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Sažetak
[bookmark: _Hlk101169674]Uvod: Uloga laboratorijske dijagnostike je ključna u suzbijanju bolesti COVID-19 i to prije svega u otkrivanju zaraženih osoba, koje mogu biti asimptomatske i simptomatske. To je glavni razlog ubrzanog razvoja laboratorijski testova i prepoznavanje postojećih parametara kao vrlo važnih u praćenju liječenja pacijenata, osobito za rano prepoznavanje komplikacija bolesti COVID-19. Potrebno je posebno navesti upalne parametre koji su ključni u praćenju razvoja bolesti poput C reaktivnog proteina (CRP), brzine sedimentacije eritrocita (SE), prokalcitonin, fibrinogen, feritin i nekoliko drugih reaktanata akutne faze. Cilj: Cilj rada je prikazati značaj određivanja vrijednosti upalnih markera u različitim fazama bolesti oboljelih od COVID-19.
[bookmark: _Hlk101899092]Metode: Istraživanje je sprovedeno kao retrospektivna studija, prikupljeni su podaci od bolesnika koji su hospitalizirani u JU „Bolnica Travnik“ u Travniku i u J.U. Bolnica za plućne bolesti i tuberkulozu Travnik, u razdoblju od 16.09.2020.-16.06.2021.godine. U istraživanje je uključeno 1088 bolesnika oboljelih od COVID-19 oboljenja, podijeljenih u dvije skupine: prvu skupinu (N=1020) su činili bolesnici koji su preživjeli, a u drugu skupinu (N=68) bolesnici koji su preminuli. Svi podaci su prikupljeni iz elektronske baze podataka pomenutih ustanova uz dozvolu odgovornih rukovodilaca.
Rezultati: Statistički značajno povišene vrijednosti CRP-a i prokalcitonina pronađene su u bolesnika sa SARS-CoV-2 infekcijom koji su preminuli (P<0,001). Vrijednosti D-dimera i fibrinogena statistički su značajno više u skupini bolesnika sa SARS-CoV-2 infekcijom koji su preživjeli (P=0,002; P=0,035). Statistički je značajno niža vrijednost albumina bila u skupini bolesnika sa SARS-CoV-2 infekcijom koji su preminuli(P<0,001). Pronađena je i statistički značajna razlika između skupine bolesnika sa SARS-CoV-2 infekcijom koji su preživjeli i skupine bolesnika koji su preminuli u omjeru neutrofila i limfocita (P=0,028), omjeru limfocita i CRP-a (P=0,004) te omjeru CRP-a i albumina (P<0,001).
Zaključak: Praćenje dinamike promjena vrijednosti laboratorijskih pokazatelja upalne aktivnosti, može biti korisno u predviđanju prognoze oboljenja.
Ključne riječi: COVID-19, SARS-CoV-2, upalni markeri, parametri upale










Abstract

Introduction: The role of laboratory diagnostics is crucial in the control of COVID-19 disease, primarily in the detection of infected individuals, which may be asymptomatic and symptomatic. This is the main reason for the accelerated development of laboratory tests and the recognition of existing parameters as very important in monitoring the treatment of patients, especially for early detection of complications of COVID-19 disease. Inflammatory parameters that are crucial in monitoring the development of diseases such as C reactive protein (CRP), erythrocyte sedimentation rate (SE), procalcitonin, fibrinogen, ferritin and several other acute phase reactants should be specifically mentioned. Objective: The aim of this paper is to show the importance of determining the values ​​of inflammatory markers in different stages of the disease in patients with COVID-19.
Methods: The research was conducted as a retrospective study, data were collected from patients who were hospitalized in JU "Hospital Travnik" in Travnik and in J.U. Hospital for Lung Diseases and Tuberculosis Travnik, in the period from 16.09.2020.-16.06.2021. The study included 1088 patients with COVID-19 disease, divided into two groups: the first group (N = 1020) consisted of patients who survived, and the second group (N = 68) patients who died. All data were collected from the electronic database of the mentioned institutions with the permission of the responsible managers.
Results: Statistically significantly elevated CRP and procalcitonin values ​​were found in deceased patients with SARS-CoV-2 infection (P <0.001). D-dimer and fibrinogen values ​​were statistically significantly higher in the group of patients with SARS-CoV-2 infection who survived (P = 0.002; P = 0.035). Statistically significantly lower albumin values ​​were in the group of patients with SARS-CoV-2 infection who died (P <0.001). A statistically significant difference was found between the group of patients with SARS-CoV-2 infection who survived and the group of patients who died in the ratio of neutrophils and lymphocytes (P = 0.028), the ratio of lymphocytes and CRP (P = 0.004) and the CRP ratio and albumin (P <0.001).
Conclusion: Monitoring the dynamics of changes in the values ​​of laboratory indicators of inflammatory activity, can be useful in predicting the prognosis of the disease.
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Uvod

