Ucinkovitost odredivanja leukocitnih biljega CD15s,
CD11b i CD64 u dijagnostici ozbiljne bakterijske
infekcije dojencadi s vrucicom

Markic, Josko

Doctoral thesis / Disertacija
2013

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Split, School of Medicine / SveuciliSte u Splitu, Medicinski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urm.nsk.hr/urn:nbn:hr:171:789729

Rights / Prava: In copyright /Zasticeno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-29

SVEUCILISTE U SPLITU Repository / Repozitorij:
MEDICINSKI FAKULTET
UNIVERSITAS STUDIOURUM SPALATENSIS .

\ FACULTAS MEDICA MEFST Repository

é UNIVERSITY OF SPLIT G O r

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI [ REPOZITORLJL



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:171:789729
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mefst.unist.hr
https://repozitorij.svkst.unist.hr/islandora/object/mefst:1804
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mefst:1804

SVEUCILISTE U SPLITU
MEDICINSKI FAKULTET

JOSKO MARKIC

UCINKOVITOST ODREPIVANJA LEUKOCITNIH BILJEGA CD15s, CD11b I CD64 U
DIJAGNOSTICI OZBILJNE BAKTERIJSKE INFEKCIJE DOJENCADI S VRUCICOM

Doktorska disertacija

Split
2013.



Doktorska disertacija je izradena u:

- Klinici za djecje bolesti KBC Split
- Katedri za medicinsku kemiju i biokemiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u Splitu

- Zavodu za medicinsku laboratorijsku dijagnostiku KBC Split

Voditelji rada:

doc.dr.sc. Vedrana Cike§ Culi¢, dipl.inz. med.biokem.

prof.dr.sc. Julije Mestrovi¢, dr.med., spec. pedijatar, subspec. intenzivne medicine

Zahvaljujem dragim mentorima na idejama i sugestijama te pomoc¢i, potpori i korisnim

savjetima tijekom izrade ove disertacije.

Zahvaljujem doc. dr. sc. Ani Jeron¢i¢ na upornosti i neizmjernoj energiji koja je bila kljucna za

nastavak zapocetog posla.

Zahvaljujem prim. mr. sc. Branki Poli¢, prof. dr. sc. Aniti Markoti¢ i mr. sc. Tanji Kovacevi¢
na poticaju i bezuvjetnoj podrsci. Hvala i dragim kolegicama i kolegama, medicinskim sestrama
1 pomoc¢nicama s Klinike za djecje bolesti te osoblju Zavoda za medicinsku laboratorijsku

dijagnostiku KBC Split jer bez vas bi sve bilo mnogo teze.
Zahvaljujem Clanovima Povjerenstva — prof. dr. sc. JanoSu Terzi¢u, prof. dr. sc. Vjekoslavu

KrzZelju i prof. dr. sc. Davoru Eteroviéu na vrijednim savjetima i na pazljivom citanju teksta

ovoga rada.

Veliku zahvalnost upucujem mojoj obitelji na strpljenju i ljubavi.



SADRZAJ

Popis 0Znaka 1 KratiCa oottt ettt et teesaaeennaesraens 4
Lo UVIOD ettt b bbbt b bttt b e bt st a et naen 6
1.1. Ozbiljna bakterijska infekcija  .......ccoeiiiiiie e 6
O O 1< o1 T U 6
I B [T 71 o 1 PSS 7
1.1.3. DijagnostiCKi POSTUPCT «.eeuvieeieriieeiieiieeieeie et esteesiteeteeseteseteseseeseesseessseenseesseesseesnseeseesnsennns 8
1.2. Uloga biomarkera u suvremenoj laboratorijskoj dijagnostici  ..........cccecveerveriiecieeneeneeeneene 9
1.3. Biomarkeri ozbiljne bakterijske infekcije =~ ..oooooiiiiiieiii e 11
1.3.1. Broj IEUKOCIEA .eeeeeviiiieiiecie ettt et ettt et et estveenbeesbaesaaassaeenseesseenseenees 12
1.3.2. Proteini akutne faZ€  .....coooiieiiieiiee e e 15
1.3.2.1. C-reaktivni protein (CRP) ..o e 15
1.3.2.2. Prokalcitonin (PCT) ....cieoieeieeie ettt ettt ettt e saeenseeseens 19
1.3.3. Sustavi DOAOVANGAE  ..ooeiieieeieiee ettt ettt seeeseeenseenseenneens 23
1.3.4. Molekule na stanicnoj povrSini IeUKOCIta  ...coocieiiieiieieciece e 25
1.3.4.1. Uloga neutrofila u imunoloSKOM SUSTAVU  ....c.ecceeieviirieriiiiiecie e 25
1.3.4.2. Biomarkeri na stani¢noj povrsini leukocita: CD64 ...........ccooovveviieiiecieeieecie e 31
1.3.4.3. Biomarkeri na stani¢noj povrsini leukocita: CD11b ..o, 39
1.3.4.4. Biomarkeri na stani¢noj povrsini leukocita: CD15S .o, 42
2. CILJEVITHIPOTEZE oottt 47
3. ISPITANICI I METODE ....oouiiiiiiiiiitiititieieste ettt ettt et 48
3.1, USHIO] IStTAZIVANJA  eeeciieiieiieecieesieesteeie et et e setessteesneesnaesnseensa e seeenseenseeseessaesnseenseesnnens 48
3.2. Ishod istraZivanja i NjEZOVA MJETA  .cceecceeeciieiiieriieeieeteeseeseeeeteeereesreesaeesseenseeseesssesnseenns 48
3.3  BICKA NACRIA oo 49
R TR T 15303 121 01 [ PSP PR 49
3.4.1. Kriteriji odabira ispitanika i razvrstavanja u SKUPINe ........c.cccoeeeeveenienieecierieeee e 49
3.4.2. Hodogram odabira ispitanika i razvrstavanja u skupine = .......ccocceeiieiiinieneee e 52
3.4.3. SNAZA ISITAZIVAINA  .ooeciieeiieiieeieeiee e et et et e s ete st e e seesneesnseesse e seeesseenseesseessaesnseenseensnens 52
R T LY, (<10 T LSRR 53
3.5.1. Odredivanje koncentracije CRP i PCT U SErumu  ..c..ocoeeeiieiieiieeiieieeeeeee e 53
3.5.2. Odredivanje CD64, CD11b i CD15s na stani¢noj povrsini neutrofila ~ ...................... 53
3.5.3. StatiStiCKi POSTUPCT  1oovviieciiiieieecee ettt et re e et e e streeeta e e s tae e ssrae e sbaeessaeessseeennnes 54
4. REZULTATIL ettt ettt et et be et be bbb bbb 56
5. RASP R AV A ettt 67



6. ZAKLIUCAK oo e e et e e e s e s e e e s e e e s e et e e e s e s e e e s e n e e s enns 73

T SAZETAK oottt 74
T1ADSITACE oottt ettt et e e et et e et e eeate e eteeeebe e eetreeebeeentaeeeanes 75
8. DODATAK oottt 76
9. POPIS LITERATURE oo 85
10. ZIVOTOPIS oo 101




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:
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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%).

22



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 indeks s optimalnom granicnom
vrijednosti > 1.5 ima dobru osjetljivost (87%), ali nisku specificnost (41%) za detekciju

bakterijske infekcije.

Icardi 1 sur. (136) odredivali su postoji li znacajna korelacija izmedu razine ekspresije CD64 i
klini¢ki postavljene dijagnoze bakterijske infekcije u odraslih ispitanika. IstraZivanjem se Zeljelo
utvrditi moze li se temeljem nalaza CD64 predvidjeti nalaz pacijentove hemokulture. Autori su
nasli da CD64 indeks > 1.19, kao biomarker bakterijske infekcije, ima osjetljivost od 94.6% 1
specificnost od 88.7%. PPV i NPV bile su 89.8% i 94%. Istodobno je nadeno da u bolesnika koji
su primali ispravno antibiotsko lije¢enje nakon 2 do 3 dana dolazi do brzog smanjenja vrijednosti

CD64 te da je to smanjenje u skladu i praceno regresijom klinic¢kih znakova sepse.

Ranije je navedeno da se, ako se ograni¢imo samo na pedijatrijsku populaciju, CD64 najcesce
istrazivao u podruc¢ju neonatologije gdje je analizirana njegova ucinkovitost u dijagnostici sepse
kod prijevremeno rodene novorodencadi i novorodencadi rodene u ocekivanom terminu (129,

132, 138). U vecini ovih istrazivanja, CD64 se pokazao osrednje dobrim biomarkerom.

U nekoliko istrazivanja usporedena je ucinkovitost CD64 s dijagnostickom vrijednosti i
ucinkovitosti koju su pokazali CRP i PCT. Konacni sud je li ili nije CD64 bolji dijagnosticki

biomarker nije se mogao donijeti jer su rezultati istrazivanja bili dvojbeni.

Fjaertoft i sur. nasli su na povrsini neutrofila nedonoscadi srednje povecanu razinu ekspresije
CD64 koja se, tijekom novorodenackog razdoblja, smanjuje na razine koje su nadene na
neutrofilima u terminske novorodencadi i odraslih (139). Suprotno ovome, Dilli i sur. nisu nasli
znacajnu razliku izmedu ekspresije CD64 na neutrofilima u prijevremeno rodene novorodencadi
u odnosu na novorodencad rodenu u ocekivanom terminu (140). Znacajno je istaknuti da
ekspresija CD64 na neutrofilima prijevremene i terminski rodene novorodencadi koja nisu imala

infekciju, iako je poneSto bila veca nego na neutrofilima u odraslih osoba, nije dosegla razinu
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koja bi bila usporediva s razinom ekspresije CD64 koje su nadene tijekom bakterijske infekcije

(107, 141).

Ng i sur. objavili su nekoliko istrazivanja o ucinkovitosti odredivanja razli¢itih biomarkera na
povrsini leukocita (neutrofila i1 limfocita) u novorodencadi. Veliko kohortno istraZivanje koje je
ispitivalo ucinkovitost dva neutrofilna (CD11b i CD64) i dva limfocitna biomarkera (CD25 i
CD45R0O) u dijagnostici kasne novorodenacke sepse pokazalo je da CD64 ima najviSu
osjetljivost (95-97%) i specificnost (88-90%) za detekciju sepse u trenutku pocetka infekcije te
24 sata kasnije (108). Autori su i u svojim slijede¢im istrazivanjima potvrdili da je razina
ekspresije CD64 na neutrofilima znacajno povecana tijekom infekcije i da je on ucinkoviti
biomarker u dijagnostici i prepoznavanju terminske novorodencadi s klinickom slikom sepse i
pneumonijom (118). U dijagnostici rane novorodenacke sepse, CD64 je imao osjetljivost od 81%
1 NPV od 89%. Dvadesetcetiri sata nakon pocetka sepse, osjetljivost i NPV ovog biomarkera bili
su jo$ bolji 1 povecali su se na 96 i 97%. Ovo je istrazivanje takoder pokazalo i da dodatno
koristenje CRP-a tj. kombiniranje ova dva biomarkera nije znac¢ajno povecalo osjetljivost, ali je
imalo negativan ucinak na specifi¢nost testa te je dovelo do njegovog pada (118). Zaklju¢no, u
svojim istrazivanjima Ng i sur. pokazali su da CD64 ima visoku osjetljivost i NPV za ranu i
kasno nastalu infekciju u novorodencadi (118, 142). Kombinacijom koja se dobije koriStenjem
dodatnog biomarkera poput IL-6 ili CRP dobila se poboljsana osjetljivost i NPV od 100% uz
specifi¢nost od 88% i PPV od 80% (142).

I istrazivanje koje su proveli Layseca-Espinosa i sur. potvrdilo je CD64 kao visoko specifican
prediktor u dijagnostici novorodenacke sepse (109). Autori su pokazali da ovaj biomarker ima
visoku specifi¢nost od 96.8% i PPV za sepsu od 88.8%, iako je osjetljivost bila niska (25.8%), a
NPV osrednja (57.4%). Visoka specificnost CD64 postignuta je na temelju samo jednog
njegovog odredivanja, a nadeno je i da je visoki postotak CD64+ stanica videnih u
novorodenackoj sepsi odrzan u ovih bolesnika barem joS§ slijede¢a 24 sata. Stoga su autori
zakljucili, iako je osjetljivost bila vrlo niska, da je CD64 koristan biomarker u dijagnostici

novorodenacke sepse.

Prosle godine su Genel i sur. objavili da je ekspresija CD64 na stani¢noj povrSini neutrofila
trostruko povecana, a na monocitima dvostruko poveéana u novorodencadi s infekcijom u
odnosu na novorodenc¢ad bez infekcije. Za CD64 koji se odredivao na neutrofilima, u detekciji
novorodenacke infekcije, osjetljivost je bila 81%, specificnost 77%, a NPV 75% (143).

Istovremeno su Choo i sur. usporedili u¢inkovitost odredivanja ekspresije CD64 na neutrofilima
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i CRP-a kao samostalnih testova koji se koriste u dijagnostici i ranoj detekciji novorodenacke
sepse. Ispitanici su bili podijeljeni u tri skupine. Prvu skupinu ¢inila su novorodencad u kojih je
sepsa bila mikrobioloski dokumentirana tj. potvrdena nalazom pozitivne bakterijske kulture krvi
uz postojanje 2 ili viSe klini¢kih znakova ili simptoma infekcije. Drugu skupinu sacinjavali su
ispitanici s postavljenom klini¢kom dijagnozom sepse koji su imali mikrobioloSki negativnu
kulturu krvi, ali su u njih postojala 2 ili viSe klini¢kih znakova ili simptoma infekcije. Tre¢a
skupina je bila kontrolna. Rezultati istrazivanja pokazali su da je CD64 indeks znacajno povecan
u skupinama ispitanika s klinicki postavljenom dijagnozom sepse i skupini s mikrobioloski
dokumentiranom sepsom, a u usporedbi s kontrolnom skupinom. Takoder, vrijednosti CD64
indeksa bile su ve¢e u skupini s dokumentiranom sepsom u odnosu na skupinu s klinicki
dijagnosticiranom sepsom (144). Iznenadujuce, koncentracije CRP-a u serumu nisu se zna¢ajno
razlikovale izmedu ove tri skupine. Osjetljivost, specificnost, PPV i NPV za CD64 i CRP u
skupini s mikrobioloSki dokumentiranom sepsom odredene su koriStenjem skupine s klinicki
postavljenom dijagnozom sepse kao referentnom skupinom. Za CD64 i CRP utvrdena je
osjetljivost od 91% 1 9%, specificnost od 83% 1 83%, PPV od 83% i 33% te NPV od 91% i 50%.
AUC za CD64 indeks i CRP bili su 0.955 i 0.527, §to se statisticki znacajno razlikovalo.
Optimalna grani¢na vrijednost za CD64 indeks bila je 3.0, a za CRP 1.0 mg/dl. Kombiniranim
koristenjem ova dva biomarkera (CD64+CRP) postignuta je osjetljivost od 100%, ali uz nizu
specifi¢nost od 66%. Grani¢na vrijednost CD64 indeksa od 3.0 odredena je u ovom istrazivanju
kao optimalna jer su za tu grani¢nu vrijednost dobivene osjetljivost, specificnost, PPV i NPV >
80%. Ova granicna vrijednost bliska je grani¢noj vrijednosti CD64 indeksa u istrazivanju koje su
proveli Bhandari i sur. Cetiri godine ranije (129). U tom istrazivanju CD64 indeks imao je najvisi
AUC od svih ispitivanih prediktora od 0.852 uz osjetljivost od 80%, specificnost od 79%, a s
grani¢nom vrijednosti od 4.02 u novorodencadi u kojih je sepsa bila potvrdena pozitivhim
nalazom mikrobiolo§ke kulture. U sveobuhvatnoj skupini novorodencadi sa sepsom, CD64
indeks imao je AUC od 0.74 uz optimalnu grani¢nu vrijednost od 2.3. Kombinacijom CD64 i
apsolutnog broja neutrofila dobivena je najvisa NPV od 93% za iskljucenje sepse, a osjetljivost u

dijagnosticiranju sepse bila je 95%.

Posebno zanimanje za ispitivanje ucinkovitosti CD64 kao dijagnostickog biomarkera u jedinici
intenzivnog lijeCenja novorodencadi i djece pokazala je skupina istrazivaca Groselj-Grenc i sur.
Oni su u svom radu pokazali da je u kritino bolesne novorodencadi i djece koja zahtijevaju
intenzivno lijeCenje, u trenutku postavljanja sumnje na sepsu te 24 sata kasnije, ucinkovitost i
dijagnosticka vrijednost CD64 indeksa bila veca od ucinkovitosti uobicajeno koristenih

laboratorijskih biomarkera kao $to su PCT i CRP (132). Groselj-Grenc i sur. definirali su u svom
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istrazivanju optimalnu grani¢nu vrijednost za srednji intenzitet fluorescencije CD64 na stani¢noj
povrsini neutrofila od 72.0. Za tu optimalnu vrijednost, AUC je bio 0.85 uz osjetljivost od 65.5%
i specificnost od 92.6%. Za CD64 indeks izracunata optimalna grani¢na vrijednost za
postavljanje dijagnoze sepse bila je 2.45 uz AUC od 0.83 te osjetljivost od 65.5% 1 specifi¢nost
od 88.9% (128).

