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SOUHRN

Uvod: Vaginalni infekce patii k zdvaznym rizikovym faktorim ovliviiujicim pribéh
téhotenstvi. Mezi komplikace patii pfedev§im syndrom ptfedcasného porodu a predcasny
odtok vody plodové a s nimi souvisejici rozvoj patologickych stavii matky i novorozence.

Cil studie: Systematické zpracovani udaji, které by zhodnotily vztah mikrobidlniho osidleni
genitalniho traktu rodicky k PROM a pPROM a k rozvoji intraamnialni infekce. VySetieni
zanétlivych markertt v pupecnikové krvi vhodnych pro vc€asnou identifikaci novorozencii
s rizikem ¢asné novorozenecké sepse.

Typ studie: Prospektivni klinicka studie

Metodika: Soubor tvofilo 152 rodi¢ek a 152 novorozencti spliiujicich vstupni kritéria.
Rodicky byly rozdéleny do tfech skupin. Skupinu A tvofily rodi¢ky pfijaté s pred€asnym
odtokem plodové vody po ukonceném 37. tydnu téhotenstvi (PROM) (52), skupinu B rodicky
s pred¢asnym odtokem plodové vody pred ukoncenym 37. tydnem téhotenstvi (pPROM) (47),
skupinu C rodicky piijaté k porodu bez PROM po ukonceném 37. tydnu téhotenstvi (53).
U vSech rodicek byla pfi piijmu provedena kultiva¢ni vySetfeni moci, stéry zpochvy na
kultiva¢ni, mikroskopické, mykologické a parazitologické vySetfeni a na vySetfeni
mykoplasmat a ureaplasmat, a stéry z hrdla délozniho na chlamydie. Po porodu plodu
a preruSeni pupecniku nasledoval odbér mateiské vendzni krve na vySetfeni C-reaktivniho
proteinu (CRP) a odbér pupecnikové krve na vySetfeni IL-6, IL-8, TNF-a a sICAM-I1.
Placenta byla histologicky vySetiena se zaméfenim na pfitomnosti chorioamnionitis.
Vysledky: U rodicek bez PROM byl castéji prokazan MOP 1 (p < 0,0001). U rodicek
s PROM v terminu porodu byl ¢astéji prokazan MOP VI (p < 0,01). Prikaz Streptococcus
viridans byl spojen s vySSim rizikem casné novorozenecké sepse (p < 0,001). Prikaz
Escherichia coli byl spojen s vys$sim vyskytem chorioamnionitis a/nebo funisitis (p < 0,002).
Prikaz chorioamnionitis a/nebo funisitis byl spojen s vys$sim rizikem ¢asné novorozenecké
sepse (p < 0,001 resp. p < 0,0001). Senzitivita a specificita medidtorti zanétu jako skriningu
rizika ¢asné novorozenecké sepse byla pro IL-6 (80 %, 97 %), TNF- a (36 %, 94 %), IL-8
(87 %, 97 %), sSICAM-1 (83 %, 95 %).

Zavér: Vnasi studii jsme prokazali vyznam Streptococcus viridans pro riziko casné
novorozenecké sepse a Escherichia coli pro rozvoj chorioamnionitis. Stanovili jsme
senzitivitu a specificitu IL-6, IL-8, TNF-a a sSICAM-1 jako skriningového vySetieni rizika
¢asné novorozenecké sepse.

Klicova slova: vagindlni mikrofléora — intraamnidlni infekce — PROM — pPROM -

chorioamnionitis — cytokiny — ¢asnd novorozenecka sepse — skrining



SUMMARY

Introduction: Vaginal infections belong to important risk factors affecting the course of
pregnancy. The most important complications are pre-term delivery syndrome and premature
rupture of membranes (PROM) which are related to severe mothers and newborns pathology.
Target of the study: Systematic data processing for evaluation of the genital micro-flora and
its relationship to PROM and intraamniotic infection. Examination of umbilical cord
inflammatory markers as a screening for newborns at risk of early-onset neonatal sepsis.

Type of the study: A prospective clinical study

Methods: The group included 152 women and 152 newborns. The women were divided into
3 groups: group A — women admitted with PROM after completed 37™ week of pregnancy
(52); group B — women with pre-term PROM before completed 37" week of pregnancy (47);
group C — women without PROM, delivering after 37" week of pregnancy (53). At
admission, cultivation urine examinations, vaginal smears for microscopic, mycological, and
parasitological examinations and examinations for mycoplasmata and ureaplasmata, and
cervical smears for examination of chlamydia were provided. After delivering the foetus and
cutting the umbilical cord, the mother venous blood was sampled for C-reactive protein
(CRP) examination and the umbilical blood was sampled for IL-6, IL-8, TNF-o and SICAM-1
examination. The placenta was histologically examined for chorioamnionitis.