 Pandemija korona virusne bolesti (COVID-19) dovela je do izrazitog utjecaja na zdravstvene sisteme širom svijeta pri čemu su mobilizirani financijski i ljudski resursi. Početkom decembra 2019 godine u gradu Wuhanu u Kini pojavili su se slučajevi bolesti COVID -19 s do tada nepoznatim uzročnikom. S obzirom na širenje bolesti, u januaru 2020. godine Svjetska zdravstvena organizacija (WHO) proglasila je epidemiju, a dva mjeseca kasnije i pandemiju bolesti COVID-19. Prvi dokazani slučajevi u Bosni i Hercegovini povezani su bili s početkom epidemije u Italiji (ZZJZFBiH, 2020). Vrlo brzo učinjena je genomska sekvenca uzročnika pri čemu je ustanovljeno da je uzročnik virus iz porodice Coronaviridae, rod Betacoronavirus, naknadno nazvana „severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) (Hu B, 2021). Sam genom virusa sastoji se od jednolančane RNA molekule i jedan je od najvećih virusa čiji se genom sastoji od RNA, a glavni rezervoar su mu šišmiši. Zbog samog načina umnažanja virusnog genoma, s pomoću virusne RNA replikaze, koje se događa u kratkim replikacijskim ciklusima, te zbog velikog broja infektivnih čestica kao i načina širenja u novog domaćina- čovjeka, novi virus je sklon brojnim mutacijama (Finkeiy, 2021). Iako se tok ove bolesti ne razumije u potpunosti, smatra se da virus uzrokuje infekciju dišnih puteva tako da ulazi u respiratorne epitelne stanice putem receptora za angiotenzin-konvertirajući enzim 2 (ACE2) u plućima, što rezultira različitim kliničkim simptomima. Osim pluća ACE2 receptor izražen je u stanicama srca, bubrega, tankog crijeva i kolangiocita u jetri. Vezanjem virusa na receptor dolazi do direktnog razaranja organa ali i narušavanja koagulacijskog i fibrinolitičkog sistema što u konačnici rezultira nastankom tromboza krvnih žila i zatajenja organa. Klinički simptomi variraju od klinički asimptomatskih do teških infekcija s netipičnom upalom pluća, povišenom temperaturom, suhim kašljem, gubitkom mirisa (anosmija) i okusa (ageuzija) (WHO, 2020. i Guan, 2020.). Kako su simptomi bolesti nespecifični, ne mogu se koristiti za tačnu dijagnozu bolesti, a liječenje ostaje potporno (Thirumalaisamy i Meyer, 2020). Ono što je najvažnije, zaustavljanje je prijenosa bolesti i prekid lanca zaraze pridržavanjem općih, preporučenih javnozdravstvenih mjera (fizička udaljenost, izbjegavanje okupljanja, ograničavanje putovanja, higijena ruku) (Kobayashi i sur.,2020). Uloga laboratorijske dijagnostike je ključna u suzbijanju bolesti COVID-19 i to prije svega u otkrivanju zaraženih osoba, koje mogu biti asimptomatske i simptomatske, To je glavni razlog ubrzanog razvoja laboratorijski testova i prepoznavanje postojećih parametara kao vrlo važnih u praćenju liječenja pacijenata, osobito za rano prepoznavanje komplikacija bolesti COVID-19 (WHO, 2020). Tu je potrebno posebno navesti upalne parametre koji su ključni u praćenju razvoja bolesti poput C reaktivnog proteina (CRP), feritina i prokalcitonina (PCT) (Stegeman i sur. 2020). CRP je osjetljiv sistemski pokazatelj akutne upale, infekcije i oštećenja tkiva. Serumska koncentracija proporcionalna je jačini upalnog odgovora, pa praćenje porasta tokom razvoja bolesti predstavlja značajan pokazatelj težine bolesti i razvoja komplikacija. Prokalcitonin ima ulogu u razlikovanju bakterijskih od virusnih uzročnika infekcije jer je u virusnim infekcijama suprimirano otpuštanje prokalcitonina i vrijednosti su mu ispod graničnih. U teškom obliku bolesti COVID-19, zbog lošeg općeg stanja, vrijednosti su mu povišene i koristi se prvenstveno za isključivanje bakterijske koinfekcije (Huang i sur. 2020). Kao i u ostalim zahtjevima zdravstvene zaštite, medicinske sestre, naročito visokoobrazovane medicinske sestre, postale su neizostavni dio zdravstvenog tima koji su brinuli o COVID-19 oboljelima. Uz liječnike, učestvovale su u pružanju što kvalitetnije zdravstvene skrbi.

