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1. Wstep

Postgp neonatologii oraz wprowadzenie nowych rozwiazan technologicznych w
ostatnich latach sprawily, ze wzrosta liczba noworodkoéw z bardzo niska masa ciala
(VLBW - Very Low Birth Weight - noworodki z masa ciala ponizej 1500g), ktore
przezywaja okres okoloporodowy. Jednym z gléwnych problemoéw stanowiacych
wyzwanie dla neonatologéw staje si¢, zatem dalsza opieka nad tymi noworodkami,
taka, aby ,,0siagna¢ rozwoj dziecka na tym samym poziomie jak by si¢ rozwijato
wewnatrzmacicznie, bez niepozadanego wplywu na niedojrzaly organizm”(1).
Osiagnigcie tego celu wymaga wielospecjalistycznej opieki zarowno na oddziale
noworodkowym jak 1 po wypisie dziecka ze szpitala. Postgpowanie obejmuje m.in.
dokladne monitorowanie funkcji zyciowych, wspomaganie uktadu oddechowego,
wlasciwe zywieniowe pozajelitowe i1 dojelitowe, zapobieganie i leczenie zakazen, a w
nastgpnym okresie opiek¢ okulistyczna, neurologiczna, rehabilitacyjng itp.

Mimo postgpéw w opiece nad noworodkami wciaz jedna z najistotniejszych
przyczyn umieralno$ci noworodkéw z niska urodzeniowa masa ciala sa zakazenia.
Ocenia sig, ze choroby infekcyjne wystepuja u okoto 10% noworodkéw. Nalezg do nich
zarOwno zakazenia wewnatrzmaciczne, okoloporodowe i pozne zakazenia nabyte w
ciagu pierwszego miesiaca zycia. (34). Do najniebezpieczniejszych naleza uogolnione
zakazenia bakteryjne i grzybicze. Czgstos¢ posocznicy bakteryjnej wérod noworodkow
szacowana jest na 1-10 przypadkéw / 1000 zywych urodzen (99). Grupa szczegdlnego
ryzyka sa noworodki leczone w oddziatach intensywnej terapii. Czgsto$¢ posocznicy
wsréd tak wyselekcjonowanej populacji noworodkéw oceniana jest wedtug réznych
autorow od 20% do 25% (66;105). Czgstos¢ zakazen zalezy gtownie od wystepujacych
czynnikow predysponujacych. Naleza do nich czynniki matczyne, noworodkowe i
czynniki zwigzane z sama ciaza i porodem (31). Najistotniejszym czynnikiem ryzyka
zakazenia ze strony noworodka jest przede wszystkim dojrzatos¢ noworodka (100).
Dojrzalos¢ noworodka $cisle zwiazana jest z dojrzaloscia i1 czynno$cia ukladow
obronnych. Wedtug wielu autorow wilasnie niedojrzatos¢ uktadu immunologicznego jest
glowng przyczyna podatnosci noworodkéw z niska urodzeniowa masa ciala na
zakazenia (29-31;34). Do czynnikow ryzyka zakazenia bakteriami Gram ujemnymi
zalicza si¢ wystepujacy u noworodkow niedobor immunoglobulin klasy M (wynikajacy
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ulatwiajacymi fagocytozg (15). W pierwszych 2 tygodniach zycia noworodka nie
stwierdza si¢ obecnosci we krwi immunoglobulin klasy A. Wykazano takze,
zmniejszong czynno$¢ chemotaktyczng leukocytéw oraz zmniejszona aktywnosé
fagocytarng i bakteriobdjcza leukocytow (7). Mimo prawidlowej bezwzglednej liczby
limfocytow T, B 1 NK u wcze$niakow, czynno$¢ 1 kooperacja tych komorek jest
rowniez niedojrzala (7). Zakazeniom u wcze$niakow sprzyja takze niedojrzatosc
naturalnych barier: skory, powierzchniowego ukiadu obronnego ukladu oddechowego
(zmniejszone wydzielanie sIgA, lizozymu) oraz ukladu pokarmowego. Ostatnio
wykazano m.in. zwiazek niedoboru bialek surfaktantu SP-A i SP-D a zwigkszona
zapadalno$cia na zakazenia uktadu oddechowego (4).

W zalezno$ci od czasu wystapienia objawow zakazenia wyrozni¢ mozna: zakazenia
0 wczesnym poczatku (early onset) 1 zakazenia o péznym poczatku (/ate onset). Objawy
zakazenia o wczesnym poczatku wystepuja w pierwszych kilku dniach zycia.
Zazwyczaj zrodlem zakazenia jest matka. Do zakazenia moze doj$¢ jeszcze w czasie
trwania ciazy (zakazenie plynu owodniowego, przedwczesne peknigcie blon
ptodowych) lub w trakcie porodu (zakazenia bakteriami bytujacymi w drogach rodnych
matki). Do najczgstszych patogendéw szerzacych si¢ ta droga naleza: Escherichia coli,
Streptococcus grupy B, Chlamydia trachomatis, Ureaplasma urealythicum, Listeria
monocytogenes, Candida albicans. Nalezy zwroci¢ uwage, ze Scisla definicja czasowa
zakazenia o wezesnym poczatku jest trudna 1 wedtug wielu autorow powinna réwniez
uwzglednia¢ etiologie zakazenia (29). Najczegsciej przyjmuje si¢, ze objawy zakazenia
bakteryjnego o wczesnym poczatku powinny wystapi¢ do konca 3. doby zycia dziecka
(za wyjatkiem infekcji drobnoustrojami atypowymi: C. trachomatis 1 U. urealythicum,
gdzie okres inkubacji moze wynosi¢ nawet do 3 tygodni), a objawy zakazenia
grzybiczego o wczesnym poczatku powinny wystapi¢ do 10-14 doby zycia.

Zakazenia o péznym poczatku najcze¢sciej w przypadku noworodkow z bardzo niska
urodzeniowa masg ciala sa zakazeniami wewnatrzszpitalnymi. Do czynnikdw ryzyka
zakazen o p6znym poczatku nalezy: wykonywanie zabiegoéw chirurgicznych, intubacja i
wentylacja mechaniczna, cewnikowanie centralnych naczyn zylnych, odzywianie
pozajelitowe, inwazyjne monitorowanie cisnienia tgtniczego krwi (59). Czgstosc
wystepowania wewnatrzszpitalnych zakazen u noworodkow z mala urodzeniowa masa
ciala wynosi od 12% do 50% (32;85;105). Od 1980 roku za najistotniejszy czynnik
etiologiczny zakazen o poznym poczatku uwazane sa gronkowce koagulazoujemne
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zachorowalno$¢ w niektorych oddziatach intensywnej terapii noworodka wynosi nawet
50% (36). Wedlug badan Salomao i wsp. proporcja zakazen wywolanych przez
gronkowce w ostatnich latach zwigksza si¢ i aktualnie szacuje si¢, ze stanowig
przyczyng okolo 60% zakazen u noworodkow (105). Moga by¢ czynnikiem
etiologicznym  zapalenia opon mdézgowo-rdzeniowych, zapalenia wsierdzia,
martwiczego zapalenia jelit i innych ogniskowych zmian zapalnych, ale najczgéciej
wywoluja posocznice o umiarkowanej ci¢zkoSci przebiegu. Dla posocznicy
gronkowcowe] charakterystycznymi objawami sa uposledzona tolerancja karmienia,
bezdechy, ale zakazenie to moze przebiega¢ rowniez bezobjawowo i trudno jest wtedy
wypowiedzie¢ si¢ czy dodatnie posiewy sa rzeczywiscie wynikiem zakazenia (59). O
wiele bardziej grozna dla noworodkow z mala urodzeniowa masa ciala jest posocznica
wywolana przez bakterie Gram ujemne. Uwazana jest za jedna z najbardziej
niebezpiecznych jednostek chorobowych okresu noworodkowego a $miertelnos¢ moze
sigga¢ 50% (100;116). Poczatek choroby zazwyczaj jest nagly, a progresja objawow
bardzo szybka. Zakazenie bakteriami Gram ujemnymi jest najczestsza przyczyna
wstrzasu septycznego u noworodkow (65;86).

w patdﬁzjologii posocznicy Gram ujemnej decydujaca rol¢ odgrywaja
endotoksyny (39). Endotoksyny bedace liposacharydami (LPS) stanowig czg$¢ $ciany
komorkowej wszystkich bakterii gram ujemnych. W badaniach na zwierzgtach
wykazano, ze podanie czystego LPS wywoluje te same zmiany patofizjologiczne, jakie
w przebiegu posocznicy Gram ujemnej (61). Obecnos¢ LPS stwierdzono nie tylko we
krwi, ale rowniez w ptynie mozgowo-rdzeniowym u pacjentdw z objawami zapalenia
opon moézgowo-rdzeniowych o etiologii Gram ujemnej. Najistotniejszym elementem
skladowym LPS jest lipid A charakteryzujacy si¢ bardzo duza bioaktywnoscia, ktdry
obecnie uwaza sie za czynnik sprawczy reakcji endotoksycznej. Lipid A jest czasteczka
o konserwatywnej strukturze, wystgpujaca w S$cianie wszystkich bakterii Gram
ujemnych. Niewielkie ilosci LPS sa w ustroju bardzo szybko neutralizowane przy
udziale ukfadu siateczkowo-srédblonkowego oraz enzymoéw osoczowych i
produkowanych przez granulocyty obojetnochlonne (np. bactericidal permeability-
increasing protein). Wedlug obecnej wiedzy zasadniczym etapem odpowiedzi na LPS
jest aktywacja makrofagdw i monocytow. LPS wykazuje powinowactwo do 3 typow
receptorow komoérkowych: receptora CD14, receptora SR (scavenger receptor) oraz 32
(CD11/CD18) integryny. Polaczenie LPS z receptorami CD14 lub CD11/CD18

aktywuje wewnatrzkomorkowy uklad sygnalizacyjny. Wynikiem wzbudzenia



makrofaga jest wzrost jego aktywnosci fagocytarnej - zdolnosci internalizacji bakterii
oraz uwalnianie licznych mediatoréw rozpoczynajacych kaskade reakcji zapalnej. Poza
tym, w surowicy istnieje biatko wigzace LPS (LPB- LPS binding protein (56)) oraz
rozpuszczalna frakcja receptora CD14 (sCD14 — soluble CDI14). Aktywacja
makrofagbw, w tym uwalnianie mediatorow jest silniejsza, jezeli do receptorow
komoérkowych (CD14 lub CDI11/CD18) przylaczy si¢ kompleks LPS-biatko wiazace
LPS (wykazano, ze uwalnianie TNFa jest 100-1000 razy silniejsze) lub kompleks LPS-
sCD14. (50;79). Dodatkowo ostatnio opisano, ze w odpowiedzi na LPS moga braé
rowniez udziat receptory TLR-2, TLR-4 (Toll-like receptors) (45). Warto w tym
miejscu podkreslic, ze LPS nie jest toksyczny dla komorek pacjenta, uszkodzenia
powstaja w wyniku odpowiedzi ustroju, glownie poprzez aktywacj¢ szeregu cytokin
7).

Wczesny etap odpowiedzi na zakazenie, jak wspomniano powyzej zalezy od
aktywacji makrofagow i monocytow. Molekula, ktora wydaje si¢ odgrywa kluczowa
role¢ w tym procesie jest receptor CD14. Receptor CD14 poza wystgpowaniem na
powierzchni makrofagdw i monocytéw, moze réwniez by¢ obecny na powierzchni
wielojadrzastych  granulocytow obojetnochlonnych. Receptor CD14  wykazuje
powinowactwo nie tylko do LPS, ale takze do innych produktéw bakteryjnych np.
peptydoglikanu — czgsci $ciany komorkowej bakterii Gram dodatnich. Wydaje si¢
zatem, ze rteceptor CDI14 jest poczatkiem ukladu sygnalizacyjnego ukladu
odpornosciowego wspdlnym dla roznych patogenow (45). W  badaniach
eksperymentalnych wykazano m.in., ze u myszy, u ktorych brak bylo ekspres;ji
receptora CD14 na powierzchni makrofagéw i monocytéw nie wystgpowaly objawy
wstrzasu septycznego po podaniu LPS lub innych skladnikow Scian bakteryjnych.
Haziot i wsp. wykazali rowniez, ze u myszy z niedoborem CD14 w czasie zakazenia S.
aureus uwalniane sg znacznie mniejsze ilo$ci cytokin (glownie TNFa) (42). W
modelach eksperymentalnych zaobserwowano jednakze, ze ekspresja receptora CD14
na monocytach po stymulacji LPS jest znaczaco mniejsza w porownaniu do komdrek
nie stymulowanych (44). Podobne wyniki uzyskano poréwnujac ekspresj¢ receptora
CD14 u zdrowych ochotnikéw i dorostych pacjentéw z posocznicg (108). Znaczenie
tego faktu, z punktu widzenia klinicznego nie jest jednak wyjasnione. Dodatkowo w
powyzszej pracy Hiki i wsp. stwierdzili zwigkszone st¢zenia w surowicy rozpuszczalne;j
frakcji receptora CD14 u chorych z posocznica. Przypuszcza sig¢, ze w trakcie
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receptora CD14. Zaobserwowano, ze kompleks LPS-sCD14 jest tatwiej neutralizowany
przez makrofagi. Warto zauwazy¢, ze zwigkszenie stgzenia sCD14 moze byé
wartoSciowym wskaznikiem diagnostycznym. Blanco i wsp. stwierdzili, ze u
noworodkéw z posocznica stgzenia SCD14 sa 2 krotnie wigksze niz u dzieci zdrowych.
Ponadto istnieje zalezno$¢ migdzy etiologia posocznicy a obserwowanymi stezeniami
sCD14 (stezenia sCD14 sa znaczaco wigksze u dzieci z posocznicg o etiologii Gram
ujemne;j) (12).

Aktywacja makrofagow i1 monocytow prowadzi do uwalniania szeregu cytokin.
Cytokinami nazywa si¢ glikoproteiny nie bedace immunoglobulinami, ktére sa
mediatorami reakcji zapalnych i immunologicznych oraz uczestnicza w regulacji
krwiotworzenia (48). Wsrod cytokin mozna wyr6zni¢ substancje dziatajace miejscowo
(na zasadzie parakrynnej) oraz substancje dzialajace ogdlnoustrojowo (np. Interleukina-
6). Inny podziat cytokin oparty jest o czas, w ktorym sa one uwalniane w odpowiedzi na
bodziec: cytokiny uwalniane we wczesnej fazie zapalenia (0-24 godziny) oraz cytokiny
uwalniane w poznej fazie zapalenia (po 24 godzinach od zadziatania bodzca) lub oparty
jest na gtownym efekcie dziatania: 1) hematopoetyny (IL-2, IL-7, IL-9, G-CSF, GM-
CSF), 2) interferony, 3) chemokiny i 4) cytokiny TNF podobne.

W patofizjologii okresu noworodkowego najczgsciej w piSmiennictwie
uwzgledniane sa: interleukina 1 (IL-1), interleukina 6 (IL-6), interleukina 8 (IL-8) oraz
czynnik wywolujacy martwice guza (TNF -tumor necrosis factor) (39). IL-1 jest
cytoking nalezaca do grupy mediatorow pierwotnej odpowiedzi na czynniki stymulujace
(m.in. LPS) 1 odgrywa istotng rol¢ w stymulacji uwalniania kolejnych mediatorow.
Obecnie wyrodznia si¢ dwie formy IL-1 - form¢ o oraz forme¢ 3. Forma bioraca udzial w
reakcji zapalnej jest glownie IL-1B. Tak jak istnieja dwie formy IL-1, rowniez istnieja
dwa receptory (IL-1RI oraz IL-1RII), odpowiadajace za dalsze przekazanie sygnatu. IL-
1B wykazuje powinowactwo do receptora IL-1RI, ktéry wyst¢puje na komorkach
roznego typu: m.in. limfocytach T 1 B, makrofagach, komorkach $rodblonka,
fibroblastach, osteoklastach, miocytach, hepatocytach i komoérkach nerwowych
osrodkowego ukiadu nerwowego. Z lokalizacja receptora IL-1RI wigze si¢ dziatanie IL-
1B — dojrzewanie limfocytow B i T, aktywacja makrofagéw, produkcja niektorych
bialek ostrej fazy w watrobie (ceruloplazmina, skladnik C3 dopelniacza), dzialanie
pirogenne, senno$¢, katabolizm w komorkach migéniowych itp. Poza tym IL-1P jest
jedna z najwazniejszych cytokin uwalniajacych kolejne cytokiny reakcji zapalnej (IL-2,

IL-6, TNFa, Interferon y). IL-6 uwazana jest za cytoking o najbardziej szerokim
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zakresie dzialania i przez to za jeden z najwazniejszych czynnikéw regulujacych reakcje
zapalne i immunologiczne u czlowieka. Udzial w rozwoju reakcji zapalnej polega
przede wszystkim na pobudzaniu hepatocytow do produkcji biatek ostrej fazy (m.in.
biatkka C-reaktywnego — CRP, haptoglobiny, fibrynogenu, fibronektyny, o2-
makroglobuliny) oraz stymulacji przemiany limfocytow B w komorki produkujace
przeciwciala. Nalezy podkresli¢, ze wtasnie IL-6 jest najistotniejszym i najsilniejszym
stymulatorem rozwoju reakcji ostrej fazy, czyli nieswoistej reakcji obronnej w
odpowiedzi na uszkodzenie tkanek.

Cytokina nalezaca do innej grupy jest TNFa, dawniej zwany kachektyna ze
wzgledu na swodj udzial w rozwoju kacheksji u chorych z chorobami nowotworowymi
Produkowany jest przede wszystkim przez makrofagi i monocyty. Najsilniejszym
stymulatorem uwalniania TNFa jest LPS. Receptory dla TNFa (wystepuja dwa typy
receptorow TNF-RI 1 TNF-RII) obecne sq na prawie wszystkich typach ludzkich
komorek, przez co rowniez ta cytokina charakteryzuje si¢ szerokim zakresem dzialania.
Udziat w reakcji zapalnej wiaze si¢ zar6wno z dzialaniem parakrynnym (dziata
chemotaktycznie na makrofagi 1 granulocyty oboje¢tnochlonne, wzmaga
cytotoksyczno$¢ makrofagdéw, indukuje uwalnianie szeregu cytokin przez limfocyty i
makrofagi) jak i endokrynnym (powoduje uwalnianie puli zapasowej granulocytéw
obojetnochtonnych ze szpiku kostnego). Cytokina ta jest interesujaca roéwniez ze
wzgledu, ze w ostatnich latach prowadzonych bylo wiele badan nad klinicznym
zastosowaniem monoklonalnych przeciwcial przeciwko TNFa (antyTNFaAb).
Aktualnie podejmowane sa proby leczenia za pomoca antyTNFaAb chorych z choroba
Lesniowskiego-Crohna oraz dorostych z reumatoidalnym zapaleniem stawow (49).

Odmienne dzialanie od wymienionych powyzej cytokin w badaniach
eksperymentalnych wykazuje Interleukina-10 (IL-10). Zaliczana jest do grupy
mediatorow hamujacych proces zapalny. Produkowana jest giownie przez limfocyty
Th2, cho¢ moze by¢ uwalniana w duzo mniejszych ilosciach rowniez przez limfocyty
B, monocyty i makrofagi. W badaniach in vitro wykazano, ze IL 10 hamuje uwalnianie
cytokin zarowno przez limfocyty Thl (IFN v, IL-2, IL-3) jak 1 przez makrofagi i
monocyty, w tym szczegdlnie silnie hamowane jest uwalnianie IL-1a, IL-6 1 TNFa.

Posocznica u noworodka jest stanem, w ktorym wczesne rozpoznanie i
wdrozenie odpowiedniego leczenia przyczynowego decyduje o rokowaniu.
Rozpoznanie posocznicy na podstawie obrazu klinicznego jest tym trudniejsze im mniej

dojrzale jest dziecko. Wczesne objawy choroby moga by¢ niecharakterystyczne, a z
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drugiej strony nie ma miarodajnego, pojedynczego testu laboratoryjnego
umozliwiajacego wiarygodna diagnoz¢ posocznicy przed uzyskaniem dodatniego
wyniku posiewu z krwi (101). Dla przyktadu, wedlug wytycznych Polskiego
Towarzystwa Neonatologicznego jednym z kryteriow diagnozy posocznicy bakteryjnej
u noworodka jest uzyskanie nieprawidlowych wynikow co najmniej trzech sposrod
czterech testdw laboratoryjnych: stezenia glukozy w surowicy, leukocytozy, wskaznika
stosunku form mtodych do dojrzatych granulocytéw, stezenia CRP (64). W zwiazku z
tym nadal poszukuje si¢ nowych czulych i swoistych testow. Rozwazane jest m.in.
wykorzystanie oznaczania stgzen wspomnianych powyzej cytokin (IL-6, TNFa) oraz
prokalcytoniny. Wstepne wyniki badan sa zachgcajace (14;21;33).