Results: MOP I was more frequent in women without PROM (p < 0,0001). MOP VI was
more frequent in women with PROM (p < 0,01). Streptococcus viridans was associated with
higher risk of early-onset neonatal sepsis (p < 0,001). Escherichia coli was associated with
more frequent histological finding of chorioamnionitis or funisitis (p < 0,002). In
chorioamnionitis or funisitis was higher risk of early-onset neonatal sepsis (p < 0,001,
p <0,0001). Sensitivity and specificity of inflammatory mediators used for screening for
newborns at risk of early-onset neonatal sepsis was: IL-6 (80 %, 97 %), TNF- a (36 %, 94 %),
IL-8 (87 %, 97 %), SICAM-1 (83 %, 95 %).

Conclusion: In our study Streptococcus viridans was associated with higher risk of early-
onset neonatal sepsis and Escherichia coli was associated with more frequent histological
finding of chorioamnionitis. Sensitivity and specificity of IL-6, IL-8, TNF-a a SICAM-1 for
screening of the early-onset neonatal sepsis risk were determined.

Key words: vaginal microflora — intraamniotic infection — PROM - pPROM -

chorioamnionitis — cytokines — early onset neonatal sepsis — screening



1. UVOD DO PROBLEMATIKY

Vaginalni infekce patii k nejvyznamnéj$im rizikovym faktorim, které mohou v té¢hotenstvi
syndromu predCasného porodu a predCasny odtok vody plodové. S témito klinickymi
situacemi pak uzce souvisi rozvoj patologickych stavii matky i novorozence. Ze strany matky
sem patii nejriznéjsi zanétlivé komplikace ¢asného puerperia, ze strany novorozence pak
napiiklad prematurita, ¢asnd novorozenecka sepse a dalSi infekéni komplikace v Casném
novorozeneckém obdobi. Vyskyt infekci v perinatalnim obdobi tak vyrazné¢ ovliviuje
mortalitu a morbiditu matek i novorozenct. Proto je tato problematika pravem stfedem zajmu
porodnikil i neonatologt.

Normalni mikrobidlni osidleni pochvy téhotné zeny hraje diilezitou roli v ochrané matky
a tedy i plodového vejce, jeho naruseni se pak mize stat spoustécim mechanismem kaskady
rozvoje vyse uvedenych patologickych stavi.

Vzhledem k neustalému rozvoji diagnostickych moznosti, které nam piindseji moderni
laboratorni metody, a k potieb¢ urychlit a zptesnit diagnostiku rizikovych stavl jak u matky,
tak u novorozence, rozhodl jsem se v ramci klinické studie, ktera se stala podkladem pro mou
disertani praci, najit rizikové faktory v mikrobidlnim osidleni pochvy rodicek, které by
mohly pfispét k pred€asnému otoku plodové vody, a to zvlasté¢ jako soucédst syndromu
pfedcasného porodu. Dalsi soucasti pak bylo pokusit se najit skriningovy laboratorni test,
ktery by umoznil rychle, v€éas a sco nejveétsi presnosti vytipovat novorozence s rizikem
rozvoje cCasné novorozenecké sepse. Histologické vySetieni placent pak bylo pouzito

k dal$imu hodnoceni spolehlivosti konkrétniho testu.

1.1 Fyziologie poSevniho prostiedi

Fyziologické osidleni pochvy je zavislé na mnoha faktorech. Nejvyznamnéji ho ovliviiuji veék
zeny, jeji hormonalni stav, faze menstrua¢niho cyklu, gravidita, intimni hygiena atd. PoSevni
prostiedi je dnes chapano jako jakysi ekosystém. Jeho zédkladnimi slozkami je poSevni epitel,
mikrobidlni fléra a komplexni interakce mezi hostitelem a mikroorganismem a interakce mezi
jednotlivymi bakteridlnimi druhy. Pokud dojde z nejriznéjSich pfi¢in k naruSeni této kiehké

rovnovahy, dojde ke klinické manifestaci zanétu. I mikroorganismy asymptomaticky



osidlujici pochvu se za ur¢itych zménénych podminek mohou stat vyvolavateli poSevnich
zanétd. V této souvislosti se pouziva termin kolonizace pochvy danym mikroorganismem.
PoSevni ekosystém predstavuje pfirozenou ochranu genitalniho ustroji zeny pfed rozvojem
zanétlivych onemocnéni. Za jeho zédkladni slozky jsou povazovany slizni¢ni imunitni systém
tvofeny sekrec¢nim imunoglobulinem A (IgA), leukocyty, lymfocyty, makrofagy a poSevnim
transudatem, hormonalnimi hladinami menstruaéniho cyklu, predevs§im estrogenu, vedouci
u Zen v reprodukénim véku k zesileni poSevni stény, ke zvySeni obsahu glykogenu v cyklicky
se odlupujicich epitelovych bunkach a k osidleni pochvy laktobacily (pH se stava kyselé),

a endogenni posevni mikroflorou s kli¢ovou tlohou laktobacilt.

