DIAGNOSTICKY V'YZNAM POSTNATALNI DYNAMIKY INTERLEUKINU-6 U PREDCASNE NAROZENYCH NOVOROZENCU
https://doi.org/10.36290/ped.2023.096

MUDr. Anna Bastan', MUDr. Jan Halek, Ph.D." 2, RNDr. Tomas Fiirst, Ph.D.3, prof. MUDr. Vladimir Mihal, CSc.'
'Détska klinika, Fakultni nemocnice a Lékarské fakulty Univerzity Palackého Olomouc

“Novorozenecké oddéleni, Fakultni nemocnice Olomouc

3Katedra matematické analyzy a aplikaci matematiky, Pfirodovédecka fakulta Univerzita Palackého, Olomouc

Uvod: Cilem této studie bylo porovnat hodnoty interleukinu-6 v pupe&nikové a periferni krvi novorozence. Klinickym cilem
bylo zjistit, zda Ize vysetienim krve z pupecniku nahradit brzky postnatalni odbér periferni krve.

Pacienti a metody: Do studie byli zahrnuti novorozenci (< 35. tyden gestace) narozeni v roce 2016-2018 ve Fakultni nemocnici
Olomouc. U téchto novorozencut se zaroven podafilo odebrat dostate¢né mnozstvi krve z pupecniku.

Vysledky: Parovy odbér se zdafil u 73 novorozencud. Mezi pupecnikovou a periferni hodnotou interleukinu-6 byl zjistén vyz-
namny rozdil (p <0,001). Median prvniho méreni (pupecnikova krev) byl 6,5ng/l, median druhého méreni (periferni krev)
56 ng/l. NarGst je témér desetindsobny.

Zavér: Hodnoty interleukinu-6 z pupecnikové krve a z ¢&asného postnatalniho odbéru se podstatné lisi. Na tuto skute¢nost je
nutné myslet pfi jeho klinickém vyuziti.
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Introduction: The aim of this study was to compare interleukin-6 values in umbilical cord and peripheral blood of newborns. The
clinical goal was to determine whether the examination of cord blood can replace early postnatal peripheral blood collection.
Patients and methods: Study included premature newborns (< 35" week of gestation) born in 2016-2018 at Olomouc University
Hospital. At the same time, it was possible to collect a sufficient amount of blood from the umbilical cord in these newborns.
Results: Paired sampling was successful in 73 of these newborns. A significant difference (p <0,001) was found between the
umbilical cord and peripheral interleukin-6 values. The median of the first measurement (cord blood) was 6,5 ng/l, the median
of the second measurement (peripheral blood) was 56 ng/l. The increase is almost ten times bigger.

Conclusion: The difference of values between interleukin-6 from umbilical cord blood and from early postnatal collection are
significantly different and it is necessary to keep it in mind during its clinical use.

Key words: newborn, sepsis, interleukin-6, umbilical cord.

Neonatologie zaznamenala v péci o pred-
¢asné narozené novorozence v poslednich 20
letech obrovsky pokrok. Velkym problémem
nadale z(stava v¢asna diagnostika a lé¢ba in-
fekenich, resp. septickych novorozenct. Dle sta-
tistiky publikované Yale-New Haven Hospital

je novorozenecka sepse pficinou 11 % vsech
umrti v novorozeneckém véku (1). Zranitelnost
téchto pacientd je dana predevsim jejich nez-
ralym imunitnim systémem.

IdedInim postupem je razantni Ié¢ba déti
s novorozeneckou sepsi a naopak vynecha-
ni antimikrobidlni [é¢by u novorozencl bez

onemocnéni. Nadbyte¢na antibioticka terapie
zasahuje do organismu nezralého ditéte, pro-
kazatelné zvysuje riziko vzniku nozokomidl-
nich infekci a dalsich komplikaci - napft. nekro-
tizujici enterokolitidy (2). Casné a spolehliva
diagnostika novorozenecké sepse je jednim
ze zdsadnich témat soucasné neonatologie.
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Zékladnimi pilifi diagnostiky novorozenec-
ké sepse jsou klinické ptiznaky a laboratorni
diagnostika (prikaz patogenu a laboratorni
prikaz reakce organismu na infekci). Rozpoznat
vcas novorozence se sepsi je obtizné. Klinické
pfiznaky jsou nespecifické a mohou byt ne-
nadpadné. Nejcastéjsi pfiznaky rozvijejiciho se
septického stavu u novorozence jsou: ndhle
vznikla potieba kysliku ¢i ventila¢ni podpory,
apnoické pauzy, bradykardie, hypotenze, in-
tolerance glukézy, kapilarni navrat > 3 s, rozdil
teploty mezi periferii a télesnym jadrem >2°C,
letargie/drazdivost, tepelna nestabilita, intole-
rance stravy, zvyseni sérového bilirubinu, oli-
gurie a metabolickd aciddza (3). Tyto pfiznaky
se objevuji i u fady neinfek¢nich stava.

