bila je 0.12
ng/ml, $to je nize nego u drugim istrazivanjima, a imala je osjetljivost od 95.2%, ali na racun

nize specifi¢nosti koja je bila tek 25.5% uz NPV od 96.1% (73).

Od mnogih istrazivanja koja su analizirala dijagnosticku vrijednost odredivanja koncentracije
CRP-a i PCT-a u serumu, rijetka su istrazivanja provedena ispituju¢i njihovu ucinkovitost u
dijagnostici OBI u djece s vru¢icom koja dolaze na preglede u hitne pedijatrijske ambulante (21-

23,49, 50, 53, 59, 74).

Od pretraga koje se traze u obradi pacijenata u hitnoj pedijatrijskoj ambulanti, Galetto-Lacour i
navedeno, CRP s grani¢nom vrijednosti od 40 mg/dl pokazao se visoko osjetljivim (89%) i
osrednje specificnim (75%), za razliku od boljih karakteristika utvrdenih za PCT kod grani¢nih
vrijednosti od 0.9 ng/ml — osjetljivost je bila bolja (93%), kao i specificnost (78%).
Kombinacijom oba biomarkera uspjela se posti¢i bolja osjetljivost, koja je dosegla cak 96%, ali
je specificnost bila loSija i1 pala je na 67% (21). Dvije godine kasnije, Galetto-Lacour i sur.
proveli su jo§ jedno prospektivno istrazivanje i potvrdili bolju ucinkovitost PCT-a (22). U
istrazivanje su bila uklju¢ena djeca mlada od 3 godine koju su roditelji ili staratelji doveli na

pregled u hitnu pedijatrijsku ambulantu zbog vrudice iznad 38°C. Djeca su bila ukljuCena u
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ispitivanje ako tijekom pregleda nisu nadeni lokalizirajuci znakovi infekcije tj. nije bilo moguce
pregledom postaviti dijagnozu fokalne infekcije, te ako nisu prije dolaska u ambulantu ve¢ poceli
uzimati antibiotike. Bolesnici u kojih je vrucica trajala vise od tjedan dana nisu razmatrana za
ukljuéivanje. U konacnici je u ispitivanje uklju¢eno 99 ispitanika, a u 29 od njih postavljena je
dijagnoza OBI §to ¢ini ucestalost OBI od 29.3%. Za grani¢nu vrijednost PCT-a od 0.5 ng/ml
izraCunata je osjetljivost od 93% 1 specificnost od 74%, sli€no rezultatima iz prethodnog
istrazivanja ovih autora. CRP je bio ¢ak manje osjetljiv i manje specifican nego ranije: za

optimalnu grani¢na vrijednost CRP-a od 40 mg/1 osjetljivost je bila 52%, a specificnost 74%.

U hitnoj pedijatrijskoj ambulanti tercijarne ustanove svoje su istrazivanje proveli Andreola i sur.
(23). Vecina djece nije bila teze bolesna pa ih je otprilike 50% nakon pregleda otpusteno kuéi.
PCT i1 CRP pokazali su sli¢nu dijagnosti¢ku u€inkovitost 1 vrijednost §to je u skladu s rezultatima
koje su ranije bili dobili Galetto-Lacour i sur. (21, 22). Ipak, treba izdvojiti da je u ovom
Koristene optimalne grani¢ne vrijednosti bile su za PCT 0.8 ng/l, a za CRP 32 mg/l, a odredene
su temeljem ROC analize (od engl. receiver operating characteristic). Kombinacijom PCT-a i
CRP-a uz koristenje istih grani¢nih vrijednosti, postignuta je bolja mogucnost iskljucenja OBI
temeljem ovih nalaza (osjetljivost od 92.6%), ali na ratun smanjenja njihove specifi¢nosti
(69.8%). Ispitanici u istrazivanju bili su dobi do 3 godine. Kada su iz te skupine izdvojena
dojencad mlada od 3 mjeseca, nije nadena razlika u povrsini ispod ROC krivulje (AUC, engl.

area under an ROC curve) za PCT i CRP, a u odnosu na cijelu ispitivanu skupinu djece.

U istom okruZju, veliko multicentri¢no istraZivanje u Spanjolskoj proveli se Fernandez-Lopez i
sur. (50). Oni su isto zeljeli odrediti ucinkovitost PCT-a i CRP-a kao prediktora bakterijske
infekcije. Kriteriji za uklju¢ivanje bili su klinicki indicirana potreba za uzimanjem i analizom
uzorka krvi te postavljena indikacija za hospitalizaciju. Shodno tome, ispitanici u ovom
istrazivanju imali su visi rizik za razvoj bakterijske infekcije od ispitanika koji su analizirani u
drugim istrazivanjima. U devet hitnih pedijatrijskih ambulanti, u istraZivanje je ukljuceno 445
djece mlade od 3 godine. Virusna bolest je dijagnosticirana u 122 djece, a ostatak ispitanika je
podijeljen u tri skupine. Osamdeset djece je imalo postavljenu dijagnozu lokalizirane bakterijske
infekcije (npr. infekcija mokraénog mjehura, bakterijski gastroenteritis, otorinolaringealna
infekcija), a u 150 ispitanika je dijagnosticirana invazivna bakterijska infekcija (npr.
pijelonefritis, meningitis, lobarna pneumonija). Devedeset troje pacijenata je bilo iskljuceno iz
istraZzivanja jer u njih konacna dijagnoza nije bila postavljena. Sli€no rezultatima iz istraZivanja

