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1 Souhrn dizerta¢ni prace a jeji cile

Neonatologie zaznamenala v poslednich 20 letech obrovsky pokrok v pé¢i o predéasné
narozené novorozence. Velkym problémem ziistava v¢asna diagnostika a 1écba novorozenecké
sepse. Zranitelnost téchto pacientli je dana ptredevSim jejich nezralym imunitnim
systémem. Nejcastéjsi priznaky rozvijejiciho se septického stavu u novorozence jsou
nespecifické a objevuji se 1 u fady neinfek¢nich stavii. Vedle klinického vySetfeni je nutno
provést zakladni laboratorni hodnoceni. Zlatym standardem v diagnostice sepse je hemokultura
a nasledny priukaz ptivodce z mikrobiologického kultivacniho vysetieni krve. U pomérné
vyznamné ¢asti novorozenct se sepsi se na vysledek hemokultury nelze spolehnout. V ur¢itych
piipadech provadime také kultivacni prikkaz z jinych biologickych zdroji (mozkomisni mok,
kize a jiné). Dal§im laboratornim znakem vyuzivanym bézn¢ v diagnostice infekce, resp. sepse
je C-reaktivni protein (CRP). I tento protein akutni faze méa své limity. Pro v€asnou diagnostiku
novorozeneckeé sepse je nutné pocitat s jeho delsim biologickym polocasem a nelze ho
doporucit, pokud ano, pak v kombinaci s dalsimi biomarkery. Je tieba hledat laboratorni
parametry vhodnéjsi. Hojné vyuzivanymi laboratornimi znaky jsou proteiny akutni faze
a prozanétlivé cytokiny. Nadéjnymi biomarkery nejen novorozenecké sepse jsou interleukin-6
(IL-6), prokalcitonin (PCT), exprese povrchového receptoru CD64 na neutrofilech
a kalprotektin. Cilem této prace byla analyza vybranych biomarkeri novorozenecké sepse
na podklad¢é dosud znamych poznatkd o jejich biologickém chovéani. Dalsim cilem bylo
zhodnoceni moznosti jejich praktického vyuziti v diagnostice novorozenecké sepse s ohledem

na dynamiku a zptisob odbéru.

Specifikace cili:

e Stanoveni sérového kalprotektinu u pred¢asné narozenych novorozenct a jeho vyuziti
v diagnostice ¢asné novorozenecké sepse.

e Porovnani hladin interleukinu-6 v pupe¢nikové a periferni krvi pted¢asné narozenych
novorozencd.

e Definovani dynamiky interleukinu-6 ve vztahu K jednotlivym perinatologickym
proménnym a ev. zavedeni méfeni pupecnikového interleukinu-6 v rdmci diagnostiky
¢asné novorozenecké sepse.

e Stanoveni exprese povrchového receptoru CD64 na neutrofilech u pfedcasné

narozenych septickych novorozencti metodou pratokové cytometrie.



Summary

Neonatology has made a big step forward in the last 20 years regarding the care of premature
newborns. However the biggest issue continues to remain early diagnosis and treatment
of infectious or septic newborns. The vulnerability of these patients is mainly due to their
immature immune system. The most common symptoms of developing the septic condition
in the newborn are non-specific. They appear in a number of non-infectious conditions. Along
with the clinical examination, it is also necessary to run some basic laboratory assessment.
Standard in the diagnosis of sepsis is the proof of pathogen from the blood culture.
For a relatively significant part of septic newborns you cannot rely on the results from the blood
culture. Another laboratory characteristic frequently used in the diagnosis of infection, sepsis,
is C-reactive protein. But also this marker has its imperfections and cannot be recommended
for early diagnosis of neonatal sepsis. It is necessary to search for more ideal laboratory
markers. A hypothetical ideal marker of sepsis should have a well-defined optimal "cut-off"
value, sensitivity and negative predictive value. The laboratory markers that are frequently used
are acute phase proteins and pro inflammatory cytokines. The most promising markers, not only
of neonatal sepsis, are interleukin-6, procalcitonin, CD64 and calprotectin. Goal of this work
was to analyze selected biomarkers of neonatal sepsis based on the previously known
knowledge about their biological behavior. Another goal was to evaluate the possibilities of
their practical use in the diagnosis of neonatal sepsis with regard to the dynamics and sampling

method.

Target specifications:
e Comparison of serum calprotectin level between healthy and septic preterm newborns.
e Comparison of interleukin-6 levels in umbilical and peripheral blood of preterm
neonates.
e Defining interleukin-6 dynamics in relation with individual perinatological variables
and depending on the results, there is a possibility of introduction of umbilical cord
interleukin-6 measurement as part of early diagnosis of neonatal sepsis.

e Comparison of CD64 levels in healthy and septic preterm neonates.
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2 Teoreticka vychodiska

2.1 Novorozenecka sepse

Béhem poslednich 20 let zaznamen4dvame v neonatologii obrovsky pokrok v péci o nezralé
novorozence. Velkym problémem nadale zistava novorozenecka infekce, resp. jeji

generalizace (sepse) a komplikace s ni spojene.

Novorozeneckd sepse ma zasadni vliv na morbiditu a mortalitu novorozenci. Dle statistiky
publikované védci z pediatrické kliniky v Yale-New Haven Hospital mtize za 11 % vSech amrti
v novorozeneckém véku'. Novéjsi studie zroku 2018 toto ¢islo navySuje na 16 % a fadi
novorozeneckou sepsi mezi hlavni pfi¢iny amrti novorozenci? V piipadé pozitivniho
mikrobiologického kultivaéniho vySetfeni krve pak umrtnost na novorozeneckou sepsi stoupa
na 18 %?3. Sepse celosvétové postihuje 2202 novorozencii na 100 000 zivé narozenych, resp.

3 miliony novorozenci roéné&?.

Novorozeneckou sepsi délime na ¢asnou novorozeneckou sepsi - ,,early-onset sepsis* (EOS)
a pozdni novorozeneckou sepsi - ,,late-onset sepsis* (LOS). Casna novorozenecka sepse je
definovana jako sepse, ktera vznikla prestupem bakterii vertikdlné z matky na dité
pied nebo béhem porodu a objevi se do 72 hodin po narozeni*. O pozdni novorozenecké sepsi
mluvime v piipadé, Ze vznikla za vice nez 72 hodin od porodu. Je spojena predevsim s pobytem
novorozence na jednotce intenzivni péce, resp. s intenzivni pé¢i — uméla plicni ventilace (UPV),
intravendzni vstupy, ruce personadlu apod.>. Novorozeneckd sepse ohrozuje pievazné
novorozence pred¢asné narozené, avSak nevyhyba se ani novorozenciim narozenym v terminu.

Jeji vyskyt a Eetnost komplikaci je vyss§i v populaci novorozencti nizké porodni hmotnosti®.

Zakladnim uskalim je diagnosticka pfesnost a rychlost. Ta spolu s v€asnou 1écbou rozhoduje
0 dalSim osudu ditéte. Klasickymi pilifi diagnostiky je zhodnoceni klinickych piiznaki
systémové zanétlivé reakce organismu (SIRS) a prikaz patogenniho agens Vv biologickem
vzorku (krev, mozkomiSni mok a jiné). Klinickd kritéria systémové zanéctlivé odpovédi
organismu jsou télesna teplota > 38,5 °C ¢i < 36 °C, rychlost srde¢ni akce > 2SD pro vék
a/nebo u déti pod 1 rok bradykardie pod 10. percentil pro vék, dechova frekvence > 2SD
¢i UPV, leukocytoza/leukopenie dle hodnot pro dany v€k a/nebo > 10 % nezralych forem
granulocytl’. VySe zmin&na kritéria SIRS maji v novorozeneckém v&ku malou diagnostickou

hodnotu. Symptomy zanétlivé reakce organismu jsou v novorozeneckém obdobi nespecifické.



Dle multicentrické studie® publikované roku 2009, ktera shromazdila data z 26 britskych
neonatologickych center, jsou nejcastéjsimi klinickymi znamkami novorozenecké sepse nahle
vznikla potfeba kysliku ¢i ventilaéni podpory, apnoické pauzy, bradykardie, hypotenze,
intolerance glukdzy, kapilarni navrat > 3 vtefiny, rozdil teploty mezi periferii a télesnym jadrem
> 2 °C, letargie/drazdivost, tepelna nestabilita, intolerance stravy, zvyseni sérového bilirubinu,

oligurie, metabolicka acidoza.

Zlatym standardem v diagnostice sepse je mikrobiologické kultiva¢ni vySetfeni krve. Toto
vySetieni patii mezi zdkladni vySetfeni, které se v diagnostice sepse nesmi pred nasazenim ATB
terapie opomenout. V novorozeneckém veéku mé fadu uskali a negativni vysledek diagnézu

sepse nevylucuje®!0. Proto je zapotiebi mit k dispozici dalsi laboratorni markery.

Hlavnim divodem velkého zajmu o problematiku novorozenecké sepse a jeji vCasnou
diagnostiku je jeji velka morbidita a mortalital. U extrémné& nedonoSenych novorozencti ma
prodéland novorozeneckda sepse zdsadni vliv na jejich dal$i neurologicky vyvoj. Tito
novorozenci jsou ve srovnani s novorozenci, ktefi sepsi neprodélali, ve vétSim riziku

neurologického postizeni, at’ uz se jedna o détskou mozkovou obrnu ¢i senzomotoricky

deficit!?,
2.2 Laboratorni znaky novorozenecké sepse

Hypoteticky idedlni laboratorni znak sepse by mél mit dobie definovanou optimalni cut off
hodnotu a co nejvetsi senzitivitu a negativni prediktivni hodnotu. Mél by predpoveédét zdvaznost
infekce v poc¢atku klinickych pfiznakti a umét rozlisit jednotlivé skupiny etiologickych agens.
Podle jeho dynamiky bychom méli poznat vyvoj nemoci a reakce na antibiotickou (ATB)
terapii, poptipad€ vznik komplikaci. M€l by umét pfedpovédét progndzu a mortalitu a pro jeho
detekci by mélo sta¢it malé mnozstvi odebrané krve'?. V neposledni fadé by mél byt cenové
dostupny pro vétsinu novorozeneckych oddé€leni. Nic v zivoté neni idealni, ale naSe snaha je se
idedlu priblizit. Proto je vedle klasickych, fadu let pouzivanych markeri potfeba najit

laboratorni znak, ktery by tyto podminky alespoii z ¢asti spliioval.

10



2.2.1 Kilasické biomarkery novorozenecké sepse

Mezi klasické laboratorni biomarkery novorozenecké sepse Vv nasi praci fadime
mikrobiologické kultiva¢ni vySetieni krve, krevni obraz a C-reaktivni protein. Tyto historicky
pouzivané laboratorni znaky maji jisté své misto v diagnostickém procesu. AvSak maji také své

limity, které nas nuti hledat laboratorni ukazatele presné&jsi.

2.2.1.1 Mikrobiologické kultiva¢ni vySetfeni krve, resp. prikaz pivodce v biologickém

materialu

Zakladnim vySetfenim v diagnostice nejen novorozenecké sepse je prukaz puvodce
v biologickém materialu. U novorozenecké sepse je zlatym standardem mikrobiologické
kultivaéni vySetfeni krve (hemokultura), tedy piima detekce patologického agens v krevnim
fecisti. Jeji uZiti a interpretace ma v neonatologii fadu uskali. Vytéznost vySetteni klesa diky
Castému antenatalnimu podani ATB matce, technickym potiZim ¢i malému mnoZstvi
odebraného vzorku. Pokud jsou mikroorganismy ptfitomny ve velmi malych koncentracich
(<4 CFU/ml), je pro detekci téchto patogenti potfeba minimalné 1 ml krve. Pro zjisténi
pfitomné bakteriémie je ale ve vétSiné piipadi dostacujici 0,5 ml krve. Pfi pouziti moderniho
kontinudlniho monitorovaciho systému je median TTP (time to positivity) u novorozenecké
sepse 9-18 hodin. U Streptococcus agalactiae (GBS) a Escherichia coli je pfiblizné 96-100 %
pozitivnich do 36 hodin, zatimco detekce koaguldza negativnich stafylokoki mize trvat
az 48 hodin®®. U pomé&rné& vyznamné ¢4sti novorozenci se sepsi se z vyse uvedenych diivodi
prikaz puvodce nezdafi. Negativni mikrobiologické kultivaéni vySetieni krve ale
novorozeneckou sepsi nevylucuje®°. Klingenberg uvadi, Ze podet septickych novorozenct
s negativnim mikrobiologickym kultiva¢nim vySetfenim krve az 16x pievySuje pocet
septickych novorozenct s pozitivni hemokulturou. Negativni mikrobiologické kultiva¢ni
vySetfeni krve vidime pfevazné u novorozencli vySetiovanych pii podezieni na casnou

novorozeneckou sepsi®3.

Postup odbéru hemokultury ma sva jasna pravidla. Vzdy je dulezity odbér pro aerobni
I anaerobni kultivaci. Jestlize krve neni dostatek, inokulujeme pouze aerobni lahvicku.
U novorozencli anaerobni patogeny nefekame. Pokud se vSak nejedna primarné o stfevni
problém, napt. o nekrotizujici enterokolitidu ¢i peritonitidu z jiné pticiny, v tom piipadé¢ je
odbér pro anaerobni kultivaci vyZzadovan. Vzhledem k malému objemu cirkulujici krve

novorozence se vétSinou provadi odbér pouze jednoho vzorku'4.
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2.2.1.2 Krevni obraz

Krevni obraz patii mezi =zakladni laboratorni vySetfeni napii¢ Iékarskymi obory.
U novorozenecké sepse je jeho vypoveédni hodnota spiSe mald, presto toto vysetieni

Vv diagnostickém procesu nemizeme opomenout.

Pro potvrzeni diagnézy novorozenecké sepse ma krevni obraz sam o sobé nizkou prediktivni
hodnotu. Normalni hodnoty namétené vicekrat po sob€ zvysuji pravdépodobnost nepiitomnosti
sepse’®1®. Nizky pocet leukocyti (5000 - 7500/mm?), nizké ANC (absolute neutrophil count)
a hodnota I/T indexu (immature to total neutrophil ratio) > 0,2 jsou spojeny s vys$im rizikem
infekce!’. I/T index je parametr nespecificky. Perinatalni hypoxie, hypertenze matky, porodni
stres ¢i dlouha indukce oxytocinem mohou hodnotu I/T indexu ovlivnit. P¥i hodnoceni ANC
ve smyslu neutropenie je potieba pracovat s hodnotami pro dané gesta¢ni stafi. Dolni hodnota
fyziologického rozmezi ANC u déti narozenych po 36. tydnu gestace je 3500/mm3, u déti
narozenych mezi 28. a 36. tydnem gestace mluvime o neutropenii pii ANC < 1000/mm?

a pro déti narozené pied 28. tydnem gestace je limit ANC 500/mm? 18,

Dalsi dobfe pouzitelny, ale malo prozkoumany parametr krevniho obrazu je neutrofil/lymfocyt
(NLR) index. Béhem sepse se zvysSuje pocet neutrofili a snizuje se pocet lymfocytl. Septicti
pacienti maji zvySeny NLR index. Recentni studie Li a spol. potvrdila pozitivni korelaci mezi
zvySenim NLR indexu a sepsi. Septi¢ti novorozenci méli zvySeny NLR index na hladiné
vyznamnosti P < 0.001%°. Toto potvrdila také nov&jsi studie z roku 2021. NLR je nezavisly
prediktivni faktor rizika ¢asné novorozenecké sepse na hladin¢ vyznamnosti p=0.003. Hodnota

> 3,169 ma senzitivitu 77 % a specificitu 78 % %°.
2.2.1.3 C-reaktivni protein

C-reaktivni protein, bilkovina, kterd precipituje s tzv. C-polysacharidem pneumokok, se fadi
mezi proteiny akutni faze (APPs)?L. Reakce akutni faze je nespecificky komplexni fyziologicky
déj, kdy v diasledku rozvoje patologického déje (zanét, nadorové onemocnéni, trauma,
chirurgicky vykon) dojde k uvolnéni velkého mnozstvi mediatort zanétu???. Je to reakce
systémova, objevuje se horecka, dochazi ke zvySenému uvoliovani hormoni, k leukocytoze,
ke zméné v syntéze plazmatickych proteinil, at’ uz ve smyslu plus ¢i minus. Tato reakce je

pro organismus extrémné dualezitd, protoZe brani mikrobidlnimu pferiistdni a navraci zpét
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homeostazu. Proteiny akutni faze jsou bilkoviny, jejichZ koncentrace se v diisledku této reakce

meéni. Dle sméru zmény délime APPs na pozitivni a negativni.

CRP je typickym piikladem pozitivniho proteinu akutni faze?3. Pismeno C v nazvu odkazuje
na schopnost rozpoznat polysacharidy Streptococcus pneumoniae typ C?425. M4 pievazné
antiinflamatorni efekt, pomahda rozeznat a likvidovat patogeny a zlepSuje proces odklizeni
nekrotickych a apoptotickych bunék?®-3* a to skrze komponentu komplementu C1q a receptoru
protilatkového fragmentu (Fc) Fc-yRI and Fc-yRII, ¢imz aktivuje klasickou cestu komplementu
a zahajuje fagocytozu. Je syntetizovan jatry a stimulem pro jeho vyplaveni jsou centralni
cytokiny (IL-6, intekleukin-1B a tumor necrosis factor-o. [TNF-a])**%7. Jeho sérova
koncentrace se zvySuje o 5 mg/l za 6 hodin po infek¢nim stimulu s maximem do 48 hodin

a polocas v séru je okolo 19 hodin3=°,

V klinické praxi je dilezité myslet na jeho postnatalni dynamiku. Nejcastéji udavany cut-off
prvni den Zivota je 4-5 mg/l, dale 10-12 mg/I*°. Bender a kol. ve své studii z roku 2008 uvéadi,
ze po infek¢nim stimulu vystoupa na maximalni hodnoty za 16-24 hodin. Jakmile CRP za¢ne
stoupat, sérové hladiny cytokinti (IL-6 a -8) jiz klesaji*'. Jak dokazuje taiwanska studie z roku
2015, vysledek negativniho CRP (=10mg/l) by se nemél brat jako zavazny k vylouceni
novorozenecké sepse, v rozhodnuti, zda zah4jit ATB 1é¢bu, ani ve volb& vhodného ATB*.
Zvysené hladiny CRP byly naméfeny i1 u neinfekcnich stavii jako je pneumonitida zptisobena
aspiraci mekonia, $ok, horecka matky, ptedCasny odtok plodové vody (PROM),
intraventrikularni hemoragie, anoxicka encefalopatie, syndrom dechové tisné novorozence
(RDS), chorioamnionitida a tranzitorni tachypnoe novorozence®. Z uvedeného vyplyva,
7ze CRP neni vhodnym laboratornim znakem pro v€asnou diagnostiku novorozenecké sepse.
Pro sledovani efektivity antimikrobidlni terapie a jeji ukonceni je CRP biomarker

pouzitelny394344,

2.2.2 Moderni laboratorni znaky novorozenecké sepse

Jako ,,moderni* markery oznacuji v této praci laboratorni znaky, které se do klinické praxe jiz
dostaly, ale jejich pouziti je zatim limitovano jak pracovistém, tak jejich spravnou interpretaci.
Jak bylo zminéno vySe, klasické biomarkery sepse nesplituji poZadavky na tzv. marker ideélni.
Mezi nové pouzivané markery v diagnostice sepse, resp. novorozenecké sepse fadime

kalprotektin, prokalcitonin, povrchovy znak na neutrofilech CD64, interleukin-6 a dalsi.
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2.2.2.1 Kalprotektin

Kalprotektin je ¢lenem rodiny S100 proteini. Jednd se o heterodimer S100A8/A9. S100
proteiny se nachéazi pouze u obratlovci. Jejich diilezitou vlastnosti je vazba s Ca®* a Zn?*, diky
kterym ziskavaji fadu intra- a extracelularnich vlastnosti*®. Sviij nazev ziskaly pro schopnost
rozpustit se ve 100% siranu amonném?“¢. Po aktivaci neutrofilii ¢i mononukleard se pfesunou
Z intracelularniho do extracelularniho prostfedi a zacnou se chovat jako alarminy, resp. DAMPs
(damage-associated molecular pattern molecules)*’. Alarminy jsou molekuly schopné aktivovat
imunitni systém skrze specifické receptory*®. Antimikrobialni aktivita kalprotektinu se zvySuje
poté, co se inkorporuje do neutrofilnich extracelularnich pasti, neutrophil extracellular traps

(NETSs)*. V literatufe miizeme kalprotektin najit pod riznymi synonymy, jak uvadi tabulka 14,

Tabulka 1. Synonyma S100 proteinu S100A8/A9

Synonyma Autori, rok
L1 antigen Fagerhol et al. (1980)
27E10 antigen Zwadlo et al. (1986)

Cystic fbrosis antigen

MRP8/142

L1 light and heavy chain

Calgranulin A (CAGA)/calgranulin B (CAGB)
p8,14

60B8-A and B antigen

Calprotectin

S100A8/S100A9

aMethylated related protein

Dorin et al. (1987)
Odink et al. (1987)
Andersson et al. (1988)
Wilkinson et al. (1988)
Hogg et al. (1989)
Tobe et al. (1989)
Steinbakk et al. (1990)
Schafer et al. (1995)

Kalprotektin se nachéazi v cytosolu bunék vrozeného imunitniho systému. V neutrofilech
zaujima aZ polovinu v§ech bilkovin a v monocytech témé&t 5 %°. Je piitomen také v cytoplasmé
slizni¢niho epitelu. Zda se, ze cytosolicky kalprotektin piimo chrani intracelularni ¢ast
dlazdicového epitelu proti invazivnim mikrobiim svou antimikrobidlni aktivitou a nepfimo

aktivaci NADPH oxidaz vedouci k produkci reaktivnich forem kysliku. V extracelularnim
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prostiedi kalprotektin sekvestruje esencialni stopové kovy z mikrobil a tim inhibuje jejich
rist*®. Uvoliiuje se bezprostiedné po interakci hostitel-patogen. Pro tuto svou vlastnost se

pouzivé jako laboratorni znak aktivace granulocytii a mononukleara®:.

Kalprotektin se da méfit ve vSech télnich tekutinach (sérum, sliny, stolice, mo¢, sperma, stolice
likvor, abscesova tekutina)*®. Mé&feni hladiny tohoto S100 proteinu ve stolici je jiz rutinné
zavedeno V gastroenterologii. Vyuziva se v diferencialni diagnostice funk¢nich
gastroenterologickych potizi a nespecifickych stievnich zanét (IBD), a také je zékladnim
laboratornim znakem pfi sledovani aktivity nemoci u pacientii s IBD®?7>* Nadé&jné vysledky
ukézala meta-analyza z roku 2021 zabyvajici se sérovym kalprotektinem jakozto biomarkerem
u pacientt s juvenilni idiopatickou artritidou. Uziti sérového kalprotektinu muze piedstavovat
uzite€ny nastroj pro presnéj$i stratifikaci aktivity onemocnéni a mohlo by napomoci
individualn&jsimu pistupu k volbé& 1€k, V dospélé medicing se kalprotektin vyuziva v rdmci
§ir§i  diagnostiky  zané&tlivych procesti®®. Role alarminu  S100A8/A9 v problematice

novorozenecke sepse neni dokonale objasnéna stejné jako jeho vyuziti v klinicke praxi.
2.2.2.2 Prokalcitonin

Dalsim z fady modernich laboratornich znakl sepse je prokalcitonin. Jedna se o prohormon
kalcitoninu bez hormonalni aktivity®”. PCT je bilkovina sestavajici ze 116 aminokyselin a je
kédovan CALC-1 genem®’. Pii nepfitomnosti infekéniho stimulu je transkripce CALC-1 genu
pro PCT v non-neuroendokrinnich tkanich potladena®®. Mikrobiélni infekce je zodpovédna
za zvySeni exprese genu CALC-1 a nésledné uvolnéni prekurzort kalcitoninu z bun¢k a tkani
celého t&la®. Nejvyssi mnozstvi PCT za¢nou jatra produkovat pii sepsi. Jeho sérova
koncentrace se pak zvySuje az 1000nasobné. Stejn¢ jako CRP je PCT stimulovan centralnimi
cytokiny IL-6, IL-1p a TNF-a- . Jeho stimulace ale miiZze probéhnout i pfimo mikrobialnimi
lipopolysacharidy®’.

Pro diagnostiku ¢asné novorozenecké sepse je nejvetsim uskalim jeho fyziologické zvyseni
Vv prvnich hodinach a dnech Zivota®®®!, Detailni ptehled o postnatalnich hodnotdch PCT podala
letita, ale cenéna studie némeckych védct z roku 199851, Tito méfili PCT u novorozenci
bez prokazané sepse. Do studie byli zahrnuti pfed¢asné narozeni i novorozenci narozeni
v terminu. PCT méfili ve dvou obdobich: 0-48 hodin po porodu (diagnostika EOS) a 3-30 dni
po porodu (diagnostika LOS). Jak ukazuji vysledky této studie, a miizeme je vidét na grafech 1
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a 2, v prvnich dnech zivota ditéte jsou sérové hladiny PCT, bez ohledu na infekci, fyziologicky

zvySené a velmi dynamické. Diagnostika ¢asné EOS pomoci PCT se timto komplikuje.

Graf 1. Vékové specifické referencni rozmezi prokalcitoninu u zdravych novorozencu.
Casové rozmezi od narozeni do 48. hodiny Zivota. Ctverce ptedstavuji jednotlivé hodnoty,
teCkované Cary predstavuji spodni a horni hranici, tu¢na ¢ara predstavuje geometricky primer.

