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Резюме. В обзоре представлены современные данные по информативности различных биохимических маркеров для ранней диагностики сепсиса, при этом наиболее подробно изучены следующие: С-реактивный белок, прокальцитонин, пресепсин, эндотоксин. Отражен также собственный опыт авторов по определению активности эндотоксина для диагностики тяжелых форм сепсиса.
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В настоящее время сепсис, несмотря на многолетние интенсивные исследования, направленные на поиск оптимальных обоснований патогенетической терапии, остается одной из главных причин смерти при развитии критических состояний. Частота сепсиса и септического шока в последние годы возрастает во всех странах, в том числе и в России, что связано с развитием и широким применением инвазивных медицинских технологий, расширения объемов оперативных вмешательств, бесконтрольного применения антибиотиков широкого спектра, увеличением микробов, устойчивых к антибиотикам и антисептикам. Летальность при сепсисе остается очень высокой, достигает более 50% при септическом шоке. Летальность больных граммотри- цательным сепсисом в два раза выше летальности больных, вызванной грамположительной флорой [1,11,19].
Одна из основных причин этой удручающей картины - трудности в своевременной и точной постановке диагноза сепсиса.
За прошедшие два десятилетия произошла коренная трансформация представлений о природе сепсиса. В настоящее время сепсис рассматривается, как «...патологический процесс, в основе которого лежит реакция организма на инфекцию различной природы с развитием синдрома системного воспалительного ответа (ССВО, SIRS)». Автор цитокиновой теории сепсиса R.C.Bone в 1997 году ввел термин «компенсаторный антивоспалительный ответ ^ARS)» с тремя клиническими вариантами: преобладание синдрома системной воспалительной реакции (SIRS), которая в конечном итоге приводит к формированию органной недостаточности; преобладание CARS (иммунный паралич, повышенная опасность инфекционной инвазии); сбалансированность SIRS и СARS - самый благоприятный вариант воспалительной реакции, высокая вероятность благоприятного ответа. Предложенные автором клиниколабораторные критерии для подтверждения сепсиса, в настоящее время являются основополагающими для диагностики этой патологии [9,10,16].
Однако информативность этих критериев для диагностики оценки и тяжести сепсиса во многих случаях бывает недостаточной и не позволяет принять решение об адекватной тактике интенсивной терапии.
Поэтому, в последние годы ведется интенсивный поиск объективных биохимических маркеров для своевременной диагностики этого критического состояния. «Классические» маркеры воспаления, такие как количество лейкоцитов, тромбоцитов, лейкоцитарная формула, лейкоцитарный индекс интоксикации, СОЭ, уровень СРБ, имеют низкую специфичность и недостаточно надежны для ранней и точной диагностики тяжелых форм сепсиса. Что касается эффективности современных микробиологических тестов, то хотя они и отличаются высокой специфичностью, их общая чувствительность не превышает 25-45%, а время, необходимое для получения результатов (24 - 48 и более часов), может оказаться неприемлемо долгим [2].
Таким образом, совершенно очевидно, что при поступлении больного с признаками ССВО необходимо срочно установить, связан ли он с инфекций. От точности и быстроты такой дифференциальной диагностики будут зависеть результаты лечения тяжелого сепсиса и септического шока. Однако дифференциальная диагностика ССВО и сепсиса представляет сложности, потому что, во- первых — у большинства больных с явной клинической картиной сепсиса, гемокультуры часто бывают отрицательными [8,9], во-вторых — как уже говорилось, при ССВО, несвязанном с инфекцией, также происходят: а) индукция белков острой фазы, в частности СРБ, маркера, традиционно применяемого для диагностики инфекции и оценки тяжести инфекции, а также б) повышение синтеза некоторых провоспалительных цитокинов [40].
С учетом новых подходов к патофизиологии сепсиса были предложены и изучены за последние 20 лет с позиций доказательной медицины более 170 различных соединений (цитокины - TNF-a, IL1, IL2, IL4, IL8, IL10, IL12; рецепторы — RAGE, TLR4, sTREM; маркеры клеточной поверхности — CD14, CD40, CD64; индикатор апоптоза - Gas6; эндотелиальные индикаторы — Е-селектин, L-селектин, VCAM-1, VEGF и др.) в качестве потенциальных биомаркеров сепсиса [26]. Некоторые из них (С-реактивный белок, прокальцитонин, интерлейкины) довольно хорошо изучены, другие же (пре- сепсин, эндотоксин) в меньшей степени [18,37].
