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SAZETAK

Neonatalna sepsa predstavlja vodeci uzrok morbiditeta i mortaliteta kod prevremeno
rodene dece. Geneticki faktori mogu uticati na nastanak, tok i ishod rane neonatalne sepse.
Cilj naseg istrazivanja bio je da ispitamo povezanost TNFa -308 G/A, IL6 -174 G/C i IL1p -
511 G/A polimorfizama sa nastankom i ishodom rane neonatalne sepse kod prematurusa.
Istrazivanje je obuhvatilo 471 prevremeno rodeno dete, 282 sa sepsom (151 hemokulturom
potvrdenom i 131 klinickom sepsom) i 189 bez sepse koji su ¢inili kontrolnu grupu.
Ucestalost alela A i AA genotipa TNFa -308 G/A polimorfizma je statisti¢ki zna¢ajno veca
kod prematurusa sa sepsom u odnosu na prematuruse kontrolne grupe. GA+AA genotipovi
polimorfizma TNFa -308 G/A su statisticki znacajno povezani sa nastankom hemokulturom
potvrdene sepse i klinicke sepse. Ucestalost AA genotipa /LIS -511 G/A polimorfizma
statisticki je znaCajno veca u grupi prematurusa sa hemokulturom potvrdenom sepsom i
klinickom sepsom u odnosu na kontrolnu grupu. Takode, AA genotip /LIS -511 G/A
polimorfizma udruzen je sa letalnim ishodom od sepse kod prematurusa. Logisticka
regresiona analiza sa gestacijskom staro$¢u, porodajnom telesnom masom i Apgar skorom
u ’5 kao kovarijatama potvrdila je statisticki znacajnu povezanost geneotipova GA+AA
TNFa -308 G/A i AA IL1p -511 G/A polimorfizma sa nastankom sepse. U nasoj studiji
nema statisticki znacajne razlike u ucestalosti alela i genotipova IL6 -174 G/C
polimorfizma izmedu grupa prematurusa sa hemokulturom potvrdenom, klinickom sepsom

i kontrolne grupe prematurusa.

Rezultati naSe studije pokazuju da su alel A i AA genotip TNFa -308 G/A i AA
genotip IL1f -511 G/A polimorfizma faktori rizika za razvoj rane neonatalne sepse. Genotip
AA IL1f -511 G/A polimorfizma je faktor rizika za smrtni ishod od rane neonatalne sepse

prematurusa.

Kljuéne re¢i: TNFa -308 G/A polimorfizam, IL-6 -174 G/C polimorfizam, IL-1f -511 G/A

poimorfizam, rana neonatalna sepsa, letalni ishod

Naucéna oblast: Medicina

UZa nauéna oblast: Molekularna medicina



ABSTRACT

Neonatal sepsis is the major cause of morbidity and mortality among preterm
infants. Genetic predisposition may have an impact on sepsis susceptibility and outcome.
The aim of our study was to explore the association of TNFa -308 G/A, IL-6 -174 G/C and
IL-7p -511 G/A gene polymorphisms with susceptibility and outcome of early onset sepsis
(EOS) in preterm infants. Study included 471 preterm infants, 282 with EOS (culture
proven sepsis 151 and clinical sepsis 131) and 189 as a control group. We observed
significantly higher frequency of A allele and AA genotype of TNFa -308 G/A
polymorphism in blood culture proven EOS or clinical EOS compared to the control group.
Statistically significant difference was observed in TNFa -308 G/A genotypes distribution
between sepsis and control groups by dominant model (GG/GA+AA). The frequencies of A
allele and AA genotype of IL-/4 -511G/A polymorphism are significantly higher in clinical
EOS and blood culture proven EOS compared to the control group. A significant difference
was observed between clinical EOS and blood culture proven EOS and control group by
recessive model (GG+GA/AA). Our study has shown that AA genotype of IL-/4 -511 G/A
polymorphism was a significant predictor of lethal outcome. Logistic regression with
BMW, gestational age, and Apgar score as covariates confirmed significant association
between TNFa -308 G/A and IL-/§ -511 G/A genotypes and development of sepsis.
Genotype and allele frequencies of IL6 -174G/C polymorphism were not significant
different between culture proven EOS group, clinical EOS group and the control group did
not show significant differences.

According to our results TNFa -308 A allele and AA genotype and IL-1p -511 AA
genotype may be risk factors for the development of EOS while IL-1B -511 AA genotype
may be predictor of EOS lethal outcome.

Key words: TNFa -308 G/A polymorphism, IL6 -174 G/C polymorphism, IL/5 -511 G/A

polymorphism, early onset sepsis, lethal outcome

Naucéna oblast: Medicine

UZa nauéna oblast: Molecular medicine
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1. UvOD

1.1. PREVREMENO RODENJE

Trudno¢a fizioloski traje 280 + 11 dana ili 40 gestacijskih nedelja (GN).
Prevremeno rodeno dete je novorodence rodeno pre punih 37 nedelja ili 259 dana gestacije.
Perinatalni period se najces¢e definiSe kao period od 28. GN do sedmog dana po rodenju.
Rodenje deteta pre 28. nedelje gestacije definiSe se kao ekstremni prematuritet. Dete rodeno
izmedu 28. i 32. GN smatra se veoma nezrelo, a ono rodeno izmedu 32. GN do kraja 36.
nedelje gestacije je umereno nezrelo novorodence. U odnosu na telesnu masu pri rodenju
(PTM), novorodenc¢ad mozemo podeliti na novorodencad male telesne mase (eng. Low
Birth Weight — LBW) ¢ija je PTM <2500¢g, novorodencad veoma male telesne mase (eng.
Very Low Birth Weight — VLBW) ¢ija je PTM <1500g i novorodencad ekstremno male
telesne mase na rodenju (eng. Extremely Low Birth Weiht — ELBW) sa PTM <1000g.
Gestacijska starost (GS) i porodajna telesna masa su najée$¢e u direktnoj vezi, ali ne i
iskljucivo, s obzirom da usled intrauterinog zastoju u rastu PTM moZe biti manja od
ocekujuce za odredenu GS.

Od ,zrelosti prematurusa koja se procenjuje prema gestacijskoj starosti i
porodajnoj telesnoj masi zavisi da li ¢e novorodence preziveti, kao i kakva je struktura
morbiditeta kod ovih pacijenata.

Neonatalni period traje prvih 28 dana nakon rodenja, i nadalje se mozZe podeliti na:

¢ vrlo rani neonatalni period koji obuhvata prvih 24 ¢asa zivota
e rani neonatalni period koji obuhvata prvih sedam dana Zivota
e kasni neonatalni period traje od sedmog do 28. dana po rodenju (1).

Prezivljavanje prevremeno rodene dece od Sezdesetih godina proSlog veka je u
neprestanom porastu usled napretka tehnologije (inkubator, mehanicka respiratorna
potpora), unapredenja klini¢ke prakse i1 neonatoloskih terapijskih protokola. Zna€ajno je
povecano i prezivljvanje ekstremno nezrelih prematurusa rodenih u 23. i 24. GN ¢ije je

prezivljavanje pre 1960. godine bilo veoma retko. Danas se Stopa prezivljavanja



prematurusa rodenih u 23. GN kreée oko 15%, prezivljavanje prematurusa rodenih u 24.
GN je priblizno 55%, a onih rodenih u 25. GN iznosi oko 80% (2).

1.1.1 Epidemiologija prematuriteta

Godisnje se rodi 15 miliona beba pre zavrsetka 36. nedelje gestacije Sto predstavlja
ozbiljan medicinski problem. Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije (SZO) iz
2018. godine koji vaze za 184 zemlje, stopa prevremenog rodenja se kretala od 5% do 18%
od ukupnog broja rodene dece. Od 65 zemalja koje imaju pouzdane podatke o trendovima
prematuriteta, u poslednjinh 20 godina u 63 zemlje postoji neprestani porast u ukupnom
broju rodenih prematurusa (3). Prema zvani¢énim podacima Instituta za javno zdravlje
Srbije ,,.Dr Milan Jovanovi¢ Batut® za period od 2005. do 2017. godine prosecna stopa
prevremenog rodenja u Republici Srbiji je sli¢na onoj u razvijenim zemljama 1 iznosi
6,62% (4). Kao i u veéini zemlja i kod nas se uocava tendencija porasta stope rodenja

prematurusa (Grafikon 1.).

% prevremeno rodenih
12

10

6 \/—/

2005. 2006. 2007. 2008. 2009. 2010. 2011. 2012. 2013. 2014. 2015. 2016. 2017.

Grafikon 1. Stopa prevremeno rodene dece u odnosu na ukupan broj rodene dece u R Srbiji za

period od 2005. do 2017. godine (4.)



Porast broja prevremeno rodene dece je posledica promena karakteristika trudnica
(ve¢i broj trudnica starijih od 35 godina ili veoma mladih), kao i povecanja broja
viSeplodnih i visoko rizi¢nih trudnoca.

Prematuritet predstavlja vodeci uzrok smrtnosti kod dece mlade od 5 godina. Oko

milion dece umre svake godine zbog komplikacija koje su posledica prevremenog rodenja

(5).

1.1.2 Faktori rizika prematuriteta

Etiologija prevremenog rodenja je multifaktorska, sloZena 1 nije u potpunosti
poznata. Prevremeni porodaj je Cest ishod visokorizi¢nih trudnoc¢a. Faktori rizika za
prevremeno rodenje u visokorizicnim trudnocama su: viSeplodnost, prethodni porodaji
zavrSeni carskim rezom, prethodna neplodnost i trudnoéa ostvarena biomedicinski
potpomognutom oplodnjom, abnormalni fetalni rast, visok ili nizak nivo a-fetoproteina kod
trudnice.

Glavni faktori rizika koji dovode do prematuriteta mogu se podeliti na maternalne,
fetoplacentalne, medicinske i socio-ckonomske faktore. Hroni¢ne bolesti trudnice poput
maternalni faktori rizika prevremenog rodenja. Takode, infekcije donjih i gornjih delova
urogenitalnog trakta tokom trudnoc¢e i horionamnionitis su maternali faktori rizika za datu
trudnocu.

U fetoplacentalne faktore rizika spadaju intrauterina restrikcija rasta, intrauterine
infekcije ploda, malformacije i metabolicki poremecaji ploda, prevremeno odlubljivanje
posteljice (abruptio placentae), prednjaceéa posteljica (placenta previa) i prevremena
ruptura plodovih ovojaka (PROM). PROM se javlja kod 30 — 40 % prevremenih porodaja.

Teska preeklampsija i eklampsija trudnice, poremecaji sr¢anog ritma ploda i sl. su
medicinski razlozi za prevremenu terminaciju trudnoc¢e s obzirom da nose veliki rizik po

zivot trudnice i ploda.



Socio-ekonomski faktori rizika prevremenog porodaja su nizak nivo obrazovanja
majke, materijalno stanje, losa ishrana trudnice i njena neuhranjenost, losa ili neadekvatna
zdravstvena zaStita trudnice, vanbracni status majke, nedostatak podrSske porodice, stresni
zivotni dogadaji, poroditno nasilje i1 loSe zdravstvene navike trudnice (pusenje,
konzumiranje alkohola i narkotika).

U faktore rizika prevremenog radanja spadaju i kratki period izmedu trudnoca, raniji
prevremeni porodaji ili rodenje dece male tezine, nasledne bolesti 1 drugo.

Incidenca radanja prematurusa je nesto visa u gradovima nego u selu (6). Iz
nepoznatih razloga medu zenama negroidne rase zabelezena je najvisa stopa prevremenog
porodaja u odnosu na trudnice ostalih humanih populacija (1).

U mnogim slu¢ajevima tac¢an uzrok preuranjenog rodenja ostaje nepoznat i smatra
se da ga je izazvalo dva ili viSe faktora. U razvijenim zemljama jatrogeni faktori su

odgovorni za oko polovinu porodaja izmedu 28. i1 35. nedelje.

1.1.3. Morbiditet udruZen sa prematuritetom

Prematurus je novorodence sa visokim rizikom za postnatalni morbidet koji nastaje
zbog fizioloske nezrelosti usled kraceg intrauterinog razvoja. Najéesce bolesti respiratornog
sistema su respiratorni distres sindrom, bronhopulmonalna displazija i masivna plu¢na
hemoragija. Neuroloski problemi koji se javljaju kod prematurusa su apnea, interkranijalno
krvarenje i cerebralna paraliza. Arterijski pritisak prematurusa je nestabilan i pod uticajem
razli¢itih faktora kao $to su asfiksija, hiperkapnija, apneja i dr. Kod polovine prematurusa
javlja se hipotenzija, dok je hipertenzija povezana sa plasiranjem nazogastricne sonde.
Ucestalost otvorenog arterijskog kanala kod prematurusa je i do 80% 1 obrnuto je
proporcijalna gestacijskoj starosti. Kod zna€ajnog broja prematurusa javlja se anemija i
trombocitopenija.  Prematuritet je praéen poremecajem metabolizma glukoze
(hiperglikemija/hipoglikemija) 1 elektrolita. Poseban problem predstavlja nestabilna
acidobazna ravnoteza. Relativno velika telesna povrSina u odnosu na telesnu masu, slaba

termicka izolacija zbog nedostatka podkoZznog masnog tkiva, kao i nedostatak zaliha



energije u vidu glikogena i mrkog masnog tkiva ¢ine da je hipotermija uobiCajena za
prematuruse. Zbog toga se bebe PTM manje od 2000 g neguju u inkubatoru.

Tokom Zivota prematurusi su suoceni Sa trajnim invaliditetom, koji ukljucuje
teskoce sa ucenjem i probleme sa vidom i sluhom.
Uprkos znacajnom poboljsanju ginekoloske i neonatoloske klinicke prakse i terapijskih
protokola, neonatalna sepsa jo$ uvek predstavlja glavni uzrok morbiditeta i mortaliteta u
populaciji prevremeno rodenih beba. Rizik za neonatalnu infekciju i nastanak sepse obrnuto
je proporcionalan gestacijskoj dobi, a veca telesna masa na rodenju do 37. nedelje gestacije

doprinosi zastiti novorodenceta od infekcije (7).

14.00% 12.32% 12.91%
12.00% 11.39% 10.91%
9.65%
10.00%
8.00% 6.31%
6.00% 4.92%
4.00%
2.00%
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m2012. m 2013. m 2014. N 2015. H 2016. m 2017. 2018.

Grafikon 2. Stopa mortaliteta pacijenata na Institutu za neonatologiju u periodu 2012. — 2019.
godine (32.)

Za nasu zemlju ne postoji tatna procena stope mortaliteta prevremeno rodene dece
na nivou Republike. Prema podacima Instituta za neonatologiju u Beogradu u periodu od
2012. do 2019. godine prosecna stopa smrtnosti hospitalizovanih neonatusa iznosila je
9,72%. Stope mortaliteta neonatusa za svaku godinu ovog perioda prikazane su u Grafikonu
2.



1.2. SEPSA

Sepsa je po zivot ugrozavajuéi poremecaj u funkcionisanju organa usled
abnormalnog 1 neregulisanog zapaljenskog odgovora domacina na infekciju. Ova
savremena definicija sepse predstavljena je 2016. godine Tre¢im medunarodnim
koncenzusom za sepsu i septicni Sok (8). Sepsa je sindrom c¢iji je okida¢ potvrdena
(dokazana) ili suspektna infekcija patogenim mikroorganizmima §to je jasno razlikuje od
neinfektivnog zapaljenskog procesa kao S§to su pankreatitis, ishemija, trauma 1 dr. a koji
mogu imati sli¢an klinicki, biohemijski 1 patoloski odgovor domacina izazvan endogenim
faktorima. Ono S§to sepsu razlikuje od infekcije koja moze imati lokalni karakter, jeste
prekomerni imunoloski odgovor domacina koji vodi ka disfunkciji organa (8). Najces¢i
patogeni uzro¢nik sepse je bakterija, ali uzrocnici infekcije mogu biti i gljivice, virusi ili

protozoe.

Ukoliko se ne prepozna u pocetnoj fazi i ne pocne odmah sa adekvatnim leCenjem,
sepsa moze preci u septicni Sok koji se ispoljava produbljenim cirkulacijskim, ¢elijskim 1

metabolickim abnormalnostima, visestrukim otkazivanjem organa, a ishod je Cesto fatalan.

Kriterijumi za utvrdivanje sepse obuhvaceni su SOFA skoring sistemom (eng.
Sequential Organ Failure Assessment) koji se zasniva na ocenama dobijenim
kvantifikacijom abnormalnosti klinickih i laboratorijskih nalaza ili terapijskih procedura
(Slika 1.). (9).



Disanje
Pa02/Fu02, >400 (53,3) <400 (53,3) <300 (40) <200 (26,7) uz <100 (13,3) uz
mmHg (kPa) respiratornu respiratornu
podriku podriku
Koagulacija
Trombociti, 2150 <150 <100 <50 <20
x103 /uL
Jetra
Bilirubin, <1,2 (20) 1,2-1.9 (20-32) 2,0-5.9(33-101) 6,0-11.9 (102-204) >12(204)
mg/dL (umol/L)

Cirkulacija SAP =2 70 mmHG SAP < 70 mmHG Dopamin <5 ili Dopamin 5,1-15 ili Dopamin >15 ili
dobutamin (bilo adrenalin <0,1 ili adrenalin >0,1 ili
koja doza) * noradrenalin <0,1* noradrenalin >0,1*

CNS

Glazgovska 1.5 13-14 10-12 6-9 <6
koma skala**
Bubrezi
Kreatinin, <1,2 (110) 1,2-1,9 ((110-170) 2,0-3.4(171-299) 3,5-4.9 (300-440) >5,0 (440)
mg/dL (umol/L)
Diureza, mL/d <500 <200

Skracenice: PaO2 — parcijalni pritisak kiseonika; FuO2 — frakcija udahnutog kiseonika; SAP — srednji arterijski pritisak;

*Doze kateholamina date kao pug/kg/min u toku najmanje sat vremena; **Glazgovska koma skala ima raspon 3-15

Slika 1. SOFA skoring sistem — klinicki i laboratorijski nalazi, terapijske procedure za

utvrdivanja sepse.

Stanje septicnog pacijenta moze biti dodatno komplikovano postoje¢im akutnim

bolestima, dugotrajnim komorbitetom, lekovima i intervencijom.

Re¢ sepsa je grékog porekla i izvedena je od pojma ,.onyic™ koji se tumaci kao
razlaganje organske materije pod uticajem bakterija. U medicinskom kontekstu, re¢ sepsa je
prvi put upotrebio Homer u svojoj poemi pre oko 2700 godina, koriste¢i termin ,,cno* u
znaCenju ,raspadanje”. Otac medicine, Hipokrat (cca. 460 pne — 377 pne) u svojim
zapisima ,,Corpus Hippocraticum® sepsu opisuje kao opasno, biolosko propadanje koje se
moze pojaviti u telu (10). Nadalje, Claudius Galenius - Galen i Celsus opisuju da su
znakovi koji ukazuju na zapaljenje — sepsu: groznica, periferna vazodilatacija, bol,

povecana kapilarna propustljivost i otkazivanje organa (11).

Devetnaesti vek predstavlja zlatnu eru sticanja znanja o zaraznim bolestima

zahvaljujuéi radu Joseph Lister-a, Ignaz Semmelwiss Louis Paster-a i Robert Koch-a. Ova



saznanja su dovela i do unapredenja u razumevanju nastanka sepse (10). Uprkos velikom
medicinskom napretku 1 razvoju dijagnostickih tehnika u klinickoj praksi tokom
dvadesetog veka pa sve do danas, sepsa je ostala najce$¢i uzrok smrtnosti kod
hospitalizovanih pacijenata. Savremena medicinska saznanja jo$ uvek ne objasnjavaju
osnovu bioloskih mehanizama koji dovode do poremecéaja u funkcionisanju i do

otkazivanja organa koji se javljaju kod septic¢nih pacijenata (12).

1.2.1. Epidemiologija sepse

Iako je mortalitet od sepse i septickog Soka sveden na istorijski minimum, lecenje
ovog sindroma jo§ uvek predstavlja veliki izazov s obzirom da je nespecificno i da je
ograni¢eno prvenstveno na upotrebu antibiotika, mehanicke ventilacije 1 intenzivnog
monitoringa vitalnih funkcija. Procene su da Sirom sveta godi$nje od sepse oboli 31.5
miliona ljudi, a kod 5.3 miliona pacijenata ishod je fatalan (13). Iako ne isklju¢ivo, do
komplikovanih infekcija koje kao posledicu imaju ispoljavanje septi¢nog sindroma,
predominantno dolazi u zdravstvenim ustanovama tokom invazivnih medicinskih procedura
i pruzanja dugotrajne zdravstvene nege. Prema izvestaju Svetske zdravstvene organizacije
priblizno 30% pacijenata jedinica intezivne nege u razvijenim zemljama pogodeno je
najmanje jednom epizodom generalizovane infekcije steCene tokom hospitalizacije, dok je
U nerazvijenim zemljama ucestalost barem duplo veca (14). Epidemioloski podaci o
incidenci i mortalitetu od sepse u nerazvijenim zemljama i zemljama u razvoju su oskudni,

usled ¢ega se zakljucci donose posredno.

Nekoliko medicinskih stanja povecavaju osetljivost pacijenata na infekciju i razvoj
sepse, pre svega ona koja dovode do znatnog slabljenja imunoloSkog sistema. Takva su
stanja onkoloskih bolesnika, pacijenata sa teSkom traumom i opekotinama, pacijenata na
imunosupresivnoj terapiji, pacijenata sa cirozom jetre, bubreznih bolesnika i dijabeticara. 1z
razloga sto se sepsa retko prijavljuje kao primarna dijagnoza kod pacijenata sa dugom

hospitalizacijom, smatra se da je stopa morbiditeta i mortaliteta od sepse potcenjena.



Svako ko je pogoden infekcijom moze razviti septic¢ki sindrom §to zavisi od opsteg
stanja jedinke i njenog imunolos$kog stanja. U ranjivu grupu spadaju hroni¢ni bolesnici,
starije osobe, osobe obolele od sindroma steCene imunodeficijencije, trudnice i

novorodencad.

Posebno veliki problem u le¢enju sepse postoji kod pedijatrijskih pacijenata, a kod
neonatoloskih pacijenata predstavlja i glavni uzrok morbiteta. Kao glavni direktni uzroci
neonatalne smrti navode se prematuritet (28%), teska infekcija (26%) i asfiksija (23%) (15).

Procena je da 3 miliona novorodenc¢adi i 1.2 miliona dece mlade od 5 godina svake
godine obole od sepse (16). Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije za 2016.
godinu uzrok 7% smrtnih slucajeva kod dece mlade od 5 godina bila je sepsa, odnosno 15%
kada su u pitanju neonatusi. U nerazvijenim zemljama mortalitet uzrokovan sepsom u

populaciji neonatusa krece se i do 56% (17).
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Grafikon 3. Broj umrlih i umrlih od neonatalne sepse pacijenata na Institutu za neonatologiju u
Beogradu za period 2012 — 2019. godine (32.)

Prema podacima Instituta za neonatologiju u Beogradu prose¢na stopa smrtnosti

neonatusa od sepse u ovom zdravstvenom centru u periodu od 2012. do 2019. godine iznosi



58,2%. U grafikonu 3. prikazana je smrtnost neonatusa od sepse za svaku godinu u periodu
2012. — 20109.

1.3. NEONATALNA SEPSA

Neonatalna sepsa predstavlja sistemski inflamatorni odgovor organizma na invaziju
mikrobijalnih patogena koji se javljaju tokom neonatalnog perioda, odnosno prvih 28 dana
zivota novorodenceta. Rodenjem novorodence prelazi iz intrauterine, sterilne sredine u
sredinu bogatu mikrobnim i nutritivnim antigenima. Prevremeno rodena deca pokazuju
izrazito oslabljene urodene imunoloSke funkcije s obzirom da se sazrevanje ovog sistema
desava tokom poslednja tri meseca intrauterinog razvoja. Do sepse dolazi usled abnormalne
proizvodnje medijatora inflamacije koji uzrokuju prekomernu aktivaciju trombocita i
faktora koagulacije, vaskularnih oStec¢enja i progresivno otkazivanje organskih sistema.

Najces¢e mesto infekcije je pupak, ali ne retko i koza, sluzokoZza, respiratorni i
digestivni trakt. Mnoge fokalne infekcije (meningitis, pneumonija, infekcija urinarnog
trakta, gastroenteritis, osteomijelitis i dr.) kod neonatusa, a pogotovu kod prematurusa, brzo
eskaliraju i prelaze u generalizovanu infekciju.

Klini¢ka manifestacija sepse varira i zavisi od virulentnosti i masovnosti etioloSkog
agensa, puta i vremena nastanka infekcije, imunoloskog statusa odnosno gestacijske starosti
neonatusa. Rani klinicki simptomi su obi¢no nejasni, neodredeni i nespecifi¢ni, a pridruzeni
znakovi opsteg stanja novorodenceta Cesto komplikuju dijagnozu i leCenje. Obi¢no se
manifestuje kao izmenjeno opsSte stanje ograniCene simptomatologije sa jedinim opStim
anamnestickim podatkom da ,,dete nije dobro* (18).

U odnosu na vreme nastanka neonatalna sepsa se deli na ranu i kasnu neonatalnu
sepsu (19, 20). Ova podela se, sustinski, odnosi na peripartalnu patogenezu.

Rana neonatalna sepsa (eng. Early Onset Neonatal Sepsis - EONS) se javlja tokom
prvih sedam dana Zzivota novorodenceta i posledica je vertikalne transmisije infekcije sa
majke na dete. Kongenitalna infekcija nastaje tokom intrauterinog perioda kao rezultat
klinicke ili subklinicke infekcije majke koja se transplacentarno prenosi na fetus. Ovakva

vrsta infekcije moZe nastati bilo kad tokom gestacije 1 moZe uzrokovati rani spontani
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pobacaj, kongenitalne malformacije, intrauterini zastoj u rastu, prevremeno rodenje, ranu
sepsu ili asimptomatsku perzistentnu infekciju tokom neonatalnog perioda. Perinatalna
infekcija nastupa neposredno pre ili tokom samog porodaja mikroorganizmima koji
kolonizuju urogenitalni trakt majke. Produzena ruptura plodovih ovojaka (> 18h) moze
uzrokovati infekciju amnionske tecnosti ¢ime nastaju uslovi za nastanak EONS-a.