Zlatym standardem v diagnostice sepse je
mikrobiologické kultiva¢ni vysetieni krve. V ur-
Citych pripadech provadime také kultivacni pri-
kaz z jinych biologickych zdroji (mozkomisni
mok, kiize, mog, stolice a jiné). Hemokultura ma
v novorozeneckém véku fadu uskali. VytéZznost
vysetreni klesa diky ¢astému antenatalnimu
podani ATB matce ¢i malému mnozstvi ode-
braného vzorku. Pokud jsou mikroorganismy
pfitomny ve velmi malych koncentracich (<4
CFU/ml) (colony forming unit), je pro detekci
téchto patogend potieba minimalné 1 ml krve.
Pro Zjisténi pfitomné bakteriemie je ale ve vét-
siné pripadd dostacujici 0,5ml krve. Pfi pouziti
moderniho kontinualniho monitorovaciho sys-
tému je median TTP (time to pozitivity) u novo-
rozenecké sepse 9-18 hodin. U Streptococcus
agalactiae (GBS) a Escherichia coli je pfiblizné
96-100% pozitivnich do 36 hodin, zatimco de-
tekce koagulaza negativnich stafylokokd mize
trvataz 48 hodin (4). U pomérné vyznamné ¢asti
septickych novorozenct se z vyse uvedenych
davodU prikaz ptvodce nezdafi. Klingenberg
uvadi, ze pocet septickych novorozencd s ne-
gativni hemokulturou az 16x prevysuje pocet
septickych novorozencd s pozitivni hemokul-
turou. Negativni hemokulturu vidime prevazné
u novorozencll vysetfovanych pii podezienina
¢asnou novorozeneckou sepsi (4). Nasim ukolem
je hledani pomocného diagnostického znaku
s nejvyssi specificitou a senzitivitou.

Hypoteticky idedlni marker sepse by mél
mit dobie definovanou optimalni ,cut-off”
hodnotu a co nejvétsi senzitivitu a negativni
prediktivni hodnotu. Mél by pfedpovédét za-
vaznost infekce v pocatku klinickych piiznak
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a umét rozlisit jednotlivé skupiny etiologic-
kych agens. Podle jeho dynamiky bychom
méli poznat vyvoj nemoci a reakce na ATB
terapii, poptipadé vznik komplikaci. Mél by
umét predpovédét prognézu a mortalitu a pro
jeho detekci by mélo stacit malé mnozstvi
odebrané krve (5). V neposledni fadé by mél
byt cenové dostupny pro vétsinu novoroze-
neckych oddéleni. Hojné vyuzivanymi labo-
ratornimi markery jsou proteiny akutni faze
a prozanétlivé cytokiny. Jednim z dulezitych
laboratornich markerd je interleukin-6 (IL-6).

Interleukin-6 je cytokin, ktery hraje jed-
nu z hlavnich roli v obrané organismu, a to

diky svému imunitnimu a hematopoetické-

mu pusobeni a schopnosti vyvolat odpovéd

akutni faze (3). Interakce mikroorganismu
s rodinou toll-like receptord (TLRs) je dobre
znama. TLRs jsou soucasti vrozené imunity.
Jejich vzajemné plsobeni s mikroorganismy
je zasadni pro produkci a uvolnéni cytokint
(6). Napriklad TLR4 jsou zndmé predevsim pro-
to, ze rozeznavaji lipopolysacharidy bunécné
stény gramnegativnich bakterii. Aktivuji poly-
morfonukleary, monocyty a makrofagy a tyto
pak spousti imunitni odpovéd (7). Exprese
TLRs je u novorozenct, déti i dospélych po-
dobna. Byla ale popséna nizsi exprese TLR4
a TLR2 na povrchu makrofagl u predcasné
narozenych novorozenctll. Nasledné reakce
na vazbu PAMPs-TLR (pathogen-associated
molecular patterns) se lisi. V novorozeneckém
obdobi jsou funkce TLRs insuficientni, a to
je jeden z predisponujicich faktor( k rozvoji
septického stavu (8). Po stimulaci jednotlivych
TLRs in vitro produkuji novorozenecké anti-
gen prezentujici buriky méné prozanétlivych
(interleukin-1b, TNF-a) a Th1 podporujicich
cytokind (IL-12p70, typ 1 interferon), ale stejné
nebo vétsi mnozstvi cytokinG podporujicich
Th17 (IL-23, IL-6) ve srovnani s dospélymi buri-
kami (9). Syntéza IL-6 makrofagy je zahajena
bezprostfedné jako odpovéd makrofagl na
PAMPs, resp. DAMPs (damage-associated
molecular patterns) (10). Velkou roli v reakci
novorozeneckého organismu na infekci hraji
genetické faktory. Do budoucna bude potieba
se tyto genetické faktory naucit poznavat,
studovat a pracovat s nimi pfevazné v terape-
utické roviné. Polymorfismus TLR4, ktery je d0-
lezity pro zahdjeni vrozené imunitni odpovédi