Galetto-Lacour 1 sur., 1 ovdje su autori nasli da je PCT najbolji prediktor bakterijske infekcije 1
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da ima bolju dijagnosticku tocnost nego $to CRP. Za optimalnu grani¢nu vrijednosti PCT-a od
0.53 ng/ml, nadena je osjetljivost od 65.5% 1 specificnost od 94.3%. CRP, kod optimalne
grani¢ne vrijednosti od 27.5 mg/L, bio je manje osjetljiv (63.5%) i manje specifican (84.2%).
Kada su se ovi biomarkeri koristili samo za dijagnostiku tj. detekciju djece s invazivnom
bakterijskom bolesti, za optimalnu grani¢nu vrijednost PCT-a osjetljivost je bila 91.3%, a
specificnost 93.5%. Te vrijednosti su mnogo bolje od onih koje su utvrdene za optimalnu

grani¢nu vrijednost CRP-a: osjetljivosti od 78%, specificnosti od 75%.

Najopseznije istrazivanje o ucinkovitosti PCT objavili su Gendrel i sur. (53). Ispitanici su bili
1500 djece u dobi od 1 mjesec do 15 godina koja su zaprimljena na bolnicko lije¢enje nakon
pregleda u hitnoj pedijatrijskoj ambulanti gdje su dovedeni s vru¢icom iznad 38.5°C. Autori su
bili u mogucnosti utvrditi vrijednost koncentracije PCT-a u trenutku prijema za 700 od njih
(46.7%). Od ovog broja ispitanika, za nesto vise od polovice njih (360) utvrdena je infekciozna
etiologija bolesti. Ostalih 340 ispitanika je iskljuceno iz daljnjeg istrazivanja jer se kod njih nije
mogao utvrditi niti bakterijski niti virusni uzro¢nik vrucice. Na temelju postavljene konacne
dijagnoze bolesti, autori su ispitanike podijelili u tri razli¢ite skupine: skupina 1 - invazivna
bakterijska infekcija (n = 46), skupina 2 - lokalizirana bakterijska infekcija (n = 78) i skupina 3 -
virusna infekcija (n = 236). Medu invazivne bakterijske infekcije bile su ukljucene septikemija i
meningitis, a medu lokalizirane bakterijske infekcije upala srednjeg uha i infekcija mokra¢nog
sustava. Gendrel i sur. utvrdili su statisticki znacajnu razliku izmedu srednjih vrijednosti
koncentracije PCT-a u razli¢itim skupinama. Srednja vrijednost koncentracije PCT-a u serumu u
skupini 1 (invazivna bakterijska infekcija) bila je 45.9 ng/ml, a u skupinama 2 i 3 bila je 4.2
ng/ml 1 0.4 ng/ml. U samo tri bolesnika s virusnom infekcijom vrijednost PCT-a bila je iznad 2
ng/ml, dok je 44 od 46 djece s invazivnom bakterijskom infekcijom imalo tako velike vrijednosti
PCT-a. ROC analizom potvrdeno je da je odredivanje vrijednosti koncentracije PCT-a u serumu
najkorisniji test s AUC vrijednosti od 0.94, §to je za 0.05 vise nego za CRP koji je slijedeéi
najbolji dijagnosticki prediktor. Optimalna grani¢na vrijednost PCT-a od 1 pg/l izracunata je kao
najprikladnija za diferenciranje bakterijske od virusne infekcije. Kod ove grani¢ne vrijednosti,
osjetljivost je bila 83%, a specificnost 93%. Kada su autori odlucili diferencirati samo invazivne
bakterijske infekcije od ostalih infekcija (virusne i neinvazivne bakterijske infekcije), izracunata
optimalna grani¢na vrijednost PCT-a bila je 2 ng/ml, a kod te vrijednosti osjetljivost je bila 96%
uz specifi¢nost od 87%. Ogranicavajuc¢i ¢imbenik u donosenju kona¢nog suda o vrijednosti PCT
kao prediktora infekcije, a temeljem ovog istrazivanja, je veliki broj iskljucenih bolesnika (340

od 700; 48.6%).
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1.3.3. Sustavi bodovanja

Mnogi klinic¢ki sustavi bodovanja razvijeni su s ciljem identifikacije dojencadi i djece koja imaju
visoki ili niski rizik za razvoj OBI, ali je uglavnom korist ovih sustava bodovanja bila
razoCaravajuca (21, 23, 42, 75, 76). Smjernice za lijecenje koje su razvili Baraff i sur. (75) te
Bachur i sur. (4) koristile su kombinaciju visine vruéice i broja leukocita u razvrstavanju
bolesnika u razlicite skupine rizika. Te smjernice sluzile su i kao pomo¢ pri odabiru daljnjih

dijagnostickih pretraga i postupaka.

