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uvoD
1. CIUJEPLJENJE (VAKCINACIJA)

Cijepljenje je medicinski postupak kojim se indukcijom modificiranog specificnog
imunosnog odgovora na unijete mikrobne antigene u cjepivu moze sprije€iti pojava
neke infektivne bolesti (1,2,3). Zastitni u€inak cijepljenja se zasniva na sposobnosti
mikrobnih antigena u cjepivu da induciraju ekspanziju specificnog klona T i/ili B
limfocita i tako, oponaSanjem primarnog imunosnog odgovora, razviju imunosnu
memoriju, a time i otpornost cijepljene osobe pri ponovnom susretu s istim antigenom
(1,4).

Naziv toga postupka potiCe od naziva virusa vakcinije (virus kravljih boginja),
uzrocnika bolesti kravljih boginja. Naime, prije vise od 200 godina, Edward Jenner je
na temelju povijesnog iskustva prvi uspio zastititi ljude od infekcije virusom velikih
boginja i to skarifikacijom sadrzaja pustula bolesnih krava (1). Utemeljiteliem
znanstvene primjene vakcinacije u medicinskoj praksi se medutim smatra Louis
Pasteur koji je u 19. stolje€¢u pokazao da se cjepivom koje sadrzi modificirani oblik
mikroorganizma, uzroCnika zarazne bolesti u ljudi, mozZe potaknuti imunosna reakcija
na nativni, virulentni soj toga mikroorganizma, a time postici i zastita od infekcije (1).
Temelj uCinkovitosti cjepiva (efficacy) je produkcija specifiCnih protutijela u serumu na
antigenske komponente cjepiva u koncentraciji koja u slu€aju infekcije moze
neutralizirati virulentni soj toga mikroorganizma (5) (slika 1).

Naime, pri izradi cjepiva je potrebno zadovoljiti dva opreCna zahtijeva - smanijiti
virulenciju specificnog mikroorganizma u cjepivu i time onemoguciti nastanak klinicki
manifestne bolesti, s tim da modificirani mikroorganizam zadrzi svoja antigenska

svojstva kako bi u primaocu mogao inducirati specifi¢ni imunosni odgovor (2,3).
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Slika1. "Korelat zastite" - mjera ucinkovitosti cijepljenja
Modificirano prema ¢asopisu "Pediatric Infectious Disease Journal", Vol.20, 2001.

ViSe od 50% cijepljenjih osoba ima zastitni titar >1200 jedinica (enzimski
imuno-esej) unutar jedne godine od cijepljenja.

Iz tih razloga, sva suvremena cjepiva su koncipirana tako da sadrze ili Zive
atenuirane mikroorganizme (infektivni replikativni oblik), ili mrtve inaktivirane
mikroorganizme (neinfektivni oblik), ili sastavne dijelove razlozenog mikroorganizma,
ili samo neke antigenske determinante molekule antigena (2,3).

Ziva atenuirana cjepiva su opéenito uginkovitija od mrtvih inaktiviranih, posebno u
indukciji stani€ne i mukozne imunosti. Ta cjepiva se primjenjuju lokalno u sluznicama,
gdje se i patogeni mikroorganizmi repliciraju, te na taj nacin oponasaju prirodni put
infekcije. Za razliku od tih cjepiva, mrtva inaktivirana cjepiva se primijenjuju sustavno,
a prihvatljiv stupanj zastite se obi¢no postize tek viSekratnim ubrizgavanjem cjepiva
(1,2,3) (slika 2).

Zahvaljujuc¢i brzom napretku tehnologije proizvodnje cjepiva, cijepljenje je danas
postalo jedan od najuspjesnijih nacina kontrole Sirenja mnogih zaraznih bolesti.
Masovna primjena cjepiva protiv razli€itih zaraznih bolesti je spasila milijune Zivota u

cijelom svijetu i omogucila eradikaciju nekih teskih zaraznih bolesti (1,2,3).



Imunosni odgovor

Imunosni odgovor

- Primarna i sekundarna humoralna imunosna reakcija

Modificirano prema knjizi "MIMS" pathogenesis of Infectious
disease", ed. Academic Press, San Diego, SAD, 2001.

(Gore) na topljive antigene, ili cjepiva s mrtvim mikroorganizmima
(Dolje) U sluéaju prirodne infekcije, ili cjepiva s Zivim atenuiranim
mikroorganizmima.



Zbog kompleksne organizacije i redundancije homeostatskih regulacijskih
mehanizama u imunosnom sustavu, ukljuujuéi i brojne efektorske mehanizme,
oCekivalo bi se da se cijepljenjem mogu inducirati razliCiti oblici zastite koji djeluju
sinergisticki. Medutim, produkcija serumskih protutijela je za velinu danas
komercijalno dostupnih cjepiva jedini mjerljivi oblik imunosnog odgovora.

Za to postoje dva razloga. Prvi je taj Sto su ta cjepiva usmjerena na zastitu od onih
infektivnih bolesti u Cijoj patogenezi je kljuCna intravaskularna faza infekcije. Drugi
razlog je oblik cjepiva koji se najéesce primijenjuje, a to su inaktivirana, fragmentirana
ciepiva koja sadrze samo povrSinske antigenske determinante uzrocnog
mikrorganizma (5).

Zbog takvog oblika imunosnog odgovora na cjepiva, serumska koncentracija (titar)
protutijela nakon cijepljenja se smatra i mjerom ostvarenog stupnja zastite (correlate
of protection) (5). Poznavanje i definiranje imunosnih korelata zastite je potrebno, ne
samo zbog boljeg razumijevanja prirodnog tijeka neke infektivne bolesti, nego i zbog
toga Sto to omogucuje razvoj i primjenu cjepiva u praksi. Naime, pojam ,korelat
zastite“ je usko povezan s pojmom ucinkovitosti cjepiva, a definiran je kao ona
koncentracija protutijela iznad koje je vecina cijepljene populacije zasti¢ena od
pojave neke infektivne bolesti (5) (slika 1).

Preduvijet za definiranje seroloskih korelata zastite je postojanje laboratorijskog testa

kojim se serumska koncentracija zastitnih protutijela moze i egzaktno mjeriti (5).

Uzro¢nik influence je segmentirani RNA virus, jedinstven po svojoj sposobnosti da se
kontinuirano preobrazava u nove antigenske varijante virusa tipa A i B. Do toga
dolazi zbog Cestih toCkastih mutacija u genima za povrSinske glikoproteine virusa -
hemaglutinin i neuraminidazu. Time virusi influence izbjegavaju zastitne mehanizme
domacina, Cime se ostvaruju osnovni preduvijeti za njihovo preZivljavanje u
domacdinu, a time i za izbijanje sezonskih epidemija influence (antigenic drift) (6).
Virus influence tipa A ima i tu osobinu da se mozZe iznenada potpuno genetski
promijeniti (antigenic shift). Zbog toga u slu€aju kada vecina osoba u nekoj populaciji
nema specifiCnih zastitnih protutijela za tu novu varijantu virusa, moze doc¢i do
izbijanja epidemija influence svjetskih razmjera (pandemija) (6).

Zbog svega toga, razvijanje i/ili oCuvanje otpornosti na virus influence predstavlja

stalni izazov, kako za imunosni sustav Covjeka, tako i za sluzbe javnog zdravstva.



Imunosna zastita od infekcije virusom influence se odvija najvecim dijelom
neutralizacijom slobodnog virusa specifi€nim protutijelima, usmjerenim na njegove
povrSinske antigene hemaglutinin i neuraminidazu. Pri tome su u zastiti sluznice
respiratornog trakta vazna IgA protutijela, dok u fazi viremije kljuénu zastitnu ulogu

imaju serumska IgG protutijela (6,7).
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Slika 3. Imunosna reakcija na infekciju virusom influence
Humoralni i stani¢ni specifini imunosni odgovor

Makrofagi, NK stanice i citotoksi¢ni T-limfociti takoder sudjeluju u obrani od infekcije i
to eliminacijom virusom zarazenih epitelnih stanica respiratornog trakta (6,7,8) (slika
3). Vaznu ulogu u tome imaju i interferoni tipa I. i Il. koji nespecifi€éno inhibiraju

intracelularnu replikaciju virusa, a utje€u i na tijek specificne imunosne reakcije (9).



Za razliku od protuvirusnih protutijela, citotoksi¢ni T-limfociti prepoznaju konzervirane
antigenske determinante peptida unutar virusne Cestice, zasStiCene od vanjskog
okolisa i koje ne podlijezu mutacijama. Zbog toga ¢e primarna infekcija bilo kojom
varijantom virusa influence tipa A omoguditi zastitu posredovanu citotoksi¢nim T-
limfocitima (stani¢ni tip specifiéne imunosti) u slu¢aju svake naredne infekcije, bez
obzira na genetsku varijantu virusa, uzro¢nika neke buduée infekcije (krizna
reaktivnost). Iz istih razloga, za vrijeme pandemije influence, Sirenje infekcije, kao i
tezina klinicke slike bolesti u pojedinih osoba, ovisit ¢e najviSe o njihovim

mehanizmima stani¢ne imunosti (6,7) (slika 4).

PROTUTIJELA
(tipno specificna)

CITOTOKSICNI T-LIMFOCITI
(krizna reaktivnost)

Slika 4. Ciljni antigeni u humoralnoj i stani€noj specifi€¢noj imunosnoj reakciji na virus
influence. SpecifiCna protutijela su usmjerena na povrsinske, promjenijljive antigenske
determinante virusa influence. Citotoksi¢ni T-limfociti su usmjereni na unutradnje,
konzervirane antigenske determinante virusa influence.

Trenutno se najboljim nacinom prevencije influence smatra cijepljenje mrtvim
inaktiviranim trokomponentnim cjepivom koje sadrzi podtipove H{N1 i H3N2 virusa

influence tipa A i virus influence tipa B (6,10). Taj postupak zahtijeva da se svake



godine prije izbijanja epidemije influence korigira sastav cjepiva, ovisno o ofekivanim
promjenama cirkuliraju¢eg virusa influence. Naime, cijeplienje je ucinkovito samo
kada su komponente cjepiva antigenski vrlo slicne epidemijskom tipu virusa
(matching) (10,11,12). Medutim, to je i razlog zbog kojega u kroni¢no imuniziranih
osoba moze doéi do smanjenja ucinkovitosti cijepljenja i to u slu€aju kada je
komponenta primijenjenog cjepiva antigenski vrlo slicna komponenti iz nekog od
prethodnih sastava cjepiva (heterologna reakcija) (11,12).

Naime, brojne serolo$ke studije ukazuju da je porast titra protutijela nakon cijepljenja
maniji u osoba koje su prethodno cijepljene, nego u osoba koje se cijepe prvi put. To
se tumaci vecCim ostatnim titrom protutijela i njegovim inhibicijskim ucinkom na
produkciju novih protutijela. Zbog toga je porast titra protutijela poslije cijepljenja u
pravilu obrnuto (linearno) proporcionalan s visinom titra protutijela prije cijepljenja
(ostatnog titra) (13,14). Nadalje, pokazalo se da je vazan i broj cijepljenja
(imunizacija), jer je pri istoj visini ostatnog titra protutijela porast titra nakon
ponovljenih cijepljenja maniji, nego nakon prvog cijepljenja (14). Naime, ostatni titar
nakon ponovljenih cijepljenja sadrzi mjeSavinu protutijela razliite specifiCnosti i
afiniteta od kojih neka mogu krizno reagirati na virusne antigene u cjepivu i tako
umanijiti njihov antigenski potencijal, a time i indukciju imunosnog odgovora na
cjepivo (14).

Na visinu titra protutijela nakon cijepljenja mogu utjecati i drugi Cimbenici i to:
antigeni¢nost komponenti cjepiva, antigensko iskustvo primarne imunosne reakcije,
ste€eno infekcijama virusom influence u djetinjstvu (original antigenic sin), te dob i

zdravstveno stanje cijepljenih osoba (6,12,15,16,17).

Samo 30-50% starijih osoba, u odnosu na 65-80% mladih, je cijepljenjem zasti¢eno
od pojave influence, $to je posliedica smanjene sposobnosti starijin osoba da
produciraju specifi€¢na protutijela (15,18,19,20). Naime, analize su pokazale da se
zastitna visina titra protutijela nakon cijepljenja protiv influence moze naci u svega
40-60% starijih osoba, dok je u mladih osoba taj postotak znantno veci i iznosi 70-
90% (21,22).

Medutim, do razvoja influence u starijih osoba moze doéi i pri vrlo visokim
vrijednostima titra protutijela, Sto se objaSnjava slabijim afinitetom produciranih

protutijela za povrSinske antigene virusa influence (6,15,23).



Iz tih razloga se razmislja da se u starijih osoba, osim standardnih seroloskih, uvedu
i stani€ni korelati zastite. Naime, pokazalo se da in vitro stani¢ni imunosni odgovor na
virus influence (mjeren stupnjem proliferacije ili citotoksicne aktivnosti limfocita) dobro
korelira sa zastitom koja se postiZe cijepljenjem (6,7,24).

Posto je uloga citotoksi¢nih T-limfocita eliminacija virusom zarazenih epitelnih stanica
sluznice respiratornog trakta, taj oblik imunosti je posebno zna€ajan u sprecavanju
nastanka upale plu¢a i drugih komplikacija od influence kojima su starije osobe
sklone (22). Medutim, cjepiva protiv influence koja se danas naj¢eS¢e koriste (mrtva,
cjelostani¢na ili fragmentirana) slabo induciraju stani¢ni specifi¢ni imunosni odgovor
(25). Zbog toga protektivni ucinak cijepljenja u starijih osoba, kao i njihova prognoza
pri obolijevanju od influence, u velikoj mjeri ovise o tome kakva im je staniCna
specifitha imunosna memorija (7).

Naime, u mladih osoba, produkciju specificnih protutijela prati i odgovarajuéi razvoj
stani¢ne specificne imunosti pa je samo serolosko testiranje dovoljno da se zakljudi i
o jacCini stani¢nog imunosnog odgovora. Suprotno tome, zbog poremecaja u regulaciji
imunosne reakcije, humoralni imunosni odgovor u starijih osoba ne mora biti
proporcionalan jacini stanicnog imunosnog odgovora (7). Zbog toga se, s obzirom na
nacin imunosnog reagiranja, u populaciji starijih osoba moZzZe ocekivati izvjesna
heterogenost. To znaci da se nakon cijepljenja mogu identificirati osobe s dobrim
humoralnim imunosnim odgovorom, ali bez istovremenog povecanja aktivnosti T-
limfocita. | obrnuto, osobe s dobrim stani¢nim imunosnim odgovorom, ne moraju
razviti i optimalan humoralni imunosni odgovor (7,24,26).

Kojim ¢e dominantnim tipom imunosnog odgovora nakon cijepljenja protiv influence
neka starija osoba reagirati, osim o tipu virusa influence sadrzanog u cjepivu - ovisi i

0 njenom zdravstvenom stanju, kao i prethodnom antigenskom iskustvu (24).

2. TEORIJE STARENJA

Starenje u ljudi zapocCinje zavrSetkom reproduktivne faze Zivota, a opisuje se kao
progresivno slabljenje fizioloskih funkcija i fiziCke izdrzljivosti tijela (27). Starenje
podrazumijeva promjene organizma na svim njegovim razinama, u Sirokom rasponu
od molekularne i stani€ne pa do fenotipskih znacajki tijela (28,29).

Osim ucCestalije pojave brojnih kronicnih bolesti, starije osobe i slabije reagiraju na

cjepiva, te CeSce dobivaju infekcije koje su i teZzeg tijeka, nego u mladih osoba (27).



Prema programskim (razvojno - genetskim) teorijama, starenje je pasivna posljedica
realizacije genetskog programa, zadanog u genima zametne loze (27,30,31). Te
teorije pretpostavljaju da je duzina Zivotnog vijeka genetski kontrolirana, Sto se
medutim ne poklapa s brojnim zapazanjima o utjecaju Cimbenika okoli$a i stila Zivota
na proces starenja i pojavu bolesti starenja (27,28,29).

Glavna idejna postavka stohastickih (fenomenolo$kih) teorija starenja je da su
promjene u organizmu tijekom starenja posljedica nakupljanja slu€ajno nastalih
pogreSaka u somatskim stanicama. Radi se o brojnim strukturnim i funkcionalnim
promjenama na genetskoj i epigenetskoj razini do kojih dolazi - jednostavno receno -
uslijed ,troSenja“ organskog materijala tijekom vremena (wear and tear) (27,28,29).
Sve te promjene mogu dovesti do poremecaja u temeljnim mehanizmima odrzavanja
homeostaze stanica, kao Sto su apoptoza (programirana smrt stanica) i proliferacija
(32) (slika 5).

ZDRAVLJE / KONDICIJA

DOB

' Slika 5. '_Apoptoza i starenje stanica
Madificirano prema ¢asopisu "Experimental Gerontology", Vol. 38, 2003.

U mladosti je to pozitivan homeostatski mehanizam kojim se odstranjuju
ostecene i disfunkcionalne stanice.

Kako ti procesi, sa starenjem, napreduju, prelaze granicu iznad koje
postaju stetni i dovode do smanjenja funkcionalne sposobnosti

tkiva.



Starenje bi prema tome bilo posljedica stohasti¢kih procesa koji se odvijaju unutar
stanica i tkiva, a malo je vjerojatno da bi za to mogli biti odgovorni geni zametne loze
(27,28,29,32).

Danas najpopularnija teorija starenja je teorija slobodnih radikala ili oksidacijskog
stresa prema kojoj reaktivni kisikovi spojevi, normalni produkti aerobnog
metabolizma, putem oksidacijske modifikacije makromolekula, osobito proteina i
lipoproteina, dovode do sve veceg slabljenja funkcionalne sposobnosti tkiva. Osim
toga, pojacan oksidacijski stres moze uzrokovati i aktivaciju nekih vaznih gena
uklju¢enih u patogenezu bolesti starenja, kao S$to su geni odgovorni za odvijanje

stani¢nog ciklusa i nastanak upale (27,33,34).

U skladu s novijim spoznajama da su manifestacije starenja odraz interakcije brojnih
gena, ¢imbenika okoliSa i zZivotnih navika, novije teorije starenja, kao Sto su ,teorija
mreze“, te iz nje proizasla ,teorija remodeliranja“ - istiCu kompleksnu i visoko
integriranu strukturu ljudskog organizma (35,36).

Prema tim teorijama, brojne manifestacije starenja, kao i razlike u duZini trajanja
Zivota izmedu pojedinih osoba, mogu se objasniti razlikama u efikasnosti
homeostatske mreZe obrambenih mehanizama. To bi bili svi mehanizmi - od onih na
molekularnoj i stani¢noj razini, kao Sto su popravak oste¢enja molekula DNA,
neutralizacija slobodnih radikala, ili apoptoza - pa sve do glavnih kontrolnih sustava

tijela, kao Sto su imunosni i neuroendokrini, te metabolizam ovisan o inzulinu (36).

Promjene imunosnih parametara koje se mogu zapaziti u osoba starije dobi, uz
metabolicke promjene u obliku inzulinske rezistencije (otpornosti perifernih tkiva na
metabolicko djelovanje inzulina), te brojne hormonalne promjene, bile bi, prema toj
skupini teorija, posljedica nedovoljne adaptacije glavnih kontrolnih sustava na
nepovoljne uvijete okoliSa tijekom zivota (36,37,38,39).

Ti sustavi i utjeCu jedan na drugoga putem brojnih interaktivnih veza, Sto takoder
doprinosi njihovom adaptacijskom remodeliranju (36). Odraz svih tih promjena je
kroni¢na upala slabog inteziteta koja se ujedno smatra i osnovnim pokretaem
razvoja bolesti starenja, kao Sto su arterioskleroza, rak, dijabetes, demencija,
depresija, osteoporoza i osteoartritis (40,41).

Te teorije starenja su pomogle da se promovira danas opce prihvaéena ideja da je

ekspresija gena u somatskim stanicama klju¢ni mehanizam pomodéu kojega se
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podrazaji iz okolida integriraju s onima iz unutrasnjosti organizma. To pokrece lanac
dogadaija koji u krajnjoj liniji moze dovesti do pojave raka i drugih bolesti starenja (33,
42,43).

BioloSki entiteti se danas sve viSe proucavaju kao kompleksni multikomponentni
sustavi Cije komponente uzajamno utjeCu jedna na drugu u mrezi interakcija, sto
sustavu daje visoko integriranu strukturu (44,45). ZnacCajke sustava se razlikuju od
znacajki njegovih pojedinacnih komponenti, jer su nastale kao rezultat interakcija tih
komponenti. Zbog toga, da bi se razumjelo ponasanje sustava, sustav se ne moze
prouCavati na nacin da se prou€avaju njegove pojedinacne komponente. Sustav se,
drugim rijeCima, ne moze reducirati (46).

Takav nacin organizacije sustava podrazumijeva nelinearnost interakcija. To je
razlog zbog kojega se bioloSki sustavi, za razliku od inertnih (fizikalnih, nezivih)
kompleksnih sustava, kontinuirano mijenjaju. Na to ih potiCu unutradnji (stohasticki)
procesi. Osim negativnih feed-back interakcija koje pomazu vracanje sustava u
prvobitno stanje, postoje i pozitivhe, samopojaCavajuce reakcije. Takve reakcije
mogu od neznatnih, nevidljivih promjena ravnoteze sustava, lan¢anim putem dovesti
do velikih, vidljivih promjena pona$anja sustava u cjelini. To sustavu daje posebnu
znacajku - ovisnost o poCetnom stanju. To drugim rijeCima znaci da je za procjenu
ponasanja nekog sustava vazno u obzir uzeti i stupanj veC nastalih promjena u
fizioloSkim procesima, kao Sto je na primijer trenutno zdravstveno stanje Covjeka
(46,47).

Kompleksni bioloSki sustavi imaju joS jednu vaznu znaCajku. To je pojava da
patogenetski procesi koji se odvijaju lokalno, u tkivima, kao $to su upala i produkcija
oksidacijskih radikala, Cine ujedno i mehanizme samoregulacije, odgovorne za
kontrolu ekspresije gena i sintezu proteina u somatskim stanicama (42,46). Ti
mehanizmi se smatraju odgovornim za slijed dogadaja koji s vi.emenom moze dovesti

do razvoja raka i drugih bolesti starenja (42,46,48).
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!__sﬁllﬁkg 6.  Proces starenja u kontekstu teorije kompleksnih sustava
Modificirano prema ¢asopisu "Journal of Gerontology", Vol.57, 2002.

Kako se smanjuje broj interakcija izmedu komponenti sustava
(stupanj kompleksnosti) - fizioloski procesi gube svoju fluktuirajucu
iregularnu dinamiku i postaju periodicni.

Paralelno s tim, smanjuje se opc¢a funkcionalna sposobnost
tijela, sve do granice nemoci.

S aspekta teorije kompleksnih sustava, bolest ili starenje nekog bioloSkog sustava se
smatra posljedicom smanjenja stupnja kompleksnosti toga sustava, a time i odrazom
dinamike cijelog tijela (46,47).

Radi se o postepenom smanjenju kompleksnosti interaktivne mreze bioloskih
procesa, uslijed ¢ega nastaju pojednostavljeni, manje kompleksni oblici fizioloSkog
reagiranja. To rezultira smanjenjenim stupnjem ukupnog adaptacijskog kapaciteta,
slabljenjem opce funkcionalne sposobnosti, te progresivnim razvojem nemodi tijela
(46) (slika 6).

S druge strane, zbog postojanja interaktivnih veza, moguce je da se jedna oslabljena
funkcija, alternativnim putevima odvijanja bioloskih procesa - kompenzira jaCanjem

drugih funkcija (46). Na razini populacije, te nastale promjene unutar bioloskih

12



sustava se manifestiraju disperzijom fenotipova, tj. sve veéom raznoliko$¢u oblika

reagiranja, $to je povezano s ¢eS¢om pojavom bolesti starenja (47).

Takvo shvacanje nastanka bolesti i starenja, skupa s naglim razvojem molekularne
biologije i informacijskih tehnologija, je omogudéilo i razvoj novog znanstveno-
metodoloSkog pristupa u biomedicini, nazvanog sustavno-bioloski pristup (48).
Predmet interesa takvog pristupa je proucavanje kompleksnih interakcija u bioloSkim
sustavima. Zbog toga u analizu ulaze sve, a ne samo neke komponente sustava
(49,50). Sustav se opisuje velikim brojem podataka (bazama podataka) koje je
moguce analizirati jedino sofisticiranim metodama strojnog u¢enja (51,52).

Jednostavno receno, dok teorija kompleksnih sustava konstatira da svojstva sustava
proizlaze iz ukupnosti interakcija njegovih komponenti, sustavno-bioloSkim
metodoloSkim pristupom se nastoji kvantitativnim mjerenjima obuhvatiti sve
komponente sustava i integracijom podataka pomo¢u matematic¢kih modela formirati

zakljuke o ponasanju sustava kao cjeline (50).

3. STARENJE IMUNOSNOG SUSTAVA

Starenje imunosnog sustava (immunosenescence) se ranije opisivalo kao slabljenje
imunosnih funkcija u starijih osoba. Medutim, pod utjecajem novijih teorija starenja,
sada se smatra da to nije jednostavno smanjenje imunosne reaktivnosti, ve¢ se radi
o kompleksnom procesu restrukturiranja imunosnog sustava. To ukljuCuje, kako
strukturne promijene limfati€nog tkiva i promjene u veli€ini pojedinih limfocitnih
populacija, tako i kvalitativne promjene imunosnih funkcija, te kompenzacijske
mehanizme kojima je cilj oCuvanje homeostaze imunosnog sustava (53). Sve te
promjene nastaju kao zbirna posljedica Cestih i dugotrajnih reakcija na antigene iz
okoliSa, starenja imunosnih stanica, te interakcija imunosnih stanica s mikrookolisem
(37,54,55,56).

3.1. Promjene u sustavu T-limfocita

Posebno su znacajne promjene koje nastaju u sustavu T-limfocita, zbog toga Sto se
te promjene ne odrazavaju samo na poremecaje stani¢ne, ve¢ i humoralne imunosti,
kao i na funkcioniranje nespecificnog imunosnog sustava (54,55,57).

Do promjena u sustavu T-limfocita dolazi prije svega zbog smanjene produkcije novih

klonova naivnih T-limfocita iz involutivno promijenjenog timusa. Ne manje vazZan
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razlog je i iscrpljenje proliferacijske sposobnosti pojedinih klonova T-limfocita
kroni€nom antigenskom stimulacijom (replicative senescence), te starenje imunosnih
stanica koje nemaju sposobnost diobe (cell senescence), a to su u glavnom naivni T-
limfociti (55,56,57,58) (slika 7).

Svim tim mehanizmima se progresivno suzava i modificira repertoar specifi€nosti
receptora T-limfocita, $to se odrazava i u obliku promjena imunosnih parametara u
starijih osoba (55,59,60,61).

Glavne promjene u sustavu T-limfocita su smanjenje broja efektorskih CD8+ T-
limfocita, te povecanje udijela memorijskih T-limfocita, $to je praéeno i promjenama u
produkciji citokina (37,60,61,62). Naime, poznato je da stimulirani naivni T-limfociti
dominantno produciraju citokin IL-2, dok memorijski T-limfociti koji slabo produciraju
taj citokin, dobro produciraju citokine IL-4 i IFN-y (56,63). UnatoC tim poznatim
pravilima, nije se utvrdio jedinstven obrazac lucenja limfocitinih citokina, niti bilo koji
drugi specifi€ni imunosni parametar, po kojemu bi se starije osobe mogle opcenito
razlikovati od mladih osoba (64,65,66).

Od svih imunosnih parametara, najkonzistentnije promjene su zabiljezene u obliku
povecanja udijela, u populaciji memorijskih T-limfocita, stanica koje na svojoj povrsini
nemaju eksprimiranu kostimulacijsku molekulu CD28 (55,56,57,67). Ekspresija te
molekule je znak proliferacijske sposobnosti T-limfocita, a time i njihove funkcionalne
sposobnosti da uCestvuju u specificnoj imunosnoj reakciji. Pretpostavlja se da je
manjak te molekule posljedica klonalnog iscrpljenja T-limfocita, Sto je u skladu s
nalazom da je taj manjak izrazeniji u citotoksi¢noj (efektorskoj) CD8+, nego u

pomocnickoj (helperskoj) CD4+ populaciji T-limfocita (58,68,69) (slika 8).
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Modificirano prema casopisu "Immunology Today", listopad, 2000.

Promjene koje u sustavu T-limocita nastaju sa starenjem su rezultat tri
glavna ¢imbenika i to:

- smanjene produkcije naivnih T-limfocita (Timus)

- ponovljene antigenske stimulacije (sekundarni limfati¢ni organi-limfni
¢vorovi, slezena)

- starenja mirujucih, neproliferiraju¢ih T-limfocita, neovisno o antigenskoj
stimulaciji
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Zauzimanjem neproporcionalno veceg prostora imunosnog sustava, ekspandirana
CD8+CD28- subpopulacija T-limfocita bi mogla dovesti do smanjenja veliCine i
aktivnosti drugih subpopulacija T-limfocita i tako utjecati na funkciju imunosnog
sustava (55,56,70,71,72).

Kao rezultat neprimjerene ekspanzije te subpopulacije T-limfocita, mogu nastati teski
poremecaji funkcije imunosnog sustava, kao Sto su gubitak pojedinih klonova T-

limfocita uslijed anergije, te nemogucnost kooperacije s B-limfocitima (71).
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| Slika 8. Promjene u sustavu T-limfocita sa starenjem
Madificirano prema €asopisu "Immunology Today", listopad, 2000.

Dugotrajna antigenska stimulacija dovodi do iscrpljenja proliferativne
sposobnosti klonova T-limfocita (CD3") ("replicative senescence")

3.2. Promjene u sustavu B-limfocita
Najbolji dokaz nastalih promjena u B-limfocithom sustavu, u starijih osoba, je njihova
smanjena sposobnost produkcije protutijela na cjepiva i druge strane antigene, a

novostvorena protutijela su obi¢no i slabijeg afiniteta (7). S druge strane, povecava
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se serumska koncentracija autoantitiela, uz ucCestaliji nalaz monoklonskih
imunoglobulina (73). To je, uz kroni¢nu imunizaciju, tijekom Zivota, razlogom &to u
konacnici koncentracija ukupnih serumskih imunoglobulina nije smanjena, ve¢ moze
naprotiv biti i poveé¢ana (74). Sve to ukazuje na suzenje repertoara specificnosti B-
limfocita, te na pomak specificnosti reagiranja - od stranih, prema vlastitim
antigenima (74,75) (slika 9).
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Modificirano prema ¢asopisu "Journal of Clinical Immunology", Vol.20, 2000.
Produkcija protutijela na salmonela-antigen, ubikvitarni vanjski antigen,

sa starenjem se smanjuje, a povecava se udio osoba koje produciraju
antinuklearna protutjela.
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Promjene u B-limfocithom sustavu u starosti nastaju dijelom kao posljedica
poremeéenog sazrijevanja B-limfocita u kosStanoj srzi, a dijelom kao posljedica
smanjene reakcije germinativhog centra u folikulima perifernih limfatickih organa
(23,76). Reakcija germinativhog centra je slozen slijed reakcija koji ima za cil]
povecanje specifitnosti imunoglobulinskin receptora B-limfocita, u skladu s
konformacijskim znacajkama antigena kojega treba prepoznati (73,77). Taj se proces
odvija uz pomo¢ CD4+ T-limfocita i podrazumijeva intenzivnu proliferaciju B-limfocita,
pracenu hipermutacijama varijabilnog dijela molekule imunoglobulina, te selekciju
imunoglobulinskih receptora s potencijalno najvec¢im afinitetom za strane antigene
(4,77,78,79).