(Pfevzato z Chiesa et al., 1998 1)

PCT (ng/mL)

Time (h)
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Graf 2. Distribuce hodnot prokalcitoninu ziskanych od novorozencu prijatych na JIP
pro jiny neZ infekéni divod. Casové rozmezi od narozeni do 48. hodiny Zivota. Ctverce
ptedstavuji jednotlivé hodnoty. Teckované Cary predstavuji spodni a horni hranici, tuéné cara

piedstavuje geometricky primér. (Pfevzato z Chiesa et al., 1998)°!
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Urcita vyhoda PCT v diagnostice novorozenecké sepse je jeho nezdvislost na vétSing
perinatologickych faktord. Jednim z faktorti, které jeho hladinu v prvnich hodinach zivota
ovliviluji, je gestaéni diabetes matky. Déti téchto matek maji hladiny PCT zvy$ené nad limit®?,
V pozdéjsi studii stejnych autort vidime jako signifikantni faktor poporodniho zvyseni PCT
pouze piedéasny odtok plodové vody, a to na hlading vyznamnosti PCT p = 0,05%2. Pokud
pocitame s jeho fyziologicky zvySenou hladinou v prvnich dvou dnech zivota, pak se PCT muze

stat dobrym laboratornim ukazatelem ¢asné novorozenecké sepse, jak mizeme vidét na grafu 3.
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Graf 3. Distribuce hodnot prokalcitoninu u pacientii s ¢asnou novorozeneckou sepsi.
Casové rozmezi od narozenim do 48. hodiny Zivota. Ctverce predstavuji jednotlivé hodnoty,
teCkované cary predstavuji spodni a horni hranici referenéniho rozsahu, tu¢na ¢éara predstavuje

geometricky primér. (Pievzato z Chiesa et al., 1998)°!
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V diagnostice pozdni novorozenecké sepse se pokalcitonin bézné¢ uziva. Hladiny PCT se
pfi infekcei, resp. sepsi rychle zvySuji. Lze je detekovat 6 hodin po infekei, pfi¢emz vrcholi
za 18 az 24 hodin a zistavaji zvySené az 48 hodin. Kromé diagnostiky lze PCT vyuzit také
v hodnoceni zavaznosti nemoci a Gspé$nosti antibiotické terapie — jeho hladiny po podani
antimikrobialni terapie rychle klesaji®3. Dle pichledu a systematického piehledu z roku 2021 je
PCT oznaCovan jako slibny marker v rychlé diagnostice novorozenecké sepse, jeho

plazmatické hladiny jsou vyznamné vyssi u pacientll s potvrzenou pozdni novorozeneckou
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sepsi®*85, Ve studii, ktera vySla o rok pozdé&ji, potvrdili tuto skute¢nost pouze u novorozencii

s EOS, u LOS byly hladiny PCT nepriikazné®®.
2.2.2.3 Interleukin — 6

Interleukin-6 je cytokin, ktery hraje jednu z hlavnich roli (centralni) v obrané organismu. Je
produkovan T - a B - lymfocyty, monocyty, fibroblasty, keratinocyty, endotelidlnimi butikami,
mesangidnimi bunkami, adipocyty a nékterymi nadorovymi buiikami. Jeho produkce je
odpovédi organismu na infekci ¢i poSkozeni tkané. IL-6 je jednim z nejvice exprimovanych
mediatort zan&tu®’. Syntéza IL-6 buiikami imunitniho systému je zahajena bezprostiedné jako
odpovéd’ na PAMPs (pathogen-associated molecular patterns), resp. DAMPs na postizenou
zénétlivé zménénou tkan®, Tento protein byl objeven v 80. letech 20. stoleti. V pribéhu let
se ukédzalo, Ze je nositelem ftady biologickych funkci. Postupem c¢asu ziskaval razna
pojmenovani, ktera reflektovala pravé tyto funkce. Stru¢ny seznam uvadi tabulka 2. Nazev
interleukin-6 se poprvé objevil ve studii The Biology of Interleukin-6 zroku 1989

od japonského autora Kishimota®®,

Tabulka 2. Synonyma interleukinu-6. (Upraveno dle Simpsona et al., 1997)"

Synonyma Autofi, rok

interferon-f2 Weissenbach et al., 1980; Zilberstein et al., 1986
26K factor Content et al., 1982; Haegeman et al., 1986
B-cell stimulatory factor 2 Hirano et al., 1985

hybridoma growth factor van Snick et al., 1986; Brakenhoff et al., 1987
plasmacytoma growth factor Nordan et al., 1987

hepatocyte- stimulatory factor Gauldie et al., 1987

hematopoietic factor Ikebuchi et al., 1987

cytotoxic T-cell differentiation factor Takai et al., 1988
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Jakmile se krevnim fecistém dostane do jater, dojde k rychlé syntéze a uvolnéni proteinti akutni
faze. Témito proteiny jsou CRP, sérovy amyloid A, fibrinogen a haptoglobin. Reaktanty akutni
faze, u kterych vyplavenim IL-6 dochazi K jejich sniZeni, jsou albumin a transferin.
Hematopoeticka funkce IL-6 spoCiva v maturaci megakaryocyti v kostni dfeni a tim
k vyplaveni krevnich desti¢ek. ZvySenim hladiny hepcidinu je IL-6 zodpovédny za nizkou
hladinu sérového zeleza u anemie chronickych chorob. Hepcidin ve stievé blokuje zelezovy
transportér ferroportin 1 a tim snizuje hladinu sérového zeleza. Dtilezitou imunologickou funkci
IL-6 je pomoc v diferenciaci naivnich CD4+ a CD8+ T — lymfocytu a diky IL-6 jsou aktivované
B — lymfocyty schopné diferenciace do plasmatickych buné€k produkujicich protilatky.
Nadmérna syntéza IL-6 muze tedy vést k hypergammaglobulinemii, produkci autoprotilatek
a rozvoji autoimunitnich onemocnéni’t. Obrazky 1 a 2 podavaji pichledny schematicky popis
téchto funkei.

indukce diferenciace indukce diferenciace
CTL B-lymfocytu
' indukce maligniho ristu
T-lymfocyty @» @ @ — . 3 (myelom, plasmocytom)
cytotoxické B-lymfocyty s o mahgni
T-lymfocyty plasmatické buiiky
hematopoeticka f L

aktivita o2 . BCDF /'

s HPGF
0:::;\@ p IL-32 IL 6// buriky myelomu
CORg

% astrocyty
@)~ \ .
/ aktivita podbna

indukee @ M1 buiiky y NGF buiikam
diferenciace / nadmérna produkce \ /08
leukemickych klont IL-6 %
hepatocyty \ i\ b
\ mdukce diferenciace
megaka ryocyty \ nervovych bunék
muZe prispét
makrofa
aKrotagy ke vzniku
,). Al onemocnéni
0000 produkce
o%e proteint akutni faze

Obrazek 1. Prehled biologického piisobeni interleukinu-6 (upraveno dle Simpsona
etal., 1997)7
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Obrazek 2. Interleukin-6 p¥i imunitni odpovédi, p¥i zanétu a onemocnéni. IL-6 je cytokin
vykazujici pleiotropni aktivitu; indukuje syntézu proteint akutni faze jako jsou CRP, sérovy
amyloid A, fibrinogen a hepcidin v hepatocytech, zatimco inhibuje produkci albuminu. IL-6
hraje dulezitou roli v ziskané imunitni odpovédi stimulaci produkce protilatek a vyvoje
efektorovych T-bunék. Kromé toho muze IL-6 podporovat diferenciaci nebo proliferaci
ne€kolika neimunitnich buné€k. Diky pleiotropni aktivit¢ vede dysregulovand kontinualni

produkce IL-6 ke vzniku nebo rozvoji riznych onemocnéni.

Treg = regulacni T lymfocyt. RANKL = receptorovy aktivator ligandu jaderného faktoru kB
(NF-kB). VEGF = vaskularni endotelialni riistovy faktor.

(upraveno dle Tanaky et al., 2014)"*

IL-6 je velmi rychly a dynamicky biomarker a silny induktor produkce proteinti akutni faze
v jatrech’. Poté, co dojde k uvolnéni &asti bakteridlni bunétné stény, jeho hladina vzroste
behem 2 hodin, maximalnich hodnot dosahne do 6 hodin. Kratky polocas IL-6 je ddn pfedev§im
jeho vazbou na plasmatické bilkoviny, ¢asnym uskladnénim v jatrech a inhibici ostatnimi
cytokiny”. Hodnoty IL-6 jsou signifikantn& zvySeny jiz 48 hodin pied objevenim klinickych

piiznakl sepse’. Vzhledem k jeho kratkému polocasu je jiz 24 hodin po infekénim stimulu
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Vv plazmé téméf neméfitelny a neni vyuZitelny pro monitorovéani 1é¢by#4. Pro kratky biologicky
polo¢as nemusime zachytit peak a mél by byt kombinovan s ,,pozd¢j§im markerem®, napf.
CRPE, Diky vysoké senzitivit¢ a rychlosti vzestupu je IL-6 vhodny laboratorni znak

pro v&asnou diagnostiku novorozenecké sepse. Nevyhodou je jeho nizii specificita’.

2.2.2.4 nCD64

Kvantifikace vyskytu povrchovych bunécnych znakii metodou prutokové cytoflowmetrie je
dal$i moznosti v diagnostice novorozenecké sepse. Jako nejvhodnéjsi se jevi stanoveni
povrchovych znakl na neutrofilech. Nejvice zkoumén je povrchovy receptor nCD64. Tento
znak je u klidovych neutrofilii t¢éméf neméfitelny. Jeho exprese se rychle zvySuje pii zdnétlivé
reakci a aktivaci neutrofili. Tento vzestup je nasobny — velmi vyznamny — a je mozno jej
zaznamenat b&Zznymi metodikami pouZivanymi pfi pritokové cytometrii’>. Vyhodou tohoto
povrchového znaku jsou jeho stabilni hladiny’®. Ukazalo se také, Ze exprese nCD64 neni
ovlivnéna tranzitorni tachypnoi novorozence, syndromem respiracni tisn¢, ani dalSimi
perinatologickymi proménnymi’’. Dle meta-analyzy ¢inskych autort z roku 2016 nema nCD64
dostate¢né vysokou specificitu a senzitivitu k diagnostice novorozenecké sepse. Jednim
z divodu téchto zaveéri muze byt fakt, ze novorozenci méné exprimuji neutrofily pfi infekci
gramnegativnimi bakteriemi. Vysledky ukazuji, Ze je tieba tento povrchovy znak kombinovat
s dal§imi laboratornimi parametry’®. Ke stejnym zavérim dosla i meta-analyza z roku 2019.
Autofi doporuc€uji kombinaci nCD64 a CRP pro vétsi diagnostickou piesnost ve srovnani

se samotnym nCD64, IL-6, PCT, CRP a PCT +CRP.

2.3 Sepse a jeji definice v kontextu pediatrickych a neonatologickych

odliSnosti

Sepse ma v celosvétovém méfitku za nasledek 19 % vSech amrti. Nejvyssi tmrtnost nachazime
u déti mladsich 5 let. V této vékové kategorii pfedstavuji novorozenci 47 % vsech tumrti®,
Vyraz sepse pochazi z feckého vyrazu sepsin a znamena hnit, zhnisat®!. Dle ,, The Third
International Consensus Definitions for Sepsis and Septic Shock (Sepsis-3)“ z roku 2016 je
nejnovejsi definice sepse zaméfena na orgdnovou dysfunkci a metabolické dé&je vedouci
k organovym selhanim. Sepse je zivot ohrozujici organova dysfunkce zpisobena
dysregulovanou odpovédi hostitele na infekci. Tento stav postupné vede k septickému Soku.
Septicky Sok je klinickd podskupina sepse. Zakladni cirkulacni a bunééné/metabolické

abnormality jsou u Soku tak zdvazné, Ze podstatné zvysuji imrtnost. Jak kazdy pediatr vi, dité
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neni maly dospély. Proto je potieba brat vyse zmin€nou definici s rezervou. Jednim z kritérii
septického Soku je hypotenze. U déti krevni tlak klesd az v pretermindlni fazi, ve fazi
dekompenzace, tedy az po vyCerpani vSech kompenza¢nich mechanismi. V zadném ptipadé
neni hypotenze ¢asnym symptomem zavaznosti stavu. Pozornost je od pocatku tieba vénovat
témto symptomum: tachykardie, chladna akra s oslabenymi pulzacemi a prodlouzenym
kapilarnim navratem, snizena diuréza. V détské intenzivni péci je piithodné&jsi sepsi oznacovat
jako organovou dysfunkci spojenou se sepsi a septicky Sok jako sepsi s kardiovaskularni

dysfunkci (vEetn& hypotenze, potieby 1é¢by vazoaktivnimi latkami nebo zhorsené perfuze)??.

Pro novorozence vySe zminéné neplati. Nejcastejsi definice popisuje novorozeneckou sepsi
jako systémovou bakterialni, virovou ¢i mykotickou infekci, ktera pfedstavuje potencidlné
smrtelnou hrozbu pro donoSené i predtasné narozené déti®3. V ptesné definici novorozenecké
sepse existuje znacna heterogenita. Dle systematického piehledu, ktery se touto problematikou
zabyval, 85 % studii se pro definitivni diagndzu sepse spoléhalo na mikrobiologickou kultivaci.
Vétsina téchto definic se ve skutenosti zaméfuje spise na popis ,,.bakteriémie* nez ,,sepse‘4.
Coz je vrozporu s vyse zminénou definici dle Sepsis-3, kterd popisuje ,,zanétlivé reakce
hostitele s poskozenim koncovych organti“ nezévisle na mikrobidlni detekci. Kromé toho jsou
klinické pfiznaky novorozenecké sepse a infekce velmi nespecifické a nespolehlivé. Urcité
symptomy vSak mohou prevladat. Jsou to systémové ptiznaky jako letargie, intolerance krmeni
a teplotni nestabilita, a kardiorespiracni ptiznaky vcetné hypotenze a respiracni tisné. Dva
zZ nejcastéji uvadénych piiznaki — hypotenze a respiracni tisen — stejné jako pocet krevnich
desticek jsou parametry organového selhani méfené ve skore SOFA (Sequential Organ Failure
Assessment) v doporudenich Sepsis-3'0. Termin t&7kd sepse je povazovan za zastaraly
a Vv dospéle, ani détské intenzivni péci se jiz tento pojem nepouziva. Ve studiich zabyvajicich
se novorozeneckou sepsi je tézka sepse charakterizovana jako ptitomnost organové dysfunkce,

coz je kli¢ovy rys definice sepse u dospélych, resp. déti dle Sepsis-31°.

Novorozenci jsou ve vétsSing€ piipadil vystaveni jinym patogeniim neZz starsi déti, at’ uz to jsou
mikroorganismy zplsobujici intrauterinni infekce ¢i patogeny ziskané vertikalnim pfenosem
béhem porodu. Vzhledem k nezralosti imunitniho systému je reakce novorozencu na patogeny
rozdilna, ¢asto boutlivéjsi s progresi lokalniho nalezu. Patogeny, které jsou u starSich déti nebo
dospélych ¢asto povazovany za kontaminanty, zpusobuji U novorozenecké populace
vyznamnou nemocnost a umrtnost. VVzhledem k rychlému vyvoji mozku v novorozeneckém

obdobi musime mit na paméti i dlouhodoby vyvoj ditéte v disledku prodélané novorozenecké
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sepse. Vysledky systematického piehledu a meta-analyzy zroku 2019 ukazuji, Ze sepse
U pfed¢asné¢ narozenych déti (pod 32. gestatnim tydnem) miize mit hluboky dopad
na dlouhodoby neurologicky vyvoj téchto déti ve srovnani s pred€asné narozenymi détmi, které

sepsi neprodélaly*t.
2.4 Imunologickéa podstata novorozenecké sepse

Vzhledem k omezené expozici mikrobiim z vnéjSiho prostiedi jsou novorozenci nuceni
spoléhat se pfevazné na vrozeny imunitni systém. Tento systém nabizi rychlou, avSak
kratkodobou a nespecifickou odpovéd’ na mikroorganismy®. Vrozena imunita je prvni linii
obrany vi¢i mikrobidlnim patogeniim a podili se jak na aktivaci adaptivni imunitni odpovédi,
tak na tkanové reparaci. Vrozenou imunitu tvoii bunééné a humoralni rameno. Vrozeny systém
reguluje toleranci k sobé samému a interaguje s T- a B- lymfocyty ze ziskaného imunitniho
systému. Ziskana imunita je pomalej$i, ale vice cilena imunitni odpovéd’. Je fizena lymfocyty

a matefskymi protilatkami®. Zakladni schéma vidime na obrazku 3.

VROZENA ZISKANA
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I ....... ... ....... | | |
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1 k destrukci
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reaktantd
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Obrazek 3. Kaskada imunitni odpovédi a interakce vrozeného a ziskaného imunitniho

systému (upraveno dle Glaserové et al.,2021)%.
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Jakmile patogen obejde epitelidlni bariéry, jsou jeho molekularni vzorce spojené s patogeny
(PAMPs) detekovany receptory rozpoznavajici patogeny (PRR). Jedny z nejdulezitéjsich jsou
Toll-like receptory (TLRs)®. TLRs jsou souéasti vrozené imunity. Jejich vzdjemné plisobeni
s mikroorganismy je zasadni pro produkci a uvolnéni cytokinti, chemokinl, proteind
komplementu a koagula¢nich faktora®®8. Zname 10 typi TLRs s rozdilnymi funkcemi®’.
Napiiklad TLR4 rozeznavaji lipopolysacharidy bunétné stény gramnegativnich bakterii.
Aktivuji polymorfonukleary, monocyty a makrofagy a ty pak spousti imunitni odpoveéd®.
Podrobné schéma vidime na obrazku 4. Exprese TLRs je u novorozencti, déti i dospélych
podobna. AvsSak u ptedCasné narozenych novorozencl byla popsana nizsi exprese TLR2
aTLR4 na povrchu makrofagli. Nasledné reakce na vazbu PAMP-TLR se lisi.
V novorozeneckém obdobi jsou funkce TLR insuficientni. Po stimulaci jednotlivych TLRs
in vitro produkuji novorozenecké antigen prezentujici bunky méné prozanétlivych (IL-1b,
TNF-a) a Thl podporujicich cytokinti (IL-12p70, typ 1 interferon), ale stejné nebo vétsi
mnozstvi cytokinll podporujicich Th17 (IL-23, IL-6) ve srovnani s dospélymi butikami®. Tato
funk¢ni nedostateénost je jeden z predisponujicich faktort vedouci k rozvoji septického
stavu®8, Velkou roli v reakci novorozeneckého organismu na infekci hraji genetické faktory.
Do budoucna bude potieba tyto genetické faktory rozpoznat a pracovat s nimi prevazné
Vv terapeutické roviné. Polymorfismus TLR4, které jsou dilezité pro zahajeni vrozené imunitni
odpoveédi aktivovanim intraceluldrnich signélnich cest a rozpoznanim lipopolysacharidi
gramnegativnich bakterii, je spojovan s moznou pfi¢inou zvySené nachylnosti k septickym

staviim®’.
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Obrazek 4. Vrozena imunita — bunééné a humoralni rameno (pfevzato od Mantovani
et al.,2023)"

CcGAS —cyclic GMP-AMP synthase, cGMP — cyclic quanosine mono-phosphate, dSRNA — double-stranded RNA,
IRF interferon regulatory factor, LPS — lipopolysaccharide, MBL — mannose-binding lectin, MyD88 — myeloid
differentiation primary response 88, NF-xB nuclear factor kappa B, PGN - peptidoglycan, RIG-I - retinoid acid-
inducible gene I, SAP - serum amyloid P, SP-A - surfactant protein A, SP-D - surfactant protein D, sSRNA - single-
stranded RNA, STING - stimulator of interferon genes, TRIF - toll/interleukin-1 receptor—-domain—containing

adapter- inducing interferon-p.
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U novorozencl jsou neutrofily hlavnimi aktéry imunitni odpovédi v boji proti infekci.
Na zvifecich modelech mizeme vidét, Ze novorozenci maji ve srovnani s dospélymi jedinci
desetkrat nizsi rezervy neutrofila®. Novorozenecké neutrofily vykazuji snizenou deformabilitu.
Ve spojeni s hypotenzi mize byt ptic¢inou mikrovaskularni okluze a nasledné organové
dysfunkce. Neutrofily u novorozencti maji naruSenou schopnost tvorby NET (Neutrophil
Extracellular Trap), snizené fagocytarni funkce a nizké hladiny baktericidnich proteinti. Kromé
toho jsou mén¢ ucinné v reakci na apoptotické podnéty. Kombinace téchto zmén ve funkcich
neutrofilil je jednou z pficin vétsi nachylnosti novorozenct k infekei, resp. sepsi. A tyto zmény
Vv bunééné imunité se netykaji pouze neutrofild. Novorozenci maji nizké hladiny antigen
prezentujicich bundk (APC), monocytl a dendritickych bundk. Zirné buiky novorozenci
uvoliiuji po stimulaci vice histaminu, nez bunky dospélych. Uvolnény histamin muze

potencialng pfispivat k vazodilataci a septickému Soku®.

2.5 Shrnuti teoretické ¢asti

Novorozenecka sepse je jednim z nejvétsich problémi v neonatologii. I pies veskery pokrok,
ktery obor prodélal, zistava sepse pfi¢inou 13 % vSech novorozeneckych umrti a ma
za nasledek 42 % vsech imrti v prvnim tydnu Zivota®®. Abychom mohli danou nemoc spravné
1é¢it, musi se v prvé fadé spravné a rychle diagnostikovat. Vzhledem k akutnosti stavu je
diagnostickd rychlost a pfesnost v ptipadé sepse klicova. Klinické projevy sepse jsou
v novorozeneckém obdobi velmi nespecifickeé, coz diagnostiku stéZzuje. Proto je potieba umét
spravné porozumét laboratornim znaktim, které se pfi podezieni na sepsi jiz pouzivaji, ¢i najit

znaky nové, lepsi a presné€jsi ve své vypovédni hodnote.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Projekt 1. Stanoveni sérového kalprotektinu u pred¢asné narozenych

novorozenci a jeho vyznam v diagnostice ¢asné novorozenecké sepse

Vyskyt infekénich komplikaci, zejména bakteridlni sepse, je v novorozeneckém veku vysoky.
Je to dano mimo jiné specifickymi vlastnostmi imunitniho systému novorozence. Casn
diagnostika infekci je v tomto obdobi zasadni, rozhoduje o dal§im osudu ditéte. Laboratorni
biomarkery sepse znamé z klinické praxe maji své limity. Dynamika laboratornich zndmek
zanétu uzivanych bézné v jinych vekovych skupinéch je v novorozeneckém veku odlisna, ¢asto
zavisi na postnatalnim i chronologickém véku ditéte, coz diagnostiku dale komplikuje. Jednim
Z nadéjnych laboratornich znaki je kalprotektin. Tento marker mé svou nezastupitelnou tlohu
pfevazné v gastroenterologii. Ale postupné si nachazi své misto u mnohych nemoci napii¢

I¢kat'skymi obory.

Kalprotektin je leukocytarni cytosolovy protein, ktery se uvoliiuje z leukocyti po jejich aktivaci
nebo lyze. Pro tuto svou vlastnost se pouzivéa jako laboratorni znak aktivace granulocyt®l,
Nejznaméj$i a nejcastéjsi je jeho uziti v gastroenterologii. Vyuziva se stanoveni obsahu
kalprotektinu ve stolici, je ukazatelem zanétlivé aktivity ve stieveé. Méfeni kalprotektinu v séru
je vpraxi vyuzivano malo. V nékolika studiich bylo popsano jeho pouziti v diagnostice
novorozenecké infekce® 3, Jak bylo zminéno, elevace kalprotektinu je znamkou aktivace
granulocytil a ukazatelem probihajici zanétlivé aktivity. Je mozné se domnivat, Ze jeho sérova
hladina bude zvySena také u septickych stavll. V ramci hledani novych laboratornich znaki

sepse jsme vzhledem k vyse uvedenym vlastnostem kalprotektinu zahdjili tuto studii.
3.1.1 Cile studie

Cilem projektu bylo ovéfeni vyznamu sérového kalprotektinu v diagnostice c¢asné

novorozeneckeé sepse.

28



3.1.2 Pacienti a metody

3.1.2.1 Pacienti

Studie probihala v roce 2016 na Jednotce intenzivni a resuscitacni péce Novorozeneckého
oddéleni Fakultni nemocnice Olomouc. Do studie byli zafazeni piedCasné narozeni
novorozenci (< 35. tyden gestace), ktefi naplnili n€ktera z nize uvedenych kritérii pro diagnézu
sepse. Novorozenci, ktefi tato kritéria nenaplnili, byli zafazeni do kontrolni skupiny. Studie se

zucastnilo celkem 65 novorozencu.