aktivovanim intraceluldrnich signdlnich cest

a rozpoznanim lipopolysacharidi gramnega-
tivnich bakterii, je spojovan s moznou pficinou
zvysené nachylnosti k septickym stavam (11).

Interleukin-6 je velmi rychly a dynamicky
marker. Poté co dojde k uvolnéni ¢asti bakteri-
alni bunécné stény, napt. endotoxin(, hladina
IL-6 rychle vzroste a maximalnich hodnot do-
sdhne do nékolika hodin (12). Vzhledem k jeho
kratkému polocasu je jiz 24 hodin po infek¢nim
stimulu v plazmé témér neméfitelny a neni
vhodny k monitorovani lé¢by (13). Chiesa et al.
(14) ndm ve své studii podal prehledny popis
referen¢nich hodnot a postnatélni dynamiky
IL-6. Primérna hodnota IL-6 u zdravych dono-
senych novorozenct ihned po narozeni byla
1,69 pg/ml, ve 24. hodiné Zivota 4,09 pg/ml
a 3,45pg/ml ve 48. hodiné Zivota. Dynamika
interleukinu-6 u zdravych novorozenct naro-
zenych tésné pred terminem s témito vysledky
korespondovala; 10,9 pg/ml (0 h), 9,3 pg/ml
(24 h), a 8,4pg/ml (48 h). Vyhodou pouziti in-
terleukin(, resp. interleukinu-6 je velmi rychly
narlst po infek¢nim inzultu, ktery napomaha
k casné diagndze. Kvli jejich kratkému poloca-
su ale nemusime zachytiti peak. Pfi pouziti by
mél byt kombinovan s ,pozdéjsim markerem®,
napf. C-reaktivnim proteinem (4). Jakmile se
IL-6 dostane krevnim fecistém do jater, dochazi
k rychlé syntéze a uvolnéni proteinC akutni
faze (C-reaktivni protein, sérovy amyloid A,
fibrinogen a haptoglobin) a snizeni hladiny
albuminu ¢i transferinu (15). Pfekazkou pro
dostupnost IL-6 na nékterych pracovistich z{-
stava jeho cena.

Novorozenci, predevsim ti pfed¢asné na-
rozeni, patfi mezi nejzranitelné;jsi populaci
détskych pacientl. Neinvazivni vysetfovaci
metody by mély vzdy, pokud to situace a stav
ditéte dovoli, pfredchazet tém invazivnim.
Klinickym cilem nasi studie bylo zjistit, zda
Ize vysetifenim krve z pupecniku nahradit
brzky postnatéaini odbér periferni krve. Jde
o snahu omezit odbér periferni krve a nahra-
dit ho nebolestivym odbérem z pupecniku.
Bylo nutné popsat hladiny IL-6 v pupecniko-
vé krvi pfed¢asné narozeného novorozence.
Odbér IL-6 z periferni krve je jiz standardné
zaveden v ramci diagnostiky novorozenecké
sepse. Zname jeho cut-off hodnoty. Déle byla
snaha porovnat pupecnikové a periferni hod-
noty IL-6 a najit mezi nimi vztah v zavislosti

na ostatnich perinatélnich faktorech, jako je
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gestacni stafi, zpusob porodu, ATB podana
matce prenatalné, predcasny odtok plodové
vody (PPROM), sepse a asfyxie. Popfipadé zjis-
tit, zda Ize z pupecnikové hodnoty predikovat
hodnotu periferni. Nase studie se tykala pro-
cesu diagnostiky ¢asné novorozenecké sepse.

Do studie byli zahrnuti novorozenci na-
rozeni pred ukoncenym 35. tydnem gestace,
u kterych se zdafil odbér dostate¢ného mnoz-
stvi pupecnikové krve.