Kasna neonatalna sepsa (eng. Late Onset Neonatal Sepsis - LONS) ispoljava se od
sedmog do 28. dana neonatalnog Zivota 1 posledica je infekcija koje nastupaju nakon
porodaja patogenima stecenih u bolnici ili sredini u kojoj dete zivi. Pod ve¢im rizikom od
razvoja LONS-a su prevremeno rodena deca kao i neonatusi koji iz odredenih razloga
zahtevaju produzenu hospitalizaciju ili rehospitalizaciju, a tokom koje bivaju podvrgnuti
neinvazivnim i invazivnim medicinskim procedurama.

Najuticajniji neonatalni faktori koji predisponiraju infekciju su prematuritet i mala
telesna masa na rodenju. Medu ovim pacijentima ucestalost infekcije je tri do deset puta
veéa u odnosu na terminsku decu i onu sa normalnom telesnom tezinom (1). Ukupna stopa
smrtnosti od neonatalne sepse medu novorodencadi iznosi oko 15%, ali utvrdeno je da je
ona ipak veca kod prevremeno rodene dece, a znacajno veca kod ekstremno nezrelih
prematurusa. Stopa mortaliteta od neonatalne sepse znacajno se povecava sa smanjenjem
GN pri rodenju i za period od 22. do 24. GN iznosi 54%, od 25. do 28. GN iznosi 30%, dok
je u periodu izmedu 29. do 33. GN stopa mortaliteta 12%. Kod novorodenc¢adi koja se rode
posle 37. GN stopa mortaliteta opada na svega 3% (21). Rizik od neonatalne sepse je
obrnuto proporcionalan sa porodajnom tezinom. Stratifikovano po tezini, 10%
novorodenc¢adi PTM izmedu 1000 1 1500 g, 35% novorodencadi manje od 1000 g, odnosno
50% onih ¢ija je PTM bila ispod 750 g imace dijagnozu sepse tokom neonatalnog perioda
(19).
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1.3.1. Faktori rizika za razvoj neonatalne sepse

U odnosu na to da li se odnose na majku ili neonatus faktori rizika za razvoj
neonatalne sepse mogu se podeliti na dve grupe:

e maternalne faktore rizika: nedovoljno leCene fokalne infekcije majke
(vaginalne, cervikalne, infekcije urinarnog trakta), sistemske infekcije majke
(sepsa) ili poviSena temperatura bez fokusa zapaljenja, aktuelna polno
prenosiva bolest majke, ruptura plodovih ovojaka duza od 18 h,
kefalhematom, perinatalna asfiksija, malnutricija i nizi socijalni status
majke.

e neonatalne faktore rizika: prematuritet, mala PTM, muski pol, nezreo
imunski sistem, metabolicki poremecaji (galaktozemija nosi sa sobom
poveéan rizik za razvoj gram-negativne sepse), prevelika doza gvozda,
produzena hospitalizacija, prisustvo stranih materija (endotrahealni tubusi,
umbilikalni kateteri, ventrikuloperitonealni Santovi), primena
visokokalori¢nih hiperalimentacionih infuzionih te¢nosti, neutropenija,

mehanicka ventilaciona potpora.

1.3.2 Patogeni agensi neonatalne sepse

Neonatalna sepsa je najcesce posledica infekcije bakterijama, znatno rede je
posledica gljivi¢ne, viralne infekcije, a retko infekcije protozoama.

Pedesetih godina prosloga veka najces¢i uzroénici neonatalnih infekcija su bili
Staphylococcus aureus i Escherichia coli. Sa pove¢anjem stope preZivljavanja prematurusa
male zrelosti (23 — 25 GN) ¢iji je imuni sistem nerazvijen, proSirio se i spektar
mikroorganizama uzro¢nika infekcije za oportunistiCke infektivne organizme Koji ranije
nisu imali patogeni potencijal. Jedan od takvih patogena je i koagulaza negativna
Staphylococcus (ConS) (22, 23, 24). Od Sezdesetih pa do devedesetih godina proslog veka

Streptococcus agalactiae (streptokoka grupe B — GBS) postaje primaran gram-pozitivan
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infektivni mikroorganizam u indukciji neonatalne sepse (25, 26, 27, 28). Narednih decenija
zbog rasirene upotrebe antibiotika, pogotovu onih Sirokog spektra dejstva koji su doprineli
selekciji mikroba otpornih na veéi broj lekova, broj ,,neuobicajenih™ patogena je nastavio
da raste. Tako CnoS postaje najrasprostranjeniji patogen u neonatalnom okruzenju, a
samim tim i naj¢e$¢i infektivni agens koji uzrokuje kasnu sepsu u odeljenjima neonatalne
intenzivne nege (29, 30, 31). Znacajan doprinos imaju i gram-negativni bacili (E. coli,
Klebsiella  pneumoniae, Enterobacter, Pseudomonas aeruginosa) enterokoke
Staphylococcus aureus, a od gljivica Candida (1).

Prema izvestajima Svetske zdravstvene organizacije i u Il dekadi 21. veka najcesci
infektivni organizam rane sepse u razvijenim zemljama ostao je Streptococcus agalactiae
(GBS), aslede E. coli i ConS (20).

1.3.3. Dijagnostika neonatalne sepse

Klini¢ki znaci neonatalne sepse variraju i veoma cesto su nespecificni. Dijagnostika
sepse je posebno otezana kod prematurusa i LBW neonatusa s obzirom da rani simptomi
sepse nisu iskluc¢ivo karakteristicni za generalizovanu infekciju ve¢ su Cesto povezani s
drugim morbiditetima vezani za prematuritet, Sto komplikuje dijagnostiku i leCenje sepse
kod ove grupe pacijenata.

Rane klinicke manifestacije sistemske ili fokalne infekcije je izmenjeno opste
stanje, hipotermija ili hipertermija, apnea ili tahipnea, Zutica, respiratorni distres,
tahikardija, vazomotorna nestabilnost, poremecaji u ishrani, povracenje, diareja,
meteorizam, letargija ili razdraZljivost, otezana pokretljivost jednog ekstremiteta pracena
placem, bledilo koze i ostale koZzne promene (32).

Dok terminsko novorodence na bakterijsku infekciju reaguje groznicom, prematurus
Cesce reaguje hipotermijom usled poteskoca u kontroli telesne temperature (33).

Kasni respiratorni znaci generalizovane infekcije su cijanoza, jeCanje, dispneja.
Znaci koji su vezani za centralni nervni sistem su piskav pla¢, zabacena glava, napeta

fontanela, konvulzije. Ostali kasni simptomi generalizovane infekcije su: intestinalna
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opstrukcija, hemoragijska dijateza, diseminovana intravaskularna koagulacija (DIC) sa
krvarenjem iz mesta uboda i petehijama, skleredem.

S obzirom na nespecifi¢nost klini¢kih simptoma neonatalne sepse u pocetnoj fazi od
velike vaznosti su laboratorijski nalazi koji mogucavaju ranu dijagnostiku i povecavajuci
mogucnost pravovremene primene adekvatne terapije.

Od najveceg znacaja su rezultati mikrobioloskih analiza kojim se utvrduje prisustvo
infektivnog agensa u sterilnim telesnim fluidima neonatusa.

Infekcija, generalizovana ili lokalizovana, se utvrduje na osnovu:

e hemokulture

e urinokulture (kada je to klini¢ki indikovano)

e kulture cerebrospinalnog likvora (indikovana je kada je hemokultura
pozitivna ili su prisutni klinicki znaci infekcije CNS)

e kulture trahealnog aspirata (intubiranog novorodenceta sa suspektnom
pneumonijom ili iznenadnom promenom koli¢ine i izgleda trahealnog
aspirata)

e koprokulture (ukoliko je stolica izmenjena)

e kulture sekreta ociju ili koZe (kada je klini¢ki indikovano)

e kulture sinovijalne te¢nosti (kada je klinicki indikovano).

Kontrolni bakterioloski pregled vrsi se 48-72 h od pocetka odgovarajuée antibiotske
terapije (32).

Iako su mikrobioloski nalazi od velikog znacaja i1 joS uvek predstavljaju zlatni
standard za postavljanje dijagnoze neonatalne sepse, kao veliki nedostatak ove
dijagnosticke metode navodi se vreme potrebno za dobijanje rezultata, a koje moze iznositi
1 nekoliko dana. Ovo vreme moZe biti kljuéno za VLBW 1 ELBW prematurusa kod kojih,
zbog nezrelosti imunog sistema, infekcije ¢esto imaju fudrojantan tok usled cega pocetna
faza sepse, kada je leCenje najefikasnije, moze biti propustena.

Kod znatnog broja novorodencadi sa generalizovanom infekcijom hemokultura
moZe dati negativan nalaz iako su klinicke manifestacije sepse uocljive. U tim slucajevima
govorimo o klini¢koj sepsi, odnosno klinickoj infekciji 1 dodatni dijagnosticki testovi su od

velike pomodi. NajceS¢e koriS¢en je hematoloski test kojim se odreduje ukupan broj
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leukocita, polimorfonukleara (PMN), nezrelih PMN, odnos nezrelih prema ukupnom broju
PMN (I:T), odnos nezrelih prema zrelim PMN (1:M), zatim se utvrduje prisutstvo toksi¢nih
granulacija i vakuola u PMN i broj trombocita. Odstupanje svakog navedenog elementa od
normalnih vrednosti ocenjuje se ocenom 1. Ukoliko se ovim hematoloskim sistemom
bodovanja (eng. Hematologic Scoring System - HSS) dobije zbirna ocena 3 ili viSe ona ham
govori u prilog infekcije. Danas se u neonatologiji najées¢e koristi Rodwell-ov HSS (34)
(Tabela 1.).

Tabela 1. Rodwell-ov hematoloski skoring sistem

Kriterijum Abnormmalne vrednosti Skor
Ukupan br leukocita <5000/uL 1
>25000 — na rodenju 1

>30000 — 12-24 h

>21000 — od drugog dana

Ukupan br PMN 1800-5400 0
Nema zrelih PMN 2
Povecan/smanjen 1
Broj nezrelin PMN 600 0
Povecan 1
Odnos I: T PMN 0,120 0
Povecan 1
Odnos I:M PMN <0,3 0
>0,3 1
Degenerativne promene PMN  Toksi¢ne strukture u citoplazmi 1
Broj trombocita <150000/uL 1

Ocenom > 3 moze se utvrditi sepsa kod 26 od 27 novorodencadi, Sto ¢ini ovaj
sistem bodovanja visoko osetljivim (senzitivnost 96%) i specifi¢nim (p<0,05) a time i

pouzdanim za utvrdivanje sepse (sa pozitivnom prediktivnom vrednoSéu 31%).
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Najpouzdaniji pojedinacni pokazatelji infekcije ovog dijagnostickog sistema su L:T
(senzitivnost — 96%; specificnost — 71%), povecani ili smanjen broj ukupnih neutrofila
(senzitivnost — 96%,; specificnost — 61%) i ukoliko je I:M > 3 (senzitivnost — 93%);
specificnost — 81%). lako je mali broj biomarkera u rutinskoj upotrebi za dijagnostiku i
pracenje sepse, brojna su istrazivanja u potrazi za markerom, odnosno, setom markera
visoke senzitivnosti 1 specificnosti koji bi se Kkoristili pre svega u akutnoj
hiperinflamatornoj fazi.

C reaktivni protein (CRP) je najcesce koris¢eni biomarker akutne faze infekcije koji
se koristi ve¢ dugi niz godina posebno u pedijatriji (35). Njegova sinteza je pod regulacijom
interleukina 6 (IL6) i odvija se u jetri. lako uloga CRP-a tokom akutne inflamacije nije
sasvim jasna, poznato je da vezuje fosfolipidne komponente mikroorganizama i na taj nacin
olaksava njihovo uklanjanje od strane makrofaga (36). CRP ima nisku senzitivnost za
detekciju neonatalne sepse u ranoj fazi zbog odlozene indukcije njegove sinteze U jetri.
Medutim, u kombinaciji sa drugim biomarkerima njegova senzitivnost se povecava.
Serijom merenja u periodu 24 - 48 sati od pocetka infekcije povecava se senzitivnost (74 —
98%) i specifi¢nost (71 — 94%) ovog biomarkera zbog ¢ega se u neonatalnoj sepsi koristi
kao znacajan parametar tokom tretmana antibioticima (37).

Tokom poslednje dekade veliki znacaj kao biomarker rane faze neonatalne sepse
dobio je prokalcinin (PCT). Radi se o prekursoru hormona kalcitonina, sintetisanom od
strane monocita i hepatocita, koji je privukao paznju posto je utvrdeno da pacijenti sa
bakterijskom infecijom imaju jako poviseni nivo u krvi ovog prekursora. Naknadno je
utvrdeno da ga tokom sistemskog infektivnog odgovora koji vodi u tesku sepsu proizvode
mnoga tkiva (38).

Kao i CRP, i PTC moze imati proinflamatorne efekte i predstavlja vazan biomarker
sepse, s tom razlikom $to u poredenju sa CRP-om njegova koncentracija u krvi mnogo brze
raste pa se smatra senzitivnijim markerom. Svega 3 do 4 sata od pocetka infekcije dolazi do
znacdajnog povecanja serumske koncentracije, @ maksimalne vrednosti dostize u periodu od
18 do 24 sata od pocetka infekcije (39). Znacajna ograniavajuca karakteristika ovog
biomarkera jeste fiziolosko povecanje njegove vrednosti odmah nakon rodenja, Sto

ograni¢ava njegovu upotrebu u dijagnostici rane neonatalne sepse (prva dva do cetiri dana
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zivota) 1 naglasak da se procena vrednosti ovog markera mora vrsiti Uz primenu starosno
specifi¢nih grani¢nih vrednosti za svaki period (40).

Serumski amiloid A (eng. Serum amyloid A — SAA), lipopolisaharidno vezujuéi
protein (eng. Lipopolysaccharide binding protein - LBP) manozno vezujuéi protein (eng.
Mannose binding protein — MBP) i laktat su serumski biomarkeri neonatalne sepse koji jo$
uvek nemaju Siroku klinicku primenu kao dijagnosticki testovi (41).

Sa razvojem protocne citometrije ulogu obecavajucih biomarkera neonatalne sepse
dobijaju povrsinski celijski adhezioni molekuli na neutrofilima i monocitima, pre svega
CD64 i CD11, ali i drugi povrsinski adhezioni molekuli leukocita (CD14, E-selektin, L-
selektin i dr.) pokazujuci visoku senzitivnost i specificnost kao dijagnosti¢ki markeri
neonatalne sepse (42). S obzirom da koncentracija citokina u cirkulaciji ne mora nuzno
odrazavati i njihovu biolosku aktivnost, procena c¢elijskog odgovora na iste u vidu
adhezivnih molekula moze biti bolji na¢in za identifikaciju ranog odgovora na bakterijsku
invaziju.

Studija Fjaertofa i saradnika je pokazala da kod prevremeno rodene dece neutrofili
pokazuju umereno poveéanu ekspresiju CD64 tokom infekcije u odnosu na terminsku
novorodencad (43) zbog nezrelosti urodenog imunog sistema, $to smanjuje snagu ovog

biomarkera u ovoj populaciji pacijenata.

1.3.4. Citokini

Grupu veoma potentnih biomarkera neonatalne sepse ¢ine citokini. To su mali
signalni, proteinski molekuli neophodni za regulisanje hematopoeze, razvoj i
funkcionisanje urodenog i steCenog imunskog odgovora. Specifi¢nost ovih signalnih
molekula jeste u tome §to mogu delovati na autokrinom, parakrinom ili endokrinom nivou
(44, 45, 46, 47). Vecina citokina deluju na lokalnom nivou jednostavnom difuzijom ili
kontaktom celije sa drugim celijama. Neke celije koje proizvode citokine istovremeno
eksprimiraju i receptore za iste, a izluceni citokini mogu se preko tih receptora vezati za

¢elije koje ih proizvode i tako modulirati sopstvenu funkciju. Napustanjem lokalne sredine
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citokini mogu u¢i u cirkulaciju i1 tako dospeti do udaljenih delova tkiva gde stupaju u
interakciju sa razli¢itim organskim sistemima dovode¢i do promene fiziologije domacina.

Ovi molekuli imaju centralnu ulogu u orkestriranju imunoloskog odgovora ali i u
patogenezi sepse. lako nisu poznati svi mehanizmi koji leZe u osnovi nastanka septicnog
sindroma, smatra se da je jedan od bitnih pokretaca sindroma prekomerna produkcija
citokina i njihovo oslobadanje u cirkulaciju (48). Ova inflamatorna oluja dovodi do
narusavanja ravnoteze izmedu proinflamatornih i antiinflamatornih citokina koji su u vrlo
interaktivnom i dinami¢nom procesu (49). Fino regulisana ravnoteza mreze citokina je
presudna u eliminaciji invazivnih faktora s jedne strane i izbegavanja prekomernog
zapaljenja 1 oStecenja tkiva.

Prednost citokina kao biomarkera sepse je Sto im koncentracija u krvi nakon
infekcije veoma brzo raste usled ¢ega ih je kao dijagnosti¢ke testove za sepsu moguce
koristiti veoma rano u akutnoj fazi inflamatornog odgovora.

Citokini su podeljeni na proinflamatorne i antiinflamatorne citokine, mada neki
mogu imati dvostruku ulogu, u zavisnosti od ciljne ¢elije, prirode aktivirajueg signala,
miljea ostalih citokina i sl. (50).

U proinflamatorne citokine ubrojeni su faktor nekroze tumora alfa (eng. Tumor
Necrosis Factor a — TNFa), interleukin 1 beta (IL1p), interleukin 6 (IL6), interleukin 8
(IL8), interleukin 12 (IL12), interferon gama (IFNy) i1 drugi.

Antiinflamatorni citokini su interleukin 10 (IL10), interleukin 4 (IL4), receptor
antagonist za IL1 (IL1Ra), interleukin 11 (IL11), transformacioni faktor rasta beta (eng.
Transforming growth factor g — TGFp), IL6 i mnogi drugi.

lako imaju mnoge prednosti kao biomarkeri sepse, (brzo povecanje serumske
koncentracije nakon aktivacije, ne suviSe kratko vreme poluzivota i dr.) jedino se IL6
koristi kao dijagnosticki marker sepse, a razlog je pouzdani nacin merenja njegove

koncentracije (36).
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1.3.5. Osnova patgoneze neonatalne sepse

U osnovi razvoja imunoloskog odgovora nalazi se prepoznavanje patogena od
strane imunih ¢elija koje na svojoj povrsini imaju eksprimiran skup receptora poznat kao
receptori za prepoznavanje patogena (eng. Pathogen Recognition Receptors — PRR). Veliki
deo ovog repertoara PRR-a ¢ine Toll nalik receptori (eng. Toll-Like Receptors — TLRs).
Kod ljudi je poznato deset Clanova ove familije receptora eksprimiranih na razli¢itim
¢elijskim tipovima koji prepoznaju ektracelularne i intracelularne produkte patogena. Ti
produkti patogena koji ¢elije domaéina prepoznaju PRR-om predstavljaju patogen asocirani
molekularni obrasci (eng. Pathogen Associated Molecular Patterns — PAMPS). Prototip
PAMP-a su lipopolisaharidi (eng. LipoPolySaccharides — LPS) na gram-negativnim
bakterijama koji prepoznaju TLR4 i lektinski receptori na ¢elijskoj povrsini. TLR2 receptor
prepoznaje lipotehojsku kiselinu - PAMP gram-pozitivnih bakterija. Peptidoglikan na
povrSini ovih bakterija ¢ini PAMP koje celije domacina prepoznaju preko nukleotid
vezujuceg oligomerizujuc¢eg domena — receptora koji nisu deo familije TLR receptora. Za
TLR3 i retinoi¢no-kiselinski indukovani protein | (eng. Retinoic-acid-Inducible protein I -
RIG-1) PAMP predstavlja dvolan¢ane RNK strukture virusa. Mikroorganizmi ¢esto
istovremeno aktiviraju vise od jednog TLR receptra i na taj nacin se definiSe specifi¢ni
odgovor domacina na odredeni patogen (51). Osim PAMP-a, TLR receptori mogu biti
aktivirani i molekularnim obrazacem asociranim sa oste¢enjem (eng. Damage Associated
Molecular Patterns — DAMPs). DAMP predstavlja intracelularne medijatore koji se
oslobadaju tokom ¢elijskog oStecenja i ima klju¢nu ulogu u patogenezi sepse.

Vezivanje bakterijskog liganda za ¢elijske PRR inicira produkciju proinflamatornih
citokina preko mitogen aktivirane protein kinaze (eng. Mitogen Activated Protein Kinase —
MAPK) i transkripcionog nuklearnog faktor «B (eng. Nuclear Factor kB - NF-kB).
Znacajno veca produkcija, samim tim i visi nivoi proinflamatornih citokina TNFa, IL1J,
IL6, IL8, IL12, 1L18 i IFNy registruju se tokom sepse i septicnog Soka. Povecanje nivoa

proinflamatornih citokina detektovano je i kod septi¢nih neonatusa.
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Slika 2. Aktivacija inflamatornih odgovora: LPS — lipopolisaharid, TLR-4 — Toll
nalik receptor 4, RISC — RNK indukovani kompleks za utiSavanje signala, IL-18 —
interleukin 1 beta, IL-6 — interleukin 6, IL-8 — interleukin 8, TNFa — faktor nekroze tumora
alfa, IL-32 - interleukin 32, silL-32 — mala interferiraju¢ca MRNK, TNFR — receptor za
TNFa, Anti-TNFea — inhibitor TNFa

Medutim, istrazivanja pokazuju da je produkcija IL1B, TNFa, IFNy i IL12 kod
septi¢nih neonatusa u poredenju sa odraslima sa sepsom manja (52, 53, 54) sto se, nadalje,
povezuje sa smanjenom proizvodnjom vaznih intracelularnih medijatora TLR signalizacije,
a koja je specifi¢na za gestacijsku starost ploda (55).

Sintetisani proinflamatorni citokini deluju na endotelne celije koje pod ovim
stimulusom povecavaju ekspresiju ¢elijskih adhezionih molekula (eng. Cell Adhesion
Molecules -CAMs). Povecana ekspresija adhezionih molekula na povrsini endotelnih ¢éelija
pokrecée regrutovanje i ekstravaskularnu migraciju leukocita ka zaristu inflamacije. Pored
CAM-a, vaznu ulogu u privlacenju i akumulaciji leukocita na mestima zapaljenja ima

gradijent hemokina proizvedenih od strane endotelnih ¢elija i lokalnih makrofaga. Ukoliko
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izostane adekvatno regrutovanje leukocita na mesto lokalne infekcije postoji rizik Sirenja
infekcije na sistemski nivo.

Tokom generalizovane infekcije pojacava se sinteza i drugih hemoatraktivnih
molekula ukljucujuéi elemente komplementa (C3, C5) i drugih proteina i peptida urodene
odbrane. Komponente komplementa olaksavaju direktno ubijanje mikroorganizama putem
opsonizacije, ali i indirektno preko svoje hemotakticke ili anafilaktic¢ke aktivnosti kojom
povecavaju agregaciju leukocita i lokalnu vaskularnu permeabilnost na mestu invazije
patogena. Elementi komplementa imaju vaznu ulogu u proizvodnji proinflamatornih
citokina i aktivaciji procesa koagulacije (56). Neonatusi, a posebno prematurusi imaju
smanjenu bazalnu produkciju proteina komplemenata kao i smanjenu funkciju u klasi¢nim i
alternativnim putevima (57, 58). Regulatorni proteini komplementa modifikuju efekte
elemenata komplementa. LoSa regulacija komplemenata moze uzrokovati preveliku
produkciju istih Sto nadalje rezultuje prekomernu ¢elijsku stimulaciju u produkciji citokina
i dodatnu aktivaciju endotelnih ¢elija, te vodi i doprinosi lokalnom oSte¢enju tkiva. Uloga
ovih regulatora komplemenata u neonatalnoj sepsi jo$ uvek nije dovoljno poznata.

Neposredno nakon infekcije i aktivacije produkcije proinflamatornih citokina dolazi
i do povecane produkcije antiinflamatornih citokina TGFp, 1L4, IL10, IL11 i IL13. Ovi
citokini smanjuju aktivnost fagocita, ublazavaju groznicu, modifikuju ekspresiju faktora
koagulacije i smanjuju proizvodnju reaktivnih meduproizvoda kiseonika/azota, NO i drugih
vazoaktivnih medijatora. Pored ovih citokina, tokom zapaljenja proizvode se i receptori
antagonisti  koji moduliraju delovanje proinflamatornih medijatora. Najznacajniji
predstavnici ovih modulatora su TNFR2 (reguliSe koncentraciju TNFa), sIL6R, SIL2 i
IL1ra. Suptilno uzajamno delovanje pro- i antiinflamatornih citokina kao i ostalih
medijatora zapaljenja omogucava stvaranje adekvatnog imunoloskog odgovora i
obnavljanje homeostaze. U suprotnom dolazi do pojacanog zapaljenskog odgovora koji
vodi ka sindromu sistemskog zapaljenskog odgovora (eng. Systemic Inflammatory
Response Syndrome - SIRS) i na dalje ka visestrukom oStecenju organa, organskih sistema i

letalnom ishodu.
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Razvoj prokoagulantnog stanja u mikrovaskulaturi neposrednog okruzenja zarista
infekcije je odbrambeni mehanizam domacina kojim se sprecava daljnje Sirenje patogena.
Aktivirani neutrofili, monociti i endotelijarne ¢elije infekcijom eksprimiraju tkivni faktor
apoprotein koji inicira kaskadnu reakciju koagulacije povecanjem nivoa proteina
zgrusavanja uz istovremeno smanjenje aktivnosti antikoagulantnih proteina i inaktivaciju C

proteina.
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Slika 3. Aktivacija kaskade koagulacije tokom inflamatornog odgovora na infekciju

Ukoliko ovo stanje eskalira moze do¢i do ozbiljnih oStecenja tkiva kao posledica
diseminovane intravaskularne koagulacije (eng. Disseminated Intravascular Coagulation —
DIC). Neonatusi sa sepsom kod kojih se odnos proinflamatornih i antiinflamatornih
citokina veoma rano poveca imaju povecéani rizik za razvoj DIC-a (59). Kod ove grupe
pacijenata Cesto se registruje trombocitopenija kao posledica agregacije trombocita u
mikrotrombu (60). Kod prematurusa smanjena funkcija trombocita tokom prvih dana Zivota

povecava rizik od hemoragije u stanjima generalizovane infekcije (61, 62).
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Prekomerna sistemska proizvodnja citokina i vazoaktivnih supstanci dovodi i do
prekomerne vaskularne dilatacije i krvarenja S§to moze voditi ka otkazivanju organa i

septicnog Soka.
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Slika 4. Patofiziologija sepse i septi¢nog Soka kod neonatusa.

