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Prognosticki znacaj proteina HMGB1 u difuznom sekundarnom peritonitisu
SAZETAK

Sekundarni peritonitis je hirursko stanje koje iziskuje neodloZno operativno lecenje.
Cesto je pracen sepsom sa relativno visokom incidencom i stopom smrtnosti.
Intraabdominalna infekcija kao izvor sepse aktivira zapaljenje tokom kog brojni
medijatori odreduju patogenetski tok i ishod sekundarnog peritonitisa. U ovoj
doktorskoj disertaciji smo istrazivali povezanost nivoa HMGB1 (engl. high mobility
group box 1) proteina preoperativno i postoperativno do otpusta iz bolnice, kao i
akutne markere inflamacije: serum amiloid A (SAA) i ceSce ispitivane markere, kao
Sto su C-reaktivni protein (CRP) i prokalcitonin (PCT), sa razvojem sindroma
sistemskog inflamatornog odgovora (SIRS) i sepse kod pacijenata sa sekundarnim
peritonitisom. Uticaj operativnog leCenja na kinetiku ovih markera je poreden sa
nivoima kod pacijenata sa preponskim kilama bez znakova inflamacije. Nadene su
znacajno viSe preoperativne vrednosti svih ispitivanih markera u grupi sa
peritonitisom u odnosu na pacijente sa kilama. U grupi sa peritonitisom,
preoperativne vrednosti i vremenski obrazac promene HMGB1 su se znacajno visoko
razlikovale u grupi pacijenata koji su razvili sepsu, u odnosu na grupu kod koje SIRS
nije bio pracen infekcijom. Kod septi¢nih pacijenata, vrednosti HMGB1 su blago
opadale prvih dana posle operacije, dosezuéi najnizu tacku tre¢eg dana pracenja.
Potom su rasle do sedmog postoperativnog dana, da bi nakon toga vrednosti opadale.
Sa druge strane, u grupi SIRS, najniZe vrednosti se registruju ve¢ prvog
postoperativnog dana pracenja, da bi potom postepeno porasle, sa maksimumom u
treCem postoperativnom danu i oscilirale izmedu te dve vrednosti do kraja perioda
pracenja. Preoperativne vrednosti SAA se nisu razlikovale kod septi¢nih pacijenata i
pacijenata sa SIRS-om, ali se obrazac promene SAA postoperativno znacajno
razlikovao medu ovim grupama. Kod septi¢nih pacijenata su vrednosti vrlo znacajno
porasle nakon prvog postoperativnog dana, a zatim kontinuirano opadale do kraja
perioda hospitalizacije. Nasuprot tome, kod pacijenata sa SIRS-om, vrednosti su
opadale u odnosu na preoperativnu vrednost, $to je bilo visoko znacajno razlicito, u
odnosu na grupu septi¢nih pacijenata. Preoperativne vrednosti CRP-a i PCT-a su bile
znacajno viSe u grupi septi¢nih pacijenata u odnosu na grupu sa SIRS-om. Vrednosti
CRP-a dostizu maksimalne vrednosti drugog postopertivhog dana, a PCT-a prvog

postoperativnog dana. Oba markera su kontinuirano opadala do kraja hospitalizacije



bez znacajne razlike medu grupama. HMGB1 protein kao kasni parametar inflamacije

bi mogao da bude prognosti¢ki marker u sekundarnom peritonitisu.

Klju¢ne reci: Sekundarni peritonitis, HMGB1, C-rekativni protein, prokalcitonin,

serum amiloid A, markeri inflamacije, sepsa, SIRS.



Prognostic significance of HMGB1 protein in diffuse secondary peritonitis
SUMMARY

Secondary peritonitis is a surgical condition requiring immediate surgical treatment.
It is often accompanied by sepsis with a relatively high incidence and mortality. Intra-
abdominal infection as a sepsis source triggers inflammation during which a number
of pathogenic mediators determine the course and the outcome of the secondary
peritonitis. In this doctoral thesis we investigated the correlation of the level of high
mobility group box 1 protein (HMGB1), preoperatively and postoperatively until
discharge from the hospital, as well as acute inflammatory markers: serum amyloid A
(SAA), and more frequently assessed serological markers such as C-reactive protein
(CRP) and procalcitonin (PCT), with the development of systemic inflammatory
response syndrome (SIRS) and sepsis in patients with secondary peritonitis. The
effect of operative treatment on the kinetics of these markers was compared with
levels in patients with inguinal hernia without signs of inflammation. All investigated
markers had significantly higher preoperative values in the group with peritonitis
compared to patients with hernias. Whitin the peritonitis group, preoperative values
and the pattern changes of HMGB1 were highly significantly different in the group of
patients who developed sepsis compared to the group in which SIRS was not
accompanied by infection. In septic patients HMGB1 levels slightly declined in the
first days after surgery, reaching the lowest point on the third day of the follow-up.
Then they rose to seventh postoperative day, and after that value declined. On the
other hand, in the group of SIRS lowest values are recorded on the first postoperative
day of follow-up, but then gradually increased to a peak in the third postoperative
day, oscillating between these two values until the end of the observation period.
Preoperative SAA did not differ in septic patients and patients with SIRS, but the
pattern of changes of SAA postoperatively was significantly different among these
groups. In septic patients, SAA values increased significantly after the first
postoperative day, and then continuously declined until the end of the period of
hospitalization. By contrast, in patients with SIRS, values declined compared to the
baseline, which was highly significantly different compared to the group of septic
patients. Preoperative CRP and PCT were significantly higher in the group of septic
patients compared to the group with SIRS. CRP value reached the maximum value of

the second postopertive day and PCT on the first postoperative day. Both markers



continuously decreased until the end of hospitalization without significant difference
between groups. HMGB1 protein as a late parameter of inflammation could be a

prognostic marker in the secondary peritonitis.

Key words: secondary peritonitis, HMGB1, C-reactive protein, procalcitonin, serum

amyloid A, markers of inflammation, sepsis, SIRS
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1.1 PERITONITIS

Abdominalna sepsa predstavlja medicinski problem Kkoji je povezan sa znacajnim
morbiditetom i mortalitetom, Sto pokazuju rezultati mnogih prospektivnih studija
radenih kod bolesnika sa teskim peritonitisom (1). LecCenje bolesnika sa
komplikovanim intraabdominalnim infekcijama zahteva adekvatan menadzment koji
je opisan i koji daje najbolje rezultate (smanjenje smtrnosti 2-3%) (2). EpidemioloSke
studije kod bolesnika sa intraabdominalnim infekcijima, koje ukljuCuju i starije
bolesnike sa komorboditetima, pokazuju viSu stopu smrtnosti (3). U studiji CIAO

ukupna stopa smrtnosti iznosila je 10,5% (4).

Peritonitis je jedan od najvaznijih izvora abdominalne sepse, koja je i pored
savremenih terapijskih pristupa pracena relativno visokom incidencom i stopom
smrtnosti kao Sto navode Rau i sar. (5). Ishod peritonitisa je rezultat povezanosti
izmedu dva faktora: sistemskog i peritonealnog odgovora sa jedne strane i koli¢ine
prirode i duzine prisustva uzroCnika peritonitisa sa druge strane (6). NajceSci
uzrocnici peritonitisa su gram-negativne, gram-pozitivne kao i anaerobne bakterije
ukljuCujuci i crevnu floru-Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Strepotococcus spp. i
Bacteroides fragilis. U peritonitisu, septi¢na reakcija biva pokrenuta zahvaljujuci
postojanju komponenti koje se nalaze na spoljaSnjoj membrani gram-negativnih
bakterija (lipopolisaharid (LPS), lipid A, endotoksin), ili gram-pozitivnih bakterija
(npr. lipoteiholinska kiselina, peptidoglikan), kao i anaerobnih endotoksina (7).
Sistemska/peritonealna reakcija na intraabdominalni septi¢ki fokus bazirana je na
uvetanom prisustvu i aktivnostima proinflamatornih medijatora: faktor nekroze
tumora, engl. tumor necrosis factor (TNF), interleukinima (IL-1), (IL-6) wuz
istovremenu aktivaciju regulatornih, antiinflamatornih medijatora (IL-10, IL-4) (8).
TNF i interleukini dovode do proizvodnje toksicnih medijatora, ukljucujuci
prostaglandine, leukotriene, trombocit aktiviraju¢i faktor i fosfolipazu A2 Kkoji
oStecuju endotelne cCelije krvnih sudova i povecéavaju kapilarnu propustljivost (7).
Smatra se da ravnoteZa izmedu pro- i anti-inflamatornih medijatora predstavlja
kljucni faktor koji definiSe progresiju i intenzitet patoloskih procesa (9). Na osnovu
nalaza visokih koncetracija citokina u peritonealnoj duplji, neki su sugerisali da
intraabdominalna sepsa moZe nastati posredstvom oslobadanja citokina (10). Naime,

u ranijoj studiji je konstatovano da su IL-1, TNF, IL-6, IL-10 i interferon gama (IFN-y,
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prisutni u visokoj koncentraciji u peritonealnoj tec¢nosti kod bolesnika sa
peritonitisom. Rezulatati ove studije pokazuju veliki gradijent izmedu koncentracije
interleukina u plazmi i peritonealnoj tecnosti, Sto sugeriSe da ¢e nivo citokina u
plazmi biti povecan tek nakon zasi¢enja tkiva unutar peritonealne duplje (11). U
slucaju intenzivne bakterijske infekcije sistemska reakcija rezultuje prekomernim
stvaranjem medijatora inflamacije i razvojem sindroma sistemskog inflamatornog
odgovora (SIRS), oSte¢enjem tkivne perfuzije i multiorganskom disfunkcijom (MODS)
(9). Inflamatorni odgovor bolesnika sa sepsom, zavisi ¢e od patogena domacina
(genetskih osobina i komorbiditeta) i bice razlic¢it: lokalni, regionalni i sistemski (12).
Kod nekih pacijenata, peritonitis moZe dovesti do prekomernog inflamatornog
odgovora, tako da rana i agresivnha mehanic¢ka peritonealna kontrola predstavlja
odrednicu za zaustavljanje septickog procesa. Kod bolesnika kod kojih to nije moguce,
ili nije moguca kontrola i prekid lokalnog inflamatornog odgovora, rezultati u leCenju

su loSiji (4).
1.1.1 Dijagnoza intraabdominalne sepse

Skracivanje vremena u postavljanju dijagnoze teSke sepse smatra se klju¢nom
komponentom u smanjivanju smrtnosti od sepse zavisne multiorganske disfunkcije
(13). Dijagnozu intraabdominalne sepse postavljamo uzimanjem anamneze i
klinickim pregledom. Nakon toga pristupamo nama dostupnim rendgenskim
snimanjima trbuha (kada konstatujemo, najceSce, prisustvo gasa ispod dijafragme).
Potom pristupamo ultrazvu¢nom pregledu trbuha a nekada kompjuterizovanoj
tomografiji (engl. computerized tomography, CT) trbuha, koji predstavljaju esencijalne
dijagnosticke procedure u abdominalnoj sepsi. Dijagnosticki pristup u mnogome
zavisi od hemodinamske stabilnosti bolesnika (14). Kod stabilnih pacijenata CT je
modalitet izbora, posebno ako je dijagnoza neizvesna. Naravno da ¢e kod pacijenta sa
teSkom sepsom, ako je postavljena dijagnoza peritonitisa, kliniCckim pregledom,
rendgenskim snimanjem trbuha i ultrazvukom, dodatna CT dijagnostika biti
nepotrebna i samo odlagati toliko potrebnu hirursku intervenciju (15). I na kraju,
laparoskopija predstavlja minimalno invazivnu dijagnosticku proceduru kod
pacijenata sa intraabdominalnom sepsom. Ovim putem dobijamo potrebne
informacije neophodne u donoSenju odluka o daljem leCenju. To je bezbedna
procedura sa velikom dijagnosticCkom ta¢nos¢u, veoma znacajna kod hemodinamski

nestabilnih bolesnika, sa ciljem sprecavanja "negativne” laparotomije. Nedostatak ove
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procedure, za sada je to Sto se ne primenjuje rutinski, pogotovo u no¢nim uslovima.
Medutim, ukupni mortalitet bolesnika kod kojih se primenjuje dijagnosticka
laparoskopija u intenzivnoj nezi je visok, nezavisno od dijagnostickog nalaza tokom

tog postupka, tako da izbor bolesnika mora da bude vrlo selektivan (16).

1.1.2 Terapijski koncept u leCenju intraabdominalne sepse
Savremeni terapijski koncept lecenja intraabdominalne sepse podrazumeva:
1. Hirursko lecenje,
2. Antimikrobnu terapiju,

3. Intezivnu terapiju.

1.1.2.1 Hirursko lecenje

Operativo leCenje ostaje najodrzivija terapeutska strategija kod lecenja
intraabdominalne sepse. Generalno gledano, hiruska kontrola izvora infekcije i ishod
leCenja zavisi od anatomskog izvora infekcije, stepena zapaljenja peritoneuma i

generalizovanog septi¢nog odgovora, kao i komorbiditeta.

Kontrola izvora infekcije obuhvata sve mere koje se preduzimaju da bi se izvor
infekcije eliminisao, i na taj nac¢in smanjio bakterijski inokulum i ispravno uspostavila
anatomsko-fizioloSka funkcija (17, 18). To obi¢no podrazumeva drenazu apscesa i/ili
inficiranih teCnosti, debridement nekroti¢nog ili inficiranog tkiva i definitivhu
kontrolu izvora kontaminacije (4). Dobro je poznato da neadekvatna kontrola izvora
infekcije u pocCetnoj fazi operacije, moZe da bude povezana sa povecanim

mortalitetom kod bolesnika sa teSkom intraadominalnom infekcijom (19).
Primarni ciljevi hirurskog lecenja podrazumevaju:

e Utvrdivanje uzroka peritonitisa,
e Evakuaciju tecnih kolekcija,

e Kontrolu porekla abdominalne sepse.

Hirusko leCenje izvora infekcije, podrazumeva resekciju ili suturu perforiranog
organa (npr. perforacija divertikuluma debelog creva ili gastroduodenalna
perforacija), uklanjanje obolelog organa (npr. slepo crevo, Zucna kesa), debridement

nekroticnog tkiva, resekciju ishemijskog creva i suturiranje/resekciju traumatske
4



perforacije, sa formiranjem anastomoze ili eksteriorizacije creva. Medijalna

laparotomija je uobicajena incizija u peritonitisu.

Posebu pazZnju treba posvetiti prostorima u abdominalnoj Supljiini, gde se mogu
formirati abscesi, kao Sto su subfreni¢ni prostori, parakoli¢ni prostori i Duglasov
prostor. U ovim prostorima treba paZzljivo uraditi debridement , izbegavajuci nastanak
krvarenja prekomernim uklanjanjem fibina. Posebno paZljivo treba pristupiti
debridmanu levog subfernicnog prostora, kada zbog fibroznih priraslica postoji
mogucénost povrede slezine i kada je uklanjanje slezine zbog nekontrolisanog
krvarenja opravdano. U slu¢aju sumnje na gastroduodenalnu crevnu perforaciju treba
detaljno pregledati ceo gastrointestinalni trakt, poc¢ev od ezofagogastritnog prelaza
do rektuma. U slucaju da ne postoji perforacija treba resecerati gastrokoli¢ni ligament
i pristupiti u burzu omentalis kako bi se eksplorisao zadnji zid Zeluca, telo i rep
pankresa (4). Intraabdominalna lavaza je i dalje kontroverza. Naime, neki autori su
favorizovali peritonealno ispiranje, jer to pomaZe u uklanjanju i razblazivanju
peritonealne kontaminacije, kao i ispiranje velikim koli¢inama fizioloSkog rastvora
(20). Medutim, primena antibiotika prilikom lavaZe trbusne duplje u velikoj meri nije

potkrepljena u literaturi (21).

U odredenim okolnostima, infekcija se ne moZe u potpunosti kontrolisati, kada dovodi
do prekomernog imunog odgovora, te se sepsa ,razbuktava“ i dovodi do septickog
Soka i otkazivanja organa (22). Postavlja se pitanje, da li bi ti pacijenti imali koristi sa
ponovnim operativnim leCenjem u cilju suzbijanja Sirenja infekcije. NaZalost, rana
procena teZine peritonitisa je teSka kod hitnih hiruSkih bolesnika i pored velikog
broja skorova te i dalje objektivno predstavlja problem kod kriticno obolelih, tako da

je procena da li ¢e biti neohodna relaparotomija vrlo delikatna (23).

1.1.2.1.1,On-demand“-ponovljena laparotomija

On-demand laparatomija je planirana relaparotomija na svakih 36-48 sati za potrebe
inspekcije, dodatnog uklanjanja infektivnog sadrzaja iz trbusne duplje i peritonealne
lavaze, i predstavlja jos jedan koncept u lecenju teskih formi difuznog peritonitisa.
Prednosti planirane relaparotomije su optimizacija koriS¢enja resursa, smanjenje

potencijalnih rizika od pojave gastrointestinalnih fistula i postoperativne kile. Upravo



ovakav pristup smanjuje potrebu za ponovljenim laparotomijama, smanjuje zavisnost

od narednih zdravstvenih usluga i samim tim smanjuje ukupne troskove lecenja (24).

U nekoliko studija su ocenjivane klinicke varijable koje mogu biti povezane sa
potrebom ,on-demand“ ponovljene laparatomije u neposrednom postoperativnom
periodu (25-31). Koliki je znacaj definisanja Kklini¢kih varijabli kod odluke o
relaparotomiji, van Ruler je ispitivao hirurge putem upitnika i doSao do zakljucka da
su stepen difuzne kontaminacije trbusne duplje, lokalizacija infektivnog fokusa
(gornji gastrointestinalni trakt, ukljucuji¢i i tanko crevo) ili oba, ekstremno niski ili
visoki leukociti, nezavisno prediktori relaparotomije. Rezultati ove studije sugerisSu
da ne postoji koncenzus medu hirurzima. Konac¢na odluka se generalno zasniva na
tome da ne postoji klinicko poboljasanje u uslovima progresije septi¢nog stanja.
Studija sprovedena od strane Koperne i Sulca je takode pokazala da je mnogo veca
smrtnost kod bolesnika koji su posle 48 sati reoperisani od onih koji su reoperisani

ranije (25).
1.1.2.1.2 Otvoren trbuh - ,,open abdomen*

Otvoren trbuh (engl. open abdomen, OA), je procedura koja je najbolji nacin
sprovodenja ponovljenih laparotomija, ali i dalje velika kontroverza kod teskih formi
peritonitisa. Naime, randomizirana studija sprovedena 2007. godine, uporedivala je
rezultate otvorenih i zatvorenih sa ,,on demand” relaparotomijama. Nazalost, studija
je bila prekinuta nakon opservacije 40 bolesnika zbog znacajno vece stope smrtnosti
u grupi bolesnika sa otvorenim abdomenom. OA procedura je sprovedena
koriS¢enjem samo neresorptivne propilen mreZice (24). Takode vodici sugeriSu da se
u hitnoj hiruskoj intervenciji, OA ne Kkoristi rutinski kao metoda operativnog leCenja
intraperitonelane kontaminacije (32), mada je sada OA prihvadena kao strategija u

lecenju intraabdominalne sepse (33).
OA pristup u teSkom sekundarnom peritonitisu se primenjuje kada postoji:
e neadekvatno kontrolisanje izvora kontaminacije;

e zbog teSko poremecenih fizioloSkih uslova- izuzetno izrazen edem creva, za
koji treba vremena da se oporave, nakog cega je mogule eventualno

uspostavljanje kontinuiteta digestivnog trakta crevnom anastomozom (34);

e radi spreCavaja nastanka ,kompartment“ sindroma (35-37).



Pored ovih razloga, znacajno mesto predstavlja objasnjenje da OP sa svojim
mehanickim uklanjanjem septickog fokusa, uklanja i izlucene proinflamatorne
citokine ¢iji je nivo u peritonealnoj duplji znacajno veci nego u plazmi, da bi nakon
uzastopnih lavaza bio znatno niZi, te se i na taj nacin kontroliSe i prekida lokalni
inflamatorni odgovor. Naime, kod bolesnika sa teSkim peritonitisom, pokazalo se da
postoji znacajan pad nivoa TNF, IL-1, IL-6 i endotoksina u peritonealnom sadrzaju

kod prezivelih (38).

OA procedura se sprovodi i kada se nije uspeo kontrolisati lokalni inflamatorni
odgovor i kada postoji poveéan rizik od disfunkcije organa nakon jednokratne
laparotomije sa debridment-om i drenaZom (39-41). lako se intraabdominalna
hipertenzija moze razviti nakon jednokratnog operativnog lecenje kod teSkih
peritonitisa, u ovom trenutku ne postoje definitivni kriterijumi koji bi usmerili

hirurga da donose odluku o koris¢enju strategije OA (42).

1.1.2.1.3 Hirurgija radi kontrole oStecenja - ,,control damage surgery“

Hirurgija radi kontrole oStecenja (engl. control damage surgery, CDS), takode ima
svoje mesto u teSkom peritonitisu i septiCkom Soku. Naime, kod ovih bolesnika kao i u
traumi dolazi do vazodilatacije, hipotenzije i miokardne depresije u kombinaciji sa
koagulopatijom, tako da su i ovi bolesnici veoma hemodinamski nestabilni i nisu
kandidati za sloZeno operativno lecenje (43). Abdominalno zatvaranje bi trebalo da
bude privremeno, a bolesnik brzo odveden u intezivnu negu, gde se primenjuju mere
reanimacije sa mehanickom ventilacijom, korekcijom koagulopatije, acidoze i
hipotermije. Nakon 24-48 sati i stabilizacije stanja, bolesnik se ponovo operise.
Dodatna prednost ovakvog pristupa le¢enju ogleda se u tome da postoji moguénost
smanjenja otoka creva i kreiranje primarne anastomoze (44). Naime, veliki hirurski
izazov i dalje predstavlja odluka Sta uraditi u situaciji kada postoji edem creva u
teSkom peritonitisu, da li uraditi anastomozu ili spoljnu diverziju nakon reseciranog
creva, kada znamo da su ti bolesnici hemodinamski nestabilni sa kompromitovanom
tkivnom perfuzijom. Kod ovakvih bolesnika upotreba primarne anastomoze je
ogranicena zbog visokog rizika od dehiscencije Savne linije i pojave fistule, a samim
tim i povecanja komplikacija i mortaliteta. Studija sprovedena u Kolumbiji na 112
bolesnika, pokazala je da kod kriticno obolelih bolesnika sa teSkim peritonitisom

treba primeniti etapne laparotomije, u toku kojih dolazi do adekvatne kontrole



septickog fokusa i stabilizacije fizioloSkih parametara kako bi se mogla uraditi

primarna anastomoza (45).

