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1. Wstep.

1.1. Epidemiologia posocznicy.

Uogolniona infekcja bakteryjna jest jedng =z najczestszych przyczyn
zachorowalno$ci i umieralno$ci noworodkow (1, 2). Czesto§¢ wystgpowania posocznicy w
krajach wysoko rozwinigtych oceniana jest na 1-5 /1000 zywo urodzonych noworodkow
1 wzrasta do 10 przypadkéw/1000 zywo urodzonych dzieci w panstwach rozwijajacych sie
(3, 4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12). Postep w diagnostyce i leczeniu posocznicy bakteryjnej
przyczynit si¢ do obnizenia $miertelnosci wsrod noworodkoéw, ktora aktualnie wynosi
kilkanascie procent (13). Istotnym czynnikiem ryzyka w przebiegu tej jednostki
chorobowej, poza rodzajem mikroorganizmu wywolujacego schorzenie, jest niedojrzatosc¢
dziecka. Ostatnie dane z piSmiennictwa sugeruja, iz $miertelno$¢ z powodu infekcji
uogdlnionej obniza si¢, natomiast nie maleje ilo§¢ powiktan wynikajacych z uszkodzenia
osrodkowego uktadu nerwowego oraz innych waznych zyciowo narzadow (14, 15, 16, 17,
18).

Na podstawie danych epidemiologicznych mozna stwierdzi¢, iz liczba porodow
przedwczesnych nie maleje a jednym z gléwnych czynnikow ryzyka wystapienia
przedwczesnej akcji porodowej jest zakazenie w przebiegu cigzy. Czgstos¢ wrodzonych
bakteryjnych zakazen ocenia si¢ w Polsce na 0,5 — 2% wszystkich urodzonych
noworodkow. Ta posta¢ infekcji podobnie jak i p6zne zakazenia bakteryjne, wystgpujace po
1 tygodniu zycia, stanowig nadal istotny problem diagnostyczno-terapeutyczny w
oddziatach intensywnej terapii noworodka. Wynika to z faktu, iz pacjentami tych oddziatéw
s czesto skrajnie niedojrzate dzieci, szczeg6lnie narazone na rozwoj uogodlnionej infekcji.
Ponadto, czynnikami utatwiajagcymi powstanie zakazenia sg liczne inwazyjne procedury

stosowane w procesie leczenia tych pacjentow (19, 20, 21).



Zmniejszona zdolno$¢ organizmu noworodka do odpowiedzi na infekcje,
wynikajgca z niedojrzatosci uktadu immunologicznego w tym okresie zycia, jest rowniez
jedna z przyczyn skapej symptomatologii rozwijajacego si¢ zakazenia (22, 23, 24, 25, 26).
Wspotistnienie innych chorob towarzyszacych powoduje czesto trudnosci w ustaleniu
rozpoznania. Brak dostatecznie szybkich, czutych i1 specyficznych badan laboratoryjnych
jest kolejnym czynnikiem utrudniajgcym potwierdzenie rozpoznania tej jednostki
chorobowej (27, 28). Ujemny wynik badania bakteriologicznego krwi pomimo wyraznych
objawow klinicznych infekcji stwierdza si¢ w okoto 40% przypadkdéw posocznicy (29).

Przyczyng falszywie ujemnych wynikéw badania bakteriologicznego krwi moze by¢
miedzy innymi stosowanie antybiotykow u matki w okresie poprzedzajacym porod, a takze
zbyt mata objetos$¢ pobranej probki krwi (27, 29, 30, 31, 32).

Obecnie coraz czeSciej zwraca si¢ uwage na fakt, iz w patomechanizmie
rozwijajacej si¢ uogdlnionej infekcji bakteryjnej poza nadmiernie nasilong reakcjg zapalng
istotng role¢ odgrywa zaburzenie rownowagi pomi¢dzy ukladem krzepniecia i fibrynolizy.
Produkowane, bowiem w odpowiedzi na obecno$¢ bakterii i ich toksyn, prozapalne
cytokiny aktywujg proces krzepnigcia hamujgc rownoczesnie fibrynolize. Z kolei, aktywne
sktadowe kaskady krzepnigcia takie jak: trombina oraz czynnik Xa, stymulujg w
makrofagach 1 monocytach produkcje prozapalnych cytokin. W ten sposdb powstaje
,btedne koto”, ktorego efektem jest gwattowne nasilenie reakcji zapalnej 1 ciggta aktywacja
kaskady krzepnigcia prowadzaca do zuzycia jej skladowych. W konsekwencji tych zmian

moze dochodzi¢ do wystgpienia objawdw skazy krwotocznej (33, 34, 35).



1.2. Fizjologia hemostazy.

Hemostaza stanowi zespo6t fizjologicznych procesow, ktére zapewniajg ograniczenie
krwawienia po przerwaniu cigglosci $ciany naczyn krwionosnych, utrzymanie szczelnos$ci
lozyska naczyniowego oraz ptynnosci krazacej krwi. W zabezpieczeniu prawidlowej
hemostazy uczestniczg komorki $rodbtonka naczyn krwionosnych, ptytki krwi oraz
czynniki uktadu krzepnigcia 1 fibrynolizy (36, 37). Na aktywnos$¢ poszczegdlnych
czynnikow hemostazy majg istotny wplyw czynniki genetyczne, metaboliczne
1 Srodowiskowe.

W warunkach fizjologii w tozysku naczyniowym, stale w niewielkich ilosciach
tworzy si¢ sie¢ fibryny, ktora pod wplywem czynnikéw fibrynolitycznych ulega
rozpuszczaniu. Procesy krzepnigcia 1 fibrynolizy w prawidlowych warunkach pozostaja,
zatem w rownowadze (38).

Jak wiadomo hemostaza jest procesem wieloetapowym, sktadajagcym si¢ z szeregu
rozmaitych interakcji komérkowych i1 enzymatycznych. Wyrdézniamy trzy podstawowe
fazy: hemostazg pierwotng, wtorng i fibrynolize. W procesie hemostazy pierwotnej
uczestniczy srédblonek naczyn oraz plytki krwi. W chwili, kiedy dochodzi do uszkodzenia
naczynia nast¢puje odstonigcie struktur kolagenu, co stymuluje proces adhezji i agregacji
trombocytow. Roéwnocze$nie z komodrek $rodblonka zostaje uwolniona serotonina
powodujaca obkurczenie naczyn w miejscu urazu. Faza hemostazy pierwotnej trwa zwykle
od 3 do 5 minut i konczy si¢ wytworzeniem czopu plytkowego. W procesie hemostazy
wtornej bardzo wazng role odgrywa czynnik tkankowy (TF-tissue factor), ktory zostaje
uwolniony po uszkodzeniu §ciany naczynia z warstwy znajdujgcej si¢ pod komoérkami
srodbtonka. Jak wiadomo jest on aktywatorem czynnikow VII, IX i1 X bedacych istotnymi

sktadowymi procesu krzepnigcia. Aktywacja tego uktadu prowadzi do powstania trombiny,



ktora z kolei powoduje przemiang fibrynogenu w nierozpuszczalng sie¢ fibryny. Ta ostatnia
stabilizuje tak zwany czop ptytkowy. Czas potrzebny na powstanie widknika od chwili
zadziatania urazu wynosi zwykle od 5 do 10 minut. Ostatnim etapem w procesie hemostazy
jest aktywacja plazminogenu do plazminy i1 uczynnienie fibrynolizy, ktorej istotg jest
rozpuszczenie $rodnaczyniowych ztogéw fibryny 1 utrzymanie droznosci tozyska
naczyniowego (36, 39, 40, 41).

Niezwykle istotng role w zachowaniu procesu hemostazy odgrywaja komorki
srodbtonka naczyn. Sg one, bowiem odpowiedzialne za produkcje i1 aktywacje czynnikow
zarbwno o wilasciwosciach prokooagulacyjnych jak i1 antykoagulacyjnych. Do grupy tych
pierwszych naleza: TF, czynnik V, czynnik von Willebranda (vW{f-von Willebrand factor)
oraz inhibitor aktywatora plazminogenu (PAlI-plasminogen activator inhibitor). Natomiast
uwalniane przez komorki $rodblonka tkankowy aktywator plazminogenu (t-PA-tissue type
plasminogen activator), urokinaza (u-PA-urokinase plasminogen activator), biatko S,
trombomodulina a takze prostacyklina biorg udziat w hamowaniu krzepniecia (40, 42, 43,
44, 45).

W kontroli hemostazy uczestniczy przede wszystkim blona wewnetrzna Sciany
naczyniowe] utworzona z pojedynczej warstwy komodrek S$rodbtonka  oraz
podsrédbtonkowej tkanki tacznej. Zwrocong do $wiatla naczyn powierzchnie komoérek
srodbtonka pokrywa glikokaliks, ktory jest mieszaning glikozaminoglikanow (GAG)
1 glikolipidow. Okoto 80% sktadowych GAG stanowi siarczan heparanu posiadajacy
wlasciwosci antykoagulacyjne (37).

W komoérkach endotelium produkowane sg rowniez i uwalniane do krwiobiegu
substancje o silnym dziataniu naczynioruchowym oraz wplywajacym na adhezje, aktywacje
1 agregacje ptytek. Nalezg do nich: prostacyklina i §rédblonkowy czynnik rozszerzajacy

(EDRF-endothelium-derived relaxing factor), zidentyfikowany jako tlenek azotu (NO) (46).



W stanie zdrowia, w komorkach §rodblonka zachodzi w sposdb ciagly synteza
tlenku azotu. Jest ona zalezna od aktywnosci izoenzymu konstytutywnej syntetazy e-NOS.
Tlenek azotu podobnie jak prostacyklina, oddziatywuje hamujaco na proces adhez;ji
trombocytow. Ponadto, prostacyklina jak 1 tlenek azotu poprawiaja perfuzje krwi w
mikrokrgzeniu poprzez dzialanie wazodilatacyjne (47). Antagonistami ich sg endotelina 1
1 tromboksan A, (TXA 2) produkowane rowniez przez komorki endotelium. W procesie
hamowania agregacji ptytek krwi bierze takze udziat adenozyna powstajaca z ADP pod
wptywem endonukleotydazy. Komorki s$rodbtonka sa ponadto zrédtem czynnikow
odpowiedzialnych za proces fibrynolizy. Nalezy do nich t-PA a takze czgsciowo vWH.
Niezwykle interesujacym biatkiem produkowanym przez komorki $rodbtonka jest
trombomodulina (TM). Jak sama nazwa wskazuje, ma ona dziatanie modulujace funkcje
trombiny. W wyniku 1f3czenia si¢ TM z trombing ta ostatnia traci zdolnos$ci
prokoagulacyjne. Ponadto kompleks trombomodulina-trombina (TM-trombina) jest
niezbedny do procesu aktywacji biatka C, istotnego inhibitora czynnikéw Va, VlIlla oraz
PAI (37, 40, 44).

Jak juz wspomniatam, w procesie tworzenia skrzepu podstawowe zadanie
odgrywajg ptytki krwi. Sg one bezjadrzastymi komoérkami powstajacymi przez fragmentacje
megakariocytéw. Liczba plytek krwi u oséb zdrowych waha si¢ 140 000 - 440 000/ul
(140-440 G/1). Czas ich przezycia w krwiobiegu wynosi 8-12 dni. Okoto 2/3 catkowitej puli
trombocytow znajduje si¢ we krwi krazacej, a 1/3 w $ledzionie. W skiad struktur
wewnatrzkomorkowych ptytek krwi wchodzi kilka rodzajow ziarnistosci. Do gtownych z
nich zaliczamy ziarnistoSci geste oraz alfa. Natomiast pozostale stanowig lizosomy,
peroksysomy oraz nieliczne mitochondria. Ziarnistosci ggste zawierajag nukleotydy
adeninowe, guanozynowe, jony wapnia i1 magnezu, serotonin¢ oraz fosfoinozytole.

Natomiast ziarnisto$ci alfa sg magazynem czynnika ptytkowego 4, beta-tromboglobuliny,



fibronektyny oraz vWf{. Zawieraja one rowniez biatka adhezyjne takie jak trombospondyna
1 witronektyna. Wsérod innych protein wchodzacych w sktad ziarnistosci alfa nalezy
wymieni¢ fibrynogen, czynnik V, XI, wielkoczgsteczkowy kininogen, inhibitor
Cl-esterazy, biatko S oraz PAI-1 (inhibitor 1 aktywatora plazminogenu) i t-PA. Lizosomy
ptytek krwi zawieraja kwasne hydrolazy, natomiast peroksysomy s3 bogate w katalazy.
Substancje uwalniane z ziarnisto$ci powoduja przyspieszenie procesow adhezji 1 agregacji

plytek krwi (39, 44, 48, 49, 50, 51).

1.3. Uklad krzepnigcia.

Kaskad¢ krzepniecia tradycyjnie dzieli si¢ na szlak, wewnatrzpochodny
1 zewnatrzpochodny, kazdy uruchamiany przez odmienny mechanizm. W roku 1964 Davie
1 Macfarlane przedstawili teori¢ ,kaskady”, dotyczaca wewnatrzpochodnego szlaku
krzepnigcia (52). Obecnie uwaza si¢ jednak, iz tzw. szlak wewnatrzpochodny, ktéry
rozpoczyna si¢ aktywacja czynnika XII, wystepuje jedynie wtedy, gdy krew styka si¢ ze
szklanymi powierzchniami. Bowiem to nie aktywny czynnik XII jest aktywatorem czynnika
XI ale czyni to trombina. Wiadomo, bowiem iz u 0séb z izolowanym niedoborem czynnika
XII procesy krzepnigcia przebiegaja prawidtowo (37). Jedynie w sytuacji zastosowania
krazenia pozaustrojowego, kontakt z powierzchniami szklanymi moze mie¢ podstawowe
znaczenie w aktywacji procesu krzepnigcia. W pozostatych przypadkach najwazniejszym
czynnikiem odpowiedzialnym za rozpocze¢cie procesu krzepnigcia jest TF (33, 53, 54, 55,
56). Jak juz wspomniano moze on by¢ uwalniany z warstwy znajdujacej si¢ pod komorkami
srodbtonka badz tez z komorek mikrogleju, gdyz tam znajdujg si¢ najwigksze zapasy tego
biatka. Catkowicie odmienng jest stymulacja procesu krzepni¢cia w posocznicy, w ktorej

nagle gwattownie wzrasta stezenie TF w tozysku naczyniowym w wielu regionach
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organizmu. Wtedy, bowiem produkowane i uwalniane przez chorobotworcze bakterie
toksyny stymuluja zarowno monocyty jak i makrofagii a takze komorki endotelium do
produkcji TF. Potaczenie si¢ TF z czynnikiem VII powoduje aktywacj¢ tego ostatniego
a nastepnie uczynnienie czynnika X i IX. Powstaly woéwczas aktywny czynnik X powoduje
przeksztatcenie protrombiny w trombing (57).

Biatka enzymatyczne biorgce udzial w krzepnig¢ciu mozna podzieli¢ na trzy grupy. Do
pierwszej z nich nalezg czynniki II, VII, IX, X, ktérych synteza zalezna jest od witaminy K,
czyli tzw. czynniki zespotu protrombiny. Sg one produkowane w hepatocytach. Zawieraja
w czasteczce kwas y-karboksyglutaminowy, co determinuje ich zdolno$¢ do wigzania
jondéw wapnia.

Do kolejnej grupy biatek biorgcych udziat w krzepnigciu zaliczamy czynnik 1, V, VIII,
XIII. Sa one wrazliwe na dziatanie trombiny. Nastepng grupe stanowig czynniki kontaktu,
czyli czynnik XI, XII 1 prekalikreina (czynnik Fletchera) oraz wielkoczasteczkowy
kininogen - czynnik Fitzgeralda (HMWK-high molecular weight kininogen) (58, 59, 60).

Z wyjatkiem takich sktadowych jak czynnik V, VIII i Fitzgeralda wigkszo$¢ enzymoéw
aktywujacych proces krzepnigcia wystepuje w osoczu w postaci nieaktywnej.
Przeksztalcenie do formy aktywnej, czyli proteazy serynowej odbywa si¢ na drodze reakcji
proteolizy. Nalezy przy tym nadmieni¢, iz forma zymogenu jest substratem dla istniejacego
juz aktywnego enzymu bedacego produktem wczesniejszej aktywacji. Powoduje to
zwielokrotnienie procesu uczynniania form nieaktywnych a przebieg calej reakcji zachodzi
w sposob kaskadowy (61).

