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Biomarkeri infekcije novorodenceta
Biomarkers in nconatal infection

Silvija Puselji¢, Vesna Milas

Klinika za pedijatriju, Kiinickog bolnickog centra 1 Medicinskog, fakulteta u Osijeku,
1. Huttlera 4, 31000 Osijek

Sazetak

Infekeija uorganizmu novorodenceta rezultira promjenama u pojedinim hematologkim
1 biokemijskim pokazateljima. Jos uvijek su klinicki. hematologki i biokemijski parametri u
toj ranoj zivotnoj dobi neujednaceni te ostaje otvoreno pitanje kada i kome uvesti pravilnu
antimikrobnu terapiju. Idealan test »a ranu dijagnozu infekeije kod novorodenéeta bio bi onaj
koji ima 100%-tnu osjetljivost (svi pacijenti s infekeijom se uvijek otkrivaju pomodu testa)
i 100%-znu specificnost (svi pacijenati bez infekeije imaju uvijek negativan rezultat testa),
Medutim, takav idealan test jos uvijek nc postoji i malo je vjerojatno da ¢e u buduénosti
biti otkriven, ponajprije radi niza ¢imbenika u majke i novorodendeta. Jedan pristup odnosi
se na definiranje grani¢nih (cut-cff”) vrijednosti pojedinih parametara infekcije, odnosno
definiranje 1o¢ke na kojoj vecina stanja koja su oznacena kao infekcija to doista i jesu, a
ona koja su oznacena kao neinfektivna doista 1 nemaju infekeiju. Biomarker je mjerljiv dio
gena, proteina, metabolita ili nekog drugog pokavatelja koji korelira s odredenim ishodom ili
klinickim stanjem, a do danas je pri dijagnosticiranju infckeije u novorodendeta testiran veé
veliki broj biomarkera. Najcescée upotrebljeni marker u tu svrhu je izrada kompletne krvne slike
1 C-reaktivni protein. U podrudju ist-azivanja infekeija i sepse testirano je ukupno 178 razlicitih
biomarkera. od toga ukupno 58 merkera u klinickim studijama $to nije karakteristicno ni za
Jedno drugo patologko stanje. Ovako velik potencijalni broj biomarkera za infekeiju vjerojatno
je u vezi s vrlo sloZenom patofiziotogijom svake infekeije, koja ukljuéuje brojne medijatore
upale, ali T druge patofizioloske mehanizme i ¢initelje. Sustav koagulacije, komplementa,
aktivacije upale 1 apoptoze ukljuCeni su u proces razvoja stanja od kolonizacije do sepse, pri
cemu je zahvacen velik broj tipova stanica, tkiva i organa. Stoga jc i velik broj potencijalnih
biomarkera za identitikaciju infekcije u novorodencadi.

Kljucne rijeci: novorodence, infekeiia, biomarker
Summary

The response to infection in newborns leeds to changes in certain hematological and
biochemical parameters. There arc clinical, hematological and biochemical parameters at this
carly age, but they arc not uniforr: and the question remains as to when and to whom to
administer antimicrobial therapy correctly.. An ideal test for early diagnosis of infection in
newborns would be one that has 100% sensitivity (all patients with infection would be detected
by the test) and 100% specificity (all paticnts without infection would always have a negative
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result). However. such an ideal test does not exist yet and is unfikely to be discovered in
the near future. primarily because ol many factors in mothers and newborns, and the act of
childbirth stself affecting the vaiues of measured parameters. One approach is 1o define the
“eut-oft” values of certain parameters of infection. and define the point at which a majority of
newborns identified as having infections really do have it and those declared free of'infection,
do not have it.'The biomarker is a measurable part of genes, proteins, metabolites or other
indicators that correlates with specific outcomes or clinical conditions. and 1o date o large
number of biomarkers for the recognition of infection in newborns have been tested. The most
commonly used marker for this purpose is the complete blood count and C-reactive protein. As
i any other pathological condition, a total of 178 ditferent biomarkers were tested in the study
ol infections and sepsis, of which a total of 38 were markers tested in clinical studies. The
large number of potential biomarkers of infection iscprobably releated to the highly complex
pathophysiology of infection. which involves numerous mediators of inflammation and other
complex pathophysiological mechanisms. The systems of coagulation, complement, activation
of mflammation and apoptosis, are all involved in the development of the infection - from
colonization to sepsis. so that a large numbper of cell I)q)e;g'lissucs and organs are alfected.
Consequently a large number of potential markers may be used for its identification.

Key words: newborn. infection, biomarkers
Uvod

Prema vecini studija incidencija rane novorodenacke sepse zapravo nije visoka i iznosi
od I do 8 na 1000 Zivorodene djece. ali je znano visa u riziénim skupinama. Opcenito se moze
reci da se povecava proporcionalno sa smanjenjem gestacije, pa je u nezrelije nedonoscéadi i
nekoliko desetaka puta visa (1, 2, 3). Prosjecna incidencija u razvijenim zemljama kreée se od
3.5 do 4.3 na 1000 zivorodene djece, dok je u zemljama u razvoju i tri puta veca (4).

