VRIJEDNOST LIMFOCITA KAO PREDIKTOR LOŠEG ISHODA KOD COVID-19
Apstrakt

Uvod / Cilj: Koronavirus predstavlja novi soj virusa koji je u kratkom vremenskom periodu zadobio pandemijske razmjere. Virus dovodi do razvoja COVID-19 bolesti, koja u većini slučajeva ima blažu kliničku sliku i povoljan ishod. Nažalost, u manjem broju slučajeva zahtijeva hospitalni tretman, određeni broj tih pacijenata razvija respiratornu insuficijenciju i potrebu za nekim od vidova podrške disanja. Kod navedenih pacijenata bolest se karakteriše sa izraženim i neuravnoteženim upalnim odgovorom, što se pored kliničke slike i radioloških nalaza, jednostavno može detektovati i pratiti laboratorijskom dijagnostikom. Cilj ovog rada jeste da se utvrdi da li apsolutni broj limfocita ima prediktivni značaj na ishod bolesti. 
Metodologija: Radi se o retrospektivnoj opservacionoj studiji provedenoj u Univerzitetskom kliničkom centru Republike Srpske u Banja Luci, na odjeljenju Klinike intenzivne medicine za nehirurške grane. Obuhvaćen je vremenski okvir od 1. novembra do 31. decembra 2021. godine. U studiji su učestvovali adultni pacijenti oba pola koji su imali potvrđenu COVID-19 bolest sa RT-PCR testom pozitivnim na SARS CoV2 RNK, i koji su zahtijevali neki od vidova podrške disanja. Ishod je definisan kao pozitivan (preživjeli) i kao negativan (preminuli). Kriterijum za ulazak u studiju ispunjavalo je 100 pacijenata. Za ispitivanje uzimala se apsolutna vrijednost limfocita evidentirana u laboratorijskom nalazu na prijemu pacijenta u Kliniku intenzivne medicine za nehirurške grane. 
Rezultati: Laboratorijski nalaz limfocita je analiziran unutar dvije grupe preživjelih i preminulih, te je uočena značajnost (p-value <0,001). Prosječna starost ispitanika bila je 65 godina, sa 60 slučajeva muškog pola. Negativan ishod evidentiran je kod 53 ispitanika. 
Zaključak: Apsolutna vrijednost limfocita iz laboratorijske analize uzorkovane na prijemu u jedinice intenzivnog liječenja može se, uz ranije komorbiditete, koristiti kao prediktor lošeg ishoda kod teške forme COVID-19.
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Uvod
Decembra 2019. godine u Wuhanu, provincija Hubei, Kina, prijavljen je povećan priliv pacijenata sa upalom pluća nepoznate etiologije. U roku od nekoliko sedmica identifikovan je novi korona virus nazvan Teški akutni respiratorni sindrom korona virus - 2 (Severe acute respiratory syndrom coronavirus - 2), pripadnik roda beta korona virusa. Virus se brzo proširio po cijelom svijetu i dosegao razmjere pandemije koja je zahvatila sve kontinente. Svjetska zdravstvena organizacija (WHO) je epidemiju koronavirusa proglasila 30. januara 2020. godine, a već 11. marta 2020. godine proglašena je globalna pandemija1-3. Do sada virus je doveo do zaraze oko 481 miliona ljudi i doveo do preko 6 miliona prijavljenih smrtnih slučajeva4. Ova nova pandemija narušila je globalnu ekonomiju i dovela do ogromnog pritiska na globalni sistem zdravstvene zaštite. Bolest je označena kao Koronavirusna bolest 2019 (COVID-19)1-3. Prema izvještajima Svjetske zdravstvene organizacije kod COVID-19, oko 80% infekcija dovešće do blage ili umjerene bolesti, uključujući razvoj pneumonije ili nepneumonijskih slučajeva. Kod 13% razvije se teška boelst, a kod još 6% razvoje se kitična, životno ugrožavajuća bolest koja zahtijeva tretman u jedinici intenzivne njege. Tipična manifestacija simtoma uključuje groznicu, kašalj i umor iako je opisana pojava drugih manje češćih i atipinčnih simptoma (glavobolja, gubitam mirisa, zapušen nos, upala grla, bolovi u zglobovima, mučnina i povraćanje, prolivi)4. Teški oblik COVID-19 karakteriše se prisustvom tahipneje (≥30 udaha/min), padom saturacije kiseonika ≤93% u mirovanju, zahvaćenost preko 50% parenhima pluća verifikovano CTom grudnog koša, PaO2/FiO2 odnos <300 mmHg. Rizik za razvoj teške forme bolesti najveći je kod starije populacije (starost > 60 godina) i kod postojanja određenih komorbiditeta, kao što je dijabetes, hipertenzija, gojaznost, prisustvo maligniteta, hroničnih bolesti pluća, kardiovaskularnih bolesti i bolesti jetre5. Kritičnu fazu bolesti karakteriše razvoj respriatorne insuficijencije koja zahtiejva mehaničku ventilaciju, septično šok ili druga organska disfunkcija6.U jednoj studiji je navedeno da se bolest može razviti kod djece svih uzrasta, i iako je većina manifestacija bolesti asimptomatska ili blagog toka, kod 7-10% slučajeva javlja se teška ili kritična forma bolesti 7. Radiografija grudnog koša može ukazati na prisustvo obostrane pneumonije (11-100%), unilateralne pneumonije (1,5-85%), opacitata tipa “mliječnog stakla” (ground glass opacity) (13-100%) i akutni respiratorni distres sindrom kod kritično oboljelih pacijenata (17-68%). U početnim fazama bolesti