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Uvod i svrha rada

1. UVOD I SVRHA RADA

1.1. Uvod

Dijete koje se prezentira u hitnoj ambulanti s vru¢icom bez vodeceg simptoma lijeCnicima jo$
uvijek predstavlja dijagnosticki i terapijski problem, unato¢ sve dostupnijim i ¢esto koriStenim
krvnim biljezima (engl. biomarker) akutne upale poput broja leukocita (L), udjela neutrofila
medu leukocitima (N%), apsolutnog broja neutrofila (ABN), C-reaktivnog proteina (CRP) i
prokalcitonina (PCT) (1). Iako su virusne bolesti samoizljeiva tijeka daleko najcesci uzrok
vrucice u djece, znaCajan dio ih ipak boluje od bakterijske infekcije (2). Zlatni standard
dijagnoze bakterijske infekcije je mikrobioloSka izolacija uzro¢nika Sto je ponekad tesko
izvediva, a uvijek vremenski zahtjevna metoda, te se tijekom cekanja nalaza djeca nerijetko
nepotrebno izlazu antibiotskoj terapiji. Navedeno nije u skladu s nacelima racionalne
farmakoterapije, a opravdava se prevencijom posljedica moguéeg zakaSnjelog lijecenja.
Problem naglasavaju novija istraZivanja koja su dokazala povezanost izmedu prekomjerne
izlozenosti antibioticima u najranijem djetinjstvu i kasnijeg oboljenja od neke autoimune
bolesti, poput kroni¢ne upalne bolesti crijeva i juvenilnog idiopatskog artritisa, §to se
objasnjava nepovoljnim u¢inkom antibiotika na crijevnu mikrobiotu, odgovornu za regulaciju

i razvoj imunoloskog sustava (3-6).

Samorazumljivo, potrebno je mnogo studija, kako opservacijskih tako i intervencijskih, da bi
se spoznao Citav spektar klinickih moguénosti odredenog biljega (7). Glavni cilj je prepoznati
prednosti odredivanja novog biljega u nekoj bolesti u usporedbi s konvencionalnim biljezima
iste, za $to je neophodna usporedba s dijagnosti¢kim zlatnim standardom. Potrebna je jasna
ideja kakvu ¢e implikaciju na lijeCenje imati nalazi istrazivanog biljega kako bi se poboljsali
ishodi bolesti. Drugim rije¢ima, vazno je znati planiramo li na temelju novoga biljega ranije
postaviti dovoljno znacajnu sumnju na neku bolest, odnosno odbaciti istu, da (ne) zapoénemo

lijecenje, ili predvidjeti tijek bolesti kako bismo na vrijeme modificirali terapiju.

Infekcije mokraénog sustava (IMS, uroinfekcije) su medu najées¢im bakterijskim infekcijskim
bolestima u djec¢joj dobi, a kod onih mladih od tri godine ¢ine otprilike 7% uzroka febrilnog
stanja (8-10). Sumnja na IMS postavlja se na temelju klinicke slike i patoloskog nalaza urina,

a zlatni standard za postavljanje dijagnoze je iz urinokulture izolirani mikrobioloski uzro¢nik u
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signifikantnom broju, §to IMS ¢ini etioloSki najjednostavnije i najpreciznije dokazivim
entitetom unutar bakterijskih infekcija djecje dobi. Lako ostvariv dijagnosticki zlatni standard,
visoka prevalencija medu febrilnom djecom najmlade Zivotne dobi i Zelja za homogenom
grupom ispitanika, razlozi su zasto je upravo IMS u ovom istrazivanju izabran za model

bakterijske infekcije u djece mlade od tri godine.

Kako bi se ispitala hipoteza da su vrijednosti serumskog kalprotektina (sCal) u febrilne djece
mlade od tri godine s bakterijskom infekcijom viSe nego u febrilne djece iste dobi koja nemaju
bakterijsku infekciju, u kontrolnoj skupini valja obuhvatiti djecu s vru¢icom uslijed dokazane
virusne infekcije. Etioloska dijagnoza virusne infekcije u mnogim ustanovama, ukljucujuéi i
ustanovu u kojoj je provedeno prikazano istrazivanje, u eri prije COVID-19 pandemije nije se
postavljala rutinski. Od navedenog nepisanog pravila odstupalo se uglavnom u slucaju klinicke
sumnje na infekciju respiratornim sincicijskim virusom (RSV) ili virusom influence tipa A/B,
zbog Cega su se samo navedeni virusi dokazivali u brisevima nosa/nazofarinksa. Jedan od
razloga za odredivanje etioloske dijagnoze pri sumnji na upravo ove virusne bolesti zasigurno
lezi u ¢injenici kako je RSV u djece mlade od tri godine najces¢i virusni uzrocnik febrilne
bolesti koja zahtijeva hospitalno lijeCenje, dok je influenca znafajni uzrocnik virusne

respiratorne bolesti u djece, koja takoder Cesto moze zahtijevati hospitalizaciju (11-14).



Uvod i svrha rada

1.2. Kalprotektin
1.2.1. Terminologija

Kada se u Pubmed/Medline bazu podataka unese pojam ,,calprotectin“ dobije se preko 5800
rezultata, a stvaran broj zasigurno je i veci s obzirom na to da se navedeni protein u starijoj
literaturi pojavljivao pod raznim drugim imenima. Budu¢i da se radovi vezani uz kalprotektin
intenzivnije objavljuju od 1990. godine, moze se zakljuciti da se radi o proteinu koji je unatrag
30 godina od vrlo velikog interesa kako za bazi¢ne znanstvenike, tako i za klini¢are. Usprkos
tome, jos$ je puno karakteristika ovog ,,popularnog® proteina neistrazeno i nepoznato, posebice

njegova klini¢ka primjenjivost u pedijatriji.

Za kalprotektin vrijedi stara latinska poslovica nomen est omen jer njegova najvaznija svojstva
mozemo saznati proucavajuc¢i imena pod kojima je opisan u literaturi (tablica 1). U radu iz
1983. godine prvi put se pojavio pod imenom L1 antigen (engl. major leukocyte protein), a
opisan je kao glavni antimikrobni protein citoplazme neutrofila (15). Tri godine kasnije
kreirano je antitijelo koje je detektiralo 27E10 antigen, protein tada najbolje vidljiv u in vitro
monocitima/makrofazima stimuliranim upalnim procesom (16). Idu¢e godine zamijeéen je
serumski protein ¢ija je koncentracija poviSena u pacijenata s cisticnom fibrozom te je sukladno
tome nazvan antigenom cisti¢ne fibroze (engl. cytsic fibrosis antigen, CFA) (17). Tek je kasnije
otkriveno da se radilo o istom proteinu, heterodimeru koji se sastoji od dva proteina iz S100
obitelji, SIO0A8 i S100A9, s izrazenom sposobnoS¢u vezanja dvovalentnih iona kalcija.
Poznato je da su proteini iz navedene obitelji molekularni obrasci povezani s oste¢enjem tkiva
(engl. damage associated molecular pattern, DAMP), odnosno alarmini, koji upravljaju
upalnim odgovorom i privlace upalne stanice na mjesto oStecenja tkiva (18, 19). Sinonimi za
S100A8 1 S1I00A9 su MRP8 i MRP14, odnosno proteini 8 i 14 povezani s mijeloidnim
stanicama (engl. myeloid-related proteins 8 and 14), jer se primarno nalaze u nezrelim
stanicama mijeloidne loze, iako stupnjem njihove diferencijacije koli¢ina spomenutih proteina
opada (20). Prvotno je opisani protein pod istom kraticom MRP 8/14 nazvan macrophage
migration inhibitory factor related protein 8/14, prema nacinu na koji je izoliran iz periferne
krvi, a koji je uklju¢ivao monoklonsko protutijelo na inhibicijski faktor migracije makrofaga
(21, 22). Pod utjecajem proupalnih citokina (TNFa, IL1f) i lipopolisaharida (LPS) dolazi do
pojacane proizvodnje SI00A8 i SI00A9 prvenstveno u aktiviranim granulocitima. Budu¢i da

navedeni proteini tvore heterodimere uz pomo¢ kalcija, nazivaju se jo§ i kalgranulin A
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(S100A8) i kalgranulin B (S100A9) (19, 23, 24). Konacno, naziv kalprotektin koji se koristi u

ovoj disertaciji, ime duguje svojim protektivnim, antimikrobnim svojstvima (25).

Tablica 1. Razli¢iti nazivi koji se u literaturi koriste za kalprotektin.

L1 antigen Dale I i sur.,
(major leukocyte protein) 1983. (9)
27E10 antigen Zwadlo G i sur.,

1986. (10)
CFA Dorin JR 1 sur.,
(cystic fibrosis related antigen) 1987. (11)
MRP 8/14 Odink K 1 sur.,
(macrophage migration inhibitory factor related protein 8/14) 1987. (16)
S100A8/S100A9 Kligman D i Hilt DC,

1988. (12)
Kalgranulin A/B Wilkinson M i sur.,

1988. (21)
KALPROTEKTIN Steinbakk M i sur.,

1990. (20)
MRP 8/14 Guignard F i sur.,

(myeloid related protein 8/14)

1995. (22)
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1.2.2. Struktura

Geni koji kodiraju kalprotektin i ve¢inu drugih S100 proteina nalaze se na dugom kraku

kromosoma 1, locirani na mjestu oznacenom 1g21 (26).

Kao $to je naznaceno u prethodnom poglavlju, kalprotektin pripada obitelji S100 proteina koji
imaju sposobnost vezanja dvovalentnog iona kalcija (Ca*") i tendenciju dimerizaciji. S100
proteini su glavni predstavnici Sire obitelji proteina sa strukturnom domenom EF-ruka (engl.
EF-hand Ca’" binding proteins) koju karakterizira motiv zavojnica-petlja-zavojnica (engl.
helix-loop-helix) odgovorna za vezanje kalcija i stvaranje dimera (23). Molekularna masa
kalprotektina iznosi 24 kDa, a strukturno se radi o heterodimeru gradenom od lakog lanca
(S100A8 ili MRP 8 ili kalgranulin A ili L1;) mase 10.8 kDa i teskog lanca (SI00A9 ili MRP14
ili kalgranulin B ili L1,) mase 13.2 kDa (27). SI00A8 i SI00A9 imaju u sebi dvije EF-ruka

domene povezane fleksibilnom spojnicom $to znaci da kalprotektin moze vezati Cetiri Ca?".

Takoder, SI00A8/S100A9 heterodimer ima dva mjesta za vezanje prijelaznih metala. Prvo
vezno mjesto se sastoji od Sest aminokiselina histidina (dva na lancu S100AS8, cetiri na lancu
S100A9), a drugo od tri aminokiseline histidina (dva na lancu S100AS8, jedan na lancu S100A9)
1 jedne aminokiseline aspartata (na lancu S100A9). Na oba mjesta moze se vezati ion cinka
(Zn**) visokim afinitetom, dok se na prvom mjestu umjesto cinka moZe vezati i ion mangana
(Mn?*) (28). Opisano je da se na oba mjesta mogu vezati i drugi prijelazni metali poput bakra
(Cu), zeljeza (Fe) ili nikla (Ni). Medutim, smatra se da je upravo sposobnost kelacije cinka i
mangana odgovorna za baktericidni ucinak kalprotektina jer time bakterije ostaju bez
bivalentnih kationa neophodnih za njihovo prezivljavanje i rast (28). Shema kristalne strukture
kalprotektina, koji na sebe veZe Cetiri Ca?", jedan Zn?" i jedan Mn?*, prikazana je na slici 1.
Heterodimer se moze povezati u tetramer za $to je potrebna prisutnost Ca?" i/ili Zn*", a

novonastali heterotetramer (S100A8/S100A9),; ima vaznu ulogu u migraciji fagocita (29).
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SLIKA 1. Shematski prikaz strukture kalprotektina. Po uzoru na Pruenster i sur., 2016. (19).
Legenda: Crveni lanac, S100AS; zeleni lanac, SI00A9; zute kuglice, Ca?*; siva kuglica, Mn?*;

tamno zelena kuglica, Zn".
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1.2.3. Distribucija

Kalprotektin se primarno nalazi u nezrelim stanicama mijeloidne loze, a stupnjem njihove
diferencijacije koli¢ina tog proteina opada (20). Kad je ljudski organizam u homeostazi,
kalprotektin se gotovo iskljufivo nalazi u neutrofilima u kojima ¢ini otprilike 45%
citoplazmatskih proteina. U citoplazmi cirkuliraju¢ih monocita ¢ini 1% proteina, a

konstitucijski uopce nije prisutan u tkivnim makrofazima (30).

Medutim, tijekom akutne wupale in vitro, kalprotektin se osim u neutrofilima,
imunohistokemijski znacajno detektirao na membranama monocita/makrofaga u upalnom tkivu
1 u epidermisu bolesne koze, varijabilno je naden u stanicama bubreznih kanali¢a, a zamijecen
je 1 u mnogoslojnom plo€astom neoroZzenom epitelu vlaznih Supljina koji nije pogoden
patoloskim procesom (16, 31). U posebnim eksperimentalnim uvjetima jo$ neke stanice mogu
sadrzavati 1 luciti kalprotektin, poput epidermalnih keratinocita, osteoklasta, hondrocita 1

sinoviocita (32, 33).

1.2.4. Fiziologija

Neutrofili su najazurnije stanice nespecificne imunosti, Sto znaci da se prve pojave na mjestu
oSte¢enja tkiva. Kalprotektin djeluje kemotakticki za neutrofile i potice njihov prelazak iz
kostane srzi u cirkulaciju, §to je dokazano u misjem modelu gdje je intravenska aplikacija

kalprotektina uzrokovala neutrofiliju (34).

Zbog dovoljne ekspresije kalprotektina u neutrofilima i u uvjetima homeostaze, nema prijeke
potrebe za brzom aktivacijom transkripcije gena za SI00AS8 1 S100A9 proteine tijekom upale.
Poznato je da sintezu kalprotektina poticu, izmedu ostalih, proupalni citokini TNFo i IL1f3
putem transkripcijskog faktora (TF) C/EBPa, kojeg antagonizira TF myb, izrazito aktivan u
diferenciranim mijeloidnim stanicama, posebice makrofazima. Time se moZe objasniti zasto
konstitucijski ne nalazimo kalprotektin u citoplazmi tkivnih makrofaga (35). Pojacanu
ekspresiju kalprotektina uzrokuju i bakterijski endotoksini/lipopolisaharidi (LPS) koji se vezu
na TLR4 (engl. Toll-like receptor) na povrsini neutrofila, Sto pak aktivira unutarstani¢ne
kaskadne reakcije koje rezultiraju ulaskom TF Stat3 i NF-kB u jezgru te pokrece transkripciju

gena za proteine S100A8 i S100A9. Posttranslacijski se S100A8 i S100A9 spajaju u
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heterodimere (kalprotektin), dok je za postizanje forme heterotetramera (S100A8/S100A9),

nuzna prisutnost kalcija i/ili cinka (36).

Iako je forma heterodimera bioloSki najznacajnija, smatra se da bez heterotetramera nema
migracije neutrofila jer (S1I00A8/S100A9), poti¢e polimerizaciju tubulina kod neaktivnih
fagocita. Tijekom upalnog procesa dolazi do fosforilacije SI00A9 proteina putem MAP kinaze
p38 i Ca?" signalnog puta $to uzrokuje prekid polimerizacije tubulina, reorganizaciju

mikrotubula i u konacnici kemotakti¢no kretanje neutrofila (29, 37).

Opisano je da kalprotektin djeluje i kao endogeni koaktivator TLR4 koji pospjeSuje upalnu
reakciju nakon $to se na TLR4 veze LPS (38). Paradoksalno, u dendritickim stanicama koze

proizvodnju kalprotektina poticu i protuupalni citokini poput IL10 (39).

Do pasivne sekrecije kalprotektina iz aktiviranih neutrofila dolazi tijekom njihovog propadanja
uslijed stanicne nekroze i/ili prilikom formiranja neutrofilne izvanstanicne zamke (engl.
neutrophil extracellular trap, NET) (40, 41). S druge strane, ne zna se to¢no kako kalprotektin
aktivno prelazi iz citoplazme do stani¢éne membrane, osim da je proces posredovan protein
kinazom C (PKC) kojoj je potreban kalcij i da se ne radi o klasi¢noj sekreciji proteina putem
Golgijeva tijela (20). Tijekom upale endotelne stanice krvnih zila se promijene kako bi lakse
usmjeravale kretanje leukocita te ih privukle na mjesto infekcije. Prvi korak te definirane
kaskadne reakcije je ekspresija kemokina na povr$ini endotela (E-selektin) na koji se veze
receptor za kemokin na povrsini neutrofila (PSGL1), a ta interakcija se pokazala vaznom za

brzu aktivnu sekreciju kalprotektina (42).

Na koji god nacin da je izlucen, kalprotektin izvan stanice ima ulogu alarmina, odnosno DAMP
proteina, jer daje signal organizmu da je naruSena homeostaza i da je zapocela upalna reakcija
u kojoj on sam ima klju¢nu ulogu, neovisno radi li se o infekciji ili oStecenju tkiva uslijed
sterilne upale (43). Kalprotektin kao DAMP upravlja upalnim odgovorom i privlaci upalne
stanice na mjesto infekcije, a svoj ucinak postize vezuéi se na receptore koji prepoznaju
molekularne obrasce (engl. pattern recognition receptors) poput TLR4 i RAGE (engl. receptor
for advanced glycation end products) na stanicama nespecificnog (prirodenog) imunoloskog

sustava (23).
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Nakon $to se kalprotektin veZze na TLR4 mogu se aktivirati tri razlicita signalna puta koja su
shematski prikazana na slici 2. TRIF (engl. TIR-domain-containing adapter-inducing
interferon-f3) signalni put daje poticaj za aktivaciju faktora regulacije interferona 3 (interferon
regulatory factor, IRF3) 1 njegov ulazak u jezgru gdje potice transkripciju gena za interferone
tipa 1 (IFN1), vazne u borbi protiv virusa. TRIF-ov signal aktivira i adapterski protein povezan
s receptorom za TNF (tumor necrosis factor receptor associated factor 6, TRAF6) koji potice
ulazak TF NF-«B u jezgru i proizvodnju proupalnih citokina poput IL1, IL6, IL12, TNFa, ali i
samog kalprotektina. Drugi signalni put ukljucuje MyD88 (myeloid differentiation primary
response) protein te kinaze IRAK (intracellular IL-1 receptor asscoiated kinase)l i IRAK2
koje takoder djeluju na TRAF6 1 NF-kB i uzrokuju transkripciju gena za prouplane citokine,
ukljucujuéi kalprotektin (44). U tre¢em se signalnom putu posredstvom MyD88 proteina
aktivira GTPaza Rap1 $to dovodi do aktivacije integrina 32 na povrsini neutrofila. Integrin (32
je kljucan za sporije kretanje neutrofila duz oste¢enog endotela te ¢vrstu adheziju leukocita za
fibrinogen, Sto pak olakSava njihovu migraciju do mjesta oSte¢enja, kao i privla¢enje novih

upalnih stanica (42).

Vezanje kalprotektina za RAGE aktivira signalne puteve ovisne o MAPK §to takoder rezultira

stvaranjem proupalnih citokina pomoc¢u TF NF-«B (45).