Ponekad vrlo brz razvoj klinicke slike sepse s progresivnim pogorsanjem opéeg stanja i
razvojem septitkog Soka pobuduje u svakog klinicara stanje neizvjesnosti, bez obzira na duzinu
klinickog iskustva. Prema veéini istrazivanja, unatod pravovremenoj dijagnozi, optimalnom
lijecenju 1 primjeni novih generacija antibiotika stopa mortaliteta od sepse u novorodenackoj
dobi jos je uvijek visoka 1 krece se od 20 do 40% (2. 3), dok neki navode i veéu stopu smrtnosti,
od 30 do ¢ak 69% (5).

Nekoliko Cinitelja povecava rizik od ozbiljne infekcije u novorodencadi rodenc u
terminu. To $to su infekeije porocajnog kanala majke, prijevremeno prsnuée plodovih ovoja,
uroinfekeije rodilje, febrilitet majke u porodu. Neki pedijatri u ovim okolnostima, akoje prisutan
neki od opstetrickih rizicnih ¢imbenika, pa ¢ak i ako je dijete klini¢ki dobro, odluéit ée se na
rutinsku primjenu antibiotika kod novorodenceta (6). Visoka smrtnost od novorodenacke sepse,
opstetricki ¢imbenici rizika, nedefiniranost laboratorijskih parametara i suptilnost klinicke
slike ostavljaju prostor svakom klini¢aru da temeljem iskustva ocijenl ima li dijete infekeiju ihi
ne te se odluci za primjenu antimikrobne terapije. Ona ¢e nerijetko biti uvedena radi straha od
previdanja sepse s brzim klinickim tijekom kod novorodenceta (7). Ovdje se sada otvara novo
veliko poglavlje u neonatalnoj medicini, a to je pojam novorodenacke infekeije i §to Je ona
uistinu. U uzem smislu rijeci osim sepse, ovdje pripadaju i infekcije urotrakta, kozne infekeije,
infekeije pupcane rane te ono $to cstaje kao “nespecificirana infekcija novorodenacke dobi”, a
prema MKB klasifikaciji oznaéena je $ifrom P 39.9.

Pretrazivanjem medicinskih publikacija gotovo nigdje ne mozZemo naéi kolika je
incidencija infekeija kod novorodenceta jer taj podatak postoji samo za sepsu. Postoje podaci

71



koji navode da od 30 novorodencadi koja su lije¢ena empirijskom antimikrobnom terapijom
tek jedno uistinu 1 1manfekeiju. dok suoostala najvierojanije lijecena nepotrebno (8).
Istrazivanje Lina 1 suradnika navodi da 2 ucestalost urinarne infekeije medu tebrilnom djecom
u dobi do 8 gedana 13,6% (9). Medut m. vehika studija na 1200 novorodencadi provedena
na Kiinici za pedijatiju KBC-a Osijek obuhvatila je iskljucivo novorodencad u prvih 7 dana
zivota te je nadena incidencija od 4.5% infekeija mokracnog sustava u ranoj novorodenackoj
dobi (10). Ako incidenciji sepse od 1% dodamo 4.5% novorodencadi s uroinfekeijom.
te oko 3% novorodencadi s koznim infekeijama 1 infekeijama pupcance rane (11), odnosno
nespecificiranim infekcijama, incidencija infekeija u novorodenackoj dobi mogla bi se kretati
priblizno od 8 do 9%. Prema podacima Yoon i suradnika incidencija nconatalne infekeije kod
novorodencadi u dobi od 4 do 28 dana bila je 10.5% (2). Organizam novorodenéeta odgovara
na infekeiju promjenama u pojedinim aematoloskim 1 biokemijskim pokazateljima, koji su
jos uvijek za tu ranu zivotnu dob neujednaceni te ostaje otvoreno pitanje kada i kome uvesti
pravilnu antimikrobnu terapiju (13).

Klinicka prezentacija neonatalre mfekeije je suptilng i nespecificna, a ukljucuje
znakove kuo $to su pojava zutice, nestabilna tjelesna temperatura, promjene disanja i sréane
frekvencije. te poteskoce uzimanja 1 probave hrane. Dijagnosticki problem je heterogenost
klinicke shike i nedostatak pouzdanih i brzih dijagnostickih testova (14, 15). ldealan test za ranu
dijugnozu infekelje novorodenceta bio bi onaj koji je 100% osjetljiv (svi pacijenti s infekcijom
sc uvijek otkvaju s pomocu testay i 100% specifian (svi pacijenti bez infekeije imaju uvijek
negativan rezultat testa). Medutim, takav idealan test jos ne postoji i malo je vjerojatno da ¢e
u buducnosti biti otkriven, ponajprije radi niza ¢imbenika u majke i novorodendeta, te samog
poroda koji utjece na vrijednosti mjerenih parametara. Jedan pristup odnosi se na definiranje
grani¢nih (“cut-off”) vrijednosti pojedirih parametara infekceije. odnosno definiranje tocke na
kojoj vecina stanja koja su oznaCena kao infekeija to doista 1 jest, a ona koja su oznacena kao
neinfektivna doista nemaju infekeiju (16).