Uslijed opCeg procesa starenja stanica u tijelu, reakcija germinativhog centra u
starijih osoba je Cesto poremecena, zbog €ega je i sposobnost generiranja repertoara

specificnosti B-limfocita - takoder smanjena (23,76).

3.3. Promjene u sustavu nespecificne imunosti

Pomak od specificne prema nespecificnoj i staninoj imunosti, zapazen u osoba
starije dobi, bi mogao biti odgovor na povecane zahtijeve organizma za
prepoznavanjem ciljnih stanica, kao Sto su stanice inficirane virusima, ili neoplasticki
transformirane stanice. Posto je ekspresija molekula MHC klase |. na tim stanicama,
u osoba starije dobi, Cesto smanjena, ili je uopée nema, to otezava njihovo
prepoznavanje specificnim receptorima T-limfocita pa se, kao kompenzacijski
mehanizam, povecava broj citotoksi¢nih stanica nespecifi€cnog imunosnog sustava
(70,80,81,82,83,84).

Osim tih promjena, znacajno je povecan, u ukupnom broju leukocita periferne krvi,
udio mononuklearnih leukocita s fenotipskim obiljezjima aktiviranog stanja. To je
praceno spontanom produkcijom upalnih citokina IL-1, TNF-a i IL-6, te porastom
njihove koncentracije u serumu (85,86,87). Povecan je i broj neutrofilnih leukocita.
Zbog sposobnosti tih stanica da produciraju oksidacijske radikale, to je i razlog

povecanja ukupnog stupnja oksidacijskog stresa (84).
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HIPOTEZA | CILJEVI

1. Formuliranje hipoteze

lako je nedvojbeno dokazano da je zastitni ucinak cijepljenja protiv influence u starijih
osoba znacajno slabiji nego u mladih osoba, ne zna se to€no koji bi sve Cimbenici
mogli utjecati na slabiju produkciju zastitnih specificnih protutijela u tih osoba
(6,10,15,19,21,88).

Jedna od moguénosti je opc¢enito oslabljena imunosna reaktivnost starijin osoba do
koje dolazi tijekom bioloSkog procesa starenja (37,54,55).

Pri tome je teSko razluciti do koje mjere bi na to mogao utjecati sam proces starenja,
a u kojoj mjeri bi to mogla biti posljedica pridruzenih kroni¢nih bolesti i patogenetskih
poremecaja koji prate starenje.

Naime, imunosni sustav nije izolirani sustav Cija bi jedina funkcija bila zastita od
infekcije, ve¢ se radi o multicelularnom umrezenom sustavu uklju¢enom u
patogenezu gotovo svih bolesti.

Kroni¢ne bolesti, putem trajne aktivacije imunosnog sustava, mogu dovesti i do
promjena u tome sustavu (89,90). Osim na taj nacin, kroni¢ne bolesti mogu i pomocu
drugih mehanizama, kao Sto su: povecana produkcija citokina i drugih medijatora,
povecan stupanj oksidacijskog stresa, te hormonalne i metaboliCke promjene, dovesti
do promjena u stupnju apoptoze i proliferacije stanica, $to se sve mozZe negativno
odrazavati i na funkciju imunosnog sustava (91,92,93,94).

Rezultati brojnih seroloskih studija ukazuju da bi razlike u ucinkovitosti cijepljenja
protiv influence izmedu starijih i mladih osoba mogle biti i posljedica prijasnjih
interakcija imunosnog sustava sa specificnim virusnim antigenima (prijasnje, ili
povijesno antigensko iskustvo), kao Sto je: iskustvo primarne imunizacije (original
antigenic sin), visina prethodnog (ostatnog) titra protutijela, te broj prethodnih

cijepljenja (15,95).

2. Hipoteza

Utvrditi da li starija dob bitno utjeCe na ucinkovitost cijepljenja protiv influence sama,
ili u kombinaciji s prethodnim antigenskim iskustvom i/ili kroni¢nim bolestima i

poremecajima opceg zdravstvenog stanja.
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3. Specifi€ni ciljevi

Cilj ovoga rada je utvrditi koje kroni€ne bolesti i patogenetski poremecaji koji prate
starenje mogu uzrokovati smanjeni seroloSki odgovor na cjepivo protiv influence.

U tu svrhu ¢e se na ucinkovitost cijeplienja protiv influence analizirati utjecaj
¢imbenika, kao Sto su:

prethodno antigensko iskustvo

(broj prethodnih cijepljenja, visina ostatnog titra protutijela, te komponente cjepiva),
dob i

parametri zdravstvenog stanja

i to u skupini ambulantnih pacijenata starih 50 i viSe godina, s kroni¢nim bolestima,
kakvi se naj¢esce i cijepe protiv influence.

Na tako formulirane ciljeve, o€ekivani rezultat je pokazati kako pojedini od tih

Cimbenika utje€u na uc€inkovitost cijepljenja protiv influence.
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ISPITANICI | METODE

1. Ispitanici

Ispitanici su bili pacijenti u ambulanti autorice studije, doktorice Ljillane Majnari¢, koji
su u sezoni 2003/2004 godine cijepljeni protiv influence.

Ambulanta je smjeStena u gradskom podrucju (grad Osijek, oko 90. 000 stanovnika)
OsjecCko-Baranjske Zupanije. To je Zupanija u kojoj od 1995. godine raste trend
kretanja najvaznijih kroni¢nih bolesti, kao Sto su dijabetes, kardiovaskularne i maligne
bolesti, veci od prosijeka za RH (96,97).

Ambulantu u kojoj je provedeno ispitivanje Cine pretezno starije osobe i umirovljenici.
Od ukupno oko 1600 pacijenata registriranih u toj ambulanti, njih 60% se nalazi u
dobi od 50 godina i viSe, a oko 35% u dobi od 65 godina i viSe.

Ispitanici u ovoj studiji su bili pokretni ambulantni pacijenti, stari 50 i viSe godina, s
kroni¢nim bolestima, kakvi se najéesce i cijepe protiv influence (slika 10). Od ukupno

93 ispitanika, njih 59 je bilo starije od 65 godina.

ukupan broj
cijepljenih osoba
dali informirani > nisu u
pristanak @ @ potpunosti
zavrsili

protokol
ispitivanja

sudjelovali u
ispitivanju

50 - 89 god. dob ispitanika
(medijan 69 god.)

cijepe se / prethodno
prvi put cijeplieni

Slika 10. Struktura ispitanika koji su usli u ispitivanje
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Redovito godiSnje cijepljenje protiv influence se najviSe preporucuje za osobe stare
65 godina i viSe, kao i za osobe mlade od te dobi ako boluju od hipertenzije,
dijabetesa, kardiovaskularnih i kroni¢nih pluénih bolesti, te za osobe na trajnom
programu hemodijalize, transplantirane i druge imunosuprimirane osobe, jer su to sve
osobe s povecCanim rizikom za razvoj komplikacija od strane respiratornog i

kardiovaskularnog sustava (98).

2. Cijepljenje

Ispitanici su cijepljeni inaktiviranim fragmentiranim (split) cjepivom protiv influence
komercijalnog naziva ,Influvac®, proizvodaca ,Solway“, Nizozemska. Cjepivo je te
sezone, prema preporuci SZ0O-a, sadrzavalo slijedece antigene:

A/ H1N4/ New-Caledonia/20/99-like,

A/ H3N2/ Moscow/10/99-like i

B/ Hong Kong - 330/2001-like.

Ispitanici su cijepljeni standardnim postupkom, tj. dozom od 0.5 ml cjepiva,

primijenjenog i.m. u lijevu nadlakticu. Cjepivo je sadrzavalo jednaku standardnu
koncentraciju od 15 pg antigena (hemaglutinina) za svaku komponentu cjepiva.
Imunosni odgovor na cjepivo protiv influence je odreden na osnovi dinamike titra tzv.
parnog seruma (razlike u visini titra protutijela izmedu prvog seruma, uzetog prije

cijepljenja, i drugog, kontrolnog seruma, uzetog 4 tjedna nakon cijepljenja).

3. Ispitivani parametri zdravstvenog stanja - baza podataka

Osim op¢ih identifikacijskih parametara, kao $to su dob i spol, prikupljeni su i klinicki i
laboratorijski podaci, ukupno 52 parametra po ispitaniku (tablice 1-3). Ti parametri su
Cinili bazu podataka (kompleksni medicinski zapis za svakog pojedinog pacijenta)
(slika 11).

Na izbor parametara su utjecala dva kriterija. Prvi je bio oskudno postoje¢e znanje o
tome kako zdravstveno stanje utjeCe na rezultat cijepljenja protiv influence. Zato su
za opis zdravstvenog stanja ispitanika kao parametri uzete dijagnoze svih najcesc¢ih
skupina kroni¢nih bolesti, a u€injen je i veéi broj hematoloskih i biokemijskih pretraga
da bi se opisali pojedini patogenetski poremecaji. Drugi kriterij je bio da ti parametri

budu dostupni lije€nicima u primarnoj zdravstvenoj zastiti.
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52 parametra

« | T

op¢i parametri klinicki H.e matq!oéke i
dob, spol parametri SE IS
' pretrage
2 16 34
dijagnoze antropometrijske
bolesti mjere
12 4

Slika 11. Baza podataka

3.1. Dijagnoze najéesc¢ih skupina kroni€nih bolesti

Tablica 1. Dijagnoze kronicnih bolesti kao parametri zdravstvenog stanja i kriteriji za

njihovo postavljanje

Pozitivni Pozitivni
Dijagnoze (od 93 (od 93 kriteriji za dijagnozu/
ispitanika) | ispitanika) probir ispitanika
broj %
vec postavljena dijagnoza.
hipertenzija 77 82,80 viSekratno mjerenje krvnog tlaka
vec postavljena dijagnoza,
dijabetes mellitus tip 2 u slu€aju granic¢nih vrijednosti glukoze u
23 24,73 krvi OGTT e
na osnovu nalaza specijalista:
dijagnoza koronarne bolesti srca (angina
pectoris, infarkt miokarda,
revaskularizacija srca)
dijagnoza cerebrovaskularne bolesti
kardiovaskularne bolesti (prolazna ishemija, inzult)
24 25,81 dijagnoza periferne vaskularne bolesti
bolesti gastro-
duodenuma dijagnoza potvrdena endoskopskom
32 34,41 pretragom
bolesti donjeg dijela kroni¢ni cistitis u zena (klinicki kriteriji) i
urinarnog trakta hipertrofija prostate u muskaraca
51 55,43 (potvrdena UZV pretragom)
kroni€éna opstruktivna
pluéna bolest dijagnoza potvrdena spirometrijom i/ili
13 13,98 uzimanje bronhodilatatora
alergijske bolesti klinicki simptomi, alergolo$ki testovi,
(rinits/astma) astma (spirometrija i antiinflamatorni
9 9,68 lijekovi)
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Jac€i osteoartritis Jaci simptomi, uz ucestalo uzimanje

23 25,00 nesteroidnih antireumatika

dermatomikoze, kroni¢ni dermatitisi

kozne bolesti 51 54,84 (Klini€ki)

potvrdena dijagnoza maligne bolesti,
trenutno bez radikalne terapije i bez
znakova progresije bolesti

maligne bolesti 14 15,05

dijagnoza potvrdena denzitometrijom

osteoporoza + 30 40,00 (DEXA-metodom) X

(anksioznost/depresija,
Parkinsonova bolest, kronic¢ni
psihoorganski sindrom)
nalaz psihijatra (neurologa) i/ili uzimanje
psihotropnih lijekova

neuropsihijatrijske bolesti

40 43,01

e OGTT (Oral Glucose Tolerance test), oralni test optere¢enja glukozom
+ za parametar osteoporoza, za 18 od ukupno 93 pacijenta nije postojao podatak
X DEXA-metoda (Dual-Energy-X-ray-Absorptiometry),
Dvoenergetska apsorpciometrija X-zraka - ,zlatni standard“ za dijagnozu osteoporoze

3.2. Antropometrijske mjere

Tablica 2. Antropometrijske mjere kao parametri zdravstvenog stanja

min max referentne vrijednosti
Parametar vrijednost | vrijednost metode
<20 mrSavi
20-25 normalni
26-30 povecane tezine
Indeks tjelesne mase 31-40 pretili
(BMI) * 20,24 43,10 >40 izrazito pretili kg/m2
Mdo 1.0
obujam struk / bokovi 0,76 1,11 Zdo 0.8 centimetrom
debljina koznog nabora Za osobe 50-65 godina
iznad tricepsa M 8-23 mm
16 50 Z 10-35 mm kaliperom
obujam srednjeg dijela M54 + 11
nadlaktice 24 39 7307 centimetrom

* BMI (Body mass index)

3.3. Hematoloske i biokemijske pretrage

pokazatelji upalnog stanja
ukupan broj leukocita u perifernoj krvi, diferencijalna krvna slika

(postotak limfocita, mononuklearnih, neutrofilnih i eozinofilnih leukocita),
C-reaktivni protein, elektroforeza proteina seruma (a1, a2, B- i y-globulini)
pokazatelji latentnih infekcija

IgA i 1gG specifiCna protutijela na mikroorganizam Helicobacter pylori,
IgG specifi€na protutijela na citomegalovirus

pokazatelji imunosne reakcije humoralnog tipa

antinuklearna autoantitijela (ANA), IgE protutijela
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pokazatelji nutricijskog statusa

broj eritrocita, hemoglobin, prosjecni volumen eritrocita (MCV),

serumsko Zeljezo, serumski albumin,

folna kiselina, vitamin B2, aminokiselina homocistein

pokazatelji smanjene funkcije bubrega

klirens kreatinina

pokazatelji metabolickih poremecaja

glukoza u krvi na taste, glikolizirani hemoglobin HbA. (pokazatelj prosjecne
koncentracije glukoze u krvi u posljednja 3 mjeseca)

ukupni kolesterol, HDL (high density) kolesterol, trigliceridi

pokazatelji endokrinog statusa

hormoni stitne Zlijezde: slobodne frakcije hormona trijodtironina (fT3) i tiroksina (fT4)
hormoni prednjeg reznja hipofize: tireoidni stimuliraju¢i hormon (TSH) i prolaktin
neuroendokrini stresni odgovor: kortizol

Tablica 3. Hematoloske i biokemijske pretrage kao parametri zdravstvenog stanja

min max referentne
Parametar vrijednost | vrijednost vrijednosti
glukoza u krvi na
taste
4,6 13,9 4,4 - 6,4 mmol/L
glikolizirani
hemoglobin
HBAc 2,89 10.06 40-6,4%
ukupni kolesterol
3 8,9 3.5-5.2 mmol/L
trigliceridi
0,5 9,3 0.5-1.8 mmol/L
HDL-kolesterol
0,87 2,53 0.9-1.4 mmol/L
IgG protutijela na
citomegalovirus
0,06 17,8 do 0.4 IU/ml
IgG protutijela na
Helicobacter pylori
3 150 >111U/ ml
IgA protutijela na
Helicobacter pylori
23 200 >111U/ ml
ukupan broj
leukocita u
perifernoj krvi
4,06 9,93 3.4-10.0 x 10°/L
% neutrofilnih
leukocita
28 73,3 44.0-72.0 %
% eozinofilnih
leukocita
0,3 14,3 1.0-7.0%
% mononuklearnih
leukocita
3,6 15,7 2-12 %
% limfocita
18,4 57,7 20-46 %
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C-reaktivni protein
0,8 24,5 do 5.0 mg/L
broj eritrocita 4.34-5.72 x
2,63 5,37 10"/L
hemoglobin
91 167 138-175 g/L
Mcv * 66,5 106,1 83.0-97.2 1L
serumsko zeljezo
5 40 11.0-32.0 pmol/L
albumin u serumu
33,1 53 35-52 g/L
1.6-2.94
klirens kreatinina 0,72 3,21 ml/s/1.73m?
Homocistein 5,0 — 15,0 umol/L
5 25,9
aq-globulini
1,5 2,8 1.0-2.9 g/L
o -globulini
3,8 8,8 3.0-7.1g/L
B-globulini
5,8 10,3 4.5-9.2 g/L
y-globulini
7,9 21,3 7.6-16.5 g/L
vitamin B2 128 - 648 pmol/L
97,8 885,6
folna kiselina
6,5 43,9 6-39 mM/L
kortizol 180,3 812,1 154-638 nmol/L
prolaktin M 65.7-439.8, F
14,57 838,18 76.3-400.7 mIU/L
TSH ° 0,024 22,7 0,46 — 4,68 Ul/m|
fT3 x 4,35 7,96 4.26-8.10 pmol/L
T4 + 8,92 18,9 10-28.2 pmol/L
antinuklearna
protutijela
(ANA) 7 300 do 23 plU/ml
IgE protutijela 2 1782 <114 kIULL

MCV (Mean cell volume) - prosjecna veli¢ina eritrocita

°  TSH - Tireoidni stimulirajuéi hormon

x  fT; - slobodna (free) serumska frakcija hormona trijodtironina
+ fT, - slobodna (free) serumska frakcija hormona tiroksina

4. Protokol ispitivanja

Ispitivanje je provedeno u sklopu rutinskog postupka cijeplienja (oznaka ,C“ na
grafikonu) protiv influence (slika 12).

Od cijepljenih osoba su uzeta dva uzorka krvi i to jedan prije cijepljenja i drugi 4
tiedna nakon cijeplienja. Ti uzorci krvi su sluzili za dobivanje parnog seruma i
mjerenje porasta titra specifiCnih protutijela. Za to je bilo potrebno po 5 ml krvi za

svaki uzorak. Serum za seroloSka testiranja je odvojen iz tih uzoraka Kkrvi
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centrifugiranjem, te pohranjen na -40°. Po zavrSetku ispitivanja, zamrznuti uzorci
parnog seruma su propisno transportirani u Zagreb gdje su na Odjelu za virologiju
Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo obavljena seroloSka testiranja. Pri tom odjelu

djeluje Nacionalni influenca centar, uklju¢en u mrezu od 110 laboratorija SZO-e Ciji je

zadatak pracenje i dijagnostika influence.

Slika 12. Protokol studije

Pri prvom vadenju krvi (prije cijeplijenja) su uzeti i uzorci krvi za hematoloske i
biokemijske pretrage, predvidene planom istraZivanja. Ispitanici su u manjim
skupinama i po unaprijed utvrdenom rasporedu, tijekom 2 mjeseca prije cijepljenja,
odlazili u Centralni biokemijski laboratorij Klinicke bolnice Osijek gdje su im uzeti
uzorci krvi, a tu su napravljene i sve planirane krvne pretrage (grafikon). Za
hematoloSke pretrage je bila potrebna jedna epruveta od 5 ml krvi, a za biokemijske
pretrage tri epruvete od 5 ml krvi. Uzorci krvi za hematoloSke pretrage su obradeni
neposredno nakon vadenja krvi. Uzorci krvi za biokemijske pretrage su centrifugirani,
pohranjeni, te analizirani po zavrSetku ispitivanja. Za vadenje krvi su koriStene

vakuum epruvete (vacutaineri) i odgovarajuci jednokratni pribor za vadenje krvi.

Podaci o dijagnozama bolesti su uzeti iz zdravstvenih kartona pacijenata. Po potrebi,
dodatne informacije su dobivene putem intervjua s ispitanicima, te putem dodatnog
fizikalnog pregleda. Antropometrijska mjerenja su obavljena u ambulanti, neposredno

prije postupka cijepljenja.
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5. Laboratorijske metode

5.1. Seroloska testiranja - metoda za dokazivanje specificnih protutijela na

povrsinske antigene virusa influence

Titar protutijela je mjeren testom ,inhibicije hemaglutinacije (HI-test) koji predstavlja
,zlatni standard“ za odredivanje titra protektivnih protutijela na virus influence (99).
Test je jednostavan, jeftin i pogodan za primjenu na velikom broju uzoraka seruma, a
zasniva se na sposobnosti virusa influence da aglutinira eritrocite Covjeka i nekih
Zivotinjskih vrsta (hemaglutinacija). Izvodi se tako da se odredena poznata doza
virusnog antigena hemaglutinina dodaje serijskim razrijedenjima uzorka seruma koji
se testira, pripremljenim u microplate posudi. Nakon inkubacije reaktanata, dodaju se
i eritrociti, Cime reakcija postaje vidljiva (indikatorski sustav).

Titar (koncentracija) hemaglutininskih protutijela od 1:40 i veci, odreden testom
inhibicije hemaglutinacije, predstavlja korelat zastite za u€inkovitost cijepljenja protiv
influence.

Osim na antigene virusa influence sadrzane u cjepivu, seroloSko testiranje je
izvrSeno i na antigen B/ Sicuan 379/99 koji se nalazio u sastavu cjepiva dvije godine
ranije, tj. prije zadnje promjene sastava cjepiva. Takav postupak se rutinski
primijenjuje za antigene Ciji se sastav u cjepivu Cesto mijenja, da bi se ispitao utjecaj
heterologne reakcije na produkciju specificnih protutiiela na komponente

primijenjenog cjepiva.

5.2. Hematoloske i biokemijske pretrage

Koristene su standardne laboratorijske metode (100).

- glukoza u krvi na taste - fotometrija UV s heksokinazom

- glikolizirani hemoglobin HBA1¢ - imunoturbidimetrijska metoda

- ukupni kolesterol - fotometrija s kolesterol-oksidazom (CHOD-PAP metoda)

- trigliceridi - fotometrija s glicerofosfat-oksidazom (GPO-PAP metoda)

- HDL-kolesterol - direktno odredivanje s modificiranim polietilenglikolom i

- o-ciklodekstran-sulfatom

- 1gG protutijela na citomegalovirus - ELISA-test (Enzyme Immunoassay)

- 1gG protutijela na Helicobacter pylori - ELISA-test (Enzyme Immunoassay)

- IgA protutijela na Helicobacter pylori - ELISA-test (Enzyme Immunoassay)

- ukupan broj leukocita u perifernoj krvi - elektronski broja¢ krvnih stanica

- postotak (%) neutrofilnih leukocita u diferencijalnoj krvnoj slici - svjetlosna mikroskopija
- bojanje po Pappenheimu

- postotak (%) eozinofilnih leukocita u diferencijalnoj krvnoj slici - svjetlosna mikroskopija,
- bojanje po Pappenheimu
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- postotak (%) mononuklearnih leukocita u diferencijalnoj krvnoj slici - svjetlosna
mikroskopija, bojanje po Pappenheimu

- postotak (%) limfocita u diferencijalnoj krvnoj slici - svjetlosna mikroskopija,

- bojanje po Pappenheimu

- C-reaktivni protein - imunoturbidimetrijska metoda

- broj eritrocita - elektronski brojac krvnih stanica

- hemoglobin - elektronski broja¢ krvnih stanica

- MCYV - elektronski broja¢ krvnih stanica

- serumsko Zeljezo - fotometrija s ferozinom

- albumin u serumu - fotometrija s bromkrezol-zelenilom

- klirens kreatinina - ragunski iz kreatinina u serumu i 24" urinu

- enzimatskom metodom

- Homocistein ELISA-test - (Enzyme Immunoassay)

- a4-globulini - elektroforeza proteina seruma

- elektroforeza na agarozi

- ag-globulini - elektroforeza proteina seruma

- elektroforeza na agarozi

- B-globulini - elektroforeza proteina seruma

- elektroforeza na agarozi

- y-globulini - elektroforeza proteina seruma

- elektroforeza na agarozi

- vitamin B4, - ELISA-test (Enzyme Immunoassay)

- folna kiselina - ELISA-test (Enzyme Immunoassay)

- kortizol - ELISA-test (Enzyme Immunoassay)

- prolaktin - ELISA-test (Enzyme Immunoassay)

- TSH - ELISA-test (Enzyme Immunoassay)

- fT3 - ELISA-test (Enzyme Immunoassay)

- fT4 - ELISA-test (Enzyme Immunoassay)

- antinuklearna protutijela (ANA) - svjetlosna mikroskopija,

- indirektna imunofluorescencija

- IgE protutijela - imuno-nefelometrijska metoda

6. Metode analize podataka

6.1. Mjere ucinkovitosti cijepljenja protiv influence

- Prosjecni porast titra protutijela poslije cijepljenja, izraZzen kao srednji geometrijski
niz (Meanfold increase of Geometric Mean Titre, GMT)

Formula za izraCunavanje srednjeg geometrijskog niza
antilog (3> log 2 T/ n), T=recipro¢na vrijednost titra protutijela, n=broj ispitanika

Za titar 0 je uzeta vrijednost 5.

- Seroprotekcija (Protection rate) postotak osoba koje su cijepljenjem postigle
zastitnu visinu titra protutijela (1:40)

- Serokonverzija (Response rate) postotak osoba koje su cijeplienjem postigle
znacCajan (= 4x) porast titra protutijela
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6.2. Analiza podataka klasi¢nim statistickim metodama

Utjecaj broja prethodnih cijepljenja i visine ostatnog titra protutijela na
ucinkovitost cijepljenja protiv influence, s posebnim osvrtom na odnos tih ¢imbenika s
obzirom na stariju dob, je analiziran standardnim statistickim metodama (101).

Za racunanje razlika u vrijednostima titrova protutijela izmedu podskupina ispitanika
koje su se medusobno razlikovale po broju prethodnih cijepljenja, ili po dobi, je
koristen neparametrijski Kruskal-Wallis test, zbog toga S§to vrijednosti titrova
protutijela ne slijede normalnu distribuciju. Hi-kvadrat test je koristen za raCunanje
razlika u proporcijama osoba sa zastitnim (21:40) titrom protutijela, ili sa znaCajnim
(=4x) porastom titra protutijela.

Za testiranje razlika u broju cijepljenja (izrazenom u kategorijima cijepnog statusa),
ovisno o dobnim skupinama ispitanika, je koristen Fisher's Exact test, pogodan za
analizu kategorickih varijabli na malim skupovima.

Razlike u dobi izmedu skupina ispitanika, razvrstanih prema kategorijama cijepnog

statusa (broju prethodnih cijepljenja), je prikazan pomoéu boxplot dijagrama.

Za analizu zajedni¢kog utjecaja dobi, prethodnog antigenskog iskustva i
kroniénih bolesti i poremeéaja zdravstvenog stanja na ucinkovitost cijepljenja
protiv influence je primijenjena logistiCka regresija (102). Kao kriterijska varijabla, loSa
reakcija na cijepljenje se smatrala ako do 24x porasta titra protutijela nije doslo ni na
jednu, ili je doslo samo na jednu komponentu cjepiva, dok se dobra reakcija smatrala
ako je do 24x porasta titra doslo na dvije ili sve tri komponente cjepiva. Kao prediktori
su uzeti dob, broj prethodnih cijepljenja i ostatni titrovi protutijela za 4 testirana
antigena virusa influence, a za prediktore kroni¢nih bolesti i poremecaja
zdravstvenog stanja su uzeti oni atributi koji su dobiveni prethodnom primjenom

metoda strojnog u€enja na bazu podataka.

Za analizu podataka je koriSten software StatSoft, Inc. (2008). STATISTICA (data

analysis software system), version 8.0. www.statsoft.com.

6.3. Metode strojnog (induktivnog) u€enja
Da bi odgovorili na pitanje koje kroni€ne bolesti i patogenetski poremecaji koji
prate starenje mogu smanijiti serolo$ki odgovor na cjepivo protiv influence, a to je

problem o kojemu se vrlo malo zna, primijenili smo metodu strojnog u€enja (Machine
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Learning) na prikuplijenu veliku bazu podataka i iz nje selekcionirali potencijalno
najznacajnije parametre zdravstvenog stanja (51,103,104).

Radi se o procesu inteligentne obrade podataka koji ukljuCuje vise postupaka - od
definiranja problema i poCetne baze znanja, preko prikupljanja i obrade podataka, do
interpretacije dobivenih rezultata pomoc¢u postojeéeg znanja, te generiranja novog
znanja (52,105,106,107,108).

Kljucni korak u tom procesu je obrada podataka (Data Mining). Taj postupak se
sastoji od primjene specifiénih algoritama na bazu podataka, u svrhu nalazenja
novih, korisnih i razumljivih struktura i pravila (modela) u podacima. U algoritmima se
koriste sofisticirane tehnike kao $to su stabla odlucivanja, logi¢ka pravila i neuralne
mreze (51,105,106,107).

6.4. Algoritmi ILLM sustava

U ovom radu su koristeni algoritmi ILLM (Inductive Learning by Logic Minimization)
sustava za indukciju pravila, razvijeni u Laboratoriju za informacijske sustave Instituta
Ruder Boskovi¢ u Zagrebu (106,109,110).

Analiza podataka pomocu algoritama ILLM sustava zahtijeva definiranje jednog
parametra koji sluzi kao objekt te analize (ciljnog atributa), dok su svi ostali
parametri ulazni parametri, tj. koriste se za generiranje pravila koja opisuju primijere
u ciljnoj klasi, a mogu sluziti i za predvidanje njihovog ponasanja.

Naime, na osnovi vrijednosti ciljnog atributa se definiraju kriteriji po kojima se
primijeri (pacijenti, osobe) u ispitivanom uzorku klasificiraju u dvije klase (podskupine)
na taj nacin da ili pripadaju ciljnoj klasi (ako zadovoljavaju definirane kriterije), ili joj
ne pripadaju (kontrolna skupina).

Za statistiCku evaluaciju klasifikacijskih postupaka su koristene mjere ,osjetljivost*
(mjeri to€nost u pozitivnim primijerima) i ,specificnost® (mjeri to€nost u negativnim

primijerima).

6.5. lIdentifikacija znadajnih parametara zdravstvenog stanja primjenom
algoritama ILLM sustava na bazu podataka

Klasifikacijskim postupcima, primjenom algoritama ILLM sustava, iz baze podataka je
odredeno 6 najznacajnijin atributa po kriteriju korisnosti za klasifikaciju osoba koje
slabo reagiraju na cjepivo protiv influence. Dobiveni atributi su poredani po redu

znacajnosti, s tim da je prvi na listi i najznacajniji (110, [osobna komunikacija s
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autorom algoritama putem e-mail-a, S$alje:Dragan.Gamberger@irb.hr>Datum:2.
studenoga 2009.14:08]).