Zaklju¢no, moze se re¢i da je kalprotektin protein ,,s mnogo lica“ te da je vrlo vazan medijator
sterilne 1 infektivne upale. U nekim stanicama prisutan je konstitucijski dok je u drugima
potrebna indukcija njegove ekspresije. Ima proupalne, protuupalne i direktne baktericidne

karakteristike, djeluje parakrino i autokrino, a sve navedeno ovisi o okolini u kojoj se nalazi.
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UPALOM PROMIUJENJENI ENDOTEL

KALPROTEKTIN

ADAPTORSKA MOLEKULA

TLR4

B2 SELEKTIN
NISKOG INTENZITETA

B2 SELEKTIN
VISOKOG INTENZITETA

PSGL1

STANICNA JEZGRA E-SELEKTIN

FIBRINOGEN

RN 0

NEUTROFIL

SLIKA 2. Shematski prikaz razli¢itih funkcija kalprotektina u upalnom procesu.
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Objasnjenje slike 2: 1) Na povrsini upalom promijenjenog endotela prezentira se kemokin E-
selektin koji privlaci leukocite i veze se s receptorom za kemokin PSGL1 na povrsini leukocita,
Sto dovodi do aktivne sekrecije kalprotektina iz stanice. 2) Kalprotektin otpusten u izvanstanic¢ni
prostor veze se na povrSinski receptor TLR4, ¢ime se aktiviraju tri signalna puta. A) TRIF
signalni put aktivira IRF3 i potice njegov ulazak u jezgru, ¢ime zapoc€inje transkripcija gena za
IFN1, vaznog u upalnom odgovoru protiv virusa. K tome, TRIF signalni put aktivira i signalnu
molekulu TRAF6. 3) Signalni put ovisan o MyD88 proteinima djeluje na kinaze IRAK1 i
IRAK?2 koje same sebe fosforiliraju te aktiviraju signalnu molekulu TRAF6, koja pak potice
ulazak transkripcijskog ¢imbenika NF-kB u stani¢nu jezgru te transkripciju gena za vazne
proupalne citokine, medu kojima je i kaprotektin. C) Signalni put ovisan o MyD88 proteinima
1 RAP1 aktivira RAP1 GTPazu te dovodi do promjene konformacije i povecanja afiniteta 32
selektina. 3) B2 selektin visokog afiniteta pospjeSuje vezanje leukocita na fibrinogen te
posljedi¢no i akumulaciju leukocita na mjestu upale.

Skracenice: IFN1, interferon 1; IRAK1, Interleukin 1 Receptor Associated Kinase 1; IRAK?2,
Interleukin 1 Receptor Associated Kinase 2; MyD88, Myeloid differentiation primary response
88; NF-kB, nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells; PSGL1, P-selectin
glycoprotein ligand; RAP1, Ras-related protein 1; TLR4, toll-like receptor 4; TRAF6, TNF

Receptor Associated Factor 6; TRIF, TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-f3.

11
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1.2.5. Dosadasnja istrazivanja klini¢ke primjenjivosti

Kalprotektin se kao klini¢ki biljeg moze koristiti u svrhu dijagnoze i/ili kao terapijski putokaz,

stoga se u nastavku pise o kalprotektinu kao dijagnosti¢kom i terapijskom biljegu.

Nekoliko karakteristika kalprotektina ¢ine ga idealnim biljegom raznih akutnih i kroni¢nih
upalnih stanja. Radi se o sveprisutnom proteinu kako sterilne upale, tako i infekcije, izlucuju
ga aktivirani neutrofili i monociti/makrofagi na mjestu oStecenja tkiva, otporan je na razgradnju
bakterija i enzima, a za razliku od IL6, IL1f i TNFa, stabilan je pri sobnoj temperaturi (46).
Zbog svoje male veli¢ine, difuzijom lagano prelazi iz krvi u tkiva i obratno te je do sada
izmjeren u mnogim tjelesnim teku¢inama poput cerebrospinalnog likvora (47), sline (48), urina

(49), mekonija (50), sinovijalne tekucine (51), fecesa te seruma/plazme.

1.2.5.1. Kalprotektin kao dijagnosticki biljeg

Broj dostupnih radova vezanih za klinicku primjenjivost kalprotektina znacajno se povecao u
proteklih 20-ak godina, pri ¢emu je u vecini radova ispitivan fekalni i serumski/plazmatski
kalprotektin kao potencijalni biljeg odredene akutne/kroni¢ne upalne bolesti. U nastavku su

izlozena dosadasnja saznanja o toj temi, s posebnim naglaskom na pedijatrijsku populaciju.

1.2.5.1.1. Kalprotektin u stolici

Klini¢ka uporaba kalprotektina u djece i odraslih do sada se najviSe istrazivala u bolesnika s
upalnom bolesti crijeva (engl. Inflammatory bowel disease, IBD) (52). Upravo zahvaljujuéi
brojnim istrazivanjima pokazalo se da je kalprotektin u stolici vaZzan biljeg aktivnosti bolesti u
ovih bolesnika (53-57). Osim toga, od 2014. godine se sukladno smjernicama Europskog
drustva za pedijatrijsku gastroenterologiju, hepatologiju i nutriciju (engl. The European Society
for Paediatric Gastroenterology Hepatology and Nutrition, ESPGHAN) njegova vrijednost
odreduje u djece i adolescenata s klinickom sumnjom na IBD u svrhu probira onih kojima je
potrebno raditi daljnje endoskopske pretrage (58). U laboratorijskoj dijagnostici IBD-a u djece,
osjetljivost fekalnog kalprotektina doseze izuzetno visokih 98%, dok mu je specifi¢nost znatno
nizih 68%, s obzirom na to da je povisen i u drugim crijevnim bolestima poput infekcije ili

alergije, ali i u sklopu nekih bolesti i stanja izvan probavnoga sustava (59).

12
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Recentna istrazivanja pokazala su da vrijednost fekalnog kalprotektina u pacijenata s akutnim

proljevom moze pomoc¢i u razlikovanju bakterijske od virusne etiologije crijevne infekcije (60).

Kalprotektin u stolici pokazao se korisnim biljegom za otkrivanje subklinicke upale crijeva te
aktivnosti bolesti u djece s reumatskim bolestima (61, 62), a povisen je i kod djece s
prekomjernom tjelesnom masom i debljinom (63). Takoder je utvrdeno da bi u manjem opsegu
na njegove vrijednosti mogla utjecati i konzumacija nesteroidnih antiupalnih lijekova i

inhibitora protonske pumpe (64).

Kontroverzna je korist fekalnog kalprotektina u dijagnostici celijakije i pracenju upale crijevne
sluznice prije i poslije uvodenja bezglutenske prehrane. U radu o toj temi iz 2007. godine nije
pronadena povezanost izmedu visokih vrijednosti kalprotektina u stolici i nelijecene celijakije
u odraslih (65). Suprotno tome, dva istrazivanja provedena tijekom narednih godina u kojima
su sudjelovali ispitanici pedijatrijske dobi pokazala su da djeca u trenutku postavljanja
dijagnoze celijakije imaju viSe vrijednosti kalprotektina u odnosu na zdravu populaciju.
Provodenjem dijetetskih mjera te vrijednosti padaju, a nakon jednogodi$njeg izbjegavanja
konzumiranja namirnica koje sadrze gluten koncentracije kalprotektina u stolici su iste kao u
zdravoj populaciji (66, 67). Ipak, najrecentniji rad s najve¢im brojem odraslih ispitanika
podupire zakljucak prvog spomenutog rada da fekalni kalprotektin nije koristan biljeg u

bolesnika s celijakijom (68).

U neonatologiji su se polagale velike nade u fekalni kalprotektin kao rani biljeg nekrotizirajuc¢eg
enterokolitsa (NEC) koji zahtijeva kirurSko lijeCenje, s obzirom na to da se radi o dijagnozi s
jo§ uvijek visokim mortalitetom koja se postavlja prvenstveno kod nedonoscadi i koja usprkos
razvoju sve boljih slikovnih i laboratorijskih pretraga i dalje predstavlja dijagnosticki izazov.
Nekoliko studija istrazivalo je stolicu nedonoscadi s postavljenom klinickom sumnjom na NEC
te su nadene viSe vrijednosti kalprotektina u stolici nedonoscadi s potvrdenom dijagnozom
NEC-a u odnosu na nedonosc¢ad s drugim kona¢nim dijagnozama (69-71). Medutim, potrebna
su daljnja istrazivanja kako bi se utvrdila primjenjivost fekalnog kalprotektina u ovoj skupini
bolesnika, s obzirom na to da gotovo polovina nedonos¢adi sa sumnjom na NEC uopée nema
stolicu, a zbog opazenih razlika u vrijednostima fekalnog kalprotektina u odnosu na ostale

dobne skupine nisu jo$ poznate niti grani¢ne vrijednosti fekalnog kalprotektina u nedonoscadi.

13
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Vrijednosti kalprotektina u stolici do ¢etvrte godine zivota povisene su i izrazito varijabilne u
odnosu na stariju djecu i odrasle (72). To osobito vrijedi za prvih Sest mjeseci zivota, kada su
najvise vrijednosti zabiljezene kod novorodencadi koja su rodena vaginalnim putem i hrane se
dojenjem (73). Visoke vrijednosti kalprotektina u najmlade djece objasnjene su povecanom
propusnosti nezrele crijevne sluznice Sto olakSava prelazak neutrofila kroz epitel u lumen
crijeva (74). Aktivne tvari maj¢inog mlijeka pospjeSuju sazrijevanje crijevne sluznice djeteta,
ali takoder stimuliraju fizioloSki razvoj imunoloSkog sustava, §to se odrazava visokom
koncentracijom kalprotektina u stolici isklju¢ivo dojene djece (75). Isto tako, pozitivan uc¢inak
na razvoj imunoloskog sustava djece ima prvi kontakt novorodenceta s majcinim mikrobiomom

tijekom vaginalnog poroda (76).

Smatra se da grani¢na vrijednost kalprotektina koja razlikuje fiziolosko od patoloskog stanja

crijevne sluznice u djece starije od Cetiri godine i odraslih iznosi 50 pg/g stolice (77).

1.2.5.1.2. Kalprotektin u serumu/plazmi

Nakon §to se fekalni kalprotektin pokazao kao vrijedan biljeg IBD-a, sve vise radova je
istrazivalo potencijalnu ulogu serumskog biljega u spomenutoj bolesti, te se pokazalo da
koncentracije kalprotektina u krvi mogu predvidjeti relaps, procijeniti prognozu te odrediti
tezinu bolesti (78-82). Vrijednosti serumskog kalprotektina su korelirale s CRP-om, ali ne i
fekalnim kalprotektinom na temelju ¢ega se zakljucilo da je serumski kalprotektin pokazatel;

sistemske upale te je inferioran biljeg za IBD u odnosu na fekalni kalprotektin (78).

Klini¢ka korist kalprotektina izmjerenog u krvi prema dostupnoj literaturi najviSe se proucavala
u reumatskim bolestima (83-87). Tako se pokazalo da dobivene vrijednosti kalprotektina
odrazavaju aktivnost fagocita te posredno i aktivnost same bolesti, §to ¢esto ima vise prednosti
od odredivanja serumskih koncentracija konvencionalno koristenih biljega upale, CRP-a i
sedimentacije eritrocita (SE) (88). K tome, u djece s juvenilnim idiopatskim artritisom (JIA)
serumski kalprotektin moze biti prvi prediktor sistemskog oblika bolesti, a porast njegove
koncentracije vrlo rano moze anticipirati egzacerbaciju ve¢ lijecene bolesti (89, 90). Bazalne
serumske vrijednosti kalprotektina u djece s JIA-om mogu predvidjeti tko ¢e dobro reagirati na
terapiju metotreksatom, a u bolesnika s aktivnim reumatoidnim artritisom (RA) na biolosku
terapiju (88, 91). Unutar grupe bolesnika s dijagnozom psorijaze, vise vrijednosti kalprotektina
iz krvi ukazuju na one s upalom koze i zglobova (92). Iznenadujuéi su rezultati jednog

istrazivanja bolesnika sa sklerodermijom, gdje su visoke vrijednosti kalprotektina nadene kod
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bolesnika s ograni¢enom koznom manifestacijom bolesti, ali izrazenom pluénom fibrozom
(93). Nadalje, vrijednosti kalprotektina u bolesnika sa sistemskim eritematoznim lupusom
(SLE) koreliraju s tezinom klinicke slike, odnosno globalnim indeksom aktivnosti bolesti
SLEDAI (engl. systemic lupus erythematosus disease activity index), a u odnosu na zdravu

populaciju vise su i kod bolesnika u remisiji bolesti (94, 95).

Zanimljiva je 1 povezanost visokih vrijednosti kalprotektina u serumu s klini¢kim i radioloskim
pogorsanjem kroni¢ne reumatoloske bolesti te nastankom erozivnih oSte¢enja zahvacenih
zglobova (96, 97). Plazmatska koncentracija kalprotektina je poviSena u djece i odraslih koji
kao posljedicu preboljene Kawasakijeve bolesti imaju velike aneurizme koronarnih arterija, $to
¢ini kalprotektin potencijalnim biljegom za predvidanje koronarnih oStecenja u navedenoj

bolesti (98).

Vrijednosti serumskog kalprotektina ispitivane se i u drugim bolestima 1/ili stanjima u kojima
dolazi do aktivacije imunoloSkog odgovora, poput astme i akutnog odbacivanja presatka nakon
transplantacije (99, 100). Tako se pokazalo da je serumski kalprotektin vrlo rani biljeg pogodan
za pracenje akutnog odbacivanja nakon transplantacije bubrega (101). U bolesnika s astmom

serumski se pak kalprotektin pokazao kao dobar biljeg tezine bolesti (102).

Potrebno je takoder spomenuti kako su vrijednosti serumskog kalprotektina povisene u djece s
prekomjernom tjelesnom masom i debljinom u odnosu na djecu s normalnom tjelesnom masom
te pozitivno koreliraju s pojavom metabolickih komplikacija navedenih poremecaja, povisSenom

vrijednosti glukoze nataste i inzulinskom rezistencijom (103).

Od posebnog su interesa za ovu disertaciju istrazivanja koja su proucavala kretanja vrijednosti
kalprotektina iz krvi pod utjecajem infektivnih agensa. Prije dvadesetak godina primijeceno je
da vrijednosti kalprotektina u krvi transplantiranog bolesnika rastu uslijed akutnog odbacivanja
alogeni¢nog transplantata, posebice ako je doSlo do infekcije (99). Takoder, vrijednosti
serumskog kalprotektina u bolesnika sa simptomima i znakovima poveznim s diSnim sustavom
pokazale su se korisnima za razlikovanje sterilne pluéne sarkoidoze od infektivne pluéne

tuberkuloze, tako da su vise vrijednosti opaZene u potonjoj skupini bolesnika (104).

Budu¢i da je kalprotektin biljeg aktivacije neutrofila i njihov glavni baktericidni protein,

logi¢na je ideja mjerenja njegove koncentracije u serumu ili plazmi u svrhu razlikovanja
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bakterijske od virusnih infekcija. Ne ¢ude stoga rezultati istrazivanja iz ,,davne* 1984. godine
koji su pokazali kako su vrijednosti plazmatskog kalprotektina (tada oznacenog kao L1 protein)
u febrilnih bolesnika u dobi od 1 do 101 godine s razli¢itim bakterijskim infekcijama vise u
odnosu na bolesnike zaraZzene razli¢itim virusima (105). Ve¢ tada je uo€ena slaba korelacija
vrijednosti plazmatskog kalprotektina s vrijednostima drugih upalnih biljega poput CRP-a, L-a
1 SE-a, te je zaklju€eno kako navedeni biljezi vjerojatno odrazavaju razlicite aspekte odgovora

na ostecenje tkiva i upalu.

Od 1993. kada je prvi puta opisan kao marker bakterijske infekcije, PCT privla¢i pozornost
klinicara i istrazivaca te se u zadnje vrijeme naSiroko prihvaca kao pouzdan biljeg ozbiljne
bakterijske infekcije (106, 107). Medutim, serumski kalprotektin se u nekim istrazivanjima
istaknuo kao bolji prediktor bakterijske sepse od PCT-a (108). Shodno tome, plazmatski
kalprotektin je nedavno pokazao vedu osjetljivost 1 specificnost od PCT-a u razlikovanju
odraslih bolesnika s bakterijskom pneumonijom od bolesnika s potvrdenim virusnim
respiratornim infekcijama (109). U nedonosc¢adi vrlo niske rodne mase, najmladoj dobnoj
skupini koja je ujedno i najosjetljivija na sepsu, serumski kalprotektin je ostvario bolju
osjetljivost 1 specifi¢nost kao rani biljeg sepse od konvencionalnih markera infekcija CRP-a, L-

a1N%-a (110). Rezultati su bili sli¢ni 1 u terminske novorodencadi sa sumnjom na sepsu (111).

Krvni uzorak iz kojeg se odredivao kalprotektin u ranije spomenutim istraZzivanjima bio je
serum ili plazma u otprilike jednakom omjeru. Serum se dobiva nakon koagulacije krvi pa ne
sadrzi fibrinogen niti veéinu cimbenika zgruSavanja, za razliku od plazme koja je
antikoagulirana krv, najées¢e uz pomo¢ EDTA-e (eng. ethylenediaminetetraacetic acid). Prema
sluzbenim uputama proizvodaca komercijalno dostupnog testa za odredivanje koncentracije
kalprotektina koji je koriSten u naSem istrazivanju (Quantum Blue® sCal test i Quantum Blue®
Reader aparat, Bithlmann, Svicarska®), serumski uzorci su jednako pouzdani kao i plazmatski
za odredivanje koncentracije kalprotektina u krvi. U nasem istrazivanju odlucili smo koristiti
serumski uzorak za odredivanje koncentracije kalprotektina kako bismo mogli iskoristiti ve¢
izvadene uzorke krvi za mjerenje konvencionalnih biljega infekcije i time postedjeti malu djecu

traume dodatnog vadenja krvi.

T https://buhlmannlabs.com/products-solutions/autoimmunity/mrp8 14/#downloadIFU
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Na temelju saznanja iz do sada objavljenih radova moze se zakljuciti da su normalne serumske
koncentracije kalprotektina u zdravih pojedinaca <1 pg/ml, dok za vrijeme upale mogu narasti

i do 100x (112).

1.2.5.2. Kalprotektin kao terapijski biljeg

Istrazivanja na temu postizanja potencijalnih terapeutskih uc¢inaka blokiranjem kalprotektina su
oskudna i ve¢inom u eksperimentalnoj fazi. U najdalju klini¢ku fazu ispitivanja, konkretno za
SLE i multiplu sklerozu, dosli su kinolin-3-karboksamidi koji se vezu na ciljni SI00A9 protein,
¢ime se blokira njegova interakcija s proupalnim receptorima TLR4 i RAGE (113). Takvo
vezanje isklju¢ivo je usmjereno na homodimerni SI00A9, dok je za heterodimer S100A8/A9
(kalprotektin) uoc¢eno samo slabo vezanje (113). Medutim, ¢injenice govore da je kalprotektin
sveprisutni DAMP s vaznom ulogom u razvoju brojnih akutnih i kroni¢nih upalnih bolesti te bi
selektivno blokiranje tog proteina neminovno moduliralo lokalni tijek upalne reakcije, uz

izbjegavanje sistemskih nuspojava bioloske terapije (19).
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1.3. Infekcije mokraénog sustava djecje dobi

Kao sto je prethodno objasnjeno u uvodu, infekcije mokraé¢nog sustava (IMS, uroinfekcije) su
jedne od najcescih bakterijskih infekcija djecje dobi te u ovom istrazivanju predstavljaju model

bakterijske infekcije u djece mlade od tri godine.