Istotng role w utrzymaniu ptynnosci krwi krazacej odgrywaja naturalne inhibitory
krzepnigcia. Najwicksze znaczenie przypisuje si¢ antytrombinie III, biatkku C 1 S oraz

inhibitorowi szlaku czynnika tkankowego —TFPI.
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Antytrombina III jest jednolancuchowg glikoproteing, o masie czasteczkowej
58 000 daltonow. Syntetyzowana jest gldéwnie w watrobie, a takze przez komorki
srodbtonka naczyn 1 ptytki krwi. Gen odpowiedzialny za jej syntez¢ znajduje si¢ na
ramieniu dlugim chromosomu 1. Antytrombina III nalezy do rodziny serpin, czyli biatek
inaktywujacych proteazy serynowe. Istnieje zalezno$¢ pomiedzy wartosciami stezenia
antytrombiny III w surowicy krwi a wiekiem. Jej poziom w osoczu cziowieka dorostego
wynosi okoto 19-31 mg% a aktywno$¢ od 65 do 130%. U noworodkow aktywno$¢
antytrombiny III jest nieco nizsza a zakres normy wynosi od 42 do 80%. Wartosci podobne
do obserwowanych u dorostych stwierdza si¢ dopiero u niemowlat okoto 6 miesigca zycia
(60, 62, 63).

Biatko C jest jednym ze sktadnikow antykoagulacyjnego uktadu w sktad, ktérego
wchodzg takze: TM, $rodbtonkowy receptor dla PC (EPCR- endothelial cell protein C
receptor) 1 biatka S. Biatko C jest witamino-K zalezng glikoproteing o masie czgsteczkowej
62 000 daltonow, krazaca w osoczu w postaci nieczynnego proenzymu. Glownym
miejscem syntezy tego biatka jest watroba. Gen kodujacy produkcije biatka C znajduje si¢
na chromosomie 2. Prawidtowe stgzenie biatka C w osoczu wynosi 50-80 nmol/l, a
aktywno$¢ waha si¢ pomiedzy 70 a 140%. U noworodkow stwierdza si¢ nizsze wartosci,
ktore wynosza od 25 do 42%. Prawdopodobnie moze wynika¢ to z niedojrzatosci
enzymatycznej watroby (60, 62, 64, 65).

Aktywne biatko C (APC) powstajace z nieaktywnego prekursora w obecnosci
kofaktora, czyli biatka S, TM 1 receptora znajdujacego si¢ na komorkach s§rodblonka,
posiada wilasciwosci antykoagulacyjne, profibrynolityczne 1 przeciwzapalne. Wplyw tego
biatka na uktad krzepnig¢cia zwigzany jest z jego zdolnoscig do enzymatycznego rozktadu
czynnikow V 1 VIII. Ponadto pobudza ono proces fibrynolizy poprzez hamowanie PAI-1.

Aktywne biatka C taczac si¢ w cytoplazmie komorki z czynnikiem transkrypcyjnym NF-«B
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inaktywuje go. Powoduje to obnizenie produkcji cytokin prozapalnych, zmniejszenie
ekspresji czastek adhezyjnych i hamowanie aktywacji neutrofili (60, 66, 67, 68, 69).

Biatko S jest kofaktorem biatka C. Wytwarzane jest gldéwnie w watrobie przy
udziale witaminy K, ale takze w krwinkach ptytkowych i komorkach $rodblonka. Gen
ludzkiego biatka S znajduje si¢ na chromosomie 3. Okoto 60% biatka S zawartego w
osoczu tworzy kompleks z biatkiem wigzagcym skladnik C4 komplementu-C4bBP.
Pozostala wolna frakcja biatka S dziala jako kofaktor aktywnego biatka C. Prawidiowe
stezenie biatka S w osoczu u os6b dorostych wynosi 20-25 mg%, a aktywno$¢ waha si¢
pomiedzy 72 a 118%. U noworodkdéw te parametry sg wyraznie nizsze, aktywnos$¢ biatka S
wynosi od 21 do 47%. Wartosci zblizone do dorostych mozna stwierdzi¢ dopiero w wieku
od 6 do 36 miesiecy (60, 62).

Inhibitor czynnika tkankowego (TFPI - tissue factor pathway inhibitor) jest biatkiem
syntetyzowanym przez komorki §rédblonka naczyniowego, watroby oraz w ptytkach krwi.
W osoczu wystepuje w postaci zwigzanej z lipoproteinami a jego stezenie znacznie wzrasta
po wptywem heparyny, ktéra uwalnia TFPI z puli zwigzanej z glikozaminoglikanami. TPFI
zawiera miejsca wigzace dla kompleksu TF-VIla, dla czynnika Xa oraz heparyny (70, 71,
72,73, 74, 75).

Do inhibitorow krzepnigcia zaliczamy ponadto neksyn¢ proteazowsg 1, ktora hamuje
aktywno$¢ trombiny, plazminy 1 urokinazy. Do tej grupy nalezy rdéwniez niedawno
zidentyfikowana, glikoproteina bedaca inhibitorem proteaz zaleznym od biatka Z (ZPI-
protein Z-dependent protease inhibitor). Wystepuje ona w osoczu ludzi zdrowych a

syntetyzowana jest w watrobie (61, 63, 76).
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1.4. Uklad fibrynolizy.

Fibrynoliza jest naturalnym mechanizmem obronnym, ktéory przeciwdziata
odktadaniu si¢ fibryny w naczyniach krwiono$nych i w ten sposob utrzymuje ich droznos¢.
W procesie tym bierze udzial kilka osoczowych proteaz. Do glownych enzyméw tego
uktadu nalezg dwa aktywatory plazminogenu oraz powstajaca w procesie aktywacji
plazmina. Podobnie jak w uktadzie krzepnig¢cia tak 1 w uktadzie fibrynolizy mozna
wyrézni¢ dwa szlaki aktywacji. Szlak wewnatrzpochodny wspolny z uktadem krzepniecia,
rozpoczyna si¢ uaktywnieniem czynnika kontaktu XII 1 kalikreiny. Natomiast szlak
zewnatrzpochodny, majacy istotne znaczenie w patofizjologii wielu zaburzen
charakteryzuje si¢ dziataniem t-PA i u-PA (37, 77).

Szybkos$¢ dziatania t-PA jest uzalezniona od obecnosci fibryny i1 wzrasta, od
200-400 krotnie gdy kompleks plazminogen- t-PA przylacza si¢ do witoknika (78). W
wyniku dziatania t-PA powstaje aktywna proteaza serynowa, czyli plazmina
odpowiedzialna za hydrolize endogennych biatek uczestniczacych w hemostazie. Plazmina
powoduje fibrynolize fibryny, fibrynogenu, czynnikowi XII, V, VIII oraz vWf. Podczas
procesu proteolizy z fibryny i fibrynogenu powstajg produkty degradacji fibrynogenu (FDP-
fibrynogen/fibrin degradation products). Z kolei ze stabilnej fibryny powstaja pod
wptywem plazminy tzw. D-dimery (60, 79, 80).

Proces fibrynolizy moze by¢ zahamowany zarowno przez czynniki hamujace
przemian¢ plazminogenu do plazminy oraz takie, ktére ograniczajg aktywno$¢ samej
plazminy. Do tych ostatnich nalezy zaliczy¢ alfa 2-antyplazming i1 alfa 2 —makroglobuling.
Alfa 2 antyplazmina produkowana jest w watrobie 1 tworzy nieaktywny kompleks

z plazming (81, 82).
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Z kolei reakcje przejscia plazminogenu w plazming hamuje PAI-1 oraz inhibitor 2
aktywatora plazminogenu (PAI-2). PAI-1 produkowany jest w komorkach watroby,
endotelium, migsni gltadkich i w megakariocytach. Wiaze si¢ on z t-PA lub u-PA
powodujac inaktywacje tych enzymow. PAI-2 syntetyzowany jest przez monocyty,
makrofagi 1 posiada wigkszg aktywno$¢ w odniesieniu do u-PA (61).

Do innych czynnikow o dziataniu antyfibrynolitycznym nalezag w organizmie
cztowieka nastgpujace substancje: C1 inhibitor esterazy, neksyna proteazowa,
trombospodyna, lipoproteina(a) oraz inhibitor fibrynolizy aktywowany przez trombing
(TAFI-thrombin activatable fibrinolysis inhibitor). C1 inhibitor esterazy dziala poprzez
hamowanie aktywnosci czynnikow kontaktu. Z kolei neksyna proteazowa zmniejsza
aktywnos$¢ plazminy i urokinazy. Lipoproteina (a), zawiera w swojej czasteczce biatkowy
element - apolipoproteing (a), ktora jest strukturalnie podobna do plazminogenu.
Wspotzawodniczy ona z plazminogenem, plazming i prawdopodobnie z t-PA o miejsca
wigzace na fibrynie. TAFI wystepuje w osoczu w formie proenzymu a jego aktywacja
zachodzi pod wptywem trombiny i1 plazminy. Czynnik ten jest aktywowany 1000 x razy
silniej przez kompleks trombina — TM w poroéwnaniu do dziatania wolnej trombiny (57, 63,

83, 84, 85).

Schemat kaskady krzepniecia i1 fibrynolizy oraz miejsca dziatania ich gtownych inhibitorow

przedstawiony zostal na rycinie 1.
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Czynnik uszkadzajacy srodbtonek naczyniowy
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PK- prekalikreina, WK- wielkoczgsteczkowy kininogen, —ymiejsca dziatania inhibitorow.

Rycina 1. Schemat kaskady krzepnigcia i fibrynolizy (60, 37).
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1.5. Rola ukladu siateczkowo — srodblonkowego i krwinek bialych w hemostazie.

Komoérki tego uktadu biorg udziat w kontroli hemostazy poprzez usuwanie z krwi
takich czynnikéw aktywujacych krzepnigcie jak: produkty rozpadu tkanek, bakterie, wirusy
a takze efekty aktywacji krzepnigcia. Do tych ostatnich nalezy rozpuszczalna fibryna
1 aktywowane plytki krwi. W badaniach histologicznych tkanek pobranych z miejsc
o nasilonym odczynie zapalnym oraz niektorych nowotworow stwierdza si¢ obecnos¢
licznych nacieczen leukocytarnych wraz ze zlogami fibryny. Wiadomym jest takze, iz
wywotanemu eksperymentalnie procesowi wykrzepiania wewnatrznaczyniowego (DIC)
mozna zapobiec poprzez wczesniejsze obnizenie ilosci leukocytow. Zaréwno monocyty jak
1 makrofagi moga, wigc nasila¢ proces krzepnigcia. Wykryto w nich, bowiem obecnos¢
wielu czynnikow krzepniecia takich jak: II, V, VII, IX, X, XII, wielkoczasteczkowy
kininogen a takze proteazy aktywujace bezposrednio czynnik X i1 protrombing. Niezwykle
istotne bylo stwierdzenie, ze pod wptywem dzialania prozapalnych cytokin dochodzi do
wzrostu syntezy i uwalniania czynnika tkankowego przez monocyty (63).

Z kolei makrofagi posiadajg na swojej powierzchni fosfolipidy do tworzenia
kompleksow aktywacyjnych tenazy 1 protrombinazy, enzymdéw odpowiedzialnych za
uczynnienie czynnika X (36). Ponadto komorki te uwalniajg czynniki aktywujace ptytki
oraz enzymy uszkadzajace Sciang¢ naczyn krwionosnych. Do takich nalezg toksyczne
metabolity tlenu, czynnik aktywujacy ptytki (PAF-platelets activating factor), leukotrieny,

tromboksany 1 interleukina 1 (IL-1) (86, 87).
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1.6. Odrebnosci ukladu krzepniegcia i fibrynolizy u noworodkéw.

U noworodkow 1 niemowlat uktad hemostazy jest nieco odmienny w porownaniu do
0sob dorostych. Najwigksze rdéznice stwierdza si¢ u noworodkow urodzonych
przedwczesnie. Uktad krzepnigcia i fibrynolizy wykazuje u nich znaczne niedobory
ilosciowe 1 jakosciowe (88, 89). Szybkos¢ reakcji powstawania trombiny z protrombiny jest
0 50% wolniejsza u noworodkow w poréwnaniu do osob dorostych. Prawdopodobnie
chroni to dzieci w tym wieku przed powstawaniem zakrzepow (90, 91, 92, 93, 94).

Istniejacy wzgledny stan rownowagi ksztaltuja z jednej strony niskie stezenia
niektorych czynnikdw krzepniecia a z drugiej niedobdr naturalnych inhibitoréw krzepniecia
takich jak antytrombina III, biatka C 1 biatko. Wypadkowg tych roznic jest stwierdzany
u noworodkow nieznacznie skrocony czas krwawienia. Natomiast liczba trombocytow jest
podobna jak u oséb dorostych (95, 96, 97, 98).

Poziom niektorych sktadowych uktadu fibrynolitycznego jest rowniez odmienny w
okresie noworodkowym. Stgzenia plazminogenu i alfa 2—antyplazminy, mierzone we krwi
pepowinowe] s3 niskie 1 dopiero w 6 miesigcu zycia osiggajg wartosci podobne do
obserwowanych u oso6b dorostych. Podobnie st¢zenie t-PA w osoczu noworodkow jest
obnizone. Z kolei poziom PAI-1 oraz alfa 2-makroglobuliny jest podwyzszony, co moze
by¢ przyczyna nizszej aktywnosci fibrynolitycznej osocza w tym okresie zycia (93, 99, 100,

101).

Parametry uktadu krzepnigcia i fibrynolizy u noworodkéw donoszonych i wcze$niakow w

poréwnaniu do warto$ci stwierdzanych u oséb dorostych przedstawia tabela 1.
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Wybrane parametry ukladu krzepniegcia i fibrynolizy Wezesniaki Donoszone
Liczba ptytek krwi V-N N
Retrakcja skrzepu N7 N7
Czas krwawienia N N
Czas kaolinowo-kefalinowy (APTT) N NN
Czas protrombinowy (PT) () N-N
Czas trombinowy (TT) NN N
Fibrynogen V-N N
Czynnik V N N
Czynnik VIII N N
Czynnik II N7 N7
Czynnik VII 822 W\
Czynnik IX 822 W\
Czynnik X 822 W\
Czynnik XI 822 W\
Czynnik XII 22 22
Czynnik XIII N7 N7
Prekalikreina 2\ 2 2%
HMW kininogen W N7
Biatko C W N7
Biatko S W N7
Antytrombina III 822 N7
& 2 makroglobulina N N
Plazminogen 22 N7
Aktywatory plazminogenu N O

N - warto$é identyczna, ¥ - warto$é obnizona w stosunku do osob dorostych, ¥\ -

znaczne obnizenie wartosci w stosunku do osob dorostych, A

- wzrost wartosci lub

wydhuzenie czasu w stosunku do osob dorostych, M - znaczny wzrost wartosci lub

wydtuzenie czasu w stosunku do oséb dorostych.

Tabela 1. PoroOwnanie parametréw uktad krzepnigcia i1 fibrynolizy u wcze$niakow i1

noworodkow donoszonych z warto$ciami stwierdzanymi u osob dorostych (102).
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1.7. Zaburzenia hemostazy u noworodka.

Do najczgstszych przyczyn wystepowania zaburzen hemostazy u noworodka
zaliczamy zaro6wno wrodzony jak i1 nabyty niedobor osoczowych czynnikdéw krzepnigcia
oraz rozne postacie matoptytkowosci.

Wrodzone defekty dotycza gtownie niedoborow czynnika VII lub IX (hemofilia A
lub B) i rzadko objawiaja si¢ klinicznie w okresie noworodkowym. Najczgsciej pierwsze
symptomy tych jednostek chorobowych pojawiajg si¢ dopiero okoto 1 roku zycia, gdy
dziecko zaczyna chodzi¢ i jest narazone na urazy. Jezeli jednak wyst¢puje znaczny niedobor
czynnika VII 1 jego aktywno$¢ stanowi zaledwie okolo 1% normy, wtedy objawy
chorobowe moga wystapi¢ juz w pierwszych godzinach zycia. Nalezg do nich krwawienia z
miejsc naktucia, z kikuta pepowiny, z blon §luzowych jamy ustnej oraz wylewy krwi do
osrodkowego uktadu nerwowego (OUN). Skojarzone niedobory kilku czynnikow
krzepnigcia ujawniajg si¢ w okresie noworodkowym niezwykle rzadko (103, 104, 105).

Wsrod nabytych zaburzen hemostazy nalezy wymieni¢ chorobe krwotoczng
noworodka. Jest ona spowodowana przejsciowym niedoborem produkowanych w watrobie
czynnikéw krzepniecia zaleznych od witaminy K (II, VII, IX, X). Wzglednie czgsto do
zaburzen hemostazy dochodzi takze w trakcie cigzko przebiegajacych infekcji
bakteryjnych, ktore mogg by¢ powiklane zespolem rozsianego wykrzepiania
wewnatrznaczyniowego (103, 106).

Przyczyng zbyt matej ilosci plytek moze by¢ ich niewystarczajaca produkcja lub
nadmierne zuzycie, do ktoérego dochodzi miedzy innymi w trakcie procesu rozsianego
wykrzepiania wewnatrznaczyniowego .

Wrodzone postacie matoptytkowosci wystepuja rzadko 1 nalezg do nich zespot

Fanconiego, trombocytopenia amegakariocytarna (105).
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1.8. Mechanizmy uruchamiajace procesy wykrzepiania i fibrynolizy w przebiegu

infekcji.