Takode je znacajno konstatovati da rano zatvaranje trbuha nakon stabilizacije
bolesnika smanjuje komplikacije povezane sa otvorenim abdomenom (46). Naime,
primarno zatvaranje fascije Cesto se moZe sprovesti u roku od nekoliko dana od
prvobitne operacije. To naravno nece biti uspeSno ako nije uspela rana hirurska
kontrola izvora abdominalne sepse (47, 48). Fascijalno zatvaranje bi moglo da se
sprovede onda kada je abdominalna sepsa dobro kontrolisana (49), ali $to ranije, da
ne bi doslo do retrakcije fascije. Idealna privremena metoda zatvaranja trbuha trebala
bi da obezbedi zastitu abdominalnog sadrZaja, da prevenira evisceraciju organa, da
omoguci uklanjanje inficiranog ili toksicnog sadrzaja iz trbuha, da prevenira stvaranje
fistula, da spreci oStecCenje fascije i ocuva abdominalni zid, kako bi ponovna operacija
definitivnog zatvaranja trbuha bila olakSana i sigurna. U novije vreme, poseban
akcenat se stavlja na privremeno zatvaranje trbuha tehnikom koja koristi negativan
pritisak (engl vacuum assisted closure, VAC). Ovom tehnikom se uklanjaju toksini, ili
bakterijama bogat sadrZaj iz trbuha, a sa druge strane, spreCava se retrakcija fascije
trbusnog zida (42). I pored toga Sto je ova metoda i dalje udruZena sa velikim
morbiditetom i pojavom ventralnih kila kod prezivelih bolesnika, ona obecava u
le¢enju bolesnika sa tesSkim peritonitisom i povecanim intraabdomnalnim pritiskom

(50).
1.1.2.1.4 Laparoskopija

Poslednjih nekoliko godina, laparoskopija postaje sve znacajnija operativna tehnika u
dijagnostici i leCenju intraabdominalne infekcije. Naime, laparoskopski pristup
leCenju peritonitisa od strane iskusnog hirurga, izvodljiv je i vrlo efikasan, bez ikakvih
komplikacija. Laparoskopija ima prednost i u dijagnostici i u le¢enju kod
inatrabdominalne infekcije, zbog manje invazivnog pristupa u leCenju (51). Medutim,
kod nestabilnih bolesnika generalno, treba izbegavati laparoskopiju zbog povecanja
intraabdominalnog pritiska nastalog kreiranjem pneumoperitoneuma, usled cega

dolazi do poremecaja u kardiopulmonalnoj fukciji kao i acido-bazne ravnoteze (52).

1.1.2.2 Antimikrobna terapija

Klju¢na komponenta u prvoj liniji leCenja septi¢nog bolesnika, svakako je primena

antimikrobne terapije. Empirijsku antimkrobnu terapiju treba poceti Sto je pre
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moguce kod pacijenata sa teSkom sepsom sa ili bez prisutnog septicnog Soka (53-55).
Analiziraju¢i dobijene kulture iz peritonealne tecnosti, Riche i saradnici su
konstatovali da se najceSc¢e radi o polimikrobnim kulturama, ili anaerobima (56).
Dokazi o konkretnoj ulozi nekih patogena na obrasce sepse su prilicno mali, Sto nas
sprecava da donosimo bilo kakav definitivan zakljucak. Medutim, poznato je da
pacijenti sa sepsom ili u septickom Soku, mogu imati koristi od agresivnog tretmana
antimikrobnim lekovima, kako bi se suzbila multiorganska disfunkcija organa
izazvana postojanjem abdominalnog fokusa kao okidaca. Za ovakve pacijente,
deeskalaciona terapija bi mogla da bude najpogodnija strategija. Povecanje stope
rezistencije i sveobuhvatnije razumevanje procesa sepse, naveli su mnoge stru¢njake
da zagovaraju upotrebu antibiotika Sirokog spektra u pocetnim fazama lecenja sepse

(57, 58).

U toku lecenja abdominalne sepse, klinicari moraju biti svesni da se farmakokinetika
znacajno razlikuje medu pacijentima, zbog razliitih patofizioloSkih mehanizama u
toku sepse, a takode se mora uzeti u obzir i patofizioloSki i imunoloski status
bolesnika. Naime, dilucija leka, koja se joS naziva i nagomilavanje leka u ,treci
prostor®, takode se mora uzeti u obzir prilikom davanja hidrofilnih lekova kao Sto su
B-lakatami, aminoglikozidi i glukopeptidi, koji se selektivno distribuiraju u
ekstracelijskom prostoru. Nizak nivo antimikrobnih lekova, doprinosi manjem nivou
od ocekivanog nivoa antimikrobne koncetracije u peritonelanoj tecnosti sa
potencijalno smanjenim antimikrobnim dejstvom u ciljanim tkivima i, upravo zato
treba davati vece doze ovih hidrofilnih lekova, za razliku od lipofilnih antibiotika
(makrolida, fluorohinolona, tetraciklina, hloramfenikola, rimfapicina, linezolida), koji

nemaju dilucioni efekat (59).

Intraabdominalna sepsa kod kriticno obolelih mozZe biti tretirana jednostrukim ili
veSestrukim antimikrobnim reZimom, u zavisnosti od opsega antimrokrobne
pokrivenosti (60). Kod Kkriticno obolelih bolesnika kontinuirano davanje infuzija -
lakatamskih antibiotika moZe olakasati brZe i uspesnije leCenje u odnosu na bolus
terapiju (61). Piperacilin/tazobaktam je beta-laktam /beta-lakatamaze inhibitor koji u
in vitro uslovima deluje na gram-pozitivne (ukljucuju¢i i Enterococcus), gram-
negativne i anaerobne mikroorganizme (62). Takode je dokazano da piperacilin/
tazobaktam u in vitro uslovima deluje i na izolovane Enterobacteriaceae i Psudomonas

aeruginosa koji takode produkuju produZeni spektar beta-lakatamaza (63).
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Karbapenemi deluju na gram-pozitivhe (osim rezistentne gram pozitivne koke) i
gram-negativne, aerobne i anaerobne patogene. Grupa karbapenema, ukljucujuci
imipenem/cilastin, meropenem i doripenem, dele¢i aktivnost prema
nefermentativnoj grupi gram-negativnih bacila, posebno je pogodna za teske
intraabdominalne infekcije (64). Doripenem je novi 1-SS-metil karbapenem i
efikasniji je od Imipenema i Meropenema u in vitro uslovima na Pseudomonas
aeruginosa (65). U poslednjih nekoliko godina, konstatovano je postojanje
rezistenicije na Klebsiella-om izazavano zapaljenje pluca, usled preterane upotrebe
(66). Tigacilin se primenjuje kod komplikovanih intraabdominalnoih infekcija usled
svojih povoljnih in vitro aktivnosti na enterokoke, ESBL-proizvode sojeva E. Coli,
Klebisiella-e i anaerobnih mikroorganizama. Takode je pokazao znacajno
antimikrobno dejstvo protiv Acinetobacter spp (67, 68). Intraabdominalna infekcija sa

C. Albicans se adekvatno leci flukonazolom (69).

1.1.2.3 Intezivna terapija

1.1.2.3.1 Hemodinamska podrska

U teSkoj sepsi dolazi do hipovolemije koja nastaje kao posledica povecanog
propusStanja teCnosti u kapilarima sa jedne strane, a sa druge strane depresije
miokarda, izazavane ekcesivnim lu¢enjem citokina. Ove promene su Cesto povezane i
sa ekcesivnom potroSnjom kiseonika, a sa druge strane, oSte¢enjem dotoka kiseonika
tkivima, Cime se izaziva globalna hipoksija tkiva, Sto ponovo vodi do aktiviranja

inflamatorne kaskade karakteristi¢cne za sepsu (70, 71).

Rano zapoceta terapija tecnostima ve¢ u hitnoj sluzbi u bolnici, znacajno smanjuje
stopu smrtnosti bolesnika od septicnog Soka (72). To se pre svega odnosi na
nadoknadu kristaloidnim rastvorima (13). Sa druge strane, kod bolesnika sa difuznm
peritonitisom, davanje tecnosti treba drZati pod kontrolom, kako bi se izbeglo
preopterecenje teCnostima, Sto izmedu ostalog moZe dovesti do edema creva i
povecanja intraabdominalnog pritiska. To dalje vodi u translokaciju bakterija i

oslobadanje citokina, te se i na taj nac¢in produbljuje sepsa (73).

1.1.2.3.2 Vazopresori

Vazopresori su lekovi koji izazivaju vazokonstrikciju i time odrZavaju adekvatan

krvni pritisak, zahvalju¢i kome se optimizira protok krvi u organima.
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Medu najznacajnijim lekovima , svakako je norepinefrin, koji predstavlja prvu liniju
lekova u borbi protiv sepse (13). U dvostruko slepoj randominizaranoj studiji
sprovedenoj joS 1993. godine, Martin i saradnici su pokazali da je norepinefrin bio
efikasniji i pouzdaniji od dopamina (74). Takode, De Becker i saradnici su pokazali
da je primena dopamina bila povezana sa veim mortalitetom od davanja

norepinefrina (75).

Postoji zabrinutost prilikom upotrebe epinefrina zato Sto dovodi do smanjenog
protoka pre svega u splahni¢noj regiji i poviSenja serumskog laktata, medutim ni
jedna studija nije pokazala da ima loSije rezultate u davanju, te se moze Koristiti kao

alternativa norepinefrinu (76).

Vazopresin je takode opravdano davati samostalno i u kombinaciji sa norepinefrinom
za podizanje arterijskog pritiska, poSto deluje na vaskularne glatke misSice direktnim
aktiviranjem V1 receptora i istovremeno povecava vaskularni odgovor na

kateholamine (77).

Dobutamin treba davati u sluCaju postojanja disfunkcije miokarda, kada postoji
poviSeni src¢ani dotok krvi u srce a niski pirtisak na izlasku iz srca ili hipoperfuzije,
uprkos postizanju adekvatnog intravaskularnog volumena i arterijskog krvnog

pritiska (13).
1.1.2.3.3 Kortikosteroidi

Upotreba kortikosteroida u lec¢enju sepse i sepitickog Soka je i dalje kontroverza.
Naime, sprovedena je studija 2011. godine, kada je objavljen i vodi¢ po kome
0,5mg/kg u minuti ili viSe norepinefrina, treba davati od 5 do 7 dana, osim kod
pacijenata sa loSim hemodinamskim odgovorom nakon dva dana i, sa porastom
kortizola preko 250 nmol/l posle primene standardnog adrenokortikotropin (ACTH)
testa(78). Vodic za” preZivele sepsu kampanje” preporucuje upotrebu kortikosteroida
kod bolesnika sa septicnim Sokom koji slabo reaguju na terapiju tecnostima i ne

preporucuje rutinsku procenu za relativnu adrenalnu insuficijenciju (13).

1.1.2.3.4 Nutritivna potpora

Rana enteralna ishrana je izuzetno vazna kod septi¢nih bolesnika zbog prevencije

oStecenja crevne sluzokoZe i translokacije bakterija. Stoga enteralnu ishranu treba
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zapoceti Sto ranije, ¢im se postigne hemodinamska stabilizacija i ostvari perfuzioni

pritisak (79).
1.2 DEFINICIJA SEPSE

Infekcije razli¢itim vrstama mikroorganizama (baktrije, virusi i gljivice), postale su
Cesto nezaobilazni deo Zivota. Klini¢ki simptomi ovih infekcija se veoma razlikuju, od
jedva primetnih, pa do smrti. TeSka sepsa i septicki Sok su ozbiljna manifestacija
zaraznih bolesti koje mogu biti i po Zivot opasne. Imaju visok mortalitet koji se krece
od 30% do 60% , ako je Sok prisutan. Teska sepsa i septicki Sok su dijagnostikovani
kod 750 000 slucajeva, a smrtni ishod kod 215 000 slucajeva godiSnje u Sjedinjenim
Americkim DrZavama, prema jednoj citiranoj epidemioloskoj studiji (80). Termini
sepsa, teSka sepsa i septicki Sok, koriste se ve¢ decenijama, mada nisu bili jasno
definisani kriterijumi koji ih precizno kvalifikuju i objektivno su stvarali zabune u
komunikaciji izmedu Kklinicara i istraZivaca. Tako je bilo sve do Koncenzus
konferencije koja je odrZzana 1992. godine, kada su dogovorene univerzalne definicije
sindroma i time se omogucilo uporedivanje postignutih rezultata u istraZivanjima
(81). Sepsa je definisana kao sindrom sistemskog inflamatornog odgovora na
prisustvo infekcije, dok se teska sepsa odnosi na sepsu sa organskom disfunkcijom.
Septicki Sok predstavlja sepsu udruZenu sa hipotenzijom ili hipoperfuzijom (Tabela

1).
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Tabela 1. Definicije za sistemske inflamatorne sindrome i sepsu

Sindrom

kriterijum

SIRS-sindrom sistemskog
inflamatornog odgovora

Sepsa

TeSka sepsa

Septicki Sok

MODS-Sindrom multiple
organske disfunkcije

Najmanje dva ili viSe

1. telesna temperatura>38,0C ili<36,0C

2. sr¢ana frekvenca>90otkucaja/min

3. tahipnea >20 udisaja/min ili PaCO2<4,3kPa
4. broj leukocita>12 000 ili <4 000 ili prisustvo
>10% nezrelih neutrofila

SIRS + sumnja na postojanje klinicke infekcije

Sepsa udruzena sa organskom disfunkcijom (sa
najmanje jednom klinickom manifestacijom):

1. akutnog pogorsanja mentalnog stanja

2. arterijske hipoksemije (PaO2<75Kpa bez dokaza
primarne pluéne bolesti)

3. oligurija(urin<0,5ml/kg/h za 22h

4. akutno oStecéenje funkcije jetre (S-
bilirubin>43pmol/L ili S-alanin tranzaminaza viSe
nego dvostruko iznad referentnih vrednosti)

5. metabolicka acidoza (poviSeni lakatati u plazmi
ili negativni bazni eksces=5mEq/L

6. koagulopatija (protrombinsko ili
tromboplastinsko vreme>1,2 puta iznad gornje
granice, plus D-dimer=0,5mg/L ili
trombociti<75x10°?

TeSka sepsa udruzena sa hipotenzijom koja
zahteva terapiju vazopresorima ili sa vrednostima
sistolnog pritiska<70mmHg za 230min, uprkos
adekvatnoj nadoknadi te¢nosti

Poremecaj funkcijie dva ili viSe organa usled loSe
perfuzije i oksigenacije organa

1.2.1 APACHE II skor

APACHE skor (engl. Acute Physiology And Chronic Health Evaluation) je bodovni

sistem, koji ima za cilj kvantifikovanje slucaja i koristi rezultate za procenu ishoda.

Ishod leCenja se obitno meri po broju letalnih ishoda posle lecenja u jedinicama

intenzivne nege. APACHE sistem je prvi opsti sistem bodovanja fizioloskih funkcija i

sistem koji kvantifikuje ozbiljnost bolesti. APACHE II skor omogucava procenu o

verovatnoci smrtnog ishoda pre otpusta iz bolnice.

U pocetku su izabrane 34 varijable za koje su klini¢ari smatrali da imaju uticaja na

ishod lecenja. One su potom smanjene na 12 ceS¢e merenih varijabli za APACHE II

sistem bodovanja koji je objavljen 1985. godine. Do cetiri poena se dodaje svakoj
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fizioloSkoj promenljivoj prema veli€ini abnormalnih vrednosti u toku prvih 24 sata u
intenzivnoj nezi. Bodovi se takode dodeljuju za starost, istoriju teskih prethodnih

bolesti i hirurski status. (Tabela 2).

Tabela 2: APACHE II sistem bodovanja

Fiziololoski bodovi 4 3 2 1 0 1 2 3 4
o 39,0- 38,5- 36,0- 34,0- 32,0- 30,0-
Rek. Temp. (*C) >41L0 400 389 384 359 339 319 <299
Krvni pritisak 130- 110- 70-
(mmHg) 2160 159 129 109 50-69 <49
e 140- 110- 70-
Puls (otkucaji/min) >180 179 139 109 55-69 40-54 <9
Respira, > 50 35-49 25-34 1224 10-11 6-9 <5
stopa(udisaj/min)
Oksigenacija (kPa):
FiO2> 50%-aDo2 665 46,6- 26,6- <26,6 8,1- 7,3- <73
FiO02 <50% Pa02 ’ 66,4 46,4 >9,3 9,3 8,0 ’
- 7,60- 7,50- 7,33- 7,25-  7,15-
Arterijski pH >7,70 759 759 7,49 732 724 <7,15
Serum 160- 155- 150- 130- 120- 111-
Ny >180 <110
natrijum(mmol/I1) 179 159 154 149 129 119
Serum >70 6,0- 5,5- 3,5- 3,0- 2,5- <5
kalijum(mmol/I) - 6,9 5,9 5,4 3,4 2,9 !
Serum 171- 121- 50-
kreatinin(umol/1) 2300 299 170 120 <50
50- 46- 30- 20-
i 0,
hematokrit (%) =60 59,9 49,9 45,9 29,9 <20
leukociti (x10°/1) >40 2.0 I ¥ 1-2,9 <1

39,9 19,9 14,9

Ako je deo udahnutog kiseonika (Fi02)>50% alveolarnog-arterijskog gradienta (A-a)
se boduje. Ako je deo udahnutog kiseonika <50% parcijalnog pritiska kiseonika
dodeljen je poen

Ostale tacke:

-Glazgov koma skala
-Starost <45 = 0 bodova, 45-54 =2, 55-64 =3, 65-75=5,=275=6.

-Hroni¢ne bolesti dobijaju 5 bodova (koje su prisutne pre bolnickog prijema):
hroni¢no oboljenje jetre sa hipertenzijom ili prethodna insuficijencija jetre,
encefalopatija, ili koma; hronic¢na sr€ana insuficijencija (New York Heart Association);
hroni¢na respiratorna bolest sa teSkim ogranicenjima vezbanja, sekundarna

policitemija, ili pluéna hipertenzija; dijaliza zbog hroni¢ne bubreZne insuficijencije;
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imunosupresija, na primer nakon zracenja, hemoterapije; nedavna ili dugoro¢na

upotreba visokih doza steroida; leukemije, AIDS.

-5 bodova za hitne operacije ili nehirurske bolesnike, 2 boda za elektivnog hirurskog

bolesnika.(82, 83).

Ukupan broj bodova daje ocenu od 0 do 71; oni sa ve¢im rezultatom predstavljaju

ozbiljniji stepen bolesti (Tabela 3). Sto je skor vedi to je i stopa umiranja veéa:

Tabela 3. Stopa umiranja u odnosu na APACHE II skor (84)

APACHE II skor Stopa umiranja (%)
0-4 ~4
5-9 ~ 8
10-14 ~ 15
15-19 ~ 25
20-24 ~ 40
25-29 ~55
30-34 ~75
>35 ~ 80
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1.2.2 ASA skor

Americko drustvo anesteziologa (ASA) je davne 1941. godine zatraZilo od komisije
koju su sacinjavala tri lekara - Meyer Saklad, Emery Rovenztine i Ivan Taylor, da na
osnovu prikupljenih i tabeliranih statistickih podataka osmisle sistem koji ce
omoguciti anesteziologu da snimi ukupno zdrvstveno stanje bolesnika pre operacije i
na taj nacin proceni ishod leCenja. lako je njihov zadatak bio da utvrde prediktore za
operativni rizik, vrlo brzo je ovaj koncept bio odbacen jer ga je bilo nemoguce
osmisliti, te je 1963.godine ASA predlozila klasifikaciju preoperativnih bolesnika za

procenu rizika od uvodenja u anesteziju.

ASA skor je subjektivna procena opsSteg stanja zdravlja bolesnika i zasniva se na pet

klasa:

[.  Bolesnik je potpuno zdrav

[I. Bolesnik ima blago sistemsko oboljenje

[II. Bolesnik ima ozbiljno sistemsko oboljenje koje ga ne osposoboljava

[V. Bolesnik ima oboljenja koja ga onesposobljavaju i predstavlja pretnju po Zivot

V. Moribundni bolesnik za kojeg se ne ocekuje da Zivi 24 sata sa ili bez operacije.
E-se dodaje ispred rimske oznake kada je hitna operacija.

Sustina ASA skora je njegova jednostavnost kao i Siroka svakodnevna upotreba te se

Cesto Kkoristi u klini¢kim ispitivanjima (85).

Stopa postoperativnih komplikacija je takode blisko povezana sa ASA klasifikacijom
(ASA skor 1=0,41/1,000; skor IV 1 V=9,6/1,000) i kod urgentnih operacija (ASA skor
[=1/1,000 raste do 2,65/1,000 kod skora IVIV) (86).

Dokazano je da postoji specificna korelacija ASA rezultata sa operitvnim tokom,
duZinom bolni¢ckog boravka, postoperativnih infekcija, ukupne smrtnosti kod
operacija na gastrointenstinalnom traktu (87, 88), te je upotreba ASA skora u
rutinskoj praksi izuzetno vazna u procenjivanju ishoda ukupnog le¢enja bolesnika

(kako intraoperativno tako i postoperativnog toka leCenja).
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1.3 IMUNOPATOGENEZA SEPSE

NerazjaSnjeni imunoregulatorni procesi u sepsi predstavljaju izazov sa ciljem
pronalaZenja Sto bolje strategije u leCenju. Pocetni inflamatorni odgovor na patogene
odlikuje pojava tzv. ,citokinske oluje” koju karakteriSe visok nivo citokina/hemokina
u plazmi. Klini¢ki simptomi ukljucuju pojavu groznice, ubrzan rad srca i disanja,
pracene hipotenzijom, Sokom, multiorganskom disfunkcijom i smréu (89). Pacijenti
koji preZive ovaj pocetni septi¢ki Sok ulaze u imunosuprimirano stanje. Gubitak
imunoloSke fukcije predstavlja Kkljutnu odliku kasnije faze sepse. Pojava
proinflamatorne faze u sepsi je Kkarakteristicna za pocetak sepse i kod
eksperimentalnih Zivotinja i kod ljudi i predstavlja vazan klju¢ni mehanizam koji
moze da izazove septicki Sok. Za razumevanje nastanka septickog Soka klju¢no je
poznavanje inicijalnog imunskog odgovora. Pored toga, ne zna se dovoljno ni o
faktorima koji posreduju prelazak iz proinflamatorne u antiinflamatornu fazu i

podsticu i odrzavaju imunosupresiju (90).
1.3.1.1 Pocetak imunskog odgovora u sepsi

Nakon invazije patogena i kroz narusSenu kozu ili sluzokoZzu, sledec¢u liniju odbrane
predstavljaju Celije urodenog imuniteta: monociti/makrofagi i neutrofili- ujedno sve
Celije koje poseduju sposobnost fagocitoze. Ove Ccelije reaguju na Sirok spektar
patogena, uglavnom prepoznajuci evolutivno ustaljene molekule infektivnih agenasa
koji su od suStinskog znacaja za njihov opstanak, tzv. molekulske obrasce patogena

(engl. pathogen-associated molecular patterns, PAMP).
Vazni primeri PAMP su:

e Lipopolisaharid (LPS) iz gram-negativnih bakterija,

o flagelin,

e lipoteihocinska kiselina kod gram- pozitivnih bakterija,

e peptidoglikan iz bakterijskog Celijskog zida, razlic¢ite strukture kao Sto je:
e zimosan porekla gljivica,

¢ nukleinske kiseline virusa,

e dvolancana RNK (dsRNK),

¢ nemetilovana CpG ostrva (91).
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Patogeni i njihovi produkti bivaju prepoznati putem Cetiri klase receptora:
receptorima slicnim Toll-u(engl. Toll-like receptors, TLR) i receptorima slicnim lektinu
C-tipa (engl. C-type lecitin receptors, CLR), koji su membranski, i citosolnim
receptorima slicnim RIG-u (engl. NOD-like receptors, NLR, RLR) i receptorima slicnim

NOD-u (engl. NOD-like receptors, NLR) (92, 93).

Vezivanje ¢e inicirati razli¢ite procese, ukljucuju¢i fagocitozu (94), proizvodnju i
oslobadanje proinflamatornih medijatora, ukljucuju¢i citokine (95), pre svega TNF-q,
IL-11IL-6 (89, 96, 97). (89, 96, 97). Vezivanjem LPS tokom infekcije gram-negativnim
bakterijama za TLR-4 i prenos unutarcelijskog signala dovodi do transkripcije
proinflamatornih molekula (98). Ovaj proces moZe uticati na ishod sepse (99).
Aktivacija NLR rezultuje obrazovanjem inflamazoma, unutar Ccelijskog
multiproteinskog kompleksa koji regrutuje kaspazu 1, koja pro-IL-1f prevodi u
aktivnu formu (100). Najnovije studije ukazuju da LPS moZe intracelularno da
aktivira kaspazu 1, nezavisno od TLR-4 i da dovede do slicnog imunoloskog odgovora

u septickom Soku (101, 102).