Vaznu ulogu u prvom odgovoru na infekciju kako kod odraslih tako i kod neonatusa
imaju neutrofili ili polimorfonukleari (PMN). Medutim, neutrofili neonatusa pokazuju
kvantitativne i kvalitativne nedostatke u odnosu na iste ¢elije kod odraslih (63, 64). Premda
njihov broj zavisi od gestacijske starosti na rodenju, novorodencad u proseku imaju od 70
do 80% manje neutrofila u kosnoj srzi u odnosu na odrasle. Osim smanjenog broja,
abnormalna ekspresija adhezionih molekula, abnormalnosti u citoskeletu ¢elija i smanjena
deformabilnost doprinose oslabljenoj hemotaksiji neutrofila. Pored svega navedenog, kod
prevremeno rodene dece naruSen je i fagocitni sistem ovih ¢elija §to je razlog odlozenom

zapaljenskom odgovoru (65, 66). Smanjena funkcionalnost neutrofila u kombinaciji sa
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hipotenzijom kod neonatusa sa sepsom povecéava rizik od mikrovaskularne okluzije (67).
Ireverzibilna agregacija PMN neonatusa u vaskularnom prostoru vodi ka smanjenju
diapedeze, brzom osiromasenju rezervi u koStanoj srzi i1 povecanju rizika od
kompromitovane perfuzije tkiva, a nadalje i oSteCenja organa (67, 68).

U zavisnosti od inteziteta inflamacije, prekursori PMN mogu napustiti koStanu srz i
pre potpunog sazrevanja, pa se u cirkulaciji uocavaju razlic¢ite nezrele forme ovih ¢éelija. U
njima se mogu pojaviti 1 toksi¢ne vakuole i granulacije koje predstavljaju strukture sa
poveéanom koncentracijom antimikrobnih jedinjenja, dok Dohle tela predstavljaju agregate
endoplazmatiénog retikuluma. Sve ove strukture predstavljaju markere bakterijske
infekcije.

Funkcionisanje drugih ¢elija imunog sistema (monocita, makrofaga, dendritskih
¢elija, Celija ubica (eng. Natural Killer — NK) i mast ¢elija) tokom neonatalne sepse nije u
potpunosti poznato.

Imunoloska odbrana neonatusa od patogena se u velikoj meri oslanja na urodeni
imuni sistem, s obzirom da se adaptivna komponenta imunog sistema postepeno obrazuje
tokom ranih godina zivota. Kod prematurusa urodeni imuni sistem, koji u velikoj meri
zavisi od gestacijske starosti, veoma je nezreo. Dodatno, kod prematurusa za razliku od
neonatusa koji su rodeni u terminu, nedostaje zastita maj¢inskih antitela koju fetus dobija
transplacentarno tokom zadnjeg trimestra intrauterinog zivota. Sve ovo Cini prematuruse

imunodeficijentnom grupom pacijenata posebno osetljivom na infekcije (69).

1.4. MOLEKULARNA OSNOVA NEONATALNE SEPSE

Klasi¢ne populaciono geneticke studije ukazuju na jaku povezanost genetiCke
komponente sa rizikom od razvijanja sepse, sa tokom i sa ishodom u smislu prezivljavanja
(70). Geneticke studije fokusirane su na ispitivanju uticaja genske osnove pro- i
antiinflamatornih citokina, citokinskih receptora, repertoara za prepoznavanje patogena,
endotelnih i homeostaznih markera za patogenezu sepse. Genski polimorfizmi mogu

izmeniti strukturu proteina ili ekspresiju gena koji kodiraju komponente imunog sistema, a
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time mogu imati indirektne implikacije na osetljivost na infekciju, obim bolesti, odgovor na
terapiju i klini¢ki ishod (71).

1.4.1. Genski polimorfizmi

Polimorfizam u genetici oznac¢ava pojavu dve ili vise formi sekvenci DNK (aleli,
zahvaljuju¢i mutaciji. Po dogovoru, varijanta se smatra polimorfizmom ukoliko njena
ucCestalost nije manja od 1%, odnosno ucestalost heterozigota sa ovom varijantom u
populaciji nije manja od 2%. Alel Cija je uestalost manja od 1% oznacava se kao retka
varijanta. Polimorfni genski lokus je region u molekulu DNK u kome se medu jedinkama
iste populacije moze utvrditi postojanje najmanje dva alela. Procenjuje se da je najmanje
30% strukturnih gena coveka polimorfno, odnosno da je svaki hiljaditi nukleotid u
humanom genomu polimorfan. Na individualnom nivou, priblizno 20% genskih lokusa u

genomu svake osobe je heterozigotno (72).

1.4.2. Tipovi polimorfizama i mehanizam nastanka

Polimorfizmi su posledica mutacija kojima mogu biti zahvacene pojedinacne baze,
nekoliko stotina pa i do nekoliko desetina hiljada baza. Razlikujemo tri osnovna tipa

polimorfizma:

e polimorfizmi  pojedinaénih  nukleotida (eng. Single  Nucleotide
Polymorphism — SNP) koji predstavljaju zamenu jednog nukleotida drugim

e polimorfizmi broja uzastopnih ponovaka (eng. Variable Number of Tandem
repeats — VNTR) koje u zavisnosti od duZine ponovka delimo na
mikrosatelite (eng. Short Tandem Repeat — STR, ponovak ¢ini 2 do 10 bp) i

minisatelite (ponovak ¢ini od 10 do nekoliko stotina bp).
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e inserciono delecioni polimorfizmi (eng. INsertion/DELetion — INDEL’s)
koji predstavljaju inserciju odnosno deleciju od jednog do nekoliko stotina

nukleotida.

Najveci izvor geneticke varijabilnosti u humanom genomu predstavljaju
polimorfizmi pojedina¢nih nukleotida (SNP) sa uces¢em do 80% ukupne varijabilnosti.
Nastaju usled mutacija po tipu supstitucije, zamenom jedne purinske baze drugom
purinskom bazom (G—A, A—QG) ili pirimidinske baze drugom pirimidinskom bazom
(T—C, C—T) sto predstavlja tranziciju, odnosno zamenom pirimidinske baze purinskom i

obrnuto, §to predstavlja transverziju.

Napretkom tehnologije doslo je do nagomilavanja podataka o polimorfizmima, $to
je nametnulo potrebu za njihovom sistematizacijom u obelezavanju. Za SNP-ove uveden je
jedinstven nacin obelezavanja ,,rsNo“ gde rs potice od ,,reference SNP* a Ny je jedinstven
broj koji se dodeljuje datom polimorfizmu i kao takav se registruje u bazama podataka.
Pored ovog nacina obelezavanja zadrzalo se 1 obelezavanje prema polozaju polimorfnog

nukleotida i/ili fenotipskom efektu.

U zavisnosti od poloZaja u okviru gena polimorfizam moze imati razli¢ite efekte.
Ukoliko se SNP nalazi u nekodiraju¢em regionu gena on nece uticati na strukturu proteina,
ali njegova pozicija u promotorskom regionu moze mu dati regulatornu ulogu. U
promotorskom regionu funkcionalna posledica bilo koje tackaste mutacije (SNP ili
INDEL) zavisi od njene lokacije i od toga da li pozicijom ometa interakciju sekvence DNK
u kojoj se nalazi sa odredenim proteinima (npr. transkripcionim faktorom ili RNK
polimerazom). Ovakvom pozicijom polimorfizmi mogu menjati ekspresioni potencijal gena
Sto se ispoljava smanjenom ili pove¢anom produkcijom proteina koji kodira taj gen, Sto
nadalje moze imati znacajne funkcionalne posledice. Bazna supstitucija u kodiraju¢em
regionu gena moze imati nekoliko rezultata: promena kodona dovodi do zamene jedne
aminokiseline drugom aminokiselinom, a time i do sinteze izmenjenog proteina
(,,missens “mutacija); SNP kodon menja u stop kodon (,,nosens* mutacija); ili daje novi
kodon ali za istu aminokiselinu usled ¢ega nema promene u strukturi proteina (,,silent

mutacije). Ove poslednje tackaste mutacija u kodirajuéem regionu su najcesce, s obzirom
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da su mutacije koje dovode do promene u strukturi i funkciji proteina pod selekcionim
pritiskom. Ipak ,silent SNP-sovi nisu u potpunosti bez efekta, s obzirom da alternativni
tripleti koji kodiraju iste aminokiseline mogu imati razli¢it uticaj na brzinu transkripcije, a

iRNK moze imati razli¢itu brzinu translacije zbog limitiranog pula dostupnih tRNK (73).

1.4.3. Primena polimorfizama

Tri su osnovne strategije u istrazivanjima koja imaju za cilj identifikaciju gena
asociranih sa poligenskim tj. multifaktorskim osobinama: studije analize vezanosti (eng.
linkage studies), studije asocijacije (eng. association studies) i studije asocijacije
kompletnog genoma (eng. Genome-Wide Association Studies — GWAS). Preduslov za
uspesno sprovodenje ovih studija je postojanje visokog stepena heritabilnosti osobine koja
se prati.

Studijama analize vezanosti ispituje se vezanost geneti¢kih markera (polimorfnih
DNK sekvenci) priblizno poznate lokacije na hromozomu, sa poznatim svojstvom, obi¢no u
porodici sa velikim brojem c¢lanova (74). Kao mera vezanosti posmatranog svojstva i
markera koristi se LOD skor (eng. Logaritam of the odds) koji se izratunava na osnovu
rezultata geneticke analize. Ako se utvrdi da postoji vezanost markera sa osobinom koju
ispitujemo, nadalje se primenjuju metode pozicionog kloniranja, finog mapiranja i
dubinsko resekvenciranje kako bi se preciznije utvrdio odgovorni gen i njegove varijante.
Ova strategija je posebno bila pogodna za istrazivanje monogenskih osobina ali je svoju
primenu nasla i u istrazivanjima poligenskih osobina.

U studijama asocijacije odreduju se geni kandidati na osnovu poznavanja
patofiziologije poremecaja i animalnog modela. Potom se testira asociranost polimorfizma
u okviru gena kandidata sa ispoljavanjem ispitivanog poremecaja tako S§to se analizira
ucestalost polimorfizma u grupi obolelih (odnosno osoba sa odredenim svojstvom) i
uporeduje sa podacima u zdravoj populaciji (osobe koje nemaju odredeno svojstvo). Ova

istrazivanja se Cesto nazivaju 1 studije “slu¢aj — kontrola” Ukoliko se ucestalosti
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polimorfizama u dvema grupama bitno razlikuju tada govorimo o pozitivnoj ili negativnoj
asocijaciji polimorfizma sa pracenom osobinom.

Studije asocijacije kompletnog genoma ne zahtevaju prethodnu hipotezu o kandidat
genima za testiranje povezanosti sa odredenim svojstvom. Kao i u studijama asocijacije
porede se ucestalosti polimorfizama izmedu grupa ,,slucaj* i kontrola, s tom razlikom $to
GWAS studije ukljucuju ispitivanje velikog broja (stotine i hiljade polimorfizama)
nepristrasno uklju¢enih SNP-ova iz celog genoma. Ovim pristupom izbegavaju se
pretpostavke o vaznim genima 1 putevima bolesti, te se dobija novi uvid u biologiju

odredenog svojstva (75).

1.4.4. Geni kandidati povezani sa nastankom neonatalne sepse

Do danas je u HapMap i srodnim projektima identifikovano oko 2.2 miliona SNP
polimorfizama u humanom genomu cija ucestalost rede varijante nije manja od 5%.
Najve¢u paznju istrazivaCa privlace polimorfizmi koji mogu imati funkcionalne ili

regulatorne posledice na sintezu proteina koje kodiraju geni u okviru kojih se isti nalaze.

Studije asocijacije koje ispituju patogenezu sepse fokusirane su na gene kandidate
(koji kodiraju proteine) ukljuéene u aktivaciju imunog sistema, pojavu inflamatornog
odgovora i proteine sistema koagulacije (75). Najvise proucavani geni koji su ukljuceni u
aktivaciju imunog sistema su oni koji kodiraju proteine vazne u prepoznavanju patogena.
Opisano je nekoliko SNP-ova u genu za TLR-4 koji mogu promeniti osetljivost ovog
receptora na gram-negativne bakterije. Tako supstitucija adenina guaninom na poziciji 896
nizvodno od mesta transkripcije uzrokuje zamenu asparaginske kiseline glicinom na 299.
poziciji (Asp299Gli) u peptidnom lancu koji ulazi u sastav TLR-4 receptora. Ovaj
polimorfizam (rs4986790) uzrokuje smanjenu ekspresiju i funkciju ovog receptora in vitro.
Polimorfizam koji dovodi do supstitucije arginina u treonin (Arg753Thr) u proteinu TLR-2
receptora povezan je povecanom prevalencom infekcije gram-pozitivnim bakterijama i
oboljevanju od sepse (76). Cesto ispitivani polimorfizam u genu za CD14 nalazi se 260 bp

(rs2569190) uzvodno od mesta pocetka transkripcije. Manoza vezujuci lektin (eng.
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Mannose-binding lectin — MBL) je kolektin koji ima veoma znac¢ajnu ulogu u humoralnom
imunom sistemu. Ovaj molekul prepoznaje manozne strukture na povrsini $irokog spektra
mikroorganizama, ukljuCujuc¢i bakterije, viruse, gljivice, protozoe, ali i viSecelijskih
parazita, i na taj nacin ulazi u sastav prve linije odbrane organizma od infekcije. Ispitivan je

veci broj polimorfizama u MBL, ali nije nadena njihova povezanost sa neonatalnom sepsom
(7).

Istrazivano je nekoliko polimorfizama gena koji imaju kju¢nu ulogu u kaskadi
koagulacije, s obzirom na vaznu ulogu ovog procesa u patofiziologiji septicnog Soka. 4G
alel delecija/insercija (4G/5G) SNP (rs1799889) u promotorskom regionu -675 gena
plazminogen-aktivator-inhibitor tip 1 (PAI-1) na poziciji povezan je sa viSom

koncentracijom produkta ovog gena u plazmi.

Paznju privlaci 1 polimorfizam rs5985 u genu za Faktor XIII a koji uzrokuje zamenu
aminokiseline valin na poziciji 34 leucinom. Hartel i saradnici su u svojoj studiji koja je
obuhvatala 586 VLBW prematurusa i 595 terminskih neonatusa pokazali da su nosioci
supstitucije u ovom polimorfizmu imali ve¢i rizik od oboljevanja od sepse i1 duze

hospitalizacije (77).

Najcesce ispitivani geni kandidati uklju¢eni u akutnu fazu inflamatornog odgovora
su geni koji kodiraju proinflamatorne citokine, pre svega TNFa, IL6 i IL1B koji ¢ine prvi

talas signalizacije aktiviranog imunog sistema.

1.4.5. Struktura, funkcija i polimorfizmi TNFa gena

TNFa je primarni proinflamatorni medijator imunog sistema. Ima kriti¢nu ulogu u
orkestriranju upalnog odgovora kroz celijsku aktivaciju i inicijaciju citokinske kaskade.
Ovaj citokin inace regulise Siroki spektar bioloskih procesa ukljucujuéi proliferaciju i
diferencijaciju celija, apoptozu, metabolizam lipida i koagulaciju. Jedan je od

najintenzivnije prouc¢avanih medijatora ¢ije ime, tradicionalno, nije promenjeno i odredeno
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je po njegovoj prvoj uocenoj funkciji, a to je sposobnost da pokrene nekrozu celija

fibrosarkoma.

TNFa

Kaspase » Kaspase

A - 7
Y Y

Apoptoza Aktivacija/inflamacija Apoptoza

Slika 5. Signalni putevi TNFa aktivacije inflamacije odnosno apoptoze: TNFR —
receptori TNFa, TRADD — adaptorni protein asociran sa ,,death domenom TNFR
TRAF2 — asocirani faktor sa TNFR, RIP — ribozom inaktiviraju¢i protein, FADD —
adaptorni Fas-asocirani protein za ,,death domenom, ASK1 — apoptoza signal-regulisana
kinaza 1, NIK — NF-xB indukovana kinaza, IKK — IxB kinaza JNK — c-Jun NH:
terminalna kinaza, cJUN — jedarni protein sa C terminalnim DNK vezuju¢im domenom,
AP1 — transkripcioni faktor (78).

TNFo primarno se sintetise kao 26 kDa transmembranski protein, a zrela forma
TNFa od 17 kDa nastaje nakon proteolitickog oslobadanja 233 aminokiselinskog peptidnog
ostatka sa povrsine ¢elije dejstvom disintegrin metaloproteinaze (79). Obe forme TNFa, i

transmembranska i sekretovana, su funkcionalne.
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Gen koji kodira TNFa lociran je na 6-om hromozomu u regionu 6p21,3. Duzine je
oko 2,8 kb i sadrzi 4 egzona. Njegov promotorski region ima nekoliko vezujuc¢ih mesta za
transkripcioni nuklearni faktor kB (NF-«kB) preko kojih se vr$i i kontrola povratnom
spregom. Sama sinteza TNFa inicirana je inflamatornim stimulusima u koje svrstavamo
PAMP, DAMP, IL1 ali i sam TNFa. Monociti i tkivni makrofagi su ¢elije primarne
produkcije ovog citokina, ali proizvode ga takode i NK ¢elije, T limfociti, neutrofili i dr.
TNFa je signalni molekul aktivacije ¢elija endotela 1 neutrofila koje imaju klju¢nu ulogu u
procesu zapaljenja i koagulacije, stimuliSu¢i poja¢anu ekspresiju adhezivnih molekula i
hemokina od strane istih. Promovise produkciju i diferencijaciju makrofaga iz
progenitorskih ¢elija, produzavjuci inflamatorni odgovor. Dejstvom na ¢elije hipotalamusa
indukuje groznicu, a celije jetre stimuliSe na sintezu proteina akutne faze inflamacije.
Delujuéi na ¢elije miSica i masnog tkiva dovodi do kaheksije (80). TNFa promovise
proizvodnju matriks kolagen-degradujuc¢ih metaloproteinaza, a suprimira biosintezu tkivnih
inhibitora metaloproteinaza. Metaloproteinaze deluju na kolagen fetalne membrane $to
uzrokuje smanjenje njene ¢vrstoc¢e (81). Makrofagi pocinju produkciju TNFa 30 minuta
nakon stimulacije, a pik koncentracije u cirkulaciji se moze detektovati od 60. do 90.

minuta inflamatornog odgovora (82).

S obzirom na Siroki spektar dejstva i znacaj koji ima TNFo u mnogim fizioloSkim
procesima, brojni polimorfizmi u TNFa genu su intenzivno proucavani. Najveéi broj tih
polimorfizama nalazi se u promotorskom regionu, a neki od njih su: TNFa -238A/G
(rs361525), TNFa -1031C/T (rs1799964), TNFa -863A/C (rs1800630), TNFa -376A/G
(rs1800750) i drugi. Najvecu paznju privlaci promotorski SNP rs1800629 koji predstavlja
supstituciju guanina (G) adeninom (A) 308 baznih parova uzvodno od mesta pocetka
transkripcije TNFa. Alel A, koji se tradicionalno obelezava i kao TNF2 alel, povezan je sa
vecom ekspresijom TNFa. Pored toga, u studijama kod odraslih i dece Skolskog uzrasta
pokazano je da nosioci TNF2 imaju povecani rizik od razvoja sepse (83, 84). Podaci o
povezanosti ovog polimorfizma sa sepsom u neonatalnom periodu su malobrojni i
kontradiktorni (7).
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1.4.6. Struktura, funkcija i polimorfizmi IL6 gena

IL6 je plejotropni medijator sa Sirokim spektrom bioloSkog dejstva. Ima vaznu
ulogu regulatora zapaljenja, onkogeneze i hematopoeze. Ovaj citokin je vazan induktor
akutne faze imunog odgovora, kao i specificnog ¢elijskog 1 humoralnog imunog odgovora,
ukljucujuéi aktivaciju T ¢elija i maturaciju B ¢elija.

Prva, akutna faza inflamacije Druga faza —produzena inflamacija

PMN aktivacija | |Smena mononuklearal

Regrutovanje -rasipanje”

neu IL6 receptora E’g
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Slika 6. Uloga IL6 u akutnoj i produZenoj inflamaciji. MCP-1 — monocitni

hemoatraktivni protein

Ovaj medijator nije eksprimiran konstitutivno ve¢ ga primarno proizvode na
mestima akutnog 1 hroni€nog zapaljenja makrofagi, endotelne 1 T ¢elije. Glavni je induktor
sinteze C reaktivnog proteina jetre, a kako se u cirkulaciji tokom infekcije javlja pre ovog
Siroko primenjivanog markera zapaljenja, IL6 se danas smatra boljim prediktorom akutne
faze bakterijske infekcije. Serumski pik koncentracije IL6 postize 4 sata od pocetka
infekcije (48). U zavisnosti od nivoa ovog interleukina u serumu razvice se akutna ili

hroni¢na inflamacija zbog Cega se smatra da ima glavnu ulogu u progresiji i ishodu bolesti.
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Gen koji kodira IL6 nalazi se na 7. hromozomu (7p15,3), duzine 6,1 kb i ima Sest
egzona. Kao produkt njegove ekspresije nastaje jednolancani protein mase 21 kDa koga

¢ine 212 aminokiseline.

Bez obzira na plejotropno dejstvo ovog medijatora znatno manji broj polimorfizama
IL6 je ispitivano u odnosu na TNFa. Praéena je povezanost promotorskih polimorfizama
IL6 -597G/A (rs1800797), IL6 -572G/C (rs1800796) i IL6 -174G/C (rs1800795) sa
razli¢itim stanjima i obolenjima. Poslednji navedeni polimorfizam rs1800795, koga ¢ini
supstitucija guanina u citozin 174 bp uzvodno od mesta transkripcije, privlaci najvise
paznje. Istrazivanja su potvrdila da ovaj polimorfizam uti¢e na ekspresiju IL6, te da je alel
C povezan sa povecanom ekspresijom gena (85, 86, 87). Brojne studije ispitivale su
povezanost ovog polimorfizma s razli¢itim stanjima i bolestima, $to je u skladu sa Sirokim

spektrom aktivnosti produkta ovog gena.

Postoji veci broj radova koji ukazuju da je IL6 -174G/C polimorfizam povezan sa
septickim Sokom (88, 89). U studijama neonatusa rezultati nisu konzistentni kao u
istrazivanjima na odraslima, pa pitanje povezanosti ovog polimorfizma sa neonatalnom

sepsom i septickim Sokom ostaje otvoreno (7).

U studiji na pedijatrijskim pacijentima, Michalek i saradnici su ispitivali efekat dva
polimorfizma IL6 -174 G/C i IL6 — 572 G/C, na razvoj i patogenezu SIRS-a, sepse i
septickog Soka, i1 pokazala je da oba polimorfizma mogu biti pokazatelji rizika od razvoja

i/ili pokazatelj ozbiljnosti stanja kod obolelih od sepse (90).

1.4.7. Struktura, funkcija i polimorfizmi IL1§ gena

IL1B je ¢lan velike familije interleukin 1 citokina kojoj jo§ pripadaju i IL1a, IL18,
IL33, IL36a, IL36p 1 IL36y interleukina, ali i brojni receptor antagonisti (IL1, IL36, IL38),
kao i antiinflamatorni citokin IL37. Geni familije interleukina 1 grupisani su na drugom
hromozomu, a IL1f se nalazi u 2q14,1 regionu i ¢ine ga priblizno 7,2 kb i sedam egzona.

IL1a i IL1P su proizvodi razli¢itih gena, a iako su homologi u samo 24% aminokiselinske
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sekvence, njihove tercijarne strukture su sli¢ne, vezuju se za iste receptore i imaju sli¢ne
bioloske funkcije. Oba proteina nastaju kao 31 kDa teski proteinski prekursori. IL1a
predominantno ostaje u citosolu sa autokrinom funkcijom, a manja koli¢ina se transportuje
na ¢elijsku povrsinu gde uéestvuje u meducelijskoj komunikaciji. Zreli protein od 17,5 kDa
je bioloski aktivna forma koja nastaje dejstvom membranske cistein proteaze - kalpain.

Medutim, IL1a se u cirkulaciji javlja samo u slucaju teskih stanja bolesti.

Trombociti
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Slika 7. Shema delovanja IL1p u akutnoj fazi inflamatornog odgovora (91).

Za razliku od IL1a, IL1P je aktivan jedino u zreloj, sekretovanoj formi. Sazrevanje
u bioloski aktivnu formu podrazumeva proteoliticku aktivnost kaspaze 1 iz inflamazoma
(proteinski kompleks koji posreduje u aktivnosti kaspaze 1), proteaza neutrofila ili samih
patogena. Solubilni IL1B, mase 17 kDa ¢ine 153 aminokiseline i sintetisu ga razli¢iti

Celijski tipovi ukljucujué¢i monocite, makrofage, neutrofile, epitelne i endotelne celije,
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fibroblaste, B i T limfocite, mikroglija celije, astrocite i dr. Sintezu ovog medijatora
pokrecu isti stimulusi koji aktiviraju sintezu TNFa-a, a maksimalnu koncentraciju u
cirkulaciji IL1B dostize 3 sata posle pocetka infekcije (82). Zajedno sa TNFa-om ima
prominentnu ulogu u akutnoj fazi inflamatornog odgovora i snazni je induktor groznice
zbog ¢ega je dobio i ime leukocitni pirogen. l1zaziva aktivaciju endotela i indukuje proces

hematopoeze i koagulacije.