U podrucju istrazivanja infekeija 1 sepse testirano je ukupno 178 razlicitih biomarkera,
od toga ukupno 58 markera u klinickim studijama $to nije karakterisiiéno ni za jedno drugo
patolosko stanje. Ovako veliki potencijalni broj biomarkera za infekciju vjerojatno je u vezi
s vrlo slozenom patofiziologijom svake intekeije, koja ukljuuje brojne medijatore upale,
ali 1 druge slozene patofizioloske mcehanizme. Sustav koagulacije, komplementa, aktivacije
upale 1 apoptoze ukljuceni su u proces razvoja stanja infekcije - od kolonizacije do sepse, pri
¢emu je zahvacen veliki broj tipova stanica, tkiva 1 organa. Stoga je i velik broj potencijalnih
biomarkera za identifikaciju intekcije (17).

Vecina autora se slaZe da je unovorodenackoj dobi potrebna kombinacija vise biomarkera
<a dijagnozu infekeije jer se time postiZe bolja dijagnosticka specificnost i osjetljivost u odnosu
na uporabu samo jednog pokazatelja (1, 13, 15, 18). Biomarker je mjerljiv dio gena, proteina,
metabolita il nekog drugog pokazatelja koji korelira s odredenim ishodom ili klinickim
stanjem. Naj¢esce upotrebljent marker u tu svrhu je izrada kompletne krvne slike s posebnim
osvrtom na broj neutrofila, te omjer njibovih zrelih i nezrelih formi (19).

Reaktanti akutne faze upale, kao $to su C-reaktivni protein, prokalcitonin i fibrinogen,
dostupnisu za svakodnevnu klini¢ku praksu, a a-1 antitripsin i protein koji veze lipopolisahridne
upotrebljavaju se rutinski (20). Brojni citokini kao $to su interleukin 6 (I1.-6), interleukin 8
(1L-8), interleukin 18 (IL-18) (21, 7), ¢imbenik tumorske nekroze « (tumor necrosis factor,
TNFa) (21, 16), povrSinski markeri CDI1b, CD64, CD40, E-selektin (22, 23), topljive
intercelularne adhezijske molekule-1 (ICAM-1) te L-selektin i P-selektin (18, 24) pokazali su
povezanost s infekeijom u novorodencadi.

Dio markera infekcije novorodenceta testiranih u klini¢kim uvjetima prikazan je u
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tablici ],

Skupina: Groups " Naziv markera, Marker name

Reaktanti akutne faze ' Serumski amilcid A (SAA); Serum amyloid A

Acute phase reactants C-reaktivni protein (CRP). C-reactive protein

| Prokalcitonin (PCT): Procalcitonin
‘ Feritin; Ferritin
" Pentraksin 3; Pentraxin 3 !

‘ i Lipopolisahard vezudi protein (LBP); :

Lipopolysaccharide hinding protein i

Citokini [ O (W

Cytokines

antagonist IL-1 receptora; IL-1 receptor antagonist !

IL-6; IL-6 }

IL-8; 1L-8 |

| IL-10; 1L-10 ‘ o
i o

IL-18: 1L-18 N |

; TNFE-a; TNF-¢ I

' Povrsinski stanicni biljezi i Monocitni CD11b: Monocyte CD11b

Monocitni CD4C; Monocyte CD40

- Monocitni CD632; Monocyte CD63 ‘

Monocitni CD64: Monocyte CD64

sCD25 (IL-2R); sCD25 (IL-2R)

Topljivi (solubilni) receptori - sE-selektin; sE-selectine

SELAM-1; sELAM-1

1 sCD14; sCD14

| ' SICAM-1; SICAM-1

Cell surface markers

Soluble receptors

- Antitrombin I1f; Antithrombin 11}

Cimbenici koagulacije ., von Willebrand faktor ; von Willebrandt factor ‘

Protein C; Proten C \

Coagulation factors

Fibrinopeptid A ; Fibrinopeptide A

D-dimeri; D-dimers

! ‘ Trombomodulin; Thrombomodulin

|

|
ELAM -endothelial lewkocyte adhesion motecule (endotelne leukociine adhezijske molekule);
1L interlewking s: soluble (topljiviy; YNE tumor necrosis factor (Cimbenik tumorske nekroze);
[CAM - intercellular adhesion molecule (topljiv e medustaniéne adhezijske molekule)
Iablica I. Potencijalni biomarkeri za dijagnozu infekeije w novorodendeta
lable 1. Potential biomarkers for diagnosis of infection in the newborn

Hematoloski bodovni sustav za procjenu infekcije novorodenceta
’

Ukupan broj leukocita i diferencijalna krvna slika i danas su lako dostupni u svim
ustanovama 1 pored skupih dijagnostickih testova prilicno su ekonomiéni. Kontradiktorni
su izvjeStaji o njihovoj prediktivnoj vrijedaosti u dijagnozi rane neonatalne infekcije.
Diferencijalna krvna slika daje moguénost diferenciranja pojedinih vrsta leukocita, a odgovor
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neutrofila na infekeiju i promjene koje posljedicno nastayju u perifernog krvi mogle bi znacajno
pomoci u dijagnozi RN [25]

Prije vise od 20 godina Rodwell i suradnict pokusali su bodovati parametre iz kompletne
krvne shike te predvidjeti rizik razvoja infekeije novorodenceta, pri tome bodujuéi svaki od
ukupno sedam parametara s jednim bodom: ukupni broj leukocita, ukupni broj neutrofila,
omjer nezrelih neutrofila prema ukupnom broju neutrofila (I/T), omjer nezrelih neutrofila
prema zrelim neutrofilima (M), brej nezrelih neutrofila, ukupan broj trombocita te pojavu
degenerativiih promjena u polimortonuklearima (vidi tablicu 2). Kao grani¢nu vrijednost za