Najprosireniji pristup dijagnostici OBI je koriStenje kombinacije anamnestickih podataka,
klinickih 1 laboratorijskih pokazatelja koji zajedno ¢ine Rochesterske kriterije. Cilj koristenja
ovih kriterija bilo je prepoznavanje dojencadi mlade od 60 dana s vru¢icom > 38°C koja ¢e imati

nizak rizik ili visok rizik za OBI (Tablica 3) (77-81).

Tablica 3. Rochesterski kriteriji (77, 80)

Opce stanje dojenceta je dobro

Dojence je prethodno bilo zdravo

- roden u o¢ekivanom terminu (>37 gestacijskih tjedana)

- nije lijeCen antibioticima u perinatalnom razdoblju

- nije lijecen zbog hiperbilirubinemije neobjasnjivog uzroka
- nije primao i ne prima antibiotsku terapiju

- nije bio prethodno hospitaliziran

- nema kroni¢nu ili drugu osnovnu bolest

- nije bio hospitaliziran dulje od majke nakon porodaja

Nema znakova infekcije koze, mekih tkiva, kosti, zglobova ili uha

Laboratorijske vrijednosti:

- Broj leukocita u perifernoj krvi 5 - 15 x 10°/1

- Apsolutni broj §tapicastih (nesegmentiranih) leukocita < 1.5 x 10°/L

- <10 leukocita po vidnom polju (x49) na mikroskopskom pregledu sedimenta urina

- <5 leukocita po vidnom polju (x49) na mikroskopskom pregledu razmaza stolice (samo u

dojencadi s proljevom)
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Meta analiza provedena 1992. godine, a koja je ukljucivala 14 istrazivanja obavljenih izmedu
1977. 1 1990. godine u kojima su kao ispitanici bila uklju¢ena dojencad s vru¢icom, pokazala je
da je u dojencadi klasificirane u skupinu niskog rizika ucestalost OBI bila 1.4%, dok je u

dojencadi klasificirane u skupinu visokog rizika ucestalost OBI bila 21% (82).

Znacajnu razliku u ucestalosti OBI medu skupinama pokazalo je i istrazivanje Byington i sur.
kod kojih je ucestalost OBI u dojencadi s niskim rizikom bila 2.6%, a u dojencadi s visokim

rizikom bila je 12.8% (81).

U 1994. godini, na temelju podataka od Jaskiewicz i sur. (80), objavljeno je da je NPV
Rochesterskih kriterija 98.9% za sve OBI, a 99.5% za bakterijemije. Ovi podaci potvrduju
sposobnost Rochesterskih kriterija da prepoznaju dojencad s vru¢icom za koju je malo vjerojatno
da imaju OBI i pokazuju da u dojencadi koja izgledaju dobro na klinickom pregledu
Rochesterski kriteriji dobro funkcioniraju. Takoder, njihovi podaci ukazuju na Cinjenicu da
dojencad koja zadovolji Rochesterske kriterije mogu biti zbrinuta te lijeCena samo pazljivim
nadzorom i prac¢enjem daljnjeg razvoja klinicke slike, a bez zapo€injanja parenteralne antibiotske

terapije u tom trenutku (80).

Galetto-Lacour i sur. (83) razvili su bodovni sustav za procjenu rizika bolesti, a koji su nazvali
Laboratorijski zbroj (engl. Laboratory score). Pomoc¢u multivarijantne analize, PCT, CRP i nalaz
analize urina potvrdeni su kao znacajni prediktori koji su neovisno povezani s OBI. Osjetljivost
ovog bodovnog sustava u dijagnosticiranju OBI bila je 94%, a specificnost 81%. Dobra
specificnost trebala bi omoguciti pouzdani odabir djece koja trebaju biti lijeCena antibioticima
bez straha da ¢e se djeca koja imaju virusnu infekciju nepotrebno lijeciti antibioticima. Nakon
Sto je Laboratorijski zbroj testiran na neovisnom uzorku ispitanika, postignuti su sli¢ni rezultati
uz osjetljivost od 94% i specifi¢nost od 78%. Za broj leukocita nije nadeno da je neovisno vezan

s ucestalos¢u OBI tj. da je statisticki znacajan neovisni prediktor OBI.
Zbog nemogucnosti sigurnog dijagnosticiranja OBI temeljem anamneze, klinicke slike tj.

fizikalnog nalaza te mikrobioloskih i rutinskih laboratorijskih nalaza mnogi su istrazivaci svoje

djelovanje usmjerili na otkrivanje novih i boljih biomarkera OBI (21, 84).
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1.3.4. Molekule na stani¢noj povrsini leukocita

Noviji pristup ranoj te $to brzoj dijagnostici infekcije ili sepse je detekcija i pracenje
molekularnih promjena koje se dogadaju na stanicama koje sudjeluju u imunoloskom odgovoru,
a upravo su posljedica razvoja same infekcije ili sepse.