Posto je cjepivo protiv influence viSekomponentno, te posto na produkciju protutijela

nakon cijepljenja bitno utjeCe i visina prethodnog (ostatnog) titra protutijela, nije
moguce jednoznacno definirati Sto znaci slabo reagiranje na cjepivo protiv influence.

Zbog toga su kriteriji za klasifikaciju ispitanika definirani na 4 nacina.

Kriteriji za podijelu ispitanika u klase su definirani na osnovi rezultata seroloskih
testova za sva 4 testirana antigena virusa influence (3 komponente cjepiva i antigen
B/Sicuan 379/99). Osim pozitivnog (24x porast titra) i negativhog (<4x porast titra)
rezultata, serolo$ki test je mogao imati i neodreden rezultat (<4x porast tira, s tim da
je ostatni titar 21:40). Naime, u tom slu€aju se ne zna kako bi ispitanik reagirao da
mu je ostatni titar protutijela bio manji od zastitnog. Definiranjem te dodatne
kategorije rezultata seroloskog testiranja je eliminiran utjecaj visokog ostatnog titra

protutijela na ucinkovitost cijepljenja.

6.6. Opis kriterija za podjelu ispitanika u klase

Kriteriji za klasifikaciju ispitanika br. 1

Ispitanik je klasificiran da slabo reagira na cjepivo protiv influence (ciljna klasa) ako je
imao 3 ili 4 negativha rezultata Hl-testa (3,4 N). Te kriterije je zadovoljilo 10
ispitanika. Ispitanik je klasificiran da dobro reagira na cjepivo protiv influence
(kontrolna skupina) ako je imao 3 ili 4 pozitivna rezultata Hl-testa (3,4 P). Te kriterije
je zadovoljilo 24 ispitanika. Preostalih 59 ispitanika koji nisu zadovoljili ove kriterije su
iskljuCeni iz analize.

Klasifikacijski postupak br. 1 opisuje osobe s najslabijim rezultatom cijepljenja, jer je
od ukupno 10 ispitanika klasificiranih da slabo seroloski reagiraju, njih 9 imalo

negativan rezultat seroloskog testa na sve 3 komponente cjepiva.

Kriteriji za klasifikaciju ispitanika br. 2

Ispitanik je klasificiran da slabo reagira na cjepivo protiv influence (ciljna klasa) ako je
imao 2 i viSe negativnih rezultata Hl-testa, s tim da nije imao ni jedan pozitivan
rezultat (=2 N, 0 P). Te kriterije je zadovoljilo 14 ispitanika. Ispitanik je klasificiran da
dobro reagira na cjepivo protiv influence (kontrolna skupina) ako je imao 2 i vise

pozitivnih rezultata Hl-testa, a ni jedan negativan rezultat (22 P, 0 N). Taj kriterij je
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zadovoljilo 19 ispitanika. Preostalih 60 ispitanika koji nisu zadovoljili navedene

kriterije su iskljuCeni iz analize.

Kriteriji za klasifikaciju ispitanika br. 3

Od ukupno 93 ispitanika koji su sudjelovali u ispitivanju, njih 17 je isklju¢eno iz
analize, jer su imali:

- sva 4 testa s neodredenim rezultatom, ili

- 2 testa s neodredenim rezultatom i 1 pozitivni i 1 negativni rezultat, ili

- 2 pozitivna i 2 negativna rezultata testa.
U ovim slu€ajevima nije bilo mogucée donijeti odluku o tome da li je ispitanik na

cjepivo protiv influence reagirao slabo ili dobro. Preostalih 76 ispitanika je uslo u
analizu. Pojedini ispitanik je klasificiran da slabo reagira na cjepivo protiv influence, {j.
da pripada ciljnoj klasi (32 ispitanika), ako je imao viSe negativnih, nego pozitivnih

rezultata Hl-testa. Preostala 44 ispitanika su €inila kontrolnu skupinu.

Kriteriji za klasifikaciju ispitanika br. 4

Ispitanik je klasificiran da slabo reagira na cjepivo protiv influence (ciljna klasa) ako je
imao barem 1 negativni Hl-test (=1N). Te kriterije je zadovoljilo 67 ispitanika. Ispitanik
je klasificiran da dobro reagira na cjepivo protiv influence (kontrolna skupina) ako je
imao 2 i viSe pozitivnih, a ni 1 negativan HI-test (=2 P, 0 N). Te kriterije je zadovoljilo
19 ispitanika. Preostalih 7 ispitanika koji nisu zadovoljili navedene kriterije su

isklju€eni iz analize.

6.7. Dodatni klasifikacijski postupci - definiranje patogenetskih poremec¢aja i
kliniékih stanja

S ciliem razumijevanja Sireg kliniCkog konteksta najznacajnijih atributa dobivenih
primjenom ILLM algoritama u klasifikaciji osoba koje slabije reagiraju na cjepivo
protiv influence, ucinjene su dodatne analize. Pri tome su ti najznacajniji atributi,
definirani  njihovim granicnim  vrijednostima, predstavljali ciljnu, odnosno
klasifikacijsku, kriterijsku varijablu. Pomoc¢u ILLM algoritma se doSlo do 6 novih
najznacajnijin atributa za Kklasifikaciju prethodno dobivenih atributa, odnosno
prediktora slabije reakcije na cjepivo protiv influence (110), [osobna komunikacija s
autorom algoritama putem e-mail-a, Salje: Dragan.Gamberger@irb.hr>Datum: 2.
studenoga 2009. 14:08].
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6.8. Pocetna baza znanja

Pocetna baza znanja za odabir parametara koji ¢e u¢i u bazu podataka se zasnivala
na okvirnoj pretpostavci da se interakcijom izmedu neuroendokrinog, imunosnog i
metabolickog sustava odvija dinamika procesa starenja, pracena brojnim klini¢kim
manifestacijama vezanim uz starenje (36). To poCetno pretrazivanje baza znanja je
pokazalo da bi mnoge bolesti i patogenetski poremecaji vezani uz starenje mogli

imati imunomodulirajuce djelovanje.

Latentne infekcije
Latentne infekcije koje uzrokuje bakterija Helicobacter pylori ili citomegalovirus,
nemaju jasne, klini¢ki vidljive manifestacije, ali predstavljaju stalni podrazaj za

imunosni sustav i potiCu razvoj upale (111,112).

Neuroendokrine promjene

Brojne neuroendokrine promjene redovito prate starenje, Sto moze utjecati na
promjene imunosne reaktivnosti. Naime, Ziv€ani, endokrini i imunosni sustav su
glavni regulacijski sustavi u tijelu, odgovorni za odrzavanje opce tjelesne
homeostaze. Ti sustavi su povezani u zajedniCku komunikacijsku cjelinu brojnim
interaktivnim vezama i dijele zajedniCke topljive signalne molekule u obliku hormona,
citokina, neurotransmitera i neuropeptida, te njihovih receptora (soluble connection),
a isprepleteni su i nitima autonomnog Ziv€anog sustava (wiring system link)
(113,114,115,116,117).

Malnutricija

Starenje je povezano sa smanjenjem koliCine miSicnog i povecanjem koli€ine
masnog tkiva, Sto se odrazava na promjene antropometrijskin mjera.
Antropometrijske mjere, neki parametri upale, anemija, te deficit vitamina i minerala,
mogu ukazivati na malnutriciju koju uvijek prate i neki oblici imunodeficijencije
(91,118).

Za procjenu malnutricije se koriste brojni parametri, Sto pokazuje da se ne radi o
jedinstvenom poremecaju, nego o preklapanju viSe kliniCkih stanja i patogenetskih
poremecaja. Ti parametri su: antropometrijske mjere (BMI, obujam srednjeg dijela
nadlaktice i debljina koZnog nabora iznad tricepsa), hematoloski parametri (broj
eritrocita, hematokrit i hemoglobin), serumska koncentracija proteina kratkog

poluzivota (prealbumin, albumin i transferin), vitamini (folna kiselina, vitamini B-grupe,
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vitamini C i D), minerali i mikronutritijenti (Zeljezo, kalcij, magnezij, cink, beta-karoten,
retinol i alfa-tokoferol), kao i imunosni parametri (absolutni broj limfocita periferne krvi

i kozni testovi kasne preosijetljivosti) (119,120,121).

Metaboli€ki poremecaji

Poremecaji, kao Sto su: smanjena tolerancija glukoze, hipertenzija, dijabetes i
poremecaji metabolizma lipida, su sve fenotipska obiljeZja jedinstvenog metaboli¢kog
sindroma inzulinske rezistencije (otpornosti perifernih tkiva na metabolicko djelovanje
inzulina) Cija se prevalencija povecava sa starenjem (30,39).

Ti poremecaji mogu utjecati na aktivnost cirkulirajucih limfocita promjenom stanicnih
puteva prijenosa signala, smanjenjem aktivnosti povrSinskih receptora i smanjenjem
proliferacije (92,93). Osim toga, povecana produkcija reaktivnih kisikovih spojeva,
posliedica metaboli¢kih poremecéaja, mozZe izazvati oste¢enja stanicnih struktura, te
mijenjati aktivhost gena, od kojih su neki uklju€eni u regulaciju upalnog i imunosnog

odgovora, te stani¢nog ciklusa (33,39,43,94).

Kroni¢na upala

Kroni¢na upala subklinickog stupnja se moze naci u velikog dijela osoba starije dobi i
smatra se posljedicom kroni¢nih bolesti, kronicne antigenske stimulacije i povecane
aktivnosti nespecificnog imunosnog sustava. Povecan stupanj upale Ccini
predispoziciju za razvoj mnogih bolesti starenja, te povecava rizik mortaliteta
(122,123,124).

Promjene u funkciji imunosnog sustava

U starijih osoba su opisane brojne promjene imunosnih parametara. Od pokazatelja
funkcije humoralne imunosti, to su na primijer promjene u serumskoj koncentraciji y-
globulina, protutijela IgE, antinuklearnih (ANA) i drugih autoreaktivnih protutijela
(74,125).
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REZULTATI

I. UTJECAJ ANTIGENSKOG ISKUSTVA | DOBI NA UCINKOVITOST
CIJEPLJENJA

1. Utjecaj antigenskog iskustva (broja prethodnih cijepljenja i visine ostatnog
titra protutijela) na u¢inkovitost cijepljenja

Tablica 5. Utjecaj broja prethodnih cijepljenja (cijepnog statusa) na ucinkovitost
cijepljenja mjerenu prosjecnom visinom titra protutijela i postotkom osoba s 4-strukim
ili ve¢im porastom titra, za antigen A/H1N4

CIJEPNI THAR
STATUS N GEOMETRIJSKI NIZ 24 x PORAST
OSTATNI NOVI N %
Nisu cijepljeni 37 8 29 15 40,54
Cijepljeni 56 10 31 22 39,29

Iz tablice 5. je vidljivo da za komponentu cjepiva A/H;N, nema znacajne razlike u
prosjecnoj visini ostatnog titra protutijela izmedu skupine osoba koje su prethodno
cijepljene i skupine osoba koje se cijepe prvi put. Ni nakon cijepljenja se prosje¢na
visina titra protutijela, kao ni postotak cijepljenih osoba s 4-strukim ili ve¢im porastom
titra, izmedu te dvije skupine osoba, znacajno ne razlikuje.

Tablica 6. Utjecaj broja prethodnih cijepljenja (cijepnog statusa) na ucinkovitost
cijepljenja mjerenu postotkom osoba sa zastitnim titrom protutijela (>1:40), za antigen
A/H4N,

CIJEPNI TITAR=1:40
STATUS N PRIJE CIJEPLJENJA POSLIJE CIJEPLJENJA
N % N %
Nisu cijepljeni 37 3 8,1 20 541
Cijepljeni 56 5 8,9 28 50,0

Iz tablice 6. je vidljivo da za komponentu cjepiva A/H;N; nema znacajne razlike u
postotku osoba koje prije cijeplienja imaju zastitnu visinu titra protutijela (>1:40)
izmedu skupine prethodno cijepljenih osoba i skupine osoba koje se cijepe prvi put.
Poslije cijepljenja je podjednak postotak osoba postigao zastitnu visinu titra
protutijela, bez obzira na prethodni cijepni status.
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Tablica 7. Utjecaj broja prethodnih cijepljenja (cijepnog statusa) na ucinkovitost
cijepljenja mjerenu prosjecnom visinom titra protutijela i postotkom osoba s 4-strukim
ili ve¢im porastom titra, za antigen A/H3N

CIJEPNI TITAR
STATUS N GEOMETRIJSKI NIZ =4 x PORAST
OSTATNI * NOVI N % °
Nisu cijepljeni 37 42 123 20 54,05
Cijepljeni 56 59 128 11 19,64

Iz tablice 7. je vidljivo da je za komponentu cjepiva A/H3N; prosjecna visina ostatnog
titra protutijela znacajno veca u skupini osoba koje su prethodno cijepljene, nego u
skupini osoba koje se cijepe prvi put (* Kruskal-Wallis-test, p=0,038). Medutim,
prosjecna visina titra protutijela nakon cijepljenja se izmedu te dvije skupine osoba
znacajno ne razlikuje.

Suprotno tome, do 4-strukog i veceg porasta titra u znacajno ve¢em postotku osoba
je doslo u skupini osoba koje se cijepe prvi put, nego u skupini osoba koje su
prethodno cijepljene (° Hi? - test, p=0,0006).

Tablica 8. Utjecaj broja prethodnih cijepljenja (cijepnog statusa) na ucinkovitost
cijepljenja mjerenu postotkom osoba sa zastitnim titrom protutijela (>1:40), za antigen
A/H3N,

CIJEPNI TITAR=1:40
STATUS N PRIJE CIJEPLJENJA POSLIJE CIJEPLJENJA
N % © N %
Nisu cijepljeni 37 25 67,6 36 97,3
Cijepljeni 56 51 91,1 55 98,2

Iz tablice 8. je vidljivo da se za komponentu cjepiva A/HsNz zna€ajno veci postotak
osoba sa zastitnim titrom protutijela (>1:40) prije cijepljenja nalazi u skupini osoba
koje su prethodno cijepliene, nego u skupini osoba koje se cijepe prvi put (° Hi*-test,
p=0,0041). Poslije cijepljenja je vecina cijepljenih osoba postigla zastitnu visinu titra
protutijela, bez obzira na svoj cijepni status.

37




Tablica 9. Utjecaj broja prethodnih cijepljenja (cijepnog statusa) na ucinkovitost
cijepljenja mjerenu prosjecnom visinom titra protutijela i postotkom osoba s 4-strukim
ili ve¢im porastom titra, za antigen B/[Hong Kong

CIJEPNI TITAR
STATUS N GEOMETRIJSKI NIZ >4 x PORAST
OSTATNI * NOVI N % °©
Nisu cijepljeni 37 14 86 26 70,27
Cijepljeni 56 25 63 20 35,71

Iz tablice 9. je vidljivo da je za antigen B/Hong Kong prosjecCna visina ostatnog titra
protutijela znacajno ve¢a u skupini osoba koje su prethodno cijepliene, nego u
skupini osoba koje se cijepe prvi put (* Kruskal-Wallis-test, p=0,010).

Medutim, u visini titra protutijela nakon cijepljenja, izmedu te dvije skupine osoba,
nema znacajne razlike.

Suprotno tome, do 4-strukog i veceg porasta titra u zna¢ajno veéem postotku osoba
je doslo u skupini osoba koje se cijepe prvi put, nego u skupini prethodno cijepljenih
osoba (° Hi? - test, p=0,0011).

Tablica 10. Utjecaj broja prethodnih cijepljenja (cijepnog statusa) na ucinkovitost
cijepljenja mjerenu postotkom osoba sa zastitnim titrom protutijela (>1:40), za antigen
B/Hong Kong

CIUEPNI TITAR=1:40
STATUS N PRIJE CIJEPLJENJA POSLIJE CIJEPLJENJA
N % © N %
Nisu cijepljeni 37 7 18,9 32 86,5
Cijepljeni 56 21 37,5 47 83,9

Iz tablice 10. je vidljivo da se za komponentu cjepiva B/Hong Kong znacajno vedi
postotak osoba sa zastitnom visinom ostatnog titra protutijela (>1:40) nalazi u skupini
prethodno cijepljenih osoba, nego u skupini osoba koja se cijepe prvi put (° Hi*-test,
p=0,0456). Te dvije skupine osoba se medutim ne razlikuju znacajno u postotku
osoba koje su nakon cijepljenja postigle zastitnu visinu titra protutijela.
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Tablica 11. Odnos visine ostatnog titra protutijela (prije cijepljenja) i novog titra
(poslije cijepljenja), ovisno o broju prethodnih cijepljenja, za 4 testirana antigena
virusa influence

TITAR (geometrijski niz)
ANTIGEN CIJEPNI STATUS N
OSTATNI NOVI

Nisu cijepljeni 8 29 37

1x
A/H1N1 2 = =
Nisu cijepljeni 42 123 37

1x
A/H3N2 58 = =
2-3x 58 144 13
4-10 x 62 104 24
Nisu cijepljeni 14 86 37

1x .

B/Hong Kong 33 = 2
2-3x 29 65 13
4-10 x 21 46" 24
Nisu cijepljeni 15 43 37

1x
B/Sicuan 19 20 L
2'3 X 28* 650 13
4-10 x 25 49 24

Iz tablice 11. je vidljivo da antigen A/H{N karakteriziraju niski titrovi protutijela, dok
najvece titrove protutijela, od tri komponente cjepiva, ima antigen A/HsN..

Ostatni titar protutijela je opcenito veéi u osoba koje su jedanput prethodno
cijepljene, nego u osoba koje se cijepe prvi put, ali je to povecanje zna€ajno samo za
komponentu cjepiva B/Hong Kong (e Kruskal-Wallis test, H=6,720, p=0,010). Ostatni
titar protutijela se medutim €ak ni za tu komponentu cjepiva ne povecava znacajno s
daljnjim povecanjem broja prethodnih cijepljenja.

Antigen B/Sicuan, sliCan komponenti cjepiva B/Hong Kong, se nalazio u sastavu
cijepiva primijenjenih prije 2 i viSe godina. Zna€ajno veci ostatni titar i titar protutijela
poslije cijepljenja, za taj antigen, u odnosu na osobe koje se cijepe prvi put, je imala
skupina osoba prethodno cijepliena 2-3 puta (*Kruskal-Wallis test, H=9,263,
p=0,002, za ostatni titar) i (° Kruskal-Wallis test, H=5,254, p=0,022, za titar protutijela
poslije cijepljenja).
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Konacno, za sve tri komponente cjepiva, A/H{N4, A/HsN; i B/Hong Kong, vidljiva je
tendencija porasta prosje¢nog titra protutijela poslije dva uzastopna cijepljenja, u
odnosu na prvo cijepljenje (novi titar), te tendencija njegovog smanjenja nakon 5-tog i
veceg broja uzastopnih cijepljenja. Medutim, jedino je za komponentu B/Hong Kong
to smanjenje i statisti¢ki znacajno (+ Kruskal-Wallis test, H=5,487, p=0,019).

2. Utjecaj (starije) dobi na uc€inkovitost cijepljenja

Tablica 12. Utjecaj dobi na ucinkovitost cijepljenja protiv influence mjerenu
postotkom osoba sa zastitim titrom protutijela (>1:40 ) i znacajnim (>4x) porastom
titra

A/H1N1 A/H3N2 B/Hong Kong
DOB N =1:40 4 x porast =1:40 4 x porast =1:40 4 x porast °
god. | tercile [ % N % N % N % N % N %

<65 33 17 | 51,51 | 18 | 54,54 | 33 | 100,0 | 12 | 36,36 | 30 | 90,9 25 75,75

66-70 30 14 | 46,66 | 11 | 36,66 | 28 | 93,33 | 10 | 33,33 | 26 | 86,66 | 15 50,0

>70 30 16 | 53,33 | 15 | 50,0 | 30 | 1000 | 9 30,0 | 23 | 76,66 8 *26,662

Iz tablice 12. je vidljivo da je dobno ovisno smanjenje ucinkovitosti cijepljenja
statisticki znaCajno samo za komponentu cjepiva B/Hong Kong i to ako je
uCinkovitost cijepljenja izrazena mjerom “postotak osoba s Cetverostrukim ili vecim
(=4x) porastom titra protutijela” (° Hi*test, 'p=0,01, %p=0,02). Ipak, krajnji zastitni
ucinak cijepljenja, tj. postotak osoba sa zastitnim (=1:40) titrom protutijela, se ne
smanjuje s dobi za tu, kao ni za jednu drugu komponentu cjepiva.

Da bi se utvrdilo da li je to dobno ovisno smanjenje ucinkovitosti cijepljenja za
komponentu cjepiva B/Hong Kong posljedica sve vecCeg broja cijeplienja s dobi,
testirana je razlika u broju cijepljenja, izraZzena u kategorijama cijepnog statusa
(cijepe se prvi put N=37, 1 x cijepljeni N=19, 2-3 x cijepljeni N=13, 4-10 x cijepljeni
N=24), prema tako definiranim dobnim skupinama. Znacajna razlika je nadena za
dobnu skupinu >70 godina, u odnosu na dobnu skupinu <65 godina (* Fisher's Exact
test, p=0,001).
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Tablica 13. Utjecaj dobi na visinu ostatnog titra i titra protutijela nakon cijepljenja

TITAR (geometrijski niz)

DOB°
god. N A/H4N, A/H3N, B/Hong Kong
OSTATNI NOVI OSTATNI NOVI OSTATNI NOVI
<60 13 15 28 57 160 20 99
61-65 20 16 48 54 113 18 104
66 -70 30 17 36 57 138 23 66
71-75 16 15 42 64 153 377 80
>75 14 12 25 40 93 26 46

° Dobne skupine su definirane kao: <60 godina i dalje po razredima od po 5 godina sve do 75 godina,

te >75 godina

Iz tablice 13. je vidljivo da se visina ostatnog titra protutijela znacajno povecava s
dobi samo za komponentu cjepiva B/Hong Kong. Ta znacajna razlika je nadena za
dobnu skupinu 71-75 godina, u odnosu na mlade dobne skupine (+ Kruskal-Wallis-
test za grupu, H=12,181, p=0,016).
Titar protutijela poslije cijepljenja (u€inak cijeplijenja) se medutim ne smanjuje s
povecanjem dobi ni za jednu komponentu cjepiva.
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Iz slike 13. je vidljivo da je najstarija (medijan 74 godina) skupina ispitanika ona koja
je prethodno cijeplijena 2-3 puta (kategorija 2, N=13), s tim da se 50% ispitanika
nalazi u dobi od 69-80 godina, a da je skupina ispitanika koja je prethodno najvise (4-
10) puta cijepljena (kategorija 3, N=24), od nje nesSto mlada (medijan 69,5 godina), s
tim da se 50% ispitanika nalazi u dobnim granicama od 67-75 godina.

Osobe koje se cijepe prvi put (kategorija 0, N=37), kao i osobe koje su samo
jedanput prethodno cijepljene (kategorija 1, N=19), su priblizno iste dobi (medijan 66,
odnosno 64 godina), s 50% osoba u dobnim granicama od 60-69 godina, a prosjecno
su znacajno mlade od osoba koje su vise puta cijepliene (Kruskal Wallis test,
p=0,00001).

Il. UTJECAJ KRONICNIH BOLESTI | PATOGENETSKIH POREMECAJA NA
UCINKOVITOST CIJEPLJENJA

1. Parametri zdravstvenog stanja dobiveni iz baze podataka primjenom metoda
induktivnog uéenja

Tablica 14. Lista najznacajnijih atributa dobivenih klasifikacijom ispitanika metodama
induktivhog uc€enja prema kriteriju br. 1

5 KLASIFIKACIJSKA
REDNI BROJ ATRIBUT GRANICNE SPOSOBNOST
ATRIBUTA VRIJEDNOSTI Osjetljivost Specifi¢nost
% %
1. monociti >8,0% 90,0 70,8
2. vitamin B, <212,0 pmol/L 80,0 75,0
3 homocistein >12,7 umol/L 80.0 75.0
4. T4 <13,65 pmol/L 70,0 79,1
5 klirens <1,55
kreatinina ml/s/1.73m? 70,0 75,0
6. debljina koznog > 32,50 mm 80,0 62,5
nabora

Tablica 14. pokazuje 6 najznacajnijih parametara zdravstvenog stanja (atributa) koji
najbolje opisuju zdravstveni status cijepljenih osoba koje prema kriteriju za
klasifikaciju ispitanika br.1 slabo reagiraju na cjepivo protiv influence. Broj ispitanika u
ciljinoj klasi je 10, a u negativnoj klasi 24.

Ti parametri, po redu znacajnosti, su: 1.povecan postotak mononuklearnih leukocita
u diferencijalnoj krvnoj slici, 2.smanjena serumska koncentracija (deficit) vitamina
B12, ukljucujuéi i subklinicki deficit, 3.povec¢ana serumska koncentracija aminokiseline
homocistein (hiperhomocisteinemija), poCevsi od subklini¢ki povecanih vrijednosti,
4.smanjena serumska koncentracija hormona tiroksina (fT4), znak hipofunkcije Stitne
Zlijezde, ukljuCujuci i njen subklini€ki oblik, 5.smanjen klirens kreatinina, ispod granica
referentnih vrijednosti, znak smanjene bubrezne funkcije, te 6.povecana debljina
koZnog nabora iznad nadlaktice, znak proteinske malnutricije.

Osijetljivost tih parametara se kre¢e od 70-90%, a specificnost od 62,5-79,1%, s tim

da su dobiveni selekcijom na malom broju od 10 ispitanika u ciljnoj klasi. Prvih pet
atributa na listi opéenito pokazuje dobar odnos osjetljivosti i specifiCnosti.
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Najbolji prediktor slabog reagiranja na cjepivo protiv influence, prema pravilima
primjene ILLM algoritama, je prvi atribut na listi a to je poveCan postotak
mononuklearnih leukocita u diferencijalnoj krvnoj slici. Dobiveni rezultati ukazuju da
bi to mogli biti i atributi vitamin B1, i homocistein (br. 2 i 3) koji imaju najbolji odnos
osjetljivosti i specificnosti $to znaci da se pomocu njih moze prepoznati najveci broj
osoba koje Ce vjerojatno slabo seroloski reagirati, a da se pri tome ne uzmu i osobe
koje ¢e reagirati dobro.

Tablica 15. Lista najznacajnijih atributa dobivenih klasifikacijom ispitanika metodama
induktivnog ucenja prema kriteriju br. 2

. KLASIFIKACIJSKA
REDNI BROJ ATRIBUT GRANICNE SPOSOBNOST
ATRIBUTA VRIJEDNOSTI Osijetljivost Specifi¢nost
% %
1. monociti >7.85% 71,4 73,6
2. v-globulini >13,05 g/L 64,2 78,9
3. MCV >90,50 fL 785 63.1
4, Helicobacter >11,80 IU/ml 78,5 63,1
pylori IgA
5. prolaktin >90,24 mlU/L 85,7 57,8
6. B-globulini >8,50 g/L 64,2 73,6

Tablica 15. pokazuje 6 najznacajnijin parametara zdravstvenog stanja (atributa) koji
najbolje opisuju zdravstveni status cijepljenin osoba koje prema kriteriju za
klasifikaciju ispitanika br. 2 slabo reagiraju na cjepivo protiv influence. Broj ispitanika
u ciljnoj klasi je 14, a u negativnoj klasi 19.

Ti parametri, po redu znacajnosti, su: 1.povec¢an postotak monocita u diferencijalnoj
krvnoj slici, 2.blago povecana serumska koncentracija ukupnih vy-globulina,
3.povecan prosjecni volumen eritrocita (MCV), znak deficita vitamina B4z, 4.povecCana
serumska koncentracija protutijela IgA specificnih za mikroorganizam Helicobacter
pylori, znak gastritisa, 5.poveCana serumska koncentracija hormona prolaktina
(hiperprolaktinemija), ukljuujuéi i subklini¢ki oblik, te 6.blago poveéana serumska
koncentracija B-globulina, znak blagog stupnja upale.

Osijetljivost tih parametara se krec¢e od 64,2-85,7%, a specificnost od 57,8-78,9%.

Prema odnosu osjetljivosti i specifiCnosti, najbolji prediktor slabe seroloske
reaktivnosti je prvi atribut na listi koji ukazuje na povecan postotak mononuklearnih
leukocita u diferencijalnoj krvnoj slici. Osobe s povecanom serumskom
koncentracijom ukupnih y-globulina (atribut br.2) ¢ée vjerojatno slabo reagirati na
cjepivo, s tim da se pomocu toga parametra moze identificirati samo manja
podskupina tih osoba (bolja specificnost, nego osjetljivost).

Dobiveni atributi br.3,4i5. zbog male specificnosti, a atribut br.6 zbog male
osjetljivosti, nisu najbolji prediktori slabe seroloSke reaktivnosti.
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Tablica 16. Lista najznacajnijih atributa dobivenih klasifikacijom ispitanika metodama
induktivnog ucenja prema kriteriju br. 3

. KLASIFIKACIJSKA
REDNI BROJ ATRIBUT GRANICNE SPOSOBNOST
ATRIBUTA VRIJEDNOSTI Osjetljivost Specifinost
% %
1. limfociti <35,10 % 65,6 63,6
2. Ty <13,65 pm/L 59,3 68,1
3. Glukoza u krvi 55,45 mol/L 50.0 77.2
4. B-globulini 28,05 g/L 53,1 72,7
5 monociti >7,95 % 65,6 56,8
6. albumin <45,35 g/L 75,0 54,54

Tablica 16. pokazuje 6 najznacajnijin parametara zdravstvenog stanja (atributa) koji
najbolje opisuju zdravstveni status cijeplienin osoba koje prema kriteriju za
klasifikaciju ispitanika br. 3 slabo reagiraju na cjepivo protiv influence. Broj ispitanika
u ciljnoj klasi je 32, a u negativnoj klasi 44.

Ti parametri, po redu znacajnosti, su: 1.smanjen postotak limfocita u diferencijalnoj
krvnoj slici (relativna limfopenija), 2.smanjena serumska koncentracija hormona
tiroksina (fT4), znak hipofunkcije Stitne Zlijezde, ukljuCujuci i njen subklinicki oblik,
3.nize vrijednosti koncentracije glukoze u krvi na taste, 4.blago povecana serumska
koncentracija p-globulina, pokazatelj blagog stupanj upale, 5.poveéan postotak
mononuklearnih leukocita u diferencijalnoj krvnoj slici, te 6.blago smanjena serumska
koncentracija albumina, pokazatelj blagog stupanj upale.