U djece koja dolaze na pregled u hitne pedijatrijske ambulante zbog vru¢ice, Rudensky i sur.
istrazivali su ucinkovitost odredivanja ekspresije CD64 u dijagnostici etioloske podloge njihove
bolesti (145). Povecana ekspresija CD64 na neutrofilima nadena je u pacijenata s bakterijskom i
virusnom infekcijom, ali je ta vrijednost bila signifikantno veca u onih ispitanika u kojih je na
temelju klini¢kog pregleda i drugih dijagnosti¢kih pretraga postavljena dijagnoza bakterijske
infekcije. Autori su istodobno utvrdili da je u veceg broja ispitanika iz skupine s virusnom
infekcijom bila je dijagnosticirana infekcija s respiracijskim sincicijskim virusom (RSV). Stoga
su zakljucili da najvjerojatnije upravo RSV infekcija dovodi i do pojacane ekspresije CD64 na
razinu slicnu onoj koja se zapaza u ispitanika s bakterijskom infekcijom. Unato¢ vrlo dobroj
osjetljivosti, autori nisu utvrdili da odredivanje ekspresije CD64 ima dovoljnu specifi¢nost za
dijagnozu bakterijske infekcije unato¢ analizi koja je radena koriStenjem nekoliko razlicitih

grani¢nih vrijednosti.

Sliéne rezultate u bolesnika koji su pregledani u bolnickoj hitnoj ambulanti dobili su Davis i sur.
(124). Autori su zakljucili da je CD64 bolji dijagnosticki prediktor infekcije i/ili sepse u
populaciji bolesnika koji dolaze na pregled u hitne ambulante, u usporedbi s ostalim
biomarkerima koji se najcesce kod takvih pregleda traze (CRP, brzina sedimentacije eritrocita,
broj Stapicastih leukocita te ABN). Za grani¢nu vrijednost CD64 indeksa > 2, utvrdena je
osjetljivost od 87.9%, specificnost od 71.2%, PPV od 60.4% i NPV od 92.2%.

Suprotno od prijasnjeg, losiju uc¢inkovitost odredivanja CD64 indeksa na neutrofilima pokazalo
je nedavno veliko istrazivanje u ispitanika koji dolaze na pregled u ambulante hitne sluzne.
Rezultati su pokazali da je CD64 indeks kao biomarker u dijagnostici sepse imao osjetljivost

koja je bila 65.8%, a specificnost 64.9% (146).

Vazno obiljezje ucinkovitog biomarkera je njegova biokemijska stabilnost zbog toga Sto analiza
ponekad nece biti mogu¢a odmah nakon uzimanja uzorka. Za dobiti §to pouzdaniji nalazi, neki
autori preporucuju obradu uzoraka krvi za analizu stani¢nih povrSinskih markera odmah nakon

uzimanja uzorka, a s ciljem izbjegavanja stanicne apoptoze (29). Medutim, u drugim
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istrazivanjima utvrdilo se da je ekspresija CD64 na neutrofilima bila stabilna i do 30 sati nakon
uzimanja uzorka krvi ako se on do analize drzao na sobnoj temperaturi, a do 72 sata kada je
uzorak bio pohranjen u hladnjaku (112). Isto su potvrdili i autori koji su mjerili i usporedivali
vrijednosti ekspresije CD64 u trenutku uzimanja uzorka krvi, nakon 24, 48 i 72 sata. Tom
analizom nisu nadene znacajne razlike u ekspresiji CD64 izmedu pohranjenih uzoraka krvi na 4
°C, au usporedbi s pocetnom vrijednosti neposredno nakon uzorkovanja krvi (130). Niti Groselj-
Grenc 1 sur. nisu nasli znacajne razlike u vrijednostima CD64 na neutrofilima i monocitima

unutar prvih 36 sati nakon uzimanja uzorka krvi (132).

1.3.4.3. Biomarkeri na stani¢noj povrSini leukocita: CD11b

Integrini su velika obitelj stani¢nih povrSinskih aff heterodimera koji su ukljuceni u interakcije
koje se zbivaju izmedu stanica te stanice i njenog okruzja. 2 integrini, koji imaju zajednicku [3-
podjedinicu (B2, CD18), ali razli¢ite a-podjedinice (CD11a, CD11b, CD11c i CD11d), vazni su
leukocitni receptori ne samo za funkciju leukocita ve¢ i za razvoj upalnog odgovora in vivo

(147). Geni koji kodiraju Cetiri a-podjedinice nalaze se na kracem kraku kromosoma 16 (148).

Integrin CD11b/CD18 (aMP2) poznat je i pod nazivima Mac-1 i komplement receptor tip 3
(CR3). On je dominantni B2 integrinski receptor na neutrofilima, makrofagima i monocitima
(149). Nije eksprimiran na blastima i promijelocitima. Istrazivanja u CD11b—/— miSeva pokazala
su da ovaj integrin ima posebnu ulogu u upalnom procesu, dijelom zajedno s integrinom CD11a
(150). Njegovu biolosku vaznost za normalno funkcioniranje imunoloskog procesa dodatno
potvrduje Cinjenica da postoje razliita patoloSka stanja gdje su integrini defektni ili nedostaju i u
tih osoba nedostatak funkcijskih B2 integrina uzrokuje Zivotno ugrozavajuée infekcije. Kod te
bolesti, nazvane Leukocitna adhezijska deficijencija tip 1, cirkuliraju¢i neutrofili ne mogu
ispravno adherirati ili migrirati preko endotela pa su bolesnici podlozni ponavljaju¢im, Zivotno
ugrozavajué¢im bakterijskim infekcijama (151-153). Sli¢no tome, neprikladno pojacana aktivacija
leukocitnih integrina takoder dovodi do Stetnih posljedica po zdravlje jer pojaCana aktivacija 32
integrina doprinosi odrzavanju i stalnom poticanju upale, nastanku ishemijske reperfuzijske
ozljede (ukljucujuéi akutno zatajenje bubrega, aterosklerozu, autoimune poremecaje i oStecenje

tkiva (153-155)) i razvoju razli¢itih autoimunih bolesti (156).
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Molekularna tezina CD11b je otprilike 170 kDa. Unutarstanicne zalihe CD11b nadene su u
membranama sekretornih i specifi¢nih granula (157). Novorodencad, starije osobe te trudnice
imaju pojacanu ekspresiju CD11b na stani¢noj povrsini granulocita u perifernoj krvi (158-160).
U miruju¢éim neutrofilima odraslih osoba, 95% ukupnog stani¢nog sadrzaja CD11b/CD18
kompleksa pohranjeno je i nalazi se uklopljeno u membrane specificnih granula i sekretornih
vezikula, a samo 5% eksprimirano je na samoj stanicnoj povrsini (161). Sekretorne vezikule se
formiraju tijekom kasnog stadija neutrofilnog sazrijevanja (157). Nakon §to proupalni podrazaj
dovede do stimulacije neutrofila, dolazi do pojac¢ane ekspresije CD11b na njihovoj povrSini

(161).

Upravo stoga, uocCavanje pojacane ekspresije CDI11b moze posluziti kao pokazatelj da je
nastupila aktivacija neutrofila (162-164). U dosadasnjim istrazivanjima, utvrdena je povecana
ekspresija u odraslih bolesnika s infekcijom i1 sepsom (165-170) ili s neinfektivnim
poremecajima (171-173) te je utvrdena povezanost izmedu veée razine ekspresije s tezinom
SIRS-a u akutno bolesnih odraslih osoba (174). Isto tako, temeljem razli¢itih vrijednosti
ekspresije CD11b na stani¢noj povrSini neutrofila, moze se predvidjeti razvoj organskog
zatajenja u bolesnika s cirozom jetre i septickim Sokom i/ili ocekivati lo§iji krajnji ishod lije¢enja
(165, 168, 175). Iznenadujuce, u nekim istrazivanjima rezultati su bili suprotni prije navedenima

pa su tako nadene i normalne vrijednosti CD11b (176, 177), ali ¢ak i snizene (178).

Razliciti rezultati dobiveni su i u istrazivanjima koja su kao ispitanike imala novorodencad.

Weirich i sur. (179) i Nupponen i sur. (180) utvrdili su da je povecanje ekspresije CD11b na
neutrofilima visoko ucinkoviti 1 obecavaju¢i biomarker u dijagnostici rano nastale
novorodenacke infekcije. Istrazivanje koje su proveli Nupponen i sur. (180) obuhvacalo je 39
novorodencadi u kojih je postavljena sumnja na postojanje infekcije tijekom prvih 48 sati zivota.
U sklopu dijagnosticke obrade koja se prema protokolu bolnice u kojoj su bili lije¢eni morala
provesti, u 35 ispitanika odredivala se dodatno i ekspresija CD11b na povrsini neutrofila pomocu
metoda proto¢ne citometrije. Ispitanici su podijeljeni u tri skupine: u prvoj su bili ispitanici sa
sepsom, druga je bila skupina ispitanika s moguc¢om infekcijom, a treca je bila kontrolna
skupina. Utvrdena je razlika u ekspresiji CD11b izmedu skupina: ekspresija CD11b bila je

najveca u prvoj skupini, nesto manja u drugoj, a u tre¢oj su vrijednosti bile najmanje.

Genel i sur. (143) su 2012. godine objavili da je ekspresija CD11b na neutrofilima i monocitima
znacajno veca u novorodencadi s infekcijom, a u usporedbi s novorodencadi kod koje nije

utvrdeno postojanje infekcije ili sa zdravom novorodencadi iz kontrolne skupine. Autori su
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pokazali da je CDI11b na neutrofilima, kao ispitivani biomarker za detekciju i dijagnostiku
novorodenacke infekcije, imao osjetljivost od 66%, specifi¢nost od 71% te NPV od 61%. Sli¢no

je dobiveno i za CD11b na monocitima: osjetljivost je bila 70%, specificnost 62%, a NPV 61%.

Suprotne rezultate u odnosu na prije navedena istrazivanja pokazali su Ng i sur. (108) u svom
radu iz 2002. godine. Autori nisu uspjeli razluciti nedonoscad s kasno nastalom infekcijom od
onih bez infekcije na temelju odredivanja razine ekspresije CD11b na stani¢noj povrSini
neutrofila. Ova se dijagnosticka neucinkovitost CD11b ne moZe opravdati kao moguca
posljedica nezrelosti neutrofila i zbog toga poremecene ekspresije CD11b na njima. Naime, u
drugom istrazivanju, utvrdena je povecana ekspresija CDI11b usporedivih vrijednosti u
prijevremeno rodene i terminski rodene novorodencadi, a nakon §to se ona inducirala pomocu
neutrofilnih agonista (181). Kao moguci razlog zbog ¢ega su Ng i sur. dobili ovakve rezultate,
mogla bi biti metoda koju su autori koristili pri odredivanju ekspresije CD11b. Naime, uzorci
krvi bili su izlozeni promjenama temperature in vitro za $to je pokazano da utjece na ekspresiju
CD11b. Takoder, u istrazivanju je koristen EDTA kao antikoagulans, a pokazano je da on ima

negativan ucinak na optimalno vezanje protu-CD11b protutijela na njihove epitope (182).

Layseca-Espinosa i sur. pokazali su da, nakon neutrofilne aktivacije, postoji pojacana ekspresija
CD11b/CD18 na neutrofilima, a smanjena ekspresija CD43, CD50 i CD62L, ali da se niti jedan
od ovih biljega ne moze smatrati korisnim i ucinkovitim biomarkerom u dijagnostici

novorodenacke sepse, barem ne samo temeljem jednog odredivanja (109).

I u slucaju ovog biomarkera, bilo je vazno istraziti i utvrditi njegovu biokemijsku stabilnost.

Turunen i sur. (183) istrazivali su moguce promjene u ekspresiji CD11b unutar razdoblja od 24
sata nakon uzimanja uzorka krvi. S ciljem izbjegavanja fagocitne aktivacije in vitro, uzorak krvi
je odmah nakon uzimanja ohladen na ledu i nakon toga pohranjen u hladnjaku na temperaturi od
4°C. Razina ekspresije CD11b na neutrofilima odredivana je u novorodenceta bez infekcije
neposredno nakon uzimanja uzorka krvi te 24 sata kasnije od ostatka istog uzorka krvi.
Koeficijenti reproduktibilnosti za ekspresiju CD11b na neutrofilima, u uzorku od 6 ispitanika,
bili su 27 relativnih fluorescentnih jedinica (RFU, engl. relative fluorescence units) $to znaci da
postoji ocekivanje od 95% da ¢e razlika u utvrdenoj ekspresiji CD11b na neutrofilima, izmedu
uzoraka koji se odrzavaju na 4°C do 24 sata, biti manja od 27 RFU, a §to autori smatraju
nebitnim. Turunen i sur. objavili su da je na Dan 0 (dan kada je uziman uzorak krvi za

hemokulturu zbog klinicki postavljene sumnje na infekciju) medijan ekspresije CD11b na
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neutrofilima bio znacajno visi u skupini ispitanika s infekcijom u odnosu na kontrolnu skupinu.
ROC analizom odredena je optimalna grani¢na vrijednost za ispitanike koji su imali infekciju (n
= 7) u odnosu na ispitanike koji su bili bez infekcije (n = 16). Za CD11b na neutrofilima, kod
optimalne grani¢ne vrijednosti od 139 RFU, utvrdena je osjetljivost od 100%, specifi¢nost od
56%, PPV od 50% te NPV od 100%, a AUC je bio 0.83. U skupini ispitanika kod kojih je
postojala tek moguca infekcija, ekspresija CD11b bila je slicna kao i u kontrolnoj skupini. Ovo
istrazivanje pokazalo je da je odredivanje CD11b ekspresije koristan dijagnosticki postupak u
ranoj dijagnostici novorodencadi s kasno nastalom sepsom (183). Rezultati ovog istrazivanja
takoder su pokazali i da postoji povecana ekspresija CD11b u neke od novorodencadi iz skupine
s infekcijom ¢ak i do 3 dana prije pocetka simptoma i pojave znakova infekcije. Stoga su autori
predlozili da bi bilo korisno prospektivno mjeriti ekspresiju CD11b jer bi to moglo, barem u
dijela novorodencadi, omoguciti znacajno ranije postavljanje dijagnoze infekcije te stoga i ranije
zapocCinjanje prikladnog antibiotskog lijecenja. LoSa specificnost koja je dobivena u ovom radu
dodatno potvrduje potrebu za uzimanjem hemokulture tj. uzorka krvi za mikrobiolosku analizu u
onih bolesnika u kojih se sumnja na bakterijsku infekciju i /ili sepsu. Zaklju¢no je istaknuto da su
ispitanici iz kontrolne skupine imali stalno niske razine CD11b ekspresije te da je metoda kao
takva stabilna i da su rezultati reproducibilni. Istodobno je istaknuto i da invazivno lijeCenje
poput postavljanja sredi$njih venskih katetera te parenteralna prehrane ili strojna ventilacija ne

dovode do povecanja ekspresije CD11b (183).

Na temelju svih prije navedenih rezultata istrazivanja koja su istrazivala u¢inkovitost odredivanja
CD11b i CD64 na neutrofilima, vidljivo je da niti jedan od ovih biomarkera na stani¢noj povrsini
leukocita, samostalno ili u kombinaciji, nije dovoljno osjetljiv ili specifican da omoguci lijecniku
da prekine ili uopée ne zapo¢ne antibiotsko lijeCenje u novorodenceta, dojenceta ili djeteta koje
ima klinicke znakove koji upuéuju na razvoj bakterijske infekcije. Stovise, analiza ovih
biomarkera u klinickom okruzju zahtjeva specijaliziranu opremu i stru¢no osoblje, a uzorke krvi
treba $to prije obraditi i analizirati. Ovo ogranicava prakti¢nu primjenu u klinicCkom okruzju pa je

istrazivanje novih i moguce boljih biomarkera na stani¢noj povrsini leukocita i dalje u tijeku.

1.3.4.4. Biomarkeri na stani¢noj povrsini leukocita: CD15s

Vise puta ponovljeno je da je prvi korak u nakupljanju leukocita u podrucje upale njihovo

priljubljivanje uz zid krvne zile te kotrljanje niz njega (184). Tijekom kotrljanja, adhezivna
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kontaktna zona izmedu stanice i endotela krvne Zile brzo se prenosi niz zid krvne zile. Ovo
zahtijeva brzo razaranje i stvaranje novih adhezivnih veza, a da bi proces tekao neometano
neophodno je da brzina stvaranja tih veza bude jednaka brzini njihova razaranja. Selektini i neki

integrini aktivno sudjeluju u ovim procesima (184).