Pocetni imunski odgovor ukljucuje nekoliko vrsta leukocita. Osnovna funkcija B-
limfocita je produkcija antitela. Opisane su dve podgrupe B-c¢elija i to B1 i B2 (103,
104). B1 celije sintetizuju IgM slabog afiniteta, nazvanih prirodna antitela (105, 106).
IgM imaju ulogu u aktivaciji komplementa u toku ishemije, odnosno u toku ostecenja
na bazi ishemija/reperfuzija poremecaja (107). Deficijencija B Celija ili insuficijencija
funkcije rezultuje nedostatkom antitela a samim tim i nemogu¢nos$¢u kontrole
infekcije (108). Posebna podgrupa nazvna B1la celije, doprinose pocetnoj odbrani od
gram negativnih bakterija (109, 110). Nedavno ispitivanje bolesnika sa
abdominalnom infekcijom pokazalo je da postoji podgrupa B Ccelija, koja podstice
urodeni imunoloski odgovor (engl. innate response activator, IRA) (111). IRA B cCelije
se razvijaju i odstupaju od Bla i B Celija koje se obi¢no nalaze u telesnim Supljinama
(112). Mehanizam kojim IRA B ¢elija produkuje GM-CSF Stiti od mikrobne sepse, jo$
uvek je nepoznat ali ¢e svakako zavisiti od intracelijske aktivnosti citokina Kkoji

posreduju CD131, zajednicki beta lanac GM-CSF receptora (113, 114).

Pored GM-CSF, jos jedan citokin deluje preko CD131 subjedinice receptora a to je IL-
5. Medu brojnim funkcijama, IL-5 deluje na eozinofile da oslobode DNK, ekstracelijski
na kiseonik, reaktivno zavisan nacin nakon stimulacije LPS (115). Tokom sepse, IL-5

dovodi do infiltracije crevnog zida eozinofilima i do ekstracelijskog oslobodanja
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mitohondrijalne DNK. Ovo oslobadanje rezultira stvaranjem ekstracelijskih
kompleksa i granula proteina koji dovode do bakterijskog vezivanja i uniStavanja, i in
vitro i in vivo na do sada nepoznat nacin. Zbog toga Sto je funkcija intestinalne barijere
od krucijalnog znacaja u sepsi, ovaj proces ukazuje na veoma vaznu i do sada
nepoznatu ulogu imunskog odgovora posredovanog eozinofilima IL-5 jo$ regrutuje
neutrofile i monocite na mesto infekcije, od kojih oba eksprimiraju receptore za IL-5

na svojoj povrsini (116).

Neutrofili su od sustinskog znacaja za urodeni imunitet (117, 118), a njihova
migracija na mesto infekcije je od kljutnog znacaja tokom pocetne imunoloske
reakcije i eliminacije patogena, a sa druge strane inhibicija migracije neutrofila
znacajno utiCe na sposobnost imunskog sistema u borbi protiv infekcije. Hemopeksin
na primer, je nedavno istrazen faktor koji je odgovoran za inhibiciju migracije
neutrofila, te je dokazano da je visok nivo hemopeksina u korelaciji sa smanjenim
prezivljavanjem kod sepse. Pored toga, hemopeksin smanjuje CXCR2, L-selektin i
CD11b ekspresiju na neutrofilima, koji su potrebni za hemotaksu i endotelnu
transmigraciju. SpreCavanjem inhibitornog efekta na serin proteaze ili ATP uz
povecanje IL-5 je pozitivni efekat na eozinofilne i ne-eozinofilne mijeloidne
populacije, Sto moZe dovesti do budu¢ih moguénosti leCenja sepse kao i dalja

istraZivanja, ali se njihov znacaj mora jos istrazivati (119).

[ako su neke od funkcija GM-CSF i IL-5 tokom imunog odgovora u sepsi razjasnjeni,
korist od njihove primene u terapijske svrhe ostaje nejasna. Jedan od razloga moze
biti to Sto dolazi do ometanja vezivanja za receptore: zajednicku subjedinicu
receptora za GM-CSF i IL-5, CD131 koristi i IL-3, hematopoetski proliferativni faktor
koji oslobadaju aktivirane T ¢elije i indukovan je tokom hronic¢ne inflamacije, ali mu je

uloga u akutnom imunolo$skom odgovoru u toku sepse joS uvek nepoznata (120, 121).

Takode nedavna istraZivanja su usmerena na izucavanje uloge T Celija u sepsi.
Pacijenti sa teSkom sepsom pokazuju smanjen broj CD4+*CD28* imunokompetentnih T
¢elija (122), kao i smanjenje broja ovih Celija u slezini kod bolesnika koji su umrli od
sepse (123) Sto je udruzeno sa obilnom T ¢elijskom apoptozom. Teska sepsa je takode
povezana sa povecanim brojem CD4+PD-1* i regulatornih CD4+FoxP3+*CD25* T celija
(122). Oba tipa Celija imaju imunosupresivna svojstva i poviSeni su kod umrlih od

sepse (123).
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1.3.1.2 Reakcije endotela

Lokalno oslobadanje inflamatornih medijatora aktivira endotelne celije (endotelna
aktivacija podrazumeva promene oblika Celija, promenu funkcije barijere i proteinske
ekspresije na povrsini Celija) (124) duZ zidova krvih sudova, koje onda eksprimiraju
adhezivne molekule koji vezuju ligande na leukocitima, limfocitima i trombocitima.
Vezivanje receptora na povrsini leukocita nazvanih funkciji pridruZen antigen (LFA-
1) za intracelularni adhezioni molekul (ICAM-1) endotelne Cc¢elije, upravo je
odgovorno za adheziju leukocita za endotel i migraciju u tkiva, u toku sepse (125).
Ovo vezivanje LFA-1/ICAM-1 je spreceno luCenjem endokana (126). Endokan
(endotelijalni specificni molekul-1) je proteoglikan koga prezentuju celije pluca i
bubrega (127). Kao posledica stimulacije endotelnih celija od strane endotoksina
(LPS) i proinflamatornih proksimalnih citokina dolazi do ekcesivnog oslobadanja

endokana koji moZze biti u vezi sa fatalnim ishodom i nakon oSteéenja endotela (126).

Nakon adhezije monocita na zidove krvnog suda i agregacije, zapocCinje njihova
migracija na mesto postojanja infektivnog fokusa gde se diferentuju u makrofage i
vrSe fagocitozu. Oni predstavljaju glavni izvor proinflamatornih medijatora. Varijacije
u funkcionalnim sposobnostima makrofaga zavise od ekspozicije razli¢itim
citokinima, hormokinima i neurotransmiterima, koncetracije ovih medijatora,
vremena ekspozicije i aspekta mikrosredine (128). Makrofagi koji su pod uticajem
[FN-Y nazivaju se klasi¢no aktivirani ili M1 makrofagi. Makrofagi regulisani od strane
[L-4, IL-13 ili IL-10 nazvani su alternativno aktivirani ili M2 makrofagi (129, 130).
Takode, aktiviraju se i neutrofili, koje karakteriSe visok antimikrobni potencijal ali
zbog neselektivnog delovanja, odgovorni su i za tkivna oStecenja koja su evidentna u
patogenezi sepse. NajCeS¢e dolazi do oStecenja pluca, jetre, bubrega i
gastrointestinalnog trakta (131, 132). Hemotaksa neutrofila zavisi od signala
emitovanih iz inflamatornog fokusa (formil peptidi bakterija i IL-8) (133).
Prepoznavanje mikroorganizma ili oSte¢enog tkiva vrsi se pomocu TLR Kkoji prenose
transmembranski signal dalje kroz citoplazmu i aktiviraju gensku ekspresiju
neutrofila. TLR2 i TLR4 prepoznaju delove celijskog zida gram-negativnih i gram-
pozitivnih bakterija (134). Citoliticko delovanje neutrofila podrazumeva proces
fagocitoze i egzocitoze. Potentno antimikrobno dejstvo se ostvaruje putem kiseonik-

zavisnog i kiseonik-nezavisnog procesa (135).
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1.3.1.3 Reakcija epitela

Brojne studije su pokazale da u septi¢nim stanjima dolazi do disfunkcijske promene
na epitelnim celijama (136). Naime, pokazano je da signali koji indukuju produkciju
azot-oksida (NO), koji je odgovoran za povecanu propustljivost epitelne barijere
(137). Takode inhibicija inducibilne azot-oksid sintetaze (iNOS) moZe prevenirati
citokinsku indukciju poremecaja permeabiliteta (138). Kasnija saznanja ukazuju da
produkcija peroksi-nitrita (nastaje kao posledica reakcije NO sa superoksidom) moze
biti od veteg znacaja za alteraciju epitelne barije od strane NO. Smatra se da utiCe na
epitelnu barijeru promenom strukture i funkcije tesnih veza (engl. tight junction)
izmedu epitelnih Celija, tako Sto vrsi poremecaj na nivou Na+ K+ ATP-aze. Na osnovu
ovih saznanja Fink i sar. predlazu slede¢u paradigmu: proinflamatorni citokini
dovode do indukcije iNOS $to dovodi do produkcije NO koji inhibira Na/K ATP-azu
Sto dovodi do poremecaja ekspresije i/ili subcelijske lokalizacije finih veza Sto
rezultira povecanjem permeabiliteta epitela (136). Subletalni endotoksinski stimulus
ima za posledicu poremecaj funkcije epitelne barijere creva, pluc¢a i jetre (139-141).
Poremecaj intestinalne barijere uzrokuje translokaciju bakterija, produkata bakterija
i bioaktivnih supstanci u sistemsku cirkulaciju. Prelazak bakterijskih toksina u
krvotok moZe imati presudnu ulogu u patogenezi sepse (142). Pokazano je da u sepsi
dolazi do ubrzane celijske smrti simultano sa smanjenjem proliferativne sposobnosti

epitela i depresijom celijske produkcije (143).
1.3.2 Proinflamatorni odgovor u sepsi

RavnoteZza izmedu proinflamatornih i antiinflamatornih medijatora odredena je
urodenim imunitetom ¢ime je definisano ponasanje u endotoksemiji. Ukoliko dode do
neravnoteZze u sekreciji, pre svega u prokomernoj sekreciji proinflamatornih
medijatora, ukljucujuci citokine, faktor aktivacije trombocita (engl. Platelet-activating
factor-PAF), slobodne Kkiseoni¢ne radikale i azot-oksid (NO), svi oni sinergisticki
medusobno dovode do hipotenzije, multiple organske disfunkcije i smrti.
Napredovanje u sepsi i septickom Soku podudara se sa povecanjem nivoa cirkuliSuc¢ih
proinflamatornih citokina, kao $to su TNF, INF-Y, IL-18) i IL-6 (144). Studije na
zivotinjskim modelima sugeriSu da inhibicija ovih ranih medijatora suzbija razvijanje
sepse. Na primer, neutraliSuc¢a antitela prema TNF-u (prvi citokin koji je proucen u
inflamatornoj kaskadi), kada su data babunima koji su dobili letalne doze Zive

Echerihichie coli, prevenirali su smrtni ishod (145).
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TNF je izuzetno vazan citokin koji se uglavom luci iz makrofaga ali i niza drugih ¢elija,
brzo se osloboda u ekseprimentalnim modelima Zivotinja posle bakterijske infekcije
(146, 147). Pored toga TNF mogu da sekretuju i mastociti, T i B limfociti, NK cCelije i
neke tumorske celije. Pod dejstvom TNF-a dolazi do aktivacije sistema koagulacije,
promene interakcije leukocita i endotelnih Ccelija, pojave poviSene telesne
temperature i kaheksije usled katabolizma proteina i masti. Dejstvom na fibroblaste,
dovodi do proliferacije i produkcije , distalnih’ citokina i prostaglandina, aktivaciju i
adheziju za endotel neutrofilnih polimorfonukleara i makrofaga. Svojim dejstvom da
utiCe na proliferaciju i sinetezu imunoglobulina od strane B limfocita i povecava
produkciju IFN-Y i ekspresiju IL-2 od strane T limfocita (148). Takode davanje TNF-a
normalnim Zivotinjama dovodi do razvijanja simptoma septickog Soka (149, 150).
Identifikacija TNF kao esencijalnog medijatora u septickom Soku izazvanom gram-
negativnim bakterijama usmerila je paznju na razovoj terapije usmerene na endogene

toksine.

Pored TNF, za druge proinflamatorne citokine se smatra da uticu na nastanak

smrtnog ishoda u endotoksi¢nom Soku. Jedan od njih je IL-1 (151, 152).

Izvorne cCelije za IL-1 najve¢im su delom monociti/makrofagi, zatim celije endotela,

neutrofilni PMN, limfociti T i B, dendritske, glijalne i NK ¢elije, fibroblasti i druge.
Sistemska dejstva IL -1 su mnogobrojna:

e indukcija sinteze ,distalnih” citokina (IL-2, TNF, IL-6) u ¢elijama zida krvnih

sudova, mezenhimalnim, epitelnim i nervnim ¢elijama;
e aktivacija T i B limfocita i NK celija;

e indukcija groznice: porast telesne temperature delovanjem na hipotalamus

posredstvom prostaglandina;

e mobilizacija PMN iz kosStane srZi, oslobadjanje proteina akutne faze,

hipoferemija i dr.

U lokalna dejstva sekrecije IL-1 spadaju: aktivacija i adhezija neutrofilnih PMN za
endotel krvih sudova i oslobadanje prostaglandina E; i monokina uz ispoljavanje

citotoksicnog efekta, infiltracija okolnog tkiva i edem. (148).
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[L-6 deluje proinflamatorno i sinergisticki sa IL-1, TNF-om i IFN-alfa, ali ima i
antiinflamatorna dejstva. Celije koje produkuju IL-6 najveéim su delom T limfociti i
makrofagi, Celije endotela, Celije glatkog miSi¢nog tkiva, osteoblasti, fibroblasti (153,
154). IL-6 deluje na aktivirane B limfocite, stimuliSu¢i njihovu diferencijaciju u celije
koje sekretuju imunoglobuline. IL-6 je jedan od najvaznijih medijatora groznice

(dovodi do porasta telesne temperature) i akutne faze imunoloskog odgovora.

Leukemija-inhibitorni faktor (LIF) (155, 156), INF-Y (157, 158) i faktor inhibicije
migracije makrofaga (MIF) (159, 160) svaki od ovih proinflamatornih citokina mogu
doprinositi razvoju endotoksemije i septicnog Soka. Svaki od ovih medijatora mogu
biti indukovani sekrecijom TNF. Jasno je da je sepsa modulirana interakcijom izmedu

ovih i mnogih posrednika.

U toku septickog Soka dolazi do aktivacije efektorskih i regulatornih T limfocita. Broj
T regulatornih ¢elija u odmaklom toku raste, Sto se povezuje sa loSom prognozom.
Smatra se da je prevaga antiinflamatornog odgovora nad proinflamatornim, uzrok

imunodeficijencije i povecane osetljivosti na infekciju (161)

1.3.3 Antiinflamatorni odgovor

Tokom endotoksemije, rani odgovor TNF-a aktivira smrtonosni nishodni patoloski
odgovor (149). Endotoksin, takode, aktivira antiinflamatorne mehanizme i/ili
suprimira potencijalno Stetne proinflamatorne citokine. Na primer, nakon LPS,
stimulacija monocita dovodi do lokalne kumulacije prostaglandina E; (PGEz), koji
inhibira sintezu proinflamatornih citokina (162). Drugi lokalni mehanizam se
ostvaruje pomocu spermina, rasprostranjenog molekula koji se akumulira na mestu
infekcije ili povrede i Kkoji posttranskripciono inhibira oslobadanje viSe
proinflamatornih citokina: TNF, IL-13, makrofagni inflamatorni protein 1la(MIP1a) i
MIP-1f iz makrofaga i monocita (163-166). TGF-f3 je potentni inhibitor monocitne
aktivnosti (167). Znacajno mesto u imunskom odgovoru predstavlja i monocitna
energija koja se ogleda u oslabljenoj produkciji inflamatornih citokina (TNF i IL-1)
kao odgovor na prisustvo bakterija i oslabljenoj fagocitnoj aktivnosti kao i
sposobnosti antigen prezenetacije (168-170). Oslabljena sposobnost prezentacije
antigena, podrazumeva deficit ekspresije HLA-D na povrs$ini monocita. Indikativno je
da proces apoptoze moZe imati udela u mocitnoj deaktivaciji s obzirom da je kod

septi¢nih bolesnika primecena povecana apoptoza Celija (171). Takode, ekspresija
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receptora odgovornih za prepoznavanje patogena (TLR) je deficitarna, Sto objaSnjava
insuficijenciju signalnog puta preko monocita (172, 173). Pokazano je da je IL-10

najpotentniji deaktivor monocita (174).

IL-10 je pleotropni citokin sa pretezno antiinflamatornim dejstvom. Sinteza se
odigrava u aktiviranim monocitima/makrofagima, mastocitima, B limfocitima.
Najznacajniji efekti su smanjenje efekta inflamatornih citokina kao $to su TNF, IL-1 i
nekih hemokina na antigen prezentujuce celije, i inhibiSuce delovanje na aktivaciju T
limfocita posredovanu IL-12. Pored toga delovanje IL-10 na NK Ccelije smanjuje

njihovu aktivaciju posle stimulacije pomocu IL-2 (148).

Novija istrazivanja su pokazala da, centralni nervni sistem moZe direktno i brzo da
smanji produkciju TNF izazavanu endotoksinom, direktnom stimulacijom preko
nerva vagusa na makrofage. Ovaj efekat se ostvaruje preko acetil-holina, glavnog
transmitera, koji se lu¢i na vlaknima nerva vagusa i stimulacije holinergickih
receptora na makrofagima (175). Na osnovu gore navedenih cinjenica, lucenje
antiinflamatornih i proinflamatornih citokina koji ¢ine tzv. “citokinsku oluju“ u toku

sepse, mozZemo konstatovati da je regulisano i nervnim i humoralnim mehanizimima.

1.4 SISTEM KOAGULACIJE U SEPSI

Vazan deo patogeneze teSke sepse, podrazumeva prekomerno aktiviranje sistema
koagulacije, Sto moZe dovesti do tromboze mikrocirkulacije i razvijanja diseminovane
intravaskularne koagulopatije (DIK) (92). Stepen poremecene ravnoteze koagulacije i
fibrinolize moZe varirati od neznatnog smanjenja broja trombocita i subklinicki
produZenog vremena koagulacije, do fulminantne forme DIK. Teska krvarenja se
javljaju kod manjeg broja pacijenata sa DIK, ceS¢a je pojava organiskih oStecenja
(176). Naime, nalazi na autopsiji kod bolesnika sa DIK dokazali su uporednu pojavu
difuznih krvarenja u razli¢itim tkivima sa prisuthom hemoragi¢cnom nekrozom.
Prisutna hemoragi¢na nekroza i ishemija povezuju se sa pojavom mikrotromba u
malim krvnim sudovima i tromboze srednjih i vec¢ih krvnih sudova. Upravo, prisustvo
tromboze smatra se odgovornom za klinicku disfunkciju oStec¢enih organa (177). U
eksperimentalnim studijama pokazano je da bakterijemija i endotoksemija uzrokuju
intravaskularno, ali i ekstravaskularno deponovanje fibrina (bubrezi, jetra, pluca,
mozak). Korelacija hemostatskih defekata na razli¢itim nivoima moZe da utiCe na

smanjenje mortaliteta (178). Dokazano je takode da DIC moZe biti nezavisan
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prediktor mortaliteta kod pacijenata sa sepsom (179). Eksperimentalne studije su
pokazale da se u vreme maksimalne koagulacione aktivnosti fibrinoliticki sistem
nalazi pod supresijom (180). Takode je evidentno da su svi vazni antikoagulantni
putevi ugroZeni kod pacijenata sa DIK (180). Pored toga se u sepsi aktivira i sistem
komplementa (181). Vrednosti aktivirane komponente C5a su viSe kod bolesnika sa
loSijom prognozom i u teZim formama sepse (182). Brojni su pokus$aji ispitivanja
inhibicije aktivacije komplementa u samom pocetku, odnosno na nivou C1
komponente. C1 inhibitor je pokazao efekat na inhibiciju C1 komponente klasi¢nog
puta aktivacije, ali i inhibitornu sposobnost na nivou XII faktora koagulacije i
prekalikreina. Takode, C1 inhibitor suprimira oslobadanje proinflamatornih citokina

TNF i IL-1p (183).

Aktivirani protein C, inaktiviSe koagulacioni faktor Va, VIIla i neutraliSe efekte
plazminogen aktivatora inhibitor 1(PAI-1) (184-186). Pored svojih antitrombotickih i
profibrinolitickih svojstava, aktivirani C protein je sposoban da direktnom
antiinflamatornom aktivno$¢u smanji sintezu citokina (TNF i MIF) i time inhibira
adheziju leukocita na endotel krvnih sudova (186, 187). Kao posledica, ovim
mehanizmima aktivirani C protein znacajno redukuje proces mikrovaskularne
tromboze i endotelne disfunkcije (188). Takode, dovodi do poremecaja funkcije CD-
14+ monocita, tako Sto blokira Ca2+ pumpu, a samim tim i njegovog odgovora na
stimulaciju endotoksinom (189). Pored toga, aktivirani protein C se vezuje za protein
C mononuklearne receptore i na taj nacin blokira sintezu TNF (179). Takode se
konstatuje nishodna regulacija inflamatornog odgovora endotelnih celija nakon
vezivanja aktiviranog proteina C za receptore (189). Teska redukcija protein C
aktivnosti prati DIK i teSku formu septickog sindroma (185, 190, 191). Nivo
cirkuliSu¢eg C proteina i proteina S je sniZzen kao rezultat povecane potroSnje.
CirkuliSu¢i citokini smanjuju aktivnost trombomodulina i endotelnih protein C

receptora na endotelu i na taj na¢in smanjuju aktivaciju C proteina (192).

Uloga trombocita u patogenezi sepse i do danas nije jasno definisana. Ono Sto se zna,
jeste to, da u sepsi postoji trombocitopenija, broj trombocita je sniZen za 35-40%.
(193, 194). Vrednosti broja trombocita padaju prva cCetiri dana od prijema u jedinicu
intezivnog leCenja (195). TeZina sepse korelira sa padom broja trombocita (196). U

uslovima inflamacijom indukovane koagulacije, trombociti mogu biti aktivirani
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neposredno endotoksinom (197) ili od strane proinflamatornih medijatora kao Sto je

PAF (198).

1.5 MARKERI INFLAMACIJE U SEPSI

Sekundarni peritonitis je esencijalno hirurSko stanje koje iziskuje neodloZno
operativno lecenje, medutim postojeca ili novonastala sepsa nastavlja da bude glavni
problem u postoperativnom toku. Incidenca septicnih komplikacija zavisi
prvenstveno od prirode patoloskog supstrata, vrste i broja hirurskih intervencija,
kvaliteta hirurskog rada i najzad faktora rizika od kojih je jedan komorbiditet. Dobro
je poznato da pravovremena reintervencija kod dokazanih septi¢nih abdominalnih
ZariSta znacajno doprinosi poveanom prezZivljavanju. Ipak, ponovljene ili cak
nepotrebne hirurske procedure su dodatni faktor rizika za pacijente i mogu dodatno
povecati morbiditet. SuoCen sa ovom klinickom dilemom javlja se veliki interes za
traZzenjem optimalnog dijagnostickog metoda ili markera za rano, neinvazivno i

pouzdano dijagnostikovanje abdominalnih infekcija i sepse (5).