. .. Paametr; Parameters __ Vrjednost; Value  Bodovi Points
Ukupan broj leukocita <5x10%L 1
Total white blood celll (WBC) count 225x10%L kod poroda; at birth

| 230x10%L12-24h:  12-24  hours
221x10"/L od drugog dana Zivota:

from the second day of life

s Ukupan broj neutrofila | £7.800x10%/L 1
' (seg+nesegteotbazo) ‘ 214,500x10%/L :
Total neutrophil counts ‘
- Brof nezrelih neutrofila (neseg)
__Polymorphonuclears cell count S
Omjer nezrelih neutrofila prema 20,25 1 J
|
\
\

Porast; increase 1

ukupnom broju neutrofia (I/T) ;
- Immature to total neutrophil ratio (I/T) | o , R I
Omjer nezrelih neutrofila prema zrefim ' 20,25 | 1
neutrofilima (/M)

! immature to mature neutrophil ratio |

(/M) ! ‘

. Ukupan broj trombocita " <150x10%L 1

} Platelet count - R A

I Degenerativne promjene u Toksi¢ne granule; Toxic granules 1 i
polimorfonuklearima ~Vakuole, Vacuoles
Degenerative changes in | Dohleova tjelesca; ] i
polymorphonuclears cell (PMN) I Dahle bodies i

Tablica 2. Modificirani hematoloski bodovai sustay prema Rodwellu
Table 2. Modified Rodwell hematological scoring svstem

mmfekeiju uzeli su 3 ili vise bodova (26).

Ukupan broj neutrofila dostize maksimum od 12. do 24. sata nakon rodcnja, i prema
istrazivanju Manroe i suradnika granice 95% pouzdanosti su za to razdoblje izmedu 7,8 x
109/ 1 14,5x109/L (27). Escobar i suradnici su kod inficirane novorodencadi nasli prosjecnu
vrijednost ukupnog broja neutrofila 6,3 x 109/L., dok je kod neinficiranc novorodencadi
prosjeéna vrijednost neutrofila iznosila 9.6 x 109/L. Isti¢u da povisene vrijednosti ukupnog broja
neutrofila nisu udruzene s infekcijom u novorodencadi (28) jer razli¢ita klinicka stanja majke
mogu utjecati na ukupan broj neutrofila u novorodenceta (29). Uz promjenc ukupnog broja
neutrofila za infekciju je karakteristican «pomak ulijevon, jer povecéan broj nescgmentiranih
neutrofila i mladih formi neutrofila izlazi iz kostane sr71 u cirkulaciju, te posljedino raste
odnos izmedu nezrelih i zrelih formi neutrofila. Prema nekim autorima vrijednost ukupnog
broja leukocita ima dijagnosticku to¢nost od 88% za prisutnost rane neonatalne infekceije, dok
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vrijednost ukupnog broja nezrelih neutrolila veca od 1.1 x 109/1 predvida ranu neonatalnu
infekeiju uz tocnost od 65%. Visoku predixtiviu vrijednost (82%) u dijagnori rane neonatalne
mickcije ima 1 vrijednost ukupnog broje neutrofila veca od 17.6 dok graniéne vrijednosti
odnosa nezrelih neutrofila i ukupnog broja neutrofila (immature:total polymorphonuclear) 11T
(66%) i odnosa nezrelih neutrofila i zrelia neutrofila (immaturcimature polymorphonuclear)
1:M (67 %) u shicnom postotku potvrduju ranu neonatainu imfekeiju (25).

U novijim studijama analiza hematoltoskog protila pokazala je da najvecu vrijednost ima
omjer nezrelih neutrofila prema ukupnom broju neutrofila (1/1), potom slijedi omyjer nezrelih
neutrofila prema zrelim neutrofilima (1/M), a ta dva kriterija uz trombocitopeniju imaju visoku
negativinu prediktuvnu vrijednost od 94% 309,

C-rcaktivni protein (CRP)

C-reaktivni protein (CRPY izvorno su Tillett i Francis otkrili jos 1930. godine kao tvar
u serumu bolesnika s akutnom upalom kcja reagira s C poﬁi&%ﬁilridum pneumokoka (31). Do
danas je poznat u laboratorijskoj dijagnostici kao najvise ispitivan protein plazme koji sluzi
kao upalni marker. zbog Cega je vazan indikator kod upale. nckroze tkiva ili traume. CRP
pripada pentraksinskoj proteinskoj skupint. a proizvode ga jetra 1 masne stanice (adipociti). Po
sastavu je glikoprotein molekularne mase 110 kD, prema obliku prsienasti pentamer. a prema
svojstvima je ¢lan skupine proteina pozna-ih kao reaktanti akutne taze upale (32). Gen za CRP
nalazi sc na prvom kromosomu 1q21-g23 (33). Njegove vrijednosti ubrzano rastu u sluCaju
akutne upale, pa tako mogu porasti 1 stotinu puta v roku od samo 24 sata. Povecanje njegove
koncentracije u krvi nastaje veé Sest do devet sati nakon pocetka infekeije. a maksimum
doseze za jedan do tri dana, nakon prethodnog porasta koncentracije interleukina 6 (1L-6)
kojeg izlucuju razli¢ite stanice imunosustava, ponajprije makrofagi (34). Njegovi imunoloski
u¢inei su brojni: aktivacija komplementa, supresija ili aktivacija odredenih tipova T-limfocita
i prozvodnje nekih citokina, moguénost vezanja bakterijskih polisaharida i fosfolipida 12 tkiva
ostecenih upalom, traumom ili infekeijomr (32).