3.1.2.2 Metody

U vSech novorozenctl narozenych pfed ukonéenym 35. tydnem gestace se na naSem pracovisti
provadi do 2 hodin od porodu odbér Zzilni krve v radmci skrininku ¢asné novorozenecké
sepse - 0,5 ml periferni krve na stanoveni krevniho obrazu a diferencialniho rozpoctu leukocytt
a 0,5 - 1 ml krve k biochemické analyze (CRP, IL-6). VVzorek krve k biochemické analyze jsme
pouzili k vySetfeni kalprotektinu, nebylo tedy tfeba zvlastniho odbéru. Doplnéni vySetteni bylo
v souladu s informovanym souhlasem stvrzenym zakonnymi zastupci ditéte. Krevni obraz
a diferencialni rozpocet leukocyti, CRP a IL-6 byly méteny klasickymi, jiz zavedenymi
metodami. Kalprotektin byl analyzovan pomoci testovaciho kitu Quantum Blue MRP8/14
(imunochromatograficky test) s detekci pomoci piistroje Quantum Blue reader firmy
BUHLMANN. Test je navrzen pro selektivni kvantitativni méieni antigenu kalprotektinu
(MRP8/14) pomoci sendvicové imunoanalyzy. Touto soupravou se stanovuje kalprotektin
v rozmezi 0,5 — 10 pg/ml, po natedéni vzorku extrakénim pufrem az do 100 pg/ml. V soupraveé
jsou pouzity monoklonalni protilatky vysoce specifické pro MRP8/14, analyza je kalibrovana
pomoci testu BUHLMANN MRPS8/14 ELISA. U kazdého testu probihd zaroven kontrolni
méfeni pro ovéfeni funkénosti a spravného provedeni analyzy, pro platny vysledek je
pozadovana viditelnd kontrolni linie. Test pomdha rychle stanovit prvni odhad akutniho
zanétlivého stavu pacienta. Tuto metodu jsme zvolili, jelikoz je moznost ziskat vysledek do par

hodin i ve sluzbé.
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Diagnosticka kritéria pro sepsi a zahajeni ATB terapie:

e Kklinicky obraz sepse, celkové zhodnoceni stavu (muize se objevit - nahle vznikla potteba
kysliku, ventilacni podpora, apnoické pauzy, bradykardie, hypotenze, intolerance
glukdzy, kapilarni navrat > 3 s, rozdil teploty mezi periferii a té€lesnym jadrem > 2 °C,
letargie/drazdivost, tepelnd nestabilita, intolerance stravy, zvyseni sérového bilirubinu,
oligurie, metabolicka acid6za)

e laboratorni parametry: CRP > 10 mg/l a IL-6 > 250 ng/I

e pozitivni mikrobiologické kultivaéni vySetieni krve (ev. mozkomi$ni mok, kiize a jiné) —

neni podminkou
3.1.3 Etika

K analyze vzorku nebylo tfeba zvlastniho odbéru. VySetieni byla provedena z materidlu
ziskané¢ho pro odbéry provadéné standardnim zpisobem dle zvyklosti pracovisté. Doplnéni

vysetfeni bylo v souladu s informovanym souhlasem stvrzenym zakonnymi zastupci ditéte.
3.1.4 Vysledky

Byly srovnany laboratorni hodnoty kalprotektinu déti s adnatni infekci s hodnotami
kalprotektinu déti bez potvrzené infekéni komplikace. Celkovy pocet vySetienych vzorki
(novorozencu) byl 65. Z tohoto poctu jich 25 prodélalo casnou novorozeneckou sepsi (klinicky
a laboratorné potvrzenou). Median hodnot sérového kalprotektinu u novorozenct, kteti neméli
infekéni komplikaci, byl 1,7 pg/ml, median hodnot u septickych novorozenct byl 3,3 pg/ml.
Rozdil mezi sérovou hladinou u zdravych novorozenci a novorozencl s ¢asnou
novorozeneckou sepsi nebyl statisticky signifikantni (p=0.0725). Tyto vysledky vidime
na grafu 4.
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Graf 4. Srovnani hodnot sérového kalprotektinu u novorozencii s ¢asnou novorozeneckou
sepsi (1) a zdravych kontrol (0). Tyto vysledky se pohybuji na hladiné vyznamnosti
(p=0.0725).
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3.1.5 Diskuze

Kalprotektin se nachdzi v cytosolu bunék vrozeného imunitniho systému. Uvolfiuje se
bezprostfedné po interakci hostitel — patogen. Pro tuto vlastnost se pouziva jako laboratorni
znak aktivace granulocytii a mononukleari®!. Dynamika tohoto markeru zatim neni dostate¢né
prozkoumana. Normalni hodnoty sérového kalprotektinu jsou v intervalu 0,1 a 1,6 pg/ml®,
Studie, které se ptipadnym vyuzitim sérového kalprotektinu v diagnostice novorozenecké sepse

zabyvaly, jsou rozporuplné a s rozdilnymi zaveéry.

V roce 2011 zkoumal Terrin a spol.®* diagnostickou piesnost sérového kalprotektinu v ramci
diagnostiky pozdni novorozenecké sepse a porovnaval jej s bézné uzivanymi laboratornimi
parametry jako jsou pocet leukocytt, I/T index, pocet krevnich desti¢ek a CRP. Tyto hodnoty
mefil u 231 novorozenct, vstupni kritéria byla: porodni hmotnost < 1500 g, gestacni
stafi > 24 tydnt, postnatalni stafi > 72 hodin, Zadné antibioticka terapie béhem poslednich 14
dnti. U novorozenct se suspekci na pozdni novorozeneckou sepsi byly vzorky odebrany béhem
60 minut od prvnich pfiznakd, takto bylo vysSetfeno 93 déti. Sérovy kalprotektin byl méfen
standardni ELISA metodou — commercial ELISA assay (Calprest, Eurospital, Trieste, Italy).
U 62 novorozenct s potvrzenou LOS byla sérové koncentrace kalprotektinu signifikantné vyssi
(3,1 +/- 1,0 pg/l) (p < 0.001) nez u novorozencu, u kterych se sepse nepotvrdila (1,1 +/- 0,3
pug/l). U 110 zdravych kontrol byla hodnota 0,91 +/- 0,58 pg/l. O rok pozdé&ji egyptsti
neonatologové méfili sérovy kalprotektin spolu s dal§imi klasickymi laboratornimi biomarkery
zanétu. Soubor ¢ital 48 donoSenych novorozenci a jednalo se také o diagnostiku pozdni
novorozenecké sepse, kontrolni skupina méla 40 novorozenci. Casovy idaj o odbéru vzorku
neni Kk dispozici. Kalprotektin byl méfen standardni ELISA metodou — commercial ELISA
assay (Calprest, Eurospital, Trieste, Italy). U novorozenct s potvrzenou LOS byla sérova
hladina kalprotektinu vys$si (3,77+1,85 pg/mL) neZz u zdravych kontrol (0,70£0,33 pg/mL)
(p=0,001). Novorozenci s pozitivnim mikrobiologickym kultivaénim vySetfenim krve
a novorozenci, ktefi na nasledky sepse zemieli, méli nejvyssi hladiny kalprotektinu®. Sporné
vysledky ukazuje studie z roku 2015 vedena doktorkou Decembrino. Porovnavala diagnostické
moznosti a piesnost kalprotektinu a jiz zavedenych laboratornich ukazateli novorozenecké
sepse. NerozliSovali sepsi ¢asnou a pozdni. Soubor cital 41 novorozenct. Kalprotektin byl
méfen standardni ELISA metodou - commercial ELISA assay (Calprest, Eurospital, Trieste,
Italy). Data z této studie ukazuji, ze sérova koncentrace kalprotektinu je zvySend u novorozencli

s prokédzanou sepsi. Median hodnot kalprotektinu u osmi septickych novorozenci s pozitivnim
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mikrobiologickym kultivaénim vysetfenim krve byl 2,7 pg/ml. Suspektni sepsi mélo 33
novorozencti a median hodnot kalprotektinu byl 1,9 pg/ml. Optimalni cut-off hodnota,
ktera dle této studie odlisi septické a neseptické novorozence, je 2,2 ug/ml. Senzitivita této
hodnoty je 62,5 % a specificita 69,7 %. V zavéru studie je uvedeno, ze jeho sérova hladina neni
ovlivnéna gestatnim staiim, pohlavim, ani zptisobem porodu®®. Nad&jné vysledky ukazala
iranska studie ptfipadd a kontrol z roku 2017, kdy beéhem prvnich 72 hodin Zivota odebrali
vzorky krve novorozencl, ktefi vykazovali znamky sepse. Kontrolni skupinu tvofili
novorozenci s ikterem, u kterych bylo nutné odebrat krev pro hodnoceni sérové hladiny
bilirubinu a dalSich laboratornich markeru ke zjisténi pfi¢iny Zloutenky. Z krve analyzovali
standardni biochemické ukazatele a krevni obraz. Ve studii se pak zamétili na kalprotektin a /T
index. Sérovy kalprotektin byl méfen standardni ELISA metodou — Biovendor ELISA Kkit.
Median hodnot kalprotektinu ve skuping, ktera prodélala EOS a ¢itala 40 novorozencii, byl 23
760 ng/mL a ve skupiné kontrolni, kde bylo také 40 déti, byla hodnota 13 140 ng/mL, tyto
vysledky byly na hladiné vyznamnosti 0.002%. Recentni studie z lofiského roku vedena
doktorkou Pirr z némeckého Hannoveru testovala kalprotektin jakozto laboratorni parametr
pozdni novorozenecké sepse u novorozencii narozenych pred 32. tydnem gestace. Sérovy
kalprotektin byl odebran v dobé prvnich klinickych projevi sepse. Ve srovnani s CRP a IL-6

kalprotektin neukazal vyhodu, nedokazal rozlisit mezi septickym a zdravym novorozencem®,

Ve vSech té€chto pracich autofi vyuZivali k méfeni sérového kalprotektinu standardni ELISA
metody. Dal§im diivodem nepiesvéd¢ivych vysledka by bezesporu mohla byt mala a nesouroda
kohorta. Novorozenci s EOS bylo pouze 25, kdeZto zdravych kontrol témét dvojnasobné (40).
Lze spekulovat, ze pti vEtsi kohorté s EOS by vysledek mohl prokézat statisticky vyznamné
rozdily (vysledek p < 0.07 naznaCuje urlitou statistickou tendenci). RovnéZz pii veétsi
homogenité pacienti s EOS (gesta¢ni stafi, hmotnost, perinatogické faktory) by se hodnoty
mohly zménit. Kalprotektin je laboratorni znamkou aktivace neutrofili, je mozné,
Ze U pfedCasné narozenych novorozenct, kdy jsou rezervy neutrofilli snadno vycerpany kvili
snizené krvetvorbé v kostni dfeni, je béhem sepse jeho hodnota falesné negativni. Pro lepsi
pochopeni a ev. vyuziti kalprotektinu v ramci diagnostiky novorozenecké sepse by bylo potieba

detailné prozkoumat dynamiku tohoto markeru.
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Tabulka 3. Vysledky odbéri z publikovanych studii zaméfenych na Kkalprotektin

a novovorzeneckou sepsi
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Terrin, 2011% 62 3,1 pg/ml 13,1 mg/dl 16,645 x 103/mm3 X 52+
LOS
v 29 1,1 pg/ml 6,2 mg/dl 14,837 x 103/mm3 X X
v 110 0,91 pg/ml 2,1 mg/di 12,382 x 103/mm3 X X
Abdel- y
Maaboud, 48 1,5-6,5ug/ml | 8-29mg/l 8 - 31 x 10%/dl 10 - 250 pg/mL 8+, 40-
LOS
2012%
v 40 0,5-1,4pug/ml  0,5-9 mg/l 3,8 -16 x 103/dl 10 - 15 pg/mL
Decembrino,
v 2,7 pg/ml 6 mg/dl 13,3 x 103/mm?3 X 8+
2015%
v 1,9 pg/ml 1,5 mg/dl 13 x 103/mm3 X 33-
v
Shams, 20179 40 23 760 ng/ml X 10,42 x 10%/dl X 2+, 38-
EOS
v 40 13 140 ng/ml X 3.85x X
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3.2 Projekt 2. Porovnani hladin interleukinu-6 z pupec¢nikové a periferni
krve novorozence a definovani jeho dynamiky ve vztahu k jednotlivym

proménnym

Doporu¢enym postupem je Gto¢na antibioticka 1é¢ba déti s novorozeneckou sepsi a naopak
vynechani antimikrobidlni 1é€by u novorozencii bez onemocnéni. Nadbytecnd ATB terapie
zasahuje do organismu nezralého ditéte, prokazateln¢ zvysuje riziko vzniku nozokomialnich
infekci a dalsich komplikaci, napf. nekrotizujici enterokolitidy®’. Casna a spolehliva
diagnostika novorozenecké sepse je jednou ze zasadnich otazek soucasné neonatologie. Hojné
vyuzivanymi laboratornimi biomarkery jsou proteiny akutni fdze a prozanétlivé cytokiny.
Dutlezity laboratorni znak je i IL-6. IL-6 je cytokin, ktery hraje dilezitou roli v obrané
organismu, a to diky svému imunitnimu a hematopoetickému ptisobeni a schopnosti vyvolat
odpovéd’ akutni faze8. Prekazkou pro dostupnost IL-6 na nékterych pracovistich ziistava jeho

vysoka cena.

Novorozenci, pifedevS§im pfed¢asné narozeni, patii mezi nejzranitelnéj$i populaci détskych
pacientli. Neinvazivni vysetfovaci metody by mély vzdy, pokud to situace a stav ditéte dovoli,
predchézet tém invazivnim. Proto je snaha drzet se toho vSem znamého hesla ,, Primum non

nocere “, predev§im neskodit.

Vzdy kdyz studujeme a v klinické praxi pouzivame konkrétni laboratorni parametr, je tieba
znat jeho cut-off hodnoty. Chiesa et al.®® nim ve své studii podal prehledny popis referenénich
hodnot a postnatalni dynamiky IL-6. Primérna hodnota IL-6 u zdravych donoSenych
novorozenct ihned po narozeni byla 1,69 pg/ml, ve 24. hodin¢ Zivota 4,09 pg/ml a 3,45 pg/ml
ve 48. hoding zivota. Dynamika IL-6 u zdravych novorozenci narozenych tésn¢ pied terminem

s témito vysledky korespondovala; 10,9 pg/ml (0 h), 9,3 pg/ml (24 h), a 8,4 pg/ml (48 h).
3.2.1 Cile studie

Klinickym cilem nasi studie bylo zjistit, zda Ize vySetfenim krve z pupecniku nahradit brzky
postnatalni odbér periferni krve. Jde o snahu omezit odbér periferni krve a nahradit ho
nebolestivym odbérem z pupeéniku. Bylo nutné popsat hladiny IL-6 Vv pupecnikove krvi
pfedcasn¢ narozeného novorozence. Odbér IL-6 z periferni krve je jiz standardné zaveden
v ramci diagnostiky novorozenecké sepse. Zname jeho cut-off hodnoty. Dale byla snaha

porovnat pupecnikové a periferni hodnoty IL-6 a najit mezi nimi vztah v zavislosti
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na perinatalnich faktorech jako je gestacni stafi, zptisob porodu, ATB podana matce prenatalné,
predcasny odtok plodové vody, sepse a asfyxie. Poptipade zjistit, zda lze z pupecnikové
hodnoty predikovat hodnotu periferni. Nase studie se tykala procesu diagnostiky casné

novorozenecke sepse.

3.2.2 Pacienti a metody

3.2.2.1 Pacienti

Do studie byli zahrnuti novorozenci narozeni pied ukon¢enym 35. tydnem gestace (<34+6),
u kterych se zdaftil odbér dostate¢ného mnozstvi pupecnikové krve. U vSech déti narozenych
pied ukoncenym 35. tydnem gestace se dle standardii pracovisté provadi do 2 hodin od porodu
odbér zilni krve vramci skrininku ¢asné novorozenecké sepse — 0,5 ml periferni krve
na stanoveni krevniho obrazu a diferencialniho rozpoétu leukocyti a 0,5 — 1 ml krve

k biochemické analyze (CRP, IL-6).
3.2.2.2 Metody

Studie probihala na Jednotce intenzivni a resuscita¢ni pé¢e Novorozeneckého odd€leni Fakultni
nemocnice Olomouc, které je jednim z 12 &eskych perinatologickych center. Prospektivni
studie probihala od dubna 2016 do srpna 2018. Odbér pupecnikové krve byl proveden
standardn¢ z pupecnikové tepny té€sné¢ po vybaveni placenty, viz obrazek 5. Odbér krve
Z periferni Zily novorozence byl proveden do 2 hodin od porodu, viz obrazek 6. Hodnoty IL-6
byly stanoveny na analytickém systému Cobas 8000 (vyrobce Roche/Hitachi). Pouzita byla

kvantitativni metoda ,,ECLIA* (elektrochemiluminiscen¢ni imunostanoveni).

Definice asfyxie dle The American College of Obstetricians and Gynecologists z roku
2014%:

e Apgar skdre <5v 5. a 10. minuté zivota

e pH z pupeénikové tepny <7,0 nebo nedostatek bazi (BD) >12 mmol/l, nebo oboji

e poskozeni mozku dle MRI (magnetickd rezonance)

e pfitomnost multisystémového organového selhani spolu s hypoxicko-ischemickou

encefalopatii
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Kritéria pro hodnoceni septickych novorozenci a zahajeni ATB terapie:

e Kklinicky obraz sepse, celkové zhodnoceni stavu (mtize se objevit - nahle vznikla potieba
kysliku, ventila¢ni podpora, apnoické pauzy, bradykardie, hypotenze, intolerance
glukézy, kapilarni navrat > 3 s, rozdil teploty mezi periferii a télesnym jadrem > 2 °C,
letargie/drazdivost, tepelnd nestabilita, intolerance stravy, zvyseni sérového bilirubinu,
oligurie, metabolicka aciddza)

e laboratorni parametry: CRP > 10 mg/l a IL-6 > 250 ng/I

e pozitivni mikrobiologické kultivaéni vySetfeni krve (ev. mozkomi$ni mok, kiize a jiné) —

neni podminkou

Obrazek 5. Odbér krve z pupecnikové tepny tésné po vybaveni placenty (foto z archivu
autora)
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Obrazek 6. Odbér krve z kubitalni Zily u novorozence (foto z archivu autora)

3.2.2.3 Statistické metody

Pro srovnéni spojiteho znaku (hladina IL-6 ¢i jeho logaritmus) mezi dvéma skupinami pacientli
jsme pouzili neparametricky Kruskal-Wallistv test. Tento test je pro dvé skupiny ekvivalentni
Wilcoxonovu testu. Neparametricky test jsme volili diky vyrazné nenormalit¢ hladin 1L-6
a také proto, Ze jeho vysledek zavisi na pofadi hodnot v obou skupinéch, lze tedy 1épe piechazet
mezi pivodnimi hodnotami a jejich logaritmy. Pro predikci (na tirovni logaritmii obou hladin)

jsme pouzili standardni linearni regresi. VSechny testy probé&hly na hladiné 0.05.
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3.2.2.4 Etika

K analyze vzorku nebylo tfeba zvlaStniho odbéru, vySetieni byla provedena z materialu
ziskaného pro odbéry provadéné standardnim zptisobem dle zvyklosti pracovisté. Doplnéni

vySetieni bylo v souladu s informovanym souhlasem stvrzenym zakonnymi zastupci ditéte.
3.2.3 Vysledky

Parovy odbér se podatilo zrealizovat u 73 novorozencu. Priimérné stari bylo 32+0 tydnt gestace
(24+0 — 34+6), pramérna porodni hmotnost byla 1740 g (600 g — 3300 g). Z celkového poctu
73 novorozenct bylo 36 rozeno cisaiskym fezem. Tii novorozenci byli po porodu asfykticti
s potfebou kardiopulmonalni resuscitace. 16 novorozencl bylo 1é¢eno antibiotiky pro ¢asnou
novorozeneckou sepsi. 42 rodicek dostalo prenatalné ¢i perinatalné antibiotika z divodu
pozitivity GBS (Streptococcus agalactiae, Gram-pozitivni B-hemolyticky kok skupiny B)
¢1jiné infekéni komplikace matky a 35 rodicek mélo pfedcasné odteklou plodovou vodu, tedy
odteklou plodovou vodu pfed nastupem pravidelné délozni ¢innosti?®. Zminéna demograficka

data uvadi piehledné tabulka 4.

Tabulka 4. Demograficka data sledované kohorty

ATB
@ pocet tydni Porodni Cisaisky ) ]
Asfyxie = Sepse podana PROM
gestace hmotnost 2 rez
matce
32 17409
36 3 16 42 35

(24+0 — 34+6) (600 g — 3300 g)

Tabulka 5 uvadi namétené hodnoty IL-6 v pupecnikové a periferni krvi. Jak vidime, hodnoty
Vv periferni krvi jsou mnohonasobné vyssi nez hodnoty v krvi pupe€nikové. Primérna hodnota
IL-6 Vv pupecnikové krvi byla 16,88 ng/l, v krvi periferni 288,93 ng/l. Median v krvi

pupetnikové byl 6,5 ng/l, vkrvi periferni 56 ng/l. Minimalni namétfena

cwwvr
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hodnota IL-6 zaznamenana v periferii bylo 4,7 ng/l, oproti maximu, které dosahlo v jednom
ptipade az 11 932 ng/l. Mezi prvnim (pupecnik) a druhym (periferie) méfenim IL-6 byl zjistén
signifikantni rozdil (p < 0.001). Median prvniho méfeni je 6,5 ng/l, median druhého méteni je

56 ng/l, nardst je téméf desetinasobny. Grafické znazornéni vidime na grafu 5.

Tabulka 5. Namétené hodnoty IL-6 v pupe¢nikové a periferni krvi (ng/l)

primér medién minimum maximum
pupecnikova Kkrev 16,88 6,5 1,7 984,7
periferni krev 288,93 56,0 4,7 11932,0

Graf 5. Srovnani hodnot interleukinu-6 v pupeénikové (prvni) a periferni (druhé) krvi.
Osa y znazoriuje logaritmickou $kalu. Rozdil v hladinach, testovano non-parametrickym

Kruskalovym-Wallisovym testem, statisticky signifikantni (p < 0.001).
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Hodnoty IL-6, které¢ by byly zjistény z periferni krve, lze predikovat z krve pupecnikové
(graf 6). Jako vhodny se jevi linearni model na udrovni (dekadického) logaritmu obou
hladin — logaritmus hladiny IL-6 v periferni krvi (IL6_perif) Ize modelovat jako linearni funkci
logaritmu hladiny IL-6 v krvi pupecnikové (IL6 pup). Na naSich datech vychazi predikéni
model takto: log (IL6_perif) =1.27 + 0.48 * log (IL6_pup). Pokud odstranime logaritmy z obou
stran vztahu, dostaneme rovnici IL6_perif = 18.7 * (IL6_pup)®4.

Graf 6. Predikce hodnot interleukinu-6 v periferni krvi na zakladé hodnot v Krvi
pupecnikové. Osa y je skute¢ny (naméfeny) logaritmus hladin IL-6 v periferni krvi; osa x

ukazuje ptredpokladané hladiny.
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V dalsi analyze jsme se soustiedili na zavislost vzrustu IL-6 v periferni krvi oproti jeho hodnoté
v krvi pupecnikové na dalSich proménnych (pfedcasné odtekla plodova voda, ATB podana
matce pred porodem, cisaisky fez, poporodni asfyxie, sepse). Vzrust hladiny IL-6 jsme
definovali jako log (IL6_perif) — log (IL6_pup). Vzrust hladiny IL-6 neni na zminénych
faktorech statisticky zavisly (graf 7-11). Neni zavisly na tom, zda pted¢asné odtekla plodova
voda (p = 0.5), na ATB podanych matce prenatalné (p = 0.14), na zptsobu porodu (p = 0.75),
na asfyxii (p = 0.10), ani na sepsi (p = 0.16).
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Graf 7. Zavislost vzristu interleukinu—6 v periferni krvi oproti jeho hodnoté v krvi

pupecnikové na predcasné odteklé plodové vodé (PROM=1)
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Graf 8. Zavislost vzristu interleukinu—6 v periferni krvi oproti jeho hodnoté v krvi

pupecnikové na antibiotické terapii podané matce pred porodem (ATB=1)

3 T T I. T T
L]
&
25} * * .
&
L] .‘. ® &
]
2F ".. LY * .
e . : & @
5 -‘...
= L .
5%1.5- - &g . (] -
= LY &
g o %' . L@ b
1_ . . . -
L]
o
& &
&
05 -
&  ath=1
& ath=0
I:I | 1 1 1 1
] 05 1 1.4 2 2.4 3

Log ILG pupecnhik

42



Graf 9. Zavislost vzriistu interleukinu—6 v periferni krvi oproti jeho hodnoté v krvi

pupecnikové na zptisobu porodu
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Graf 10. Zavislost vzristu interleukinu—6 v periferni krvi oproti jeho hodnoté v krvi

pupecnikové na asfyxii (ASF=1)
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Graf 11. Zavislost vzristu interleukinu—6 v periferni krvi oproti jeho hodnoté v krvi

pupecnikové na sepsi
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3.2.4 Diskuze a zavér

Duvodem problematického piistupu k septickym novorozenctim, resp. pied¢asné narozenym
novorozencum, je nespecificky klinicky obraz a nezraly imunitni systém. Je snaha najit idealni
laboratorni znak, ktery by vcas septického novorozence rozpoznal. V neonatologii se jiZ
na zac¢atku diagnostického procesu potykame se specifickym problémem, a to s omezenym
mnozstvim biologického materialu (krve). Objem krve nezralého novorozence ¢ini asi 80 ml/kg
télesné hmotnosti. Tito pacienti jsou velmi zranitelni, je proto snaha vSech oSetiujicich 1¢kait
volit pfistupy co nejméné invazivni. V diagnostice ¢asné novorozenecké sepse by odbér
pupecénikové krve mohl nahradit odbér z periferni krve, ktery se standardné provadi v prvnich

hodinach Zivota.