Za potpuno razumijevanje uloge selektina u reguliranju ekstravazacije leukocita u upalna
podrucja, potrebno je tocno utvrditi za koju se kemijsku strukturu na stani¢noj povrsini leukocita
veze E-selektin. Biokemijska ispitivanja pokazala su da razliCiti glikoproteini prepoznaju E-

selektin, a medu njima su PSGL-1, L-selektin, ESL-1, CD43, CD44 te 2 integrini (185).

Zajednicka poveznica i slicnost svih istaknutih liganada je da svi na sebi eksprimiraju glikane
tipa sijalil Lewis x. Dakle, sijalil Lewis x (Slika 2.) i srodne skupine imaju veliku i vaznu ulogu u
inicijalnim zbivanjima koja prethode ekstravazaciji leukocita u upalno tkivo i smatra se da one

sluze kao ugljikohidratni ligandi za E i P-selektin (186-190).

G
’a3 —~B4 gl R
\_/

’ = NN-acetilneuraminska 1li sijjalinska kiselina
O = Galaktoza (Gal)

- = NN-Acetilglukozamin (GlcINACc)
A = Fukoza (Fuc)
R = N- 111 O-glikani

Slika 2. Kemijska struktura Sijalil Lewis x (102)
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Sijalil Lewis x (sLe*, CD15s) je tetrasaharid i najmanji je poznati ligand za selektine. On je prvo
identificiran kao humani tumor-vezujuci antigen i naden je na svim visoko malignim tipovima
stanica raka. CD15s je eksprimiran na stani¢noj povrsini cirkuliraju¢ih granulocita i monocita te,
nakon Sto ih prepoznaju endotelni selektini, posreduju u inicijalnim interakcijama izmedu

leukocita i endotelnih stanica.

Chen i sur. (191) identificirali su mAb, koja su sva bila IgM klase, na ugljikohidratne antigene
CD15 i CD15s. Protu-CD15 protutijela reagirat ¢e s CD15s samo onda kada se s njega odstrani
sijalinska kiselina (192). Ovo je potvrdeno i u istrazivanjima koja su radena u sli¢no vrijeme kao
i prethodno. I u njima je nadeno, a u analizi su koriSteni monociti na ¢ijoj je povrsini CD15s
dominantan oblik, da monociti reagiraju s protu-CD15 protutijelima tek nakon digestije s

neuraminidazom koja je enzim koji cijepa glikozidnu vezu sa sijalinskom kiselinom (193, 194).

CD15s nastaje sijalizacijom distalne laktozaminske jedinice prije njene fukozilacije (195). U
istrazivanjima s leukemijskim blastima nadeno je da su blasti bili negativni za CD15 i slabo
pozitivni za CD15s te da je ekspresija obje CD15 forme znacajno porasla s nastavkom procesa
sazrijevanja od promijelocita do segmentiranih neutrofila s tim da je u fazi segmentacije doslo do
laganog smanjenja (196-198). Sli¢no istrazivanje normalne kostane srzi potvrdilo je ekspresiju
CD15s na CD34+ stanicama (199). Nadeno je i da se ekspresija CD15s na neutrofilima iz
periferne krvi poveéa nakon primjene G-CSF (200).

Vise razlic¢itih skupina istrazivaca Zeljelo je u svojim radovima podrobnije objasniti ulogu

CD15s.

Brunk i sur. (201) te Alon i sur. (202) pokazali su, a §to je prije navedeno, da tijekom vezanja i
kotrljanja leukocita postoji interakcija izmedu E-selektina i liganda koji na sebi imaju glikolipide

koji eksprimiraju glikane tipa sLe". (Slika 3.) Isto je potvrdeno i u istrazivanju kod Stakora (203).

B2 integrini su visoko glikozilirani proteini (205, 206), a ugljikohidratne skupine na obje
podjedinice CD11b/CD18 nadene su iznimno bitnima za njihovu urednu funkciju ukljucujuci
vezanje liganda (205). I Zen i sur. su takoder u svom radu iznijeli direktne dokaze da su obje
podjedinice, a nakon $to su izdvojene s normalnih ljudskih neutrofila obloZene sa sLe* (207).
Naime, i CD11b i CDI18 prepoznaju protu-sLe* protutijela $to je dokaz da oba na sebi
eksprimiraju sLe® skupine. Dodatni dokaz je dobiven i nakon §to su isti autori izveli

imunofluorescentno oznacavanje te fluorescentno-aktivirano stani¢no skeniranje s ciljem

44



utvrdivanja dijele li sLe™ skupine i CD11b/CDI18 isti lokalizacijski obrazac na neutrofilima i
imaju li slican sekrecijski put nakon stimulacije. I jedno i drugo je potvrdeno, odnosno nadena je
podudarnost u njihovom poloZaju na stani¢noj povrsini leukocita i u sekundarnim granulama

neutrofila.
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Slika 3. Uloga sLe® (CD15s) u vezanju i kotrljanju leukocita. Gornji dio slike prikazuje
reverzibilno vezanje leukocita za endotel posredstvom veza koje se stvaraju izmedu selektina
(ovdje je prikazan E-selektin) i njihovih ugljikohidratnih liganada na leukocitima (ovdje je
prikazan sijalil-Lewis™ — sLe"). Kako ta veza nije dovoljno jaka da se suprotstavi sili strujanja
krvi 1 tako zaustavi leukocit, on se nastavi kotrljati niz endotel neprestano stvarajuci i razbijajuci
kontaktnu vezu selektina sa svojim ligandom. Nakon upalnog podrazaja (donji dio slike) dolazi
do indukcije i drugih molekula na povrsini leukocita i endotela (poput ICAM-1 ili CD11b/CD18
koji nije prikazan na slici), a jaCe veze izmedu njih zatim dovedu do zaustavljanja leukocita i

njegove ekstravazacije (204).
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Zen i sur. su takoder stimulirali neutrofile s N-formil-metionin-leucin-fenilalaninom (fMLP).
fMLP je peptidni lanac kojeg proizvode neke bakterije, a djeluje kao jaki kemoatraktant koji,
izmedu ostalog, inducira adheziju, degranulaciju i proizvodnju slobodnih radikala kisika u
fagocitnim stanicama. U eksperimentalnim istrazivanjima, fMLP se koristi za poticanje stani¢ne
aktivacije granulocita. Autori su nakon stimulacije neutrofila primijetili pove¢anu ekspresiju
sLe® skupina na njihovoj stani¢noj povrsini (207). Iznimno je vazna €injenica da je povecanu
ekspresiju sLe* na stani¢noj povrsini neutrofila istodobno pratila i povetana ekspresija
CD11b/CD18. Isti u¢inak na ekspresiju sLe* na neutrofilima nakon njihove stimulacije utvrdili

su takoder i Misugi i sur. (203).

Zen i sur. su izveli i test kojim su Zeljeli utvrditi u¢inak protu-sLe* monoklonskog protutijela na
kemotaksiju neutrofila preko acelularnih filtera obloZenih kolagenom. Autori su pokazali da
vezanje specifiénog protutijela za sLe® skupine na CD11b/CDI18 znacajno remeti funkciju
neutrofila ukljucuju¢i indukciju njihove agregacije i indukciju oslobadanja neutrofilnih
sekundarnih granula. Istodobno bila je poremecéena migracija neutrofila preko filtera i to tijekom
perioda od 3 sata. Za razliku od toga, neutrofili na koje se nije djelovalo s protu-sLe*
monoklonskim protutijelom pokazali su snaznu migraciju te ih je vise od 50% migriralo nakon 1
sat. Zakljucak istrazivanja je bio da je integrin CD11b/CD18 vazan glikoprotein Cije je vezanje
za E-selektin posredovano sLe* skupinama i da su one iznimno bitne za normalno funkcioniranje
ovih procesa. U ovom istrazivanju, protu-CD11b protutijelo OKM-1 je koriSteno kao pozitivna
kontrola inhibicije. OKM-1 je doveo do potpune blokade neutrofilne migracije, $to je takoder

uputilo na to da migracija neutrofila ovisi o ovom integrinu (207).

U dosadasnjim istrazivanjima nadeno je da odredivanje ekspresije CD64 na stani¢noj povrsini
neutrofila ima visoku osjetljivost i specificnost u dijagnostici bakterijske infekcije i sepse u
novorodencadi (118, 129). Takoder, znacajno povecana ekspresija CD64 nadena je i u djece s
vruc¢icom koja je bila uzrokovana bakterijskom infekcijom (145). Tijekom bakterijske infekcije,
utvrdena je i povecana ekspresija CD11b na stani¢noj povrsini neutrofila (143, 180). lako CD11b
na sebi sadrzi iznimno vazne kemijske strukture CD15s te se, temeljem dosadasnjih istrazivanja,
moze ocekivati znacajno poveéanje njihove ekspresije tijekom bakterijske infekcije, nisu do
sada provedena istrazivanja u kojima bi se analizirala moguca ucinkovitost njegovog odredivanja

kao dijagnosti¢kog biomarkera infekcije u djece.
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2. CILJEVI I HIPOTEZE

Glavni cilj istrazivanja je:

- usporediti u€inkovitost i1 dijagnosticku vrijednost razliitih biomarkera za rano postavljanje
dijagnoze OBI u dojencadi mlade od 6 mjeseci koja su nakon pregleda u hitnoj pedijatrijskoj
ambulanti zbog vruéice nepoznatog uzroka zaprimljena na bolnicko lijeCenje s klinickom

sumnjom na OBI.

Sporedni cilj je, temeljem multivarijatne analize:
- odrediti kombinaciju biomarkera pomocu koje se bolje moze dijagnosticirati OBI nego §to je to

moguce koriStenjem pojedinacnih biomarkera.
Hipoteza istrazivanja je da ¢e se ispitivani biljezi na stani¢noj povrSini neutrofila pokazati

ucinkovitim dijagnostickim biomarkerima OBI te da ¢e odredivanje ekspresije CD64, CD11b i

CD15s na povrsini neutrofila znacajno pridonijeti ranoj i ispravnoj dijagnostici OBI.
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3. ISPITANICI I METODE

3.1. Ustroj istraZivanja

Istrazivanje je s obzirom na pristup bilo eksperimentalno, a s obzirom na namjenu primijenjeno.
Glede nacina dobivanja podataka rijec je o opazajnom istrazivanju, dok je vremenska orijentacija
bila prospektivna budu¢i da je konacna dijagnoza bolesti u ispitanika bila postavljena nakon
zavrSnog lijecnickog pregleda i na temelju nalaza zatrazenih laboratorijskih i drugih

dijagnostickih pretraga. Specificni ustroj koji se koristio je kohortno istrazivanje.

3.2. Ishod istrazivanja i njegova mjera

Primarni ishod je ucinkovitost razliCitih biomarkera u dijagnostici OBI i u diferencijaciji
bakterijske od virusne infekcije mjerena povrSinom ispod ROC krivulje. Uz pomo¢ ROC krivulje
, u¢inkovitost ¢e se utvrditi pojedinacno za svaki biomarker mjerenjem ukupne povrsine ispod

ROC krivulje.

Mjera primarnog ishoda je metricka varijabla koja predstavlja vjerojatnost da ¢e kod slucajno
odabranog ispitanika iz skupine s OBI u odnosu na slu¢ajno odabranog ispitanika iz skupine s
virusnom infekcijom, vrijednost biomarkera biti viSa od izraCunate optimalne grani¢ne

vrijednosti.

Primarni biomarkeri su:

- geometrijski srednji intenzitet fluorescencije (GMI) CD15s na stani¢noj povrsini neutrofila
(CD15s),

- postotak CD15s pozitivnih neutrofila (%CD15s+),

- apsolutni broj CD15s pozitivnih neutrofila (AC-CD15s+),

- geometrijski srednji intenzitet fluorescencije (GMI) CD11b na stani¢noj povrSini neutrofila
(CD11b),

- geometrijski srednji intenzitet fluorescencije (GMI) na stani¢noj povr$ini neutrofila (CD64),
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- broj leukocita (L),
- apsolutni broj neutrofila (ABN),
- koncentracija C-reaktivnog proteina u serumu (CRP) i

- koncentracija prokalcitonina u serumu (PCT).

Sekundarni ishodi ukljucuju:

a) ostale parametre tocnosti dijagnostickoga testa (osjetljivost, specificnost, prediktivne
vrijednosti). Navedeno se odreduju za optimalnu grani¢nu vrijednost prema ROC
krivulji, sve su metricke i sluze za usporedbu dijagnostic¢ke i klinicke vrijednosti testova.

b) mjere prikladnosti regresijskih modela (pseudo R2) te omjere izgleda za OBI u modelima
logisticke regresije s dijagnozom kao zavisnom varijablom te razli¢itim biomarkerima
kao prediktorima. Cilj je odredivanje kombinacije biomarkera s veCom dijagnostickom

vrijednos¢u za OBI od pojedina¢nih biomarkera.

3.3. Eticka nacela

Etic¢ko povjerenstvo Klinickog bolni¢kog centra (KBC) Split odobrilo je provodenje istrazivanja.
Da bi dojence moglo biti ukljuceno u ispitivanje, roditelji ili zakonski skrbnici ispitanika trebali
su pristati na ukljucivanje u istrazivanje, a §to su potvrdili potpisom na Obrazac informiranog

pristanka.

3.4. Ispitanici

3.4.1. Kriteriji odabira ispitanika i razvrstavanja u skupine

Uklju¢ivanje ispitanika u istrazivanje vrsilo se po principu sljedbenih ispitanika u hitnoj
pedijatrijskoj ambulanti Klinike za djecje bolesti KBC Split. Uzorkovanu populaciju ¢inila su

dojencad mlada od 6 mjeseci koju su roditelji ili zakonski skrbnici doveli na pregled u ambulantu
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zbog vrucice te koju je nakon pregleda neovisni i slucajno odabrani lijecnik, koji ne sudjeluje
aktivno u ovom istrazivanju, odlucio zaprimiti na bolnicko lijeCenje zbog sumnje na OBI kao

uzrocnika vruéice ¢ije porijeklo nije mogao utvrditi pregledom.

Ostali uklju¢ni kriteriji bili su:

- gestacijska dob > 37 tjedana
- rektalno izmjerena tjelesna temperature > 38°C tijekom posljednjih najmanje 24 sata, a na

temelju izjave roditelja / skrbnika

Iskljucni kriteriji bili su:

- zapoceto antibiotsko lijeCenje tijekom posljednjih 48 sati pred prijem u bolnicu
- od ranije poznata imunodeficijencija (prirodena ili steCena)
- cijepljenje tijekom posljednjih 5 dana

- prijem u pedijatrijsku hitnu ambulantu i hospitalizacija tijekom vikenda ili praznika

Za vrijeme prijema dojenceta u bolnicu ili neposredno nakon toga, uzeti su uzroci krvi ili drugih
tjelesnih tekuc¢ina Ciji su se nalazi analize koristili u istrazivanju te su izvrSene sve potrebne
dijagnosticke pretrage. Zdravstveno osoblje u suradnim sluzbama (laboratorijska dijagnostika,
mikrobioloski laboratorij i radioloska dijagnostika) nije bilo upoznato s klini¢kim stanjem
dojenceta ili nalazima drugih pretraga. Temeljem nalaza zatrazenih i obavljenih pretraga,
anamneze i ponavljanih klinickih pregleda, na dan otpusta dojenceta iz bolnice, dva pedijatra,
ista za sve ispitanike, zajednicki su postavila konac¢nu dijagnozu. Navedeni pedijatri nisu
sudjelovali aktivnho u ovom istrazivanju i nisu imali pristup niti su bili upoznati s nalazima

protocne citometrije.
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Ovisno o postavljenoj kona¢noj dijagnozi, ispitanici su razvrstani u skupine:
1) skupina bolesnika s OBI,

2) skupina bolesnika s virusnom infekcijom (VI).

Zdrava dojencad, kod kojih nije postojala ikakva sumnja na infekciju i koja su bila bez poznate

kroni¢ne bolesti, a €iji je uzorak krvi morao biti uzet u ambulanti Klinike za djecje bolesti iz

razli¢itih razloga, ukljucena su u ispitivanje kao kontrolna skupina.