Do sad je ispitivano svega par polimorfizama u odnosu na rizik od pojave sepse,
septickog Soka i ishoda. U petom egzonu IL1S na poziciji 3953 prisutan je SNP C/T
(rs1143634) koji ne dovodi do promene aminokiselinske sekvence u peptidnom produktu,
stoga ovaj polimorfizaam nema efekt na strukturu produkta. U maloj studiji na svega 55
neonatusa, Khaertynov i saradnici ukazali su da postoji povezanost ovog polimorfizma sa
povecéanim rizikom od razvoja neonatalne sepse (92). U promotorskom regionu najéescée se
ispituju SNP-ovi: /LIS -31 CIT (rs1143627), IL1B -511G/A (rs16944), IL-15 -1464 CIG
(rs1143623) i IL-1p -3737 G/A (rs4848306). Promotorski polimorfizam IL1p -31C/T
potencijalni je regulator ekspresije. Supstitucija T u C na poziciji -31 dovodi do promene
TATAAA u CATAAA i potencijalnog narusavanja TATA boxa, $to za posledicu ima
smanjenjenu ekspresiju 1L18 kod nosioca C alela (93). Veliki broj istrazivanja ispituju
znacaj polimorfizma /L1 -511 G/A na ispoljavanje brojnih stanja i bolesti. Regulatorni
znacaj polimorfizma IL-15 -1464 C/G i IL-1f -3737 G/A nije pronaden.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ispitivanje je sprovedeno sa ciljem da se kod prevremeno rodene dece gestacijske

dobi od 23. do 36. nedelje:

1.

Utvrde ucestalosti genotipova i alela TNFa -308 G/A, IL6 -174 G/C i IL1f -511 G/A
polimorfizama

Analizira povezanost ispitivanih polimorfizama sa nastankom sepse

Analizira povezanost ispitivanih polimorfizama sa mogu¢im smrtnim ishodom od
sepse

Analizira povezanost ispitivanih polimorfizama sa klinickim karakteristikama
udruZenim sa sepsom

Analizira povezanost ispitivanih polimorfizama sa laboratorijskim i drugim znacima

sepse
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3. ISPITANICI | METODE

3.1. ISPITANICI

U ispitivanje su ukljueni prematurusi oba pola, sa telesnom masom na rodenju do 3000 g
I gestacijske starosti ispod 37 nedelja koji su hospitalizovani na Institutu za neonatologiju u
Beogradu u periodu od januara 2012. do juna 2018. godine. Za sve prematuruse prikupljeni su
slede¢i podaci: GN, PTM, AS 5°, rezultati hemokultura, laboratorijski rezultati krvne slike
(CRP vrednost, broj leukocita, broj neutrofila, procenat nezrelih PMN, podatak o prisustvu
toksi¢nih struktura), biohemijskih analiza o metaboli¢koj acidozi, kao i podatak o primanju

imunoterapije tokom hospitalizacije.

Osim podataka o prematurusima prikupljeni su i slede¢i podaci o majci: starost, na¢in
zaCeca, tip porodaja, podatak o broju plodova, stanje plodove vode odnosno posteljice na
porodaju, podatak o medikamentoznoj terapiji (antibiotska, kortikosteroidna, antihipertenzivna
1 tokoliticka).

Studija je odobrena od strane Etickog odbora Instituta za neonatologiju i1 Etickog
komiteta Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu. Roditelj/i svakog od ispitanika

obavesten je o cilju studije i potpisao je dobrovoljan pristanak za ucestvovanje u njoj.

Uzorkovanje materijala za ovu studiju obavljao je predloZeni lekar zaposlen na Institutu
za neonatologiju, uzimajué¢i od pacijenata bukalni bris, uz prethodno informisanje i

pristanak roditelja.

3.2. METODE

3.2.1. Utvrdivanje klinickih pokazatelja neonatalne sepse

Dijagnoza neonatalne sepse postavljana je na osnovu rezultata hemokulture, odnosno u

sluéaju kliniCke sepse i negativnog nalaza hemokulture na osnovu klinickih pokazatelja i
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laboratorijskih rezultata prema protokolu Instituta za neonatologiju u Beogradu (32), a na

osnovu modifikovanih Rodwell i TolIner skoring sistema (34, 94).

Tollnerov skoring sistem neonatalne sepse:

e Apneja/ tahipneja / cijanoza / respiratorni distres;
e Bradikardija / tahikardija;

e Hipotonija / konvulzije;

e [osa perfuzija/ arterijska hipotenzija;

e Iritabilnost / letargija / slaba ishrana;

e Hepatosplenomegalija / Zutica / abdominalna distenzija.

Prisustvo simptoma sadrzanih u 3 ili viSe navedenih kategorija ukazuje na generalizovanu

infekciju.

Laboratorijski pokazatelji neonatalne sepse:

e Leukopenija i leukocitoza (<5 000 pL— 25 000 pL >)

e Neutropenija ili neutrofilija (Tabela 2.)

e Povecani ili smanjeni broj PMN (< 1 800/uL — 5 400/uL >)

e Povecani ili smanjeni broj nezrelih PMN (< 600/uL >)

e Povecan odnos 1 : T (> 0,16 prvih 24 h, odnosno > 0,12 nakon 60. h zivota)
e PovecaniodnosI: M (>0,3)

e Prisustvo toksi¢nih struktura u PMN

e Trombocitopenija (< 150 000/uL)

e PoviSen nivo CRP >5 mg/L

e Metabolicka acidoza (bazni eksces 0,210 mmol/L)

Odstupanje svakog navedenog elementa od normalnih vrednosti ocenjuje se ocenom 1,

tako da zbirna ocena 3 ili viSe govori u prilog infekcije.

Intraventrikularna hemoragija (IVH) je dijagnostikovana ultrazvuénim pregledom
centralnog nervnog sistema, dok je sindrom respiratornog distresa (RDS) utvrden na osnovu

rendgenskog nalaza grudnog kosa.
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Tabela 2. Grani¢ne vrednosti neutrofila u zavisnosti od PTM i starosti neonatusa.

Postnatalna starost PTM <1500 g PTM >1500 g
(h) (br Ne x 10°/L) (br Ne x 10°/L)
0 <05 <18
y 12 <272 <72
Neutropenija
48 < 111 < 3’6
60 <11 <18
0 > 6,0 > 6,0
- 12 > 12,6 > 14,4
Neutrofilija
48 >9,0 > 8,6
60 >9,0 >7,2

3.2.2. Izolacija molekula DNK

Kompletna genomska DNK iz uzorkovanih briseva izolovana je metodom
organske ekstrakcije (95). Organska ili fenolska ekstrakcija je Siroko pimenjivana metoda u
molekulanoj biologiji za izolaciju nukleinskih kiselina 1 poteina, a ovom metodom postize
se najbolji prinos i ¢istoc¢a izolata. Ovaj tip izolovanja molekula DNK podrazumeva da se
pamucni deo brisa prebaci u obelezenu mikrotubicu zapremine 2 mL na sterilan nacin. U
svaku tubicu se na iseCeni bris dodaje 300 uL TNS pufera i 30 uL proteinaze K. TNS pufer
¢ine 1 X TE pufera, natrijum-hlorid, natrijumdodecilsulfat (SDS - sodiumdodecilsulphate) i
voda. So natrijum-hlorid omoguéava imbibiciju celija, njeno prskanje, cepanje Celijskih
membrana, a samim tim i oslobadanje hromatina. Natrijumdodecilsulfat je jak alkalni
detergent koji olakSava degradaciju lipidnih komponenti ¢elijskih membrana. Proteinaza K
je proteaza Sirokog spektra sa ulogom enzimske razgradnje proteina, izmedu ostalih i1
endonukleaza, enzima koji prekida lance molekula DNK na manje fragmente. Uzorci se
potom inkubiraju u vodenom kupatilu sa mesanjem 2 sata na temperaturi 56°C, $to dovodi
do potpune aktivacije proteinaze K, a potom se preko noéi inkubiraju na 37°C, optimalnoj

temperaturi za aktivnost pomenutog enzima.
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Nakon dvadesecetvoro¢asovne inkubacije molekuli DNK oslobodeni od
membrana i ostalih ¢elijskih elemenata nalaze se pomeSani u vodenom rastvoru TNS
pufera. U slede¢oj fazi molekuli DNK se precis¢avaju pomoéu mesavine fenola —
hloroforma - izoamil-alkohola (Phenol — Chlorofom — Isoamyle alcohol). u odnosu 25:24:1.
Fenolska komponenta je organski rastvara¢ u kome se rastvaraju i zadrzavaju degradovani
proteini, lipidi i ostale celijske komponente. Hloroform olaksava izolaciju tako $to
omogucava da se te¢na meSavina razdvoji na dve faze: donju, fenolsku i gornju, vodenu
fazu sa nukleinskim kiselinama. Uloga izoamil alkohola je da stabilizuje hloroform a
ujedno smanjuje penuSavost mesSavine koja se javlja zbog prisustva alkalnog detergenta. U
gornjoj vodenoj fazi zaostaju rastvorene nukleinske kiseline. Tokom postupka izolacije u
svaki uzorak se dodaje jedna zapremina uzorka mesavine fenol-hloroform-izoamil alkohola
npr. na 300 pL liziranog uzorka dodajemo 300 upl mesavine fenol-hloroform-
izoamilalkohola. Potom se uzorci centrifugiraju 5 minuta na 4000 rpm, nakon ¢ega se u
mikrotubama jasno mogu uociti dve faze. Gornja, vodena faza sa nukleinskim kiselinama
se prebacuje u novu, obelezenu mikrotubu u koju se u slede¢em koraku dodaje jedna
zapremina meSavine hloroforma — izoamil-alkohola da bi smo uklonili rezidualni fenol iz
vodene faze sa molekulima DNK. Hloroform i izoamil alkohol se u ovoj mesavini nalaze u
odnosu 24:1. Nakon centrifugiranja pod istim uslovima kao i u predhodnom koraku
ponovno se dobijaju dve faze: donja, hloroformska faza sa eventualno preostalim fenolom i
necisto¢ama, 1 gornja vodena faza sa preciS¢enom DNK. Gornja, vodena faza koja
predstavlja prec¢iSéeni rastvor genomske DNK, odvaja se prebacivanjem u novu, obelezenu
mikrotubu. Koncentracija molekula DNK u ovako dobijenom rastvoru, a samim tim i
koncentracija ciljanih sekvenci s kojima se nadalje Zeli manipulisati, u vecini slucajeva je
mala. Da bi smo dobili vodeni rastvor molekula DNK veée koncentacije dobijeni rastvor
koncentrujemo u procesu precipitacije, tako §to se dobijenom rastvoru DNK dodaje 3M
rastvora natrijum-hlorida ili neke druge soli (na primer natrijum-acetata) u zapremini koja
odgovara 1/10 zapremine rastvora DNK i dve zapremine hladnog apsolutnog etanola.
Pozitivni joni iz soli vezuju se jakim jonskim vezama za fosfatne grupe u okosnici lanca
DNK. Apsolutni etanol ima ulogu da smanji polarizovanost vodene sredine koja okruzuje

molekule DNK, usled ¢ega su lanci molekula DNK dostupniji pozitivnim jonima soli, ¢ime
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se olaksava njihovo vezivanje za fosfatne grupe na lancu DNK. Ovim korakom lanci
molekula DNK postaju tezi (,,optereceniji®), agregiraju zbog ¢ega je njihovo talozenje pod
uticajem jake centrifugalne sile olaksano. Uzorci se po dodavanju soli i apsolutnog etanola
drze na -20°C najmanje 2 do 24 sata, a potom centrifugiraju 30 minuta na brzini 15000 rpm
pri temperaturi od 4°C. Nakon uklanjanja supernatanta odlivanjem, na talog se dodaje 70%-
tni etanol u kome se rastvaraju soli a DNK se talozi ponovnim centrifugiranjem na 4°C 15
minuta. Dekantovanjem supernatanta dobija se precis¢ena DNK u vidu taloga koji se
nakon 24-voro ¢asovnog suSenja rastva u 100 puL ampularne vode. Ovim postupkom
dobijaju se vodeni rastvori molekula DNK visoke ¢istoce, koncentracij od 10 ng/uL pa do

nekoliko stotina nanograma po mikrolitru.

3.2.3. Ispitivanje polimorfizama

Na dobijenim izolatima DNK izvrSena je genotipizacija polimorfizama u
promotorskim regionima TNFa -308 G/A (rs1800629), IL6 -174 G/C (rs1800795) i IL1p -
511 G/A (rs16944). Analiza je vrSena putem lanCane reakcije polimeraze u realnom
vremenu (eng. Real-time Polymerase Chain Reaction, real-time PCR) na 7500 Real-Time
PCR System (Applied Biosystems, Foster City, Sjedinjene Americke Drzave) aparatu uz
kori§éenje komercijalno dizajniranih TagqMan® proba (Applied Biosystems, Foster City,

Sjedinjene Americke Drzave).

PCR u realnom vremenu je in vitro kvantitativna metoda koja predstavlja
modifikaciju konvencionalnog PCR-a, s tom razlikom $to je ovim putem moguce pratiti
povecanje broja amplikona nakon svakog ciklusa PCR u realnom vremenu. U reakciji PCR
se pored prajmera koriste i alel-specificne oligonukleotidne probe na ¢&ijem se 5° kraju
nalazi fluorescentno obelezena fotofora (reporter) a na 3’ kraju probe se nalazi prigusivacé
(quencher) koji blokira emisiju fluorescencije (Slika 8.). Reakcija PCR se odvija kroz tri
koraka. Tokom prvog koraka koji traje deset minuta dolazi do aktivacije termostabilnog
enzima Taq polimeraze na 95°C. Pri ovoj temperaturi denaturise protein koji se nalazi u

zljebu aktivnog mesta Taq polimeraze. Denaturacijom ovog proteina aktivno mesto enzima
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se oslobada i postaje dostupno molekulima s kojima stupa u reakciju. Tokom drugog
koraka na temperaturi od 95°C dolazi do denaturacije molekula DNK a dvolanéani
molekuli se prevode u jednolancane strukture i tako postaju dostupni oligonukleotidnim
grani¢nicima (eng. primers) koji se u slede¢em - tre¢em koraku vezuju za komplementarne
krajeve ciljane sekvence u molekulu DNK. Ovaj korak traje jedan minut, na temperaturi
koja zavisi od temperature topljenja grani¢nika. Osim grani¢nika, tokom ovog koraka se za
DNK matricu, u delu izmedu grani¢nika, specificno vezuju fluoroscentno obeleZene probe
koje omogucavaju detekciju, identifikaciju 1 kvantifikaciju Zeljenog proizvoda. Grani¢nici
se, aktivnos¢u Taq polimeraze koja dodaje nukleotide po principu komplementarnosti sa
jednolan¢anom DNK matricom, produzuju (elongacija). Enzim ¢e tokom elongacije do¢i do
dela sa hibridizovanom probom i svojom 5’-3’egzonukleaznom aktivno$¢u c¢e sa
hibridizovane probe ukloniti nukleotid na 5’ kraju za koji je vezana fluorescentna fotofora.
Ovim odsecanjem razdvaja se reporter - fluorescentna fotofor od prigusivaca — quencher-a,
usled Cega prestaje dejstvao prigusivaca na reporter odnosno, uklanja se blokada emisije
fluorescencije te reporter pocCinje da emituje svetlost. Emitovana svetlost predstavlja

detektabilni florescentni signal koji se registruje CCD kamerom u aparatu.

Nakon ovog koraka, ¢etrdeset do pedeset puta se ponavljaju druga i treca faza, a iz
ciklusa u ciklus raste broj amplikona a time 1 intezitet fluorescencije Sto omogucava da se u
realnom vremenu prati dinamika PCR reakcije. Za genotipizaciju svakog bialelskog SNP-sa
koris¢ene su po dve specificne probe obelezene razli¢itim fotoforama (VIC, FAM). Pored
boje koje emituju, ove dve probe se medusobno razlikuju u sekvenci i to samo na mestu

bazne zamene.
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Slika 8. Komponente TagMan eseja i koraci reakcije PCR u realnom vremenu

Ukoliko je osoba homozigotna u analiziranom regionu, odnosno, ukoliko je od oba roditelja
nasledila istu alelsku varijantu u ispitivanom regionu, tada ¢e se tokom reakcije za DNK
matricu vezivati samo jedna proba Sto ¢e biti detektovano u vidu fluorescentne emisije
svetlosti jedne boje. Na ekranu racunara koji je povezan sa aparatom vidi se jedna kriva
koja nastaje eksponencijalnim umnozavanjem prisutne jedne alelske varijante (Slika 9. a i
c). Ukoliko je osoba heterozigotna u analiziranom regionu tada ¢e se za matricu vezivati
obe probe, a heterozigotnost se detektuje kao dve krive na ekranu racunara (Slika 9. b).
Prednost ove metode je u Cinjenici da se celokupna analiza obavlja u jednoj reakcionoj
tubici tokom jedne PCR reakcije i da nema potrebe za daljom obradom uzorka. Analiza je

gotova za svega 2-3 sata, rezultati se obraduju softverski i prikazuju se tabelarno.
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3.3 STATISTICKA OBRADA PODATAKA

StatistiCka obrada prikupljenih podataka izvedena je koris¢enjem SPSS softvera,

verzija 17.0 (SPSS, Chicago, IL, USA, 2009).

Atributivne varijable prikazane su brojevima i procentima, a kontinualne srednjim
vrednostima i standardnom devijacijom. %2 test koris¢en je za procenu razlike u polu,

razlike u prezivljavanja, uocenih anomalija i klini¢kih pokazatelja u odnosu na utvrdenu
dijagnozu sepse i u zavisnosti od alela, genotipa i grupisanih genotipova po dominantnom
odnosno recesivnom modelu. Fiserov test ta¢ne verovatnoce je primenjivan ukoliko je
ucestalost odredene varijable u odnosu na alele, genotipove, grupisane genotipove manja od
5. ANOVA je koriSc¢ena pri ispitivanju efekta pojedina¢nih i grupisanih genotipova na GN,
PTM, AS 5°.

Multipla logisticka regresiona analiza koriS¢ena je za testiranje zavisnosti
genotipova sa nastankom sepse kod prematurusa uz PTM i GN, AS 5’ i nacin porodaja kao
kovarijante. Primenjena su dva modela: genotipski i grupisani genotipovi po dominantnom

odnosno recesivnom modelu.

P vrednost < 0,05 je smatrana statisti¢ki zna¢ajnom.
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4. REZULTATI

4.1. OSNOVNI PODACI O PREVREMENO RODENOJ DECI

Nasa studija obuhvatila je 471-o novorodence hospitalizovano na Institutu za
neonatologiju u Beogradu, u periodu od januara 2012. do juna 2018. godine. U ispitivanje
su ukljuena prevremeno rodena deca gestacijske dobi od 23. do zavrSetka 36. nedelje.
Prose¢na gestacijska starost prematurusa je 28,96 + 3,50 nedelja. U studiju su ukljuceni
prematurusi ¢ija je PTM bila manja od 3000 g, a prose¢na telesna masa prematurusa na
rodenju iznosi 1196,74 *+ 481,87 grama. Procena vitalnosti novorodenceta na osnovu
klinickih znakova objedinjena je APGAR skorom koji se odreduje u prvoj i petoj minuti
Zivota. Za ispitivane prematuruse prosecan AS 5’ iznosi 4,44 + 2,51. Ispitanike ¢ine 256
(54,4%) prematurusa muskog i 215 (45,6%) prematurusa zenskog pola. Dvadeset i jedan
(4,5%) prematurus je imao dijagnostikovanu anomaliju, kao S§to je rascep usne i nepca,

polidaktilija, sindaktilija i drugo.

Od 471-0 neonatusa koji su bili ukljuceni u studiju, kod 282 (59,9%) prematurusa
dijagnostikovana je rana neonatalna sepsa. 151 (32,1%) prematurus sa ranom neonatalnom
sepsom imao je pored klinickih znakova sepse pozitivan nalaz hemokulture. Kod preostalih
131 (27,8%) septi¢nih neonatusa nalaz hemokulture je bio negativan, a klinicka sepsa je
utvrdena na osnovu klini¢kih i1 laboratorijskih nalaza od strane ordiniraju¢eg neonatologa.
Kontrolnu grupu u studiji ¢inila su deca koja tokom hospitalizacije nisu imala znakove
generalizovane ili lokalne infekcije i u ovu grupu je uvrs¢eno 189 (40,1%) prematurusa
(grafikon 4.).
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+ Dokazana sepsa
Klinicka sepsa

 Kontrolna grupa

Grafikon 4. Ugestalost prematurusa sa neonatalnom sepsom i prematurusa bez znakova
infekcije u nasoj studiji.
Ispitivanjem uzro¢nika neonatalne sepse kod prematurusa koji su imali

hemokulturom potvrdenu sepsu utvrdeno je da je u 72 slu¢aja uzro¢nik bio Acinetobacter, a

u 32 slu¢aja koagulaza negativni Staphylococci (CoNS).

= Acinetobacter

07% 7% 0.7%

= Koagulaza negativna
Staphylococci
0,7%\ = Klebsiella
0,
2/’_\ Serratia
3,3%
\ = Staphylococcus aureus
4% = Pseudomonas
!:!! ® Streptococcus grupe B

= Streptococcus grupa AiD

® Escherichia coli

21,2%

= Streptococcus pneumonia

®m viSe uzrocnika

Grafikon 5. Ucestalosti uzro¢nika neonatalne sepse kod ispitivanih prematurusa sa hemokulturom

potvrdenom sepsom.
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U 10 hemokultura prematurusa sa potvrdenom sepsom pronadena je Klebsiella, u 6
Serratia, u 5 Staphylococcus aureus i u 3 Pseudomonas. Streptococcus grupe B,
Streptococcus grupa A i D, Escherichia coli i Streptococcus pneumonia su bili uzroc¢nici u
po jednom slucaju neonatalne sepse. Kod 19 prematurusa u hemokulturama je izolovano

vise od jedne bakterije (grafikon 5.).

Kod 57-oro (12,1%) prevremeno rodene dece u nasoj studiji registrovana je
lokalizovana infekcija (grafikon 6.). Ovi prematurusi su imali i ostale klinicke i

laboratorijske znakove neonatalne sepse.

3,5%
Meningitis
.. 53% o 88% Lo
Pneumonija %
R ‘

Infekcije urinarnog trakta 3,5% \
= Nekroti¢ni enterokolitis
® Gastrointeritis

64,9%

Otitis

= kombinovano

Grafikon 6. Ucestalosti lokalizovanih infekcija u ispitivanoj grupi prematurusa

Najéesca lokalizovana infekcija je pneumonija koju je imalo 37 (64,9%) od 57
prematurusa. Meningitis je ispoljen kod 7 prematurusa, otitis kod 5 prematurusa, a
gastroenteritis je imalo 3 prematurusa. Dvoje prematurusa je imalo infekciju urinarnog
trakta, a dvoje je imalo dve lokalizovane infekcije. Kod jednog prematurusa

dijagnostikovan je nekroti¢ni enterokolitis.
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4.2. REZULTATI ISPITIVANJA OPSTIH KARAKTERISTIKA KOD
PREMATURUSA SA HEMOKULTUROM POTVRDENOM SEPSOM,
KLINICKOM SEPSOM I U KONTROLNOJ GRUPI

U tabeli 3. prikazana je ucestalost pola, letalnog ishoda i ispoljenih anomalija kod
ispitivanih prematurusa sa hemokulturom potvrdenom sepsom, klinickom sepsom i u
kontrolnoj grupi. Za prematuruse iz svake grupe prikazane su prosec¢ne vrednosti GN, PTM

1AS 5.

Tabela 3. Osnovne karakteristike ispitivanih prematurusa sa hemokulturom potvrdenom

sepsom, klinickom sepsom i u kontrolnoj grupi

Potvrdena sepsa Klini¢ka sepsa Kontrolna grupa p vrednost
Musko/Zensko 85/66 74/57 97192 0,56
GN* 27,79+3,19 28,55+3,38 30,19+3,44 0,000
. 1018,84 1161,30 1363,44
PTM +410,36 +510,26 +460,29 0,000
AS 5°* 3,69+2,28 3,89+2,31 5,44+2 51 0,000
Letalr;/l ishod 98 67 63 0,000
0 64,9 51,1 33,3
Anomalija 7 5 9
% 4,6 3,8 4,8 0,915

*srednja vrednost * jedna standardna devijacija

Nema razlike u wucestalosti prematurusa muSkog pola izmedu grupa sa
hemokulturom potvrdenom sepsom, kliniCkom sepsom i u kontrolnoj grupi. Takode, ne
postoji razlika u ucestalosti dijagnostikovanih anomalija izmedu pomenutih grupa.
Statisticki znacajna razlika izmedu analiziranih grupa utvrdena je za vrednosti GN, PTM i

AS 5’ 1 prezivljavanje prematurusa. Vrednosti GN, PTM 1 AS 5’ prematurusa kontrolne
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grupe su statistiCki znacajno vise nego kod prematurusa sa sepsom (hemokulturom
potvrdenom i klinickom). Broj prematurusa koji su imali nepovoljan ishod bio je statisticki
znacajno visi u grupi prematurusa sa hemokulturom potvrdenom sepsom i sa suspektnom

sepsom u odnosu na kontrolnu grupu.

4.3. ISPITIVANJE KLINICKIH I LABORATORIJSKIH POKAZATELJA
NEONATALNE SEPSE KOD PREMATURUSA SA HEMOKULTUROM
POTVRBENOM SEPSOM, KLINICKOM SEPSOM I U KONTROLNOJ
GRUPI

Od klinickih pokazatelja praceni su:

e akutni respiratorni distres sindrom koji je zabelezen kod 443 (94,1%)
prematurusa
e pbronhopulmonalna displazija razvila se kod 38 (8,1%) prematurusa

e intraventrikularna hemoragija je registrovana kod 76 (16,1%) pacijenta.

Analizom laboratorijskih pokazatelja sepse utvrdeno je da kod 449 (95,3%)
prematurusa za koje smo imali podatak o visini serumskog C reaktivnog proteina, njih 226
(50,3%) je imalo povisenu vrednost ovog markera. Leukopeniju je imalo svega petoro
(1,1%) a leukocitozu 112 (23,8%) prematurusa.