Interakcija leukocita s njihovom okolinom dogada se posredovanjem stanicne membrane,
posebice preko specificnih membranskih proteina (glikoproteina) i glikolipida. Specijalizirana
funkcija stanica ocituje se u prilagodenoj gradi stani¢ne povrsSine (85). Molekule na stani¢noj
povrsini leukocita su posrednici u mnogim interakcijama izmedu imunoloskog sustava i
antigena, izmedu razlicitih sastavnica imunoloskog sustava, te izmedu imunoloskog sustava i
drugih sustava u organizmu, npr. zZivéanog sustava. Postoji viSe od 4000 razli¢itih molekula na
membrani leukocita (86). Karakterizacija i nazivlje leukocitnih povrSinskih molekula je u
djelokrugu rada organizacije koja se ranije zvala Humani Leukocitni Diferencijacijski Antigeni
(HLDA, engl. Human Leukocyte Differentiation Antigens), a zatim je preimenovana u Humane
Stani¢ne Diferencijacijske Molekule (HCDM, engl. Human Cell Differentiation Molecules). Za
oznacavanje i imenovanje molekula koje su prisutne na stani¢noj povrsini leukocita koristi se
,»the cluster of differentiation* (CD) protokol.

HCDM izdaje CD nazivlje i objavljuje povremene izvjeStaje o novoutvrdenim molekulama na

povrsini humanih stanica.

CD nazivlje je predlozeno i utemeljeno na Prvoj medunarodnoj radionici i konferenciji o
humanim leukocitnim diferencijacijskim antigenima (engl. Ist International Workshop and
Conference on Human Leukocyte Differentiation Antigens). Ovaj sustav sluzi za klasifikaciju
monoklonskih protutijela (mAb) koji su proizvedeni u razli¢itim laboratorijima Sirom svijeta, a
djeluju na epitope koji se nalaze na molekulama na povrSini leukocita. Odredenoj molekuli na
stanicnoj povrsini se dodjeljuje CD broj nakon $to se za dva specificna monoklonska protutijela
pokaZe da se vezu za nju. Ako molekula nije joS dovoljno dobro istrazena tj. karakterizirana ili

ima samo jedno mAb, dodjeljuje joj se privremeni indikator "w".

1.3.4.1. Uloga neutrofila u imunoloskom sustavu

Neutrofilni leukociti ¢ine veliki udio u broju leukocita te imaju iznimno vaznu ulogu u obrani

organizma od bakterijske infekcije. Proces morfoloskog sazrijevanja neutrofila ukljucuje
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razlicite oblike: mijeloblaste, promijelocite, mijelocite, metamijelocite, Stapic¢aste i konacno
segmentirane neutrofile, a dozrijevanje se dovrSava u kostanoj srzi. Dio ih se tu i pohranjuje, a
veci dio prelazi u krvotok. Na povrsSini neutrofila nalaze se antigeni koji imaju ulogu bioloskih
senzora, a tijekom procesa sazrijevanja neutrofila dolazi do promjena u zastupljenosti tih
antigena. Uloga neutrofila je da osjete promjene u okoliSu i reagiraju na njih pa ¢e stoga i
bakterijska eliminacija ovisiti o brzom dolasku neutrofila do mjesta infekcije tj. njihovoj

migraciji iz intravaskularnog u ekstravaskularni prostor.

Neutrofili postoje u tri oblika: mirujuéi (engl. resting, unstimulated), podrazeni (engl. primed) i
aktivirani (engl. activated). U stanjima bez upale, leukociti cirkuliraju krvoziljem u mirnom
stanju. Podrazeni neutrofili su oni koji su dosli u doticaj s proupalnim c¢imbenikom ili
proizvodom patoloSkog mikroorganizma $to dovodi do sniZenja praga potrebnog za aktivaciju

neutrofila, a aktivirani neutrofili su oni koji su preuzeli svoju definiranu konac¢nu funkciju.

Kao posljedica kemijskog podrazaja i kao reakcija na njega, neutrofili se priljubljuju i moraju
adherirati na zid krvne zile prije nego zapo¢nu aktivni prolazak kroz krvozilnu stjenku
(dijapedeza). Dijapedeza neutrofila, dakle, ukljucuje cijeli niz adhezivnih interakcija i
medusobnih signalnih zbivanja (87-89). Nakon toga zapo¢inje migracija neutrofilnih leukocita u
prostor oko krvne zile i u okolno tkivo (ekstravazacija). Kemotaksija je potaknuta ¢imbenicima
koji se otpustaju na mjestu infekcije, poput ulomaka komplementa (posebice C5a), leukotriena,
¢imbenika aktivacije trombocita, bakterijskog peptida formil-metionil-leucil-fenilalanin (fMLP) i

interleukina 8 (90).

U procesu zaustavljanja neutrofila na endotel krve zile iznimno vazno mjesto imaju dvije vrste
adhezijskih molekula: selektini i integrini. (Tablica 4.) Selektini posreduju u inicijalnom
priljubljivanju leukocita za endotelne stanice venula Sto zatim dovodi do njihovog kotrljanja
(engl. rolling) po endotelu krvne Zile, a integrini imaju ulogu u adheziji leukocita (91, 92).
Postoje dvije podobitelji integrina: f1 i f2. Oni su heterodimeri s razli¢itim o lancem, a

zajednickim P lancem koji definira obitel;.
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Tablica 4. Selektini i dio B2 integrina koji sudjeluju u interakcijama izmedu leukocita i endotela

krvne zile (93)
Sinonim: Stanica na kojoj je Ligand
eksprimiran:
Selektini:
CD62E E-selektin; ELAM-1 Endotel Sijalil Lewis"
(CD15s)
CD62L L-selektin; MEL-14; Neutrofili, monociti, Sijalil Lewis™
LAM-1 makrofagi, eozinofilii ~ (CD15s),
neki limfociti GlyCAM-a, CD34
CD62P P-selektin PADGEM;  Endotel, Trombociti Sijalil Lewis™