IMS je heterogena skupina bolesti u odnosu na dob bolesnika, mikrobioloski izolat iz
urinokulture, lokalizaciju upale, klinicku prezentaciju te prisutne anomalije urotrakta. IMS se u
normalnom mokraénom sustavu naziva nekompliciranom ili primarnom, dok se ona u
mokraé¢nom sustavu s anatomskim abnormalnostima i funkcionalnim poremecajima oznacava
kao komplicirana ili sekundarna (10). U spomenute anatomske/funkcijske anomalije spadaju
vezikoureteralni refluks (VUR), opstrukcijske anomalije, neurogeni mjehur i idiopatski
poremecaj funkcije donjeg urotrakta, poput prekomjerno aktivnog mokra¢nog mjehura ili
Hinmanovog sindroma (114, 115). Atipi¢an IMS, prema nacionalnim smjernicama Velike
Britanije (engl. National Institute for Health and Care Excellence, NICE), prati ozbiljno
bolesno/septicno dijete, neodgovarajuci klinicki odgovor unutar 48 sati na antibiotsku terapiju,
oslabljen mlaz urina, tvorba u abdomenu, porast kreatinina u serumu ili mikrobioloski uzro¢nik
koji nije Escherichia coli (116). Prema lokalizaciji infekcije, IMS dijelimo na infekcije donjeg
dijela mokra¢nog sustava, odnosno infekcije mokra¢nog mjehura i uretre (cistitis i uretritis) te
infekcije gornjeg dijela mokraénog sustava, odnosno infekcije bubrega i njegovog kanalnog
sustava (pijelonefritis) (10). Mlada djeca imaju sklonost da se akutna infekcija prosiri na cijeli
mokraéni sustav gdje god da je zapocela, stoga se neovisno o simptomima u vecini sluc¢ajeva

radi o akutnom cistopijelonefritisu (117).

1.3.1. Epidemiologija

Iako prava incidencija IMS-a nije u potpunosti poznata, procijenjeno je da od svih posjeta u
pedijatrijsku hitnu ambulantu 5-14% otpada na djecu kojoj se postavila dijagnoza IMS-a (118).
U naSem podneblju, vjerojatnost da dijete koje potrazi lije¢nicku pomo¢ zbog vrucice bez
vodeceg simptoma boluje od IMS-a najviSe ovisi o dobi djeteta i spolu, pa je tako najveca
prevalencija IMS-a kod muske djece mlade od tri mjeseca, a zatim Zenske djece mlade od 12
mjeseci (8, 10). Prema istrazivanju iz 2008. godine, 7% djece mlade od dvije godine s naglo
nastalom vru¢icom u ordinaciji primarnog pedijatra ili hitnoj pedijatrijskoj ambulanti ima IMS

(9). Odmah po rodenju, IMS se ¢esce javlja u nedonoscadi nego u novorodencadi (119). Unutar
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prva tri mjeseca zivota djecaci imaju skoro tri puta vecu vjerojatnost da ¢e dobiti IMS od
djevojcica iste dobi, dok kasnije djevojCice dominiraju medu oboljelima sa stalnom
tendencijom porasta do odrasle dobi (120). Smatra se da ¢e otprilike 7.8% djevojcica i 1.7%
djec¢aka preboljeti barem jednu epizodu IMS-a prije sedme godine zivota, odnosno 11.3%
djevojcica i 3.6% djecaka do 16. godine Zivota, kada ve¢ polako pocinju napustati pedijatrijsku
populaciju (121). Recidiviranje IMS-a je viSe pravilo nego iznimka te se ocekuje u cak 75%
djevojcica Skolske dobi (122). Recidiv IMS-a najéesée se javlja unutar tri mjeseca od prve
epizode, neovisno o postojanju anomalija mokra¢nog sustava, iako je jasno da su VUR i
funkcionalne bolesti crijeva i mokraénog mjehura predisponiraju¢i ¢imbenici (122, 123). Kod
djecaka iz opée populacije recidiviranja IMS-a su ipak rjeda te se javljaju u otprilike 30%

slucajeva (123).

Najcesc¢i uzrocnici nekompliciranih, primarnih i rekurentnih IMS-a u djece iz opée populacije
su enterobakterije (122). Uropatogena Escherichia coli (UPEC) je uzro¢nik u 70-90%
mikrobioloski potvrdenih slucajeva, a za njom slijede pripadnici rodova Klebsiella, Proteus,
Enterobacter 1 Citrobacter. Klebsiella spp uzrokuje oko 12% svih IMS-a u djece, a Proteus spp
oko 8% uz napomenu da se je Proteus mirabilis ¢eS¢e izoliran kod djecaka starijih od godinu
dana (119, 124). Osim enterobakterija i druge gram-negativne bakterije mogu sporadi¢no
uzrokovati IMS, s naglaskom na rod Pseudomonas, s obzirom na to da Pseudomonas
auerginosa uzrokuje otprilike 9% svih IMS-a u djece. Od gram-pozitivnih uzro¢nika IMS-a u
djece, najucestaliji su pripadnici roda Enterococcus. Kod adolescentica oko 15% IMS-a je
uzrokovano koagulaza negativnim stafilokokom Staphylococcus saprophyticus, koji se
izuzetno rijetko izolira iz urinokulture manje djece iz opée populacije (122). S druge strane,
betahemoliticki streptokok seroloske grupe B (BHSB) je moguéi uzro¢nik IMS-a kod
novorodencadi. Kada se iz djecje urinokulture izoliraju bakterije u signifikantnom broju koje
nisu Escherichia coli, to je upozorenje da bi u podlozi infekcije mogla biti anomalija mokraénog
sustava (125). Od nebakterijskih uzro¢nika IMS-a u djece najvazniji je adenovirus koji uzrokuje

hemoragijski cistitis (122).

Znacajan rizini ¢imbenik za nastanak nozokomijalne infekcije mokra¢nog sustava je urinarna
kateterizacija koja traje dulje od tri dana (122). Glavni uzro¢nici i u tom slucaju su ve¢ navedene
gram-negativne bakterije, a moguci uzro€nici su i koagulaza negativni stafilokoki i gljive roda

Candida (119, 122).
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1.3.2. Patogeneza

IMS nastaju gotovo isklju¢ivo ascenzijom bakterija iz uretre u viSe dijelove mokraénog sustava,
osim u novorodenackoj i ranoj dojenackoj dobi (prvih 8-12 tjedana zivota) kada je realno

ocekivati 1 infekciju mokra¢nog sustava uslijed hematogenog rasapa bakterija (119).

Nekoliko dogadaja prethodi uspjesnoj ascenziji UPEC-a ili drugih uropatogenih bakterija u vise
dijelove mokraénog sustava (126-128). UPEC iz rektuma prvo kolonizira perineum i vanjsko
usce uretre, pa se putem uretre popne u mokraéni mjehur gdje uzrokuje cistitis, a moze i1 preko
uretera do¢i do bubreznog parenhima i uzrokovati pijelonferitis. Valja naglasiti da periuretralna
bakterijska kolonizacija u vecini sluc¢ajeva ne znaci pocetak IMS-a, ve¢ samo preduvjet za

njezin razvoj.

Zarazliku od komenzalne Escherichie coli, UPEC ima gene koji kodiraju njegove virulencijske
¢imbenike od kojih se isti¢u adhezini smjeSteni na fimbrijama kojima bakterije prianjaju na
glikokonjugate uroepitela (127, 128). Treba istaknuti fimbrije tipa 1, P fimbrije i Dr fimbrije.
Najprisutniji adhezini na uropatogenim E.coli su fimbrije tipa 1, dok su P fimbrije nadene na
80% UPEC-a koji su uzrokovali pijelonefritis (129-131). P fimbrije su vazan medijator za
aktivaciju uroepitelnih TLR4, ¢ime se izmedu ostalog aktivira TF IRF3 koji ulazi u jezgru
stanice 1 potiCe stvaranje raznih proupalnih citokina, poput IL6 1 IL8. IL6 djeluje kao endogeni
pirogen, potice stvaranje CRP-a u jetri i IgA-a iz mukoznih limfocita B. IL8 djeluje
kemotakticki na neutrofile, privlaceéi tako glavne stanice nespecifi¢éne imunosti u borbi protiv
bakterija te glavne stanice koje izlucuju kalprotektin na mjesto infekcije. Navedeno se klinicki
manifestira vru¢icom i leukociturijom, glavnim simptomom i znakom pijelonefritisa (132).
UPEC-i koji sadrze Dr fimbrije u djece uglavnom uzrokuju cistitis (133). Ostali znacajni
virulencijski ¢imbenici UPEC-a su njegovi toksini alfa hemolizini koji stvaraju pore na
membrani eritrocita te citotoksi¢ni nekrotiziraju¢i ¢imbenik (engl. citotoxic necrotizing factor)
koji uzrokuje direktnu smrt stanice omogucujuéi invaziju bakterija kroz mukozu u dublje
slojeve tkiva, a ponekad i u sistemsku cirkulaciju. Nadalje, endotoksin LPS koji se nalazi na
vanjskoj membrani gram-negativnih bakterija veze se na TLR4 fagocita, Sto pospjeSuje
sistemsku upalnu reakciju. Navedeno dovodi do izlu¢ivanja raznih citokina, kemokina i
proupalnih medijatora, poput IL1, TNFa, IFNB (131) te izmedu ostalog i kalprotektina (36).
LPS k tome S§titi UPEC od fagocitoze i1 lize posredovane komplementom (134, 135).

Naposljetku, UPEC svoje patogeno djelovanje ostvaruje i preko proteina enterobaktina i
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aerobaktina kojima veZe Zeljezo visokim intenzitetom ¢ime troSi domacinu taj vrijedni nutrijent

(136).

Odgovor domacina na prianjanje bakterija na uroepitelne stanice i lucenje toksina je upalna
reakcija tijekom koje, osim ve¢ opisanog, dolazi do ljustenja zarazenih stanica i njihovog
odstranjivanja iz organizma pomoc¢u mokrenja (122, 128, 133). To objasnjava ¢injenicu da je
medu vaznijim oruzjem u borbi protiv IMS-a upravo nesmetani jednosmjerni tijek mokrace koji
mehanicki Cisti mokraéni sustav. Postoji jo§ Citav niz obrambenih sposobnosti domacina koji
sprecavaju nastanak IMS-a, od kojih se mogu izdvojiti antimikrobni proteini u mukoznom sloju
mokraénog sustava, fizikalne karakteristike mokrace (nizak pH, visoka osmolalnost) koje
smanjuju bakterijama prezivljenje te stvaranje sekretornih IgA koji otezavaju prianjanje

bakterija za uroepitel uretre i mokraénog mjehura (133, 137).

1.3.3. Klini¢ka prezentacija

Klinic¢ka slika IMS-a u djecjoj dobi varira od asimptomatske bakteriurije koja ne zahtijeva
lijecenje do teske sistemske infekcije, a Sto je dijete mlade, simptomi su nespecificniji (115). U
novorodenackoj i ranoj dojenackoj dobi djeca s IMS-om mogu imati vrucicu ili biti pothladena
(a moguca je i normalna tjelesna temperatura), biti razdrazljiva, inapetentna, Zuta, povracati, a
urin moze tek iznimno zaudarati ili u sebi imati eritrocite. Djeci izmedu tri mjeseca i dvije
godine najkonstantniji i nerijetko jedini simptom bolesti je vrucica, a tek ponekad se primijeti
urin neugodna mirisa (122). U toj dobi, uz infekciju diSnog ili probavnog sustava cesto je
prisutna i konkomitantna uroinfekcija, te se procjenjuje da otprilike 5% febrilne dojencadi kod
kojih se izolirao RSV ima i IMS (138). Djeca u dobi od dvije do pet godina s dijagnozom IMS-
a najcesce se prezentiraju vru¢icom i bolovima u trbuhu, a indikativan simptom moze biti
sekundarna enureza (122). Tek djeca starija od 5 godina u pravilu razvijaju simptome specifi¢ne
za uroinfekciju, a to su ucestalo i ¢esto bolno mokrenje, bol u donjem dijelu trbuha i/ili donjem
dijelu leda, hematurija i zamucen urin (122). Zbog navedenog se prema vaze¢im nacionalnim
smjernicama Britanskog nacionalnog instituta za izvrsnost u zdravstvu (NICE) (116), Americke
akademije za pedijatriju (engl. American Academy of Pediatrics, AAP) (139), Kanadskog
pedijatrijskog drustva (engl. Canadian Pediatric Society, CPS) (135) te Talijanskog drustva za
pedijatrijsku nefrologiju (engl. ltalian Society of Pediatric Nephrology, ISPN) (140), istie

pretraga urina u sve novorodencadi, dojencadi i djece mlade od tri godine s vru¢icom, kao
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sastavni dio dijagnosti¢kog algoritma febrilnog stanja bez vode¢eg simptoma. K tome, AAP
preporuca pretragu urina i kod evaluacije konjugirane zutice u djece mlade od osam tjedana

(141) te u sklopu obrade dojencadi koja ne napreduju u tjelesnoj masi (142).

Kod djece s infekcijom donjeg dijela mokraénog sustava najizrazeniji simptomi su ucestalo i
bolno mokrenje, vrucica, ako je i prisutna, nije visoka, dok je urin ¢esto zamucen i neugodna
mirisa (2, 8, 10, 115, 120). S druge strane, glavni simptom infekcije gornjeg dijela mokraénog
sustava je visoka tjelesna temperatura pracena tresavicom, bolovi u trbuhu i donjem dijelu leda,
te loSe opée stanje. Medutim, u male djece je klinicki nemoguce razluciti cistitis od
pijelonferitisa, a najceS¢e se infekcija brzo proSiri duz cijelog urotrakta pa se zapravo radi o
akutnom cistopijelonefritisu. Cak ni kod starije djece nije sigurno na temelju klini¢ke
prezentacije zakljuciti o sijelu infekcije s obzirom na to da je dokazana upala bubrega u 25%
onih sa simptomima cistitisa (122, 143). Mnogi autori stoga smatraju kako svako dijete mlade
od pet godina s vru¢icom u sklopu IMS-a treba shvatiti i lijeciti kao da boluje od pijelonefritisa,
dok se daljnjom obradom, ako je uopce potrebna, ne utvrdi drugacije (115, 122, 143-145).
Takvo je misljenje prihvaceno i u ovoj disertaciji, $to je razlog zaSto se ispitanci istrazivanja, a

radi se o djeci mladoj od tri godine s febrilnom uroinfekcijom, nisu dijelili prema sijelu IMS-a.

1.3.4. Dijagnosticka obrada

Prema vaze¢im NICE smjernicama, svoj febrilnoj djeci mladoj od tri mjeseca, djeci mladoj od
tri godine s vru¢icom bez vodeceg simptoma, svoj djeci sa simptomima koji upuéuju na
uroinfekciju te djeci s infekcijom drugog sijela koja se klinicki ne oporavljaju ocekivanom
brzinom potrebno je uciniti pretrage urina (116, 146). Kod novorodencadi i mlade dojencadi
urin se odmah analizira mikroskopski i mikrobioloski. U djece dobi izmedu tri mjeseca i tri
godine, detekcija leukocitne esteraze (LE) i nitrita u urinu pomoc¢u kemijske test-trake (engl.
dipstick test) jednako je pouzdana kao i mikroskopija mokrace. U slucaju pozitivnog nalaza LE
1/ili nitrita radi se bakterijska kultura urina, a prije dobivenog nalaza zapo¢ne se antibiotska
terapija. Kemijska test-traka pouzdano se koristi i u djece starije od tri godine, a daljnji postupak
se razlikuje samo u slucaju pozitivne LE uz negativne nitrite, kad se s obzirom na odredenu
vjerojatnost sterilne leukociturije uslijed infekcije drugog sijela, u vecini slucajeva preporuca
pricekati s antibiotskom terapijom do nalaza mikroskopske i mikrobioloSke analize urina. Zlatni
standard dijagnoze IMS-a je izolacija = 10° CFU (engl. colony forming units) bakterija jedne

vrste u 1 ml urina dobivenog metodom srednjeg mlaza, odnosno = 5x10* CFU u urinu
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dobivenog kateterizacijom mokra¢nog mjehura. Prema nekim autorima dovoljna je granicna
vrijednost > 10* CFU (147) te bilo koji broj bakterija u urinu dobivenom suprapubi¢nom
punkcijom (148).

Na prvi pogled dijagnosticki algoritam IMS-a djeluje jasno i jednostavno, no ¢injenica je da se
stalno pokuSavaju naci alati pomocu kojih bi se preciznije, brze, jeftinije, jednostavnije i uz §to
manje invazivnih postupaka identificirala djeca s uroinfekcijom. Najbolji primjer za to je
UTICalc, aplikacija opisana u radu objavljenom 2018. godine (149). Navedena aplikacija na
temelju unesenih klinickih a zatim i laboratorijskih nalaza izracunava vjerojatnost dijagnoze
uroinfekcije u djece dobi od dva mjeseca do dvije godine. Cinjenica da se pristupilo razvoju
takve aplikacije upucuje na to da dijagnosti¢ka obrada IMS-a jo§ uvijek nije jednoznacno
odredena te da pravovremeno postavljanje to¢ne dijagnoze IMS-a predstavlja svojevrsnu

neispunjenu klini¢ku potrebu, posebice u bolesnika najmlade dobi.

Prvi izazov s kojim se klinicar susreée prilikom obrade djeteta sa sumnjom na IMS je metoda
prikupljanja uzorka urina. U djece koja kontroliraju mokrenje urin se za kemijsku i
mikrobiolosku analizu preporuca uzeti metodom cistog srednjeg mlaza (116). Ako se radi o
manjoj djeci kod koje to nije moguce izvesti, od neinvazivnih metoda prihvatljivi su posebni
uloSci za prikupljanje urina (engl. urine collection pads), ali samo kada se precizno slijede
proizvodaceve upute. Na naSim prostorima koristenje takvih ulozaka je uglavnom nedostupno
te nam od neinvazivnih metoda preostaju samo sterilni plasti¢ni sakupljaci (vrecice) za
prikupljanje urina (8). Navedena metoda prihvatljiva je za kemijsku analizu urina, no mokraca
u njima je u visokom postotku kontaminirana bakterijama perineuma. Stoga prema novim
smjernicama za urinokulturu treba koristiti novi uzorak urina dobiven kateterizacijom
mokra¢nog mjehura ili suprapubi¢nom punkcijom, §to su vrlo invazivne metode koje i roditelji

i klinicari zele izbjeci kad god je moguce (116).

Daljnje nejasno¢e moze izazvati interpretacija kemijske i mikroskopske analize urina (115, 120,
148, 150-152). LE 1 nitriti mogu biti samo blago poviseni (jedan +), osobito u slucaju
razrijedene mokrace sa niskom specificnom tezinom pa lije¢nik ordinarius ponekad nije siguran
Sto dalje treba raditi s takvim grani¢nim nalazom (150). Bakterijama iz urina potrebno je Cetiri
sata da nitrate iz hrane prerade u nitrite (151), koji tako mogu biti lazno negativni u slucaju
ucestalog praznjenja mokra¢nog mjehura, Sto je Cest slucaj posebno u male djece koja ne

kontroliraju sfinktere (148). Nadalje, neke bakterije, ukljuujuéi sve gram pozitivne, ne
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metaboliziraju nitrate, pa su nitriti negativni i u IMS-u uzrokovanom takvim bakterijama (115).
Pozitivni nitriti su visoko indikativni da se radi o uroinfektu. S druge strane, LE je indirektni
pokazatelj prisutnosti leukocita u urinu (piurije) i moze biti lazno negativan u slu¢aju malog
broja leukocita, dok s druge strane piurija moZze biti prisutna i u nizu drugih stanja koja nisu
IMS poput Kawasakijeve bolesti, hiperkalciurije, apendicitisa, glomerulonefritisa, pa ¢ak 1
intenzivnog vjezbanja. Tijekom mikroskopske analize dokazuje se prisutnost bakteriurije, koja
je doduse cesto odraz kontaminacije, te piurije, koja se najprecizinije definira kao prisustvo
najmanje 10 leukocita u 1 mm?® necentrifugiranog urina (148). Jedno relevantno istraZivanje na
velikom broju ispitanika je pokazalo da u 13% IMS-a nije prisutna piurija, ve¢inom kada su
uzroc¢nici bakterije koje nisu E.coli (153). Osjetljivost 1 specificnost spomenutih probirnih
testova u pretragama urina u djece dobi dva mjeseca do dvije godine, te njihove kombinacije,

prema izvjeséu AAP-a iz 2011. godine, navedeni su u tablici 2 (148).