1.5.1 Proteini akutne faze

Proteini akutne faze koji su znacajni u dijagnostici sistemskog odgovora sintetiSu
hepatociti jetre. S obzirom na razli¢ite induktivne mehanizme, naznacene su dve
grupe proteina. U prvu grupu spadaju C-reaktivni protein (CRP) i lipopolisaharid
vezujuci protein (LBP). Stimulacija hepatocita od strane IL-1 i IL-6 odgovorna je za
njihovu produkciju. Drugu grupu ¢ine antiproteaze, alfa 2 makroglobulin i fibrinogen.

Indukcija njihove sinteze zavisi iskljucivo od IL-6 (199, 200).

Lipopolisaharid vezuju¢i pritein (58 kDa) ima ulogu u podizanju senzitivnosti
monocita i granulocita prema lipolisaharidnom ostatku mikroorganizama. Ubrzava
vezivanje LPS za CD14 monocitima i granulocitima (201, 202). Takode je dokazano
postojanje slobodnih CD14 proteinskih molekula koji cirkuliSu u plazmi i pomocu
kojih LPS moze aktivirati celije koje nemaju prezentaciju CD14 na povrSinske
membrane kao Sto su endotelne i epitelne celije (203). LBP nije specifican marker
akutne faze imunog odgovora i ne moZe se Koristiti kao dijagnosticki parametar u
diferencijaciji infektivne i neinfektivne etiologije SIRS-a. Takode trend promena
koncetracija LBP-a u plazmi je kod pojedni¢ano posmatranog bolesnika varijabilan

(204).
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1.5.1.1 C-reaktivni protein

C-reaktivni protein (CRP) prvi su detektovali jo§ 1930-godine Tillet i Frances kada su
otkrili supstancu u serumu bolesnika sa znacima pneumonije zaraZenih
pneumokokom, koja je formirala talog sa polisaharidom C S. pneumoniae (205).
Daljim istraZivanjem nadeno je da ova reakcija nije jedinstvena samo za
pneumokoknu pneumonju ve¢ da se moZze pronaci i kod drugih akutnih infekcija. Ovo
su rani dokazi o hemijskom odgovoru organizma inflamatornom reakcijom Sto je
dovelo do definisanja i drugih proteina inflamacije nazvanih "proteinima akutne faze”
(206, 207). Poput mnogih proteina akutne faze, CRP je prisutan u serumu zdravih
ljudi, ali se brzo i dramati¢no povecava kao odgovor na infekciju ili u inflamatornim
uslovima (208, 209). Od otkri¢a, CRP je proucavan kod vidljive inflamacije, kao
marker aktivnosti bolesti i kao dijagnosticko sredstvo (210). Strukturni homolozi
CRP-a postoje i kod nekih beski¢menjaka i ta svojevrsna filogentska konzerviranost
merena milionima godina ukazuje da je tokom evolucije CRP bio znacajan za

prezivljavanje (211).

C-reaktivni protein se sintetiSe u hepatocitima. On je pentamerni protein koji se
sastoji od pet nekovalentno vezanih identicno jednakih subjedica sa ukupnom
molekularnom teZinom od oko 118,00 daltona. Kao odgovor na infekciju ili inficirano
tkivo, sinteza CRP-a je stimulisana citokinima pre svega TNF, IL-1 i IL-6 (208, 212). Sa
druge strane, aktivnost CRP-a moze ukazati na potencijalnu ulogu u kontroli akutne
inflamacije vrSe¢i suspenziju neutrofilne funkcije a takode stimuliSe monocite na

produkciju antagosta IL-1 1 IL-13 (213).

CRP je prisutan i u serumu zdravih osoba ali je nivo obi¢no manji od 10mg/I,
medutim u stanjima bolesti nivo se povecava u prvi 6-8 sati i dostiZe vrhunac od 350
do 400mg/l posle priblizno 48 sati (208, 210, 214). Kad se nade u tkivu, CRP se
kalcijum-zavisno vezuje za fosfatidilholin, kao Sto je lecitin, lizolecitin i sfingomijelin
kao i za polisaharide i to peptopolisaharide koji su prisutni na bakterijama,
parazitima i virusima (209). Funkcionalna osobina CRP-a jeste sposobnost da aktivira
komplement putem klasicnog puta aktivacije i sposobnost da modulira funkciju
fagocitnih Celija. I ako tacna funkcija CRP-a in vivo nije poznata, ova osobina sugerise

da ima ulogu u opsonizaciji infektivnog agensa i oStecenih celija (208).
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Nakon inflamacije ili uniStenja tkiva, nivo CRP-a ubrzano opada sa poluzivotom
eliminacije koja je procenjena na 4-9 sati. Ovaj brzi antiinflamatorni pad, ¢ini ga
korisnim kao marker aktivnosti bolesti (214). Za razliku od brzine sedimentacije
eritrocita, CRP brZe raste i dostiZe svoj pik ranije u odgovoru na inflamatorni
stimulus. Takode se mnogo brZe vra¢a na normalne vrednosti nakon rezolucije
stimulusa dok se vrednost sedimentacije eritrocita vra¢a u normalne vrednosti za
nekoliko nedelja uprkos klinickom poboljSanju. Na nivo CRP-a ne utiCe anemija,
policitemija, nivo proteina, oblik eritrocita, starost bolesnika kao i pol. PoSto je
utvrdeno da ovi faktori uticu na brzinu sedimentacije, moZemo zakljuciti da je CRP

bolji test za monitoring kod akutne inflamacije i oStecenja tkiva (215-217).

1.5.1.2 Serum amiloid A

Serum amiloid A (SAA) je protein akutne faze kod vecline ki¢menjaka (218).
Stimulisanjem makrofaga/monocita da oslobode kasne proinflamatorne medijatore,
rani citokini takode stimulisSu hepatocite da izluce proteine akutne faze koji na slican
nacin ucestvuju u regulisanju zapaljenskih odgovora. Na primer, TNF, IL-18 i IFN
indukuju ekspresiju SAA u hepatocitima (219) i makrofagima/monocitima (220), Sto
dovodi do sledstvene sekrecije SAA nakon cepanja na signalnu sekvencu. Tokom
zapaljenja, SAA postaje deo lipoprotein-visoke gustine (engl. high density lipoprotein,
HDL), gde zamenjuje apolipoprotein A1 (APOA1) (221).

Trenutna nomeklatura se zasniva na SAA genima kod ljudi i miSeva (222). Familiju
SAA kod ¢oveka Cine najrasprostranjeniji SAA1 i druge izoforme-SAA, SAA2a, SAA2f3 i
SAA3. Clanovi SAA familije imaju vise od 95 do 98% podudarnosti aminokiselina
unutar vrste i viSe od 75% homologih sekvenci izmedu ¢oveka i glodara, Sto ukazuje

na visok stepen evolutivnog o¢uvanja SAA (223).

Tokom endotoksemije, kod coveka je konzistentno nadeno da je jedan od visoko i
brzo indukovanih proteina akutne faze, ciji je cirkuliSuci nivo znacajno poviSen (do
1000 puta) unutar 16-14 sati kao rezultat de novo ekspresije ranih citokina koji su
induktori naknadne sinteze i sekrecije SAA (224, 225). Klinicki, SAA se pojavljuju kao
biomarker kod kardiovaskularnih poremecaja (226), ulceroznog kolitisa (227) i sepse
(228). Iako nije definisana precizna uloga SAA u odbrani domacina tokom upale,

mnoge potencijalno Kklini¢ki vazne funkcije su predloZene za individualne ¢lanove SAA

porodice. Ovo podrazumeva ukljuc¢ivanje u metabolizam/transport lipida, indukciju
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ekstracelularnog-matriks-degradiranja enzima, i hemotakticno angaZovanje

inflamatornih ¢elija na mestima inflamacije (218).

Ekstracelijski signal, SAA ostvaruje putem porodice receptora kao Sto su RAGE, (229)
TLR2 (230, 231) i TLR4 (232) aktiviraju¢i NLRP3 inflamazoma (233) i sintezu
razlicitih citokina i hemokina (234, 235). FarmakoloSka inhibicija aktivirane
dvolancane RNK protein kinaze, inhibira SAA indukovano oslobadanje HMGB1 i
administraciju SAA-neutraliSucih IgG te znacajno doprinosi prezivljavanju Zivotinja u

sepsi (223).
1.5.2 Prokalcitonin

Pocetkom devedesetih objavljena su prva istrazivanja koja su ukazala da postoji veza
izmedu nivoa prokalcitonina u humanom serumu i prisustva sistemskog
inflamatornog odgovora na infekciju (236). Prokalcitonin je dokazan kao prohormon
kalcitonina, proteinski molekul koji sadrzi 116 aminokiselina ¢ija sekvenca odgovara
hormonu kacitoninu (32 aminokiseline) (237). U fizioloSkim uslovima kalcitonin se
sintetiSe u C-Celijama Stitne Zlezde, specificnim intracelijskim proteolitickim
cepanjem prokalcitoninskog lanca. Stitasta mRNK kodira sintezu hormona kalcitonina
dok se u moZdanim celijama stvaraju novi neuropeptidi koji se nazivaju kalcitonin
gen povezani peptid (CGRP) (238). Transkripcija i aktivacija iRNK dovodi do sinteze
preprokalcitonina (141 aminokiselna) koji sadrZi Cetiri segmenta: Signalni segment,

N-terminalni segment, kalcitonin i C-terminalni region (katacolcin) (239).

U uslovima teSke bakterijske infekcije i sepse dokazane su visoke vrednosti
prokalcitonina u serumu bolesnika (239). Studije su pokazale da makrofagi i monociti
aktivirani imunomodulatornim medijatorima, predstavljaju izvor sepse (240-242).
Smatra se da aktivacija monocita nakon koje sledi agregacija, predstavlja prvu fazu
oslobadanja prokalcitonina. Naime, aktivirani monociti preko inflamatornih
medijatora (IL-18 i TNF) aktiviraju humane adipocite koji su odgovorni za
oslobadanje prokalcitonina (243). Smatra se da parenhimske celije (adipociti)
predstavljaju izvor visoke koncentracije prokalcitonina u ovim stanjima. Leukociti i
neurokrine cCelije pluca i intestinalnih organa, takode mogu biti izvor prokalcitonina
(244, 245). U zavisnosti od toksinskog stimulusa, nakon 2-6 sati dolazi do porasta
koncentracije prokalcitonina u plazmi (236). Fluktuacije koncetracije u plazmi ne

razlikuju se signifikantno kod bolesnika sa bubreZznom inzuficijencijom u odnosu na
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bolesnike sa normalnom bubreZnom funkcijom, tj. bubrezna funkcija nema uticaja na

Klirens prokalcitonina u plazmi (246).

Bakterijski endo i egzotoksini jesu potentni i znacajni, ali nisu i jedini induktori
sinteze prokalcitonina. Sinteza prokalcitonina je u korelaciji sa inflamatornim
odgovorom i povezana je sa indukcijom proinflamatarnih citokina (247). Citokini (IL-
2 i IL-6) i TNF indukuju povisene vrednosti prokalcitonina i u odsustvu infekcije
(248). Na to su ukazale studije radene na bolesnicima sa opekotinama (249, 250),
nakon trauma (251). PoviSene vrednosti su dokazane i u studiji u kojoj su ispitivani
bolesnici u uslovima sistemskog Soka bez dokazanog infektivnog fokusa (252). I
nakon elektivnih operacija bez znakova infekcije i kontaminacije nivo prokalcitonina
je trazitorno umereno poviSen (253, 254). Potvrdu da citokini igraju znacajnu ulogu u
sintezi prokalcitonina pokazala je studija u kojoj je dokazano da iRNK za

prokalcitonin zavisi, takode od inflamatornog odgovora (242).

Bakterijski toksini su najpotentniji ali ne i jedini stimulus za oslobadanje
prokalcitonina. Smatra se da je oslobadanje i dokazivanje intaktnog prokalcitonina i
njegovih fragmenata u uslovima aktiviranog imunog odgovora pod direktnom
kontrolom endotoksina i citokina, tacnije endotoksin je odgovoran za znacajnu
amplifikaciju prokalcitoninske aktivnosti koja je ve¢ stimulisana od strane citokina

(244).

Oslobadanje prokalcitonina u primarno nekontaminiranim uslovima (opekotine,
politrauma) kada infekcija nije primarni induktor citokinske aktivnosti, je pod
kontrolom citokina. Smatra se da su patogeni i delovi molekula koje imuni sistem
prepoznaje (PAMP), dodatni induktor koji pojacava prokalcitoninski odgovor.
Prisustvo sekundarne infekcije nastaje usled poremecaja intestinalne barijere
odnosno insuficijencije i regionalnog poremeceja perfuzije (bakterijske translokacije).
Koncentracije prokalcitonina su visoke nakon pojave infekcije u opisanim stanjima

(250, 251).
1.5.3 HMGB1- High mobility group box 1

1.5.3.1.1 Struktura HMGB1

Pre viSe od cCetrdeset godina (1973), otkrivena je grupa proteina koja je zbog svoje

mobilnosti u elektroforetskim poliakrilnim gelovima, nazvana proteini visoke
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mobilnosti (engl. high mobility group protein-HMG)(255). HMGB1 predstavlja
endogeni signalni molekul poznat kao ,alarmin”-molekul koji se oslobada tokom
nekroze Celija, ali ima i potencijala za aktivnu sekreciju imunih celija, i znacaj u
odrzavanju homeostaze (256). Postoje tri porodice HMG proteina- HMGA, HMGB i
HMGN. HMGB porodica se sastoji od tri ¢lana- HMGB1, HMGB2 i HMGB3 i sva tri
proteina imaju 80% identicnih aminokiselina (257). Ovu grupu nehistonskih,
proteina udruZenih s hromatinom, karakteriSe ukljuivanje u transkripciju DNK

(257).

HMGB1 su primarno unutarcelijski proteini koji se u uslovima ostecenja ¢elija i
nekroze mogu naci u ekstracelijskom miljeu gde deluju kao ,nekroti¢ni markeri“ za
imuni sistem, zbog ¢ega su oznacCeni i kao alarmini. U ekstracelijsku sredinu se
oslobadjaju ,pasivnhom sekrecijom® iz oStecenih ili nekroti¢nih celija, ili ,,aktivnom
sekrecijim“ od strane imunih Ccelija ili Celija izloZenih stresu. Zbog svojih
ekstracelijskih uloga, HMGB1 je u fokusu klinic¢kih istrazivanja za koje ovaj protein
predstavlja vazan medijator sistemske inflamacije, citokin sposoban da orkestrira
regulaciju procesa i inflamacije i tkivne regeneracije. Kao imunostimulatorni protein, i
protein koji moZe da indukuje autoimuni odgovor, ukoliko se sekretuje hronicno,
HMGB1 se smatra terapeutskom metom u eksperimentalnim modelima infektivnih
inflamatornih bolesti i bolesti kao Sto su ishemija, akutni respiratorni sindrom, sepsa,

reumatoidni artritis i kancer (256).

HMGB1 je veoma ocCuvan kroz evuluciju i istovetan je kod 99% sisara. Od njegovih
215 aminokiselina (AK) samo su dva ostatka supstituisana kod glodara i ljudi. HMGB1
ima tri funkcionalna domena: dva bazna, A-box (AK 1-79) i B-box (AK 89-163) i
karboksiterminalni C domen kiselog karaktera sa velikim sadrZajem ostataka

asparaginske i glutaminske kiseline (89-163). ( Fig. 1.) (258-261).
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Fig. 1. Sematski prikaz HMGB1 molekula. DNK vezujué¢i domeni A-box i B-box-su
oznaceni sa Zutom bojom. Kiseli C - terminalni rep je oznacen sa roze bojom. Kisele
amino kiseline su oznacene crvenim slovima, osnovne aminokiseline su oznacene sa
plavim slovima. Najkradi peptid sa zatamnjenim slovima oznacava strukturnu osnovu

za citokine.

Deo molekula ekstracelularno oslododenog HMGB1 u B domenu, koji indukuje
citokine obuhvata prvih 20 aminokiselina. Njih ¢ine aminokiseline (89-108) i one

uticu na sintezu TNF, IL-1 i IL-6 (262).

HMGB1 se dominantno nalazi u jedru celija, ali je detektovan i van jedra u zavisnosti
od vrste tkiva. Tako u celijama testisa i limfoidnom tkivu ima visok nivo i u jedru i
citoplazmi, dok se utkivu mozga i jetre nalaze niski nivoi, i to uglavom u citoplazmi

(263), na neuroblastima se nalazi na Celijskoj membrani (264).

HMGB1 se oslobada ekstracelularno kao medijator zapaljenja na dva nacina: aktivnim

izluCivanjem iz zapaljenskih celija ili pasivno oslobadanjem iz nekroticinih ¢elija.

Aktivna sekrecija HMGB1 iz makrofaga stimulisanim sa TNF je proucavana u modelu
endotoksinom indukovane sistemske inflamacije (265). Od tada je pokazano da
nekoliko proinflamatornih stimulusa indukuje aktivno otpustanje HMGB1 iz
makrofaga i monocita. U poredenu sa proizvodnjom i sekrecijom TNF i IL-1 u
aktiviranim makrofagima/mocitima, oslobadanje HMGB1 je odloZeno, sa joS ve¢im
zaostajanjem od 12 do 18 sati (266). Pocetna faza sekrecije HMGB1 zahteva
inflamatorni signal koji potice od LPS, IL-1 ili TNF (265). Naime LPS dovodi do
acetilacije odredenih lizinzkih ostataka, Sto uzrokuje da HMGB1 ostane u citoplazmi i

blokira vracanje i ulazak u jedro, (267) dok ¢e TNF indukovati sekreciju fosforilacijom
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(268). Citoplazmatski HMGB1 ¢e potom biti preuzet od sekretornih lizozoma koji se
mogu fuzionisati sa Celijskom membranom i sekretovati eksracelijski (266). VeCina
HMGB1 izluCena tokom prvih 16 sati potice iz jedra celije. Tek nakon tog perioda

zapocinjena Celijska sinteza (265).

Pasivno oslobadanje HMGB1 iz nekroti¢nih c¢elija je dokazano tokom studije
sprovedene od strane Scaffilda i saradnika 2002. godine. Detektovano je postojanje
HMGB1 u nekroti¢nim ¢elijama nakon ponovljenog zamrzavanja. Naime, dodavanjem
nekroti¢nih fibroblasta kulturama makrofaga, indukovana je izrazita sinteza TNF-a, a
nasuprot tome dodavanje nekroti¢nih fibroblasta koji su bili deficitarni HMGB1
genima dovodili su do niske produkcije TNF-a u makrofagima, $to je ukazalo da je
HMGB1 vodeé¢i faktor u zapaljenskom procesu izazavanom nekrozom Ccelija, i

zadovoljava kriterijum endogenog zapaljenskog signala (269).

Cinjenica da postoje dva mehanizma oslobadanja ovog proteina ukazuje na znacaj
HMGB1 kao endogenog medijatora u inflamaciji i pokazuje da HMGB1 moZe da deluje
i kao rani inicijator zapaljenja (pasivnim oslobadanjem iz nekroti¢nih ¢elija) i kao
generator zapaljenske reakcije (aktivno-sekrecijom iz makrofaga). Takode je vazno
imati na umu da se pasivno oslobodeni HMGB1 iz nekroti¢nih ¢elija i aktivno izluceni
HMGB1 iz makgrofaga, hemijski razlikuju, jer je aktivno izluceni molekul acetilovan
(267). Oslobodeni HMGB1 se vezuje za RAGE receptor (engl. Receptor for advanced
glycation endproducts, RAGE) na dozno zavisan nacin i to je prvi receptor za koji se
otkrilo da vezuje HMGB1. RAGE su transmembranski receptori kojih u normalnom
tkivu ima malo ali su inducibilni. Interakcija izmedu HMGB1 i RAGE moZe da se
inhibira dodavanjem rastvorljivog RAGE ili anti-RAGE antitela (270). RAGE su
eksprimirani na mononuklearnim fagocitima i vaskularnim glatko-miSi¢nim ¢elijama
(270-272). Signal sa RAGE se ostvaruje preko, ne samo NF-kB signalnim putem, vec i
mitogen-aktiviranom protein kinazom (MAPK) (273). Pored RAGE, pokazalo se da
HMGB1 prepoznaju i TLR (274). U Tabeli 4. je prikazana ekstracelijska uloga HMGB1

u inflamaciji.
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Tabela 4. Ekstracelijska uloga HMGB1 u inflamaciji

Agenti Bioloski efekti

HMGB1 Celijske kulture

Podstice oslobodanje TNF-a i drugih citokina iz makrofaga/monocita
(275, 276)

Indukuje hemotaksu i reorganizaciju citoskeleta ¢elija glatkih miSica
(273)

Povecava propustljivost Caco-2 monoslojeva (277)

Indukuje ekspresiju RAGE receptora i adheziju molekula (ICAM-1, VCAM-
1) na humanim endotelnim Celija (278)

StimuliSe oslobodanje TNF-a i IL-8 na endotelnim ¢elijama (278)

Aktivira mitogen-aktivirani protein kinazu (kao $to je p38 i ERK1/2)
fosfatidilinozitol 3-kinaza/akt i poboljSava ekspresiju proinflamatornih
citokina kod humanih neutrofila (279)

Zivotinje

Intratrahelana injekcija izaziva akutno oStecenje pluéa kod LPS-
rezistentnihC3H/Hej miSeva (280)

Intraperitonealna injekcija je izazivala smrt u obe grupe i LPS-senzitivnih
(Balb/CIC3H/HeN) i LPS-rezistentnh (C3H/Hej) miseva (265, 281)

sves

(smanjeni mehanicki prag na toplotnu stimulaciju) (282)
Intracerebralna aplikacija dovodi do anoreksije i promene ukusa (283)

Anti- Zivotinje

HMGB1 .
antitela °

ZaStita od LPS-indukovane akutne povrede pluc¢a (280)

ZaStita od LPS-indukovane hipofagije (283)

Zatita od smrtnosti u zivotinjskim modelima sa endotoksemijom i sepsom
(265, 281)

Znacajna zaStita u zivotinjskom modelu kolagen-indukovanog artritisa
(284)

Ljudi

Inhibitori °

Antagonisti .