GMP-140

(CD15s), PSGL-1

B2 integrini:

o lanac
CDlla LFA-1 Neutrofili, monociti, ICAM-1,2,3
makrofagi, T stanice
CD11b Mac-1 (makrofag 1) Neutrofili, monociti, ICAM-1 (CD54),

makrofagi

1C3b, fibrinogen

Zajednicki B lanac

CD18

ELAM, endotelna leukocitna adhezijska molekula; LAM, leukocitna adhezijska molekula;

GlyCAM, glikolizacijski-ovisna stanicna adhezijska molekula; PADGEM, trombocit
aktivacijski-ovisna granula na vanjski membranski protein; GMP, granulski membranski protein;
PSGL, P-selektin glikoproteinski ligand; LFA, leukocitni funkcijski antigen; ICAM, unutar

stanicna adhezijska molekula; Mac, makrofag

Obitelj selektina Cine tri srodne molekule: L-selektin, E-selektin i P-selektin (94). Na povrSini
neutrofila, L-selektin dolazi u interakciju sa specificnim oligosaharidnim strukturama na
glikoproteinima sa stanicne povrSine endotela. Na endotelu E-selektin i P-selektin sli¢no

prepoznaju specifi¢ne neutrofilne ugljikohidratne strukture (90).
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L-selektin je eksprimiran na mikrovilima vecine leukocita, ukljucuju¢i na svim mijeloidnim
stanicama, na naivnim T i B stanicama te na nekim memorijskim i efektorskim T stanicama (95).
L-selektin ima ulogu u adheziji neutrofila, eozinofila i monocita za endotel krvne Zzile. MiSevi

kojima nedostaje L-selektin imaju poteSkoc¢a u nakupljanju leukocita u mjesta upale.

P-selektin je otkriven kao antigen koji se nalazi na povrSini trombocita. Eksprimiran je u
megakariocitima te se nalazi u a-granulama cirkuliraju¢ih trombocita. Takoder, eksprimiran je
na Weibel-Palade tjeleScima vaskularnih endotelnih stanica (96). Nekoliko minuta nakon
aktivacije endotelnih stanica proupalnim medijatorima, P-selektin se mobilizira na stani¢nu
povrSinu endotela jer dolazi do spajanja Weibel-Palade tjeleSaca s plazma membranom.
Istodobno dolazi i do ekspresije P-selektina pohranjenog u a-granulama na povr$ini trombocita.
Induciraju¢i ¢imbenici su trombin, histamin, fragmenti komplementa, slobodni radikali kisika 1
citokini. Zbog brze ekspresije P-selektina na stani¢noj povrsini koja se mjeri u minutama, P-
selektin je idealni kandidat za posredovanje u interakcijama izmedu leukocita i endotela i
najvjerojatnije je uklju¢en u ranu fazu kotrljanja. Blokiranje funkcije P-selektina in vivo znacajno
smanjuje inicijalno kotrljanje leukocita u venulama (97). Osim §to je u miSeva kojima nedostaje
P-selektin uoceno poremecéeno kotrljanje leukocita, smanjeno je i nakupljanje neutrofila i
monocita u podru¢jima upale (98). Medutim, kotrljanje se postupno oporavi nakon razdoblja od
10 do 15 minuta, $to upuéuje na sudjelovanje L- ili E-selektina tijekom slijedeéih stadija ovog
procesa. Takoder, P-selektin s povrSine aktiviranih trombocita doprinosi upali, hemostazi i

trombozi.

E-selektin je znacajno eksprimiran na endotelu krvnih zila u podruc¢jima upale, a lociran je u
lipidnim mikrodomenama tzv. lipidnim splavima (99). Njegovo stvaranje snazno poticu razli¢iti
upalni medijatori ukljucujuéi interleukin-1 (IL-1), tumor nekrotiziraju¢i ¢imbenik-a (TNF-a),
interferon-y (IFN-y) i lipopolisaharid (LPS) (100). U in vitro istrazivanjima, ekspresija E-
selektina zapocCinje oko 2 sata nakon poticaja citokinima, a njegova najveca ekspresija nadena je
nakon oko 4 sata. U in vifro uvjetima, nakon 12 do 24 sata dolazi do vracanja razine ekspresije
E-selektina na pocetne razine, ali na mjestima upale u in vivo okruzju njegova ekspresija moze
biti kroni¢na. Akutna i kroni¢na upalna stanja koja su povezana s povecano eksprimiranim E-

selektinom ukljucuju stanje sepse, reumatoidnog artritisa i transplantacije organa.

U vezanju neutrofila i njihovom kotrljanju niz endotel krvne Zile, a posredovano E-selektinom,
vaznu ulogu imaju ligandi na neutrofilima, a medu kojima su P-selektin glikoproteinski ligand-1

(PSGL-1), L-selektin, E-selektin ligand-1 (ESL-1), CD44 te CD43. Sli¢nost svih ovih liganada je
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u tome da svi imaju na sebi eksprimirane sijalil fukozilirane glikane (glikane tipa sLe"), a za koje

se smatra da su ukljuceni u prepoznavanje E-selektina (101).