Do najczestszych przyczyn nabytych zaburzen hemostazy u noworodkéw nalezy
zaliczy¢ zakazenia zarOwno bakteryjne jak 1 wirusowe, riketsjowe, grzybicze a takze
pierwotniakowe. Chociaz nieprawidlowosci w badaniach laboratoryjnych w zakresie
parametréw uktadu krzepnigcia i fibrynolizy stwierdza si¢ w przebiegu zakazenia u okoto
80% noworodkow, to jednak tylko u 20-30% z nich wystepuja objawy kliniczne, w postaci
krwawien lub zakrzepicy wewnatrznaczyniowej (37, 95, 104).

Odpowiedz zapalna uktadu immunologicznego powstajagca w przebiegu zakazenia
jest niezbedna, aby w mozliwie jak najkrétszym czasie ograniczy¢ namnazanie si¢ i rozsiew
drobnoustrojow chorobotworczych w organizmie chorego noworodka. Pomimo licznych
,hiedoborow” systemu odpornosciowego, moze w tym okresie zycia dochodzi¢ do
niekontrolowanej, nadmiernej odpowiedzi zapalnej, przebiegajacej w sposob kaskadowy
(26, 107). Problem ten dotyczy zaréwno noworodkow donoszonych jak 1 wezesniakow. Jak
juz wczesniej stwierdzono uogdlniona reakcja zapalna stymuluje proces krzepniecia
1 jednoczesnie hamuje fibrynolizg. Z kolei aktywacja czynnikoOw krzepnigcia nasila reakcje
zapalng poprzez oddziatlywanie tych substancji na produkcje prozapalnych cytokin. I tak
np.: aktywny czynnik X pobudza komorki §rédbtonka do syntezy interleukiny 6 (IL-6)
1 interleukiny 8 (IL-8) a czynnik VIla stymuluje makrofagii do produkcji reaktywnych form
czasteczek tlenu 1 cytokin IL6, IL-8. Natomiast trombina poprzez pobudzajacy wplyw na
produkcje selektyny P w komodrkach endotelium powoduje aktywacje monocytow, co
prowadzi do zwigkszonego uwalniania IL-1, IL-6, IL-8 1 kachektyny (TNF-alfa). W ten

sposob zamyka si¢ ,bledne koto” zmian patologicznych powodujacych wykrzepianie
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wewnatrznaczyniowe, niewydolno$¢ wielonarzadows, a przy braku skutecznej interwencji
terapeutycznej, do zgonu pacjenta ( 54, 108).

W poczatkowym okresie zakazenia bakterie a zwlaszcza sktadowe ich S$ciany
komorkowej takie jak: peptydoglikan a w przypadku bakterii Gram (-) endotoksyna
lipopolisacharydowa (LPS) oraz entero- i egzotoksyny powoduja pobudzenie uktadu
immunologicznego. LPS uwolniona z bakterii Gram (-) jest we krwi wigzana
z rozpuszczalnym receptorem CD14 (sCD14) oraz czgsteczkami lipoprotein. Procesy te
katalizowane sg przez biatko wigzace dla LPS (LBP- LPS binding protein). Zwigzanie si¢
lipopolisacharydu z lipoproteinami powoduje jego neutralizacje, natomiast polaczenie
z receptorem sCD14 stymuluje aktywacj¢ komorek uktadu immunologicznego. Pewna pula
receptora CD14 istnieje takze na powierzchni neutrofilow 1 makrofagéw jako biatko GPI
(mCD14). Nastgpnie LPS przetransportowany jest w postaci kompleksu sCD14-LPS do
komorek zawierajacych mCD14. Powoduje to na komodrkach srédblonka wzrost ekspres;ji
czastek adhezyjnych takich jak: selektyna E, selektyna P, ICAM-1, VCAM a takze TF.
Czynniki te z kolei stymulujag monocyty, makrofagii do produkcji i uwalniania cytokin
prozapalnych takich jak: TNF-alfa 1 IL-1 (54, 108, 109, 110, 111). TF jest istotnym
receptorem dla czynnika VIla na powierzchni komorek. Pojawienie si¢ czynnika
tkankowego na komorkach §rodblonka jest sygnalem do uczynnienia kaskady krzepnigcia i
rownoczesne] aktywacji fibrynolizy (34, 35, 77, 112, 113). W prawidtowych warunkach
aktywacja procesu krzepnigcia rownolegle stymuluje fibrynolize¢. Jednak te same cytokiny
prozapalne, ktére zwickszaja ekspresje TF powoduja takze wzrost syntezy PAI-1 w
komorkach §rédblonka, monocytach, makrofagach, co prowadzi do hamowania procesu
fibrynolizy (114). Dodatkowo spadek poziomu plazminogenu w surowicy obserwowany w
przebiegu posocznicy uposledza fibrynolize. Z kolei wzrost st¢zenia alfa-1 antytrypsyny w

posocznicy, prowadzi do hamowania aktywacji biatlka C 1 w ten sposob nasila
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wykrzepianie. W poczatkowym etapie infekcji dochodzi, zatem do znacznego przechylenia
rownowagi pomiedzy krzepnigciem a fibrynoliza na stron¢ krzepnigcia. Pierwszym
sygnatem zaburzen hemostazy stwierdzanym w posocznicy w badaniach laboratoryjnych
moze by¢ spadek aktywnos$ci antytrombiny III 1 biatka C w surowicy krwi. Ponadto
dochodzi do wzrostu stezenia fragmentéw protrombiny (F 1+2) w osoczu, ktore uwalniane
sg w trakcie powstawania aktywnej trombiny. Dochodzi tez to zwigkszenia stezenia
kompleksu trombina-antytrombina (T-AT). Jak wiadomo powstawanie kompleksow T-AT
jest wynikiem neutralizujacego dzialania antytrombiny III na trombing. Obserwuje si¢
roOwniez zmiany w st¢zeniu t-PA. Poczatkowo nastepuje jego wzrost a nastgpnie spadek
stezenia, przy czym stwierdza si¢ rOwnoczesny wzrost poziomu w osoczu jego inhibitora.
Wiadomo, i1z aktywne skladowe uktadu krzepnigcia stymuluja produkcje czynnikow
kaskady zapalne;j. I tak, np.: aktywny czynnik X pobudza komorki srédbtonka do syntezy
IL-6 1 IL-8 oraz czastek ICAM 1 VCAM. Z kolei czynnik VIla stymuluje makrofagi do
produkcji reaktywnych czastek tlenu a takze do uwalniania cytokin prozapalnych IL-6,
IL-8. Trombina pobudzajac produkcje selektyny P w komodrkach endotelium zwigksza
migracj¢ leukocytow do miejsca zakazenia oraz aktywuje monocyty, ktore uwalniaja IL-1,
IL-6, IL-8 1 TNF-alfa. Mechanizm dziatania trombiny polega na aktywacji czynnika
transkrypcyjnego NF-kB w monocytach 1 komorkach endotelium (37, 44, 108). Wynikiem
ciggltej aktywacji procesu krzepnigcia jest powstanie mikrozatorow w wielu narzadach. W
konsekwencji powoduje to uszkodzenie funkcji tych narzadow. W trakcie reakc;i
wykrzepiania dochodzi do zuzycia czynnikdéw krzepnigcia, obnizenia ilosci ptytek krwi
oraz zapasow endogennych inhibitorow krzepnigcia, co powoduje stan hipokoagulopatii.
Moze to prowadzi¢ do objawow skazy krwotocznej. W badaniach laboratoryjnych
stwierdza si¢ wtedy obnizenie aktywnos$ci inhibitoréw krzepnigcia, wydtuzenie czasu

protrombiny 1 czasu czesciowo aktywowanej tromboplastyny. Wzrasta stezenie produktow
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degradacji fibrynogenu i fibryny (60, 115, 116). W obrazie klinicznym obserwuje si¢ wtedy
przedluzone krwawienia z miejsc wkiucia, wybroczyny na blonach $luzowych i skorze.
Mozna réwniez stwierdzi¢ krwawienie z drog oddechowych, przewodu pokarmowego
a takze wylewy do OUN. Nalezy podkresli¢, iz u noworodka niedojrzatos¢ uktadu
immunologicznego z jednej strony a takze labilno$¢ mechanizméw regulujacych procesy
krzepnigcia 1 fibrynolizy powoduja, iz w przebiegu posocznicy moze szybko dochodzi¢ do
ciezkiego 1 nieodwracalnego uszkodzenia wielu tkanek 1 narzadow. Niedokrwienie
1 niedotlenienie w obrgbie $cian jelit jest jedng z przyczyn nekrotycznego zapalenia jelit
(NEC). Z kolei mikrozatorowos¢ kiebuszkéw nerkowych prowadzi do niewydolnosci
nerek. Powstajagce mikrozakrzepy w naczyniach kory nadnerczy sa czgsta przyczyng ich

ostrej niewydolnosci (24, 26, 112).

1.9. Badania laboratoryjne w diagnostyce posocznicy u noworodkow.

Posocznica u noworodka jest stanem klinicznym, w ktérym wczesne rozpoznanie
oraz wdrozenie odpowiedniego postepowania terapeutycznego decyduje o pomyslnym
rokowaniu. Im mniej dojrzate dziecko tym rozpoznanie infekcji uogoélnionej na podstawie
obrazu klinicznego jest trudniejsze. Niecharakterystyczne objawy chorobowe, brak jednego
czutego 1 szybkiego testu laboratoryjnego potwierdzajgcego zakazenie przed uzyskaniem
wyniku badania bakteriologicznego krwi moze by¢ przyczyng zbyt péznego rozpoznania
1 opodznienia w zastosowaniu odpowiedniego leczenia (117, 118).

Wedlug wytycznych Polskiego Towarzystwa Neonatologicznego ,,rozpoznanie
posocznicy stawiamy na podstawie stwierdzenia przynajmniej 3 objawow klinicznych
1 uzyskania, co najmniej 3 nieprawidtowych wynikéw badan laboratoryjnych”. Do takich

objawéw klinicznych zaliczamy: tachykardi¢ lub bradykardie, tachypnoe, pojedyncze
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bezdechy, hipo- lub hipertemi¢ bez lub z zaburzeniami perfuzji, niech¢¢ do ssania,
zaleganie tresci pokarmowej, wzdecie brzucha, zottaczke. Wsrod badan laboratoryjnych
wyrézniamy: hiperglikemi¢ >180 mg/dl lub hipoglikemi¢ <40 mg/dl, liczbg biatych
krwinek >20,0 G/l (z wyjatkiem pierwszych 7 dni zycia) lub <4,0 G/I, warto$¢ stosunku
form ,,mtodych” do catkowitej ilosci neutrofilow (I:T ratio) >0,2, podwyzszony poziom
biatka C-reaktywnego w surowicy (119).

Oznaczanie I:T ratio jak i okreslenie catkowitej liczby leukocytéw w krwi obwodowej
ma ograniczong przydatno$¢ diagnostyczng u noworodkéw. Jest to spowodowane roznicami
w metodach laboratoryjnych dotyczacych oceny rozmazow a takze obecno$cig pewnych
czynnikow wystepujacych w okresie okotoporodowym, wptywajacych na liczb¢ komorek
uktadu biatokrwinkowego (120). Zaliczamy do nich: nadcis$nienie lub goraczke u matki,
niedotlenienie okoloporodowe dziecka czy zespdt zachtysnigcia smotka. U noworodkow
z bardzo malg masg urodzeniowg zmienno$¢ tych parametrow w morfologii krwi
obwodowej jest jeszcze wigksza (121).

Lepsze poznanie patomechanizméw oraz okreslenie roli mediatorow stanu zapalnego
uwalnianych w trakcie zakazenia stalo si¢ podstawg do opracowania nowych mozliwosci
diagnostycznych w posocznicy. Do takich metod nalezy m.in.: oznaczanie poziomu
prokalcytoniny w surowicy, stezenia cytokin prozaplanych, z ktérych najwigksze znaczenie
diagnostyczne ma ocena poziomu IL-6 w surowicy krwi. Wsrdd biatek ostrej fazy tylko
biatko C-reaktywne spelnia kryteria diagnostyczne w rozpoznawaniu posocznicy (122, 123,
124, 125, 126, 127, 128, 129, 130). Ciagly postep wiedzy dotyczacej zaburzen hemostazy,
do ktorych dochodzi juz w poczatkowym okresie trwania infekcji choroby spowodowat
rozszerzenie standardu diagnostycznego o analiz¢ parametréw uktadu krzepniecia

1 fibrynolizy.
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1.10. Diagnostyka hemostazy.

Schemat postepowania w diagnostyce zaburzen krzepnigcia i fibrynolizy obejmuje
badania podstawowe, czyli przesiewowe oraz w nastepnym etapie badania specjalistyczne

(37, 104, 131).

1.10.1. Badania przesiewowe.

Doktadny wywiad 1 badanie kliniczne s3 podstawg prawidlowej diagnozy w
rozpoznawaniu zaburzen naczyniowych. Natomiast gtownym badaniem laboratoryjnym jest
oznaczanie czasu krwawienia wedlug modyfikacji Ivy.

Badania dotyczace zaburzen funkcji ptytek obejmujg liczbg trombocytéw z oceng
ich morfologii (wielko$¢, ksztalt, obecnos¢ agregatow), ocen¢ kurczliwosci skrzepu oraz
pomiar czasu krwawienia standaryzowang metoda wg.Ivy.

Do podstawowych badan ukltadu krzepnigcia zaliczamy: oznaczanie czasu
kaolinowo-kefalinowego (czas czgsciowej tromboplastyny po aktywacji [APTT- activated
partial thromboplastin time], czasu protrombinowego (PT-prothrombin time) oraz czasu
trombinowego (TT- thrombin time) a takze pomiar stezenia fibrynogenu.

Dla oceny uktadu fibrynolizy wykonujemy oznaczenie czasu lizy euglobin, czasu
trombinowego oraz testy parakoagulacji (oznaczanie ilo§ciowe lub jakosciowe monomeréw
fibryny). Stwierdzenie nieprawidtowosci w wynikach testéw podstawowych wymaga

poszerzenia diagnostyki o dalsze badania specjalistyczne (104, 131, 132, 133).
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1.10.2. Badania specjalistyczne.

Celem specjalistycznych badan dotyczacych na przyktad zaburzen plytkowych
jest ocena ich funkcji. Wykorzystujemy do tego szereg badan laboratoryjnych. Nalezy do
nich badanie adhezji (test mato specyficzny) 1 agregacji plytek krwi, czas ich zycia oraz
oznaczanie substancji uwalnianych z ziarnistosci gestych trombocytéw. Dodatkowo
wykonuje si¢ ocen¢ czasu zuzycia protrombiny. W badaniach immunologicznych wykrywa
si¢ obecnos¢ przeciwciat przeciwptytkowych (131, 133).

Zaburzenia uktadu krzepnigcia i1 fibrynolizy diagnozujemy na podstawie analizy
stezen niektorych czynnikow krzepnigcia, krazacych antykoagulantéw a takze inhibitorow
krzepnigcia. Ponadto innymi substancjami, ktorych oznaczanie wykorzystuje si¢
w diagnostyce sg: aktywatory i inhibitory fibrynolizy. Zastosowanie znalazto réwniez
badanie poziomu produktéw degradacji fibryny i fibrynogenu oraz oznaczanie stezenia D-
dimerow (104).

Wystepujace zaburzenia rownowagi pomiedzy uktadem krzepnigcia i fibrynolizy juz
w poczatkowej fazie infekcji powoduja, iz obecnie podstawowe badania diagnostyczne
majace na celu rozpoznanie uogolnionego zakazenia obejmujag oprocz badan
biochemicznych i bakteriologicznych rowniez ocene¢ uktadu krzepniecia. Do zestawu takich
analiz zaliczamy oznaczanie liczby ptytek krwi, czasu kaolinowo-kefalinowego, czasu
protrombinowego, stezenia fibrynogenu oraz FDP lub stezenia D-dimeréw osoczu. Jednak
w poczatkowej fazie choroby, wyniki powyzszych oznaczen mogg by¢ prawidlowe.
Dlatego obecnie coraz wigkszag uwage zwraca si¢ na wykorzystanie w diagnostyce
posocznicy specjalistycznych badan obejmujgcych oznaczanie aktywnos$ci antytrombiny 11
oraz krazacych antykoagulantéw, czyli biatka C i biatka S. Stwierdzenie nieprawidtowosci

w zakresie tych parametrOw czgsto znacznie wyprzedza zaburzenia stwierdzane
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w tzn. podstawowych badaniach uktadu krzepnigecia. Wiadomosci te dotyczg gtownie osob
dorostych 1 dzieci starszych. Do chwili obecnej brak jest jednak danych, ktore opisywatyby

wystepowanie podobnych zalezno$ci u noworodkow a zwtaszcza u wezesniakow.
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2. Zalozenia i cel pracy.

Biorac pod uwagg istotna rolg antytrombiny III i biatka C w regulacji zaburzen

procesu krzepnigcia i fibrynolizy powstajacych w przebiegu posocznicy u oséb dorostych,

postanowitam odpowiedzie¢ na pytanie czy oznaczanie aktywnosci antytrombiny III

1 biatka C, juz na poczatkowym etapie rozpoznawania posocznicy u noworodkéw

1 wezesniakow moze by¢ istotnym wskaznikiem diagnostycznym oraz czy istnieje korelacja

pomigdzy poziomem antytrombiny III i/lub biatka C w surowicy krwi a rokowaniem w tej

jednostce chorobowe;j.