Terapijska monoklonalna anti-HMGB1 antitela se trenutno proucavaju u
mnogim klini¢kim istraZivanjima (285)

Etil piruvat inhibira oslobadanje HMGB1 [ smanjuje smrtnost kod
Zivotinja od endotoksemije i sepse (281)

OdloZena primena HMGB1 A domen Stiti od smrtnog ishoda na
Zivotinjskim modelima od endotoksemije i sepse (281)

Sistemska primena HMGB1 A domen osigurava zastitu kod kolagen-
indukovanog artritisa (284)

1.5.3.2 HMGB1 kao proinflamatorni medijator

Wang i sar. proucavajuci sepsu i endotoksemiju detektovali su HMGB1 i kao citokin

(265). Brojni su pokuS$aji ucinjeni u lecenju sepse i izuCavanju poznatih citokina,

ukljuCujuci i TNF. Najveca prepreka u izucavanju TNF i drugih proinflamatornih

citokina u lecCenju sepse je to, Sto se vecina ovih citokina rano oslobada tokom

septitnog odgovora, obi¢no u roku od jednog ¢asa nakon izloZenosti stimulusu. Ovaj

brzi kineticki obrazac ne dozvoljava dovoljno vremena za terapeutsku intervenciju u
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klinickim uslovima, uprkos uspeSnim rezultatima u eksperimentalnim sistemima.
Cinjenica da smrt moZe nastupiti dugo nakon $to se sistemski nivo proinfalamatornih
citokina vrati na normalan nivo, naterali su istrazivace da sistematski istrazuju i
neotkrivene medijatore koji se znacajni za nastanak sepse (276). Oni su stoga poceli
da definiSu proteine otpustene iz aktiviranih makrofaga nakon stimulisanja ¢elija sa
TNF, IL-1 ili LPS i potom analizirali sekretovane proteine. HMGB1 je detektovan
nakon 8 h posle stimulacije sa LPS, sa pikom u lu€enju nakon 18 h. Slicno tome, kod
miSeva ubrizgavanjem LPS ili TNF, HMGB1 je bilo moguce detektovati u uzorcima
seruma posle 8-32 h. Rekombinantni HMGB1 je bio smrtonosan i za LPS-osetljive i
LPS-otporne miseve, kada im je bilo ubrizgano intraperitonealno, Sto je ukazivalo da
efekat nije izazvala LPS kontaminacija. Injekcija toksi¢nih doza HMGB1, dovodila je do
groznice, gubitka na teZini, piloerekcije, drhtanja i mikrotromboze u jetri i plu¢ima.
Takode je doslo do porasta nivoa TNF u serumu in vivo. Tako je studija pokazala da
je HMGB1 veoma potentan citokin i da indukuje proinflamatorni odgovor makrofaga i
monocita (276, 279). Stimulacijom makrofaga pomo¢cu HMGB1 dolazi do de novo
sinteze TNF-a, bududi da se, takode, povecava nivo iRNK. Dodavanje HMGB1 kulturi
monocita dovodilo je do njihovog aktiviranja i sinteze TNF-a, [L-1q, IL-1(3, IL-1ra, IL-6,
IL-8, MIP-1a i MIP-$, ali ne i IL-10 ili IL-12. Zanimljivo, HMGB1-indukovana TNF
produkcija je znaCajno odloZena u poredenju sa LPS-indukovanom TNF sintezom.
Produkcija TNF izazvana sa HMGB1 je dvofazna: prvi pik je nakon 3 h a drugi pik
nakon 8-10 h. Nakon LPS indukovana produkcija TNF dostigla je pik nakon 2 h, i bila
prakticno nemerljiva nakon 8 h (276). T celije stimulisane HMGB1 oslobadaju
citokine, dolazi do njihove proliferacije, prezivljavanja i Th1 polarizacije (286, 287).
Nakon stimulacije neutrofila povecava se interakcija sa MAC-1 i RAGE, ¢ime se

aktivira migracija i adhezija netrofila (288).

Dodatno je pokazano da endotelne Ccelije mikrovaskulature takode produkuju
proinflamatorne citokine nakon stimulacije sa HMGB1, (278) kao Sto su TNF, IL-8 i
MCP-1 (278, 289).

Na osnovu svih ovih istrazivanja zaklju¢eno je da HMGB1 ima veoma znacajno mesto
kao proinflamatorni medijator, ali i da indukuje sintezu viSestrukih proinflamatornih

medijatora (290).
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1.5.3.3 Regenerativni efekti HMGB1

Pored uloge u zapaljenju, “alarmini” znacajno utiCu na regeneraciju tkiva (291).
Posebno je vazno da HMGB1 izaziva migraciju mati¢nih celija prema mestima u
kojima se odigrava zapaljenje i na taj nacin utice na regeneraciju tkiva (292).
Dokazano je da mioblasti migriraju u oStecene regione i regenerisu tkiva stimulacije
sa HMGB1 (293, 294). Ovi efekti na pojedinim vrstama ¢elija se ogledaju na povecanju

regeneracije na nivou tkiva.

HMGB1 stimuliSe migraciju vaskularnih glatkih miSi¢a i indukuje reorganizaciju
Celijskog skeleta (273). Kod skeletnih miSi¢a, stimulacijom HMGB1 se povecava
miogeneza i angiogeneza (293, 295, 296). Dalja potvrda ovih zakljucaka nakon
istraZivanja dovela je do saznanja da inhibicija HMGB1 signalizacije dovodi do
smanjene proliferacije krvnih sudova i regeneracije tkiva, (293) Osim toga, direktno
ubrizgavanje egzogenog HMGB1 u tkivo sranog miSi¢a koje je pretrpelo infarkt,
rezultira, kod miseva, pove¢anjem broja miocita sa strukturalnim ali i funkcionalnim
poboljsanjima (297). Pored toga, HMGB1 izaziva migraciju i proliferaciju mati¢nih
¢elija krvnih sudova (mezoangioblasta), Sto ukazuje na vaznu ulogu u regeneraciji
tkiva misica (296), a samim tim promoviSe zarastanje rana i tkivnu regeneraciju.
Takode HMGB1 regrutuje neutrofile, monocite i makrofage na mesta zapaljenja kao
Sto je pokazano u modelima akutnog oSteenja plu¢a (280, 298) i povecava

adhezivnost monocita (299).

Baktericidno dejstvo HMGB1- studija je pokazala da HMGB1 dobijen iz tkiva
egzokrinih Zljezda bez znakova zapaljenja, ispoljava direktna antibakterijska dejstva

(300) i ogranicava infekciju ili tkivno oStecenje.

Sa druge strane, prekomerno uvecanje nivoa HMGB1 dovodi do nekontrolisanog
inflamatornog odgovora, tkivnih oStecenja i organskih disfunkcija. Sepsa je primarno
stanje koje karakteriSe prisustvo visoke serumske koncentracije HMGB1. Animalni
eksperimentalni modeli teSke sepse, ukljuc¢ujuc¢i i abdomenalnu sepsu (265, 281)
ukazuju da se, za razliku od ,ranih“ proinflamatornih citokina (TNF, IL-1f) koji se
produkuju u prvim minutima nakon stimulacije endotoksinima i koji imaju kratak
poluzivot u cirkulaciji, HMGB1 pojavljuje tek nakon 8-72 sata, zbog ¢ega je i oznacCen
kao ,kasni“ inflamatorni medijator. Smrtnost ovih Zivotinja je Kkorelisala sa

akumuliranjem HMGB1 proteina u cirkulaciji i bila znatno umanjena sa opadanjem
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njegove koncentracije u prisustvu neutraliSucih anti-HMGB1 antitela (301). Nekoliko
klini¢kih studija dodatno je impliciralo ulogu HMGB1 proteina kao kasnog medijatora
sepse (302, 303). Zbog toga se pretpostavlja da bi HMGB1 mogao da bude potentni
marker teZine patoloskog procesa i meta terapeutskog tretmana tokom razlicitih
infektivnih i inflamatornih bolesti. Ova pretpostavka ima oslonac i u literaturnim
podacima koji se odnose na patoloska stanja kod kojih dolazi do poboljsanja klinicke
slike sa opadanjem uvecanog nivoa HMGB1 (304). Stoga je opravdanost klinickih
istrazivanja vezanih za ekspresiju HMGB1 u razli¢itim patoloskim stanjima bazirana
na mogucnosti identifikacije HMGB1 proteina kao prognostickog faktora i otvaranju

novog polja terapeutskih istrazivanja.

1.5.3.4 HMGB1 kao terapijska meta tokom zapaljenja

Sa otkricem HMGB1 kao potentnog medijatora i njegovo prisustvo izvan celija su
inicirali istrazivanja mogucih korisnih efekata u terapiji pacijenata sa sepsom. Prva
prijavljena studija je istrazivala poliklonalna antitela usmerena protiv HMGB1 kod
zeCeva sa indukovanom LPS-sepsom (265). Tretman sa HMGB1 specificnim
poliklonskim antitelima takode znacajno unapreduje ishod bolesti kod zapaljenja
plu¢a indukovanog edotoksinom (280). Yang i sar. nakon istraZivanja na misevima,
kada je peritonitis izazvan cekalnom ligaturom i punkcijom (CLP), pokazali su da se
poliklonalna antitela nakon 24 h i dalje efikasno odrZavaju (281), dok je u prethodnim
pokuSajima sa slicnim intervencijama sa anti-TNF ili anti-MIF (faktor inhibicije
migracije makrofaga) antitelima, imao mnogo kraci terapijski prostor (160, 305). Ovi
eksperimentalni rezultati podstiCu na dalja istrazivanja na polju terapije septi¢nih

bolesnika. (217, 306).
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2 CILJEVI



1. Procena prognostickog znacaja odredivanja postoperativnog nivoa HMGB1

proteina u serumu pacijenata sa difuznim sekundarnim peritonitisom.

2. Ispitivanje uloge HMGB1 u predikciji mortaliteta u uslovima razvijenog

sepiti¢nog sindroma.

3. Komparativna analiza kinetike HMGB1 proteina sa drugim serumskim
markerima inflamacije - prokalcitoninom, C-reaktivnim proteinom, serum

amiloidom A (SAA), u uslovima razvijenog septicnog sindroma.
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3 MATERIJALI METODE



Kohortna studija je izvedena na Klinici za urgentnu hirurgiju Urgentnog Centra
Klinickog centra Srbije i Institutu za bioloSka istraZivanja ,SiniSa Stankovi¢“ u

Beogradu.

3.1 Pacijenti

U studijsku grupu je uklju¢eno 100 pacijenata starosti od 18 do 70 godina Zivota, sa
znacima akutnog abdomena usled difuznog sekundarnog peritonitisa razlicite

etiologije:

a. Zbog patoloSke perforacije Zeluca i dvanaestopala¢nog creva (duze od 12

Casova), ZuCne kese, slepog creva, tankog i debelog creva.
b. Usled komplikacija nastalih nakon prethodne elektivne ili hitne operacije.
c. Zbog razvijanja inflamatornih oboljenja gastrointestinalnog trakta
d. Usled vaskularnih oboljenja creva

Dijagnoza sepse /SIRS-a, bila je postavljena na osnovu prisustva najmanje dva, od
sledecih klinickih manifestacija: telesna temperatura >38 ili <36 °C; sr¢ana frekvenca
>90/min; broj respiracija >20/min ili PaCO> < 4,3 kPa; broj leukocita>12000 ili <4000,
ili prisustvo >10% nezrelih neutrofila. Kriterijumi koji su definisali abdominalnu sepsu
bili su: definisan abdominalni izvor infekcije sa pozitivnom mikrobioloskom kulturom

iz peritonealne duplje.

U okviru studijske grupe, formirane su dve grupe ispitanika: grupa koja je oznacCena
SIRS grupa i, grupa koja je oznacena SEPSA grupa, postoperativno u zavisnosnosti od
mikrobioloSkog nalaza. Bolesnici kod kojih nije dokazano prisustvo abdominalne
infekcije (zasejane podloge su ostale sterilne), ¢inili su SIRS grupu. Pacijenti kod kojih
je dokazano prisustvo abdominalne infekcije (zasejane podloge-pozitivan

mikrobioloski nalaz), svrstani su u SEPSA grupu.

U kontrolnu grupu bilo je uklju¢eno 30 pacijenata, starosti od 18 do 70 godina Zivota,
operisanih zbog elektivne preponske kile, a kod kojih nije bila prisutna infekcija i

inflamacija.
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[skljucni kriterijumi u ovoj studiji su bili trudnoc¢a, puerperijum, diabetes mellitus,
maligna stanja, pacijenti sa znacima akutnog pankreatitisa, pacijenti kod kojih se
primenjuju citostatici ili su na imunosupresivnoj terapiji, pacijenti inficirani B i C
hepatitis virusom kao i HIV virusom, pacijenti sa psihozom. Pacijenti kod kojih se
sumnjalo na ekstraabdominalno poreklo infekcije, takode su bili iskljuceni iz

istrazivanja.

Difuzni peritonitis je bio definisan prisustvom toksi¢nog sadrZaja u najmanje tri

kvadranta trbuSne duplje.

Svim pacijentima je preoperativno izracunavan ASA (American Society of
Anesthesiologist) skor, dok je prvog postoperativnog dana odredivan APACHE II
(Acute Physiology And Chronic Health Evaluation II) skor radi stratifikacije stanja i

tezine fizioloskog odstupanja od normale.

Indikacija za operativno leCenje je bila postavljena na osnovu klinickog nalaza,
laboratorijskih analiza, utrazvuka (UZ) i nativne radiografije (RTG) trbuha i

eventualno kompjuterizovane tomografije trbuha (CT).

3.2 Hirurske tehnike

Svim pacijentima sa peritonitisom je radena medijalna laparotomija. NajceS¢e je
izvodena sutura dvanaestopalacnog, tankog creva i debelog creva pojedinacnim
Savovima, resekcija Zeluca i debelog creva. Pored toga radena je ileostomija i
kolostomija, apendektomija, holecistektomija i totalna kolektomija. Svim pacijentima
je radena peritonealna lavaza sa 3-4 | fizioloSkog rastora uz plasiranje drenova u oba
subferni¢na prostora, subhepati¢no i u Duglasov prostor. Svi pacijenti su primarno

zatvoreni.

Kod pacijenata sa kilama, radena je herniektomija sa plastikom ingvinalnog kanala i

plastikom po Linchestain-u.

3.3 Mikrobioloska analiza

Svim pacijentima je intraoperativno bio uziman uzorak peritonealnog sadrzaja, koji je
upucéivan na standardno mikrobioloSko ispitivanje u MikrobioloSku laboratoriju

Urgentnog centra Klinickog centra Srbije u Beogradu.
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3.4 Odredivanje hematoloskih, hemostatskih i biohemijskih
parametara iz krvi

Uzorci krvi su uzimani pre hirurSke intervencije i, svaki dan nakon hiruske
intervencije, sa Vacutainer-ima (BD Vacutainer Systems, Franklin Lakes, New Jersey),
na EDTA kao antikoagulansom za odredivanje krvne slike (Le,Er, HGB, HCT, Tr), EDTA
citratom kao antikoagulansom za odredivanje parametara hemostaze (PT, aPTT,
fibrinogen, antithrombin III, plasminogen, D-dimer). Odredivanje broja krvnih ¢elija je
odredivano pomoc¢u HmXanalyser (Beckman Coulter, USA) wuz KkoriS¢enje
komercijalnih reagenasa. Komercijalni testovi (Siemenz Healthcare GmbH, Marburg,
Germany) su koriS¢eni za odredjivanje parametara hemostaze uz pomo¢ BCS XP
analizatora koagulacije (Siemenz Healthcare GmbH, Marburg, Germany) . Uzorci krvi
za rutinsko biohemijsko ispitivanje (glukoza, urea, kreatinin, bilirubin, ukupniproteini,
albumini, Na*, K*, Cl, Ca2*, AST,ALT, alkalnafosfataza, alfa amilaza) dok su uzorci za
odredjivanje C-reaktivnog proteina, Serum amyloid A i Prokacitonin-a ostavljeni na
sobnoj temperature 30 minuta da koaguliSu a zatim su centrifugiranini 2680 g 10
minuta za dobijanje serumskih uzoraka. Serumski rutinski biohemijski parametri, C-
reaktivni protein, Prokalcitonin su odredivani uz pomo¢ Roche Cobas 6000
automatskog analizatora (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany).Vrednosti serum
amyloid A su odrdjivane uz pomo¢ pojacanog imunofelometrijskog testa (Siemenz
Healthcare GmbH, Germany) on BNII System (Siemenz Healthcare GmbH, Germany).
Takode su odredivani parametri na osnovu kojih su pacijenti bili skorovani -APACHE II

skor.

3.5 Western blot

Western blot za odredivanje HMGB1 u serumu raden je tako Sto je 1pL serumskih
proteina razdvajen pomocu SDS-PAGE na 12% poliakrilamidnom gelu. Nakon
transfera proteina na polyvinylidene difluoride (PVDF) membranu (Hybond-P,
RPN303F, Amersham Pharmacia Biotech), membrane su inkubirane sa primarnim anti
HMGB1 antitelima (K-12, Santa Cruz Biotechnology - razblaZenje 1:750) i potom,
sekundarnim peroksidazom konjugovanim antitelom (sc-2379; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). Vizuelizacija nagradenih antigen-antitelo
kompleksa uradena je bojenjem luminol reagensom (Western Blotting

Chemiluminescence Luminol Reagen, sc-2048, Santa Cruz Biotechnology) i stavljanjem
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pod film (Hiperfilm ECL, RPN 3103 K, Santa Cruz Biotechnology) prema uputstvu
proizvodaca. Kvantifikacija HMGB 1 je ucinjena u TotalLab v1.1 (Phoretix)(307).

3.6 Statisticka analiza

Obradeni su demografski, etiopatoloski, laboratorijski, mikrobioloski, klinicki i podaci

o hirurskim intervencijama kao i postoperativni morbiditet.

0Od dobijenih podataka formirana je baza podataka u EXCEL 7 u kojoj su prikazane

numericke vrednosti prac¢enih obeleZja u okviru posmatranih grupa.

Normalnost raspodele je proveravana Kolmogorov-Smirnov-ljevim testom. Normalno
distribuirani podaci su prikazani kao srednje vrednosti za grupu sa standardnom
devijacijom (SD), a ostali kao medijana uz interkvartilni opseg (IQR). Statisticka
znacajnost inicijalnih razlika kod pacijenata sa kilama, sepsom i SIRS-om je evaluirana
Hi-kvadrat testom, Fischer-ovim testom, t-testom i Wilcoxon-ovim testom za
nezavisne uzorke. Obrazac promene u vremenu odabranih serumskih parametara je
analiziran linearnim modelom mesSanih efekata, pri ¢emu su neparametarski podaci
prethodno log-transformisani. P vrednosti za viSestruka poredenja su korigovane po
Bonfferoni-ju i ako su bile manje od 0,05 smatrane su statisticki znacajnim. Statisticka

analiza i graficki prikazi su uradeni u R 3.1.0. (308).
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4 REZULTATI



4.1 Opsti demografski podaci

U ovo prospektivno istrazivanje ukljuceno je 130 pacijenata, od kojih su 100
pacijenata bili pacijenti sa sekundarnim peritonitisom, podeljeni u dve grupe: u grupi
SIRS bilo je 45 pacijenata, dok je u grupi SEPSA bilo 55 pacijenata; u kontrolnoj
grupi, koju su c¢inili pacijenti sa preponskim kilama bilo je 30 pacijenata. Prosec¢na
starost, u grupi SIRS iznosila je 45,91+13,1, u grupi SEPSA iznosila je 48,8 +13,3, dok
je u grupi sa kilama iznosila 46,23+15,7. U obe ispitivane grupe, dve treéine su bili
pacijenti muskog pola, dok su u kontrolnoj grupi bili sve muskaraci. Prose¢no lec¢enje
obe ispitivane grupe, trajalo je oko sedam dana, dok su u kontrolnoj grupi pacijenti
leceni dva dana. U naSoj studiji su svi ispitanici preziveli. Tre¢ina pacijenata u sve tri
grupe je imala arterijsku hipertenziju. Preoperativno je svim pacijentima izracunavan
ASA skor, koji je u obe ispitivane grupe iznosio 2 dok je u kontrolnoj grupi iznosio 1.
APACHE II skor izraCunavan prvog postoperativnog dana bio je 7 u SIRS grupi, dok je
u grupi SEPSA bio 8, a u kontrolnoj grupi je bio 4 (Tabela 5).

Tabela 5. Demografski podaci uz ASA i APACHE II skorove na prijemu

SEPSA SIRS sekundarni
n=55 n=45 SIRS vs kontrolna peritonitis
- grupa VS.
sekundarni peritonitis SEPSA* n= 30 kontrolna
n=100 grupa

starost (sv+SD) 48,8+13,3 45,9+13,1 nz 46,2+15,7 nz
Pol (muski) 69,1% 71,1% nz 100% nz
Dani hospitalizacije 7,1%1,9 7,2+1,8 nz 2,0+£0,0 <0,001
Hronicne bolesti 30,9% 28,9% nz 33,3% nz
ASA
medijana (IQR) 2(0) 2(0) nz 1(0) nz
APACHE I 825  7(4) 1 4@3) nz

medijana (IQR)

* p vrednosti korigovane za viSestruka poredenja, Bonferroni korekcija; nznije

znacajno

Postojala je statisticki znacajna razlika u duZzini hospitalizacije izmedu pacijenata sa
sekundarnim peritonitisom i pacijenata sa kilama dok se grupe SIRS i SEPSA nisu

statisticki razlikovale (Tabela 5).
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4.2 Dijagosticke procedure:

U obe grupe pacijenata sa peritonitisom podjednako su radeni EHO trbuha i nativna

radiografija trbuha, dok je MSCT trbuha raden veoma retko i nije postoja razlika medu

grupama (Tabela 6).

Tabela 6. Dijagnosticke procedure u grupi pacijenata sa peritonitisom

SEPSA SIRS p
n=55 n=45
EHO trbuha 94,5% 91,1% nz
RTG trbuha 98,2% 97,7% nz
MSCT trbuha 1,8% 8,9% nz

nz, nije znacajano

4.3 Etiologija sekundarnog peritonitisa

Analizom uzroka sekundarnog peritonitisa, u grupi SEPSA bilo je najviSe pacijenata sa

perforativnim appendix-om, dok je u grupi SIRS najviSe bilo pacijenata sa perforacijom

duodenalnog ulkusa. Nije postojala statisticki znacajna razlika u odnosu na distribuciju

po uzrocima peritonitisa (Tabela 7).

Tabela 7. Prikaz uputnih dijagnoza po grupama SIRS i SEPSA.

SEPSA

SIRS

Dijagnoza na prijemu n=5E =4S p
Append1.c1tls acuta gangrenosa 34,5% 13,3%

perforativa

Cholecystitis acuta cz.jllculsa 3.6% 6,7%

gangrenosa perforativa

Perforatio colonis 7,3% 4,4%

Perforatio intestini tenui 1,81% 4,4% nz
Perforatio recti proximalis 1,8% 0,0%

Ulcus b. dudeni perforatum 47,3% 62,2%

Ulcus prepylorici et pylorici 3.6% 8,9%

perforatum

*p vrednost na osnovu FiSerovog testa taCne verovatnoce; nz, nije znacajno
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4.4 Laboratorijska merenja

4.4.1 Parametri krvne slike

Postoji statisticki visoko znacajna razlika izmedu pacijenata u grupama SIRS i SEPSA

u preoperativnoj vrednosti leukocita u krvi. Ostali parametri se preoperativno nisu

znacajno razlikovali (Tabela 8).