1.2 Infekce plodového vejce

Infekce plodového vejce (intraovularni infekce) byvaji ¢lenény podle rtiznych kriterii. Casto
uzivané je jejich rozdéleni podle zptisobu infekce plodového vejce, a to na:
Hematogenni
e Casné — zpusobuji pfevazné embryo a fetopatie a intrauterinni retardace rtstu
e pozdni — zplisobuji intrauterinni ristovou retardaci plodu (IUGR), pfispivaji k rozvoji
syndromu ptfedcasného porodu nebo se projevi az po porodu klinickymi projevy
infekce novorozence
Ascendentni
e zpochvy ¢i hrdla délozniho, mezi jejich projevy patii maternalni a fetalni syndrom
infikovaného amnia
Descendentni
e per continuitatem pies vejcovody z peritonedlni dutiny nebo pfi invazivnich
intrauterinnich vykonech (amniocentéze a podobn¢), které se mohou projevit
rozvojem syndromu piredCasného porodu nebo klinickymi zndmkami infekce

novorozence

1.2.1 Epidemiologie
Udaje o po¢tu hematogennich i ascendentnich infekci v pribéhu thotenstvi se riizni.

Syndrom infikovaného amnia ¢i riziko syndromu infikovaného amnia jsou v literatuie

uvadény v rozmezi 5—8 % z celkového poctu porodu. Frekvence infekei u novorozenct se



uvadi mezi 1-8 piipadi na 1000 ziveé narozenych. Incidence novorozeneckych sepsi se podle
literarnich zdrojii pohybuje v priméru okolo 1,5 %. Mortalita déti s infekei je vysoka

a zvysuje se umerné s klesajici porodni hmotnosti.

1.2.2 Etiopatogeneze intraovuldarni infekce

Zakladnim cinitelem, ktery se v patogenezi rozvoje intraovularni infekce ucastni, je zanét
a zanétova odpoveéd’ organismu. Ta je u matky nejprve prevazné lokalni a az s postupem
infekce se stdva odpoveéd’ celkovou (systémovou). Pokud dojde k infekci plodu, je jeho
zanétova odpoved’ systémova.

Castymi pivodci intraovularni infekce jsou grampozitivni streptokoky, stafylokoky,
anaerobni koky a laktobacily, jakoz i gramnegativni tyCe, napi. kolibakterie, hemofilus
a aerobacter. Vzacnéjs$i jsou pseudomonady, listerie a kandidy. Obtizné detekovatelnymi
ptvodci jsou anaeroby a mykoplazmata, chlamydie a gardnerelly. Samostatnou kapitolou je
pak otazka syndromu bakteridlni vagindzy. V tivahu mohou pfichazet i nékteré typy virt ¢i
prvokl. Mezi mikroorganismy prokadzanymi z cervikalniho stéru a vyskytem klinickych
projevil intraovularni infekce nebyla dosud prokdzana Zadna statisticky vyznamna souvislost

Pfi ascendentnim Sifeni infekce se mikroorganizmy se dostavaji do plodového vejce
z pochvy ptes hrdlo délozni. Hlavnim predisponujicim faktorem usnadniujicim ascenzi
mikroorganismii do plodového vejce je predCasny odtok vody plodové, pii intaktnich
plodovych obalech pak dilatace hrdla délozniho.

Infekce spousti prostaglandinovou kaskadu. Enzymy fosfolipdza A2 a C pisobi na
membranové fosfolipidy a uvolnuji volnou kyselinu arachidonovou, ktera je metabolizovana
tzv. cyklooxygenazovou cestou (COX1 a COX2), vede ktvorbé prostaglandini vcetné
prostacyklinu (PGI2) a tromboxanu (Tx). Ty jsou syntetizovany v amniu, choriu a decidualni
tkani. Mediatory této indukce jsou cytokiny (IL1, TNF, IL2), rastové faktory (epidermalni
rustovy faktor), renin, proteinkindza C a bakterialni produkty (endotoxiny). Sekrece cytokinli
je indukovana makrofagy, které jsou ptitomny v decidudlni tkani, plodu a v placenté. Jsou
oznacovany jako proinfekéni cytokiny (IL1, IL6, IL8, TNF). Pfi rozvoji infekce se uplatituje
rovnéz trombocyty aktivujici faktor (PAF). Je to glycerofosfolipid, ktery se dramaticky
zvySuje v amnidlni tekutin€ v prib&hu predcasného porodu. Stimuluje PGE2 v amnialni
membrané¢ a indukuje délozni kontrakce. Do syntézy prostaglandinii zasahuje také
kortikotropin-releasing-hormonu (CRH) produkovany placentou v navaznosti na c¢innost