Tablica 2. Osjetljivost i specifi¢nost kemijskih i mikroskopskih postupaka analize urina u

dijagnostici IMS-a (148).

TEST Osjetljivost (raspon) Specifi¢nost (raspon)
% %
LE 83 (67-94) 78 (64-92)
Nitriti 53 (15-82) 98 (90-100)
LE ili nitriti 93 (90-100) 72 (58-91)
Piurija (mikroskopski dokazana) 73 (32-100) 81 (45-98)
Bakteriurija (mikroskopski dokazana) 81 (16-99) 83 (11-100)
LE, nitriti, piurija ili bakteriurija 99.8 (99-100) 70 (60-92)

Osim pretraga iz urina koje su klju¢ne za postavljanje sumnje na IMS, u konacnicii dijagnozu
uroinfekcije, za procjenu tezine i lokalizaciju bolesti Cesto se koriste serumski biljezi upale
poput L, ABN, N%, CRP i PCT (154-159). Povisene vrijednosti tih konvencionalnih upalnih
biljega iz krvi indirektni su znak da je upala zahvatila gornji dio mokra¢nog sustava te da prijeti
opasnost od urosepse, no specificnost navedenih pretraga je preniska da bi postale sastavni dio
sluzbenih dijagnosti¢kih algoritama. U NICE smjernicama jasno je naglaSeno da izolirano

poviseni CRP nije dovoljan za lokalizaciju infekcije (116). Meta analizom vise studija s velikim
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brojem djece u koje je dokazana lokalizacija IMS-a, pokazano je da serumske vrijednosti CRP-
a > 20 mg/L sugeriraju pijelonefritis osjetljivoscu i specifi¢noséu 94% i 39%, na temelju cega
mozemo zakljuciti da je korisnije upotrijebiti koncentraciju CRP-a < 20 mg/L kako bi se
iskljucio pijelonefritis (157, 158). Vrijednosti PCT > 0,5 ng/mL upucuju na to da se radi o upali
gornjeg dijela mokra¢nog sustava uz osjetljivost 86%, a specificnost 74%. Drugo istraZivanje
je pokazalo visoku pozitivnu prediktivnu vrijednost PCT-a za nastanak oZiljaka bubreznog
parenhima nakon preboljenog pijelonefritisa (159). Do sada joS nije objavljeno istrazivanje koje

bi analiziralo potencijal serumskog kalprotektina kao biljega IMS-a.

Sljede¢i izazov prilikom zbrinjavanja djece s IMS-om je odluciti kome i kada napraviti koju
slikovnu pretragu mokra¢nog sustava kako bi na vrijeme otkrili anatomske abnormalnosti,
prevenirali ponovni nastanak uroinfekcije te sprijecili nastanak trajnog bubreznog oSte¢enja
(115, 120). Vazeci stav sluzbenih americkih (AAP) (139), britanskih (NICE) (116), kanadskih
(CPS) (135) i talijanskih (ISPN) (140) smjernica za zbrinjavanje IMS-a u djece je da slikovne
pretrage treba ograniciti, odnosno provoditi ih racionalno, a odabir pretraga ovisi o dobnoj
skupini u kojoj se provode. Prema NICE smjernicama, nakon prvog nekompliciranog IMS-a,
djeci mladoj od Sest mjeseci treba se uciniti samo ultrazvuk bubrega, dok djeci starijoj od Sest
mjeseci nije potrebno niti to. Stav AAP-a 1 ISPN-a je da sva djeca koja su preboljela
nekompliciranu uroinfekciju u dobi izmedu dva mjeseca i dvije godine trebaju napraviti
ultrazvuk bubrega i mokraénog mjehura kojim se pouzdano moze vidjeti hidronefroza,
bubrezno ozilj¢enje ili neki tre¢i pokazatel] VUR-a visokog stupnja odnosno kompliciranog
IMS-a, uz pretpostavku da pretragu izvodi kompetentan lije¢nik na ispravnom aparatu. Pretraga
mikcijska cistouretrografija (MCUG) zlatni je standard za dijagnozu VUR-a, a DMSA
scintigrafija najpreciznije prikazuje oSteCenje bubrega (160, 161). Medutim, radi se o
invazivnim pretragama s visokom dozom zracenja, stoga se preporucuju tek ako je ultrazvucni
nalaz patoloski, ako je dijete razvilo tesku klinicku sliku ili nije uspjesno odgovorilo na ispravnu
antibiotsku terapiju, odnosno u svim dobnim skupinama ako se radi o rekurentnom IMS-u
(137). Od 1994. godine kada je prvi puta upotrijebljena, za dijagnostiku i pracenje VUR-a sve
ceSce se rabi mikcijska urosonografija pojacana kontrastom (engl. contrast enhanced voiding
urosonography, ceVUS), pouzdana pretraga tijekom koje se dijete ne izlaze ionizirajuéem
zracenju (162). Od strane udruzenja europskih pedijatrijskih radiologa ceVUS je proglasen
superiornijom metodom detekcije i stupnjevanja VUR-a u odnosu na MCUG te je uvrsten u

sluzbene protokole rutinske slikovne dijagnostike VUR-a (163, 164).
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1.3.5. Lijecenje

Misao vodilja u lijecenju IMS-a u novorodencadi i male dojencadi koja jo§ nemaju razvijen
imunoloski sustav je velika moguénost prisutne konkomitantne sepse i meningitisa (165, 166).
Navedena hitna stanja valja zbrinuti odmah u bolni¢kim uvjetima parenteralnim antibioticima
Sirokog spektra, 1 prije pristiglih mikrobioloskih nalaza iz krvi, likvora i urina (146, 167). U sve
ostale djece, glavni cilj je takoder $to ranije posumnjati na IMS 1 zapoceti antimikrobno
lijecenje kako bi se postigla rezolucija akutnih simptoma i preveniralo bubrezno ozilj¢enje
(145). Potrebno je na vrijeme otkriti anatomske i funkcijske abnormalnosti mokraénog sustava
kako bi se sprijecile rekurentne infekcije te u konacnici trajno oSte¢enje bubreznog parenhima
(122). S druge strane, potreban je oprez u vezi moguéeg prekomjernog dijagnosticiranja IMS-
a te nekritiCkog propisivanja antibiotika koji osim Sto stvaraju rezistentne sojeve (168),
nepovoljno interferiraju s crijevnom mikrobiotom poveéavajuéi djeci rizik za oboljenje od

imunoloski posredovanih bolesti (3-6).

Kako se lije¢enje IMS-a Cesto zapocinje prije mikrobioloSke izolacije uzro¢nika, u empirijskom
odabiru antibiotika ordinarius se vodi prema dobi pacijenta, tezini klinic¢ke slike, procijenjenoj
lokalizaciji infekcije te, najvaznije, lokalnoj epidemioloskoj situaciji, odnosno ucestalosti
pojedinih uzro¢nika na pojedinom terenu, kao i njihovoj lokalnoj rezistenciji (8, 139, 145). U
Hrvatskoj je najcesci uzro¢nik nekompliciranog IMS-a iz opce populacije E.coli koja je u nasem
podneblju ve¢ neko vrijeme visoko rezistentna na amoksicilin (oko 50%) 1 kotrimoksazol (oko
26%), dok cefalosporini tre¢e generacije i gentamicin imaju zadnje objavljenu (iz 2020.godine)
rezistenciju oko 8% (169). Interdisciplinarna sekcija za kontrolu rezistencije na antibiotike
(ISKRA) Ministarstva zdravstva Republike Hrvatske inicirala je razvoj nacionalnih smjernica
za dijagnozu, antimikrobno lijecenje i profilaksu IMS-a (170), medutim preporuke se odnose
samo za djecu stariju od 12 godina i odrasle, $to je izvan teme ove disertacije. Hrvatsko drustvo
za pedijatrijsku nefrologiju, osnovano u sklopu Hrvatskog lije¢nickog zbora, izdalo je
postupnik za lije¢enje IMS-a u djece ovisno o dobi i tezini bolesti (171). U sve dojencadi s
tezom klinickom slikom pijelonefritisa (febrilitet > 38,5°C, CRP = 50 mg/L, L = 20 x 10°/L)
prvi lijek izbora empirijske terapije je parenteralni cefalosporin tre¢e generacije ceftriakson.
Ako se radi o djetetu dobrog opéeg stanja, posebno ako je starije od godinu dana, lijeCenje se
moze odmah zapoceti peroralnim cefalosporinom treée generacije, najcesc¢e cefiksimom. U
slu¢aju novorodencadi preporuka je zapoceti empirijsko lijeCenje dvojnom antibiotskom

terapijom, ampicilinom i gentamicinom, kako bi se pokrili i gram pozitivni i gram negativni
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uzro¢nici IMS-a, a izbjegli kernikterus i pseudokolelitijaza uzrokovani ceftriaksonom. Ako se
radi o novorodencetu starijem od sedam dana, posebice ako postoji sumnja na razvoj

meningitisa u sklopu urosepse, umjesto gentamicina je opravdano dati cefotaksim (172).

Nakon prispije¢a urinokulture s antibiogramom, zapoceta antibiotska terapija se modificira ili
nastavlja ako je zadovoljavaju¢a (8, 120). Takoder, parenteralna terapija se po klinickom
poboljsanju, obi¢no 24 do 48 sati nakon zapocCinjanja, moze zamijeniti ekvivalentnom
peroralnom (148). Ukupno trajanje lijeenja varira izmedu razli¢itth smjernica, ali je
prevladavajuéi stav da se infekcije gornjeg dijela mokra¢nog sustava trebaju lijeciti sedam do
Cetrnaest dana, a infekcije donjeg dijela mokra¢nog sustava do sedam dana (116, 135, 139,
140). K tome, u novorodencadi s IMS-om lijecenje ne bi trebalo trajati kra¢e od deset dana
(173). U tablici 3 nabrojani su najceS¢e koriSteni intravenski i peroralni antibiotici i njihovo
doziranje (koje ovisi o dobi djeteta) za empirijsko lije¢enje nekompliciranog IMS-a u djece u

nasem podneblju (8, 135).

Tablica 3. Pregled najkoriStenijih antibiotika i njihova primjena za empirijsko lijecenje
nekompliciranih IMS-a u djece iz opce populacije, prema TeSovi¢ G., 2006. 1 Robinson 2014.

(8, 135)

Antibiotik Doziranje i na¢in primjene

Ceftriakson 50-75 mg/kg iv./im. u jednoj dnevnoj dozi
Cefotaksim 100-150 mg/kg iv. u dvije ili tri dnevne doze
Gentamicin 3-7,5 mg/kg iv./im. u jednoj dnevnoj dozi
Ampicilin 200 mg/kg iv. u Cetiri dnevne doze uz gentamicin
Koamoksiklav 30-40 mg/kg amoksicilina po. u dvije dnevne doze
Cefuroksimaksetil 30 mg/kg po. u dvije dnevne doze

Ceftibuten 9 mg/kg po. u jednoj dnevnoj dozi

Cefiksim 8 mg/kg po. u jednoj dnevnoj dozi
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Kako bi se sprijecili recidiviraju¢i IMS-i koji mogu uzrokovati trajno ostecenje bubrega, dugo
godina je bila uobiCajena praksa davati antibiotsku profilaksu svoj djeci nakon preboljenja
prvog IMS-a, a do kompletiranja slikovne obrade, zatim djeci s dokazanim VUR-om ili drugom
opstrukcijskom anomalijom urotrakta te onima koji su u Sest mjeseci imali barem tri recidiva
IMS-a (8, 119). Za profilaksu se najcesc¢e koristi nitrofurantoin, kotrimoksazol ili uobicajen
antibiotik za lijeCenje IMS-a, ali u dva do Cetiri puta manjoj dozi. Medutim, sve je vise
istrazivanja koja naglasavaju nepotrebnost takvog postupanja ili c¢ak njegovu Stetnost, s
obzirom na to da su djeca pod kontinuiranom antibiotskom profilaksom sklonija razviti IMS
uzrokovan multirezistentnim uzro¢nikom (174). U vaze¢im NICE smjernicama stoji preporuka
iz 2007. godine o izbjegavanju rutinske antibiotske profilakse nakon prvog IMS-a te kriticke
primjene u djece s rekurentnim uroinfekcijama (116). Prema nekim autorima, antibiotska
profilaksa nije opravdana niti u djece s VUR-om I do III stupnja, Sto se objaSnjava Cinjenicom
da se provodenjem antibiotske profilakse tijekom jedne godine u viSe od desetero djece s tom
dijagnozom eventualno prevenira jedan IMS, dok uc¢inak na smanjenje bubreznog oziljcenja
nije dokazan (175). Ipak, zbog jo$ uvijek premalo dokaza koji bi upuéivali na suprotno, AAP
preporuca antibiotsku profilaksu nakon preboljenog IMS-a svoj djeci mladoj od godine dana
kojoj je vizualiziran VUR, dok u djece starije od godinu dana odluka o antibiotskoj profilaksi
ovisi o stupnju VUR-a, bubreznom ozilj¢enju i zeljama roditelja (148). S druge strane, rezultati
poznate RIVUR (engl. randomized intervention for children with VUR) studije sugeriraju
davanje antibiotske profilakse svoj djeci s VUR-om neovisno o njegovom stupnju ili njihovoj
dobi (176). Naposljetku, valja spomenuti kako je Svicarska studija objavljena prije pet godina
pokazala da vjerojatnost postojanja VUR-a visokog stupnja (= III) u djeteta koje je preboljelo
prvu epizodu IMS-a uzrokovanu E.coli, a ima normalan nalaz ultrazvuka mokra¢nog sustava,
iznosi samo 1% (177). Ako je uzro¢nik IMS-a bila bakterija koja nije E.coli, vjerojatnost za
VUR visokog stupnja raste na 26%, a ako postoji i abnormalan nalaz ultrazvu¢nog pregleda

urotrakta, vjerojatnost iznosi visokih 55%.
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1.4. Svrha rada

Na temelju svega ranije iznesenog moze se zakljuciti da je kalprotektin:

heterodimer koji se sastoji od SI00A8 i SI00A9 proteina s izrazenom sposobnoscéu
vezanja dvovalentnih iona kalcija, mangana i cinka;

DAMP protein koji upravlja upalnim odgovorom i privlaci upalne stanice na mjesto
oStecenja tkiva;

najbrojniji protein citoplazme neutrofila od kuda se aktivno ili pasivno luci u okolinu;
do sada najviSe analiziran u stolici bolesnika s kronicnom upalnom bolesti crijeva u
kojih se koristi kao fekalni biljeg aktivnosti bolesti i kao dio dijagnostickog algoritma;
uspjesno istrazivan u reumatologiji kao serumski biljeg aktivnosti bolesti, a pokazao je

potencijal 1 kao serumski biljeg bakterijske infekcije.

U ovoj disertaciji ¢e se ispitivati serumski kalprotektin kao biljeg bakterijskog IMS-a u djece

mlade od tri godine iz sljede¢ih razloga:

dijete s vru¢icom mlade od tri godine predstavlja dijagnosticki izazov na svim razinama
zdravstvene zastite, usprkos koristenju konvencionalnih biljega akutne upale;

IMS je rijedak primjer bakterijske infekcije gdje je izolacija mikrobioloskog uzro¢nika
iz kulture urina dijagnosticki zlatni standard koji je lako ostvariv;

IMS je medu najces¢im bakterijskim infekcijama djecje dobi, a kod mladih od tri godine
¢ini otprilike 7% uzroka febrilnog stanja;

usprkos lako dostupnoj i jednostavnoj kemijskoj i mikroskopskoj analizi urina febrilnog
djeteta te korisnim postoje¢im serumskim biljezima akutne upale, ponekad rana
dijagnoza IMS-a nije jasna, ve¢ je potrebno ¢ekati mikrobioloski nalaz;

kalprotektin je stabilan pri sobnoj temperaturi i otporan na razgradnju bakterija i enzima
te se u nekim istrazivanjima ve¢ pokazao kao precizan biljeg bakterijske infekcije drugih

sijela izvan urotrakta.

Svrha ovog rada je ispitivanje i prikazivanje karakteristika serumskog kalprotektina kao ranog

biljega bakterijske infekcije u male djece s vru¢icom.
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2. HIPOTEZA

Serumski kalprotektin je osjetljiv i specifiCan rani biljeg akutne bakterijske infekcije

mokraénog sustava u djece.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

3.1. Opéi cilj

Op¢i cilj ovog istrazivanja je usporedba koncentracije serumskog kalprotektina u djece mlade
od tri godine s vru¢icom uzrokovanom bakterijskom infekcijom mokraénog sustava te
koncentracije serumskog kalprotektina u djece mlade od tri godine s vru¢icom u koje nije

dokazana bakterijska infekcija.

3.2. Specificni ciljevi

U specificne ciljeve istrazivanja spadaju usporedbe koncentracije serumskog kalprotektina sa
sljede¢im varijablama:
1. L-om, N%-om, ABN-om, CRP-om i PCT-om u krvi ispitanika i kontrola;
. klini¢kim znakovima i simptomima ispitanika;

atipi¢nom prezentacijom IMS-a;

. mikrobioloskim izolatom;

2
3
4. brojem leukocita u 1 mm? necentrifugiranog urina;
5
6. pojavom vezikouretralnog refluksa;

7

dobi djeteta (novorodencad do 28 dana starosti, dojencad 1 - 3 mjeseca starosti,

dojencad 4 - 12 mjeseci starosti, djeca 13 - 36 mjeseci starosti).
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4. METODE I ISPITANICI

4.1. Sudionici

Sudionici ovog istrazivanja su bila djeca dobi 0 — 36 mjeseci koja su se javila u Hithu ambulantu
(HA) Klinike za pedijatriju Klinickog bolnickog centra Sestre milosrdnice (KBCSM) u
razdoblju od listopada 2018. do veljace 2020. godine (prije prvog detektiranog slu¢aja SARS-
CoV-2 infekcije u Hrvatskoj) zbog vrucice > 38°C koja je trajala krace od 72 sata, te su
primljena u Dnevnu bolnicu, Pedijatrijski odjel za nefrologiju 1 hipertenziju, Pedijatrijski odjel
za pulmologiju i alergologiju ili Odjel za opéu pedijatriju Klinike radi dijagnosticiranja,
pracenja i lijecenja suspektne infekcije mokra¢nog sustava (na temelju patoloskog nalaza urina)
ili respiratorne infekcije (na temelju klini¢kih simptoma). Sazeto, ukljucujuéi kriteriji su bili
dob 0 — 36 mjeseci, vrucica > 38°C koja traje krace od 72 sata te patoloski nalaz urina ili
simptomi infekcije diSnog sustava koji su zahtijevali etiolosku dijagnostiku. Iskljucujuci
kriteriji su bili kroni¢na upalna bolest u osobnoj anamnezi i zapoceta antibiotska terapija te
postavljena klinicka, radioloska ili mikrobioloSka dijagnoza bakterijske infekcije drugog sijela

izvan mokra¢nog sustava.

Sudionici kojima je iz urinokulture izolirana bakterija u signifikantnom broju oznaceni su kao
ispitanici, dok su sudionici s dokazanom virusnom infekcijom diSnog sustava oznaceni kao
kontrole. Takoder, sudionici sa sterilnom leukociturijom bez klinicke, radioloSke ili
mikrobioloske dijagnoze bakterijske infekcije drugog sijela koji su tijekom obrade razvili
simptome virusne infekcije diSnog sustava uvrSteni su u kontrole bez dokazanog virusnog
uzro¢nika. Sudionici s nejasnom urinokulturom u kojoj je nadena nesignifikantna bakteriurija
iskljuceni su iz istrazivanja, kao i sudionici s virusnom infekcijom diSnog sustava u kojih je bila

prisutna i konkomitantna bakterijska infekcija.

Shematski prikaz tijeka prikupljanja sudionika istrazivanja i njihova podjela u ispitanike i

kontrole nalazi se na slici 3.
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HITNA AMBULANTA KLINIKE ZA PEDIJATRIJU KBC SESTRE MILOSRDNICE

listopad 2018. - veljaca 2020.