Probéhla fada studii, ve kterych se autofi zaméfili na pupecnikovy IL-6 jakozto diagnosticky
nastroj Casné novorozenecké sepse, a to jak u donoSenych, tak ptfedCasn€¢ narozenych
novorozencl. Ve vSech téchto studiich mél pupecnikovy IL-6 u septickych novorozenct
zvySené hodnoty. Nebrali ale v ivahu dynamiku tohoto cytokinu. Pouzivali stejné cut-off

hodnoty jako v periferni krvit9:1%, jak vidime na vysledcich nasi studie, dynamiku IL-6 nelze
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pfi jeho hodnoceni opomenout. V italské studii z roku 2001 se autofi zaméfili na referencni
rozmezi postnatalnich hodnot IL-6. Do studie zahrnuli 148 novorozencli narozenych
po ukon¢eném 35.tydnu gestace. Tito novorozenci byli po dobu sledovani (4 tydny)
bez infek¢nich komplikaci. Naméiené hodnoty ve vSech tiech ¢asovych bodech (0, 24, 48
hodin) negativné koreluji s gestatnim vékem. U donoSenych novorozencii byla primérna
hodnota IL-6 signifikantné niz§i v pupeénikové krvi (1,69 ng/l) nez ve 24. (4,09 ng/l)
a 48. hodin¢ (3,45 ng/l). U novorozenct pied¢asn¢ narozenych byla jiz pupecnikova hodnota
vyss§inez u déti terminovych a to 10,9 ng/l. Zde vSak nevidime tak vyrazny rozdil ve 24. hoding
(9,3 ng/l) a 48. hodin¢ (8,4 ng/l). Autofi se domnivaji, ze u pfedCasné narozenych déti za¢ina
stresova reakce organismu jiz pfed narozenim, a to by mohl byt divod vysSich hodnot
Vv pupecnikové krvi®, V nasi studii byla primérna hodnota IL-6 v pupe¢nikové krvi 16,88 ng/I.
Moznym divodem by mohla byt skuteCnost, ze naSe kohorta sestavala z novorozencu
narozenych pfed ukonCenym 35. tydnem gestace, primérné 32. tyden. Jednalo
se 0 novorozence predCasné narozené, u nichz pravdépodobné zaCind stresova reakce
organismu jiZ intrauterinné. Hodnota ve 24. hoding zivota se zdsadn¢ 1i$i od ndmi namétenych

hodnot v prvnich dvou hodinach zivota.

Neni pochyb o tom, ze IL-6 je velmi dynamicky marker. Divody pro rychly vzestup v tomto
kratkém poporodnim obdobi (do 2 hodin od narozeni) je nejasny. Je mozné uvazovat o stresoveé
reakci organismu zplisobenou porodem, oxida¢nim stresem, reakci na zménu vnéjsiho prostredi
a kontaktem s mikrobialnimi antigeny, prematurita aj. K objasnéni je nutné provést dopliujici
studie zamétfené timto smérem. K diagnostice ¢asné novorozenecké sepse je pravdépodobné
mozné pouzit hodnoty hladin IL-6 z pupec¢nikové krve. Vzdy je nutno pouzit piislusné
(a odlisné) cut-off hodnoty. Nase studie je jedine¢na zhodnocenim dynamiky tohoto centralniho
cytokinu v ¢asném postnatalnim obdobi. Poukézala na nutnost pouzivani jinych cut-off hodnot
pii uziti pupecnikového IL-6 jakoZto laboratorniho znaku ¢asné novorozenecké sepse. Limitaci
studie by mohl byt vybér kohorty a fakt, ze téméf jedna Ctvrtina novorozenci byla zatizena
patologii (sepse, asfyxie). AvSak pfi statistickém zpracovani jednotlivych proménnych vidime
nezavislost vzestupu IL-6 na téchto proménnych. Tato ,,nezavislost* je zajimava a potvrzuje
jeho prediktivni univerzalnost. Dle meta-analyzy z roku 2022, ktera se zaméfila na periferni
a pupecnikovy IL-6 v diagnostice ¢asné novorozenecké sepse, je senzitivita a specificita IL-6

Vv pupecnikové krvi vyssi nez v krvi periferni — 83 vs. 71 % a 85 vs. 77 %0,
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Na naSem pracovisti pupecnikovy IL-6 nahradil ¢asny odbér z periferni krve. IL-6 z pupe¢niku

bereme u vSech déti pod < 34 + 6 (vCetné) tydnti gestace. Dle vysledki nasi studie, klinické

praxe a literarnich zdroji pracujeme s nasledujicimi pravidly:

pupecnikové hodnoty, pii klinickych znamkach: 20-25 ng/l velmi suspektni

sérové hladiny, pii klinickych znamkach: 250-300 ng/l velmi suspektni

pii téchto hodnotach a klinickych znamkéch indikujeme ATB a ev. dle dalSiho
monitoringu ¢asn¢ vysadime

pokud jsou tyto hodnoty bez klinickych znamek sepse, Cili odbér se bral z jiného divodu,
pak ATB neindikujeme

hodnoty (pupeénikové i periferni) 1000 ng/l a vice — ATB indikujeme i bez klinickych

znamek sepse
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3.3 Projekt 3. Stanoveni exprese povrchového receptoru CD64 na povrchu

neutrofili u septickych novorozencii metodou priitokové cytometrie

Hledani novych, spolehlivych diagnostickych laboratornich znakt, které by dokazaly
s vysokou jistotou potvrdit ¢i vyloucit pfitomnost systémové bakteridlni infekce u predcasné
narozenych déti je prioritnim ukolem soudasné neonatologie. Casty vyskyt novorozenecké
sepse, zranitelnost organismu v novorozeneckém obdobi a obavy z nasledku vede v klinické
praxi bézné k zahajovani ATB terapie i pfi vzniku nespecifickych klinickych piiznak,
a tedy teoreticky k jejich nespravné indikaci. Pfitom naduzivani této terapie pfinasi vyznamna
negativa (asociace s vyskytem nekrotizujici enterokolitidy, vznik rezistentnich bakteridlnich
kment, ovlivnéni mikrobiomu novorozence)!'t'?2  Klinické projevy infekce jsou
v novorozeneckém ve&ku nespecifické, a to zejména Vv populaci piedasné narozenych
novorozencl. Prekryvaji se s jinymi komplikacemi nezralosti (RDS, ob¢hova nestabilita,
otevieny duktus arteriosus, poruchy termoregulace atd.)'31!4, Ve vyzkumnych pracich bylo
a je testovano uziti mnoha potenciondlnich biomarkerti — proteinti, cytokinli, metabolomik,
genomik. Jednou z moznosti, jak casné odhalit reakci organismu na invazi patogennich kmend,
je detekce povrchovych znakt bunék podilejicich se na imunitni reakci. Takovyto povrchovy
znak je napf. receptor CD64. CD64, znamy také jako Fc-gamma receptor 1, je vysokoafinitnim
receptorem pro 1gG protilatky, a podili se tak na procesu fagocyt6zy opsonizovanych bakterii.
Ke zvySeni exprese receptoru na povrchu neutrofill dochdzi asi za hodinu po invazi
patogennich kmenid. Mohlo by jit o pomérné Casny ukazatel infekéni komplikace. Zpravy
0 vyuziti stanoveni exprese CD64 na neutrofilech (nCD64) v diagnostice novorozenecké sepse
jsou pon&kud rozporuplné a nepiinaseji jasné vysledky!'®. Vzhledem Kk nejednoznaénosti
publikovanych dat jsme v ramci hledani novych laboratornich marker novorozenecké sepse

zah4jili vlastni méfeni tohoto povrchového znaku.
3.3.1 Cile studie

Cilem nasi pilotni studie bylo ovéfeni moznosti vyuziti jedné z metodik stanoveni nCD64

Vv diagnostice novorozenecké sepse u predCasné narozenych novorozenct.
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3.3.2 Pacienti a metody

3.3.2.1 Pacienti

Byly vySetfeny krevni vzorky pfedCasné narozenych novorozenci (narozenych
pted 35. tydnem té¢hotenstvi) hospitalizovanych na Jednotce intenzivni a resuscitacni péce
Novorozeneckého oddéleni Fakultni nemocnice Olomouc od biezna 2016 do ¢ervna 2017. Tito
pacienti byli rozdé€leni do dvou skupin:

l. Casna novorozenecka sepse. U kazdého novorozence narozeného pied 35. tydnem

gestace se na naSem pracovisti odebira pupecnikova krve CRP, IL-6 a krevni obraz
v ramci diagnostiky ¢asné novorozenecké sepse. Z tohoto diivodu jiz neprovadime ¢asny
(do 2 hodin od porodu) odbér z periferie. Postnatalni (a tedy kontrolni) odbér ke stanoveni
pocti krevnich elementd a biochemického vySetfeni provadime mezi 12. a 24. hodinou
zivota ditéte. Novorozenctiim zarazenym do I. skupiny byly vySetfeny krevni vzorky
dle tohoto standardu.

I. Pozdni _novovozeneckd sepse. Ve druhé skupiné pacienti bylo vySetfeni provedeno

vramci kontrolniho laboratorniho vySetfeni nebo pifi podezieni na pozdni
novorozeneckou sepsi, tedy kdykoliv, ale ne dfive nez po 72. hodiné Zivota. Novorozenci
zatazeni do této skupiny naplnili n€kterd z téchto kritérii:

e klinicky obraz sepse, celkové zhodnoceni stavu (muze se objevit - nahle vznikla
potieba kysliku, ventilaéni podpora, apnoické pauzy, bradykardie, hypotenze,
intolerance glukozy, kapilarni navrat > 3 s, rozdil teploty mezi periferii a télesnym
jadrem > 2 °C, letargie/drazdivost, tepelna nestabilita, intolerance stravy, zvySeni
séroveho bilirubinu, oligurie, metabolicka aciddza)

e laboratorni parametry: CRP > 10 mg/l a IL-6 > 250 ng/I

e pozitivni mikrobiologické kultivacni vySetfeni krve (ev. mozkomisni mok, klze

a jiné) — neni podminkou
3.3.2.2 Metody

K analyze byly pouZity vzorky odebrané pro stanoveni krevniho obrazu a diferencidlniho
rozpoctu. U vSech vzorkll bylo provedeno stanoveni a kvantifikace urcenych povrchovych
bunéénych znakli metodou pritokové cytometrie. Analyza ziskanych vzorki byla realizovana
metodou vicebarevné prutokové cytometrie s panelem protilatek proti CD3, CD4, CDS8,
CD16+CD56+, CDI14, CDI15, CDl163, CDI19, CD138, CD45RO, CD64 a patficnych
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izotypovych kontrol na cytometru FACS Canto Il (Becton Dickinson) s pouzitim analytického
software FACS Diva ver. 8.0 1 (BD Biosciences). U cilovych subpopulaci bylo stanoveno jejich
procentudlni zastoupeni. V piipadé CD64 se jedna o populaci exprimovanou na CD15
pozitivnich granulocytech, pfi¢emz k analyze dat bylo akvirovano minimalné 50 000 udalosti
Vv gatu granulocytii. Ovéfeni pozitivity CD64 bylo provedeno pomoci medianu fluorescencni

intenzity.

Ostatni diagnostika a terapie byla provadéna dle zavedenych diagnostickych a terapeutickych
standardi pracovisté, véetné stanoveni béznych biochemickych markert. Pfed zahajenim
terapie byl proveden odbér krve k mikrobiologickému hodnoceni. Nasledné byl vyhodnocen
stav a pritb¢h onemocnéni u déti, které byly zafazeny do kategorii dle klinického prabehu
a vysledkt laboratorniho vySetfeni:
a. Jista sepse (pozitivni klinické 1 laboratorni pfiznaky, pozitivni mikrobiologické kultivacni
vySetteni krve)
b. Pravdépodobna sepse (pozitivni klinické 1 laboratorni pfiznaky, negativni
mikrobiologické kultivaéni vySetteni krve)
c. Sepse klinickd (pozitivni klinické, negativni laboratorni pfiznaky a negativni
mikrobiologické kultivaéni vySetieni krve)
d. Sepse nepfitomna (negativni klinické, laboratorni ptiznaky i mikrobiologické kultivacni

vySetfeni krve).

3.3.2.3 Statistické metody

Rozdily ve spojitych proménnych mezi skupinami (naptiklad rozdil v expresi nCD64 mezi
pacienty se sepsi a bez sepse) byl srovnavan pomoci boxplotl a testovan Kruskalovym-
Wallisovym testem. Standardni ROC kiivky vznikly tak, Ze pro vS§echny mozné cut-off hodnoty
zkoumaného prediktoru jsme vynesli na osu x dopln¢€k specificity do jedni¢ky a na osu y
senzitivitu. Vzhledem k malému poctu pacientti jsme obecné davali pfednost vizualizaci dat
pted testovanim hypotéz. Ptipadné testy hypotéz byly provadény na hladiné 0.05. VSechny
analyzy byly provedeny v softwaru MATLAB 2013b and Statistics Toolbox, The MathWorks,

Inc., Natick, Massachusetts, United States.
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3.3.2.4 Etika

K analyze vzorku nebylo tfeba zvlaStniho odbéru, vySetieni byla provedena z materialu
ziskaného pro odbéry provadéné standardnim zptisobem dle zvyklosti pracovisté. Doplnéni

vySetieni bylo v souladu s informovanym souhlasem stvrzenym zakonnymi zastupci ditéte.
3.3.3 Vysledky

V prvni skupin€ pacientli (zamétfené na diagndzu ¢asné novorozenecké sepse) bylo vysSetifeno
174 novorozencl. Primérma porodni hmotnost byla 1613 g (410 g — 2450 g), gestacni vek
piinarozeni 31 tydnd (24-33). Z tohoto poctu mélo jistou (a) nebo pravdépodobnou sepsi (b)
celkem 23 pacientll, u ostatnich se o infekéni komplikaci nejednalo. U vSech 23 pacientt s jistou
nebo pravdépodobnou sepsi byla zahajena ATB terapie dle doporuceni. Po statistickém
zpracovani vysledkl vidime na grafu 12 vyznamnou asociaci signifikantné zvySenych hodnot

nCD64 a vyskytem sepse (jisté nebo pravdépodobné).

Graf 12. Hodnoty nCD64: srovnani skupin pacienti s a bez EOS. Rozdil v expresi nCD64

je statisticky vyznamny na hlading 1073,
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Na grafu 13, ktery znazoriiuje vysek ROC kiivky, vidime opét vysokou prediktivni hodnotu
nCD64 pro novorozeneckou sepsi (jista, pravdépodobnd). Jako idealni cut-off hodnota se jevi
13 %.

Graf 13. Vysek ROC kiivKky, srovnani senzitivity a specificity pro jednotlivé cut-off
hodnoty nCD64. True positive (TP), false positive (FP), true negative (TN), and false negative
(FN) cases.
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Ve druhé skupiné (zamétfené na diagndézu pozdni novorozenecké sepse) bylo vySetfeno
43 novorozencii. Primérnad porodni hmotnost byla 1282 g, (410 — 2200 g), gestacni vek
pii narozeni 31 tydnii (24 - 33), u 4 pacientl se jednalo dle kritérii o sepsi jistou (a), u 4 o sepsi
pravdépodobnou (b), 35 pacientli sepsi nemélo. I v této skupin€ pacientli byla prikazna
asociace hodnot nCD64 se sepsi (pravdépodobnou nebo jistou, p < 0.0001), signifikantni byl
i rozdil hodnot nCD64 mezi obéma skupinami pacientii se sepsi (p = 0.0001; viz Graf 14).
Pro nizky pocet pacientli nebyla konstruovana a hodnocena kfivka ROC. U téchto pacientt

jsme provedli analyzu srovnavajici asociaci nCD64 ve srovnani s CRP a poctem leukocyti,
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které byly odebrany ve stejné dob&. Asociace je t&€snéjsi v pfipadé nCD64 ve srovnani

s hodnotou CRP i leukocyti (graf 15,16).

Graf 14. Srovnani hodnot exprese nCD64 v kategoriich pozdni novorozenecké sepse

(LOS). Rozdily mezi skupinami jsou vyznamné na hladiné p = 0.0001.
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Graf 15. Srovnani markeru (CRP [mg/l] a nCD64) a jejich vytéznosti v diagnostice pozdni
novorozeneckeé sepse (LOS). Exprese nCD64 stratifikuje pacienty zietelné 1épe (vertikalni

dé¢leni) nez CRP (horizontalni déleni).
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Graf 16. Srovnani markert (pocet leukocyti a nCD64) a jejich vytéZnosti v diagnostice
pozdni novorozenecké sepse (LOS). Exprese nCD64 stratifikuje pacienty zietelné 1épe

(vertikélni déleni) nez pocet leukocyti (horizontalni délent).
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3.3.4 Diskuze a zavér

V literatufe pfibyva dikazii o moznosti vyuziti nCD64 v diagnostice novorozenecké sepse
u donoSenych i pred¢asné narozenych novorozenci. Dle publikovanych dat jde o laboratorni
parametr s ¢asnym vzestupem. Dalsi vyhodou je stabilita jeho hodnot v ¢asném poporodnim
obdobi®, Vysledky studii jsou vSak nejednoznalné, coz mize byt dano jak rozdilnosti
pouzitych metod stanoveni nCD64, tak zejména malou homogenitou zkoumanych soubord.
Velka ¢ast publikovanych studii nedostatecné rozliSuje jednotlivé skupiny pacientl (pfedcasné
narozené¢ déti, déti narozené v terminu), odliSnou patofyziologii onemocnéni (rozdilné
dynamika onemocnéni pii prenatadlné vzniklé infekci ve srovnani s mikrobialni invazi
postnatalni), ¢asto neni piesné stanovena doba odbéru, coz zcela opomiji dynamiku vzestupu

infek¢énich markert!t’ 129, Doposud byly publikovany dvé& meta-analyzy, ani tyto se neshoduji
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ve svych zavérech: zatimco prvni povazuje nCD64 za ukazatel spise malo piinosny’, druhd

popisuje jeho excelentni diagnostickou piesnost???,

Vysledky nasi pilotni studie ukazuji na velmi tésnou a vyznamnou asociaci nCD64 s vyskytem
novorozenecké sepse. Tato zjiSténi vSak nelze generalizovat z vicero diivodli: nami pouzita
metodika je odlisna od pfevazné pouzivanych zpisobu stanoveni nCD64 — vysledna hodnota
uvadi podil CD64 pozitivnich neutrofilli, nejde o nejcastéji pouzivany index vici standardu.
Studovand populace je mala s nizkym zastoupenim novorozencu se sepsi — z tohoto dtivodu

bude nutno v dalSich studiich zpfesnit indika¢ni kritéria a soubor adekvatnim zptisobem rozsifit.
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4 Shrnuti experimentalni ¢asti

Ve vSech tiech pilotnich studiich jsme se zaméfili na dynamiku a diagnostickou pifesnost
novych perspektivnich laboratornich znakli ¢asné 1 pozdni novorozenecké sepse. Pravé
dynamika téchto biomarkerd je v procesu pochopeni a uméni interpretace piedlozenych
vysledkt klicova. Jako typicky piiklad, kdy znalost dynamiky laboratorniho parametru je
nezbytnd, lze uvést CRP v diagnostice Casné novorozenecké sepse. Zde se jeho uziti
nedoporucuje, a to praveé pro jeho pomalou reakci a vyrazné zpozdéni za klinickym obrazem.
Je vSak vhodny k monitorovani uspéSnosti zvolené terapie. Naproti tomu vhodny biomarker
v diagnostice ¢asné novorozenecké sepse je centralni cytokin IL-6. Jeho extrémni dynamiku
jsme prokazali také v nasi studii. Tento cytokin pro monitoraci na rozdil od zminéného CRP

vhodny neni.

Studované kohorty v nasem projektu, resp. projektech byly vyvazené co do skladby
testovanych novorozencti, tak do ¢asové presnosti odebranych vzorkl. Urcitou nevyhodou,
kterou je tieba brat v potaz v interpretaci vysledkd, je nizky pocet septickych novorozencd,
ato ve vSech trech projektech. Naproti tomu vyhoda nasi studie je pomérné vysoky pocet

naméfenych vzorkda.

Zasadnim piinosem nasi studie pro klinickou praxi je zavedeni neinvazivniho odbéru
pupeénikové krve k méfeni IL-6. Tato metoda zcela nahradila odbér z periferni krve v prubéhu
prvnich 2 hodin zivota. V rdmci skrininku ¢asné novorozenecké sepse tento odbér podstupuji
vsichni novorozenci narozeni pfed 35. tydnem gestace, ktefi jsou hospitalizovani na Jednotce

intenzivni a resuscita¢ni pé¢e Novorozeneckého oddéleni Fakultni nemocnice Olomouc.
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6 Seznam pouzitych zkratek

ANC - absolute neutrophil count

APC — antigen prezentujici bunky

APPs — proteiny akutni faze

ATB — antibiotika

CRP — C-reaktivni protein

CFU — colony forming units

DAMPs — damage associated molecular pattern molecules
EOS - ¢asna novorozenecka sepse, early-onset sepsis
GBS - Streptococcus agalactiae, grampozitivni f-hemolyticky kok skupiny B
IBD — nespecificky stfevni zanét

I/T index — immature to total neutrophil ratio

IL-6 — interleukin-6

IL-1B — intekleukin-1pa

JIA — juvenilni idiopaticka artritida

LOS - pozdni novorozenecka sepse, ate-onset sepsis

MRI — magneticka rezonance

NET — Neutrophil Extracellular Trap

NLR — neutrofil/lymfocyt index

PAMPs — pathogen associated molecular patterns
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PCT — prokalcitonin

PROM - pied¢asné odtekla plodova voda
PRR — receptory rozpoznavajici patogeny
RDS — syndrom dechové tisn¢ novorozence
ROC — Receiver Operating Characteristic

sC — cisarsky fez

SIRS — systémova zanétliva reakce organismu
SOFA - Sequential Organ Failure Assessment
TNF-a — tumor necrosis factor-a

TLRs — Toll-like receptory

TTP — time to positivity

UPV —uméla plicni ventilace
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9.1.4 Prednaskova ¢innost

Védecky poster: Srovnéni sérovych hodnot prokalcitoninu a interleukinu-6 z pupeénikové
a periferni krve novorozence na neonatologické konferenci v Ceskych Budgjovicich
(XXXIII. Neonatologické dny s mezinarodni, 8.-10.11.2017)
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Védecky poster: Role nCD64 v diagnostice novorozenecké sepse u piedéasné narozenych
novorozenca na neonatologické konferenci v Hradci Kralové (XXXIV. Neonatologické dny,
10.-12.10.2018)

Védecky poster: The role of nCD64 in the diagnosis of neonatal sepsis in preterm newborns
na neonatologické konferenci v Amsterdamu, Nizozemsko (Euro Neonatology 2018, 6. - 7. 12.
2018)

Prednaska: Novorozenecka sepse. Srovnani pupecni a periferni hodnoty IL-6 u prred¢asné
narozenych novorozencu na pediatrickém kongrese v Olomouci (XIV. Pediatricky kongres
S mezinarodni i¢asti, 26.-28.9. 2019).

9.2 Ostatni publika¢ni a prednaskova ¢innost

Kazuistické sdéleni v recenzovaném cCasopise: Bastan, A., Ludikovd, B., Novak,
Z., Karaskova, E. Burkittiv lymfom Zaludku jako pFi¢ina sideropenické anemie u 14letého
chlapce. Pediatr. praxi. 2020;21(2): 150-3.

Piehledovy ¢lanek: Bastan, A., Ludikovd, B. Vrozené hemolytické anemie jako pFiciny
nekonjugované hyperbilirubunemie u novorozenci — stru¢ny piehled. Neonatologické

listy. 2020;26(2):16-8.

Piehledovy ¢lanek: Bodnar V., Bastan, A. Protein S100B a perinatélni asfyxie. Roche Labor
Aktuell. 2021;25(3):22-30.

Kapitola v knize: Bastan, A. Anemizace plodu a novorozence. Dva vinici? In: Dokoupilova,
M., Cerny, M. et al. Kazuistiky z neonatologie. Praha: Maxdorf, s.r.o0., 2020, pp 159-163. ISBN
978-80-7345-649-9.

Piednaska: Neobvykla pri¢ina hepatosplenomegalie na pediatrickém kongrese
v Luhacovicich (Festival kazuistik, 20.-22.4. 2018).

Piednaska: Neni zvraceni jako zvraceni na pediatrickém kongrese v Luhacovicich (Festival
kazuistik, 26.-28.4. 2019).
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Start-up grant FN Olomouc 2016 — Stanoveni sérové hladiny calprotectinu u novorozenct

a jeho vyuziti v diagnostice novorozenecké sepse

Start-up grant FN Olomouc 2018, MZ CR — RVO (FNOI, 00098892) - Vytvoieni
sofistikovaného systému sbéru a vyhodnocovani dat u novorozeneckych infekci s cilem vyuzit
analyzu takto ziskanych dat pro ¢asnou diagnostiku a racionalizaci ATB terapie septickych

novorozencl
IGA_LF_2018 043 - Molekularni a imunologicka podstata vybranych cytopenii u déti

IGA_LF_2021_047 - Onemocnéni détského véku
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Abstract

Background Numerous articles related to S100 proteins have been recently published. This review aims to introduce this
large protein family and its importance in the diagnostics of many pathological conditions in children and adults.

Data sources Based on original publications found in database systems, we summarize the current knowledge about the
S100 protein group and highlight the most important proteins with focus on pediatric use.