Koncentracija CRP-a odreduje se u uzorku tekuceg dijela krvi (serumu ili plazmi),
posljednjih godina najéesce metodom imunoturbidimetrije (35). Odredivanje koncentracije
CRP-a ima znacajno mjesto u dijagnostici i pracenju terapije infekcija u nedonoscadi i
novorodenéadi. Vigestrukim studijama pokugalo se odrediti vrijednost CRP-a koja upucuje
na infekciju kao i optimalno vrijeme uzimanja uzoraka. Mjerenjem koncentracije CRP-a u
krvi pupkovine, s grani¢nom vrijednoséu 5 mg/L, utvrdena je niska osjetljivost od 35%, ali
7nacajna specificnost od 86% 1 dijagnosticka to¢nost od 72%. Ovako znacajna specifi¢nost
testa CRP-a potvrda je da negativan nalaz CRP-a sa znacajnom sigurnoscu znaci 1 odsutnost
infekeije (36).

Ukoliko se kao grani¢na vrijednost za infekeiju uzme vrijednost 6 mg/l tada osjetljivost
raste na 95%, a negativna prediktivna vrijednost na 97% (15). Autori koji kao granicnu
vrijednost CRP-a za infekciju uzimaju 10 mg/L nalaze osjetljivost od 97%, negativiu
prediktivnu vrijednost od 98%, ali bolju specificnost od 61% (37). U razlicitim studijama
navodi se razlicit stupanj osjetljivosti, od 43% do 90% i specifi¢nosti od 60 do 78%, dok za
kasnu sepsu specifi¢nost 1 pozitivna prediktivna vrijednost dosezu visokih 93 do 99% (16).

CRP kao brza, cijenom prihvatljiva i danas lako dostupna pretraga moze posluZiti za
prepoznavanje zdrave novorodencadi 1 odabir novorodencadi koja zahtijeva praéenje 1 tretman
prije rezultata mikrobioloskih nalaza (38).




Prokalcitonin (PCT)

Prokalcitonin (PCT) je protein sastavljen od 116 aminokiselina veéim dijelom nalik
na hormon kalcitonn, a stvara se 1 izlucuje u C-stanicama Stitne 7lijezde nakon specificne
stanicne proteoliticke aktivnosti u pro-hormon prokalcitonin (PCT). Kad su posrijedi teze
bukterijske infekeije 1 sepsa, makrofagi 1 monoeiti jetre, ali i drugih organa. ukljucuju se
ubrzanom sintezom 1 otpustanjem PCT-a kao odgovora na upalu (39. 40).

Koncentracija PCT-a pocinje rasti ved tri sata nakon kontakta organizma s bakterijskim
endotoksinom, a vrhunac uslijedi nakon Sest do osam satt od pocetka kontakia te koncentracija
ostaje kontinuirano povisena slijede¢a 24 sata (41). Nekoliko studija pokazuje da upotrebom
kvantitativne metode myerenja. porast koncentracije PCT-a moze biti pokazatelj za yanu
dijagnozu sepse novorodenceta (40, 42,43, 44, 45) dok novorodencad sa virusnom infekcijom,
bakterijskom kolomizacijom ili distresom druge ctiologije imaju urednu ili tek diskretno
povisenu vrijednost PCT -a (13, 46).

Vecina studija slaze se da e granicna vrijednost PCl-a kod summnje na infekciju
novorodendeta 2 ng/ml nakon 24 sate zivota (39, 42). dok neki autori tu grani¢nu vrijednost
spustaju nize. odnosno patoloskim vrijednostima smatraju one iznad 1.5 ng/ml (45). Pri toj
vrijednosti osjetljivost se kreée od 65% do 92%, specifiénost od 60% do 87%. pozitivaa
prediktivna vitjednost od 30% do 80%. a negativna prediktivna vrijednost od 76% do 98% za
PCT (47, 48, 49).

Povecana koncentracija serumskog PCT-a unovorodencadi moze biti povezana s drugim
¢initeljima osim neonatalne infekeije, posebno u prvih 12 - 24 sata zivota. Posrijedi je vicrojatno
fizioloski porust serumske vrijednost. PCT-a (45, 46, 50). fako PCT moze prijeci placentnu
barijeru, porast koncentracije izmedu 24, i 48, sata Zivota ne moze sc objasniti prijenosom
od majke nego vjerojatno endogenom sintezom PCT-a (51). “la s¢ pojava moze vjcrojatno
pripisati stresu novorodendeta tijekom. poroda ili prilagodbe na izvanmaternicne uvjete Zivota,
sto moze stimulirati porast reaktanata akutne faze. Porast serumske koneentracije PCT-a nalaz
se 1 kod djece bez infekeije koja imaju respiratorne smetnje, ponajprije hijalinomembransku
bolest, odnosno u novorodencadi koja je razvila neki oblik sindroma respiratornog distresa
{52, 53). Mouneret 1 suradnici pretpostavili su da je hipoksemija stanje koje prethodi razvoju
sindroma respiratornog distresa, te smatraju da je moguda i pluéna sinteza PCT-a (53).