Elementem opieki nad noworodkiem z mata masa ciata stanowiacym szczegélne
wyzwanie dla neonatologow jest odpowiednie Zywienie. Opracowanie programu
zywienia wcze$niakow powinno opierac¢ si¢ na poznaniu roznic w zapotrzebowaniu na
sktadniki odzywcze u noworodkow urodzonych przedwczesnie (90) 1 poznaniu
odrebnosci w fizjologii przewodu pokarmowego. Podstawowe roznice w
zapotrzebowaniu na sktadniki pokarmowe zwiazane sa ze zwigkszonym
zapotrzebowaniem energetycznym - gdyz u wcze$niakow wystepuje duza utrata energii
poprzez niewidzialng utrat¢ wody, niedojrzale sa mechanizmy termoregulacji, jak
réwniez zwiekszone zapotrzebowanie na energi¢ wystepuje w przypadku wysitku
oddechowego, wzrastania, czy tez wykonywania zabiegéw medycznych (98). Rowniez
wystepuja znaczace roéznice w zapotrzebowaniu na sktadniki pokarmowe, w tym na
bialko. Zwiazane jest to z nasilong synteza i duzym komoérkowym ,,obrotem” biatka. U
wczesniakow brak jest takze substancji prawidlowo gromadzonych w ostatnim
trymestrze ciazy (43).

Prowadzenie zywienia u wcze$niakow powinno uwzgledniac¢ niepetna dojrzatosé
czynno$ciowa przewodu pokarmowego — niedojrzalo$¢ motoryczna jelit -zmniejszenie
czestotliwosci ruchow perystaltycznych dwunastnicy, male roznice cisnien w $wietle
jelit w czasie skurczow perystaltycznych, opoznione oproznianie zotadka (18),
niewydolno$é zastawki kretniczo-katniczej - mozliwos$¢ kolonizacji jelita cienkiego
przez bakterie jelita grubego, skrocenie czasu przebywania pokarmu w jelicie cienkim -
zmniejszenie absorpcji (109)), niedojrzata koordynacje odruchow ssania i1 polykania
(62), nie w petni wyksztalcone szlaki metaboliczne (90). Rowniez u wezesniakow nie w
petni dojrzate jest wydzielanie hormonow jelitowych (zmniejszone wydzielanie

gastryny i motyliny, brak wplywu insuliny na wydzielanie innych hormonow).
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Dodatkowo niedojrzato$¢ innych uktadéw np. brak odruchu kaszlu rowniez utrudniaja
zywienie (zwigkszone ryzyko aspiracji pokarmu do drég oddechowych).

Pierwszym etapem jest prowadzenie zywienia pozajelitowego oraz w zaleznosci
od stanu klinicznego noworodka stymulacja przewodu pokarmowego niewielkimi
objetosciami (minimal feeding) pokarmu naturalnego podawanego przez sonde do
zotadka. Obecno$¢ pokarmu w $wietle przewodu pokarmowego wplywa na dojrzewanie
nablonka jelitowego, stymuluje motoryke uktadu trawiennego oraz produkcje
enterohormondow (8;80). Od 3-14 dnia zycia u weze$niakow w ustabilizowanym stanie
klinicznym nalezy rozpocza¢ zywienie dojelitowe. Wigkszo$¢ autorow zaleca
podawanie pokarmu przez sondg zoladkowa w sposdb przerywany (co 1-2 godziny)
(35). Ma to na celu fizjologiczna stymulacj¢ wydzielania hormonéw przewodu
pokarmowego. Pokarmem z wyboru jest pokarm matki. Posiada najwlasciwsze
proporcje sktadnikow pokarmowych, jest efektywnie wchtaniany posiada wlasciwosci
immunologiczne oraz zawiera réznego rodzaju enzymy, hormony i czynniki wzrostowe.
Karmienie pokarmem naturalnym zmniejsza ryzyko wystapienia NEC. Ponadto
wykazano korzystny wplyw karmienia pokarmem naturalnym na rozwoj centralnego
ukladu nerwowego u wezesniakéw (prawdopodobnie zwigzane jest to z zawartoscia
kwasow dekozaheksaenowego oraz arachidonowego) i1 na ich dalszy rozwoj
intelektualny (72;73). W przypadku trudnosci w jego uzyskaniu stosuje si¢ mieszanki
zawierajace zwigkszona zawartoscia biatka, sktadnikow mineralnych i witamin (102).
W pismiennictwie nie ma porozumienia, co do tempa zwigkszania obcigzenia przewodu
pokarmowego (przyjmuje si¢ tylko, ze w pierwszym okresie prowadzonego zywienia
nie powinno ono przekracza¢ 20 ml/kg/dobe (84)) oraz stgzenia stosowanych
mieszanek. Powolne wprowadzanie karmienia dojelitowego wiaze si¢ z koniecznoscia
dhugiego stosowania zywienia pozajelitowego, co moze byc¢ istotnym czynnikiem
ryzyka takich powiklan: jak posocznica Gram dodatnia, zaburzenia metaboliczne,
cholestaza, zaburzenia w mineralizacji kosci. Natomiast przy szybkim obciazaniu
przewodu pokarmowego moga wystapi¢ objawy nietolerancji karmienia (wzdgcia
brzuszka, zaleganie pokarmu w zotadku) oraz zwigksza si¢ ryzyko wystapienia
martwiczego zapalenia jelit (NEC - Necrotizing Enterocolitis).

NEC jest choroba, na ktora zapadaja glownie noworodki urodzone
przedwczesnie. Dotyczy ona od 1 do 5 % pacjentdow leczonych na oddzialach
intensywne;j terapii noworodka (NICU - Neonatal Intensive Care Unit) (109). Etiologia
NEC nie jest w pelni poznana. Pierwsze hipotezy na temat patogenezy NEC zakladaty,
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ze istnieje zwiazek pomigdzy niedokrwieniem jelit, wcze$niactwem, karmieniem
dojelitowym (zaobserwowano, ze 90-95% pacjentow, u ktoérych wystapit NEC, bylo
karmionych dojelitowo (60;78)) 1 wzrostem bakterii w §wietle przewodu pokarmowego.
W mysl tej teorii niedokrwienie i niedotlenienie jelit u weze$niakoéw predysponowato
do przechodzenia bakterii ze $wiatlta przewodu pokarmowego do krwi, a pokarm w
$wietle przewodu pokarmowego shuzyt za pozywke do rozwoju bakterii (55;83).
Jednakze, obserwowane sa przypadki NEC u donoszonych noworodkéw bez
uchwytnych czynnikéw ryzyka, a u wielu dzieci do rozwoju NEC dochodzi zanim
rozpoczgte jest karmienie dojelitowe, co moze przemawia¢ przeciwko tej hipotezie.
Aktualnie przyjmuje si¢ raczej, ze do uszkodzenia $ciany jelit moze dochodzi¢ na
skutek dzialania réznych, niezaleznych bodzcéw, przez co przewidzenie wystapienia
NEC oraz rozpoznanie wczesnych etapéw choroby jest bardzo trudne. Zatem
sugerowane jest istnienie mechanizmu — mediatoréw wspolnych dla wszystkich
wymienionych bodzcow uszkadzajacych, odpowiedzialnego za rozwoj choroby (91).
Objawy kliniczne martwiczego zapalenia jelit sa w wielu przypadkach nie do
rozroznienia od objawow posocznicy. Dla przykiadu, w postaci NEC o naglym
poczatku dominujace sa objawy ogolnoustrojowe, a objawy brzuszne moga wystapi¢
dopiero po kilku godzinach. Na tej podstawie wysuni¢to hipoteze, ze w patogenezie
istotna role moga odgrywa¢ wilasnie cytokiny. Ponadto istnieje duza koincydencja
pomigdzy NEC a zakazeniem bakteryjnym. Gupta 1 wsp. oceniaja, ze bakteriemia
wystepuje u ok. 10-50% noworodkow z NEC (38). Moro 1 wsp. wykazali, ze wzgledne
ryzyko wystapienia posocznicy u noworodkéw z NEC wynosi 15,6 (95CI: 5,76-42.2) w
porownaniu do dzieci bez objawdw martwiczego zapalenia jelit (89). Interesujace
rozwazania na temat proponowanego udzialu cytokin w rozwoju NEC opublikowali w
1994 roku Kaplan i wsp. (17). Wedlug autoréw, istotnymi mediatorami odpowiedzi
ustroju na bodziec uszkadzajacy jelita sa: czynnik aktywujacy plytki (PAF — Platelet
activating factor), TNFa, endotelina-1. Jurges i wsp. stwierdzili znacznie wigksze
stezenia PAF u dzieci z martwiczym zapaleniem jelit, zwlaszcza u noworodkdéw, u
ktorych doszto do perforacji jelit (52). McKendrick i wsp. natomiast wykazali, ze w 3 i
14 dobie od rozpoczecia karmienia dojelitowego wzrasta poziom PAF w poréwnaniu z
okresem przed karmieniem, co moze sugerowac, ze rozpoczgcie karmienia jest bodzcem
wyzwalajacym odpowiedz zapalng (77). W mleku matki natomiast znaleziono PAF-AH
(acetylhydrolaza PAF) - enzym rozkladajacy PAF, co moze wspoluczestniczyé w

ochronnym dziataniu pokarmu naturalnego. Jednakze, z klinicznego punktu widzenia
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oznaczanie PAF jest bardzo trudne, dostepna metoda jest bardzo kosztowna (metoda
radioimmunologiczna) i wymaga pobrania duzych objetosci krwi (ok. 1-2 ml). Rola
TNFa jest mniej jednoznaczna. W badaniach eksperymentalnych Tracey i wsp. (118)
zaobserwowali, ze podanie szczurom TNFo powoduje wystapienie martwicy jelit.
Jednakze, u badanych zwierzat wystapity rowniez objawy martwicy nerek i ptuc, co nie
jest zjawiskiem typowym dla NEC. TNFa najprawdopodobniej dziala w jelicie poprzez
uwalnianie PAF, jednakze brak jest wiarygodnych wynikéw badan potwierdzajacych te
hipotezg. Jeszcze mniej jest danych na temat innych mediatorow tj. IL-6, IL-10 w
patogenezie NEC.

Hipoteza o udziale mediatorow reakcji zapalnej w patogenezie NEC wigze sie,
rowniez z faktem, ze przewod pokarmowy jest najwigkszym narzadem limfatycznym u
czlowieka. Ocenia si¢, ze 70-80% komorek zdolnych do produkcji immunoglobulin
znajduje si¢ wlasnie w przewodzie pokarmowym (13). Jak wielu ukladéw, czynnosc¢
uktadu limfatycznego przewodu pokarmowego u noworodkow z niska urodzeniowa
masa ciala jest niedojrzala. Migdzy innymi stwierdzic mozna zwigkszong
przepuszczalno§¢ nablonka jelitowego dla rdéznego rodzaju makromolekut lub
antygenow, zmniejszona produkcje sekretoryjnych immunoglobulin klasy A (sIgA), i
jak wspomniano powyzej zmieniong produkcj¢ cytokin (75).

U wczesniakéw poczatek NEC moze by¢ zardowno skryty (niezbyt nasilone
objawy nietolerancji karmienia) jak 1 rowniez piorunujacy (objawy wstrzasu
septycznego). Do typowego obrazu skrytego poczatku NEC nalezg objawy tj. okresowe
powigkszenie obwodu brzuszka, zmiana czgstosci i charakteru oddawanych stolcow,
krew (utajona) w stolcu. W czasie pojawiajg si¢ nowe objawy 1 po 1-2 dniach dochodzi
do nagtego zalamania stanu dziecka — wystepuja bezdechy, niewydolno$¢ oddechowa,
zaburzenia perfuzji obwodowej, hipotensja. Taki scenariusz najczgsciej dotyczy
wezesniakow bedacych w fazie ,,rekonwalescencji”, czyli najczesciej po ukonczeniu 2-3
tygodni zycia. Niezwykle istotne, zatem staje si¢ przewidzenie, u ktorych noworodkow,
u ktorych wystepuja tak nieswoiste wczesne objawy kliniczne, rzeczywiscie dojdzie do
rozwoju NEC.

Obraz kliniczny NEC znalazt odzwierciedlenie w zaproponowanych przez Bella
stadiach klinicznych choroby:

Stadium I — podejrzeniec NEC — objawy choroby sa nieswoiste: zaburzenia

termoregulacji, bezdechy, obnizona aktywnos¢, zalegania zoladkowe, wzdgcie
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brzuszka, rzadko wymioty. Wyrdznia si¢ stadium IA (brak makroskopowych objawow
krwawienia z przewodu pokarmowego i IB (obecno$¢ $wiezej krwi w stolcu).

Stadium II — potwierdzone NEC — wyrdznia si¢ rowniez 2 postacie: fagodng
(ITA) charakteryzujaca si¢ poza objawami stwierdzanymi w stadium I wystapieniem
niedroznosci przewodu pokarmowego (brak perystaltyki) oraz umiarkowana (IIB), w
ktérej dodatkowo stwierdza si¢ zaburzenia ogolnoustrojowe tj. kwasice metaboliczna,
trombocytopenig.

Stadium IIIT — zaawansowanej choroby =z nasilonymi objawami
ogolnoustrojowymi (wstrzas, wykrzepianie wewnatrznaczyniowe, posocznica). W
zalezno$ci od stanu jelit rowniez w tym stadium wyro6znia si¢ 2 postacie: bez perforacji
jelit (IIIA) oraz z perforacja jelit (IIIB).

W rozpoznawaniu NEC najistotniejsza jest obserwacja chorego. Pomocnym
moze by¢ wykonanie zdjgcia radiologicznego jamy brzusznej w projekcji bocznej
poziomym promieniem. Do badan rutynowo wykonywanych naleza rowniez morfologia
krwi z obrazem bialokrwinkowym, badanie rownowagi kwasowo-zasadowej, jonogram.
Badania te nie posiadaja wartos$ci ani predykcyjnej ujemnej ani dodatniej, a gldwnie
stuza do ustalenia wskazan, co do leczenia objawowego (wyréwnywanie kwasicy
metabolicznej, wyrownywanie niedokrwistosci, leczenie zaburzen krzepnigcia, leczenie

chirurgiczne) (46).

Podsumowujac, mozna stwierdzic, ze:

1. posocznica 1 martwicze zapalenie jelit sa niezwykle istotnymi problemami
okresu noworodkowego ze wzgledu na duzg czesto$¢ wystgpowania oraz, mimo
post¢pu, na nadal utrzymujaca si¢ duza $miertelnos¢ 1 ryzyko innych odleglych
nastgpstw

2. poczatkowe objawy obu chorob moga by¢ dyskretne i nieswoiste, co moze
opdznia¢ postawienie wlasciwej diagnozy

3. obecnie istnicjace metody laboratoryjne nie sa wystarczajaco jednoznaczne w
bardzo wczesnym rozpoznawaniu posocznicy 1 poszukuje si¢ bardziej
wiarygodnych

4. postep w immunologii pozwolil na lepsze zrozumienie patomechanizmow
reakcji zapalnej, przebiegu posocznicy i choréb jelit, jednakze informacje sa
wynikiem gtownie eksperymentow in vitro lub badan u pacjentéw dorostych,

dzieci 1 noworodkdéw donoszonych.
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5. ocena udzialu cytokin w reakcji zapalnej u noworodkéw z bardzo niska masa
ciala oraz mozliwosci wykorzystania oznaczania stezen tych mediatorow w

diagnostyce nie sa jeszcze w pelni poznane.

Badanie ma, zatem na celu ocen¢ uwalniania cytokin pro- i przeciwzapalnych u
noworodkow z bardzo niskg urodzeniowa masa ciala. Analizie poddana zostanie
uzyteczno$¢ oznaczania wybranych cytokin w rozpoznawaniu oraz prognozowaniu
przebiegu posocznicy i martwiczego zaplenia jelit. Lepsze poznanie tych proceséw

moze w przysztosci pomoc w opracowaniu skuteczniejszych metod leczenia.

15



2. Cel pracy

Celem pracy jest ocena uwalniania cytokin pro i przeciwzapalnych u noworodkow z
bardzo mala masg ciala. Zostanie przeprowadzona analiza jakosci i ilo$ci uwalnianych
cytokin w zaleznosci od wieku plodowego i urodzeniowej masy ciala oraz wieku
kalendarzowego u noworodkéw bez objawow zakazenia. Ma to na celu ustalenie
wartosci referencyjnych dla tej grupy dzieci. Drugim elementem pracy jest okreslenie
roli mediatoro6w zapalenia u dzieci z objawami posocznicy Gram ujemnej, Gram
dodatniej i grzybiczej oraz u dzieci z objawami martwiczego zapalenia jelit. Na
podstawie uzyskanych wynikow przeprowadzona zostanie ocena przydatnosci

wybranych badan laboratoryjnych w diagnostyce kliniczne;.

Ponizsze hipotezy zerowe (Hy) poddane zostang szczegdtowej analizie:

1. Stgzenia w surowicy LPS oraz cytokin: IL6, IL 10, prokalcytoniny, TNFa, jak
rowniez ekspresja receptora CD14 nie zaleza od wieku plodowego oraz masy ciala

noworodka

2. Stezenia w surowicy LPS oraz cytokin: IL6, IL 10, prokalcytoniny, TNFa, jak

rowniez ekspresja receptora CD14 nie zaleza od wieku kalendarzowego dziecka

3. Stezenia w surowicy LPS oraz cytokin: IL6, IL 10, prokalcytoniny, TNFa, jak
rowniez ekspresja receptora CD14 u noworodkow z objawami uogolnionego
zakazenia lub martwiczego zapalenia jelit nie roznig si¢ od stezen obserwowanych u

dzieci bez objawow infekcji.
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3. Material

Badaniem objgto 89 noworodkow z bardzo mala urodzeniows masa ciata
hospitalizowanych w Oddziale Patologii i Intensywnej Terapii Noworodka Kliniki
Choréb Dzieci Polsko-Amerykanskiego Instytutu Pediatrii CMUJ w Krakowie w
okresie od 1.02.1998 do 31.12.2000 r.

Przyjeto nastgpujace kryteria wiaczenia do badania:

— Urodzeniowa masa ciata < 1500g

— Wiek przy przyjeciu do oddzialu < 72 godziny zycia

— Ujemny wynik posiewu z krwi pobranego przy przyjeciu

Z badania wykluczono dzieci, u ktorych:

— Rozpoznano wadg¢ przewodu pokarmowego

— Ocena w skali Apgar w 5 minucie zycia < 3 punkty

— Przy przyjgciu stwierdzono objawy krwawienia dokomorowego IV stopnia wg

Papanicolau

W badanej grupie byly 43 (48,3%) dziewczynki 1 46 (51,7%) chlopcow. Masa
urodzeniowa badanych noworodkéw wynosita od 520 do 1500g (Me — 1060 g). Nalezy
zauwazy¢, ze urodzeniowa masa ciala 36 noworodkow (40%) byla nizsza niz 1000g.
Wiek ptodowy dzieci szacowano wedlug reguty Naegelego na podstawie daty ostatniej
miesigczki u matki. Wiek ptodowy miescit si¢ w zakresie 24-34 tyg. (Me -28 tyg.).

Wiek w chwili przyjecia do oddzialu wynosit (mediana) 10 godzin, przy czym az 53
dzieci (59%) przyjeto przed ukonczeniem 12 godziny zycia.

Stan wigkszosci dzieci po przyje¢ciu do oddzialu oceniano jako cigzki — 75 (84%)
wymagalo wentylacji zastgpczej, a 11 (13%) tlenoterapii. W czasie pobytu u 66 (74%)
noworodkow wykonano zabieg kaniulacji centralnych naczyn zylnych a u 75 (84%)
zatozono staty dostep tetniczy (linia tetnicza).