СРБ — общепризнанный «золотой маркер» воспалительных процессов впервые был описан в начале 1930-х годов [41]. СРБ - острофазовый белок с пентамерной структурой, каждая субъединица которого состоит из 206 аминокислот СРБ продуцируется гепатоцитами под воздействием провоспалительных цитокинов, инфекционных агентов и при повреждении тканей. Увеличение концентрации, СРБ начинается через 4-6 часов после воздействия повреждающих сигналов и продолжается в течение 24-48 часов, возрастая в сотни раз [36]. Было показано, что у пациентов в ОИТ нарастание инфекционного процесса сопровождалось увеличением СРБ с чувствительностью 93,4 % и специфичностью 86,1 % [38]. Снижение уровня СРБ через 48 часов в ОИТ у больных с инфекциями было связано с уровнем смертности 15,4%, в то время как повышенный уровень СРБ (более 10 мг/дл) был связан со смертностью 60,9% [32]. В семи крупных перспективных когортных исследованиях, выполненных более чем на 2000 пациентах было показано, что СРБ не позволяет определить или исключить наличие инфекционных осложнений у больных с травмами и ожогами [14]. Более того СРБ «узнает» как инфекционные факторы, имеющие отношение как бактериям и вирусам, так и неинфекционные - например, частицы некротизированной ткани, образующиеся при ожогах, некрозах и др. Таким образом, изменение уровня СРБ отражает изменение тяжести системного воспалительного ответа но, в общем, мало что говорит о причинах воспалительного процесса [30].
В 1984 году был открыт прокальцитонин (ПКТ) - маркер сепсиса с загадочным физиологическим механизмом. В норме ПКТ - это промежуточный продукт образования кальцитонина и синтезируется С-клетками поджелудочной железы. Самые интересные (с практической точки зрения) свойства ПКТ были открыты совершенно неожиданно. Французские военные врачи при измерении у пациентов с обширными ожогами уровней биомаркеров, характеризующих острые повреждения легких, обнаружили в крови значительно повышенные концентрации ПКТ. Ретроспективный анализ показал: у больных с наиболее высокими уровнями ПКТ в последствии развились инфекционные осложнения, в том числе сепсис и септический шок. Это было первым указанием на связь между повышенными уровнями ПКТ и системным воспалением. С этого момента, изучение связи между ПКТ и воспалительными процессами стало одним из самых «горячих» направлений современной медицины. При тяжелой генерализованной бактериальной, паразитарной или грибковой инфекции с наличием системных проявлений уровни ПКТ возрастают быстро и сильно. У пациентов с тяжелым сепсисом и септическим шоком концентрация ПКТ может возрастать в 1000 раз и достигать 1000 нг/мл [14,25,26].
Вместе с тем до конца не ясно, может ли повышаться уровень данного маркера в отсутствии инфекции. Самая распространенная точка зрения: «нет, не может, поэтому ПКТ - наилучший индикатор инфекционного процесса у тяжелобольных пациентов; более того, уровень ПКТ коррелирует с тяжестью инфекции». Увы, это не совсем так.
В 1994 году 25 паломников, совершавших хадж, были госпитализированны с тепловым ударом в госпитале города Мекка. Уровни ПКТ измерялись каждые 6 часов в течение суток с момента поступления. Как оказалось, у всех пациентов при поступлении уровни ПКТ были повышены (по сравнению с контрольной группой) в 20 (!) раз [36].
Таким образом, ни ПКТ, ни, тем более, СРБ нельзя со стопроцентной уверенностью считать маркерами, связанными исключительно с воспалениями инфекционной природы. Тем не менее, повышение ПКТ все же в большей степени связано именно с инфекциями, нежели повышение СРБ. Проведенный мета-анализ (49 опубликованных статей, 33 исследования, 3943 пациентов, 1828 мужчин, 922 женщины, средний возраст 56,1 лет, 1825 пациентов с сепсисом, тяжелым сепсисом или с септическим шоком, 1545 пациентов с неинфекционным ССВО, уровень смертности 29,3%) позволил сделать вывод, что «ПКТ является хорошим биологическим диагностическим маркером сепсиса, тяжелого сепсиса и септического шока у трудно диагностируемых критически больных пациентов. ПКТ должен быть включен в правила диагностики сепсиса и в клиническую практику отделений интенсивной терапии» [15, 35].