Dob
Vrué

Dob < 3 godine;
Vrucica bez vodeceg simptoma < 72 h;
Patolo$ki urin: LE 1-3 +

< 3 godine;
ica<72h;

Respiratorni simptomi;
Uzet bris za detekciju virusnih antigena

8 isklju¢eno 4 isklju¢eno
Kroni¢na upalna bolest;
Antibiotska t ija u tijek T
Odredivanje sCal (N=87) niiblotska ferapa U kU giskijucens

Klini¢ka, radioloska ili
mikrobioloska dijagnoza
bakterijske infekcije

Zlekjudenc>

53 iskljuceno

Nedokazana
virusna
infekcija

Influenca A/B

Odredivanje sCal (N=51)

/

Signifikantna Sterilna Nesignifikantna
bakteriurija || leukociturija i bakteriurija |
Razvili
respiratorne

58 IMS simptome

51 Dokazanih virusnih infekcija

\ 58 ISPITANIKA

58 KONTROLA

/

Slika 3. Shematski prikaz tijeka prikupljanja sudionika za istrazivanje i njihova podjela u

ispitanike i kontrole te trenutak odredivanja koncentracije kalprotektina iz sacuvanih uzoraka

seruma sudionika.
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4.2. Provedba istraZivanja

Prikazano prospektivno opservacijsko istrazivanje provodeno je tijekom 16 mjeseci u Klinici
za pedijatriju KBCSM. Svakom potencijalnom sudioniku istrazivanja (dijete mlade od tri
godine s vrué¢icom koja traje krace od tri dana i patoloSkim nalazom urina, odnosno
respiratornim simptomima zbog kojih je uzet bris nosa/nazofarinska za detekciju virusa) u HA
je izvaden uzorak krvi za odredivanje konvencionalnih biljega akutne faze upale (L, ABN, N%,
CRP te ovisno o klini¢koj sumnji na bakterijemiju/sepsu i PCT), dok se ostatak seruma sa¢uvao
sukladno praksi Klini¢kog zavoda za kemiju KBCSM. Urin se poslao na mikroskopsku analizu
te urinokulturu, dok su tijekom sezone u djece s respiratornim simptomima uzeti brisevi
nosa/nazofarinksa za detekciju RSV-a, odnosno influence tipa A ili B. Roditelj/skrbnik je
potpisao informirani pristanak da dopusta mjerenje serumskog kalprotektina (sCal-a) iz ve¢
izvadenog djetetovog uzorka krvi te analizu djetetovih podataka i ostalih nalaza u svrhu izrade
ove disertacije, nakon ¢ega je ostatak seruma uzorkovanog prilikom dolaska u HA smrznut i
pohranjen za eventualnu analizu sCal-a. Ovisno o dobi bolesnika, klinickoj slici,
laboratorijskim nalazima i odluci lije¢nika ordinariusa vodenoj NICE smjernicama (116)
odlucilo se o uvodenju antibiotske terapije i prije dospije¢a mikrobioloskih nalaza. Prema
prilagodenom algoritmu AAP-a (178) za dijagnosticki pristup djetetu s vru¢icom ucinile su se,
na temelju klini¢ke slike i laboratorijskih nalaza, preporucene pretrage u svrhu iskljucenja
bakterijske infekcije drugog sijela. Lumbalna punkcija ucinjena je svakom febrilnom
novorodencetu, a dojencadi mladoj od tri mjeseca ovisno o klini¢koj prezentaciji i odluci
vodeceg lijecnika. Svakom djetetu je lijecnik u HA ucinio otoskopski pregled kako bi iskljucio
gnojnu upalu srednjeg uha (ovisno o indikaciji u¢inio je to konzilijarno i otorinolaringolog). U
slu¢aju sumnje na pneumoniju (znakovi dispneje, tahipneja, patoloski auskultacijski nalaz nad
plu¢ima, saturacija krvi kisikom < 95% mjereno pulsnim oksimetrom) ucinjen je rentgen prsnih
organa. Stolica je mikrobioloski analizirana svim ispitanicima s klinickim simptomima i

znakovima gastroenterokolitisa.

U istrazivanju su ostali sudionici s patoloskim urinom i signifikantnom bakteriurijom, i/ili
sterilnom leukociturijom 1 respiratornim simptomima, i/ili respiratornim simptomima i
dokazanim virusom u brisu gornjeg diSnog sustava, a kod kojih na temelju detaljne anamneze,
klinickog pregleda i1 dijagnosticke obrade nisu nadeni isklju¢ni kriteriji. Navedenim

sudionicima odredena je vrijednost serumskog kalprotektina iz inicijalnog krvnog uzorka
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izvadenog u HA Klinike za pedijatriju i pohranjenog u Klinickom zavodu za kemiju KBCSM
(Slika 3).

Sudionici ¢ije su urinokulture bile nejasne u smislu nalaza nesignifikantne bakteriurije
iskljuceni su iz istrazivanja, kao 1 ispitanici sa sterilnom leukociturijom kod kojih je naknadno
ipak postavljena klini¢ka, radioloska ili mikrobioloska dijagnoza bakterijske infekcije izvan

urotrakta (Slika 3).

Uzorci pohranjeni za odredivanje sCal sudionika koji su iskljuceni iz istrazivanja odbaceni su

u skladu s protokolima Klini¢kog zavoda za kemiju KBCSM.
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4.3. Metodologija i definicije

4.3.1. Mjerenje tjelesne temperature i vrucica

Tjelesna temperatura se mjerila aksilarno ili rektalno elektronskim termometrom (HA
KBCSM), a vru¢icom su se smatrale vrijednosti > 38°C (179). Prema NICE smjernicama (146),
relevantnim se smatrao i anamnesticki podatak o aksilarno, aurikularno ili rektalno izmjerenoj
tjelesnoj temperaturi > 38°C djetetu u kuénim uvjetima koja se do dolaska u HA uspjesno

kupirala antipiretikom.

4.3.2. Prikupljanje urina, patoloski urin, dijagnoza IMS-a

U ovom istrazivanju patoloski nalaz urina definiran je kao pozitivna leukocitna esteraza (LE)
1+ do 3+, detektirana kemijskom test-trakom. Pozitivni nitriti nisu usli u kriterije s obzirom na
to da su sudionici istrazivanja bili mlada djeca koja ve¢inom ne kontroliraju mokrenje, stoga
rijetko zadrzavaju urin u mokra¢nom mjehuru dulje od 4 sata §to je minimalno vrijeme potrebno
bakterijama da razgrade nitrate (151). Signifikantna bakteriurija, odnosno pozitivna
urinokultura znacila je da je izolirano = 10° CFU jedne vrste bakterije u 1 ml urina dobivenog
pomoc¢u sterilnog sakuplja¢a, odnosno > 10* CFU/ml urina dobivenog Kkateterizacijom
mokraénog mjehura (Zavod za mikrobiologiju, parazitologiju i bolnicke infekcije KBCSM).
Mikroskopska analiza urina sastojala se od brojanja leukocita u 1 mm? necentrifugiranog urina

(Klini¢ki zavod za kemiju KBCSM), a piurijom se smatra prisustvo najmanje 10 leukocita.

U vecine sudionika urin se prikupljao pomocu sterilnih plasticnih sakupljaca (vreéica),
neinvazivnom metodom koja je prema vazecim NICE smjernicama prihvatljiva za kemijsku
analizu urina (116). Usprkos tome §to navedene smjernice zbog visokog postotka kontaminacije
uzorka bakterijama periuretralnog podrucja za mikrobiolosku analizu preporucuju invazivne
metode poput kateterizacije mokra¢nog mjehura i suprapubicne punkcije, u ovom istrazivanju
u djece s jasnom klinickom prezentacijom i mikroskopskim nalazom urina (leukociti > 100)
indikativnim za dijagnozu IMS-a, urin prikupljen pomocu sterilnog sakupljaca koristio se i za
mikrobiolosku analizu. Navedena praksa raSirena je u mnogim bolnickim centrima, ukljucujuci
centar u kojem se provodilo istrazivanje, kako bi se djeca postedjela od invazivnih postupaka

kojima ni roditelji ¢esto nisu skloni (8, 180). U svrhu maksimalnog smanjenja kontaminacije
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uzorka bakterijama, Citav postupak prikupljanja urina proveo je iskusan zdravstveni djelatnik
koji je prije aplikacije sterilnog sakupljaca djetetu oprao perineum antiseptickim sredstvom,
redovito kontrolirao i mijenjao praznu vrecicu svakih 30 minuta uz ponovno ispiranje
perineuma antiseptikom te skinuo vrecicu neposredno nakon mokrenja. Samo sudionici s
jasnim nalazom urinokulture (jedna vrsta bakterija = 10° CFU/ml) uvr$teni su u ispitanike, dok
su uzorci u kojima je izoliran manji broj bakterija, kao i oni s viSe vrsta izoliranih bakterija (tzv.
nesignifikantne bakteriurije) iskljuceni iz istrazivanja. U rijetkim slucajevima kada je iz bilo
kojeg razloga lijecnik ordinarius odlucio bolesniku prikupiti urin kateterizacijom mokra¢nog
mjehura, signifikantna bakteriurija je definirana kao prisustvo > 10* CFU bakterija iste vrste u

1 ml urina.

Za potrebe istrazivanja dijagnoza IMS-a je postavljena u febrilnih sudionika s patoloskim
nalazom urina i signifikantnom bakteriurijom / pozitivnom urinokulturom. Sterilna je pak
leukociturija podrazumijevala patoloski nalaz urina bez pozitivne urinokulture. Atipicna
prezentacija IMS-a bila je definirana prema NICE smjernicama jednom od sljede¢ih
karakteristika: teSka klini¢ka slika, oslabljen mlaz urina, poviSene koncentracije kreatinina u
krvi, tvorba u abdomenu ili mokra¢énom mjehuru, infekcija uzrokovana mikrobioloskim
uzroénikom koji nije Escherichia coli, dokazana bakterijemija te izostanak terapijskog

odgovora unutar 48 — 72 sata od zapocetog antimikrobnog lijecenja (116).

4.3.3. Dokazivanje virusne infekcije

U centru u kojem se provodilo ovo istrazivanje, a u eri prije COVID-19 pandemije, jedini virusi
koji su se rutinski dokazivali u male djece s respiratornim simptomima u zimskim i ranim
proljetnim mjesecima su RSV i influenca tip A i tip B. Sukladno tome, febrilna djeca mlada od
tri godine, koja su zarazena upravo tim navedenim sezonskim virusima, predstavljala su model
dokazane virusne infekcije. Detekcija RSV-a se vr$ila iz brisa nosa pomoc¢u komercijalne test
trake (RSVGnost Resp, BIOGNOST®) na Pedijatrijskom odjelu za pulmologiju i alergologiju
Klinike za pedijatriju KBCSM. Navedeno je imunokromatografska metoda za brzo kvalitativno
otkrivanje antigena RSV-a. Bris nazofarinksa za detekciju antigena virusa influence tip A i tip
B uzet je djeci u HA, na Pedijatrijskom odjelu za pulmologiju i alergologiju, na Odjel za opéu

pedijatriju ili u Dnevnoj bolnici Klinike za pedijatriju te je poslan na Zavod za javno zdravstvo
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RH (Rockefellerova 12, Zagreb) gdje je dobiven rezultat metodom direktne

imunofluorescencije (DFA, engl. direct immunofluorescence antibody).

4.3.4. Konvencionalni biljezi akutne faze upale iz krvi

U rutinski koriStene krvne biljege akutne faze upale spadaju broj leukocita (L), postotak i
apsolutni broj neutrofila (N%, ABN), CRP i1 PCT, te su oni izmjereni prilikom prvog pregleda
u HA Klinike za pedijatriju, prema standardnom protokolu Klinickog zavoda za kemiju
KBCSM. Toc¢nije, L, N% 1 ABN su odredeni na hematoloskom analizatoru Sysmex XN-1000
(Sysmex, Kobe, Japan), CRP imunoturbidimetrijskom metodom na analizatoru Architect
c8000, a PCT kemiluminiscentnom metodom na mikrocesticama na analizatoru 12000 sr (oboje

Abbott, Abbott Park, IL, SAD).

4.3.5. Serumski kalprotektin

Analiza serumskog kalprotektina provodila se pomocu komercijalno dostupnog
imunokromatografskog testa (engl. quantitative lateral flow) Quantum Blue® sCal za
odredivanje koncentracije serumskog kalprotektina te odgovarajuceg aparata Quantum Blue®
Reader (Biihlmann, Svicarska) u Klini¢kom zavodu za kemiju KBCSM-a. Ostatak seruma iz
kojeg je inicijalno izmjeren CRP bio je pohranjen i zamrznut na -20°C do skupljanja 69 valjanih
uzoraka koji su se analizirali u isto vrijeme, a za potrebe ovog istrazivanja iskoriStena su dva
Quantum Blue® sCal paketa tj. odredena je vrijednost kalprotektina u 138 serumskih uzoraka
od 138 sudionika. Za analizu jednog uzorka potrebno je 20uL seruma (razrijedenog 1:10), a
rezultati su dobiveni ve¢ nakon 20 minuta od pocetka procesa. Osjetljivost testa je < 0,5ug/mL.
Odredivanje vrijednosti serumskog kalprotektina nije rutinska metoda u dijagnosti¢koj obradi

febrilnog djeteta te se navedena pretraga radila samo za potrebe ovog istrazivanja.
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4.4. StatistiCka analiza

Potrebna veli¢ina uzorka izracunata je preko programa za analizu statistiCke snage testa (engl.

power  analysis)  dostupnog na  mreznoj  stranici  SveuciliSta u  Iowi

(http://www.stat.uiowa.edu/~rlenth/Power/index.html), §to je rezultiralo brojem sudionika n =
56 (28 ispitanika i1 28 kontrola). Izabrana je snaga statistickih testova 0,8, razina znacajnosti
(greska tipa I, greska tipa oo odnosno P vrijednost) < 0,05 te veli¢ina ucinka (engl. effect size)
0,5 jer se ocekivalo da je koncentracija serumskog kalprotektina u ispitanika s bakterijskom
infekcijom za 50% viSa od kontrola s virusnom infekcijom. Opisano se odnosilo na op¢i cilj
istrazivanja, usporedbu sCal-a izmedu ispitanika i kontrola. Odluceno je broj sudionika
povecati za otprilike 100% kako bi se i za specifi¢ne ciljeve postigla $to bolja snaga istrazivanja
ovisno o broju sudionika u odredenoj podskupini. Kako u jednom setu koristenog Quantum
Blue® sCal testa ima reagensa za odrediti kalprotektin iz 69 uzorka, nabavljena su 2 seta i
odreden je konacan broj od 138 izabranih sudionika kojima ¢e se odrediti koncentracija
serumskog kalprotektina, uz pretpostavku da ¢e odreden broj sudionika s ve¢ odredenom
koncentracijom sCal-a zbog naknadno razvijenih isklju¢nih kriterija biti izbacen iz istrazivanja.
Normalnost raspodjele kontinuiranih numeric¢kih varijabli testirana je Kolmogorov-
Smirnovljevim testom. S obzirom na relativno mali broj sudionika u pojedinim podskupinama
(posebno prilikom odgovaranja na specificne ciljeve) te raspodjeli numerickih podataka koja
se znacajno razlikovala od normalne, koriStena je neparametrijska statistika, stoga su podaci

izrazeni kao medijani i interkvartilni rasponi (engl. interquartile range, IQR).

Parametri izmedu ispitanika i kontrola su usporedivani pomo¢u Mann-Whitney U testa, uz
izraCunatu statisticku znacajnost pomocu Fisherovog to¢nog testa (engl. Fisher's exact test). P
vrijednosti manje od 0,05 smatrane su statisticki znacajnima. Kada su usporedivani medijani
koncentracije sCal-a izmedu viSe od dvije podskupine ispitanika koristen je Kruskal-Wallis test
kojim je pokazano postoji li statisticki znacajna razlika izmedu barem dvije prouCavane
podskupine, nakon ¢ega je radena Dwass-Steel-Critchlow-Flinger viSestruka komparativna
analiza (post-hoc analiza) kojom se utvrdilo koje dvije podskupine se medusobno statisticki

znacajno razlikuju.
Distribucije su prikazane graficki i tablicno. ROC analizom (engl. receiver operating

charactristic curve) ispitivana je najbolja osjetljivosti i specificnosti kalprotektina, kao i ostalih

koriStenih konvencionalnih biljega akutne faze upale (L, ABN, N%, CRP i PCT), u razlikovanju
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ispitanika s bakterijskom infekcijom od kontrola s virusnom infekcijom, ovisno o optimalnim
grani¢nim (engl. cut-off) vrijednostima. Dijagnosticka sposobnost pojedinog biljega u detekciji
bakterijske infekcije izraZena je vrijednoS¢u ispod ROC krivulje (engl. area under ROC curve,
AUC). Napravljena je univarijantna i multivarijantna binarna logisti¢ka regresijska analiza svih

promatranih upalnih biljega kao prediktora postojanja bakterijske infekcije.

Kako bi se ispitala medusobna povezanost vrijednosti sCal-a i ostalih biljega u ispitanika i
kontrola, koriSten je Spearmanov koeficijent korelacije rs. U statistickoj analizi se koristila

programska podrska IBM SPSS Statistics, verzija 25.0 (https:/www.ibm.com/analytics/spss-

statistics-software) te MedCalc for Windows, verzija 19.1.7 (MedCalc Statistical Software version

19.1.7 (MedCalc Software bvba, Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org; 2021).
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4.5. Eti¢ka nacela

Ovo istrazivanje je zapocelo nakon odobrenja od strane Eti¢kog povjerenstva Klinickog
bolnickog centra Sestre milosrdnice te Eti¢kog povjerenstva Medicinskog fakulteta Sveucilista
u Zagrebu, a provodeno je u skladu s preporukama HelsinSke deklaracije iz 1964. godine i
njezinim novijim revizijama. Od roditelja/skrbnika sve djece koja su sudjelovala u istrazivanju,
nakon objasnjenja ciljeva i uvjeta istrazivanja, a prije pohrane i analiziranja njihovih seruma i
podataka u svrhu istrazivanja i izrade ove disertacije, pribavljena je pisana suglasnost za

sudjelovanje.
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5. REZULTATI

5.1. Osnovni podaci o sudionicima

Osnovni proucavani demografski, klinicki, laboratorijski i mikrobioloski podaci o sudionicima

istrazivanja prikazani su u tablicama 4, 51 6.

U istrazivanje je inicijalno bilo uklju¢eno ukupno 215 djece mlade od 36 mjeseci s vruc¢icom,
iz istog geografskog podrucja, od kojih je 95 imalo patoloski urin a 120 respiratorne simptome
u zimskim i ranim proljetnim mjesecima zbog €ega im je uzet bris nosa/nazofarinksa za
dokazivanje antigena virusa RSV i influenca tip A / tip B. Nakon §to su iz istraZivanja izbaceni
sudionici s iskljuénim kriterijima (n = 21) te oni s inicijalno prisutnim respiratornim
simptomima u kojih nije dokazana virusna infekcija (n = 53), kao i troje bolesnika u kojih je uz
dokazanu virusnu infekciju dokazana i bakterijska infekcija, ostalo je 138 sudionika kojima je
odredena serumska vrijednost kalprotektina. Naknadno su isklju¢ena 22 sudionika; devet
ispitanika zbog nejasnog nalaza urinokulture, tj. prisustva nesignifikantne bakteriurije, te 13
kontrola sa sterilnom leukociturijom kojima je daljnjom obradom ipak postavljena vjerojatna
dijagnoza bakterijske infekcije izvan urotrakta. Sedmero djece sa sterilnom leukociturijom je
tijekom obrade kojom je iskljucena bakterijska infekcija razvilo respiratorne simptome te su
oni shvaceni kao vrlo vjerojatne kontrole s virusnom respiratornom infekcijom koja nije
etioloSki dokazana. Konac¢no, u skupini ispitanika s potvrdenom bakterijskom infekcijom

urotrakta je bilo 58 djece, isto kao i u kontrolnoj skupini djece s virusnom infekcijom.