Kliničke manifestacije SARS-CoV-2 infekcije

Jedan od glavnih problema SARS-CoV-2 infekcije su raznoliki simptomi koji mogu imati različite manifestacije među bolesnicima. Klinička slika može biti asimptomatska, blaga, srednje teška, teška i kritična. Bolesnici s blagom bolesti mogu pokazivati znakove oporavka nakon prvog tjedna, ali neki mogu imati trajne simptome ili se nakon tog perioda mogu naglo pogoršati (3). Asimptomatska infekcija događa se u čak 33% slučaja prema najnovijim istraživanjima te je češća u mladih osoba i osoba srednje životne dobi koje su bez priležećih bolesti (36, 37). Simptomatske infekcije najčešće se očituju 2-14 dana nakon izlaganja virusu te imaju uobičajen tijek gdje u prvom tjednu infekcije dolazi do temperature, respiratornih simptoma (rinoreja, kihanje, suhi kašalj, grlobolja), glavobolje, malaksalosti s mogućim smanjenim ili izgubljenim osjetom okusa i njuha. U tom stadiju otprilike 80% bolesnika se oporavi. Pojava dispneje, kašlja i sekrecije sputuma, između jednog tjedna do deset dana, upozorava na pogoršanje kliničke slike zbog plućne infiltracije i moguće pneumonije te zahtijeva hospitalizaciju (38). Daljnjim razvitkom upale dolazi do karakterističnog kliničkog tijeka teškog oblika SARS-CoV-2 infekcije kojeg čini razvoj ARDS-a. Unatoč intenzivnom liječenju, čak 40% bolesnika s razvijenim ARDS-om ne preživi (3). 

Dijagnostika SARS-CoV-2 infekcije

Dijagnostički pristup SARS-CoV-2 infekciji sastoji se od kliničke sumnje, testiranja i prikupljanja uzoraka te interpretacije testa, a nakon potvrde dijagnoze specifičnih laboratorijskih i slikovnih nalaza za procjenu težine kliničke slike. Serološka testiranja koriste se u detekciji nedavne ili preboljene infekcije (1). Dijagnoza trenutne SARS-CoV-2 infekcije postavlja se izravnim otkrivanjem RNK SARS-CoV-2 uz pomoć lančane reakcije polimeraze nakon obrnutog prepisivanja (engl. Reverse-transcription Poymerase Chain Reaction – RT-PCR) i testa amplifikacije nukleinskih kiselina. Širom svijeta koriste se različiti RT-PCR eseji koji umnažaju i detektiraju različita područja genoma SARS-CoV-2. Obično umnažaju dva ili više gena, gene nukleokapisde (N), gene ovojnice (E) i gene šiljastog proteina (S), te regije ORF-1 u kojoj je i gen RNK ovisne RNK polimeraze (1). Uzorak za testiranje uglavnom je bris sluznice nazofarinksa i nosa te za test nije potrebna posebna priprema (1, 2). Pozitivan rezultat označava prisutnost virusnog genoma, ali ne određuje zaraznost bolesnika budući da su dokumentirani slučajevi s prolongiranom i rekurirajućom RNK detekcijom, ali izolati virusa nakon 10 dana od početka simptoma rijetko su prisutni (1). Osjetljivost i specifičnost RT-PCR testa redom iznose 84,2% i 98,9% te se za sada smatra zlatnim standardom u postavljanju dijagnoze COVID-19, nudeći najveću osjetljivost među dostupnim testovima. Učinak testa ovisi o vrsti i kvaliteti uzorka i trajanju bolesti u vrijeme uzorkovanja. Kao nedostatke testa navode se duže vrijeme obrade testa koje iznosi između 1-3 dana ovisno o vrsti testa i laboratoriju u kojem se obrađuje te je cijenom po testu skuplji od ostalih metoda (1, 3, 4). Antigensko testiranje za SARS-CoV-2 infekciju je imunoesej koji detektira prisutnost specifičnog virusnog antigena, najčešće nukelokapsidnog proteina, što podrazumijeva trenutnu virusnu infekciju. Uzorak za testiranje je bris sluznice nazofarinksa ili nosa koji se stavlja direktno na imunoesej koji sadrži pufer za ekstrakciju ili određeni reagens (4). Za bolesnike sa simptomatskom infekcijom osjetljivost i specifičnost antigenskog testiranja redom iznosi 72,0% i 99,6%, dok za asimptomatske infekcije redom iznose 58,1% i 98,9% te najveću osjetljivost postižu kod testiranja simptomatskih bolesnika 5-7 dana nakon