Za pet prematurusa nisu postojali podaci o broju neutrofila, a za jo§ jednog, ukupno
6 nedostajali su podaci o broju polimorfonukleara i o toksi¢nim granulacijama/vakuolama u
istim. Ispitvanjem 466 (98,9%) prematurusa utvrdeno je da je njih 10 (2,1%) imalo
neutropeniju, 215 (46,1%) neutrofiliju. Cak 342 (73,5%) prematurusa imalo je poviseni
broj PMN. Kod 269 (57,8%) prematurusa uocene su toksi¢ne strukture u PMN.

PoviSeni broj nezrelih PMN imalo je 176 (37,8%) prematurusa. 110 (23,7%)

prematurusa imalo je povec¢anu vrednost odnosa broja nezrelih prema ukupnom broju PMN
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(I:T), dok je 38 (8,2%) imalo povecanu vrednost odnosa nezrelih prema zrelim PMN.
Trombocitopenija u prvih 7 dana zivota utvrdena je kod 212 (45%) prematurusa.

Metaboli¢ku acidozu je imalo 324 (68,8%) prematurusa.

U tabeli 4. prikazane su ucestalosti ispoljavanja respiratornog distres sindroma,
bronhopulmonalne displazije 1 intraventrikularne hemoragije kod prevremeno rodene dece

tri ispitivane grupe: hemokulturom potvrdena sepsa, klinicka sepsa i kontrola.

Tabela 4. Ucestalosti ispoljavanja RDS, BPD i IVH kod prematurusa tri ispitivane grupe:

hemokulturom potvrdena sepsa, klinicka sepsa i kontrola.

Klini¢ki faktori Potvrdena sepsa  Klini¢ka sepsa K(;?er());na p vrednost
RDS 145/443 123/443 175/443 0417
% 32,7 27,8 39,5 ’
S T

Analizom rezultata iz tabele 4. zaklju¢ujemo da:

- ne postoji statistiCki znacajna razlika u ucestalosti ispoljavanja RDS-a kod
prematurusa razli¢itih grupa

- postoji statistiCki znacajna razlika izmedu analiziranih grupa prematurusa u
ispoljavanju IVH i BPD. Ucestalost ispoljavanja IVH i BPD je statisti¢ki
znacajno veca kod prematurusa sa hemokulturom potvrdenom i klinickom

sepsom nego u kontrolnoj grupi.
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U tabeli 5. prikazane su ucestalosti odstupanja vrednosti laboratorijskih parametara

od normalnih kod prematurusa tri ispitivane grupe: hemokulturom potvrdena sepsa,

klinicka sepsa i kontrola.

Tabela 5. Ucestalost odstupanja vrednosti laboratorijskih parametara kod prematurusa tri

ispitivane grupe

Laboratorijski . .y
pokazatelji Potvrdena sepsa Klini¢ka sepsa Kontrolna grupa p vrednost
Povisen CRP 120/226 86/226 20/226 0.000
% 53,1 38,1 8,8 '
Leukopenija 3/5 2/5 0/5
% 60,0 40,0 0,0 0.000
Leukocitoza 45/112 44/112 23/112 '
% 40,2 39,3 20,5
Neutopenija 2/10 4/10 4/10
% 20,0 40,0 40,0
e 0,000
Neutrofilija 84/215 70/215 61/215
% 39,1 32,6 28,4
Poviseni PMN 110/342 101/342 131/342 0306
% 32,2 29,5 38,3 '
PoviSeni nezreli
66/176 59/176 51/176
P';;'N 375 335 20,0 0,001
0
Povisen I: T 42/110 33/110 35/110 0102
% 38,2 30,0 31,8 '
Povisen :M 16/38 10/38 12/38 0336
% 421 26,3 31,6 '
TOkS‘ﬁanl\s/ltrN“kt“re 104/269 85/269 80/269 0,000
0 38,7 31,6 29,7 '
0
Trombocitopenija 94/212 75/212 43/212 0.000
% 44,3 35,4 20,3 '
Mztgzglzlgka 126/324 107/324 91/324 0.000
o 38,9 33,0 28,1 '
0
Imunoterapija 13/24 10/24 1/24 0.001
% 54,2 41,7 4,2 ’
Rodwell =3 132/304 117/304 55/304 0.000
% 43,4 38,5 18,1 ,
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Tollner =3 149/391 126/391 116/391

%

38,1 32.2 29,7 0,000

Analiza dobijenih rezultata iz tabele 5. pokazala je da:

postoji statisticki znacajno veca ucestalost prematurusa sa povisenim
vrednostima CRP, sa odstupanjima od normalnih vrednosti leukocita i
neutrofila, sa povecanim brojem nezrelih PMN, sa toksi¢nim strukturama u
PMN, sa trombocitopenijom i metabolickom acidozom u grupama sa
hemokulturom potvrdenom 1 klinickom sepsom u odnosu na kontrolnu grupu
postoji statisticki znafajno veca ucestalost prematurusa sa Rodwell-ovim i
Tollner-ovim skorom >3 u grupama sa hemokulturom potvrdenom i klinickom
sepsom u odnosu na kontrolnu grupu

statistiCki je znaCajno veca ucestalost prematurusa koji su primali imunoterapiju
u grupi sa hemokulturom potvrdenom i klinickom sepsom u odnosu na
kontrolnu grupu

ne postoji statisticki znaCajna razlika u ucestalosti prematurusa sa povisenim
brojem PMN, poviSenim odnosom [:T 1 poviSenim odnosom I[:M izmedu

analiziranih grupa.

4.4. OPSTI PODACI O MAJCI, TOKU TRUDNOCE I POROPAJU

Podaci o starosti majke, nacinu zaceca, tipu porodaja, blizanackoj trudnoéi, stanju

posteljice i plodove vode, kao i terapije koju je majka primala tokom trudnoée prikazani su

u tabeli 6. po ispitivanim grupama: hemokulturom potvrdena sepsa, klini¢ka sepsa i

kontrola.

53



Tabela 6. Podaci o majci, toku trudnoce i porodaju

Klinicke s ey
karakteristike Potvrdena sepsa Klini¢ka sepsa Kontrolna grupa p vrednost
Starost majke* 30,15+6,12 30,01+6,74 30,81+5,87 0,454
IVF 21/151 25/131 47/189 0040
% 13,9 19,1 24,9 !
Carski rez 66/151 57/131 113/189 0.003
% 43,7 43,5 59,8 !
Viseplodna
. 39/151 36/131 64/187
tru((i);loca 258 275 349 0,183
0
Patoloska plodova
voda 36/120 29/107 28/165 0,024
% 30,0 27,1 17,0
Patoloska
posteljica 2/233 44452 1217/450 0,035
% 1 L L
Art‘;'rzmit.zka 40/151 30/131 60/189 0571
e 26,5 29,8 317 :
0
Kortikosteroidna 57/151 52/131 96/189
terapija 377 397 508 0,032
% 1 L L
A““ht'g’r‘;”f.gz"’“a 16/151 18/131 43/189
0/IO ) 10,6 13,7 22,8
0
Tokoliticka
terapija 117/1351 82511;1 22132129 0,001
% ) L L
Antihipertenziva + 5/151 3/131 4/189
tokoliticka terapija 33 23 21

%

*srednja vrednost * jedna standardna devijacija

Analiza dobijenih rezultata je pokazala da:

- nema statisticki znacajne razlike u starosti majke, ucestalosti viSeplodnih
trudno¢a 1 primene antibiotske terapije tokom trudnoce medu analiziranim
grupama

- postoji statistiCki znacajno veca ucestalost zace¢a IVF-om, rodenja carskim

rezom, primene kortikosteroida i antihipertenziva i/ili tokolitika u terapiji majki
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tokom trudnoce kod prematurusa u kontrolnoj grupi

- postoji statisticki znacajno veca ucestalost patoloske plodove vode kod majki
¢ija su novorodencad u grupi hemokulturom potvrdene sepse. Nasuprot tome,
statisticki znaCajno manja je ucestalost patoloske posteljice kod majki

novorodencadi sa klinickom sepsom.

4.5. REZULTATI GENETICKIH ANALIZA

Molekularno — geneticko ispitivanje polimorfizama TNFa -308 G/A (rs1800629),
IL6 -174 G/C (rs1800795) i ILIB -511 G/A (rs16944) sprovedeno je kod 471-og

prematurusa.

4.5.1. Rezultati ispitivanja TNFa -308 G/A polimorfizma

Analizom polimorfizma TNFa -308 G/A utvrdeno je da je 368 (78,1%) prematurusa
homozigotno za alel G, petoro (1,1%) je homozigotno za alel A, a 98 (20,8%) prematurusa
je heterozigotno za ispitivani genski lokus. Rezultati su ilustrovani grafikonom 7. Na
osnovu ucestalosti genotipova izracunate su ucestalost alela. Ucestalost alela G je 88,5% a
alela A 11,5%. Genotipovi analiziranog polimorfizma nalaze se u Hardi — Vajbergovoj

ravnotezi.

1,1%
‘
20,8%
GG
78,1% GA
AA

Grafikon 7. Ucestalost TNFa -308 G/A genotipova kod svih ispitivanih prematurusa
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U tabeli 7. predstavljene su distribucije genotipova, udruzenih genotipova po
dominantnom modelu (GG/GA+AA) i alela u svakoj grupi prematurusa: sa hemokulturom

potvrdenom sepsom, sa klinickom sepsom i kontrolnoj grupi.

Tabela 7. Ucestalosti genotipova, udruzenih genotipova po dominantnom modelu i

ucestalosti alela za polimorfizam TNFa -308 G/A u ispitivanim grupama

TNFa

-308G/A Potvrdena sepsa Klinicka sepsa Kontrolna grupa p vrednost

GG 110 99 159

% 72,8 75,6 84,1

% 0.7 31 0,0%
GG 110 99 159

. 22 [ 8.1 0,031

% 27,2 24,4 15,9

G 260 226 348

\ e S 21 0,035

% 13,9 13,7 79

Analiza dobijenih rezultata za polimorfizam TNFa -308 G/A pokazala je da:

- postoji statisticki znacajna razlika u ucestalosti alela (hemokulturom potvrdena
sepsa u odnosu na kontrolnu grupu: ¥* = 5,71; p = 0,017; OR = 0,534; 95% CI 0,325 —
0,876; klini¢ka sepsa u odnosu na kontrolnu grupu: xz =5,03; p = 0,025; OR = 0,541; 95%
Cl 0,324 — 0,904), pojedinacnih genotipova i grupisanih genotipova (hemokulturom
potvrdena sepsa u odnosu na kontrolnu grupu: x2 = 5,8; p = 0,016; OR = 0,506; 95% ClI
0,298 — 0,86; klinicka sepsa u odnosu na kontrolnu grupu x2 =3,1; p=0,078; OR = 0,584,

95% CI 0,334 — 1,02) izmedu grupa prematurusa sa potvrdenom, klinickom sepsom 1
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kontrolne grupe prematurusa. Ucestalost A alela, kao i ucestalost AA genotipa je statisticki

znacajno veca kod prematurusa sa sepsom nego u kontrolnoj grupi.

Logisti¢ka regresiona analiza potvrdila je statisticki znacajnu povezanost GA+AA
genotipova polimorfizma TNFa -308 G/A i hemokulturom potvrdene sepse (B =-0,718; p =
0,013; OR =1,98; 95% CI 1,163 — 3,356), kao i klinicke sepse (B = -0,602; p = 0,027; OR
=1,71; 95% CI 0,981 — 2,992) uz PTM, GN, AS 5’ i tip porodaja kao kovarijate.

Distribucija genotipova, grupisanih genotipova po dominantnim modelu
(GG/GA+AA) i alela TNFa -308 G/A polimorfizma u odnosu na prezivljavanje u grupi
prematurusa sa sepsom (hemokulturom potvrdenom i kliniCkom sepsom) prikazana je u

tabeli 8.

Tabela 8. Ucestalost genotipova TNFa -308 G/A kod neonatusa sa sepsom u odnosu na

prezivljavanje
TNFa v . .
-308G/A Zivi Letalan ishod p vrednost
GG 86 125
% 72,3 75,3
GA 30 39
% 25,2 235 0,652
AA 3 2
% 2,5 1,2
GG 86 125
% 72,3 75,3
0,565
GA+AA 33 41
% 27,7 24,7
G 202 289
% 84,9 87,0
0,538
A 36 43
% 15,1 13,0
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Ispitivanjem uticaja polimorfizma TNFa -308 G/A na letalan ishod kod prematurusa
sa sepsom, utvrdeno je da nema statisticki znacajne razlike izmedu analiziranih grupa
prematurusa. Razlika se ne uo¢ava ni nakon grupisanja genotipova po dominatnom modelu,

kao ni u ucestalosti alela izmedu grupa koje su analizirane.

Ispitivali smo 1 moguce razlike u ispoljavanju klini¢kih karakteristika prematurusa
(GN, PTM, AS 5°, prezivljavanje, RDS, BPD, IVH i metabolicke acidoze) u zavisnosti od
TNFa -308 G/A genotipova. Rezultati ovih analiza predstavljeni su za pojedinacne

genotipove i genotipove grupisane po dominantnom modelu u tabeli 9.

Tabela 9. Klinicke karakteristike prematurusa u zavisnosti od genotipova TNFa -308 G/A

polimorfizma
Klinicki P P
. GG GA AA vredn GG GA+AA vredn
faktori
ost ost
GN* 29,0 28,88 28,30 08 29,0 28,85 0708
N +3,55 +3,34 +3,03 874 +3,55 +3,31 X
926,0
PTM* 1207,38+48 1170,61+45 £449, 0,360 1207,38+48 1158,74+45 0,366
9,03 5,03 9,03 5,65
59
3,8+1 4,46 4,4
9k 1 1 !
AS 5 4,46+254  4,43+2 46 2o 0,845 +3.54 2,41 0,839
'iestr?(')gi 179/368 47/98 25 gy,  179/368 49/103 0.848
% 48,6 48 40,0 ! 48,6 47,6 ’
RDS 344/368 94/98 5/5 344/368 99/103
% 93,5 95,9 100,0 0,565 93,5 96,1 0,317
BPD 22/368 14/98 2/5 22/368 16/103
% 6,0 14,3 40,0 0,001 6,0 15,5 0,002
IVH 59/368 16/98 1/5 59/368 17/103
% 16 16,3 20,0 0,970 16,0 16,5 0,908
Metaboli
¢ka 248/368 71/98 5/5 248/368 76/103
acidoza 67,4 72,4 100,0 0,200 67,4 73,8 0,216

%
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*srednja vrednost + jedna standardna devijacija
Analizom rezultata prikazanih u tabeli 9. moze se zakljuciti da:

- postoji statistiCki znaCajna razlika ucestalosti ispoljavanja bronhopulmonalne
displazije kod prematurusa u odnosu na genotip. Kod nosioca AA genotipa u
odnosu na druga dva genotipa bronhopulmonalna displazija se javlja statisticki
znaCajno CeSce. StatistiCki znaCajna razlika se potvrduje 1 nakon grupisanja
genotipa po dominantnom modelu (XZ = 9,907; p = 0,002; OR = 0,346; 95% ClI
0,174 — 0,686).

- ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu nosioca GG, GA 1 AA genotipova
TNFa -308 G/A polimorfizma u srednjoj vrednosti GN na rodenju, PTM, AS u
5, kao 1 ucestalosti prezivljavanja, pojave RDS, IVH i metaboli¢ke acidoze. Ni
posle grupisanja genotipova po dominantnom modelu nisu uocene statisticki
znacajne razlike u navedenim klinickim karakteristikama.

U tabeli 10. prikazane su ucestalosti odstupanja vrednosti laboratorijskih parametara

od normalnih izmedu razli¢itih TNFa -308 G/A genotipova, kao i izmedu grupisanih

genotipova po dominantnim modelom (GG/GA+AA).
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Tabela 10. Odstupanje laboratorijskih pokazatelja od normalnih vrednosti u zavisnosti od

genotipova TNFa -308 G/A polimorfizma

Laboratorijski p p
pokazatelji GG GA AA vrednost GG GA+AA vrednost
Povisen CRP  167/350  55/94 4/5 167/350  59/99
% 47,7 585 80.0 0,073 477 596 0,037
Leukopenija 2/368 3/98 0/5 2/368 3/103
% 0,5 3,1 0,0 0,5 2.9
. 0,135 0,067
Leukocitoza 92/368 20/98 0/5 92/368  20/103
% 25,9 20,4 0,0 25,0 19,4
Neutopenija 6/365 4/96 0/5 6/365 4/101
% 1,6 4,2 0,0 1,6 4,0
-~ 0,133 0,300
Neutrofilija 172/365 43/96 0/5 172/365  43/101
% 47,1 44,8 0,0 47,1 42,6
Poviseni PMN  273/364  66/96 3/5 273/364  69/101
% 75.0 688 60.0 0,367 75.0 68.3 0178
PoviSeni nezreli
146/364  29/96 1/5 146/364  30/101
P';;(')N 401 30,2 20.0 0,146 40,1 297 0,056
Povisen I: T 87/364 22/96 1/5 87/364  23/101
% 239 229 20,0 0,962 239 228 0,813
Povisen I:M 30/364 7/96 1/5 30/364 8/101
% 8,2 73 20,0 0,596 8,2 79 0,917
Toksi¢ne
209/364  56/96 4/5 209/364  60/101
struktur;ou PMN 574 583 80.0 0,594 574 59 4 0,720
Trombocitopenija  161/368 46/98 5/5 161/368 51/103
% 438 46.9 1000 9039 438 495 0,299
Imunoterapija 19/368 5/98 0/5 19/368 5/103
% 5,2 5.1 0,0 0,873 5.2 4.9 0,900
Rodwell >3 233/368  66/98 5/5 233/368  71/103
% 63,3 67,3 100,0 0,190 63,3 68,9 0,292
Tollner >3 301/368  86/98 4/5 301/368  90/103
81,8 87.8 80,0 0,371 81,8 87.4 0,182

%

Ispitivanjem uticaja polimorfizma TNFa -308 G/A na odstupanja laboratorijskih

parametara od normalnih vrednosti kod prematurusa utvrdeno je da:

- postoji statisti¢ki znacajna razlika ucestalosti ispoljavanja tombocitopenije kod
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prematurusa u odnosu na genotip. Nosioci AA genotipa u odnosu na druga dva
genotipa imaju trombocitopeniju statisticki znacajno c¢e$¢e. Nakon grupisanja
genotipova po dominantnom modelu (GG/GA+AA) statistiCka znacajnost se
gubi.

- statisti¢ki znacajno ¢eSc¢e poviseni CRP javlja se kod nosioca A alela (GA+AA)
nakon grupisanja genotipova po dominantnom modelu (x* = 4,358; p = 0,037;
OR =0,619; 95% CI 0,393 — 0,973).

- ucestalost povisenog CRP je veéa kod prematurusa nosioca genotipa AA, ali ne
dostize statisticku znacajnost (p = 0,073)

- ucestalosti odstupanja od normalnih vrednosti broja leukocita, 1 ako ne dostizu
statisticku znacajnost (p = 0,067), pokazuju znacajne razlike izmed genotipova
grupisanih po dominantnom modelu. Nosioci genotipa GG znacajno Ce$ce su
imali leukocitozu u odnosu na grupisani genotip GA+AA.

- odstupanja od normalnih vrednosti u broju nezrelih PMN veca je kod nosioca
GG genotipa u odnosu GA+AA, ali ne dostizu statistiCku znacajnost (p = 0,056).

- ne postoji statisticki znaCajna razlika u ucestalosti odstupanja ostalih
laboratorijskih parametara od normalnih vrednosti izmedu prematurusa sa
razli¢itim TNFa -308 G/A genotipom, kao ni nakon grupisanja genotipova

prematurusa po dominantnom modelu.

Ucestalosti koji se odnose na nac¢in zaceca, tip porodaja, stanje posteljice i plodove
vode, kao i antribiotske i kortikosteroidne terapije koju je majka primala tokom trudnoée u

zavisnosti od genotipova polimorfizma TNFa -308 G/A prikazani su u tabeli 11.

61



Tabela 11. Karakteristike koje se odnose na trudno¢u u zavisnosti od genotipova TNF« -
308 G/A polimorfizma

Klini¢ke p p
karakteristike GG GA AA vrednost GG GA+AA vrednost
IVF 76/368 17/98 0/5 76/368 17/103
% 20,7 17,3 0,0 0,411 20,7 16,5 0,350
Carski rez 187/368 46/98 3/5 187/368  49/103
% 50,8 46,9 60,0 0,718 50,8 47,6 0,561
Patoloska 79/307 14/82 /5 79/307 14/87
plodova voda 0,163 0,076
% 25,7 17,1 0,0 25,7 16,5
Patoloska
S 18/368 5/98 0/5 18/368 5/103
posteljica 0,733 0,628
% 419 511 OIO 4,9 4,9
Antibiotska
! 106/368 31/98 2/5 106/368  33/103
terapija 28,8 31,6 60,0 0,754 28,8 32,0 0,525
% 1 L L L 1
Kortikosteroidna
! 106/368 42/98 3/5 106/368  45/103
terapija 435 42,9 60,0 0,752 435 437 0,970

%

Analizom prikazanih rezultata u tabeli 11. nisu utvrdene statisticki znacajne razlike
u ucestalosti pracenih parametara koji se odnose na trudno¢u u zavisnosti od genotipova
polimorfizma TNFa -308 G/A. Ucestalost patoloske plodove vode veca je kod prematurusa
nosioca GG genotipa nakon udruzivanja po dominantnom modelu, ali ne dostizu statisticku
znacajnost (p = 0,076). Ostali parametri koje smo pratili ne pokazuju statisticke razlike ni

nakon grupisanja genotipova po dominantnom modelu.

4.5.2. Rezultati ispitivanja I1L6 -174 G/C polimorfizma

Analizom poimorfizma IL6 -174 G/C u nasem uzorku od 471 prematurusa utvrdeno
je da su 206 (43,7%) prematurusa nosioci GG genotipa, 207 (44,0%) su nosioci GC
genotipa, a 58 (12,3%) prematurusa su nosioci genotipa CC. Rezultati su predstavljeni

grafikonom 8. Genotipovi analiziranog polimorfizma nalaze se u Hardi — Vajbergovoj
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ravnotezi. Na osnovu ucestalosti genotipova izraCunata je ucestalost alela i ona za alel G

iznosi 65,7% a za alel C iznosi 34,3%.

12,3%

L

- GG
- GC
- CC

Grafikon 8. Ucestalost IL6 -174 G/C genotipova u ispitivanoj grupi prematurusa

Ucestalosti genotipova, udruzenih genotipova po recesivnom modelu (GG+GC/CC)
i uCestalosti alela u svakoj ispitivanoj grupi za polimorfizam IL6 -174 G/C prikazani su u
tabeli 12.
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Tabela 12. Ucestalosti genotipova, udruzenih genotipova po recesivnom modelu i

ucestalosti alela za polimorfizam IL6 -174 G/C u ispitivanim grupama

IL6 Potvrdena sepsa Klini¢ka sepsa Kontrolna grupa

174 GIC 151 131 189 p vrednost
GG 65 57 84
% 43.0 435 444
GC 66 61 80
cc 20 13 25
% 132 9.9 132
GG+GC 131 118 164
% 86.8 90,1 86.8
0,619
cc 20 13 25
% 132 9.9 132
G 196 175 248
% 64.9 66,9 65.6
0,887
C 106 87 130
% 35,1 33,2 34.4

Analizom rezultata za polimorfizam IL6 -174 G/C utvrdeno je da ne postoji
statistiCki znacajna razlika u ucestalosti pojedinacnih, ni grupisanih genotipova, kao ni
razlika u ucestalosti alela ovog polimorfizma izmedu grupa prematurusa sa sepsom
(potvrdenom 1 klinickom) i kontrolne grupe. Oba alela su homogeno rasporedena unutar

ispitivane grupe pacijenata.

Logisti¢ka regresiona analiza nije pokazala statisticki znac¢ajnu povezanost izmedu
genotipa polimorfizma IL6 -174 G/C i potvrdene sepse, kao ni klinicke sepse uz telesnu
masu na rodenju, gestacijsku starost, AS 5’ i tipa porodaja kao kovarijate. IL6 -174 G/C

nije faktor rizika za razvoj neonatalne sepse.

Distribucija  genotipova, grupisanih genotipova po recesivnom modelu
(GG+GCI/CC) i alela IL6 -174 G/C polimorfizma u odnosu na prezivljavanje u grupi
prematurusa sa sepsom (hemokulturom potvrdenom 1 klinickom sepsom) prikazana je u

tabeli 13.
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Tabela 13. Ucestalost genotipova IL6 -174 G/C u grupi septi¢nih neonatusa u odnosu na

prezivljavanje

IL6 S .

174G/C Zivi Letalan ishod p vrednost
GG 46 77
% 38,7 46,4
GC 56 71
% 47,1 42,8 0,384
cC 17 18
% 14,3 10,8

GG+GC 102 148
% 85,7 89,2 0.383
ccC 17 18 ’
% 14,3 10,8
G 148 225
% 62,2 67,8 0.196
C 90 107 ’
% 37,8 32,2

Analiza podataka iz tabele 13. pokazala je da je distribucija pojedina¢nih
genotipova IL6 -174 G/C, odnosno grupisanih genotipova po recesivnom modelu
GG+GC/CC izmedu prezivelih prematurusa sa sepsom i1 prematurusa sa letalnim ishodom
od sepse ujednacena. Ne postoji statisticki znacajna razlika u ucestalosti alela ispitivanog

polimorfizma izmedu prematurusa sa sepsom u odnosu na prezivljavanje.