Szczegdlowym celem pracy bylo:

1.

Poréwnanie aktywnosci antytrombiny III oraz biatka C w surowicy krwi u noworodkow
w poczatkowej fazie posocznicy potwierdzonej bakteriologicznie z warto$ciami tych
parametroOw oznaczonych u dzieci zdrowych.

Poréwnanie aktywnosci antytrombiny III oraz biatka C w surowicy krwi u noworodkow
prezentujacych kliniczne objawy posocznicy niepotwierdzonej wynikiem badania
bakteriologicznego krwi a warto$ciami tych parametrow oznaczonych u dzieci
zdrowych.

Okreslenie zaleznosci pomigdzy poziomem aktywnosci antytrombiny III i1 biatka C w
surowicy krwi a rodzajem flory bakteryjnej wywotujacej posocznice.

Okreslenie zaleznosci pomigdzy aktywnoscig antytrombiny III i biatka C w surowicy
krwi noworodkow a nastgpujacymi czynnikami ryzyka wystgpienia infekcji

stwierdzonymi w okresie zycia wewnatrzmacicznego:
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e przedwczesne odpltywanie ptynu owodniowego > 24 godz.,
e goraczka w okresie okotoporodowym u matki, podwyzszony poziom CRP w
surowicy krwi matki, warto§¢ leukocytozy w krwi matki > 15000/mm?,
e stan po obumarciu jednego ptodu w cigzy wieloptodowe;,
e znacznego stopnia hypotrofia ptodu ( ponizej 10 percentyla).
5. Proéba odpowiedzi na pytanie czy istnieje korelacja pomigdzy poziomem antytrombiny
IIT i/lub biatka C, oznaczonych w surowicy krwi na poczatku posocznicy a rokowaniem

w tej jednostce chorobowe;j?
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3. Material i metodyka.

Badanie przeprowadzono u 330 noworodkéw urodzonych i hospitalizowanych w
Klinice Neonatologii Katedry Ginekologii i Potoznictwa Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie. Badang populacj¢ podzielono na 3 grupy w zalezno$ci od
stanu klinicznego i uzyskanych wynikéw badan bakteriologicznych krwi oraz badan
laboratoryjnych.

Do analizy nie zostaly wtaczone noworodki z wadami wrodzonymi, dzieci urodzone
w zamartwicy, ocenione w skali Apgar od 0 — 6 pkt w 1-3 minucie zycia a takze noworodki

z krwiakami podokostnowymi lub znacznymi zasinieniami pourazowymi powlok skornych.

Grupe I stanowito 150 noworodkéw, u ktéorych na podstawie oceny stanu
klinicznego, wynikow badan laboratoryjnych oraz danych z przebiegu cigzy wstgpnie
rozpoznano wrodzone zakazenie bakteryjne.

Kryterium wiaczenia do tej grupy bylo roéwnoczesne stwierdzenie 3-ech ponizej
wymienionych parametrow:
1. wiek dziecka, pierwsze 7 dni zycia,
2. wystepowanie przed porodem czynnikéw ryzyka zwigkszajacych mozliwos¢
rozwoju infekcji u dziecka takich jak:
a) przedwczesne odptywanie ptynu owodniowego powyzej 24 godz.,
b) objawy zakazenia u matki: gorgczka, podwyzszony poziom CRP w surowicy
krwi oraz warto$¢ leukocytozy krwi obwodowej powyzej 15000/mm?>,
¢) stan po obumarciu jednego ptodu w cigzy wieloptodowe;,

d) urodzeniowa masa ciala ponizej 10 percentyla dla danego wieku ptodowego.
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3. obecno$¢ przynajmniej 3-ech sposrod nizej wymienionych klinicznych objawow

posocznicy u noworodka (tachypnoe lub bezdech, tachykardia lub bradykardia,

hypo- lub hypertermia bez lub z zaburzeniami perfuzji obwodowej, apatia, niechec¢

do ssania, zaleganie tresci pokarmowej, wzdecie brzucha, zottaczka).

Sposrdod analizowanych 150 noworodkow w tej grupie u 105 dzieci z uwagi na wystepujace

czynniki ryzyka infekcji w okresie poprzedzajacym pordd, diagnostyke posocznicy

rozpoczgto juz w pierwszych godzinach zycia. Natomiast u 45 noworodkow nie

stwierdzano przed porodem czynnikdéw ryzyka infekcji, jednakze w okresie od 1 do 7 doby

zycia wystgpily u nich wyrazne objawy kliniczne infekcji, co spowodowato wdrozenie

postepowania diagnostycznego.

W tabeli 2 przedstawiono dane dotyczace urodzeniowej masy ciata oraz wieku ptodowego u

noworodkow grupy I-ej.

Badane noworodki Srednia |Mediana |Minimum | Maximum | Odchylenie
(n=150) standardowe
Urodzeniowa masa ciala (g) | 1862,6 1675,0 670,0 4200,0 842.,8
Wiek plodowy (tyg.cigzy) 32,77 33,0 25,0 41,0 3,88

Tabela 2. Rozktad urodzeniowej masy ciata i wieku ptodowego u noworodkow grupy I-ej.

W badanej grupie bylo 89 noworodkow ptci meskiej (59,3%) oraz 61 noworodkéw pici

zenskiej (41,7%). Dzieci urodzone przedwczesnie stanowily 84,0%.
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Ilosciowy rozktad czynnikdéw ryzyka wrodzonej infekcji uogdlnionej zostal przestawiony

na rycinie 2.

22

E PROM

O Zakazenia u matki

B Hypotrofia ptodu

B Obumarcie jednego z
ptodow

Rycina 2. Czynniki ryzyka rozwoju wrodzonej infekcji uogoélnionej.

Grupe II stanowilo 150 noworodkéw, u ktorych objawy kliniczne uogdlnionej

infekcji bakteryjnej wystapity po 7 dobie Zzycia. Szczegdlowe przedstawienie doby

zachorowania u noworodkow w grupie II-ej zostato przedstawione w tabeli 3.

Badane noworodKi

Doba zachorowania.

Srednia | Mediana | Minimum | Maximum | Odchylenie
standardowe
(n=150) 21,1 14,5 8,0 172,0 21,99

Tabela 3. Doba zachorowania u noworodkow grupy Il-e;j.
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W badanej grupie bylo 79 noworodkow ptci meskiej (52,7%) oraz 71 noworodkdéw plci
zenskiej (47,3%).

Grupe III, kontrolng stanowito 30 zdrowych noworodkow, urodzonych drogami i
sitami natury po prawidlowo przebiegajacej ciazy, trwajacej powyzej 37 tygodni. W tabeli 4
przedstawiono wartosci dotyczace urodzeniowej masy ciata 1 wieku ptodowego pacjentow

w grupie kontrolne;.

Badane noworodki Srednia |Mediana |Minimum | Maximum | Odchylenie
(n=150) standardowe
Urodzeniowa masa ciala (g) | 3335,0 | 3315,0 2500,0 4650,0 565,16
Wiek plodowy (tyg.cigzy) 39,2 39,0 37,0 40,0 1,18

Tabela 4. Rozklad urodzeniowej masy ciata 1 wieku plodowego noworodkoéw w grupie

kontrolne;.

W badanej grupie byto 16 noworodkéw pici zenskiej (53,3%) oraz 14 noworodkéw piei

meskiej (46,7%).

U noworodkéw w grupie I i II posocznice diagnozowano na podstawie
nastepujacych badan biochemicznych: morfologia krwi obwodowe] ze szczegdlnym
uwzglednieniem leukocytozy oraz liczby plytek krwi, stezenie prokalcytoniny, biatka
C-reaktywnego oraz interleukiny-6 w surowicy krwi. Ponadto oznaczano poziom
elektrolitow w surowicy krwi oraz roOwnowage kwasowo-zasadowa krwi tetniczej lub
kapilarnej. W kazdym przypadku wykonywano rowniez badanie bakteriologiczne krwi. W

zaleznosci  od  wspoéttowarzyszacych objawow  klinicznych  dodatkowo  badano
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bakteriologicznie mocz, ptyn moézgowo-rdzeniowy oraz tre$¢ zaaspirowang z oskrzeli

(BAL). U kazdego dziecka w chwili wstepnego ustalenia rozpoznania posocznicy,

wykonywano pomiar aktywno$ci antytrombiny III i biatka C w surowicy krwi.

W grupie kontrolnej oznaczono jedynie aktywnos$¢ antytrombiny III i1 biatka C.
Krew do badan pobierana byla w 1 dobie zycia przy okazji badania grupy krwi, ktore
rutynowo wykonuje si¢ w klinice u wszystkich dzieci urodzonych przez matki z grupg krwi
,»07.

Aktywno$¢ antytrombiny III 1 biatka C oznaczana byta za pomocg koagulometru
Chrom-7 firmy Bio-ksel z uzyciem odczynnikow tej firmy. Jest to potautomatyczny aparat,
ktorego zakres pomiarowy wynosi od 1 do 999 %, rozdzielczo$§¢ 1 % 1 doktadnos¢ 1 %.
Pomiar aktywnos$ci antytrombiny III i1 biatka C wykonywany jest przy uzyciu substratow
chromogennych z zastosowaniem pomiaru kinetyki reakcji kalorymetrycznej. Ilo$¢
surowicy potrzebna do badania wynosi 120 ul. Krew w ilosci 1,4 ml potrzebng do
oznaczenia aktywnos$ci antytrombiny III i1 biatka C pobierano do probowki z podtozem
zawierajacym 3,2% cytrynian sodu, nast¢pnie powoli mieszano celem unikni¢cia hemolizy.
Materiat odwirowywano przez 10 minut z szybkoscig 2000 obrotéw/minutg. Nastepnie
objetos¢ 20 ul surowicy rozcienczano w 600 ul soli fizjologicznej 1 do tak rozcienczonego
roztworu o objetosci 50 pl dodawano identyczng objetos¢ odczynnika zawierajacego
trombing. Zawarto$¢ trombiny w 1 ml tego odczynnika wynosi nie mniej niz 10 U.
Nastepnie roztwor trombiny 1 rozcienczonej surowicy inkubowano przez 60 sekund w
temperaturze 37° C. W kolejnym etapie badania do inkubowanego roztworu dodawano
50 pul substratu chromogennego 1 ostatecznie wykonywano pomiar aktywnos$ci
antytrombiny III. Z kolei do oznaczania aktywnosci biatka C zuzywano 100 pl surowicy,
ktora w pierwszym etapie oznaczania mieszano z 300 ul rozcienczalnika. Nast¢pnie do

50 ul uzyskanego roztworu dodawano identyczng objeto$¢ aktywatora zawierajacego biatko
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pochodzace z jadu zmiji Agkistrodon c¢. Contortrix. Uzyskany roztwér inkubowano w
temperaturze 37° C przez 5 minut. W kolejnym etapie badania dostrzykiwano 50 pl
substratu chromogennego 1 wykonywano pomiar.

Do oznaczania prokalcytoniny w surowicy krwi zastosowano poétilosciowy test
pltytkowy firmy BRAHMS. W tescie tym wykorzystuje si¢ metod¢ immunochromatografii
pozwalajaca na okreslenie nast¢pujacych zakresow pozioméw prokalcytoniny w surowicy:
od 0 do 0,5; 0od 0,5 do 2; od 2 do 10 oraz powyzej 10 ng/ml. Ilo§¢ materialu potrzebnego do
wykonania badania wynosita 200 pl surowicy krwi, co stanowito 6 kropli. Za wynik dodatni
potwierdzjacy rozpoznanie sepsy przyjmowano wartosci powyzej 10 ng/ml.

Stezenie interleukiny 6 w surowicy krwi oznaczano przy pomocy
immunoenzymatycznego, chemiluminescencyjnego, sekwencyjnego testu kanapkowego
fazy stalej firmy DPC Biermann Gmbh w Medycznym Centrum Laboratoryjnym
Diagnostyka. Warto$¢ interleukiny 6 w surowicy krwi powyzej 10 pg/ml uznawano si¢ za
przekraczajace zakres normy.

Réwnowage kwasowo-zasadowag we krwi tetniczej lub kapilarnej noworodkow
badano za pomocg aparatu Rapidlab firmy Chiron Diagnostics.

Badania morfologii krwi obwodowej, poziomu elektrolitow w surowicy krwi,
stezenia biatka C-reaktywnego, aktywnosci uktadu krzepnigcia oraz badanie pltynu
mozgowo rdzeniowego a takze moczu wykonywano w Pracowni Zaktadu Diagnostyki
Biochemicznej Szpitala Uniwersyteckiego wedlug obowigzujacych  standardow
europejskich. Warto$¢ stezenia biatka C-reaktywnego przekraczajagca 7 ng/ml byla
uznawana za wynik dodatni. Wynik badania morfologii krwi obwodowej uznawano za
nieprawidtowy gdy liczba leukocytdow wynosita ponizej 4 000/mm® lub powyzej
20 000/mm?>. W przypadku ptytek krwi dolna warto$¢ uznawana za prawidtowa wynosita

100 000/mm?>,
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Badania bakteriologiczne zaro6wno krwi jak i1 ptynu mézgowo rdzeniowego oraz
popluczyn z oskrzeli a takze moczu wykonywane byly w Zaktadzie Diagnostyki, Pracowni
Bakteriologii Szpitala Uniwersyteckiego wedlug obowigzujacych standardow. Celem
wykonania badania bakteriologicznego krew pobierano do probowek zawierajacych
odpowiednie podtoza transportowe zarowno dla bakterii tlenowych jak i beztlenowych. W
przypadku noworodkow nieleczonych antybiotykami pobierano 0,5 do 1 ml krwi.
Natomiast w wypadku rownoczes$nie stosowanej antybiotykoteriapii oraz u dzieci bez
objawdw posocznicy, ale w obecnosci czynnikow ryzyka infekcji pobierang objetos¢ krwi
zwiekszano do 2 ml. Wynik badania bakteriologicznego krwi uznawano za jalowy, jesli w
ciggu 72 godzin nie zaobserwowano wzrostu bakterii.

Leczenie posocznicy prowadzono wedtug zasad opisywanych w Rekomendacjach
Postepowan w Medycynie Perinatalnej (119). U zadnego z noworodkéw wiaczonych do

analizy nie stosowano preparatoéw antytrombiny III i /lub biatka C.

3.1. Metody statystyczne.

Do sprawdzenia hipotezy dotyczacej rozktadow antytrombiny III i biatka C uzyto
nieparametrycznego testu zgodnosci chi-kwadrat.

Model analizy wariancji (ANOVA) 1 dokladny dwustronny test Fischera
zastosowano w celu zbadania wystgpowania ewentualnych réznic migdzy warto$ciami
oczekiwanymi w wyszczegbdlnionych podgrupach. Dodatkowo testem Bracketta
analizowano hipotez¢ o réwno$ci wariancji w poszczegolnych podgrupach. Poniewaz
jednym z warunkow stosowania testu Fischera jest spetnienie hipotezy o réwnos$ci wartosci

oczekiwanych w grupach, w przypadku jej braku, wyszukiwano istotne statystycznie
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roznice migdzy wartosciami oczekiwanymi w kazdej parze wygenerowanej z danych grup.
W tym celu zastosowano test Scheffe.

Jesli zalozenia analizy wariancji nie byly speinione (tzn. proba nie pochodzita z
populacji o rozktadzie normalnym i miedzy grupami wystgpowata jednakowa wariancja)
hipotez¢ o jednorodnosci rozktadow migdzy poszczegdlnymi grupami badano testem
nieparametrycznymi Kruskala-Walissa. W przypadku, gdy hipoteza o jednorodnosci
rozktadow byta odrzucona, testem Manna-Whitneya analizowano jednorodnos¢ rozktadéw
w kazdej parze.

Do badania wplywu wybranych czynnikéw tj. antytrombiny III 1 biatka C na
zmienng typu dychotomicznego (np. zgon lub przezycie; wystgpienie posocznicy lub nie
wystgpienie) wykorzystano metody analizy regresji logistyczne;.

Zmienno$¢ wystepowania antytrombiny III i biatka C zbadano przy uzyciu metod
analizy regresji.

Ponadto zastosowano techniki metod opisowych w postaci tabeli, rycin 1 wykresow.

Do oceny przyjeto poziom istotnosci p=0,05.

Wszystkie analizy statystyczne wykonywano w programie STATISTICA 6.0 dla

programu Windows.
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4. Wyniki.
4.1. Aktywnos¢ antytrombiny III i bialka C w surowicy krwi u dzieci w grupie

kontrolnej i u noworodkow diagnozowanych w kierunku posocznicy wrodzone;j.