Prospektivni studie probihala od dubna
2016 do srpna 2018 na Jednotce intenzivni
a resuscita¢ni péce Novorozeneckého od-
déleni Fakultni nemocnice Olomouc. Odbér
pupecnikové krve byl proveden standard-
né z pupecnikové arterie tésné po vybaveni
placenty, odbér krve z periferni zily novoro-
zence byl proveden do 2 hodin od porodu.
Hodnoty IL-6 byly stanoveny na analytickém
systému Cobas 8000 (vyrobce Roche/Hitachi).
Pouzita byla kvantitativni metoda ,ECLIA”
(= elektrochemiluminiscen¢niimunostanove-
ni). K analyze vzorku nebylo tfeba zvlastniho
odbéru. Vysetteni byla provedena z materialu
ziskaného pro odbéry provadéné standardnim
zplsobem dle zvyklosti pracovisté. Doplnéni
vysetfeni bylo v souladu s informovanym sou-

hlasem stvrzenym zakonnymi zéstupci ditéte.

Pro srovnani spojitého znaku (hladina IL-6
¢i jeji logaritmus) mezi dvéma skupinami pa-
cientd jsme pouzili neparametricky Kruskal-
Wallisdv test. Tento test je pro dvé skupiny ekvi-
valentni Wilcoxonovu testu. Neparametricky
test jsme volili diky vyrazné nenormalité hladin
IL-6 a také proto, ze jeho vysledek zavisi na
poradi hodnot v obou skupinach, Ize tedy l1épe
prechdzet mezi plivodnimi hodnotami a jejich
logaritmy. Pro predikci (na Urovni logaritmu
obou hladin) jsme pouzili standardni linedrni
regresi. VSechny testy probéhly na hladiné 0,05.

Parovy odbér se podafril zrealizovat u 73
novorozencl. Primérné gestacni stafi bylo

Demografickd data sledované kohorty

primérné pramérna pocet pocet ATB pocet SC pocet pocet
gestacni stafi | hmotnost PPROM matce asfyxii sepsi
3240 17409 35 42 36 3 16

Primérné, maximdini a minimdini hodnoty IL-6 z pupecniho a periferniho odbéru. Hodnoty jsou

uddvdny v ng/!
pramér median minimum maximum
pupecnikova krev 16,38 6,5 1,7 984,7
postnatalni odbér 288,93 56 47 11932

32 + 0 tydn( gestace, prdmérna hmotnost
byla 17409. Z celkového poctu 73 novorozen-
cli bylo 36 rozeno cisafskym rezem, 3 novo-
rozenci byli po porodu asfykticti s potfebou
kardiopulmonalni resuscitace a 16 novorozen-
cl bylo Ié¢eno antibiotiky pro ¢asnou novoro-
zeneckou sepsi. 42 matek dostalo prenatalné
¢i perinatalné antibiotika a u 35 rodicek byla
predcasné odtekla plodové voda. Tato demo-
graficka data uvadi tabulka 1.

Tabulka 2 uvadi namérené hodnoty inter-
leukinu-6 v pupecnikové a periferni krvi. Jak
vidime, hodnoty v periferni krvi jsou mnoho-
nasobné vyssi nez hodnoty v krvi pupecni-
kové. Primérna hodnota IL-6 v pupecnikové
krvi byla 16,88 ng/l, v krvi periferni 288,93 ng/I.
Median v krvi pupecnikové byl 6,5ng/l, v kr-
vi periferni 56 ng/l. Minimalni namérend
hodnota interleukinu-6 v pupecnikové krvi
byla 1,7 ng/l, maximalni hodnota 984,7 ng/I.
byla 4,7 ng/l, oproti maximu, které dosdhlo
v jednom pfipadé az 11932 ng/l. Mezi prv-
nim (pupecnik) a druhym (periferie) méfenim
IL-6 byl zjistén signifikantni rozdil (p <0,001).
Medién prvniho méfeni je 6,5ng/l, median
druhého méreni je 56 ng/l, narlst je témér
desetinasobny. Grafické znazornéni vidime
na grafu 1.