U skupinu s OBI razvrstani su ispitanici u kojih je: (11)

- postavljena konac¢na dijagnoza sepse ili bakterijemije, potvrdena i temeljem pozitivhog
mikrobioloskog nalaza hemokulture

- postavljena konacna dijagnoza bakterijskog meningitisa, potvrdena i temeljem pozitivnog
mikrobioloskog nalaza kulture cerebrospinalnog likvora

- postavljena konacna dijagnoza infekcije mokra¢nog sustava, potvrdena temeljem pozitivnog
mikrobioloskog nalaza urinokulture (>10° kolonija/ml jednog patogenog mikroorganizma u
uzorku dobivenim sterilnim nac¢inom)

- na radiolo§koj snimci pluc¢a naden nalaz koji je u skladu s konaénom dijagnozom pneumonije
(lobarna konsolidacija ili infiltrat), a Sto je potvrdio radiolog s iskustvom iz pedijatrijske
radiologije

- postavljena konacna dijagnoza bakterijskog gastroenteritisa, potvrdena i temeljem pozitivnog
mikrobioloskog nalaza koprokulture

- postavljena konac¢na dijagnoza celulitisa

U skupinu s VI razvrstani su ispitanici u kojih je:

- dobiven pozitivan nalaz izolacije virusnog antigena iz uzorka krvi, ispirka nazofarinksa ili
uzorka stolice

- postavljena konacna dijagnoza virusne infekcije temeljem klasi¢nog i ocekivanog razvoja
virusne bolesti (npr. exanthema subitum)

- tijekom hospitalizacije doSlo do spontanog oporavka bez potrebe za primjenu antibiotskog

lijecenja, a unutar 48 sati od trenutka hospitalizacije
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3.4.2. Hodogram odabira ispitanika i razvrstavanja u skupine

Pregled u hitnoj pedijatrijskoj ambulanti

!

| Priiem na bolnicko lijecenie zbog sumnie na OBI

N

Uzimanje uzoraka za Dodatne pretrage po procjeni
analizu nadleZznog lije¢nika, npr. Rtg nalazi

l

Laboratorij za medicinsku
kemiju i biokemiju Odjel za medicinsko Odjel za mikrobiologiju
laboratorij. dijagnostiku

Redoviti klini¢ki pregledi

CD15s, CD11b, CD64, CRP, PCT, L, ANC, kulture i
AC-CD15s+, %CD15s+ ostali zatraZeni nalazi
Konac¢na dijagnoza <
OBl skupina VI skupina

3.4.3. Snaga istraZivanja

Istrazivanje se provodilo do zadovoljenja uvjeta minimalne veli¢ine uzorka u svakoj od
ispitivanih skupina (OBI skupina, VI skupina). Kako se pridruzivanje ispitanika u skupine vrsilo
na temelju neovisnog, zavrsnog lijecnickog pregleda zatajivanje pridruzivanja i maskiranje se
nije provodilo. Zatajivanje skupina analitiaru nije bilo moguce zbog specifi¢nog zahtjeva da se
nadu biomarkeri koji dobro predvidaju OBI i uéinkoviti su u diferenciranju bakterijske od

virusne infekcije.

Post hoc analiza snage provedena je za sve biomarkere koriStene u ROC analizi (PASS 12.
NCSS, LLC. Kaysville, Utah, USA). Postojeca veli¢ina uzorka (39 ispitanika koji su pridruzeni
u OBI skupina i 30 ispitanika koji su pridruzeni u VI skupinu) dovoljna je da se postigne snaga
veca od 80% za detekciju razlika izmedu AUC od 0.50 pod nisticnom hipotezom i AUC od

minimalno 0.71 pod alternativnom hipotezom, koriste¢i dvostrani z-test uz razinu znacajnosti
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0.05. Izuzetak je jedino %CD15s za kojeg je postignuta snaga iznosila 75%. Neovisno od toga

%CD15s pokazao se kao znacajan prediktor bakterijske infekcije.

3.5. Metode

3.5.1. Odredivanje koncentracije CRP i PCT u serumu

Nakon uzimanja uzorka krvi u Vacutainer tubu bez antikoagulansa (Becton Dickinson,
Plymouth, Velika Britanija), odredivanje vrijednosti koncentracije CRP-a 1 PCT-a u serumu
vrsilo se u Odjelu za medicinsku laboratorijsku dijagnostiku KBC Split. Za odredivanje CRP-a
koristio se reagens Multigent CRP Vario na aparatu ARCHITECT ¢i8200 (Abbot, Wiesbaden,
Njemacka), a prema prilozenim uputama proizvodaca. Odredivanje PCT-a izvrSeno je na aparatu
mini-VIDAS (Biomerieux, Lyon, Francuska) koriStenjem reagensa Vidas B-R-A-H-M-S PCT, a

prema priloZzenim uputama proizvodaca.

3.5.2. Odredivanje CD64, CD11b i CD15s na stani¢noj povrsini neutrofila

Iako postoje mnogi testovi koji koriste protocnu citometriju za analizu stani¢nih obiljezja i/ili
funkcija, protoCna citometrija se ponajvise rabi u cilju imunofenotipizacije, tj. obiljezavanja
specifi¢nih stani¢nih biljega. Proto¢ni citometar se sastoji od 3 medusobno povezana sustava:
proto¢nog, optickog i elektronskog. Protocni sustav Cine pokretacka tekucina, koja je nosac
suspenzije stanica, suspenzija stanica i zracni potisak. On omogucuje da stanice iz suspenzije
pojedinacno laminarnom protokom kroz sustav uske kapilare dolaze do snopa laserskog svjetla.
Lasersko svjetlo, le¢e, filtri i osjetnici Cine opticki sustav. Nakon §to se stanice obasjaju
svjetlom, stupanj rasprSenja svjetlosti iste valne duljine pokazatelj je fizickih osobina stanica -
veli¢ine i1 zrnatosti. Dodatno obiljezavanje stanica slobodnim ili za monoklonska protutijela
vezanim fluorescentnim bojama (fluorokromima) rabi se za dodatno obiljezavanje specificnih
stani¢nih struktura. Fluorokromi obasjani laserskom svjetlos¢u emitiraju svjetlost vece valne

duljine od ulazne svjetlosti, a hvataju je specificni osjetnici protocnog citometra. Elektronski

53



sustav pretvara svjetlosne signale u digitalne signale koji se prenose u elektronicko rac¢unalo i
sluze za analizu.

Za definiciju stani¢nih populacija naj¢esce se koristi tockasti dijagram veli¢ine i zrnatosti stanica
(FSCxSSC) na kojem se postavlja regija (R) analize oko ciljnih stanica iz kojih ¢e se analizirati

specifi¢ni fluorescentni signali.

U ovom istrazivanju, uzorak krvi skupljao se u Vacutainer tubu s KszEDTA antikoagulansom
(Becton Dickinson, Plymouth, Velika Britanija). Nakon dopreme uzorka u laboratorij Katedre za
medicinsku kemiju i biokemiju Medicinskog fakulteta u Splitu, puna krv (100 pl) tretirala se s
FcR reagensom za blokiranje nespecificnog vezanja (FcR blocking reagent, Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Njemacka), a zatim inkubirala s protu-CD15-fluorescein izotiocijanat
(FITC) protutijelom (Invitrogen, Carlsbad, SAD), protu-CD11b-fikoeritrin (PE) 1 protu-CD64-
fikoeritrin-cijanin 5 (Pc5) protutijelima (IQ Test, Beckman Coulter, Marseille, Francuska) u
jednoj tubi te protu-CD15s protutijelom (BD Pharmingen, San Diego, SAD) u drugoj tubi 30
minuta na ledu. U drugu tubu se zatim dodalo sekundarno protumisje protutijelo konjugirano s
FITC-om (BD Pharmingen, San Diego, SAD) i inkubiralo 30 minuta na ledu. Nakon hemolize
eritrocita otopinom za liziranje (Red Blood Cell Lysis Solution (10x), Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Njemacka), 10° dogadaja biljeZilo se na Coulter Epics XL protoénom citometru
(Beckman Coulter Corporation, Miami, SAD). Izotipske kontrole (misji IgM obiljezen s FITC-
om i neobiljezeni misji IgM (Caltag, Burlingame, SAD), Stakorski IgG1 obiljeZzen s PE-om
(CellLab, Beckman Coulter, Marseille, Francuska) i misji IgG1 obiljezen s Pc5 (IQ Test,
Beckman Coulter, Marseille, Francuska)) kao i neobojeni uzorci stanica koristili su se kao
negativne kontrole. Nespecifi¢no vezanje sekundarnog protutijela bilo je iskljuceno koristenjem
stanica obojenih samo protumisjim IgM protutijelom, proizvedenim u Stakoru, konjugiranim s
FITC-om (BD Pharmingen, San Diego, SAD). Postotak pozitivnih stanica i geometrijski srednji

intenzitet fluorescencije (GMI) analizirao se FloJo racunalnim programom.

3.5.3. Statisticki postupci

ROC analiza koristila se za procjenu dijagnosticke vrijednosti pojedinog biomarkera. Optimalni
prag utvrden je Youdenovim indeksom. Usporedba biomarkera vrsila se na temelju parametra
AUC-a, ali i ostalih mjera tocnosti testa: specificnosti, osjetljivosti te prediktivnih vrijednosti.

Univarijatna 1 multivarijatna logisticka regresija s dijagnozom kao zavisnom varijablom te
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biomarkerima kao prediktorima koristila se za direktnu usporedbu kvalitete biomarkera (omjer
izgleda) te za pronalazenje kombinacije prediktora koja predvida OBI bolje od pojedinacnih
biomarkera (usporedba mjera prikladnosti regresijskih modela).

Uz navedeno, u analizi su se koristile metode opisne i inferencijske statistike. Vrijednosti
kategorijskih varijabli izmedu skupina usporedivale su se X2-testom. Usporedba srednjih
vrijednosti (kvantitativne varijable) ispitala se t-testom ili Mann—Whitney testom ovisno o
normalnosti razdiobe. Rezultati su se interpretirali na razini znacajnosti p<0.05 uz koriStenje

statistickog paketa Statistica 7.0 (StatSoft, Tulsa, SAD).

Kada se odredeni test procjenjuje na kontinuiranoj varijabli, osjetljivost i specificnost ovisit ¢e o
tome na kojem mjestu izmedu pozitivnih 1 negativnih rezultata je postavljena grani¢na
vrijednost. Odnos izmedu osjetljivosti i specifi¢nosti moze biti graficki prikazan koristenjem
ROC krivulje. Pomaknutost krivulje proksimalno tj. blize gornjem lijevom kutu grafa je
pokazatelj bolje tocnosti ispitivanog testa. Naime, u tom slucaju ¢e ucestalost to¢no pozitivnih
nalaza biti bliza broju 1 (100%), a ucestalost lazno pozitivnih nalaza ¢e biti bliza broju 0 (0%).
Sveukupna toc¢nost testa se moze prikazati i kao AUC tj. povrsina ispod ROC krivulje. AUC od
0.5 znaci da postoji jednaka vjerojatnost da ¢e rezultat tog testa biti ili pozitivan ili negativan, a

Sto je test bolji vrijednost AUC-a je sve bliza broju 1. U idealnom testu, AUC bi bilo 1.

Nakon §to se odabere optimalna grani¢na vrijednost, izracuna se osjetljivost i specificnost.
Osjetljivost i specificnost su pokazatelji vrijednosti odredenog testa. Osjetljivost je udio bolesnih
ispitanika u kojih je test dao pozitivan nalaz. Specificnost je udio zdravih ispitanika u kojih je

test dao negativan nalaz.

Interval pouzdanosti je mjera preciznosti nekog testa i §to je on uZi test je pouzdaniji. Obi¢no se
izrazava interval pouzdanosti od 95%. Intervali pouzdanosti se izrazavaju za AUC. Kada se
interpretira AUC kod kojeg interval pouzdanosti ukljucuje i vrijednost 0.5, navedeno znaci da za

ispitivani test postoji jednaka moguénost da ¢e dati ili pozitivan ili negativan nalaz.
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4. REZULTATI

Ovo istrazivanje provedeno je u razdoblju od 01. srpnja 2011. do 31. prosinca 2011. Tijekom tog
Sestomjesecnog razdoblja, 6720 djece mlade od 18 godina roditelji ili zakonski skrbnici doveli su
na pregled u pedijatrijsku hitnu ambulantu zbog razlicitih razloga, a 726 od njih (10.8%) bila su
dojencad mlada od 6 mjeseci. Nakon pregleda koji je obavio, lije¢nik u ambulanti donio je
odluku da od pregledanih 726 dojencadi hospitalizira 149 (20.5%) zbog osnovane sumnje da je
OBI uzrokom vruéice i da bi upucivanje takve djece kuc¢i uz eventualno propisivanje peroralnih

antibiotika predstavljalo rizik po zdravlje.

Hospitalizirana dojencad koja su zadovoljila uklju¢ne kriterije za ovo istrazivanje, a nisu
zadovoljavala niti jedan od isklju¢nih kriterija ukljuena su u istrazivanje (n=105). Ispitanici
hospitalizirani tijekom prvih 5 mjeseci provodenja ovog istrazivanja tvorili su skupinu koja je
sluzila za ishodisno istrazivanje — ispitivana skupina (n=69), a ispitanici hospitalizirani tijekom
posljednjeg mjeseca ovog istrazivanja (prosinac 2011.) tvorila su skupinu kojom se Zeljela

procijeniti valjanost dobivenih rezultata — validacijska skupina (n=36).

Temeljem postavljene konacne dijagnoze, ispitanici iz ispitivane skupine rasporedeni su u dvije
skupine: OBI skupina (n = 39) i VI skupina (n = 30).

Zdravi ispitanici u kontrolnoj skupini ¢inili su trecu skupinu (n = 38).
Skupine u ishodiSnom istrazivanju (dvije ispitivane + kontrolna) bile su usporedive po svojim

demografskih karakteristikama, osim §to je nadena statisticki znacajna razlika u tjelesnoj masi

ispitanika izmedu OBI i VI skupine (Tablica 6).
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Tablica 6. Demografske karakteristike ispitanika po skupinama

OBI Vi C
(n=39) (n =30) (n=38)
Broj (postotak), srednja vrijednost ili medijan (95% CI)
Muski spol (%) 26 (66.7%) 18 (60%) 17 (44.7%)
Dob (dana), 114 (96-131) 92 (71-115) 101 (82-119)

srednja vrijednost

Tjelesna masa (g), 6390 (5913-6877) 5404 (4899-5985) 5759 (5317-6214)

srednja vrijednost

Gestacijska dob 39 (39-40) 39 (37-40) 40 (39-40)

(tjedni), medijan

Rodna masa (g), 3415 (3256-3580) 3208 (2928-3502) 3487 (3294-3666)

srednja vrijednost

Rodna duljina 50 (49-51) 49 (48-50) 50 (49-50)

(cm), srednja

vrijednost

OBI — ozbiljna bakterijska infekcija, VI — virusna infekcija, C — kontrolna skupina.

Postavljene konac¢ne dijagnoze u OBI skupini bile su:
- infekcija mokra¢nog sustava u 22 ispitanika uz uzrocnike:
- Escherichia coli (18 ispitanika)
- Klebsiella pneumoniae (3)
- Enterococcus (1)
- pneumonija u 13 ispitanika,
- sepsa u 2 ispitanika uz uzro¢nike:
- E. coli (1 ispitanik)
- Streptococcus grupe B (1)
- bakterijski gastroenteritis (Salmonella group D) u 1 ispitanika

- cellulitis u 1 ispitanika.

Konacne dijagnoze u VI skupini postavljene su temeljem:
- pozitivnog testa detekcije virusnog antigena u 18 ispitanika uz uzro¢nike:
- Respiratorni sincicijski virus (13 ispitanika)

- Rota virus (5).
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- spontanog oporavka bez potrebe za primjenu antibiotskog lijecenja u 10 ispitanika
- klasi¢nog i o¢ekivanog razvoja virusne bolesti, dijagnoza exanthema subitum postavljena je u

2 ispitanika.

Niti jedan ispitanik nije ostao nerasporeden ili je njegova raspodjela u pripadajuc¢u skupinu
izazvala prijepor izmedu dva pedijatra koja su donosila kona¢nu dijagnozu. Takoder, niti jednom
od ispitanika nije postavljena dijagnoza fokalne (,,non serious‘) bakterijske ili gljivicne
infekciju. Niti jedan od ispitanika nije primio cjepivo protiv pneumokoka (Streptococcus
pneumoniae) ili meningokokno konjugirano cjepivo, medu ostalim i stoga jer ova cjepiva nisu
uklju¢ena u zakonom propisani kalendar obveznog cijepljenja u Republici Hrvatsko;j.

Nalazi primarnih biomarkera iz ispitivanih skupina te kontrolne skupine prikazani su u Tablici 7.

U usporedbi s kontrolnom skupinom, broj leukocita bio je znafajno visi u OBI 1 VI skupini
(p<0.05). Geometrijski srednji intenzitet fluorescencije CD11b na stani¢noj povrSini neutrofila
bio je znacajno visa u OBI skupini, a u usporedbi s kontrolnom (p<0.05), ali znac¢ajna statisticka
razlika izmedu OBI I VI skupine nije utvrdena. Geometrijski srednji intenzitet fluorescencije

CD15s nije se statisticki zna¢ajno razlikovao izmedu skupina.