fetoplacentarni jednotky, ktery stimuluje tvorbu kortizolu a zvySuje tim tvorbu



prostaglandinu. Matrix metaloproteindzy (MMPs) jsou proteolytické enzymy, které jsou
odpovédné za predCasny odtok plodové vody (PROM). Jejich zvySend sekrece je indukovana
cytokiny (IL1, TNF) a ristovymi faktory (epidermdlni rustovy faktor-EGF) a tkanovym
rustovym faktorem (TGF-beta).

1.2.3 Zanétova reakce plodu (FIRS)

U plodu jsou obranné mechanizmy reprezentovany nastupem stresové reakce zaloZené na
neurohumoralnim zapojeni ptislusnych orgdnti a jeho systémové zanétové odpovedi s ucasti
celé skaly cytokini a dalSich mediatort, jejichz syntéza uzce souvisi s endotelovou odpoveédi
plodu reagujici na vyvolavaci inzult, ktery vedl k jeho poskozeni.

Jako FIRS (fetal inflammatory response syndrome) je oznacovan stav, kdy dojde u plodu
béhem jeho intrauterinniho vyvoje k rozvoji SIRS. Jeho definice vychazi z praci Gomeze,
Romera a kol. FIRS je diagnostikovan pfedev§im na zakladé elevace plazmatického IL-6
u plodu, nejcastéji pii predCasném porodu nebo pii predCasném odtoku vody plodové
(PROM). Je spojen se zvySenou perinatdlni morbiditou a mortalitou. U novorozencl se
klinicky po porodu vétSinou projevuje ¢asné nastupujici sepsi s poruchou dychéni, perinatalni
hypoxii atd. Ma vztah k zdvazné neonatalni morbidité¢ (RDS, sepse, BPD, IVH, cPVL, NEC).
Novorozenci s vyssi koncentraci IL-6 ve fetalni plazmé méli signifikantné vyS$si morbiditu.

Systémova zanétliva odpovéd’ plodu, definovand jako elevace fetalnitho IL-6, je
nezéavislym prediktivnim faktorem zavazné novorozenecké morbidity a je zavisla na
gestacnim stafi plodu. Pri¢inou rozvoje FIRS je nejcastéji intraamnidlni infekce, ale nejspise

existuji 1 jiné potencialni divody rozvoje tohoto stavu

1.2.4 Zanét placenty, pupecniku a plodovych obali

Typicky je pribéh zanétu plodovych oballi, placenty a pupecniku, ktery probihd ve fazich
a pfi némz rozliSujeme Casnou reakci ze strany matky a pozdéji nésledujici reakci ze strany
plodu. Jako prvni l1ze pozorovat matefské granulocyty v decidui a poté v plodovém obalu
(amnionitis, popf. membranitis). Pochdzeji z cév decidua parietalis nebo capsularis a pronikaji
postupné deciduou i amniovou vazivovou tkani volného plodového obalu. Intraplacentarné
prostupuji subchoriovy fibrin a dostavaji se do bezprostiedné sousedici vazivové tkané
bazalnich casti choriové plotny. AZ do tohoto okamziku infekce se jedna vyhradné o reakci
bunék matky. Casovy interval mezi zatatkem zanétu v oblasti vnitini branky hrdla délozniho
a vytvoreni uplného obrazu zanétu amnia ¢ini pfiblizn¢ 12 az 24 hodin. Matetska bunécna

zanétliva reakce probiha zasadné diive a je zpravidla mnohem vyraznéjsi nez fetalni reakce.



Pod pojem zanét placenty se zahrnuji zmény v samotné placenté, v plodovych obalech
a/nebo v pupecniku jako nasledek infekce nebo pisobeni chemickych latek. Histologicko —
patologicky se rozliSuje zanét amniového typu a parenchymatosni zanét placenty.