Udio muske i zenske djece u obje skupine sudionika je bio gotovo jednak (tablica 4). Medijan
(interkvartilni raspon) dobi medu ispitanicima je bio 3,75 (2 — 6,13) mjeseci, dok su djeca u
kontrolnoj skupini bila statisticki znacajno starija s medijanom (IQR) dobi od 14 (5 — 21,25)
mjeseci, P <0,001.
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Tablica 4. Podjela sudionika istrazivanja obzirom na spol

Bakterijska infekcija Kontrole
Spol N % N %
Muski 29 50 30 51
Zenski 29 50 28 48,3

Od ukupnog broja dokazanih bakterijskih IMS-a, 17,2% se odnosilo na atipi¢ne IMS. Sve su
imale izrazenu piuriju (LE 3+ na kemijskoj test-traci i >100 L u 1 mm? urina vidljivih
mikroskopskom analizom). E.coli nije izolirana kao etioloSki ¢imbenik IMS-a u samo tri
ispitanika u kojih su mikrobioloski uzro¢nici uroinfekcije bili Klebsiella pneumoniae (n = 2) i
Enterobacter spp. (n = 1) (Tablica 5). Klinicke znakove gastroenterokolitisa (povracanje,
proljev, bolovi u trbuhu) imalo je 15,5% ispitanika, Cije sve stolice su negativno mikrobioloski
testirane. Nadalje, udio respiratornih simptoma (sekrecija iz nosa, kasalj) medu ispitanicama je
iznosio 17,2%, dok se 41,4% djece prezentiralo s tezom klinickom slikom IMS-a (tjelesna
temperatura > 39° uz tresavicu i loSe opce stanje). Naknadno je dijagnosticiran VUR I 1 II

stupnja u 10,3% bolesnika koji su imali dokazanu bakterijsku infekciju urotrakta (Tablica 6).

Medu kontrolama, vecina djece je imala dokazanu virusnu infekciju (DVI) uzrokovanu
influencom tip A/ tip B (n = 42), zatim RSV-om (n = 9), dok je ostalima dijagnoza virusne
infekcije diSnog sustava postavljena nakon pristiglog nalaza sterilne leukociturije, razvoja
respiratornih simptoma uz iskljucenje bakterijske infekcije drugog sijela te spontanog klinickog

oporavaka nakon manje od tjedan dana (n = 7) (Tablica 5).
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Tablica 5. Mikrobioloski izolati i njihova distribucija medu sudionicima istrazivanja

Sudionici Dijagnoza Mikrobioloski izolat N

Bakterijska infekcija ~ IMS Escherichia coli 55
(N =158)

Klebsiella pneumoniae 2

Enterobacter spp 1

Kontrole DVI RSV 9
(N =158)

Influenza A ili B 42

Sterilna leukociturija Nepoznat 7

IMS, infekcija mokraénog sustava; DVI, dokazana virusna infekcija; RSV, respiratorni

sincicijski virus.

Tablica 6. Podjela ispitanika s bakterijskom infekcijom obzirom na pratece nalaze

Ispitanici s bakterijskom infekcijom

Prateci nalazi N %

Klinicki znakovi GEK-a 9 15,5
Respiratorni simptomi 10 17,2
Teza klinicka slika 24 41,4
VUR 6 10,3

GEK, gastroenterokolitis; VUR, vezikouretralni refluks.

Vrijeme trajanje vrucice prije nego li je potrazena lijecnicka pomo¢ je u djece s bakterijskom
infekcijom bilo duplo krace nego u djece bez bakterijske infekcije, odnosno u ispitanika je
medijan (IQR) trajanja bolesti prije lije¢nickog pregleda bio 12 (5,75 - 24,50) h, a u kontrola
24 (12 - 48) h, uz P = 0,006. Drugim rijecima, sCal i ostali analizirani laboratorijski biljezi

akutne faze upale su odredivani u ranijoj fazi bolesti u ispitanika nego u kontrola.
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5.2. Usporedba proucavanih parametara izmedu ispitanika s bakterijskom infekcijom i
kontrola

Prema rezultatima deskriptivne statistike (Tablica 7) i usporedbom vrijednosti izmedu kontrola
i ispitanika (Mann-Whitney U test), vidljivo je da su vrijednosti svih promatranih biljega upale,
ukljucujudi i sCal-a, statisticki znacajno razlicite u djece s dokazanom bakterijskom infekcijom
i u djece s dijagnozom virusne infekcije. Medijani (i interkvartilne razlike) serumskih
koncentracija kalprotektina u ispitanika s bakterijskom infekcijom [4,97 (2,99) ng/mL] su bili
statistiCki znacajno vi$i nego u kontrola bez bakterijske infekcije [2,45 (2,22) pg/mL] (P <
0.001) (Slika 4). Takoder, i ostali konvencionalni biljezi akutne faze upale (CRP, PCT, L, N%
1 ABN) su izmjereni u vis$im koncentracijama kod ispitanika u odnosu na kontrole, sve sa

statistickom znacajnosti.

Tablica 7. Usporedba proucavanih parametara (vrijednosti izrazene kao medijani i
interkvartilni rasponi) izmedu ispitanika s bakterijskom infekcijom i kontrola (Mann-Whitney

U test)

Bakterijska infekcija Kontrole P
(N=58%) (N=58%)
Dob (mjeseci) 3,75 (2,0-6,13) 14,0 (5,0-21,25) <0,001
Trajanje vrucice (h) 12,0 (5,75-24,5) 24,0 (12,0-48,0) 0,006
sCal (ng/mL) 4,97 (3,43-6,42) 2,45 (1,63-3,85) <0,001
CRP (mg/L) 41,8 (21,1-104,38) 6,4 (1,68-16,28) <0,001
PCT (ng/mL) 0,31 (0,11-2,05) 0,09 (0,06-0,2) <0,001
L (10°/L) 17,95 (13,08-22,73) 7,8 (5,40-11,7) <0,001
ABN (10°/L) 8,99 (6,35-12,01) 3,42 (2,02-5,19) <0,001
N% 52,45 (45,28-61,43) 45.55 (33,73-55,9) 0,001

*Vrijednost PCT-a je odredena u 45 ispitanika s bakterijskom infekcijom i 36 kontrola.
sCal, serumski kalprotektin; CRP, C-reaktivni protein; PCT, prokalcitonin; L, broj leukocita;
ABN, apsolutni broj neutrofila; N%- postotak neutrofila.
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Slika 4. Kutijasti dijagram (engl. box plof) prikazuje odnos minimuma, maksimuma, donjega i
gornjega kvartila te medijana koncentracija sCal-a u skupini kontrola s dijagnozom virusne
infekcije 1 skupini ispitanika s dokazanom bakterijskom infekcijom. Razlika medu skupinama

je statisticki znacajna, P < 0,001 (Mann-Whitney U test).
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5.3. Analiza koncentracije sCal-a u pojedinim podskupinama ispitanika s bakterijskom

infekcijom

Kako bi se ispunili specificni ciljevi ove disertacije, analizirana je razlika u koncentraciji sCal-
a u pojedinim podskupinama ispitanika u odnosu na ostale ispitanike s bakterijskom infekcijom.
Tocnije, usporedivana je koncentracija sCal-a (Mann-Whitney U test) izmedu ispitanika koji
su razvili tezu klinicku sliku bakterijske infekcije urotrakta, kojima je naknadno postavljena
dijagnoza atipi¢ne infekcije mokraénog sustava ili VUR-a, te u onih s respiratornim
simptomima ili klini¢kim znakovima gastroenterokolitisa u odnosu na ostale ispitanike s
bakterijskom infekcijom (tablice 8 - 12). Takoder, analizirana je povezanost vrijednosti sCal-a
s mikrobioloskim izolatom (Tablica 13) u kontrola s virusnom infekcijom s obzirom na to da
je broj ne-Escherichia coli infekcija mokraénog sustava bio premalen za statistiCku analizu.
Rezultati su jednozna¢no pokazali da nema statisticki znacajne razlike u koncentraciji sCal-a

izmedu pojedine podskupine ispitanika i ostalih ispitanika s IMS-om.

Tablica 8. Usporedba koncentracije sCal-a (medijan i interkvartilni raspon) izmedu ispitanika

s tezom klini¢kom slikom IMS-a i ostalih ispitanika s bakterijskom infekcijom.

N Medijan sCal (IQR) P
Teza klinicka slika IMS-a 24 5,30 (3,25) 0.204
Ostali ispitanici s IMS-om 34 4,70 (3,02) ’

Tablica 9. Usporedba koncentracije sCal-a (medijan i interkvartilni raspon) izmedu ispitanika

koji su uz IMS imali i probavne tegobe i ostalih ispitanika s bakterijskom infekcijom.

N Medijan sCal (IQR) P
IMS uz znakove GEK-a 9 5,30 (1,95) 0.683
Ostali ispitanici s IMS-om 49 4,90 (3,14) ’

GEK, gastroenterokolitis
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Tablica 10. Usporedba koncentracije sCal-a (medijan i interkvartilni raspon) izmedu ispitanika

koji su uz IMS imali i respiratorne simptome i ostalih ispitanika s bakterijskom infekcijom.

N Medijan sCal (IQR) P
IMS uz respiratorne simptome 10 5,81 (4,74)
0,365
Ostali ispitanici s IMS-om 48 4,93 (2,77)

Tablica 11. Usporedba koncentracije sCal-a (medijan i interkvartilni raspon) izmedu ispitanika

koji su razvili atipi¢an IMS 1 ostalih ispitanika s tipicnim IMS-om.

N Medijan sCal (IQR) P
Atipic¢an IMS 10 4,43 (2,05)
_ 0,703
Tipican IMS 48 5,20 (2,99)

Tablica 12. Usporedba koncentracije sCal-a (medijan i interkvartilni raspon) izmedu ispitanika
kojima je nakon dijagnoze IMS-a naden VUR 1 ostalih ispitanika s bakterijskom infekcijom bez

VUR-a.

N Medijan sCal (IQR) P
IMS uz VUR 6 5,04 (5,24)
0,939
IMS bez VUR-a 52 4,97 (2,53)

VUR, vezikoureteralni refluks

Tablica 13. Usporedba koncentracije sCal-a (medijan i interkvartilni raspon) izmedu kontrola

s dokazanim virusom influence tip A / B i kontrola s dokazanom RSV infekcijom.

N Medijan sCal (IQR) P
Influenca A/B 42 2,45 (1,98)
0,261
RSV 9 1,78 (1,63)
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Povezanost koncentracije sCal-a s brojem leukocita u 1 mm? urina analizirana je pomoc¢u
neparametrijskog ANOVA testa tj. Kruskall-Wallis testa. Ispitanici su podijeljeni u 4 grupe
ovisno o tome je li broj leukocita u 1 mm? urina < 50, 60 - 80, 81-100 ili >100. Nije detektirana
statistiCki znacajna razlika u koncentraciji sCal-a medu navedenim skupinama ispitanika da bi
se mogla naci povezanost izmedu koncentracije sCal-a i mikroskopskog nalaza urina (X?= 5,34,

P =0,149).

Za analizu povezanosti koncentracije sCal-a s dobi ispitanika, djeca s bakterijskom infekcijom
ponovno su podijeljena u Cetiri grupe, ovog puta ovisno o tome radi li se 0 novorodencadi (dob
0 - 28 dana), mladoj dojencadi (dob 1 - 3 mjeseca), dojencadi starijoj od tri mjeseca (dob 4 —
12 mjeseci ) ili maloj djeci (dob 13 — 36 mjeseci). U svakoj dobnoj skupini izracunat je medijan
koncentracije sCal-a i1 interkvartilni raspon. Kruskall-Wallis testom nadena je statisticki
znacajna razlika u koncentraciji sCal-a izmedu grupa (X?>= 11,1, P = 0,011, Tablica 14), a
Dwass-Steel-Critchlow-Fligner testom (Tablica 15) viSestrukog usporedivanja tj. post hoc
testom utvrdeno je da se statisticki znacajno razlikuju grupe novorodence i starije dojence (W
= 4.140, P = 0.018), Sto znaci da je koncentracija sCal-a u novorodencadi s bakterijskom
infekcijom statisticki zna¢ajno manja od koncentracije sCal-a u starije dojencadi s bakterijskom

infekcijom.

Tablica 14. Medijani koncentracija sCal-a u ispitanika razli¢itih dobnih skupina

N Medijan sCal (IQR)
Novorodence 13 2,40 (3,15)
Mlado dojence 16 5,20 (2,20)
Starije dojence 24 5,61 (4,58)
Malo dijete 5 6,40 (4,10)

Novorodence (dob 0-28 dana); mlado dojence (dob 1-3 mjeseca); starije dojence (dob 4-12
mjeseci ); malo dijete (dob 13-36 mjeseci).
* Statisticki znacajna razlika u vrijednosti medijana sCal-a izmedu dvije ili viSe dobne skupine

nadena je pomoc¢u Kruskal-Wallis testa (X>= 11,1, P =0,011).
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Tablica 15. Visestruka komparativna analiza medijana sCal-a medu razli¢itim dobnim

skupinama ispitanika s bakterijskom infekcijom pomo¢u Dwass-Steel-Critchlow-Fligner

(DSCF) post hoc testa

W P
Novorodence mlado dojence 3,071 0,131
Novorodence starije dojence 4,140 0,018
Novorodence malo dijete 3,137 0,118
Mlado dojence starije dojence 1,445 0,737
Mlado dojence malo dijete 2,103 0,446
Starije dojence malo dijete 0,653 0,967

Novorodence (dob 0-28 dana); mlado dojence (dob 1-3 mjeseca); starije dojence (dob 4-12

mjeseci ); malo dijete (dob 13-36 mjeseci); W, Wilcoxonov test rangiranja

*DSCF post hoc test je pokazao statisticki znac¢ajnu razliku (P < 0,05) u vrijednosti medijana

sCal-a izmedu novorodencadi i starije dojencadi (podebljano)
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5.4. Korelacija (povezanost) serumskog Kkalprotektina s konvencionalnim biljezima

akutne faze upale

U tablicama 16 i 17 prikazane su korelacije sCal-a s ostalim prou¢avanim konvencionalnim
biljezima akutne faze upale. SnaZzna pozitivna korelacija je definirana kao rs (Spearmanov

koeficijent korelacije) > 0,5 1 P < 0,05.

I u ispitanika s bakterijskom infekcijom, i u kontrola s virusnom infekcijom vrijednosti sCal-a
snazno su korelirale s apsolutnim brojem (rs = 0,611 i rs = 0,606, P < 0,001) i postotkom
neutrofila (rs = 0,601 i rs = 0,523, P <0,001) te umjereno s brojem leukocita (rs= 0,491 10,465,
P < 0,001). Korelacija izmedu sCal-a i CRP-a u ispitanika je bila umjerena (rs = 0,446, P <
0,001), a u kontrola slaba (rs= 0,279, P < 0,034). Nije detektirana znacajna korelacija izmedu

sCal-a i PCT-a niti u jednoj skupini ispitanika.

Tablica 16. Korelacija vrijednosti sCal-a s drugim promatranim konvencionalnim

laboratorijskim biljezima upale u ispitanika s bakterijskom infekcijom (Spearmanova

korelacija).
Is N P
CRP (mg/L) 0,446 58 <0,001
PCT (ng/mL) 0,263 45 0,081
L (10°/L) 0,491 58 <0,001
ABN (10°/L) 0,611 58 <0,001
N% 0,601 58 <0,001

CRP, C-reaktivni protein; PCT, prokalcitonin; L, broj leukocita; ABN, apsulotni broj neutrofila;
N%, postotak neutrofila.
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Tablica 17. Korelacija vrijednosti sCal-a s drugim promatranim konvencionalnim

laboratorijskim biljezima upale u kontrola s virusnom infekcijom (Spearmanova korelacija).

Is N P
CRP (mg/L) 0,279 58 0,034
PCT (ng/mL) 0,140 36 0,416
L (10°/L) 0,465 58 0,001
ABN (10°/L) 0,606 58 0,001
N% 0,513 58 0,001

CRP, C-reaktivni protein; PCT, prokalcitonin; L, broj leukocita; ABN, apsulotni broj neutrofila;

N%, postotak neutrofila.
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5.5. ROC analiza vrijednosti odredivanja sCal-a i ostalih konvencionalih biljega akutne

faze upale

ROC analizom vrijednosti odredivanja koncentracije sCal-a za dijagnozu bakterijske infekcije
nadena je za vrijednost sCal-a > 3,24 pg/ml znacajna povrsina ispod ROC krivulje (AUC) od
80,2% (P < 0,001) uz osjetljivost od 77,6% 1 specificnost 69% (Slika 5).

Analizirana je i vrijednost odredivanja ostalih konvencionalnih biljega akutne faze upale u
svrhu razlikovanja djece s bakterijskom od onih s virusnom infekcijom, a rezultati njihovih
povrsina ispod ROC krivulja pri optimalnim grani¢nim vrijednostima (engl. cut-off) uz najbolji

omjer osjetljivosti i specific¢nosti prikazani su u tablici 18.
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Slika 5. ROC analiza vrijednosti odredivanja koncentracije sCal-a za dijagnozu bakterijske

infekcije
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Tablica 18. Vrijednost odredivanja istrazivanih biljega akutne faze upale prilikom razlikovanja

febrilne djece s bakterijskom infekcijom mokraénog sustava od one s virusnom infekcijom.

Biljeg Ispitanici AUC Grani¢na Osjetljivost  Specificnost J
/kontrole vrijednost (%) (%)
sCal 58/58 0,802 3,24 ng/mL 77,6 69,0 0,46
CRP 58/58 0,8176 19,7 mg/L 75,86 77,59 0,53
PCT 45/36 0,758 0,28 ng/mL 53,33 86,11 0,39
L 58/58 0,8585 12,1 x10°/L 84,48 77,59 0,62
N % 58/58 0,6828 48,35% 63,79 67,24 0,31
ABN 58/58 0,843 6,18 x10°/L 79,3 84,48 0,064

CRP, C-reaktivni protein; PCT, prokalcitonin; L, broj leukocita; ABN, apsolutni broj neutrofila;
N%, postotak neutrofila; AUC, povrsina ispod ROC krivulje; J, Youden indeks
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5.6. Binarna logisticka regresijska analiza predvidanja bakterijske infekcije u djece s
vrucicom

Binarni logisticki regresijski model predikcije bakterijske infekcije s obzirom na vrijednost
sCal-a u djece mlade od tri godine s vru¢icom ukazuje da je u navedenoj skupini pri
koncentraciji sCal-a > 3,24 pg/ml dijagnoza bakterijske infekcije 7,7 puta vjerojatnija nego
dijagnoza virusne infekcije (OR 7,6923, 95% CI 3,35 — 17,66, P<0,0001). Vjerojatnost za

bakterijsku infekciju ovisno o koncentraciji sCal-a prikazana je graficki na slici 6.

U tablici 19 ispisani su hijerarhijskim redom rezultati univarijantne binarne logisticke
regresijske analize svih promatranih upalnih biljega kao prediktora postojanja bakterijske
infekcije u djece mlade od tri godine s vru¢icom. Analiza je radena na temelju dobivenih AUC
vrijednosti za svaki biljeg. Broj leukocita se pokazao kao najbolji prediktor bakterijske infekcije
kojim se moZe objasniti oko 32% varijanci, dok je promatrani sCal relativno blizu s R? od 24%.
Napravljena je i multivarijantna binarna logisticka regresijska analiza u dva modela (tablica 20)
koja je pokazala vrlo malu dodanu vrijednost Siroko koriStenog biljega CRP-a ako za prediktore

bakterijske infekcije ve¢ koristimo L i sCal (R? od 40% u odnosu na R? od 37%).