Osjetljivost tih parametara se kre¢e od 50-75%, a specificnost od 54,54-77,2%.

Prema pravilima primjene ILLM algoritama, prvi atribut na listi, a ovdje je to atribut
koji ukazuje na smanjen postotak limfocita u diferencijalnoj krvnoj slici, je najbolji
prediktor slabog reagiranja na cjepivo protiv influence. Medutim, rezultati u tablici 16.
pokazuju da atributi dobiveni prema kriteriju za klasifikaciju ispitanika br.3 opcéenito
ne pokazuju zadovoljavaju¢i odnos osjetljivosti i specificnosti da bi bili dobri
prediktori.

Dobiveni rezultati ukazuju da se dio osoba sa slabim seroloskim odgovorom moze
prepoznati po tome Sto imaju normalne ili malo snizene (a ne povecane) vrijednosti
koncentracije glukoze u krvi na taste (atribut br.3), Sto je suprotno postojecoj
paradigmi da se slaba produkcija specificnih protutijela moze oCekivati u dijabetickih
bolesnika.
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Tablica 17. Lista najznacajnijih atributa dobivenih klasifikacijom ispitanika metodama
induktivhog ucenja prema kriteriju br. 4

. KLASIFIKACIJSKA
REDNI BROJ ATRIBUT GRANICNE SPOSOBNOST
ATRIBUTA VRIJEDNOSTI Osjetljivost Specificnost
% %
1. limfociti <35,40 % 56,7 89,4
2. monociti >7.95 % 59,7 84,2
3 debljina koznog < 34,50 mm 65.6 73.6
nabora ’ ’
4. T4 < 14,5 pmol/L 71,6 63,1
5. dob > 65,5 god. 71,6 63,1
6. TSH >1,39 Ul/ml 59,7 68,4

Tablica 17. pokazuje 6 najznacajnijih parametara zdravstvenog stanja (atributa) koji
najbolje opisuju zdravstveni status cijepljenih osoba koje prema kriteriju za
klasifikaciju ispitanika br. 4 slabo reagiraju na cjepivo protiv influence. Broj ispitanika
u ciljnoj klasi je 67, a u negativnoj klasi 19.

Ti parametri, po redu znacajnosti, su: 1.smanjen postotak limfocita i 2.povecan
postotak monocita u diferencijalnoj krvnoj slici, 3.povec¢ana debljina koznog nabora
iznad nadlaktice, znak proteinske malnutricije, 4.smanjena serumska koncentracija
hormona tiroksina (fT4), znak hipofunkcije Stitne Zlijezde, uklju€ujuci i njen subklinicki
oblik, 5.starija dob i 6.pove¢ana serumska koncentracija tireoidnog stimulirajuceg
hormona (TSH), znak latentne hipotireoze.

Osjetljivost tih parametara se kreée od 56,7-71,6%, a specificnost od 63,1-89,4%.

Pomocu prva 2 atributa na listi koji ukazuju na smanjen postotak limfocita, a povecéan
postotak monocita u diferencijalnoj krvnoj slici, se mogu najpreciznije identificirati
osobe koje bi mogle slabo seroloski reagirati na cjepivo protiv influence (dobra
specificnost), ali se na taj na¢in moze obuhvatiti samo dio takvih osoba (nedovoljna
osjetljivost).

Test osjetljivosti i specificnosti za atribut dob (br. 5) ukazuje da vecinu osoba sa
slabom seroloSkom reakcijom na cjepivo protiv influence Cine osobe starije dobi
(bolja osjetljivost), ali da ima i osoba starije dobi koje reagiraju dobro (slabija
specificnost).
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Tablica 18. Zbirni prikaz najznacajnijih parametara zdravstvenog stanja (atributa)
dobivenih usporedbom rezultata 4 klasifikacijska postupka

BROJ ATRIBUTI SPECIFICNI ATRIBUTI
KLASIFIKACIJSKOG | ZA POJEDINU KOJI SE PREKLAPAJU
POSTUPKA KLASIFIKACIJU U DVIJE |
VISE KLASIFIKACIJA
1 klirens kreatinina monociti %
homocistein vitamin B1-
fTy
debljina koZznog nabora
2 H. pylori IgA monociti %
v-globulini MCV (vitamin B3)
prolaktin B-globulini
3 glukoza u Krvi monociti %
albumin limfociti %
fTy
B-globulini
4 dob monociti %
TSH limfociti %
fT4

debljina koZznog nabora

Iz tablice 18. je vidljivo da je pomocu 4 kriterija za klasifikaciju ispitanika, primjenom
metoda induktivhog ucenja, iz baze podataka, od ukupno 52 atributa, izdvojeno 16

razlicitih atributa.

Neki od tih atributa se preklapaju u 2 ili viSe klasifikacija. To je utvrdeno za 7 atributa,
a to su: postotak mononuklearnih leukocita i limfocita u diferencijalnoj krvnoj slici,
vitamin B2 (ili njegov ekvivalent - parametar MCV), hormon S§titne Zlijezde tiroksin
(fT4), B-globulini, te debljina koznog nabora iznad nadlaktice.

Atributi specificno dobiveni u pojedinoj od klasifikacija ukazuju na specificnu
podskupinu osoba, ili specificno, relativno dobro definirano klini¢ko stanje. Ti atributi

Su:

1. klirens kreatinina i aminokiselina homocistein koji opisuju kliniCko stanje
»Smanjena bubrezna funkcija / hiperhomocisteinemija“

2. IgA protutijela specific(na za mikroorganizam Helicobacter pylori,

znak

gastritisa, y-globulini, te hormon prednjeg reznja hipofize prolaktin, koji opisuju
klinicko stanje ,,gastritis/ kroniéna imunizacija / poremecaji hipotalamusa i
prednjeg reznja hipofize“

3. glukoza u krvi na taste i albumin u serumu koji opisuju klinicko stanje
‘poremecaj metabolizma glukoze / upala / proteinska malnutricija”

4. starija dob i hormon prednjeg reznja hipofize TSH koji opisuju klinicko stanje
,starenje / poremecaji hipotalamusa i prednjeg reznja hipofize“.
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2. Definiranje patogenetskih poremecaja i klinickih stanja pomoc¢u dodatnih
klasifikacijskih postupaka, primijenjenih za pojedine od selekcioniranih
parametara

Tablica 19. Lista najznacajnijih atributa dobivenih klasifikacijom ispitanika metodama
induktivhog uCenja prema kriteriju limfociti < 35,1 %

REDNI BROJ ATRIBUT GRANIGNE KLASIFIKACIJSKA SPOSOBNOST
ATRIBUTA VRIJEDNOSTI Osietliivost (%) | Specifitnost (%)

1. neutrofilni >49,55 % 93,3 83,3

leukociti
2. HbA1c <4,05% 60,0 75,0
3. Helicobacter >10,35 IU/ml 64,4 62,5
pylori IgA
4. klirens kreatinina <1,55 66,7 60,4
ml/s/1.73m?
5. B-globulini 28,35¢/L 60,0 62,5
6. monociti >7.9 % 53,3 68,8

U tablici 19. su prikazani rezultati klasifikacijskog postupka prema kriteriju “limfociti <
35,1%”. Taj atribut je dobiven iz baze podataka primarnim klasifikacijskim postupkom
br. 3 (tablica 16) i ukazuje na smanjen postotak limfocita u diferencijalnoj krvnoj slici
(relativnu limfopeniju). Broj ispitanika u ciljnoj klasi je 45, a u negativnoj klasi 48.

Iz tablice 19. je vidljivo da osobe s relativnom limfopenijom €esto imaju i povecan
postotak monocita i neutrofilnih leukocita u diferencijalnoj krvnoj slici (atributi br.1 i 6),
a pracen je i povecCanim stupnjem upale (atribut br.5) i poremecajem metabolizma
glukoze (atribut br.2). Od klini¢kih stanja povezanih s limfopenijom, rezultati ukazuju
na gastritis uzrokovan infekcijom mikroorganizmom Helicobacter pylori (atribut br.3) i
smanjenu bubreznu funkciju (atribut br.4).

Tablica 20. Lista najznacajnijih atributa dobivenih klasifikacijom ispitanika metodama

induktivnhog ucenja prema kriteriju vitamin B12< 212 pmol/L

REDNI BROJ ATRIBUT GRANIGNE KLASIFIKACIJSKA SPOSOBNOST
ATRIBUTA VRIJEDNOSTI Osjetljivost (%) | Specifiénost (%)

1. homocistein >12,05 pmol/L 73,0 73,2

2. dob > 67,5 god. 73,0 58,9

3. monociti >8,35 % 56,8 73,2

4. debljina koznog 2 31,5 mm 56,8 69,6

nabora
5. klirens kreatinina <1,55 56,8 66,1
ml/s/1.73m’ g/L
6. folna kiselina <17 mM/L 48,6 76,8
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U tablici 20. su prikazani rezultati klasifikacijskog postupka prema kriteriju “vitamin
B12 = 212 pmol/L”. Taj atribut je dobiven iz baze podataka primarnim klasifikacijskim
postupkom br.1 (tablica 14) i ukazuje na smanjenu serumsku koncentraciju vitamina
B2, znak deficita toga vitamina. Broj ispitanika u ciljnoj klasi je 37, a u negativnoj
klasi 56.

Iz tablice 20. je vidljivo da je velina osoba s deficitom vitamina B1, starije dobi
(atribut br.2), te da se taj poremecaj javlja skupa s deficitom folne kiseline (atribut br.
6) i hiperhomocisteinemijom (atribut br.1), a pra¢en je i povecanom aktivnoS¢u
monocita i proteinskom malnutricijom (atributi br.3 i 4). Od klini¢kih stanja, deficit toga
vitamina se €esto moZe naci u osoba sa smanjenom bubreZznom funkcijom (atribut
br.5).

Tablica 21. Lista najznacajnijih atributa dobivenih klasifikacijom ispitanika metodama
induktivhog uCenja prema kriteriju homocistein >12,7 umol/L

REDNI BROJ ATRIBUT GRANIGNE KLASIFIKACIJSKA SPOSOBNOST
ATRIBUTA VRIJEDNOSTI Osjetljivost (%) | Specifitnost (%)

1. folna kiselina <17,75 mM/L 63,0 80,4

2. HbA1c <411 % 69,6 73,9

3. vitamin B, < 225,5 pmol/L 60,9 80,4

4, klirens <1,69 73,9 63,0

kreatinina mi/s/1.73m’ g/L
S. glukoza u Krvi < 5,65 mmol/L 87,0 52,2
6. prolaktin > 90,24 mlU/L 7,7 58,7

U tablici 21. su prikazani rezultati klasifikacijskog postupka prema kriteriju
‘homocistein >12,7 umol/L”. Taj atribut je dobiven iz baze podataka primarnim
klasifikacijskim postupkom br.1 (tablica 14) i ukazuje na povecanu serumsku
koncentraciju aminokiseline homocistein (hiperhomocisteinemiju). Broj ispitanika i u
cilinoj i u negativnoj klasi je 46 (jedan ispitanik koji je imao grani¢nu vrijednost ciljnog
atributa je iskljuCen iz analize).

Iz tablice 21. je vidljivo da se taj poremecaj moze naéi pretezno u osoba sa
smanjenom bubreznom funkcijom (atribut br.4), te da se Cesto pojavljuje skupa s
poremecajem metabolizma glukoze (atributi br.2i5) i poveéanom serumskom
koncentracijom hormona hipofize prolaktina (hiperprolaktinemijom) (atribut br.6).

Iz tablica 20. i 21. je vidljivo da se preklapaju atributi koji ukazuju na deficit vitamina

Bi2 i folne kiseline, te hiperhomocisteinemiju, $to znali da su ti poremeca;ji
medusobno povezani, odnosno da se Cesto pojavljuju skupa.
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Tablica 22. Lista najznacajnijih atributa dobivenih klasifikacijom ispitanika metodama
induktivhog ucenja prema kriteriju B-globulini >8,5 g/L

REDNI BROJ ATRIBUT GRANIGNE KLASIFIKACIJSKA SPOSOBNOST
ATRIBUTA VRIJEDNOSTI Osjetljivost (%) SpecifiCnost (%)

1. kolesterol <5,2 mmol/L 93,0 62,5

2. Helicobacter >10,35 IU/ml 62,7 87,5

pylori IgA
3. C-reaktivni >4,05 mg/L 76,7 68,7
protein

4. a-globulini >6,25 g/L 69,7 75,0

3. hemoglobin <129,5 g/L 79,0 62,5

6. homocistein | >10,15 pmol/L 76,7 62,5

U tablici 22. su prikazani rezultati klasifikacijskog postupka prema kriteriju “B-globulini
>8,5 g/L”. Taj atribut je dobiven iz baze podataka primarnim klasifikacijskim
postupkom br.2 (tablica 15) i ukazuje na blago poveéanu serumsku koncentraciju 3-
globulina, proteina akutne faze upale, Sto je znak blagog stupnja upale. Broj
ispitanika u ciljnoj klasi je 43, a u negativnoj klasi 46 (Cetiri ispitanika koja su imala
grani¢ne vrijednosti ciljnog atributa su isklju¢ena iz analize).

Iz tablice 22. je vidljivo da osobe s povecanim stupnjem upale Cesto imaju i
poremecaje kao Sto su: smanjena serumska koncentracija kolesterola (atribut br.1),
povecana serumska koncentracija drugih proteina akutne faze upale (atributi br.3 i 4),
te blaga anemija (atribut br.5). Od klini¢kih stanja, razvoju upale najviSe doprinosi
kroni¢ni gastritis (atribut br.2). Od drugih poremecaja, upali doprinosi i
hiperhomocisteinemija (atribut br.6).

Tablica 23. Lista najznacajnijih atributa dobivenih klasifikacijom ispitanika metodama
induktivhog uCenja prema kriteriju debljina koznog nabora 232,5 mm

REDNI BROJ ATRIBUT GRANICNE KLASIFIKACIJSKA SPOSOBNOST
ATRIBUTA VRIJEDNOSTI Osjetljivost (%) | Specificnost (%)

1. BMI < 28,51 kg/m? 74,4 80,0

2. monociti >7,95% 74,4 68,0

3. obujam <32,5cm 81,4 62,0

nadlaktice

4. folna kiselina <19,65 mM/L 69,8 64,0

3. dob > 67,5 god. 72,1 62,0

6. vitamin B, < 235,5 pmol/L 60,5 70,0

U tablici 23. su prikazani rezultati klasifikacijskog postupka prema kriteriju “debljina
koZnog nabora iznad nadlaktice 232,5 mm”. Taj atribut je dobiven iz baze podataka
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primarnim klasifikacijskim postupkom br.1 (tablica 14) i pokazatelj je proteinske
malnutricije. Broj ispitanika u ciljnoj klasi je 43, a u negativnoj klasi 50.

Iz tablice 23. je vidljivo da je proteinska malnutricija znacajka starije dobi (atribut
br.5), te da je najbolje opisuju drugi atributi koji su takoder pokazatelji proteinske
malnutricije (atributi br.1 i 3), kao i pokazatelji upale (atribut br.2), te drugih oblika
malnutricije, kao Sto su deficit vitamina B4z i folne kiseline (atributi br.4 i 6).

Tablica 24. Lista najznacajnijih atributa dobivenih klasifikacijom ispitanika metodama
induktivhog u€enja prema kriteriju fT4 < 13,6 pmol/L

REDNI BROJ ATRIBUT GRANICNE KLASIFIKACIJSKA SPOSOBNOST
ATRIBUTA VRIJEDNOSTI Osjetljivost (%) | Specifiénost (%)

1. Helicobacter >12,25 IU/ml 60,0 75,5

pylori IgA

2. glukoza u krvi < 5,45 mmol/L 77,5 547

3. kortizol > 365,1nmol/L 62,5 64,2

4. eozinofili <3,15% 60,0 64,2

5. B-globulini 28,35 ¢g/L 65,0 56,6

6. hemoglobin <136,5 g/L 62,5 60,4

U tablici 24. su prikazani rezultati klasifikacijskog postupka prema kriteriju ,fT4<13,65
pmol/L“. Taj atribut je dobiven iz baze podataka primarnim klasifikacijskim
postupcima (tablice 14 i 16) i predstavlja smanjenu serumsku koncentraciju hormona
tiroksina, kao znak hipofunkcije Stitne Zlijezde (hipotireoze). Broj ispitanika u ciljnoj
klasi je 40, a u negativnoj klasi 53.

Rezultati prikazani u tablici 24. ukazuju da osobe s hipotireozom cesto imaju i
kroni¢ni gastritis uzrokovan infekcijom bakterijom Helicobacter pylori (atribut br.1), a
od drugih poremecaja, to su joS i kroniCna upala (atributi br.5 i 6), smanjena
imunosna reakcija humoralnog tipa (atribut br.4), te aktivacija neuroendokrine
osovine stresnog odgovora (atribut br.3).

Tablica 25. Lista najznacajnijih atributa dobivenih klasifikacijom ispitanika metodama
induktivnog uéenja prema kriteriju klirens kreatinina £1,55 ml/s/1.73m?

REDNI BROJ ATRIBUT GRANIGNE KLASIFIKACIJSKA SPOSOBNOST
ATRIBUTA VRIJEDNOSTI Osjetljivost (%) | Specificnost (%)

1. homocistein >12,5 pmol/L 60,8 85,4

2. prolaktin > 95,33 mIU/L 72,5 65,9

3. psihijatrijske DA 66,7 78,0

bolesti

4. dob > 67,5 god. 66,7 63,4

5. glukoza u krvi < 5,45 mmol/L 60,8 65,9

6. T, < 5,36 pmol/L 56,9 73,2
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U tablici 25. su prikazani rezultati klasifikacijskog postupka prema kriteriju ,klirens
kreatinina 1,55 ml/s/1.73m?%. Taj atribut je dobiven iz baze podataka klasifikacijskim
postupkom br.1 (tablica14) i pokazatelj je smanjene bubrezne funkcije - kroni¢ne
bubrezene insuficijencije. Broj ispitanika u ciljnoj klasi je 51, a u negativnoj klasi 42.

Iz tablice 25. je vidljivo da je smanjena bubreZna funkcija znaCajka osoba starije dobi

(atribut br.4) Dio tih osoba ima hiperhomocisteinemiju (osjetljivost za atribut br.1), a
taj se poremecaj najcesc¢e i pojavljuje u osoba sa smanjenom bubreznom funkcijom,
a rijetko vezano za druge poremecaje (specifiCtnost za atribut br.1). Dio osoba sa
smanjenom bubreznom funkcijom ima i poremecaj metabolizma glukoze, tipi€an po
nizim vrijednostima koncentracije glukoze u krvi (atribut br.5), a od drugih bitnih
poremecaja, to su joS i neuroendokrini poremecaji u obliku hiperprolaktinemije
(atribut br.2) i hipotireoze (atribut br.6), te neuropsihijatrijske bolesti (atribut br.3).

S cillem da se poblize upozna KliniCki kontekst povezan s poremecajem
metabolizma glukoze, uCinjen je dodatni klasifikacijski postupak za parametar
‘glukoza <5,4 mmol/L”, prema atributu dobivenom u prethodnom klasifikacijskom
postupku. Rezultati toga postupka su prikazani u tablici 26.

Tablica 26. Lista najznacajnijih atributa dobivenih klasifikacijom ispitanika metodama
induktivhog uc€enja prema kriteriju glukoza u krvi <5,4 mmol/L

REDNI BROJ ATRIBUT GRANICNE KLASIFIKACIJSKA SPOSOBNOST
ATRIBUTA VRIJEDNOSTI Osjetljivost (%) | Specifiénost (%)

1. HbA . <4,38% 93,3 57,4

2. Diabetes NE 100,0 44 .6

mellitus

3. BMI < 29,02 kg/m? 70,0 61,7

4, homocistein >12,7 pmol/L 56,6 76,5

5. Folna kiselina <16,8 mM/L 53,3 78,7

6. y-globulini >13,05 g/L 56,6 70,2

U ciljnu klasu su uvrsteni ispitanici s vrijednostima glukoze u krvi <5,4 mmol/L, a u
kontrolnu skupinu ispitanici s vrijednostima glukoze u krvi >5,5 mmol/L, dok su ostali
ispitanici (s vrijednostima glukoze 5,4-5,5 mmol/L) iskljuCeni iz ove analize. Broj
ispitanika u ciljnoj klasi je bio 30, a u negativnoj klasi 47.

Iz tablice 26. je vidljivo da poremecaj metabolizma glukoze nije povezan s
dijabetesom (atribut br.2), nego se radi o sklonosti k trajno nizim vrijednostima
glukoze u krvi (atribut br.1), Cesto povezanoj s kroni€nom upalom (atribut br.6),
malnutricijom (atribut br.3), te hiperhomocisteinemijom (atribut br.4).

Iz tablica 25. i 26. je vidljivo da se parametar “homocistein” (atribut br.1, tablica 25. i
atribut br.4, tablica 26.) preklapa u oba klasifikacijska postupka, $to ukazuje na
zajedniCko pojaviljivanje sva tri poremecaja: smanjene bubrezne funkcije,
hiperhomocisteinemije i poremecaja metabolizma glukoze. Parametri koji se odnose
na te poremecaje se preklapaju u sva tri klasifikacijska postupka koji opisuju te
poremecaje (tablice 21,25 i 26).
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Tablica 27. Lista najznacajnijih atributa dobivenih klasifikacijom ispitanika metodama
induktivhog uCenja prema kriteriju Helicobacter pylori IgA >11,80 1U/ml

REDNI BROJ ATRIBUT GRANICNE KLASIFIKACIJSKA SPOSOBNOST
ATRIBUTA VRIJEDNOSTI Osjetljivost (%) | Specificnost (%)

1. Helicobacter >79,4 1U/ml 76,3 73,5

pylori IgG

2. T4 <14,1 pmol/L 66,1 67,6

3. albumin <46,3 g/L 59,3 70,6

4. y-globulini >12,05 g/L 66,1 58,8

5. limfociti <351 % 54,2 67,6

6. eozinofili <3,15% 54,2 67,6

U tablici 27. su prikazani rezultati klasifikacijskog postupka prema kriteriju
.Helicobacter pylori IgA >11,80 IU/ml“. Taj atribut je dobiven iz baze podataka
klasifikacijskim postupkom br.2 (tablica 15) i znak je kroni€nog gastritisa uzrokovanog
infekcijom bakterijom Helicobacter pylori. Broj ispitanika u ciljnoj klasi je 59, a u
negativnoj klasi 34.

Rezultati prikazani u tablici 27. ukazuju na mehanizme upale (atribut br.3), kroni€nu
imunizaciju (atribut br.4), limfopeniju (atribut br.5), te smanjenu humoralnu imunosnu
reakciju (atribut br.6), kao poremecaje Cesto povezane s kroni¢nim gastritisom.
Nadalje, iz tablice 27. je vidljivo da veclina osoba s kroni¢nim gastritisom koje slabo
reagiraju na cjepivo protiv influence, osim povefane serumske koncentracije
specificnih IgA protutijela, ima i povec¢anu koncentraciju specifinih IgG protutijela, s
predominacijom protutijela tipa 1gG (atribut br.1). To je, prema kriterijima,
dijagnosticki znak jaCe uznapredovalih stupnjeva gastritisa. Da bi se poblize
razotkrile znaCajke te podskupine osoba, dodatno je ucinjen i klasifikacijski postupak
za taj atribut. Rezultati toga postupka su prikazani u tablici 28.

Tablica 28. Lista najznacajnijih atributa dobivenih klasifikacijom ispitanika metodama
induktivhog ucenja prema kriteriju Helicobacter pylori IgG >79,4 IU/mi

REDNI BROJ ATRIBUT GRANICNE KLASIFIKACIJSKA SPOSOBNOST
ATRIBUTA VRIJEDNOST!I Osjetljivost (%) | Specifiénost (%)
1. Helicobacter > 11,8 IU/ml 62,3 60,3
pylori IgA
2. T4 < 14,1 pmol/L 71,4 56,9
3. BMI < 29,02 kg/m? 85,7 44,8
4. Obujam <30,5cm 57,1 63,8
nadlaktice
5. T, < 5,6pmol/L 51,4 65,5
6. IgE <46 kIU/L 54,3 62,1
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Broj ispitanika u ciljnoj klasi je 35, a u negativnoj klasi 58.

Iz tablice 28. je vidljivo da je jedna od znacajki osoba s jate uznapredovalim
stupnjevima gastritisa proteinska malnutricija (atributi br.3 i 4).

Rezultati u tablicama 27. i 28. ukazuju na smanjenu imunost humoralnog tipa (atribut
br. 6, tablice 27 i 28.), te ve€u ucCestalost hipotireoze (atribut br.2, tablica 27. i atributi
br.2 i 5, tablica 28.), u osoba s kroni¢nim gastritisom.

Tablica 29. Lista najznacajnijih atributa dobivenih klasifikacijom ispitanika metodama
induktivhog uCenja prema kriteriju prolaktin >90,24 mIU/L

REDNI BROJ ATRIBUT GRANIGNE KLASIFIKACIJSKA SPOSOBNOST
ATRIBUTA VRIJEDNOSTI Osjetljivost (%) SpecifiCnost (%)
1. klirens kreatinina <1,59 62,3 77,5
mi/s/1.73m?
2. homocistein >12,05 pmol/L 60,4 75,0
3. dob > 65,5 god. 75,5 52,5
4. monociti >7.85% 71,7 52,5
5. neuropsihijatrijske DA 52,8 70,0
bolesti
6. debljina koznog 2 35,5 mm 71,7 52,5
nabora

U tablici 29. su prikazani rezultati klasifikacijskog postupka prema kriteriju ,prolaktin
>90,24 mlU/L“. Taj atribut je dobiven iz baze podataka primarnim klasifikacijskim
postupkom br. 2 (tablica 15) i ukazuje na povecanu serumsku koncentraciju hormona
prednjeg reznja hipofize prolaktina (hiperprolaktinemiju). Broj ispitanika u ciljnoj klasi
je 53, a u negativnoj klasi 40.

Iz tablice 29. je vidljivo da se hiperprolaktinemija Cesto moze naci u osoba starije dobi
(atribut br.3, osjetljivost 75,5%) i to u onih sa smanjenom bubreznom funkcijom
pracenom hiperhomocisteinemijom, te u onih s neuropsihijatrijskim poremecajima
(veca specifitnost za atribute ,klirens kreatinina“, ,homocistein“ i ,neuropsihijatrijske
bolesti“,nego za atribut ,dob®).

Za atribut “neuropsihijatrijske bolesti” je ucinjen dodatni klasifikacijski postupak,da bi

se poblize razotkrile znaCajke osoba s dijagnozom tih bolesti. Rezultati toga postupka
su prikazani u tablici 30.
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Tablica 30. Lista najznacajnijih atributa dobivenih klasifikacijom ispitanika metodama
induktivnog uc€enja prema kriteriju neuropsihijatrijske bolesti

REDNI BROJ ATRIBUT GRANIGNE KLASIFIKACIJSKA SPOSOBNOST
ATRIBUTA VRIJEDNOSTI Osjetljivost (%) SpecifiCnost (%)

1. klirens kreatinina <1,68 2 77,5 60,37

ml/s/1.73m

2. homocistein > 12,5 pmol/L 52,5 71,69

3. monociti >7,35% 57,5 69,81

4. prolaktin > 95,33 mIU/L 70,0 54,71

5. Helicobacter pylori | > 10,1 IU/ml 65,0 58,49

IgA
6. folna kiselina < 16,25 mM/L 45,0 83,0

Broj ispitanika u ciljnoj klasi je 40, a u negativnoj klasi 53.

Iz tablice 30. je vidljivo da se od klini¢kih stanja, neuropsihijatrijske bolesti najcesc¢e
pojavljuju skupa s kroni€nom bubreznom insuficijencijom (atribut br.1) i kroni¢nim
gastritisom (atribut br.5).

Neuropsihijatrijske bolesti ¢eS¢e imaju one osoba s kroni€chom bubreznom
insuficijencijom koje istovremeno imaju i hiperhomocisteinemiju (veca specifi¢nost za
atribut “homocistein”, nego atribut “klirens kreatinina”).

Povezanost izmedu neuropsihijatrijskin bolesti i hiperprolaktinemije je takva da
vecina osoba s neuropsihijatrijskim bolestima ima i hiperprolaktinemiju, ali ima i
osoba s hiperprolaktinemijom bez neuropsihijatrijskih bolesti (mala specificnost za
atribut prolaktin).

Tablica 31. Lista najznacajnijih atributa dobivenih klasifikacijom ispitanika metodama
induktivhog u€enja prema kriteriju dob>65,5 god.

REDNI BROJ ATRIBUT GRANIGNE KLASIFIKACIJSKA SPOSOBNOST
ATRIBUTA VRIJEDNOST! | Osjetljivost (%) | Specificnost (%)

1. debljina koznog 231,5mm 62,0 83,7

nabora
2. vitamin By, <2525 72,0 67,4
pmol/L
3. klirens kreatinina 1,68 ) 80,0 60,5
ml/s/1.73m

4. homocistein >12,5 umol/L 58,0 79,1

5. folna kiselina <20,35 mM/L 70,0 60,5

6. hemoglobin <129,5 g/L 60,0 74,4

Broj ispitanika u ciljnoj klasi je 50, a u negativnoj klasi 43.
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U tablici 31. su prikazani rezultati klasifikacijskog postupka prema kriteriju “dob>65,5
godina”. Taj atribut je dobiven primarnim klasifikacijskim postupkom br. 4 (tablica 17)
i predstavlja osobe starije dobi (>65 god).

Iz tablice 31. je vidljivo da se, od kliniCkih stanja, u osoba starije dobi naj¢eS¢e nalazi
smanjena bubrezna funkcija (atribut br.3) koja je u tih osoba Cesto pracena i
hiperhomocisteinemijom i proteinskom malnutricijom (veéa specificnost za atribute
“‘homocistein” i “debljina koznog nabora”, nego za atribut “klirens kreatinina”).