Таким образом, для дифференциальной диагностики и мониторинга системных воспалений и сепсиса наиболее целесообразно сочетанное измерение уровней ПСТ и СРБ. При этом наибольшее клиническое значение имеет динамика указанных маркеров, а не их абсолютные значения.
Если после операции, травмы и ожога возникает неинфекционный ССВО, то происходит транзиторное и небольшое повышение уровня ПСТ. Если на этом фоне развивается системная инфекция ПСТ повышается сильно, отражает динамику тяжести септического процесса и прогнозирует его исход. Однако ПСТ не может оценить динамику тяжести неинфекционного ССВО в послеоперационном периоде. Исходное повышение СРБ связано преимущественно с индукцией острой фазы и с «неинфекционным» ССВО. Такое повышение может длиться долго и отражать динамику нормализации на этапах послеоперационной болезни. При присоединении инфекции уровень СРБ может повышаться дополнительно, однако такое повышение не может быть достоверным индикатором присоединения инфекции [2, 3, 7].
Однако в последних рекомендациях по сепсису компании «Переживем сепсис» [19] не рекомендуется использовать уровень ПСТ в качестве диагностического инструмента для тяжелого сепсиса. Рекомендуется [25] ориентироваться на низкий уровень PCT в качестве маркера для прекращения эмпирической антибактериальной терапии, при отсутствии очага инфекции (2С).
Если суммировать результаты многочисленных исследований, то текущая картина такова: при воспалительном процессе, вызванном бактериальными и грибковыми инфекциями, уровень ПКТ в крови возрастает в течение 6-12 часов. Несомненно, повышение сывороточных уровней ПКТ является эффективным показателем сепсиса, но физиологическая роль ПКТ в этом процессе остается загадочной («маркер есть, а понимания, как он работает - нет»). Нет и понимания того, чем вызваны как ложноположительные, так и ложноотрицательные результаты определения ПКТ, как маркера сепсиса.
Пресепсин (ПСП) - это новый высокоспецифичный и высокочувствительный маркер сепсиса, представляющий белок, образуемый макрофагами при фагоцитозе инфицирующих бактерий и грибков. Один из механизмов образования ПСП связан с бактериальным фагоцитозом и расщеплением СD14 лизосомальными ферментами [4].
Во многих работах показано, что циркулирующие уровни ПСП повышаются при развитии системных инфекций и сепсиса, вызываемых грамположительными, грамотрицательными и грибковыми инфекциями. При вирусных инфекциях и при воспалительных процессах, не связанных с системными инфекциями, уровни ПСП не повышаются [21]. При развитии сепсиса повышение ПСП происходит раньше и быстрее, чем другие маркеры сепсиса, а именно в течение 1,5-2 ч после начала системной инфекции - раньше, чем повышение IL 6, IL 1, TNF а и раньше, чем повышение ПКТ и СРБ [22,23,34]. Динамика уровней ПСП прямым образом связана с динамикой показателей тяжести критических пациентов, определяемых согласно шкалам APACHE II, SOFA и MEDS. При уровни ПСП (пг/ мл) < 200 - сепсис может быть исключен, при > 300 - возможен, при > 500 - умеренный риск тяжелого сепсиса и при уровне более 1000 нг/мл - высокий риск развития тяжелого сепсиса и септического шока [29].
Недавно было показано, что ПСП имеет более высокую клиническую специфичность, чем ПСТ. Так чувствительность к бактериальной инфекции составила (%): для ПСП - 91,9; для ПСТ - 88,9; для IL-6 - 88,9; для гемокультур - 35,4, при этом количество ложноположительных диагнозов составило: для ПСП - 12,5, а для ПСТ - 25,0. ПСП, в отличие от других маркеров, имеет сходную чувствительность к грамположи- тельному (95,5%) и грамотрицательному сепсису (77,7%). Полагается, что «применимость пресепсина для диагностики сепсиса сравнима с таковой для прокальцитонина, но клиническая специфичность ПСП намного выше чем ПСТ» [23, 34].