Svi ostali ispitivani biomarkeri (ABN, CRP, PCT, CD64, %CDI15s+, i AC-CD15s+) bili su

statisticki znacajno razli¢iti izmedu svih ispitivanih skupina.
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Tablica 7. Nalazi primarnih biomarkera u ispitanika

OBI Vi C Statistika™* Post
(n=39) (n=30) (n=38) hocst
Broj (postotak), srednja vrijednost ili medijan
(95% CI)
Broj leukocita 15.3 (13.5- 12.7 (11.0- 10.1 (8.9-11.3) P<0.001 (OBL),
(x107/1), srednja 17.1) 14.4) (VIL,0)
vrijednost
ABN (x10°/1), 7.95 (6.7-9.25) 4.77 (3.55- 2.48 (2.07- P<0.001 svi
srednja vrijednost 5.97) 2.95)
CRP (mg/l), 48.6(333- 45(1.1-97) 03(0.2-0.3) P<0.001 svi
medijan 82.3)
PCT (ng/ml), 0.7 (0.4-1.2) 0.11 (0.1-0.2) 0.04 (0.03- P<0.001 svi
medijan 0.07)
CD11b (GMI), 1.81 (1.74- 1.74 (1.47- 1.44 (1.32- P=0.007 (OBL,C)
medijan 1.95) 1.90) 1.70)
CD64 (GMI), 2.70 (2.37- 2.31 (2.08- 1.74 (1.49- P<0.001 svi
medijan 3.03) 2.40) 2.04)
CD15s (GMI), 2.99 (2.63- 3.17 (2.69- 2.87(2.36- P=0.514
medijan 3.49) 3.99) 3.46)
%CD15s+, 93.5(92.3 - 87.0 (81.4 — 77.1(73.2— P<0.001 svi
medijan 96.9) 93.4) 84.5)
AC- CDI15s+ 7.40 (6.25- 4.18 (3.15- 1.91 (1.60- P<0.001 svi
(x10°/1), srednja 8.66) 5.36) 2.24)

vrijednost

OBI — ozbiljna bakterijska infekcija, VI — virusna infekcija, C — kontrolna skupina, ABN —

Apsolutni broj neutrofila, CRP — C-reaktivni protein, PCT — prokalcitonin, GMI- geometrijski

srednji intenzitet fluorescencije, %CD15s+ - postotak CD15s+ neutrofila, AC-CD15s+ -

apsolutni broj CD15s+ neutrofila. * Razliciti statisticki testovi koriSteni su ovisno o vrsti

podataka i distribuciji: Kruskal-Wallis (CRP, PCT, sve varijable intenziteta fluorescencije i

postotak CD15s+ neutrofila) i ANOVA (ostale varijable). fPost hocs — samo parovi skupina

izmedu kojih je utvrdena znacajna razlika u vrijednosti biomarkera (p<0.05) su navedeni u

zagradama; svi - statisticki znacajna razlika postoji izmedu svih parova skupina.
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Na temelju ovih rezultata, odabrani su potencijalno ucinkoviti biomarkeri za diferencijaciju
izmedu bakterijske i1 virusne infekcije te su odredene njihove AUC vrijednosti. Isto tako, s ciljem
odabiranja optimalne grani¢ne vrijednosti za istrazivani biomarker, za razliCite razmatrane

vrijednosti odredene su osjetljivost, specifi¢nost te omjeri vjerojatnosti.

Rezultati analize prikazani su na slijede¢im slikama, a detaljna statisticka obrada je u dodatku.
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Slika4. ROC krivulja za C-reaktivni protein (CRP) s prikazanim 95% intervalima pouzdanosti
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Slika 5. ROC krivulja za prokalcitonin (PCT) s prikazanim 95% intervalima pouzdanosti
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Slika 6. ROC krivulja za apsolutni broj CD15s pozitivnih neutrofila (AC-CD15s+) s prikazanim
95% intervalima pouzdanosti
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Slika 7. ROC krivulja za apsolutni broj neutrofila s prikazanim 95% intervalima pouzdanosti
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Slika 8. ROC krivulja za CD64 (GMI) s prikazanim 95% intervalima pouzdanosti
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Slika 8. ROC krivulja za postotak CD15s pozitivnih neutrofila (%CD15s+) s prikazanim 95%
intervalima pouzdanosti

ROC analizom potvrdeno je da su odabrani biomarkeri korisni za diferencijaciju bakterijske od
virusne infekcije (AUC>0.6 i p<0.05 za sve). Tablica 8. skupno pokazuje izraCunate osjetljivosti,
specifiCnosti i omjere vjerojatnosti za odabrane primarne biomarkere koji se koriste u
diferencijaciji bakterijske od virusne infekcije, a koriStenjem izracunate optimalne granicne

vrijednosti za odredeni biomarker.
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Tablica 8. Karakteristike biomarkera u diferencijaciji izmedu bakterijske i virusne infekcije

koriStenjem izraCunate optimalne grani¢ne vrijednosti

Biomarker AUC 95% P Optimalna  Osjetljivost  Specifi¢nost Pozitivni Negativni
CI grani¢na (%) (%) omjer omjer
vrijednost vjerojatnosti vjerojatnosti
CRP 0.88 0.806 <0.001 >11.3 90 73 3.37 0.14
(mg/l) -
0.959
PCT 0.86 0.781 <0.001 >0.37 67 93 10.00 0.36
(ng/ml) -
0.947
AC- 0.75 0.633 <0.001 >5.47 67 77 2.86 0.43
CD15s+ -
(x10°/1) 0.848
ABN 0.73 0.611 <0.001 >5.69 69 73 3.03 0.4
(x10°/1) -
0.852
CD64 0.71  0.590 0.003 >2.43 64 77 2.75 0.47
(GMI) -
0.831
%CD15s+ 0.68 0.551-  0.01 > 84.6 90 47 1.68 0.22
0.814

CRP - C-reaktivni protein, PCT — prokalcitonin, AC-CD15s+ - apsolutni broj CD15s+

neutrofila, ABN — apsolutni broj neutrofila, GMI — geometrijski srednji intenzitet fluorescencije,

%CD15s+ - postotak CD15s+ neutrofila.

Potencijalni biomarkeri su dodatno analizirani i medusobno kombinirani te su kao prediktori

ukljuceni u razlicite viSestruke logisticke regresijske modele (MLR) za predikciju postojanja

OBI ili VI. Varijable koju su bile identificirane u razli¢itim modelima kao signifikantni neovisni

prediktori bile su CRP, PCT, ABN, CD64 te AC-CD15s+ 1 %CD15s+ neutrofila.

The-best-fit model, s kategorijskim varijablama CRP, PCT, i %CDI15s+ kao signifikantnim

prediktorima, odabran je izmedu razli¢itih modela (Tablica 9). U usporedbi sa slijede¢im

najboljim modelom koji je uklju¢ivao samo kombinaciju CRP-a i PCT-a kao prediktora, dodatno

ukljugivanje %CD15s+ u model povecéalo je R* za 5% i poboljalo sveukupnu to&nost
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klasifikacije, odnosno diferencijacije bakterijske od virusne infekcije, za 4.3%. U kona¢nom

modelu najvisi omjer izgleda za OBI naden je s %CD15s+.

Predikcijska jednadzba za postavljanje dijagnoze bakterijske ili virusne infekcije u dojenceta
mladeg od 6 mjeseci s vru¢icom nepoznatog uzroka glasi:
Logit (SBI)= -3.549+2.355*categorical % CD15+2.234*categorical PCT+2.243*categorical CRP,

s kategorijom biomarkera (SBI=0) kao referentnom (vidi Tablicu 9).

Tablica 9. Signifikantni kategorijski prediktori u kona¢nom (finalnom) modelu

Prediktor Omyjer izgleda za OBI (95% CI)* ]
(grani¢na vrijednost)

CRP 9.4 (1.83-48.54) 0.007
(<11.3 mg/l)

PCT 9.3 (1.29-67.62) 0.027
(<0.37 ng/l)

%CD15s+ 10.5 (1.72-64.53) 0.011
(<84.6%)

CRP — C-reaktivni protein, PCT — prokalcitonin, %CD15s+ - postotak CD15s+ neutrofila, OBI —
ozbiljna bakterijska infekcija. *Kategorija s vrijednostima ispod ROC grani¢ne vrijednosti je

dana kao referentna.
Vrijednost kona¢nog modela bila je vrlo dobra sa ¢ak 85.5% slucajeva ispravno klasificiranih
kao OBI ili VI (Tablica 10). Osjetljivost modela bila je 87%, specifi¢nost 83%, dok su pozitivni

1 negativni omjeri vjerojatnosti bili 5.1110.16.

Tablica 10. Uc¢inak predloZzenog optimalnog modela za predvidanje ozbiljne bakterijske infekcije

Nadeno Predvideno
Virusna Ozbiljna bakterijska Postotak to¢noga, %
infekcija, n infekcija, n
Virusna infekcija 25 5 83.3
Ozbiljna bakterijska 5 34 87.2
infekcija
Ukupni postotak 85.5
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S ciljem potvrdivanja vrijednosti predloZzenog modela, model je testiran na 36 ispitanika koji su

tvorili validacijsku skupinu. Ovi ispitanici bili su usporedivi s ispitanicima iz ispitivane skupine

u vecini svojih demografskih karakteristika (Tablica 11.) osim tjelesne mase u OBI skupini.

Tablica 11. Demografske karakteristike ispitanika u validacijskoj skupini

OBI Vi
(n=21) (n=15)

Broj (postotak),; medijan (95% CI)
Muski spol (%) 7 (47%) 11 (52%)
Dob (dana) 64 (52-105) 108 (51-148)
Tjelesna masa (g) 5010 (4652-5743) 6000 (5153-7023)
Gestacijska dob 39 (38-40) 40 (39-40)
(tjedni)
Rodna masa (g) 3400 (2930-3605) 3500 (3455 -3850)
Rodna duljina (cm) 49 (47-51) 51 (49-52)

OBI — ozbiljna bakterijska infekcija, VI — virusna infekcija.

Toc¢nost modela bila je jo§ viSa, te je njegovim KoriStenjem ¢ak 89% dojencadi bilo to¢no

klasificirano. Osjetljivost je bila 86%, specificnost 93%, a pozitivni i negativni omjer

vjerojatnosti bili su 12.86 1 0.15.

Model za predikciju dijagnoze dostupan je na web stranici:

http://genom.mefst.hr/~ajeronci/SBI/Predict SBI or VI.xls
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S. RASPRAVA

Tijekom pregleda dojenceta kojeg se dovodi u pedijatrijsku hitnu ambulantu zbog vrucice
nepoznatog porijekla, potrebno je uzeti detaljne heteroanamnesticke podatke od roditelja ili
zakonskih skrbnika, temeljito pregledati dojence (somatski i neuroloSki status) i uliniti sve
potrebne dijagnosticke pretrage. Ako se na temelju svega navedenoga ne moZze sa sigurnoséu
postaviti dijagnoza bolesti, potrebno je dojence zaprimiti na bolnicko lijecCenje zbog dodatnog i
detaljnijeg promatranja, a ponekad ¢e biti potrebno i empirijski zapoceti lijeCenje antibioticima.
Antibiotsko lijecenje ¢e biti poglavito potrebno ako se nadu klini¢ki znakovi koji upucuju na

OBI.

Cilj ovog istrazivanja bilo je prospektivno istraziti ucinkovitost, dijagnosticku vrijednost i
prediktivnu snagu razli¢itih biomarkera u dijagnostici OBI u dojencadi s vru¢icom nepoznatog
porijekla. Neophodni preduvjet za odabir biomarkera bilo je odredivanje njihove ucinkovitosti i
dijagnosticke vrijednosti u prepoznavanju infekcije u cjelini bez obzira na uzrocnika bolesti.
Zbog toga je u istrazivanje ukljucena kontrolna skupina zdravih ispitanika. Zatim su odabrani
potencijalno ucinkoviti biomarkeri za detekciju OBI te za diferencijaciju izmedu bakterijske i

virusne infekcije kod hospitalizirane dojencadi s vru¢icom nepoznatog porijekla.

Predlozen je optimalni model za predikciju OBI u kojem su kao prediktori koristeni CRP, PCT i
%CD15s+, a pomoc¢u njega je 85.5% dojencadi ispravno klasificirano u OBI ili VI skupinu.
Osjetljivost modela bila je 87%, a specificnost modela 83%. Kada je predlozeni model validiran,
njegova to¢nost bila je jo§ viSa pa je pomocu njega 89% dojencadi ispravno klasificirano. Uz
CRP i PCT, %CD15s+ neutrofila pokazan je kao snazan prediktor s visokom osjetljivoscu i
omjerom vjerojatnosti za SBI (u logistickom modelu). Iznenadujuce, %CD15s+ je imao najvisi
omjer vjerojatnosti za OBI pa je tako u ispitanika s OBI vrijednost %CD15s+ bila skoro 11 puta
vjerojatnije veca od granic¢ne vrijednosti, a Sto je viSe nego $to je za Siroko koristene CRP i PCT.
Ostali ispitivani biomarkeri: CD15s, CD64, CD11b, broj leukocita te ABN nisu se pokazali kao

signifikantni prediktori u kombiniranom optimalnom modelu.

Uloga biomarkera je od iznimne vaznosti u procesu postavljanja dijagnoze infekcije, posebno u
procesu diferenciranja bakterijske infekcije od virusne ili gljivicne jer pravovremeni pocetak
ispravnog lijeCenja smanjuje moguénost komplikacija i povezan je s boljim ishodom lijeCenja.
Upravo zbog toga, mnogi dijagnosticki pokazatelji, ukljucivo i razli¢iti bodovni sustavi, razvijeni

su s ciljem prepoznavanja pacijenata s visokim ili niskim rizikom za postojanje bakterijske
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infekcije, naroito OBI. Siroko prihvaceni pristup za postavljanje dijagnoze u ovih bolesnika je
kombinacija klinickog pregleda i laboratorijskih nalaza s drugim dijagnostickim postupcima.
Medutim, niti jedan model tj. pristup nije se pokazao dovoljno osjetljivim ili specifi¢nim da bi se
uz pomo¢ njega s apsolutnom sigurnos¢u mogla postaviti ili odbaciti dijagnoza infekcije (1, 28,
59).

Manji broj znanstvenika istrazivao je dijagnosticku ulogu i uc¢inkovitost odredivanja CRP i PCT
u dijagnostici OBI kod djece s vru¢icom koja se javljaju na preglede u hitne ambulante (21-23,
50, 53, 73, 74). Rezultati ovog istrazivanja pokazali su statistiCki znaCajnu razliku u
vrijednostima CRP i PCT izmedu hospitalizirane dojencadi s vru¢icom i kontrolne skupine
ispitanika te su potvrdili njihovu vrijednost kao u¢inkovitih biomarkera infekcije. Takoder, i
CRP i PCT su imali skoro slicnu u¢inkovitost u dijagnostici OBI te u moguénosti diferenciranja
bakterijske infekcije od virusne infekcije u bolesnika koji su dovedeni na pregled u hitnu
ambulantu. Medutim, zbog niZe osjetljivosti, ponekad ih je ipak potrebno koristiti u kombinaciji

s drugim biomarkerima (11).

Optimalna grani¢na vrijednost koncentracije CRP-a u serumu od 11.3 mg/l, izraGunata u ovom
istrazivanju, niza je od vecine predlozenih grani¢nih vrijednosti u ranije objavljenim
istrazivanjima, ali je u skladu s grani¢nom vrijednosti u istrazivanju Gendrela i sur. (53)
Koristenjem samo CRP-a, ¢ija je optimalna grani¢na vrijednost bila 10 mg/l, autori su pokazali
osjetljivost od 98% za razlikovanje bakterijske od virusne infekcije. Upravo zbog ovako niske
vrijednosti CRP-a, koja je bila i niza od srednje vrijednosti CRP-a u ispitanika s virusnom
infekcijom, ocekivano je dobivena niska specificnost (50%). U naSem istraZivanju, optimalna
grani¢na vrijednost je visa od srednje vrijednosti CRP-a u ispitanika iz skupine s virusnom

infekcijom (4.5 mg/1), specificnost je bolja (73%), ali je osjetljivost niza (90%).

U prije spomenutom istrazivanju Gendrela i sur. odredivana je i u¢inkovitost PCT-a. Nadeno je
da PCT ima vrlo visoku osjetljivost (96%) 1 specificnost (87%) u dijagnostici invazivne
bakterijske infekcije i da je statisticki znacajno ucinkovitiji biomarker nego sto je CRP na vise
razlicitih grani¢nih vrijednosti (AUC od 0.94 za PCT, AUC od 0.89 za CRP). Za diferenciranje
bakterijske od virusne infekcije, za grani¢nu vrijednost PCT-a od 1 pg/l, utvrdena je osjetljivost
od 83%, a specificnost od 93% (53). Taj rezultat je u suprotnosti s rezultatima ovog istrazivanja
gdje je ucinkovitost PCT-a bila loSija od ucinkovitosti CRP-a u diferenciranju bakterijske od
virusne infekcije. LoSija ucinkovitost PCT-a dijelom moZe biti uzrokovana i povezana s

¢injenicom da su u skupini ispitanika s OBI samo dva ispitanika imala dijagnosticiranu
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invazivnu infekciju (sepsu). Za izracunatu optimalnu grani¢nu vrijednost PCT-a od 0.37 mg/ml,

utvrdena je dobra specificnost (93%), ali niza osjetljivost (67%).