Tablica 19. Hijerarhijski prikaz rezultata univarijantne binarne logisticke regresijske analize
svih proucavanih biljega akutne faze upale kao prediktora za postojanje bakterijske infekcije u

djece s vruc¢icom.

Prediktor OR 95% CI R2(%) AUC P

L 1,2898 1,18-1,41 32,26 0,8585 <0,001
N 1,4334 1,25-1,64 28,60 0,8433 <0,001
sCal 1,9494 1,5-2,55 24,2 0,8017 <0,001
CRP 1,0362 1,02-1,05 21,33 0,8176 <0,001
PCT 1,9988 0,93-4,29 12,64 0,7580 0,076

N% 1,0522 1,02-1,08 8,45 0,6828 0,001

CRP, C-reaktivni protein; PCT, prokalcitonin; L, broj leukocita; ABN, broj neutrofila; N%,
postotak neutrofila; sCal, sreumski kalprotektin; OR, omjer vjerojatnosti (engl. odds ratio); CI,
interval pouzdanosti (engl. confidence interval); R?, korelacijski koeficijent; AUC- povrSina

ispod ROC krivulje (engl. area under the ROC curve)
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Tablica 20. Multivarijantna binarna logisticka regresijska analiza dvije kombinacije biljega

akutne faze upale kao prediktora za postojanje bakterijske infekcije u djece s vru¢icom.

Prediktor OR 95% CI P VIF

Model 1: R*=36,85%, AUC=0,876

L 1,2181 1,10-1,35 <0,001 1,07

sCal 1,4881 1,10-2,01 <0,001 1,07

Model 2: R?=39,87%, AUC=0,8821

L 1,147 1,02-1,28 0,019 1,06
sCal 1,4269 1,01-2,01 0,041 1,01
CRP 1,0254 0,99-1,05 0,058 1,05

L, broj leukocita; sCal, serumski kalprotektin; CRP, C-reaktivni protein; OR, omjer
vjerojatnosti (engl. odds ratio); CI, interval pouzdanosti (engl. confidence interval); R2,
korelacijski koeficijent; AUC, povrsina ispod ROC krivulje (engl. area under the ROC curve);

VIF, faktor inflacije varijance tj. indikator multikoreliranosti.
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Slika 6. Vjerojatnost za bakterijsku infekciju ovisno o koncentraciji sCal-a.
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Rasprava

6. RASPRAVA

Kalprotektin je glavni citosolni protein neutrofila koji pripada porodici S100 i DAMP proteina,
s kljuénom ulogom u nespecificnom imunoloskom odgovoru (18, 19). Do sada se pokazao kao
valjani biljeg niza imunoloski posredovanih bolesti neinfektivne (83-87), kao i infektivne
geneze (105, 109-111), $to je temelj hipoteze ove disertacije. Siroka rasprostranjenost u tijelu
za vrijeme upale, stabilnost pri sobnoj temperaturi i otpornost na razgradnju bakterija, ucinila
je kalprotektin lako dostupnim biljegom koji se jednostavno moze izolirati iz raznih tjelesnih

tekucina (46-51).

Prema saznanjima temeljenim na dostupnoj literaturi iz PubMed/MEDLINE baze podataka, do
sada nije radeno istrazivanje koje je analiziralo dijagnosticki potencijal kalprotektina u
razlikovanju bakterijske od virusnih infekcija u djece mlade od tri godine s vru¢icom bez
vodeceg simptoma (engl. fever without a source), §to je bio inicijalni cilj ove disertacije.
Medutim, zlatni standard dijagnoze bakterijske infekcije je mikrobioloska izolacija uzro¢nika,
a valjan uzorak za taj postupak je Cesto nedostupan bez koriStenja invazivnih metoda.
Primjerice, timpanocenteza kod bakterijske upale srednjeg uha te pleurocenteza ili
bronhoalveolarna lavaza kod bakterijske pneumonije su invazivni postupci kojima se dokazuje
tocna etiologija infekcije, ali je njihovo rutinsko izvodenje neprihvatljivo bolesnicima i
neopravdano od strane struke (181, 182). Nadalje, mikrobioloski nalaz moze biti lazno
negativan, posebice kad se radi o hemokulturama, a razlozi su najceS¢e predanaliticki
(neadekvatni uzorak) (183). Na umu treba imati i1 tehni¢ka ogranienja pojedinih
mikrobioloskih laboratorija. Infekcije mokra¢nog sustava su pak rijedak primjer bakterijske
infekcije gdje je izolacija mikrobioloSkog uzro¢nika iz kulture urina dijagnosticki zlatni
standard koji je lako ostvariv (116). Zbog toga, kao i zbog znacajne prevalencije medu djecom
mladom od tri godine s vru¢icom bez vodeceg simptoma, IMS je u prezentiranom istrazivanju

koristen kao model bakterijske infekcije.

U daljnjem tekstu rasprave usporedit ¢e se rezultati naSeg istrazivanja u febrilne djece mlade
od tri godine s bakterijskim IMS-om, odnosno virusnom respiratornom infekcijom, s dosad
objavljenim rezultatima drugih istrazivanja, koja su obuhvacala razne dobne skupine i sijela

infekcije izvan urotrakta.
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Naposljetku, na temelju dobivenih rezultata prezentirat ¢e se stav o mogucoj klinickoj uporabi
serumskog kalprotektina kao biljega bakterijske infekcije u djece te ¢e se naglasiti potencijal za

nova istrazivanja.
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6.1. Usporedba dobivenih rezultata s dosad objavljenim istraZivanjima

Glavni rezultat prikazanog istrazivanja je da febrilna djeca mlada od tri godine s bakterijskom
infekcijom (mokra¢nog sustava) imaju statisti¢ki znacajno visu koncentraciju sCal-a od febrilne
djece iste dobi s virusnom infekcijom (diSnog sustava). Taj nalaz podupire recentno istraZivanje
Havelke i suradnika (109) koje je pokazalo da su plazmatske koncentracije kalprotektina u
odraslih s infekcijom diSnog sustava statisti¢ki znacajno vise kod onih s dijagnozom bakterijske
pneumonije, streptokoknog tonzilitsa ili pneumonije uzrokovane mikoplazmom, od onih

kojima je dokazana virusna infekcija.

Svi analizirani konvencionalni laboratorijski biljezi akutne upale (L, ABN, N%, CRP i PCT)
su u nasem istrazivanju bili statisti¢ki znacajno poviSeni u bakterijskoj infekciji u odnosu na
virusnu, medutim razli¢ito su korelirali s koncentracijom sCal-a. Najsnaznija korelacija je
prikazana izmedu sCal-a i neutrofila (apsolutnog broja i postotka), $to je i o¢ekivano s obzirom
na to da je kalprotektin dokazani i ve¢ dobro znani biljeg aktivacije neutrofila (96, 105).
Korelacija sCal-a s CRP-om je bila umjerena, dok je uopée nije bilo s PCT-om §to se moze
objasniti razli¢itim mehanizmom odgovora na akutnu infekciju (184) i vjerojatno manjim

brojem ispitanika, $to je ogranicilo snagu testa navedene podanalize.

Istrazivanje iz ove disertacije je prvo u kojem je usporedena vrijednost mjerenja serumskog
kalprotektina s vrijednosti mjerenja drugih konvencionalnih laboratorijskih biljega akutne faze
upale u djece s IMS-om. ROC analizom odredena je vrijednost poznatih laboratorijskih biljega
akutne faze upale i sCal-a u razlikovanju bakterijske od virusnih infekcija te je zakljuceno da
su svi biljezi izrazito znacajni sa slicnim vrijednostima ispod ROC krivulje (AUC). Na temelju
dobivenih vrijednosti AUC-a napravljena je univarijantna binarna logisticka regresijska analiza
svih promatranih upalnih biljega kao prediktora postojanja bakterijske infekcije u djece mlade
od tri godine s vru¢icom. Rezultat je pokazao da je broj leukocita najbolji prediktor bakterijske
infekcije kojim se moZe objasniti 32% varijanci. Kada se tom modelu dodala i prediktorska
vrijednost promatranog sCal-a, multivarijantnom binarnom logistickom regresijskom analizom
dobio se R? = 37% S§to ipak upucuje na dodanu vrijednost sCal-a u dijagnostici bakterijskih
infekcija. U drugom modelu multivarijantne binarne logisticke regresijske analize koji je uz L
i sCal uklju¢ivao i CRP, R? je samo malo porastao, na 40%. To je manje od oCekivanog, s
obzirom na to da je dodani CRP jedan od najkoriStenijih laboratorijskih biljega akutne upale

(185).
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Cinjenica da se kalprotektin konstitucijski nalazi u velikoj koli¢ini u neutrofilima te da se
odmah izlucuje bez potrebe za de novo sintezom (35) €ini sCal potencijalno ranijim biljegom
bakterijske infekcije od CRP-a koji se sintetizira u jetri, detektabilan je u serumu tek nakon 6h
od pocetka upale, a treba mu i do nekoliko dana da dosegne svoje maksimalne vrijednosti (186).
PCT se po vremenu potrebnom da postane detektabilan u krvi u tijeku akutne upale vjerojatno
nalazi negdje izmedu sCal-a i CRP-a, budu¢i da mu koncentracija naraste 4h od pocetka upale,
nakon 6h dosegne svoje maksimalne vrijednosti koje zadrzava kroz 8 do 24h, a u slucaju
odgovarajuce antibiotske terapije koncentracija mu naglo pada (106, 187). Osim bakterijskih
produkata/endotoksina jo§ puno drugih ¢imbenika uzrokuje porast koncentracije PCT-a i CRP-
a, osobito u novorodencadi. Moze se raditi o peripartalnim ¢imbenicima poput febrilne rodilje,
majke koja je imala gestacijsku hipertenziju ili je prenatalno koristila kortikosteroide. Takoder,
u novorodenceta s respiratornim distres sindromom, sréanom bolesti, traumom ili nakon
operacije mogu se nac¢i poviSene koncentracije PCT-a i CRP-a. Valja naglasiti da postoje 1
fizioloske varijacije u koncentraciji PCT-a i CRP-a u prvim danima zivota (188). Koja je
fizioloska koncentracija sCal-a u zdrave novorodencadi i koji peripartalni ¢imbenici utje¢u na
nju, tek treba ispitati. Nasa pretpostavka o sCal-u kao ranijem biljegu bakterijske infekcije od
CRP-a i PCT-a jos treba biti istrazena studijom drugacijeg dizajna, u kojoj bi se laboratorijski

biljezi uzastopno mjerili u odredenom vremenskom intervalu.

Terrin 1 suradnici (110) su u svojem istrazivanju na nedonoscadi vrlo niske rodne mase sa
suspektnom sepsom zakljucili da je odredivanje koncentracije sCal-a za dijagnozu sepse
znacajnije od odredivanja vrijednosti CRP-a, L-a i ABN-a, te kod vrijednosti > 1,7 ug/mL ima
osjetljivost od 89% 1 specificnost od 96%. Nekoliko godina kasnije Decembrino je sa svojim
suradnicima (111) objavio sli¢an rad, ali na terminskoj novorodencadi. Oni su pokazali da
koncentracija sCal > 2,2 ng/mL ukazuje na razvoj novorodenacke sepse osjetljivoséu od 62,5%
i specificnoscéu 69,7% usporedivsi to sa CRP-om koji uz grani¢nu vrijednost od 6,0 mg/L ima
osjetljivost 50% i specificnost 66,7%. Objasnjenje je bilo ve¢ opisana spora kinetika CRP-a u
inicijalnoj fazi infekcije, ali i postojanje mnogobrojnih peripartalnih ¢imbenika koji utje€u na
njegovu serumsku koncentraciju (188). Rezultati naseg istrazivanja koji su vezani uz vrijednost
odredivanja sCal-a i CRP-a za dijagnozu bakterijske infekcije u mlade febrilne djece su donekle
sliéni iznad opisanima. Na vecem broju ispitanika je pokazano da CRP > 19.7 mg/L uz
osjetljivost od 75.9% 1 specificnost 77.6% otkriva djecu s bakterijskom infekcijom, dok

koncentracija sCal-a > 3.24 pg/mL za istu svrhu ima osjetljivost 77.6% a specificnost 69%.
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Ve¢ nekoliko puta citirano istrazivanje Havelke i1 suradnika iz 2020. godine (109) izmedu
ostalog je pokazalo da kalprotektin ima diskretno bolji AUC od PCT-a prilikom razlikovanja
odraslih s bakterijskom pneumonijom od odraslih s virusnom respiratornom infekcijom (AUC
0,76 u odnosu na AUC 0,74). Rezultati su ipak izraZeniji prilikom usporedivanja pneumonije
uzrokovane mikoplazmom s virusnom infekcijom te je pod tim uvjetima AUC od kalprotektina
iznosio 0,88 za razliku od AUC-a PCT-a koji je bio 0,53. U nasem istrazivanju PCT ima nizi
AUC (0,76) za dijagnosticiranje bakterijske infekcije od sCal-a (0,80), medutim mozda se
radilo o sustavnoj pogresci odabira sudionika istrazivanja. Naime, sCal je odreden u 100%
sudionika, a PCT u samo 62% kontrola i 77,6% ispitanika i to onih koji su odavali dojam teze

bolesnog djeteta.

PCT, peptidni prekursor kalcitonina, poznati je biljeg ozbiljne bakterijske infekcije (106).
Koncentracija PCT-a generalno je poviSena u bolesnika s bakterijskom, ali ne i virusnom
infekcijom, §to je potvrdeno i u naSem istrazivanju. No, odredivanje PCT-a ima svoju klini¢ku
ogranicenost u bolesnika s blazom i lokaliziranom bakterijskom infekcijom, dok se s druge
strane radi o najkorisnijem biljegu teske sepse i septickog Soka (106, 186). U istrazivanju iz
2014. godine provedenom medu djecom mladom od dvije godine s prvom febrilnom infekcijom
mokraénog sustava, Koufadaki i sur. (189) su pokazali da je PCT najvrjedniji biljeg zahvacanja
bubreznog parenhima te prediktor trajnog bubreznog ozilj¢enja. Medutim, jo§ uvijek nema
dovoljno snaznih dokaza koji bi svrstali odredivanje serumskog PCT-a u sluZzbene smjernice
zbrinjavanja djece s IMS-om (158). U naSem istrazivanju sva djeca s infekcijom mokraénog
sustava su, s obzirom na dob mladu od tri godine, shvacena i lijecena kao da imaju zahvacen
bubrezni parenhim (10), stoga ne mozemo govoriti o potencijalu sCal-a kao biljegu razlikovanja
infekcije gornjeg od donjeg dijela mokraénog sustava. Ipak, na temelju nasih rezultata moze se

zakljuciti da bi sCal mogao konkurirati PCT-u kao dodatni biljeg IMS-a u febrilne djece.

Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da su djeca s bakterijskom infekcijom statisticki
znacajno mlada od djece s virusnom infekcijom. Navedeno se poklapa s, u dostupnoj literaturi
nadenom, prevalencijom IMS-a, RSV-a i influence medu febrilnom djecom ovisno o njihovoj
dobi (9, 190, 191). Prema koriStenim referencama, bakterijska infekcija urotrakta se najcesce
javlja u djecaka ispod tri mjeseca i djevojcica mladih od godine dana (9), Sto odgovara
interkvartilnom rasponu dobi bolesnika s IMS-om u prezentiranom istrazivanju koji iznosi 2-6

mjeseci. Doduse, i RSV kao uzro¢nik bronhiolitisa koji zahtijeva hospitalizaciju se najcesce
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javljau djece dobi 2-4 mjeseca (190), medutim u nasem istrazivanju RSV je kao etioloski agens
potvrden u samo 15% kontrola s virusnom infekcijom, dok je 72% kontrola imalo influencu
bez bakterijske superinfekcije koja se javlja u svim dobnim skupinama. Stoga je razumljiv
interkvartilni raspon dobi djece s virusnom infekcijom u naSem istrazivanju koji iznosi 5-21
mjesec. Daljnje objasnjenje zasto su u nasem istrazivanju djeca s virusnom infekcijom starija
od djece s bakterijskom infekcijom, moze biti i ¢injenica da su djeca mlada od Sest mjeseci, Cije
majke su cijepljene protiv influence tijekom trudnoce, dijelom zaSticena majcinim
cirkuliraju¢im protutijelima (191). Valja naglasiti da je sezonsko cijepljenje protiv influence
vazecéa preporuka za sve trudnice (192). Takoder je poznato da djeca koja su isklju¢ivo dojena
prvih Sest mjeseci zivota, zbog zastite maj¢inim IgA protutijelima, imaju u prvim mjesecima

zivota manju pojavnost respiratornih bolesti (193).

Nadalje, u naSem istrazivanju trajanje simptoma vruc¢ice u djece prije dolaska u Hitnu
ambulantu je bilo duplo krace u ispitanika s bakterijskom infekcijom u odnosu na kontrole s
virusnom infekcijom. Podatak da su roditelji djece s bakterijskom infekcijom u prosjeku ranije
potrazili lijecnicku pomo¢ od roditelja djece s virusnom infekcijom je izrazito pozitivan.
Naime, glavni simptom ozbiljne bakterijske infekcije koji se spominje u raznim relevantnim
preporukama za postupanje s febrilnim novorodencetom, dojen¢etom mladim od tri mjeseca ili
cak djetetom mladim od pet godina (redom Rochester, Philadelphia i Boston kriteriji te NICE
smjernice), a ne moze se objektivizirati, je upravo dojam bolesnog djeteta (engl. i/l appearing
child) (146, 194). Navedeni podatak iz naSeg istrazivanja ukazuje da roditelji uglavnom imaju
ispravan dojam o ozbiljnosti bolesti svojeg djeteta te bi njihov dolazak u Hitnu ambulantu u
prvim satima bolesti trebao lije¢niku ordinariusu biti indikativan da bi se moglo raditi o

bakterijskoj infekciji.

Ispitanike s bakterijskom infekcijom u nasem smo istrazivanju podijelili u ¢etiri dobne skupine:
novorodencad (starosti do 28 dana), mlada dojencad starosti do tri mjeseca, dojencad starija od
Cetiri mjeseca 1 mala djeca dobi 13-36 mjeseci. U NICE smjernicama za dijagnozu IMS-a u
djece ispod 16 godina (116) djeca su podijeljena na onu mladu od 3 mjeseca i onu starosti 3-36
mjeseci. U nasem radu su iz dobne skupine do 3 mjeseca izdvojena novorodencad, a u dobnoj
skupini 3-36 mjeseci dojencad je odvojena od male djece. Usporedivali smo medijane
koncentracija sCal-a izmedu navedenih dobnih skupina s bakterijskom infekcijom i rezultat je
pokazao da su vrijednosti sCal-a u novorodencadi statisti¢ki znac¢ajno nize od vrijednosti sCal-

a u starije dojencadi. Iako je broj ispitanika u pojedinoj dobnoj skupini bio premalen za
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donoSenje generalnih zakljucaka, spomenuti rezultat ukazuje da na kinetiku sCal-a vjerojatno
utjece 1 dob ispitanika. U dostupnoj literaturi nema podataka na tu temu te je potrebno novo
istrazivanje u kojem bi se odredile grani¢ne vrijednosti sCal-a po dobnim skupinama, s osobitim

naglaskom na novorodencad.

Jedan od vaznih rezultata naseg istrazivanja je da cak 17,2% ispitanika s dokazanom IMS ima
respiratorne simptome. Navedeno je pokazatelj da se kod male djece s vru¢icom i jasnim
simptomima infekcije diSnog sustava ne smije propustiti testirati urin kako bi se iskljucila
konkomitantna uroinfekcija, koja je prema razli¢itim autorima prisutna u 3-10% bronhiolitisa

(195-197).