Iako je vezanje posredovano selektinom odgovorno za vecinu aktivnosti tijekom Kkotrljanja,
interakcije integrina sa svojim endotelijalnim ligandima takoder doprinose kotrljanju koje je

zapoceto posredovanjem selektina (94).

Kotrljanje pomaze neutrofilima uspostaviti kontakt s upalnim ¢imbenicima koji su eksprimirani
na povrSini endotela. Ova interakcija stimulira neutrofile na brzo povecanje ekspresije i
dostupnosti B2 integrina (CD11a i CD11b) na povrsini neutrofila za ligand s endotela - [CAM-1
(unutarstani¢na adhezijska molekula 1, od engl. intercellular adhesion molecule, CD54). (Slika
1.) Povecana ekspresija CD54 na endotelu je takoder potaknuta proupalnim ¢imbenicima (npr.

TNF-a, IL-1, LPS) koji se otpustaju na mjestima bakterijske infekcije.
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Slika 1. Priljubljivanje cirkuliraju¢ih leukocita za endotel posredstvom interakcija izmedu
selektina i njihovih liganda. (a¢) U normalnim venulama, leukociti cirkuliraju bez adhezivnih
interakcija s endotelom, dok u upalnim uvjetima dolazi do ekspresije selektina i integrinskih
liganada na povrsini endotela. Ovo dovodi do priljubljivanja leukocita uz endotel krvne Zile,
njihovog kotrljanja i zaustavljanja te zatim ekstravazacije iz cirkulacije u prostor oko krvne Zile.
(b) Prikazani su neutrofili koji na svojim mikrovilima eksprimiraju PSGL-1 i L-selektin. Ove
stanice dolaze u kontakt sa P-selektinom na endotelnim stanicama posredstvom PSGL-1. E-
selektin takoder moze sudjelovati u ovim interakcijama vezanjem za PSGL-1 ili za druge ligande
na ovim stanicama. Sve ove interakcije omogucavaju leukocitima priljubljivanje uz endotel 1
kotrljanje niz njega. Aktivirani leukociti eksprimiraju integrine (npr. CD11b/CD18) koji dolaze u
interakciju s receptorima na endotelnim stanicama (ICAM-1, ICAM-2), a s ciljem pojacavanja

adhezije i olakSavanja ekstravazacije stanica iz cirkulacije u okolni prostor oko krvnih zila (102).

Vezanje neutrofila za bakterije znacajno je olakSano kada su patogeni mikroorganizmi oblozeni s
imunoglobulinima G (IgG). Fcy receptor I na neutrofilima, koji je visoko osjetljivi receptor za
IgG1 1 IgG3, prepoznaje monoklonsko protu-CD64 protutijelo (8). Ostali receptori koji takoder

imaju ulogu u olakSavanju fagocitoze i prepoznavanju patoloskih mikroorganizama su CD14
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(receptor za lipopolisaharide na monocitima), C3b receptor te CD16 i CD32. Oni se poput CD64

vezu za Fc mjesta na IgG (90).

Vise dosadasnjih istrazivanja u svojim rezultatima iznijelo je dokaze da je ekspresija CD64 i
CD11b/CD18 na povrsini neutrofila povec¢ana nakon $to dode do aktivacije neutrofila te da se
ovi biljezi na stani¢noj povrsini neutrofila ponasaju kao aktivacijski antigeni (103, 104). Upravo
stoga, ocekuje se da c¢e tijekom bakterijske infekcije, a poglavito sepse, bakterijski proizvodi
stimulirati oslobadanje proupalnih c¢imbenika koji ¢e inducirati aktivaciju neutrofila i
istovremeno dovesti do promjene u ekspresiji leukocitnih antigena s porastom razine ekspresije
CDI11b/CD18 i1 CD64 na stani¢noj povrsini. Kao posljedica tih zbivanja, ovi antigeni (molekule)
na stanicnoj povrsini neutrofila mogu posluziti kao ucinkoviti biomarkeri ¢ija se detekcija i
analiza metodom protocne citometrije moze pokazati brzom i jednostavnom metodom za
postavljanje dijagnoze infekcije i/ili sepse, za procjenu tezine infekcije ili za razlikovanje

bakterijske infekcije od virusne infekcije.