Tabela 8. Preoperativne vrednosti parametara krvne slike

SEPSA SIRS sekundarni
n=55 n=45 SIRS vs. l;l(?;l;;olna Ssritonitis
sekundarni peritonitisi SEPSA* = 30 Kontrolna
n=100 *
grupa
Le (10°/L) 13,8%5,5 14,47+8,15 nz 6,5+1,4 <0,001
Er (1012/L) 4,8+0,6 4,7+0,5 nz 4,9+0,3 nz
Hgb (g/L) 144,6+18,6 144,4+21,9 nz 149,6+9,2 nz
Ht (L/L) 0,4+0,1 0,4+0,1 nz 0,4+0,1 nz
Tr (10°/L) 244,6+82,2 249,2+67,6 nz 204,7+30,9 nz

*p vrednosti korigovane za viSestruka poredenja, Bonferroni korekcija; nz, nije

znacajno
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Tabela 8a. Postoperativne vrednosti parametara krvne slike u grupama SIRS i SEPSA tokom hospitalizacije

po. Le(10%/L) Er (1012/L) Hgb (g/L) Ht (L/L) Tr (109/L)

dan SEPSA  SIRS SEPSA  SIRS SEPSA SIRS SEPSA SIRS SEPSA SIRS

1 13,3+6,0 13,7:64 4,305  4,3%04 130,1216,1  132,0£16,2 0,38+0,01 0,39+0,04 209,2+71,4 220,8+66,7
2 12,1+4,1 12,3%63  4,040,7 3,905 123,1+14,5 123,1%¥16,7 0,37#0,04 0,360,05 204,2+63,4 210,2+57,0
3 11,3+4,1 10,4#4,6 5183  12,1#538 120,3%159 121,5¢19,3 0,36:0,04 0,36x0,06 219,1+68,0 228,7+71,4
4 10,1+4,2  9,13,0 4,0+0,6 3,906 119,7+15,0  122,2#21,1 0,36%0,04 0,36x0,06 231,8+74,4 252,3+73,0
5 9,4+3,6  9,1#3,38 3,9+0,5 3,940, 116,2+22,9 122,8#16,5 0,35%0,05 0,36+0,05 243,8+858  268,8+82,7
6 9,9+41 9,337 39404  163+69,1 117,9+16,6 124,6+17,6 0,35:0,05 0,37#0,05 270,3+113,9 293,2:92,6
7 10,8+4,3 10,1#32  3,9+05 4,005 119,9+153  124,3%159 0,36%0,04 0,37+0,05 247,7+100,3 333,3+80,9
8 11,9+33 11,1#36  4,2+0,6 3,805 125¢17,7  115,6%188 0,38+0,05 0,34+0,05 301,9+166,8 399,866,
9 12,3+4,3 11,81#42 4,1x0,7 3,905 119,1+23,8 1158£19,3 0,37£0,06 0,34£0,05 256,8+123,9 436,6£97,4
10  13,2#65 11,2+#23  39:03 3,404 119,092  97,09,9 0,360,02 0,29+0,03 286,3+182,5 464,5¢3,5
11 141 / 38 / 107,0 / 0,32 / 127,0 /
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Postoji statistiCki znacajna promena postoperativnih vrednosti leukocita, Hgb, i
trombocita u krvi po danima. Sa druge strane, nije ustanovljena razlika u obrascu tih

promena medu grupama SIRS i SEPSA. (Tabela 8b)

Tabela 8b. Uticaj SEPSA /SIRS i protoka vremena na parametre krvne slike. Prikazane

su p vrednosti na osnovu linearnog modela meSanih efekata

zgjss‘/f\i Vreme* SIRS/SEPSAxvreme*
Le (10°/1) nz <0,001 nz
Er (1012/]_.) nz nz nz
Hgb (g/L) nz <0,001 nz
Ht (L/L) nz nz Hz
Tr (109/L) nz 0.02 nz

*p vrednosti korigovane za viSestruka poredenja, Bonferroni korekcija; nz, nije

znacajno

Sama operativna intervencija dovela je do statisticki znacajnih promena u
vrednostima svih parametara krvne slike u grupi pacijenata sa ingvinalnom kilom

(Tabela 9).

Tabela 9. Perioperativne promene u pra¢enim parametrima krvi, grupa pacijenata sa

ingvinalnom kilom

Prosecna razlika u

parametru pre i posle p*
operacije
Le (109/L) 3,72 <0,001
Er (1012/L) -0,27 <0,001
Hgb (g/L) -9,03 <0,001
Ht (L/L) -0,02 <0,001
Tr (109/L) -13,87 <0,001

*p vrednosti na osnovu t-testa/Wilcoxon-ovog testa za vezane uzorke korigovana za
viSestruka poredenja po Bonferroni-ju; nz, nije znacajno
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4.4.2 Parametri plazmatskih sistema

D-dimer preoperativno, statisticki se veoma znacajno razlikovao u grupi sekundarnih
peritonitisa u odnosu na kontrolnu grupu. Vrednosti plazminogena su, opet bile
statistic¢ki znacajno niZe u grupi peritonitisa u odnosu na kontrolnu grupu. Pri tome su
vrednosti u grupi SIRS bile statisticki znacajno niZe u odnosu na grupu SEPSA

(Tabela 10).

Tabela 10. Preoperativne vrednosti parametara koagulacionog statusa

SEPSA SIRS Kontrolna sekundarni
n=55 n=45 SIRS vs. rupa peritonitis vs.
sekundarni peritonitis SEPSA* srup kontrolna
n= 30
n=100 grupa*
aPTT(s) 25,7412,2 24,0%4,3 nz 25,3+2,2 nz
PT(s) 12,8+¢1,8  12,3%1,1 nz 11,911 nz
INR 1,05+0,17 1,3+1,7 nz 1,0+0,1 nz
D-dimer 1,841,6  2,3%2,1 nz  0,4%0,1 <0,001
(mg/L)
Plasminogen
(% od 93,9+9,3 87,8%8,3 nz 106,3+6,9 <0,001
normale)
0
AT3 (% od 88,6+13,3 98,8+95,4 nz 91,0+3,7 nz
normale)

* p vrednosti korigovane za viSestruka poredenja po metodu Bonferroni; nz, nije

znacajno
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Tabela 10a. Vrednosti parametara koagulacionog statusa kroz dane pracenja u

grupama SIRS i SEPSA

p.o. aPTT (s) PT (s) INR

dan SEPSA SIRS SEPSA SIRS SEPSA SIRS

1 29,918,8 28,214,6 13,7¢1,6  20,3%47,0 1,13+0,21 1,36+1,73
2 31,2%5,9 30,9+5,2 13,4+1,5 13,1+1,2 1,11+0,14 1,36+1,92
3 29,51£6,7 29,7+4,7 12,9+1,4 13,0%£1,8 1,07+0,13 1,35+1,79
4 28,615,7 27,1+2,8 12,9+1,5 12,7+0,9 1,07+0,15 1,35+1,93
5 28,217,2 26,2%£2,9 13,2+x1,6  12,9+0,9 1,10+0,15 1,40+2,09
6 26,8+4,9 24,8+5,3 13,3+2,5 13,1+0,9 1,14+0,14 1,06+0,08
7 27,817,2 25,5£3,5 13,6x1,6 12,9+0,9 71,35£306,01 1,05+0,08
8 30,2+14,6 24,9+3,9 14,1+2,3 12,8+0,8 1,19+0,20 1,06+0,09
9 29,0+£10,3 24,7£3,6 14,7+2,1 13,4+1,5 1,67+1,20 1,11+0,15
10 25,5%2,8 27,4%3,7 15+4,1 13,9+1,7 1,28+0,37 1,185+0,10
11 28,6 / 20,9 / 1,81 /

Tabela 10a. Vrednosti parametara koagulacionog statusa kroz dane pradenja u

grupama SIRS i SEPSA-nastavak.

p.o. D-dimer(mg/L) Plazminogen AT3
dan (% od normale) (% od normale)

SEPSA SIRS SEPSA SIRS SEPSA SIRS
1 4,49+1,96 4,09+2,34 76,2+15,1  81,02+9,24 82,0+6,9 92,6+7,6
2 6,31+3,24 19,91+83,00 74,9+139  71,749,3 105,9+132,9 95,1+8,9
3 6,77+4,10 4,67+1,66 71,8+13,1  74,5#11,7 83,1%16,2 97,1+11,2
4 6,22+2,77 4,89+1,81 72,2+15,2  78,8+10,2 83,7+18,8 97,3+11,5
5 6,02+2,45 5,17+1,43 74,1+15,4  82,618,5 83,9+11,4 98,8+10,4
6 5,90+1,84 4,89+1,28 75,2+18,3  84+12,7 89,0+10,7 97,4+8,9
7 6,08+1,36 4,75+1,79 88,1+17,3 86,2+13,5 98,619,4 106,3£10,5
8 38,89+112,47 5,97+0,61 92,5¢189 86,7+18,5 110,9+11,7 98,2+7,8
9 4,13+1,12 5,67+1,42 91,1+23,8 95,6+19,8 115,8+13,1 97,749,3
10  4,73+2,74 3,12+0,16 102+3,6 68,5+0,7 112,342,1 93,0+16,9
11 6,91 / 104 / 117 /

Nakon korekcije za viSestruka poredenja, nijedan parametar koagulacionog statusa se
ne menja u vremenu, hiti postoji statisticki znacajna razlika medu grupama SIRS i

SEPSA u ponasanju ovih parametara (Tabela 10b).
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Tabela 10b. Uticaj SEPSA/SIRS-a i protoka vremena na koagulacioni status. Prikazane

su p vrednosti na osnovu linearnog modela mesanih efekata.

SIRS/SEPSA*  Vreme*  SIRS/SEPSAxvreme*
aPTT (s) nz nz nz
PT (s) nz nz nz
INR nz nz nz
D-dimer (mg/L) nz nz nz
Plasminogen (%

nz nz nz
od normale)
AT3 (% od

nz nz nz
normale)

*p vrednost korigovana za visestruka poredenja; nz, nije znacajno

Sama operativna intervencija dovela je do statisticki znacajnih promena u

vrednostima svih parametara koagulacionog statusa osim aPTT-a, u grupi pacijenata

sa ingvinalnom kilom (Tabela 11).

Tabela 11. Perioperativne promene u pra¢enim parametrima koagulacionog statusa,

grupa pacijenata sa ingvinalnim kilama

prosecna razlika

u parametru pre p*

i posle operacije
aPTT (s) 0,04 nz
PT (s) 0,82 <0,001
INR 0,06 <0,001
D-dimer (mg/L) 0,17 <0,001
Plasminogen (% 110,97 <0,01
od normale)
AT3 (% od 5,9 <0,001
normale)

*p vrednosti na osnovu t-testa/Wilcoxon-ovog testa za vezane uzorke korigovana za

viSestruka poredenja po Bonferroni-ju; nz, nije znacajno

4.4.3 Biohemijski parametri

Pacijenti sa sekundarnim peritonitisom, preopeartivno su imali statisticki znacajno

viSe vrednosti glukoze u krvi. Pacijenti sa peritonitisom su, takode imali statisticki

znacajno niZe vrednosti natrijuma, albumina i ukupnih protein (Tabela 12).
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Tabela 12. Preoperativne vrednosti ostalih pra¢enih biohemijskih parametara iz krvi

SEPSA SIRS SIRS vs. kontrolna grupa sekundarni
n=55 n=45 SEPSA* n=30 peritonitis vs.
sekundarni peritonitisi kontrolna grupa*
n=100
Glukoza 7,7+5,6 7,0+1,8 nz 5,0+0,6 <0,001
(mmol/L)
Urea (mmol/L) 7,6%£9,6 5,9+3,1 nz 5,4+1,6 nz
Kreatinin 85,7+49,8 70,6+17,8 nz 84,7+15,4 nz
(mmol/L)
Bilirubin 17,3+10,3 14,8+12,0 nz 17,4+11,4 nz
(umol/L)
natrijum 137,843,6 138,4+4,1 nz 140,8+1,9 <0,001
(mmol/L)
Ukupni proteini  67,5%7,7 66,5+8,4 nz 72,3+34,0 0,014
(g/L)
Albumini (g/L) 41,9+6,2 40,7+6,8 nz 46,8+2,9 <0,001
kalijum 4,2+0,4 4,2+0,8 nz 4,3+0,4 nz
(mmol/L)
hloridi 99,6+5,2 100,0+4,5 nz 101,9+2,4 nz
(mmol/L)
kalcijum 2,3+0,22 2,3+0,2 nz 2,3+0,1 nz
(mmol/L)
AST (U/L) 31,1+39,8 39,3+79,0 nz 79,0£12,6 nz
ALT (U/L) 13,8+18,8 16,4+11,7 nz 19,6+10,5 nz
Alkalna 69,0+23,0 66,9+41,6 nz 57,3+15,7 nz
fosfataza (U/L)
Alfa amilaza 88,9+128,26 79,37+574 nz 81,3+131,9 nz

/L)

*p vrednosti korigovane za viSestruka poredenja po Bonferroni-ju; nz, nije znacajno
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Tabela 12a. Vrednosti ostalih pra¢enih biohemijskih parametara iz krvi kroz bolnicke

dane u grupama SEPSA i SIRS

p.o. Glukoza (mmol/L) Urea (mmol/L) Kreatinin (mmol/L) Bilirubin (umol/L)

dan SEPSA SIRS SEPSA SIRS SEPSA SIRS SEPSA SIRS

1 6,7+3,2 6,7t2,3 7,3x10,1 4,9+2,7 80,2+48,1 65,5+20,6 15,4%8,2 16,1+13,8
2 5,5+1,8 57+1,7 7,1+99 4,4+1,9 76,6£58,7 61,6+154 12,4456 11,2+4,1
3 5,5+1,9 56+1,7 7,1+10,2 4,6+1,7 73,7¢65,4 58,3t14,3  11,445,2 11,245,2
4 57+1,4 56+1,4 7,3%10,3 4,8+2,3 71,1¢58,1 57,6+16,8 10,3+4,9 10,3+3,9
5 5,6+1,3 58+1,9 7,0£10,1 4,3+1,5 67,8449,2 58,5¢158 9,0+3,9 9,4+4,1
6 5,9+2,3 57+1,8 5,8%6,1 4,2+1,9 68,1+53,7 60,3169 8,9+3,7 8,7+4,4
7 5,8+1,5 57+1,3 6,3%7,1 3,6+1,4 80,1+63,6  54,5+18,3  9,7+3,7 9,1+4,6
8 6,5+2,1 6,3+x1,9 7,8+84 4,2+0,8 85,3+56,2 61,4169 8,9+3,1 8,3+4,0
9 7,5+4,7 55+0,9 9,8+11,5 3,4+0,8 87,3+t63,1 57,2+14,2 10,0+3,3 9,7+4,1
10  7,1+3,7 8,6+3,2 11,9+149 19 87+54,7 55,0£21,2  13,3%4,7 7,5+6,4
11 11,4 / 14,7 / 73 / 39 /
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Tabela 12a. Vrednosti ostalih pra¢enih biohemijskih parametara iz krvi kroz bolnicke dane u grupama SEPSA i SIRS-nastavak

p.o.  Ukupniprotein (U/L)  Albumini (U/L) Natrijum (mmol/L) Kalijum (mmol/L) Hloridi (mmol/L)

dan  SEPSA SIRS SEPSA SIRS SEPSA SIRS SEPSA  SIRS SEPSA SIRS

1 54,9+6,4 55,4+6,2 34,8453 34,4449 138,5+3,8 138,3+3,2 4,2+0,5 4,2+0,6 103,6%x4,3 103,1+3,4
2 53,9+4,9 54,2+4,8 33,1+4,3 32,7+4,4 139,1+3,2 138,1+3,1 3,9+0,6 4,0+0,4 102,2+3,7 101,8%3,7
3 53,2+4,7 54,556 32,4+4,1 32,4+4,3 140,3+3,6 138,7+2,6 3,7+0,5 3,840,4 103,0+4,0 100,9+3,6
4 52,6+4,5 54,5+55 31,9+3,3 32,1+4,4 140,6+3,3 139,3+2,7 3,6+0,5 3,804 102,3x4,3 100,9+3,2
5 51,9+4,7 54,359 30,9+3,3 32,2439 1399+3,1 138,5+3,1 3,5+0,4 3,8+0,4 101,5+49 100,7+3,5
6 53,2+5,1 55,2+6,6  31,5+3,7 32,74#3,9 139,2+4,5 138,7+3,1 3,8+0,7 4,0+0,4 101,3%55 101,1+3,4
7 53,4+4,4 555+7,2 30,5+3,4 32+3,7 139,851 137,5#4,1 3,9+0,7 4,1+0,3 100,9+8,0 99,1+3,6
8 54,6+6,1 56,7+8,5 31,639 31,4451 141+6,6 137,2+2,7 4,1+0,4 4,1+0,5 102,3+7,7 99,3%4,3
9 55,0+8,0 56,651 30,3+3,1 29,5#5,1 140,857 136,6+2,5 4,0+0,5 4,1+0,4 103,6£7,2 99,5+1,0
10 56,7+4,7 44,085 35+2,6  25,5+49 141,3+9,2 140+7,1 39+0,4 3,5+0,1 100,7¢9,9 102,0+2,8
11 61,0 / 32,0 / 152,0 / 3,0 / 112,0 /
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Tabela 12a. Vrednosti ostalih pra¢enih biohemijskih parametara iz krvi kroz bolnicke dane u grupama SEPSA i SIRS-nastavak

p.o. Kalcijum (mmol/L) AST (U/L) ALT (U/L) Alkalna fosfataza (U/L) Alfa amilaza (U/L)

dan  SEpPSA SIRS SEPSA SIRS SEPSA SIRS SEPSA SIRS SEPSA SIRS

1 2,1+0,2 2,1+0,1  31,0+24,1 40,7+37,5 26,6+£16,7 39+47,2 60,0+29,7 55,5+26,6 63,5t56,3 72,7+60,5
2 2,1+0,7 2,1+0,1 26,1+x11,6  31,4+20,1 21,7+11,6 30,3+289 57,6+21,51 51,4+16,0 57,7+40,7 54,8+43,2
3 59+27,3 2,1+0,1 25,4+9,1 28,1+14,7 18,96+7,1 26,6+21,7 59,4+23,4 56,3+34,3 61,6+47,1 60,5+59,1
4 4,9+19,7 2,1+0,1  28,2+14,0 28,8+21,5 20,6+10,6 23,6+19,3 60,3257 54,7+29,5 599+36,9 73,2+87,1
5 2,1+0,8 2,1+0,2 29,7+12,4 35,0+31,6 21,0%9,6 26,6£23,0 60,4+25,0 57,0+41,5 57,0£3519 61,3+33,9
6 4,7+¢15,6 2,1+0,1 37,3+15,7 36,7+22,8 255+12,2 30,34+25,2 62,6%26,7 59,5+41,3 64,0+40,5 63,8+36,7
7 2,0£0,3 2,1+0,2  40,3+20,4 41,6+25,7 28,2+22,3 36,4+32,8 65,1+31,7 65,9+50,9 70,1+39,2 60,8+41,0
8 2,0£0,1 2,1+0,2  40,8+24,7 45,1+34,1 39,3+35,1 31,2+11,6  73,3+42,8 88,4+56,1 70,3+47,0 73,7+77,8
9 2,0£0,2 2,1+0,1 38,3+22,3 59,2+47,7 48,0+50,8 31,4+14,5 85,1+57,5 97,5¢59,4 98,3+t74,1 86,8+83,6
10 2,1+0,2 1,9+0,2 28,0+14,0 41,0 18,7+4,9 37,5+23,3 77,0£¢67,6  75,5+7,8 67,3%26,8 119,5+145,0
11 2,1 / 17,0 / 8,0 / 148,0 / 59,0 /
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Glukoza, kreatinin, bilirubin, natrijum, ukupni proteini, albumini i kalijum su takode
pokazali znaCajnu promenu vrednosti kroz vreme. Sa druge strane, nije postojala
statisticki znacajna razlika, nakon korekcije za viSestruka poredenja, u vrednostima

ovih parametara medu grupama SIRS i SEPSA pacijenata (Tabela 12b)

Tabela 12b . Uticaj SEPSE/SIRS-a i protoka vremena na “ostale” parametre krvi

SIRS/SEPSA*  Vreme*  SIRS/SEPSAxvreme*

Glukoza (mmol/L) nz <0,001 nz
Urea (mmol/L) nz nz nz
Kreatinin (mmol/L) nz <0,001 nz
Bilirubin (pmo/L) nz <0,001 nz
Natrijum(mmol/L) nz 0,013 nz
Ukupni proteini (g/1) nz <0,001 nz
Albumini (g/1) nz <0,001 nz
Kalijum (mmol/L) nz <0,001 nz
Hloridi (mmol/L) nz nz nz
Kalcijum (mmol/L) nz nz nz
AST (U/L) nz nz nz
ALT (U/L) nz nz nz
Alkalna fosfataza (U/L) nz nz nz
Alfa amilaza (U/L) nz nz nz

*p vrednost, korigovana za visestruka poredenja; nz, nije znacajno
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Nivoi uree, kreatinina, bilirubina, ukupnih proteina, albumina i natrijuma su takode na
statisticki znacajan nacin izmenjeni prilikom intervencije ingvinalne kile, kao i

vrednosti za AST, ALT i alkalnu fosfatazu (Tabela 13).

Tabela 13. Perioperativne promene u ostalim praéenim parametrima krvi, grupa

pacijenata sa ingvinalnom kilom.

prosecna
razlika u *
parametru pre i p
posle operacije
Glukoza (mmol/L) 0,55 nz
Urea (mmol/L) -0,37 0,026
Kreatinin (mmol/L) -5,40 0,009
Bilirubin (pmo/L) 2,12 0,049
Ukupni protein (g/1) -6,73 <0,001
Albumini (g/1) -4,37 <0,001
Natrijum (mmol/L) -1,5 0,001
Kalijum (mmol/L) -0,15 nz
Hloridi (mmol/L) 0,6 nz
Kalcijum (mmol/L) 7,53 nz
AST (U/L) -3,1 <0,001
ALT (U/L) -3,3 <0,001
Alkalna fosfataza (U/L) -5,4 <0,001
Alfa amilaza (U/L) -30,1 nz

*p vrednosti na osnovu t-testa/Wilcoxon-ovog testa za vezane uzorke korigovana za

viSestruka poredenja po Bonferroni-ju; nz, nije znacajno
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4.4.4 Markeri inflamacije

Pracene vrednosti CRP-a, PCT-a, SAA i HMGB1 bile su statisticki znacajno viSe kod
pacijenata sa peritonitisom preoperativno u odnosu na pacijente sa kilama. PCT, CRP i
HMGB1 su pri tom, takode imali statisticki znacajno vise vrednosti kod pacijenata u

grupi SEPSA u odnosu na pacijente u grupi SIRS (Tabela 14).

Tabela 14. Preoperativne vrednosti CRP-a, PCT-a, SAA i HMGB1.

SEPSA SIRS Kontrolna sekundarni
n=55 n=45 SIRS vs. Uba peritonitis vs.
sekundarni peritonitis SEPSA* i_ g 0 kontrolna
n=100 - grupa*
CRP (mg/L) 95,68+111 31,03+67,92 0,010 1,25+1,08 <0,001
PCT(ng/L) 2,82%8,57  1,21%0,44 0,018  0,03%0,01 <0,001
SSA (mg/L) 329'61712' 773,05+£920,1 nz 3,1+0,92 <0,001
HMGB1
(opticka 161,8+27,9 137,17+26,61 <0,001 62,65+7,27 <0,001

gustina trake)

* p vrednosti korigovane za viSestruka poredenja po Bonferroni-ju; nz, nije znacajno
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Tabela 14a. Vrednosti markera inflamacije kroz bolnicke dane u grupama SIRS i SEPSA

p.o. CRP (mg/L) PCT (ug/L) SAA (mg/L) HMGB1 (opticka gustina trake)
dan  gppgp SIRS SEPSA SIRS SEPSA SIRS SEPSA SIRS

1 180,3+105,8 137,6+93,8 10,6297 51+19 1436,8+382,9 646,0:730,5 152,5+9,0 121,0+28,4
2 210,5+80,9  180,9+74,1 85+27,8 3,5+2,2 860,5+4552  752,4+586,7  153,0+23,3 127,8+13,9
3 170,1+75,7  140,08655 7,1¥27,4 2,6+19 485,1+4053 579,1+460,0 134,4+188 143,9+20,6
4 120,2+63,7  101,2+56,8 7,24#26,6 1,8+1,5 289,2+240,8  269,5+262,4 161,8+13,4  134,9+12,5
5 88,5+46,3  70,4+46,4 58+23,7 13+1,2 184,6+129,4 141,6+1657  170,8+15, 131,7+16,9
6 73,8439,8  48,7#351 52+213 22+62 133,1¢882  88,1+1084 169,3+24,8 139,2+21,7
7 65,6+356  36,5¢27,7 15+39  05+0,2 132,5¢80,0  64,9+83,0 199,6+654  143,7+13,2
8 57,0¢36,1  38,8:16,7 19+45  6,6+185 113,2+33,1 46,6454 191,4+72,6 139,3+11,9
9 48,4265  32,1#139 23+4,7  51+11,7 79,6+30,2 38,0+8,5 145,3+39,1 132,1+12,2
10  46,0+32,2  27,8¢169 08+1,1  03#0,1 559+27,5 26,0+5,5 118,0+0,6 133,7+1,3
11 398 / 1,8 / 27,1 / 112,9 /
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Sva Cetiri markera inflamacije su pokazala znacajne promene tokom vremena
pracenja. Pri tome su se vrednosti CRP-a, SAA i HMGB1 statisticki visoko znacajno
razlikovale medu pacijentima u grupi SIRS u odnosu na grupu SEPSA; samo za SSA i

HMGB1 se moZe reci da su obrasci promene u toku vremena razli€iti u pomenute dve

grupe (Tabela 10b)

Tabela 14b. Uticaj SEPSA/SIRS-a na markere inflamacije CRP, PCT i SAA i HMGB1

SIRS vs. SEPSA*  Vreme* SIRS/SEPSAxvreme*

CRP (mg/L) 0,005 <0,001 nz
PCT (ng/L) nz <0,001 nz
SAA (mg/L) 0,002 <0,001 <0,001
HMGB1 <0,001 <0,001 0,036

(opticka gustina trake)

* p vrednosti korigovane za viSestruka poredenja po Bonferroni-ju; nz, nije znacajno

ingvinalne Kkile, bili su HMGB1 i SAA, oba pokazavsi statisticki, visoko znacajan skok

neposredno postoperativno (Tabela 15).