Szczegdtowg charakterystyke badanej grupy przedstawia tabela 1.
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Tabela 1. Charakterystyka badanej populacji

Me (25-75%) zakres

Masa ur. (g) 1060 (950-1300) 520 + 1500
Wiek ptodowy (tyg.) 28 (27-30) 24 + 34
Wiek przy przyjeciu (godz.) 10 (5-20)

mediana  zakres
Skala Apgar po 1 min. 4 1+8
Skala Apgar po 5 min. 6 3+10
Ple¢ meska: 46 zenska: 43
Droga porodu PSN: 54 CC: 35
Wentylacja mechaniczna przy przyjeciu 75 (84%)
Tlenoterapia przy przyjeciu 86 (97%)
Kaniulacja naczyn centralnych 66 (74%)
Linia t¢tnicza 75 (84%)
Krwawienie wewnatrzczaszkowe I-II°. 27 (30%)
Krwawienie wewnatrzczaszkowe I1I° 11 (13%)
Leukomalacja okotokomorowa 12 (14%)
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4. Metody

4.1. Plan badania:

Przy przyjeciu na oddziat u kazdego noworodka wykonano nastgpujace badania
laboratoryjne (oznaczenia wartosci poczatkowych):
¢ morfologia krwi z obrazem biatokrwinkowym
¢ posiew krwi - badanie bakteriologiczne
e krew - oznaczenie LPS
¢ krew - oznaczenie poziomu cytokin (IL-6, IL-10, TNFa) oraz PCT
e krew - oznaczenie bezwzglednej i odsetkowe;j liczby komérek CD14"
W chwili przyjecia do oddzialu noworodkom w zaleznosci od stanu klinicznego
zabezpieczano wspomaganie oddechu. Ponadto w sposdb standardowy noworodki
objete byly kompletnym monitorowaniem funkcji ukladu krazenia i oddechowego oraz
programem catkowitego lub czesciowego zywienia pozajelitowego. U noworodkow, u
ktorych nie wystgpowaly zadne niepokojace objawy w trakcie pierwszego miesiaca
zycia rutynowo w 10., 20. 1 30. dobie zycia wykonywano: morfologi¢ krwi z obrazem
biatokrwinkowym, posiew krwi, oznaczenia st¢zen LPS, PCT, interleukin oraz TNFa.
Powyzsze dzieci kwalifikowano do grupy kontrolnej (Grupa A)

W przypadku wystapienia: objawow nietolerancji karmienia, powtarzajacych si¢
bezdechow, bradykardii lub tachykardii, powigkszenia watroby i/lub $ledziony,
koniecznosci zwigkszenia ustawien respiratora, hipotensji, utrzymujacej si¢ hipoksemii,
zaburzen perfuzji obwodowej lub innych niepokojacych objawdéw - u noworodka
pobierano krew na posiew bakteriologiczny 1 mykologiczny. Ponadto wykonywano:
morfologi¢ krwi z obrazem bialokrwinkowym oraz oznaczenia st¢zenia LPS, PCT, IL-
6, IL-10, TNFa. W przypadku uzyskania ujemnego wyniku posiewu z krwi dzieci
kwalifikowano do grupy noworodkéw z objawami chorobowymi, lecz bez
potwierdzenia bakteriologicznego posocznicy (grupy B), a w przypadku uzyskania
dodatniego wyniku posiewu krwi dziecko kwalifikowano do grupy noworodkéw z
posocznicg (Grupa C).

Ponadto ws$réd noworodkow grup B i C wyodrgbniono podgrupe dzieci z

objawami martwiczego zapalenia jelit (Grupa D) na podstawie wystgpowania objawow

tj.:
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1. zaleganie pokarmu w zotadku w iloci powyzej 50% podanej objetosci dla 3

kolejnych karmien,

2. wymioty,

3. poszerzenie obwodu brzuszka powyzej 2 cm,

4. brak perystaltyki w jamie brzusznej,

5. objawy krwawienia z przewodu pokarmowego.

Dodatkowo poza wymienionymi powyzej badaniami stezenia cytokin, morfologii krwi
z obrazem biatokrwinkowym wykonywano przegladowe badanie radiologiczne jamy
brzusznej. Dzieci kwalifikowano do 2 podgrup: bez objawdéw perforacji przewodu
pokarmowego (grupa D1), z objawami perforacji przewodu pokarmowego (grupa D2).

W grupach dzieci z posocznica lub martwiczym zapaleniem jelit w celu oceny
aktywnosci procesu chorobowego oraz udzialu mediatorow oznaczano st¢zenia: LPS,
PCT, CD14 oraz cytokin po 48 godzinach od postawienia rozpoznania.

Zasady kwalifikacji oraz zakres badan przedstawiono na rycinie 1.

U wszystkich dzieci wlaczonych do badania uzyskano pisemna, $wiadoma
zgode Rodzicow lub Opiekundéw na udzial noworodka w badaniu. Ponadto projekt
badawczy uzyskal akceptacje¢ Stalej Rektorskiej Komisji Etycznej ds. Badan
Klinicznych przy Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego (nr KE/8/5/K1/97
oraz nr KE/II/78/K1/97).
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Rycina 1. Schemat badania

Kwalifikacja do badania
- masa ciala < 1500g
- wiek < 72 godz.
- ujemny posiew krwi
- ocena w skali Apgarw 5’ 2 3 pkt.
- brak objawow IVH IV
Badania dodatkowe przy przyjeciu:
- morfologia krwi z obrazem
biatokrwinkowym
- posiew krwi
- oznaczenia stgzen LPS, PCT, IL6,
IL-10, TNFa
- ekspresja receptora CD 14
Noworodki bez objawow Wystgpowanie niepokojacych objawow tj.
nietolerancji karmienia - bezdechy
lub objawow posocznicy - brady/tachykardia
w 1. miesiacu zycia - nietolerancja karmienia
- hepato/splenomegalia
- zaburzenia perfuzji obwodowe;j
- hipo/hipertermia
- hipotensja
GRUPA A - oliguria
Badania dodatkowe l
w 10.,20.1 30. dz: Przy wystapieniu objawéw i po 48 godz.
- morfologia krwi z obrazem - morfologia krwi z obrazem bialokrwinkowym
Bialokrwinkowym - posiew krwi
-posiewkrwi - oznaczenia stezeni LPS, PCT, IL6, IL-10, TNFa.
- 023?‘:{';“"‘ stezen LPS, PCT, IL6, - ekspresja receptora CD14
-10, TNFa /\
Posiew z krwi ujemny Posiew z krwi dodatni
GRUPA B GRUPA C
Wystgpowanie objawow

martwiczego zapalenia jelit

GRUPA D

N

Bez perforacji przewodu Perforacja przewodu
pokarmowego pokarmowego

GRUPA DI GRUPA D2
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4.2. Metody laboratoryjne:

Krew do badan pobierano 2 metodami:

— udzieci, u ktérych zatozono dostep tetniczy pobierano krew tetnicza,

- u pozostatych noworodkéw pobierano krew zylna poprzez naklucie zyt

obwodowych

Przed pobraniem krwi miejsce naklucia dokladnie oczyszczano i dezynfekowano
roztworem alkoholu etylowego i nastgpnie roztworem betadyny. Krew do wszystkich
badan pobierano w sposob jatowy.
Do oznaczenia st¢zenia cytokin i LPS - krew (ok. 500 ul) pobierano do jatowych, nie
zawierajacych endotoksyn probowek (LPS-free test tubes dostarczonych przez firme
Chromogenix). Po pobraniu krew przekazywano natychmiast do Laboratorium Katedry
Immunologii Klinicznej Polsko-Amerykanskiego Instytutu Pediatrii. Po okolo 30
minutach od pobrania po wykrzepieniu probk¢ odwirowywano przez 10 minut w
wirdwce automatycznej (1000xg). Uzyskang surowice dzielono na 3 porcje (po okoto
100 ul) i zamrazano do czasu wykonania oznaczenia w temperaturze —70°C. Okres
przechowywania krwi nie przekraczal 6 miesigcy. Surowice rozmrazano bezposrednio
przed wykonaniem oznaczenia.
Do oznaczenia ekspresji receptora CD14 na komoérkach jednojadrzastych krwi
obwodowej pobierano 300 pl krwi pelnej do probowki zawierajacej 100 ul EDTA.
Probke natychmiast przekazywano do laboratorium.
Morfologia krwi: liczbg leukocytow i1 plytek krwi oznaczano wedlug zasady Cultera na
aparacie Coulter Maxim. Obraz odsetkowy krwinek biatych oceniano pod mikroskopem
w preparacie barwionym metoda Papenhaima oceniajac 100 kolejnych leukocytow w
polu widzenia. Z otrzymanych wynikow wyliczano bezwzgledng liczbe¢ granulocytéw
obojetnochtonnych oraz stosunek form niedojrzatych granulocytow obojg¢tnochionnych
do catkowitej liczby granulocytéw obojetnochtonnych (I/T).
Posiew krwi: krew na posiew w ilosci 0,5 ml pobierano na specjalnie przygotowane
podioza firmy Bactec. Rutynowo krew pobierano jedynie na podioze przeznaczone do
hodowli bakterii tlenowych, a w uzasadnionych przypadkach dodatkowo pobierano
krew na podioze przeznaczone do izolacji grzybow lub bakterii beztlenowych.
Prowadzono hodowle na podiozach namnazajacych w inkubatorze BACTEC 9240

firmy Becton-Dickinson umozliwiajacym automatyczna detekcje¢ wzrostu bakterii w
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oparciu o ocen¢ spadku fluorescencji w zakazonym materiale. Po stwierdzeniu
dodatniego wyniku wykonywano badanie mikroskopowe po wczesniejszym
wybarwieniu preparatu metoda Grama i hodowle przesiewano na podioza state (o
skladzie dobranym do potrzeb danego rodzaju bakterii). Hodowle kontynuowano i w
przypadku wzrostu jednego gatunku wykonywano identyfikacj¢ bakterii i oznaczano
lekowrazliwos¢.

Oznaczenie st¢zenia lipopolysacharydu (LPS): LPS oznaczano przy uzyciu testu
Coatest Plasma Endotoxin (firmy Chromogenix) zgodnie z instrukcja producenta.
Zasada oznaczenia oparta jest na aktywacji przez endotoksyn¢ kaskady enzymow z
grupy proteaz serynowych. Proenzymy dla tej reakcji znajduja si¢ w lizacie
amebocytow (LAL — limulus amebocyte lysate). Zmieszanie endotoksyny z LAL
aktywuje proteazg serynowa, ktéra powoduje odlaczenie od bezbarwnej substancji
wskaznikowej (S-2423) chromoforu (p-nitroaniliny) zmieniajacej zabarwienie probki.
Natg¢zenie zabarwienia mierzone jest fotometrycznie przy dlugosci fali 405-410 nm.
Stezenie endotoksyny w probce jest proporcjonalne do intensywno$ci zabarwienia
probki po zakonczeniu reakcji. Wynik oznaczenia wyrazano w pg/ml.

Oznaczenia stezenia IL-6, IL-10 i TNFoa: Ocena stgzenia interleukiny-6 i
interleukiny-10 oraz TNFa wykonywana byla metoda ELISA przy uzyciu zestawow
firmy Endogen (Human ELISA IL-6 oraz Human ELISA IL-10) oraz R&D (Quantikine
High Sensitivity human TNFa) zgodnie z instrukcja producenta zestawow. Wyniki
przeliczane byly przez system komputerowy w oparciu o krzywa standardowa.
Oznaczenia stezenia prokalcytoniny: Oznaczenia stgzenia PCT dokonano metoda
immunoluminometryczng przy uzyciu zestawow LUMItest PCT firmy Brahms zgodnie
z instrukcja producenta. Wyniki przeliczone byly przez system komputerowy w oparciu
o krzywa standardowa 1 wyrazane w ng/ml.

Okreslenie liczby komoérek CD14: wykonywane bylo metoda fluorescencji
bezposredniej. Barwienia komorek dokonano w krwi lizowanej. Tak przygotowane
komérki poddano ocenie w cytofluorometrze przeptywowym w oparciu o elektroniczng
selekcje populacji komérek jednojadrzastych. Wynik przedstawiono w formie odsetka

komérek CD14" w populacji komorek jednojadrzastych.

Wszystkie badania laboratoryjne wykonano w Zakladzie Immunologii Klinicznej i
Zakladzie Mikrobiologii Katedry Immunologii Klinicznej i Patologii oraz Pracowni

Hematologicznej Polsko-Amerykarnskiego Instytutu Pediatrii CM UJ w Krakowie.
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4.3. Metody statystyczne

Porownania zmiennych jakosciowych (pte¢, rodzaj porodu itp.) dokonano przy uzyciu
testu chi kwadrat w razie koniecznosci z poprawka Yatesa.
W przypadku zmiennych ilosciowych w pierwszym etapie oceny dokonano
sprawdzenia charakteru rozktadu. Normalnos¢ rozkladu testowano testem Lillieforsa,
przyjmujac zatozenie, ze $rednia i odchylenie standardowe zmiennych nie sa znane i sg
dopiero obliczane z danych. Hipotez¢ o normalnoéci rozkladu odrzucano, gdy wartosé
statystyki D byla istotna statystycznie (p<0,05). Zmienne tj. stezenia cytokin,
prokalcytoniny, LPS analizowano zaréwno jako dane surowe jak i po przygotowaniu, t;.
przeksztalceniu logarytmicznym (3;115).

Wartosci  statystyki D dla testu Lillieforsa dla wybranych zmiennych

przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Wartosci statystyki D dla testu Lillieforsa

(zmienne o rozkladzie normalnym pogrubiono)

Zmienna Statystyka D p

Masa urodzeniowa 0,15 <0,01
Wiek ptodowy 0,12 <0,01
Wiek przy przyjeciu 0,27 <0,01
Ditugos¢ respiratoroterapii 0,18 <0,01
Dtugos¢ tlenoterapii 0,2 <0,01
Dtugos¢ hospitalizaciji 0,15 <0,01
Utrzymywanie centrainego dostepu dozylnego 0,2 <0,01
Utrzymywanie dostepu tetniczego 0,14 >0,05
Dlugos¢ odzywiania pozajelitowego 0,21 <0,01
Leukocytoza 0,16 < 0,01
Plytki krwi 0,05 <0,05
Indeks 1T 0,14 < 0,01
Log(Prokalcytonina) 0,19 < 0,01
Log(LPS) 0,38 <0,01
Log(IL-6) 0,11 < 0,01
Log(IL-10) 0,25 <0,01
Log(TNFa) 0,08 < 0,01
Ekspresja receptora CD14 0,14 < 0,01
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Ze wzgledu na fakt, ze rozklad wigkszosci zmiennych byl rézny od rozkladu
normalnego do poréwnania badanych grup stosowano analiz¢ wariancji Kruskalla-
Wallisa (Kruskall-Wallis ANOVA), a analiz¢ korelacji przeprowadzono stosujac test
Spearmana.

Dodatkowo dokonano oceny czutosci i swoisto$ci, wartosci predykcyjnej dodatniej i
ujemnej wybranych testow laboratoryjnych. Przyjeto nastgpujace definicje (47):

czulo$é: odsetek noworodkdw z dang choroba, u ktérych wynik testu jest dodatni
swoisto$¢é: odsetek noworodkow zdrowych, u ktérych wynik testu jest ujemny

wartos$¢ predykcyjna wyniku dodatniego (PPV — positive predictive value): odsetek
noworodkow z dodatnim wynikiem testu, u ktérych dana choroba jest obecna.

warto$¢ predykcyjna wyniku ujemnego (NPV — negative predictive value): odsetek
noworodkow z ujemnym wynikiem testu, u ktérych dana choroba jest nieobecna.

Dla kazdego testu wyznaczono krzywa wiarygodnosci testu (krzywa ROC) oraz
wyliczono wartosci progowe dyskryminujace grupy. Ponadto przydatnos¢ testow
poréwnano na podstawie obliczonych z wykresow pol powierzchni pod krzywa ROC.
Analizy statystycznej dokonano przy uzyciu komputerowych programow

statystycznych: Statistica 5.5 PL (StatSoft, Inc. (1997). STATISTICA for Windows)

oraz StatsDirect for Windows (2001).

Roznice i zalezno$ci uznano za istotne statystycznie, jezeli prawdopodobienstwo

odrzucenia prawdziwej hipotezy zerowej wynosito mniej niz 5% (p<0,05).
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5. Wyniki

5.1. Poréwnanie badanych grup

Ostateczng analiza objgto 87/89 (98%) noworodkéw. Powodem wykluczenia z
badania bylo: wada przewodu pokarmowego (przegroda bloniasta odzwiernika) (n=1) i
krwawienie $rodczaszkowe IV stopnia (n=1), ktére wystapito w 2 dobie zycia i byto
powodem zgonu dziecka.

Dziewigcioro sposrdd bioracych udziat w badaniu dzieci zmarfo przed wypisem
z oddzialu noworodkowego, w tym 7 dzieci w trakcie badania. Przyczyna zgonu u 4
dzieci byla posocznica Gram ujemna, a u 3 dzieci martwicze zapalenie jelit. Warto
zwrdci¢ uwage, ze u 2 sposrod 3 zmartych z powodu NEC noworodkéw, objawy
choroby (perforacja jelit) wystapily przed rozpoczgciem karmienia.

W trakcie realizacji badania 28 noworodkoéw zakwalifikowano do grupy
kontrolnej (Grupa A), 13 dzieci do grupy z objawami choroby, ale z ujemnym
wynikiem posiewu z krwi (Grupa B) i1 46 noworodkéw do grupy dzieci z objawami
posocznicy (Grupa C).

Wsrod dzieci wiaczonych do grupy C odnotowano 36 epizodow posocznicy
Gram dodatniej, 7 epizodow posocznicy Gram ujemnej i 5 epizodow posocznicy

grzybiczej. Szczegdtows etiologig posocznicy przedstawia tabela 3.

Tabela 3. Etiologia posocznicy

Drobnoustroj Liczba
przypadkow

Bakterie Gram dodatnie

Staphylococcus epidermidis 26

Staphylococcus aureus 3

Lnteroccocus 4

Propionibacterium 1

Leuconostoc I

Streptococcus B 1

L
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Bakterie Gram ujemne

Klebsiella pneumoniae

Enterobacter sp.

Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa

— b e

Grzyby chorobotworcze

Candida albicans

Candida parapsylosis

Badane grupy réznily si¢ istotnie pod wzgledem urodzeniowej masy ciata (Me:
1275g vs 950g vs 1050g, Kruskall-Wallis ANOVA, p=0,01). Poréwnanie masy ciata w
badanych grupach przedstawia rycina 2.

Rycina 2. Porbwnanie masy ciala w badanych grupach

1500

-
N
0
o

750

Urodzeniowa masa ciata (g)

500

1000

75%
25%
e Mediana

p=0,01
— |
p=0,03
I |
kontrolna objawy (posiew -) posocznica
Grupa

Wiek ptodowy, wiek przy przyjeciu, stosunek dziewczat i chlopcow, liczba

dzieci urodzonych drogami natury byly podobne w badanych grupach.

Poréwnanie wybranych parametrow w ocenianych grupach przedstawia tabela 3.
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Tabela 3. Poréwnanie wybranych parametréw w badanych grupach

Grupa Dzieci z Dzieci z P.
kontrolna objawami posocznica
(n=28) choroby i (n=46)
ujemnym
wynikiem
posiewu krwi
(n=13)
Masa ciala (g) Me 1275 950 1050 0,01*
Wiek plodowy (tyg.) Me 29 28 28 0,14*
Wiek przy przyjeciu (godz.) Me 6 10 10 0,6*
Skala Apgar po 1 min. (Me) 5 2 4 0,07*
Skala Apgar po 5 min. (Me) 6 5 6 0,27*
Ple¢ (meska/zenska) 16/12 5/8 23/23 0,5%%*
Droga porodu (PSN/CC) 19/9 10/3 23/23 0,12%*

*p dla analizy wariancji Kruskalla-Wallisa (Kruskall-Wallis ANOVA)
** p dla testu chi kwadrat

Podobna liczba dzieci w ocenianych grupach wymagata oddechu zastgpczego
przy przyjeciu do oddziatu (odpowiednio: 20/28; 11/13; 42/46; x*=5,1; p=0,1).
Kaniulacji centralnych naczyn zylnych dokonano u 72% dzieci z grupy kontrolnej, 92%
noworodkéw, u ktorych wystepowaly niepokojace objawy bez potwierdzenia
bakteriologicznego posocznicy oraz 72% dzieci z posocznica (x*=2,5; p=0,3).
Wewnatrznaczyniowe monitorowanie ci$nienia tetniczego stosowano we wszystkich
grupach u podobnej liczby dzieci (86% vs 77% vs 85%; x2=0,5; p=0,8). Odzywianie
pozajelitowe prowadzono u wszystkich wiaczonych do badania dzieci, w tym u 88/89
dzieci stosowano catkowite odzywianie pozajelitowe.