početka simptoma (1, 5). Općenito su manje osjetljivosti od RT-PCR-a te mogu zahtijevati dodatna testiranja, ali prednosti su kratko vrijeme obrade testa koji iznosi 15-30 minuta, izvođenje testa na bilo kojoj lokaciji i cijena koja je značajno jeftinija od RT-PCR-a (1). Serološki testovi otkrivaju protutijela, na SARS-CoV-2 iz krvi i mogu identificirati bolesnike koji su tek preboljeli ili prethodno bolovali od SARS-CoV-2 infekcije te bolesnike koji imaju trenutnu infekciju s početkom simptoma prije 3 do 4 tjedna (1). Prvenstveno se detektiraju IgM i IgG protutijela koja su nastala kao odgovor imunološkog sustava na infekciju. Uzorak za testiranje je serum ili plazma (6). IgM protutijela nastaju prije IgG, a u krvi se mogu otkriti krajem prvog tjedna infekcije i vrhunac dosežu između drugog i petog tjedna, opadajući tijekom daljnjih tri do pet tjedana nakon pojave simptoma. Nedugo nakon IgM u krvi se mogu otkriti IgG protutijela, a vrhunac dosežu između trećeg i sedmog tjedna od pojave simptoma i zadržavaju se najmanje osam tjedana (7). Osjetljivost seroloških testiranja visoko je varijabilna te ovisi o vrsti serološkog testa i vremenu kada je uzorak napravljen s obzirom na početak simptoma. Prema Cochrane pregledu maksimalna osjetljivost za IgM i IgG bila je između 15-21 dana od početka simptoma, redom 75,4% i 88,2%. Specifičnost za IgM iznosila je 98,7%, a za IgG 99,1% bez obzira na vrijeme uzorkovanja (8). Vrijeme obrade testa uveliko ovisi o vrsti testa koji se koristio i o laboratoriju u kojem se obrađuje te se kreće u roku od nekoliko sati do nekoliko dana. I dalje je nepoznato znači li pozitivan serološki test imunitet protiv buduće infekcije (1). U perifernoj krvi bolesnika uobičajeni nalazi su limfopenija, trombocitoza, povišene razine jetrenih enzima, laktat dehidrogenze, povišene razine upalnih parametara, povišene razine D-dimera, protrombinskog vremena, troponina i kreatin kinaze. Povišeni D-dimeri, feritin, LDH, interleukin-6 te trombocitopenija i limfopenija povezani su s teškim oblikom bolesti i većom smrtnosti (1). Rendgensko snimanje (RTG) prsnog koša teško bolesnih s respiratornim simptomima može pomoći u identifikaciji COVID-19 pneumonije. U ranim stadijima bolesti RTG prsnog koša može biti uredan jer se zahvaćenost pluća upalom povećava dužim trajanjem bolesti s vrhuncem 10-12 dana od početka simptoma. Prema radiološkom nalazu COVID-19 pneumonija može se svrstati u atipične pneumonije gdje se vide multifokalne promjene tipa mliječnog stakla, linearni opaciteti i konsolidacije. Češće su promjene obostrane te u 68,5% slučajeva pokazuju promjene tipa mliječnog stakla, smještene periferno u donjim režnjevima pluća (1,9). Prema Cochrane pregledu rendgensko snimanje prsnog koša točno dijagnosticiralo COVID-19 u 80,6% bolesnika koji su imali COVID-19 (osjetljivost), pogrešno je identificiran COVID-19 u 28,5% ljudi koji nisu imali COVID-19 (specifičnosti – 71,5% ) (10). Kompjutorizirana tomografija (engl. computed tomography - CT) prsnog koša također se često koristi u dijagnosticiranju COVID-19 za otkrivanje abnormalnih promjena u plućima i praćenje napredovanja bolesti tijekom liječenja. Patološki nalazi u CT-u obuhvaćaju promjene tipa mliječnog stakla, konsolidacije, zadebljanja pleure, zadebljanje interlobularnog septuma te zračne bronhograme. Promjene su najčešće obostrane, smještene periferno u donjim režnjevima, kao kod RTG-a prsnog koša (1). Osjetljivost CT-a procjenjuje se na 87,9%, a specifičnost na 80,0% (10). Iako je CT prsnog koša osjetljiviji od RTG-a prsnog koša i pronalazi promjene karakteristične za COVID-19, nijedan nalaz ne može u potpunosti presuditi niti isključiti mogućnost COVID-19. Radiografske abnormalnosti često zaostaju za kliničkim poboljšanjem (1).