Citokini kao biomarkeri infekcije novorodenceta

Rijec¢ citokini izvedena je 12 dvije njeci grékog podrijetla “eytos”™, §to znaci stanica, i
“kine™, odnosno “kinein”, §to znadi micati se. Ovaj naziv uveden je kako bi se mogla razlikovati
skupina imunomodulacyjskih molekula od hematopoetskih €initelja stani¢nog rasta. Citokini
se ponasaju kao bioloski djelotvorne molekule koje se oslobadaju 1z stanica, transportiraju u
druge dijelove organizma 1 djeluju na tunkeije drugih stanica dovodedi do brojnih biologkih
ucinaka. Citokini su polipeptidi ili glikopeptidi molckularne mase od 6 do 70 kDa, a djeluju
preko spectficnih receptora u samoj stanici 1 na staniénoj membrani. Mogu biti pozitivni 1
negativni regulatort imunosnog odgovora. Oni su glasnici koji pripadaju u vrlo vazne Cinitelje
u komunikaciji izmedu [judskih stanica. Citokini predaju informaciju ciljnoj stanici koja sadrzi
odgovarajuci receptor, pri cemu dolazi do aktivacije gena s posljedicnim promjenama ciljne
stanice. Sintezu 1 otpuStanje citokina mogu zaustaviti inhibitori koji moduliraju biolosku
aktivnost citokina ili inhibiraju sposobnost odgovora ciljne stanice. Svaka Ziva stanica s
jezgrom u ljudskom organizmu stvara citokine ¢ija vrsta 1 koli¢ina sekrecije ovist o tipu i
stadiju stani¢éne diferencijacije 1 aktivacije (54).
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Stvaranje mnogih citokina pobuduje se antigenski spectficnom aktivacijom limfocita
14, U skupinu citokina pripada grupa mierieukina, tumorskih ¢initelja rasta 1 mterferona.
Izraz interleukin prihvacen je za grupu medijatora odgovornth za medusobno komuniciranje
Jeukocita. a do danas je poznato 29 vrsia iterleukina, koji se oznacavaju slovima 1L 1
brojevima od 1 do 29. Povecano izlucivanie citokina nije udruzeno samo s infekeijama nego
1 s autoimunosmm 1 neuwrodegenerativiim bolestima (55). Razlikujemo promflamacijske
1 antiinflamacijske citokine. Upalni eitokini. ukljucujudén Cinitelja tumorske nekroze (tumor
neerosis factor-oL TNF-o,), IL- 10 1 1L-6, aktivirgju koagulaciju 1 mhibiraju fibrinolizu sto moze
rezultirati difuznim odteéenjem endotela kapilara. s posljedicnom disfunkcijom brojnih organa
1 smrtnim ishodom (36).

Interleukin 1 (1L-1) je naziv za dve razlicita proteina, [L-To 1 1113, koji prepoznaju
Isti stani¢nt receptor. Ne izju¢uju se iz stanica zdravih individua. 11.-1 inducira sintezu FNF-a
11L-6 1 aktivira limfocite T $to rezultira stvaranjem 1L-2. Izlu¢uju ga makrofuvi. fibroblasti,
endotelne stanice, keratinociti, astrociti, limiociti 13 taktivirani limtociti'l stanice glatkih misica
i stanice mikroglije. Ima vaznu imunoregulacisku funkeiju, potice sintezu 11L-2 u limfocitima
i pomaze izrazavanje receptora za 11-2 nuaktiviranimpJipptocitima T. Uz druge interleukine
aktivira limfocite B da proliferiraju, sazrijevaju i pojacavaju sintezu imunoglobulina (54).

Interfeukin 6 (1L-6) jesmultifukcionalan citokin koji se sintetizira v mnogim stanicama:
makrotazima. T-stanicama, fibroblastima 1 endotelnim stanicama (57). Mogu ga proizw;diti
bakterije 1 virusi. Najvaznije djelovanje interleukina 6 ocituje se na zavrsnoj diferencijaciji
B-limfocita i poticanju biosinteze sckrecijskog tipa imunoglobulina (Ig) na razint mRNA (58).
Takoder, interfeukin 6 potice sintezu slijed 2¢ih proteina; fibrinogena, alfa-1-antikimotripsina,
alfa-1 kiselog glikoproteina, serumskog amiloida A 1 C-reaktivnog proteina (CRP) (59). IL-6
potiskuje izlucivanje INF-a 1 I1L-1 aktivirajuéi stvaranje reaktanata akutne faze iz jetre 1
stimulira osovinu hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna zlijezda. Tako pomaze kontroli upalne
reakeije. Osnovna uloga interleukina 6 jest regulacija imunosne reakeije u svojstvu proupalnog,
all 1 protuupalnog citokina (54). Gen za 1L-6 smjesten je na kromosomu 7 (7p21). gdje
zauzima 1125 pb genomske DNA| a sastoji se od pet eksona 1 Eetird introna (60). Komponente
bakterija. ukljucujuéi endotoksine, jaki su aktivatori mreze citokina. Zadnjih se desetak godina
u klini¢kim studijama pokuSala ocijeniu dijagnosticka vrijednost proupalnih citokina kao $to
su interfeukin-1 (1L-1B), interleukin-6 (11.-5), interleukin-8 (IL-8) 1 ¢initel] tumorske nekroze
(TNF-a). no ona se nije pokazala bitno boljom od puno jednostavnijih 1 jeftinijih pretraga koje
su lakse dostupne (5, 15, 61). Za 11.-6 se granicne (“cut-oit”) vrijednosti krecu od 14 pg/ml
do 18,2 pg/ml. Pritom je sensitiviost tog testa od 76% do 87%. spectficnost od 50% do 70%,
pozitivna prediktivna vrijednost od 70% te negativna prediktivna vrijednost od 63% (49, 62).