Zaobserwowano roznice, co do czestosci wystgpowania krwawienia
dokomorowego 111 stopnia w badanych grupach. Wystapito ono u 5/13 (38%) dzieci z
grupy B a tylko u 2/28 (7,2%) noworodkow z grupy kontrolnej 1 u 4/46 (8,7%) chorych
Z posocznica (x*=9,2; p=0,01). Porownanie wybranych parametrow klinicznych w

ocenianych grupach przedstawia tabela 4.
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Tabela 4. Poréwnanie wybranych parametréw klinicznych w badanych grupach

Grupa Dzieci z Dzieci z p*
kontrolna| objawami | posocznicg
(n=28) choroby 1 (n=46)
ujemnym
wynikiem
posiewu krwi
(n=13)
Respiratoroterapia przy przyjeciu 72% 92% 85% 0,1
Kaniulacja zylnych naczyn centralnych 72% 92% 72% 0,3
Krwawe monitorowanie cisnienia 86% 77% 85% 0,8
tetniczego
Odzywianie pozajelitowe 98% 100% 100% 0,9
Krwawienie dokomorowe III° 7.1% 38,5% 87% | 0,01

* p dla testu chi kwadrat

5.2. Ocena stezen cytokin, prokalcytoniny, LPS i ekspresji receptora CD14 w

zaleznosci od wieku ptodowego i urodzeniowej masy ciala

Przy przyjeciu do oddziatu pobrano krew u 86 dzieci. U 3 dzieci pobranie krwi

do badan wstepnych ze wzglgdow technicznych nie bylo mozliwe. U wszystkich dzieci

wykonano morfologi¢ krwi z obrazem biatokrwinkowym, natomiast ekspresj¢ receptora

CD14 oceniono u 74 dzieci. Stezenie IL-6 i IL-10 oznaczono u 80 dzieci, natomiast

TNFa u 76 noworodkow, LPS — 77 noworodkow a PCT u 55 dzieci.

Stezenia cytokin, LPS, ekspresja receptora CD14 nie wykazywala korelacji ani z

wiekiem plodowym ani z urodzeniowa masa ciala badanych noworodkow. Stezenie

PCT bylo odwrotnie proporcjonalne do

wieku plodowego badanych dzieci

(wspotczynnik korelacji Spearmana R=-0,36, p=0,006; rycina 3). Natomiast korelacja

pomiedzy masa ciala a stezeniem PCT nie osiagnela znamiennosci statystycznej

(wspolczynnik korelacji Spearmana R=-0,22, p=0,1).
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Rycina 3. Zaleznos¢ pomiedzy wiekiem pfodowym a stezeniem prokalcytoniny

oznaczonym przy przyjeciu do oddziatu (R= -0,36)

100

PCT (ng/ml)

“~e_ Regresja
95% p.ufnosci

Wiek plodowy (tyg.)

Sposrod parametrow hematologicznych zaobserwowano odwrotng zalezno$¢

migdzy zarowno urodzeniowa masg ciala jak i wiekiem ptodowym a wskaznikiem form

niedojrzalych do dojrzalych granulocytéw (odpowiednio wspoiczynnik korelacji

Spearmana R: -0,49 oraz -0,30: ryciny 4.1 5.).

Rycina 4. Zaleznos$¢ pomiedzy wiekiem pfodowym a wskaznikiem stosunku form
niedojrzatych do dojrzatych granulocytéw (R=-0,49)
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Rycina 5. Zalezno$¢ pomiedzy urodzeniowa masa ciata a wskaznikiem stosunku
form niedojrzatych do dojrzatych granulocytéw (R= -0,49)
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Urodzeniowa masa ciata (g)
Szczegoly analizy korelacji pomiedzy ~wybranymi wynikami badah

laboratoryjnych a wiekiem ptodowym i urodzeniowa masg ciata przedstawia tabela 5.

Tabela 5. Ocena korelacji pomiedzy wybranymi parametrami laboratoryjnymi a

urodzeniowa masa ciafa i wiekiem ptodowym

Masa urodzeniowa Wiek ptodowy

R* p** R* p**
Leukocytoza -0,09 0,38 -0,18 0,09
Plytki krwi -0,07 0,48 -0,12 0,24
T -0,49 <0,001 -0,30 0,005
CD14" -0,03 0,79 -0,15 0,20
IL-6 -0,03 0,75 0,01 0,92
IL-10 -0,04 0,66 -0,01 0,94
TNFa -0,09 0,43 -0,09 0,41
PCT -0,22 0,10 -0,36 0,006
LPS 0,12 0,28 0,14 0,24

* wspolczynnik korelacji R Spearmana

** p dla testu Spearmana
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Przy przyjeciu do oddziatu stezenia ocenianych cytokin, PCT, LPS i ekspresja
CD14 byta podobna we wszystkich badanych grupach (tabela 6).

Tabela 6. Poréwnanie stezenia cytokin, PCT, LPS i ekspresji CD14 oznaczonych
przy przyjeciu do OITN w badanych grupach

Grupa kontrolna | Dzieci z objawami | Dzieci z p*
(n=28) choroby i posocznica
ujemnym (n=46)
wynikiem posiewu
krwi (n=13)

IL-6 (pg/ml) (Me; 25%-75%) 5,06 (2,27-7,64) 9,87 (0-18,6) |4,7(0-11,98)| 0,49
IL-10 (pg/ml) (Me; 25%-75%) 0,67 (0-11,75) 5,24 (0-11,5) 0 (0-5,54) 0,17
TNFa (pg/ml) (Me; 25%-75%) | 5,99 (2,09-9,66) | 5,6 (1,23-12,06) | 5,4(3,5-9,2) | 0,76
PCT (ng/ml) (Me; 25%-75%) 1,75 12,31 1,51 0,12

(0,35-6,62) (2,42-36,9) (0,37-6,34)
LPS (pg/ml) (Me; 25%-75%) 1,25 (0-42) 0 (0-16) 0 (0-35) 0,52
CD14" (%) (Me; 25%-75%) 9,55 (3,8-18) 12 (4,5-16,6) 18 (7,4-36) | 0,07

*p dla analizy wariancji Kruskalla-Wallisa

Dodatkowo porownano stezenia cytokin, LPS, PCT oraz ekspresj¢ receptora
CD14 w nastgpujacych podgrupach dzieci:
a. wentylowanych mechanicznie vs pozostajacych na oddechu wlasnym
b. urodzonych w cigzkiej zamartwicy (skala Apgar w 5 min. < Spkt.) vs
noworodki ocenione w skali Apgar w 5 min. > 5 pkt.

c. zobjawami IVH II-IV° vs bez objawow IVH I11-1V°

Stezenia LPS i PCT oraz ckspresja receptora CD14 byla porownywalna we
wszystkich wyréznionych podgrupach. W przypadku dzieci urodzonych w cigzkiej
zamartwicy zaobserwowano znamiennie wyzsze stezenie IL-6 (Me: 9,15 pg/ml vs 3,15
pg/ml, p=0,02) oraz TNFa (Me: 6,2 pg/ml vs 4,2 pg/ml, p=0,01) w poréwnaniu do

noworodkow ocenionych w skali Apgar po 5 min. na wigcej niz 5 pkt. (rycina 6.).
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Rycina 6. Poréwnanie stezenia TNFa oraz IL-6 w grupach dzieci: urodzonych w

ciezkiej zamartwicy i ocenionych w skali w 5 min. na co najmniej 6 pkt.
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Wérod dzieci wentylowanych mechanicznie stwierdzono wyzsze st¢zenia IL-6
(Me: 6,39 pg/ml vs 1,9 pg/ml; p=0,06) oraz PCT (Me: 3,73 ng/ml vs 0,62 ng/ml,
p=0,08) ale roznice nie byly znamienne statystycznie. Stgzenie IL-10 bylo wigksze
wérod dzieci z objawami IVH III-IV stopnia (Me: 5,64 pg/ml vs 0 pg/ml, p=0,07).
Zestawienie wynikOw przedstawiaja tabele 7., 8.1 9.

Tabela 7. Poréwnanie stezenia cytokin, PCT, LPS i ekspresji CD14 oznaczonych
przy przyjeciu do OITN w podgrupach dzieci wentylowanych mechanicznie i
ozostajacych na oddechu wiasnym

Dzieci Dzieci pozostajace | p*
wentylowane na oddechu
mechanicznie wlasnym

(n=67) (n=13)

IL-6 (pg/ml) (Me; 25%-75%) 6,39 (2,63-11,54) 1,9 (0-3,17) 0,06
IL-10 (pg/ml) (Me; 25%-75%) 0(0-11,5) 0(0-3,43,5) 0,52
TNFa (pg/ml) (Me; 25%-75%) 5,6 (3,5-8,8) 4,32(1,23-9.4) | 030
PCT (ng/ml) (Me; 25%-75%) 3,73 (0,57-16) 0,62 (0,35-1,75) | 0,08
LPS (pg/ml) (Me; 25%-75%) 0(0-32) 0(0-43) 1,00
E)]4+ (%) (Me; 25%-75%) 13 (5,2-29) 13,22 (7,9-18) 0,77

*p dla testu U Manna-Whitneya

33



Tabela 8. Poréwnanie stezenia cytokin, PCT, LPS i ekspresji CD14 oznaczonych
przy przyjeciu do OITN w podgrupach dzieci urodzonych w ciezkiej zamartwicy
(skala Apgar w 5 min. < 5pkt.) i ocenionych w skali Apgar w 5 min. > 5 pkt.

Noworodki Noworodki p*
ocenione w SA | ocenione w SA
w 5min. < 5pkt. | w Smin. > 5pkt.
(n=34) (n=39)
IL-6 (pg/ml) (Me; 25%-75%) 9,15(3,8-14,4) | 3,17(0,6-8,6) | 0,02
IL-10 (pg/ml) (Me; 25%-75%) 0(0-11,8) 0(0-5,7) 0,5
TNFa (pg/ml) (Me; 25%-75%) | 6,2 (4,9-11,27) 4,2 (1,6-7,6) 0,01
PCT (ng/ml) (Me; 25%-75%) 5,47 (0,61-21,7) | 1,5(0,35-4,95) | 0,12
LPS (pg/ml) (Me; 25%-75%) 0 (0-16,3) 6 (0-49) 0,08
CD14" (%) (Me; 25%-75%) 13,25 (5-36) 12 (5,9-26) 0,7

*p dla testu U Manna-Whitneya

Tabela 9. Poréwnanie stezenia cytokin, PCT, LPS i ekspresji CD14 oznaczonych
przy przyjeciu do OITN w podgrupie dzieci z ciezkim krwawieniem

Srédczaszkowym oraz w podgrupie noworodkéw bez objawow ciezkiego

krwawienia Srédczaszkowego

Noworodki z Noworodki bez p*
IVH II-TV° IVH I-IV°
(n=11) (n=54)
IL-6 (pg/ml) (Me; 25%-75%) 7,77 (1,58-21) | 6,03 (1,9-10,69) | 0,56
IL-10 (pg/ml) (Me; 25%-75%) | 5,64 (0,17-21,8) 0 (0-11,5) 0,07
TNFa (pg/ml) (Me; 25%-75%) | 6,8 (1,4-10,16) 5,6 (3,49-9,4) 0,82
PCT (ng/ml) (Me; 25%-75%) 3,39 (0,47-24,6) | 2,77 (0,77-11,15) | 0,95
LPS (pg/ml) (Me; 25%-75%) 0 (0-17,5) 0 (0-36) 0,66
CD14" (%) (Me; 25%-75%) 13 (2-26) 13,8 (7,3-32) 0,24

*p dla testu U Manna-Whitneya
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5.3. Ocena stezen cytokin, prokalcytoniny, LPS i ekspresji receptora CD14 w

zaleznos$ci od wieku kalendarzowego

Oceny stgzen cytokin, prokalcytoniny, LPS i ekspresji receptora CD14 w
zaleznosci od wieku kalendarzowego dokonano opierajac si¢ na wynikach badan
uzyskanych u dzieci zakwalifikowanych do grupy kontrolnej (n=28). Zaobserwowano,
ze stezenie PCT bylo znaczaco wyzsze przy przyjeciu niz w kolejnych badaniach
(odpowiednio Me: 1-3 dz — 1,75 ng/ml, 10dz —0,24 ng/ml; 20 dz. 0,24 ng/ml, 30 dz-
0,17 ng/ml; Kruskall-Wallis ANOVA, p=0,00t - rycina 7).

Rycina 7. Poréwnanie stezenia PCT w grupie kontrolnej: przy przyjeciu do OITN,
w10dz, 20d2i 30 dz

10,0 -

1,0 }-

PCT (ng/ml)

0,1

Przy przyjeciu 10 dz 20dz 30dz

Badanie
[ 25%-75%
e Mediana

Stezenia IL-6, IL-10, TNFa, LPS i ekspresja receptora CD14 nie zalezala od
wieku kalendarzowego noworodkow z mata urodzeniowa masa ciala. Zestawienie

wynikow przedstawia tabela 10.
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Tabela 10. Poréwnanie stezenia cytokin, PCT, LPS i ekspresji CD14 oznaczonych
u dzieci z grupy kontrolnej przy przyjeciu do OITN, w 10 dz, 20 dz i 30 dz

Przy 10dz 20dz 30dz p*
przyjeciu

IL-6 (pg/ml) (Me; 25%-75%) 5,06 3,07 4.6 3,18 0,25
(2,27-7,64) | (0,62-9,63) | (0,98-8,33) | (0-5,68)

IL-10 (pg/ml) (Me; 25%-75%) 0,67 0 2,41 0 0,32
(0-11,75) | (0-3,13) | (0-10,08) | (0-5,41)

TNFo (pg/ml) (Me; 25%-75%) 6 8,81 8,15 8,62 0,31
(2,09-9,66) | (5,84- (4,74- (5,94-
11,64) 14,12) 12,1)

PCT (ng/ml) (Me; 25%-75%) 1,75 0,24 0,24 0,17 {0,0001
(0,35-6,62) | (0,17-0,41) | (0,2-0,42) | (0,12-
0,29)

LPS (pg/ml) (Me; 25%-75%) 1,25 0 0 0 0,67
(0-42) (0-23) (0-22) (0-26)

CD14" (%) (Me) 9,55 21 21 15,34 0,06

*p dla analizy wariancji Kruskalla-Wallisa

5.4. Ocena uwalniania cytokin, prokalcytoniny, LPS i ekspresji receptora CD14

W czasie posocznicy

W pierwszym etapie dokonano poréwnania wynikow badan w 3 badanych

grupach: grupie A - kontrolnej, grupie B - dzieci z objawami choroby i ujemnym

wynikiem posiewu krwi i grupie C — posocznicy. Przyjeto jako wyniki kontrolne

wszystkie oznaczenia wykonane u dzieci z grupy kontrolnej w pierwszym miesiacu

zycia (n=112) za wyjatkiem wynikow oznaczenia PCT. Ze wzglgdu na zmiang stgzen

PCT w zaleznosci od wieku kalendarzowego wyrézniono 2 podgrupy kontrolne: a)

wyniki badan PCT wykonanych w 1-3 dz. i b) wyniki badafn PCT wykonanych w 10-30

dz.
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U dzieci z posocznicg stwierdzono znamiennie wyzsze stezenia IL-6

(odpowiednio {Me} grupa A: 3,79 pg/ml vs grupa B: 3,18 pg/ml vs grupa C: 29,75
pg/ml; Kruskall-Wallis ANOVA, p.<0,0001), IL-10 (odpowiednio {Me} grupa A: 0
pg/ml vs grupa B: 1,32 pg/ml vs grupa C: 99,48 pg/ml; Kruskall-Wallis ANOVA,
p-<0,0001; rycina 8.) i TNFa (odpowiednio {Me} grupa A: 8,4 pg/ml vs grupa B: 8,0
pg/ml vs grupa C: 26,6 pg/ml; Kruskall-Wallis ANOVA, p.<0,0001; rycina 9.).

Rycina 8. Poréwnanie stezenia IL-6 i IL-10 w badanych grupach
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Rycina 9. Poréwnanie stezenia TNFa w badanych grupach
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Stezenie PCT u noworodkéw z posocznica w poréwnaniu do stezen PCT
uzyskanych u dzieci z grupy kontrolnej w wieku 10-30 dni bylo znaczaco wigksze
(odpowiednio {Me} grupa A w 10-30 dz: 0,23 ng/ml vs grupa B: 0,27 ng/ml vs grupa
C: 0,65 ng/ml; Kruskall-Wallis ANOVA, p.<0,0001; rycina 10.).

Rycina 10. Porownanie stezenia PCT w badanych grupach.
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Nie zaobserwowano natomiast istotnych réznic w stezeniach IL-6, IL-10, TNFa, PCT i
ekspresji CD14" pomigdzy grupa kontrolna a grupa dzieci z objawami choroby i
yjemnym wynikiem posiewu krwi. Jedynie st¢zenie LPS bylo wigksze wsrdd dzieci z
objawami choroby i1 ujemnym wynikiem posiewu krwi w poréwnaniu do grupy
kontrolnej jak réwniez w poréwnaniu do grupy dzieci z posocznica (odpowiednio {Me}
grupa A: 0 pg/ml vs grupa B: 45,6 ng/ml vs grupa C: 0 ng/ml; Kruskall-Wallis
ANOVA; p=0,08).

Dodatkowo oceniono zmiany wartosci leukocytozy, plytek krwi i wskaznika
stosunku form niedojrzalych do dojrzalych granulocytéw w badanych grupach.
Stwierdzono, ze dzieci z rozpoznang posocznicg charakteryzowaly si¢ mniejsza liczbg
plytek krwi (Me: 121.000/mm® vs 261.000/mm’® vs 225.000/mm®; Kruskall-Wallis
ANOVA; p=0,001) oraz wigkszym wskaznikiem I/T granulocytéw (Me: 0,27 vs 0,11 vs
0,15; Kruskall-Wallis ANOVA; p=0,001; rycina 11.)

Rycina 11. Poréwnanie wartos$ci plytek krwi i indeksu I/T granulocytéw w
badanych grupach
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Poréwnanie wynikéw badan laboratoryjnych w ocenianych grupach zawiera
tabela 11.
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Tabela 11. Poréwnanie stezenia cytokin, PCT, LPS i ekspresji CD14 w badanych

grupach.
Grupa Dzieci z Dzieci z p*
kontrolna objawami posocznica
choroby i
ujemnym
wynikiem
posiewu krwi
IL-6 (pg/ml) (Me; 25%-75%) 3,79 3,18 29,75 0,001
(0,75-7,6) (0-14,15) (10,39-
141)
IL-10 (pg/ml) (Me; 25%-75%) 0 1,32 99,48 0,001
(0-6,4) (0-10,5) (27,2-236)
TNFa (pg/ml) (Me; 25%-75%) 8,4 8,0 26,6 0,001
(5,19-12,1) (5-10,7) (11-47.2)
PCT (ng/ml) (Me; 25%-75%) 1,750/ 0,23 0,27 0,65 0,250/
(0,15-0,37) (0,22-0,57) |(0,31-1,81)| 0,001
LPS (pg/ml) (Me; 25%-75%) 0 45,6 0 0,08
(0-27) (0-130) (0-69)
CD14" (%) (Me; 25%-75%) 15,59 15,5 23 0,26
(8,35-26.,6) (10-20) (10-44.,3)
Leukocytoza (tys./mm’) 12 14,15 11,4 0,54
(Me; 25%-75%) (9,4-17) (8,55-18,1) | (8,5-17,6)
Plytki krwi (tys./mm’) 261 225 121 0,001
(Me; 25%-75%) (168-337) (113-426) (47-214)
I/T (Me; 25%-75%) 0,11 0,15 0,27 0,001
~(0,05-0,19) (0,06-0,24) | (0,18-0,37)

*p dla analizy wariancji Kruskalla-Wallisa o - wyniki PCT oznaczone w 1-3 dz.

Kolejnym etapem analizy bylo porownanie stezen cytokin, LPS, PCT, ekspresji
CD14 w podgrupach dzieci wyréznionych ze wzgledu na etiologi¢ posocznicy. Badane
podgrupy roznily si¢ istotnie pod wzgledem obserwowanych stgzen IL-6 i IL-10.
Stezenie IL-6 bylo znamiennie wigksze wsrdd noworodkow z posocznicg Gram ujemng
(Me=434 ng/ml) w poréwnaniu do dzieci z posocznicg Gram dodatnig (Me=26 ng/ml)
lub posocznica grzybicza. (Me=20 ng/ml) (Kruskall-Wallis ANOVA, p=0,02). St¢zenie
IL-10 byto wyzsze wéréd dzieci z posocznica Gram ujemna (Me=397 ng/ml) niz wsrod
dzieci z posocznica grzybicza (Me-90,8 ng/ml) lub posocznica Gram dodatnig
(Me=58,18 ng/ml) (Kruskall-Wallis ANOVA p=0,04). Stezenia PCT, LPS oraz
ekspresja receptora CD14 byty podobne w badanych podgrupach. Warto$ci leukocytozy
i plytek krwi obwodowej, takze nie roznily si¢ znamiennie pomigdzy ocenianymi

podgrupami. Wskaznik I/T granulocytow natomiast byl znamiennie wigkszy wsrod
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dzieci z posocznica Gram ujemng (Me=0,37) niz z posocznica Gram dodatnig
(Me=0,22) lub posocznica grzybicza (Me=0,24) (Kruskall-Wallis ANOVA, p=0,03)

Por6wnanie wynikéw badan laboratoryjnych w ocenianych podgrupach zawiera

tabela 12.