Results The S100 family is composed of Ca** and Zn** binding proteins, which are present only in vertebrates. Some of
these proteins can be used as diagnostic markers in cardiology (S100A1, SI00A12), oncology (S100A2, SI00AS, SI00A6,
S100A 14, S100A16, S100P, S100B), neurology (S100B), rheumatology (S100A8/A9, S100A4, SI00A6, and SI00A12),
nephrology and infections (S100A8, SI00A9, SI00A8/A9, S100A12). The most useful S100 proteins in pediatrics are
S100A8, S100A9, heterodimers S1I00A8/A9, S100B and S100A12.

Conclusions The S100 family members are promising biomarkers and provide numerous possibilities for implementation
into clinical practice to optimize the differential diagnostic process.

Keywords S100 - Diagnostics - Marker - Pediatrics

Introduction extracellular function only while others have both of the men-
tioned roles [9]. After they transit from intracellular to extracel-

S100 proteins, found only in vertebrates [ 1], are low molecu-  lular space, they begin to act as alarmins, also known as dam-
lar weight proteins with two Ca®* binding sites of EF-hand  age-associated molecular pattern molecules [10]. According
type [2]. Another ion, which is bound by these proteins andis ~ to Boteanu et al., alarmins are a multifactorial group of mol-
intensively studied, is Zn*; thanks to this, S100 proteins exert  ecules which are able to activate immune cells through spe-
important intracellular and extracellular roles [3]. They canalso  cific receptors and are critical for immune response to tissue
bind other transition metals like Cu®* and Mn?* [4]. S100pro-  stress [11]. They also play a role in tissue repair, for exam-
teins received their name due to their solubility in 100% satu-  ple, SI00A4 is neuroprotective in brain injuries [12], equally
rated ammonium sulphate [5]. Most recently, 21-25 members  as S100B [13, 14]. Furthermore, some S100 proteins (e.g.,
of the S100 family have been described [6, 7]. They are tissue- ~ S100B and S100A8) extinguish the inflammatory response
and cell-specific [8]; some of them have an intracellular oran  [15-18]. Extracellular S100 proteins function through inter-
acting with cell-surface receptors, such as G protein-coupled

54 Anna Medkova receptors, scavenger receptors and cell-surface heparan sulphate
medkova.andula@gmail.com proteoglycans, but predominantly with receptors for advanced
glycosylation end products (RAGE) and Toll-like receptor 4
(TLR4) [9, 10]. TLR4 are mainly known to recognize lipopoly-
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Pavlova 6, 779 00 Olomouc, Czech Republic saccharide, a component present in G-negative bacteria [19].
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and Translational Medicine, Palacky University Olomouc, macrophages and thus initiate an immune response [20-22].
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Olomouc, 1. P. Pavlova 6, 779 00 Olomouc, Czech Republic sues but upregulated upon accumulation of ligands [24]. RAGE
Published online: 01 June 2018 @ Springer

80



World Journal of Pediatrics

are also probably one of the main regulators of tissue repair
and acute injuries [25]. RAGE are quiescent in adult skeletal
muscles, but become expressed in activated, proliferating satel-
lite cells and differentiating myoblasts in injured muscles, with
cessation after muscle regeneration [26].

Diagnostic markers in adult medicine
Cardiology

The main cardiospecific S100 protein is ST00A1 with
important Ca>* mediated functions in myocardial cells. Dif-
ferent degrees of ischemia during cardiopulmonary bypass
terminated by reperfusion are induced and influenced by
Ca** cytosolic overload. Thus, ST00A1 might be an impor-
tant intracellular link in ischemia-reperfusion injury of the
heart [27]. ST0O0A1 can also be detected in extracellular com-
partments after myocardial ischemia [28]. SI00A] is required
for appropriate cardiomyocyte contraction [29, 30]. As was
shown by Most et al. in 2004, adenovirus-mediated myo-
cardial ST00A] gene delivery can restore SI00A1 protein
expression in a failing myocardium and rescue contractile
dysfunction through normalised intracellular Ca** and
Na* handling [30]. Another S100 protein which appears to
be important in cardiology is a SI00A8/A9 heterodimer,
whose increased plasma level might be a warning sign of
cardiovascular event [31]. SI00AG6 is significantly elevated
in acute coronary syndrome and myocardial infarction [32].

Neurology

High levels of SI00B are found in the serum and cerebro-
spinal fluid (CSF) after a brain injury with levels in the CSF
being 10-100 times higher than in the serum [33]. The half-
time in the serum is approximately 30 minutes [34]. Even
a minor brain injury may substantially increase the levels
of S100B during the first days after the injury [35]. Accord-
ing to a study published in 2012 by Cervellin et al., in which
they assessed the diagnostic accuracy of serum S100B pro-
tein in comparison with computed tomography (CT) findings
in patients with mild head injuries, the levels of SI00B were
significantly higher in patients with a CT scan pathology.
Therefore, serum S100B levels might allow the omission of
CT in some patients with mild head injury [36]. However,
this would require maximum caution because enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) test or mass spectromeltry are
much slower than CT scan and cannot evaluate the size and
anatomical position of the lesion.

ST00AG6 is another S100 protein important in neurology,
especially regarding the pathophysiology of Alzheimer’s dis-
ease and amyotrophic lateral sclerosis (ALS). SI00A6 is upreg-
ulated in the white matter in Alzheimer’s disease mouse models
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and is overexpressed in astrocytes located near the impaired
motoneuron axons in ALS [32].

Rheumatology

The most useful and best known S100 protein in rheumatol-
ogy is SI00A8/A9 heterodimer, also known as calprotectin. A
systematic review from 2015 clearly shows that serum levels
of SI00A8/A9 are elevated in active rheumatoid arthritis (RA)
and decrease after successful therapy. ST00A8/A9 is an inde-
pendent and significant predictor of erosive disease and a marker
for monitoring the effectiveness of biological treatment. The
level of SIO0A8/A9 is high in the synovial fluid of RA patients
which suggests local production by inflamed synovium [37].
Tantivitayakul et al. in a study from 2016 showed that pro-
teins SI00A8 and S100A9 can be used as non-invasive prog-
nostic markers in patients with lupus nephritis. The mRNA lev-
els of SI00A8 and S100A9 in the peripheral blood leukocytes
were significantly higher in active lupus nephritis patients than
in patients with quiescent lupus nephritis or healthy controls
and correlated significantly with treatment response. Moreover,
mRNA expression levels of the S100A8 and S100A9 in the kid-
ney were associated with an early loss of kidney function [38].

Oncology

Many S100 proteins may have both pro- and anti-tumorigenic
effects. S100P is upregulated in almost all cancers that have
been studied; it is detected in primary tumours and metastatic
lesions in serum, saliva, bile and faeces [6]. S100B is released
into the extracellular space by astrocytes [39] and promotes
glioma growth. Tumour progression and angiogenesis can
be decelerated by inhibiting S100B [40]. S100B inhibition
might also be used in the treatment of malignant melanoma
[41]. S100B is also important in monitoring of breast cancer
treatment: elevated tissue and serum levels of S100B predict
poor disease-free survival in endocrine-treated patients and
are strongly associated with subsequent disease recurrence
[42]. SI00A7 is detected in the serum of patients with lung
and ovarian cancer and can serve as a potential marker of
these cancers [43, 44]. S100A6 is significantly elevated in
the early stages of non-small cell lung cancer, gastric can-
cer, urinary bladder urothelial carcinoma and ovarian cancer
[32]. According to a 2013 meta-analysis, S100A4 overex-
pression in colorectal carcinoma patients correlates with
tumour progression and poor prognosis [45]. Upregula-
tion of S100A6, SI00A7, SI00AS8, S100A9, S100A11, S1
00A15, SIO0P and S100Z can be seen in breast cancer,
where conversely SI00A2 and S100A4 are down-regulated
[7]. Zhang et al. proved that serum and mRNA expres-
sion of ST00A8 and S100A9 is upregulated in renal cell car-
cinoma compared with benign kidney lesions, other urologi-
cal tumours or non-cancer controls [46].
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Diabetes

S100A8/A9 plays an important role in atherogenesis in type
I diabetes by interacting with RAGE receptors. This interac-
tion on hepatic Kupffer cells, as a response to hyperglyce-
mia, results in increased production of interleukin-6, which
is involved in inflammatory thrombocytosis. Inhibition of
the STO0A8/A9 binding to RAGE (e.g., using paquinimod),
therefore, reduces diabetes-induced thrombocytosis [47].
Other authors demonstrated that hyperglycaemia triggers
release of S100A8/A9 from neutrophils and by binding to
RAGE it ultimately leads to increased thrombopoietin (TPO)
production in the liver. TPO causes megakaryocyte prolif-
eration and increased platelet production [48].

Chronic wounds show disturbances in proteins regulat-
ing the healing process. Krisp et al. showed in 2013 that
expression of the inflammatory response stimulating S100
proteins—Ilargely S100A8 and S100A9—in chronic diabetic
foot exudates was almost ten times higher [49].

$100 proteins in pediatrics

In contrast with adult medicine, the S100 proteins have different
use in pediatrics, mainly due to a divergent disease spectrum. The
most widely explored member of the S100 family in pediatrics
is the ST00A8/A9 heterodimer, which can be found under sev-
eral synonyms in the literature, such as calprotectin, calgranulin
A/B, MRPg/14, cystic fibrosis factor, etc (Table 1). ST00A8/A9 is
an antimicrobial, calcium- and zinc-binding heterocomplex pro-
tein contained in the cytosol of innate immune cells, such as neu-
trophils, and is expressed on the membrane of monocytes [61].
It is released immediately after host-pathogen interaction and,
therefore, has been used as a nonspecific marker of activation
of granulocytes and mononuclear phagocytes. ST00A8/A9 rep-
resents about one half of the total cytosolic protein content in
neutrophils and approximately 5% in monocytes [62]. It interacts
with cytoskeletal components and this function is very important
for transendothelial migration [63]. Its antimicrobial activity is
probably exerted through its zinc molecule [64]. ST00A8/A9 can
be measured in all body fluids (including serum, saliva, faeces,
urine, semen, sputum, liquor, abscess fluid).

Gastroenterology

S100A8/A9 in faeces (faecal calprotectin, FC) can be quanti-
fied in patients with inflammatory bowel diseases (IBD) and
correlates positively with disease activity. Patients with moder-
ate and severe IBD have elevated FC levels, most markedly in
ulcerative colitis (UC) with extensive large bowel involvement;
conversely, FC levels are low when only the rectum is affected.
Similarly in Crohn’s disease (CD) patients, the highest levels
of FC are seen when large intestine is involved. Interestingly,
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Table 1 Synonyms of S100A8/A9 protein adapted from Dhas 2012
[50]

Synonyms Authors

L1 antigen Fagerhol et al. (1980) [51]
Zwadlo et al. (1986) [52]
Dorin et al. (1987) [53]
Odink et al. (1987) [54]
Andersson et al. (1988) [55]

Wilkinson et al. (1988) [56]

27E10 antigen

Cystic fibrosis antigen

MRP8/14*

L1 light and heavy chain

Calgranulin A (CAGA )/calgranulin B

(CAGB)
p8.14 Hogg et al. (1989) [57]
60B8-A and B antigen Tobe et al. (1989) [58]
Calprotectin Steinbakk et al. (1990) [59]
S100A8/S100A9 Schafer et al. (1995) [60]

“Methylated related protein [51]

UC and CD patients in remission have clevated SI00AS8/
A9, either because endoscopic remission occurs later than clin-
ical remission, or because it might predict disease recurrence
[65]. A meta-analysis from 2010 evaluated whether FC exami-
nation in suspected IBD could reduce the number of endo-
scopic procedures, and confirmed that FC is an appropriate
screening tool for patients with suspected IBD [66]. However,
significant evidence to safely exclude IBD was rather found in
studies involving adults patients. Two years later, Van de Vijver
ctal. proved that normal levels of faccal SI00A8/A9 can safely
rule out IBD [67]. This might be helpful for general practi-
tioners dealing with patients with abdominal symptoms and/
or other complaints resembling IBD, where normal levels
of FC (<50 pg/g) can justify a “watch and wait” strategy. On
the contrary, FC is of no significant value in the routine diag-
nostic work-up in coeliac disease [68].

Pneumology

In 2013, Cobanoglu et al. explored whether bronchial
asthma, atopy and lung functions are related to serum lev-
els of SI00A8/A9 as an inflammatory marker in children.
Although bronchial asthma is an inflammatory condition,
they failed to confirm this hypothesis [69]. On the other
hand, as early as in 1996, Golden et al. discovered that
serum levels of SI00A8/A9 were significantly higher in
patients with cystic fibrosis (CF), reflecting the extent of
inflammation [70]. Serum S100A8/A9 plays an important
role in predicting the time to CF exacerbation. Monitor-
ing the S100A8/A9 levels in both serum and sputum might
be used to check the efficacy of antimicrobial treatment
in CF exacerbation, because the levels decrease signifi-
cantly after an appropriate therapy [71]. The results of this
study were partially confirmed by Horsley, who observed
no changes in sputum S100A8/A9 levels but a significant
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decrease in serum S100A8/A9 levels after an antibiotic treat-
ment [72]. Clearly, there is a need for further studies to be
performed.

Rheumatology

Like in adults with rheumatoid arthritis where serum levels
of heterodimer S100A8/A9 are used to monitor impact of
biological treatment and to predict erosive disease, S100A8/
A9 levels in children predict the response to biological (anti-
tumor necrosis factor) treatment of juvenile idiopathic arthri-
tis JIA) [73]. The SI00A8/A9 levels decrease after the initia-
tion of therapy in good responders and vice versa, the disease
recurrence can be predicted by their re-elevation in JIA
patients in remission. In terms of Kawasaki disease, persistent
high levels of serum ST00A8/A9 are associated with a higher
risk of developing coronary arterial lesions [74]. Henoch-
Schonlein purpura, one of the most frequent vasculitis in the
pediatric population [75], affects mainly the small vessels of
the skin, joints, gastrointestinal tract and kidneys [76]. Here,
serum S100A8/A9 is a reliable marker of renal injury [64].
Recent study from 2017 [77] evaluated S100 proteins (S10
0A4, S100A6, ST00A8/9 and S100A12) in the serum and
urine as potential biomarkers of global and renal-specific
disease activity in childhood-onset systemic lupus erythema-
tosus (cSLE). The results showed that higher urine levels of
S100 proteins, but not the serum levels, are associated with
increased lupus nephritis activity in ¢cSLE. S100A4 was the
most promising lupus nephritis activity predictor.

Neonatology

During the last two decades, we have witnessed much pro-
gress in neonatology, particularly in caring for premature
newborns. Neonates who are born prematurely are prone to
many pathological conditions, e.g., necrotizing enterocolitis
(NEC). NEC is a serious intestinal disorder with high mortal-
ity and morbidity, which is difficult to diagnose due to its non-
specific symptoms. Many diagnostic markers are studied, one
of which is SI00A8/A9 (FC) protein in the stool. A system-
atic review from 2016 clearly shows that faecal SI00A8/A9 is
elevated in newborns suffering from NEC, but further studies
are needed to define cut-off values according to postnatal and
gestational age |78]. Compeotto et al. found no correlation
between S100A8/A9 levels in the stool and gestational age
[79]. Yang et al. also found that FC levels had no correla-
tion with gestational age, but they tended to decrease insig-
nificantly with postnatal age [80]. Conversely, fecal STO0AS/
A9 significantly increased with postnatal age in a study by
Josefsson et al. [81]. Strong postnatal and gestational depend-
ences were also confirmed in a study by Zoppelli et al. [82].
In addition to S100A8/A9, another S100 pro-
tein was studied as a diagnostic marker of NEC,
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namely S100A12 (Calgranulin-C, MRP6). SI00A12 is
predominantly expressed and secreted by neutrophil granu-
locytes [83] and in small amounts by monocytes [84]. In
healthy subjects, it can be found in tissues and organs where
neutrophils and monocytes/macrophages are common,
The main properties of this protein comprise chemotactic
activity and activation of intracellular signalling cascades
leading to cytokine production and induction of oxida-
tive stress [85, 86]. According to studies from 2012 and
2013, S100A12 might be an early marker of NEC, but its
cut-off levels must be estimated |87, 88|.

Neonatal sepsis is a serious, potentially life-threatening
disease with high mortality and morbidity, especially in
preterm newborns. It is necessary to distinguish between
early-onset and late-onset sepsis. Early-onset sepsis (EOS)
is associated with acquisition of microorganisms from the
mother’s body and appears during the first 3 days of a new-
born’s life. Late-onset sepsis (LOS) is attributed to medical
care, so the spectrum of pathogens is different from EOS. It
occurs between the 4th and 90th day of life. Early diagno-
sis is essential for adequate therapy of neonatal sepsis and
involves two main factors: systemic inflammatory reaction
and detection of microorganisms in the bloodstream (blood
culture). This is complicated particularly in prematures,
where clinical signs of sepsis are nonspecific and blood cul-
ture has poor sensitivity in EOS (ongoing antibiotherapy,
technical problems, etc.). Numerous classical markers of
sepsis are being used, but none of them is entirely ideal.

A few works examined whether ST00A8/A9 could be
a suitable marker of neonatal sepsis. To achieve good pre-
dictive value, it is important to precisely define the cohort
of newborns in terms of gestational age, postnatal age and
the time of sepsis onset (LOS or EOS). A 2011 multicen-
tre study evaluated diagnostic accuracy of serum SI00A8/
A9 in diagnosing LOS in very low birth weight premature
newborns. Serum S100A8/A9 was significantly higher in
the septic group compared to the control group [89]. An
Egyptian study in 2012 focusing on full-term neonates [90]
observed significantly higher serum S100A8/A9 levels in
neonates with LOS compared to the controls. The levels
of ST00A8/A9 correlated positively with hemoculture results,
morbidity and mortality, because the cases with positive blood
cultures and poor outcomes had the highest levels of serum
calprotectin. The most recent study appeared in 2015 [91],
where the investigators did not distinguish between preterm
and full-term neonates, nor between EOS and LOS. They
studied a small cohort of 41 neonates without a control group;
8 had sepsis with a positive blood culture and 33 had sus-
pected clinical sepsis. The data showed that plasma concen-
tration of SI00A8/A9 was elevated in newborns with sepsis.
The authors established a cut-off for the diagnosis of sepsis to
be 2.2 pg/mL of SI00A8/A9 in the plasma with a sensitivity
and specificity of 62.5 and 69.7%, respectively.
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Asphyxia and post-asphyctic complications represent
another pathological condition which should be handled
intensively. Intraventricular haemorrhage is one of these com-
plications and the most common form of cerebral haemor-
rhage in preterm neonates. It is difficult to diagnose, because
during the first 72-hour clinical symptoms may be missing
and radiologic imaging for brain damage might be negative
[92]. S100B protein in serum and even in the urine is a use-
ful marker for early detection of intraventricular haemorrhage
in the post-asphyctic period [93, 94]. Its examination can
identify newborns at risk of hypoxic-ischemic encephalopa-
thy (HIE) after asphyxia, reflect the extent of brain damage
and help with prognostication in infants with HIE [50, 51, 95].

Laboratory methods

The most commonly used laboratory procedure is ELISA, a
plate-based assay technique enabling detection and quantifi-
cation of peptides, proteins, antibodies and hormones. ELISA
is cheap and quick, but rather a semiquantitative method. The
future belongs to mass spectrometry, which serves as a versa-
tile and effective tool in chemical analysis. It provides highly
specific molecular information with excellent sensitivity. The
disadvantages of ELISA are, above all, accuracy and price.
Moreover, cut-off levels must be set up carefully for every
single test, diagnosis, material and pathological condition.

Conclusions

The S100 family has multiple members; some of them are
well known, others waiting to be investigated. The S100
proteins are promising biomarkers and may be suitable for
implementation into clinical practice and differential diag-
nostics. In pediatric practice, the leading S100 protein is
the ST00A8/A9 heterodimer, better known as calprotectin.
Larger clinical trials are needed to validate the clinical sig-
nificance of S100 proteins. Some clinical trials related to
S100 proteins are ongoing, mostly focused on S100B in
brain trauma and headache.
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The role of n(D64 in the diagnosis of neonatal sepsis in preterm newborns

Jan Halek?, Martin Novak®, Anna Medkova’, Tomas Furst¢, Jarmila Juranova®

Background. Diagnosing neonatal sepsis is difficult, particularly in preterm newborns. A promising method appears
to be evaluation of cell surface markers by flow cytometry.

Methods. This prospective study investigated 217 newborns suspected of having early- or late-onset neonatal sepsis.
In all, flow cytometry was used to determine the proportion of CD64-positive neutrophils (nCD64). Based on the clini-
cal course and laboratory test results, newborns were categorized as having proven, possible, clinical or no neonatal
sepsis. Subsequently, associations between the categories and nCD64 values were analyzed.

Results. There were significant associations between nCD64 values and the development of sepsis in newborns with
both early- or late-onset sepsis.

Conclusion. nCD64expression is significantly elevated in preterm newborn with early and late onset sepsis. The results

show that nCD64 is a reliable marker for diagnosing neonatal sepsis.
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Received: December 20, 2017; Accepted: June 5, 2018; Available online: June 21,2018

https://doi.org/10.5507/bp.2018.033

“Neonatal Ward and Department of Pediatrics, University Hospital Olomouc and Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky University

Olomouc, Czech Republic

tDepartment of Hemato-Oncology, University Hospital Olomouc and Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky University Olomouc,

Czech Republic

“Department of Mathematical Analysis and Mathematical Applications, Faculty of Science, Palacky University Olomouc, Czech Republic

Corresponding author: Jan Halek, e-mail: jan.halek@fnol.cz

BACKGROUND

Neonatal sepsis (NS) is a rather serious but relatively
common health problem. The incidence is around 2.7%,
being particularly high in the population of very-low-birth-
weight (VLBW) infants'?. The consequences of NS can
be minimized by early initiation of antibiotic therapy.
Due to high NS rates, vulnerability of the organism in
the neonatal period and concerns about consequences
(considerable mortality, association with other acute or
chronic complications, etc.), antibiotic therapy is com-
monly started in clinical practice even though nonspe-
cific clinical signs develop. This is in spite of the fact that
antibiotic overuse is linked to major negative outcomes
(development of necrotizing enterocolitis, emergence of
resistant bacterial strains, impact on the neonatal microbi-
ome, etc.) (ref.**). The reliable and early diagnosis of NS
is therefore essential but, unfortunately, rather difficult.
Traditionally, it relies on identifying the pathogen causing
bacterial infection in the bloodstream and the presence of
typical clinical signs. However, the sensitivity of blood cul-
ture is low, particularly in early-onset sepsis (EOS), main-
ly due to antibiotic therapy frequently administered to
mothers in the perinatal period, varying bacterial counts
in samples and technical difficulties such as collecting
enough blood, particularly in VLBW neonates. Another
drawback of classical bacteriological tests is their duration
since it takes 48 to 72 h from collection to identify a sam-
ple as clearly negative’. In the neonatal period, the clinical
signs of infection are nonspecific, once again, mainly in
preterm newborns; they overlap with other immaturity

complications (infant respiratory distress syndrome, cir-
culatory instability, patent ductus arteriosus, impaired
thermoregulation, etc.) (ref.*’). Given the pitfalls of di-
agnosing NS, novel markers are searched for and used.
Under ideal circumstances, these should fulfill the follow-
ing criteria: Such markers should allow diagnosis in both
the early and late stages of infection and timely response
to adequate therapy. The sensitivity of an ideal marker
should approach 100%, and so should its specificity. With
regard to patients, the marker should be detected in small
sample volumes; the tests should be rapid, simple and
inexpensive. These criteria are not met by any of the cur-
rently used markers. The so-called classical hematological
markers (leukocyte, neutrophil and platelet counts, LT ra-
tio, immature leukocyte count, various hematological indi-
ces, etc.) are commonly included in examination patterns
but their diagnostic accuracy and specificity are limited.
Probably the most widely used “biochemical” marker of
NS, C-reactive protein (CRP), is one of the so-called late
markers. Its sensitivity is mainly low in the early stages of
infection; its reliability increases, particularly with serial
measurements. In that case, its negativity practically rules
out the presence of NS. It is not completely specific for
NS (ref.”). Procalcitonin (PCT), an intermediate marker,
is relatively specific, providing prognostic information as
well; it decreases rapidly in response to effective therapy.
However, its complex postnatal “physiological” dynam-
ics makes its measurements difficult, particularly in EOS
(ref.'*!"). Among cytokines, interleukin 6 (and, possibly,
interleukin 8) seems to be most commonly used in prac-
tice. This very early NS marker is pathophysiologically
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involved in the initial phases of the organism’s response
to microorganism invasion. The drawback is its very fast
dynamics as it rapidly decreases after the initial phases
of the infectious process. Therefore, it should be used in
combination with an intermediate or late marker (PCT,
CRP) (ref.*"*12), Studies have tested the use of numerous
other potential markers such as proteins, cytokines, me-
tabolomic and genomic markers. Additionally, molecular
genetic methods such as polymerase chain reaction or
sequencing are definitely promising as these may improve
pathogen detection, particularly in EOS (ref."*!).

Flow cytometry is a bioanalytical method which
combines the principles of fluorescence microscopy and
haematological analyser. It is based on measuring and
subsequently analysing the physical characteristics of
cells in the carrier fluid in interaction with light radiation.
The basic quantities usually analysed are the size of the
cells, the density of their inner content (granularity)
and the intensity of fluorescently marked monoclonal
antibodies for the detection of complementary antigens
on the surface and inside the analysed cells. Given its
high sensitivity, rapid laboratory response, wide range of
analytical possibilities and also relatively low cost of an
examination, flow cytometry became a “gold standard”
in many branches of biometric analysis.