Grupe I podzielono w zaleznosci od stanu klinicznego noworodkéw oraz uzyskanych
wynikdw badan bakteriologicznych lub biochemicznych krwi na nastgpujace trzy
podgrupy:

e Podgrupa A — stanowita 110 noworodkéw, u ktorych na podstawie stanu
klinicznego oraz wynikow bakteriologicznego i1 biochemicznego badania krwi
wykluczono wstepne rozpoznanie posocznicy wrodzone;.

e Podgrupa B — liczaca 25 noworodkéw, u ktéorych rozpoznano posocznice
wrodzong. U tych dzieci wystapily odchylenia od normy w zakresie objawow
klinicznych oraz uzyskano dodatni wynik hodowli bakteriologicznej krwi.

e Podgrupa C — w sklad, ktorej wchodzito 15 noworodkéow, u ktérych nie
uzyskano bakteriologicznego potwierdzenia uogolnionego zakazenia. Jednak
stwierdzone nieprawidtowosci zarowno w stanie klinicznym jak i w wynikach
badan laboratoryjnych krwi pozwolity rozpozna¢ zespot uogolnionej odpowiedzi

zapalne;.

W zwigzku ze zbyt malg liczebnos$cig pacjentow w podgrupie C a takze z uzyskaniem
poréwnywalnych wartosci dotyczacych aktywnosci zarowno antytrombiny III jak i biatka C
z analogicznymi danymi w podgrupie B, zdecydowano o potgczeniu wynikéw uzyskanych
w obu podgrupach i dalszym analizowaniu ich jako cato$ci. W ten sposob powstata
podgrupa B, w ktorej znalazly si¢ wszystkie noworodki z posocznicg wrodzong rozpoznang

na podstawie objawow klinicznych 1 wynikéw badan biochemicznych.



39

Ostateczny podziat grupy I-ej przedstawiat si¢ nastepujaco:

» Podgrupa A — stanowita 110 noworodkéw, u ktérych na podstawie stanu

klinicznego oraz wynikow bakteriologicznego 1 biochemicznego badania krwi

wykluczono wstepne rozpoznanie posocznicy wrodzone;.

= Podgrupa B — zawierajagca 40 noworodki z posocznicag wrodzong rozpoznang na

podstawie objawow klinicznych 1 wynikow badan biochemicznych, niezaleznie od

uzyskanych wynikéw badan bakteriologicznych krwi.

Wyniki pomiaréw aktywnos$ci antytrombiny III 1 biatka C uzyskane w grupie kontrolnej

(IIT) oraz w podgrupach A 1 B grupy I-ej przedstawia tabela 5 1 6.

Antytrombina I1I Odch.

N Srednia

(%) stand.

Grupa kontrolna | 30 73,4 14,2

Podgrupa A gru
srup srupy 110 59,8 24,6
I-ej
Podgrupa B gru
srup sripy 43,5 29,3
I-ej

Wariancja | Minimum Maximum Mediana

202,9 46,0 97,0 76,5
604,7 14,0 140,0 56,0
858,5 5,0 162,0 36,5

Tabela 5. Aktywno$¢ antytrombiny III w surowicy krwi u dzieci w grupie kontrolnej oraz u

noworodkow podgrupach A i B grupy I-e;j.
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Bialko C (%) N Srednia (s)tglcll(ll Wariancja | Minimum Maximum Mediana
Grupa kontrolna | 30 349 9,5 90,6 22,0 63,0 33,5
P"dg““l’i Jf* ETUPY 110 194 | 89 78,8 5,0 48,0 18,0
Podgrupa Berupy 45 ' 149 | g9 793 3,0 42,0 11,5

I-ej

Tabela 6. Aktywno$¢ biatka C w surowicy krwi u dzieci w grupie kontrolnej oraz u

noworodkow podgrupach A 1 B grupy I-¢j.

Przeprowadzone pordéwnanie aktywno$ci antytrombiny III pomiedzy grupa kontrolng a
obiema podgrupami dzieci wydzielonymi z grupy I-ej wykazalo znamiennie nizsza
aktywnos$¢ antytrombiny III zarowno w podgrupie A jak i B w odniesieniu do warto$ci
uzyskanych w grupie kontrolnej (odpowiednio dla podgrupy A wartos¢ p=0,027228 i
podgrupy B warto$¢ p=0,000006). Ponadto, aktywno$¢ antytrombiny III w podgrupie B
byta statystycznie znamiennie nizsza w poréwnaniu do danych uzyskanych w podgrupie A

(p=0,001821). W sposob graficzny przedstawiono to na wykresie 1.
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Pionowe stupki oznaczajg +/- 95% przedziaty ufnosci
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Wykres 1. Porownanie wartosci $srednich aktywnos$ci antytrombiny III w surowicy krwi u

noworodkow w grupie kontrolnej (III) oraz u dzieci w podgrupach A i B grupy I-e;j.

Poréwnanie aktywnos$ci biatka C pomiedzy grupa kontrolng a obiema podgrupami dzieci
wydzielonymi z grupy I-ej wykazalo znamiennie nizszg aktywnos$¢ biatka C zaréwno w
podgrupie A jak 1 B w odniesieniu do warto$ci uzyskanych w grupie kontrolnej
(odpowiednio dla podgrupy A warto$¢ p<0,0000001 i podgrupy B wartos¢ p<0,0000001).
Ponadto, aktywno$¢ biatka w podgrupie B byla statystycznie znamiennie nizsza w
poréwnaniu do danych uzyskanych w podgrupie A (p=0,005487). W sposoéb graficzny

przestawiono to na wykresie 2.
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Pionowe stupki oznaczajg +/- 95% przedziaty ufnosci
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Wykres 2. Porownanie wartosci $rednich aktywnosci biatka C w surowicy krwi u

noworodkow w grupie kontrolnej (III) oraz u dzieci w podgrupach A i B grupy I-e;.
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4.2. Aktywno$¢ antytrombiny III i bialka C w surowicy krwi u dzieci w grupie

kontrolnej i u noworodkow diagnozowanych w kierunku posocznicy nabytej.

W grupie Il wydzielono, w zaleznosci od stanu klinicznego noworodkow oraz
uzyskanych wynikow badan bakteriologicznych lub biochemicznych krwi trzy, nastgpujace
podgrupy:

e Podgrupa A - liczyla 57 noworodki, u ktéorych na podstawie uzyskanych
wynikdw badan bakteriologicznych 1 biochemicznych krwi, wykluczono
rozpoznanie posocznicy nabyte;j.

e Podgrupa B — liczaca 74 noworodki, u ktoérych stwierdzono odchylenia od
normy w stanie klinicznym oraz uzyskano dodatni wynik badania
bakteriologicznego krwi.

e Podgrupa C — w sktad, ktorej wchodzito 19 noworodkéw. W podgrupie tej
rozpoznanie posocznicy oparto jedynie na obrazie klinicznym oraz wynikach
badan biochemicznych. Natomiast nie uzyskano potwierdzenia rozpoznania w

badaniu bakteriologicznym krwi.

W zwigzku ze zbyt malg liczebnoscia w podgrupy C a takze z uzyskaniem
poréwnywalnych pozioméw zaréwno w przypadku aktywnos$ci antytrombiny III 1 biatka C
do analogicznych danych w podgrupie B, zdecydowano o potgczeniu wynikéw dla obu
podgrup i dalszym analizowaniu ich jako catosci. W ten sposob powstata podgrupa B, w
ktorej znalazty si¢ noworodki z posocznicg nabyta rozpoznang na podstawie objawow
klinicznych 1 wynikow badan biochemicznych niezaleznie od uzyskanego wyniku badania

bakteriologicznego krwi.
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Ostateczny podziat grupy I1-ej przedstawiat sie, zatem nastepujgco:

= Podgrupa A — liczaca 57 noworodki, u ktérych na podstawie uzyskanych wynikow

badan bakteriologicznych 1 biochemicznych krwi, wykluczono obecno$¢ posocznicy

nabyte;.

* Podgrupa B - zawierajaca 93 noworodki z rozpoznang posocznicg nabyta

stwierdzong na podstawie objawow klinicznych 1 wynikow badan biochemicznych,

niezaleznie od uzyskanych wynikéw badan bakteriologicznych krwi.

Wyniki oznaczen aktywnos$ci antytrombiny III 1 biatka C uzyskane w grupie kontrolnej (I1I)

oraz w podgrupach A i B grupy Il-ej przedstawia tabela 7 1 8.

Antytrombina IIT i Odch.
N | Srednia
(%) stand.

Grupa kontrolna @ 30 73,4 14,2
Podgrupa A grupy 57706 17.6
I1-ej ’ ’

Podgrupa B grupy 93 504 247
I1-ej ’ ’

Wariancja Minimum Maximum Mediana

202,8 46,0 97,0 76,5
310,4 43,0 121,0 65,0
609,5 6,0 105,0 48,0

Tabela 7. Aktywno$¢ antytrombiny III w surowicy krwi u dzieci w grupie kontrolnej oraz u

noworodkow podgrupach A i B grupy Il-¢j.
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Odch.

Bialko C (%) N Srednia d Wariancja Minimum Maximum Mediana
stan
Grupa kontrolna &= 30 349 9,5 90,5 22,0 63,0 33,5
P"dgr“ﬁz_‘e‘? BHUPY| 57 26,1 115 1329 11,0 82,0 24,0
Poderp DEMY 03 179 05 00 2,0 57,0 17,0

Tabela 8. Aktywno$¢ biatka C w surowicy krwi u dzieci w grupie kontrolnej oraz u

noworodkow w podgrupach A i B grupy Il-ej.

Przeprowadzone pordéwnanie aktywno$ci antytrombiny III pomiedzy grupa kontrolng a
obiema podgrupami dzieci wydzielonymi z grupy Il-ej wykazalo znamiennie nizsza
aktywno$¢ antytrombiny III w podgrupie B w odniesieniu do warto$ci uzyskanych w grupie
kontrolnej, natomiast nie stwierdzono znamiennych statystycznie réznic w aktywnos$ci
antytrombiny III pomie¢dzy podgrupa A a grupa kontrolng (odpowiednio dla podgrupy B
warto$¢ p=0,000004 i podgrupy A warto$¢ p=0,838). Aktywnos$¢ antytrombiny III w
podgrupie B byla statystycznie znamiennie nizsza w porownaniu do danych uzyskanych w

podgrupie A (p<0,0000001). W sposob graficzny przedstawiono to na wykresie 3.
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Pionowe stupki oznaczajg +/- 95% przedziaty ufnosci
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Wykres 3. Poréwnanie wartosci srednich aktywnosci antytrombiny III w surowicy krwi u

noworodkow w grupie kontrolnej (III) oraz u dzieci w podgrupach A i B grupy Il-e¢j.

Z kolei poréwnanie aktywnosci biatka C pomiedzy grupa kontrolng a obiema podgrupami
dzieci wydzielonymi z grupy Il-ej wykazalo statystycznie znamiennie nizszg aktywnos$¢
biatka C zar6wno w podgrupie A jak i B w odniesieniu do wartosci uzyskanych w grupie
kontrolnej (odpowiednio dla podgrupy A warto$¢ p<0,0000001 i podgrupy B wartos¢
p<0,0000001). Ponadto, aktywno$¢ biatka C w podgrupie B byla statystycznie znamiennie
nizsza w poroOwnaniu do podgrupy A (p=0,000024). W sposéb graficzny przedstawiono to

na wykresie 4.
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Pionowe stupki oznaczajg +/- 95% przedziaty ufnosci
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Wykres 4. Porownanie wartosci $rednich aktywnosci biatka C w surowicy krwi u

noworodkow w grupie kontrolnej (III) oraz u dzieci w podgrupach A i B grupy Il-e¢j.
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4.3. Prawdopodobienstwo wystgpienia posocznicy wrodzonej (Grupa I) w zaleznoSci

od aktywnosci antytrombiny III i bialkka C w surowicy krwi.

W grupie I-ej, czyli u 150 noworodkéw diagnozowanych w kierunku posocznicy
wrodzonej, na podstawie przeprowadzonej analizy regresji logistycznej stwierdzono
znamienng statystycznie zalezno$¢ pomiedzy poziomem aktywno$ci antytrombiny 111 w
surowicy krwi, a prawdopodobienstwem wystgpienia posocznicy (p=0,00167). Podobng
statystycznie znamienng zalezno$¢ stwierdzono w przypadku aktywnos$ci biatka C w

surowicy krwi (p=0,00244). W sposob graficzny przedstawiono to na wykresach 51 6.
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Wykres 5. Prawdopodobienstwo wystapienia posocznicy wrodzone] w zaleznos$ci od

poziomu aktywnosci antytrombiny III w surowicy krwi.
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Wykres 6. Prawdopodobienstwo wystapienia posocznicy wrodzone] w zaleznos$ci od

poziomu aktywnosci biatka C w surowicy krwi.
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4.4. Prawdopodobienstwo wystapienia posocznicy nabytej (Grupa II) w zaleznoSci od

aktywnosci antytrombiny III i bialka C w surowicy krwi.

W grupie Il-¢j, czyli u 150 noworodkow diagnozowanych w kierunku posocznicy nabyte;,
na podstawie przeprowadzonej analizy regresji logistycznej stwierdzono znamienng
statystycznie zalezno$¢ pomiedzy wystgpieniem posocznicy a poziomem aktywnosci
antytrombiny III (p=0,00001). Podobng zalezno$¢ zaobserwowano takze w odniesieniu do
aktywnosci biatka C w surowicy krwi (p=0,00011). W sposob graficzny przedstawiono to

na wykresach 7 1 8.
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Wykres 7. Prawdopodobienstwo wystgpienia posocznicy nabytej w zalezno$ci od poziomu

aktywnosci antytrombiny III w surowicy krwi.
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1,1

Prawdopodobienstwo wystgpienia posocznicy nabytej.

0,0 r GO0 OO COOCO OCOCO COO COO 00O OO

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85
Aktywnos¢ biatka C (%)

Wykres 8. Prawdopodobienstwo wystgpienia posocznicy nabytej w zaleznosci od poziomu

aktywnosci biatka C w surowicy krwi.
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4.5. Zalezno$¢ pomiedzy aktywnoscig antytrombiny III i bialka C w surowicy krwi, a

rokowaniem w przebiegu posocznicy wrodzonej (Grupa I).

W grupie I wsrod przypadkow z niepotwierdzonym wstgpnym rozpoznaniem posocznicy
wrodzonej (podgrupa A) wszystkie noworodki przezyty, dlatego wynikow uzyskanych w
tej grupie nie brano pod uwage przy dalszej analizie. Natomiast w podgrupie B stwierdzono
7 zgonow. W tej podgrupie liczacej 40 noworodkéw wykazano znamienng statystycznie
zalezno$¢ pomiedzy aktywno$cig biatka C w surowicy krwi, a wystgpieniem zgonu
(p=0,00179). W sposob graficzny przedstawiono to na wykresie 9. Takiej zalezno$ci nie

stwierdzono w odniesieniu do aktywnos$ci antytrombiny III.
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Wykres 9. Zalezno$¢ pomiedzy aktywnos$cig biatka C w surowicy krwi a rokowaniem w

przebiegu posocznicy wrodzone;j.
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4.6. Zalezno$¢ pomiedzy aktywnoscig antytrombiny III i bialka C w surowicy krwi, a

rokowaniem w przebiegu posocznicy nabytej (Grupa II).

Z analizy statystycznej przeprowadzonej w grupie II-ej wykluczono 57 noworodkow

(podgrupa A) z niepotwierdzong posocznicg nabyta, wsrod ktérych nie stwierdzono zgonu.

Dalszym obliczeniom poddano podgrupe B liczacag 93 noworodki, w ktoérej stwierdzono 9

zgonow. Wsrod badanych noworodkow stwierdzono statystycznie znamienng zalezno$¢

pomigdzy aktywnos$cig biatka C w surowicy krwi, a prawdopodobienstwem wystgpienia

zgonu (p=0,00165). W sposob graficzny przedstawiono to na wykresie 10. Nie stwierdzono

natomiast takiej zalezno$ci w tej podgrupie noworodkow w odniesieniu do aktywnosci

antytrombiny III.
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Wykres 10. Prawdopodobienstwo wystgpienia zgonu w zaleznosci od poziomu aktywnosci

biatka C w surowicy krwi w przebiegu posocznicy nabyte;.
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4.7. Aktywnos¢ antytrombiny III i bialka C w surowicy krwi rokowanie w przebiegu

posocznicy (Grupa I i II).

Aby oceni¢ czy aktywnos$¢ antytrombiny III i biatka C ma wpltyw na rokowanie w tej
jednostce chorobowej analizag objeto 133 pacjentow z grupy I-ej 1 Il-ej, u ktérych
rozpoznano badz posocznice wrodzong badz nabytg. W zaleznosci od rokowania
podzielono pacjentow na dwie podgrupy:

a) przezycia - podgrupa liczaca 117 noworodkow,

b) zgony - podgrupa zawierajagca 16 noworodkoOw-przyczyna zgonu byta posocznica,

potwierdzona na podstawie wyniku badania sekcyjnego .

Oznaczenia aktywnos$ci antytrombiny III i biatka C uzyskane u noworodkéw z posocznicg

w zaleznosci od rokowania przedstawiajg tabele 9 1 10.