Zanét amniového typu se mize vyskytovat kdykoliv v pribéhu téhotenstvi. Mozné
reakce zaviseji na staii t€hotenstvi. Jednd se o akutni granulocytarni a z¢asti nekrotizujici
zanét plodovych oball, choriové plotny a nebo pupecniku. Zanét se mulze tykat amnia,
choriové plotny nebo pupecniku. V literatufe existuje pro tento stav mnoho synonym:
Amnionic sac infection syndrome, chorioamnionitis, intraamniotic infection nebo ascending
infection. Protoze proces nepostihuje vzdy vSechny soucasti amniové dutiny rovnomeérné,
pouzivaji se 1 dalsi terminy:

e Amnionitis — zanét ve stromatu volného plodového obalu (synonymum: membranits).

e Choriova placentitis — zanét vazivové tkdn¢ choriové plotny (synonymum:

chorionitis).

e Jasculitis choriové plotny — zanét vétvi alantoidnich cév (synonymum: fetal plate

vasculitis).

o  Omphalovasculitis — zanét pupecnikovych cév, zila byva zpravidla postizena diive

a vice nez artérie (umbilical cord vasculitis).

o Funiculitis, popt. funisitis — zanét Whartonova rosolu.

Placentdrni zanét parenchymatézniho typu je charakterizovan zménami
v intervil6znim prostoru a v klcich s prikazem celularniho exsudatu a/nebo exsudaci nasledné
proliferace vazivové tkan€. Jeho vyskyt je popisovan naptiklad pti infekcich cytomegalovirem

(CMYV), treponema pallidum, Listeria monocytogenes, Toxoplasma gondii a dalsi.

1.2.5 Rizikové faktory
Ze strany matky 1 plodu ditéte existuje celd fada rizikovych faktorti, které mohou piispét
k rozvoji intraovularni infekce.

Lze je rozdélit na faktory nezdravotni a zdravotni.

Mezi nezdravotni faktory byva fazen nizky socioekonomicky status téhotné zeny, s niz
Casto souviseji nevhodné hygienické navyky Zeny, zplsob vyzivy, abusus psychotropnich
latek atd. Vyraznou negativni ulohu muize hrat také sexualni Zivot Zeny, a to pfedevSim

promiskuita, prostituce atd. Nékterymi autory je zmiflovana také parita a vék Zeny.
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Ze zdravotnich faktort hraji vyznamnou patogenetickou ulohu klinické stavy, jako je
pfedcasny odtok vody plodové, predcasny porod, insuficience hrdla délozniho, ptitomnost
vulvovaginitidy, infekce mocovych cest (a to cystitidy 1 pyelonefritidy), fokalni loziska
zubniho ptvodu ¢i z Waldeyerova okruhu atd. Rizikovym faktorem je pozitivni vysledek
kultivace napiiklad na chlamydie, mykoplazmata, streptokoky skupiny B (GBS) a dalsi.
Samostatnou kapitolou je pak otazka bakterialni vaginozy. Intrapartdlnimi rizikovymi faktory

jsou protrahovany porod, Casté vaginalni vySetfovani, nitrodélozni hypoxie plodu, a dalsi.

1.2.6 Klinicky obraz perinatdlnich infekci

Nejcastéjsi formou klinické manifestace intraamnialni infekce je v literatufe pouzivany termin
syndrom infikovaného amnia. Jeho definice vychézi z praci némeckych autort. Jde o jednu
z forem infekce plodu a novorozence zpisobenych bakteriemi kolonizujicimi vaginu. Jedna se
tedy o endogenni infekci, kterd prechazi ascendentni cestou k plodu. PoruSeni plodovych
oballl neni pro jeho rozvoj podminkou.

Zakladnim diagnostickym kritériem syndromu infikovaného amnia je charakteristicky
histologicky nalez na placenté, v plodovych obalech nebo v pupec¢niku.

Syndrom infikovaného amnia probiha patogeneticky ve Ctyfech stadiich. Prvni je vznik
infekce ve vagin¢ a pronikani mikroorganizmi do cervixu. Ve druhém stadiu dochézi ke
kolonizaci cervixu a prichodu patogeni do decidui a choria. Ve tfetim stadiu se infekce $iti
na plodové obaly a v plodové vodé. Ve ¢tvrtém stadiu dochazi aspiraci, polykanim a cévni
cestou k prestupu infekce z infikované plodové vody do plodu.
patii pfedcasny odtok vody plodové. Dalsi rozvoj perinatalni infekce souvisi s tim, ze se plod
ohrozeny infekci dostava do stresové situace, pficemz jedinym feSenim se pro né¢j stava
opusténi délohy, tedy porod.

V této souvislosti je uvadén termin riziko maternalniho syndromu infikovaného amnia
(RMSIA), jehoz vznik ptredpokladame naptiklad pti predCasném odtoku plodové vody nebo
pfi pozitivnim kultivaénim ndlezu z hrdla délozniho (napt. GBS). Zde vSak nejsou piitomny
klinické projevy infekce.