Upalni markeri SARS-CoV-2 infekcije

Mjerenjem upalnih markera otkriva se akutna upala koja može ukazati na specifičnu bolest ili je moguće pratiti odgovor na primijenjeno liječenje. Upalni biljezi uključuju C reaktivni protein (CRP), brzinu sedimentacije eritrocita (SE), prokalcitonin, fibrinogen, feritin i nekoliko drugih reaktanata akutne faze (11). Ukoliko serumska koncentracija određenog reaktanta za vrijeme upale raste naziva se pozitivnim reaktantom akutne faze, a tu spadaju CRP, prokalcitonin, fibrinogen i feritin. Ako u upali koncentracija određenog reaktanta pada tada se naziva negativnim reaktantom akutne faze, poput albumina i transferina (12). C reaktivni protein jest reaktant akutne faze koji se sintetizira u hepatocitima pod utjecajem citokina interleukina-6. Referentna vrijednost CRP-a iznosi <5mg/L. Razina CRP-a brzo raste kao odgovor na upalne podražaje, a bakterijska infekcija jedan je od najmoćnijih. Izlučivanje CRP-a započinje unutar 4-6 sati od podražaja, udvostručujući se svako osam sati, kako bi svoj maksimum doseglo između 36-50 sati. Nakon nestanka ili uklanjanja podražaja koncentracija CRP-a brzo se smanjuje s poluvijekom od 19 sati (13). Vrijednost SE pokazuje brzinu kojom se eritrociti u antikoaguliranoj punoj krvi spuštaju u standardiziranoj cijevi tijekom razdoblja od jednog sata. Nespecifična je mjera upale. Referentna vrijednost SE za muškarce je 2-13 mm/3,6 ks, a za žene 4-24 mm/3,6 ks. U stanjima upale fibrinogen, ostali proteini zgrušavanja, alfa globulin koji su pozitivno nabijeni, smanjuju elektronegativni naboj eritrocita te nastane njihovo ubrzano taloženje. SE počinje rasti 24-48 sati nakon početka akutne upale, polako se smanjuje nakon što se upala razriješi, a može potrajati i nekoliko tjedana i mjeseci da se vrati na normalne vrijednosti (14). Prokalcitonin je prohormon, protein koji se sastoji od 116 aminokiselina i prekursor kalcitoninu. Razina prokalcitonina raste kao prohormon u sklopu sinteze kalcitonina i kao odgovor na upalni podražaj, posebno bakterijskog podrijetla čiji toksini predstavljaju snažan poticaj za lučenje PCT. U slučaju virusnih ili neinfektivnih upala ne raste značajno. Mnogobrojni citokini također potiču izlučivanje PCT (15). Referentna vrijednost prokalcitonina je <0.5ng/ml. Izlučivanje prokalcitonina između 2-4 sata od upalnog podražaja, a vrhunac izlučivanja je nakon 24-48 sati (16). Fibrinogen je protein koji se proizvodi u jetri i oslobađa u krvotok. Prilikom oštećenja tkiva ili krvožilja preko trombina se enzimski pretvara u fibrin te tvori fibrinski ugrušak. Također je protein akutne faze čije se razine povećavaju u odgovoru na sistemsku upalu te se smatra čimbenikom koji pridonosi hiperkoagulabilnosti za vrijeme upale. Referentna vrijednost
[bookmark: _Hlk101162390]za fibrinogen je 1.8-3.5 g/L (17). Nakon što se krvni ugrušak razgradi fibrinolizom, u krvi su prisutni produkti razgradnje fibrina, D-dimeri, te se u kliničkoj praksi u velikoj mjeri koriste kao pokazatelji upale, biljezi hiperkoagulabilnog stanja i prediktori rizika za trombotske događaje (17). Pozitivnim rezultatom može se sumnjati na trombozu, ali se ne isključuju drugi potencijalni uzroci, stoga je glavna uporaba D-dimera isključivanje tromboembolijske bolesti. Referentna vrijednost Ddimera <550 μg /L (18). Feritin je unutarstanični, citoplazmatski protein koji služi kao spremište željeza, no u malim količinama otpušta se u serum te tako postaje indirektni pokazatelj zalihe željeza u organizmu. Feritin je također protein akutne faze čije razine odražavaju stupanj akutne i kronične upale kod zaraznih, hematoloških i zloćudnih bolesti te je hiperferitinemija, bez obzira na uzrok, povezana s visokom smrtnosti. Tijekom infekcije, povećana razina feritina predstavlja važan obrambeni mehanizam domaćina koji sprječava rast mikrobima uskraćujući im željezo i štiti funkciju imunoloških stanica. Osim njegove homeostatske uloge, feritin sudjeluje kao ključni marker i upalni pokretač u upalnoj patologiji kao dio prirođenog imunološkog odgovora i modulacijom funkcije limfocita. Referentna vrijednost feritina za muškarce je 30-400 μg /L, a za žene 13-150 μg/L (19).
Albumin je glavni protein krvne plazme koji se sintetizira u jetri. Reaktant je akutne faze no za vrijeme upale serumska koncentracija albumina se smanjuje te stoga čini negativne reaktante akutne faze. Hipoalbuminemija se objašnjava pojačanim kataboličkim stanjem tijekom upale te je stoga povećana razgradnja albumina, smanjenim stvaranjem albumina kako bi se sačuvale aminokiseline za ostale reaktante akutne faze te nepovratnom oksidacijom za vrijeme oksidativnog stresa. Referenta vrijednost albumina je 41-51 g/L. Hipoalbuminemija povezana je uz duži ostanak u bolnici, veću mogućnost komplikacija i povećanom smrtnosti (12, 20). Omjer neutrofila i limfocita (N/L) upalni je biljeg koji se koristi kao indikator sistemske upale. Povišene razine omjera mogu ukazivati na lošu prognozu. N/L može se koristiti kao rani pokazatelj pogoršanja SARS-CoV-2 infekcije i pružiti osnovu za rano prepoznavanje i rješavanje teške COVID-19 pneumonije (21). Omjer limfocita i monocita (L/M) također je biljeg koji odražava stanje sistemske upale. U SARS-CoV-2 infekciji omjer se smanjuje te može poslužiti kao rani pokazatelj težeg oblika infekcije (22). Omjer limfocita i CRP (L/C) upalni je biljeg te služi kao indikator sistemske upale.
Nizak omjer odražava pojačanu upalu te ukazuje na pogoršanje SARS-CoV-2 infekcije i težine bolesti (21).
Omjer CRP i albumina korisna je kombinacija biljega za sistemsku upalu i nutritivnog statusa te služi kao prognostički biljeg bolesnika s infekcijom i zloćudnim bolestima. Visoki omjer upućuje na povećani morbiditet i mortalitet kritično bolesnih (23). Porast broja leukocita najraniji je laboratorijski pokazatelj infekcije, a u virusnim infekcijama obično raste broj limfocita sa smanjenjem broja neutrofila. U virusnim infekcijama može doći do trombocitopenije. Razina CRP-a obično se povisi, ali ne toliko koliko u bakterijskim infekcijama, a slično vrijedi i za prokalcitonin. Fibrinogen i feritin također se mogu povisiti prilikom virusne infekcije (24, 25).
Cilj ovog istraživanja jest usporediti upalne markere i težinu kliničke slike bolesnika sa SARS-CoV-2 infekcijom koji su preminuli i bolesnika sa SARS-CoV-2 infekcijom koji su preživjeli, te na taj način prikazati značaj određivanja vrijednosti upalnih markera u različitim fazama bolesti oboljelih od COVID-19.