Tablica 32. Definiranje prepoznatljivinh patogenetskih poremecaja i klini¢kih stanja uz
pomoc rezultata dodatnih klasifikacijskih postupaka

PATOGENETSKI POREMECAJI GRUPIRANI ATRIBUTI
| KLINICKA STANJA

1. pomicanje ravnoteze smanjen % limfocita,

imunosnog odgovora a poveéan % mononuklearnih

od specificne prema i neutrofilnih leukocita

nespecificnoj i stani¢noj u diferencijalnoj krvnoj slici

imunosti (tablice 16,17i19)

2. deficit vitamina B, i folne kiseline, Smanjena serumska koncentracija

Hiperhomocisteinemija (tablice 14,20i21) vitamina B, i folne kiseline, a poveéana
koncentracija aminokiseline homocistein

3. blaga kroni¢na upala, Promjene u koncentraciji serumskih proteina

kroni¢na imunizacija, akutne faze upale

proteinska malnutricija (albumin, o, -,B - iy - globulini,

(tablice 14,15,16,17,22i23) C-reaktivni protein),
povecana debljina koZnog nabora

4. hipofunkcija hormona Stitne Zlijezde smanjena serumska koncentracija hormona

(hipotireoza) (tablice 14,16,17,27i28)) fT4i T3
poveéana serumska koncentracija hormona
TSH

5. kroni¢na bubrezna insuficijencija smanjen klirens kreatinina,

s hiperhomocisteinemijom i hiperhomocisteinemija,

poremecajem metabolizma glukoze shiZzena koncentracija glukoze u krvi

(tablice 14,16,21,25i26)

6. kroniCni gastritis uzrokovan infekcijom | pove¢ana serumska
mikroorganizmom Helicobacter pylori koncentracija IgA i IgG protutijela
(tablice 15,27i28) specificnih za mikroorganizam
Helicobacter pylori

7. mentalni i neurodegenerativni poremecaji | pove¢ana serumska koncentracija

praceni hiperprolaktinemijom hormona prednjeg reznja hipofize

(tablice15,17,29i30) prolaktina (i TSH),
neuropsihijatrijske bolesti

8. starija dob (tablice17,20,23,25i29) dob > 65 godina

U tablici 32. su zbirno prikazani prepoznatljivi patogenetski poremecaiji definirani na
osnovi grupiranja atributa u primarnim klasifikacijskim postupcima, te njihovog
preklapanja u dodatnim Kklasifikacijskim postupcima, te u skladu s postojecim
znanjem (tablice 14-31).

Neki od njih predstavljaju intermedijarne mehanizme (1-3), a neki bolje definirana
klinicka stanja (4-7,sjencano).
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prolaktin

neuropsihijatrijske bolesti
(tablica 30) Neuropsihijatrijske Hiperprolaktinemija (tablica 29)

polesti
Helicobacte prolaktin klirens kreatinina
pylori Ig neuropsihijatrijske homocistein
bolesti
(tablice 27, 28) Kroni€ni gastritis Kroni€¢na bubrezna (tablica 25)
insuficijencija
, Ty

Helicobacte
pylori IgA

Bolesti Stitne Zlijezde (tablica 24)
(hipotireoza)

Slika 14. Shematski prikaz povezanosti Cetiri identificirana kliniCkih stanja koja mogu
utjecati na slabljenje seroloSke reakcije na cjepivo protiv influence

Na poveznicama (oznaCeno crveno) su navedeni atributi koji se preklapaju izmedu
dodatnih klasifikacijskih postupaka koji ukazuju na te klinicke poremecaje.

Preklapanje atributa u tablicama 29 i 30 ukazuje na povezanost izmedu
neuropsihijatrijskih bolesti i hiperprolaktinemije.

Preklapanje atributa u tablicama 25 i 29 ukazuje na povezanost izmedu kroni€ne
bubrezne insuficijencije pracene hiperhomocisteinemijom i neuropsihijatrijskih
bolesti praéenih hiperprolaktinemijom.

Preklapanje atributa u tablicama 27 i 28 i 30 ukazuje na povezanost izmedu
kroni€énog gastritisa i neuropsihijatrijskih bolesti
prac¢enih hiperprolaktinemijom.

Preklapanje atributa u tablicama 24 i 27 i 28 ukazuje na povezanost izmedu bolesti
Stitne zlijezde (hipotireoze) i kroni€nog gastritisa.

Preklapanje atributa u tablicama 24 i 25 ukazuje na povezanost izmedu kroni€ne
bubrezne insuficijencije i hipotireoze.
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ll. ZAJEDNICKI UTJECAJ DOBI, PRETHODNOG ANTIGENSKOG ISKUSTVA |
POREMECAJA ZDRAVSTVENOG STANJA NA UCINKOVITOST CIJEPLJENJA

Tablica 33. Rezultati logistiCke regresijske analize,s uklju¢enim svim parametrima,

o utjecaju dobi, prethodnog antigenskog iskustva i poremecaja zdravstvenog stanja
na ucinkovitost cijepljenja protiv influence (odds ratios-OR i 95% confidence interval-
CI)

STUPANJ
PARAMETAR OR 95% ClI ZNACAJNOSTI
p-vrijednost
Dob 1,074 0,961 — 1,200 0,207
Glukoza u krvi 0,836 0,594 — 1,176 0,304
Debljina koznog nabora 1,070 0,950 - 1,205 0,264
Prethodno cijepljeni (nisu) 0,084
Prethodno cijepljeni (1x) 0,306 0,037 — 2,495 0,268
Prethodno cijepljeni (2-3x) 0,062 0,006 — 0,634 0,019
Prethodno cijepljeni (24 x) 0,130 0,010 — 1,657 0,116
Helicobacter pylori IgA 1,000 0,985 -1,015 0,977
Monociti % 1,234 0,848 — 1,795 0,272
Limfociti % 0,961 0,883 — 1,047 0,364
MCV 1,025 0,900 - 1,167 0,711
Albumin 1,292 0,966 — 1,730 0,085
Klirens kreatinina 2,534 0,295 - 21,78 0,397
Homocistein 1,108 0,878 — 1,399 0,388
B-globulini 0,652 0,305 - 1,392 0,269
v-globulini 1,330 0,939 - 1,885 0,109
Vitamin By, 0,998 0,992 - 1,003 0,380
Prolaktin 1,003 0,996 — 1,010 0,397
TSH 2,014 0,930 — 4,361 0,076
fT, 0,855 0,619 -1,183 0,345
H4N,-ostatni titar 0,972 0,926 — 1,021 0,256
H;N,-ostatni titar 1,004 0,992 - 1,016 0,494
B/Sicuan-ostatni titar 1,050 1,003 - 1,100 0,038
B/Hong Kong-ostatni titar 1,003 0,996 — 1,011 0,412

U tablici 33. su prikazani rezultati logistiCke regresijske analize, metode s uklju¢enim
svim parametrima, primijenjene za analizu zajedni¢kog utjecaja dobi, broja
prethodnih cijepljenja (izrazenog kao kategorije cijepnog statusa: nisu cijepljeni
N=37, 1x cijepljeni N=19, 2-3x cijepljeni N=13 i 24x cijepljeni N=24), visine ostatnog
titra protutijela za 4 testirana antigena virusa influence, te 16 parametara
zdravstvenog stanja, dobivenih kao znacajnih iz baze podataka primjenom metoda
induktivhog ucenja.

Rezultati te analize pokazuju da je cijepni status (broj prethodnih cijepljenja)
najvazniji prediktor u€inkovitosti cijepljenja prema kriteriju da se dobrom reaktivno$¢u
smatra =4x porast titra protutijela na 2 ili 3 komponente cjepiva, dok se slabom
reaktivoS¢u smatra takav seroloSki odgovor na samo jednu, ili ni jednu komponentu
cjepiva. Pri tome, prethodno cijepljenje od 2-3 puta ima znacajan povoljan ucinak na
ucinkovitost cijepljena (OR 0,062, 95% CI 0,006-0,634).
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Osim toga, rezultati te analize ukazuju i na znaCajan negativan utjecaj heterologne
imunosne reakcije na ucinkovitost cijepljenja koju u ovom radu predstavlja antigen
virusa influence B/Sicuan (OR 1,050, 95% CI 1,003-1,100).

Sposobnost procjene ucinkovitosti cijepljenja, prema navedenom kriteriju,pomocu
ovoga modela je 76,9%, (p=0,002) s ograni€enjem da su rezultati dobiveni na malom
uzorku ispitanika (slabo reagirali N=58, dobro reagirali N=35, ukupno N=93).

Tablica 34. Rezultati logistiCke regresijske analize,metode uklju€ivanja (forward),

o utjecaju dobi, prethodnog antigenskog iskustva i poremecaja zdravstvenog stanja
na ucinkovitost cijepljenja protiv influence (odds ratios-OR i 95% confidence interval-
Cl)

STUPANJ
PARAMETAR OR 95% ClI ZNACAJNOSTI

p-vrijednost
Prethodno cijepljeni (nisu) 0,013
Prethodno cijepljeni (1x) 0,127 0,025 - 0,644 0,013
Prethodno cijepljeni (2-3x) 0,050 0,008 - 0,303 0,001
Prethodno cijepljeni (24 x) 0,105 0,014 - 0,779 0,028
Limfociti % 0,942 0,889 — 0,998 0,043
Homocistein 1,150 0,998 — 1,326 0,053

U tablici 34. su prikazani rezultati logistiCke regresijske analize, metode postepenog
uklju€ivanja parametara (forward), primijenjene za analizu zajedni¢kog utjecaja dobi,
broja prethodnih cijepljenja (izrazenog kao kategorije cijepnog statusa: nisu cijepljeni
N=37, 1x cijepljeni N=19, 2-3x cijepljeni N=13 i 24x cijepljeni N=24), visine ostatnog
titra protutijela za 4 testirana antigena virusa influence, te 16 znacajnih parametara
zdravstvenog stanja, dobivenih prethodnom primjenom metoda induktivhog ucenja
na bazu podataka.

Analiza je zavrSila u 3. koraku, s postignutom predikcijskom snagom modela od 75,8
% (p=0,041), za navedene kriterije ucinkovitosti cijepljenja.

Rezultati te analize pokazuju da je cijepni status (broj prethodnih cijepljenja)
najznacajniji prediktor ucinkovitosti cijepljenja, s tim da prethodno cijepljenje od 1 ili
vise puta ima povoljan ucinak na rezultat sadasnjeg cijepliena (1x cijepljeni OR
0,127, 95% CI 0,025-0,644), (2-3x cijepljeni OR 0,050, 95% CI 0,008-0,303), (=4x
cijepljeni OR 0,105, 95% CI 0,014-0,779).

Poremecaji zdravstvenog stanja i to smanjen postotak limfocita u diferencijalnoj
krvnoj slici i povec¢ana serumska koncentracija aminokiseline homocistein mogu u
manjoj mjeri (grani¢na znacajnost, p=0,043 za limfocite% i p=0,053 za homocistein)
utjecati na ucinkovitost cijepljenja, na taj nacin da je oslabljuju (za limfocite % OR
0,942, 95% CI 0,889-0,998), (za homocistein OR 1,150, 95% CI 0,998-1,326).
Rezultati ove analize pokazuju da uvodenje parametara zdravstvenog stanja u model
(3.korak analize) povecava negativhu prediktivhu vrijednost modela - za slabo
reagiranje na cjepivo protiv influence (odnos pozitivne i negativne prediktivne
vrijednosti modela je 68,6/80,4%, srednja vrijednost 75,8%), u odnosu na model koji
sadrzi samo varijablu koja ukazuje na broj prethodnih cijepljenja (1.korak analize,
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odnos pozitivne i negativne prediktivhe vrijednosti modela je 34,3/68,1%, dok je
ukupna prediktivna vrijednost modela 68,1%),

Tablica 35. Rezultati logistiCke regresijske analize, metode isklju€ivanja (backward),
o utjecaju dobi, prethodnog antigenskog iskustva i poremecaja zdravstvenog stanja
na ucinkovitost cijepljenja protiv influence (odds ratios-OR i 95% confidence interval-
Cl)

STUPANJ
PARAMETAR OR 95% ClI ZNACAJNOSTI

p-vrijednost
Prethodno cijepljeni nisu) 0,023
Prethodno cijepljeni (1x) 0,187 0,035 - 0,997 0,050
Prethodno cijepljeni (2-3x) 0,059 0,009 - 0,367 0,002
Prethodno cijepljeni (24 x) 0,126 0,017 - 0,917 0,041
Limfociti % 0,939 0,880 — 1,001 0,052
Vitamin B, 0,998 0,994 — 1,002 0,278
B/Sicuan-ostatni titar 1,021 0,997 — 1,045 0,085

U tablici 35. su prikazani rezultati logistiCke regresijske analize, metode postepenog
isklju€ivanja parametara (backward), primijenjene za analizu zajedniCkog utjecaja
dobi, broja prethodnih cijepljenja (izrazenog kao kategorije cijepnog statusa: nisu
cijepljeni N=37, 1x cijepljeni N=19, 2-3x cijepljeni N=13 i 24x cijepljeni N=24), visine
ostatnog titra protutijela za 4 testirana antigena virusa influence, te 16 parametara
zdravstvenog stanja, dobivenih kao znacajnih iz baze podataka primjenom metoda
induktivhog ucenja.

Analiza je zavrsila u 18. koraku, s postignutom snagom predikcije modela od 75,8%
(p=0,003), za navedene kriterije u€inkovitosti cijepljenja.

Rezultati te analize pokazuju da je najznacajniji prediktor ucinkovitosti cijepljenja
cijepni status, s tim da prethodno cijepljenje, posebno od 2-3 puta, ima povoljan
ucinak na rezultat sadasnjeg cijepljenja (OR 0,059, 95% CI 0,009-0,367).

Maniji i to negativan utjecaj na ucinkovitost cijepljenja imaju poremecaji zdravstvenog
stanja, smanjen postotak limfocita u diferencijalnoj krvnoj slici (OR 0,939, 95% CI
0,880-1,001) i deficit vitamina B2 (OR 0,998, 95% CI 0,994-1,002), kao i heterologna
imunosna reakcija na antigen B/Sicuan (OR 1,021, 95% CI 0,997-1,045).
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RASPRAVA

. UVOD

Influenca (gripa) je visokokontagiozna respiratorna bolest koja se javlja u zimskim
mjesecima u obliku epidemija. Za vrijeme epidemija influence moze oboliti i do 40%
pucanstva Sto influenci daje velik javnozdravstveni znacaj (6). Bolest obi¢no prolazi
spontano, bez trajnih posljedica. Jedino u starijih osoba (>65 god) i osoba s
kroni¢nim bolestima, influenca moze dovesti do ozbiljnih komplikacija od strane
respiratornog i kardiovaskularnog sustava. Zbog toga epidemije influence uvijek prati
nagli porast broja bolni¢kih lijeCenja, morbiditeta i opéeg mortaliteta (10). U preko
90% sluCajeva se radi o osobama starije dobi (6). Zbog toga se redovito godiSnje
cijepljenje protiv influence najviSe i preporucuje tim populacijskim skupinama (6,10,
98). Takav postupak se pokazao opravdanim iz zdravstvenih i ekonomskih razloga,
jer znaCajno smanjuje rizik nastanka komplikacija i mortaliteta, a smanjuje i broj
bolnickih lijeCenja, te opcenito troSkove zdravstvene skrbi (88). Narasla svijest o tome
da se influenca moze prevenirati je dovela do stvaranja globalnih akcijskih planova i
strategija za spreCavanje epidemija influence (98,126). Cilj im je cijeplienjem
obuhvatiti §to veci dio populacije, prije svega one skupine za koje se smatra da imaju
povecan rizik od nastanka komplikacija. Medutim, prakti¢na implementacija takve
strategije u velikoj mjeri ovisi o ekonomskoj moci i znaCajkama stanovniStva pojedine
zemlje. To znaci da je u primjeni pojedinih protokola cijepljenja, ili drugih preventivnih
mijera, vazno procijeniti odnos koristi i koStanja (126,127).

Naime, nove sofisticirane tehnologije proizvodnje cjepiva namecu pitanje dostupnosti,
uCinkovitosti i specificnih indikacija za primjenu pojedinih vrsta cjepiva, kao i
opravdanosti dodatnih troSkova cijeplijenja (127,128,129). Javlja se potreba za
izradom nacionalnih programa cijepljenja koji moraju voditi raCuna o tome da se u
okviru planiranih troSkova cijepljenjem postigne maksimalni obuhvat populacije i
omoguci zastita od influence onima kojima je najviSe potrebna i to na najucinkovitiji
moguci nacin (98,126).

Takav organizirani pristup bi naro€ito mogao doéi do izrazaja u slu€aju izbijanja
pandemije influence. Tada bi zadatak bio osigurati optimalnu zastitu pu€anstva u
situaciji ograniCenih koli€ina cjepiva, poteSkoca u distribuciji i primjeni cjepiva i drugih
organizacijskih poteSkoca, kao i naglog rasta troSkova zdravstvene skrbi (130,131).

Slu€ajevi prijelaza ,pticje“ i ,svinjske“ gripe na ljude posljednjih godina, odnosno
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postojanje stalnog animalnog rezervoara virusa influence, podsjecaju na to da pojava
pandemije influence u svakom trenutku moze postati realna prijetnja za ovje€anstvo
(132).

Da postoji potreba za preciznijim definiranjem indikacijskih skupina za cijepljenje
protiv influence, govore i rezultati novijih klini¢kih radova. Pokazalo se npr. da iako je
redovito godiSnje cijepljenje starijin osoba protiv influence opcéenito ekonomski
opravdano, to se nije moglo dokazati i za podskupinu zdravih starijih osoba (88,133).
Slicno tome, ima radova koji pokazuju da se ucinak cijepljenja, u osoba s kroni¢nim
bolestima za koje se smatra da pripadaju konvencionalno definiranim rizi¢nim
skupinama, ne razlikuje od onoga u mladih zdravih osoba (134,135). Cak i unutar iste
rizicne skupine, kao Sto su npr. stariji dijabetiCki bolesnici, postoji znacajna razlika u
rezultatima cijepljenja izmedu pojedinih osoba (136). Misli se da bi, kada su u pitanju
kroni¢ne bolesti, osim dijagnoze bolesti, mogao biti vazan i stupanj uznapredovalosti
bolesti, kao i prisustvo pratecih bolesti (komorbiditet). Cak bi i same Zivotne navike,
uklju€ujuéi nacin prehrane, socijalne Cinitelje, ili deficit odredenih mikronutritijenata,
mogli pri tome biti od znacaja (137,138).

Sve to namece potrebu za preciznom identifikacijom cimbenika koji utjeCu na
produkciju specifiCnih protutitijela poslije cijepljenja, te za predvidanjem ucinkovitosti

cijepljenja pomo¢u matematickih modela.

Il. UTJECAJ ANTIGENSKOG ISKUSTVA | DOBI NA UCINKOVITOST
CIJEPLJENJA

1. Utjecaj antigenskog iskustva (broja prethodnih cijepljenja i visine ostatnog
titra protutijela) na u€inkovitost cijepljenja

Zbog Cestih antigenskih promjena virusa influence, cijepljenje protiv influence se
provodi svake godine, trovalentnim cjepivom koje sadrzi podtipove H{N i H3N> virusa
influence tipa A, te virus influence tipa B, S$to su sve epidemijski tipovi virusa koji
cirkuliraju populacijom posljednjih desetlje¢a (6,11,139). Tim putem inducirana
protektivha imunost je kratkog trajanja pa i zbog toga cijepljenje treba ponavljati
svake godine (13). Nekoliko meta-analiza je potvrdilo da ponavljanje cijepljenje daje,
ako ne bolji, onda barem jednak stupanj zastite, kao Sto je onaj nakon prvog

cijepljenja (16).
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Nasi rezultati pokazuju da se i pri prvom i ponovljenim cijepljenjima, u osoba starjih
od 50 godina, s kroni¢nim bolestima, za komponente cjepiva A/H3N, i B/[Hong Kong
postize zasStitna visina titra protutijela u preko 80% cijepljenih osoba (tablice8i10).
LosSiji uspijeh cijepljenja, sa zaStithom visinom titra u 50-55% cijepljenih osoba,
postize se samo za komponentu cjepiva A/H{N4 poznatu po niskim titrovima
protutijela, te Cestim odsustvom ostatnog titra protutijela (tablica6)
(13,15,17,140,141).

Nasi rezultati, Sto je u skladu s rezultatima vecine drugih studija, op¢enito pokazuju
da seroloSki odgovor nakon cijepljenja, za sve tri komponente cjepiva, A/HiNj,
A/H3N3 i B/Hong Kong, mjeren prosjeénom visinom titra protutijela i postotkom osoba
sa zastitnim (=1:40) titrom protutijela, ne ovisi o njihovom cijepnom statusu (tablice5-
10) (13,15,141).

Za razliku od tih ranije objavljenih studija, radenih na uzorku osoba srednje ili starije
dobi, uglavhom zdravih i cijepljenih najvise dva do tri puta, u nasSu studiju su
ukljucene starije osobe s nekoliko kroni¢nih bolesti i poremecéaja zdravstvenog stanja,
od kojih su neke cijepljene Cetiri i viSe pa sve do deset puta. Nasi rezultati pokazuju
da ¢ak ni u tih osoba, u kojih bi imunosna reaktivnost mogla biti smanjena, zastitni
ucinak cijeplienja nije oslabljen pa ¢ak ni nakon brojnih uzastopnih cijepljenja
(tablica11).

U posebnim slu€ajevima, kao na primijeru komponente cjepiva B/Hong Kong, ipak je
moguce da se nakon brojnih uzastopnih cijepljenja, u odnosu na prvo cijepljenje,
visina titra protutijela znacajno smaniji. Uzrok toj pojavi je heterologna (anamnesticka)
reakcija na antigen B/Sicuan koji se nalazio u sastavu starijih cjepiva. U prilog tome
govori znacajan porast ostatnog titra protutijela i titra protutijela nakon cijepljenja na
antigen B/Sicuan, u skupini ispitanika koja je prethodno cijepljena 2-3 puta, $to znadi
cjepivima koja su u svom sastavu sadrzavala taj antigen (tablica11). Do znacajnog
smanjenja ucinka cijepljenja na komponentu cjepiva B/Hong Kong je medutim doslo
samo u ispitanika prethodno cijepljenih 4 i viSe puta, Sto moze biti zbirni ucinak
heterolognih reakcija potaknutih brojnim varijantama komponente ,B“ cjepiva,
sadrZzanim u tim prethodnim cjepivima (tablica11). O inhibitornom ucinku heterologne
reakcije na uc€inkovitost cijepljenja svjedocCe i rezultati drugih radova (12,14,15).
Rezultati dosadasnjih studija ukazuju da na ucinkovitost cijepljenja inhibitorno moze
djelovati i visina ostatnog titra protutijela, $to u nasem radu dolazi do izrazaja u

rezultatima gdje je ucinkovitost cijepljenja mjerena ,Cetverostrukim ili ve¢im porastom
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titra protutijela® (tablice 7 i 9) (13,14,141). Naime, za komponente cjepiva A/H3N> i
B/Hong Kong, do Cetverostrukog i veceg porasta titra protutijela nakon cijepljenja je u
znacajno vec¢em postotku osoba doslo u skupini osoba koje se cijepe prvi put, nego u
skupini osoba koje su prethodno vec cijepliene, a koje imaju i znafajno vecu
prosjeCnu visinu ostatnog titra protutijela, $to je moglo inhibitorno djelovati na
produkciju specifiCnih protutijela poslije cijepljenja (tablice 7 i 9).

Rezultati koji se odnose na komponentu cjepiva A/Hi{N;{ pokazuju da je ta
komponenta specificna po vrlo niskim titrovima protutijela, kako ostatnim (prije
cijepljenja), tako i titrovima protutijela poslije cijepljenja, $to odgovara i podacima iz
literature (tablice5i11) (13,15,17,140,141).

Nasi rezultati pokazuju, Sto je u skladu i s rezultatima drugih studija, da je ostatni titar
protutijela na tu komponentu cjepiva nizak, ne samo kada je nastao kao posljedica
imunizacije prirodnim putem (u skupini osoba koje se cijepe prvi put), nego i kao
rezultat prethodnih cijepljenja (tablice5i11) (13,14,17). Naime, u vecine ispitanika
uklju€enih u ovo ispitivanje, a to su osobe stare 50 i viSe godina, ostatni titar za tu
komponentu cjepiva nije ni bio mjerljiv. To se moze objasniti slabom primarnom
imunizacijom tih osoba, rodenih u vrijeme kada su populacijom cirkulirale starije
varijante toga tipa virusa influence, karakteristi¢ne po slaboj antigenskoj varijabilnosti
(mali ,antigenski drift“). To je bio razlog zbog kojega su tadasnje epidemije influence
bile malih razmjera pa je i imunizacija populacije na taj tip virusa influence prirodnim
putem bila slaba (13,14,17).

Nizak ostatni titar mozZe biti uzrokom i relativno niskih titrova protutijela i nakon
cijepljenja, sto smo za ovu komponentu cjepiva takoder utvrdili (tablice5i11). Naime,
dosadasnje iskustvo pokazuje da osobe bez ostatnog titra protutijela imaju i nizak
titar protutijela i nakon cijeplienja (13,14,17). Drugi moguéi uzrok niskih titrova
protutijela nakon cijepljenja, za ovu komponentu cjepiva, je blisko povezan s prvim, a
to je cijepljenjem potaknuta imunosna reakcija na starije varijante toga tipa virusa, sto
je moglo umanijiti reakciju na antigenski slicne novije varijante, sadrZzane u sastavu
sadasnjeg cjepiva (pojava poznata kao primarno antigensko iskustvo, original
antigenic sin) (139).

Niski titrovi protutijela su vjerojatno i razlog sto je ucinak cijepljenja, izraZzen kao
postotak osoba sa zastitnim (21:40) titrom protutijela, za ovu komponentu cjepiva,
najlosiji (tablice6,8i10).
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Da su niski titrovi protutijela poslije cijepljenja, za tu komponentu cjepiva, povezani sa
starijom dobnom strukturom ispitanika uklju¢enih u ovo ispitivanje - indirektno govore
rezultati drugih studija. Tako se u studiji u kojoj su uzorak ispitanika Cinile osobe
mlade i srednje dobi, komponenta A/H{N1 cjepiva ponaSala drugacije nego u naSem
radu, jer je nadena znaCajna povezanost izmedu visine ostatnog titra protutijela i
porasta titra i za tu, kao i za ostale dvije komponente primijenjenog cjepiva (13).
Rezultati nekih drugih studija su pokazali da se najmanji postotak osoba sa zastitnim
titrom protutijela poslije cijepljenja, za tu komponentu cjepiva, nalazi upravo u skupini
starijih osoba, posebno onih koje su imale nemjerljiv ostatni titar protutijela (17).

Da bi slab seroloski odgovor na tu komponentu cjepiva mogao biti posljedica o dobi
ovisnog iskustva primarne imunizacije, govore rezultati rada €iji su autori nasli da za
tu komponentu cjepiva (ali ne i druge dvije) postoji znaCajna povezanost izmedu dobi
i visine ostatnog titra protutijela. Medutim, samo se visina ostatnog titra protutijela, ali
ne i dob, pokazala samostalnim cimbenikom koji ima utjecaja na porast titra
protutijela poslije cijepljenja (95).

Medutim, ni moguénost da su niski titrovi protutijela, kao i slab seroloSki odgovor, za
tu komponentu cjepiva, direktna posljedica starije dobi i s dobi povezanih kroni¢nih
bolesti i poremecaja zdravstvenog stanja - ne moze se sa sigurnoScu iskljuciti.

Za razliku od komponente A/H{N4, komponentu A/H3N, karakteriziraju visoki titrovi
rezidualnih protutijela (ostatni titrovi), koji perzistiraju u serumu kao rezultat proslih
infekcija i prethodnih cijepljenja (tablice7i11).

Nasi rezultati su u skladu s poznatim zna€ajkama podtipa HsN; virusa influence tipa
»,A"“ da potiCe stvaranje visokih titara protutijela, Sto se povezuje s njegovom velikom
antigenskom varijabilnoS¢u, te ve¢im epidemijama i boljom prirodnom imunizacijom
populacije. Naime, taj tip virusa influence se nije bitno antigenski mijenjao od kako se
sa pandemijom 1968. godine prvi puta pojavio u populaciji (10,17). Te njegove
znacCajke vjerojatno uzrokuju visoke titrove protutijela koji se za tu komponentu
cjepiva mogu naci €ak i u osoba starije dobi, a visoki titrovi protutijela su vjerojatno i
razlogom $to je gotovo 100% osoba uklju€enih u ovo ispitivanje, neovisno o svom
cijepnom statusu, cijepljenjem postiglo zastitnu visinu titra protutijela (tablica8).
Teorijski postoji mogucnost da visoki ostatni titrovi protutijela, zbog svog inhibiraju¢eg
utjecaja, dovedu do smanjenja titra protutijela poslije cijepljenja. Takva tendencija je i
vidljiva nakon 5 i viSe uzastopno ponovljenih cijepljenja (tablica11). Medutim,

vjerojatno upravo zbog sklonosti za produkciju visokih titara protutijela, ¢ak ni brojno
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uzastopno cijeplienje ne utjeCe negativho na zastitni ucinak cijeplienja na tu
komponentu cjepiva, jer vecdina cijepljenih osoba ipak uspijeva postici zastitnu visinu
(21:40) titra protutijela (tablica8).

2. Utjecaj (starije) dobi na u€inkovitost cijepljenja protiv influence

UCinak cijepljenja protiv influence u starijih osoba je slabiji nego u mladih osoba
(6,10,15,140). Medutim, ne zna se da li je to posljedica smanjene imunosne
reaktivnosti starijih osoba, vezane uz proces starenja imunosnog sustava i/ili
kroni¢ne bolesti koje prate starenje, povecéanja broja cijepljenja progresivno s dobi, ili,
kao u slu€aju komponente A/HiN¢, dobno ovisnih razlika u antigenskom iskustvu
primarne imunosne reakcije (12,13,15,17,89,140,141,142,143,144).

Za vrijeme epidemija influence, u populaciji starijih osoba zbog toga moze doci do
teSkih posljedica. To naroCito moze doc¢i do izrazaja u slu€aju slabe antigenske
podudarnosti izmedu komponenti cjepiva i cirkuliraju¢ih virusa, ili pri pojavi antigenski
potpuno novog virusa influence, kao $to je u slu€aju pandemije influence (11,130).
NaSi rezultati ukazuju da zastitni uCinak cijepljenja protiv influence, izrazen kao
postotak osoba sa zastitnim titrom protutijela, nije slabiji u osoba starijih od 65
godina, ¢ak ni onih starijih od 70 godina, u odnosu na osobe mlade od 65 godina
(tablica12). Ni prosjeCna visina titra protutijela nakon cijeplijenja se znacajno sa
staroS¢u ne smanjuje (tablica13). Medutim, kada se za ucCinkovitost cijepljenja koristi
mjera ,postotak osoba sa znacajnim (4-strukim i vecim) porastom titra protutijela®,
moze se, u osoba starijih od 65 godina, zapaziti znacajno smanjenje ucinkovitosti
cijepljenja, ali samo za komponentu cjepiva B/[Hong Kong (tablica12).