The organism’s response to pathogenic strain invasion
may be recognized early by detecting surface markers on
cells involved in the immune response. Numerous mark-
ers on the surface of leukocytes and macrophages have
been studied, one of them being CD64. Also known as
Fc-gamma receptor 1, CD64 is a high-affinity receptor for
monomeric IgG antibodies, thus involved in the process of
phagocytosis of opsonized bacteria. Since the expression
of the receptor on neutrophil surfaces increases approxi-
mately one hour after invasion, it may be a relative early
marker of infectious complications. Reports on the use of
CD64 expression on neutrophils (nCD64) in diagnosing
NS are somewhat contradictory, yielding inconsistent re-
sults". The presented pilot study aimed to verify whether
one of possible methods for nCD64 measurements may
be used for diagnosing NS in preterm newborns.

MATERIALS AND METHODS

Patients

The study analyzed blood samples collected from pre-
term neonates (born before gestational week 34) cared for
in the University Hospital Olomouc Neonatal Ward be-
tween March 2016 and June 2017. There were two groups
of patients: (1) According to the standard ward routine,
blood samples were collected 12 to 14 h postnatally for
blood cell counts, biochemical analysis and EOS diagno-
sis. (2) Blood samples were collected for repeated labora-
tory tests or in case of suspected late-onset sepsis (LOS)
at any time but no sooner than 72 h postnatally.

Methods
The analysis utilized samples collected to determine
the numbers of blood elements and perform differential

blood count. In all samples, assessment and quantification
of given surface cell markers were carried out by means
of flow cytometry. Analysis of the acquired samples was
carried out by means of multicolour flow cytometry
with an antibody panel against CD3, CD4, CDS8,
CD16+CDS6+, CD14, CDI15, CD163, CD19, CD138,
CD45RO, CD64 and the appropriate isotope controls
(EXBIO, eBioscience, BD Biosciences) on a cytometer
FACSCanto II (Becton Dickinson). The samples were
processed by a lyse-no-wash method, a volume of 50 uL
of peripheral blood was incubated with the antibodies
for 30 minutes in the dark at the temperature of 5 °C,
and subsequently, erythrocytes were lysed by adding
lysing solution BD FACS lyse (Becton Dickinson) for 30
minutes in the dark at the temperature of 25 °C.

The proportion of the target subpopulation CD64 on
CD15-positive granulocytes was determined by means
of the analytical software FACS Diva ver. 8.0 1 (BD
Biosciences), while at least 50 000 events in the granu-
locyte gate were collected for the data analysis. CD64
positivity was assessed by median fluorescence intensity,
with T-lymphocytes as the population of reference.

The other diagnostic and therapeutic procedures were
carried out in accordance with the previously established
ward standards; these included common biochemical
marker measurements. Prior to therapy, blood samples
were collected for microbiology tests.

Subsequently, the disease status and course was as-
sessed and, based on the clinical course and laboratory
test results, newborns were categorized as follows:

A: Possible (clinical) sepsis (infection without proof
of pathogen): All of the following criteria must be met:
1. Treating physician institutes appropriate antimicrobial

therapy for bloodstream infection for at least 5 days
2. NO pathogens detected in blood culture or blood cul-

tures not performed
3. NO apparent infection at another site AND two of the
following criteria must be met:

a. Fever or temperature instability (frequent incuba-

tor adjustment) or hypotermia
. Tachycardia or new/more frequent bradycardia
Recapillarization time >2 s
. New or more frequent apnea (>20 s)
Other signs of bloodstream infection: skin color,
laboratory evidence (CRP, interleukin), increased
02 requirement (intubation), unstable condition,
apathy

oo o

B: Proven sepsis (Laboratory-confirmed bloodstream
infection with proof of pathogen) Pathogen isolated in
blood culture or cerebrospinal fluid (pathogen not related
to infections at other sites) AND two of the following
criteria
a. Fever (>38 °C) or temperature instability (frequent

incubator adjustment) or hypothermia
b. Tachycardia (> 200/min) or new/ more frequent bra-
dycardia
Recapillarization time >2 s
d. New or more frequent apnea (>20 s)

L2/
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e. Other sign of bloodstream infection: skin color (only
when recapillarization time is not used); laboratory
findings (CRP, interleukin), increased oxygen require-
ment (intubation), unstable condition, apathy

C: No sepsis (negative clinical and laboratory signs,
negative blood culture) (ref.*¢).

Statistical analysis

Differences in continuous variables between groups
(e.g. difference in nCD64 expression between patients
with and without sepsis) were determined using boxplots
and the Kruskal-Wallis test. Standard ROC curves were
created as follows: for all possible cutoff values of the
tested predictor, 1-specificity (x axis) was plotted against
sensitivity (y axis). Given the small number of patients,
data visualization was generally preferred to hypothesis
testing. 0.05 was the significance level. All analyses were
conducted using MATLAB 2013b and Statistics Toolbox
(The MathWorks, Inc., Natick, Massachusetts, United
States).

Ethics

No additional sample collection was necessary as the
analyses were performed using material obtained by blood
sampling in accordance with the standard ward routine.
Complementary examinations were consistent with in-
formed parental consent.

RESULTS

Group | comprised a total of 174 patients with a mean
birth weight of 1613 g (410-2450) and a mean gestational
age at birth of 13 weeks (24-33), of whom 23 had proven
(n=1) or possible (n=22) sepsis; the others had no in-
fectious complications. In all 23 patients with proven or
possible sepsis, antibiotic therapy was initiated according
to the ward standards. Statistical analysis clearly showed

Early Onset Sepsis
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Fig. 1. nCD64 values: comparison of EOS patients with and
without sepsis. The difference in nCD64 expression is statisti-
cally significant at a significance level of 10,
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Fig. 2. A portion of the ROC curve: comparison of sensitivity
and specificity for various nCD64 cutoffs; true positive (TP),
false positive (FP), true negative (TN) and false negative (FN)
cases.

a significant association between nCD64 values and the
presence of sepsis, either proven or possible (Fig. 1).

A portion of the ROC curve (Fig. 2) indicates, once
again, an excellent predictive value of nCD64 expression
for NS (proven or possible). The ideal cutoff appears to
be 13% (sensitivity and specificity, negative and positive
predictive values).

Group 2 (LOS) comprised 43 patients with a mean
birth weight of 1282 g (410-2200) and a mean gestational
age at birth of 31 weeks (24-33), of whom 4 had proven
and 4 had possible sepsis; the other 35 patients had no
sepsis. Once again, nCD64 values were clearly associated
with sepsis (proven or possible, P<0.0001); also signifi-
cant was the difference in nCD64 values between the two
groups of patients with sepsis (P=0.0001, see Fig. 3). Due
to the small number of patients, the ROC curve was not
plotted and assessed. In these patients, another analysis
compared nCD64 association with CRP and leukocyte
count performed at the same time. The association was
closer for nCD64 than for CRP or leukocyte count (Fig.
4 and 5).

DISCUSSION

There is increasing evidence in the literature to sup-
port the use of nCD64 for diagnosing sepsis in general
as well as neonatal sepsis, in both full-term and preterm
newborns'*'"??, The data obtained so far show that this
marker has a relatively early increase; the advantage is that
its values are stable in the early postnatal period*. Study
results are inconsistent, possibly due to different methods
used to measure nCD64 (ref.**?") or, especially, due to
low homogeneity of study samples. A great proportion of
the published studies fail to properly consider different
patient groups (preterm vs full-term newborns), disease
pathophysiology (in case of EOS, the disease has differ-
ent dynamics depending on whether infection develops
prenatally or is due to postnatal microbial invasion; LOS)

89



Biomed Pap Med Fac Univ Palacky Olomouc Czech Repub. 2018; 162:XX.

Late Onset Sepsis
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Fig. 3. Comparing nCD64 expression values between LOS cat-
egories; the differences are significant at a level of P<0.0001.

or time of sample collection, ignoring the dynamics of
increase in markers of infection.

So far, two meta-analyses have been published.
Surprisingly, even those do not provide consistent con-
clusions. One considers nCD64 a marker of little benefit*
while the other reports its excellent diagnostic accura-
cy?. Comparison of the yields of nCD64 and CRP in the
diagnosis of LOS shows a closer association in case of
nCD64, reflecting the fact the rise of CRP after bacterial
invasion is slower in the neonatal population, making it
the so-called late marker of infection™.

The present study’s results show a very close and sig-
nificant association between nCD64 and NS. For several
reasons, however, the findings cannot be generalized.
First, our method is different from those commonly used
to measure nCD64 (ref.***°) as it is based on the propor-
tion of CD64-positive neutrophils which is not an index
most frequently compared with the standard. Second, the
study sample was small and, moreover, the NS rate was
relatively low. Therefore, more accurate criteria and larger
samples will be needed in further studies.

Based on our findings, flow cytometry proves to be a
useful tool for early and sensitive detection of neonatal
sepsis. Currently, there are however only a few facilities
able to carry out comprehensive multicolour examination
by flow cytometry, especially due to difficult method stan-
dardization and data interpretation, which require long-
term training of laboratory staff. Due to the same reasons,
examinations are available almost only during the usual
working hours, which reduces the potential to rapidly de-
tect sepsis markers in the time window of 1-12 h after the
invasion of pathogens into the blood flow. Nevertheless,
rapid development of technology in the field of flow cy-
tometry, especially in analytical software and algorithm
assessment, bears the promise of fast progress and there-
fore better availability of even comprehensive assessments
also in this field.

Fig. 4. Comparing markers (CRP [mg/L] and nCD64) and
their yields in the diagnosis of LOS. Expression of nCD64 (ver-
tical distribution) is clearly better at stratifying patients than
CRP (horizontal distribution).
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Fig. 5. Comparing markers (leukocyte count and nCD64) and
their yields in the diagnosis of LOS. Expression of nCD64 (ver-
tical distribution) is clearly better at stratifying patients than
leukocyte count (horizontal distribution).

CONCLUSION

nCD64 expression is closely and significantly associat-
ed with neonatal sepsis in preterm newborn. The present
study’s results show nCD64 to be a useful tool for early
and sensitive detection of neonatal sepsis in the specific
population of preterm newborn. Before it is introduced
into routine clinical practice, however, further investiga-
tion is needed - with more accurate criteria and larger
samples.

Abbreviations: NS, Neonatal sepsis; VLBW, Very low
birth weight; EOS, Early-onset sepsis; CRP, C-reactive
protein; PCT, Procalcitonin; LOS, Late-onset sepsis; TP,
True positive; FP, False positive; TN, True negative; FN,
False negative.
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Diagnosticky vyznam postnatalni
dynamiky interleukinu-6 u predcasné
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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 postnatélni 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 novorozencl se zéroven podafilo odebrat dostate¢né mnozstvi krve z pupecniku.

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

Zavér: Hodnoty interleukinu-6 z pupecnikové krve a z ¢asného postnatélniho odbéru se podstatné lisi. Na tuto skute¢nost je
nutné myslet pfi jeho klinickém vyuziti.

Kli¢ova slova: novorozenec, sepse, interleukin-6, pupecnik.

Diagnostic significance of postnatal interleukin-6 dynamics in preterm neonates

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/I, the median
of the second measurement (peripheral blood) was 56 ng/I. 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.

Uvod

Neonatologie zaznamenala v pé¢i o pied-
casné narozené novorozence v poslednich 20
letech obrovsky pokrok. Velkym problémem
nadale zUstava vcasna diagnostika a lécba in-
fekénich, resp. septickych novorozencu. Dle sta-
tistiky publikované Yale-New Haven Hospital

MUDr. Anna Bastan

je novorozenecka sepse pric¢inou 11 % viech
umrti v novorozeneckém véku (1). Zranitelnost
téchto pacientt je dana predevsim jejich nez-
ralym imunitnim systémem.

Idealnim postupem je razantni lécba déti
s novorozeneckou sepsi a naopak vynecha-
ni antimikrobiélni 1écby u novorozenct bez
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onemocnéni. Nadbytecna antibioticka terapie
zasahuje do organismu nezralého ditéte, pro-
kazatelné zvysuje riziko vzniku nozokomial-
nich infekci a dalsich komplikaci — napf. nekro-
tizujici enterokolitidy (2). Casna a spolehliva
diagnostika novorozenecké sepse je jednim
ze zasadnich témat soucasné neonatologie.
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Clanek pfijat k publikaci: 24. 10. 2023
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Zakladnimi pilifi diagnostiky novorozenec-
ké sepse jsou klinické pfiznaky a laboratorni
diagnostika (prtikaz patogenu a laboratorni
priikaz reakce organismu na infekci). Rozpoznat
vcas novorozence se sepsi je obtizné. Klinické
pfiznaky jsou nespecifické a mohou byt ne-
napadné. Nejcastéjsi priznaky rozvijejiciho se
septického stavu u novorozence jsou: nahle
vznikla potfeba kysliku ¢i ventila¢ni podpory,
apnoické pauzy, bradykardie, hypotenze, in-
tolerance glukoézy, 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 acid6za (3). Tyto pfiznaky
se objevuji i u fady neinfekénich stavi.

Zlatym standardem v diagnostice sepse
je mikrobiologické kultivaéni vysetieni krve.
V ur¢itych pripadech provadime také kul-
tivacni priikaz z jinych biologickych zdroji
(mozkomi3ni mok, kiize, mog, stolice a jiné).
Hemokulturama v novorozeneckém véku fadu
uskali. Vytéznost vysetieni klesd diky castému
antenatalnimu podani ATB matce ¢i malému
mnozstvi odebraného vzorku. Pokud jsou mik-
roorganismy pfitomny ve velmi malych koncen-
tracich (<4 CFU/ml) (colony forming unit), je pro
detekci téchto patogenti potfeba minimalné
1 ml krve. Pro zjisténi pfitomné bakteriemie je
ale ve vétsiné pripadl dostacujici 0,5ml krve.
Pfi pouziti moderniho kontinualniho moni-
torovaciho systému je median TTP (time to
pozitivity) u novorozenecké sepse 9-18 hodin.
U Streptococcus agalactiae (GBS) a Escherichia
coli je pfiblizné 96-100% pozitivnich do 36
hodin, zatimco detekce koagulaza negativnich
stafylokokd mUze trvat az 48 hodin (4). U po-
mérné vyznamné &asti septickych novorozencti
se z vyse uvedenych dlvod prikaz pavodce
nezdafi. Klingenberg uvadi, Ze pocet septickych
novorozenctl s negativni hemokulturou az 16x
prevysuje pocet septickych novorozencti s po-
zitivni hemokulturou. Negativni hemokulturu
vidime pfevazné u novorozenc vysetfovanych
pfi podezieni na ¢asnou novorozeneckou se-
psi (4). Nasim Ukolem je hledani pomocného
diagnostického znaku s nejvyssi specificitou
a senzitivitou.

Hypoteticky idealni marker sepse by mél
mit dobfe definovanou optimalni ,cut-off”
hodnotu a co nejvétsi senzitivitu a negativni
prediktivni hodnotu. Mél by piedpovédét za-

vaznost infekce v pocatku klinickych pfiznaka
a umeét rozlisit jednotlivé skupiny etiologic-
kych agens. Podle jeho dynamiky bychom
méli poznat vyvoj nemoci a reakce na ATB
terapii, popfipadé vznik komplikaci. Mél by
umeét pfedpovédét 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 markert 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 mikroorganisma
s rodinou toll-like receptor( (TLRs) je dobre
zndma. TLRs jsou soucasti vrozené imunity.
Jejich vzajemné pusobeni s mikroorganismy
je zésadni pro produkci a uvolnéni cytokin(
(6). Napfiklad TLR4 jsou znamé 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 novorozencd, déti i dospélych po-
dobna. Byla ale popsana nizsi exprese TLR4
a TLR2 na povrchu makrofagl u predcasné
narozenych novorozenci. Nasledné reakce
na vazbu PAMPs-TLR (pathogen-associated
molecular patterns) se liéi. V novorozeneckém
obdobi jsou funkce TLRs insuficientni, a to
je jeden z predisponuijicich faktort 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
cytokinti (IL-12p70, typ 1 interferon), ale stejné
nebo vétsi mnozstvi cytokinl podporujicich
Th17 (IL-23, IL-6) ve srovnani s dospélymi buri-
kami (9). Syntéza IL-6 makrofagy je zahajena
bezprostfedné jako odpovéd makrofagti 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 prevazné v terape-
utické roviné. Polymorfismus TLR4, ktery je di-
lezity pro zahajeni vrozené imunitni odpovédi
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aktivovanim intracelularnich signalnich cest
arozpoznanim lipopolysacharidii gramnega-
tivnich bakterii, je spojovan s moznou pricinou
zvy3ené nachylnosti k septickym stavim (11).

Interleukin-6 je velmi rychly a dynamicky
marker. Poté co dojde k uvolnéni ¢asti bakteri-
alni bunécné stény, napf. endotoxint, hladina
IL-6 rychle vzroste a maximalnich hodnot do-
sahne do nékolika hodin (12). Vzhledem k jeho
kratkému polocasu je jiz 24 hodin po infekénim
stimulu v plazmé téméf neméfitelny a neni
vhodny k monitorovanilécby (13). Chiesa et al.
(14) nédm ve své studii podal prehledny popis
referencnich hodnot a postnatalni dynamiky
IL-6. Primérnd 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 3,45 pg/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 poufZiti inter-
leukind, resp. interleukinu-6 je velmi rychly
narGst po infekénim inzultu, ktery napomaha
k ¢asné diagndze. Kvuili 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
krychlé syntéze a uvolnéni protein(i akutni faze
(C-reaktivni protein, sérovy amyloid A, fibrino-
gen a haptoglobin) a snizeni hladiny albuminu
¢itransferinu (15). Pfekazkou pro dostupnost IL-
6 na nékterych pracovistich ztistava jeho cena.

Novorozenci, pfedevsim ti pfed¢asné na-
rozeni, patfi mezi nejzranitelnéjsi populaci
détskych pacientl. Neinvazivni vy3etfovaci
metody by mély vzdy, pokud to situace a stav
ditéte dovoli, predchazet tém invazivnim.
Klinickym cilem nasi studie bylo zjistit, zda
Ize vysetienim krve z pupecniku nahradit
brzky postnatélni 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 pfedcasné 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 perinatalnich faktorech, jako je
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gestacni stafi, zplsob porodu, ATB podana
matce prenatalné, pred¢asny odtok plodové
vody (PPROM), sepse a asfyxie. Popfipadé zjis-
tit, zda Ize z pupeénikové hodnoty predikovat
hodnotu periferni. Nase studie se tykala pro-
cesu diagnostiky ¢asné novorozenecké sepse.

Pacienti a metody

Do studie byli zahrnuti novorozenci na-
rozeni pied 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
pupeénikové 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”
(= elektrochemiluminiscenéniimunostanove-
ni). Kanalyze vzorku nebylo tieba zvlastniho
odbéru. Vysetreni byla provedena z materialu
ziskaného pro odbéry provadéné standardnim
zpusobem dle zvyklosti pracovisté. Doplnéni
vysetieni bylo v souladu s informovanym sou-
hlasem stvrzenym zékonnymi zastupci ditéte.

Pro srovnani spojitého znaku (hladina IL-6
¢i jeji logaritmus) mezi dvéma skupinami pa-
cientl jsme pouzili neparametricky Kruskal-
Wallistv test. Tento test je pro dvé skupiny ekvi-
valentni Wilcoxonovu testu. Neparametricky
test jsme volili diky vyrazné nenormalité hladin
IL-6 a takeé proto, Ze jeho vysledek zavisi na
poradihodnot v obou skupinach, lze tedy lépe
prechazet mezi ptivodnimi hodnotami a jejich
logaritmy. Pro predikci (na Urovni logaritmu
obou hladin) jsme pouZili standardni linearni
regresi. Vsechny testy probéhly na hladiné 0,05.

Vysledky
Parovy odbér se podafil zrealizovat u 73
novorozencl. Primérné gestacni staii bylo

Tab. 1. Demografickd data sledované kohorty

primérné | primérna pocet pocetATB | pocetSC pocet pocet
gestaéni stafi  hmotnost PPROM matce asfyxii sepsi
32+0 1740qg 35 42 36 3 16

Tab. 2. Prdmémé maximdini a minimdini hodnoty IL-6 z pupecniho a periferniho odbéru. Hodnoty jsou

uddvdny vng/!

‘ pramér J di ini il ]
pupeénikova krev 16,88 | 6,5 17 984,7
postnatalni odbér 28893 | 56 47 11932

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

Tabulka 2 uvédi naméfené 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. Primérné hodnota IL-6 v pupecnikové
krvibyla 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 namérena
hodnota interleukinu-6 v pupeénikové krvi
byla 1,7 ng/l, maximalini hodnota 984,7 ng/I.
Nejnizsi hodnota IL-6 zaznamenana v periferii
byla 4,7 ng/|, oproti maximu, které dosahlo
v jednom pfipadé az 11 932ng/I. Mezi prvnim
(pupecnik) a druhym (periferie) méfenim IL-
6 byl zjistén signifikantni rozdil (p <0,001).
Median prvniho méfeni je 6,5 ng/Il, median
druhého méfeni je 56 ng/l, narist je témér
desetinasobny. Grafické znazornéni vidime
nagrafu 1.

V dalsi analyze jsme se sousttedili na
moznou zavislost vzrastu IL-6 v periferni krvi
oproti jeho hodnoté v krvi pupecnikové na
dalsich proménnych (pfedcasné odtekla plo-
dova voda, ATB podana matce pred porodem,
cisafsky fez, poporodni asfyxie, sepse). Vzrist
hladiny IL-6 jsme definovali jako log(IL6_per-
if) - log(IL6_pup). Vzrist hladiny interleu-
kinu-6 neni na zminénych faktorech statisticky
zavisly (graf 2-6). Neni zavisly na tom, zda
predcasné odtekla plodové voda (p=0,5), na
ATB podanych matce prenatalné (p = 0,14),
na zptsobu porodu (p = 0,75), na asfyxii (p =
0,10), ani na sepsi (p = 0,16).
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Diskuze a zavér

Novorozenecké sepse jsou stale pal¢ivym
tématem a jednim z hlavnich vyzkumnych
témat v odborném neonatologickém svéteé.
Problém v ¢asném rozpoznani septického
novorozence tkvi pfevazné v nezralém imu-
nitnim systému predcasné narozeného novo-
rozence a v nespecifickém klinickém obraze.
Dalsim 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 viech
osettujicich Iékafa 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 hodinéch zivota.

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

Studie, ktera porovnava pupecnikové a pe-
riferni hodnoty IL-6 u zdravych a septickych
novorozenc(, je studie tymu indickych Iékaft
zroku 2013. Periferni krev byla odebrana v oka-
mziku vzniku klinickych zndmek sepse. U zdra-
vych kontrol ¢as neni definovan. Pfesny cas
odbéru periferni krve nezname. U septickych
novorozenct byla elevace IL-6 v pupecnikové
i periferni krvi ve srovnani se zdravymi kontro-
lami priblizné desetinsobna. Limitacije i u této
studie pouzivani stejnych cut-off hodnot pro
pupecnikovou i periferni krev (24).

Ve studii italskych autorii z roku 2011 se
zaméfili na referencni rozmezi postnatalnich
hodnot IL-6 pfi narozeni, ve 24. a 48. hodiné zi-
vota. Do studie zahrnuli 148 novorozencti naro-
zenych po ukonc¢eném 35. tydnu gestace. Tito
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Graf 1. Srovndnihladiny Il-6 z pupecnikové a periferni krve. Osay je zobrazena
v logaritmické skdle. Rozdil mezi hodnotami je vyznamny (p < 0,001). Rozdil
byl testovdn neparametrickym Kruskal-Wallisovym testem
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Graf 3. Zdvislost vzristu interleukinu-6 v perifemi krvi oproti jeho hodnoté v krvi
pupecnikové na antibiotické terapii podané matce pred porodem (ATB= 1)
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Graf 5. Zdvislost vzristu interleukinu-6 v perifemi krvi oproti jeho hodnoté v krvi

pupecnikové na asfyxii
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Graf 2. Zavislost vzristu interleukinu-6 v periferni krvi oproti jeho hodnoté v krvi
pupecnikové na predcasné odteklé plodoveé vodé (PROM = 1)
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Graf 4. Zdvislost vzrastu interleukinu-6 v periferni krvi oproti jeho hodnoté v krvi

pupecnikové na zpusobu porodu
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Graf 6. Zdvislost vzristu interleukinu-6 v periferni krvi oproti jeho hodnoté v krvi

pupecnikové na sepsi
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novorozenci byli po dobu sledovani (4 tydny)
bez infekénich komplikaci. Naméfené hodno-
ty ve vech trech casovych bodech (0, 24, 48
hodin) negativné koreluji s gesta¢nim vékem.
U terminovych détibyla primérna hodnota IL-6
v pupecnikové krvi signifikantné nizsi (1,69ng/l)
nez ve 24. (4,09ng/l) a 48. hodiné (3,45 ng/l).
U novorozenct predéasné narozenych byla
pupecnikova hodnota vy3si nez u déti termi-
novych ato 109ng/l. Zde nevidime tak vyrazny
rozdil ve 24. (9,3ng/l) a 48. hodiné (8,4ng/l).
Autori se domnivaji, ze u piedcasné narozenych
déti zacind stresova reakce organismu jiz pred
narozenim, proto tyto vyssi hodnoty v pupec-
nikové krvi (14). V nasi studii byla primérna
hodnota IL-6 v pupecnikové krvi 16,88 ng/l.
Moznym divodem by mohla byt skutecnost,
Ze nase kohorta sestavala z novorozencti naro-
zenych pred ukon¢enym 35. tydnem gestace,
primérné 32.tyden. Jednalo se o novorozence
predcasné narozené, u nichz, jak bylo zminéno
vyse, zacina pravdépodobné stresova reakce
organismu jiz intrauterinné. Hodnota ve 24. ho-
diné Zivota se zasadné lisi od nami namérenych
hodnot v prvnich dvou hodinach zivota.
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v krvi periferni - 83 vs. 71 % a 85 vs. 77 % (25).