Ostala istrazivanja koja su provedena u djece s vru¢icom koja su pregledana u hitnim
ambulantama, iznijela su sli¢ne rezultate te je vecina njih istaknula odredivanje koncentracije
Lacour i sur., oboje, CRP i PCT nadeni su kao visoko osjetljivi biomarkeri. Ocekivano, autori su
ih odlucili kombinirati, $to je dovelo do jo$ viSe osjetljivosti (96%), ali je doSlo do smanjenja
specificnosti na 67% (21). Isti su autori slicne rezultate nasli i u istrazivanju dvije godine
kasnije.(22) Analizirani su laboratorijski nalazi djece mlade od 3 godine sa slicnim uklju¢nim
kriterijima kao i u ovom istrazivanju. Za grani¢nu vrijednost PCT-a od 0.5 ng/ml utvrdena je
osjetljivost od 93%, a specificnost od 74%, dok je CRP naden kao manje osjetljiv i specifican

biomarker nego $to je bio u prethodnom istrazivanju.

Nesto visa specificnost PCT-a i bolja osjetljivost CRP-a u dijagnostici OBI, utvrdena za njihove
optimalne granicne vrijednosti, nadena je u nedavnom istrazivanju koje su proveli Andreola i
sur. (23). Ispitanici su bili heterogena skupina djece mlada od 3 godine koja je dovedena na
pregled u pedijatrijske hitne ambulante. Za slicnu skupinu ispitanika, najniza osjetljivost CRP-a
utvrdena je u istraZivanju koje je provedeno u djece s vruéicom iz Spanjolske (50). CRP kao
pojedinacni biomarker bio je slabije osjetljiv i specifican nego PCT za koji je utvrdeno da je
najbolji prediktor bakterijske infekcije, s visokom specificnoséu od 94.3%, ali umjerenom

osjetljivos¢u od 65.5% uz grani¢nu vrijednost od 0.53 ng/ml.

Izneseni rezultati podupiru ¢injenicu da se konac¢na dijagnoza OBI ne moze donijeti samo na

temelju vrijednosti CRP-a i PCT-a te da su neophodni uc¢inkovitiji i pouzdaniji biomarkeri.

Nadeno je da, tijekom infekcije, dolazi do poticanja ekspresije CD11b i CD64 na stanicnoj
povrsini neutrofila. Upravo stoga, odredivanje ekspresije ovih leukocitnih antigena pomocu
protocne citometrije moze se pokazati brzom i uc¢inkovitom metodom u dijagnostici bakterijske

infekcije ili sepse, a koja pri tome zahtjeva minimalnu koli¢inu uzorka krvi.

U ambulantama hitne sluzbe, CD64 se pokazao ucinkovitim biomarkerom u dijagnostici sepse
(osjetljivost 87.9%, specifi¢nost 71.2%) i izdvojen je kao bolji prediktor infekcije u usporedbi sa
CRP-om, brojem nesegmentiranih neutrofila i apsolutnim brojem neutrofila (124). U ovom

istrazivanju, potvrdena je ucinkovitost odredivanja ekspresije CD64 na stani¢noj povrSini
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neutrofila kao biomarkera infekcije. Ekspresija CD64 je znacajno bila visa u OBI i VI skupini, a
u usporedbi s kontrolnom skupinom. Potvrdena je i njegova ucinkovitost u diferenciranju
bakterijske od virusne infekcije jer su znacajno vise vrijednosti ekspresije CD64 nadene u OBI
skupini, a u usporedbi s VI skupinom. Ipak, njegova ucinkovitost i vrijednost pokazala se
manjom u usporedbi s ucinkovitosti PCT-a i CRP-a. Za optimalnu grani¢nu vrijednost,
osjetljivost CD64 je bila niska (64%), ali je specificnost (77%) bila visa nego Sto je bila
specificnost CRP-a (73%).

Rezultati u ovom istrazivanju sli¢ni su rezultatima koje su objavili Rudensky i sur. (145). Oni su
takoder istrazivali u¢inkovitost odredivanja ekspresije CD64 na neutrofilima u mlade djece s
vruc¢icom koja su dovedena na pregled u hitnu pedijatrijsku ambulantu. Autori su nasli povecanu
ekspresiju CD64 u djece s bakterijskom i virusnom infekcijom, ali znacajno viSe u onih s
bakterijskom infekcijom. Unato¢ vrlo dobroj osjetljivosti, CD64 se ipak nije pokazao dovoljno
specificnim za postavljanje dijagnoze bakterijske infekcije na nekoliko razmatranih razli¢itih
grani¢nih vrijednosti. I u tom istrazivanju, kao i ovom, ve¢ina virusnih infekcija bila je
uzrokovana RSV-om za koji su pretpostavili da povecava ekspresiju CD64 na razinu kao i kod

bakterijske infekcije.

Rezultati dosadasnjih istrazivanja pokazali su da je ekspresija CD11b na neutrofilima tijekom
bakterijske infekcije povecana (179, 180), smanjena (178) pa ¢ak i normalna (176, 177). U
istrazivanjima u kojima je ekspresija CD11b bila povecana, ovaj se biomarker pokazao visoko
ucinkovitim i obecavajuc¢im dijagnostickim biomarkerom rano nastale novorodenacke infekcije,
a pokazao se i korisnim biomarkerom u diferenciranju bolesnika sa sepsom od onih sa sumnjom
na infekciju. Zbog toga je u ovom istrazivanju ocekivana znacajno povecana ekspresija CD11b
na povrsini neutrofila u skupini ispitanika koji su primljeni na bolnicko lijeCene u odnosu na
zdrave ispitanike iz kontrolne skupine. Takoder, oCekivala se znaCajna razlika u ekspresiji
CD11b izmedu OBI i VI skupine te da ¢e ovo istrazivanje potvrditi uc¢inkovitost CD11b u
diferenciranju bakterijske od virusne infekcije. Iznenadujuce, utvrdena je samo znacajna razlika
izmedu OBI skupine i kontrolnih ispitanika uz AUC od samo 0.59 za dijagnostiku OBI. Imajuéi
sve ovo u vidu, odredivanje ekspresije CD11b na stani¢noj povrSini neutrofila i njegova
ucinkovitost u dijagnostici infekcije i dalje ostaju kontroverznim Sto zahtjeva nastavak

istrazivanja.

U istrazivanjima kojima je u centru pozornosti bio proces kotrljanja leukocita niz zid krvne Zile i

njihova adhezija, pokazano je da CD15s i njemu sli¢ne skupine koje su eksprimirane na stanicnoj
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povrsini leukocita imaju vaznu ulogu u inicijalnim zbivanjima ekstravazacije leukocita u tkivo
(188, 190). Znacajna uloga ovih skupina je i dodatno potvrdena rezultatom istrazivanja u kojem
njihova ligacija specificnim protutijelom znacajno utjeCe na funkciju neutrofila. U istom
istrazivanju, nakon stimulacije s tripeptidom fMLP, nadena je njihova poviSena ekspresija na

povrsini neutrofila (207).

Imajuc¢i u vidu Ccinjenice da je proizvodnja E-selektina znacajno povisena zbog djelovanja
upalnih medijatora, Cinjenicu da je u nekim prijaSnjim istrazivanjima utvrdena povecana
ekspresija CD11b tijekom infekcije, kao i pokazanu povecanu ekspresiju CDI15s nakon
stimulacije s fMLP, hipoteza ovog istrazivanja bila je da ¢e i1 ekspresija CDI15s biti znacajno
povecana na povrsini neutrofila tijekom infekcije 1 da se on moze pokazati ucinkovitim

dijagnostickim biomarkerom OBI.

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su statisticki znacajnu razliku u vrijednostima %CD15s+ i
AC-CD15s+ izmedu OBI, VI i kontrolne skupine (p<0.001), ali razlika nije utvrdena za
intenzitet fluorescencije CD15s. Oboje, i AC-CD15s+ 1 %CD15s+ pokazali su se u¢inkovitim
biomarkerima za diferencijaciju izmedu bakterijske i virusne infekcije s utvrdenim AUC od 0.75
1 AUC od 0.68. Jedan od njih, %CD15s+, ¢ak je pokazan kao znacajan prediktor OBI nakon §to
je napravljen optimalni model za predvidanje OBI. Tocnost predloZzenog modela, koja je kasnije
testirana na usporedivoj skupini pacijenata, bila je vrlo dobra i potvrdila je hipotezu da CD15s
moze imati ulogu ucinkovitog biomarkera u detekciji OBI te u diferencijaciji bakterijske od

virusne infekcije.

Relativno mali broj ispitanika ukljucenih u ovo istrazivanje usporediv je s drugim slicnim
istrazivanjima (208). U dijelu ranijih istrazivanja preporuc¢eno je da se analiza i odredivanje
ekspresije biomarkera na stani¢noj povrSini neutrofila u¢ini neposredno nakon uzimanja uzorka
krvi, a s ciljem izbjegavanja apoptoze (29). Obzirom da ova analiza zahtjeva specijalne uredaje 1
stru¢no osoblje, u ovom trenutku je redovita svakodnevna primjena u klinickom okruzju tesko
provediva zbog organizacijskih i financijskih poteskoca. Ipak, vazno je takoder istaknuti da su
drugi autori utvrdili da je ekspresija CD64 na neutrofilima stabilna vise od 30 sati nakon
uzimanja uzorka krvi koji ¢e tijekom tog vremena biti pohranjen na sobnoj temperaturi (132,
209, 210), odnosno do 72 sata ako je uzorak krvi pohranjen u hladnjaku (112, 130). Za razliku od
stabilne ekspresije CD64, nestabilna ekspresija CD11b je nadena u nekim istrazivanjima (209,
210). Upravo zbog toga, a s ciljem izbjegavanja stanicne apoptoze Sto je viSe moguce, analiza

svih uzoraka krvi u ovom istrazivanju uradena je unutar 16 sati od uzimanja uzorka krvi. Svi
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postupci bili su u skladu s ranije objavljenim protokolom iz istrazivanja koje je pokazalo da je
odredivanje ekspresije CD11b unutar 24 sata od uzimanja uzorka krvi pouzdana metoda ¢iji su

rezultati ponovljivi i provjerljivi (183).
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6. ZAKLJUCAK

Najbolji utvrdeni visestruki logisticki regresijski model za predikciju postojanja OBI ili VI
utvrden je koriStenjem kombinacije %CD15s+, CRP i PCT kao snaznih prediktora i
najucinkovitijih biomarkera u dijagnostici OBI u dojenc¢adi mlade od 6 mjeseci koja su dovedena

na pregled u hitnu pedijatrijsku ambulantu zbog vruéice nepoznatog uzroka.

Osim njih, ABN, CD64 i AC-CDI5s+ takoder su nadeni kao korisni biomarkeri za

diferencijaciju bakterijske od virusne infekcije.

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su po prvi puta da je CD15s ucinkoviti biomarker u

dijagnostici OBI i u diferenciranju bakterijske od virusne infekcije.
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7. SAZETAK

Rano prepoznavanje ozbiljne bakterijske infekcije (OBI) u djece neophodno je za bolji ishod
lijecenja. Analiza molekula na stani¢noj povrsini neutrofila proto¢nom citometrijom se sve ¢esSce
koristi kao dijagnosticka metoda. Cilj istrazivanja je bio usporediti uc¢inkovitost i dijagnosticku
vrijednost razli¢itih biomarkera u ranoj dijagnostici OBI. Ispitanici su bila dojencad (n=105)
mlada od 6 mjeseci s vru¢icom nepoznatog uzroka koja su hospitalizirana zbog sumnje na OBI te
zatim raspodijeljena, temeljem konacne dijagnoze, u skupinu s bakterijskom ili virusnom
infekcijom. Sezdestdevetero dojendadi je uklju¢eno u ishodisnu ispitivanu skupinu, a 36 u
validacijsku skupinu. Glavni ishodi istrazivanja su bile uéinkovitosti razli¢itih biomarkera u
dijagnostici OBI te karakteristike modela za diferencijaciju bakterijske od virusne infekcije.
Istrazivani biomarkeri su bili broj leukocita, apsolutni broj neutrofila (ABN), koncentracija C-
reaktivnog proteina (CRP) i prokalcitonina u serumu (CRP), ekspresija CD11b, CD15s i CD64,
postotak CD15s pozitivnih neutrofila (%CD15s+) i1 apsolutni broj CD15 pozitivnih neutrofila
(AC-CD15s+). U dojencadi s OBI, vrijednost %CD15s+ bila je 10.5 puta vjerojatnije veé¢a od
grani¢ne vrijednosti. ABN, CRP, PCT, CD64 i AC-CDI15s+ su takoder nadeni kao korisni
biomarkeri za diferencijaciju bakterijske od virusne infekcije. Najbolji utvrdeni viSestruki
logisticki regresijski model za predikciju postojanja OBI ili VI utvrden je koristenjem CRP, PCT
i %CDI15s+ kao znaéajnih prediktora OBI. Osjetljivost modela (87%), specifi¢nost (83%),
pozitivni (5.11) i negativni (0.16) omjer vjerojatnosti potvrdili su njegovu veliku tocnost. Nakon
Sto je model validiran, tocnost je ostala velikom: osjetljivost 86%, specifi¢nost 93% ut pozitivni

omjer vjerojatnosti od 12.86, a negativni od 0.15.
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THE UTILITY OF LEUCOCYTE CD15s, CD11b AND CD64 ANTIGEN
DETERMINATION IN DIAGNOSIS OF SERIOUS BACTERIAL INFECTION IN
FEBRILE INFANTS

ABSTRACT

Early recognition of serious bacterial infections (SBI) in children is essential for better treatment
outcomes. Flow cytometry analysis of neutrophil surface molecules has been more frequently
utilized as a tool for diagnosis of infection. The aim of this study was to compare the diagnostic
performance of various biomarkers in early detection of SBI. Infants (n=105) under 6 months of
age presenting with fever without apparent source who were hospitalized with suspicion of
having SBI, and classified into bacterial or viral infection group based on the final diagnosis.
Sixty-nine infants were included into the training and 36 in the validation set. Main outcome
measures were predictive model’s performance indicators: sensitivity and specificity of
differentiation between bacterial and viral infection. Input measures were white blood cells
count, absolute neutrophil count (ANC), C-reactive protein (CRP), procalcitonin (PCT),
neutrophil CD11b, CD15s and CD64 expression level, percentage (%CD15s+) and the absolute
count (AC-CD15s+) of CD15s+ neutrophils. In the infants with SBI, %CD15s+ was 10.5 times
more likely to be higher than the cut-off value. ANC, CRP, PCT, CD64, and AC-CD15s+ were
also found as useful biomarkers for differentiation between bacterial and viral infection. The-
best-fit multivariate logistic regression model included CRP, PCT, and %CD15s+ as significant
predictors of SBI. The model’s sensitivity (87%), specificity (83%), positive (5.11) and negative
(0.16) likelihood ratios indicated high model’s accuracy. After model’s validation its accuracy
maintained high: 86% sensitivity and 93% specificity, while positive and negative likelihood

ratios were 12.86 and 0.15, respectively.
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8. DODATAK
Detaljniji prikaz statisticke analize ispitivanih biomarkera

C-REAKTIVNI PROTEIN

Sample size |— |
Positive group : SKUPINA=1 =1
Area under the ROC curve (AUC)
Standard Error®
95% Confidence inte_rvalb
7 statistic
Significance level P (Area=0.5)
“DeLong i sur., 1988. (211); ® Binomial exact

Criterion | Sensitivity 95% CI | Specificity 95% CI
>=0,1 100,00 91,0 - 100,0 0,00 0,0-11,6
>1,2 100,00 91,0 -100,0 40,00 22,7-594
>1,5 97,44 = 86,5-99,9 40,00 22,7-59,4
>22 97,44  86,5-99,9 43,33 25,5-62,6
>29 9487  82,7-99,4 43,33 25,5-62,6
>4,7 9487 82,7-994 5333 343-71,7
>5.4 92,31  79,1-98,4 5333 343-71,7
>7,2 89,74 - 75,8-97,1 56,67  37,4-74,5
>11,3 * 89,74 - 75,8-97,1 73,33 54,1-87,7
>18,2 79,49  63,5-90,7 73,33 - 54,1-87,7
>20,4 79,49 = 63,5-90,7 80,00 = 614-923
>21,6 74,36~ 57,9-87,0 80,00  614-923
>25,1 7436  57,9-87,0 83,33  653-944
>32,7 66,67 49,8 -80,9 83,33  653-944
>32.9 66,67 49,8 -80,9 86,67  69,3-96,2
>334 64,10  47,2-78.8 86,67 = 69,3-96,2
>33.8 64,10  47,2-78.8 9333  77,9-99,2
>39,7 56,41  39,6-72,2 9333  77,9-99,2
>40,1 56,41 - 39,6-72,2 96,67 - 82,8-99,9
>54.8 i 41,03 = 25,6-57,9 96,67  82,8-99.9
>57,5 41,03  25,6-57,9 100,00 ~ 88,4 - 100,0
>232,5 0,00 0,0-9,0 100,00 = 88,4 -100,0