Da taj rezultat mozZe biti posljedica povecanja broja cijeplienja s dobi, pokazuju
analize kojima je utvrdeno da postoji znacajna razlika u broju cijepljenja izmedu
osoba starijih od 70 godina i osoba starih 65 godina i manje (Fisher's Exact test,
tablica12) (slika13). Moguce je da je to povecanje broja cijepljenja povezano sa
znacajno vecim ostatnim titrom protutijela, za tu komponentu cjepiva, utvrdenim u
dobnoj skupini 71-75 godina, u odnosu na mlade dobne skupine (K-W test za grupu,
tablica13). Na smanjeni ucinak cijepljenja, na tu komponentu cjepiva, u osoba starijih
od 70 godina, je mogla utjecati i heterologna reakcija na toj komponenti srodan
antigen B/Sicuan. Naime, ta reakcija je doSla do izrazaja u osoba prethodno

cijepljenih 2 ili vise puta, a koje su vec¢inom starije od 70 godina (tablica11) (slika13).
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Iz te analize proizlazi da prethodno antigensko iskustvo mozZe ,zamaskirati“ neovisan
utjecaj starije dobi i/ili pridruzenih kroni¢nih bolesti i poremecaja zdravstvenog stanja
na smanjenu ucinkovitost cijepljenja protiv influence.

Zajednicko negativno djelovanje svih tih ¢imbenika, prema raspolozivim podacima,
najvise dolazi do izrazaja u reakciji starijih osoba na novu varijantu virusa influence
koja se pojavila u populaciji (11). U nasSem radu, to je slu€aj s antigenom B/Hong
Kong, za kojega je jedino i utvrdeno smanjenje ucinkovitosti cijepljenja, mjereno
postotkom osoba s 4-strukim i vecim porastom titra protutijela, u osoba starijih od 65
godina. Medutim, €ak i u takvoj situaciji, zastitni ucinak cijepljenja, tj. postotak osoba
sa zastitnim titrom (21:40) protutijela nakon cijepljenja, u osoba starije dobi, u odnosu
na osobe mlade od 65 godina, ne mora biti smanjen (tablica12).

Ako se tim rezultatima pribroje i rezultati koji pokazuju da su osobe koje su viSe puta
cijeplijene (2-3 ili 4 i viSe puta) znacajno starije (medijan 74, odnosno 69,5 godina)
nego osobe koje nikada ranije nisu cijepljene ili su cijepljene samo jedanput (medijan
66, odnosno 64 godina) (slika13) - to ukazuje da ponavljanje cijepljenja nema
negativnog utjecaja na ucinkovitost cijepljenja u osoba starije dobi (>65 godina), ¢ak
ni onih s viSe kroni¢nih bolesti i poremecaja zdravstvenog stanja, kakvi su bili nasi

ispitanici.
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ll. UTJECAJ KRONICNIH BOLESTI | PATOGENETSKIH POREMECAJA NA
UCINKOVITOST CIJEPLJENJA

1. Dobiveni zna€ajni parametri zdravstvenog stanja

Iz baze podataka, od ukupno 52 parametra koji osim dobi i spola opisuju i razliCite
aspekte poremecaja zdravstvenog stanja, uz pomo¢ 4 kriterija za klasifikaciju
ispitanika smo dobili 16 znacajnih parametara koji bi mogli, pojedinacno, ili u
kombinaciji, biti vazni za predikciju slabog seroloSkog odgovora na cjepivo protiv
influence (tablice14-18).

Opcenito, najbolji odnos osjetljivosti i specificnosti pokazuju parametri selekcionirani
u klasifikacijskom postupku br.1, posebno prvih pet parametara na listi, s tim da su
dobiveni na malom uzorku od 10 ispitanika klasificiranih da slabo serolo$ki reagiraju
(tablica14). Taj klasifikacijski postupak i opisuje osobe s najslabijim rezultatom
cijepljenja, jer je od 10 ispitanika njih 9 imalo negativan rezultat seroloSkog testa na
sve 3 komponente cjepiva.

Prema pravilima ILLM algoritama, prvi parametri na listi, dobiveni u nekom
klasifikacijskom postupku, su i najbolji prediktori, a to su, u 4 klasifikacijska postupka:
povecan postotak monocita i smanjen postotak limfocita u diferencijalnoj krvnoj slici,
te smanjena serumska koncentracija vitamina Bi, i povecana koncentracija
aminokiseline homocistein (tablice14-17).

lako medu dobivenim znacajnim parametrima zdravstvenog stanja nema Kklinickih
dijagnoza bolesti, parametri specificno selekcionirani u pojedinoj od klasifikacija
mogu ukazivati na pojedina specifitna, bolje definirana klinicka stanja, kao $to su:
1.smanjena funkcija bubrega prac¢ena hiperhomocisteinemijom, 2.sindrom upale i
proteinske malnutricije povezan s poremecajem metabolizma glukoze, 3.kronicni
gastritis, te 4.promjene koje sa starenjem nastaju u mozgu (osobito u hipotalamusu i
prednjem reznju hipofize, mjestima centralne neuroendokrine kontrole) (tablica18). S
druge strane, parametri koji se preklapaju u dvije ili viSe klasifikacia mogu
predstavljati zajedniCke intermedijarne mehanizme koji utjeCu na ucinak cijepljenja
(tablica18). Ti parametri su: postotak limfocita i mononuklearnih leukocita u
diferencijalnoj krvnoj slici, hormon $&titne Zlijezde tiroksin (fT4), vitamin B4z (ili njegov
ekvivalent - parametar MCV), B-globulini, te debljina koznog nabora iznad nadlaktice
(tablica18).
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2. Klinicka stanja i patogenetski poremecaji koji mogu utjecati na seroloski
odgovor nakon cijepljenja

Posto se medu dobivenim znacajnim parametrima zdravstvenog stanja ne nalaze
dijagnoze bolesti, pomocéu tih parametara nije moguce vrsiti probir osoba koje bi
mogle slabo reagirati na cjepivo protiv influence isklju€ivo na osnovi klini¢kih kriterija.
Zato bi definiranje kliniCkih stanja, povezanih sa slabom reakcijom na cjepivo protiv
influence, moglo pomoc¢i pri kliniCkom probiru takvih osoba, te povecéati naSe
razumijevanje o tome kako poremecaji zdravstvenog stanja utje€u na imunosnu
reaktivnost.

U tu svrhu smo primjenili dodatne klasifikacijske postupke, za vecinu od 16
prethodno selekcioniranih parametara, ¢ime smo stekli bolji uvid u nacin kako su ti
parametri medusobno povezani u funkcionalne cjeline (tablice19-31). To je, uz
objasnjenje dobivenih rezultata pomodéu postojec¢eg znanja, omogucilo definiranje 8
prepoznatljivih patogenetskih poremecaja i to: 1.pomicanje ravnoteze imunosnog
odgovora, 2.deficit vitamina B12 i hiperhomocisteinemija, 3.blaga kroni¢na upala,
proteinska malnutricija i kroni€na imunizacija, 4.hipofunkcija hormona Stitne Zlijezde
(hipotireoza), 5.kroni€na bubrezna insuficijencija s hiperhomocisteinemijom i
poremecajem metabolizma glukoze, 6.kroni¢ni gastritis uzrokovan infekcijom
mikroorganizmom Helicobacter pylori, 7.mentalni i neurodegenerativni poremecaji
praceni hiperprolaktinemijom, te 8.starija dob (tablica 32).

Neki od tih poremecéaja predstavljaju intermedijarne mehanizme (1-3), a neki bolje
definirana kliniCka stanja (4-7). Utvrdena povezanost izmedu tako definiranih
poremecaja znaci da se viSe od jednog poremecaja moze naci u pojedine osobe, 5to
oteZava probir osoba koje bi mogle slabo serolo$ki reagirati pomocu Klini¢kih kriterija
(slika14).

2.1. Pomicanje ravnoteze imunosnog odgovora

Smanjen postotak limfocita (<35%) i povecan postotak mononuklearnih (>7,9%) i
neutrofilnih leukocita (>49,5%) u diferencijalnoj krvnoj slici mogu biti pokazatelji
patogenetskog poremecaja koji utje€e na produkciju specifi¢nih protutijela, u skladu s
pomicanjem ravnoteze imunosnog odgovora od specificne prema nespecificnoj i
stani¢noj imunosti, pri ¢emu bi limfopenija u starijih osoba mogla biti znak slabljenja

specificne imunosne reakcije (tablice16,17i19) (37,89). U prilog tome govori i podatak
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da je limfopenija u starijih osoba povezana s ¢eS¢im bakterijskim infekcijama, te da
predstavlja lo§ prognosticki znak (145). Nadalje, limfopenija moze biti i znak
slabljenja ukupnih homeostatskih mehanizama, jer se pokazala dobrim
predskazateljem skoradnjeg smrtnog ishoda (146). Kao druga mogucnost, ukupan
broj limfocita u perifernoj krvi moze biti i genetski determiniran (147).

Nasi rezultati ukazuju na patogenetske poremecaje, kao Sto su poremecaj
metabolizma glukoze i blagi stupanj upale, kao moguce uzroke limfopenije. Od
klinickih stanja, to su kronicni gastritis uzrokovan infekcijom mikroorganizmom
Helicobacter pylori, te smanjena bubrezna funkcija (tablica 19) (slika 15).

intermedijarni mehanizmi

metabolicki poremecaji
oksidacijski stres

upala
Hellcp_bacter pylori povecanje Bubrg;_na i
gastritis monocita insuficijencija
smanjenje
limfocita (proliferacija, apoptoza)

b

smanjena imunosna reaktivnost

Slika 15. Pomicanje ravnoteze imunosnog odgovora od specificne prema
nespecificnoj i stani¢noj imunosti

Objasnjenje u tekstu

2.2. Deficit vitamina B4z, hiperhomocisteinemija

2.2.1. Uvod

Parametri ,vitamin Bq,<212,0 pmol/L" i ,homocistein>12,7 umol/L*, dobiveni
primarnom selekcijom iz baze podataka, ukazuju da deficit vitamina Bqy i
hiperhomocisteinemija mogu takoder oslabiti produkciju specifi¢nih protutijela nakon
cijepljenja (tablica14).

Radi se o skupini blisko povezanih metaboli¢kih poremecaja, primarno povezanih s
deficitom vitamina B-skupine, osobito vitamina B+, a rjede folne kiseline i/ili vitamina
Bs, Cija uCestalost raste sa staroS§¢u (120). Na medusobnu povezanost tih

poremecaja ukazuju i naSi rezultati (tablice 20 i 21). Navedeni poremecaji mogu
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utjecati na funkciju imunosnog sustava direktno, ili indirektno - putem povezanosti s

bolestima koje prate starenje (148,149).

Helicobacter Bubrezna

pylori proteinska malnutricija insuficijencija
gastritis metabolizam glukoze
/ wt;lrgm /Homocistein/

b 0

/ monociti — limfociti /
—

proliferacija, apoptoza

Slika 16. Deficit vitamina B12, hiperhomocisteinemija

Objasnjenje u tekstu

2.2.2. Utjecaj deficita vitamina Bj, i hiperhomocisteinemije na funkciju
imunosnog sustava

Navedeni poremecaji mogu direktno nepovoljno utjecati na funkciju imunosnog
sustava putem smanjene proliferacijske sposobnosti limfocita i/ili poveéane sklonosti
limfocita za apoptozu (149,150,151) (slika16). To je posljedica nepovoljnog utjecaja
deficita vitamina B, i folne kiseline na funkcioniranje metioninskog ciklusa, vaznog
za odvijanje vitalnih fizioloSkih procesa. Poremecaji toga ciklusa mogu dovesti do
poremecaja u funkciji stanica i regulaciji stani¢nog ciklusa (ukljuCujuci proliferaciju i
apoptozu), a to je povezano i s pove¢anom sintezom aminokiseline homocistein i
njenim nakupljanjem u krvi. Kao direktna posljedica tih metabolickih poremecaja,
moze doci i do razvoja mentalnih i neuroloSkih poremecaja (149,152,153,154).

Stoga ne Cudi Sto su navedeni metabolicki poremecaji ¢imbenici rizika za razvoj
glavnih bolesti starenja, kao Sto su arterioskleroza, rak, neurodegenerativne bolesti,
demencija, depresija i artritis (149,152,153,154,155,156).

Do smanjene resorpcije vitamina Bq; i folne kiseline dolazi ve¢ od ranih faza
gastritisa. Od nedavno je poznato da i subklini¢ki oblik deficita tih vitamina dovodi do

klinickih manifestacija i to u obliku neuroloskih i mentalnih poremecaja, ili subklinickih
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poremecaja hematopoeze, ali bez jasne klinicke slike megaloblastiCne anemije (157).
U tom smislu, parametar ,MCV>90 fL“, selekcioniran iz baze podataka u naSim
rezultatima, moze biti odraz toga blagog (subklinickog) deficita vitamina B
(tablica15). Na taj nacin, indirektno, interpretacijom dobivenih rezultata pomocu
postojeCeg znanja, moze se zaklju€iti da kroni€ni gastritis uzrokovan infekcijom
bakterijom Helicobacter pylori doprinosi nastanku deficita vitamina B+2 (slika16).
Prema danasnjim saznanjima, kroni¢na bubrezZna insuficijencija je kliniCko stanje koje
najvise doprinosi pojavi hiperhomocisteinemije (158,159). Na usku povezanost
hiperhomocisteinemije i kroniCne bubrezne insuficijencije kao jedinstvenog
poremecaja koji negativno utjeCe na seroloSku reaktivnost ukazuju i nasi rezultati.
Naime, navedeni parametri su specificni samo za jedan klasifikacijski postupak
(klasifikacija br.1, tablica 14) (slika16).

Medutim, samo podskupina osoba sa smanjenom bubreZznom funkcijom ima i
hiperhomocisteinemiju (klasifikacijski postupak ,homocistein>12,7umol/L", tablica21).
TocCnije, radi se o skupini poremecaja koji se u dijela osoba sa smanjenom
bubreznom funkcijom €esto pojavljuju skupa, a osim hiperhomocisteinemije uklju€uju
jos i deficit vitamina B4z i folne kiseline, poremecaj metabolizma glukoze poznat kao
inzulinska rezistencija, te proteinsku malnutriciju (158,159) (slika16). O medusobnoj
povezanosti tih poremecaja govore i nasi rezultati. Tako parametri ,glukoza u krvi“ i
,HbA1Cc" opisuju navedeni poremecaj metabolizma glukoze, parametar ,debljina
koZnog nabora“ opisuje stanje proteinske malnutricuje, a parametar ,klirens
kreatinina“ predstavlja stanje kroni¢ne bubrezne insuficijencije (tablice 20 i 21). Svi su
ti parametri primarnim klasifikacijskim postupcima selekcionirani iz baze podataka

kao Cimbenici koji utje€u na rezultat cijepljenja (tablica18).

Prema novijim saznanjima, osim iz nutricijskih razloga, deficit vitamina B i/ili folne
kiseline, te hiperhomocisteinemija, mogu nastati i zbog trajne aktivacije imunosne
reakcije stanicnog tipa. Naime, intenzivnu proliferaciju imunokompetentnih stanica
prati i povecan utroSak vitamina B, i folne kiseline, prekursora sinteze molekula
DNA, dok povecan oksidacijski stres, rezultat aktivacije tih stanica, moze te vitamine i
bioloski inaktivirati (148,149,160) (slika17).
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Nutricijska teorija

- smanjen unos hranom
- atroficni gastritis - malapsorpcija
- kroni¢no bubrezno ostecenje

(malapsorpcija, smanjeni klirens, malnutricija) bolesti
starenja
- vaskularne
deficit folne kiseline, vitamina B12 / - neurodegenerativne
hiperhomocisteinemija - maligne
povecana potroinja
- folata, vitamina B12
) y ] MAKROFAGI
am | (o
0;-
0,- i + 5
inaktivacija - Teorija aktivacije

folata, vitamina B12 imunosnog sustava

0,-

Slika 17. Teorije koje objasnjavaju ucestalu pojavu deficita vitamina By, i folne kiseline
u osoba starije dobi

Konacno, zbog jakih oksidacijskin svojstava aminokiseline homocistein, njena
povecana koncentracija u krvi moze i samostalno doprinositi trajnom naruSavanju
funkcije imunosnog sustava. Naime, poveéan oksidacijski stres, putem aktivacije
upalnih gena, moze biti uzrokom trajne aktivacije T-limfocitnog sustava i makrofaga,
a putem aktivacije mehanizama uklju€enih u proces apoptoze - i uzrokom nastanka
limfopenije (33,34,148,149,151). Na takvu moguénost ukazuju i naSi rezultati
(parametar ,mononuklearni leukociti, tablica20).

Taj uzajamni odnos izmedu metaboliCkih poremecaja povezanih s deficitom vitamina
B12 i povecane aktivnosti imunosnog sustava stanicnog tipa je kljucni mehanizam koji
u osoba starije dobi doprinosi progresivnom narusavanju funkcije imunosnog
sustava.

Svi navedeni poremecaji, povezani u kompleksnu mrezu interakcija, a ne samo
samostalni deficit vitamina B4, i/ili blaga hiperhomocisteinemija, mogu negativno

utjecati na seroloski odgovor.
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2.3. Blaga kroni¢na upala, proteinska malnutricija, kroni€na imunizacija

2.3.1. Blaga kroni¢na upala

Parametri ,p-globulini®, y-globulini® i ,albumin®, dobiveni primarnim klasifikacijskim
postupcima br.2. i 3. iz baze podataka, ukazuju da kroni¢na upala utjeCe na funkciju
imunosnog sustava (tablice 15i16).

Blagi stupanj kroniCne upale, u osoba starije dobi, je posljedica ponavljanih i
dugotrajnih reakcija na stresne podrazaje, uklju€ujuéi kroni¢nu antigensku stimulaciju
i kroni€¢ne bolesti (41,161,162). Kao znak toga stanja se smatra blago povecana (oko
gornje granice normalnih vrijednosti) serumska koncentracija glavnih medijatora
akutne faze upale, kao Sto su citokin IL-6 i C-reaktivni protein (161,162,163). To se
klinicki moze manifestirati smanjenjem miSi¢ne mase (proteinskom malnutricijom),
anemijom, te smanjenjem serumske koncentracije albumina i ukupnog kolesterola
(122). U vezi s tim, za razliku od ostalih proteina akutne faze upale, sinteza albumina
se tijekom upalne reakcije smanjuje (negativni reaktant akutne faze) (164). Na
elemente toga sindroma kroni¢ne upale, kao potencijalnog uzroka smanjene
seroloSke reakcije na cjepivo protiv influence, ukazuju i nasi rezultati (tablica22).
Trajna je dilema da li je upala predskazatelj nepovoljnih zdravstvenih dogadaja i
preuranjenog smrtnog ishoda, ili pozeljan kompenzacijski mehanizam - znak
adaptacije organizma na dugotrajne stresne podrazaje (41,123,165).

Misli se da bi upala, kao dio mreze patogenetskih mehanizama, mogla istovremeno
biti i posljedica nastalih poremecaja i generator daljnjih promjena, te ovisno o
kontekstu postoje¢ih poremecaja pomicati ravnotezu patofizioloSkih procesa u
razliCitim smijerovima (36,41). U tom smislu, upala moze direktno nepovoljno utjecati
na imunosnu reaktivnost i rezultat cijepljenja. Alternativno, upala moze samo
odrazavati poremecaje zdravstvenog stanja starijih osoba koji kao rezultat imaju
slabu serolosku reaktivnost. U prilog tome govori nalaz da se produkcija citokina IL-6
progresivno povecCava sa starenjem, a to povecCanje u velikoj mjeri ovisi o
zdravstvenom stanju starijih osoba (166,167). Kona¢no, kao tre¢a mogucénost, blagi
stupanj akutne faze upale bi mogao biti zastitni (kompenzacijski) odgovor na razorno
djelovanje upalnih citokina TNF-a i IFN-y, citokina stani¢nog tipa imunosnog
odgovora, koji dominira u starijin osoba. Poveana sinteza proteina akutne faze
upale bi pri tome sluzila kao zastita od nekontroliranog razvoja limfopenije. U prilog

toj mogucnosti govori podatak da povecana sinteza proteina akutne faze, u
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odredenim KliniCkim stanjima, moze, inhibicijom apoptoze, povecati aktivnost
limfocitnog sustava (168).

Najvaznije klinicko stanje koje doprinosi razvoju upale, prema nasSim rezultatima, je
kroni¢ni gastritis uzrokovan infekcijom mikroorganizmom Helicobacter pylori, a od
drugih poremecéaja - to je hiperhomocisteinemija, najéed¢e znak bubrezne
insuficijencije (tablica22) (slika18).

Helicobacter pylori BubreZna insuficijencija/
gastritis hiperhomocisteinemija

upala

proteinska malnutricija
metabolizam glukoze

deficit vitamina B12

|

LIMFOPENIJA

Slika 18. Upala, malnutricija

Objasnjenje u tekstu

2.3.2. Proteinska malnutricija

Rezultati primarnih klasifikacijskih postupaka ukazuju na proteinsku malnutriciju
(parametar ,debljina koznog nabora“), kao na jedan od potencijalnih uzroka slabe
seroloSke reakcije na cjepivo protiv influence (tablice14i17). Rezultati dodatnog
klasifikacijskog postupka koji se odnosi na taj poremecaj ukazuju na blisku
povezanost upale i drugih oblika malnutricije, kao $to su deficit vitamina B42 i folne
kiseline, s mehanizama odgovornim za razvoj proteinske malnutricije, $to je u skladu
i s postoje¢im znanjem (tablica23) (169,170). Nadalje, klasifikacijskim postupkom koji
se odnosi na deficit vitamina B4, je dobiven parametar koji ukazuje na smanjenu
bubreznu funkciju (tablica20). U klasifikacijskim postupcima koji se odnose na deficit
vitamina B4z, hiperhomocisteinemiju i proteinsku malnutriciju se preklapaju parametri
koji ukazuju na deficit vitamina B4z i folne kiseline, hiperhomocisteinemiju, proteinsku
malnutriciju i kroniCnu bubreznu insuficijenciju (tablice20,21i23). Time oni, indirektno,
ukazuju na kroni¢nu bubreznu insuficijenciju kao najvaznije klinicko stanje odgovorno

za razvoj proteinske malnutricije (slika18).
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Poznato je da su za pojacan miSi¢ni katabolizam u tih bolesnika odgovorna dva,
medusobno ovisna mehanizma. To su rezistencija misica na metabolicko djelovanje
inzulina (inzulinska rezistencija) i povecana produkcija upalnog citokina TNF-
a (Cinitelja kaheksije), kao posljedica povecane aktivnosti imunosnog sustava
stani¢nog tipa (171,172,173).

Na moguéu ulogu povecCane aktivnosti stanichog imunosnog sustava u razvoju
proteinske malnutricije, te na vaznost tih poremecaja za slabiju seroloSku reaktivnost,
u nasSim rezultatima ukazuje povezanost parametra ,mononuklearni leukociti“ s
parametrom ,debljina koZnog nabora“ (tablice14,17i23). Podaci govore da su i
poremecaji Cesto prisutni u osoba s kronichom bubreznom insuficijencijom, posebno
onih s hiperhomocisteinemijom (171). Naime, prema novijim saznanjima, radi se o
jedinstvenom klinickom sindromu, u dijela osoba s kronicnom bubreznom
insuficijencijom, kojega Cini upala, proteinska malnutricija i inzulinska rezistencija, a
koji, prema naSim rezultatima, doprinosi slaboj seroloskoj aktivnosti (slika18)
(172,173,174). Izostanak takvih specifiCnih, multiplih kriterija za probir ispitanika je
vjerojatno razlog zbog kojega rezultati ranijih studija u kojima je ispitivana povezanost
izmedu pojedinih pokazatelja nutricijskog statusa i seroloSkog odgovora nisu davali

jednoznacne rezultate (118,121,175).

2.3.3. Kroni¢na imunizacija

Blago pove¢ana serumska koncentracija y-globulina, u starijih osoba, ukazuje na
prisustvo kroniCne upale, kao posljedice kroniCne imunizacije i povecane sinteze
autoreaktivnih protutijela (74,176). Taj nalaz istovremeno ukazuje na suzenje
repertoara specificnosti protutijela, uslijed naruSene funkcije humoralne imunosne
reakcije, Sto i objasSnjava u naSim rezultatima dobivenu povezanost parametra ,y-
globulini sa slabim seroloSskim odgovorom (tablica15) (74,176). Prema naSim
rezultatima, kroni¢ni gastritis moze znafajno doprinositi porastu serumske

koncentracije y-globulina (klasifikacija br.2, tablice15i18).

2.4. Hipofunkcija hormona stitne zlijezde (hipotireoza)

Prema nasSim rezultatima, smanjena serumska koncentracija aktivnhog oblika
hormona tiroksina (parametar fT4) i pove¢ana koncentracija tireoidnog stimulirajuéeg
hormona (parametar TSH) mogu takoder biti predskazatelji slabog seroloSkog
odgovora (klasifikacije br.1,3 i 4, tablice 14,16i17).
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Hipofunkcija hormona $titne Zlijezde (hipotireoza) je relativnho est poremecaj u osoba
starije dobi, a moze biti posljedica poremecaja funkcije Stitne Zlijezde (primarna),
hipofize i hipotalamusa (sekundarna), ili blokade aktivnosti hormona Stitne Zlijezde u

ciljnim tkivima (netireoidna) (tablica36).

Tablica 36.
Dijagnosticki kriteriji za pojedini oblik hipotireoze
primarna snizen fT, (i fT3)
povisen TSH
primarna latentna normalan T,
povisen TSH
sekundarna snizen TSH
netireoidna snizen T3
normalan ili povisen fT,
normalan TSH

U na8oj studiji, hipotireoza, kao €¢imbenik vazan za serolo$ku reaktivnost, je najcesce
primarna, posljedica kroni¢nog autoimunog tireoiditisa. Kroni¢ni autoimuni tireoiditis i
atrofi¢ni (autoimuni) gastritis su relativno Ceste bolesti u osoba starije dobi i pojavljuju
se skupa, ali najcesc¢e u subklinickom obliku (177).

Na subklini¢ki oblik hipotireoze, u nasim rezultatima, ukazuju vrijednosti hormona fT4
i TSH, dobivene u klasifikacijama1,3i4, a koje se krecu jo$ unutar granica normalnih
vrijednosti (tablice14,16i17). Na povezanost izmedu bolesti stitne Zlijezde i kroni¢nog
gastritisa, te na povezanost tih bolesti s ¢eS¢om pojavom upalnih i imunosnih
poremecaja, ukazuju rezultati klasifikacijskog postupka koji opisuje klini¢ki kontekst
povezan s hipofunkcijom Stitne Zlijezde (tablica24) (slika19). O povezanosti primarne
hipotireoze s ¢eS¢om pojavom imunosnih poremecaja, u osoba starije dobi, govore i
rezultati kliniCkih studija (178,179). UCestalost tih bolesti, kronicnog autoimunog
tireoiditisa i atroficnog gastritisa, nije medutim povecana u stogodi$njaka,
populacijskoj skupini posebnoj po tome $to predstavlja primijer ,zdravog® starenja,
Sto se smatra rezultatom uspjesSnog adaptacijskog procesa glavnih kontrolnih sustava
u tijelu, imunosnog, neuroendokrinog i metabolickog (180).

Novije spoznaje govore u prilog tome da su hormoni §titne Zlijezde potrebni za
proces generiranja novih B-limfocita iz kostane srzi (181). Zbog toga bi deficit tih
hormona mogao biti povezan sa smanjenjem imunosne reakcije humoralnog tipa. Na
tu mogucnost, u nasim rezultatima, ukazuje smanjen postotak eozinofilnih leukocita u

diferencijalnoj krvnoj slici, povezan s primarnom hipotireozom (tablica24) .
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Zlijezda

imunosna reakcija
limfopenija
smanjena humoralna imunost

Helicobacter

pylori
gastritis

Slika 19. Hipofunkcija stitne Zlijezde
(neuroendokrina osovina hipotalamus-hipofiza-Stitna Zlijezda)

Objasnjenje u tekstu

2.4.1. Disfunkcija neuroendokrine osovine hipotalamus-hipofiza-stitna zlijezda

Hormon hipofize TSH, kao imunomodulator, moze takoder posluziti kao samostalni
predskazatelj slabe imunosne reaktivnosti. Dok se parametar fT4 pojavljuje u 3 (od
ukupno 4) Klasifikacijska postupka, parametar TSH se javlja u samo jednom
postupku, skupa s parametrom starije dobi, kao znak disfunkcije prednjeg reznja
hipofize, u sklopu degenerativnih promjena mozga vezanih uz starenje (klasifikacija
br.4, tablica17).

U prilog tome tumacenju, opisani su poremecaji neuroendokrinih i
neurotransmitorskih mehanizama u hipotalamusu i prednjem reznju hipofize koji Cine
jednu od najvaznijih promjena vezanih uz starenje. Povezano s tim, kroni¢ne bolesti,
Ceste u osoba starije dobi, izazivaju stanje sli€no kroni€nom stresu i time uzrokuju
trajne poremecaje u transmitorskim sustavima mozga, posebno u sintezi ,releasing”
hormona iz hipotalamusa i hipofize (115,117).

Imunosna reakcija se takoder smatra oblikom reakcije na stres. Osim aktivacije
neuroendokrine osovine stresa, imunosna reakcija dovodi i do prolazne hipofunkcije
Stitne Zlijezde (182,183). U tom smislu, kroni¢na stimulacija imunosnog sustava

razliCitim antigenima, Cesta u osoba starije dobi, predstavlja trajni pozitivni feed-back
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mehanizam s dugotrajnim moduliraju¢im djelovanjem na brojne neuroendokrine
funkcije (183). Takav scenarij {j. interakciju unutar jedinstvene patogenetske mreze
koju Cine stitna zlijezda, hipotalamus i hipofiza, imunosni sustav, te neuroendokrina

osovina stresa, podupiru i naSi rezultati (parametar ,kortizol“, tablica24) (slika19).

2.5. Kroni¢na bubrezna insuficijencija

2.5.1. Uvod

Parametar klirens kreatinina <1,55 ml/s/1.73m>

, znak smanjene bubrezne funkcije,
se pojavlijuje samo u jednom primarnom Kklasifikacijskom postupku, zajedno s
parametrom ,homocistein®, Sto znaci da ti parametri predstavljaju jedinstveno kliniCko
stanje (klasifikacija br.1, tablica14). Blago smanjena funkcija bubrega je poremecaj
karakteriziran sniZzenim klirensom kreatinina, Cija uCestalost u velikoj mjeri ovisi o
dobnoj strukturi ispitivane populacije (uCestalost od 3-5% je ustanovljena za
cjelokupnu odraslu populaciju, a poveCava se sa starenjem). To stanje nije
jednostavno prepoznatljivo Kklinicki, ali je povezano s brojnim biokemijskim
poremecajima od kojih su mnogi vazni za imunosnu reaktivhost. Jedan od
mehanizama pomocu kojih skupina poremecCaja povezanih sa smanjenom
bubreznom funkcijom moze oslabiti seroloSku reaktivnost je vjerojatno limfopenija
(tablica19) (slika15). Takvo tumacenje je u skladu s nalazom da kroni¢nu bubreznu
insuficijenciju prati pojatana apoptoza limfocita, te limfopenija, vise B-limfocita, nego
T-limfocita (184,185).