Zainterleukin-10(1L-10) privrijednosti > 17 pgiminalazise osjetljivost 92% i specificnost
&49% (47). Interleukin-8 (1L-8) je kemokin odgovoran za migraciju neutrofila 1 makrofaga na
mjesto upale 1 obiéno nije prisutan u visokej koncentraciji kod zdrave novorodencadi. Izrazito
mu raste koncentracija u stanju sepsce kod febrilne djece s neutropenijom (20). lzmjerenc
su i do 1000 puta vise vrijednosti 11.-6 i 'L-8 u skupini novorodenéadi s B streptokoknom
bakterijemijomnego pri drugimneonatalnim infekcijama(15). IL- 18 je proinflamacijski citokin
koji nije specifican za nconatalnu sepsu. Nedavne studije su povezale genski polimorfizam za
11.-18 s nekrotiziraju¢im enterokolitisom (63) 1 infekcijom respiracijskim sincicijskim virusom
(64). ,

Cinitelj tumorske nekroze (tumor necrosis factor- a, TNF-a, kahektin) mocan je citokin
koji stvaraju makrofazi, monociti, neutrofili, T [imfociti, astrociti, glatke misi¢ne stanice i
fibroblasti nakon stimulacije mikroorganizmima ili stranim Cesticama (65). Clan je skupine
citokina koji stimuliraju reaktante akune faze i kljuéni je medijator u razvoju septi¢kog Soka
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(60). Gen za TNF nalazi se na kromosomu 6p21.3, gdje zauzima 1660 pb genomske DNA (67).
Sadrzi oko 3 kb 1 ima 4 cksona, 1 zadnji ckson kodira vise od 80% izlucenog proteina (68).
Najbolje je prouCena njegova sposobnost izazivanja upalne reakcije, jer osim §to stimulira
stvaranje ostalih citokina (IL-1, 11.-6. IL-8) posreduje u kaskadi citokina koja uzrokuje upalu
putem receptora lokaliziranih na makrofazima. Aktivnost mu je proinflamatorna i antitumorska,
a uz mnoge ucinke opisana je i njegova sposobnost da potakne smrt stanice. Indirektno regulira
upalnu reaketju tako $to potice otpustanje kortikotropina iz hipotize, stimulirajuéi na taj nacin
koru nadbubrezne zlijezde da otpusta kortizol koji inhibira upalu (54).

Koncentracija TNF-a u amnijskoj tekucini od 41 pg/ml navise ima osjetljivost 82% i
specifiCnost 79% u predvidanju ranog pocetka neonatalne sepse kod prijevremenog poroda,
Cak 1 pri intaktnim plodovim ovojima (69). Prema nekim autorima TNF-¢ bi bionajbolji
prediktor razvoja teSke neonatalne infekeije (70), dok je prema drugima on vazan posrednik u
patofiziologiji septickog $oka i sustavnog upalnog odgovora, no njegova korisnost nije bolja
od pracenja vrijednosti 1L-6 111 IL-8 (71, 72).

Povrsinski biljezi kao pokazatelji infekcije novorodenéeta

Usavisavanje Lehnologije protocne citometrije omoguéilo je nove nadine otkrivanja
povrsinskih antigena na krvnim stanicama. Ova tehnologija bolja je u odnosu na konvencionalne
imunoloske metode otkrivanja aktivacijskih markera na stani¢noj membrani (73). Povrsinski
biljezi neutrofila CD11b 1 C164 identificirani su prije desetak godina kao obecavajuéi biljezi
za dijagnozu rane 1 kasne infekcije novorodenceta (74).

CDI1Ib je podjedinica adhezijske molekule integrina b2 koja je u vrlo niskim
koncentracijama prisutna na povrsini neaktiviranih neutrofila. Uogeno je poveéanje CD11b dva
do Cetirt puta u novorodencadi s mikrobiologki potvrdenom sepsom (75). Za dijagnosticiranje
rane neonatalne infckeije CDI1b pokazuje osjetljivost od 86 do 100% i specifinost 100
Yo (16). Analizom dvaju povrsinskih biljega neutrofila (CD11b, CD64) i dvaju povrsinskih
biljega limfocita (CD25, CD45R0O) pokazalo se da CD64 ima najvecu osjetljivost (97%),
specificnost (90%) 1 negativiu prediktivnu vrijednost (99%) kao dijagnosticki marker za
pojavu ranc neonatalne infekcije (76). Najnovije studije za CD64 navode grani¢nu (“cut-off™)
vrijednost od 2,6% pri kojoj je maksimalna osjetljivost 92% i specificnost 71%. Smatra se da
Jje za dijagnozu rane neonatalne infekceije nuzna kombinacija biomarkera (47).