Uticaj pojedina¢nih genotipova polimorfizma IL6 -174 G/C i genotipova ovog
polimorfizma udruZenih po recesivnom modelu na klinicke karakteristike prematurusa: GN,
PTM, AS 5°, prezivljavanje, RDS, BPD, IVH i metaboli¢ka acidoza predstavljeni su u
tabeli 14.
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Tabela 14. Klini¢ke karakteristike prematurusa u zavisnosti od genotipova IL6 -174 G/C

polimorfizma
Klini¢ki P P
f . GG GC CC vredn GG+GC CC vredn
aktori
ost ost
e 29.19 28.82 6T 29.0 6T
+3,48 +3,51 +3,56 ’ +3,49 +3,56 ’
pTM+ 12192447 11906449 113888547 oo 120487448 11388847 (45
3.66 2,67 453 291 453
. 4,5 4,42 4,31 4,46 4,31
AS 5 +2,48 +251 +2,66 0,869 +2,49 +2,66 0,669
Letalni
100206 101/207 2158 g5, 201413 27058 7
o 485 488 46,6 ! 487 46.6 '
RDS  199/206  189/207 55/58 388/413 55/58
% 96.6 91.2 948 0,072 93.9 948 0,791
BPD 16/206 17/207 5/58 33/413 5/58
% 78 8,2 8.6 0,973 8.0 8.6 0,869
IVH 31/206 38/207 7/58 69/413 7/58
% 15,0 18.4 12,1 0,440 16,7 12.1 0,369
Metaboli
¢ka 139/206  147/207 38/58 286/413 38/58
acidoza 67,5 710 655 0,627 69.2 655 0,566

%

*srednja vrednost * jedna standardna devijacija

Analiza rezultata iz tabele 14. je pokazala da ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u

ispoljavanju klini¢kih karakteristika prematurusa u zavisnosti od genotipova IL6 -174 G/C

polimorfizma. Ni nakon grupisanja genotipova po recesivnom modelu nisu uocéene

statisticki znacajne razlike izmedu grupa u ispoljavanju navedenih klinickih karakteristika.

Distribucija genotipova polimorfizma IL6 -174 G/C i udruzenih genotipova ovog

polimorfizma po recesivnom modelu u odnosu na odstupanja laboratorijskih parametara od

normalnih vrednosti: vrednost CRP, broja leukocita, neutrofila, PMN, trombocita i nezrelih
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PMN, odnosa I:T, I:M, toksi¢nih struktrura u PMN kao i poveéani Rodwell i Tollner skor

predstavljeni su u tabeli 15.

Tabela 15. Odstupanje laboratorijskih pokazatelja od normalnih vrednosti u zavisnosti od

genotipova IL6 -174 G/C polimorfizma

Laboratorijski GC cc P Ge+eC cC P
pokazatelji vrednost vrednost
Povisen CRP 104/196 95/200 27/53 199/396 27/53
% 53.1 475 50,9 0,540 5o 3 50,9 0,925
Leukopenija 2/206 2/207 1/58 4/413 1/58
% 1,0 1,0 1,7 1,0 1,7
: 0,971 0,867
Leukocitoza 51/205 47/207 14/58 98/413 14/58
% 24,8 22,7 24,1 23,7 241
Neutopenija 5/205 2/203 3/58 7/408 3/58
% 2,4 1,0 5,2 1,7 5,2
-~ 0,400 0,228
Neutrofilija 96/205 94/203 25/58 190/408 25/58
% 46,8 46,3 43,1 46,6 431
Poviseni PMN 156/204  147/203 39/58 303/407 39/58
% 76,5 724 67,2 0,330 74.4 67,2 0,244
PoviSeni nezreli
88/204 67/203 21/58 155/407 21/58
P';;(')N 431 33,0 36,2 0105 a5 36,2 0,783
PoviSen I:T 45/204 54/203 11/58 99/407 11/58
% 221 26,6 19,0 0,374 24,3 19,0 0,369
Povisen I:M 13/204 21/203 4/58 34/407 4/58
% 6,4 10,3 6.9 0,319 8,4 6.9 0,705
Toksi¢ne
123/204  105/203 41/58 228/407 41/58
strukturozu PMN 60.3 51.7 707 0,023 56,0 70.7 0,034
Trombocitopenija  92/206 91/207 29/58 183/413 29/58
% 44,7 44,0 50,0 0,710 44,3 50,0 0,415
Imunoterapija 6/206 15/207 3/58 21/413 3/58
% 2,9 7,2 5,2 0,135 51 5,2 0,977
Rodwell =3 131/206 133/207 40/58 264/413 40/58
% 63,6 64,3 69,0 0,746 63,9 69,0 0,452
Tollner =3 170/206 173/207 48/58 343/413 45/58
% 82,5 83,6 82,8 0,959 83,1 82,8 0,956
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Analizom uticaja polimorfizma IL6 -174 G/C na odstupanje laboratorijskih

pokazatelja od normalnih vrednosti utvrdena je:

- statisticki znacajno veca uclestalost toksicnih struktrura u PMN u grupi
prematurusa koji su nosioci CC genotipa u odnosu na druga dva genotipa. Statisticki
znacajna razlika se potvrduje i nakon grupisanja genotipova po recesivnom modelu (¥ =

4,481; p = 0,032; OR = 0,528; 95% CI 0,290-0,961)

- nema statisticki znaCajne razlike u ucestalosti odstupanja ostalih laboratorijskih
parametara od normalnih vrednosti izmedu prematurusa sa razli¢itim IL6 -174 G/C

genotipom, kao ni nakon grupisanja genotipova prematurusa po recesivnom modelu.

Distribucija genotipova i grupisanih genotipova po recesivnom modelu za IL6 -174

G/C polimorfizam u zavisnosti od parametara vezanih za trudnocu prikazani su u tabeli 16.

Tabela 16. Karakteristike koje se odnose na trudnoc¢u u zavisnosti od genotipova IL6 -174

G/C polimorfizma

Klinicke p p
karakteristike GG GC cc vrednost GG+GC cc vrednost
IVF 44/206 38/207 11/58 82/413 11/58
% 214 18.4 19,0 0,736 19,9 19,0 0.873
Carski rez 107/206 100/207 29/58 207/413 29/58
% 51,9 483 50,0 0,761 50,1 50,0 0,986
Patoloska
olodova voda 39/170 41/172 13/50 0.904 80/342 13/50 0,686
% 22,9 23,8 26,0 23,4 26,0
Patoloska
posteljica 14é2806 72227 23{548 0,495 215/4113 23{548 0,860
% i H H 1 1
Antibiotska
s 55/206 60/207 24/58 115/213 24/58
terepija 26.7 29,0 41,4 0,094 278 414 0,034
Kortikosteroidna
- 85/206 94/207 26/58 179/413 26/58
terapija 413 45,4 44,8 0,681 433 44.8 0,831

%
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Analiza rezultata prikazanih u tabeli 16. pokazuje da su prematurusi sa CC
genotipom statisticki znacajna ¢es¢e primali antibiotsku terapiju u odnosu na prematuruse
sa GG+GC genotipovima (x> = 4,478; p = 0,034; OR = 0,547; 95% CI 0,311 — 0,962).
Ostali parametri koje smo pratili nisu pokazali razliku u distribuciji u zavisnosti od

genotipova polimorfizma IL6 -174 G/C.

4.5.3. Rezultati ispitivanja IL1p -511 G/A polimorfizma

Analizom poimorfizma ILIf -511 G/A u nasem uzorku od 471 prematurusa
utvrdeno je da su 215 (45,7%) prematurusa homozigotni nosioci G alela, 58 (8,9%)
prematurusa su homozogotni nosioci alela A, a 214 (45,4%) su nosioci GA genotipa.
Rezultati su prikazani u grafikonu 9. Genotipovi analiziranog polimorfizma nalaze se u
Hardi — Vajbergovoj ravnotezi. Na osnovu ucestalosti genotipova izra¢unate su ucestalosti

alela i ona za alel G iznosi 68,4% a za alel A iznosi 31,6%.

8,9%
NG
45,7%
GG
45,4%
GA
AA

Grafikon 9. Ucestalost /L1 -511 G/A genotipova kod svih ispitivanih prematurusa
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U tabeli 17. prikazane su distribucije genotipova, grupisanih genotipova po
recesivnom modelu (GG+GA/AA) i alela za polimorfizam /L1 -511 G/A.

Tabela 17. Ucestalosti genotipova, udruzenih genotipova po recesivnom modelu i

ucestalosti alela za polimorfizam /L1f -511 G/A u ispitivanim grupama

IL15 .
511 G/A Potvrdena sepsa Klinicka sepsa Kontrolna grupa p vrednost
GG 72 59 84
% 47,7 45,0 44 4
GA 67 51 26
AA 12 21 9
% 7,9 16,0 4.8
GG+GA 139 110 180
% 92,1 84,0 95,2
0,002
% 79 16,0 48
G 211 169 264
% 69,9 64,5 69,8
0,024
A 91 93 114
% 30,1 35,5 30,2

Analizom dobijenih rezultata distribucije genotipova i alela polimorfizma /L1 -511
G/A utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika u ucestalosti alela, pojedina¢nih i
grupisanih genotipova izmedu grupa prematurusa sa hemokulturom potvrdenom, klinickom
sepsom i kontrolnom grupom (grupa klinicka sepsa u odnosu na kontrolnu grupu y? =
10,28; p = 0,001; OR =0,262; 95% CI 0,116 — 0,592). Ucestalost alela A, kao i ucestalost
homozigotnog genotipa ovog alela statistiCki su znacajno viSe u grupi prematurusa sa

klinickom sepsom.

Logisticka regresiona analiza je potvrdila statisticki znacajnu povezanost AA

genotipa polimorfizma /L1 -511 G/A sa nastankom sepse kod prematurusa uz PTM i GN,
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AS 5’ i na¢in porodaja kao kovarijate (B = -1,345, p = 0,002; OR = 0,435, 95% CI 0,111 -

0,611).

Ucestalosti alela, pojedina¢nih i udruzenih genotipova po recesivnom modelu

(GG+GAJAA) za polimorfizam ILIfp -511 G/A u odnosu na prezivljavanje u grupi

prematurusa sa sepsom (hemokulturom potvrdenom 1 klinickom sepsom) prikazana je u

tabeli 18.

Tabela 18. Ucestalost genotipova /L1f -511 G/A kod prematurusa sa sepsom u odnosu na

prezivljavanje
IL15 Zivi Letalan ishod p vrednost
-511G/A
GG 56 75
% 47,1 45,2
GA 56 65
% 47,1 39,2 0,033
AA 7 26
% 59 15,7
GG+GA 112 140
% 94,1 84,3 0.011
AA 7 26 '
% 59 15,7
G 168 215
% 70,6 64,8 0.170
A 70 117 '
% 29,4 35,2

Analizom uticaja polimorfizma L1/ -511 G/A na letalan ishod u grupi prematurusa

sa sepsom utvrdeno je da:

- postoji statisticki znacajno viSa ucestalost genotipa AA kod prematurusa sa

sepsom koji su imali letalni ishod. Statisti¢ki znacajna razlika se potvrduje i

nakon grupisanja genotipova po recesivnom modelu (¥* = 6,476; p = 0,011; OR

=2,971; 95% ClI 1,244 - 7,098)
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- -nema statisticki znacajne razlike u distribuciji alela izmedu analiziranih grupa

prematurusa.

Logisticka regresija koja je ukljuc¢ivala PTM i GN kao kovarijate, potvrdila je

povezanost polimorfizma /L1 -511 G/A sa letalnim ishodom kod prematurusa sa sepsom

(B = 1,556, p = 0,002; OR = 9,232; 95% CI 1,157 - 12,937).

Distribucija genotipova polimorfizma /L1f -511 G/A i udruzenih genotipova ovog

polimorfizma po recesivnom modelu u odnosu na klinicke faktore prematurusa: GN, PTM,

AS 5°, prezivljavanje, RDS, BPD, IVH i metaboli¢ka acidoza predstavljeni su u tabeli 19.

Tabela 19. Klini¢ki

karakteristike prematurusa u zavisnosti od [LIf -511 GJ/A

polimorfizma

Ig(ntfrkll GG GA AA vredpnost GG+GA AA vredpnost
N 3% el a3 088 g% gy 0678
e RS me wmm o, nms e o
asst B0 G w5 0% oo g 019
Letaln /Io ishod 103515 92/5%4 268(;,472 0,043 2040(;,4629 2;36/?72 0,013
o mes mma e o, e 2w o
B(I;)D 2042315 157/’2014 37/,412 0,666 354,4229 37/,412 0.818
A
Metabolicka 14015 145214 3542 280/429  35/42
acidoza 67,0 67,8 83,3 0,102 67,4 83,3 0,033

%

*srednja vrednost * jedna standardna devijacija
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Analizom rezultata prikazanih u tabeli 19. moze se zakljuciti da:

ne postoji statisticki znacajna razlika u ispoljavanju klinickih
karakteristika (GN PTM, AS 5°, pojavu RDS, IVH) prematurusa u
zavisnosti od genotipova /LI -511 G/A polimorfizma. Ni nakon
grupisanja genotipova po recesivnom modelu nisu uocene statisticki
znacajne razlike izmedu grupa u ispoljavanju navedenih klinickih
karakteristika.

statisticki znacajna razlika uocava se u pojavi letalnog ishoda izmedu
prematurusa pojedina¢nih genotipova kao i nakon grupisanja genotipova
po recesivnom modelu (XZ = 6,156; p = 0,013; OR = 2,290; 95% IC
1,173 - 4,471). Ucestalost letalnog ishoda statisti¢ki je znacajno visa kod
nosioca AA genotipa.

posle grupisanja genotipova po recesivnom modelu uocava se statisticki
znacajno CeS¢e ispoljavanje metabolicke acidoze kod nosioca AA

genotipa (2 = 4,543; p = 0,033; OR = 0,413; 95% IC 0,179 - 0,953).

Uticaj pojedina¢nih genotipova polimorfizma /LIS -511 G/A i genotipova ovog

polimorfizma udruzenih po recesivnom modelu na odstupanja laboratorijskih pokazatelja

sepse predstavljen je u tabeli 20.
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Tabela 20. Odstupanje laboratorijskih pokazatelja od normalnih vrednosti u zavisnosti od

genotipova /L1p -511 G/A polimorfizma

Laboratorijski p p
pokazatelji GG GA AA vrednost GG+GA AA vrednost
Povisen CRP 108/208 95/201 23/40 203/409 23/40
% 51,9 47.3 57,5 0,409 49,6 57,5 0,342
Leukopenija 1/215 3/214 1/42 41429 1/42
% 0,5 1,4 2,4 0,9 2,4
: 0,772 0,647
Leukocitoza 51/215 52/214 9/42 103/429 9/42
% 23,7 24,3 21,4 24,0 21,4
Neutopenija 4/213 6/212 0/41 10/425 0/41
% 1,9 2,8 0,0 2,4 0,0
e 0,375 0,554
Neutrofilija 91/213 106/212 18/41 197/425 18/41
% 42,7 50,0 43,9 46,4 43,9
Poviseni PMN 147/212 165/212 30/41 312/424 30/41
% 69,3 778 73.2 0,140 73.6 73.2 0,954
PoviSeni nezreli
781212 85/212 13/41 163/424 13/41
P';;(')N 36,8 401 317 0,545 38.4 317 0,396
PoviSen I:'T 54/212 47/212 9/41 101/424 9/41
% 255 222 220 0,700 238 220 0,788
Povisen I:M 16/212 20/212 2/41 36/424 2/41
% 75 9.4 4.9 0,562 8,5 4,9 0,420
Toksi¢ne
125/212 123/212 21/41 248/424 21/41
struktur;ou PMN 59.0 58.0 51.2 0,654 585 512 0,368
Trombocitopenija  99/215 92/214 21/42 191/429 21/42
% 46,0 430 50,0 0.648 "4 5 50,0 0,496
Imunoterapija 15/215 7/214 2142 22/429 2142
% 7,0 3,3 4.8 0,217 51 4,8 0,918
Rodwell =3 138/215 138/214 28/42 276/429 28/42
% 64,2 64,5 66,7 0,954 64,3 66,7 0,763
Tollner =3 182/215 170/214 39/42 352/429 39/42
84,7 79,4 92,9 0,073 82,1 92,9 0,075

%

Rezultati predstavljeni u tabeli 20 pokazuju da ne postoji statisticki znacajna razlika

u ucestalosti odsupanja pracenih laboratorijskih parametara od normalnih vrednosti,
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Rodwell-ovog i Téllner-ovog skora, te primljene imunoterapije u zavisnosti od razli¢itih

IL1p -511 G/A genotipova, kao ni grupisanih genotipova po recesivnom modelu.

Takode, analizirali smo Kkarakteristike vezane za trudno¢u (IVF, tip radanja,
patoloska plodova voda, patoloska posteljica i medikamentne terapije majke tokom

trudnoce) u zavisnosti od /L1f -511 G/A genotipa.

Tabela 21. Karakteristike koje se odnose na trudnoc¢u u zavisnosti od genotipova /L1f -511

G/A polimorfizma

Klini¢ke p p
karakteristike GG GA AA vrednost GG+GA AA vrednost
IVF 45215 42/214 6/42 87/429 6/42
% 20.9 196 143 0,612 203 14.3 0,352
Carski rez 119/215  94/214 23/42 216/429  19/42
% 55.3 439 548 0,050 50.3 452 0,527
Patoloska
i vega 41180 43/180 9/32 005 B4300 9/32 0541
% 228 239 281 233 28.1
Patoloska
sl 7/32;5 14é2514 21482 0,627 2144929 24%2 0,987
% b H b 1 1
Antibiotska
t 58/215  70/214 11/42 128/429  11/42
terapija 270 327 26,2 0,373 208 26,2 0,621
% 1 H b 1 1
Kortikosteroidna
o 98/215  90/214 17/42 188/429  17/42
terapija 456 421 405 0,699 438 40,5 0.676

%

Analizom dobijenih rezultata utvrdeno je da postoji razlika na granici statisticke
znacajnosti u ucCestalosti tipa porodaja izmedu prematurusa sa razliitim genotipom.
Nosioci genotipa GA su najéeS$¢e radani prirodnim putem. Grupisanjem genotipova po
recesivnom modelu ova statisticka razlika se gubi. Ostali parametri koje smo pratili nisu
pokazali statisticki razli¢itu distribuciju u odnosu na genotipove ILIf -511 GJ/A

polimorfizma.

75



4.6. REZULTATI MOLEKULARNO — GENETICKIH ANALIZA
UDRUZENIH POLIMORFIZAMA

Analizirali smo distribuciju udruzenih genotipova po dva polimorfizma koji su
grupisani po dominantnom ili recesivnom modelu, izmedu grupa prematurusa sa

hemokulturom potvrdenom, klini¢kom sepsom 1 u kontrolnoj grupi.

Prva dva polimorfizma ¢ije smo udruZene genotipove pratili su TNFa -308 G/A i IL6 -174

G/C (tabela 22.).

Tabela 22. Distribucija udruzenih genotipova polimorfizama TNFa -308 G/A i IL6 -174
G/C grupisanih po dominantnom i recesivnom modelu kod prematurusa sa hemokulturom

potvrdenom sepsom, klinickom sepsom i u kontrolnoj grupi.

Kontrolna

TNFa/IL6 Potvrdena sepsa  Klini¢ka sepsa grupa p vrednost
GG+GA/GG 93 87 138
% 61,6 66,4 73,0
GG+GA/GC+CC 17 12 21
% 11,3 9,2 11,1
0,148
AAIGG 38 31 26
% 25,2 23,7 13,8
AA/GC+CC 3 1 4
% 1,9 0,7 2,1

Ucestalosti udruzenih genotipova polimorfizama TNFa -308 G/A i IL6 -174 G/C
grupisanih po dominantnom (GG/GA+AA) i recesivnom (GG+GC/CC) modelu ne
pokazuju statisticki razli¢itu razliku izmedu prematurusa sa hemokulturom potvrdenom

sepsom, klinickom sepsom 1 u kontrolnoj grupi.
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Takode, analizirali smo klinicke karakteristike (GN, PTM, AS 5°, RDS, BPD, IVH,
metabolicka acidoza i ishod le¢enja) u odnosu na udruzene genotipove polimorfizama

grupisanane po dominantnom i recesivnom modelu.

Tabela 23. Klini¢ke karakteristike prematurusa po udruzenim genotipovima polimorfizama

TNFa -308 G/A i IL6 -174 G/C grupisanim po dominantnom i recesivnom modelu

Klinicke

karakteristike GG/IGG+GC GG/CC GA+AA/GG+GC GA+AA/CC  p vrednost

GN* 20044355 28744362  28,00+3.32 28254337 0,873
1216,64 1148,50 1165,47 1079,75
* 1 ] y
PTM +489 63 +485,92 +459 99 +419 54 0,590
AS 5’ 4484251 4284270 4.39+2.42 4504251 0,953
Letalniishod  155/318 24150 46/95 3/8 0,041
% 48,7 48,0 48.4 375 !
RDS 297/318 47/50 91/95 8/8 0733
% 93,4 94,0 95.8 100.0 :
BPD 10/318 3/50 14/95 28 0012
% 6,0 6,0 14.7 250 !
IVH 54/318 5/50 15/95 218 0566
% 17.0 10,0 158 250 !
Mzté‘iz‘;lzlzka 214/318 34/50 72/95 4/8 0281
67.3 68.0 75.8 50,0 !

%

*srednja vrednost * jedna standardna devijacija

Analiza podataka iz tabele 23. pokazala je statisticki znac¢ajnu razliku u uéestalosti
ispoljavanja bronhopulmonalne displazije izmedu grupa udruzenih genotipova za
polimorfizme TNFa -308 G/A i IL6 -174 G/C grupisanih po dominantnom (GG/GA+AA) i
recesivnom (GG+GC/CC) modelu. Ucestalost ispoljavanja BPD je statisticki znacajno veca

kod prematurusa nosioca alela A za TNFa -308 G/A polimorfizam.

Ostale ispitivane klini¢ke karakteristike ne pokazuju statisticki znacajnu razliku u

ispoljavanju u zavisnosti od udruzenih genotipova.
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Tabela 24. Distribucija udruzenih genotipova polimorfizama TNFa -308 G/A i IL1f -511
G/A grupisanih po dominantnom i recesivnom modelu kod prematurusa sa hemokulturom

potvrdenom sepsom, klinickom sepsom i u kontrolnoj grupi.

Kontrolna

TNFa/IL1S Potvrdena sepsa  Klini¢ka sepsa grupa p vrednost
GG+GA/GG 100 83 151
% 66,2 63,4 80,0
GG+GA/GA+AA 10 16 8
% 6,7 12,2 4,2
0,002
AAIGG 39 27 29
% 25,8 20,6 15,3
AA/GA+AA 2 5 1
% 1,3 3,8 0,5

Analiza podataka ucestalosti udruzenih genotipova polimorfizama TNFa -308 G/A i
IL1pB -511 G/A grupisanih po dominantnom (GG/GA+AA) i recesivnom (GG+GA/AA)
modelu (tabela 24.) pokazala je da postoji statisticki znacajno veca ucestalost udruzenih
genotipova koji uklju¢uju AA genotip polimorfizma ILIf -511 G/A (GG/AA i
GA+AA/AA) u grupi prematurusa sa klinickom sepsom.
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Tabela 25. Klini¢ke karakteristike prematurusa po udruzenim genotipovima polimorfizama

TNFa -308 G/A i1 IL1f-511 G/A grupisanim po dominantnom i recesivnom modelu

Klini¢ke
o o GGIGG+GA  GGIAA  GA+AAIGG+GA GA+AA/AA  pvrednost
GN* 29,00+355 28974361 28,94+3 4 2781+1,77 0,825
1206,17 1219,26 1173,26 986,25
PTM* +481.88 +562.35 +£459.70 +388.11 0,583
AS 5% 4514254  3.94+2.56 4464242 3.63+2.39 0,489
Letalni ishod  156/334 23/34 44/95 5/8 0101
% 46,7 67.6 46,3 62,5 '
RDS 310/334 34/34 91/95 8/8
92,8 100,0 95,8 100,0 0,252
21/334 1/34 14/95 2/8
BPD 6.3 29 14.7 250 0,010
54/334 5/34 16/95 1/8
IVH 16,2 14,7 16.8 125 0,983
Metabolicka 220/334 28/34 69/95 7/8 0102
acidoza 65,9 82,4 72,6 87,5 '

*srednja vrednost * jedna standardna devijacija

Analiza podataka iz tabele 25. pokazala je statisticki znacajnu razliku u ucestalosti
ispoljavanja bronhopulmonalne displazije izmedu grupa udruzenih genotipova za
polimorfizme TNFa -308 G/A i IL1f -511 G/A grupisanih po dominantnom (GG/GA+AA) i
recesivnom (GG+GA/AA) modelu. Ucestalost ispoljavanja BPD statisticki je znacajno

veca kod prematurusa nosioca alela A za TNFa -308 G/A polimorfizam.

Ostale ispitivane klini¢ke karakteristike ne pokazuju statisti¢ki znacajnu razliku u

ispoljavanju u zavisnosti od udruzenih genotipova polimorfizama TNFa -308 G/A i IL1p -

511 G/A.

Ucestalosti udruzenih genotipova polimorfizama IL6 -174 G/C i IL1§ -511 G/A
grupisanih po recesivnom modelu kod prematurusa sa hemokulturom potvrdenom sepsom,

klinickom sepsom i u kontrolnoj grupi prikazane su u tabeli 26.
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Tabela 26. Distribucija udruzenih genotipova polimorfizama IL6 -174 G/C i IL1f -511 G/A
grupisanih po recesivnom modelu kod prematurusa sa hemokulturom potvrdenom sepsom,

klinickom sepsom i u kontrolnoj grupi.