radiografija grudnog koša može biti u fiziološkim granicama, samim tim i nedovoljno senzitivna da bi se isključio COVID-19. Kompijuterizovana tomografija (CT) grudnog koša može ukazati na prisustvo promjena kod 84% pacijenata, koje karakteristično zahvataju oba plućna krila (distalne zone više nego proksimalne, posteriorne arealne više nego anteriorne)3,8. Karakterističan CT nalaz podrazumijeva prisustvo promjena tipa “mliječnog stakla” (40,3%), promjene “mliječnog stakla” sa retikularnim obrascem (62,9%), konsolidacije (33,9%), znak vakuma (54,8%), mikrovaskularnu dilataciju (45,2%), fibrozne linije (56,5%), vazdušni bronhogram (72,6%), zadebljanje pleure (48,4%), retrakciju pleure (56,6%) i pleuralni izliv (9,7%)8.
Za potvrdu dijagnoze COVID-19, trenutni standard jeste testiranje reverzne transkripcije - PCR (RT-PCR) iz uzorka nazofaringealnog ili orofaringealnog brisa. Međutim evidentirano je i do 30% lažno negativnih rezultata sa ovom trehnikom, najčešće prilikom uzorkovanja u ranim fazama bolesti. CT grudnog koša uz RT-PCR koristi se za skrining i praćenje kliničkog stanja pacijenta. Rana iskustva iz Velike Britanije ukazuju na veću osjetljivost nalaza CT grudnog koša u ondosu sa RT-PCR u ranoj fazi bolesti koja može ukazati na abnormalnosti CT nalaza prije pojave PCR pozitivnosti8. I pored navedenog RP-CPR brisa nazofarinska ostao je trenutni standard za potvrdu dijagnoze aktivne infekcije. Kao jedan u paleti testova za dijagnozu COVID-19 jeste antigenski test. Ovaj vid testa detektuje prisustvo virusnih antigena, samim tim može se koristiti u cilju prepoznavanja infekcije kod akutne boelsti, ali ne može dati infromaciju o ranijim infekcijama. Uzorci se uzimaju brisom nosa, nazofarinksa ili orofarinksa, a za samo provođenje testiranja nije potrebna posebna laboratorija, visoko edukovano osoblje ili specifični reagenski. Samim tim ova medota pokazala se isplatljivom za masivnu proizvodnju i primjenu. Rezultati testa su dostupni u roku od 15-20 minuta što je čini metodom pogodnom za masivne skrinigne kod velikog broja oboljelih8,9. Još jedan od motaliteta za potvrdu i praćenej boelsti jeste serumsko testiranje na antitijela IgM i IgG protiv SARS-CoV-2. IgM antitijela mogu se otkriti 10 dana nakon pojave simptoma, dok se IgG antitijela mogu otkriti nakon 12 dana. Ovo međutim treba tumačiti sa oprezom jer seroprevalencija može značiti samo trenutnu ili prethodnu infekciju sa virusom i potrebna su dalja istraživanja da bi se potvrdilo da to znači razvijeni imunitet9. Blage i srednje teške forme bolesti COVID-19 mogu se tretirati ekspektativno sa simptomatskom terapijom. Teške orme bolesti zahtijevaju tretman u jedinicama intenzivne njege sa terapijskim pristupom u vidu životne podrške i liječenja komplikacija, kao što su pneumonije, tromboembolizam, ARDS, septični šok, aritmije, kardiomiopatije, akutna bubrežna lezija, gastrointestinalno krvarneje i polineuropatija / miopatija kritične bolesti3. Koronavirus, koji je primarno respiratorni patogen, kod pacijenata sa teškom formom dovodi do potrebe za respiratornom podrškom u vidu mehaničke ventilacije i endotrahealne intubacije. Jedna od karakteristika ove epidemije jeste da u slučaju porasta broja oboljelih, i sa porastom broja hospitalizacija, povećava se broj hospitalizovanih paciejnata u jedinicama intenzivne njege i povećava se broj loših ishoda10. Brojni lijekovi prepoznati su u terapiji COVID-19 bolesti. Neki od njih su tocilizumab (antagonista receptora IL-6), hlorokin (antimalarik), hidroksihlorokin, azitromicin (antibiotik), te brojni antivirusni lijekovi (remdesivir, favipiravri, lopinavir / ritonavir) i steroidi11-13. Međutim, trentuno svi navedeni lijekovi su u procesu ispitivanja farmakološke efikasnosti u sklopu terapije za COVID-1914. Kako druge infektivne bolesti, tako i kod COVID-19 dolazi do razvoja inflamacije te njen nivo može poslužiti kao jasan parameter progresije bolesti. Neadekvatnost adaptivnog imuniteta da odgovori na prisustvo virusa dovodi do teške zapoaljenske reakcije organizma nastale kao posljedica neuravnotežene imunosne reakcije. Kao što je navedeno, cirkulišući biomarkeri zapaljenja mogu da se mjere i primjenjuju kao prediktori težine i ishoda bolesti. Neki od tih markera su vrijednost leukocita, neutrofila, limfocita, trombocita, monocita, CRP (C reaktivni protein), procalcitonin, i drugi15-17.  Najčešća promjena u analizi krvi jeste limfopenija koja se može javiti u 35 – 83% slučajeva. Limfopenija je česta i može biti izražena kod teških oblika COVID-19 bolesti. Identifikacija laboratorijskih parametara sposobnih za
razlikovanje između teških i lakših slučajeva, ili prepoznavanje ugroženih pacijenata sa mogućim smrtnim ishodom može dovesti do brže i efikasnije primjene zdravstvene njege18. 