Tabela 12. Poréwnanie stezenia cytokin, PCT, LPS i ekspresji CD14 w grupach
wyr6znionych na podstawie etiologii posocznicy

Posocznica | Posocznica | Posocznica p*
Gram Gram Grzybicza
dodatnia ujemna (n=5)
(n=36) (n=7)
IL-6 (pg/ml) (Me; 25%-75%) 26 434 20 0,02
(7-103) (55,6-579) (7-34,8)
IL-10 (pg/ml) (Me; 25%-75%) 58,18 3972 90,8 0,04
(22,3-179) (105-869) | (37,7-236)
TNFa (pg/ml) (Me; 25%-75%) 18,63 42,8 39,6 0,17
(8,1-374) | (28,4-61,3) | (14-64,8)
PCT (ng/ml) (Me; 25%-75%) 0,44 4,23 0,75 0,08
(0,25-1,26) | (1,53-22,57) | (0,49-1,23)
LPS (pg/ml) (Me; 25%-75%) 0 16,6 12,5 0,28
(0-31) (0-1000) (0-46)
CD14" (%) (Me; 25%-75%) 26,5 15,5 27 0,67
(10-41) (1,8-47) (20-53)
Leukocytoza (tys./mm’) 12,1 11,25 7.9 0,1
(Me; 25%-75%) (9,4-21,1) | (5,3-13) (5,8-11,6)
Plytki krwi (tys./mm’) 130 71,5 66,5 0,2
(Me; 25%-75%) (63-246) (19-173) (39-152)
UT (Me; 25%-75%) 0,22 0,37 0,24 0,03
(0,14-0,36) | (0,26-0,5) |(0,24-0,29)

*p dla analizy wariancji Kruskalla-Wallisa

Nastepnie dokonano szczegélowej oceny wynikow badan, w zakresie, ktorych
roznity si¢ dzieci z grupy kontrolnej i noworodki z posocznica (IL-6, IL-10, TNFa,
PCT, plytki krwi, I/T). Stwierdzono, ze stgzenia IL-6, IL-10, TNFa, liczba ptytek krwi
oraz warto$¢ I/T sa znamiennie wigksze w porownaniu do grupy kontrolnej zarowno u
dzieci z posocznica Gram dodatnia, Gram ujemna, jak i posocznica grzybicza (ryciny

12.-15).
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Rycina 12. Poréwnanie stezenia IL-6 pomiedzy grupa kontrolng a grupa

noworodkéw z posocznicq o réznej etiologii
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Rycina 13. Porbéwnanie stezenia IL-10 pomiedzy grupa kontrolng a grupa
noworodkow z posocznica o réznej etiologii
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Rycina 14. Poréwnanie stezenia TNFa pomiedzy grupa kontrolna a grupa
noworodkéw z posocznicg o réznej etiologii
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Rycina 15. Poréwnanie liczby plytek krwi oraz wskaznika I/T granulocytéw
pomiedzy grupa kontrolng a grupa noworodkéw z posocznicg o réznej etiologii

700 v . - 07
o PLT() o
o
Y & ITR) 9 5 106
(o] = o o
8 500 8 o} o o o g 0,5
E 8 o 5
o 40 | 8 g g 8 {04
> Pe) o B e
& 300 o o g 5 & loz &
- B a
Z o o oS
2 20 é o... 8 'E' o 102
a o o
o ° f
100 } B o {01
s 1 3 ¢ ;
0 H A 48 A In. o - - 0,0
kontrola G(-) kontrola G()
G(+) s. mycotica G(+) s. mycotica

g

Stezenie PCT bylo znamiennie wigksze w poréwnaniu do grupy kontrolnej jedynie u

dzieci z posocznicg Gram ujemna (rycina 16.).
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Rycina 16. Poréwnanie stezenia PCT pomiedzy grupa kontrolna a grupa
noworodkéw z posocznicg o réznej etiologii
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5.5.0cena uwalniania cytokin, LPS. prokalcytoniny oraz ekspresji receptora

CD14 w czasie martwiczego zapalenia jelit.

W czasie trwania badania objawy nietolerancji karmienia rozpoznano u 23
noworodkow (25,8%), w tym u 14 dziewczynek i 9 chlopcéw. Urodzeniowa masa ciata
dzieci z objawami nietolerancji karmienia (Me) wynosita 1000g i byla znamiennie
mniejsza od urodzeniowej masy ciata dzieci z grupy kontrolnej (Me-1275g; p=0,004).
Wiek ptodowy dzieci z objawami nietolerancji karmienia byl mniejszy w poréwnaniu
do grupy kontrolnej (Me: 28 tyg. vs 29 tyg., p=0,02). Natomiast liczba dziewczynek i
chtopcow, ocena w skali Apgar po 1. i 5. min.,, liczba dzieci urodzonych drogami natury
byly podobne w obu ocenianych grupach (tabela 13.).

W 11 przypadkach nietolerancja karmienia zwigzana byla z objawami
posocznicy Gram (+), u 5 dzieci towarzyszyla posocznicy Gram (-) a u 7 noworodkéw
byta jedynym obserwowanym objawem.

Objawy perforacji jelit zaobserwowano u 2 dzieci (2,2% ocenianej populacji) i u

obu dzieci wystapily przed rozpoczeciem karmienia dojelitowego.
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Tabela 13. Poréwnanie wybranych parametréw demograficznych w grupach:
kontrolnej i z objawami nietolerancji karmienia

Grupa Dzieci z objawami p
kontrolna nietolerancji
(n=28) karmienia
(n=23)

Masa ciala (g) Me 1275 1000 0,004*
Wiek plodowy (tyg.) Me 29 28 0,02*
Skala Apgar po 1 min. (Me) 5 4 0,14*
Skala Apgar po 5 min. (Me) 6 6 0,7*
Ple¢ (meska/zenska) 16/12 9/14 0,3%*
Droga porodu (PSN/CC) 19/9 14/8 0,8**

*p dla testu U Manna-Whitneya

** p dla testu chi kwadrat

U dzieci z objawami nietolerancji karmienia stwierdzono znamiennie wigksze
stezenia IL-6 (8,52 vs 3,79 pg/ml, p=0,01), IL-10 (8,76 vs 0 pg/ml, p<0,01) i PCT (0,66

vs 0,25 ng/ml, p=0,01). Ponadto u wigkszej liczby dzieci z objawami nietolerancji

karmienia stwierdzono obecno$¢ LPS w krwi w poréwnaniu do grupy kontrolnej (11/23

vs 6/28, %* z poprawka Yatesa=2,28, p=0,09). Jak rowniez obserwowane stgzenia byla

znaczaco wigksze (Me: 32 pg/ml vs 0 pg/ml, p=0,002, rycina 17). Poréwnanie

wybranych wynikéw badan laboratoryjnych przedstawia tabela 14.

Tabela 14. Poréwnanie wybranych wynikéw badarn laboratoryjnych w grupach:
kontrolnej i z objawami nietolerancji karmienia..

Grupa kontrolna | Dzieci z objawami p
(n=28) nietolerancji
karmienia (n=23)
IL-6 (pg/ml) (Me; 25%-75%) 3,79 (0,75-7,6) 8,52 (2,1-55,3) 0,01*
IL-10 (pg/ml) (Me; 25%-75%) 0(0-5,8) 8,76 (3,2-155) | 0,0001*
TNFa (pg/ml) (Me; 25%-75%) 8,44 (5,2-12,2) 10,15 (3,8-33) 0,11*
PCT (ng/ml) (Me; 25%-75%) 0,25 (0,17-0,61) 0,66 (0,27-4,07) 0,01*
LPS (pg/ml) (Me; 25%-75%) 0 (0-23) 32(0-130) 0,02*
ILLCDM* (%) (Me; 25%-75%) 15 23 0,06*

*p dla testu U Manna-Whitneya
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Jednakze, dlatego, ze u 2/3 dzieci objawy nietolerancji karmienia towarzyszyly
posocznicy, dodatkowo przeprowadzono analiz¢ w 2 podgrupach noworodkow: bez
objawow posocznicy i z objawami posocznicy. Stwierdzono, ze stg¢zenia ocenianych
cytokin s3 znamiennie wigksze w poréwnaniu do grupy kontrolnej jedynie u dzieci, u
ktorych przy wystgpowaniu objawow nietolerancji karmienia uzyskano dodatni wynik
posiewu z krwi (IL-6 odpowiednio: 3,7 pg/ml; 6,2pg/ml; 13,2 pg/ml, p<0,01, IL-10
odpowiednio: 0 pg/ml; 1,3 pg/ml; 19,6 pg/ml, p.<0,001 — rycina 17.).

Rycina 17. Poréwnanie stezenia IL-6 i IL-10 pomiedzy grupa kontrolna a
podgrupami (bez/z posocznicg) noworodkéw z objawami nietolerancji karmienia
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Stezenia TNFo i PCT nie roznily si¢ znamiennie statystycznie pomigdzy ocenianymi

grupami (rycina 18.)
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Rycina 18. Poréwnanie stezenia TNFa i PCT pomiedzy grupa kontrolng a
podgrupami (bez/z posocznica) noworodkéw z objawami nietolerancji karmienia
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Ze wzgledu na fakt, ze tylko u 2 dzieci wystapita perforacja przewodu

pokarmowego nie przeprowadzono oceny uwalniania cytokin w grupach D1 vs D2.

5.6. Korelacie pomiedzy uwalnianymi w czasi€ posocznicy 1 nietolerancji

karmienia/NEC cytokinami

Oceny korelacji pomigdzy uwalnianymi cytokinami dokonano lacznie w
grupach dzieci z objawami nietolerancji karmienia/NEC oraz dzieci z posocznica.
Ocena objeto 55 dzieci, u ktérych uzyskano co najmniej 2 wyniki badan dodatkowych.

Zaobserwowano dodatnia korelacj¢ pomigdzy stezeniami IL-6 i IL-10 (wsp.
korelacji Spearmana R=0,72, p<0,001; rycina 19.), IL-6 i TNFa (wsp. korelacji
Spearmana R=0,57, p<0,001; rycina 20), IL-10 i TNFa (wsp. korelacji Spearmana
R=0,69, p<0,001; rycina 21) oraz pomigdzy TNFa i PCT (wsp. korelacji Spearmana
R=0,44, p=0,01; rycina 22).

Zestawienie wspotczynnikow korelacji przedstawia tabela 15.
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Tabela 15. Ocena korelacji pomiedzy wybranymi parametrami laboratoryjnymi

CcD14" IL-6 IL-10 | TNFa PCT LPS
CD14 R" -0,06 0,17 0,03 0,02 -0,01
P 0,70 0,30 0,86 0,91 0,94
IL-6 R* 0,72 0,57 0,25 0,03
P 0,00 0,00 0,14 0,81
IL-10 R* 0,69 0,38 0,03
P 0,00 0,06 0,83
TNFo. R* 0,44 0,13
P 0,01 0,36
PCT R* -0,09
g 0,59
LPS R*
p*t

*R - wspdlczynnik korelacji Spearmana  ** p dla testu Spearmana

Rycina 19. Korelacja pomiedzy stezeniami IL-6 i IL-10 u noworodkéw z
posocznicy i/lub objawami nietolerancji karmienia
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Rycina 20. Korelacja pomiedzy stezeniami IL-6 i TNFa u noworodkéw z

posocznicq i/lub objawami nietolerancji karmienia
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Rycina 21. Korelacja pomiedzy stezeniami IL-10 i TNFa u noworodkéw z

posocznicq i/lub objawami nietolerancji karmienia
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Rycina 22. Korelacja pomiedzy stezeniami TNFa i PCT u noworodkéw z

posocznicq i/lub objawami nietolerancji karmienia.

PCT (ng/ml)

TNFa (pg/mi)

Dodatkowo poza wymienionymi powyzej zalezno$ciami wérod noworodkéw z
objawami nietolerancji karmienia zaobserwowano istotne korelacje pomigdzy st¢zeniem
IL-6 a LPS (R=0,39, p.=0,01, rycina 23.) oraz pomigdzy st¢zeniem IL-10 a LPS
(R=0,54, p<0,01, rycina 24.).
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Rycina 23. Korelacja pomiedzy stezeniami IL-6 i LPS u noworodkéw z objawami

nietolerancji karmienia

LPS (pg/ml)

IL6 (pg/ml)

Rycina 24. Korelacja pomiedzy stezeniami IL-10 i LPS u noworodkéw z objawami

nietolerancji karmienia
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Przeprowadzono takze, ocen¢ st¢zenia cytokin w podgrupach noworodkéw z
posocznicg o réznym przebiegu klinicznym. W czasie trwania programu, w chwili
podejrzenia posocznicy w karcie obserwacyjnej szczegétowo odnotowywano objawy w

momencie pobrania krwi do badan tj. 1) bezdechy/ pogorszenie parametréw wentylacji,
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2) zaburzenia czynno$ci serca, 3) hepatosplenomegalia, 4) zaburzenia perfuzji
obwodowej/hipotensja, 5) oliguria, 6) inne (zapalenie stawow, kwasica metaboliczna).

Wyrézniono 3 podgrupy dzieci: 1) z posocznica o umiarkowanym nasileniu (1-3
objawy) (n=36), 2) posocznica o ciezkim przebiegu (4-6 objawdw) (n=8), 3)
noworodki, ktére zmarly w przebiegu posocznicy (n=4).

Stwierdzono istotng korelacj¢ pomigdzy nasileniem posocznicy a
obserwowanymi stezeniami IL-6 (odpowiednio Me: 24 pg/ml; 75 pg/ml; 554 pg/ml,
Kruskall-Wallis ANOVA, p<0,01, rycina 25) oraz IL-10 (odpowiednio Me: 57 pg/ml,
205 pg/ml, 889 pg/ml, Kruskall-Wallis ANOVA, p.<0,01; rycina 26.).

Rycina 25. Poréwnanie stezenia IL-6 w grupach noworodkéw z posocznicg o
réznym przebiegu klinicznym
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Rycina 26. Poréwnanie stezenia IL-10 w grupach noworodkéw z posocznica o

réznym przebiegu klinicznym
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Stwierdzono réwniez, ze stezenia TNFo byly wigksze w grupie noworodkow z
posocznicg o cigzkim przebiegu w poréwnaniu do dzieci z posocznicg 0 umiarkowanym

przebiegu (Me: 63,6 pg/ml vs 18,2 pg/ml, test U Manna-Whitneya, p=0,01, rycina 27).

Rycina 27. Poréwnanie stezenia TNFa w grupach noworodkéw z posocznicg o

réznym przebiegu klinicznym
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Ze wzgledu na mata liczbg wykonanych oznaczen analiza statystyczna zwiazku

stezenia PCT z przebiegiem klinicznym nie byta mozliwa (rycina 28.).

Rycina 28. Poréwnanie stezenia prokalcytoniny w grupach noworodkéw z
posocznicg o réznym przebiegu klinicznym
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5.7. Ocena dynamiki uwalniania cytokin u dzieci z posocznica

Badania kontrolne pobrano po 48-96 godzinach od rozpoznania u 36/46
noworodkow z potwierdzong bakteriologicznie posocznica, w tym u 31 dzieci z
posocznica wywolang przez bakterie Gram dodatnie, 4 noworodkow z posocznica Gram
ujemng i 1 dziecka z posocznicg grzybicza. Wsrod ocenianych dzieci, dwoje zmarto (po
4 i po 12 dniach od rozpoznania posocznicy).

Stezenia TNFa, PCT, LPS oraz ekspresja receptora CD14 po 48-96 godzinach
od rozpoznania posocznicy byly mniejsze od stgzen oznaczonych przy wystapieniu
pierwszych objawow, jakkolwiek roéznica nie byla znamienna statystycznie
(odpowiednio Me: TNFa: 20,6pg/ml vs 16,6 pg/ml; PCT: 0,62 ng/ml vs 0,3 ng/ml; LPS:
0 pg/ml vs 0 pg/ml; CD14": 24% vs 23%). St¢zenia IL-6 (Me: 31 pg/ml vs 8,26 pg/ml,
test kolejnosci par Wilkoxona, p=0,05) i IL-10 (Me: 95 pg/ml vs 7,22 pg/ml test
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kolejnosci par Wilkoxona, p=0,02) réznily si¢ znaczaco w dwoch ocenianych
badaniach.

U 13 noworodkow zaobserwowano zwigkszenie stezen IL-10 w czasie 48-96
godzin, a u 17 dzieci zmniejszenie stgzen IL-10 w czasie 48-96 godzin. Podobnie
stgzenie IL-6 zwigkszylo si¢ po 48-96 godzinach u 12 dzieci, a zmniejszyto u 18 dzieci.
Najistotniejszym czynnikiem roznicujacym dzieci, u ktérych obserwowano zwigkszenie
stezen IL-6 1 IL-10 od noworodkow, u ktorych stezenia cytokin zmniejszyly si¢ byt fakt
utrzymywania si¢ objawow posocznicy oraz wynik kontrolnego posiewu z krwi. U
wszystkich dzieci, u ktdrych kontrolny wynik posiewu z krwi po 48-96 godzinach od 1.
badania byl ujemny (n=9) zaobserwowano znamienne zmniejszenie st¢zen cytokin
(rycina 29., 30.).

Rycina 29. Ocena dynamiki uwalniania IL-6 u noworodkéw z posocznicg
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Rycina 30. Ocena dynamiki uwalniania IL-10 u noworodkéw z posocznica
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5.8. Ocena przydatnosci klinicznej oznaczania wybranych badan laboratoryjnych

Jak wykazano powyzej badane grupy réznily si¢ pod wzgledem obserwowanych
stezen IL-6, IL-10, TNFa i PCT jak rowniez liczby plytek krwi i wskaznika I/T
granulocytow. W zwigzku z tym dokonano oceny przydatnosci klinicznej
wymienionych badan laboratoryjnych. Oceniono przydatno$¢ diagnostyczng oraz
rokownicza.

Przydatno$¢ diagnostyczng rozwazano w dwoch plaszezyznach:

- rozréznienia pomigdzy noworodkami bez niepokojacych objawow (grupa
kontrolna) a dzie¢mi chorymi (grupa A vs grupa B+C)

- wyr6znienia wéréd noworodkow z niepokojacymi objawami dzieci z posocznica

(grupa B vs grupa C)

Aby wyznaczy¢ wartosci progowe dla poszczegélnych testow w pierwszym
etapie wyznaczono krzywe opisujace zalezno$¢ migdzy odsetkami wynikow
prawdziwie i fatszywie dodatnich — krzywe ROC. Po wyznaczeniu warto$ci progowych
wyliczono czuto$é, swoisto$é, PPV i NPV. Na podstawie wyliczenia pola powierzchni
pod krzywa dla danego testu, odzwierciedlajacego zdolno$¢ testu do prawidlowego
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rozgraniczania wynikow prawidtowych i nieprawidlowych - poréwnano przydatnosé

ocenianych badan.

Badaniem charakteryzujacym si¢ najwigksza czuloscia i swoistoscia w

rozroznianiu pomigdzy noworodkami z grupy kontrolnej a dzieémi chorymi bylo

oznaczanie stgzenia IL-10. Stwierdzenie stgzenia IL-10 > 20 pg/ml pozwalato odréznié

noworodki chore od zdrowych z czutoscia wynoszaca 67% i swoisto$cia rowna 90%.

Oznaczenie stgzenia IL-6 > 10 pg/ml pozwalalo rozréznié noworodki chore od dzieci

zdrowych z czuloscia 68% i swoistoscia 84%. Podobna czutoscia (62%) i swoistoscia

(77%) charakteryzowalo si¢ stwierdzenie wskaznika I/T granulocytéow > 0,2.

Najmniejsza warto$¢ diagnostyczna posiadato oznaczanie liczby plytek krwi, TNFa i

PCT. Szczegétowe wyniki analizy czutosci, swoistosci, PPV, NPV i wiarygodnosci

testow przedstawiono w tab. 16. Krzywe ROC przedstawia rycina 31.