Maternalni syndrom infikovaného amnia (MSIA) se projevuje u matky zvySenim télesné
teploty nad 37,5 °C, zvysSenim poctu leukocytd v periferni krvi matky nad 15 000/mm?, vyssi
hladinou CRP » 2,0 mg/dl, bolestivou palpaci délohy nebo odtokem zkalené vody plodové.
U plodu pak v takovych situacich ¢asto zjistujeme tachykardii a nizké skore pii biofyzikalnim

profilu.
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U rizika fetalniho syndromu infikovaného amnia (RFSIA) lze piedpokladat infek¢ni
komplikace plodu, které se mohou projevit intrauterinné¢ i postnataln€. Nejsou zde vSak
ptitomny klinické ani laboratorni zndmky infekce. K témto situacim patii naptiklad dlouho
odtekla plodova voda, febrilie u matky, pted¢asny porod.

Fetalni syndrom infikovaného amnia (FSIA) se muze projevit jako tzv. Fetal Inflammatory
Response Syndrom (FIRS).

Casnd novorozeneckd sepse je nejéastéji nasledkem perinatalni infekce plodu, nejéastéji
v ramci intraovularni infekce. Infekce plodu je Casto zpisobena aspiraci nebo polknutim
infikované plodové vody. K primarni nédkaze plodu vSak mize dojit az béhem porodu pii
pruchodu porodnimi cestami.

Snaha identifikovat v€as novorozence ohroZené ¢asnou novorozeneckou sepsi a umoznit
tak jejich rychlou, i kdyZ v prvni fazi ne cilenou lécbu, vedla nékteré autory k definici tzv.
rizika casné novorozenecké sepse. Tu definovali predevSim na zdkladé¢ pomérné Sirokého

spektra laboratornich vySetteni, pfedevsim nékterych cytokint.

1.3 Cytokiny a dalSi mediatory zanétu

Cytokiny jsou sekrecni regulacni proteiny a glykoproteiny, které kontroluji prezivani, rust,
imunitnich déji a zajiSténi homeostdzy za normalnich i patologickych podminek. Mezi
cytokiny fadime skupiny latek oznacovanych jako ristové faktory, kolonie stimulujici
faktory, interleukiny, lymfokiny, monokiny, chemokiny a interferony.

O vyznamu cytokinli v patogenéze intraamnialnich infekci referuje celd tfada praci.
Zanétlivé cytokiny hraji klicovou tlohu v mechanismu rozvoje pied¢asného porodu. Hlavni
pozornost je v této souvislosti vénovana zanétlivym cytokintim IL-1a, B (interleukin-1), IL-6
a TNF-a, B (tumor necrosis factor), dale IL-8, coz je chemokin strukturdlné¢ podobny
prozanétlivym cytokiniim, a lymfocyty produkovanému lymfokinu IL-2. Sou¢asny pohled na
ascendentni intraamnidlni infekci je zhruba takovy, Ze mikroorganismy dosédhnou decidui
atam stimuluji lokdlni zanétlivou reakci spojenou s produkci mediatori zanétu
a prozanétlivych cytokinli. Pokud tento signdl neni dostatecné silny, aby vyvolal porod,
mikroorganismy mohou i pifi neporusenych plodovych obalech proniknout do amniové
dutiny. Tam zplsobi dalsi produkci medidtori zénétu. V kone¢né fdzi mohou
mikroorganismy proniknout i do plodu a zptsobit u né¢j systémovou zanétovou reakci (FIRS).

Dilezity je také udaj, Ze prozanétlivé cytokiny u terminovych gravidit neprochazeji placentou.
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2. HYPOTEZY A CILE DISERTACNI PRACE

H1: V genitalnim traktu rodi¢ek existuje konkrétni mikrobidlni kmen, jehoz néalez zvysuje

riziko PROM nebo pPROM.

H2: V genitalnim traktu rodicek existuje konkrétni mikrobidlni kmen, jehoz nalez zvysuje

vyskyt chorioamnionitis.

H3: V genitalnim traktu rodic¢ek existuje konkrétni mikrobialni kmen, jehoZ nalez pfispiva

ke zvySeni rizika casné novorozenecké sepse u novorozence.

H4: Histologicky pritkaz chorioamnionitis zvySuje riziko ¢asné novorozenecké sepse.

HS5: Mediatory zanétu IL6, IL-8, TNF-a a sSICAM-1 v pupec¢nikové krvi 1ze pouzit jako

markery rizika ¢asné novorozenecké sepse.

Pro naplnéni uvedenych hypotéz byly stanoveny ndasledujici cile:

1.