. , Odch.
Antytrombina Ill | N Srednia Wariancja Minimum Maximum Mediana
(%) stand
Przezycia 117 50,1 26,4 694,9 6,0 162,0 48,0
Zgon 16 = 35,9 21,3 4529 5,0 70,0 33,5

Tabela 9. Aktywnos$ci antytrombiny III noworodkow surowicy krwi u noworodkéw z

rozpoznang posocznicg a rokowanie w tej jednostce chorobowe;.
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Bi‘(‘(l;“)’c N | Srednia = Odch.stand ‘Wariancja Minimum Maximum Mediana
(1]

Przezycia 117 18,3 9,2 84,8 2,0 57,0 17,0

Zgon 16 6,6 2,4 5,7 3,0 11,0 7,0

Tabela 10. Aktywnosci biatka C w surowicy krwi u noworodkéw z posocznicg a rokowanie

w tej jednostce chorobowe;.

U noworodkéw, ktoére zmarly z powodu posocznicy stwierdzono w surowicy krwi
statystycznie znamiennie nizszg aktywno$¢ zardwno antytrombiny III (p=0,04033) jak
rowniez 1 biatka C (p<0,00001) w poréwnaniu do dzieci, ktére przezyly. W sposdb

graficzny przedstawiono to na wykresach 111 12.



56

p=0,04033
Pionowe stupki oznaczajg +/- 95% przedziaty ufnosci

60 - .

55 —_ ]

50 q ]

40 .

30 7

Aktywnos¢ antytrombiny Il (%)

20 r .

15 : :
Przezycia Zgon

Wykres 11. Pordwnanie wartosci $rednich dotyczacych aktywnosci antytrombiny III w

surowicy krwi u noworodkéw z posocznica w zaleznosci od rokowania.
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p<0,000001
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Wykres 12. Pordwnanie wartosci $rednich dotyczacych aktywnosci biatka C w surowicy

krwi u noworodkéw z posocznicag w zaleznosci od rokowania.
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Nastepnie podjeto probe odpowiedzi na pytanie czy podobne zaleznosci pomiedzy
rokowaniem w posocznicy a aktywnoscig antytrombiny III i biatka C wystepujga w

posocznicy wrodzonej 1 odrgbnie w posocznicy nabyte;j.

4.8. Aktywno$¢ antytrombiny III i bialka C w surowicy krwi w zaleznosci od

rokowania w przebiegu posocznicy wrodzonej (Grupa I).

W tabeli 11 przedstawione zostaly rodzaje bakterii, ktore spowodowaty posocznice

wrodzong o bardzo cigzkim przebiegu prowadzacg do wystgpienia zgonu.

Posocznica wrodzona Zgony
(n=40) (n=7)
Etiologia Gram dodatnia | Streptococcus beta 1
(n=12)
Etiologia Gram ujemna | E.coli 2
(n=13) Klebsiella pneumoniae 1
Acinetobacter bowmanii 1
Brak potwierdzenia
bakteriologicznego 2
(n=15)

Tabela 11. Etiologia posocznicy wrodzonej ze szczegdlnym uwzglednieniem przypadkéw

powiktanych zgonem w przebiegu choroby.

W grupie I-ej analizg objeto 40 noworodkéw (podgrupa B), u ktorych rozpoznano
posocznice wrodzong. W grupie tej stwierdzono 7 zgonow. Przyczyng ich byla posocznica,

co potwierdzity objawy kliniczne oraz wynik badania sekcyjnego.
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Dane dotyczace aktywnos$ci antytrombiny III i1 biatka C w surowicy krwi u noworodkow z

posocznicg wrodzong w zaleznosci od rokowania przedstawiono w tabelach 12 1 13.

Antytrombina ITT N Srednia Odch. Wariancja Minimum Maximum Mediana
(%) std
Przezycia 33| 44,9 30,3 915,9 12,0 162,0 39,0
Zgon 7 36,7 25,1 629,9 5,0 70,0 26,0

Tabela 12. Aktywno$¢ antytrombiny III w surowicy krwi u noworodkéw z wrodzong

posocznicg w zalezno$ci od rokowania.

Bn('(l,z()) ¢ N | Srednia | Odch.std Wariancja | Minimum Maximum | Mediana
Przezycia @ 33 15,6 8,9 79,6 4,0 42,0 15,0
Zgon 7 6,3 2,6 6,9 3,0 11,0 7,0

Tabela 13. Aktywnos¢ biatka C w surowicy krwi u noworodkow z wrodzong posocznicg w

zalezno$ci od rokowania.

W grupie I-ej stwierdzono statystycznie znamiennie nizszg aktywnos$¢ biatka C u
noworodkow, u ktérych w przebiegu posocznicy wrodzonej wystapit zgon w poréwnaniu
do dzieci, ktore przezyty (p=0,00973). Takiej rdéznicy nie obserwowano natomiast w

przypadku antytrombiny III. W sposdb graficzny przedstawiono to na wykresach 13 1 14.
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Wykres 13. Pordwnanie wartosci $rednich dotyczacych aktywnosci antytrombiny III w

surowicy krwi u noworodkéw z wrodzong posocznica w zalezno$ci od rokowania.
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Wykres 14. Porownanie wartosci Srednich dotyczacych aktywnos$ci biatka C w surowicy

krwi u noworodkow z wrodzong posocznicg w zaleznosci od rokowania.
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4.9. Aktywnos$¢ antytrombiny III i biatka C w surowicy krwi a rokowanie w przebiegu

posocznicy nabytej (Grupa II).

W tabeli 14 przedstawione zostaty rodzaje bakterii, ktére spowodowaty posocznice¢ nabyta

o bardzo ci¢zkim przebiegu prowadzaca do wystapienia zgonu.

Posocznica nabyta Zgony

(n=93) (n=9)

Etiologia Gram dodatnia 0
(n=56)

Etiologia Gram ujemna | Serratia marcescens

(n=18) E.coli

Pseudomonas aeruginosa

N N N W

Brak potwierdzenia
bakteriologicznego
(n=19)

Tabela 14. Etiologia posocznicy nabytej ze szczegdlnym uwzglednieniem przypadkow

powiktanych zgonem w przebiegu choroby.

U noworodkéw w grupie Il-ej posocznicg nabytg rozpoznano w 73 przypadkach. U 9
pacjentow choroba zakonczyla si¢ zgonem. W badaniach autopsyjnych potwierdzono

kliniczne rozpoznanie posocznicy.
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Warto$ci dotyczace aktywnosci antytrombiny III i1 biatka C surowicy krwi u noworodkéw z

posocznicg nabytg w zalezno$ci od rokowania zostato przedstawione w tabelach 151 16.

Antytro;n bina I N |Srednia Odch. Wariancja Minimum Maximum Mediana
(%) stand
Przezycia 84 51,8 24,5 600,1 6,0 105,0 51,5
Zgon 9 | 3528 19,4 375,7 14,0 64,0 41,0

Tabela 15. Aktywno$¢ antytrombiny III w surowicy krwi u noworodkéw z nabyta

posocznicg w zaleznos$ci od rokowania.

Blz;lol/“; ¢ N | Srednia = Odch.stand 'Wariancja Minimum Maximum Mediana

0

Przezycia | 84 19,1 9,1 82,8 2,0 57,0 18,0
Zgon 9 6,7 2,3 5,4 3,0 11,0 7,0

Tabela 16. Aktywno$¢ biatka C w surowicy krwi u noworodkdéw z nabytg posocznicg w

zaleznosci od rokowania.

Podobnie jak u dzieci w grupie I-ej takze u noworodkéw w grupie Il-ej stwierdzono
statystycznie znamiennie nizszg aktywnos$¢ biatka C w surowicy krwi u tych pacjentow
noworodkow, u ktorych w przebiegu choroby wystapil zgon (p=0,00012). Takiej roznicy
nie obserwowano natomiast w przypadku antytrombiny III. W sposéb graficzny

przedstawiono to na wykresach 151 16.
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Wykres 15. Porownanie wartosci $rednich dotyczacych aktywnos$ci antytrombiny III w

surowicy krwi u noworodkow z nabytg posocznicg w zaleznos$ci od rokowania.
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Wykres 16. Porownanie wartosci Srednich dotyczacych aktywnos$ci biatka C w surowicy

krwi u noworodkow z nabyta posocznica w zaleznosci od rokowania.
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4.10. Ocena zaleznosSci pomiedzy rodzajem patogenu wywolujgcego posocznice
zarowno wrodzong jak i nabytg (Grupa I i II), a aktywnoS$cia antytrombiny III i

bialka C w surowicy krwi.

Nastepnie podjeto probe odpowiedzi na pytanie czy rodzaj patogenu wywotujacego
posocznice zaréwno wrodzong jak 1 nabytg ma wptyw na poziom aktywnos$ci antytrombiny
IIT 1 biatka C w surowicy krwi. Analiz¢ przeprowadzono jedynie w grupie 99 dzieci, u
ktorych uzyskano dodatni wynik badania bakteriologicznego krwi. U 68 dzieci przyczyna
posocznicy byly bakterie Gram dodatnie natomiast w 31 przypadkach we krwi

wyhodowano bakterie Gram ujemne.

W grupie dzieci z posocznicg o etiologii Gram ujemnej stwierdzono znamiennie nizsze
poziomy aktywnosci zaréwno w przypadku antytrombiny III (p=0,00092) jak i biatka C w
surowicy krwi (p<0,000001) w poréwnaniu do noworodkdéw z posocznicg o etiologii Gram
dodatniej, niezaleznie od postaci posocznicy. W sposob graficzny przedstawiono to na

wykresach 171 18.
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Wykres 17. Porownanie warto$ci srednich aktywnosci antytrombiny III w surowicy krwi u

noworodkoOw z posocznicg o etiologii Gram ujemnej 1 Gram dodatniej niezaleznie od

postaci choroby.
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Wykres 18. Porownanie wartosci $rednich aktywnosci biatka C w surowicy krwi u
noworodkoOw z posocznicg o etiologii Gram ujemnej 1 Gram dodatniej niezaleznie od

postaci choroby.

W dalszej czes$ci analizy przy uzyciu testu regresji logistycznej okreslono ryzyko
wystgpienia zgonu w zalezno$ci od czynnika etiologicznego u dzieci z posocznicg zardwno
wrodzong, jak 1 nabytg. Stwierdzono, iz ryzyko zgonu z powodu posocznicy o etiologii
Gram ujemnej byto okoto 37 razy wigksze niz w przebiegu posocznicy Gram dodatniej

(OR=0,027; p=0,00114). Doktadng analiz¢ przedstawiono w tabeli 17.



69

Rodzaj
Stala B0
bakterii
Ocena -0,59784 -3,60686

Bd standard. 0,37538 | 1,07521

t(97) -1,59261  -3,35457
poziom p 0,11450  0,00114
-95%CL -1,34287  -5,74084

+95%CL 0,14719  -1,47287
Chi-kwadrat Walda 2,53639 11,25314
poziom p 0,11126  0,00080

lloraz szans z.jedn. 0,55000 0,02714
-95%CL 0,26110 0,00321
+95%CL 1,15858 0,22927

Tabela 17. Wartosci okreslajace ryzyko zgonu w przebiegu posocznicy wrodzonej i nabytej

potwierdzonej dodatnim wynikiem badania bakteriologicznego krwi.
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4.11. Ocena zaleznosci pomiedzy rodzajem patogenu wywolujacego wrodzona

posocznice (Grupa I), a aktywnos$cig antytrombiny III i bialka C w surowicy krwi.

U 25 noworodkow z posocznica wrodzong, potwierdzong wynikiem badania
bakteriologicznego krwi, przyczyng choroby byly w 12 przypadkach bakterie Gram

dodatnie, natomiast u 13 dzieci stwierdzono drobnoustroje Gram ujemne.

Procentowy rozktad drobnoustrojow chorobotwoérczych odpowiedzialnych za wystgpienie

posocznicy wrodzonej przedstawia rycina 3.

B Gram + B Gram -
52%

Rycina 3. Rodzaj drobnoustrojow wywotujacych posocznice wrodzong.
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Aktywno$¢ antytrombiny III 1 biatka C u noworodkéw z wrodzong posocznicg w zaleznosci

od rodzaju bakterii, przedstawiajg tabele 18 1 19.

Antytrombina II1 N Srednia Odch. Wariancja | Minimum Maximum Mediana
(%) stand
Bakterie
13 1 41,1 16,5 272,8 20,0 70,0 44,0
Gram (-)
Bakterie
12 | 53,5 20,2 410,3 21,0 95,0 56,5
Gram (+)

Tabela 18. Aktywnos$¢ antytrombiny III w surowicy krwi u noworodkow z wrodzong

posocznicg w zaleznos$ci od rodzaju bakterii.

Biz(l(l)}(() ()) ¢ N  Srednia = Odch.stand |Wariancja Minimum Maximum Mediana
Bakterie

Gram () 13 9,8 6,5 36,6 3,0 21,0 8,0
Bakterie

Gram (+) 12 18,6 8,5 73,0 9,0 39,0 17,0

Tabela 19. Aktywnos¢ biatka C w surowicy krwi u noworodkéw z wrodzong posocznicg w

zaleznos$ci od rodzaju bakterii.

U dzieci z posocznicag wrodzong o etiologii Gram ujemnej stwierdzono statystycznie
znamiennie nizsze poziomy aktywnosci biatka C w surowicy krwi w poréwnaniu do
noworodkoOw z posocznica wrodzong o etiologii Gram dodatniej (p=0,00687). Takiej
zaleznos$ci nie obserwowano w odniesieniu do antytrombiny III. W sposob graficzny

przedstawiono to na wykresach 19 1 20.
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Wykres 19. Poréwnanie wartosci $rednich aktywnosci antytrombiny III w surowicy krwi u

noworodkow z wrodzong posocznicg w zaleznosci od rodzaju bakterii.
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Wykres 20. Porownanie wartosci $rednich aktywnosci biatka C w surowicy krwi u

noworodkow z wrodzong posocznicg w zaleznosci od rodzaju bakterii.
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4.12. Ocena zaleznos$ci pomiedzy rodzajem patogenu wywolujacego nabyta posocznice

(Grupa II), a poziomem aktywnosci antytrombiny III i bialka w surowicy krwi.

W grupie 74 noworodkdéw z rozpoznang nabyta posocznicg w 56 przypadkach przyczyna
choroby byly bakterie Gram dodatnie, natomiast u 18 dzieci stwierdzono obecnos¢

drobnoustrojow Gram ujemnych.

Procentowy rozktad drobnoustrojow chorobotwoérczych odpowiedzialnych za wystgpienie

nabytej posocznicy przedstawia rycina 4.

B Gram + B Gram -

Rycina 4. Charakterystyka drobnoustrojéw wywotujacych posocznicg nabyta.
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Aktywno$¢ antytrombiny III i1 biatkka C w surowicy krwi u noworodkéw z nabytg

posocznicg w zaleznos$ci od rodzaju bakterii, przedstawiajg tabele 20 1 21.

Antytro:n bina IT1 N Srednia Odch. Wariancja  Minimum Maximum Mediana
(%) stand
Bakterie
18 | 35,2 19,2 370,3 6,0 64,0 43,0
Gram (-)
Bakterie
56 54,0 24,1 579.,8 10,0 98,0 54,5
Gram (+)

Tabela 20. Aktywno$¢ antytrombiny III w surowicy krwi u noworodkdw z nabyta

posocznicg w zalezno$ci od rodzaju bakterii.

Bl?zz())c N | Srednia Odch.stand Wariancja | Minimum Maximum Mediana
Bakterie
18 10,5 7,4 54,8 3,0 26,0 7,5
Gram (-)
Bakterie
20,1 7,8 60,8 7,0 48,0 18,5
Gram (+)

Tabela 21. Aktywno$¢ biatka C w surowicy krwi u noworodkdéw z nabytg posocznicg w

zalezno$ci od rodzaju bakterii.

U dzieci z nabyta posocznica o etiologii Gram ujemnej stwierdzono statystycznie
znamiennie nizszy poziom aktywno$ci antytrombiny III (p=0,00367) jak i biatka C
(p=0,00002) w poréwnaniu do noworodkow, u ktérych przyczyng nabytej posocznicy byty

bakterie Gram dodatnie. W sposob graficzny przedstawiono to na wykresach 21 i 22.
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Wykres 21. Pordwnanie wartosci $rednich aktywnos$ci antytrombiny III w surowicy krwi u

noworodkow z nabyta posocznicg w zaleznosci od rodzaju bakterii.
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Wykres 22. Porownanie wartosci $rednich aktywnosci biatka C w surowicy krwi u

noworodkow z nabytg posocznicg w zaleznos$ci od rodzaju bakterii.
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4.13. OKkreslenie zalezno$ci pomiedzy wystepowaniem czynnikow ryzyka wrodzonej
posocznicy takich jak: przedwczesne odplywanie plynu owodniowego, objawy
zakazenia u matki, zahamowanie wzrastania wewngatrzmacicznego plodu, a

rozpoznaniem tej jednostki chorobowej.

Wsrod badanych 105 noworodkow grupy I retrospektywnie stwierdzono nastepujace
czynniki ryzyka rozwoju posocznicy wrodzonej: przedwczesne odptywanie plynu
owodniowego (powyzej 24 godzin do czasu wystgpienia porodu) w 53 przypadkach,
objawy zakazenia u matki w 27 przypadkach, zahamowanie wzrostu wewnatrzmacicznego
u 22 ptodow, cigza mnoga - stan po obumarciu jednego ptodu w 3 przypadkach.