Tabela 16. Ocena wiarygodnosci

wybranych testéw Ilaboratoryjnych w

réznicowaniu noworodkoéw z grupy kontrolnej (A) i noworodkéw chorych (B+C)

Wartos¢ czulos¢ swoistos¢  |PPV NPV Obszar
progowa pod

krzywa
ROC
PLT <150.000/mm’ | 57% 85% 69% 77% 72%
Ut >0,2 62% 77% 61% 78% 74%
IL-6 >10 pg/ml 68% 84% 73% 81% 75%
IL-10 >20 pg/ml  [67% 90% 80% 82% 81%
TNFa >10 pg/ml 70% 63% 49% 80% 71%
PCT >0,5 ng/ml 51% 70% 45% 75% 67%
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Rycina 31. Krzywe ROC wybranych testéw laboratoryjnych w réznicowaniu
noworodkéw z grupy kontrolnej (A) i noworodkéw chorych (B+C)
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Podobne wyniki uzyskano oceniajac przydatno$¢ testOow w rozpoznawaniu
posocznicy wsérdd dzieci z niepokojacymi objawami (grupa B vs grupa C). Najlepsza
czutoscig 1 swoistoscig charakteryzowato si¢ oznaczanie IL-10 (odpowiednio 79% i
82%). Stwierdzenie zwigkszonego stezenia IL-6 (>10pg/ml; czutos¢ 77%, swoistosc
73%) lub TNFa (>14 pg/ml; czulo$¢ 67%, swoisto$¢ 89%) pozwalalo takze odrézni¢
dzieci z posocznica od noworodkoéw z innymi niepokojacymi objawami. Testy takie jak
PLT, /T oraz PCT charakteryzowaly si¢ mala czuloécia (47-54%). Szczegétowe wyniki
analizy czulosci, swoistosci, PPV, NPV i wiarygodnosci testow przedstawiono w tab.
17. Krzywe ROC przedstawia rycina 32.
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Tabela 17. Ocena wiarygodnosci wybranych testéw Ilaboratoryjnych w
rozpoznawaniu posocznicy

Warto$¢ czutos$¢ swoistos¢ | PPV NPV Obszar
progowa pod

krzywa
ROC
PLT <100.000/mm’ |47% 83% 93% 26% 71%
T > 0,25 54% 82% 93% 27% 76%
IL-6 >10 pg/ml 77% 73% 93% 40% 76%
IL-10 |[>15pg/ml |79% 82% 96% 45% 80%
TNFa >14 pg/ml 67% 89% 97% 35% 76%
PCT >0,65 ng/ml | 53% 78% 88% 35% 66%

Rycina 32. Krzywe ROC wybranych testéw laboratoryjnych w rozpoznawaniu
posocznicy

Krzywe ROC
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Za przydatnoé¢ rokownicza przyjeto mozliwos¢ przewidzenia zgonu dziecka na
podstawie wyniku badania pobranego w momencie poczatku choroby (grupa B+C). Jak
wykazano na rycinach 25.-28. stwierdzono istotne réznice wartosci obserwowanych
stezen IL-6, IL-10, TNFa i PCT w zaleznosci od przebiegu klinicznego posocznicy.
Wyréznienia noworodkéw, ktére zmarly w przebiegu posocznicy mozna dokona¢ na

podstawie oznaczenia IL-10 oraz PCT. Stwierdzenie stezenia IL-10 >680 pg/ml
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pozwalalo przewidzie¢ zgon dziecka z czuloscia wynoszaca 80% i swoistoscia 100%.

Oznaczalo to, ze kazdy noworodek, u ktorego stwierdzono tak duze stezenia IL-10

zmarl. Przeciwnie do oznaczenia IL-10, pomiar PCT umozliwiat wyréznienie dzieci o

pomyslnym rokowaniu (zadne dziecko, u ktérego stwierdzono st¢zenie PCT <1,4 ng/ml

nie zmarlo). Testy takie jak liczba leukocytow i ptytek krwi obwodowej, wskaznik I/T

granulocytéw, IL-6, TNFa. charakteryzowaly si¢ duza wartoscig predykcyjna ujemna
(94-100%), jednakze ich warto$¢ predykcyjna dodatnia byla mata (18-50%).

Szczegotowe wyniki analizy czutosci, swoistosci, PPV, NPV i wiarygodnosci testow

przedstawiono w tab. 18. Krzywe ROC przedstawia rycina 33.

Tabela 18. Ocena przydatnosci rokowniczej wybranych testéw laboratoryjnych

Wartos¢ czulo$é swoistos¢ | PPV NPV Obszar
progowa pod
krzywg
ROC
L <5.000/mm’  [50% 94% 50% 94% 74%
PLT <40.000/mm’ |67% 81% 31% 95% 72%
T >0,35 67% 67% 21% 94% 75%
IL-6 >340 pg/ml 75% 90% 38% 98% 77%
IL-10 >680 pg/ml |80% 100% 100% 98% 83%
TNFa >40 pg/ml 75% 67% 18% 96% 67%
PCT <1,4 ng/ml |{100% 76% 33% 100% 86%
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Rycina 33. Krzywe ROC przydatnosci rokowniczej wybranych

laboratoryjnych
Krzywe ROC
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6. Dyskusja

Praca przedstawia ocen¢ uwalniania cytokin pro i przeciwzapalnych u
noworodkOw z bardzo niska urodzeniowa masa ciala. Analizie poddano kohorte 89
dzieci, ze urodzeniowa masa ciata (Me) 1060g. Miejscem badania byt trzeciorzgdowy
oddzial intensywnej terapii noworodka szpitala uniwersyteckiego. Stan kliniczny
wigkszosci dzieci byl cigzki, 75% leczonych dzieci wymagato wentylacji zastepcze;.
Ocenie poddano, zatem szczegoing grupe dzieci o najwigkszym ryzyku wystapienia

uogolnionego zakazenia oraz martwiczego zapalenia jelit (89).

Ocena uwalniania_Interleukiny-6. Interleukiny-10 i TNFa u noworodkéw z

bardzo niska urodzeniowa masa ciala.

Nie stwierdzono korelacji pomig¢dzy stezeniami interleukiny-6, interleukiny-10 i
TNF-a a wiekiem plodowym lub urodzeniowa masa ciala. Obserwacja ta jest zgodna z
wynikami przedstawionymi przez Messera i wsp., ktdrzy oceniajac grupe 288
noworodkéw urodzonych pomigdzy 24 a 42 tyg. ciazy nie stwierdzili zaleznosci
pomigdzy stezeniem IL-6 a wiekiem plodowym (82). W badaniu tym jednakze,
przewazaty noworodki donoszone (Mediana 38,5 tyg.). Doellner i wsp. (24). poréwnali
stezenia IL-6 w grupach noworodkow urodzonych w fizjologicznym terminie porodu i
noworodkéw urodzonych przedwczesnie nie stwierdzajac istotnych réznic. Jednak, w
cytowanym badaniu nie przeprowadzono dokladnej analizy korelacji pomiedzy
wiekiem plodowym a obserwowanymi stezeniami IL-6. Lehrnbecher i wsp. (68)
przebadali 44 noworodki w wieku 24-42 tygodni, rowniez nie stwierdzajac zaleznosci
pomiedzy dojrzaloscia dziecka a stgzeniami IL-6 w krwi pepowinowej. Inne wyniki
przedstawili Blanco i wsp. (11), ktorzy stwierdzili odwrotnie proporcjonalng zaleznos¢
pomiedzy wiekiem plodowym a stezeniem IL-10. Badaniem tym objeto 40
noworodkéw w wieku ptodowym (Me) 32 tygodni, a wigc dzieci dojrzalsze niz w
prezentowanej pracy, w tym 20 najmniejszych dzieci wymagalo wentylacji

mechanicznej, co mogto mie¢ wplyw na wynik analizy.
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Najprawdopodobniej, zatem nie dojrzalos¢ noworodka jest gléwnym
czynnikiem warunkujacym uwalnianie cytokin. W ostatnich latach opublikowano kilka
badan eksperymentalnych oraz klinicznych oceniajacych wptyw roznych czynnikéw na
uwalnianie cytokin u noworodkow. Bessler i wsp. (9) poréwnali produkcje IL-1b, IL-6 i
TNFa przez makrofagi u wczesniakow, noworodkéw donoszonych i dorostych przed i
po zakonczeniu leczenia deksametazonem. Autorzy stwierdzili, ze spontaniczne
uwalnianie cytokin u wczesniakéw leczonych deksametazonem jest znacznie mniejsze
niz u dorostych. W przeciwienstwie do tego uwalnianie cytokin po stymulacji
makrofagow LPS bylo znacznie zwigkszone u noworodkow leczonych
deksametazonem. Sirota i wsp. (111) oceniali wplyw leczenia ibuprofenem na
uwalnianie cytokin przez makrofagi wczesniakow stwierdzajac w poréwnaniu do
dorostych znacznie zwigkszone uwalnianie cytokin pro zapalnych oraz zahamowanie
uwalniania cytokin przeciwzapalnych. Badania powyzsze moga wskazywa¢ na istnienie
zwigzku pomig¢dzy hormonami stresu a uktadem cytokin. W innym badaniu stwierdzono
natomiast, ze rowniez stosowanie fototerapii moze wpltywaé na obserwowane stezenia
cytokin (zwigkszone st¢zenie IL-10) (112).

Do najistotniejszych czynnikéw decydujacych o stgzeniu cytokin w pierwszych
dniach zycia u ,,nieinfekcyjnych” dzieci moga naleze¢ niedotlenienie oraz krwawienie
$rddczaszkowe (104). W materiale wlasnym wyrdzniono 2 podgrupy dzieci: ocenione w
skali Apgar w 5 min. zZycia na mniej niz 6 punktéw (n=34) oraz grupg kontrolna (n=39).
Stezenia IL-6 oraz TNFa byly znaczaco wigksze w grupie dzieci z zamartwica. Dane te
sa zgodne z opublikowanymi przez Fotopoulusa i wsp., ktdrzy oceniali stezenia IL-1b,
IL-6 i TNFa w surowicy w 1 dobie zycia u wczesniakow z objawami niedotlenienia
okotoporodowego (pH krwi pgpowinowej < 7,1, resuscytacja na sali porodowej > 3
min.). Autorzy stwierdzili m.in., Zze stgzenia wszystkich 3 cytokin sa znamiennie
wigksze w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Dodatkowo st¢zenie IL-6 w 1. dobie zycia
byto wskaznikiem rokowniczym stanu neurologicznego w wieku 18 miesigcy. Podobne
wyniki uzyskano oceniajac stezenia TNFa 1 IL-1b w plynie mdzgowo-rdzeniowym u
noworodkow donoszonych z objawami encefalopatii niedotlenieniowo-niedokrwiennej.
Wykazano takze, istnienie korelacji pomigdzy stanem klinicznym dziecka (wg skali
Sarnat) a stezeniami cytokin w pierwszych 6 godzinach zycia (96).

Stan klinicznym mogacym modyfikowaé uwalnianie cytokin moze takze byc
krwawienie $rodczaszkowe. Baumaister i wsp. przedstawili interesujacy opis serii

przypadkow noworodkow z pokrwotocznym wodoglowiem, u ktdrych ocena st¢zenia
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IL-6 byla przydatna diagnostycznie (réznicowanie z zapaleniem opon mozgowo-
rdzeniowych) 1 rokowniczo (5). Analiza zwiazku pomiedzy krwawieniem
$rédczaszkowym a uwalnianiem cytokin w materiale wlasnym byla ograniczona ze
wzgledu na fakt, ze jednym z kryteriow wylaczenia dziecka z badania byto stwierdzenie
krwawienia $rddczaszkowego IV stopnia. Oceniono, zatem jedynie grupe dzieci z
objawami IVH III stopnia (n=11) nie stwierdzajac istotnych statystycznie réznic, co do
uzyskanych stezef cytokin. W tym roku opublikowane zostaly rowniez wyniki badan
wskazujace na udzial cytokin w rozwoju leukomalacji okolokomorowej (PVL —
periventricular leucomalacia) u wcze$niakow. Wysunigto hipoteze, ze jednym z
glownych czynnikow odpowiedzialnych za rozwoj PVL jest TNFa wykazujacy silne
wilasciwosci myelinotoksyczne.

Do innej grupy czynnikéw mogacych modyfikowaé uwalnianie cytokin w
pierwszych dniach zycia nalezy stan ukladu oddechowego. Przestankami
pozwalajacymi wysuna¢ taka hipotez¢ moga by¢ wyniki badan McColma (76), ktory
stwierdzil, ze u wczesniakow, u ktérych rozwingly si¢ objawy dysplazji oskrzelowo-
ptucnej (BPD — bronchopulmonary dysplasia), w pierwszych dniach zycia stezenie 1L-
10 w aspiracie z drog oddechowych jest znamiennie mniejsze lub niewykrywalne w
porownaniu do noworodkéw wentylowanych mechanicznie, u ktérych nie
obserwowano rozwoju BPD. Wyniki te potwierdzili Craig i wsp., ktérzy ponadto
zaobserwowali u dzieci z BPD zwigkszone stgzenia IL-8 (51). Lienicke i wsp. oceniali
seryjnie (1., 3., 5. 1 7. dz) stgzenia TNFa stwierdzajac znamienne zwigkszenie stezen
cytokiny poczawszy od 3 doby Zycia u wczesniakow z BPD (71). W materiale wlasnym
poréwnano dzieci, ktére w momencie pobrania krwi do badan byly wentylowane
mechanicznie oraz noworodki oddychajace spontanicznie. Nie stwierdzono istotnych
réznic w stezeniach cytokin pomigdzy tymi grupami. Stg¢zenia cytokin oceniane byly
jednakze w surowicy oraz wigkszo$¢ oznaczen dokonana zostata w 1. dobie zycia
dziecka, co moglo mie¢ wplyw na uzyskane wyniki.

Drugim testowanym elementem byla ocena zalezno$ci pomigdzy wiekiem
kalendarzowym dziecka a obserwowanymi st¢zeniami cytokin. Analiza taka mozliwa
byla tylko wsrdd noworodkéw wilaczonych do grupy kontrolnej. W omawianym
materiale stezenia IL-6, IL-10, TNFa nie zalezaly od wieku kalendarzowego
noworodkow z mala urodzeniowa masa ciala. Zalezno$ci pomiedzy wickiem
kalendarzowym a stezeniem IL-6 nie stwierdzili takze Doellner i wsp. (24). Kuster i

wsp. oceniali st¢zenia IL-1ra, IL-6 oraz cICAM-1 u 20 wcze$niakow bez objawdw
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infekcji. Stgzenia badanych cytokin nie zalezaly od wieku kalendarzowego dzieci. Z
drugiej jednak strony w badaniach prowadzonych przez Blanco i wsp. (11)
zaobserwowano, ze stezenie IL-10 zmniejsza si¢ proporcjonalnie do wieku
kalendarzowego dziecka. Autorzy wysungli hipotezg, ze wigksze stezenia IL-10
obserwowane u wczesniakow w pierwszych dniach zycia zwigzane sa ze zwigkszonym
stezeniem mediatoréw ,,stresu” uwolnionych w czasie porodu przedwczesnego. Dane te
nie znalazly potwierdzenia w kolejnych badaniach opublikowanych przez
Romagnoliego i wsp.(103). W cytowanej prac brak bylo korelacji zar6wno pomiedzy
wiekiem kalendarzowym i stgzeniem IL-6 jak i stgzeniem IL-10.

Wyniki prezentowanego badania potwierdzity hipotezg, ze uwalnianie cytokin u
dzieci z posocznica jest znamiennie wigksze niz u wczeSniakow bez objawow
uogllnionego zakazenia. Stezenia IL-6, IL-10 i TNFa wsrod noworodkéow z
posocznica, zarowno w porownaniu do grupy kontrolnej jak i grupy dzieci z
niepokojacymi objawami klinicznymi i ujemnym posiewem krwi byly kilkakrotnie
wigksze. Obserwacje te sa w pelni zgodne z wynikami badan dostepnych w
piSmiennictwie (16;21;24;37;68;82;94;97,103;110). Nie zaobserwowano natomiast
istotnych réznic w stezeniach IL-6, IL-10, TNFa pomigdzy grupa kontrolng a grupa
dzieci z objawami choroby i ujemnym wynikiem posiewu krwi. Zakres uzyskanych
stezen w grupie dzieci z objawami choroby i ujemnym wynikiem posiewu z krwi byl
bardzo duzy. Wiazalo si¢ to najprawdopodobniej z kryteriami kwalifikacji dzieci do tej
grupy tj. wystgpowania kazdych niepokojacych objawow klinicznych. W praktyce do
grupy tej kwalifikowano zarowno noworodki z lagodnymi objawami nietolerancji
karmienia jak i dzieci z pogorszeniem parametrow wentylacji, zaburzeniami
metabolicznymi czy tez zlokalizowanymi zakazeniami (zapalenie pluc). Podobne
wyniki uzyskali Doellner 1 wsp. (24). W dyskusji zwrocili uwage, ze zwiazane to moglo
by¢ z faktem kwalifikacji do badania dzieci z tagodnymi i umiarkowanymi objawami
klinicznymi, zazwyczaj prowadzonej w godzinach wieczornych przez mtodych,
niedoswiadczonych lekarzy. Buck i1 wsp. ocenili, ze st¢zenia IL-6 sg wigksze niz u
zdrowych noworodkow, tylko u 45% dzieci badanych z powodu podejrzenia zakazenia,
u ktorych nastgpnie wynik posiewu z krwi byl ujemny. Mimo ze, w materiale wlasnym
nie stwierdzono roznic w st¢zeniach cytokin pomiedzy grupa z objawami klinicznymi i
ujemnym posiewem z krwi a grupa kontrolna najprawdopodobniej rowniez w
przypadku lokalnego charakteru zaburzen uwalnianie cytokin zaréwno pro jak i

przeciwzapalnych jest zwigkszone. Romagnoli i wsp. (103) stwierdzili, ze st¢zenia IL-6
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i IL-10 w grupie wczesniakow z zapaleniem pluc sa kilkakrotnie wigksze niz wérdd
noworodkow z grupy kontrolne;j.

Wyniki pracy wskazuja takze, ze niezwykle istotnym czynnikiem wplywajacym
na uwalnianie cytokin jest etiologia zakazenia. SteZenie IL-6 bylo znamiennie wigksze
wsréd noworodkéw z posocznicag Gram ujemna w poréwnaniu do dzieci z posocznicg
Gram dodatnig lub posocznica grzybicza. Stegzenie IL-10 bylo takze wigksze wsrod
dzieci z posocznica Gram ujemna niz ws$rdd dzieci z posocznicg grzybicza lub
posocznica Gram dodatnia. W pi$miennictwie brak jest danych poréwnujacych
uwalnianie cytokin w zaleznosci od etiologii posocznicy.

W prezentowanej pracy przeprowadzono takze oceng stezenia cytokin w
podgrupach noworodkéw z posocznicag o réznym przebiegu klinicznym. Uzyskane
wyniki potwierdzaja hipotezg, ze uwalnianie IL-6, IL-10 i TNFa koreluje z nasileniem
posocznicy — obserwowane stgzenia IL-6, IL-10 i TNFa byly wigksze w grupie
noworodkéw z posocznica o cigzkim przebiegu w poréwnaniu do dzieci z posocznicg o
umiarkowanym przebiegu. Najwyzsze stezenia IL-6 oraz IL-10 stwierdzono u dzieci,
ktore zmarly z powodu posocznicy. Wyniki te sa zgodne z obserwacjami
przedstawionymi przez Damasa i wsp. (20). Autorzy ocenili uwalnianie IL-6, IL-8 i
TNFa u 53 dorostych przyjmowanych do oddzialu intensywnej terapii z powodu
posocznicy. Stosujac skalg¢ APACHE II stwierdzili bardzo silna korelacj¢ pomigdzy
nasileniem objawow klinicznych a stgzeniami cytokin. Podobne wyniki u dzieci
przedstawili Hatherill i wsp. (41). Potwierdzeniem tej zaleznosci s rowniez obserwacje
Sulivana i wsp. - stezenia IL-6 u dzieci, ktore zmarly z powodu posocznicy byly
znamiennie wigksze niz u dzieci, ktdre zostaly wyleczone (114). W pismiennictwie
jednakze mato jest wiarygodnych danych na temat takiej korelacji u noworodkow.
Romagnoli i wsp. w swojej pracy zaobserwowali, Ze stezenia zarowno IL-6 jak i IL-10
u wezesniakow, ktére zmarly z powodu posocznicy nie byly znaczaco wigksze niz
wartosci stwierdzone u noworodkow, ktore przezyly (103).