Materijal i metode

Istraživanje je sprovedeno kao retrospektivna studija, prikupljeni su podaci od bolesnika koji su hospitalizirani u JU „Bolnica Travnik“ u Travniku i u J.U. Bolnica za plućne bolesti i tuberkulozu Travnik, u razdoblju od 16.09.2020.-16.06.2021.godine. U istraživanje je uključeno 1088 bolesnika oboljelih od COVID-19 oboljenja, podijeljenih u dvije skupine: prvu skupinu (N=1020) su činili bolesnici koji su preživjeli, a u drugu skupinu (N=68) bolesnici koji su preminuli. Svi podaci su prikupljeni iz elektronske baze podataka pomenutih ustanova uz dozvolu odgovornih rukovodilaca.
Za potrebe ovog istraživanja prikupljeni su sljedeći podaci: dob i spol bolesnika, prisustvo komorbiditeta koje uključuju šećernu bolest, hipertenziju, hiperlipidemiju, kroničnu bubrežnu bolest, maligne bolesti, preboljeli cerebrovaskularni inzult i kardiovaskularna oboljenja. Prikupljeni su podaci o kompletnoj krvnoj slici, apsolutne vrijednosti diferencijalne krvne slike, biljezima akutne infekcije te koagulogram. Koristeći podatke kompletne krvne slike izračunali su se omjeri neutrofila i limfocita, limfocita i monocita, limfocita i CRP-a te CRP-a i albumina.
Za statističku obradu podataka korišten je program SPSS 19.0 (IBM Corp, Armonk, NY) za operativni sistem Windows. Kategorijske varijable opisane su korištenjem cijelih brojeva, a za njihovu usporedbu korišten je  test. Kolmogorov-Smirnovljevim testom dokazana je raspodjela podataka koja odstupa od normalne, stoga su numeričke varijable opisane korištenjem medijana i 28 interkvartilnog raspona. Za usporedbu numeričkih varijabli upotrjebljen je Mann-Whitney U test. Stepen statističke značajnosti postavljen je na P<0,05.

Rezultati i diskusija

U istraživanje je uključeno 1088 SARS-CoV-2 pozitivnih bolesnika koji su podijeljeni u dvije skupine: prvu skupinu (N=1020) su činili bolesnici koji su preživjeli, a u drugu skupinu (N=68) bolesnici koji su preminuli. Pronađena je statistički značajna razlika u životnoj dobi između skupine bolesnika koji su preživjeli i skupine bolesnika koji su preminuli 59 (48-70) vs 76 (65-87) godina; P<0,001). U skupini bolesnika sa SARS-CoV-2 infekcijom koji su preminuli bio je značajno veći udio muškog spola u odnosu na skupinu bolesnika koji su preživjeli ( 64% vs. 58 % ; P=0,009). Hipertenzija je najčešći komorbiditet u obje skupine bolesnika sa SARS-CoV-2 infekcijom, u skupini bolesnika koji su preminuli bila je značajno češće zastupljena od skupine koja je preživjela (62% vs. 55%; P=0,009). Udio ostalih promatranih komorbiditeta je bio statistički značajno veći u skupini bolesnika sa SARS-CoV-2 infekcijom koji su preminuli i to šećerna bolest tip 2 (31% vs. 23%; P=0,007 ), preboljeli cerebrovaskularni inzult (38% vs. 22%; P= 0,006), kardiovaskularna oboljenja (26% vs. 14%; P=0,021), hronične bubrežne bolesti (7% vs. 2%; P=0,009), hiperlipidemija (7% vs. 4%; P=0,009) u odnosu na skupinu bolesnika sa SARS-CoV-2 infekcijom koji su preživjeli, osim malignoma čiji je udio statistički značajno veći u skupini bolesnika sa SARS-CoV-2 infekcijom koji su preživjeli (10% vs. 5%; P=0,008) u odnosu na skupinu bolesnika sa SARS-CoV-2 infekcijom koji su preminuli (Tablica 1).
Tablica 1. Usporedba osnovnih obilježja i komorbiditeta SARS-CoV-2 pozitivnih bolesnika u
ispitivanim skupinama
	Varijable
	Preživjeli                                                                                                            (N=1020)                                                                                     
	Preminuli
(N=68)                                                     
	P

	Dob (godine) **                            
	59 (48-70)                                    
	76 (65-87)               
	<0,001*