1.3.4.2. Biomarkeri na stani¢noj povrsini leukocita: CD64

CD64 (Fcy receptor I, FcyRI) je biomarker na stani¢noj povrsini neutrofilnih leukocita. Njegova
molekulska teZina je 72 kD, a kodiraju ga tri gena (A, B, 1 C) koja se nalaze na kromosomu 1.
Njihove su lokacije: 1921.2-q21.3, 1p11.2 i 1g21.1. Ekspresija CD64 na stani¢noj povrSini
odrzava se tijekom granulopoeze do razine neutrofilnih metamijelocita (105). CD64 je
eksprimiran u visokim koncentracijama na monocitima i makrofagima, manje na eozinofilima, a
u vrlo niskoj koncentraciji na miruju¢im neutrofilima (106). Nakon Sto se imunoloski sustav
susretne s infekcijskim patoloskim mikroorganizmom dolazi do aktivacije neutrofila i znacajnog
povecanja ekspresije CD64 na stani¢noj povrSini neutrofila (107-109). Do te snazne pojacane
ekspresije dovode proupalni ¢imbenici poput IFN-y i ¢imbenika stimulacije granulocita (G-CSF),
a koji se proizvode tijekom infekcije ili tijekom izloZzenosti endotoksinu (110, 111). Porast
ekspresije CD64 na neutrofilima znacajno raste od svojih pocetnih vrijednosti tijekom 24 sata
nakon pocetka stimulacije s interferonom, zatim znacajno pada tijekom 48 sati od prestanka

stimulacije i vraca se na pocetne, uobicajene vrijednosti do sedmog dana (110).

Odredivanje ekspresije CD64 na neutrofilima predstavlja obec¢avajuc¢i probirni test u detekciji i

dijagnostici infekcije zbog svoje kinetike i laboratorijskih karakteristika (8). Naime, u mnogim
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istrazivanjima analizirala se ucinkovitost odredivanja CD64 u ranoj dijagnostici bakterijske
infekcije ili sepse. Kako su rezultati tih istrazivanja bili ohrabrujuc¢i, odredivanje vrijednosti
ekspresije CD64 na povrsini neutrofila, kao u¢inkovitog biomarkera, nekoliko posljednjih godina
sve se ¢esce pocelo predlagati u dijagnostici infekcije u djece i odraslih (108, 109, 112-121). U
prilog idu i rezultati istrazivanja u kojima je, za postavljanje dijagnoze sepse u odraslih,
pokazana bolja ucinkovitost odredivanja ekspresije CD64 na neutrofilima nego $to je pokazano
za PCT (122, 123) i CRP (122, 124) koji su uobicajeni i Siroko koristeni dijagnosticki biomarkeri

sepse.

Osim pojedinacnog odredivanja intenziteta fluorescencije na odredenoj populaciji leukocita, kao
S§to je npr. geometrijski srednji intenzitet fluorescencije koriSten i opisan u ovom istrazivanju,
ekspresija CD64 moze se odredivati protocnom citometrijom i koriStenjem tvornic¢ki dostupnih
setova, poput Leuko64Tmkit, kojima se odreduje CD64 indeks. Pomocéu prikladnog
kompjuterskog programa, CD64 indeks ¢e se izraCunati kao omjer srednjeg intenziteta
fluorescencije ispitivane stani¢ne populacije i intenziteta fluorescencije zrnaca obiljezenih

fluoresceinom.

Cid 1 sur.(125) proveli su meta-analizu rezultata do tada provedenih istrazivanja o ucinkovitosti
odredivanja ekspresije CD64 na neutrofilima kao biomarkera bakterijske infekcije te su dobili,
kada su skupno analizirali odrasle i pedijatrijske bolesnike, osjetljivost od 79%, a specifi¢nost od
91%. Nakon S§to su iz te skupine izdvojena samo istraZivanja u kojima su kao ispitanici
sudjelovala djeca, nadena je osjetljivost od 71% i specificnost od 87%. Autori ove meta-analize,
temeljem tih rezultata, zakljucili su da je i u djece i u odraslih CD64 dobar biomarker infekcije,
ali takoder je istaknuto da je metodoloska vrijednost nekih istrazivanja koja su ukljucili u svoju
analizu bila losa. Iz Tablice 5. vidljivo je da su u veéini istrazivanja ispitanici bile odrasle osobe

ili novorodenc¢ad, a mnogo manje ih je za ispitanike imalo dojenc¢ad i ostalu djecu.
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Tablica 5. Osjetljivosti i specificnosti za predlozene grani¢ne vrijednosti CD64 u dijagnostici

ozbiljne bakterijske infekcije: pregled rezultata istrazivanja iz Cid i sur. meta-analize (125)

Istrazivanje Godina  Nacin Ispitanici Grani¢na Osjetljivost Specificnost
analize vrijednost (%) (%)
CDo64

Layseca- 2002 PC Novorodencad NN 25.8 96.8

Espinosa i sur.

(109)

Ngisur. (108) 2002 PC Nedonoscad 4000 mol/ 95 88
stanica

Allen i sur. 2002 PC Odrasli 2000 mol/ 85 91

(120) stanica

Ngisur. (118) 2004 PC Novorodencad 6136 mol/ 79 89
stanica

Ngisur. (126) 2006 PC Novorodencad 6136 mol/ 78 90
stanica

Livaditi i sur. 2006 PC Odrasli 2566 mol/ 94.6 100

(122) stanica

Matsui i sur. 2006 PC Odrasli 2000 mol/ 92.7 96.5

(127) stanica

Groselj-Grenci 2008 PC Djeca 72 65.5 92.6

sur. (128) MFT/stanica

Bhandari i sur. 2008 Leuko6 Novorodencad 2.30 70 62

(129) 4

Cardelli 1 sur. 2008 PC Odrasli 2398 mol/ 96 95

(123) stanica

Tillinger i sur. 2009 PC Odrasli 10000 mol/ 96 97

(130) stanica

Tanaka i sur. 2009 PC Odrasli 2000 mol/ 60.9 97.9

(131) stanica

Groselj-Grenci 2009 Leuko6  Novorodencad 1.86 77 79

sur. (132) 4

Groselj-Grenci 2009 Leuko6 Djeca 2.38 71 100

sur. (132)