Metodologija
Radi se o retrospektivnoj opservacionoj studiji koja je provedena u Univerzitetskom kliničkom centru Republike Srpske u Banja Luci, na odjeljenju Klinike intenzivne medicine za nehirurške grane. Obuhvaćen je vremenski okvir od 1. novembra do 31. decembra 2021. godine. U studiji su učestvovali adultni pacijenti oba pola koji su imali potvrđenu COVID-19 bolest sa RT-PCR testom pozitivnim na SARS CoV2 RNK, i koji su zahtijevali neki od vidova podrške disanja. Ishod je definisan kao pozitivan (preživjeli) i kao negativan (preminuli). Za ispitivanje uzimala se apsolutna vrijednost limfocita evidentirana u laboratorijskom nalazu na prijemu pacijenta u Kliniku intenzivne medicine za nehirurške grane.  Kriterijumi za uključenje u studiju: 1. adultni pacijenti oba pola, 2. pacijenti sa pozitivnim nalazom testa RT-PCR na SARS CoV2 RNK, 3. pacijenti sa COVID-19 koji zahtijevaju neki od vidova respiratorne podrške, 4. gore navedeni pacijenti sa uredno vođenom Istorijom bolesti (ulazna anamneza, laboratorijska dijagnostika, komorbiditeti, radiološka dijagnostika). Kriterijumi isključenja bili su: 1. maloljetni pacijenti, 2. trudnoća tokom trajanja bolesti, 3. pacijenti sa negativnim ili nedefinisanim testom RT-PCR na SARS CoV2 RNK, 4. pacijenti sa COVID-19 koji ne zahtijevaju neki od vidova podrške disanja. 
Formirana je baza ispitanika. Sociodemografski podaci i podaci o komorbitidetima obrađeni su u programu Microsoft Office Excel, za statističku analizu komorbiditeta primjenivan je Hi kvadratni test, dok je za analizu značajnosti razlike limfocita između dvije grupe primjenjen Mann Withney U test. Statistička obrada odrađena je u SPSS 25.0 programu. Za nivo dokaza odabrana je p-vrijednost <0,05. Za nultu hipotezu uzeli smo u obzir da ne postoji statistička značajnost u distribuciji vrijednosti limfocita na konačni ishod bolesti. Kao radnu hipotezu razmatramo značajnost distribucije limfocita na ishod bolesti.