W czasie trwania badania objawy nietolerancji karmienia rozpoznano u 23
noworodkow tj. 25,8% badanej populacji. Podobna czgstos¢ wystepowania nietolerancji
karmienia u noworodkow z bardzo niska masa ciala odnotowali takze La Gamma i wsp.
(25%) (60). Wilson i1 wsp. porownujac rozne strategie zywienia enteralnego
wczesniakow, stwierdzili natomiast, ze objawy takie jak powigkszenic obwodu
brzuszka czy tez zalegania zotadkowe wystgpuja w pierwszych 2 tygodniach zycia u od

27% do 63% noworodkow z bardzo niska masg ciala (120). W prezentowanej pracy
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potwierdzono, e najistotniejszym czynnikiem ryzyka wystapienia nietolerancji
karmienia jest niedojrzalos¢ noworodka - urodzeniowa masa ciata dzieci z objawami
nietolerancji karmienia byta $rednio o 275 g mniejsza w pordwnaniu do grupy dzieci
bez objawéw nietolerancji karmienia. Oceniajac uwalnianie cytokin u dzieci z
objawami nietolerancji karmienia i NEC jednym z istotnych problemoéw jest ustalenie
zwiazku tych objaw6w z posocznica. W przedstawianej pracy u 16/23 (70%) dzieci
posiew z krwi pobrany w momencie wystapienia objawow nietolerancji karmienia byt
dodatni. W badaniu Edelsona i wsp. (25) posocznicg rozpoznano tylko u 25% dzieci z
NEC. Gupta 1 wsp. (38) oceniaja, ze bakteriemia wystepuje u od 10 do 50% dzieci z
NEC. Wydaje si¢, ze duza czgsto$¢ posocznicy w materiale wlasnym moze by¢
zwigzana z faktem, ze objawy NEC lub nietolerancji karmienia byly wtérne do
posocznicy.

W poréwnaniu do grupy kontrolnej u dzieci z objawami nietolerancji karmienia
stwierdzono znamiennie wyzsze st¢zenia IL-6 i IL-10. Jednakze, jak juz wspomniano
powyzej, dlatego iz u 70% dzieci objawy nietolerancji karmienia towarzyszyly
posocznicy. Dodatkowo przeprowadzono analiz¢ w dwoch podgrupach noworodkow:
bez objawow posocznicy i z objawami posocznicy. Stwierdzono, ze stezenia
ocenianych cytokin sa znamiennie wigksze w poréwnaniu do grupy kontrolnej jedynie u
dzieci, u ktérych przy wystgpowaniu objawow nietolerancji karmienia uzyskano
dodatni wynik posiewu z krwi. Podobne wyniki uzyskali Edelson i wsp (25). Autorzy
zaobserwowali, ze u dzieci bez posocznicy z objawami NEC I lub II stopnia stezenia
IL-6 i IL-10 sa prawidlowe. Harris 1 wsp. (40) poréwnali 3 grupy dzieci: 1) z objawami
NEC i wspotistniejaca posocznica, 2) z objawami NEC bez posocznicy i 3) kontrolna.
Stezenia IL-6 1 TNFo byly znamiennie wigksze tylko w grupie z objawami
uogolnionego zakazenia. W $wietle powyzszych obserwacji niezwykle istotne sa wyniki
badan oceniajacych korelacj¢ pomig¢dzy uwalnianiem cytokin a cigzkoscia NEC.
Aktualnie mato jest wiarygodnych badan na ten temat. Jedynie Edelson 1 wsp. (25)
podjeli si¢ takiej proby oceniajac uwalnianie IL-1b, IL-8, IL-10 u 12 noworodkéw z
NEC I stopnia, 18 noworodkéw z NEC II stopnia oraz 6 noworodkéw z NEC III
stopnia. Autorzy odnotowali, Ze st¢zenia cytokin w przypadku NEC I stopnia 1 NEC 11
stopnia s nie znamiennie wigksze od stgzen obserwowanych u zdrowych dzieci,
natomiast stezenia cytokin w przypadku NEC III stopnia sa od kilku do kilkunastu razy
wigksze w porownaniu do pozostalych grup. Podobne wyniki uzyskano, gdy

uwzgledniono jako zmienng dodatkowa fakt wystgpowania posocznicy. W materiale
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wilasnym ze wzgledu na malg liczbe¢ dzieci z zaawansowanym stadium NEC (tylko u 2
noworodkéw rozpoznano NEC III stopnia) nie przeprowadzono powyzszej analizy.
Mozna, zatem przypuszcza¢, ze stwierdzenie zwigkszonego stezenia cytokin u
noworodkow z objawami nietolerancji karmienia $wiadczy albo o istnieniu
uogolnionego zakazenia lub nasilonego procesu martwiczego w jelitach.

Kolejng 1istotnag obserwacja w prezentowanej pracy jest stwierdzenie
statystycznej zalezno$ci pomigdzy stgzeniami badanych cytokin. Korelacje istnialy
zar6bwno w grupie dzieci z potwierdzona posocznica jak rowniez wsrdd dzieci z
objawami nietolerancji karmienia i NEC. Wyniki powyzsze potwierdzaja wczesniejsze
obserwacje uzyskane w badaniach in vitro (107). Korelacj¢ pomigdzy stezeniami IL-6 i
IL-10 u noworodkéw z posocznica przedstawili takze badacze wloscy (103). Mozna
przyja¢ zatem, ze uwalnianie cytokin pro i przeciwzapalnych u wcze$niakow jest
proporcjonalne i odrzuci¢ wczes$niejsze hipotezy, ze jedna z przyczyn zwigkszonej
podatnosci na zakazenia noworodkoéw urodzonych przedwczesnie jest dysproporcja
pomiedzy dojrzatoscia odpowiedzi pro i przeciwzapalnej (119). Najprawdopodobnie;j
proporcjonalne uwalnianie cytokin pro i przeciwzapalnych wynika z faktu, ze czynniki
inicjujace produkcj¢ obu grup mediatoréw sa podobne.

Niezwykle istotnym z praktycznego punktu widzenia jest ocena dynamiki
uwalniania cytokin. W prezentowanej pracy badania kontrolne wykonywano po 48-96
godzinach od rozpoznania. Z powodow etycznych zrezygnowano z seryjnego
oznaczania cytokin co 6-24 godzin. Dostgpne wyniki badan u dorostych wskazuja, ze
zarowno TNFa, IL-6, jak i1 IL-10 sa cytokinami wczesne)j fazy odpowiedzi zapalnej. 1L-
6 uwalniana jest po okoto 3 godzin od zadziatania bodzca, natomiast TNFa juz po
okolo 1 godzinie. Takze okresy poltrwania tych cytokin sa krotkie i wynosza
odpowiednio 6 i 3 godziny (2). Uwalnianie IL-10 w stosunku do TNFa jest opdznione,
a jej utrzymywanie si¢ w krazeniu jest dtuzsze (103). Buck i wsp. (14) zaobserwowali,
ze tylko u 33% noworodkow donoszonych utrzymuje si¢ zwigkszone stg¢zenie IL-6 po
24 godzinach od rozpoznania posocznicy. Odmienne wyniki przedstawili Harris i wsp.
(40). W badaniu, ktérym objeto 18 noworodkéw urodzonych w 24-40 tyg. ciazy
zwigkszone stezenia IL-6 utrzymywaly si¢ przez okolo 48 godzin, natomiast stgzenie
TNFa przy rozpoznaniu posocznicy bylo w normie i zwigkszato si¢ dopiero po 24
godzinach. Z tego punktu widzenia niezwykle istotnymi sa wyniki opublikowane przez
Kustera i wsp. (58). Autorzy seryjnie mierzyli u noworodkéw w pierwszym miesigcu

zycia stezenia IL-6, IL-1ra oraz cICAM-1 1 stwierdzili, ze zwigkszenie stgzenia IL-6
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obserwowane jest juz na 2 dni przed wystapieniem objawow posocznicy. Aktualnie,
przyjmuje si¢ wigc, ze oznaczanie stezenia cytokin moze by¢ uzyteczne we wczesnej
diagnostyce posocznicy jedynie, jezeli krew do badania pobrana jest w momencie
wystapienia pierwszych objawow klinicznych.

W prezentowanym badaniu stwierdzono istotne roznice pomiedzy stezeniami
IL-6 i IL-10 w dwoch kolejnych badaniach. U 13 noworodkéw zaobserwowano
zwigkszenie ste¢zen IL-10, a u 17 dzieci zmniejszenie st¢zen IL-10. Podobnie stezenie
IL-6 zwigkszylo si¢ po 48-96 godzinach u 12 dzieci, a zmniejszylo u 18 dzieci.
Najistotniejszym czynnikiem réznicujacym dzieci, u ktérych obserwowano zwigkszenie
stezen IL-6 i IL-10 od noworodkow, u ktorych stgzenia cytokin zmniejszyly si¢ byl fakt
utrzymywania si¢ objawow posocznicy oraz wynik kontrolnego posiewu z krwi. U
wszystkich dzieci, u ktorych kontrolny wynik posiewu z krwi po 48-96 godzinach od
pierwszego badania byl ujemny zaobserwowano znamienne zmniejszenie st¢zen
cytokin. Podobne obserwacje przedstawili Groll i wsp. (37) oraz Kantar 1 wsp. (54).
Powrét stezenia IL-6 do wartosci prawidtowych u noworodkéw, u ktérych leczenie
posocznicy bylo skuteczne opisali natomiast Panero i wsp. (97). Wyniki badan
Ramognoli i wsp. (103) wskazuja natomiast, ze seryjne oznaczanie stgzen IL-6 lub IL-
10 posiada duza warto$¢ predykcyjna i pozwala wyodrebni¢ grupe noworodkéw o
niepomy$lnym rokowaniu.

Podsumowujac wyniki badaf wlasnych i przeglad piSmiennictwa mozna
stwierdzié, ze uwalnianie cytokin (IL-6, IL-10, TNFo) u noworodkow z bardzo niska
masa ciala:

1. nie zalezy od dojrzatosci noworodka, ani od wieku kalendarzowego dziecka

2. zalezy od rodzaju czynnika wyzwalajacego reakcje zapalna — najwigksze

stezenia cytokin odnotowywane sa u dzieci z uogolnionym zakazeniem
wywolanym przez bakterie Gram ujemne lub u dzieci z Il stopnia
martwiczym zapaleniem jelit

3. wykazuje korelacje z cigzkoscia choroby
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Ocena uwalniania prokalcytoniny u noworodkow z bardzo niska urodzeniowa

masa ciala.

Pierwszym etapem oceny uwalniania prokalcytoniny u noworodkéw z bardzo
niska urodzeniowa masa ciala bylta ocena wpltywu dojrzatosci dziecka - zaobserwowano
zalezno$¢ pomiedzy wiekiem plodowym a stezeniem prokalcytoniny. Inne wyniki
przedstawili Chiesa i wsp. (19), ktoérzy oceniali st¢zenia PCT u 156 noworodkow
donoszonych 1 55 wczesniakdéw w wieku 0-3 dni. Autorzy stwierdzili, ze jedynymi
czynnikami wplywajacymi na stezenie PCT jest wiek dziecka (godzina zycia) oraz
cukrzyca u matki w wywiadzie. Ponadto w cytowanej pracy przedstawiono godzinowa
ocen¢ dynamiki uwalniania PCT. Wedlug autorow st¢zenie PCT zwigksza sie od 12
godziny zycia, osiagajac maksimum okolo 24 godziny Zzycia i nastgpnie stopniowo
zmniejsza si¢ powracajac do wartosci porownywalnych dla niemowlat i dzieci starszych
okoto 48-72 godziny zycia. Mechanizm tego zjawiska, jego rola jak réwniez czynniki
modyfikujace jego przebieg jak dotychczas nie zostaly wyjasnione. Nawigzujac do
wynikéw tego badania réwniez w materiale wlasnym przeprowadzono oceng stezenia
PCT w zaleznosci od wieku kalendarzowego. Niemozliwa, jednakze byla analiza
korelacji pomigdzy st¢zeniami PCT a wiekiem dziecka w pierwszych 3 dniach Zycia,
gdyz w czasie trwania badania nie odnotowywano dokiadnej godziny pobrania krwi.
Wykazano jedynie, ze st¢zenie PCT bylo znaczaco wieksze w pierwszym oznaczaniu
(1.-3. dz.) niz w kolejnych badaniach. Obserwacja ta jest zgodna z wynikami
opublikowanymi przez (88) Monnereta i wsp., ktorzy stwierdzili, ze zarowno u
noworodkéw donoszonych jak 1 u weze$niakow w pierwszym dniu zycia stezenie PCT
jest znamiennie wigksze niz w kolejnych dobach. Biorac pod uwage fakt, ze w materiale
wlasnym wiek chronologiczny przy przyjeciu noworodkdw skrajnie niedojrzalych byl
nizszy, mozna przypuszczac, ze stwierdzana korelacja migdzy wiekiem ptodowym a
stezeniami PCT moze by¢ zafalszowana wilasnie przez wiek kalendarzowy w momencie
wykonania badania. Jednakze, obserwacje powyzsze maja istotne konsekwencje
kliniczne. Interpretacja wynikow PCT musi odnosi¢ si¢ do wieku dziecka, a w
pierwszych 3 dniach zycia do doktadnej godziny zycia noworodka.

Ze wzgledu na zmiang stgzen PCT w zaleznosci od wieku kalendarzowego,
wyniki oznaczen uzyskanych u dzieci z kohorty kontrolnej podzielono na 2 grupy:
wyniki oznaczen wykonanych w 1-3 dz. dziecka oraz wykonanych w 10-30 dz. dziecka.

Wykazano, ze stezenie PCT u noworodkéw z posocznica jest znamiennie wigksze w
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poréwnaniu do stezen PCT uzyskanych u dzieci z grupy kontrolnej w wieku 10-30 dni.
Nie zaobserwowano natomiast istotnych réznic w stezeniu PCT pomiedzy grupa
kontrolng a grupa dzieci z objawami choroby i ujemnym wynikiem posiewu krwi. Dane
te sa zgodne z wynikami przedstawianymi w pismiennictwie (19;22;41;88).

Nastgpnym etapem analizy bylo poréwnanie st¢zenia PCT w podgrupach dzieci
wyroznionych ze wzgledu na etiologi¢ posocznicy. Stezenia PCT byly najwigksze
wirod dzieci z posocznica Gram ujemna i co istotne klinicznie stezenie PCT bylo
znamiennie wigksze w poréwnaniu do grupy kontrolnej jedynie wilasnie u dzieci z
posocznicag Gram ujemna. Na podobna zalezno$¢ zwracaja uwage réwniez Chiesa i
wsp., ktérzy stwierdzili, ze stgzenia PCT u dzieci z posocznicg wywolang
koagulazoujemnymi gronkowcami sa znamiennie mniejsze niz w przypadku zakazen
innymi drobnoustrojami (19). W badaniach, ktérymi objgto dorostych (22) oraz dzieci
(41) wykazano, Ze najistotniejszym czynnikiem majacym zwiazek ze stezeniem PCT
jest nasilenie objawOw choroby, a nie etiologia zjawiska. De Werra i wsp. (22)
stwierdzili zwigkszone stgzenia PCT tylko u chorych z objawami wstrzasu septycznego,
natomiast wsrdd osob z objawami posocznicy bez wstrzasu lub zapalenia pluc stezenia
byly w normie. Ze wzgledu na matlq liczb¢ wykonanych oznaczen analiza statystyczna
zwiazku stezenia PCT z przebiegiem klinicznym w materiale wlasnym nie byla
mozliwa, jednak zaobserwowano, ze zadne dziecko, u ktore stgzenie PCT wynosito
mniej niz 1,4 ng/ml nie zmarlo, co moze sugerowac istnienie takiej korelacji.
Dodatkowo stwierdzono, ze stezenia PCT po 48-96 godzinach od rozpoznania
posocznicy sa wprawdzie nie znamiennie, ale mniejsze od st¢zen oznaczonych przy
wystapieniu pierwszych objawoéw. Najprawdopodobniej wigzato si¢ to z faktem, ze
przewazajaca grupg dzieci wsrod noworodkow z objawami posocznicy byli chorzy z
posocznica wywolana przez gronkowce koagulazoujemne, u ktérych poczatkowe
wartosci PCT byly male.

Warto podkresli¢, ze mechanizm uwalniania i rola PCT w posocznicy nie sg
wyjasnione. Z klinicznego punktu widzenia istotne wydajg si¢ by¢ wyniki badan in
vitro, w ktorych wykazano, ze podanie PCT dwukrotnie zwigksza $miertelno$¢ zwierzat
z posocznicg (43% vs 93% zwierzat zmarlo). Efekt ten mozna bylo zahamowa¢ przez
podanie surowicy zawierajacej przeciwciala przeciwko prokalcytoninie (93). Wyniki
tego eksperymentu wskazuja, ze rola PCT w posocznicy u dzieci moze by¢ bardzo

istotna, wymagane sg jednak dalsze badania kliniczne.
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W przedstawianym badaniu wykazano, ze stezenia PCT sg znamiennie wiecksze
u noworodkéw z objawami nietolerancji karmienia/NEC niz u dzieci z grupy
kontrolnej. Jednak, podobnie jak w przypadku cytokin, szczegélowa ocena w
podgrupach wyréznionych ze wzgledu na wystepowanie lub brak objawéw posocznicy,
wykazala, ze stezenia PCT s znamiennie wigksze w pordwnaniu do grupy kontrolnej
jedynie u dzieci, u ktérych przy wystgpowaniu objawéw nietolerancji karmienia
uzyskano dodatni wynik posiewu z krwi. Wyniki te sugeruja, ze przydatnos$¢ kliniczna
oznaczania PCT u noworodkéw z objawami nietolerancji karmienia jest mata.

Inng istotng obserwacja jest stwierdzenie braku korelacji PCT z innymi
cytokinami (jedynie wykazano dodatnia korelacj¢ z TNFa). Wytlumaczeniem tego
zjawiska moze by¢ fakt, ze u wigkszosci badanych dzieci nasilenie kliniczne objawow
posocznicy bylo umiarkowane i przez to nie dochodzilo do uwalniania PCT, do ktérego
najprawdopodobniej wymagane jest zadziatanie silniejszego bodzca niz do uwalniania
IL-6 lub IL-10.

Podsumowujac nalezy przyjac, ze uwalnianie PCT:

1. zalezy od wieku kalendarzowego dziecka

2. jest zwigkszone u dzieci z nasilonymi objawami klinicznymi posocznicy lub

martwiczego zapalenia jelit (posocznica o cigzkim przebiegu, posocznica o

etiologii Gram ujemnej)

Ocena obecnosci lipopolysacharydu (LPS) we krwi noworodkéw z bardzo niska

urodzeniowa masa ciala.

Ocena obecnosci LPS od wielu lat wykorzystywana jest do testowania jalowosci
plynow stosowanych do iniekcji, odczynnikéw laboratoryjnych oraz w badaniach
eksperymentalnych in vitro (45). Pierwszym wykorzystaniem w warunkach klinicznych
bylo oznaczanie LPS u dorostych po zabiegach chirurgicznych obejmujacych jelita (69).
W 1985 roku Schiefele i wsp. opisali zwigkszone ste¢zenia endotoksyny w stolcu
wczesniakow w pierwszych dniach karmienia dojelitowego (106). Kolejne prace
oceniajace wystgpowanie endotoksynemii u wcze$niakOw przeprowadzone zostaly w
latach 90-tych. Jednakze ich wyniki byly bardzo rozbiezne — czg¢stos¢ endotoksynemii
wérdd ,,bezobjawowych” wczesniakéw oceniana byla od 2% do 40% (77;117). W

materiale wlasnym dodatni wynik - obecnosci LPS -stwierdzono w 19/105 (18%)
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losowo pobranych w 1. miesigcu zycia probkach krwi od noworodkéw bez zadnych
niepokojacych objawoéw klinicznych. Obecno$¢ LPS we krwi wystgpowala dwa razy
czg¢sciej wérdd dzieci z objawami nietolerancji karmienia. Obserwowane stezenia LPS u
dzieci z nietolerancja karmienia byly znaczaco wigksze w poréwnaniu do stezen u
dzieci z grupy kontrolnej. Uwzglednienie wyniku posiewu z krwi nie zmienilo
uzyskanych wynikow. Nie wykazano natomiast réznic co do wielkosci stezen LPS
pomiedzy grupa dzieci z posocznica i grupa kontrolna. Interpretujac powyzszy wynik
nalezy pamigta¢, ze w grupie dzieci z posocznica zakazenie bakteriami Gram ujemnymi
byto przyczyna choroby tylko u 7 (15%) noworodkow. Interesujacym natomiast jest
wykazanie korelacji pomiedzy stezeniami LPS a IL-6 i IL-10. Obserwacja ta moze
potwierdza¢, ze obecnos¢ LPS we krwi wykazana testem diagnostycznym nie jest
zjawiskiem przypadkowym lecz istotnym Kklinicznie, gdyz wywoluje wprost
proporcjonalng do stgzenia LPS odpowiedz cytokinowa.