Dalsi vyhodou pupecnikového interleukinu-6

je bezbolestny odbér krve k jeho méreni.
Na nasem pracovisti pupecnikovy interle-

ukin-6 nahradil ¢asny odbér z periferni krve.

Pupecnikovy interleukin-6 bereme u viech dé-

tipod <34 +6 (véetné) tydnii gestace. Dle vy-

sledk nasi studie, klinické praxe a literarnich

zdrojl pracujeme s nasledujicimi pravidly:

¥ pupecnikové hodnoty, pfi klinickych
znamkach: 20-25 ng/I velmi suspektni

W sérové hladiny, pfi klinickych znamkach:
250-300ng/I velmi suspektni

W pfi téchto hodnotéch a klinickych znam-
kach indikujeme ATB a ev. dle dal3iho
monitoringu ¢asné vysadime

¥ pokud jsou tyto hodnoty bez klinickych
znamek sepse, Cili odbér se bral z jiného
davodu, pak ATB neindikujeme

®  hodnoty (pupeénikové i periferni) 1000ng/|
a vice — ATB indikujeme i bez klinickych
znamek sepse
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Navzdory obrovskému pokroku v neonatologické péci, a to predevsim v péci o nezralé novorozence, z(istava stale velkym
problémem novorozenecka sepse. Novorozeneckou sepsi délime na ¢asnou, tzv. ,early-onset sepsis” a pozdni, tzv. ,late-onset
sepsis”. V tomto prehledovém ¢lanku se zaméfujeme predevsim na novorozeneckou sepsi casnou. Véasna diagnostika a zaha-
jeni terapie rozhoduje zasadnim zptisobem o dalsim osudu ditéte. Klasicka definice sepse se opira o klinické znamky a priikaz
patogenu. V klinické praxi je to vSak problematické a jsou tedy pouzivany také pomocné laboratorni znaky bakterialni infekce.
V prehledu uvadime stru¢né informace o bézné uzivanych laboratornich znacich. Druhou ¢ast sdéleni vénujeme novym moz-
nostem diagnostiky, konkrétné vysetfeni sérového calprotektinu a CD64 - povrchovému markeru leukocyta.

Kli¢ova slova: novorozeneckd sepse, markery, kalprotektin, CD64.

Classic and recent laboratory markers of newborn sepsis

Despite the huge progress in neonatology, especially in care of premature infants, newborn sepsis remains a big problem.
In neonatology, we talk about early-onset newborn sepsis and late-onset newborn sepsis. This review is focused on early-onset
sepsis. Early diagnosis and initiation of therapy is essential for infant’s good prognosis. Classic definition of sepsis is based on
the clinical signs and proof of pathogen in the blood stream. But, this is problematic in clinical practice, so another laboratory
markers of bacterial infection are used. In this review article, we discuss commonly used markers. In the second part of this
article we introduce new diagnostic possibilities, especially new laboratory markers - calprotectin and CD64 (surface marker
of leukocytes).

Key words: newborn sepsis, markers, calprotectin, CD64.
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Uvod

Neonatologie je jeden z nejrychleji se roz-
vijejicich medicinskych obord. Za poslednich
20 let ucinila obrovsky pokrok v péci o nezralé
novorozence. Aviak velkym problémem nadale
2(istdva novorozenecka sepse a komplikace s ni
spojené. Novorozenecka sepse je dllezitou
pficinou morbidity a mortality novorozenct,
dle statistiky publikované Yale-New Haven
Hospital ¢ini dmrti na novorozenecké sepse
11 % ze viech pfic¢in umrti v novorozeneckém
véku (1). Novorozenecké sepse délime na tzv.

Jearly-onset sepsis” (EOS), tedy ¢asnou novo-
rozeneckou sepsi a late-onset sepsis” (LOS),
pozdni novorozeneckou sepsi. Jak jiz bylo zmi-
néno v abstraktu, v tomto review se budeme
vénovat novorozenecké sepsi casné. EOS je
definovana jako sepse, kterd vznikla pfestu-
pem bakterii vertikdlné z matky na dité pred
nebo béhem porodu a objevi se do 72h po
porodu (2). Novorozenecka sepse ohrozuje no-
vorozence narozené v terminu i novorozence
predcasné narozené, jeji vyskyt a cetnost kom-
plikaci je vy33i v populaci novorozenct nizké

porodni hmotnosti (3). Zakladnim problémem
je jeji v€asna diagnostika, ta spolu s véasnou
a spravnou lé¢bou rozhoduje o daldim osudu
novorozence, a to predevsim u novorozence
predcasné narozeného.

Definice novorozenecké sepse: Klasickymi
diagnostickymi pilifi pro diagnostiku novoroze-
necké sepse je vyskyt klinickych piiznakl zanét-
livé reakce organismu (SIRS) a prikaz patogenni
bakterie v krevnim vzorku (pozitivni hemokultura).

Klinické piiznaky zanétlivé reakce organis-
mu jsou v novorozeneckém obdobi nespecific-
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ké. Dle jedné recentni studie, kterd shromazdila
data z 26 britskych neonatologickych center (4),
jsou nejcastéjsimi klinickymi znamkami sepse
néhle vznikla potfeba kysliku ¢i ventilaéni pod-
pory, apnoické pauzy, bradykardie, hypotenze,
intolerance glukdzy, kapildrni ndvrat > 35, roz-
dil teploty mezi periferii a télesnym jadrem
>2°C, letargie/drazdivost, tepelna nestabilita,
intolerance stravy, zvyseni sérového bilirubinu,
oligurie, metabolicka acidéza. Zadny z téchto
znaku neni pro sepsi specificky a je pozorovan
i ufady neinfekénich stav(. Kritéria SIRS navr-
Zend pro jiné vékové skupiny pacient( se sepsf
maji v novorozeneckém véku malou diagnos-
tickou hodnotu.

Zlatym standardem v diagnostice sepse
je prikaz pivodce z hemokultury. Také tohle
vysetfeni mé v novorozeneckém véku fadu
uskali; vysledek neméame k dispozici dfive nez
za 24 &i 48 h. Vytéznost vysetieni klesa diky
¢astému antenatélnimu podani ATB matce,
technickym potizim ¢ malému mnoZstvi
odebraného vzorku. (Minimalni pozadova-
né mnozstvi by mélo byt 1 ml, idedlné 2ml,
co? v pfipadé novorozence neni mnozstvi
zanedbatelné) (5). U pomérné vyznamné &asti
novorozenct se sepsi se z vyse uvedenych
dlvod prikaz plvodce nezdafi.

Laboratorni znamky
novorozenecké sepse

Vzhledem k vyse uvedenym problémuim
se v klinické praxi pouZivaji riizné laboratorni
markery infekce.

C-reaktivni protein je protein akutnifaze; je
syntetizovan jatry a jeho sérova koncentrace se
zvyuje 0 5mg/16h po infekénim stimulu s maxi-
mem do 48h (6, 7). Stimulem pro vyplaveni CRP
je IL-6 (8, 9). Vinterpretaci vysledku je dlleZité
si uvédomit postnatalni dynamiku; nej¢astéji
udévany cut-off 1. den Zivota je 4-5mag/l, dale
pak 10-12mg/I (10).

Bender a kol. ve své studii z roku 2008, do
které bylo zahrnuto 123 novorozencl uvadi,
Ze median maximalni hladiny CRP je po infeke-
nim stimulu 16-24 h. Déle zjistili, Ze CRP zacalo
stoupat v dobé, kdy sérové hladiny cytokin(
(IL-6 a IL-8) jiz klesaly (11). Z uvedeného vyplyva,
Ze CRP neni vhodnym markerem pro véasnou
diagnostiku ¢asné novorozenecké sepse. Navic
zvysené koncentrace CRP byly pozorovany
i u neinfekénich stav jako je aspirace mekonia,
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Obr. 1. Normdinfhodnoty PCT s ohledem na vék (Upraveno dle Stocker et al. 2010 (23))

PCT (ng/mi)

Hodiny po narozenf

nekréza tkané, po operaci (12, 13). Greaktivn{
protein je vhodny k monitoraci lécby, jelikoz
jeho hladina klesa po eradikaci infekéniho sti-
mulu (14).

Dalsim klasickym laboratornim markerem
sepse je procalcitonin (PCT). PCT je peptid
sestavajici ze 116 aminokyselin a je prekurzorem
calcitoninu (CT) (15). Procalcitonin je kodovan
CALCG1 genem lokalizovaném na chromozomu
11 (56, 57). Pii nepfitomnosti infek&niho stimulu
je transkripce CALGT genu pro procalcitonin
v non-neuroendokrinnich tkanich potlacena;
kromé C-bunék 3titné Zlazy, kde se expresi to-
hoto genu produkuje PCT, prekurzor kalcitoninu
u zdravych neinfekénich jedinct (16). Mikrobidlni
infekce je tedy zodpovédnd za zvyseni exprese
genu CALCGT a nasledné uvolnéni prekurzort
kalcitoninu ze viech tkani a bunék celého téla
(17). Co se tyka uziti PCT jako markeru ¢asné
novorozenecké sepse hlavnim Uskalim je jeho
fyziologické zvy3eniv prvnich hodinach a dnech
Zivota (18). Nejvyssich fyziologickych hodnot
dosahuje PCT mezi 18. a 30. hodinou Zivota;
k base-line se vraci mezi 42. a 48. hodinou Z-
vota (19, 20, 21, 22). PCT patii svou dynamikou
mezi ¢asné laboratorni markery infekce, jeho
reakce je tedy rychlejsi ve srovnani s CRP, také
rychleji reaguje na Uspésnou ATB Ié¢bu infekce.
Hladina PCT koreluje s tiZi infekce, neni ovlivnéna
virovymi infekty. Pfi zohlednéni fyziologického
postnatélniho vzestupu je PCT dobrym a po-
mérné specifickym markerem bakteridlni infekce
v novorozeneckém véku.

Mezi dal3i klasické laboratorni znaky, rutinné
pouzivané v diagnostice novorozenecké sepse,
mizeme zafadit také interleukin-6 (IL-6). IL-6
Je cytokin, ktery diky svému rozsahlému imunit-
nimu a hematopoetickému pasobeni a schop-
nosti vyvolat odpovéd akutni faze, hraje jednu
z hlavnich roli v obrané organismu (4). Cytokiny
jsou malé molekuly, jejichZ polocas v séru je
minuty az hodiny (24).
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IL-6 patfi k casnym markerim novoroze-
necké infekce. Je jednim ze zékladnich me-
ditor( zanétlivé reakce organismu, podili se
i na vyvolani nékterych klinickych pfiznakd.
Jde o velmi ¢asny marker, vyznamna elevace
je pfitomna pffi nebo i pied vznikem klinickych
projevi.

Bylo publikovdno mnoho studii, ve kterych
hodnotili vyuziti krevniho obrazu, diferenci-
alniho rozpoctu a I/T indexu v diagnostice
novorozenecké sepse. Pfestoze ma krevni obraz
sam o sobé nizkou prediktivni hodnotu, normal-
ni hodnoty naméfené vicekrat po sobé by mély
zvysit pravdépodobnost nepiitomnosti sepse
(25, 26). Kdezto nizky pocet leukocytl, nizké
ANC a vysoka hodnota I/T indexu jsou spojeny
s vyssim rizikem infekce (27).

+~Nové markery
novorozenecké sepse”

Jelikoz klasické, téméf ve viech neonato-
logickych centrech pouzivané, markery sepse
nespliuji pozadavky na marker idedlni, je vy-
nakladano velké Usili k objeveni nového per-
spektivniho markeru novorozenecké sepse. Pro
klinickou praxi by byla nejpfinosnéjsi takova
laboratorni znamka sepse, ktera by rozlisila in-
fekéniho novorozence jesté pred objevenim
klinickych zndmek sepse. Hypoteticky ideaIni
marker sepse by mél mit dobfe definovanou
optimalni ,cut-off* hodnotu, senzitivitu a nega-
tivni prediktivni hodnotu blizici se 1,00 a spe-
cificitu a pozitivni prediktivni hodnotu > 0,85,
pfedpovédét zavaznost infekce v pocatku
klinickych pfiznakd, rozlisit jednotlivé skupi-
ny etiologickych agens, mél by se podle jeho
dynamiky dat poznat vyvoj nemoci a reakce
na ATB terapii, popfipadé komplikace, pfedpo-
védét prognézu a mortalitu, déle by pro jeho
detekci mélo stacit malé mnozstvi odebrané
krve, shoda mezi Zilni a kapildrni hodnotou
a mél by byt levny (28).
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Jeden z moznych potencialné idealnich
marker( by mohl byt kalprotektin. Kalprotektin
je ¢lenem rodiny S100 proteinl. Nékteré pro-
teiny této rodiny maji intracelularni regulani
efekt, nékteré intra i extraceluldrni funkci a jiné
regulacni efekt pouze extraceluldrni. Vykazuj
buné¢nou specificitu, aviak za jistych patolo-
gickych okolnosti mGze byt konkrétni protein
exprimovan burkou, ve které se za fyziologic-
kého stavu nenachazi (29).

Kalprotektin je antimikrobidlni, kalcium a zi-
nek vazajici protein, ktery se nachazi v cytosolu
bunék vrozené imunity a uvolfiuje se bezpro-
stfedné po interakci hostitel-patogen. Pro tu-
to svou vlastnost se pouzivé jako laboratorni
znamka aktivace granulocytti a mononukleari
(30).V cytosolu zaujiméa téméf polovinu ze viech
cytosolovych proteind (31).

Méfeni hladiny tohoto S100 proteinu ve sto-
lici je jiz rutinné zavedeno v gastroenterologii,
jednak v diferenciélni diagnostice funk&nich
gastroenterologickych potiZi a nespecifickych
stfevnich zanétd, a jednak odrézi aktivitu ne-
moci u pacientl s nespecifickymi stfevnimi za-
néty (32, 33). Také v revmatologii se kalprotektin
stal bézné uzivanym markerem napfiklad pro
strategii biologické lécby juvenilni idiopatické
artritidy (34).

V klinické studii zroku 2011 porovnaval
Terrin a spol. u 231 novorozencll s PH < 15009
diagnostickou pfesnost sérového kalprotek-
tinu s bézné uzivanymi markery jako je WBC,
I/Tindex, pocet krevnich desticek a CRP v dia-
gnostice pozdni novorozenecké sepse. Sérova
koncentrace kalprotektinu byla signifikantné
vy33i (p< 0,001) u 62 novorozenci s potvrze-
nou sepsi. Hodnota kalprotektinu byla u sep-
tickych novorozencd 3,1 +/- 1,0 ug/| narozdil
od hodnoty 1,1 +/- 0,3 ug/I u 29 novorozenci
neinfekénich a 091 +/- 0,58 ug/l u 110 zdravych
kontrol (35).

Decembrino a spol. v roce 2015 také po-
rovnaval diagnostické moznosti a pfesnost u jiz
zavedenych laboratornich znak( (leukocyty, ne-
utrofily, trombocyty, CRP) a kalprotektinu u no-
vorozenecké sepse (tentokrat nerozlisovali EOS
a LOS). Soubor ¢ital 41 novorozencd. 8 z téchto
novorozencl mélo pozitivni hemokultury, 33
vykazovali klinické znamky sepse, aviak bez
pozitivni hemokutury (36). Data z této studie
ukazuji, Ze by kalprotektin mohl byt uzivan jako
¢asny marker sepse. Jeho sérova hladina neni

ovlivnéna stafim, pohlavim, zptisobem porodu
¢i poctem leukocytd.

CD64 je vysoko afinni Fc receptor, tedy re-
ceptor, ktery specificky vaze Fc oblast protila-
tek. Za fyziologickych okolnosti je exprimovan
prevazné monocyty a velmi slabé neaktivnimi
neutrofily (37). Pfi aktivaci imunitniho systému
vidime vyrazny narGst exprese CD64 na neu-
trofilech, a to do jedné hodiny po invazi bak-
teridinim patogenem (38). Tento Fc receptor je
mozné rychle a elegantné detekovat pomoci
pritokové cytometrie, kde je zapotiebi velmi
malé mnozstvi krve, coz je v pfipadé nezralého
novorozence velkou vyhodou (39).

Jiz v roce 2004 se Nehal a spol. zamyslel
nad moznym vyznamem CD64 v diagnostice
¢asné novorozenecké sepse. U 60 novorozen-
<l s antenatalnimi rizikovymi faktory pro vznik
Casné novorozenecké sepse odebirali v nulté
(z pupecniku), 8., 24. a 48. hodiné po porodu
krev a méfili hladinu CD64. Retrospektivné pak
rozdélilinovorozence do dvou skupin - septicti
a neinfekéni. V septické skupiné byla exprese
CD64 signifikantné vy3si nez v neinfekéni skupi-
né. Ve 24. hodiné po porodu ,cut-off* hodnota
50% exprese méla 100% specificitu a senzitivitu
pro predikci mortality (40).

V klinické studii z roku 2010 El-Mazary a spol.
porovnaval hladinu CD64 a hodnoty klasickych
zénétlivych markerG (CRP, IL-6, leukocyty, trom-
bocyty) u novorozenc, ktefi byli pfijati na JIP se
znamkami ¢asné novorozenecké sepse. Vzorky
byly odebrany mezi 0. a 48. h Zivota pfed na-
sazenim ATB terapie. V této studii potvrdili, Ze
exprese CD64 je vyrazné vyssi u septickych pa-
cient(, nez u zdravych kontrol, kdy je hodnota
p=0,001.

Dalsi klinickou studii, ktera dokazuje vyznam
(D64 jako markeru novorozenecké sepse je studie
zroku 2012 vedend Streimishem. CD64 odebirali
u novorozencl (celkem 749), ktefi byli vy3etfovani
pro podezieni na novorozeneckou sepsi. Cut-off
hodnota 2,38 méla 100% senzitivitua 100% nega-
tivni prediktivni hodnotu. Z této studie vyplyvd, ze
negativni CD64 by mohlo byt vhodnym markerem
k vylouceni asné novorozenecké sepse (41).

Vyznam CD64 jako brzkého laboratorniho
znaku ¢asné novorozenecké sepse dokazuje
také studie z roku 2013 vedena Du a spol. Zde
u 88 septickych novorozenci prokazali signi-
fikantné zvysené hladiny CD64 v porovndnim
se zdravymi kontrolami (42).
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Diskuze

Jakjiz bylo v ivodu fe¢eno, novorozenecka
sepse zUstavé jednim ze zékladnich probléma
neonatologie. V¢asna diagnostika je zakladnim
predpokladem pro Uspésnost lécby a outcomu
ditéte. Existuje fada klinickych i laboratornich
znakt novorozenecké sepse. Klinické znaky jsou
viak pfevazné u pred¢asné narozenych novoro-
zencl znacné nespecifické.

Klasické laboratorni markery maji fadu nevy-
hod. Je tieba znét jejich fyziologickou dynamiku
a k hodnoceni vysledkd je nutno pfistupovat
individuélné. Nejbéznéji pouZivany marker CRP
je ovlivnén i neinfekénimi stavy jako aspiraci
mekonia, nekrézou tkané, zvysuje se po ope-
raci, proto je jeho interpretace znacné obtizna
a nespecificka.

U novych perspektivni markerd, vyse zmi-
nénych, je potfeba jednak spravné prozkoumat
postnatalni dynamiku a jednak najit spravné
Lcut-off* hodnoty s ohledem na gestacni vék
a porodni hmotnost.

Dva vyse zminéné markery maji znaén-
ou vyhodu v tom, Ze k jejich zpracovani
a méfeni je tfeba pouze malé mnozZstvi krve
&i séra; pfi zpracovani CD64 pomoci metod
pratokové cytometrie je zapotfebi 50uL krve
(39), v pfipadé kalprotektinu je to 20l séra
pfi pouZiti imunochromatografickych metod
(Bihlmann, The Quantum Blue®). Pro zpra-
covani a méfeni CRP, PCT a IL-6 je to 200 uL
séra, vidime tedy, Ze objemy se lisi az 10x, coz
je, pfevdzné u nedonosenych novorozencl
¢i novorozenct s nizkou porodni hmotnosti,
velka vyhoda.

V diskuzi je také nutno zminit mozny pfi-
nos identifikace profill genové exprese pomoci
metod microarrays u septickych novorozenci.
V recentnich ¢lancich se tato metoda jevi velmi
nadéjné (43, 44).

Zavér

Novorozenecka sepse, at uz Casna ¢i pozdni,
je téma v neonatologickych kruzich stale zivé
diskutované. Za posledni dobu probéhla fada
klinickych studif tykajicich se véasné a hlavné
spravné diagnostiky neonatalni sepse. Nékteré
studie jsou presvéddivé, jiné méné, jak uz to ve
védéckém svéte byva.

Tento ¢ldnek byl podpoten grantovym
projektem IGA LF UP 2017_13.
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Priloha 5 - Moznosti laboratorni diagnostiky novorozenecké sepse
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gie zaz za p

ledni desetileti obrovsky pokrok, a to prevazné
v pé¢i o predcasné narozené novorozence. Co vsak ziistava stale pal¢ivym problémem
a tématem mnoha vyzkumnych skupin, je novorozenecka sepse. Pée o piedcasné
narozené novorozence se soustreduje do perinatologickych center (v CR 12), je to
tedy okruh velmi tzky. Avsak se septickym novorozencem se setkava i Iékaf pracuji-
ci na oddéleni fyziologickych novorozenci. V tomto ¢lianku uviadime piehled bézné

uzivanych laboratornich markerid. Druhou ¢ast sdéleni vénuj novym moznost

diagnostiky sepse.

Moznosti laboratorni diagnostiky
novorozenecké sepse
MUDr. ANNA BASTAN,' RNDr. JITKA PROSKOVA?

! Détska klinika Lékarské fakulty a Fakultni nemocnice Olomouc
* Oddéleni klinické biochemie Fakultni nemocnice Olomouc
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Uvod

Novorozeneckou sepsi délime na ¢asnou,
tzv. early-onset sepsis (EOS), a pozdni,
tzv. late-onset sepsis (LOS). EOS je defi-
novana jako sepse, ktera vznikla prestu-
pem bakterii vertikdlné z matky na dité
pied porodem nebo béhem néj a objevi

se do 72 hodin od porodu.

Naproti tomu pozdni sepsi definuje-
me jako sepsi vzniklou az po 72 hodi-
néch Zivota novorozence a je zplisobena

)

patogeny ziskanymi béhem porodu ¢i
castéji ,diky™ pobytu ditéte v nemocnici.’

Vcasnd diagnostika a zahdjeni terapie
rozhoduji zdsadnim zpsobem o osudu
ditéte. Novorozenecka sepse je duleZitou
pri¢inou morbidity a mortality novoro-

zenci.

Klasickd definice sepse se opira o vyskyt
klinickych priznaka zanétlivé reakce or-
ganismu (SIRS) a priikaz patogenni bak-
terie v krevnim vzorku (pozitivni hemo-
kultura).

Interpretace vysledki je vSak kompliko-
vand (viz nize) a klinické ptiznaky za-
nétlivé reakce organismu jsou v novoro-
zeneckém obdobi nespecifické, proto je
zapotrebi dal$ich laboratornich diagnos-
tickych néstroji.

Infekce matky

Hematogenni Prenos intrauterinné
prenos ¢i z porodniho kanalu

Intrauterinni

infekce

* Potrat

* Mrtvorozenost

= IUGR (intrauterinni
ristova retardace)

= Kongenitalni
malformace

w=  Porod we=

Kojeni

Infekce novorozence —

= Akutni stav (se viemi
konsekvencemi)

= Bez nésledku

* Pozdni nasledky

Zevni prostredi

A Cesty prenosu kongenitdlnich infekci a ¢asné a pozdni novorozenecké sepse a jejich nasledky.
Upraveno dle Vergnano S., Heath, P.T. Fetal and neonatal infections. Medicine 41(12). 723-729

(2013).
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Laboratorni markery sepse -
bézné vyuzivané

Hemokultura

Zlatym standardem v diagnostice sepse
je prukaz pavodce z hemokultury. Jak jiz
bylo feceno, u novorozence je interpre-
tace vysledkii mnohdy slozitd. Vysledek
nemame k dispozici dfive nez za 24 ¢&i
48 h. Vytéznost vysetieni klesa kvuli cas-
tému antenatalnimu podani ATB matce,
technickym potizim ¢i malému mnoZstvi
odebraného vzorku. Minimalni pozado-
vané mnozstvi by mélo byt 1ml, idedlné
2ml, coz v pripadé novorozence neni

mnozstvi zanedbatelné.’