В целом пресепсин оказался более чувствительным маркером сепсиса, чем прокальцитонин. Динамика ПСП совпадает, в отличие от СРБ, ПКТ и IL-6, с неблагоприятным исходом по шкале APACHE II. В настоящее время нет других маркеров, сравнимых с ПСП, по его одновременному диагностическому и прогностическому потенциалу, пригодному для точной стратификации септических пациентов [5,24,31].
Одним из главных факторов, инициирующим ССВО является эндотоксин - облигатный липополисахарид бактериальной стенки грамотрицательных бактерий, один из самых сильных экзогенных пирогенов, открытый Richard Pfeiffer в 1892 году. Благодаря наличию гидрофобной части молекулы, эндотоксин способен внедряться в клеточную мембрану, способствуя ее реорганизации, нарушениям клеточного метаболизма, угнетению клеточного метаболизма и нарушению функции митохондрий. Роль эндотоксина в патогенезе сепсиса достаточно изучена. Вступая во взаимодействие с LPS - свертывающим белком клеток, он активирует выброс цитокининов и других биологически активных веществ. Это, в свою очередь, запускает каскад реакций системного воспалительного ответа, приводя к нарушению проницаемости мембран с развитием синдрома полиорганной недостаточности [8,17].
Методы количественного определения уровней эндотоксина в плазме больных сепсисом известны более 40 лет [20] и основаны на применении LAL теста (Limulus Amebocyte Lysate). Идея использования LaL-теста принадлежит F. B. Bang [13], который в 1956 году отметил, что в основе данного теста лежит реакция взаимодействия эндотоксина и лизата амебоцитов крови краба рода Limulus с помутнением лизата и образованием геля. Существует несколько модификаций LaL-теста: качественный и количественный гель-тромб тест; кинетический турбодиметрический и хромогенный тест. Тест нашел определенное место в диагностике сепсиса [20,30]. Однако учитывая, что в плазме или цельной крови эндотоксин связывается со многими белками, это часто искажает результаты LAL-теста. В этой связи он нашел наиболее широкое применение для валидации растворов и сырья [12]. Поэтому многими исследователями был продолжен поиск новых методов более быстрой и точной диагностики эндотоксемии.
В 1998 году канадский исследователь A.D. Romashin сообщил о хемилюминисцентном методе диагностики эндотоксина в цельной крови (A.D. Romashin et а1.,1998), а канадской компанией Spectral Diagnostics Inc. была создана аппаратура для выполнения этого теста [39].
EAA (Endotocsin Activity Assay) - это быстрый тест цельной крови на активность эндотоксина. Тест основан на реакции взаимодействия липида А с высокоспецифическими антителами в присутствии собственных нейтрофилов пациента. Нейтрофилы претерпевают ряд внутриклеточных реакций, приводящих к выбросу оксирадикалов, которые взаимодействуют с реагентом люмифором. Произведенные в этой реакции фотоны учитываются в хемилюминометре.
Определение ЕАА способствует раннему выявлению пациентов с высоким риском развития тяжелого сепсиса и септического шока граммотрицательной этиологии.
Клинические исследования показали, что при ЕАА менее 0,4 отмечается низкий риск развития тяжелого сепсиса, и чаще всего исключается наличие грамотрицательной инфекции. ЕАА в пределах 0,4-0,59 является средним и определяет повышенный риск развития сепсиса. ЕАА, соответствующий 0,6 и более является высоким, и свидетельствует о высоком риске развития тяжелого сепсиса и септического шока. J. Marshall et al. в 2004 году в рамках когортного исследования при оценке прогностической значимости EAA обнаружили, что летальность больных при уровнях эндотоксина менее 0,4 в ОРИТ составляла - 14%, а госпитальная летальность - 14%; при среднем уровне EAA (0,4- 0,6) - 12% и 29% соответственно, а при высоких значениях EAA (более 0,6) показатели летальности в ОРИТ и госпитальной летальности составили 15,5 и 30% [33].