4

PC - proto¢na citometrija; Leuko64 - originalno dostupan proizvod za analizu CD64 indeksa; NN - nije

navedeno; MFI/stanica - srednji intenzitet fluorescencije/stanica.
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U okruzju jedinica intenzivnog lijeCenja za odraslu populaciju istrazivana je ucinkovitost i
dijagnosticka vrijednost odredivanja ekspresije CD64 u kriticno bolesnih pacijenata. Jedno od
istrazivanja pokazalo je da je uz nadenu povecanu ekspresiju CD64 na stani¢noj povrsini
neutrofila bilo moguce u ispitivanom uzorku od 112 bolesnika predvidjeti bakterijemiju s
osjetljivos¢u 1 specificnoséu vec¢om od 90% (123). U drugom istrazivanju Zeljelo se istraziti
postoji li moguénost da se odredivanjem ekspresije CD64 olaksa razlikovanje bolesnika u kojih
postoji stanje teSke sepse ili septiCkog Soka od upalnih sindroma. Rezultati su bili iznimno
zadovoljavajuéi te je pokazana osjetljivost od 89% 1 specifi¢nost od 96% u uzorku od 66

bolesnika (133).

U nedavnom istrazivanju iz 2012. godine objavljeno je da se koriStenjem grani¢nih vrijednosti
CD64 indeksa od 2.2 mogu razlikovati bakterijske infekcije od ostalih upalnih ili infekcijskih
stanja s osjetljivos¢u od 63%, a specificnoS¢u od 89%. PPV testa bila je 85.3%, a NPV 70.1%
(134). Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da je CD64 indeks niZe osjetljiv, ali visoko
specifican biomarker bakterijske infekcije u bolesnika koji su zaprimljeni na lijeenje u jedinicu
intenzivnog lijeCenja te da njegova vrijednosti ovisi o tezini infekcije koju bolesnik ima. Autori
su istaknuli korisnu ulogu koju u dijagnostici bolesti ima odredivanje CD64 indeksa, ali je vazno
da se on pri tome ne Koristi kao iskljuéivi samostalni biomarker. Odredivanje CD64 indeksa
treba koristiti u kombinaciji s drugim visoko osjetljivim biomarkerom kao $to je CRP, ali kojem
nedostaje specifi¢nost. Kao razlog niske osjetljivosti CD64 indeksa, autori su kao moguéi
ograniCavajuci ¢imbenik ovog istrazivanja istaknuli podatak da je vecina bakterijskih infekcija u
istrazivanju bila uzrokovana Gram-pozitivnim bakterijama i to ¢ak njih 64%. Naime, rezultati
istrazivanja drugih autora pokazali su da je ekspresija CD64 na povrsini neutrofila bila manja u
bolesnika koji su imali Gram-pozitivnu infekciju, a u odnosu na one s Gram-negativhom
infekcijom (135). Vecu ekspresiju CD64 na neutrofilima bolesnika s Gram-negativnom sepsom
u usporedbi s ekspresijom u Gram-pozitivne sepse, u odraslih bolesnika, nasli su i Herra 1 sur.
(116). Drugi razlog za nizu osjetljivost mogla bi biti ¢injenica da je u dijela ispitanika ve¢ bilo
zapoceto lijeCenje antibioticima. Nedavno istrazivanje pokazalo je da vrijednost CD64 indeksa

moze brzo pasti nakon Sto se zapoc¢ne s adekvatnim antibiotskim lijeCenjem (136).

Za razliku od istrazivanja provedenih u bolnicama i njihovim jedinicama intenzivnog lijecenja,
Cid 1 sur. istrazivali su ucinkovitost i dijagnosticku vrijednost odredivanja ekspresije CD64 na
neutrofilima u dijagnostici bakterijske infekcije u odraslih osoba koje su dolazile na pregled u
hitne ambulante zbog vrucice. Njihovo prospektivno istrazivanje ukljucivalo je ispitanike (N =

132) koji bi sami izvijestili da imaju vrucicu > 38°C koja traje barem posljednjih 24 sata, a za
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koje je nadlezni lije¢nik nakon pregleda smatrao potrebnim provesti dodatnu dijagnosticku
obradu koja je obuhvacala nalaz krvne slike i uzimanje uzroka krvi za mikrobioloSku analizu.
Uzorak krvi bio je pohranjen u hladnjaku na 4°C dok se ne bi izvrSilo mjerenje ekspresije CD64
dan nakon prijema bolesnika na pregled u ambulantu. Autori su pokazali da je u ispitanika kod
kojih je postavljena dijagnoza bakterijske infekcije srednja vrijednost CD64 indeksa bila
znacajno veca u usporedbi s vrijednosti u ispitanika kod kojih nije postojala bakterijska infekcija
(3.7£3.2 prema 2.542.3; p= 0.03) (137). Utvrdeno je da CD64 indek