IL6/IL1B Potvrdena sepsa  Klini¢ka sepsa K(;?Lrgéna p vrednost
GG+GC/GG+GA 121 99 156
% 80,1 75,6 82,6
GG+GC/AA 10 19 8
% 6,7 14,5 4,2
0,035
CCIGG+GA 18 11 24
% 11,9 8,4 12,7
CCI/IAA 2 2 1
% 1,3 1,5 0,5

Analiza ucestalosti udruzenih genotipova polimorfizama IL6 -174 G/C i IL1f -511
G/A grupisanih po recesivnom modelu (GG+GC/CC i GG+GA/AA) (tabela 26.) pokazala
je da postoji statisticki zna¢ajno veca ucestalost udruzenih genotipova koji ukljuuju AA
genotip polimorfizma IL1f -511 G/A (GG+GC/AA i CC/AA) u grupama prematurusa sa

sepsom.
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Tabela 27. Klinicke karakteristike prematurusa po udruzenim genotipovima

polimorfizama IL6 -174 G/C i IL1p -511 G/A grupisanim po recesivnom modelu

Klinicki

Akl GG+GCIGG+GA GG+GC/AA CCIGG+GA  CCIAA  pvrednost
GN* 29,03+3,52 28704320 28634348 29.10+4,76 0,840
121041 1148,51 1117,08 1370,00
* 1 ]

PTM +483 42 +480.53 +421.31 +910,08 0,430
AS 5% 4,52+2,49 3,81+2,45  4,30+2,64  4,40%£3,13 0,406
Letalni ishod 177/376 24137 23/53 415 0,078

% 471 64.9 43.4 80,0 !
RDS 351/376 37/37 50/53 5/5 0,302

% 93,4 100.0 94,3 100.0 :
BPD 30/376 3/37 5/53 0/5 0,002

% 8.0 7.9% 9.4 0,0 :
IVH 63/376 6/37 7/53 0/5 0708

% 16.8 7.9% 13.2 0,0 !
Mzt;‘(’jglzlgka 255/376 31/37 34/53 4/5 0160

67.8 83.8 64.2 80,0 !

%

Analiza podataka iz tabele 27. pokazala je da nema statisticki znacajne razlike u

ucestalosti ispoljavanja RDS, BPD, IVH i metabolicke acidoze izmedu grupa udruzenih

genotipova za polimorfizme IL6 -174 G/C i IL1f -511 G/A grupisanih po recesivnom

modelu. Ucestalost letalnog ishoda veca je kod prematurusa nosioca udruzenih genotipova

sa AA genotipom IL1f -511 G/A polimorfizma (GG+GC/AA i CC/AA), ali ne dostize

statisti¢ku znacéajnost (p = 0,078).

Ostale ispitivane klini¢ke karakteristike ne pokazuju statisticki znacajnu razliku u

ispoljavanju u zavisnosti od udruzenih genotipova polimorfizama IL6 -174 G/C i IL1f -511

G/A.
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5. DISKUSIJA

Sepsa predstavlja sistemsku bolest koje nastaje kao posledica nekontrolisanog
imunoloskog odgovora organizma izazvanog invazijom patogena na normalno sterilno
tkivo (96). Prevremeno rodena deca su posebno osetljiva na nastnak sepse, pa jedna treéina
prematurusa razvije sepsu (31, 97, 98). Visoka incidenca sepse u populaciji prematurusa
posledica je sloZenih interakcija izmedu imunog sistema majke 1 nezrelog fetalnog imunog
sistema modifikovanog genetickim faktorima fetusa (99, 100, 101). Nivo citokina, kao
glavnih medijatora u patofiziologiji sepse, pokazuje inter individualno variranje koje zavisi
od uzrasta, genetickih faktora 1 faktora sredine (71). U poredenju sa populacijom odraslih
osoba, podaci o aktivaciji, oslobadanju 1 efektu citokina tokom sepse za populaciju

prematurusa su manje poznati.

Da bi se utvrdilo da li polimorfna varjanta predstavlja predispoziciju za ispoljavanje
poremecaja primenjuju se studije asocijacije u kojima se ispituje udruzenost ispitivanog
oboljenja sa odredenim genskim varijantama. Istrazivanja genskih varijanti citokina u
neonatalnoj populaciji su malobrojna, a rezultati tih istrazivanja su nedosledni i ¢esto

kontradiktorni (102, 103).

Nasa studija predstavlja geneti¢ku studiju asocijacije sprovedenu na populaciji
prematurusa koji su bili hospitalizvani na Institutu za neonatolgiju u Beogradu.
Ispitivanjem je bilo obuhva¢eno 471 prematurusa, od toga 256 (54,4%) prematurusa
muskog i 215 (45,6%) prematurusa zenskog pola. Najmanja gestacijska starost na rodenju

prematurusa hospitalizovanih na Institutu bila je 23 nedelje.

Prezivljavanje, odnosno smrtnost, prematurusa stratifikovano po GN prikazano je u
Grafikonu 10. Sa povecanjem gestacijske starosi povecava se verovatnoca prezivljavanja
prevremeno rodene dece. Dobijena ucestalost prezivljavanja prematurusa po GN je
ocekivana i povezana je sa fizioloskim i anatomskim sazrevanjem fetusa tokom
intrauterinog zivota (69). Odnos prezivelih i umrlih se menja u korist prezivelih u grupi

rodenih u 29 GN, $to se poklapa sa poc¢etkom perinatalnog perioda fetusa.
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Grafikon 10. Broj prezivelih/preminulih prematurusa stratifikovano po gestacijskoj starosti na

rodenju (32.)

Istrazivanjem je obuhvaden 151 prematurus, kod kojeg je sepsa potvrdena
hemokulturom i 131 prematurus kod kojeg je hemokultura bila negativna, a sepsa je
dijagnostikovana na osnovu klini¢kih i drugih laboratorijskih pokazatelja. Kontrolnu grupu
¢inilo je 189 prematurusa koji tokom hospitalizacije na Institutu za neonatologiju nisu imali
ni jednu epizodu generalizovane ili lokalne infekcije. Kod ispitivanih prematurusa sa
pozitivnim nalazom hemokulture, gram — negativne bakterije su u 69,7% slucajeva izazvale
sepsu. Najéesci izolovani uzro¢nik bio je Acinetobacter. Kod ¢ak 47,7% prematurusa ova
gram-negativna bakterija je utvrdeni uzro¢nik rane neonatalne sepse. Bakterioloski profil
uzro¢nika neonatalne sepse varira izmedu regiona i populacija i menja se tokom vremena
(104). Brojne studije ukazuju da je gram - pozitivna bakterija Streptococcus grupe B (GBS)

dominantni uzro¢nik ENOS u razvijenim zemljama (20, 105, 106, 107). Medutim,
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epidemioloski trendovi pokazuju smanjenje ucestalosti ovog patogena kao uzro¢nika rane
sepse, sto je rezultat prenatalnog skrininga i primene intrapartalne antibiotske terapije (108,
109, 110). Poslednje tri decenije vrste roda Acinetobacter sp. postale su vazan uzro¢nik
razli¢itih nozokomijalnih infekcija kao Sto su infekcije donjeg respiratrnog trakta, krvotoka,
urinarnog trakta (111). Velika upotreba antibiotika, pre svega preventivnih antibiotskih
tretmana u jedinicama intenzivne nege, stvara mogucénost pojave bakterijske rezistencije.
Prema studiji Cisnerosa i saradnika osetljivost Acinetobakter baumanii na antibiotik
Sirokog spektra imipenem 1991. godine bila je 100%, a ve¢ 2000. godine smanjila se na
50% (112). Neke studije ukazuju na povezanost genitalne infekcije majke vrstom A.
baumanii sa povecanim rizikom od spontanog pobacaja, prevremenih porodaja,
horioamnionitisa i perinatalne smrti (113, 114, 115). Sve veéi broj studija uglavnom sa
bliskog istoka i sa podrucja Azije pokazuje da vrste roda Acinetobacter postaju

predominantni uzro¢nik rane neonatalne sepse u ovim populacijama (116, 117, 118, 119).

Drugi po ucestalosti uzroénik ENOS kod ispitivanih prematurusa je CoNS. Ova
gram-pozitivna bakterija Cesto se navodi kao drugi najées¢i uzro¢nik neonatalne sepse i u
razvijenim zemljama (120, 121). Ucestalost drugih bakterijskih vrsta u indukovanju
neonatalne sepse kod nas$ih ispitanika sli¢na je kao u drugim studijama (20, 21, 122). Za
razliku od drugih istrazivanja, u kojima se Escherichia coli navodi kao drugi po ucestalosti
uzro¢nik EONS-a zajedno sa CoNS (1, 107, 123), u naSoj studiji Escherichia coli je bila
uzro¢nik EONS samo kod jednog prematurusa (0,7%).

Pneumonija je naj¢esc¢a lokalna infekcija koja se javlja kod nasih prematurusa $to je
posledica primarne ekspozicije respiratornog trakta tokom porodaja, a posebno ukoliko se
prvi udah deteta tokom radanja desi intrauterino i dode do aspiracije plodove vode (124).
Koza i sluzokoZa prematurusa su tanje i nepotpuno razvijene u odnosu na terminsko dete,
pa samim tim predstavljaju slabiju barijeru za prodor patogena u organizam. Ostale lokalne
infekcije: meningitis, otitis, gastroenteritis, infekcija urinarnog trakta i nekroti¢ni
enterokolitis, znatno se rede javljaju kod nasih ispitanika, a njihovo zajednicko ucesce u

odnosu na sveukupni broj registrovanih lokalnih infekcija ¢ini nesto manje od 40%.
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S obzirom da nema statisticki znacajne razlike u ucestalosti muskog, odnosno
zenskog pola kod prematurusa sa hemokulturom potvrdenom sepsom, klinickom sepsom i
kontrolne grupe u nasoj studiji, mozemo zakljuciti da pol ne predstavlja faktor rizika za
nastanak rane neonatalne sepse. Medutim, podaci iz literature navode da je muski pol faktor
rizika za EONS, odnosno da se EONS c¢esce dijagnostikuje kod prematurusa muskog pola
(1, 6, 32). Takode, kod ispitivanih prematurusa anomalije nisu faktor rizika za nastanak

EONS.

Statisticki znacajna razlika izmedu ispitivanih prematurusa sa EONS 1 kontrolne
grupe, utvrdena je za vrednosti GN, PTM 1 AS 5’ 1 preZivljavanje. Prematurusi iz kontrolne
grupe imaju statisticki znacajno vise vrednosti GN na rodenju, PTM i1 AS 5’ u odnosu na
prematuruse sa hemokulturom potvrdenom sepsom i one sa klinickom sepsom. Ovakvi
rezultati su u skladu sa dosadasnjim saznanjima da su prematurusi manje GN, PTM na
rodenju 1 AS podloZniji infekciji odnosno ova stanja predstavljaju faktore rizika za
dobijanje neonatalne sepse. Manja gestacijska starost je u direktnoj korelaciji sa telesnom
masom prematurusa, ali 1 sa zreloS¢u 1 efikasnoS¢u imunog sistema da se odbrani od
invazije patogena. Prematurusi rodeni pre 30 GN nemaju razvijen urodeni imuni sistem, a
transmisija maternalnog — pasivnog imuniteta je zna¢ajno manja nego u poslednjem
trimestru (125). Zbog nepotpune fizioloske razvijenosti organskih sistema i neuroloSke
nezrelosti, prematurursi manjih GN dobijaju nize vrednosti AS. (126). AS indirektno

ukazuje i na imunolosku nezrelost, a samim tim i na podloznost infekcijama.

Letalni ishod bio je statisti¢ki znacajno Ce$¢i kod prematurusa sa hemokulturom
potvrdenom sepsom i sa suspektnom sepsom u odnosu na kontrolnu grupu. Ovakav rezultat
potvrduje stanoviste struke da je neonatalna sepsa joS uvek glavni uzrok mortaliteta medu

prevremeno rodenom decom u prvim danima zivota (127, 128).

Respiratorni distres sindrom (RDS) ili hijalinomembranska bolest javlja se zbog
nedovoljne sinteze pluénog surfaktanta, a najvazniji faktor rizika za nastanak RDS-a je
prevremeno rodenje. Ucestalost RDS-a kod prematurusa < 28 GN dostize 80% (126). Ovo
je razlog zasto se RDS javlja podjednako cesto i medu prematurusima koji su imali

potvrdenu/klini¢ku sepsu i onih iz kontrolne grupe, S obzirom da je skoro polovina
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prematurusa u nasoj studiji imalo GN < 28 (srednja vrednost za starost prematurusa ~
29GN).

Ostala dva klinicka faktora: interkranijalna hemoragija Il i IV stepena i
bronhopulmonalna displazija statisti¢ki su znacajno ucestaliji U grupama prematurusa sa
hemokulturom potvrdenom ili samo klinickom sepsom u 0dnosu na grupu prematrusa koji
su ¢inili kontrolnu grupu. Naime, ucestalost pojavljivanja IVH je obrnuto proporcionalna sa
GN, a s obzirom da su sepsi podloZnija deca koja su na rodenju imala manju GN, upravo
kod tih premturusa se ¢eS¢e javlja IVH koja je povezana sa fragilno$¢u kapilara. Ova
pojava je u tesnoj vezi sa asfiksiénim oStecenjima, koja nastaju kao posledica porodajne

traume i naglog porodaja (129).

Incidenca bronhopulmonalne displazije bila je statisticki znacajno visa u grupi
prematurusa sa klini¢ki potvrdenom sepsom 1 hemokulturom potvrdenom sepsom u odnosu
na prematuruse iz kontrolne grupe. Najveéi rizik za razvoj ovog oboljenja imaju
prevremeno rodena deca (< 32GN na rodenju) male PTM (< 1500g). Ova deca radaju se sa
nezrelim plu¢ima u kanalikularnoj 1 sakularnoj fazi razvoja uz Cestu incidencu akutnog
respiratornog problema uzrokovanog RDS-om. Osim toga ¢esto su podvrgnuta intenzivnim
1 invazivnim metodama leCenja koja istovremeno povecavaju rizik od nastanka BPD.
Dodatni faktor rizika za razvoj BPD je prenatalno pokrenuta inflamacija i dejstvo
medijatora inflamacije koji predstavljaju okida¢ za nastanak oSteCenja pluc¢a koje se
nastavljaju nakon rodenja i pra¢ena su mnogobrojnim insultima i s druge strane intenzivnim

procesom konkomitentne reparacije (130).

Vecina laboratorijskih pokazatelja sepse (CRP, broj leukocita, neutrofila, nezrelih
PMN, trombocita, toksi¢nih struktura u PMN, bazni deficit i pH vrednost krvi) pokazuje
statisti¢ki znacajno ¢e$¢e odstupanje od normalnih vrednosti kod prematurusa sa EONS u
odnosu na kontrolnu grupu. S obzirom da su odstupanja ovih hematoloskih pokazatelja od
normalnih vrednosti posledica patofizioloSkog razvoja inflamatornog odgovora organizma,
oc¢ekivano je da ¢e se CeScée javiti kod prematurusa sa EONS u odnosu na kontrolnu grupu
ispitanika. Samim tim Rodwell skor je statistiCki znaajno ¢eS¢e pozitivan u grupama

prematurusa sa hemokulturom potvrdenom 1 kliniCkom sepsom u odnosu na kontrolnu
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grupu. Ovakav trend kod ispitivanih grupa prematurusa pokazao je i pozitivan (>3) T6llner
skor. Osim toga, kod prematurusa sa EONS je statisticki znacajno CeS¢e primenjivana
imunoterapija. Izmedu analiziranih grupa prematurusa nema znacajnog odstupanja od

normalnih vrednosti u broju PMN, kao i u odnosu I:T i odnosu I:M.

U nastanku rane neonatalne sepse vaznu ulogu imaju maternalni faktori rizika, pre
svega infekcije tokom trudnoce 1 hroni¢ne bolesti majke. Medutim, faktore rizika za
nastanak rane sepse neonatusa mogu predstavljati 1 nacin zaceca, na¢in porodaja, kao i da li
je bila u pitanju jednoplodna ili viSeplodna trudnoc¢a. Od posmatranih parametara koji se
odnose na majku 1 trudnocu, statisticki znaCajna razlika izmedu ispitivanih grupa
prematurusa uocava se za: tip zaceca (prirodni/IVF), tip porodaja (vaginalni/carski rez),
patolosku plodovu vodu i patolosku posteljcu, kao i primenu kortikosteroida i
antihipertenziva 1/ili tokolitika u terapiji majki tokom trudnoce. Ucestalost prematurusa
zacetih IVF procedurom u kontrolnoj grupi je statisticki znacajno veca nego u druge dve
grupe prematurusa. Ovo se moze objasniti aktivnijim prac¢enjem toka trudnoce i ve¢im
brojem pregleda i analiza kod Zena koje su trudnocu ostvarile biomedicinski
potpomognutom oplodnjom. Time se redukuju faktori rizika za razvoj rane neonatalne
sepse, adekvatnim terapijskim 1 pravovremenim lecenjem. U naSoj studiji statistiCki
znacajno vec¢i broj prematurusa u kontrolnoj grupi je roden carskim rezom. Ovo je
oCekivano i u skladu sa podacima iz literature, koji ukazuju da se transmisija
mikroorganizama sa majke na dete uglavnom desSava tokom prolaska bebe kroz porodajni

kanal (19, 131).

Patolosko stanja plodove vode se prema rezultatima naSe studije najéesce sreée u
grupi prematurusa sa hemokulturom potvrdenom sepsom. S druge strane patoloska

posteljica je znacajno rede uocena kod majki prematurusa sa klinickom sepsom.

Poznato je da antenatalna primena kortikosteroidne terapije do 34 GN znacajno
redukuje incidencu RDS i IVH, samim tim i mortalitet prematurusa (132, 133). Mehanizam
delovanja terapije kortikosteroidima ukljucuje povecanje fetalne produkcije kortikosteroida
i povecanu ekspresiju glukokortikoidnih receptora, sto ubrzava sazrevanje pneumocita tip

II, povecava produkciju pluénog surfaktanta i alveolizaciju respiratornog sistema (134,
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135). Statisticki je znacajno veéi broj prematurusa iz kontrolne grupe ¢ije su majke tokom
trudno¢e primile antenatalnu kortikosteroidnu terapiju nego u grupi prematurusa sa
hemokulturom potvrdenom odnosno klinickom sepsom. Nasi rezultati ukazuju da
antenatalna primena kortikosteroida ima protektivnu ulogu na nastanak sepse kod
prematurusa. Ovo mozemo objasniti uspeSnosc¢u primenjene kortikosteroidne terapije koja
ubrzava sazrevanje pluc¢a pa se kod prematurusa ¢ije su majke primile terapiju rede se
efektu antenatalne steroidne terapije na intrauterinu infekciju, kao S§to su rezultati meta
analize Been i saradnika pokazuju da antenatalni steroidi smanjuju nepovoljan neonatalni

ishod nakon prevremenog porodaja povezanog sa horioamnionitisom (136).

Samo antihipertenzivnu ili samo tokoliticku terapiju su znatno ¢eS¢e primale majke
prematurusa iz kontrolne grupe. Ove terapije su indikovane u stanjima majke koja
predstavljaju faktore rizike za prevremeni porodaj (137). Medutim, terapiya i
antihipertenzivima i tokoliticima istovremeno, podjednako je primenjivana kod majki u sve

tri grupe prematurusa.

Studijom je utvrdeno da starost majke i viSeplodna trudnoca su bili faktori rizika za
nastanak EONS-a u naSoj ispitivanoj grupi prematurusa. Takode, nije uocena razlika u
ucestalosti primene antibiotske terapije izmedu majki prematurusa sa sepsom i1 majki

prematurusa kontrolne grupe.

TNFa proizvode mononukleari placente i fetalne Kupferove Celije kao odgovor na
stimulaciju PAMP-a i LPS-a tokom drugog i tre¢eg trimestra intrauterinog zivota (138,
139). Prematrurusi rodeni pre 30 GN trudnoce imaju smanjenu LPS stimulisanu produkciju
i sekreciju TNFo u odnosu na terminske neonatuse odnosno odrasle osobe (140). Neka
istrazivanja ukazuju na znacajno smanjenu produkciju ovog medijatora od strane monocita
krvi iz pupCane vrpce (141-144). Smanjenu produkciju pokazuju i kultivisani monociti i
makrofagi iz krvi pupcanika neonatusa nakon LPS stimulacije u odnosu na isti tip ¢elija
odraslih osoba (141, 145). Usled ovakve fetalne produkcije TNFa, koji ima prominentnu
ulogu u indukciji imunog odgovora, o¢ekivano je ve¢a podloZznost neonatusa i prematurusa

infekcijama, a posebno osetljivu grupu ¢ine ekstremno nezreli prematurusi.
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Brojna istrazivanja ukazuju da genski polimorfizmi u TNFa genu uticu na
osetljivost i otpornost na infekciju (146, 147, 148). Podacima iz baze podataka Nacionalnog
centra za biotehnoloske informacije (eng. National Centar for Biotechnology Information —
NCBI) (149) o ucestalosti alela u globaloj, pojedinim humanim populacijama i nasoj grupi

prematurusa tabelarno su prikazani u sledecoj tabeli:

Tabela 28. Ucestalosti alela i genotipova TNFa -308 G/A polimorfizma u globalnoj, ve¢im

humanim populacijama i nasoj studiji

Populacija G A GG GA AA
Globalna populacija 0,88 0,12 0,83 0,16 0,01
Evropska 0,84 0,16 0,74 0,25 0,01
Isto¢no Azijska 0,92 0,08 0,89 0,11 0,00
Americka 0,94 0,06 0,86 0,13 0,01
Africka 0,88 0,12 0,77 0,22 0,01
Srbija — prematurusi 0,89 0,11 0,78 0,21 0,01

Nasa studija je pokazala da ucestalosti alela TNFa -308 G/A polimorfizma u
ispitivanoj populaciji prematurusa ne odstupa od ucestalosti alela u globalnoj populaciji.
Sli¢nosti u ucestalosti genotipova ovog polimorfizma uocene su izmedu nase studije i
evropske populacije (tabela 28.) Podaci o ucestalosti genotipova u opstoj i populacijama

razli¢itih kontinenata preuzeti su iz Ensembl baze podataka (150).

U na$oj studiji, prematurusi nosioci redeg alela A (AA i GA) za TNFa -308 G/A
varijantu su podlozniji ranoj neonatalnoj sepsi. Svi nosioc AA genotipa razvili su EONS.
Ispitivanjem nakon udruzivanja genotipova po dominantnom modelu (GG/GA+AA),
potvrdeno je da su prematurusi sa sepsom statistiCki znacajno CeS¢e nosioci alela A u
odnosu na kontrolnu grupu. Neka istraZzivanja ukazuju da upravo alel A, koji se jo$

obelezava 1 kao TNF2, moZe biti povezan sa znafajnim povecanjem nivoa transkripcije
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TNFa (83, 151, 152). Povecana sinteza i oslobadanje TNFa u akutnoj fazi inflamatornog
odgovora pokrece oslobadanje ostalih proinflamatornih citokina, amplifikuju¢i inflamatorni
odgovor (153). U slucaju fetalnog inflamatornog odgovora ova prekomerna produkcija
citokina lako moze dovesti do oste¢enja krhkih fetalnih tkiva i komplikacija povezanih sa

sepsom.

Studije koja su ispitivale povezanost ovog polimorfizma TNFa sa nastankom
neonatalne sepse su malobrojne, a njihovi rezultati su kontradiktorni. Hartela i saradnici,
ispitivanjem dve velike kohortne studije, koje su obuhvatile 2870 VLBW prematurusa
pokazali su da ne postoji povezanost TNFa -308 G/A polimorfizma sa hemokulturom
potvrdenom sepsom kod ovih prematurusa (154). Suprotno nasim rezultatima, istrazivanje
Allama i saradnika na terminskim neonatusima pokazalo je povezanost G alela ovog
polimorfizma sa EONS (155). Do sli¢nog rezultata dosla je i Srinivasan sa saradnicima u
svojoj meta analizi na neonatusima, ukazavsi da nosioci GG genotip TNFa -308 G/A
polimorfizma pokazuju trend povecanog rizika od sepse (156). Meta analiza Wanga i
saradnika u kojoj su objedinjeni rezultati 34 publikacije sa ukupno 12284 ispitanika ukazala
je da genotipovi TNFa -308 G/A polimorfizma udruzeni po dominantnom modelu
doprinose riziku od sepse i seprtickog Soka kod kavkazoidnih ispitanika. Nasi rezultati su u
skladu sa navedenom meta analizom uz napomenu da je ona obuhvatala ispitanike razli¢itih
starosnih grupa, odnosno samo 4 studije na neonatusima koje su zajedno doprinele studiji
sa 3279 ispitanika (157). Kontradiktorni rezultati istraZivanja na prematurusima mogu biti
posledica razlika u dizajnu studija, etnicke pripadnosti ispitanika kao 1 male veli¢ine

uzorka.

Ispitivali smo da li TNFa-308 G/A polimorfizam utice na smrtnost od rane sepse
medu prematurusima sa sepsom (hemokulturom potvrdenom i klinickom sepsom). Nasi
rezultati su pokazali da ovaj polimorfizam ne predstavlja faktor rizika za mortalitet od rane
neonatalne sepse kod prematurusa. Nije uocena statistiCki znacajna razlika u ucestalosti
alela i genotipova TNFa -308 G/A polimorfizma kao i udruzenih genotipova po
dominantnom modelu izmedu prematurusa sa sepsom koji su hospitalizaciju na Institutu za

neonatologiju zavr$ili u dobrom opsStem stanju ili smrtnim ishodom. Do istog zakljucka
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dosli su i Wang sa saradnicima u svojoj meta analizi (157). Nasuprot nas$im rezultatima,
Hedberg sa saradnicima pokazao je u svom istrazivanju jaku povezanost GA i AA

genotipova sa smrtnos¢u od neonatalne sepse (158).