* Criterion corresponding with highest Youden index

+LR

1,00

1,67
1,62
1,72
1,67

2,03

1,98
2,07
3,37
2,98
3,97
3,72
446
4,00
5,00
4,81
9,62
8,46

16,92

12,31

69
39
0,882
0,0391
0,782 to 0,948
9,794
<0,0001
95%CI | -LR |  95%ClI
L1-26 000
1,0-25 0,064 0,009-0,5
L1-2,6 0,059 0,008-04
L1-25 012 0,03-05
1,4-2,9 © 0,096 @ 002-04
1,4-28 0,14  0,05-0,5
1,5-29 0,18 007-0,5
2,6-43 0,14 0,05-0,4
23-39 028  0,1-07
3,1-51 026 0,10-0,7
29-48 032 0,1-08
35-57 031 0,1-08
3,0-53 040  02-10
38-65 038  01-1,1
3,7-63 041 02-11
75-124 038 0,09-1,6
63-113 047  0,1-19
12,7-22,5 045 0,06-3.2
84-180 0,61  0,09-43
059
S Lo0
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PROKALCITONIN

Sample size

Positive group :

Area under the ROC curve (AUC)

Standard Error®
95% Confidence interval®

7 statistic

SKUPINA=I =1

Significance level P (Area=0.5)
*DeLong i sur., 1988. (211); ® Binomial exact

Criterion

>=0,03
>0,05
>0,06
>0,07
>0,08
>0,09
>0,1
>0,11
>0,12
>0,13
>0,14
>0,19
>0,22
>0,25
>0,28
>0,29
>0,36

>0,37 *

>0,39
>0,55
>0,59
>25,68

Sensitivity

100,00
100,00
97,44
97,44
94,87
94,87
92,31
89,74
87,18
84,62
82,05
82,05
76,92
76,92
71,79
71,79
66,67
66,67
61,54
58,97
58,97
0,00

95% CI
91,0 - 100,0
91,0 - 100,0

86,5 - 99,9
86,5 - 99,9
82,7 - 99,4
82,7 - 99,4
79,1 - 984
75,8 - 97,1
72,6 - 95,7
69,5 - 94,1
66,5 - 92,5
66,5 - 92,5
60,7 - 88,9
60,7 - 88,9
55,1 - 85,0
55,1 - 85,0
49,8 - 80,9
49,8 - 80,9
44,6 - 76,6
42,1-74,4
42,1-74,4
0,0 -9,0

Specificity
0,00
20,00
23,33
26,67
30,00
33,33
50,00
53,33
53,33
56,67
56,67
73,33
73,33
80,00
80,00
86,67

86,67
93,33

93,33
96,67
100,00
100,00

95% CI
0,0-11,6
7,7-38,6
9,9-423

12,3-45,9
14,7 - 49,4
17,3 -52,8
31,3-68,7
343-71,7

343-71,7

37,4 -74,5
37.4-74,5

 54,1-87,7

54,1 - 87,7
61,4-923
61,4-923
69,3 - 96,2
69,3 - 96,2
77,9 -99,2
77,9 - 99,2
82,8-99,9
88,4 -100,0
88,4 -100,0

* Criterion corresponding with highest Youden index

+LR
1,00
1,25
1,27
1,33
1,36

142
185

1,92
1,87
1,95
1,89

13,08

2,88
3,85
3,59
5,38

15,00

10,00
9,23

17,69

69
39
0,864
0,0424
0,760 to 0,935
8,584
<0,0001
95% CI -LR 95% CI
06-26 000
0.7-24 011 002-08
0,7-24 0096 0,01-07
08-24 017 004-0.7
0.9-24 015 0.04-0.6
13-27 015 005-05
14-27 019 007-05
13-27 024 010-06
1,4-27 027  0,1-06
1,3-2,7 0,32 0,1-0,7
24-40 024 0,10-0,6
22-38 0,31 0,1-0,7
3,0-49 0,29 0,1-0,7
28-47 035 0,1-08
42-69 0,33 0,1-0,9
38-65 038 01-11
79-127 036 009-15
71-12,0 041 0,1-1,7
13,5-232 042  0,06-3,0
041
100
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Apsolutni broj CD15s pozitivnih neutrofila

Sample size

Positive group : SKUPINA =1
Area under the ROC curve (AUC)
Standard Error®

95% Confidence interval®

7 statistic

Significance level P (Area=0.5)

*DeLong i sur., 1988. (211); ® Binomial exact

Criterion | Sensitivity 95% CI | Specificity 95% CI | +LR

>=0,1484 100,00 91,0 -100,0 0,00 0,0-11,6
>0,1484 97,44  86,5-99,9 0,00 0,0-11,6
>1,866 97,44 86,5-99,9 3333 17,3-528
>2,0113 94,87 82,77-99,4 3333 17,3-52,8
>2,1655 94,87 82,7-99,4 36,67 19,9 -56,1
>2,9138 89,74 75,8-97,1 36,67 19,9 - 56,1
>2,9342 89,74 75,8-97,1 40,00 22,7-59,4
>3,0613 87,18 72,6 -95,7 40,00 22,7-59,4
>3,2254 87,18 72,6 -95,7 50,00 31,3-68,7
>3,7624 82,05 66,5-92,5 50,00 31,3-68,7
>4.,2995 82,05 66,5-92,5 60,00 40,6-77,3
>4,5504 71,79 55,1-285,0 60,00 40,6 -77,3
>4,6182 71,79 55,1 - 85,0 63,33 43,9 -80,1
>4,6797 69,23 52,4-83,0 63,33 43,9 -80,1
>5,1761 69,23 52,4-83,0 70,00 50,6 - 85,3
>5,3911 66,67 49,8 - 80,9 70,00 50,6 - 85,3
>5,4735 * 66,67 49,8 - 80,9 76,67 57,7-90,1
>5,6786 61,54 44,6 -76,6 76,67 57,7-90,1
>5,7782 61,54 44,6 -76,6 80,00 61,4-923
>6,2809 48,72 32,4-652 80,00 61,4-923
>6,4409 48,72 32,4-652 83,33 65,3-944
>8,2739 35,90 21,2-52,8 83,33 65,3-94,4
>8,2955 35,90 21,2-52,8 86,67 69,3 -96,2
>8,3125 33,33 19,1-50,2 86,67 69,3-96,2
>8,501 33,33 19,1 -50,2 90,00 73,5-97,9
>9,4088 28,21 15,0-44,9 90,00 73,5-97,9
>9,6226 28,21 15,0-44,9 93,33  77,9-99,2
>9,7685 23,08 11,1-39,3 93,33 77,9-99,2
>9,8585 23,08 11,1-39,3 96,67 | 82,8-99,9
>11,7903 12,82 43-274 96,67 82,8-99,9
>11,9396 12,82  43-274 100,00 88,4 -100,0
>18,5711 0,00 0,0-9,0 100,00 88,4 -100,0

* Criterion corresponding with highest Youden index

1,00
0,97
1,46
1,42
1,50
1,42
1,50
1,45
1,74
1,64
2,05
1,79
1,96
1,89
231
2,22
2,86
2,64
3,08
2,44
2,92
2,15
2,69
2,50
3,33
2,82
423
3,46
6,92
3,85

95% CI

0,9-24
0,9-24
0,9-24
0,9-23
1,0-2,3
0,9-23
12-25
1,1-2,4
1,5-2.8
1,3-2.,6
1,4-2,7
13-2,7
1,7-32
1,6-3,1
2,1-38
1,9-3,6
23-42
1,7-3,5
2,0-42
1,4-3,4
1,7-42
1,6-4,0
2,1-53
1,7-4,7
2,5-7,0
1,9-62

3,9-123
1,7-8,7

-LR

0,077
0,15
0,14
0,28
0,26
0,32
0,26
0,36
0,30
0,47
0,45
0,49
0,44
0,48
0,43
0,50
0,48
0,64
0,62
0,77
0,74
0,77
0,74
0,80
0,77
0,82
0,30
0,90
0,87
1,00

69

39

0,751

0,0601

0,633 to 0,848
4,181
<0,0001

95% CI

0,01-0,5
0,04 - 0,6
0,04 - 0,6
0,1-0,7
0,10-0,7
0,1-0,8
0,1-0,6
02-08
0,1-0,7
0,2-09
0,2-09
02-0,9
0,2-09
02-1,0
02-1,0
02-1,1
02-1,1
03-14
03-14
03-1,8
03-1,9
0,3-2,0
02-22
03-24
0,2-3,0
02-32
0,1-55
0,1-6,2

78



Apsolutni broj neutrofila

Sample size

Positive group :

Area under the ROC curve (AUC)

Standard Error®
95% Confidence interval®

7 statistic

Significance level P (Area=0.5)

SKUPINA =1

*DeLong i sur., 1988. (211); ® Binomial exact

Criterion = Sensitivity

>=29,28
>29,28
>38,16
>180,48
>204,82
>262,8
>291,2
>295,2
>327,41
>359,58
>361,92
>366,25
>377,75
>419,07
>441,48
>443,7
>475,52
>492,87
>493
>520,26
>526,4
>561,6 *
>644,15
>646,98
>717
>736,95
>786,1
>837,08
>965,58
>985,92
>990,72
>992,8
>1174,8
>1263,15
>1872,09

* Criterion corresponding with highest Youden indeks

100,00
100,00

97,44
97,44
94,87
94,87
92,31
92,31
87,18
87,18
84,62
84,62
82,05
82,05
79,49
79,49
74,36
74,36
71,79
71,79
69,23
69,23
58,97
58,97
43,59
43,59
41,03
41,03
28,21
28,21
25,64
25,64
15,38
15,38

0,00

95% CI | Specificity

91,0 - 100,0
91,0 - 100,0
86,5 - 99,9
86,5 - 99,9
82,7-99.4
82,7-99,4
79,1 - 98,4
79,1 - 98,4
72,6 - 95,7
72,6 -95,7
69,5 - 94,1
69,5 - 94,1
66,5 - 92,5
66,5 - 92,5
63,5 - 90,7
63,5 - 90,7
57,9 - 87,0
57,9 - 87,0
55,1 - 85,0
55,1 - 85,0
52,4 -83,0
52,4 -83,0
42,1-74.4
42,1-74.4
27,8 - 60,4
27,8 - 60,4
25,6-57,9
25,6-57,9
15,0 - 44,9
15,0 - 44,9
13,0 - 42,1
13,0 - 42,1

5,9-30,5

5,9 -30,5

0,0 - 9,0

0,00
3,33
3,33
26,67
26,67
33,33
33,33
36,67
36,67
43,33
43,33
46,67
46,67
53,33
53,33
56,67
56,67
63,33
63,33
66,67
66,67
73,33
73,33
76,67
76,67
80,00
80,00
86,67
86,67
90,00
90,00
93,33
93,33
100,00
100,00

95% CI
0,0-11,6
0,08 -17,2
0,08 -17,2
12,3 -45,9
12,3 -45,9
17,3 -52,8
17,3-52,8
19,9 - 56,1
19,9 - 56,1
25,5-62,6
25,5-62,6
28,3 - 65,7
28,3 -65,7
34,3 -71,7
34,3-71,7
37,4-74,5
37,4 -74,5
43,9 - 80,1
43,9 - 80,1
47,2 -82,7
472 -82,7
54,1-87,7
54,1 - 87,7
57,7-90,1
57,7-90,1
61,4-923
61,4-923
69,3 - 96,2
69,3 - 96,2
73,5-97,9
73,5-97,9
77,9 - 99,2
77,9 - 99,2
88,4 - 100,0
88,4 -100,0

+LR
1,00
1,03
1,01
1,33
1,29
1,42
1,38
1,46
1,38
1,54
1,49
1,59
1,54
1,76
1,70
1,83
1,72
2,03
1,96
2,15
2,08
2,60
2,21
2,53
1,87
2,18
2,05
3,08
2,12
2,82
2,56
3,85
231

95% CI

02-71
0,1-69
0,7-2,4
0,7-2,4
0,9-24
0,8-23
0,9-2,4
0,8-22
1,0-2,4
1,0-2,3
1,1-2,4
1,0-2,3
1,2-2,5
12-2,5
13-26
12-2,5
1,5-2,8
14-27
1,6-3,0
1,5-2,9
1,9-3,5
1,6 -3,1
1,8-3,5
12-28
1,5-32
14-3,1
2,1-4,6
13-3,6
1,7-4,7
1,5-44
2,2-6,6
1,1-48

69
39
0,732
0,0620
0,611 to 0,831
3,735
0,0002
LR = 95%CI
0,00
0,77 0,1-53
0,096 0,01 -0,7
0,19 0,05-0,8
0,15 0,04-0,6
0,23 0,08-0,7
0,21 0,07-0,6
035 0,1-08
0,30 0,1-0,7
0,36 0,2-08
033 0,1-0,7
038 02-08
0,34 0,2-0,7
0,38 0,2-08
0,36 0,2-0,8
045 0,2-0,9
0,40 0,2-0,8
045 02-0,9
042 02-0,9
0,46 0,2-0,9
042 02-09
0,56 0,3-1,1
0,54 03-1,1
0,74 04-1,5
0,71 03-1,5
0,74 03-16
0,68 03-1,8
0,83 0,3-2,1
0,80 0,3-24
0,83  0,3-2,5
0,80 0,2-3,1
091 02-3,5
0,85
1,00

79



CDo64

Sample size

Positive group : SKUPINA=I1 =1
Area under the ROC curve (AUC)

Standard Error®

95% Confidence interval®

7 statistic

Significance level P (Area=0.5)

*DeLong i sur., 1988. (211); ® Binomial exact

Criterion | Sensitivity 95% CI | Specificity 95% CI
>=1,2 100,00 = 91,0 - 100,0 0,00 0,0-11,6
>1,28 100,00 ~ 91,0 - 100,0 6,67 0,8 -22,1
>1,43 97,44 . 86,5-99,9 6,67 0,8 -22,1
>1,45 97,44 = 86,5-99,9 10,00 2,1-26,5
>1,47 94,87 82,7-99.4 10,00 2,1-26,5
>1,5 94,87  82,7-994 13,33 3,8-30,7
>1,51 92,31 - 79,1-984 13,33 3,8-30,7
>1,61 92,31  79,1-98,4 16,67 5,6-34,7
>1,73 - 89,74 758-97,1 16,67 5,6 -34,7
>1,99 89,74  75,8-97,1 33,33 17,3 -52,8
>2,12 84,62 - 69,5-94,1 33,33 17,3-52,8
>2,13 82,05  66,5-925 36,67 19,9 - 56,1
>222 82,05  66,5-92,5 43,33 255-62,6
>2,24 76,92 60,7 - 88,9 4333 255-62,6
>2.25 76,92 60,7 - 88,9 46,67 28,3 -65,7
>2,28 69,23  52,4-83,0 46,67  28,3-657
>2.33 69,23  52,4-83,0 60,00 40,6 -77,3
>2.37 64,10 47,2-78.8 63,33 43,9-80,1
>2.43 * 64,10 -~ 47,2-78.8 76,67 - 57,7-90,1
>2.64 5385  372-699 76,67 -~ 57,7-90,1
>2.,65 5385  372-699 80,00 614-923
>2,66 51,28  34,8-67,6 80,00 614-923
>2.68 5128  348-67.6 83,33  653-944
>2.83 41,03  256-57,9 83,33 653-944
>2.,92 41,03 - 25,6-579 90,00 - 73,5-979
>3,05 30,77 17,0 - 47,6 90,00 - 73,5-97,9
>3,19 30,77 17,0 - 47,6 93,33 = 77,9-99,2
>332 - 2821 15,0 - 44,9 93,33 = 77,9-99,2
>348 28,21 15,0 -44,9 100,00 - 88,4 -100,0
>8,25 0,00 0,0-9,0 100,00 88,4 -100,0

* Criterion corresponding with highest Youden index

+LR
1,00
1,07
1,04
1,08
1,05
1,09
1,07
1,11

1,08

135
1,27
1,30
1,45
1,36
1,44
1,30
1,73
1,75
2,75
231
2,69
2,56
3,08
2,46
4,10
3,08
4,62