	Spol                   M
	653 (64)                                                                              
	43 (63)
	 0.009†

	                            Ž
	367(36)                                                                               
	25 (37)
	

	Šećerna bolest tip 2                       
	40 (23)                                         
	13 (31)   
	0,007†

	Hipertenzija  
	98 (55)                                          
	26 (62)                         
	0,009†

	Hiperlipidemija  
	7 (4)                                              
	3 (7)                           
	0,009†

	KBB
	4 (2)
	3 (7)
	0,009†

	Malignomi
	18 (10)
	2 (5)
	0,008†

	CVI
	39 (22)
	16 (38)                       
	0,006†                                                                

	Kardiovaskularna                            
oboljenja
	25 (14)                                        
	11 (26)                        
	0,021†



[bookmark: _Hlk101906250]Podaci su prikazani kao apsolutni broj (postoci), osim u slučaju**
*Mann-Whitney test 
**medijan (interkvartilni raspon)
†hi-kvadrat test
Kratice: KBB – kronična bubrežna bolest, CVI – cerebrovaskularni inzult

Nisu pronađene statistički značajne razlike između skupine bolesnika sa SARS-CoV-2 infekcijom koji su preživjeli i skupine koji su preminuli u vrijednostima leukocita (P=0,341), neutrofila (P=0,229), monocita (P=0,743), eozinofila (P=0,508), bazofila (P=0,262), sedimentacije eritrocita (P=0,361) kao ni feritina (P=0,782). Statistički značajno povišene vrijednosti CRP-a i prokalcitonina pronađene su u bolesnika sa SARS-CoV-2 infekcijom koji su preminuli (P<0,001). Vrijednosti D-dimera i fibrinogena statistički su značajno više u skupini bolesnika sa SARS-CoV-2 infekcijom koji su preživjeli (P=0,002; P=0,035). Statistički je značajno niža vrijednost albumina bila u skupini bolesnika sa SARS-CoV-2 infekcijom koji su preminuli(P<0,001). Omjer limfocita i monocita statistički se značajno ne razlikuje među promatranim skupinama (P=0,212). Statistički značajna razlika pronađena je između skupine bolesnika sa SARS-CoV-2 infekcijom koji su preživjeli i skupine bolesnika koji su preminuli u omjeru neutrofila i limfocita (P=0,028), omjeru limfocita i CRP-a (P=0,004) te omjeru CRP-a i albumina (P<0,001) (Tablica 2).

Tablica 2. Usporedba laboratorijskih parametara u SARS-CoV-2 pozitivnih bolesnika u ispitivanim skupinama
Parametri                                               Preživjeli                        Preminuli                             P
                                                              (N=1020)                         (N=68)

Leukociti(109/L)                                     6 (3,5)                            6,7 (5,05)                         0,341
Neutrofili(109/L)                              3,84 (3,59)                          4,58 (3,88)                         0,229
Limfociti (109/L)                              1,12 (0,82)                         1,11 (0,86)                         0,022
Monociti (109/L)                                 0,4 (0,23)                         0,46 (0,33)                         0,734
Eozinofili (109/L)                              0,03 (0,06)                        0,04 (0,07)                          0,508
Bazofili (109/L)                                 0,02 (0,02)                        0,02 (0,02)                          0,262
SE (mm/3.6ks)                                   44,5 (58,5)                            25 (26,5)                         0,361
CRP (mg/L)                                       40,9 (92,1)                           48,65 (85)                      <0,001
Prokalcitonin (ng/mL)                     0,095 (0,26)                          0,18 (0,31)                      <0,001
Fibrinogen (g/L)                                     5,5 (1,8)                              4 (1,93)                        0,035
D dimeri (mg/mL)                               1,03 (1,71)                        0,97 (1,86)                        0,002
Albumini (g/L)                                    35,5 (7,75)                              32 (11)                      <0,001
Feritin (μg/L)                                240,5 (434,25)                               257 (0)                        0,782
 
Omjeri

N/L                                                         3,5 (4,62)                           3,59 (4,47)                    0,028
L/M                                                        3,04 (2,46)                          2,62 (1,81)                   0,212
L/CRP                                                    0,02 (0,11)                         0,019 (0,05)                   0,004
CRP/albumin                                         1,45 (3,78)                          2,85 (13,44)                 <0,001
Podaci su prikazani kao medijan vrijednosti (interkvartilni raspon) 
*Mann-Whitney test 
Kratice: SE – sedimentacija eritrocita, CRP – C reaktivni protein, N - neutrofili, L – limfociti, M – monociti