Nadalje smo hteli da utvrdimo da li polimorfizam TNFa -308 G/A utic¢e na klinicke
karakteristike, GN, PTM i AS ’5 u nasoj grupi prematurusa. Rezultati sprovedenih analiza
pokazuju da nema statisticki znacajne razlike u srednjim vrednostima GN, PTM 1 AS’5
izmedu prematurusa sa razli¢itim TNFa -308 G/A genotipovima, kao i izmedu prematurusa
sa genotipovima grupisanim po dominantnom modelu. Ipak, uofava se da su srednje
vrednosti GN, PTM 1 AS ’5 najniZe u grupi prematurusa koji su AA homozigoti. Analizom
svih prematurusa u na$oj studiji uoc¢eno je da TNFa -308 G/A genotip kao nezavistan faktor
nije uticao na letalni ishod. Takode, ucestalost prematurusa kod kojih je dijagnostikovan
RDS, IVH 1 metaboli¢ka acidoza bila je priblizno ista u sve tri grupe genotipa. Razlike u
ucestalosti pracenih klini¢kih faktora nisu uocene i nakon grupisanja genotipova. Ovakav
rezultat nam ukazuje da genotip ne uti€e na razvoj RDS, IVH 1 metabolicke acidoze u nasoj
grupi prematurusa. Studije koje ispituju uticaj genskih varijanti na pojavu RDS su
malobrojne. RDS se veoma Cesto registruje kod prematurusa Sto je posledica fizioloSke
nezrelosti organizma 1 nemogucénosti sintetisanja surfaktanata. U novijoj studiji, na
populaciji prematurusa iz Irana, dobijeni su rezultati koji su u skladu sa nasim 1 ukazuju da
TNFa -308 G/A polimorfizam ne predstavlja faktor rizika za razvoj RDS-a (159). Nasi
rezultati o uticaju ovog polimorfizma na pojavu IVH kod prematurusa u skladu su sa
drugim istrazivanjima i istiCu da isti ne predstavlja faktor rizika za razvoj IVH (160, 161).
Statisticki visoko znacajna razlika uoCava se u ucestalosti ispoljavanja BPD izmedu
prematurusa sa razli¢itim TNFa -308 G/A genotipom, $to se potvrduje i dominantnim
modelom. Nosioci A alela imaju vece Sanse da razviju ovo hroni¢no obolenje pluca.
Ovakvi rezultati su oCekivani s obzirom da u osnovi BPD lezi hroni¢ni inflamatorni proces,
a veca produkcija TNFa koja se javlja kod nosioca A alela doprinosi pojacanom
inflamatornom odgovoru, intenzivnijoj hemotaksi neutrofila koji posreduju u ostecenju
endotela, inhibiciji surfaktanata i oslobadanju elastaze, enzima koji dodatno ostecuje nezno

pluéno tkivo prematurusa. Za razliku od naSeg istraZivanja, ne tako jaka povezanost ovog
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polimorfizma sa BPD kod prematurusa pokazana je u meta analizi Chauhana i saradnika
(162). U studiji na VLBW prematurusima Kazzi sa saradnicima ne nalazi bilo kakvu
povezanost TNFoa -308 G/A polimorfizma sa ispoljavanjem BPD, ukazuju¢i da bi
polimorfizam TNFa -238 G/A mogao uticati na smanjenje rizika od BPD (163).

Na osnovu deskriptivnih podataka i nacinjenih statistickih testova, identifikovane su
one varijable koje su se statisticki zna€ajno razlikovale izmedu ispitivanih grupa
prematurusa i koje su, uz genotip, predstavljale dodatne faktore rizka za nastanak sepse. Za
nase ispitanike ti faktori su: GN, PTM, AS i tip porodaja. Ove varijable su ukljuene u
regresioni logisti¢ki model kao nezavsne varijable. Logisticka regresiona analiza pokazala
je da je A alel TNFa -308 G/A polimorfizma nezavisan faktor rizika za nastanak sepse
ispitivanih prematurusa, a da su GN, PMN, AS’S i carski rez dodatni faktori rizika za
nastanak EONS-a.

Ispitivali smo da i postoji povezanost TNFa -308 G/A polimorfizma sa
odstupanjima od normalnih vrednosti laboratorijskih parametara, povisenim Rodwel-ovim i
Tollner-ovim skorom i primljenom imunoterapijom. Laboratorijski parametari koji su
pokazali povezanost sa ovim polimorfizmom su trombocitopenija i poviseni CRP. Kod svih
prematurusa sa AA genotipom registrovana je trombocitopenija, ali i EONS. Prematurusi
nosioci GA i AA genotipa statisticki znacajno ¢e$¢e imaju poviSene vrednosti CRP.

Kako su rezultati naseg istrazivanja pokazali, A alel predstavlja faktor rizika za
razvoj rane sepse kod prematurusa, te je o¢ekivano da se kod ovih prematurusa registruje i
trombocitopenija kao posledica intenzivnog inflamatornog odgovora izazvanog jacom
ekspresijom TNFa kod nosioca A alela. Nasi rezultati u skladu su sa rezultatima studije
koja je sprovedena na 824 odrasla pacijenta iz populacije kavkazoida Velike Britanije
(164). Studije asocijacije ovog polimorfizma i trombocitopenije kod prematurusa nisu
radene.

Nema istraZivanja koja bi pratila povezanost polimorfizma TNFa -308 G/A sa
nivoom CRP kod prematurusa. Kazemi sa saradnicima je ispitivao znacaj ovog
polimorfizma za razvoj ishemijske bolesti srca koja predstavlja hroni¢an inflamatorni

proces (165). Autori su u studiji pratili povezanost ovog polimorfizma sa
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antropometrijskim i biohemijskim karakteristikama pacijenata. Suprotno nasim rezultatima
ova studija je pokazala da su nosioci genotipa AA u kontrolnoj grupi i grupi pacijenata sa
<50% opstrukcije u najmanje jednoj koronarnoj arteriji imali statistiCki znacCajno vise
vrednosti CRP-a. Ovakva relacija izmedu genotipa i nivoa CRP-a nije uoCena u grupi
pacijenata sa >50% opstrukcije koronarne arterije.

NaSa studija nije utvrdila povezanost TNFa -308 G/A polimorfizma sa
karakteristikama koji se odnose na trudnocu: tip zaceca, tip porodaja, stanje plodove vode i
posteljice u trenutku radanja, antibiotskom i kortikosteroidnom terapijom koju je majka
primala tokom trudnoce.

Plejotropni interleukin 6 pod LPS stimulacijom pocinje da se proizvodi ve¢ u
trinaestoj nedelji od zafeta u fetalnim Kupferovim celijama (138). Brojne studije su
potvrdile da tokom intrauterine infekcije monociti fetusa vrSe intenzivnu produkciju ovog
citokina (140, 144, 166, 167, 168). U studiji na terminskim neonatusima, Angelone sa
saradnicima je pokazao da je LPS stimulisana proizvodnja IL6 u krvi iz pupcanika visa
nego u perifernoj krvi odraslih osoba. Studije kod prematurusa su pokazale znac¢ajno nizu
produkciju ovog inflamatornog medijatora Sto doprinosi vecoj osetljivosti ove populacije
prema bakterijskim infekcijama (167, 169, 170).

Nekoliko studija koje su ispitivale uticaj polimorfizma IL6 -174 G/C na gensku
ekpresiju pokazalo je da je C alel povezan sa pove¢anom produkcijom IL6 (85, 86, 87). U
tabeli 29. prikazane su ucestalosti alela i genotipova polimorfizma IL6 -174 G/C za humanu
populaciju globalno, populacije kontinenata i naSe ispitanike. Podaci o ucestalosti alela
preuzeti su iz baze podataka NCBI (149), a o ucestalosti genotipova u opstoj i populacijama

kontinenata preuzeti su iz Ensembl baze podataka (150).

Ovaj genski polimorfizam pokazuje velika medupopulaciona variranja kako u
ucestalosti alela tako i u u€estalosti genotipova. Ucestalost ¢esc¢eg G alela se krece od 0,99
u isto¢noazijskoj populaciji pa do 0,54 u evropskoj populaciji. Vrednosti ucestalosti alela u
naSoj grupi ispitanika najblize su podacima o humanoj globalnoj populaciji. Distribucija

ucestalosti genotipova u nasoj grupi prematurusa najsli¢nija je onoj u evropskoj populaciji.
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Najvecu razliku u ucestalostima alela i genotipova pokazuje isto¢noazijska populacija u

odnosu na sve druge predstavljene u tabeli 29.

Tabela 29. Ucestalosti alela i genotipova IL6 -174 G/C polimorfizma u globalnoj,

ve¢im humanim populacijama i nasoj studiji

Populacija G C GG GC CC
Globalna populacija 0,68 0,32 0,76 0,19 0,05
Evropska 0,54 0,46 0,36 0,45 0,19
Isto¢no Azijska 0,99 0,01 0,99 0,01 0,00
Americka 0,82 0,18 0,67 0,29 0,04
Africka 0,92 0,08 0,96 0,03 0,01
Srbija — prematurusi 0,66 0,34 0,44 0,44 0,12

Povezanost IL6 -174 G/C polimorfizma sa nastankom rane neonatalne sepse u nasoj
studiji nije uocena. Distribucija alela i genotipova bila je ujednacena izmedu grupa
prematurusa sa hemokulturom potvrdenom, odnosno klinickom sepsom i grupi prematurusa
bez sepse. IL6 je vazan medijator akutne faze infekcije i1 glavni induktor sinteze CRP u
jetri. Veoma rano po aktivaciji imunog odgovora ovaj medijator dostize visoke serumske
vrednosti Sto ga ¢ini dobrim markerom sepse visokog stepena osetljivosti i specificnosti
(171). Brojna istraZivanja na pedijatrijskoj i neonatalnoj populaciji ukazuju na povezanost
ovog polimorfizma sa nastankom, tokom i ishodom sepse (172, 173, 174, 175, 176) sto je
suprotno naSim rezultatima. Ipak, u dve meta analize koje su istraZivale znafaj ovog
polimorfizma na nastanak EONS-a, povezanost nije utvrdena $to je u skladu sa nasim
rezultatima (171, 177).

Nije pronadena veza IL6 -174 G/C polimorfizma sa letalnim ishodom od sepse u
grupi septiénih prematurusa. Nije uocena razlika u ucestalosti alela 1 genotipova izmedu
prematurusa sa sepsom koji su hospitalizaciju na Institutu za neonatologiju zavrsili u

dobrom opstem stanju ili smrtnim ishodom. Suprotno nasim rezultatima, meta analiza koja
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obuhvata 20 studija, od kojih je 9 sa pedijatrijskim pacijentima, utvrdila je da postoji
moguca povezanost izmedu IL6 -174 G/C polimorfizma i mortaliteta izazvanog sepsom

(nakon Bonferoni korekcije dobijena statistiCka znacajnost nije potvrdena) (178).

Razli¢iti rezultati istrazivanja o uticaju IL6 -174 G/C polimorfizma na nastanak i
ishod neonatalne sepse mozgu biti posledica razlika u dizajnu studija, etnicke pripadnosti

ispitanika kao i malog broja ispitanika.

Nije pronadena povezanost IL6 -174 G/C polimorfizma sa klinickim faktorima koje
smo pratili: RDS, BPD, IVH i metabolickom acidozom. U svim grupama genotipova
vrednosti GN, PTM i AS ’5 su bile sli¢ne. Takode, povezanost nije pronadena ni sa
letalnim ishodom prematurusa u ukupnoj grupi ispitivanih prematurusa. Literaturni podaci
ukazuju na povecani nivo IL6 kod prevremeno rodene dece sa BPD-om (179, 180, 181).
Medutim, skorasnja studija Szpecht-a i saradnika nije potvrdila vezu izmedu IL6 -174 G/C
polimorfizma i BPD-a u Poljskoj populaciji prematutusa GS na rodenju <32 nedelje (182),

Sto je u skladu sa rezultatima nase studije.

Ispituju¢i povezanost ovog inflamatarnog medijatora sa intraventrikularnom
hemoragijom i periventrikularnom leukomalacijom kod prematurusa, Heep i saradnici su
zakljucili da serumski IL6 moZe biti dobar rani marker hemoragije, s obzirom da je
poviseni serumski nivo ovog medijatora povezan ne samo sa povisenim rizikom od IVH
ve¢ i sa stepenom IVH kod prematurusa <28 GN (183). Gopel sa saradnicima u svojoj
studiji na 1206 VLBW prematurusa (<15009) nije utvrdio asocijaciju IL6 -174 G/C
polimorfizma sa sepsom i IVH (184). Navedeni rezultati u skladu su sa rezultatima naSeg
istrazivanja u kojem smo utvrdili da ovaj polimorfizam nije faktor rizika za nastanak sepse,
RDS-a, BPD-a i IVH-a kod prematurusa.

Nadalje, istrazivali smo da li postoji povezanost polimorfizma IL6 -174 G/C sa
odstupanjima od normalnih vrednosti laboratorijskih parametara, povisenim Rodwel-ovim i
Toéllner-ovim skorom i primljenom imunoterapijom. Rezultati naseg istrazivanja pokazali
su da od svih gore navedenih parametara ovaj polimorfizam pokazuje asocijacijaciju samo

sa pojavom toksi¢nih struktura u PMN. Kod nosioca CC genotipa toksi¢ne strukture u
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PMN statisticki znaCajno ceS¢e su uocavane U odnosu na druga dva genotipa. Ova
statisticki znaCajna razlika odrzala se i nakon grupisanja genotipova po recesivnom modelu.
Naime, iako ova karakteristika PMN ulazi u sastav hematoloskog sistema bodovanja za
utvrdivanje infekcije, zasebno samo ova karakteristika nema dovoljno znacaja da ukaze na

genotip koji predstavlja faktor rizika za nastanak sepse.

Distribucija prematurusa koji su zaceti IVF kao i onih koji su rodeni carskim rezom
ujednacena je u pojedina¢nim IL6 -174 G/C i udruzenim genotipovima po recesivhom
modelu. Takode, nema razlike u distribuciji prematurusa kod kojih je tokom rodenja
utvrdena patoloSka plodova voda, odnosno patoloSka posteljica u odnosu na genotipove po
kodominantnom ili recesivnom modelu. Ujednacena je 1 uCestalost prematurusa ¢ije su
majke tokom trudnoce primale kortikosteroidnu terapiju u odnosu na genotipove IL6 -174
G/C polimorfizma. Jedina statisti¢ki znacajna razlika uo¢ena je u ucestalosti prematurusa
¢ije su majke primale antibiotsku terapiju tokom trudnoc¢e u odnosu na genotip 1 to samo
posle grupisanja po recesivnom modelu. Prematurusi ¢ije su majke tokom trudnoce primale

antibiotsku terapiju statisti¢ki znac¢ajno ¢esce su bili nosioci CC genotipa.

Poput predhodna dva citokina 1 IL1B proizvode fetalne Kupferove celije kao
odgovor na stimulaciju LPS-om tokom intrauterinog razvoja (138). IL1p ima klju¢nu ulogu
u otpocinjanju inflamatornog odgovora indukujuéi sintezu ostalih medijatora inflamacije,
kao 1 u patogenezi sepse i1 septiCkog Soka stimuliSu¢i proizvodnju klju¢nih medijatora
vazodilatacije: prostaglandina i azot oksida (185). Osim toga, ovom medijatoru se pripisuje

vazna uloga U tezini i ishodu sepse (171).

Brojne studije potvrdile su da je nestimulisana produkcija IL1 od strane monocita iz
krvi pupc€anika terminske ali i prevremeno rodene dece na nivou produkcije kod odraslih
zdravih jedinki (186, 187, 188, 189). Srugo je sa svojim saradnicima utvrdio da kod
prematurusa sa bakterijskom sepsom monocitna produkcija IL1 niza tokom akutne faze
infekcije, uz naknadno povecanje tokom oporavka (190). S druge strane, LPS stimulisani
neutrofili iz krvi pupcanika imaju znafajno povecanu ekspresiju IL1 u poredenju sa
neutrofilima odraslih jedinki (191). lako neutrofili tokom akutne faze inflamatornog

odgovora primarno funkcioniSu kao brze efektorske ¢elije sa malom imunoregulatornom
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funkcijom, ovakva njihova osobina u neonatalnom imunoloskom sistemu moze biti od

velike vaznosti u smislu pojacavanja ranog odgovora na infekciju.

Literaturni podaci ukazuju da genske varijante u /LIf genu mogu uticati na
nastanak i patogenezu sepse (71, 192). Pociot i saradnici identifikovali su polimorfno
mesto u promotorskom regionu /L1 -511 G/A (rs16944) i utvrdili na osnovu svog
istrazivanja da nosioci AA genotipa sekretuju znacano vise ILIB u odnosu na
heterozigote, koji pak sekretuju vise IL1p u odnosu na nosioce GG genotipa (193). U
kasnijem istrazivanju Chen sa saradnicima je doSao do Saznanja da A alel uti¢e na malo
povecanje transkripcione aktivnosti gena /LIf ali u kombinaciji sa T alelom ILi1p -31
CIT (rs1143627) (194).

Distribucija alela i genotipova /L1 -511 G/A polimorfizma u globalnoj i ve¢im

humanim populacijama prikazana je u tabeli 30.

Tabela 30. Ucestalosti alela i genotipova /L1 -511 G/A polimorfizma u globalnoj, ve¢im

humanim populacijama i nasoj studiji

Populacija G A GG GA AA

Globalna populacija 0,58 0,42 0,25 0,48 0,27
Evropska 0,65 0,35 0,43 0,45 0,12
Istocno Azijska 0,56 0,44 0,29 0,49 0,22
Americka 0,44 0,56 0,23 0,44 0,033
Africka 0,46 0,54 0,18 0,32 0,50
Srbija — prematurusi 0,68 0,32 0,46 0,45 0,09

Ucestalosti alela i genotipova u nasoj studiji najsli¢nija je distribuciji u evropskoj
populaciji. Ucestalosti genotipova ovog polimorfizma pokazuju znacajna medupopulaciona
variranja od 0,12 do 0,5 za homozigotne nosioce alela A (150). Medupopulaciona variranja

u distribuciji alela manje su izrazena (149).
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Rezultati nase studije su pokazali da /L1 -511 G/A polimorfizam utiCe na nastanak
sepse kod prevremeno rodene dece. Statisticki znacajna razlika uocava se na sva tri prac¢ena
nivoa: alelskom, pojedina¢nim i udruZzenim genotipovima po recesivnom modelu
(GG+GA/AA). Nosioci genotipa AA statistiCki se znacajno ¢eS¢e javljaju medu
prematurusima sa sepsom, ukazujuéi na to da je alel A povezan sa nastankom sepse. Ova
razlika u ucestalosti AA genotipa izrazenija je izmedu grupe prematurusa sa klinickom
sepsom i kontrolne grupe nego grupe prematurusa sa hemokulturom potvrdenom sepsom i
kontrolne grupe prematurusa. Logisticka regresiona analiza potvrdila je da je A alel
polimorfizma IL1p -511 G/A nezavisan faktor rizika za nastanak sepse u nasoj grupi
prematurusa, a da GN, PMN, AS’5 i carski rez predstavljaju dodatni faktori rizika za
nastanak EONS-a.

Brojne studije koje su ispitivale funkcionalnost ovog polimorfizma nisu uspele da
pronadu vezu izedu /LIS -511 G/A i neonatalne sepse (7, 195, 196, 197). Medutim, u
skorasnjoj studiji na adultnim pacijentima koji su bili podvrgnuti ve¢em operativnom
zahvatu, Jiménez-Sousa sa saradnicima je uspela da pronade asocijaciju AA genotipa IL1f
-511 G/A sa septickim Sokom, ali i sa smrtnim ishodom kod ovih pacijenata (198).
Navedeni nalazi u skladu su sa rezultatima naseq istrazivanja na prematurusima u kome je
uoc¢ena povezanost genotipa AA ne samo sa nastankom EONS-a, ve¢ i sa letalnim ishodom
u grupi prematurusa kod kojih je dijagnostikovana sepsa. Ova povezanost genotipa AA i
letalnog ishoda kod septi¢nih prematurusa postala je jo$ izrazenija u naSem uzorku nakon
udruzivanja genotipova po recesivnom modelu. Znacajnost se nije izgubila ni poSto smo
ispitivanje asocijacije polimorfizma na letalni ishod prosirili na kompletnu grupu ispitanika
(tabela 19). Logisticka regresiona analiza potvrdila je da je A alel ILIf -511 G/A
polimorfizma nezavisan faktor rizika za letalni ishod kod prematurusa sa sepsom. Ovom
analizom utvrdili smo da GN, PMN, AS’5 i carski rez predstavljaju dodatne faktore rizika
za letalni ishod od rane neonatalne sepse kod prematurusa sa sepsom. Druge studije koje su
se bavile ispitivanjem prematurusa nisu dale ovakve rezultate o uticaju /L1 -511 G/A
polimorfizma na ishod sepse. Razlike u rezultatima istraZivanja mogu se objasniti

razlikama u dizajnu studija, etni¢ke pripadnosti ispitanika kao i mali broja ispitanika.
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U svim grupama genotipova /LIf -511 G/A, vrednosti GN, PTM i AS ’5 bile su
ujednacene tako da nije utvrdena statisticki znacajna razlika srednjih vrednosti pracenih
karakteristika prematurusa u zavisnosti od genotipa. U nasem istrazivanju nisu uocene
razlike u ucestalosti prematurusa kod kojih je dijagnostikovan RDS, IVH i BPD u
zavisnosti od genotipa. Baier je u svom opseznom istrazivanju na 215 VLBW prematurusa
utvrdio da je A alel faktor rizika za nastanak IVH (199). Ryckman sa saradnicima je
ispitivao uticaj drugog polimorfizma /L1 -31 C/T na nastanak 1VH kod prematurusa, a
njihovi rezultati su pokazali da je C alel, odnosno CC genotip ovog polimorfizma faktor
rizika za nastanak hemoragije 111 i IV stepena kod prematurusa (200). Izmedu ova dva
polimorfizma u /LI promotorskom regionu postoji snazna gametska neravnoteza (engl.
Linkage Disequilibrium — LD). Nema istrazivanja o asocijaciji /L1 -511 G/A plimorfizma
sa RDS-om i BPD-om kod prematurusa. Szpecht sa saradnicima je u svojoj studiji na
prematurusima (<32 GN na rodenju) ispitivao asocijaciju /L1 +3953 C/T polimorfizma i

BPD-a, ali rezultati nisu pokazali povezanost ovog polimorfizma sa BPD-om (182).

Istrazivanjem smo uspeli da utvrdimo asocijaciju AA genotipa ILIf -511G/A
polimorfizma grupisanog po recesivnhom modelu sa metabolickom acidozom u nasoj grupi

prematurusa.

Istrazivali smo povezanost polimorfizma LIS -511 G/A sa odstupanjima od
normalnih vrednosti laboratorijskih parametara, poviSenim Rodwel-ovim i Tollner-ovim
skorom i primljenom imunoterapijom. NasSe istraZivanje nije pokazalo povezanost ni jednog

od pracenih parametra sa genotipovima /L1f -511 G/A polimorfizma.

U nasoj studiji nosioci razli¢itih /L1 -511 G/A genotipova su imali istu sansu da
budu zaceti IVF. Nosioci GA genotipa statisticki ¢eS¢e su radani carskim rezom (granica
statisticke znacajnosti p = 0,05). Takode, nema razlike u ucestalosti ispoljavanja patoloSke
plodove vode, odnosno patoloske posteljice u zavisnosti od /LI -511 G/A genotipa
prematurusa. Ujednadena je i ucestalost prematurusa ¢ije su majke primale antibiotsku,
odnosno Kortikosteroidnu terapiju tokom trudno¢e u svim grupama [LIf -511 G/A

genotipova.
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6. ZAKLJUCCI

U ispitivanom uzorku od 471 prematurusa, srednja vrednost GN, PTM i AS ’°5 kod
prematurusa sa ranom sepsom bila je statisticki znacajno niza u odnosu na prematuruse iz
kontrolne grupe. Letalan ishod je statisticki znacajno ¢e$¢i kod prematurusa sa sepsom.
Prematurusi sa sepsom statisticki znac¢ajno ¢eS¢e Su rodeni iz spontano zacetih trudnoca
koje su zavrSene vaginalnim porodajem. Majke prematurusa sa sepsom statisticki rede su
primale kortikosteroidnu i antihipertenzivnu terapiju tokom trudnoée. Terapija
antibioticima tokom trudnoce nije uticala na nastanak rane neonatalne sepse. NajceSc¢i

uzro¢nik rane neonatalne sepse u nasoj populaciji bile su vrste roda Acinetobacter.
Ispitivanje TNFa -308 G/A polimorfizma pokazalo je:

e da je ucestalost GG genotipa 78,1%, heterozigota GA 20,8% i AA genotipa 1,1%.
Ucestalost G alela je 88,5% a A alela 11,5%

e da je alel A faktor rizika za nastanak rane neonatalne sepse kod prematurusa.

e Jogistickom regresionom analizom sa GN, PTM 1 AS ’5 kao kovarijatama potvrdena
je statisticki znaCajna povezanost GA+AA genotipova sa hemokulturom
potvrdenom 1 klini¢kom sepsom.

e da ovaj polimorfizam ne uti¢e na letalan ishod prematurusa od EONS-a

e da je AA genotip kod prematurusa faktor rizika za nastanak BPD

e da je AA genotip prematurusa povezan sa trombocitopenijom

e da su prematurusi sa GA i AA genotipovima imali poviSene vrednosti CRP

Ispitivanje IL6 -174 G/C polimorfizma pokazalo je:

e da je ucestalost GG genotipa 43,7%, heterozigota GC 44,0% i CC genotipa 12,3%.
Ucestalost G alela je 65,7% a C alela 34,3%

e da nema asocijacije ovog polimorfizma sa nastankom EONS-a kod prematurusa u
nasoj populaciji

e da ovaj polimorfizam nije asociran sa letalanim ishodom prematurusa od EONS-a
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e da nema asocijacije ovog polimorfizma sa RDS, BPD, IVH i metabolickom
acidozom

e da se kod nosioca CC genotipa statisticki ¢esce javljaju toksi¢ne strukture u PMN

Ispitivanje IL1f -511 G/A polimorfizma pokazalo je:

e da je ucestalost GG genotipa 45,7%, heterozigota GA je 45,4% i AA genotipa 8,9%.
Ucestalost G alela je 68,4% a A alela 31,6%

e da je ucestalost AA genotipa statistiCki znaCajno veta u grupi prematurusa sa
klinickom sepsom

e logistickom regresionom analizom sa GN, PTM i AS ’5 kao kovarijatama potvrdena
je statisticki znacajna povezanost AA genotipa sa nastankom sepse.

e da je AA genotip faktor rizika za letalni ishod od EONS-a kod prematurusa

e logisticCkom regresionom analizom koja je uklju¢ivala PTM i GN kao kovarijate
potvrdena je statisti¢ki znacajna povezanost AA genotipa sa letalnim ishodom kod
prematurusa sa sepsom

e da postoji povezanost AA genotipa sa nastankom metabolicke acidoze

e da nema asocijacije ovog polimorfizma sa odstupanjima od normalnih vrednosti
laboratorijskih parametara, poviSenim Rodwel-ovim i Tollner-ovim skorom, kao ni

primljenom imunoterapijom
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