Mozna, zatem przyja¢, ze w przypadku nietolerancji karmienia dochodzi do
zwigkszenia przepuszczalnosci bariery jelitowej i bakterie Gram ujemne znajdujace si¢
w przewodzie pokarmowym moga wnika¢ do krwi dziecka. Uzyskane wyniki nie
pozwalajac jednoznacznie oceni¢ uzytecznosci klinicznej oznaczania LPS u
wczesniakow 1 wskazuja na potrzebg kontynuacji badan. Poznanie roli LPS u
noworodkéw w warunkach in vivo moze takze pomdéc w opracowaniu skutecznych

metod leczenia (74).

Ocena_odsetka komérek CD14" u noworodkéw z bardzo niska urodzeniowa

masa ciala.

Wyniki badan eksperymentalnych wskazuja, ze receptor CD14 znajdujacy si¢ na
powierzchni komorek jednojadrzastych krwi odgrywa kluczowa role w patofizjologii
posocznicy Gram ujemnej (42;108). Udzial receptora CD14 w odpowiedzi na zakazenie
bakteriami Gram (+) nie jest tak jednoznaczny (42). W piSmiennictwie brak jest
wiarygodnych danych na temat ekspresji receptora CD14 u noworodkoéw z bardzo matq
masa ciala. W prezentowanej pracy wykazano, ze ekspresja receptora CDI14 nie
korelowala ani z wiekiem plodowym ani z urodzeniowa masa ciala badanych
noworodkow. Nie stwierdzono rowniez wplywu na ekspresj¢ receptora CD14

czynnikow takich jak: mechaniczna wentylacja, zamartwica, krwawienie
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érédczaszkowe. Odsetek komérek CD14" nie zalezat od wieku kalendarzowego
noworodkéw z mala urodzeniowa masa ciata. Stwierdzono natomiast nieznaczne
zwigkszenie odsetka komoérek CD14" u dzieci z objawami uogélnionego zakazenia.
Wyniki te sq sprzeczne z danymi uzyskanymi z do$wiadczen in vitro, w ktérych
stymulacja monocytow LPS powodowala zmniejszenie liczby komérek
jednojadrzastych CD14" (44). Ingalls i wsp. wysuneli hipotezg, ze w czasie odpowiedzi
na antygen (LPS) dochodzi do ,zrzucania” receptorow CD14 z powierzchni
monocytow. Potwierdzeniem tej hipotezy moga by¢ wyniki Blanco i wsp., ktérzy
wykazali zwigkszone stezenia rozpuszczalnej frakcji receptora CD14 u noworodkow z
objawami zar6wno posocznicy Gram ujemnej jak i Gram dodatniej. Prezentowane
badanie wskazuje, ze (prawdopodobnie ze wzgledu na zlozonos$¢ zjawiska) ocena
odsetka komérek CD14" nie jest, na obecnym etapie wiedzy, testem uzytecznym w
praktyce klinicznej.

Ocena przydatnosci klinicznej oznaczania wybranych cytokin i prokalcytoniny u

noworodkow z bardzo niska urodzeniowa masa ciala.

W ostatnich latach oznaczanie cytokin jest coraz czg$ciej stosowana metoda
diagnostyczna. Wiaze si¢ to zar6wno z poznaniem fizjologii i patofizjologii cytokin w
ustroju czlowieka, jak roéwniez z wigksza dostepnoscia testow diagnostycznych
(zmniejszenie kosztow zakupu odczynnikéw, mozliwos$¢ oznaczania wybranych cytokin
przy 16zku chorego). Klasycznym zastosowaniem oznaczania cytokin w perinatologii
jest diagnostyka porodu przedwczesnego. El-Bastawissi 1 wsp. opublikowali w 2000
roku meta analize, ktorej wyniki wskazuja, ze oznaczanie IL-6 w ptynie owodniowym
jest wiarygodnym wskaznikiem diagnostycznym porodu przedwczesnego bez wzgledu
na stan infekcyjny kobiety cigzarnej (26). W okresie noworodkowym najwigcej uwagi
poswieca si¢ zastosowaniu oznaczen cytokin w diagnostyce posocznicy. Badania
koncentruja siec w dwoch kierunkach: uzytecznosci w rozpoznawaniu posocznicy 0
wczesnym poczatku oraz rozpoznawaniu posocznicy 0 poznym poczatku. W pierwszym
przypadku oceniane moze byC st¢zenie cytokin w krwi pgpowinowej lub krwi

noworodka. Oznaczanie stezenia cytokin w krwi pgpowinowej, ze wzgledu na latwosc¢
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uzyskania krwi do badan budzito zainteresowanie badaczy od wielu lat. Obiecujace
wyniki dotyczacego tego zagadnienia opublikowali m.in. Lehmbecher i wsp.(68).
Autorzy oceniali stgzenia IL-6 oraz IL-6R stwierdzajac, ze stgzenie IL-6>150 pg/ml
pozwala z czuloscig 69% i swoistoscig 91% rozpozna¢ zakazenie. Stgzenia wigkszej
liczby cytokin (IL-1b, IL-6, IL-8, G-CSF) w krwi pgpowinowej oceniali w ostatnio
opublikowanej pracy Buscher i wsp.(16). Na podstawie uzyskanych danych wysunigto
wniosek, ze jedynie oznaczanie IL-6 (stgzenie>15 ng/ml!) moze by¢ uzyteczne, ale
charakteryzuje si¢ mala wiarygodnoscia (czulo$¢ 57%, swoistos¢ 69%). Wigkszg
wiarygodno$¢ w rozpoznawaniu posocznicy 0 wczesnym poczatku wykazuje
oznaczanie st¢zenia cytokin w krwi noworodka. Najczgsciej oceniang cytoking byla IL-
6. Wiarygodnos¢ tego testu wedtug réznych autoréw wynosi: czutosé od 78% do 100%,
swoisto$¢ od 71% do 100%, PPV od 40% do 67%, NPV od 78% do 97%, jednakze
punkty graniczne wyliczone w tych badaniach réznily si¢ znaczaco (15-200 ng/ml)
(24;82;97,110). Innymi ocenianymi w badaniach obejmujacych noworodki cytokinami
byly TNFa, IL-1B, rozpuszczalne receptory dla TNFa, jednak wiarygodnos$¢ tych
testow jest mniejsza niz IL-6.

Jednym z celéw prezentowanego badania byla ocena wiarygodnosci oznaczania
wybranych cytokin w diagnostyce posocznicy o p6éznym poczatku. Wykazano, ze
badane grupy roznily si¢ istotnie pod wzgledem obserwowanych stezen IL-6, IL-10,
TNFa i PCT jak rowniez liczby ptytek krwi 1 wskaznika I/T granulocytéw. W zwiazku
z tym dokonano oceny przydatnosci klinicznej wymienionych badan laboratoryjnych.
Oceniono przydatnos¢ diagnostyczna oraz rokownicza. Przydatno$¢ diagnostyczng
rozwazano w 2 plaszczyznach - rozréznienia pomig¢dzy noworodkami bez
niepokojacych objawow (grupa kontrolna) a dzie¢mi chorymi oraz wyroznienia wsrod
noworodkow z niepokojacymi objawami dzieci z posocznicg. W przypadku diagnostyki
posocznicy u noworodkow za uzyteczny klinicznie mozna uznac test charakteryzujacy
si¢ duza czuloscig oraz duza wartoscig predykcji ujemnej, co oznacza, ze nie ,,pominie
si¢” dziecka chorego. Pod tym wzglegdem badaniem najlepiej rozrozniajacym
noworodkami chore od dzieci z grupy kontrolnej bylo oznaczanie stg¢zenia IL-10
(NPV=82%) oraz IL-6 (NPV=80%). Sposrod standardowych badan najwigksza warto$¢
wykazywato stwierdzenie wskaznika I/T granulocytow > 0,2. Najmniejsza warto$¢
diagnostyczna posiadato oznaczanie liczby plytek krwi, TNFo 1 PCT. Podobne wyniki
uzyskano oceniajac przydatnos$¢ testOw w rozpoznawaniu posocznicy wsérod dzieci z

niepokojacymi objawami (najwigksza wiarygodnos$cia charakteryzowaly si¢ oznaczenia
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IL-10 (czuto$¢-79%) 1 IL-6 (czulo$é-77%). Testy takie jak liczba ptytek krwi, UT oraz
PCT charakteryzowaly si¢ mala czutoscia (47-54%). Prezentowane dane, za wyjatkiem
oceny wiarygodnosci PCT sa zgodne z prezentowanymi w piS$miennictwie.
Wiarygodno$¢ oznaczania IL-6 w zaleznosci od doboru chorych (noworodki donoszone
vs wezesniaki, szpital uniwersytecki vs szpital miejski) oceniana jest na 73-89% a NPV
na 80-91% (14;21;81,92;94). Podobng wiarygodnos$cia charakteryzuje sie oznaczanie
TNFa (czuto$¢-80-82%, NPV-85%) (21;92) lub rozpuszczalnego receptora dla IL-2
(czuto$c-71%, NPV-87%) (113). Ogélnie oceniajac, oznaczanie stezen cytokin
charakteryzuje si¢ wigksza wiarygodnoscia od standardowo wykonywanych badan
(leukocytoza, liczba plytek krwi, I/'T, CRP), jednak nadal wiarygodno$¢ pojedynczego
testu nie jest zadawalajaca. Aktualnie, aby poprawi¢ prawdopodobienstwo postawienia
wlasciwej diagnozy proponuje si¢ taczne rozpatrywanie wynikéw co najmniej 2 badan.
W pisSmiennictwie najczg¢sciej polecane jest jednoczasowe oznaczanie IL-6 oraz CRP.
Wiaze si¢ to z faktem, ze CRP jest biatkiem uwalnianym pod wplywem IL-6 i
stwierdzane jest w krwioobiegu zazwyczaj po 24 godzinach od rozpoczecia reakcji
zapalnej. Wg Ng 1 wsp. taka taczna ocena IL-6 i CRP pozwala rozpozna¢ posocznicg z
czutoscig wynoszaca 93% (NPV-95%) (92).

Istotnym elementem prezentowanej pracy jest ocena przydatnosci rokowniczej
wybranych badan laboratoryjnych, co jak dotychczas nie bylo jeszcze przedmiotem
badan, w ktorych braly udzial noworodki z bardzo niska masa ciala. Za przydatne
klinicznie przyjeto mozliwos$¢ przewidzenia niepomyslnego rokowania (zgonu dziecka)
na podstawie wyniku badania pobranego w momencie poczatku choroby. Jak
przedstawiono powyzej stwierdzono istotne roznice wartosci obserwowanych stezen IL-
6, IL-10, TNFa i PCT w zaleznosci od przebiegu klinicznego posocznicy.
Prezentowane wyniki wskazuja, ze wyrdznienia noworodkow, ktére zmarly w
przebiegu posocznicy mozna dokona¢ na podstawie oznaczenia IL-10 oraz PCT.
Stwierdzenie stezenia IL-10 >680 pg/ml charakteryzowalo si¢ wartoécia predykcyjna
dodatnia wynoszaca 100%, co oznaczato, ze kazdy noworodek, u ktdrego stwierdzono
tak duze stezenia IL-10 zmarl. Podobng korelacj¢ pomiedzy stg¢zeniami IL-10 a
ryzykiem zgonu u starszych dzieci z posocznica przedstawili Sulivan i wsp (114).
Przeciwnie do oznaczenia IL-10, pomiar PCT umozliwial wyrdznienie dzieci o
pomysinym rokowaniu (zadne dziecko, u ktérego stwierdzono stgzenie PCT <1,4 ng/ml
nie zmarlo). Nalezy zauwazy¢, ze zgodne z prezentowanymi wyniki odnoscie wartosci

predykcyjnej PCT u dzieci w wieku od 1 miesiaca do 16 lat przedstawili Hatherill i wsp
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(41). Inne testy takie jak liczba leukocytow i plytek krwi obwodowej, wskaznik I/T
granulocytow, stezenie IL-6, TNFa charakteryzowaly si¢ duza wartoscia predykcyjna
ujemng (94-100%), jednakze ich warto$¢ predykcyjna dodatnia byta mata (18-50%).

Inne podejscie do wartoéci oznaczania cytokin przedstawili Franz i wsp. (28).
Autorzy w przypadku podejrzenia posocznicy dzieci losowo przydzielali do jednej z 2
grup, w ktérych o rozpoczeciu antybiotykoterapii decydowano na podstawie: 1)
objawow klinicznych lub 2) wyniku oznaczenia stgzenie IL-8 oraz CRP przy 16zku
chorego. Wyniki byly zaskakujace — po pierwsze faczna ocena IL-8 i CRP wykazata
zgodno$¢ z wynikiem posiewu krwi w 96% przypadkéw, a po drugie pozwolita
zmniejszy¢ stosowanie antybiotyku az o 73%.

Przydatnos¢ kliniczna oznaczania cytokin w ostatnich latach stale wzrasta. Poza
wartoscia  diagnostyczng w  rozpoznawaniu posoczniCy oznaczanie cytokin
wykorzystywane jest w badaniach nad patomechanizmem uszkodzenia centralnego
ukladu nerwowego u wczesniakow (27;53) i noworodkow donoszonych (95;104) jak
rowniez w badaniach dotyczacych rozwoju dysplazji oskrzelowo-ptucnej (51;70;76).
Lepsze zrozumienie mechanizméw immunologicznych pozwala réwniez wprowadzaé
skuteczniejsze metody leczenia posocznicy (23). Takim przykiadem jest wykorzystanie
pentoksyfiliny w leczeniu posocznicy u noworodkow (63;67). Poznanie roli cytokin
pozwolito rowniez na ich wykorzystanie w praktyce klinicznej. Przykladem takiego
zastosowania jest leczenie posocznicy noworodkowej przebiegajacej z leukopenia za
pomoca rekombinowanych preparatow czynnikéw wzrostowych G-CSF i GM-CSF
(6;10;87).
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7. Weryfikacja hipotez

. Uzyskane wyniki pozwalaja przyja¢ hipotezg, ze stg¢zenia w surowicy LPS oraz
cytokin: IL-6, IL-10, prokalcytoniny, TNFa, jak rowniez ekspresja receptora
CD14 nie zaleza od wieku ptlodowego oraz masy ciala noworodka.

Uzyskane wyniki pozwalaja przyjac hipotezg, ze stgzenia w surowicy LPS oraz
cytokin: IL-6, IL-10, TNFa, jak réwniez ekspresja receptora CD14 nie zalezg od
wieku kalendarzowego dziecka

Uzyskane wyniki pozwalaja odrzuci¢ hipotezg, Ze stgzenia w surowicy
prokalcytoniny nie zalezy od wieku kalendarzowego dziecka

Uzyskane wyniki pozwalaja odrzuci¢ hipotezg, ze stgzenia w surowicy LPS oraz

cytokin: IL-6, IL-10, prokalcytoniny, TNFa u noworodkéw z objawami

uogodlnionego zakazenia lub martwiczego zapalenia jelit nie roznig sie od stezen

obserwowanych u dzieci bez objawow infekcji.

8. Whioski

1. Oznaczanie stgzen cytokin (IL-6, IL-10, TNFa) oraz prokalcytoniny charakteryzuje
sie wigksza wiarygodnoscia w rozpoznawaniu posocznicy lub martwiczego zapalenia
jelit od standardowo wykonywanych badan (leukocytoza, liczba pltytek krwi, I/T, CRP).
Ze wzgledu na fakt, ze wiarygodno$¢ pojedynczego testu nie jest zadawalajaca,

wskazane jest laczne oznaczanie co najmniej 2 parametrow, dzigki czemu mozna
uzyska¢ popraweg wiarygodnosci.

2. Oznaczanie cytokin (zwlaszcza IL-10) charakteryzuje si¢ duza wartoscia

prognostyczng 1 pozwala wyrézni¢ noworodki o zlym rokowaniu przez co

wykonywanie powyzszych oznaczen moze by¢ uzyteczne w praktyce kliniczne;j.
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9. Streszczenie

Wprowadzenie: Posocznica i martwicze zapalenie jelit sa niezwykle istotnymi
problemami okresu noworodkowego ze wzgledu na duza czgsto$¢ wystepowania oraz
mimo postepu, na nadal utrzymujaca sie duza $miertelnos¢ 1 ryzyko innych odlegltych
nastepstw. Poczatkowe objawy obu chorob moga by¢ dyskretne i nieswoiste, co moze
opdznia¢ postawienie wlasciwej diagnozy. Obecnie istniejace metody laboratoryjne nie
sa wystarczajaco jednoznaczne w bardzo wczesnym rozpoznawaniu posocznicy i
poszukuje si¢ metod bardziej wiarygodnych. Postep w immunologii pozwolit na lepsze
zrozumienie patomechanizmoéw reakcji zapalnej, przebiegu posocznicy i chorob jelit,
jednakze informacje sa wynikiem glownie eksperymentéw in vitro lub badan u
pacjentdw dorostych, dzieci 1 noworodkéw donoszonych. Ocena udziatu cytokin w
reakcji zapalnej u noworodkdw z bardzo niska masa ciala oraz mozliwosci
wykorzystania oznaczania st¢zen tych mediatoréw w diagnostyce nie sg jeszcze w peini
poznane.

Cel: Ocena uwalniania cytokin pro- i przeciwzapalnych u noworodkdéw z bardzo niska
urodzeniowa masa ciata. Analiza uzytecznos$ci oznaczania wybranych cytokin w
rozpoznawaniu oraz prognozowaniu przebiegu posocznicy i martwiczego zaplenia jelit.
Material i metody: Badaniem obj¢to 89 noworodkdw z bardzo matq urodzeniowa masa
ciala. 23 noworodki zakwalifikowano do grupy kontrolnej (brak objawéw posocznicy
lub nietolerancji karmienia), u 43 dzieci rozpoznano posocznic¢ o péznym poczatku, a
pozostale 23 noworodki zakwalifikowano do grupy z objawami chorobowymi
(posocznicy lub nietolerancji karmienia), lecz bez potwierdzenia bakteriologicznego
posocznicy. U wszystkich dzieci przy przyjgciu wykonano oznaczenia: morfologii krwi
z obrazem biatokrwinkowym, posiew krwi, stezen LPS, PCT, IL-6 i IL-10 oraz TNF«
U noworodkéw wiaczonych do grupy kontrolnej badania powtdrzono w 10., 20. i 30.
dobie zycia. U dzieci z pozostalych grup powyzsze badania wykonano w momencie
wystapienia niepokojacych objawdw choroby i celem oceny dynamiki choroby po 48-
96 godzinach od postawienia wst¢pnego rozpoznania.

Wyniki: Uwalnianie cytokin (IL-6, IL-10, TNFa) u noworodkow z bardzo niska masa
ciala nie zalezato od dojrzatosci noworodka, ani od wieku kalendarzowego dziecka.
Najwigksze stgzenia cytokin odnotowano sa u dzieci z uogdlnionym zakazeniem
wywolanym przez bakterie Gram ujemne lub u dzieci z III stopnia martwiczym
zapaleniem jelit. Stgzenia cytokin korelowaly z cigzkoscig posocznicy. Uwalnianie
prokalcytoniny zalezalo od wieku kalendarzowego dziecka i bylo zwigkszone jedynie u
dzieci z nasilonymi objawami klinicznymi posocznicy o cigzkim przebiegu lub u dzieci
z posocznicg o etiologii Gram ujemnej. Oznaczanie stgzen cytokin (IL-6, IL-10, TNFa)
oraz prokalcytoniny charakteryzowalo si¢ wigksza wiarygodno$cia w rozpoznawaniu
posocznicy lub martwiczego zapalenia jelit od standardowo wykonywanych badan
(leukocytoza, liczba ptytek krwi, I/T, CRP). Ponadto oznaczanie IL-10 pozwalato
wyrozni¢ noworodki o ztym rokowaniu. Obecno$¢ LPS we krwi wystgpowala czgsciej
wérdd dzieci z objawami nietolerancji karmienia, a obserwowane st¢zenia LPS w tej
grupie chorych byly znaczaco wigksze w poréwnaniu do stezen u dzieci z grupy
kontrolne;.

Whioski: Uwalnianie cytokin u noworodkow z bardzo niska masa ciala nie zalezy od
dojrzatosci noworodka, lecz od czynnika wyzwalajacego reakcje zapalna. Uwalnianie
cytokin koreluje z cigzkoscig choroby i zatem posiada duza wartos¢ diagnostyczng i
prognostyczna.
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