Rezultati
Kriterijum za ulazak u studiju ispunjavalo je 100 ispitanika. Od ukupnog broja ispitanika, njih 47 je preživjelo hospitalni tok, dok je smrtni ishod registrovan kod 53 ispitanika. Polnu strukturu činila su 60 muškaraca i 40 žena. Što se tiče polne structure kod preminulih i preživjelih, od ukupno 60 muškaraca njih 29 je preživjelo, dok je njih 31 preminuo. Kod žena, od ukupno 40 ispitanica, njih 18 je preživjelo, dok je 22 preminulo (Tabela 1. i Grafikon 1.).

Tabela 1. Polna struktura preživjelih i preminulih ispitanika
	POL
	Preživjeli
	Preminuli
	UKUPNO

	Muškarci
	29
	31
	60

	Žene
	18
	22
	40


	


Grafikon 1. Polna struktura preživjelih i preminulih ispitanika

Prosječna starost kod oba pola bila je 65 (±14) godina. Kod preživjelih muškaraca iznosila je 57 (±15) godina, kod preminulih muškaraca 72 (±9) godina. Što se tiče žena, kod preživjelih ispitanica prosječna starost iznosila je 55 (±17) godina, dok je kod preminulih ispitanica ona bila 68 (±8) godina (Tabela 2.).



Tabela 2. Prosječna starost ispitanika prema polnoj strukturi
	STAROST
	Preživjeli (M±SD)
	Preminuli (M±SD)
	UKUPNO (M±SD)

	Muškarci
	57 ±15
	72 ±9
	65 ±14

	Žene
	55±17
	68 ±8
	65 ±14



Od komorbiditeta, najčešće ispitanici su imali hipertenziju (njih ukupno 78%). Ostali po redu učestalosti komorbiditeti bili su kardiomiopatija (32%), dijabetes melitus (21%), gojaznost (20%) i atrijalna fibrilacija (19%). Kod preživjelih hipertenzija je bila najčešći komorbiditet (70%), zatim po redu kardiomiopatija (26%), gojaznost (19%), i dijabetes melitus (17%). Najrijeđi komorbiditeti bili su bubrežne slabosti, hipotireoza i reumatološke bolesti (4%), te hronične opstruktivne bolesti pluća (2%). Kod preminulih, hipertenzija je bila vodeći komorbiditet, zatim kardiomiopatija (36%), dijabetes melitus i fibrilacija atrija (25%) te gojaznost (21%). Među rijeđim komorbiditetima kod preminulih bila je hipotireoza i bubrežna slabost (4%) (Tabela 3. i Grafikon 3.). Statističkom analiom (Hi kvadratni test) utvrđena je statistička značajnost prisustva hipertenzije kao komorbiditeta od uticaja na preživljavanje. Analizom ostalih komorbiditeta nije utvrđena veća značajnost za uticaj na ishod.

Tabela 3. Najčešći komorbiditeti kod ispitanika
	KOMORBIDITETI
	n
	Preživjeli (n/%)
	Preminuli (n/%)
	p-vrijednost

	Hipertenzija
	78
	33 (70%)
	45 (85%)
	0,024

	Kardiomiopatija
	32
	12 (26%)
	19 (36%)
	0,520

	Fibrilacija atrija
	19
	6 (13%)
	13 (25%)
	0,324

	Dijabetes melitus
	21
	8 (17%)
	13 (25%)
	0,669

	HOBP
	6
	1 (2%)
	5 (9%)
	0,125

	Hipotireoza
	4
	2 (4%)
	2 (4%)
	0,902

	Reumatološke bolesti
	10
	2 (4%)
	8 (15%)
	0,640

	Gojaznost
	20
	9 (19%)
	11 (21%)
	0,483

	Bubrežna bolest
	4
	2 (4%)
	2 (4%)
	0,368



Grafikon 3. Najčešći komorbiditeti kod ispitanika

Posmatrajući broj komorbiditeta, bez komorbiditeta bilo je 13 pacijenata. Najviše pacijenata imalo je samo jedan komorbiditet, i to njih 35, dok dva ili tri komorbiditeta imala su 38 pacijenata. Četiri ili više komorbiditeta registrovano je kod 14 pacijenata (Tabela 4. i Grafikon 4. i 5.).