Vysettit a zhodnotit frekvenci a kvalitu aerobni mikrobialni flory genitalniho traktu
rodicek

Zhodnotit vztah mikrobialniho osidleni genitalniho traktu rodicky k PROM a pPROM
Zhodnotit vztah mikrobidlniho osidleni genitalniho traktu rodicky k rozvoji
intraamnialni infekce na zaklad¢ histologického vySetieni placenty

Vysettit hladiny interleukinu 6 (IL-6), interleukinu 8 (IL-8), tumor nekrotického
faktoru alfa (TNF-a) a solubilni intercelularni adhezivni molekuly-1 (SICAM-1) ve
venozni pupecnikové krvi bezprostiedné po porodu

Zhodnotit vztah hladin interleukinu 6 (IL-6), interleukinu 8 (IL-8), tumor nekrotického
faktoru alfa (TNF-0) a solubilni intercelularni adhezivni molekuly-1 (sSICAM-1)
v pupecnikové krvi k mikrobidlnimu osidleni genitadlniho traktu rodi¢ky, k PROM
a k histologickym naleziim pfi vySetfeni placenty

Vypocitat senzitivitu a specificitu nalezu ,,patologickych* hodnot interleukinu 6 (IL-
6), interleukinu 8 (IL-8), tumor nekrotického faktoru alfa (TNF-o) a solubilni
intercelularni adhezivni molekuly-1 (sICAM-1) z vendzni pupecnikové krve jako
markert rizika ¢asné novorozenecké sepse

Sestavit matici symptom-disease a provést vypocet pravdépodobnosti vyskytu rizika
casné novorozenecké sepse na zéklad€ jeho pfislusnosti do jedné ze skupin A, B,
nebo C a hodnoty jednoho az ¢tyf testovanych cytokint

Na zaklad¢ ziskanych vysledk navrhnout vyuziti vybranych infekénich markera pti

skriningu Casné novorozenecké sepse
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1 Definice vyzkumného souboru

Vyzkumny soubor tvotilo 152 rodi¢ek a 152 novorozenct z téchto gravidit. Vyzkum probihal
na Gynekologicko — porodnickém oddéleni Nemocnice Ceské Budgjovice a.s. v obdobi leden
2005 az biezen 2006. Provedeni studie bylo schvéleno Etickou komisi Nemocnice Ceské
Bud¢jovice, a.s. a rozsah souboru byl konzultovan se statistikem.

Podminky pro zatazeni rodi¢ek do souboru byly nasledujici (tab.1).

Tab. 1. Vstupni a vylu€ujici kritéria pro zarazeni rodicek do studie

Vstupni kritéria Vylucujici Kritéria
e (estacni stafi 24+0 a vice e (estacni stari 23+6 a méné
e Jednocetnd gravidita e Vicecetna gravidita
e Negativni kultivacni vySetfeni moci e Vyznamné bakteriuriel0’ a vice
ve smyslu vyznamné bakteriuriel0’ e Zahajeni aplikace antibiotik jest¢ pred
e Skutecnost, Ze pi1i PROM nebo odbéry kultivaci z pochvy a hrdla
pPROM pied odbéry kultivaci dé¢lozniho
z pochvy a hrdla délozniho jesté e Nesouhlas rodi¢ky se zafazenim do
nebyla aplikovana antibiotika studie

o Kortikoidy, které byly eventuelné
indikované za uc¢elem indukce plicni
zralosti plodu, byly aplikovany az po
piijmovém vySetieni a odebrani
kultivaci

e Souhlas rodicky se zatfazenim do

studie

Rodicky rozdéleny do tiech skupin podle nasledujicich kritérii:
. Skupinu A tvorily rodicky pfijaté s predCasnym odtokem plodové vody po
ukonc¢eném 37. tydnu téhotenstvi (PROM), celkem 52 Zen.
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o Skupinu B tvofily rodicky pfijaté s predCasnym odtokem plodové vody pied
ukonc¢enym 37. tydnem téhotenstvi (pPROM), celkem 47 zen.
o Skupinu C tvoftily rodicky pfijaté k porodu bez ptred¢asného odtoku plodové vody

po ukonceném 37. tydnu téhotenstvi, celkem 53 zen — kontrolni skupina.

Samostatnou skupinu tvofilo 152 novorozenci téchto matek. Hodnoty mediatord zané&tu
v pupe¢nikové krvi, které byly pouzity v definici rizika casné novorozenecké sepse,

vychézely z praci Martin et al. a z udajti Centralnich laboratofi Nemocnice Ceské Budgjovice.

Tab. 2. Hodnoty vybranych mediitort zanétu v pupecnikové krvi pouzité pro definici

rizika ¢asné novorozenecké sepse

Horni mez hladiny v pupe¢nikové krvi
povazovana jesté za fyziologickou

I1L-6 160 pg/ml
IL-8 70 pg/ml
TNF-alfa 20 pg/ml
sICAM-1 300 ng/ml

3.2 Provedeni

Pii pfijmu rodicky spliujici zakladni vstupni kritéria studie byla rodicka podrobné
informovana o probihajici studii a v piipad¢ svého souhlasu podepsala Informovany souhlas
s Ucasti ve studii. Nasledné byly vSechny potifebné zadanky k vySetienim provadénym v ramci

studie opatieny identifikacnimi §titky a oznacenim studie.