2.5.2. Sindrom upale, malnutricije i inzulinske rezistencije, u osoba s
kroniénom bubreznom insuficijencijom

Posredno, iz rezultata drugih klinickih studija, se saznaje da hiperhomocisteinemiju
Cesto prati i proteinska malnutricija, te poremecéaj metabolizma glukoze poznat pod
nazivom inzulinska rezistencija, tipicno u bolesnika s kronichom bubreznom
insuficijencijom karakteriziran normalnim ili nizim vrijednostima glukoze u krvi. To je
sve praceno i povecanom produkcijom upalnog citokina TNF-a, kao znakom
povecane aktivnosti imunosnog sustava stanicnog tipa (172,174,186).

Na elemente te patogenetske cjeline, poznate pod nazivom ,sindrom kroni¢ne
bubrezne insuficijencije, upale, malnutricije i inzulinske rezistencije®, ukazuju i

vrijednosti glukoze u krvi dobivene u nasSim rezultatima koji se odnose na osobe sa
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smanjenom bubreznom funkcijom (tablica25) (174). Da je taj parametar ujedno i znak
upale i malnutricije, govori njegovo istovremeno pojavljivanje s parametrom
pokazateliem smanjene serumske koncentracije albumina (klasifikacija br.3,
tablica16).

Nadalje, na povezanost izmedu smanjene koncentracije glukoze i povecane
koncentracije aminokiseline homocistein u krvi, te na njihovu povezanost s kroniénom
bubreznom insuficijencijom, ukazuje preklapanje tih parametara u klasifikacijskim
postupcima koji se odnose na te poremecaje (slika20). Na povezanost toga
jedinstvenog patogenetskog poremecaja sa slabim seroloskim odgovorom na cjepivo
protiv influence ukazuje pojavljivanje navedenih parametara kao samostalnih
Cimbenika slabe seroloSke reaktivnosti u primarnim klasifikacijskim postupcima
(klasifikacije br.1 i 3, tablice14 i 16).

tablica 21.
hiperhomocisteinemija

metabolizam glukoze

tablica 26.
inzulinska rezistencija/
metabolizam glukoze

tablica 25.
bubrezna insuficijencija

hiperhomocisteinemija hiperhomocisteinemija
metabolizam glukoze

Slika 20. “Sindrom upale, malnutricije, inzulinske rezistencije” u osoba sa
smanjenom bubreznom funkcijom i hiperhomocisteinemijom

Preklapanje parametara u klasifikacijskim postupcima koji opisuju povezane
poremecaje

2.5.3. Neuroendokrine promjene koje prate kroniénu bubreznu insuficijenciju

Povec¢ana serumska koncentracija hormona prednjeg reznja hipofize prolaktina
(parametar ,prolaktin>95,33 mlIU/L®) i smanjena serumska koncentracija hormona
Stitne Zlijezde trijodtironina (parametar ,fT3<5,36“), prema nasim rezultatima, prate
stanje smanjene bubrezne funkcije (tablica25). Naime, poznato je da je smanjena
bubrezna funkcija pra¢ena brojnim endokrinim poremecajima, kao Sto su: aktivacija

neuroendokrine osovine stresa, promjene u aktivhosti hormona hipotalamusa i
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hipofize, uklju€ujuéi i TSH i prolaktin, te smanjena serumska koncentracija hormona
Stitne Zlijezde (187,188).

Najcesci oblik hipotireoze u osoba sa smanjenom bubreznom funkcijom je sindrom
netireoidne bolesti, na $to ukazuju i nasi rezultati (parametar ,fT3,). Naime, do pojave
netireoidne bolesti obi¢no dolazi tijekom tezih akutnih ili kronicnih bolesti (189). U tim
slu€ajevima, nekoliko mehanizama mozZe biti odgovorno za slabu seroloSku
reaktivnost na cjepivo.

Jedan od tih mehanizama je ve¢ spomenuta, direktna ukljuenost hormona Stitne
Zlijezde u regulaciju imunosne reakcije. Drugi nacin je indirektan, putem povezanosti
hipofunkcije hormona $titne Zlijezde s razvojem mentalnih i kognitivnih poremecaja. U
vezi s tim, povecana aktivhost imunosnog sustava stani¢nog tipa, uklju¢enog u
patogenezu neurodegenerativnih bolesti, moze doprinijeti nastanku disfunkcije
imunosnog sustava, a time i slabije reakcije na cjepivo (190).

| hiperprolaktinemija moze, kao dio sindroma kroni¢ne bubrezne insuficijencije, na
imunosnu reaktivnost djelovati direktno, putem utjecaja na aktivnost limfocita, ili moze
odrazavati poremecaje nastale u mozgu i prednjem dijelu hipofize tijekom starenja
(191,192,193).

|z ove analize proizlazi zaklju€ak da je potrebno poznavati sve te poremecaje i nacin
njihove medusobne povezanosti, da bi se razumijela povezanost smanjene bubrezne

funkcije sa slabim seroloskim odgovorom.

2.6. Kroni¢ni gastritis uzrokovan infekcijom bakterijom Helicobacter pylori

2.6.1. Uvod
Parametar ,Helicobacter pylori IgA>11,8 IU/ml“, selekcioniran iz baze podataka

putem kriterija za klasifikaciju ispitanika br.2, ukazuje da kroni¢ni gastritis uzrokovan
infekcijom mikroorganizmom Helicobacter pylori moZe utjecati na produkciju
specificnih protutijela (tablica15). Naime, prihvaceni standard za postavljanje
dijagnoze te infekcije je serumska koncentracija specificnih IgA protutijela >11Ul/ml.
Ucestalost kroni¢nog gastritisa se povecava s dobi (194,195). U vecini sluCajeva, za
nastanak gastritisa je odgovorna infekcija Zelu€ane sluznice bakterijom Helicobacter
pylori, s tim da joS veCi broj osoba ima latentnu infekciju, bez izrazenih klinickih
simptoma. Naime, stopa seropozitiviteta na tu bakteriju (dobivena mjerenjem

serumskih specifiCnih 1gG i IgA protutijela) u populaciji osoba starijih od 50 godina
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iznosi i do 70%, zbog Cega se ta infekcija smatra gotovo ,normalnom® pojavom
starenja (195).

Atroficni (autoimuni) gastritis, bolest iskljuCivo starije dobi, poznata po svojoj
povezanosti s megaloblastichom anemijom, se smatra krajnjim stupnjem ostecenja
Zelu€ane sluznice, nastalim kao posljedica te infekcije, ¢ime atrofiCni (autoimuni)

gastritis i infekcija bakterijom Helicobacter pylori ¢ine jedinstven entitet (195).

2.6.2. Mehanizam utjecaja na imunosnu reaktivnost: deficit vitamina B42 i folne
kiseline, proteinska malnutricija

Suprotno ocekivanjima, parametri koji ukazuju na deficit vitamina B4 i/ili folne
kiseline, kao oblika malnutricije, nisu selekcionirani u dodatnim klasifikacijskim
postupcima koji opisuju znacajke osoba s kroni¢nim gastritisom (tablice27i28). Da je
malnutricija povezana s kronicnim gastritisom, govori medutim smanjena serumska
koncentracija albumina, znak upale i proteinske malnutricije, u klasifikacijskom
postupku povezanim s pocetnim stupnjevima gastritisa, te parametri koji kao
antropometrijske mjere predstavljaju znak malnutricije, a pojavljuju se u
klasifikacijskom postupku koji opisuje podskupinu osoba s jagim stupnjem gastritisa
(tablice27i28). Naime, za razliku od pocetnih stupnjeva povrSinskog (superficijalnog)
gastritisa, u kojem prevladavaju upalne promjene sluznice, viSe uznapredovale
stupnjeve gastritisa histoloski karakteriziraju pretezno atroficne promjene sluznice,

Sto moze biti povezano i s jacim stupnjem malnutricije (196).

2.6.3. Mehanizam utjecaja na imunosnu reaktivhost: upala, kroni¢na
imunizacija, autoimuna reakcija, limfopenija

Na mogucu ulogu gastritisa izazvanog infekcijom mikroorganizmom Helicobacter
pylori u nastanku sustavne upale ukazuju parametri ,,albumin <46,3 g/L" i ,,y-globulini
>12,05 g/L*, pokazatelji upale, selekcionirani u klasifikacijskom postupku povezanim
s pocCetnim stupnjevima kroni€nog gastritisa (tablica27). | obrnuto, klasifikacijski
postupak koji opisuje stanje upale, ukazuje na kroni¢ni gastritis kao na jedno od
najvaznijih klinickih stanja koja doprinose razvoju upale (tablica22). Naime, histoloSku
i patogenetsku podlogu gastritisa uzrokovanog infekcijom bakterijom Helicobacter
pylori Cini jaka upalna reakcija u submukozi Zzeluca, posredovana neutrofilnim
leukocitima i B-limfocitima (196,197). Povecana produkcija reaktivnih kisikovih

spojeva i citokina na mjestu te lokalne upale moze biti uzrokom pojacane apoptoze
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limfocita i nastanka limfopenije, $to se moZe negativho odrazavati i na ucinkovitost
cijepljenja protiv influence (197,198,199) (slika21).

deficit
vitamina B12,
folne kiseline

o Helicobacter
stitna pylori
Zlijezda gastritis = upala

/

limfopenija, smanjena
humoralna imunost

hipergamaglobulinemija

Slika 21. Helicobacter pylori gastritis

Objasnjenje u tekstu

O mogucoj ulozi toga mehanizma govore i na$i rezultati. To je parametar ,limfociti
<35,1%"“, selekcioniran u klasifikacijskom postuku koji opisuje poremecaje povezane
s kroni¢nim gastritisom (tablica27). Obrnuto, parametar ,Helicobacter pylori IgA>11,8
IU/ml, selekcioniran u klasifikacijskom postupku koji opisuje uzroke limfopenije,
ukazuje na kronicni gastritis kao na klinicko stanje koje najviSe doprinosi nastanku
limfopenije (tablica19).

| drugi poremecaji povezani s kroni¢nim gastritisom mogu biti od zna€aja kao uzroci
slabe seroloske reaktivnosti. To bi mogla biti i polispecifitna aktivacija B-limfocita
autoantigenima koji se uslijed intenzivne destrukcije sluznice oslobadaju na mjestu
lokalne upale, a Sto dodatno moze suziti repertoar specificnosti imunosnog reagiranja
(196,197,199). Na mogucu ulogu toga mehanizma ukazuju i naSi rezultati i to
parametar ,y-globulini, znak kroni¢ne imunizacije, selekcioniran u klasifikacijskom
postupku povezanom s kroni¢nim gastritisom (tablica27) (slika21). Taj parametar se
pokazao i samostalnim prediktorom slabe seroloske reaktivhosti na cjepivo
(klasifikacija br.2, tablica15).

2.6.4. Mehanizam utjecaja na imunosnu reaktivnost: neravnoteza imunosne
reakcije s oslabljenim imunosnim odgovorom humoralnog tipa

Nasi rezultati ukazuju na joS jedan specificni mehanizam, odgovoran za to $to se
kroniCni gastritis pokazao jednim od najvaznijih klinickih stanja odgovornih za slabu

seroloSku reakciju. To je oslabljen imunosni odgovor humoralnog tipa (slika21).
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Naime, eozinofilni leukociti i protutijela tipa IgE, na koje u nasim rezultatima ukazuju
parametri ,eozinofili <3,15%" i ,IgE<46,0 kIU/L®, su poznati medijatori alergijskih
reakcija, tipicnih predstavnika humoralnog tipa imunosti (tablice27i28). Citokini
humoralne imunosti, kao $to je IL-4, su neophodni za sintezu IgE protutijela, pa je
smanjena produkcija tih protutijela ujedno i znak neravnoteze imunosne reakcije, s

oslabljenim imunosnim odgovorom humoralnog tipa (200).

2.6.5. Mehanizam utjecaja na imunosnu reaktivhost: povezanost kroniénog
gastritisa s primarnom hipotireozom

Kroni¢ni gastritis moZe biti povezan sa slabom seroloSkom reakcijom i posredno,
putem hipofunkcije hormona $titne Zlijezde (slika21). Na takvu moguénost ukazuje
istovremena pojava kroni¢nog gastritisa uzrokovanog infekcijom mikroorganizmom
Helicobacter pylori i kroni€nog autoimunog tireoiditisa (180). Na moguci znacaj toga
mehanizma ukazuje parametar ,fT4<14,05pmol/L*, pokazatelj hipofunkcije Stitne
Zlijezde, selekcioniran u klasifikacijskom postupku povezanim s pocetnim
stupnjevima kroni¢nog gastritisa (tablica27). Obrnuto, parametar ,Helicobacter pylori
IgA>12,25IU/ml“, znak kroni¢nog gastritisa uzrokovanog infekcijom mikroorganizmom
Helicobacter pylori, je selekcioniran u klasifikacijskom postupku povezanim s

primarnom hipotireozom (tablica24).

2.7. Mentalni i neurodegenerativni poremecaji pra¢eni hiperprolaktinemijom
2.7.1. Uvod

Parametar ,prolaktin>90,24mlU/L" koji ukazuje na povecanje serumske koncentracije
hormona prolaktina (hiperprolaktinemiju) je selekcioniran u jednom od primarnih
klasifikacijskih postupaka kao znacajan za slabu seroloSku reaktivnost (klasifikacija
br.2,tablica15). Taj je podatak u skladu s novijim shvaéanjima o vaznosti toga
hormona i opéenito hormona prednjeg reznja hipofize (u koje spada i TSH) za
kontrolu aktivnosti imunosnog sustava (181,201). Taj hormon, preko svojih receptora
na T- i B-limfocitima, moze i direktno imunomodulatorno djelovati (201).

Iz ovih rezultata se medutim ne moze sa sigurnoS¢u utvrditi da i varijacije u
serumskoj koncentraciji toga hormona direktno utjeCu na rezultat cijepljenja protiv
influence, ili je taj parametar samo indirektni pokazatelj strukturnih (degenerativnih)
promjena koje sa starenjem nastaju u mozgu, posebno u hipotalamusu i hipofizi
(117,192,193) (slika22). U prilog tome da bi to mogao biti indirektni pokazatelj
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skupine bolesnika s neuropsihijatrijskim poremecajima, govore podaci da se
hiperprolaktinemija ¢esto moze naci u osoba s depresivnim poremecajima, te onih
koje pate od kronicnog emocionalnog stresa (202).

Hiperprolaktinemija je i jedan od brojnih endokrinih poremecaja koji prate stanje
kroni¢ne bubrezne insuficijencije pa se moze shvatiti i kao dio toga klinickog
sindroma (191) (slika22).

dob > 65

Bubrezna
insuficijencija

vitamin B12, folna
hiperhomocisteinemija
fT3

osovina stresa

stitna
Zlijezda l

gastritis

aktivacija monocita
limfopenija

Slika 22. Disfunkcija hipotalamusa, prednjeg reZnja hipofize
Objasnjenje u tekstu.

Nasi rezultati govore u prilog tome da bi se na povezanost hiperprolaktinemije s
promjenama imunosne reaktivnosti moglo gledati sa sva ta tri aspekta. Naime, na to
ukazuje veliki stupanj preklapanja u klinickim znaCajkama izmedu tri skupine starijih
osoba - one s hiperprolaktinemijom, one s neuropsihijatrijskim bolestima, te one sa
smanjenom  bubreZznom  funkcijom (posebno u sluajevima  pracenim
hiperhomocisteinemijom) (tablice25,29i30) (slika23). Svaki od ta tri poremecaja,
pojedinacno, je potencijalno vazan za funkciju imunosnog sustava, a svi se i
poremecaji ¢esto nalaze (s varijabilnom ekspresijom) u osoba starije dobi. Da su u

nasu analizu uSle i osobe s latentnim depresivnim poremecajima (potrebno egzaktno
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testiranje), a ne samo osobe s dijagnozom

preklapanje bi mozda bilo i vece.

tablica 25.
Kroni¢na bubrezna insuficijencija

Hiperhomocisteinemija
Hiperprolaktinemija

neuropsihijatrijskin poremecaja, to

tablica 29.
Hiperprolaktinemija

Kroni¢na bubrezna
insuficijencija

Neuropsihijatrijske
bolesti

Hiperhomocisteinemija
Neuropsihijatrijske
bolesti

tablica 30.
neuropsihijatrijske bolesti

Kroni¢na bubrezna
insuficijencija
Hiperhomocisteinemija
Hiperprolaktinemija

Slika 23. Povezanost kroni¢ne bubrezne insuficijencije sa sindromom
neuropsihijatrijske bolesti / hiperprolaktinemija

Preklapanje parametara izmedu povezanih poremecaja

2.7.2. Povezanost neuropsihijatrijskih i neurodegenerativnih bolesti u osoba
starije dobi

Prema postojeéem znanju, u osoba s kroni¢nim poremecajima emotivnog stanja, kao
Sto su depresivni i anksiozni poremecaji, postoji povecana aktivhost neuroendokrine
osovine stresa (hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna Zlijezda). To je osnovni
mehanizam pomoc¢u kojega neuropsihijatrijski poremecaji mogu negativno djelovati

na imunosnu reaktivnost, a time i na produkciju specificnih protutijela (203,204,205).

To se moze posebno nepovoljno odraZzavati na imunosnu reaktivnost osoba starije
dobi, zbog utvrdene bliske povezanosti izmedu razvoja neurodegenerativnih
promjena mozga, osobito onih dijelova koji su vazni za reakciju na stres, kao Sto su

hipotalamus i hipofiza, te nastanka depresivnih i mentalnih poremecaja
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(206,207,208). U vezi s tim, utvrdeno je da razvoj degenerativnih promjena mozga
dovodi do aktivacije neuroendokrine osovine stresa, $to je povezano i s uCestalijom
pojavom depresivnih poremecaja. Vrijedi i obrnuto, tj. depresija i loSe emotivho
stanje, putem istog mehanizma - aktivacije neuroendokrine osovine stresa, mogu
ubrzati razvoj neurodegenerativnih promjena (208).

To pokazuje da, za razliku od osoba mlade dobi, u kojih su anksiozno-depresivna
stanja pratena samo neuroendokrinim poremecajima, potencijalno vaznim za
imunosnu reaktivnost - u osoba starije dobi dolazi do izrazaja i dodatni mehanizam, a
to je aktivacija imunosnog sustava stani€nog tipa, kao posljedica razvoja

degenerativnih promjena u strukturama mozga (slika22).

2.7.3. Povezanost kroniéne bubrezne insuficijencije s hiperprolaktinemijom i
neuropsihijatrijskim bolestima

Na to da osobe s kronichom bubreznom insuficijencijom, posebno one s
hiperhomocisteinemijom, mogu ¢eS¢e od ostalog dijela populacije imati i
hiperprolaktinemiju i/ili neuropsihijatrijske bolesti, ukazuje preklapanje tih parametara

u klasifikacijskim postupcima koji se odnose na te poremecaje (slika23).

Hiperprolaktinemija u osoba sa smanjenom bubreznom funkcijom moze biti samo
pasivha posljedica smanjenog bubreznog klirensa, ili, suprotno tome, pokazatelj
nastale disfunkcije hipotalamusa i hipofize u tih osoba. U vezi s potonjim, povezanost
kroni¢ne bubrezZne insuficijencije s neuropsihijatrijskim poremecajima bi se mogla
objasniti time $to brojni poremecaiji koji prate stanje kroni¢ne bubrezne insuficijencije,
kao Sto su: hipofunkcija Stitne Zlijezde, aktivacija neuroendokrine osovine stresnog
odgovora, deficit vitamina B4, i/ili folne kiseline, te hiperhomocisteinemija, mogu
ubrzati razvoj neurodegenerativnin i mentalnih poremecaja (153,190,208,209)
(slika22).

Na taj nacin, stanje smanjene bubrezne funkcije i neuropsihijatrijski poremecaji
postaju blisko povezani u svom zajednickom negativhom djelovanju na funkciju

imunosnog sustava, a time i na imunosnu reaktivnost na cjepivo (slika22).
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2.7.3. Povezanost neuropsihijatrijskih bolesti s kroniénim gastritisom
uzrokovanim infekcijom bakterijom Helicobacter pylori

Klasifikacijski postupak koji opisuje kliniCki kontekst povezan s neuropsihijatrijskim
bolestima pokazuje da bi, uz kroni€nu bubreznu insuficijenciju, kroni¢ni gastritis
mogao biti drugo klinicko stanje najCeS¢e povezano s pojavom neuropsihijatrijskih
poremecaja (tablica30).

Kroni¢ni gastritis moze doprinositi razvoju neurodegenerativnih i neuropsihijatrijskih
bolesti pomocu vise mehanizama, kao sto su: deficit vitamina B4, i folne kiseline,
povecan oksidacijski stres, te dCesto pridruzena hipofunkcija S$titne Zlijezde
(156,209,190) (slika22).

Osim toga, intenzivna lokalna imunosna reakcija i upala, u sluznici Zeluca, mogu
uzrokovati trajnu aktivaciju neuroendokrine osovine stresa i time doprinositi razvoju
poremecaja u regulaciji hormona prednjeg reznja hipofize (115,117) (slika22).

Na taj nacin, zbog uzajamnih interakcija, ta dva kliniCka stanja postaju povezana u
istu funkcionalnu cjelinu koja moze oslabiti imunosnu reakciju na cjepivo (slika22).
Na takvo objasnjenje ukazuju i na$i rezultati, tj. zajedni¢ko pojavljivanje parametara
wprolaktin i ,Helicobacter pylori IgA“ u istom primarnom klasifikacijskom postupku
(klasifikacija br. 2,tablica15).

2.8. Starija dob

Iz rezultata primarnog klasifikacijskog postupka u kojemu je selekcioniran parametar
,dob>65,5 god.” (klasifikacija br.4, tablica17) se moze zakljuciti da je vecina osoba
koje su reagirale slabim seroloskim odgovorom na cjepivo protiv influence starija od
65 godina (test osjetljivosti), ali da ima i osoba starijih od 65 godina koje dobro
reagiraju (test specifiCnosti) (slika24). Uzorak ispitanika u ovom radu su Cinile osobe
stare 50 ili viSe godina, s viSe kroni¢nih bolesti, pa se, posredno, moze zakljuciti da bi
i osobe mlade od 65 godina, ali one s kroni¢nim bolestima, mogle slabije reagirati na
cjepivo (slika24).

Da bi utjecaj kroni¢nih bolesti na imunosnu reaktivnost mogao biti vazniji od
kronoloSke dobi, indirektno pokazuju rezultati studija na stogodiSnjacima -
populacijske skupine koja se odlikuje posebno dobrim zdravstvenim stanjem. Te
studije su pokazale da vecina imunosnih parametara i imunosnih funkcija u
stogodiSnjaka nije poremecena, Sto bi mogao biti rezultat dobre adaptacije

imunosnog i drugih fizioloSkih sustava na uvjete okoliSa (210,211).
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Klinicka stanja koja mogu biti od znacaja zbog svog negativnog utjecaja na imunosnu
reaktivnost , prema rezultatima ovoga rada, su: kroni¢ni gastritis izazvan infekcijom
bakterijom Helicobacter pylori, hipotireoza, smanjena funkcija bubrega pracena
hiperhomocisteinemijom, te neuropsihijatrijske bolesti pracene hiperprolaktinemijom
(tablica32) (slika24).

. P

65 65

mogu slabo reagirati veci dio slabo reagira

najlosija reakcija
kroni¢ne bolesti

gastritis . i
hipotireoza bubrezna insuficijencija s
bubrezna insuficijencija _hiperhomocisteinemijom
neuropsihijatrijske bolesti i neuropsihijatrijske bolesti

Slika 24. Starija dob i imunosna reakcija na cjepivo protiv influence
Objasnjenje u tekstu

Medusobna povezanost tih kliniCkih stanja ukazuje da se viSe od jednog poremecaja
moze naci u pojedine osobe (poglavlje Rezultati, slika 14). To znaci da je negativan
utjecaj starije dobi na ucinkovitost cijepljenja protiv influence najvjerojatnije posljedica
brojnih poremecaja zdravstvenog stanja koji mogu oslabiti funkciju imunosnog
sustava. To otezava predvidanje koje bi osobe na cjepivo protiv influence mogle
slabo reagirati.

U osoba starije dobi (>65 god.), prema nasim rezultatima, naj¢eSc¢e kliniCko stanje je
smanjena bubrezna funkcija. Dio tih osoba ima i hiperhomocisteinemiju koja se
tipicno mozZe naci upravo u osoba starije dobi (tablica31). To bi ujedno mogle biti i
osobe u kojih se moze ocCekivati najslabija seroloska reakcija na cjepivo protiv
influence, na S8to ukazuje specificno pojavljivanje parametra ,homocistein
>12,7umol/L" u klasifikacijskom postupku koji opisuje skupinu osoba s najslabijim

seroloskim odgovorom na cijepljenje (tablice 14i18). Te bi se osobe prema tome
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mogle prepoznati na relativno jednostavan nacin, mjerenjem samo toga jednog
biokemijskog pokazatelja.

Zbog Cestog pojavljivanja neuropsihijatrijskih bolesti u osoba s kronichom bubreznom
insuficijencijom i hiperhomocisteinemijom, dio tih osoba bi se mogao prepoznati i
pomocu isklju€ivo KkliniCkog kriterija - dijagnoze neuropsihijatrijskih bolesti (tablice
25,29i30) (slike22i23).

Dio osoba starijh od 65 godina ipak ima oCuvanu funkciju bubrega i klirens kreatinina,
na Sto ukazuje mala specificnost za parametar ,dob>65 godina“, u klasifikacijskom
postupku koji opisuje osobe sa smanjenim klirensom kreatinina (tablica25). To znaci
da i osobe starije dobi, ukoliko nemaju navedene poremecaje zdravstvenog stanja,

mogu dobro reagirati na cjepivo (slika24).

IV. ZAJEDNICKI UTJECAJ DOBI, PRETHODNOG ANTIGENSKOG ISKUSTVA |
POREMECAJA ZDRAVSTVENOG STANJA NA UCINKOVITOST CIJEPLJENJA

Analizom zajednickog utjecaja sva tri bitha ¢imbenika, dobi, prethodnog antigenskog
iskustva (cijepnog statusa i visine ostatnog titra protutijela), te poremecaja
zdravstvenog stanja, na ucinkovitost cijepljenja, definiranu po kriteriju da se slabom
reakcijom na cjepivo protiv influence smatra ako je do =4x porasta titra protutijela
doSlo na samo jednu, ili nije dosSlo ni na jednu komponentu cjepiva, u skupini
pretezno starijih osoba s kroni¢nim bolestima, dob se nije pokazala kao rizicni
Cimbenik slabe ucinkovitosti cijepljenja, dok su se prethodna cijepljenja pokazala kao
izrazito protektivan ¢imbenik (tablica33).

Nepovoljan utjecaj na ucinkovitost cijeplijenja, prema rezultatima primijenjene
logistiCke regresijske analize, moze imati imunosna reakcija na antigenski sli¢nu
komponentu iz prethodnog sastava cjepiva (heterologna reakcija), $to je u ovom radu
slu¢aj s komponentom B/Sicuan (tablica33). U manjoj mjeri, nepovoljan utjecaj mogu
imati i neki patogenetski poremecaji, prije svega relativna limfopenija (smanjen
postotak limfocita u diferencijalnoj krvnoj slici), te metaboli¢ki poremecaji povezani s
deficitom vitamina B4 i hiperhomocisteinemijom (tablice34 i35).

Pomodéu 3 dobivena modela se moze predvidjeti 76,9% (model sa svim varijablama)
(p<0,002), odnosno 75,8% (modeli forward i backward) (p<0,041 i p<0,003) rezultata
cijepljenja, definiranih prema navedenim kriterijima.

Takvi dobiveni rezultati koji govore u prilog korisnog ucinka prethodnih cijepljenja su

u skladu s rezultatima drugih studija, kao i s preporukama SZO o potrebi redovitog
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godiSnjeg cijepljenja starijih osoba i osoba s kroni¢nim bolestima (16,88,98). Ti
rezultati odgovaraju i rezultatima analize titrova protutijela, dobivenih u ovom radu
(tablica12, te poglavlje Rasprava, podnaslov Utjecaj starije dobi na ucinkovitost
cijepljenja). Posebno povoljan ucinak prethodnih cijepljenja od 2-3 puta na rezultat
sadasnjeg cijeplienja, na S§to ukazuju rezultati logistiCcke regresijske analize,
odgovaraju rezultatima analize titrova protutijela prema kategorijama cijepnog statusa
(tablice11 i 33). Medutim, rezultati analize titrova protutijela takoder upozoravaju na
moguci nepovoljni utjecaj heterologne reakcije, pogotovo u situacijama brojnih
ponavljanih cijepljenja (tablica11). To potvrduju i rezultati logisticke regresijske
analize (znaCajan nepovoljni utjecaj visine ostatnog titra protutijela antigenske
komponente B/Sicuan) (tablica33). Na inhibitorni ucinak heterologne reakcije na
ucinkovitost cijepljenja ukazuju i rezultati drugih radova (12,14,15).

To Sto se dob, u zbirnoj analizi bitnih ¢imbenika ucinkovitosti cijepljenja, nije pokazala
znacajnom, moze biti u vezi sa strukturom uzorka ispitanika kojega Cine pretezno
osobe starije dobi. Osim toga, kao $to su pokazale analize odnosa broja cijepljenja i
dobi, samostalni nepovoljni utjecaj starije dobi na ucinkovitost cijepljenja moze biti
,zamaskiran“ povoljnim u€inkom prethodnih cijepljenja (Fisher's Exact test, tablica12,
te slika13).

Od parametara zdravstvenog stanja, prethodno selekcioniranih iz velike baze
podataka metodama induktivnog ucCenja, rezultati logistiCcke regresijske analize
ukazuju jedino na slab negativni utjecaj relativne limfopenije, hiperhomocisteinemije i
deficita vitamina Bi, na ucinkovitost cijeplienja. Takvi rezultati odgovaraju i
rezultatima dobivenim primjenom ILLM algoritama, pomocu kojih su se takoder
vezani poremecaji ,povecan postotak monocita/smanjen postotak limfocita u
diferencijalnoj krvnoj slici“, te ,deficit vitamina B4z/hiperhomocisteinemija“, pokazali
najboljim prediktorima slabe seroloSke reaktivnosti, definirane po 4 razli€ita kriterija
(tablice14-17). Takvi rezultati su u skladu s postoje¢im saznanjima koja ukazuju da bi
ti poremecaji mogli biti znak slabljenja specificne imunosne reakcije, te poremecaja u
funkciji imunosnog sustava, kao posljedice smanjene proliferacijske sposobnosti
limfocita i/ili njihove povecane sklonosti za apoptozu (37,89,149,150,151).