	BROJ KOMORBIDITETA
	BROJ PACIJENATA

	0
	13

	1
	35

	2
	19

	3
	19

	4
	11

	5
	1

	6
	1

	7
	0

	8
	1

	9
	0


		Tabela 4. Broj komorbiditeta u odnosu na pacijente






		Grafikon 4. Učestalost komorbiditeta kod pacijenata

Grafikon 5. Broj komorbiditeta prema pojedinačnom pacijentu

Prilikom posmatranja limfocita kao referentna vrijednost uzet je interval od 1,20 do 3,20 x109/L. Tokom ispitivanja, izmjerena je prosječna vrijednost od 0,73 (±0,43) x109/L, kod preživjelih ona je iznostila 0,92 (±0,49) x109/L, dok je kod preminuli ona iznosila 0,57 (±0,29) x109/L. Najniža izmjerena vrijednost bila je 0,17 x109/L, dok je najviša izmjerena vrijednost bila 2,84 x109/L. Statističkom analizom uz pomoć Mann Whitney U testa, utvrđena je statistička značajnost promjene vrijednosti limfocita na ishod teške forme COVID-19. Naime, statističkom analizom poređenjem distribucije vrijednosti limfocita kod grupe preživjelih i kod krupe preminulih pacijenata, uočena je statistička značajnost sa izmjerenom p-vrijednosti od ispod 0,001. S tim u vezi dolazimo do zaključka da postoje dokazi da je nulta hipoteza pogrešna ,te je ona odbačena, a prihvaćena je radna hipoteza. Analizom vrijednosti limfocita, kod preminulih COVID-19 ispitanika uočene su statistički značajno niže vrijednosti u odnosu na kontrolnu grupu, tj. preživjele COVID-19 ispitanike (Tabela 5. i Grafikon 6.). 


Tabela 5. Prosječna vrijednost limfocita i statistička značajnost
	 
	Ukupno (n±SD)
	Preživjeli (n±SD)
	Preminuli (n±SD)
	p-vrijednost

	Limfociti
	0,73 ± 0,43
	0,92 ± 0,49
	0,57 ± 0,29
	<0,001
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	Grafikon 6. Distribucija vrijednosti limfocita u grupi preživjelih i umrlih

Zaključak / diskusija
Na osnovu dobijenih podataka, može se izvesti zaključak da je smrtnost kod teško oboljenih COVID-19 pacijenata i dalje visoka, što se vidi i u ovoj studiji gdje je veći broj ispitanika (53%) preminuo tokom trajanja studije. Veći broj oboljenilh su činili muškarci (njih 60, u odnosu na 40 žena), koji su takođe i imali veću stopu mortaliteta u studiju (31 naspram 22 žene). Većinom su oboljevali osobe oba pola starije životne dobi (65 ±14 godina), pri čemu su preminuli bili prosječno stariji od 68 godina. Najčešći komorbiditeti kod teško oboljelih pacijenata bile su kardiovaskularne bolesti (hipertenzija, kardiomiopatija, fibrilacija atrija), a one su takođe bile i vodeći komorbiditeti i kod preminulih ispitanika. Posmatrajući broj komorbiditeta, najveći broj pacijenata imalo je dva ili više komorbiditeta, dok je njih 13 bilo bez komorbiditeta. Na osnovu apsolutne vrijednosti limfocita, rezultati studije nedvosmisleno ukazuju da postoji statistička značajnost kod posmatranja limfocita i lošeg ishoda bolesti. Statističkom analizom distribucije limfocita u grupama preživjelih i preminulih uočena je statistička značajnost. Možemo reći da su uočene značajno niže vrijednosti limfocita kod lošeg ishoda, tj. kod preminulih pacijenata. S tim u vezi, apsolutni broj limfocita predstavlja značajan prediktor lošeg ishoda kod COVID-19 bolesti. Ipak potrebno je napomenuti da je u ovoj studiji učestvovao mali broj ispitanika, da je studija nije bila multicentrična, te da je kao faktor rizika posmatran apsoltuni broj limfocita kao nezavisan faktor lošeg ishoda. U cilju ekstrapolacije podataka neophodno je provođene više različitih studija za COVID-19 bolest.
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ISHOD PREMA POLNOJ STRUKTURI

Muškarci	
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Preživjeli	Preminuli	18	22	





UDRUŽENE BOLESTI

Ukupno	
Hipertenzija	Kardiomiopatija	Fibrilacija atrija	Dijabetes melitus	HOBP	Hipotireoza	Reumatološke bolesti	Gojaznost	Bubrežna bolest	78	32	19	21	6	4	10	20	4	Preživjeli 	
Hipertenzija	Kardiomiopatija	Fibrilacija atrija	Dijabetes melitus	HOBP	Hipotireoza	Reumatološke bolesti	Gojaznost	Bubrežna bolest	33	12	6	8	1	2	2	9	2	Preminuli 	
Hipertenzija	Kardiomiopatija	Fibrilacija atrija	Dijabetes melitus	HOBP	Hipotireoza	Reumatološke bolesti	Gojaznost	Bubrežna bolest	45	19	13	13	5	2	8	11	2	
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