U ovom istraživanju pronađena je povezanost težine kliničke slike, upalnih biljega i ishoda bolesnika sa SARS-CoV-2 infekcije. U skupini bolesnika koji su preminuli bio je veći udio bolesnika starije životne dobi, muškog spola i veća zastupljenost komorbiditeta. Nadalje, u bolesnika sa SARS-CoV-2 infekcijom koji su preminuli bila je značajno veća povišena vrijednost upalnih biljega CRP-a i prokalcitonina u odnosu na skupinu bolesnika sa SARS-CoV-2 infekcijom koji su preživjeli. Bolesnici u našem istraživanju imali su barem jedan ili više komorbiditeta, što nije iznenađujuće s obzirom na visoku životnu dob. Statistički značajna razlika pronađena je među skupinama u udjelu komorbiditeta, među kojima je najčešće bila zastupljena hipertenzija, što potvrđuje i dosadašnja literatura (41). U našem istraživanju medijan vrijednosti leukocita i neutrofila u referentnim je vrijednostima te nije bilo statistički značajne razlike između ispitivanih skupina. Istraživanje dalje pokazuje da je vrijednost limfocita statistički značajno niža bila kod preminulih bolesnika (P=0,022) što je u skladu sa dosadašnjim saznanjima o sniženom broju limfocita i težine kliničke slike (48). Vrijednosti monocita, eozinofila i bazofila u našem istraživanju statistički se značajno ne razlikuju između ispitivanih skupina, što se ne podudara u potpunosti s dostupnom literaturom. Naime, Anurag i sur. pronašli su statistički značajnu razliku u vrijednostima monocita i eozinofila s obzirom na težinu kliničke slike te su utvrdili da niske vrijednosti istih dovode do razvoja težeg oblika SARS-CoV-2 infekcije (49). U našem istraživanju brzina sedimentacije eritrocita u obje skupine bila je povišena, ali nije se statistički značajno razlikovala među promatranim skupinama, što ne ide u prilog dosadašnjim istraživanjima u kojima se navodi značajno ubrzana sedimentacija u bolesnika s razvijenom teškom kliničkom slikom naspram bolesnika s blagom kliničkom slikom (48). U našem istraživanju vrijednost C reaktivnog proteina statistički je značajno viša u skupni bolesnika koji su preminuli, a slični rezultati prikazani su u istraživanju provedenom s 2601 bolesnikom koje pokazuje povezanost između povišena razina CRP-a s razvojem teže kliničke slike i smrtnim ishodom (50). U ovom istraživanju vrijednosti prokalcitonina također su statistički značajno više bile u skupini bolesnika koji su preminuli. Vrijednosti fibrinogena i D-dimera statistički su značajno više kod preživjelih što nije u skladu s dosadašnjim istraživanjima. Naime, hiperkoagulabilno stanje koje prati SARS-CoV-2 infekciju pridonosi težini i ozbiljnosti kliničke slike te je popraćeno povišenom razinom fibrinogena i D-dimera. Povišenje D-dimera pri prijemu u bolnicu čest je nalaz i povezan je s razvojem kritične bolesti i bolničke smrtnosti stoga se može koristiti kao prognostički pokazatelji smrtnosti u bolnici (45,46). Odstupanje od ovih saznanja u našem istraživanju donekle bi se moglo objasniti specifičnostima promatrane populacije bolesnika čija visoka životna dob i prisustvo mnogobrojnih komorbiditeta mogu na razne načine utjecati na vrijednost D-dimera, budući da različita stanja mogu uzrokovati povišenje istog, poput malignoma, kronične upale, nedavne operacije, traume (47). Vrijednost albumina u našem istraživanju statistički je značajno manja kod preminulih bolesnika što je potvrđeno i u retrospektivnom istraživanju provedenom na 299 bolesnika. Naime, uočeno je da vrijednost albumina <35g/L pri prijemu u bolnicu povećava rizik od smrtnog ishoda SARS-CoV-2 infekcije za najmanje šest puta (43). U našem istraživanju vrijednosti feritina bile su povišene u obje grupe, no razlika u vrijednostima između preživjelih i preminulih nije statistički značajna, što se razlikuje od rezultata iz dostupne literature. Istraživanje Sibtaina i sur. navelo je feritin kao prognostički biomarker SARS-CoV-2 infekcije te je utvrđena statistički značajna razlika između preživjelih i preminulih bolesnika (44). Omjeri neutrofila i leukocita, limfocita i CRP-a te CRP-a i albumina pokazali su statistički značajne razlike u vrijednosti između preživjelih i preminulih te smo time potvrdili rezultate ostalih istraživanja. Povišeni omjeri neutrofila i limfocita te CRP-a i albumina, a nizak omjer limfocita i CRP-a, povezani su s težom kliničkom slikom (42). Omjer limfocita i monocita nije pokazao statistički značajnu razliku između ispitivanih skupina, iako je u drugim istraživanjima statistički utvrđen značajno niži omjer vezan uz težu kliničku sliku (51).


Zaključak

Bolesnici sa SARS-CoV-2 infekcijom koji su preminuli su bili starije životne dobi i s većim udjelom komorbiditeta u odnosu na bolesnike sa SARS-CoV-2 infekcijom koji su preživjeli. Vrijednosti laboratorijskih pokazatelja upalne aktivnosti su bili značajno veći u bolesnika s sa SARS-CoV-2 infekcijom koji su preminuli. Učestalost obostrane upala pluća i potrebe za mehaničkom ventilacijom bila je značajno veća u bolesnika sa SARS-CoV-2 infekcijom koji su preminuli u usporedbi s bolesnicima sa SARS-CoV-2 infekcijom koji su preživjeli.
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