Wyniki analizy statystycznej wykazaly istotng zalezno$¢ pomiedzy przedwczesnym
odptywaniem ptynu owodniowego, a wystapieniem posocznicy wrodzonej (OR=0,36111,
p=0,02208). Wyliczono, iz ryzyko wystgpienia infekcji wrodzonej w przypadku
przedwczesnego odplywania ptynu owodniowego jest 2,7 razy wicksza w porownaniu do
przypadkéw, gdy brak byto tego czynnika ryzyka zakazenia. Natomiast podobnych
zaleznosci nie stwierdzono w przypadkach infekcji u matki oraz hypotrofii ptodu. U
zadnego dziecka urodzonego z cigzy mnogiej, w ktérej wystgpito obumarcie jednego z

ptodéw (3 przypadki) nie rozwingeta si¢ posocznica.
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4.14. Ocena wzajemnej zalezno$Sci pomiedzy antytrombing III i bialkiem C w surowicy

krwi w obu postaciach posocznicy.

Wykorzystujac analiz¢ regresji stwierdzono statystycznie istotng zalezno$¢ pomiedzy
aktywnos$cig antytrombiny III a aktywno$cig bialka C w surowicy krwi zaro6wno w
posocznicy wrodzonej (r=0,7113, p<0,00001), jak rowniez w posocznicy nabytej

(r=0,45135, p=0,00006). W sposob graficzny przedstawiono to na wykresach 23 i 24.

p<0,00001
r=0,7113
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Wykres 23. Zalezno$¢ pomigdzy aktywnoscig antytrombiny III 1 biatka C w surowicy krwi

u noworodkéw z wrodzong posocznica.
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Wykres 24. Zalezno$¢ pomiedzy aktywnoscig antytrombiny III i biatka C w surowicy krwi

u noworodkéw z nabyta posocznica.
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5. Dyskusija.

Ostatnio zwraca si¢ uwage na fakt, iz w patomechanizmie posocznicy, oprocz
nasilonej reakcji zapalnej, istotng rol¢ odgrywa takze nadmierna aktywacja ukladu
krzepnigcia 1 fibrynolizy (134, 135). Powstajace w posocznicy mediatory odpowiedzi
zapalnej takie jak cytokiny, leukotrieny, chemokiny, aktywuja czynniki krzepnigcia, ktére z
kolei poteguja produkcje i uwalnianie wymienionych prozapalnych mediatoréw. Oznacza to
na przyktad, iz wystgpujaca w nadmiarze w surowicy krwi w przebiegu zakazenia, gldéwna
prozapalna cytokina, jaka jest TNF-alfa, stymuluje produkcj¢ czynnika tkankowego, ktory
inicjuje proces krzepnigcia, a z kolei powstata wtedy trombina doprowadza do zwigkszenia
syntezy 1 uwalniania TNF-alfa przez monocyty (66, 68, 155). Dochodzi w ten sposob do
powstania ,,blednego kota”, ktore jest przyczyna klinicznych i laboratoryjnych objawow
uszkodzenia funkcji narzadow poprzez tworzenie si¢ w nich mikrozatorow
1 mikrozakrzepéw. W konsekwencji dalszych zaburzen moze dochodzi¢ do zuzycia
czynnikow krzepnigcia 1 powstania skazy krwotocznej jako powiklania uogo6lnionego
zakazenia (136).

U noworodkow, a zwtaszcza niedojrzatych wczesniakoéw, w przebiegu posocznicy
mamy do czynienia z podobng sytuacjg (137). Nalezy podkresli¢, iz u tych pacjentéw
istnieje nawet w stanie zdrowia znacznie nizszy zapas czynnikow decydujacych
o rownowadze pomig¢dzy uktadem krzepnigcia i fibrynolizy. Z kolei czesto stwierdza si¢
u nich bardzo wysokie st¢zenie zar6wno TNF-alfa jak 1 IL-6 w surowicy krwi w przebiegu
posocznicy (107, 138, 139, 140). Taki stan szybko moze prowadzi¢ do powaznych zaburzen
krzepnigcia 1 fibrynolizy z wszelkimi tego konsekwencjami. Jest sprawg oczywisty, iz
podanie antybiotyku oraz zastosowanie lekdw wazopresyjnych czy poprawiajacych perfuzje

nie zahamuje zmian zachodzacych w uktadzie krzepnigcia 1 fibrynolizy. A zatem ingerencja
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w uruchomiong juz kaskade krzepnigcia moze okaza¢ si¢ bardzo istotnym czynnikiem
terapeutycznym. Jak wiadomo skaza krwotoczna stanowi bardzo czeste powiklanie
wystepujace w przebiegu zakazenia uogolnionego 1 jest czynnikiem wpltywajacym
w decydujacy sposob na koncowy rezultat terapii tej jednostki chorobowej (141, 142, 143,
144, 145, 146, 147).

Ostatnio coraz cze$ciej sugeruje si¢ konieczno$¢ suplementacji endogennych inhibitorow
kaskady krzepnigcia w leczeniu posocznicy. Do takich preparatéw nalezy antytrombina III
1 biatko C. Szczegdlne zainteresowanie budzi podaz aktywnej postaci biatka C (APC)
w terapii zakazenia uogodlnionego. Skuteczno$¢ takiego postepowania udowodniono
w randomizowanych badaniach kontrolnych przeprowadzonych u oso6b dorostych (148,
149, 150). Jednakze ostatnio pojawito si¢ coraz wigcej znakow zapytania dotyczacych
mechanizmu dziatania APC (69, 151, 152, 153, 154). I tak na przyktad Brueckamn i wsp.
(69) wykazali, ze APC nie wywiera wplywu na uktad krzepnigcia a jedynie wykazuje
dziatanie p/zapalne 1 p/apaptozie. Natomiast Derhasching 1 wsp. (151) stwierdzili
minimalny wptyw APC na markery krzepniecia i fibrynolizy jak rowniez brak jego
dziatania p/zapalnego.

Natomiast Rice 1 wsp. (155) oraz Cunnen i wsp. (156) stwierdzili, ze APC powoduje
zmniejszenie umieralno$ci, ale jest to zalezne od czas podazy preparatu u pacjentow
z cigzkg posocznica.

W badaniach eksperymentalnych wykazano jedynie stymulujgce dziatanie APC na
aktywno$¢ leukocytow w krazeniu ptucnym. Podobnie, istniejag do tej pory znaczne
rozbieznosci, co do wskazan dotyczacych stosowania preparatu APC w leczeniu posocznicy
u dzieci. Spowodowane sg one przede wszystkim, opisywanymi w niektérych przypadkach
terapii, powiktaniami w postaci krwawien wystepujacych gtownie do osrodkowego uktadu

nerwowego. Z tego powodu FDA przerwato wieloosrodkowe, randomizowane badanie
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numer FIK-MC-EVBP majace wyjasni¢ zasadno$¢ i bezpieczenstwo podazy preparatu
APC w leczeniu posocznicy u dzieci. Jak wiadomo po przeprowadzeniu czgsciowej analizy
w grupie niemowlat otrzymujacych preparat APC stwierdzono istotnie wigksza czgstos$¢
krwawien do o$rodkowego uktadu nerwowego u najmtodszych pacjentow. W §wietle tych
wynikdéw, na uwage zasluguja rezultaty badania Kleina 1 wsp. (157), ktéry wykazal, iz
podaz preparatu biatka C prowadzi do wzrostu stezenia jego aktywnej postaci w sposob
zalezny od dawki postaci nieaktywnej. Taki sposob postgpowania terapeutycznego wydaje
si¢ by¢ bardziej ,,fizjologiczny”, gdyz dostarczony zostaje wtedy jedynie substrat konieczny
do produkcji aktywnej postaci a szybkos$¢ reakcji zalezna jest od potrzeb organizmu.
Jednakze istotnym warunkiem aktywacji jest obecno$¢ kofaktorow, do ktorych nalezy
biatko S, trombomodulina oraz odpowiedni receptor dla biatka C znajdujacy si¢ na
komorkach §rdédbtonka (44, 158). Mozna przypuszczac, 1z zbyt p6zna suplementacja biatka
C nie bedzie skutkowa¢ zwigkszong syntezg APC z uwagi na istniejacy juz wtedy
niedostatek kofaktorow. Stad tak waznym wydaje si¢ czesty pomiar stgzenia czy
aktywnosci biatka C w surowicy krwi w przebiegu posocznicy, aby mozna bylo decyzje
o rozpoczeciu suplementacji podja¢ w odpowiednim momencie.

W S$wietle tych wiadomosci interesujace wydaja si¢ by¢ rezultaty uzyskane
w prezentowanym badaniu. Na ich podstawie mozna stwierdzié, iz nizszy a priori poziom
aktywnosci zaréwno antytrombiny III jak 1 biatka C w surowicy krwi u noworodkow ulega
dalszemu obnizaniu si¢ juz w poczatkowej fazie uogoélnionego zakazenia bakteryjnego.
Natezenie tego zjawiska zalezne jest od rodzaju flory bakteryjnej powodujacej posocznicg.
Szczegdlnie wyraznie wystepuje to zjawisko w zakazeniach uogoélnionych spowodowanych
bakteriami Gram ujemnymi. Istniejg niewielkie roznice w szybkosci zachodzgcych zmian
pomigdzy posocznicg wrodzong i nabyta. Na podstawie otrzymanych wynikow mozna

sadzi¢, ze szybciej do zaburzen dochodzi u dzieci, u ktérych posocznica rozpoczyna si¢ po
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7 dobie zycia. By¢ moze zmiany zapalne w odpowiedzi na zakazenie, powstajace przed
badz bezposrednio po urodzeniu sg modyfikowane produkowanymi przez lozysko
mediatorami przeciwzapalnymi takimi jak IL-10, badz odpowiedZz zapalna samego plodu
jest mniej nasilona w porownaniu do sytuacji, ktora dotyczy poOzniejszego okresu po
urodzeniu (26, 29, 159, 160, 161). Szczegdlnie interesujgcym wynikiem, uzyskanym
w trakcie przeprowadzonego badania jest stwierdzenie wysoce znamiennej korelacji
pomigdzy aktywnoscig biatka C w surowicy krwi a wystgpowaniem zgonu w przebiegu
posocznicy. Podobne wyniki uzyskal Yan i wsp. w badanej grupie osob dorostych (158,
162). Jak mozna zauwazy¢ na wykresach 9 1 10 gwattowny wzrost ryzyka zgonu pojawia
si¢ w chwili, gdy aktywnos¢ biatka C w surowicy krwi obniza si¢ ponizej 10%. Nalezy,
zatem z duzym prawdopodobienstwem przyjaé te wartos¢ za wskazanie do
natychmiastowej suplementacji biatka C. Dalszy spadek aktywnos$ci tego czynnika moze
powodowaé, bowiem gwaltowny wzrost ryzyka zgonu, ktory przy poziomie aktywnos$ci
5% w surowicy krwi wynosit dla posocznicy wrodzonej 40% a w przypadku posocznicy
nabytej 52%.

Na podstawie uzyskanych wynikow mozna réwniez postawié teze, iz zaburzenia
krzepnigcia, ktorych wypadkowa jest gwaltowne obnizanie si¢ aktywnos$ci antytrombiny III
1 biatka C w surowicy krwi, a ktorym nie muszg w pierwszych chwilach zachorowania
towarzyszy¢ objawy skazy krwotocznej, sg juz wskazaniem do rozpoczecia leczenia
preparatami antytrombiny III 1 biatka C. Wartoscia bedgca wskazaniem do takiego
postepowania jest w przypadku biatka C aktywnos¢ w surowicy krwi ponizej 10%. Nie
mozna natomiast, na podstawie uzyskanych wynikéw ustali¢ precyzyjnie podobnych
zalezno$ci w odniesieniu do antytrombiny III. Chociaz w poczatkowej fazie infekcji
dochodzi do obnizenia si¢ jej aktywnos$ci, co jest szczegOlnie wyrazne w posocznicy

wywotanej bakteriami Gram ujemnymi to jednak brak jest statystycznej zaleznoSci
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pomigdzy poziomem antytrombiny III w surowicy krwi a rokowaniem w przebiegu
posocznicy.

Kolejnym pytaniem, na ktore chcialam uzyska¢ odpowiedz analizujac wyniki
badania byto okreslenie przydatnosci wykonywania oznaczen aktywnos$ci antytrombiny III
1 biatka C w diagnostyce posocznicy. Na podstawie uzyskanych wynikdw mozna
stwierdzi¢, ze istnieje statystycznie znamienna korelacja pomiedzy aktywnoscig
antytrombiny III i biatka C w surowicy krwi a wystgpieniem posocznicy, zaréwno jej
postaci wrodzonej jak i1 nabytej. Nalezy doda¢, iz korelacje te sa bardziej znamienne w
odniesieniu do posocznicy nabytej. Aktywno$¢ antytrombiny III w surowicy krwi na
poziomie 20%, przy wspotistniejacych innych objawach posocznicy nabytej daje ponad
90% prawdopodobienstwa, iz u dziecka doszto do rozwinigcia si¢ uogolnionego zakazenia.
Z kolei przy poziomie aktywnosci antytrombiny III w surowicy krwi ocenianej na 60%, a
wiec wartosci, ktorg uwaza si¢ za norme, prawdopodobienstwo wystgpienia posocznicy
wynosito az 60%. Jak zatem widaé, podobne zaleznoSci w zakresie wyzszych warto$ci
poziomdéw aktywnos$ci antytrombiny III nalezy interpretowac z duzg ostroznos$cia. Taki stan
moze by¢, bowiem spowodowany krotkotrwatym zwigkszeniem produkcji tego biatka
w watrobie 1 nastgpowym wzrostem aktywnosci antytrombiny III w surowicy krwi
w poczatkowej fazie infekcji. Podobne wyniki stwierdzali w badaniach inni autorzy (163).
Biorgc jednak pod uwage uzyskane dane nalezy podkresli¢, iz ocena aktywnosci
antytrombiny III jak 1 biatka C w surowicy krwi moze stanowi¢ dodatkowy wskaznik,
zwiekszajacy prawdopodobienstwo rozpoznania posocznicy a takze by¢ pomocnym
w ustaleniu rokowania w tej jednostce chorobowe;.

Whniosek ten wydaje si¢ by¢ poparty stwierdzonym w badaniu brakiem rdznic
pomigdzy aktywnoscig zaréwno antytrombiny III jak i biatka C w surowicy krwi u dzieci,

u ktorych posocznica nie zostata potwierdzona badaniem bakteriologicznym krwi a danymi
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uzyskanymi u noworodkéw z dodatnim wynikiem badania bakteriologicznego. Jak
wiadomo, az w okolo 40% nie uzyskuje si¢ potwierdzenia bakteriologicznego rozpoznania
posocznicy, pomimo wyraznych objawow klinicznych 1 biochemicznych. A zatem,
oznaczenie aktywnos$ci zarowno antytrombiny III jak 1 biatka C w surowicy krwi ulatwitoby
ustalenie rozpoznania. Obecnos$¢ mediatorow zapalnych uwalnianych pod wpltywem
entero-, endo- 1 egzotoksyn bakteryjnych decyduje, bowiem o nasileniu zmian
chorobowych w przebiegu posocznicy, takze w uktadzie krzepniecia (113, 153, 164).

Na podstawie danych uzyskanych w badaniu mozna stwierdzi¢, ze znamienne
statystycznie obnizenie poziomu aktywnosci biatka C w surowicy krwi wystepowato
jedynie w przypadkach posocznicy wrodzonej wywotlane] przez bakterie Gram ujemne.
Natomiast w odniesieniu do posocznicy nabytej o etiologii Gram ujemnej zardwno
aktywnos$¢ antytrombiny III jak i biatka C w surowicy krwi byly znamiennie statystycznie
nizsze w poroOwnaniu do pozioméw tych parametréw obserwowanych w posocznicy Gram
dodatnie;.

Rokowanie w przebiegu posocznicy o etiologii Gram ujemnej byto w analizowanym
materiale znacznie gorsze. W przypadku posocznicy wrodzonej bakterie Gram ujemne
odpowiedzialne byty za 57,1% zgonow, natomiast w odniesieniu do posocznicy nabytej
odpowiednie dane wynosity 77,8%. Wykazatam takze, iz w przebiegu posocznicy zard6wno
wrodzonej, jak i nabytej ryzyko wystapienia zgonu u dzieci w posocznicy o etiologii Gram
ujemnej bylo 37 razy wigksze niz w przypadku posocznicy Gram dodatniej (165, 166, 167,
168).