Tabela 15. Perioperativne promene markera inflamacije, grupa pacijenata sa

ingvinalnom kilom

prosecna razlika u

parametru pre i p*
posle operacije*
CRP (mg/L) 1,13 nz
PCT (ug/L) 0,01 nz
SAA (mg/L) 24,46 <0,001
HMGB1 30,27 <0,001

(opticka gustina trake)

*p vrednosti na osnovu t-testa/Wilcoxon-ovog testa za vezane uzorke korigovana za
viSestruka poredenja po Bonferroni-ju; nz, nije znacajno
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CRP vrednosti su bile statisticki znacajno viSe u grupi SEPSA u odnosu na grupu SIRS
tokom celog perioda pracenja. Koncentracija CRP se statisticki visoko znacajno
menjala tokom vremena: evidentan je postoperativni porast sa maksimumom
vrednosti drugog postoperativnog dana, a potom je vrednost padala u kontinuitetu do
kraja hospitalizacije. Ovakav obrazac promene koncentracije CRP je bio prisutan u obe

grupe, tj. nije postojala interakcija grupa u vremenu. (Grafik 1).
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Grafik 1. Prosecne vrednosti CRP-a kroz bolnicke dane. Svetlijim povrSinama su

prikazane standardne devijacije za ocenu srednjih vrednosti.
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Vrednosti PCT-a su se statisticki znac¢ajno menjale tokom vremena pracenja. Postojao
je jasan skok u vrednostima prvog postoperativnog dana, a nakon toga PCT pokazuje
stalan opadajuci trend do kraja perioda pracenja, kako u grupi SIRS tako i u grupi

pacijenata sa SEPS-om (Grafik 2)
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Grafik 2. Prosetne vrednosti PCT-a kroz bolnicke dane. Svetlijim povrSinama su

prikazane standardne devijacije za ocenu srednjih vrednosti.
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SAA nivoi su se statisticki visoko znacajno razlikovali u grupi SEPSA u odnosu na
grupu SIRS tokom perioda pracenja. Koncentracija SAA je bila statisticki visoko
znacajno porasla nakon prvog postoperativnog dana, a zatim kontinuirano opadala do
kraja perioda hospitalizacije kod grupe SEPSA. Nasuprot tome, kod grupe SIRS je
vrednost nakon prvog postoperativnog dana prolazno sniZzena u odnosu na
preoperativnu vrednost i zatim nastavila da opada tokom perioda hospitalizacije, t;j.

postojala je posebno znacajna interakcija grupa u vremenu (Grafik 3)
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Grafik 3. Prosefne vrednosti SAA kroz bolnicke dane. Svetlijim povrSinama su

prikazane standardne devijacije za ocenu srednjih vrednosti.
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Vrednosti HMGB1 su se statisti¢ki vrlo znacajno razlikovale u grupi SEPSA u odnosu
na grupu SIRS tokom perioda pracenja, StaviSe obrasci promene vrednosti u vremenu
su statisticki veoma znacajno razli¢iti u te dve grupe. Kod pacijenata sa SEPSA,
vrednosti HMGB1 blago opadaju prvih dana posle operacije, doseZu¢i najnizu tacku
treCeg dana pracenja. Potom rastu sa varijabilnim nagibom do sedmog
postoperativnog dana, da bi nakon toga opet gubili na visini vrednosti. Sa druge strane,
u grupi SIRS najniZe vrednosti se registruju ve¢ prvog postoperativnog dana pracenja,
da bi potom postepeno porasle sa maksimumom u treem postoperativnom danu i

oscilirale potom izmedu te dve vrednosti do kraja perioda pracenja (Grafik 4)
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Grafik 4. Prose¢ne vrednosti HMGB1 kroz bolnicke dane. Svetlijim povrSinama su

prikazane standardne devijacije za ocenu srednjih vrednosti.
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HMGB1 u grupi pacijenata SEPSA, pokazuje tri distinktivna obrasca ponaSanja u
vremenu (p=0.092). Jedna grupa pacijenata, definisana niskim preoperativnim
vrednostima HMGB1 koje blago opadaju do treeg postoperativhog dana, potom
postepenim porastom HMGB1 koji dostiZe maksimum oko petog postoperativnog dana
nakon Cega postepeno opada; druge dve grupe, obe sa viSim preoperativnim
vrednostima, medusobno se mogu odvojiti u odnosu na postoperativnhu dinamiku:
"tip 1" pokazuje skok oko drugog postoperativnog dana nakon cega polako opada
treceg postoperativnog dana, a zatim vrednosti rastu i dostiZu maksimalane vrednosti
sedmog postoperativnog dana; "tip 2" ponire do najniZih vrednosti oko treteg
postoperativnog dana, potom dostiZe maksimalne vrednosti petog postoperativnog

dana, nakon Cega vrednosti poc¢inju da opadaju (Grafik 5)
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Grafik 5. Prosecne vrednosti HMGB1 kroz bolnicke dane u pogrupama grupe SEPSA.

Svetlijim povrSinama su prikazane standardne devijacije za ocenu srednjih vrednosti.
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4.5 Mikrobioloski nalazi

Velina pacijenata u grupi SEPSA imala je polimikrobnu infekciju (40%). NajceSce
zastupljeni mikroorganizmi su bili E. coli (47.27%), potom C. albicans (40%) i

anerobni mikrooganizmi (38,18%) (Tabela 16).

Tabela 16. Prikaz ucestalosti nalaza pojedina¢nih patogena u kulturi brisa

peritonealne duplje

mikroorganizmi Procenat zastupljenosti
Echerichia coli 47,27%
Candida albicans 40%
Anaerobni mikroorganizmi 38,18%
Pseudomonas aeruginosa 12,72%
Staphylococcus aureus 5,45%
Streptococcus spp, 3,63%
Proteus mirabilis 3,63%
Enterococcus 1,81%
Klebsiella spp, 1,81%
Candida spp, 1,81%

4.6 Antibiotska terapija

Najces¢i antibiotici koji su ordinirani u peritonitisu su Ceftriaxon i Metronidazol,s tim

da je u grupi SIRS neSto manje ordiniran Metronidazol u odnosu na grupu SEPSA

(Tabela 17).

Tabela 17. Antibiotska terapija po grupama SEPSA i SIRS.

Naziv antibiotika SEPSA SIRS

Ceftriaxon 29 (52,72%) 28 (62,22%)
Metronidazol 53 (96,36%) 37 (82,22%)
Ertapenem 8 (14,54%) 5(11,11%)
Tazobaktam+Piperacilin 15(27,27%) 7 (15,55%)
Vankogal 6 (10,9%) 0
Ciprofloxacin 5 (9,09%) 5(11,11%)
Imipenem+Cliastatin 6 (10,9%) 1(2,22%)
Amikacin 1(1,81%) 1(2,22%)
Diflucan 3 (5,45%) 0

Rifamor 1(1,81%) 0

Colistin 1(1,81%) 0
Klindamicin 0 1(2,22%)
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4.7 Rezultati hirurskog lecenja

Shodno intraoperativnom nalazu, u grupi SEPSA najviSe je radena apendektomija a u
grupi SIRS sutura ulkusa. Distribucija po tipu operativne intervencije se statisticki

znacajno razlikuje u grupama pacijenata sa SEPSA i SIRS.

Herniektomija sa plastikom ingvinalnog kanala je uradena kod 30 pacijenata (Tabela

18).

Tabela 18. Prikaz izvrSenih operacija po grupama SIRS i SEPSA

Operativna intervencija SEPSA SIRS p*
n=55 n=45

Appenedectomia 34,54% 13,33% 0,024

Cholecystectomia 3,63% 6,66%

Colectomia totalis cum 3,63% 0%

ileostomia terminalis

Excisio et suttura cum 3,63% 15,55%

omentoplastica

Excisio et suttura intestine tenui 1,81% 0%

Excisio et suttura ulceri 14,54% 17,77%

Excisio et suttura ulceri cum 1,81% 0%

pyloroplastica

Resectio colonis sygmoidei cum  1,81% 2,22%

colostomia terminalis sec,

Hartmann

Resectio ventriculi sec, ROUX 5,45% 0%

Suttura colonis cum colostomia 3,63% 0%

bipolaris

Suttura ulceri 25,45% 37,77

Colostomia bipolaris 0% 2,22%

[leostomia bipolaris 0% 2,22%

Suttura intestini tenui cum 0% 2,22%

ileostomia bipolaris
*p vrednost na osnovu FiSerovog testa taCne verovatnoce; nz, nije znacajno
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Analizom podataka, vidimo da je u grupi SEPSA bilo viSe infekcija operativne rane, kao

i ostalih prikazanih komplikacija, u odnosu na grupu SIRS (Tabela 19).

Tabela 19. Komplikacije u grupama SIRS i SEPSA

Komplikacija SEPSA SIRS
Infekcija operativne rane 5(9,09%) 1(2,22%)
Pneumonija 1(1,81%) 0
Pleuralni izliv 1(1,81%) 2 (4,44%)
Celulitis 1(1,81%) 0

Dijareja 1(1,81%) 0
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5 DISKUSIJA



Sekundarni peritonitis je veoma znacajano hirurSko oboljenje koje je i danas
povezano sa visokim stepenom komorbiditeta i mortaliteta. Smrtnost od
sekundarnog peritonitisa pocetkom proslog veka je iznosila oko 90% kada je ovo
oboljenje tretirano neoperativno. Znacajan momenat u lecCenju peritonitisa
predstavlja menjanje strategije u lecenju. Naime, Kishner postavlja prve osnovne

principe operativnog lecenja a to su:
1.Eliminacija septi¢nog fokusa
2. Uklanjanje nekroti¢nog tkiva
3.Uklanjanjenje purulentnog sadrzaja.

Primenjujucu ove mere u leCenju peritonitisa do 1930. godine, smrtnost je smanjena
na 50%. Drugi znacajan trenutak u leCenju peritonitisa, predstavlja uvodenje
antibiotika u leCenje, kada smrtnost nastavlja polako da opada. Upotreba
cefalosporina sedamdesetih godina proslog veka i dalje smanjuje smrtonost koja se
svodi na oko 30-40% (309). Mulier i sar. 2003. godine zakljuc¢uju da je mortalitet i
dalje 30%. Analiziraju¢i koji su to prognosticki faktori znacajni za prognozu
peritonitisa kod 96 pacijenata, zaklju¢uju da su nemoguc¢nost uklanjanja abdominalne
infekcije, ili kontrola septickog izvora i starija Zivotna dob, faktori koji uticu na ovako
visok procenat smrtnosti (310). Sa druge strane Pomata i sar. (2002) nakon analize
94 bolesnika u periodu od deset godina, navode da je ukupan mortalitet u njihovoj

studiji iznosio 6,3% (311).

U nasoj studiji nije bilo umrlih verovatno iz viSe razloga, a na osnovu kojih smo
objasnili povoljan ishod leCenja kao i prisustvo minimalnih, Zivotno neugrozavajucih

postoperativnih komplikacija. Verovatni razlozi zasto nije bilo umrlih u studiji su:

1) iskljucni faktori su bili vrlo restriktivni: trudnoca, puerperijum, diabetes mellitus,
maligna stanja, pacijenti sa znacima akutnog pankreatitisa, pacijenti kod kojih se
primenjuju citostatici ili su na imunosupresivnoj terapiji, pacijenti inficirani B i C
hepatitis virusom kao i HIV virusom, pacijenti sa psihozom, cesto dovode do

komplikacija tokom lecCenja, a koje mogu biti i smrtonosne.

72



2) Preoperativno izracunati ASA skor je iznosio 2, Sto znaci da su nasi ispitanici imali

blago sistemsko oboljenje i bili relativno zdravi.

3) izraCunati APACHE II skor prvog postoperatvnog dana u grupi SIRS je iznosio 7 a u
grupi SEPSA 8, Sto je ukazivalo na dobar ishod leCenja u nasoj ispitivanoj grupi i

njihovo prezivljavanje, jer je o¢ekivani mortalitet bio 8% (84).

4) Nasi ispitanici su bili relativno mladi i zdravi, prosecna starost u grupi SIRS
iznosila 45,9+13,1, a u grupi SEPSA 4,8 +13,3 godina. Studija izvedena od strane
Igbala i sar. pokazala je da na morbiditet utiCe starost pacijenata (312), ali i na krajnji

ishod lecenja kod pacijenata sa sekundarnim peritonitisom (27).

5) Pravovremeno i adekvatno operativno lecCenje. Analiziraju¢i vrste izvedenih
operacija kod naSih ispitanika sa sekundarnim peritonitisom, vidimo da postoji
znacajna razlika medu grupama. Naime u grupi SEPSA najCeSCe je izvodena
apendektomija kod 19 (34,5 %) pacijenata, dok je u grupi SIRS to bila sutura ulkusa
kod 17 (37,8%) pacijenata uz lavaZzu i drenazu trbuha, sa primarnim zatvaranjem
trbuha. Pored ovih operacija, naj¢esce su izvodene resekcije tankog i debelog creva sa
eksteriorizacijom kao sigurnija hirurSka procedura dok anastomoza nije radena. S
druge strane Stumph i sar. zakljucuju da je primarna anastomoza sigurna hirurska
procedura za pacijente sa sekundarnim peritonitisom usled patologije na tankom i
debelom crevu, s tim da je nakon procene rizika primarna anastomoza ipak
prihvatljivije reSenje kod problema sa tankim crevom (313). Druga studija opisuje
izvodenje primarne suture od 29%, resekciju sa anastomozom od 33% i 38%
derivacija kod pacijenata sa peritonitisom wuzrokovanim perforacijom nakon
kolonoskopije (312). Ipak, resekcija i primarna anastomoza ne moze biti optimalan
tretman za svaku povredu debelog creva sa razvijenim peritonitisom (314). U nasoj

studiji nije bilo reintervencija.
6) primenjene mere intezivnog lecenja.

U naSoj ispitivanoj grupi je bila zastupljena polimikrobna flora. NajceS¢e su bile
zastupljene E. coli i anaerobe bakterije slicno nalazima randomiziranih studija
prikazanim u vodicu za le¢enje kod komplikovanih inatraabdominalih infekcija (60).
Stoga, moZemo iskljuciti da tip infektivhog agensa nije uticao na ucestalost smrtnog
ishoda u nasoj studiji. Nasuprot tome, Riche i sar. su ustanovili da su u grupi

pacijenata sa sekundarnim peritonitisom, starijim od 65 godina sa izolovanim dva ili
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viSe mikroorganizama, ili anaerobima u peritonealnoj tecnosti, predstavljali nezavisni
faktor rizika za nastanak septickog Soka koji se razvio kod 41% i sa mortalitetom koji
je iznosio 35% (56). NajceSce primenjeni antibiotici u obe ispitivane grupe bili su
Cefrtiaxon i Metronidazol. Raspodela frekvencija primene ovih antibiotika kod
pacijenata koji su definisani kao grupa SEPSA i pacijenata u grupi SIRS bila sli¢na, pa
se terapija iskljucuje kao razlog za razlike u ponaSanju markera inflamacije u

ispitivanim grupama.

U naSoj studiji smo svakodnevno ispitivali parametre krvne slike,Cije odredivanje je
relativno jevtino i dostupno u svakodnevnom radu. Vrednosti leukocita su bile
statisti¢ki znacajno viSe u grupi sa peritonitisom u odnosu na kontrolnu grupu na
prijemu u bolnicu, mada nije bilo razlike izmedu grupe SEPSA u odnosu na grupu

SIRS.

[ako su leukociti uklju€eni kao jedan od kriterijuma u definisanju sepse, neke studije
su pokazale da leukociti imaju nisku senzitivnost i specificnost za postavljanje
dijagnoze sepse (315, 316). Studija sprovedena od strane Gucyetmeza-a i Atalana, je
pokazala da su vrednosti leukocita znacajno niZe u grupi sa sepsom u odnosu na
grupu sa SIRS-om, ali autori sugerisu da ova razlika nema bioloski nacaj, zbog toga Sto
su srednje vrednosti bile u granicama normalnog opsega. Takode pretpostavljaju da i
pored toga Sto su vrednosti leukocita jedan od dijagnostickih kriterijuma za sepsu,
vrednosti leukocita po prijemu u jedinicu intezivog lecenja (JIL), su daleko od toga da
budu vaZan marker u dijagnostici sepse. Sa druge strane zakljuCuju da bi poviSene
vrednosti CRP-a i vrednosti trombocita ispod 150x(107°/L), mogle biti od pomo¢i u

identifikovanju sepse (317).

Posto intraabdominalna infekcija dovodi do aktiviranja inflamatornog odgovora koji
generiSe stvaranje brojnih medijatora odgovornih za zbivanja u peritonitisu, to je
sugerisalo da bi se neki od ovih medijatora mogli koristiti kao markeri teZine
novonastale sepse (318), ali pre svega da bi identifikovali ili iskljucili novonastalu
sepsu. Identifikovanje pacijenata koji su razvili sepsu je veoma znacajno pre svega sa
aspekta primenjenih terapijskih mera kao i praenja rezultata lecenja. Mnogi
biomarkeri su koriS¢eni da bi potvrdili sepsu. Vecina je klinicki testirana pre svega
kao prognosticki marker. Pregledom literature Gustot i sar. konstatuju da od
mnogobrojnih markera koji se koriste u sepsi, nijedan nema dovoljnu specifi¢cnost i

senzitivnost da bi se rutinski koristio u klinickoj praksi. Takode, zakljuCuju da je malo
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verovatno, s obzirom na kompleksnost inflamatornog odgovora u sepsi da Ce biti
pronaden jedan idealan biomarker. Smatraju da bi kombinacija nekoliko markera bila

efikasnija u identifikovanju sepse (319).

Mi smo pretpostavili da bi i HMGB1 kao kasni marker sepse, mogao biti znacajan
prognosticki marker u sekundarnom peritonitisu, te smo ispitivali njegove nivoe u
krvi. Takode smo ispitivali i akutne markere sepse kao Sto su CRP, PCT i SAA kod

pacijenata sa peritonitisom i kod pacijenata sa kilama.

Pacijenti sa kilama nisu imali infekciju ni inflamaciju, ali i kod njih konstatujemo da se
prvog postoperativnog dana znacajno povecavaju SAA i HMGB1, $to nas navodi na
zakljucak da i samo operativno leCenje dovodi do aktiviranja inflamatornog odgovora
i sinteze SAA kao i pasivno oslobadanje ve¢ postojeceg HMGB1. U kojoj meri samo
operativno lecenje kod pacijenata sa peritonitisom dovodi do poviSenja markera, a

koliko je posledica peritonitisa, tesko je odgovoriti.

CRP je prisutan u serumu zdravih ljudi, ali se brzo i dramati¢no povecava kao odgovor
na infekciju ili u inflamatornim uslovima (208, 209). U naSoj studiji smo ispitivali
vrednosti CRP-a kod pacijenata sa peritonitisom i kilama, kada smo konstatovali da su
postojale znacajno viSe vrednosti CRP-a u grupi sa sekundarnim peritonitisom po
prijemu u bolnicu, u odnosu na kontrolnu grupu, Sto je bilo za ocekivati s obzirom na
aktiviranje inflamatornog odgovora sa ili bez prisutne infekcije u peritonitisu, Sto je
znacano doprinelo u postavljanju dijagnoze. Daljom analizom naSih rezultata dosli
smo do zakljuCka da su vrednosti CRP-a u naSoj studiji bile znacajno viSe u grupi
SEPSA u odnosu na grupu SIRS na prijemu, S$to objaSnjavamo intezivnijim

inflamatornim odgovorom u grupi SEPSA.

Slicne rezultate je pokazala skorasnja studija sprovedena od strane Gucyetmeza-a i
Atalana, u kojoj su vrednosti CRP-a bile viSe kod pacijenata sa sepsom u odnosu na
one sa SIRS-om (317). U studiji Reith i sar. (2000) vrednosti CRP-a su bile viSe kod
pacijenata sa postoperativnom infekcijom i sepsom u odnosu na pacijente koji su
imali postoperativni tok bez komplikacija, takode konstatuju da su vrednosti CRP-a

znacajne u predvidanju prognoze kod pacijenata sa abdominalnom sepsom (320).

U studiji sprovedenoj od strane Witczak i sar. (2012), na 36 pacijenta koji su
podvrgnuti elektvnom operativnom lecenju i koji su podeljeni na grupu pacijenata u

kojima je bio razvijen SIRS i pacijente gde SIRS nije postojao, zakljucili su, da su
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serijska merenja CRP-a korisna u prvoj nedelji nakon operacije, jer mogu predvideti
postoperativne septicne komplikacije, ali takode, konstatuju da se ishod bolesti ne

moZe predvideti na osnovu nivoa CRP-a (321).

Berger i sar. su joS 1999. godine pokazali da vrednosti CRP-a posle operacije, ve¢
prvog postoperativnog dana pocinju da rastu i da dostiZu maksimum drugog
postoperativnog dana, nakon ¢ega padaju (322). U nasoj studiji koncentracija CRP-a
se znacajno menjala tokom vremena: evidentan je bio postoperativni porast, tako da
je vrednost CRP-a dostigla maksimalnu vrednost drugog postoperativnog dana, zatim
je padala u kontinuitetu do kraja bolni¢kog leCenja. Ovakvo ponasSanje objasnjavamo
dobrim oporavkom i preZivljavanjem svih pacijenata u nasoj studijskoj grupi sa
peritonitisom nakon operativnog lecenja. CRP je protein akutne faze i vrlo brzo
opada u krvi sa dobrim klinickim oporavkom, Sto se i videlo kod nasSih ispitivanih
pacijenata. Takode, Luzzani i sar. konstatuju da je koncentracija CRP-a u plazmi kod
pacijenata sa sekundranim peritonitisom pratila klinicki tok, tako da je pad nivoa

proteina akutne faze ukazivao na rezoluciju infekcije (323)

Obrazac promene koncentracije CRP je bio slican u obe grupe, tj. nije postojala
interakcija grupa u vremenu, te se grupe SEPSA i grupa SIRS nisu razlikovale na
osnovu vremenskog toka ponasanja CRP-a medu sobom, tako da nije bilo moguce
razlikovati grupu sa infekcijom i one koje nisu imali infekciju, $to u klinickom radu

moZe limitirati upotrebu CRP-a.