Проведенное в 2007-2009 гг. D.Klein et al. исследование среди 53 пациентов с септическим шоком выявило летальность 16% при значении ЕАА менее 0,40 и 34% в интервале 0,4-0,59, тогда, как при ЕАА более 0,6 летальность возрастала до 50% и выше [27,28]. Высокая прогностическая значимость определения активности эндотоксина была показана у больных с сепсисом после операций на сердце и сосудах [6].
Вместе с тем, при анализе уровня EAA необходимо учитывать, что повышение триглицеридов более 1500 мг/дл, снижение концентрации гемоглобина менее 60 г/л и экзогенное введение пациентам альбумина может искажать показатели EAA.
В нашей клинике мы располагаем первым опытом определения уровня активности эндотоксина у 56 больных (более 300 определений), включая детей, с подозрением на развитие сепсиса по принятым клинико-лабораторным критериям (Dellinger). Уровень активности эндотоксина (EAA) определяли хемилюминисцентным методом [39], при этом на основании рекомендаций автора выделялись следующие диапазоны эндотоксемии: при ЕАА менее 0,4 ед. чаще всего исключалось развитие грамотрицательной инфекции; ЕАА в пределах 0,4-0,59 ед. указывал на повышенный риск развития сепсиса, ЕАА соответствующий 0,6 ед. и более свидетельствовал о высоком риске развития тяжелого сепсиса и септического шока. Одновременно вероятность развития сепсиса оценивалась по динамики уровня лейкоцитов, С-реактивного белка, прокальцитонина и тромбоцитов. Общая тяжесть пациентов оценивалась по шкалам APAGHE II и SOFA. На этапах интенсивной терапии, включая респираторную поддержку, контролировались показатели центральной и периферической гемодинамики, КОС, газы крови и механические свойства легких. Динамика биомаркеров сепсиса изучалась также в ходе проведения эфферентных методов терапии (ВОВВГФ, LPS-сорбции).
Анализ материала позволил выявить три группы пациентов в зависимости от уровня ЕАА: в 1-ю группу вошли 16 больных (28%) с ЕАА < 0,4 ед.; во 2-ю - 22 больных (39%) с ЕАА 0,4-0,6 ед. и в 3-ю - 18 пациентов с ЕАА более 0,6 ед. У 16 больных с ЕАА 0,15-0,39 сепсис без признаков гипоперфузии был выявлен только в 12,5% случаев. Во второй группе (n=22) с уровнем ЕАА 0,41-0,60 тяжелый сепсиса подтвердился у 18 (81,8%) больных. В 100% случаев клиника сепсиса развилась у больных третьей группы (ЕАА 0,641,26 ед.), при этом у 9 пациентов отмечались проявления септического шока. Анализ материала показал, что имелась определенная зависимость между уровнем ЕАА и выживаемостью пациентов. При уровне ЕАА до 0,4 ед. она составила 100%, при ЕАА от 0,4 до 0,6 - 91% и при уровне ЕАА более 0,6 ед. выжило 72% больных. Было также выявлено, что выживаемость при тяжелом сепсисе у 18 больных с уровнем активности эндотоксина более 0,6 ед. во многом зависела от примененного метода эфферентной терапии. При проведении сеансов ВОВВГФ в режиме 35-45 мл/кг/час из 7 больных с тяжелым сепсисом удалось выжить только 3 (42,8%). В то же время использование LPS- сорбции в чистом виде или в комбинации с ВОВВГФ позволило увеличить выживаемость при тяжелом сепсисе с ПОН до 72,7 %.
В целом на основании изучения литературы и анализа собственных данных по информативности различных биомаркеров для ранней диагностики сепсиса можно сделать следующие выводы:
Наибольшей информативной значимостью для ранней диагностики сепсиса обладают прокальцитонин и пресеп- син, при этом последний в большей степени.
Хемилюминисцентный метод определения уровня эндотоксина позволяет увеличить вероятность выявления пациентов с высоким риском развития тяжелого сепсиса и обосновать необходимость применения эфферентных методов лечения.
Требуется дальнейший поиск новых наиболее информативных биомаркеров для ранней диагностики сепсиса.
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