Podobne zalezno$ci pomigdzy nieprawidlowymi poziomami aktywnosci
antytrombiny III 1 biatka C w surowicy krwi a dziataniem uktadu krzepnigcia mozna
zaobserwowac u dzieci urodzonych w zamartwicy. W przypadku tej jednostki chorobowej

u 100% dzieci stwierdza si¢ obnizenie aktywnos$ci antytrombiny III 1 biatka C w surowicy
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krwi 1 powiktania krwotoczne. W 50% zmiany w ukladzie krzepnigcia byly bardzo
gwattowne, w postaci uogolnionego wykrzepiania prowadzacego do uszkodzenia funkcji
waznych zyciowo narzadow 1 zgonu (169). Jak wiadomo, niedotlenienie jest niezwykle
waznym czynnikiem stymulujacym odpowiedz zapalng organizmu. Prawdopodobnie,
istnieje  zblizony mechanizm, odpowiedzialny za aktywacje¢ wuktadu krzepniecia
w niedotlenieniu 1 w posocznicy. Jednakze potwierdzenie tego zjawiska u noworodkéw
wymaga dalszych badan.

Interesujaca wydaje si¢ ocena wzajemnej zaleznosci pomiedzy aktywnos$cia
zaré6wno antytrombiny III 1 biatka C w surowicy krwi w przebiegu posocznicy wrodzonej
jak 1 nabytej. Wykazata ona, iz w przebiegu posocznicy dochodzi do obnizenia poziomow
obu tych parametrow w sposob bardzo zblizony, jakby rownolegle. Stwierdzitam, bowiem
istotng korelacje pomiedzy zmianami aktywnos$ci antytrombiny III 1 biatka C w surowicy
krwi w przebiegu posocznicy. Przedstawiono to na wykresach 23 i 24. Dlatego tez w
diagnostyce zaburzen krzepnigcia powstajacych w trakcie posocznicy celowe jest
oznaczanie aktywnos$ci zarowno antytrombiny III jak 1 biatka C w surowicy krwi.

Sposrdéd  czynnikow ryzyka wuogodlnionej infekcji takich jak przedwczesne
odptywanie ptynu owodniowego, objawy zakazenia u matki, zahamowanie wzrastania
wewnatrzmacicznego ptodu, w analizowanym materiale jedynie przedwczesne odptywanie
ptynu owodniowego korelowato z mozliwos$cig wystgpienia posocznicy wrodzonej. By¢
moze spowodowane bylo to niezbyt duza liczebnoscig analizowanych przypadkow
posocznicy wrodzonej (15, 170).

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, iz ocena aktywnosci zarowno biatka C jak
1 antytrombiny III w surowicy krwi jest istotnym czynnikiem diagnostycznym, mogacym
stanowi¢ istotne wskazanie do modyfikacji leczenia poprzez suplementacj¢ tych

preparatow. W analizowanym badaniu wyraznie wskazatam poziom aktywnos$ci tych
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biatek, przy ktorym nalezy podja¢ decyzje o terapii. Pozwoli to ograniczy¢ zaréwno

ciezko$¢ przebiegu schorzenia jak 1 zmniejszy¢ liczbg niepowodzen terapeutycznych.
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6. Whnioski.

1. Oznaczanie aktywnosci antytrombiny III i biatka C w surowicy krwi u noworodkow
w diagnozowaniu posocznicy moze by¢ pomocne w ustaleniu rozpoznania.

2. Stwierdzenie aktywnos$ci biatka C w surowicy krwi ponizej 10%, w poczatkowym
etapie posocznicy, zwlaszcza spowodowanej bakteria Gram ujemna, jest waznym
czynnikiem ryzyka wystapienia zgonu i moze by¢ wskazaniem do suplementacji.

3. Biorgc pod uwage synergistyczne dzialanie antytrombiny III i biatka C oraz
stwierdzong istotng korelacje pomiedzy stezeniem tych bialek w poczatkowym etapie
posocznicy nalezy w chwili podjg¢cia decyzji o ich suplementacji bra¢ pod uwage

celowos$¢ podazy obydwoch preparatow.
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7. Streszczenie.

W poczatkowej fazie infekcji, dochodzi do zaburzenia rownowagi pomigdzy
uktadem krzepnigcia i fibrynolizy, w ktdrej istotng rol¢ odgrywaja antytrombina III i biatko
C. U zdrowych noworodkéw poziom tych parametrow w surowicy krwi jest obnizony
w porownaniu do 0sob dorostych. W moim badaniu postanowilam odpowiedzie¢ na pytanie
czy oznaczanie antytrombiny III i biatkka C w surowicy krwi u noworodkéw moze by¢
pomocne w wykrywaniu zaburzen hemostazy w poczatkowym stadium posocznicy oraz czy
istnieje korelacja pomigdzy poziomem tych czynnikow a rokowaniem w tej jednostce
chorobowe;j.

Do badania zakwalifikowano 330 noworodkéw urodzonych i hospitalizowanych
w Klinice Neonatologii Katedry Ginekologii 1 Potoznictwa Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie. Badang populacj¢ podzielono na 3 grupy w
zalezno$ci od stanu klinicznego 1 uzyskanych wynikow badan bakteriologicznych oraz
biochemicznych krwi.

Grupe I stanowilo 150 noworodkoéw, u ktérych na podstawie oceny stanu
klinicznego, wynikow badan laboratoryjnych oraz danych z przebiegu cigzy wstgpnie
rozpoznano wrodzone zakazenie. Do grupy tej wilaczono noworodki w wieku od 1 do 7
doby zycia, u ktorych wystepowaty czynniki ryzyka rozwoju infekcji wrodzonej lub w tym
okresie zycia stwierdzono u nich wyrazne kliniczne objawy zakazenia. U 110 noworodkéw
na podstawie stanu klinicznego oraz wynikow bakteriologicznego i1 biochemicznego
badania krwi wykluczono wstgpne rozpoznanie posocznicy. Natomiast u 25 noworodkow
wrodzone zakazenie potwierdzone zostalo uzyskanym wynikiem zar6wno badania
bakteriologicznego 1 biochemicznego krwi. W 15 przypadkach rozpoznano zespo6t

uogo6lnionej odpowiedzi zapalne;.
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Grupe II stanowito 150 noworodkow, u ktorych objawy kliniczne infekeji wystapity
po 7 dobie zycia. U 57 noworodkdw na podstawie uzyskanych wynikéw badan
bakteriologicznych i1 biochemicznych krwi, wykluczono obecno$¢ posocznicy nabyte;.
W 93 przypadkach rozpoznano infekcje¢ jednakze dodatni wynik badania
bakteriologicznego krwi uzyskano u 74 pacjentow. U pozostalych 19 dzieci rozpoznano
zespot uogolnionej odpowiedzi zapalnej na podstawie objawow klinicznych 1 wynikow
badan biochemicznych.

Grupe III, kontrolng stanowito 30 zdrowych noworodkéw, urodzonych drogami
1 sitami natury po prawidtowo przebiegajacej cigzy, trwajacej powyzej 37 tygodni.

U noworodkow w grupie I 1 II posocznice diagnozowano na podstawie nast¢pujacych badan
biochemicznych: morfologia krwi obwodowej ze szczegdlnym uwzglednieniem
leukocytozy oraz liczby plytek krwi, stezenie prokalcytoniny, biatka C-reaktywnego oraz
interleukiny-6 w surowicy krwi. Ponadto oznaczano poziom elektrolitow w surowicy krwi
oraz rownowage kwasowo-zasadowa krwi tetniczej lub kapilarnej. W kazdym przypadku
wykonywano  réwniez  badanie  bakteriologiczne  krwi. W zaleznosci  od
wspottowarzyszacych objawow klinicznych dodatkowo badano bakteriologicznie mocz,
pltyn mozgowo-rdzeniowy oraz tre$¢ zaaspirowang z oskrzeli (BAL). U kazdego dziecka
w chwili wstepnego ustalenia rozpoznania posocznicy, wykonywano pomiar aktywnos$ci
antytrombiny III 1 biatka C w surowicy krwi.

W grupie kontrolnej oznaczono jedynie aktywnos$¢ antytrombiny III i biatka C. Krew do
badan pobierana byta w 1 dobie zycia przy okazji badania grupy krwi, ktore rutynowo
wykonuje si¢ w klinice u wszystkich dzieci urodzonych przez matki z grupg krwi ,,0”.

Zarbwno w posocznicy wrodzonej jak 1 nabytej stwierdzano znamiennie nizsze

poziomy aktywnos$ci antytrombiny III i biatka C w surowicy krwi u dzieci z rozpoznang
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infekcja w poréwnaniu do noworodkéw, u ktérych wykluczono wstepne rozpoznanie
zakazenia.

W badaniu wykazano istnienie korelacji pomigdzy rozpoznaniem posocznicy
wrodzonej jak 1 nabytej a poziomem zarowno antytrombiny III jak 1 biatka C w surowicy
krwi. I tak przy aktywnos$ci antytrombiny III réwnej 30% prawdopodobienstwo wystapienia
posocznicy wrodzonej wynositlo 40%, a dla posocznicy nabytej 85%. Przy aktywnosci
biatka C rownej 5%, prawdopodobienstwo rozpoznania posocznicy wrodzonej wynosito
okoto 50%, a posocznicy nabytej okoto 85%.

U noworodkow, ktore zmarly z powodu posocznicy, i to zarbwno wrodzonej
(p=0,00973) jak 1 nabytej (p=0,00012), stwierdzano w surowicy krwi statystycznie
znamiennie nizszg aktywno$¢ biatka C w pordéwnaniu do dzieci, ktore przezyty. Takiej
roznicy nie obserwowano natomiast w odniesieniu do wartosci antytrombiny III.

Przeprowadzona analiza wykazata takze zaleznos$ci pomig¢dzy aktywnos$cig biatka C
w surowicy krwi a ryzykiem zgonu w przebiegu zaro6wno posocznicy wrodzonej i nabyte;.
Odpowiednio przy poziomie biatka C w surowicy krwi wynoszacej 5%, ryzyko
prawdopodobienstwa zgonu w przebiegu posocznicy wrodzone] wynosito az 40%,
natomiast w przypadku posocznicy nabytej siegato 52%.

Stwierdzono brak roznic dotyczacych aktywnos$ci zarowno antytrombiny III jak i1 biatka
C w surowicy krwi pomiedzy dzie¢mi, u ktoérych posocznica nie zostala potwierdzona
badaniem bakteriologicznym krwi a pacjentami, u ktorych stwierdzono dodatni wynik
badania bakteriologicznego krwi krwi (posocznica wrodzona- dla antytrombiny III p=0,7
a dla biatka C p=0,99; posocznica nabyta odpowiednio p=0,94 oraz p=0,99).

W przypadkach infekcji nabytej o etiologii Gram ujemnej wykazano statystycznie
znamiennie nizsze poziomy aktywnos$ci zarowno antytrombiny III (p=0,00367) jak i biatka

C (p=0,00002) w surowicy krwi w porownaniu do sytuacji, kiedy przyczyng choroby byly
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bakterie Gram dodatnie. W postaci wrodzonej takg zaleznos$¢ uzyskano tylko dla biatka C
(p=0,00687). Stwierdzono, iz ryzyko zgonu z powodu posocznicy o etiologii Gram ujemne;j
bylto okoto 37 razy wieksze niz w przebiegu posocznicy Gram dodatnie;.

Analiza zalezno$ci pomiedzy takimi czynnikami ryzyka rozwoju posocznicy
wrodzonej jak: przedwczesne odptywanie ptynu owodniowego (powyzej 24 godzin do
czasu porodu), objawy zakazenia u matki, zahamowanie wzrostu wewnatrzmacicznego,
stan po obumarciu jednego plodu w cigzy wieloptodowej a rozwojem posocznicy
wrodzonej wykazala jedynie istotng zalezno$¢ pomigdzy przedwczesnym odptywaniem
ptynu owodniowego, a wystgpieniem infekcji.

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, iz w diagnostyce zaburzen uktadu
krzepnigcia 1 fibrynolizy, do jakich moze dochodzi¢ w przebiegu posocznicy bakteryjnej
celowe jest oznaczanie zaréwno aktywno$ci antytrombiny III jak i biatka C juz
w pierwszym okresie diagnozowania tej jednostki chorobowe;.

Istotnym spostrzezeniem jest fakt, iz ryzyko zgonu gwattownie wzrastato przy
poziomie biatka C ponizej 10%. Dlatego tez wydaje sig, iz przy stwierdzeniu tak niskich
wartosci biatka C nalezy podja¢ decyzje o suplementacji tego czynnika. Nie mozna
natomiast, na podstawie uzyskanych wynikow, ustali¢ podobnych zalezno$ci w odniesieniu

do antytrombiny III.
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7. Summary.

An imbalance between the coagulation and fibrinolysis can be observed at the initial
phase of bacterial infection, where an essential role is played by antithrombin III and
protein C. In healthy neonates, the blood plasma concentration of mentioned factors is
remarkably lower than in adult individuals. The aim of the current study was to determine
the possible relationship between antithrombin III and protein C and the prognosis of
neonatal sepsis, as well as to evaluate diagnostic value of these parameters in early phase of
sepsis.

The study included 330 newborns, born and hospitalized at the Neonatal Department
the Gynecology and Obstetrics Chair of the Jagiellonian University Medical College in
Cracow. The study population was divided into 3 groups depending on clinical status of the
patient combined with bacteriological culture and biochemical blood examinations.

The first group (I) consisted of 150 newborns diagnosed as congenital infections.
This group included newborns (age 1 to 7 days) who had risk factors in developing
congenital infection or who had clinical symptoms of infection. Preliminary diagnosis of the
sepsis was rejected in 110 cases, while in 25 neonates the congenital infection was confirmed
bacteriologically and biochemically. In 15 cases the systemic inflammatory response syndrome
was diagnosed.

The second group (II) consisted of 150 newborns, in whom clinical signs and
symptoms of infection appeared after the 7" day of life. In 57 newborns, acquired sepsis
was reject on the basis of bacteriological and biochemical examinations. In 95 cases sepsis
was diagnosed but positive blood culture results was achieved in 74 patients. Remaining 19

newborns showed the systemic inflammatory response syndrome.
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The third group (control) comprised 30 healthy newborns, naturally born from
termed pregnancies (>37 weeks).

The sepsis was diagnosed (in groups I and II) based on the following laboratory
results: blood cell count (especially taking into account leucocytosis and thrombocytosis),
procalcitonin, C-reactive protein and interleukin-6 (IL-6) blood plasma concentration.
Moreover, plasma electrolytes and acid-base equilibrium of arterial/arterialized blood were
measured. In every case microbiological blood culture was performed. Depending on
coexisted clinical signs and symptoms: urine, cerebrospinal fluid or bronchalveolar lavage
(BAL) were examined bacteriologically. In each child, at the moment of initial sepsis
diagnosis, activity of antithrombin III and protein C serum level was measured.

Only activity of antithrombin III and protein C blood serum level were measured in
the control group. Tested blood was drawn on the 1% day after childbirth along with blood
group identification (that is routinely performed in our Clinic in all children that are given
birth by a mother with type O blood group).

Significantly lower levels of antithrombin III and protein C blood serum were
observed in both congenital and acquired sepses in patients with confirmed infection in
comparison to those whose preliminary diagnosis was rejected.

Research proved correlation between the appearance of congenital and acquired
sepsis depending on both activity level of antithrombin III and protein C blood serum level.
A percentage of activity level of antithrombin III of 30%, gives 40% probability of
congenital sepsis development and 85% probability of acquired sepsis development. Protein
C serum level of 5%, indicated about 50% probability of congenital sepsis development and
85% probability of acquired sepsis development.

In the group of newborns, which died due to both congenital (p=0,00973) and

acquired sepsis (p=0,00012), lower activity level of protein C was observed in comparison
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to children that survived. However, such a difference was not observed in the case of
antithrombin III.

A correlation between level protein C blood serum and a risk of death in the course
of congenital or acquired sepsis was established. If the level of protein C was 5%, the
probability of death due to congenital sepsis was 40% and the chance of death due to
acquired sepsis was 52%.

There was no statistical difference in antithrombin III and protein C blood plasma
levels between groups of patients with and without bacteriologically confirmed (in
congenital sepsis p=0,7 for antithrombin III and for protein C p=0,99, in aquired sepsis p=
0,94 for antithrombin III and p=0,99 for protein C)

Antithrombin III (p=0,00367) and protein C (p=0,00002) blood plasma levels were
significantly lower in Gram-negative acquired sepsis in comparison to Gram-positive ones.
In congenital sepsis such relationship was observed only for protein C (p=0,00687). Risk of
death in Gram-negative sepsis was 37 times higher than in Gram-positive one.

The analysis of the dependence among risk factors contributing to the development
of congenital sepsis such as: premature rupture of the membranes (more than 24 hours
preceding birth), signs and symptoms of infection in the mother, intrauterine growth
retardation and fetal death of one fetus during multiple pregnancy has shown only
interdependence between premature rupture of the membranes and existence of infection.

In conclusion, based on obtained results we found that antithrombin III and protein
C may be valuable diagnostic markers of hemostasis disorders observed in early phase of
the neonatal sepsis. Worth to notice is an observation that low level (<10%) of protein C is
indicative for high risk of death, thus the supplementation of this protein seems to be
essential for the therapy of sepsis in neonates with initial protein C depletion. Such tatement

can not be proved for antithrombin III supplementation.
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