[ pored porasta CRP-a Silvestre i sar. (2009) su kod 159 septicnih pacijenata pokazali
da CRP nije dobar pokazatelj prognoze (324). S druge strane odredivanje vrednosti
CRP-a je relativno jeftino i lako izvodljivo, a samim tim i dostupno u svakodnevnom
rutinskom radu. Medutim, njegova prediktivna vrednost moZe biti ograniena za
predvidanje prisustava infekcije kod pacijenata sa SIRS-om zbog velikog preklapanja

vrednosti u ove dve grupe.

Upravo zbog heterogenih rezultata u publikovanim studijama, i pored toga Sto
serijska merenja CRP-a imaju izvesnu vrednost u pracenju odgovora na lecenje
antibioticima u jedinicama intezivnog leCenja (JIL), njegova uloga kao pojedinacnog
prognostickog biomarkera u sepsi je i dalja ogranicena, Sto je i nasa studija pokazala

(325). Upravo iz ovih razloga mi smo merili vrednosti i PCT-a u serumu kod
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pacijenata sa peritonitisom posto su i Luzzani i sar. (2003) u svojoj studiji, u kojoj je

ucestvovalo 800 pacijenata, dokazali da je PCT bolji marker za sepsu od CRP-a.

Rau i sar. (2007) su uradili prospektivnu multicentricnu internacionalnu kohortnu
studiju. U studiju su bila uklju¢ena 82 pacijenta sa intraoperativno dokazanim
peritonitisom. Pra¢eni su nivoi CRP-a i PCT-a, uzastopno dvadeset jedan dan.
Rezultati su pokazali da je PCT najuZze povezan sa razvojem MODS-a, ¢ija je vrednost
najvisa odmah nakon pojave prvih simptoma, ili u neposrednom postoperativhom
toku. Takva povezanost nije uocena za CRP. Dijagnoza sepse sa MODS-om moguca je
ve¢ prva dva dana nakon operacije posto je senzitivnost i specificnost gotovo ista.
Perzistiranje nivoa PCT-a vece od 10 ng|l tokom prve nedelje bolesti je dobar
indikator mortaliteta i bio je bolji pokazatelj u odnosu na CRP(5). Uzzan i sar. (2006)
uradili su meta-analizu 33 objavljene studije (3943 pacijenta koji su imali sepsu,
teSku sepsu ili septicki Sok i 1545 pacijenata sa SIRS-om), u kojima je merena
vrednost CRP-a i PCT-a. Zakljucili su da PCT predstavlja dobar dijagnosticki bioloski
marker za dijagnostiku ovih stanja i superiorniji je u odnosu na CRP (326), ali su
takode kostatovali da postoje i studije u kojima nije postojala statisticki znacajna

razlika kod pacijenata sa sepsom.

Mi smo ispitivali vrednosti PCT-a u grupi sa peritonitisom i grupi sa kilama po
dolasku u bolnicu i, konstatujemo da su pacijenti sa peritonitisom imali znacajno vise
vrednosti u odnosu na grupu sa kilama koji nisu imali znake inflamacije niti infekcije,
$to nam govori da se u peritonitisu znacajno sintetiSe PCT Sto je veoma znacajno u
postavljanju dijagnoze. Takode je postojala statisticki znacajna razlika izmedu grupe
SIRS i grupe SEPSA preoperativno, po dolasku u bolnicu, u grupi sa peritonitisom. To
objaSnjavamo znacCajnom sintezom PCT-a u grupi SEPSA, izazavanim ekcesivnim
oslobadanjem prisutnih bakterijskih endo i egzotoksina a koji su potentni i znacajni
za sintezu PCT-a. Takode, konstatujemo da nije postojala statisticki znaCajna razlika
po danima u ponasSanju PCT-a u grupi SEPSA u odnosu na grupu SIRS, Sto smo
objasnili ¢injenicom da bakterijski endo i egzotoksini nisu i jedini induktori sinteze
PCT-a, te da je sinteza PCT-a u korelaciji sa inflamatornim odgovorom, povezana i sa
indukcijom sintetisanih proinflamatarnih citokina(247). Na osnovu iznetog,
zaklju¢ujemo da je inflamatorni odgovor u obe ispitivane grupe bio znacajan u
peritonitisu, ali ¢injenica da nije bilo razlike medu grupama sa peritonitisom, u nekoj

meri limitira upotrebu PCT-a u razlikovanju SIRS-a od SEPSA. Takode je i istraZivanje
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Zheng Wao i sar. pokazalo da PCT nije idealan biomarker u diskriminaciji SIRS-a od

sepse (327).

Barbic¢ i sar. (2013) su merili prva tri postoperativna dana vrednosti PCT-a nakon
elektivne operacije, kada konstatuju da se najvece povecenje PCT-a vidi nakon prvog
postoperativnog dana (328). Baykut i sar. (2000) su sproveli studiju na 400 pacijenta,
u kojoj su merili koncentarciju PCT-a u postoperativnom periodu nakon
kardiohiruske operacije sa infekcijom i, pokazali da su vrednosti PCT-a ostajale
povisene do cCetvrtog postoperativnog dana, sa drugim skokom izmedu Cetvrtog i
Sestog postoperativnog dana. Kod pacijenata koji nisu imali infekciju, poviSene

vrednosti PCT-a poc¢inju da opadaju drugog postoperativnog dana (329).

Novotny i sar. (2009) su kod 104 pacijenata sa sekundarnim peritonitisom ispitivali
trend nivoa PCT-a u plazmi, koji su uspesno operisani i konstatovali da se nivo PCT-a
smanjuje drugog postoperativnog dana nakon operativnog leCenja i uklanjanja

septicnog fokusa (330).

Analizom naSih rezultata dobijenih u grupi pacijenata sa sekundarnim pertonitisom,
zakljucujemo da vrednosti PCT-a dostiZzu maksimalne vrednosti prvog
postoperativnog dana, nakon ¢ega opadaju ve¢ drugog postoperativnog dana, sa
trendom opadanja u vremenu. Ovakav trend bi mogao da se objasni uspesSnim
operativnim leCenjem kao i adekvatnim konzervativnim postoperativnim le¢enjem,
Sto je rezultiralo relativno brzim oporavkom naSih ispitanika bez pojave znacajnih i
vitalno ugrozZavajucih postoperativnih komplikacija. U studiji izvedenoj od strane
Junga i sar. (2013) kod 101 pacijenta, gde su analizirali vrednosti PCT-a nultog, prvog,
treCeg i petog postoperativnog dana, konstatuju da ve¢ nakon prvog postoperativnog

dana dolazi do pada nivoa vrednosti PCT-a u plazmi (331).

Daljom analizom naSih rezultata konstatujemo da ne postoji znacajna razlika u
ponasanju vrednosti PCT-a tokom vremena pracenja medu ispitivanim grupama sa
peritonitisom. Na osnovu vremenskog toka ne mogu se razlikovati pacijenti koji su
imali sepsu od neinfektivnog SIRS-a Sto moZe predstavljati otezavajucu okolnost u
terapijskom pristupu kod pacijenata sa peritonitisom, iako je preoperativno postojala

znacajna razlika u ove dve ispitivane grupe.

Yang i sar. (2014) su u meta-analizu ukljucili 18 studija sa ukupno 1827 pacijenata.

Cilj meta-analize je bio da se utvrdi potencijalna korist nivoa PCT-a u dijagnozi
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bakterijskog peritonitisa. Rezultati su pokazali da je senzitivnost i specificnost
relativno dobra. Medutim, s obzirom na metodoloSka ograniCenja i znacajnu
heterogenost u grupama, opsti zakljucak je bio da medicinske odluke treba donositi
nakon sumacije klinickog nalaza i nivoa PCT-a. Takode, konstatuju da se PCT ne moze
koristiti samostalno kao zlatni standard za dijagnozu peritonitisa (332). Analizirajuci
nase rezultate i publikovane rezultate drugih studija, dolazimo do zakljucka da bi bilo
poZeljno u istrazivanje ukljuciti merenje i SAA kao proteina akutne faze sekundarnom

peritonitisu i analizirati njegovo ponaSanje.

U naSoj studiji izmerene preoperativne vrednosti SAA bile su znacajno vise u grupi
pacijenata sa peritonitisom u poredenju sa pacijenatima sa kilama, $to smo i ocekivali,
s obzirom da u kontrolnoj grupi nisu postojali znaci inlafamacije i infekcije. Daljom
analizom konstatujemo da preoperativno nije postojala znacajna razlika izmedu
vrednosti SAA u grupi SIRS u odnosu na grupu SEPSA, Sto smo objasnili malim
uzorkom pacijenata, koji moZda nije bio dovoljan da bi se ova razlika u vrednostima

pojavila, u grupi SIRS je bilo 45 dok je u grupi SEPSA bilo 55 pacijenata.

Uvidom u literaturu, zapazili smo da su se studije koje su ispitivale ponasanje SAA u
sepsi, uglavnom odnosile na neonatalni period. Arnon i sar. (2007) su u studiju
ukljucili terminski rodenu decu, mladu od 72h, koja su imala rizi¢ne faktore i/ili se
sumnjalo da imaju sepsu. Vrednosti SAA su merene u nultom satu, 24h i 48h nakon
dijagnostikovane sepse. Od 104 novorodenceta, 23 su imala sepsu, a 81 nije imalo
sepsu. Vrednosti SAA u grupi pacijenata sa sepsom su bile znacajno viSe u nultom,
24h i 48h, od onih u grupi koja nisu imala sepsu. U poredenju sa CRP-om , vrednosti
SAA rastu ranije i brze, dostizuci viSe vrednosti, da bi se nakon toga brZze od CRP-a
vratale na normalne vrednosti, kod dece sa rano dijagnostikovanom sepsom.
Zakljucuju da je SAA kao rani marker zapaljenja bolji dijagnosticki pokazatelj od CRP-

a u nultom ¢asu nakon evaluacije sepse (333).

Takode, Yuan i sar. (2013) su u meta-analizu ukljucili devet studija u kojima je
koriS¢en test za SAA za analizu neonatalne sepse. Rezultati analize pokazuju da SAA
pokazuje umerenu tac¢nost u ciklusu postavljanja dijagnoze neonatalne sepse. Pored
toga, konstatuju da SAA ima vecu prediktivnu vrednost od CRP-a kada postoji sumnja
na sepsu, jer se pojavljuje vrlo brzo u serumu, ve¢ nakon 8h-96h, nekada cak i pre
pojave Kklinickih simptoma sepse. Takode, zaklju¢uju da je odredivanje nivoa

vrednosti SAA u detekciji sepse, najkorisnije u kombinaciji sa drugim markerima CRP-
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om i PCT-om kao i utvrdivanje njihove korelacije (334). CRP i SAA ispoljavaju slican
obrazac ponaSanja u serumu kod vecine inflamatornih bolesti, dostiZu¢i maksimalne
vrednosti u serumu oko 24h nakon zapocinjanja inflamatornog procesa nakon Cega
polako opadaju (335). S obzirom da je koncentacija SAA obi¢no paralelna sa
koncentracijom CRP-a u serumu, neki autori smatraju da je SAA pored CRP-a, koristan
klinicki marker inflamacije ili virusne infekcije (316). S druge strane, neke studije

testovi za upotrebu nisu Siroko dostupni (336).

U nasoj studiji u grupi sa peritonitisom koncentracija SSA je bila znacajno porasla
nakon prvog postoperativnog dana, a zatim kontinuirano opadala do kraja perioda
hospitalizacije u grupi SEPSA, moguce zbog antibiotske terapije i eliminacije
infektivnog fokusa. Nasuprot tome, u grupi SIRS, vrednost je nakon prvog
postoperativnog dana prolazno bila sniZzena u odnosu na preoperativnu vrednost i
zatim nastavila da opada tokom perioda hospitalizacije, Sto smo objasnili slabijim
inflamatornim odgovorom u ovoj grupi. Takode je postojala znacajna interakcija
grupa u vremenu. SAA nivoi su se visoko znacajno razlikovali u grupi SEPSA u odnosu
na grupu SIRS tokom perioda pracenja. Vremenski obrazac ponaSanja SAA u grupi
SEPSA je bio vrlo sli¢an u studiji sprovedenoj od strane Cicarelli i sar. kod prezivelih
od septickog Soka (337) s tim da moramo naglasiti da su podaci o vremenskom
obrascu ponasanja SAA u serumu kod odraslih ljudi sa sepsom veoma retki. Ucar i sar.
(2008) su kod 36 septicnih i zdravih beba merili vrednosti SAA u serumu nultog,
Cetvrtog i osmog dana po rodenju i konstatovali da SAA nije pouzdan marker za

dijagnozu i pracenje neonatalne sepse (338).

U nasoj kontrolnoj grupi takode prvog postoperativnog dana dolazi do znacajnog
porasta vrednosti SAA u odnosu na preoperativne vrednosti, Sto nas navodi na

zakljucak da i samo operativno lec¢enje utice na sintezu SAA.

Nakon svih dobijenih rezultata merenja kod pacijenata sa peritonitisom, moZemo reci
da je SAA veoma znacajan marker akutnog inflamatornog odgovora. Pogotovo je
znacajno njegovo ponasSanje tokom perioda hospitalizacije i leCenja, jer su izmerene
vrednosti SAA kod naSih ispitanika ukazivale na veoma znacajne razlike po grupama
sa SIRS-om u odnosu na grupu SEPSA a Sto je vazno za postoperativno lecenje. Na

Zalost, u nasSim uslovima odredivanje vrednosti SAA se ne koristi u rutinskom radu
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mada bi mogao u perspektivi zajedno sa drugim markerima da bude prisutan u

postavljanaju dijagnoze i pracenju rezultata lecenja.

Sa druge strane, Wei Li i sar. (2015) su u zakljucku svoje studije prezentovali dokaze
koji potvrduju moguénost da vrednost SAA moZe da bude znacajan samo kod manjeg
broja pacijenata sa sepsom. Naime, na Zivotinjskim modelima letalne endotoksemije i
eksperimentalne sepse, rekombinantni SAA pogorSava lipopolisaharidom-
indukovanu smrt Zivotinja, dok SAA-neutraliSu¢a IgG znacajno poboljSavaju
prezivljavanje Zivotinja. SAA znacajno reguliSe PKR i stimuliSe oslobadanje HMGB1
preko TLR4/RAGE u zavisnom odnosu. Farmakoloska inhibicija PKR fosforilaze
inhibirala je SAA-indukovano HMBG1 oslobadanje, Sto ukazuje na ulogu SAA u
oslobadanju HMBG1 i proizvodnju NO (339). U naSoj studiji su preoperativno
izmerene vrednosti HMGB1 u grupi sa peritonitisom bile znacajno viSe u odnosu na
pacijente sa kilama, $to smo objasnili nekrozom tkiva u peritonitisu, i pasivnim

oslobadanjem ve¢ postojeceg HMGB1 iz jedra celija.

Gaini i sar. (2007) su ispitivali 185 pacijenata, od kojih su 154 pacijenta imala
dokazanu infekciju, dok su ostali bili kontrola. Konstatuju da su vrednosti HMGB1 u

grupi sa infekcijom bile viSe u odnosu na kontrolnu grupu zdavih (340).

Singh i sar. (2015) su analizirali 23 pacijenta koji su imali akutni opstruktivni
supurativni holangitis i poredili sa uzorcima 23 pacijenta u kontrolnoj grupi koji su
bili zdravi. Nivoi iRNK za HMGB1 i HMGB1 proteina su bili poviSeni kod bolesnika sa
holangitisom, na osnovu cega su zakljucili da HMGB1 mozZe imati znacajnu ulogu u
zapaljenju Zucne kese i moZe biti povezan sa razvojem sepse. Takode, ukazuju na

znacaj prac¢enja nivoa HMGB1 u upravljanju ovim modelom sepse (341).

Analizom dobijenih vrednosti HMGB1 proteina kod pacijenata koji su operisani zbog
preponske kile, konstatujemo da dolazi do znacajnog oslobadanja i pojave HMGB1 u
serumu ispitanika prvog postoperativnog dana u odnosu na preoperativne vrednosti,
Sto verovatno nastaje kao posledica operativne traume tkiva i pasivnog oslobodanja

vel sintetisanog HMGB1 iz ¢elija.

U nasoj ispitivanoj grupi sa peritonitisom, vrednosti HMGB1 su bile znacajno vise kod
pacijenata u grupi SEPSA u odnosu na pacijente u grupi SIRS, $to smo objasnili
razvijanjem intezivnijeg inflmatornog odgovora zbog prisusva infektivnih

mikroorganizama u grupi SEPSA i ekcesivnijim oslobadanjem HMGB1. Nakon toga
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koncentracija HMGB1 u serumu je opadala naredna tri dana, verovatno zbog obilne
peritonelane lavaze koju smo izvodili tokom operacije. Medutim, vrednosti HMGB1
ponovo rastu do sedmog postoperativnog dana, Sto bi moglo da bude uslovljeno
aktivnom sintezom i oslobodanjem HMGB1 iz mononuklearnih ¢elija aktiviranih
bakterijskim produktima u sklopu inflamatornog odgovora u peritonitisu (265), da bi
nakon toga opet vrednosti opale koreliSu¢i sa dobrim klinickim oporavkom
operisanih pacijenata. Alternativno, visoka koncentracija HMGB1 bi mogla biti
posledica prisustva uporne infekcije ili nekroticnog fokusa, ali posto kod pacijenata
koji su operisani zbog difuznog peritonitisa nije bila potrebna reintervencija, ne
moZemo pretpostaviti. Daljom analizom vednosti HMGB1 u grupi pacijenata SEPSA,
identifikvana su tri obrasca ponasanja u vremenu. Jedna grupa pacijenata, definisana
niskim preoperativnim vrednostima HMGB1, odlikuje se postepenim porastom
HMGB1 koji dostize maksimum oko petog postoperativnog dana nakon cega
postepeno opada; druge dve grupe, obe sa viSim preoperativnim vrednostima, se
medusobno mogu odvojiti u odnosu na postoperativnu dinamiku: dok "tip 1"
pokazuje skok oko drugog postoperativnog dana, nakon Cega polako opadaju treceg
postoperativnog dana a zatim vrednosti rastu i dostiZu maksimalane vrednosti
sedmog postoparativnog dana, "tip 2" ponire do najniZih vrednosti oko treceg
postoperativnog dana, a potom dostiZe maksimalne vrednosti petog postoperativnog
dana nakon cega vednosti pocinju da opadaju. U grupi SEPSA je bilo 55 pacijenata,
tako da je teSko pouzdano objasniti postojanje tri razlicita obrasca ponaSanja s

obzirom na mali broj ispitanika.

Sa druge strane, u grupi SIRS najniZe vrednosti se registruju ve¢ prvog
postoperativnog dana pracenja, da bi potom postepeno porasle sa maksimumom u
treCem postoperativnom danu i oscilirale izmedu te dve vrednosti do kraja perioda
pracenja. Ovakav trend ponaSanja u grupi SIRS objasnili smo slabijim sistemskim
inflamatornim odgovorom kod ovih pacijenata, u odnosu na pacijente iz grupe SEPSA.
Kohno i sar. (2011) su analizirali vrednosti HMGB1 kod dvadeset pacijenata nakon
operacije aneurizme torakalne aorte i razvijenim SIRS-om, te konstatuju da vrednosti
HMGB1 dostizu svoj prvi pik drugog postoperativnhog dana nakon Cega padaju i
ponovo rastu sedmog postoperativnog dana. Nasli su da vrednosti HMGB1 korelisu sa
tezinom i duzinom trajanja SIRS-a (342). Karlsson i sar. (2008) su u studiji u koju su
ukljucili pacijente iz jedinice intenzivne nege, utvrdivali nivoe HMGB1 nultog i treceg

dana. Autori potvrduju da je nivo HMGB1 bio visi kod pacijenata sa sepsom, u odnosu
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na zdrave osobe, koje su bile kontrolna grupa. Medutim, nije bilo razlike izmedu
pacijenata koji su umrli u odnosu na one koji su preziveli. Zaklju¢uju da HMGB1 nije

marker koji ukazuje na mortalitet (343).

Daljom analizom naSih rezultata vidimo da su se vrednosti HMGB1 znacajno visoko
razlikovale u grupi SEPSA u odnosu na grupu SIRS tokom perioda pracenja, Sta viSe
obrasci promene vrednosti u vremenu su znacajno razlicite u te dve grupe, Sto bi
moglo biti korisno u razlikovanju sepse od neinfektivnog SIRS-a u sekundarnom

peritonitisu.

Sunden-Cullberg i sar. (2005) u studiji su merili nivo HMGB1 kod pacijenata sa
teSkom sepsom i septickim Sokom i zakljucili da su vrednosti HMGB1 ostale poviSene

nedelju dana, te zakljucuju da je HMGB1 marker kasne inflamacije (302).

Van Zoelen i sar. (2007) su istraZivali nivo HMGB1 kod pacijenata sa sepsom, nulti i
tre¢i dan. Pacijenti sa peritonitisom su imali poviSene vrednosti nultog dana ali ne i
treCeg postoperativnog dana, dok su se kod pacijenata sa cistitisom poviSene
vrednosti HMGB1 pojavile tek treceg dana. Pokazali su da je kinetika oslobadanja
HMGB1 zavisila od izvora infekcije, ali nije uticala na mortalitet i ozbiljnost bolesti
(344). Gibot i sar. (2005) su istrazivali nivoe HMGB1 kod pacijenata sa septickim
Sokom. Pokazali su da su povecani nivoi povezani sa teZinom septickog Soka, koji su
primeceni treceg dan, kod pacijenata koji su umrli u odnosu na one koji su preziveli.
Taj rezultat je bio povezan sa akutnim oSte¢enjem tkiva i proinflamatornim efektom

HMGB1 (345).

Gaini i sar. (2007) su zakljucili da je nivo HMGB1 u korelaciji sa drugim pro-
inflamatornim citokinima i sa stanjem u kome se pacijent nalazi, ali nije povezan sa

mortalitetom (340).

Na osnovu dosadasnjih istrazivanja, zakljucujemo da bi pronalaZanje specificnog
markera za dijagnozu sepse, markera koji bi napravio razliku izmedu SIRS-a i sepse i
predocio prognozu u peritonitisu, svakakao bio od izuzetnog znacaja u lecenju
peritonitisa. Mi smo na osnovu naseg istrazivanja zakljucili da bi HMGB1 protein kao
kasni parametar inflamacije, mogao da bude prognosticki marker u sekundarnom

peritonitisu.
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6 ZAKLJUCCI



U skladu sa postavljenim ciljevima, a na osnovu rezultata ove doktorske disertacije,

mogu se izvesti sledeci zakljucci:

1. ViSe postoperativne vrednosti HMGB1 proteina u serumu pacijenata sa
difuznim sekundarnim peritonitisom, mogle bi biti potencijalni prognosticki

marker sepse.

2. U ovoj studiji nije bilo umrlih pacijenata, te se na osnovu dobijenih rezultata ne
moze zakljuciti kakva bi bila korist od odredivanja HMGB1 u predikciji

mortaliteta u uslovima razvijenog septi¢nog sindroma.

3. Pokazano je da su preoperativne vrednosti CRP-a, PCT-a i HMGB1 bile viSe u
grupi septicnih pacijenata. Medutim, postoperativna Kkinetika promene
ispitivanih markera inflamacije, ukazuje da su SAA i HMGB1 markeri koji su se

razlikovali u SIRS-u u odnosu na sepsu.
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SPISAK SKRACENICA

APACHE skor procena akutnog i hroni¢nog fizioloSkog stanja (engl. Acute Physiology

APOA-1

ASA skor

CDS

CT

CLR

CLP

CRP

CXCR2

DIK

HMGB-1

HDL

HMG

IL

IFN-y

IRA

ICAM-1

iNOS

JIL

LPS

LFA-1

And Chronic Health Evaluation)

apolipoprotein A1

Americko drustvo anesteziologa skor

hirurgija radi kontrole ostecenja (engl. control damage surgery)
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