423

95% CI

03-41
0,3-4,0

0,4-3.2
04-31
04-27
0.4-2,7

0,5-2.5

0,5-24
0,8-2,3
0,8 -2,1
0,8-2,1
09-22
0,9-2,1
09-22
0,8 -2,0
1,2-2,5
1,2-2,5
2,0-3,7
1,6-3,3
1,9-3,8
1,8-3,7
22-43
1,6-3,7
2,8-6,1
1,9-5,0
29-7,5
2,5-7,0

69
39
0,711
0,0620
0,589 to 0,814
3,400
0,0007
LR | 95%CI
w0
0,38 0,06-2,7
026 0,04-18
051 01-20
038 0,10-1,5
0558 : .072.'.1.’.7
046 02-14
062 02-16
031 0,1-08
046  02-1,0
049  02-1,0
041 = 02-09
0,53 03-10
049  03-1,0
0,66 04-12
0,51  03-1,0
057 03-11
- 047 : 02-10
0,60 03-13
058  03-13
061 03-13
058  02-14
071 03-16
0,66 02-2,0
0,77  03-23
0,74  02-29
8 0’77 0’2'3?0
072
1,00

80



Postotak CD1S5s pozitivnih neutrofila

Sample size 69
Positive group : SKUPINA=I1 =1 39
Area under the ROC curve (AUC) 0,682
Standard Error® 0,0677
95% Confidence interval® 0,559 t0 0,789
Z statistic 2,688
Significance level P (Area=0.5) 0,0072
“DeLong i sur., 1988. (211); ° Binomial exact
Criterion | Sensitivity 95% CI | Specificity 95% CI | +LR | 95%CI | -LR 95% CI
>=38,9 100,00 - 91,0 - 100,0 0,00 0,0-11,6 1,00
>38,9 97,44 86,5-99,9 0,00  00-116 0,97 .
>71,8 9744  86,5-99,9 16,67  56-347 1,17 05-2,6 0,15 002-1,1
>75.2 94,87  82,7-99.4 16,67  56-347 1,14 05-2,5 031 008-12
>82,4 9487  82,7-99.4 40,00 22,7-594 1,58 10-25 0,13 003-05
>844 89,74 758-97,1 40,00 22,7-594 1,50 1,0-23 026 0,10-0,7
>84,6 * 89,74  758-97,1 46,67 283-657 1,68 1,1-25 022 0,08-06
>85,8 84,62 69,5 - 94,1 46,67 283-657 1,59 1,1-24 033 0,1-0,7
>86,5 84,62 69,5 - 94,1 50,00 313-68,7 1,69 1,2-25 031 0,1-0,7
>87,1 82,05  66,5-92,5 50,00  31,3-68,7 1,64 1,1-24 036 02-08
>87,4 82,05  66,5-92,5 5333 343-71,7 1,76 12-25 034 02-07
>89,2 71,79 55,1-85,0 53,33 343-71,7 1,54 1,0-23 0,53 03-1,0
>90,5 71,79 55,1-85,0 60,00 406-773 1,79 13-2,6 047 02-09
>91,6 69,23 52,4-83,0 60,00 406-773 1,73 12-25 051 03-1,0
>92 69,23 52,4-83,0 63,33 439-80,1 1,89 13-27 049 0,2-09
>93 56,41 39,6-72,2 6333  43,9-80,1 1,54 10-23 0,69 04-12
>93,1 56,41 39,6-72,2 66,67 472-827 1,69 12-25 0,65 04-12
>93,5 48,72 32,4-65,2 66,67 472-827 146 1,0-22 077 04-14
>93,6 48,72 32,4-65,2 70,00 50,6-853 1,62 1,1-24 073 04-14
>94.5 41,03 25,6 - 57,9 70,00 50,6-853 137 09-2,1 084 05-1,5
>94,6 41,03 25,6 -57,9 73,33 54,1-87,7 1,54 - 1,0-24 0,80 04-1,5
>95.5 3846 23.4-554 7333 54,1-877 144 09-23 084 04-16
>95,6 38,46 23,4-554 76,67 57,7-90,1 - 1,65 1,1-26 0,80  04-1,6
>96,4 35,90 21,2-52,8 76,67 57,7-90,1 1,54 1,0-24 0,84 04-1,7
>96,9 33,33 19,1 -50,2 80,00 614-923 1,67 1,0-2,7 0,83 04-18
>97.3 28,21 15,0 - 44,9 80,00 614-923 141 08-24 09 04-19
>974 2564 13,0-42,1 83,33 653-944 154 09-27 089 04-20
>97,6 25,64 13,0-42,1 90,00 73,5-97,9 2,56 1,5-44 083 03-25
>97,7 2308 11,1-393 90,00 73,5-979 231 13-4,1 085 03-2,5
>97,9 2308 11,1-393 9333 779-992 346 19-62 082 02-32
>99 12,82 43-274 9333 779-992 192 08-44 093 02-36
>99,1 7,69 - 1,6-209 96,67 82,8-999 231 08-69 095 0,1-6,6
>99.2 513 06-173 96,67  82,8-999 154 04-59 098 0,1-68
>993 513 06-173 100,00 ~ 88,4 - 100,0 095
>99.8 0,00 0,0 -9,0 100,00 884-1000 100

* Criterion corresponding with highest Youden index

81



CD11b

Sample size ) 69
Positive group : SKUPINA=I =1 39
Area under the ROC curve (AUC) 0,592
Standard Error® _ 0,0717
95% Confidence interval® 0,467 to 0,709
Z statistic 1,287
Significance level P (Area=0.5) 0,1981

*DeLong i sur., 1988. (211); ® Binomial exact

Criterion | Sensitivity 95% CI | Specificity 95%CI | +LR | 95%CI | -LR 95% CI
>=0,926 100,00 ~ 91,0 - 100,0 0,00  00-11,6 1,00

>0,926 97,44  86,5-99,9 0,00  00-11,6 097 -

>1,17 97,44 86,5-99,9 1333 38-30,7 1,12 05-28 019 0,03-13
>1,23 9231 79,1-984 1333 3,.8-30,7 1,07 04-27 058 02-17
>1,39 * 9231 79,1-98,4 3333 17,3-528 138 08-23 023 0,08-0,7
>1,56 84,62 69,5-94,1 3333 17,3-528 127 08-21 046 02-10
>1,57 84,62 69,5-94,1 40,00  22,7-594 141 09-22 038 02-08
>1,69 69,23 524-83,0 40,00 22,7-594 115 07-19 077 04-13
>1,7 6923 52,4-83,0 4333 255-62,6 122 08-19 071 04-12
>1,72 66,67 49,8 -80,9 4333 255-62,6 1,18 07-19 077 04-13
>1,74 64,10  47,2-78,8 50,00 313-687 128 0,8-20 0,72 04-12
>1,75 61,54  44,6-76,6 5333 343-71,7 132 09-20 072 04-13
>1,76 5897  42,1-744 5333 343-71,7 126 08-19 077 04-13
>1,78 56,41 39,6-72,2 56,67  374-745 130 09-20 077 04-13
>1,79 53,85 37,2-69,9 56,67 374-745 124 08-19 081  05-14
>1,8 5128 34,8-67,6 60,00 40,6-773 128 08-20 081 05-14
>1,86 3590  21,2-528 60,00  40,6-773 090 05-15 107 06-18
>19 3590  21,2-528 70,00  50,6-853 120 0,7-19 092 05-17
>1,95 3333 19,1-50,2 70,00  50,6-853 111 07-18 095 05-17
>1,98 3333 19,1-50,2 76,67 57,7-90,1 143 09-23 087 04-17
>2,03 30,77 17,0-47.6 76,67 57,7-90,1 132 08-22 090 05-18
>2,07 2821 15,0-44.9 80,00 61,4-923 141 08-24 090 04-19
>2,09 2821 15,0-449 8333  653-944 1,60 1,0-29 086 04-20
>2,1 2564 13,0-42,1 8333  653-944 1,54 09-27 089 04-20
>2,15 2564 13,0-42,1 90,00 73,5-97,9 2,56 15-44 083 03-25
>2,56 7,69  1,6-209 90,00  73,5-979 0,77 03-23 1,03 03-3,0
>2,57 7,69  1,6-209 9333 77,9-992 1,15 04-34 099 03-38
>2,66 0,00 0,0-9,0 9333 779-992 000 107  03-4,1
>3,13 0,00 0,0 - 9,0 100,00 88,4 - 100,0 1,00

* Criterion corresponding with highest Youden index



CD15s

Sample size 7 7 7 7 69
Positive group : SKUPINA=I1 =1 7 7 7 7 -39
Area under the ROC curve (AUC) 0,535
Standard Error® 0,0713
95% Confidence interval® 0,410 to 0,656
7 statistic 0,486
Significance level P (Area=0.5) 0,6271

“DeLong i sur., 1988.(211); ® Binomial exact

Criterion | Sensitivity 95% CI | Specificity 95%CI | +LR | 95%CI | -LR | 95% CI
<1 .00 - 00-90 100,00 884-1000 1,00,

=l 256 006-135 - 100,00 - 88,4-1000 = 097

<=1,02 256 006-13,5 9667 828-999 077 0,1-53 101 0,1-69
<=148 1026  29-242 96,67 828-999 3,08 12-78 093 0,1-64
<164 1026  29-242 9333 779-992 154 0,6-39 096 03-37
<=166 1282 43-274 9333 779-992 192 08-44 093 02-36
<=1,71 1538  59-305 90,00 73,5-979 154 07-32 094 03-28
<187 2051  93-365 90,00 73,5-979 205 1,1-38 088 03-26
<197 2051  93-365 8667 693-962 154 08-29 092 04-23
<=2,08 23,08 11,1-393 8667 693-962 1,73 1,0-3,1 089 04-22
<=222 23,08 11,1-393 80,00 61,4-923 115 06-21 096 05-20
<=226 2564 13,0-421 80,00 614-923 128 07-23 093 04-19
<=229 2821 150-449 7667 57,7-90, 121 07-2,1 094 05-18
<=243 2821 150-449 7333 541-877 106 06-18 098 05-18
<=2,53 3333 191-502 7333 54,1-877 125 08-20 091 05-17
<=2,59 3333 19,1-502 70,00  50,6-853 111 07-18 095 05-17
<=2,63 3590 212-528 70,00 50,6-853 120 07-19 092 05-17
<=2,78 3590 212-528 60,00 40,6-773 090 05-15 107 06-18
<=2,81 3846 234-554 56,67 374-745 089 05-15 1,09 07-18
<=2,86 3846 23,4-554 5333 343-717 082 05-14 1,15 07-18
<294 4359 278-604 5333 343-717 093 06-15 106 07-17
<=2,96 43,59 278-604 50,00 31,3-687 087 05-14 1,13 07-18
<=32 6410 472-788 50,00 31,3-687 128 08-20 072 04-12
<=337 64,10 472-788 46,67 283-657 120 08-19 077 04-13
<349 66,67 @ 498-809 - 46,67 - 28,3-657 1,25 08-19 071 :04-12
<351 0667 : 498-809 : 4333 - 255-626 118 0 0,7-19: 0,77 : 04-13
<=3,53 6923 52,4-830 4333 255-62,6 122 08-19 071 04-12
<361 - 6923  524-830 . 4000 : 22,7-594 - 115 07-19 077 - 04-13
<=366* - 74,36 0 579-870 0 40,00 © 22,7-59,4 - 1,24 - 0,8-2,0 - 064 - 03-12
<=4,17 7436 579-870 26,67 123-459 101 05-19 096 05-17
<=422 7692  60,7-889 2667 123-459 105 06-19 087 05-16
<=4,69 7692  60,7-889 20,00  7,7-386 096 05-20 1,15 06-2,1
<=4.89 87,18 72,6-957 20,00  77-386 109 05-23 064 03-15
<=577 87,18 726-957 10,00  2,1-265 097 03-29 128 06-29
<=597 9231 79,1-984 10,00  2,1-26,5 103 03-3,0 0,77 03-23
<=6,46 9231 79,1-984 333 0,08-172 095 0,1-66 231 08-69
<=697 9744  865-999 333 0,08-172 101 0,1-69 077 01-53
<=7,17 9744  86,5-999 0,00  00-11,6 097

<=144 100,00 91,0-100,0 0,00  00-11,6 1,00

* Criterion corresponding with hlghest Youden index
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Broj leukocita

Sample size

Positive group :

Area under the ROC curve (AUC)

Standard Error®
95% Confidence interval®

7 statistic

Significance level P (Area=0.5)
*DeLong i sur., 1988.(211); ® Binomial exact

Criterion values and coordinates of the ROC curve
Criterion

>=3,61
>4,31
>4,77
>6,87
>7,54
>8.45
>8.49
>8.76
>93]
>9.36
>9.91
>10,46
>11,23
>11,28
>11,95
>14,11
>14,27
>14.45
>14,51
>14,65
>14,76
>15,11
>15,43
>15,7
>15,8
>17,8
>17,99
>18,32
>18,58
>18,76
>20,05
>23,02
>23.47
>30,69

Sensitivity

100,00
100,00
97,44
97,44
92,31
92,31
89,74
89,74
87,18
87,18
79,49
79,49
69,23
69,23
61,54
61,54
58,97
58,97
51,28
48,72
48,72
46,15
46,15
38,46
38,46
28,21
28,21
23,08
23,08
20,51
20,51
7,69
7,69
0,00

95% CI
91,0 - 100,0
91,0 - 100,0

86,5 - 99,9
86,5 - 99,9
79,1 - 98,4
79,1 - 98,4
75,8 - 97,1
75,8 - 97,1
72,6 - 95,7
72,6 - 95,7
63,5 - 90,7
63,5 - 90,7
52,4 -83,0
52,4 -83,0
44,6 - 76,6
44,6 - 76,6
42,1-744
42,1-744
34,8- 67,6
32,4-65.2
32,4-65.2
30,1 - 62,8
30,1 - 62,8
23,4-554
234-554
15,0 - 44,9
15,0 - 44,9
11,1-39,3
11,1-39,3
9,3-36,5
93 -36,5
1,6 -20,9
1,6 - 20,9
0,0 - 9,0

SKUPINA=I1 =1

Specificity
0,00

10,00
10,00
13,33
13,33
20,00
20,00

2333

23,33
26,67
26,67
33,33

3333

36,67
36,67
63,33
63,33

66,67
66,67

70,00
73,33
73,33
76,67
76,67
83,33
83,33
86,67
86,67
90,00
90,00
96,67
96,67
100,00
100,00

95% CI
0,0-116
2,1-26,5
2,1-26,5
3.8-30,7
3.8-30,7
7,7-38,6
7,7-38,6
9,9-423
9,9-423

12,3-459
12,3-459
17,3 -52,8
17,3 - 52,8
19,9 - 56,1
19,9 - 56,1
43,9 -80,1
43,9 - 80,1

472-827
472-82,7

50,6 - 85,3
54,1 - 87,7
54,1 -87,7
57,7-90,1
57,7-90,1
65,3 -94,4
65,3 -94,4
69,3 - 96,2
69,3 - 96,2
73,5-979
73,5-979
82,8-99.9
82,8-99.9
88,4 -100,0

88,4-100,0

* Criterion corresponding with highest Youden index

+LR
1,00
1,11
1,08
1,12
1,07
1,15
1,12
1,17
1,14
1,19

1,08

1,19
1,04
1,09

097
1,68

1,61
1,77
1,54
1,62
1,83
1,73
1,98
1,65
231
1,69
2,12
1,73
231
2,05
6,15
231

69
39

0,620
0,0683

0,495 to 0,734

95% CI

04-33

0,4-3.2

0,5-2,8

0,4-2,7

0,6-2,4
0,5-2,3

0,6-23
0,6-2,2
0,6-22
0,6-2,0
0,7-2,0
0,6-1,8
0,7-1,8

0,6-1,7
12-24

1,1-23
1,2-25
1,0-23

1,1-2,4

1,2-27

12-2,6

1,3-2,9
1,1-2,6
1,5-3,5
1,0-2,9
13-3,6
1,0-3,1
1,3-4,1
1,1-338
33-115

0,8-6,9

-LR

0,00
0,26
0,19
0,58
0,38
0,51
0,44
0,55
0,48
0,77
0,62
0,92
0,84

1,05
0,61

0,65

0,62
0,73

0,73
0,70
0,73
0,70
0,80
0,74
0,86
0,83
0,89
0,85
0,88
0,82
0,95

0,92

1,00

1,758

0,0788

95% CI

0,04 - 1,8
0,03-1,3
02-1,7
0,1-1.2
02-13
02-1,1
02-13
02-1,1
04-1,5
03-1,2
0,5-1,6
0,5- 14
0,6-1,7
03-1,1
04-12
03-1,2
04-13
0,4-14
04-14
04-14
03-14
04-1,6
03-1,7
0,4-2,0
03-2,1
04-272
03-2,5
03-2,6
0,1-5,7
0,1-6,6
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Ljetni semestar 2010/11. Odabrana poglavlja iz pedijatrije
Zimski semestar 2012/13. Pedijatrija

Klini¢ke vjestine (Hitna stanja u medicini)
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