Parametri koji ukazuju na te poremecaje su se pokazali slabim prediktorima
uCinkovitosti cijepljenja definirane po kriteriju da se slaba seroloSka reaktivnost
smatra ako je do znacCajnog (24x) porasta titra protutijela dosSlo na samo jednu

komponentu cjepiva, ili nije doSlo ni na jednu komponentu cjepiva. Medutim, vaznost
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tih parametara je u tome $to njihovo uvodenje u model zna¢ajno povecéava vrijednost
modela za predvidanje slabog seroloSkog odgovora na cjepivo (negativnu prediktivnu
vrijednost) (tablica34). Zbog toga bi znacaj tih prediktora mogao biti i veéi u
situacijama cijeplijenja u kojima se realno oCekuje slaba produkcija specifiCnih
protutijela na cjepivo protiv influence.

To bi, prema postojeCem znanju, kao i nasim rezultatima, moglo biti u slu€aju kada
se starije osobe cijepe prvi put, ili pri pojavi novog virusa influence u populaciji, kao u
slu€aju pandemije influence. Naime, u tim situacijama moze izostati zastitni ucinak
prethodnih cijepljenja. Posebno se to odnosi na komponentu cjepiva A/H{N4, poznatu
po Cestom odsustvu ostatnog titra protutijela (tablica11) (11,17).

To bi mogle biti i situacije cijepljenja u kojima se ocekuje negativan ucinak
heterologne imunosne reakcije na ucinkovitost cijepljenja, $to bi posebno moglo doci
do izrazaja, na $to ukazuju i rezultati ovoga rada, u starijih osoba s brojnim (=4x)
prethodnim cijepljenjima (tablica11).

Uzorak ispitanika u ovom radu, zbog znacajki kao Sto su starija dob, te prisustvo viSe
kroni¢nih bolesti u pojedinog ispitanika, je bio pogodan za probir parametara
zdravstvenog stanja potencijalnih prediktora slabe reaktivnosti na cjepivo protiv
influence. Dobivene rezultate bi trebalo provijeriti i na drugim uzorcima ispitanika.
Stvarni znacaj dobivenih laboratorijskih biomarkera za predvidanje ishoda cijepljenja
protiv influence bi trebalo dodatno provjeriti i na specificno odabranim i vecim
uzorcima ispitanika, primjenom klasi¢nih statistiCkih metoda. Naime, na razli€itim
uzorcima ispitanika i u razliCitim situacijama cijeplijenja, je moguce da utjecaj
pojedinih bitnih Cimbenika bude razli€it. Da bi predikcija u€inkovitosti cijepljenja protiv
influence u tim razli€itim situacijama bila moguca, potrebno je poznati vecinu bitnih

Cimbenika sa znac¢ajnim uc€inkom na ishod cijepljenja.

Predvidanje ucinkovitosti cijepljenja protiv influence je preduvijet izrade plana
cijepljenja. Potreba za provodenjem cijepljenja po unaprijed razradenim protokolima
(postupnicima), sve viSe dolazi do izrazaja, jer se pojavljuju nova, efikasnija cjepiva.
Problem je Sto su ta cjepiva dobivena visokorazvijenim tehnologijama pa su skuplja i
nedovoljno dostupna za Siroku primjenu. Intenzivno se ispituju i drugaciji, altenativni
nacini primjene cjepiva, od danas opcée prihvacenog, a to je jednokratna sistemska

primjena mrtvog, fragmentiranog, trokomponentnog cjepiva (128,129).
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Zbog svega toga, znanje o tome u kojih osoba i u kojim situacijama cijepljenja bi
mogao izostati zastitni ucinak cijepljenja bi moglo biti vazno, jer bi omogucilo izradu
preciznog plana cijepljenja po kojem bi se to¢no znalo koga bi trebalo cijepiti kojom
vrstom cjepiva, ili kojim na¢inom primjene cjepiva. To bi, uz najmanje troskove, imalo
najve¢i povoljni u€inak na smanjenje obolijevanja, smanjenje pojave komplikacija i
mortaliteta od influence (126,127,133).

Rezultati dobiveni u ovom radu su pokazali da dijagnoze bolesti, Sto je uobiCajeni
nacin klasifikacije pacijenata u klinickoj praksi, ne mogu sluZiti kao prediktori
ucinkovitosti cijepljenja protiv influence, ve¢ su za tu svrhu korisniji laboratorijski
biomarkeri, kao S§to su relativna limfopenija i/ili deficit vitamina Bqy i
hiperhomocisteinemija. Posto su ti mehanizmi vrlo bliski poremecajima funkcije
imunosnog sustava, moguce je da bi, za poboljSanje prediktivne sposobnosti
matemati¢kih modela, trebalo, barem u manjeg dijela starijih osoba, napraviti i
specificnije analize imunosnih funkcija. To bi medutim bilo povezano s veéim
troSkovima, te manjom dostupnoS¢u takvih analiza. To znaci da bi i po pitanju
specificnih prediktora, potrebnih za matematicko predvidanje ishoda cijepljenja,
trebalo razraditi postupnike.

Da bi se donijela odluka o tome koje bi laboratorijske biomarkere, pokazatelje
poremecaja zdravstvenog stanja, i u kojih manjih skupina osoba, trebalo mijeriti,
prvobitan probir osoba bi ipak trebalo vrSiti na osnovu njihovih klini¢kih znacajki. U
tome bi i rezultati ovoga rada koji upucuju na smanjenu funkciju bubrega, mentalne
poremecaje, gastritis i poremecaje u funkciji Stitne Zlijezde, kao na klini¢ka stanja
povezana s poremecajima funkcije imunosnog sustava - mogli pomo¢i. Vaznost tih
klinickih stanja za slabiju reaktivnost na cjepivo protiv influence bi trebalo naknadno
provjeriti, na ve¢im uzorcima specificno probranih ispitanika koji imaju te poremecaje,
te testiranjem razlika u seroloSkom odgovoru na cjepivo protiv influence, upotrebom
klasi€nih statistiCkih metoda.

O parametrima zdravstvenog stanja, kao specificnim prediktorima slabe reaktivnosti
na cjepivo protiv influence, do sada se nije znalo gotovo nista (133,135,143,144).
Zbog toga je, s ciliem prvobitne identifikacije tih parametara, trebalo pretraziti vecu
bazu podataka koja s razliCitih aspekata opisuje zdravstveno stanje ispitanika. | to je
ucinjeno u ovom radu. Dobivena skupina od 16 parametara zdravstvenog stanja
moze sluZiti kao polazni skup parametara za daljnje nadogradivanje znanja o

biomarkerima slabe reaktivnosti na cjepivo protiv influence.
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ZAKLJUCCI

1. Samostalni ¢imbenici koji mogu utjecati na produkciju specificnih protutijela na
cjepivo protiv influence su prethodno antigensko iskustvo i to broj prethodnih
cijeplijenja, visina ostatnog titra protutijela i znaCajke komponenti cjepiva
(imunogenicnost, antigensko iskustvo primarne imunizacije i heterologna reakcija), te
poremecaji zdravstvenog stanja, dok se ucCinak starije dobi (>65 god.) ne moze

odvaoijiti od ucinka tih dvaju ¢imbenika.

2. Stvarni zastitni ucinak cijepljenja, tj. postotak osoba sa zastitnim titrom protutijela
(21:40), u osoba starih 50 i vise godina, s kronicnim bolestima, kakve se naj¢esce i
cijepe protiv influence u ambulantama opée medicine, nakon ponovljenih cijepljenja

se opcenito ne smanjuje.

3. Mogucnost da zastitni ucinak cijepljenja u odnosu na prvo cijeplienje bude
smanjen postoji u osoba prethodno cijepljenih puno (Cetiri i vise) puta, ali samo za

komponentu cjepiva Ciji se sastav u cjepivu ¢esto mijenja.

4. U osoba starih 50 i vise godina, s kroniCnim bolestima, najslabiji zastitni u€inak
cjepiva protiv influence se postiZze na antigensku komponentu A/H{N1. Posebno se to
odnosi na osobe koje se cijepe prvi put, jer u tom slu¢aju Cesto nedostaje ostatni titar

protutijela.

5. |z baze podataka, od ukupno 52 parametra kojima je opisano zdravstveno stanje
ispitanika, primjenom metoda induktivnog ucenja, na osnovi Cetiri razliita kriterija
pomocu kojih je definirana slaba seroloSka reaktivnost na cjepivo protiv influence,
selekcionirali smo 16 potencijalnih predikcijskih parametara i to: postotak
mononuklearnih leukocita i limfocita u diferencijalnoj krvnoj slici, hormon Stitne
Zlijezde tiroksin (fT4), vitamin B12 (i njegov ekvivalent - parametar MCV), B-globulini,
debljina kozZznog nabora iznad nadlaktice, klirens kreatinina, aminokiselina
homocistein, y-globulini, IgA specificna protutijela na mikroorganizam Helicobacter
pylori, hormon hipofize prolaktin, glukoza u krvi na taste, serumski albumin, starija
dob i tireoidni stimuliraju¢i hormon hipofize (TSH). Od tih parametara, prema

pravilima ILLM algoritama, najbolji prediktori su parametri koji predstavljaju dva para
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medusobno povezanih poremecaja, kao Sto su ,povec¢an postotak monocita i
smanjen postotak limfocita u diferencijalnoj krvoj slici, te deficit vitamina By i

hiperhomocisteinemija“.

6. Primjenom dodatnih algoritama, za pojedine od dobivenih parametara, mogao se
steéi bolji uvid u nacin kako su parametri medusobno povezani u prepoznatljive (u
skladu s postojeCim znanjem) patogenetske cjeline. Na taj nac€in smo identificirali
Cetiri klinicka stanja vrlo vjerojatno povezana sa slabim seroloskim odgovorom na
cjepivo protiv influence. Ta kliniCka stanja su: kroni¢na bubrezna insuficijencija
(posebno sindrom karakteriziran upalom, malnutricijom, poremecéajem metabolizma
glukoze i hiperhomocisteinemijom), mentalni i neurodegenerativni poremecaji
(posebno oni povezani s promjenama u hipotalamusu i hipofizi, glavnim mjestima
kontrole neuroendokrinih funkcija, praéeni hiperprolaktinemijom), hipofunkcija Stitne
Zlijezde (hipotireoza), te kroni€ni gastritis uzrokovan infekcijom bakterijom

Helicobacter pylori.

7. Navedena kliniCka stanja mogu negativno utjecati na imunosnu reaktivnost, a time
i na seroloSku reaktivhost na cjepivo protiv influence, posredstvom zajednickih
intermedijarnih mehanizama, kao $to su: pomicanje ravnoteze imunosnog odgovora
od specifitne prema nespecificnoj i stanicnoj imunosti, upala, proteinska malnutricija,
poremecaj metabolizma glukoze, te skupina metaboli¢kih poremecaja povezanih s

deficitom vitamina B4z i hiperhomocisteinemijom.

8. Negativan utjecaj starije dobi na ucinkovitost cijepljenja protiv influence je
vjerojatno posljedica brojnih poremecaja zdravstvenog stanja koja mogu oslabiti
funkciju imunosnog sustava, buduci da se ti poremecaji najceSce i pojavljuju u starijoj
dobi.

9. Pojava viSe poremecaja zdravstvenog stanja u jedne osobe otezava kliniCki probir
osoba koje bi mogle slabo seroloski reagirati na cjepivo protiv influence. Velik dio tih
osoba bi se ipak mogao prepoznati na relativno jednostavan nacin, po zna¢ajkama
kao $to su dob veca od 65 god. i hiperhomocisteinemija (kao samostalni biokemijski

pokazatelj) i/ili dijagnoza neuropsihijatrijskih bolesti (kao iskljucivo klini¢ki pokazatel;).
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10. Analizom zajedniCkog utjecaja sva tri bitna ¢imbenika na ucinkovitost cijepljenja
protiv influence, dobi, prethodnog antigenskog iskustva (broja prethodnih cijepljenja i
visine ostatnog titra protutijela za Cetiri testirana tipa virusa influence), te poremecaja
zdravstvenog stanja, po kriteriju da se slaba reakcija na cjepivo smatra ako je do 24x
porasta titra protutijela doSlo na samo jednu, ili nije doslo ni na jednu komponentu
cjepiva, u skupini pretezno starijih osoba s kroni¢nim bolestima, dob se nije pokazala
kao rizi¢ni ¢imbenik. Prethodna cijepljenja imaju izrazito znac¢ajan protektivni ucinak,
posebno prethodno cijepljenje od 2-3 puta. Nepovoljan utjecaj ima imunosna reakcija
na antigenski slicnu komponentu iz prethodnog sastava cjepiva (heterologna
reakcija), kao $to je u ovom radu slu¢aj s antigenom B/Sicuan. U manjoj mijeri,
nepovoljan utjecaj mogu imati i neki patogenetski poremecaiji koji kao intermedijarni
mehanizmi povezuju poremecaje opceg zdravstvenog stanja s poremecajima u
funkciji imunosnog sustava, kao Sto su relativna limfopenija (smanjen postotak
limfocita u diferencijalnoj krvnoj slici) i metaboliCki poremecaji povezani s deficitom
vitamina B42 i hiperhomocisteinemijom. Utjecaj poremecéaja zdravstvenog stanja na
ishod cijeplienja protiv influence bi mogao doéi viSe do izrazaja u situacijama

cijepljenja u kojima se realno oCekuje slaba produkcija specificnih protutijela.
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SAZETAK

Godidnje cijepljenje trokomponentnim inaktiviranim cjepivom se odavno smatra
najuspjesnijim nacinom prevencije influence. Taj postupak se posebno preporucuje
starijim osobama (>65 godina) i osobama s kroni¢nim bolestima koje su i najvise
sklone razvoju komplikacija od influence. Medutim, pokazalo se da je zastitni uCinak
cijepljenja u starijih osoba znacajno slabiji, nego u mladih osoba.

U radu smo Zeljeli procijeniti u kojoj mjeri pojedini od tri bitna ¢imbenika, prethodno
antigensko iskustvo (primarna imunizacija, ostatni titar protutijela i broj prethodnih
cijepljenja), starija dob (>65 god.) i poremecaji zdravstvenog stanja koji prate
starenje, utjeCu na ucinkovitost cijepljenja protiv influence. Poseban cilj je bio utvrditi
koje bi kroni¢ne bolesti i patogenetski poremecaji mogle smanijiti serolo$ki odgovor
na cjepivo, buduci da se o tome problemu jo$ vrlo malo zna.

Ispitivanje je provedeno za vrijeme rutinskog postupka cijepljenja protiv influence, u
sezoni 2003/2004 god., u jednoj ambulanti opée medicine. Za sudjelovanje u
ispitivanju svoj informirani pristanak su dale 93 osobe, 35 M i 58 Z, stare 50-89
godina (medijan 69), od ukupno 150 osoba koliko ih se te godine dobrovoljno cijepilo
protiv influence. Lokalno Eti¢ko povjerenstvo za medicinska istrazivanja je odobrilo
ispitivanje.

Za analizu titrova protutijela, ovisno o broju prethodnih cijepljenja i dobi, koristili smo
klasi¢ne statistiCke metode (y2, Kruskal-Wallis i Fisher exact test).

Da utvrdimo koji bi poremecaji zdravstvenog stanja koji prate starenje mogli imati
najveci negativni utjecaj na seroloski odgovor na cjepivo protiv influence, primijenili
smo metodu strojnog ucenja, na vec¢ pripremljenu bazu podataka. Konkretno, u radu
su koristeni algoritmi ILLM (Inductive Learning by Logic Minimization) sustava,
razvijeni u Laboratoriju za informacijske sustave Instituta “Rudjer BoSkovi¢” u
Zagrebu. Bazu podataka je Cinilo 52 parametra koji su ukljucivali dob, spol, dijagnoze
najvaznijin  skupina kroni¢nih bolesti starije dobi, antropometrijske mjere, te
hematoloSke i biokemijske laboratorijske analize.

Zajednicki utjecaj sva tri Cimbenika, prethodnog antigenskog iskustva (broj
prethodnih cijepljenja i ostatni titar protutijela za Cetiri testirana tipa virusa influence),
dobi, te parametara zdravstvenog stanja, na ucinkovitost cijepljenja, smo analizirali
metodom logistiCke regresije (model sa svim ukljuCenim varijablama, te modeli s

postepenim ukljuCivanjem i iskljuCivanjem varijabli, forward i backward). Od
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parametara zdravstvenog stanja, u analizu su usli samo oni koje smo prethodno
dobili metodom strojnog ucenja.

Rezultati su pokazali da su samostalni ¢imbenici koji mogu utjecati na uc€inkovitost
cijepljenja protiv influence prethodno antigensko iskustvo i poremecaji zdravstvenog
stanja koji prate starenje,dok se utjecaj starije dobi ne moze odvojiti od utjecaja tih
dvaju Cimbenika.

Zastitni ucinak cijepljenja, tj. postotak osoba sa zastitnim titrom protutijela (=1:40), u
osoba starih 50 i viSe godina, s viSe kroni¢nih bolesti, kakve se najCeSce i cijepe
protiv influence u ambulantama opée medicine, nakon ponovljenih cijepljenja se
opcenito ne smanjuje. Mogucnost da do toga dode postoji jedino u osoba prethodno
cijepljenih puno (Cetiri i viSe) puta, ali samo za komponentu cjepiva Ciji se sastav u
cjepivu Cesto mijenja. Slab uc€inak cijepljenja se moze oc€ekivati i u onih osoba koje se
cijepe prvi put, na komponentu cjepiva A/HiN4, poznatu po Cestom odsustvu
ostatnog titra protutijela.

Primjenom algoritama ILLM sustava na bazu podataka, prema cCetiri razliCita kriterija
za definiciju slabe seroloSke reaktivnosti na cjepivo protiv influence, nadene su
prepoznatljive strukture u podacima. Tim putem, iz baze podataka smo selekcionirali
16 parametara koji mogu sluziti kao prediktori slabog seroloskog odgovora. Ti
parametri su: postotak mononuklearnih leukocita i limfocita u diferencijalnoj krvnoj
slici, hormon Stitne Zlijezde tiroksin (fT4), vitamin B4 (ili njegov ekvivalent-parametar
MCV), B-globulini, debljina kozZznog nabora iznad nadlaktice, klirens kreatinina,
aminokiselina homocistein, y-globulini, IgA specificna protutijela na mikroorganizam
Helicobacter pylori, hormon hipofize prolaktin, glukoza u krvi na taste, serumski
albumin, starija dob i tireoidni stimulirajuci hormon hipofize (TSH).

Od tih dobivenih parametara, najbolji prediktori, prema pravilima ILLM algoritama, su
oni koji predstavljaju dva para medusobno povezanih poremecaja, a to su ,povecan
postotak monocita i smanjen postotak limfocita u diferencijalnoj krvoj slici®, te ,deficit
vitamina B+ i hiperhomocisteinemija“.

Primjenom dodatnih algoritama, za pojedine od selekcioniranih parametara, mogao
se steci bolji uvid u nacin kako su parametri medusobno povezani u funkcionalne
cjeline. Na taj nacin smo identificirali Cetiri kliniCka stanja, najvjerojatnije povezana sa
slabim seroloSkim odgovorom na cjepivo protiv influence. Ta klinicka stanja su:
smanjena bubrezna funkcija (posebno sindrom karakteriziran upalom, malnutricijom,

poremec¢ajem metabolizma glukoze i hiperhomocisteinemijom), mentalni i
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neurodegenerativni poremecaji (posebno oni povezani s promjenama u hipotalamusu
i hipofizi, praceni hiperprolaktinemijom), hipofunkcija Stitne Zlijezde (hipotireoza), te
kroni€ni gastritis uzrokovan infekcijom bakterijom Helicobacter pylori. Svoj negativni
utjecaj na imunosnu reakciju ta kliniCka stanja vjerojatno ostvaruju putem zajednickih
intermedijarnih mehanizama, kao $to su: pomicanje ravniteze imunosnog odgovora
od specificne prema nespecifiCnoj i stani¢noj imunosti, upala, kroni¢na imunizacija,
proteinska malnutricija, poremecaj metabolizma glukoze, te metaboli¢ki poremecaji
povezani s deficitom vitamina B2 i hiperhomocisteinemijom.

U konachnici, ovi rezultati ukazuju da je negativan utjecaj starije dobi na ucinkovitost
cijepljenja protiv influence najvjerojatnije posljedica brojnih poremecaja zdravstvenog
stanja koji mogu oslabiti funkciju imunosnog sustava, buduci da se ti poremecaiji
najCesce i pojavljuju u starijoj dobi. Prisustvo viSe poremecaja zdravstvenog stanja u
jedne osobe otezava klinicki probir osoba koje bi mogle slabo seroloski reagirati.
Veliki dio tih osoba bi se ipak mogao prepoznati na relativno jednostavan nacin, po
znaCajkama kao Sto su dob veéa od 65 godina i hiperhomocisteinemija (kao
samostalni biokemijski pokazatelj) i/ili dijagnoza neuropsihijatrijskih bolesti (kao
isklju€ivo klinicki pokazatelj).

Analizom zajedni¢kog utjecaja sva tri bitna ¢imbenika na ucinkovitost cijepljenja, po
kriteriju da se slaba reakcija na cjepivo protiv influence smatra ako je do 24x porasta
titra protutijela doslo na jednu, ili nije doslo ni na jednu komponentu cjepiva, starija
dob se nije pokazala kao rizicni Cimbenik. Najboljim prediktorom su se pokazala
prethodna cijepljenja. Pri tome, najbolji protektivni u€inak je imalo prethodno
cijeplienje od 2-3 puta (OR 0,062, 95% CIl0,006-0,634). Negativan utjecaj na
ucinkovitost cijepljenja, prema rezultatima ove analize, moze imati imunosna reakcija
na komponentu iz prethodnog sastava cjepiva (heterologna reakcija), kao sto je u
ovom radu slu€aj s komponentom B/Sicuan (OR 1,050, 95% CI 1,003-1,100).
Poremecaji zdravstvenog stanja u manjoj mjeri utjeCu na ucinkovitost cijepljenja od
prethodnog antigenskog iskustva i to nepovoljno. Pri tome su za predikciju bitni
intermedijarni mehanizmi koji povezuju kroniéne bolesti i poremecaje opceg
zdravstvenog stanja s promjenama u funkciji imunosnog sustava. U ovoj analizi,
primijeri za to su relativna limfopenija (smanjen postotak limfocita u diferencijalnoj
krvnoj slici) (OR 0,942, 95% CI 0,889-0,998), te metabolicki poremecaji povezani s
deficitom vitamina B1, (OR 0,998, 95% CI 0,994-1,002) i hiperhomocisteinemijom
(OR 1,150, 95% CI 0,998-1,326). Utjecaj poremecaja zdravstvenog stanja na ishod
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cijepljenja protiv influence bi mogao viSe doc¢i do izrazaja u situacijama cijepljenja u
kojima se realno oCekuje slaba produkcija specificnih protutijela. Na takav zaklju¢ak
navode rezultati forward analize koja je pokazala da uvodenje parametara
zdravstvenog stanja u logisticki model znaCajno povecava vrijednost modela za
predvidanje slabog seroloskog odgovora na cjepivo (negativna prediktivna vrijednost
modela). Time su rezultati dobiveni metodom logisticke regresije potvrdili rezultate
dobivene prethodnim analizama.

Tri oblika logistiCke regresijske analize mogu predvidjeti 76,9% (model sa svim
varijablama) i 75,8% (modeli forward i backward) svih rezultata seroloSkog odgovora
na cjepivo protiv influence (p=0,002, 0,041 i 0,003).
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ABSTRACT

Annual vaccination with a trivalent inactivated influenza vaccine has for a long time
been widely accepted method for the prevention of influenza. This procedure is
adviced primarily for the elderly (>65) and subjects with chronic medical conditions,
because of their susceptibility for the development of influenza complications.
However, it has been shown that the vaccine efficacy in the elderly is significantly
lower than in the younger population groups.

The aim of this study was to analyse the relative impact of the three main factors,
previous antigenic exposure (original antigenic sin, preexisted antibody titres and
repeated vaccinations), older age (>65) and age-related health disorders, on the
influenza vaccine efficacy. The special aim was to identify which chronic diseases
and pathogeneric disorders may negatively influence the influenza vaccine serologic
response, since it has so far been poorly recognized problem.

The study was conducted during a routine vaccination procedure against influenza, in
the season 2003/2004, in a general medicine practice. Informed consent was
obtained from 93 subjects, 35 M and 58F, aged 50-89 years (median 69), out of a
total of 150 subjects who were vaccinated. The study was approved by the Regional
Ethics Committee on Medical Research.

Classical statistical methods (the y2, Kruskal-Wallis and Fisher exact tests) were
used to analyse antibody titres, according to the number of previous vaccinations and
age.

To identify age-related health disorders with potentially largest negative impact on the
influenza vaccine serologic response, we applied the Machine Learning method on
already prepared Data Base. Exactly, algorithms of the ILLM (Inductive Learning by
Logic Minimization) system, developed in the Laboratory for Information System,
Institute Rudjer Boskovi¢, Zagreb, were used. The Data Base, used in the study, was
composed of a total number of 52 clinical parameters, including age, sex, diagnoses
of the main chronic aging diseases, anthropometric measures and hematological and
biochemical laboratory tests.

Logistic regression (full model and two stepwise forms, forward and backward) was
performed to determine the common impact of all three factors, previous antigenic
exposure (the number of previous vaccinations and preexisted antibody titres for four

tested influenza virus strains), older age and the health-status data, on the influenza
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vaccine efficacy. Only those health-status data previously selected by using Machine
Learning method, were included in the model.

The results showed that the independent factors which may influence the influenza
vaccine efficacy are previous antigenic exposure and age-related health disorders,
while the impact of older age can hardly be separated from these two factors.
Generally, the protective vaccine efficacy, i.e. the percent of subjects with protective
antibody level (=1:40), in subjects aged 50 years and more, with multiple chronic
conditions, which are usually vaccinated in general practice, does not decrease after
repeated vaccination. Only in subjects previously vaccinated for many (four and
more) times, there is the possibility for the vaccine efficacy to decrease, in
comparison with the first vaccination, but only for vaccine component which content
has frequently been changed. The low vaccine efficacy can also be expected in
subjects receiving vaccine for the first time, on the component A/H{N+, characterized
by frequent absence of preexisted antibody titres.

By ILLM algorithms, applied on the Data Base according to four criteria for definition
of the low serologic response, recognizable patterns in the data were identified.
Consequently,16 different parameters were selected which can serve as potential
predictors of the low influenza vaccine serologic response. These parameters are:
the percent of mononuclear leukocyte and lymphocyte in WBC (White Blood Cell)
differential, the thyroid gland hormone thyroxine (fT4), thyroid-stimulating hormone
(TSH), vitamin B4 and its equivalent - Mean Cell Volume (MCV), B-globulins, y-
globulins, triceps skinfold thickness, creatinine clearance, homocysteine,
Helicobacter pylori specific immunoglobuline A, the pituitary gland hormone prolactin,
blood fasting glucose, serum albumin and older age (>65).

Among these selected parameters, the best predictors, according to the rules of ILLM
algorithms, are those representing two pairs of mutually related disorders, such as
.increased percent of monocytes and decreased percent of lymphocytes in WBC
differential“ and ,vitamin B4, deficiency and hyperhomocysteinemia®“.

By using additional ILLM algorithms, for particular of selected parameters, we set
apart interconnected parameters forming functional units. In this way, we identified
four clinical conditions most likely associated with the low serologic response. These
clinical conditions are: impaired renal function (particularly the syndrome
characterized by inflammation, malnutrition, glucose metabolism impairment and

hyperhomocysteinemia), mental and neurodegenerative disorders (especially those
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connected with changes in the hypothalamus and the pituitary gland, associated with
hyperprolactinemia), the thyroid gland hormones hypofunction (hypothyreosis) and
chronic gastritis caused by the Helicobacter pylori infection. These clinical conditions
may negatively influence the influenza vaccine serologic response via common
intermediate mechanisms, such as: turning the bias of the immune reaction from the
specific to the nonspecific and cellular immune response, inflammation, chronic
immunization, protein malnutrition, glucose metabolism impairment and metabolic
disorders associated with vitamin B, deficiency and hyperhomocysteinemia.

Finnaly, based on these results, the negative impact of older age on the influenza
vaccine efficacy could be the result of a number of the health-status impairments
influencing negatively the immune system function, since these impairments most
frequently occur in older age. Several health-status disorders simultaneously existing
in one person make the prediction of the influeza vaccine serologic response difficult.
A large proportion of the subjects which might have the low influeza vaccine serologic
response could however be identified on a relatively simple way, based on
characteristics such as age older than 65 years and hyperhomocysteinemia (as an
independent biochemical marker) and/or diagnosis of neuropsychiatric diseases (as
the clinical marker only).

Based on the analysis of the common impact of all three main factors influencing the
influenza vaccine efficacy, using 24x increase in antibody titres for one or none
vaccine component as criteria for definition of the low serologic response, older age
was not selected as a significant risk factor. The best predictor was repeated
vaccinations. Especially, previous vaccinations of 2-3 times showed the best
beneficial effect (OR 0,062, 95%CI 0,006-0,634). Based on this analysis, immune
reaction on the vaccine component contained in the influenza vaccine before the last
content exchange (heterologous reaction), as it is, in this study, the case with the
vaccine component B/Sicuan, may significantly negatively influence the influenza
vaccine efficacy (OR 1,050, 95%CI 1,003-1,100).

Compared to the factors related to previous antigenic exposure, the health-status
disorders showed only minor, albeit non-beneficial effect. For the purpose of
prediction, intermediate mechanisms, linking chronic diseases and the general
health-status disorders with the immune system dysfunctions, could be of the main
importance. Examples, based on this analysis, are relative lymphopenia (decreased
percent of lymphocytes in WBC differential) (OR 0,942, 95%CI 0,889-0,998) and
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metabolic disorders associated with vitamin B4, deficiency (OR 0,998, 95%CI 0,994-
1,002) and hyperhomocysteinemia (OR 1,150, 95%CI 0,998-1,326). Based on the
results obtained by the logistic regression analysis, type forward, showing the
significant improvement of the capability of the model to predict the low influenza
vaccine serologic response (the negative predictive power) when the health-status
data are included in the model, it can be concluded that the health-status disorders
might have much greater impact on the influenza vaccine efficacy in situations where
poor postvaccination specific antibody production is expected. In this way, results
obtained by the logistic regression have proved the results obtained by the previously
used methods.

Three selected models of performed logistic regression analysis can predict 76,9%
(full model) and 75,8% (both forward and backward types) of the total results of the

influenza vaccine serologic response (p=0,002, 0,041 and 0,003 respectively).
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