Prevalencija VUR-a od 10,3% u ispitanika nakon prve epizode IMS-a utvrdena naSim
istrazivanjem je oko tri puta niZza od one opisane u literaturi koja iznosi 25-40% (117, 198, 199).
Navedeno se moze objasniti razli¢itom metodologijom dijagnosticiranja VUR-a i slijedenju
starih smjernica u citiranim radovima u kojima se svakom djetetu nakon preboljene prve
epizode nekompliciranog IMS-a radio MCUG. Razli¢ito od toga, u naSem istrazivanju je VUR
trazen samo nakon patoloSkog ultrazvuénog nalaza urotrakta i to iskljuc¢ivo ceVUS-om (164).
Svi VUR-evi u naSem istrazivanju su bili niskoga stupnja (< III). U §vedskom istrazivanju iz
2017. (177) rezultati su pokazali da je VUR visokog stupnja vrlo rijedak kod male djece koja
imaju uredan ultrazvucni nalaz urotrakta nakon preboljenja prve epizode febrilnog IMS-a
uzrokovanog E.coli i iznosi < 1%. Ako je uzro¢nik IMS-a bakterija koja nije E.coli vjerojatnost
za VUR visokog stupnja raste na 26%, a u slucaju i patoloskog ultrazvu¢nog nalaza urotrakta

1znosi 55%.

U ovom istrazivanju analizirana je razlika u koncentraciji sCal-a izmedu pojedine podskupine
ispitanika s IMS-om u odnosu na ostale ispitanike s IMS-om. Podskupine su obuhvacale
ispitanike koji su razvili tezu klinicku sliku bakterijske infekcije urotrakta, kojima je naknadno
postavljena dijagnoza atipicne infekcije mokra¢nog sustava ili VUR-a, one s respiratornim
simptomima te one s klinickim znakovima gastroenterokolitisa. Rezultati su jednoznacno
pokazali da nema statisticki znaCajne razlike u koncentraciji sCal-a izmedu pojedine
podskupine ispitanika i ostalih ispitanika s IMS-om, za $to je vjerojatno odgovaran mali broj

ispitanika.

65



Rasprava

6.2. Preporuke za koristenje sCal-a u klini¢koj praksi

Slijedom svega navedenoga, rezultati ove disertaciju upucuju na potencijal kalprotektina,
vaznog aktera nespecificnog imunoloskog odgovora predvodenog neutrofilima, kao ranog
serumskog biljega bakterijske infekcije u djece mlade od tri godine. Nadalje, odredivanje
vrijednosti sCal-a u djece s patoloSkim nalazom urina, posebice u slucaju nejasnog ili
dvojbenog nalaza kemijske/mikroskopske analize urina, moglo bi pomo¢i u ranoj dijagnostici
IMS-a u male febrilne djece, te time smanyjiti postotak onih koji nepotrebno primaju antibiotsku
terapiju do iSc¢ekivanja nalaza urinokulture, istodobno ne propustaju¢i pravovremeno lijeciti

one s bakterijskom infekcijom urotrakta.

66



Rasprava

6.3. Daljnja istraZivanja

Rezultati ove disertacije otvaraju vrata novim istrazivanjima serumskog kalprotektina kao
biljega bakterijske infekcije. Hipoteza istrazivanja, da je serumski kalprotektin osjetljiv i
specifican rani biljeg akutne bakterijske infekcije mokra¢nog sustava u djece, je potvrdena.
Pokazano je da je sCal statisticki znacajno visi u djece s bakterijskom infekcijom u odnosu na
djecu s virusnom infekcijom u bolesti koja traje do 72 sata. Prema svim iznesenim
informacijama moze se zakljuciti da je sCal izrazito rani biljeg akutne upale, medutim za
potvrdu da se radi o najranijem biljegu akutne infekcije potrebno je novo istrazivanje u kojem
¢e se koncentracija sCal-a i ostalih biljega akutne upale uzastopno mjeriti tijekom odredenog
vremenskog intervala. Potrebno je i istrazivanje dinamike sCal-a kao biljega bakterijske
infekcije dje¢je dobi, ali drugog sijela izvan urotrakta. Takoder, iskristalizirala se potreba
odredivanja referentnih vrijednosti sCal-a u djece raznih dobnih skupina, s posebnim

naglaskom na novorodenacku dob.

No, osim daljnjih klini¢kih istrazivanja, rezultati otvaraju potrebu za daljnjim provodenjem
bazi¢nih istrazivanja koja ¢e za cilj imati dodatno rasvijetliti ulogu kalprotektina u lokalnom
upalnom procesu, ali i u sistemskom Sirenju lokalnog upalnog procesa te interakciji s drugim
citokinima dominantno prisutnima u bakterijskoj odnosno virusnoj infekciji. K tome, rezultati
prikazanog istrazivanja dodatno potic¢u otkrivanje novih terapijskih modaliteta s kalprotektinom

kao ciljem djelovanja.
Moze se stoga zakljuciti kako provedeno klinicko istrazivanje pokazuje i svojevrsni ,,obrnuti*

translacijski potencijal buduci da dodatno informira buduca bazi¢na istrazivanja koja bi mogla

dovesti do bolje primjenjivosti kalprotektina u svakodnevnoj klinickoj praksi.
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6.4. Prednosti i nedostaci provedenog istraZivanja

Postojanje detaljnog plana istrazivanja s kojim su bili upoznati svi djelatnici Hitne ambulante i
pedijatrijskih odjela na kojima su se lijecili sudionici istrazivanja te Klinickog zavoda za kemiju
KBCSM, rezultiralo je, u metodama ve¢ opisanim, neproblemati¢nim tijekom istrazivanja,
usprkos ¢injenici da su inicijalnu regrutaciju sudionika radili razliciti lije¢nici neujednacenog
pedijatrijskog iskustva, ovisno o trenutnom rasporedu sluzbe. Zbog nedvosmislenih kriterija
odabira sudionika kojima se odredivala vrijednost kalprotektina iz saCuvanog seruma, stvorena
je jasno definirana homogena kohorta sudionika, dok je vjerojatnosti sustavne pogreske (engl.
bias) reducirana, te su maksimalno iskoriSteni ograni¢eni reagensi za odredivanje koncentracije

serumskog kalprotektina.

Moguce ogranic¢enje ovoga istrazivanja je relativno malen broj sudionika iz samo jednog centra.
Ipak, kako je ve¢ iznad opisano, sudionici su bili pazljivo birani prema strogim kriterijima
ukljuc¢ivanja i iskljuc¢ivanja te su €inili homogenu kohortu ispitanika i kontrola, $to je s druge
strane prednost istrazivanja. Takoder, pripadnost istom geografskom podrucju ima pozitivhu

stranu jer smanjuje mogucénost utjecaja na rezultate povezane s okoli§nim ¢imbenicima.

Inicijalnu regrutaciju pacijenata iz HA u sudionike istrazivanja radili su razli¢iti lije¢nici ovisno
o rasporedu, $to je moglo rezultirati time da neki pacijenti nisu ukljuceni u istrazivanje iz
nemara, nemotiviranosti ili pak nedostatka iskustva lije¢nika, iako su imali sve ukljucne

kriterije.

Diskutabilni mogu biti i uzorci krvi iz kojih se odredivala vrijednost kalprotektina. U
objavljenim istrazivanjima u otprilike jednakom omjeru je odredivana koncentracija
kalprotektina iz seruma i iz plazme (78, 98, 103, 108, 109, 111). U uvodu je ve¢ objasnjeno da
se serum dobiva nakon koagulacije krvi, tijekom koje moze do¢i do aktivacije neutrofila i
posljedi¢no tome viSih koncentracija sCal-a (200). Postoje dva recentna istrazivanja na
pacijentima s IBD-om i RA-om ¢iji je zakljucak da je plazmatski uzorak superiorniji od
serumskog (201, 202). Medutim, prema sluzbenim proizvodaevim uputama komercijalnog
analizatora kalprotektina koji je koristen prilikom izrade ove disertacije (Quantum Blue® sCal

test i Quantum Blue® Reader aparat, Biihlmann, Svicarska), serumski i plazmatski uzorci su

jednako pouzdani za odredivanje koncentracije kalprotektina u krvi. Takoder, svim sudionicima

* https://buhlmannlabs.com/products-solutions/autoimmunity/mrp814/#downloadIFU
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istrazivanja, i ispitanicima i kontrolama, odredena je koncentracija kalprotektina u serumu pa
je usporedivanje vrijednosti izmedu jednih i drugih sigurno relevantno jer se radilo u istim
uvjetima. Dodatno ve¢ spomenuto objasnjenje zasto je u ovom istrazivanju koristen serumski
uzorak, je posteda male djece od traume ponovnog vadenja krvi. Naime, kalprotektin smo

odredivali iz istog uzorka krvi ve¢ izvadenog za mjerenje koncentracije CRP-a.

Vazno je spomenuti i potencijalna ograni¢enja povezana s dokazivanjem virusnih infekcija.
Naime, dokazivanje virusne infekcije u kontrolnih sudionika je radeno pomocu antigenskih
testova, iako je poznato da je molekularna detekcija virusne nukleinske kiseline superiornija
dijagnosticka metoda (203). U naSem istrazivanju RSV je dokazan brzim antigenskim testom
(RSVGnost Resp, BIOGNOST®). Radi se o komercijalnom imunokromatografskom testu koji
u proizvodacevim uputama ima opisanu 95%-tnu osjetljivost i 99%-tnu specificnost u detekciji
RSV-a. Influenca A 1 influenca B su dokazani antigenskom metodom direktne
imunofluorescencije (DFA) na Zavodu za javno zdravstvo RH. Barenfanger i sur. (204) su
opisali pozitivnu prediktivnu vrijednost antigenske imunofluorescentne metode za detekciju
virusa influence od 100%, a negativnu prediktivnu vrijednost od 96%. Dokazivanje virusa
antigenskim metodama je na nasem podrucju bila uobicajena praksa prije COVID-19
pandemije, kada se dokazivanje nukleinskih kiselina respiratornih virusa iz brisa nazofarinksa
PCR (lancana reakcija polimeraze, engl. polymerase chain reaction) metodom nije rutinski
radila. Smatramo da virusna dijagnostika u nasem istrazivanju nije direktno utjecala na
rezultate, s obzirom na to da korisSteni testovi imaju visoku specificnost te sa sigurnoséu
mozemo reéi da kontrole s dokazanom virusnom infekcijom stvarno imaju virusnu infekciju.
Indirektni utjecaj nize osjetljivosti koriStenih antigenskih testova od PCR-a je taj S§to smo
sigurno propustili odredeni broj pacijenata uvrstiti u istrazivanje, ¢ime bi povecali uzorak

kontrola s potvrdenom virusnom infekcijom i time snagu istrazivanja.

Nadalje, uzorak urina analiziran kod ispitanika sakupljen je u vecini slucajeva pomocu
plasticnog sterilnog sakupljac¢a (vrecice), Sto nije vazeta preporuka europskih i svjetskih
pedijatrijskih druStava. Medutim, radi se o uobicajenoj praksi mnogih centara naSeg podneblja,
medu kojima je i KBCSM u kojem se vrsilo istrazivanje, a u svrhu maksimalne postede male
djece s jasnom i nekompliciranom klini¢kom i laboratorijskom slikom IMS-a od invazivnih
zahvata kateterizacije mokraénog mjehura i suprapubi¢ne punkcije (8, 180). Kako bi se smanjio
postotak kontaminacije uzorka urina bakterijama periuretralnog podrucja, iskusan zdravstveni

radnik pazljivo je slijedio proizvodaceve upute prilikom stavljanja i skidanja sterilnog
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sakupljaca ispitanicima. Broj bakterija koriSten za ispunjenje zlatnog standarda dijagnoze IMS-
a je bio = 10° CFU/ml urina dobivenog ovom metodom, dok su svi uzorci s manjim brojem
bakterija ili prisutnom mjeSovitom bakterijskom kulturom izbaceni iz istrazivanja. Vjerojatno
je tim nac¢inom neki pacijent s IMS-om izbacen iz istrazivanja, ali je postotak lazno pozitivnih

nalaza uslijed kontaminacije sveden na minimum.

Dizajn istrazivanja u kojem su se svi laboratorijski biljezi mjerili samo jednom insuficijentan
je za donoSenje valjanih zakljucaka o kinetici pojedinih biljega. MiSljenje da koncentracija
sCal-a u akutnoj bakterijskoj infekciji brze raste od koncentracije CRP-a i PCT-a je ostalo na

nivou pretpostavke.
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. ZAKLJUCCI

Svi proucavani laboratorijski biljezi akutne upale, ukljucujuéi sCal, bili su statisticki
znacajno poviseni u ispitanika s dokazanom bakterijskom infekcijom mokra¢nog sustava u
odnosu na kontrole s dijagnozom virusne infekcije (P < 0,001).

. Koncentracija sCal-a > 3,24 ug/ml ima osjetljivost od 77,6% 1 specifi¢nost od 69% za
dijagnozu bakterijske infekcije u febrilne djece mlade od 3 godine.

. lako je jasno da se dijagnoza IMS-a ne moze postaviti na temelju laboratorijskih biljega, a
izolacija mikrobioloskog uzro¢nika iz kulture urina ostaje zlatni standard dijagnoze, ova
disertacija je pokazala da odredivanje sCal-a moze biti od pomo¢i lijecnicima na svim
razinama zdravstvene zaStite prilikom zbrinjavanja djeteta mladeg od tri godine s vru¢icom
bez vodeceg simptoma i s patoloskim nalazom urina.

. Rezultati ove disertacije mogu posluziti prilikom planiranja budu¢ih istrazivanja s ciljem
daljnjeg proucavanja karakteristika kalprotektina kao biljega bakterijske infekcije. U ovom
istrazivanju IMS je posluzio kao prihvatljiv model bakterijske infekcije u djece mlade od
tri godine radi lako dostupnog mikrobioloskog zlatnog standarda dijagnoze, no potrebno je
jo§ studija kojima bi se potvrdila klinicka vrijednost kalprotektina u bakterijskim
infekcijama drugih sijela u ovoj ranjivoj skupini djece koja ¢ini ve¢inu vru€ica bez vodeceg
simptoma.

. Kako bi se valjano istrazila kinetika sCal-a kao biljega bakterijske infekcije 1 bolje dokazala
hipoteza da se radi o ranom biljegu bakterijske infekcije, potrebno je novo istrazivanje u
kojem ¢e se u nekoliko navrata mjeriti koncentracija sCal-a i konvencionalnih
laboratorijskih biljega upale.

. Na temelju rezultata iz ove disertacije moze se zakljuciti da na kinetiku sCal-a kao biljega
bakterijske infekcije utjeCe dob pacijenta, te je potrebno uciniti istrazivanje u kojem bi se
odredile referentne vrijednosti sCal-a po dobnim skupinama, s osobitim naglaskom na

novorodencad, s obzirom na to da su podaci na tu temu nedostatni u dostupnoj literaturi.
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8. SAZETAK

Uvod: Dijete s vru¢icom bez vodeceg simptoma jos uvijek predstavlja dijagnosticki problem,
unato¢ sve dostupnijim i ¢esto koriStenim krvnim biljezima akutne upale. Novija istrazivanja
naglaSavaju klju¢nu ulogu kalprotektina, heterodimera koji se sastoji od S100A8 i S100A9
proteina, u sterilnoj i infektivnoj upali. Glavni cilj ovog rada je ispitivanje i1 prikazivanje
karakteristika serumskog kalprotektina (sCal) kao ranog biljega bakterijske infekcije
mokraénog sustava (IMS) u male djece s vru¢icom.

Sudionici i metode: Sudionici ovog istrazivanja su bila febrilna djeca dobi 0 — 36 mjeseci sa
suspektnim IMS-om ili respiratornom virusnom infekcijom. Sudionici kojima je iz urinokulture
izolirana bakterija u signifikantnom broju oznaceni su kao ispitanici (n = 58), dok su sudionici
s dokazanom virusnom infekcijom diSnog sustava oznaceni kao kontrole (n = 51), kao i
sudionici sa sterilnom leukociturijom koji su tijekom obrade razvili simptome virusne
respiratorne infekcije, a isklju¢ena im je bakterijska infekcija drugog sijela (n = 7).
Koncentracije konvencionanih biljega akutne upale (broj leukocita, apsolutni broj i postotak
neutrofila, C- reaktivni protein i prokalcitonin) i sCal-a usporedivane su izmedu ispitanika i
kontrola pomo¢u Mann-Whitney U testa. ROC analizom ispitivana je najbolja osjetljivosti i
specificnosti sCal-a u razlikovanju ispitanika s bakterijskom infekcijom od kontrola s virusnom
infekcijom, ovisno o optimalnim grani¢nim vrijednostima.

Rezultati: Vrijednosti svih ispitivanih biljega akutne upale bile su statisticki znacajno vise u
ispitanika nego u kontrola. Medijani (i interkvartilne razlike) serumskih koncentracija
kalprotektina u ispitanika s bakterijskom infekcijom [4,97 (2,99) pug/mL] su bili statisticki
znacajno visi nego u kontrola bez bakterijske infekcije [2,45 (2,22) pg/mL] (P < 0.001). ROC
analizom vrijednosti odredivanja koncentracije sCal-a za dijagnozu bakterijske infekcije
nadena je za vrijednost sCal-a > 3,24 pg/ml znacajna povrsina ispod ROC krivulje (AUC) od
80,2% (P < 0,001) uz osjetljivost od 77,6% 1 specificnost 69%.

Zakljucak: sCal se pokazao kao pouzdani rani biljeg bakterijske infekcije u febrilne djece
mlade od tri godine, a njegovo odredivanje u slucaju patoloskog nalaza urina moglo bi pomo¢i

u ranoj dijagnostici IMS-a.
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9. SUMMARY

Serum calprotectin as an early biomarker for bacterial urinary tract infections in

children; Mirta Lamot, 2022.

Introduction: This research aimed to evaluate the usefulness of serum calprotectin (sCal) as a
biomarker of urinary tract infection (UTI) in children.

Methods: Febrile children aged 0-36 months with suspected UTI or viral respiratory tract
infection were included. Those with a significant bacteriuria in urine culture were labelled as
cases (n=58), while those with proven viral infection (n=51), as well as those with suspected
UTI but sterile urine culture who developed symptoms of viral respiratory infection (n = 7),
were labelled as controls. Differences in measured biomarkers and sCal between cases and
controls were analysed with Mann-Whitney U-test. ROC analysis reported cut-off values with
the best sensitivity and specificity to distinguish bacterial UTI from viral respiratory infection.
Results: All analysed inflammatory biomarkers, including sCal, were significantly higher in
cases than in controls. For identifying bacterial infection, sensitivity, and specificity of sCal
were 77.6% and 69.0%, respectively, at an adjusted cut-off point of > 3.24 ng/mL (AUC
80.2%).

Conclusion: sCal could have substantial added value in the management of a child with
suspected UTI and is a promising biomarker in distinction between bacterial and viral causes

of febrile illness in children aged under three years.
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neonatologiju Klinike za Zenske bolesti 1 porodnistvo Klini¢kog bolnickog centra Sestre
milosrdnice, a idu¢e godine i Doktorski studij ,,Biomedicina i zdravstvo® na Medicinskom
fakultetu SveuciliSta u Zagrebu. Dodatno sam se usavrSavala na nekoliko domacih i
medunarodnih struénih i znanstvenih tecajeva iz podrucja pedijatrije, ukljuujuéi tecajeve za
naprednog ozivljavanje odraslih (ALS), djece (APLS) i novorodencadi (NLS), a godine 2019.
bila sam u kratkom studijskom posjetu Zavodu za neonatologiju Djecje bolnice Britanska
Kolumbija u Vancouveru, Kanada. Aktivno sam sudjelovala na desetak domacih i
medunarodnih kongresa te u izradi dvadesetak kongresnih priop¢enja. Prvi sam autor jednog te
koautor &etiriju radova objavljenih u indeksiranim &asopisima. Clanica sam Sekcije za

neonatologiju Hrvatskog pedijatrijskog drustva.
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