C-reaktivni protein

C-reaktivni protein (CRP) je synteti-
zovan jitry a patfi mezi tzv. proteiny
akutni faze. Je to nejcastéji pouzivany
laboratorni marker infekce. V porov-
nini s ostatnimi markery sepse je levny
a bézné dostupny ve vsech nemocnicich.
Interpretace hodnoty CRP v akutni fizi
infekce je ale sporna. CRP neni vhodnym
markerem pro véasnou diagnostiku ¢as-
né novorozenecké sepse, je vak vhodny
k monitoraci lécby, jelikoz jeho hladina

klesa po eradikaci infekéniho stimulu.®

Stimulem pro vyplaveni CRP je inter-
leukin-6.** Bender a kol. ve své studii
z roku 2008 uvadéji, ze medidn maxi-
malni hladiny CRP je po infekénim sti-
mulu 16-24 h, a zdroven zjistili, Ze CRP
zatne stoupat v dobg, kdy sérové hladiny
IL-6 jiz klesaji.® Je to také marker nespe-
cificky - zvysené koncentrace CRP byly
pozorovany i u neinfekénich stavi, jako
je aspirace mekonia, nekroza tkiné, ale

i po operaci.”*

Prokalcitonin

Prokalcitonin (PCT) je peptid, ktery je
kédovan CALC-1 genem lokalizovanym
na chromozomu 11, a je prekurzorem kal-
citoninu. Bakteridlni infekce ma za ndsle-
dek zvyseni exprese CALC-1 a nasledné
uvolnéni prekurzort kalcitoninu ze viech

tkani a bunék.’

KLINICKA HODNOTA DIAGNOSTIKY

A 3D ilustrace zndzorriuje Staphylococcus aureus na cerném pozadi, autor sonorileto,
zdroj: Shutterstock

Prokalcitonin je vyuzivin k diagnosti-
ce bakterialnich infekci a k hodnoce-
ni prognézy septickych onemocnéni.
V diagnostice casné novorozenecké sepse
je viak hlavnim tskalim jeho fyziologické
zvy$eni v prvnich hodinéch a dnech Zi-
vota. Nejvysdich fyziologickych hodnot
dosahuje mezi 18. a 30. hodinou Zivota
a k poklesu na obvyklé hodnoty dochdzi
az béhem 48 hodin.'*!!

V diagnostice pozdni novorozenecké sep-
se patfi PCT svou dynamikou mezi stred-
nédobé laboratorni markery infekce, jeho
reakce je tedy rychlejsi ve srovnani s CRP
a také rychleji reaguje na uspésnou ATB
lécbu infekce.” Hladina PCT koreluje
s tizi infekce, neni ovlivnéna virovymi
infekty."*** Pti zohlednéni fyziologického
postnatalniho vzestupu je PCT dobrym
a pomérné specifickym markerem bak-
terialni infekce v novorozeneckém véku.

Stanoveni PCT ma ve své nabidce jiz vét-
Sina laboratofi a vysledky jsou k dispozici
ve statimovém rezimu. PCT se stanovu-
je imunochemicky s vysokou presnosti
a citlivosti, cena vysetfeni je oproti CRP

vice nez desetinasobna.
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Interleukin-6

Dalsim proteinem akutni fize vyuzivanym
v ramci ¢asné diagnostiky novorozenecké
sepse Casné i pozdni je interleukin-6 (IL-6).
IL-6 je cytokin, ktery hraje jednu z hlav-
nich roli v obrané organismu, a to diky
svému imunitnimu a hematopoetickému
plsobeni a - jak uz bylo feceno - schop-
nosti vyvolat odpovéd akutni fze." Cyto-
kiny jsou malé molekuly, jejichz polocas
v séru jsou minuty az hodiny.' Jakmile do-
jde k uvolnéni slozek bakteridlni buné¢né
stény, hladina IL-6 rychle vzroste a maxi-
malnich hladin dosahuje v fadu nékolika
hodin."” Jde o velmi ¢asny marker novoro-
zenecké sepse. Vzhledem k jeho kratkému
polocasu je jiz 24 hodin po infekénim sti-
mulu v plazmé témér neméfitelny a neni

tedy vhodny k monitorovani 1écby."*

Piekazkou pro dostupnost IL-6 na né-
kterych pracovistich zistiva jeho vy-
sokd cena. Dnem 1. ledna 2020 nabyla
ucinnost vyhlaska ¢. 269/2019 Sb., kte-
rda mimo jiné prinasi zafazeni nového
vykonu 81301 - Stanoveni interleukinu
IL6 v lidském séru a plazmé pro odbornost
801 (klinické biochemie). Tim by se méla
zlepsit dostupnost IL-6 na nékterych

4 s
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A llustracni foto z Novorozeneckého oddéleni FN Olomouc

pracovistich, protoze dfive byl vykon va-
zén pouze na odbornost 813 (alergologie
a klinickd imunologie).

Vsechna jmenovana vysetfeni ve FN
Olomouc provadime také z pupe¢nikové
krve. Cut-off hodnoty vy3etieni, které
pouzivame v nasi nemocnici, jsou uvede-
ny vtab. & 1.

Laboratorni markery sepse -
»HOVE”

Existuje celd fada slibnych laboratornich
markert sepse. Jejich uziti je vSak zatim
koncentrovano prevazné do perinatolo-
gickych center, a to v ramci probihajicich
studii.

Kalprotektin
Kalprotektin je ¢clenem rodiny S100 pro-
teint.”” Je to antimikrobialni protein,

ktery se nachazi v cytosolu bunék vro-
zené imunity a uvolnuje se bezprostred-
né po interakci hostitel-patogen. Pro
tuto svou vlastnost se pouziva jako la-
boratorni zndmka aktivace granulocyti
a mononukledr.” Méfeni hladiny to-
hoto S100 proteinu je jiz rutinné zave-
deno napf. v gastroenterologii v ramci
diagnostiky nespecifickych stfevnich
zanétl i v revmatologii pro strategii
biologické lécby juvenilni idiopatické
artritidy.2'-%*

Studii zaméfenych na diagnostiku novo-
rozenecké sepse je viak zatim stile malo.
V roce 2011 se Terrin a spol. zaméfili
na diagnostiku pozdni novorozenecké
sepse. Porovnavali kalprotektin s bézné
uzivanymi laboratornimi markery (leu-
kocyty, trombocyty, pomér nezralych
a zralych forem neutrofili, CRP). Sérova
koncentrace kalprotektinu byla signifi-
kantné vyssi (p < 0,001) u novorozenct

Stai ditéte CRP mg/1 PCT ug/l IL-6 ng/1
pfi narozeni >4 >1 >30
(2. h zivota >300)
24h >10 >100 >300
48 h >10 >50 >300

A Tab. ¢ 1: Cut-off hodnoty vysetieni

6 |4 112020
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s potvrzenou sepsi oproti novorozencim
neinfekénim a zdravym.*

O 4 roky pozdéji, v roce 2015, Decembri-
no a spol. také porovnévali diagnostické
moznosti a presnost jiz zavedenych la-
boratornich znaki (leukocyty, neutrofily,
trombocyty, CRP) a kalprotektinu u no-
vorozenecké sepse (tentokrdt nerozliso-
vali sepsi ¢asnou a pozdni). Data z této
studie ukazuji, ze by kalprotektin mohl
byt uzivan jako ¢asny marker sepse. Jeho
sérova hladina neni ovlivnéna stifim,
pohlavim, zpasobem porodu ¢i poctem
leukocyta.*®

Dynamika tohoto proteinu béhem no-
vorozenecké sepse neni zatim detailné
prozkoumdna, ale z dostupné literatu-
ry se zdd, Ze se jedna o marker pozdni,
vhodny spise pro monitoraci klinického
stavu a lécby.

CDé64

CD64 je vysoko afinni Fc receptor, tedy
receptor, ktery specificky vaze Fc oblast
protilatek. Za fyziologickych okolnos-
ti je exprimovan pfevdzné monocyty
a velmi slabé neaktivnimi neutrofily.*®
PFi aktivaci imunitniho systému vidime
vyrazny ndrist exprese CD64 na neut-
rofilech, a to do jedné hodiny po invazi
bakterialnim patogenem.”” Tento Fc re-
ceptor je mozné rychle a elegantné de-
tekovat pomoci pratokové cytometrie,
kde je zapotiebi velmi malého mnoZstvi
krve, coz je v piipadé nezralého novoro-
zence velkou vyhodou.”® Exprese CD64
je u septickych novorozencu signifi-
kantné vy3si ve srovnani s neinfekénimi
pacienty.®-*

Presepsin

Presepsin je solubilni fragment moleku-
ly CD14. CD14 je glykoprotein expri-
movany na membrinich makrofagi,
monocyti a granulocyti. Fyziologickou
funkci presepsinu je identifikace anti-
genu bakterii, viri a plisni a spusténi
signalni drahy zprostfedkované toll-like
receptory. Po aktivaci této signalni drahy



je CD14 odloucen z bunééné membrany
a detekovan v krvi.* Studii zabyvajicich
se presepsinem jakoZto moznym labora-
tornim markerem novorozenecké sepse
je celd fada, avsak uZiti v praxi zatim béz-
né neni. Jako u viech ,novych“ markert
je tieba detailné prozkoumat jeho dyna-
miku, stanovit cut-off hodnoty a zjistit
jeho chovani v prvnich hodinach Zivota

KLINICKA HODNOTA DIAGNOSTIKY

Diskuse

Zakladni poucka pediatrie zni, ze dité
neni maly dospély. O novorozenci to pla-
ti dvojndsob. Novorozenecké obdobi je
charakteristické nezralym a rozvijejicim
se imunitnim systémem a tim se novoro-
zenec stava vulnerabilnéjsim vici infekci.

Véasna  diagnostika  novorozenecké

uspésnost lécby a outcomu ditéte. Exis-
tuje fada klinickych i laboratornich zna-
ki novorozenecké sepse. Klinické znaky
jsou viak pfevazné u predcasné naroze-
nych novorozenc zna¢né nespecifické,
proto je tieba vyuzit a hlavné umeét sprav-
né interpretovat markery laboratorni. Je
tieba znat jejich fyziologickou dynamiku
a k hodnoceni vysledki je nutno pfistu-

novorozence. sepse je zakladnim predpokladem pro povat individualné.
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Autonomni vrozena bunééna imunita

Nezavisld na ostatnich burkach

Nutriéni vrozena imunita

Komunikace mezi burtkami; zddné buriky se nespecializovaly na obranu

Vrozena imunita zaloZzena na leukocytech

Specializované buriky v obrané hostitele

Antigen-specificka ziskana imunita

Specializované buriky a tkdné

A Obr. ¢. I: Klicové prvky imunity. Obrana hostitele proti infekci se vyvijela v pritbéhu evoluce (fylogeneze) a ddle se vyviji po celou dobu Zivota

daného jedince (ontog ). Uji bunééného stadia (améba, stadium brzy po koncepci) je bunécna autonomni imunita klicem k preZiti. Biochemickd
k ikace mezi hobunécnymi orgamsmy jakymz Jjsou napr houby je zprostredkovina pomoci tzv. nutricni imunity, to stejné se déje v pribéhu
stadia moruly a blastuly. Imunita méné komplexni hobunéénych Zivocichovit jako napr. C. elegans je typem vrozené imunity zaloZené na expresx

leukocytii. Stejné tak je tomu v prvnim mésici embyonalmho vyvoje. U vysoce komplexnich Zivocichi jiz popisuj

L g

klasickou

zaloZenou na spoluprdci vysoce specializovanych bunék a tkdni imunitniho systému a to stejné jako u plodu od 2. mésice téhotenstvi.™
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A Obr. ¢. 2: Ontogeneze prirozené obrany hostitele (plodu, novorozence a kojence) viiéi patogenu. Mezi zikladni bariérové obranné
mechanismy pati fyzikdlni, chemickd a funkéni slozka epitelu kiize a sliznice. Je teba tento vyvoj chdpat i v kontextu vyvoje jedince jako takového
(plod, novorozenec, kojenec atd.). (A) KiiZe. Fyzikdlni a chemickd slozka je - a to predevsim u predéasné narozenych novorozencii - zredukovand.
Oproti tomu mdazek u donosenych novorozencit exprimuje velké mnozstvi APP (antimikrobidlni protein a peptid). (B) Sliznice. Soucasné se
zmnoZenim strevni mikroflory se méni také struktura novorozenecké stievni sliznice, a to zvétsenim krypt a zmnoZenim Panethovych bunék.
Funkéni zména predstavuje zvyraznéni exprese APP. (C) Krev. Krev novorozence ma relativné nizkou koncentraci komplementu a APP a vysokou
koncentraci imunosupresivniho purinového metabolitu adenosinu. Plazma obsahuje jednak matefské protildtky, které se transplacentdrné prendsi
od poloviny téhotenstvi, a na strané druhé také protildtky, které se do krve novorozence a kojence dostdvaji z matefského mléka. Vrozend imunita
se dd detekovat od konce prvniho mésice téhotenstvi, pricemz ndsledné zmény jsou zpiisobeny prevazné rostouci expozici mikrobiim Zivotniho
prostiedi. Monocyty exprimuji PRR (Pattern recognition receptory, napf. Toll-like receptory; TLR) s odlisnou funkéni odpovédi, jako je napfiklad
mensi produkce Th1 polarizujicich cytokinii na vétsinu podnétii. Ziskand imunita se vyviji od 4. mésice téhotenstvi.*
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Uvod

Neonatologie zaznamenzla v poslednich
20 letech obrovsky pokrok v pééi o
predcasné narozené novorozence. Velkym
problémem viak nadéle zlstdva vasnd
diagnostika a lé¢ba novorozenci s infekci,
resp. sepsi. Dle studie z Yale-New Haven
Hospital ¢ini Gmrti na novorozenecké
sepse 11 % ze vsech pricin Gmrti
v novorozeneckém véku {1). Zranitelnost
téchto pacientl je dana predevsim jejich
nezralym imunitnim systémem.

Rozpoznat vas novorozence se sepsi ¢ini
mnohdy velké obtize. Nejcastéjsi priznaky
rozvijejicho  se  septického stavu u
novorozence jsou: nahle vanikla potieba
kysliku ¢i ventilacni podpory, apnoické
pauzy, bradykardie, hypotenze, intolerance
glukdzy, kapildrni navrat > 3 s, rozdil
teploty mezi periferil a télesnym jadrem >
2 °C, letargie/draidivost, tepelnd
nestabilita, intolerance stravy, zvyseni
sérového bilirubinu, oligurie, metabolickd
acidéza (2). Tyto priznaky jsou nespecifické
a objevuji se u fady neinfekénich stavl
v rémci zakladni diagndzy, kterou je
nezralost. Je tedy snaha najit a zavést do
praxe laboratorni marker, ktery by byl
rychly a specificky.

V diagnostice novorozenecké sepse mehou
tedy pomoci tasné biochemické markery
24nétu, zejména IL6 a PCT. V pfipadé Easné
diagnostiky |ze pouZit odbér pupetnikové
krve a piipadné tak nahradit postnatdlni
odbeéry.

Cilem této studie bylo porovnat parové
hodnoty (pupetnik vs. periferie do 2h od
porodu) IL-6 a PCT u predéasné
ych déti a ev. deni odbéru
pupeénikové krve k méfeni PCT a IL-6 do
standardnich diagnostickych postupu.
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Pacienti a metody

Prospektivn( studie probfhala od dubna do listopadu 2016 na Novorozeneckém oddéleni Fakultni nemocnice Olomouc. Do studie
byli zahrnuti vdichni novorozenci narozeni pred ukonéenym 37. tydnem gestace, bez ohledu na poredni hmotnost, celkem tedy 90
novorozencd.

Odbér pupecnikové krve byl proveden tésné po vybaveni placenty z pupetni arterie, odbér z periferie byl proveden do 2h od
porodu.

Prokalcitonin i interleukin-6 byly stanoveny na analytickém systému Cobas 8000 {vyrobce Roche/Hitachi). Pro oba analyty byla
poutzita kvantitativni metoda ,ECLIA (= elektrochemiluminiscenéni imunostanoveni).

Pérovy odbér a zméreni hodnot IL-6 se podaril u 62 novorozencl, PCT u 46.

Vysledky
Hodnoty z pupecnikové krve a postnatalniho odbéru se v pfipadé PCT nelii (tab. ¢. 1).

Mezi odbérem z periferni krve a pupeéniku je signifikantni rozdil (na hladiné vyznamnosti 5 %) pouze u IL-6 (tab. €. 1), atoi po
samostatné analyze v podskupindch dle sepse a typu porodu (tab. €. 2, 3, graf ¢, 1,2).

Hodnoty pupeénikového IL-6 jsou signifikantné vy&3i u spontannich porodi ve srovnani s porody cisafskym fezem

proménn Diff_IL Diff_PCT
potet pozorovani 62 47
p-value 2,76E-07 0,81027 |

tab.¢.1 S grafé. 1

proménna Diff_IL+SepA Diff_IL+SepN Diff_PCT+SepA Diff_PCT+SepN
podet pozorovani 15 47 10 33
p-value 0,004 9,60E-07 0,4982 0,5953
tab. £.2

2

raf ¢.2
proménné Diff_IL+SC Diff_IL+spont. Diff PCT+SC Diff_PCT+spont. § .
poet pozorovani 28 31 by} 2 2
p-value 0,00275 3,00€-05 0,5715 0,477 "
tab.&.3 od =S
«© mort
Diskuze a zavér

Novorozenecké sepse a jeji diagnostika je stéle “Zhavym” tématem v mnoha prestiznich lékafskych ¢asopisech. Je snaha najit idealni
diagnosticky marker. Tématu odbéru pupeénikové krve k méfeni hladin zanétlivych parametrd, pfevéing IL-6 a PCT, se vénuje fada
studiif (3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14). Z4dné viak nefesila diferenci mezi hodnotami IL6 a PCT v pupe¢nikové a periferni krvi.

Z vysledki usuzujeme, Ze pupecni a periferni hodnotu Ize u PCT pouZivat promiscue. Postnatalni odbér krve k méfeni hladin PCT Ize
nahradit odbérem z pupecniku. U IL-6 se hodnoty lisi, a to i v pfipadé, Ze nevorozenec ¢asnou novorozeneckou sepsi neprodélal. IL-6 je
tedy vyrazné dynamicky marker, ktery je pravdépodobné ovlivnén i zpUisobem porodu. Pouzit pupecnikovou krev k méfeni IL-6 tedy Ize,
ale nelze pouzivat stejné cut off hodnoty jako u postnatélniho odbéru.
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Uvod

Neonatologie zaznamenala v poslednich 20 letech obrovsky pokrok v péci o
predtasné narozené novorozence. Velkym problémem viak naddle zlstava
vCasna diagnostika a lécba novorozencu s infekci, resp. sepsi. Zranitelnost téchto
pacientil je dana predevsim jejich nezralym imunitnim systémem. Incidence
novorozenecké sepse se pohybuje kolem 2,7%, u novorozencl s velmi nizkou
porodni hmotnosti je toto Cislo jesté vyssi. (1,2)

Rozpoznat véas septického novorozence Cini mnohdy velké obtize. Nejéastéjsi
priznaky rozvijejiciho se septického stavu u novorozence jsou: nahle vznikla
potfeba kysliku ¢i ventilacni podpory, apnoické pauzy, bradykardie, hypotenze,
intolerance glukézy, kapildrni navrat > 3 s, rozdil teploty mezi periferii a
télesnym jadrem > 2 °C, letargie/draidivost, tepelnd nestabilita, intolerance
stravy, zvySeni sérového bilirubinu, oligurie, metabolickd aciddza (3). Tyto
priznaky jsou nespecifické a objevuji se u fady neinfekcnich stavii v ramci
zakladni diagndzy, kterou je nezralost. Je tedy snaha najit a zavést do praxe
laboratorni marker, ktery by byl rychly a specificky.

Pritokova cytometrie je bioanalyticki metoda, kterd kombinuje principy
fluorescenéni  mikroskopie a hematologického analyzatoru. Zakladnimi
zkoumanymi objekty jsou buriky a hustota jejich vnitfniho prostredi (granulace),
dale pak intenzita fluorescentné znacenych monoklondlnich protildtek urcenych
k detekci komplementdrniho antigenu na povrchu ¢i uvnit? analyzovanych
bunék. Pritokova cytometrie je vysoce senzitivni, relativné levnd a rychla
metoda s Sirokym vyuzitim.

Odpovéd organismu na invazi patogena mUze byt rozeznana rychle a to detekci
povrchovych znakd na burikdch imunitniho systémd. Jednim z nich je také CD64,
vysoce afinni receptor IgG protilatek ddlefitych v procesu fagocytdzy
opsonizovanych bakterii. Exprese tohoto receptoru na povrchu neutrofila se
2wysi do 1 hodiny po invazi patogena, z tohoto divodu by CD64 mohl byt
¢asnym znakem infekce.

Pacienti a metody

Prospektivni studie probihala od bfezna 2016 do ¢ervna 2017 na
Novorozeneckém oddéleni Fakultni nemocnice Olomouc. Do studie byli
zahrnuti vSichni novorozenci narozeni pfed ukoncenym 34. tydnem gestace, bez
ohledu na porodni hmotnost.

Déti byli rozdéleni do dvou skupin: (1) Odbér vzorki dle standardu oddéleni;
tedy 12 aZ 14h po porodu. {2) Opakované odbéry pfi podezfeni na pozdni
novorozeneckou sepsi a to kdykoli, ne viak difve nez 72h od porodu.

Na zakladné klinického a laboratorniho hodnoceni byli novorozenci rozdéleni do
3 kategorii. (A) Moind (klinickd) sepse: Infekce bez prokdzaného patogena. (B)
Prokdzand sepse: Pozitivni hemokultura. (C) Bez sepse: Bez klinickych &i
laboratornich zndmek sepse.

U vsech téchto novorozenct byl odebran krevni obraz, zékladni biochemie
véetné klasickych marker( sepse jako je CRP, IL-6 a PCT. A déle bylo provedeno
méfeni CD64 pomoci pritokové cytometrie.

Zéaveér

Jak z naSich vysledkd, tak z literarnich zdroji vyplyva, Ze CD64
je uZitecny nastroj k casnému a citlivému rozpoznani
novorozenecké sepse. Vyhodou CD64 je také jeho stabilni
hodnota v casném novorozeneckém obdobi.
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Vysledky

Ve skupiné 1 bylo celkem 174 novorozenct, 22 mélo prokdzanou sepsi a 1 sepsi
moznou. Véem témto 23 pacientim byla nasazena standardni ATB terapie.
Statistickd analyza dokazuje jasny vztah mezi hodnotami CD64 a pfitomnosti
sepse (Obr. 1.). Na obrazku 2 opét vidime excelentni prediktivni hodnotu
exprese nCD64 u septickych novorozenci. Idedlni cut-off 2da se byt 13%.
Skupina 2 tvorila 43 novorozenct, 4 z nich méli prokazanou sepsi, 4 z nich sepsi
moznou a 35 novorozencu sepsi nemélo. A opét, exprese nCD64 byla spojena se
sepsi. Signifikantni byl také rozdil hodnot mezi jednotlivymi skupinami
septickych déti (Obr. 3).
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Piiloha 8 - The role of NCD64 in the diagnosis of neonatal sepsis in preterm newborns
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For the past 20 years — the major advances in neonatalogy regarding the care of prematurely born infants. Early diagnosis and treatment of newborns with sepsis - still remain a serious
issue. Vulnerability of these patient is caused mainly by their immature immune system.

Clinical signs of septic newborn are non-specific {sudden need for oxygen or ventilation support, apnoez, bradycardia, hypotension, glucose intolerance, capillary refill time > 3 5, difference
in temperatures between peripheral and core body > 2 °C, lethargy/irritation, unstable temperature, food intolerance, increased serum bilirubin, oliguria, metabolic acidosis).

Therefore, the aim is to find and to put into practice a laboratory marker which would be fast and specific.

Flow cytometry is a bioanalytical method combining the principles of fluorescence microscopy and hematology analysis. Flow cytometry is a highly sensitive, relatively cheap and fast
method with a wide use.

The response of the body ta the pathogenic invasion can be quickly recognized by detection of surface markers on the cells of the immune system.

One of the markers is CD64, a high-affinity receptor for IgG antibodies important for the process of phagocytosis of opsonized bacteria. Since the expression of this
receptor on the surface of neutrophils increases within 1 hour after the pathogen invasion, the CD64 could be an early sign of the infection.

Prospective study lasted from March 2016 ta June 2017.

The study enrolled all newborns born befare completing the gestational week 34.

Patients were divided into two groups: 1. Samples collected based on the ward standards, i.e., 12 to 14 hours postnatally. 2. Repeated collection of blood samples when the late-onset of
neonatal sepsis was suspected, at any time but no sooner than 72 hours postnatally.

Based on clinical and laboratory assessments, the newborns were divided into 3 categories: (A) Possible {clinical) sepsis: infection without & confirmed pathogen. (B} Confirmed sepsis:
Positive blood culture. (C) No sepsis: Negative clinical or laboratory results for sepsis.

For all these newborns, the performed tests included blood count, and basic biochemistry including common markers for sepsis such as CRP, IL-6, and PCT. In addition, flow cytometry was
used to measure CD64.

Group 1 comprised a total of 174 newborns - 22 had confirmed sepsis and 1 possibly having sepsis. All of the 23 patients were administered standard antibiotic therapy. The statistical
analysis shows a clear relationship between the measured values of (D64 and the presence of sepsis (Fig. 1). Figure 2 again shows an excellent predictive value of nCD64 expression in
newborns with sepsis. The ideal cut-off seems to be 13%.

Group 2 comprised 43 newhorns - 4 had confirmed sepsis, 4 had possible sepsis, and 35 did not have sepsis. The expression of nCD64 was again related to the sepsis. The difference
between the values of the individual newborn groups with sepsis was also significant (Fig. 3).
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Based on our results and based on current available literature, CDG4 is an S:PPored by Ministy of Health,
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important instrument for early and sensitive recognition of neonatal sepsis. development of research organization

The advantage of CD64 is its stable value in the early neonatal period.
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