V dalsi analyze jsme se soustredili na
moznou zavislost vzrastu IL-6 v periferni krvi
oproti jeho hodnoté v krvi pupecnikové na
dalsich proménnych (predcasné odtekld plo-
dova voda, ATB podana matce pred porodem,
cisaisky fez, poporodni asfyxie, sepse). Vzrist
hladiny IL-6 jsme definovali jako log(IL6_per-
if) - log(IL6_pup). Vzrlst hladiny interleu-
kinu-6 neni na zminénych faktorech statisticky
zavisly (graf 2-6). Neni zavisly na tom, zda
predcasné odtekla plodova voda (p =0,5), na
ATB podanych matce prenatalné (p = 0,14),
na zpUsobu porodu (p = 0,75), na asfyxii (p =
0,10), ani na sepsi (p = 0,16).
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Novorozenecké sepse jsou stale palc¢ivym
tématem a jednim z hlavnich vyzkumnych
témat v odborném neonatologickém svété.
Problém v ¢asném rozpoznani septického
novorozence tkvi pfevazné v nezralém imu-
nitnim systému pfedcasné narozeného novo-
rozence a v nespecifickém klinickém obraze.
Dal$im problémem je mnozstvi krve nutné
k biochemickému zpracovani. Objem krve
nezralého novorozence ¢ini asi 80 ml/kg té-
lesné hmotnosti. Vzhledem ke zranitelnosti
téchto nejmensich pacientt je snaha vsech
osetfujicich lékara volit pfistupy co nejméné
invazivni.V diagnostice ¢asné novorozenecké
sepse by odbér pupecnikové krve mohl na-
hradit odbér z periferni krve, ktery se provadi
v prvnich hodinach zivota.

Probéhla fada studii, ve kterych se autofi
zaméfili na pupecnikovy IL-6 jakoZto diagnos-
ticky nastroj novorozenecké sepse. Ve vsech
téchto studiich mél pupecnikovy interleukin-6
u septickych novorozenct zvysené hodnoty.
Nebrali ale v tvahu dynamiku tohoto cyto-
kinu. Pouzivali stejné cut-off hodnoty jako
v periferni krvi (12, 16-23).

Studie, kterd porovnava pupecnikové a pe-
riferni hodnoty IL-6 u zdravych a septickych
novorozencd, je studie tymu indickych lékarl
zroku 2013. Periferni krev byla odebrana v oka-
mziku vzniku klinickych zndmek sepse. U zdra-
vych kontrol ¢as neni definovan. Presny cas
odbéru periferni krve nezndme. U septickych
novorozencu byla elevace IL-6 v pupecnikové
i periferni krvi ve srovnani se zdravymi kontro-
lami pfiblizné desetinasobna. Limitaci je i u této
studie pouzivani stejnych cut-off hodnot pro
pupecnikovou i periferni krev (24).

Ve studii italskych autor( z roku 2011 se
zaméfili na referenéni rozmezi postnatélnich
hodnot IL-6 pfi narozeni, ve 24.a 48. hodiné Zi-
vota. Do studie zahrnuli 148 novorozenct naro-
zenych po ukonc¢eném 35. tydnu gestace. Tito
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Srovndni hladiny Il-6 z pupecnikové a periferni krve. Osa y je zobrazena Zavislost vzrdstu interleukinu-6 v periferni krvi oproti jeho hodnoté v krvi
v logaritmické skdle. Rozdil mezi hodnotami je vyznamny (p < 0,001). Rozdil ~ pupecnikové na predcasné odteklé plodové vodé (PROM = 1)
byl testovdn neparametrickym Kruskal-Wallisovym testem
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novorozenci byli po dobu sledovani (4 tydny)
bez infekénich komplikaci. Namérené hodno-
ty ve viech tfech ¢asovych bodech (0, 24, 48
hodin) negativné koreluji s gestacnim vékem.
U terminovych déti byla primérna hodnota IL-6
v pupecnikové krvi signifikantné nizsi (1,69 ng/l)
nez ve 24. (4,09ng/l) a 48. hodiné (3,45 ng/l).
U novorozencu predcasné narozenych byla

pupecnikova hodnota vyssi nez u déti termi-
novych ato 10,9ng/l. Zde nevidime tak vyrazny
rozdil ve 24. (9,3ng/l) a 48. hodiné (8,4ng/l).
Autofi se domnivaji, Ze u pfed¢asné narozenych

déti zacina stresova reakce organismu jiz pred

narozenim, proto tyto vys$si hodnoty v pupec-
nikové krvi (14). V nasi studii byla primérna
hodnota IL-6 v pupecnikové krvi 16,88 ng/I.
Moznym dlvodem by mohla byt skute¢nost,
ze nase kohorta sestavala z novorozenct naro-
zenych pred ukoncenym 35. tydnem gestace,
primérné 32. tyden. Jednalo se o novorozence
predcasné narozené, u nichz, jak bylo zminéno
vyse, za¢ina pravdépodobné stresova reakce
organismu jiz intrauterinné. Hodnota ve 24. ho-
diné Zivota se zasadné li$i od ndmi namérenych

hodnot v prvnich dvou hodinach Zivota.
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