Imunoloske pretrage povrsinskih antigena izvode se protognom citometrijom za $to je
potreban dobro opremljen laboratorij, educirano osoblje te znacajna financijska sredstva. Stoga
za sada nemaju rutinsku primjenu u svakodnevnoj klinickoj praksi u svrhu dijagnosticiranja
RNI.

Topljive medustani¢ne molekule i ostali potencijalni biomarkeri inekcije
novorodenéeta

Topljive medustani¢ne adhezijske molekule-1 (soluble intereellular adhesion molecule
-SICAM-1) poznate 1 kao povrdinski biljeg CD54 nalaze sc na endotelnim stanicama i
na membrani leukocita u niskim koncentracijama. Nakon poticanja proizvodnje citokina
bakterijskim endotoksinom, koncentracija ICAM-1 polinje se znadajno povecavati. ICAM-1
Je ligand za integrin LFA-1 (lymphocyte function-associated antigen 1) receptor koji se nalazi
na povrsini leukocita, te nakon aktivacije putem ICAM-1/LFA-1 leukociti migriraju u tkiva
(77). Studije pokazuju kako je sICAM najbolje kombinirati sa CRP-om, te da pri vrijednosti
CRP > 6 mg/L 1 sSICAM-1 >300 ng /ml (15), odnosno sICAM > 274 ng/ml, mogu biti dobri
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prediktori mifckeije. Daju visoku ogjetljivost od 95% 1 negativnu prediktivou vrijednost od
97% (T78).

Selektini su skupina stanicnih adhezijskib moickuta (cell adhesion molecules, CAMs).
Svi selektini su jednolancani transmembranski glikoproteint koji imaju slicna svojstva (79).
Adhevija leukocita na endotel (¢ m gracija u upalno tkivo posredovana je interakeijom izmedu
molekula na leukocitima i na vaskularnom endotelu. ponajprije selektina 1 mtegrma. Postoje tri
podskupine sclektina ovisno o mjestu ekspresije: -selektin u endotelnim stanicama, L-selektin
u leukocitima 1 P-sclektin u trombocitima 1 endotelnim stanicama (80).

E-sclektin, poznat kao staniéni antigen CD62, ¢lan je skupine endotelnih teukocitnih
adhevijskih molekula 1 (endothelial-leukocyte adhesion molecule 1, ELAM-1), Prisutan je
samo u cndotelnim stanicama. Koneentracija mu raste nakon citokinske aktivacije, te igra
vaznu ulogu u procesu upale. Tijekom upale E-selektn priviaci leukocite na mjesto upalé,
a oslobadanje citokina 1L-1 1 TNF-¢ iz ote¢enth stanica uzrokuje otpudtanje li-sclcktina iz
endotelnih stanica u blizini krvnih Zila, Leukocit se s pomocu liganda veze slabom vezom za
E-selektin, $to omogucava migraciju leukocita u podrucje upale (81).

P-selektin uma slicnu funkciju, no naj\;;a‘?nija mu jzs,r‘p;bga u pokretanju neutrofila
nakon poéetne stimulacije endotelne stanice ili trombocita., U roku od nekoliko minuta nakon
aktivacije agonistima kao §to su histamin, trombin ili oksidansi. P-selektin se putem liganda |
veze s feukocitom te omogucava njegovu adheziju (82).

Mijcrenjem plazmatskih vrijednosti selektina kod novorodencadi s infekeijom nadena je
znacajno povisena vrijednost kod gram-negativie sepse, ali vrijednosti sclektina imaju nisku
dijagnosti¢ku vrijednost kada se koriste sami ili u kombinaciji s drugim testovima. Medutim,
selektin s¢ moze koristiti kao progiosticki pokazatelj za 1shod novorodenacke sepse (23).

Veéina istrazivaca slaze se da za sada u svakodnevnoj klinickoj praksi treba kombinirati
barem dva markera. od kojih je kompletna krvna slika zbog cijene, dostupnosti i privatljive
dijagnosticke to¢nosti gotovo uvijek zastupljena. C-reaktivni protein jc u svakodnevnoj
rutinskoj klinickoj praksi dobro prihvacen, ali ipak ima znacenje kao kasniji pokazatel)
infekeije. Proklacitonin je prihvacen kao rani marker infekcije u prvih 24 sata Zivota iako
jo§ uvijek nije jasno postovljena grani¢na (“cut-off”) vrijednost za prva 24 sata. Ostali
biomarkeri imaju znatno vecu cijenu. slozeniju laboratorijsku tchnologiju, a nemaju bitno
bolju dijagnosti¢ku tocnost u odnesu na kombinaciju krvne slike i C-reaktivnog proteina i/ili
prokalcitonina. Osjetljivost i speci‘i¢nost 93 - 100% pokazuju za sada samo povriinski biljezi
CD11b i CD64, no za njihovo je rajerenje potrebna protocna citometrija, $to zahtijeva dobro
opremljen laboratorij, educirano osoblje 1 znacajnija financijska sredstva pa iz tog razloga jos
uvijek nemaju rutinsku primjenu u svakodnevnoj klinickoj praksi u svrhu dijagnosticiranja
ranc neonatalne infeketje.
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