Potom bylo provedeno ptijmové gynekologické vySetfeni s nasledujicimi odbéry:

e Moc odebrana sttednim proudem na kultiva¢ni vySetieni

e Stéry z pochvy na kultiva¢ni, mikroskopické, mykologické a parazitologické vySetieni
a dale na vysetfeni mykoplasmat a ureaplasmat

e Stéry z hrdla délozniho na chlamydie
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Po porodu plodu a pieruseni pupecniku nasledoval:
e Odbér matetské venozni krve na vysSetfeni C-reaktivniho proteinu (CRP)

e Odbér pupecnikové krve na vysetieni IL-6, IL-8, TNF-o a sSICAM-1

Po porodu placenty byla tato fixovana 10% formolem a odesldna na histologické
vysetieni.

Pfimo na porodnim sale byla vedena evidence rodi¢ek a novorozenct.

Protoze nebylo mozné zajistit standardni provedeni stérti na anaerobni kultivaci u vSech
vysetfovanych Zen, bylo po Gvodni ¢asti studie od tohoto zaméru upusténo a anaerobni
kultivace jiz nebyla déale provadéna.

VSechna laboratorni vySetfeni ziskaného biologického materialu byla provedena
standardnimi laboratornimi metodami podle doporucenych metodik a standardl laboratofi
Nemocnice Ceské Bud&jovice, a.s.

Na zacatku studie byla zalozena databaze, do které byly vkladany vSechny ziskané tdaje.
Z této databaze byly generovany podklady pro statistické zpracovani dat. Celé statistické
zpracovani bylo pro jeho naro¢nost a komplikovanost provadéno v uzké spolupraci se

statistikem.
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4. VYSLEDKY

4.1 Mikrobialni osidleni

Tab. 3. Mikrobialni aerobni osidleni pochvy a hrdla déloZniho u 152 rodicek a jeho

vztah Kk PROM

Mikrobialni aerobni flora skup.A n=52 skup.B n=47 skup.C n=53 Celkem Vztah kK PROM
Staphylococcus koag. neg. 38 73,0% 26 55,3% 36 67,9% 100 65,8% NS
Ureaplasma urealyticum 29 55.0% 15 31,0% 25 47,2% 69 45,4% NS
Lactobacillus sp. 13 25,0% 11 23,4% 34 64,2% 58 38,2% | A:C,B:C p<0,001
Enterococcus faecalis 12 23,0% 17 36,2% 25 47,2% 54 35,5% NS
Corynebacterium sp. 17 32,0% 10 21,3% 10 18,9% 37 24,3% NS
Candida albicans 15 28,0% 11 23,4% 12 22,6% 38 25,0% NS
Streptococcus viridans 14 27,0% 10 21.3% 10 18,9% 34 22,4% NS
Gardnerella vaginalis 10 19,0% 5 10,6% 10 18,9% 25 16,4% NS
Streptococcus agalactiae 12 23.0% 9 19,1% 7 13,2% 28 18,4% NS
Chlamydia trachomatis 2 4,0% 1 2,1% 10 18,9% 13 8,6%
Escherichia coli 5 9,6% 5 10,6% 4 7,5% 14 9,2% NS
Staphylococcus auereus 3 5,7% 6 12,8% 3 5,7% 12 7,9% NS
Mycoplasma hominis 5 9,6% 1 2,1% 2 3,8% 8 5,3%
Streptococcus gama 3 5,7% 6 12,8% 3 5,7% 12 7,9% NS
Candida glabrata 2 4,0% 1 2,1% (0] 0,0% 3 2,0% -
Staphylococcus saccharolytic] 1 1,9% 1 2,1% (0] 0,0% 2 1,3% -
Streptococcus alfa 1 1,9% 1 2,1% (0] 0,0% 2 1,3% -
Candida tropicalis 0 0,0% 0 0,0% 1 1,9% 1 0,7% -
Klebsiella pneumoniae 1 1,9% 0 0,0% (0] 0,0% 1 0,7% -
Sarcina 0 0,0% 1 2,1% o] 0,0% 1 0,7% -
Streptococcus pyogenes 1 1,9% 0 0,0% (0] 0,0% 1 0,2% -

*smiSena flora

V tabulce 3 jsou uvedeny cetnosti jednotlivych bakteridlnich kmend a jejich relativni

cetnosti ve vztahu k vySetfované skupiné Zen. Statistickou analyzou bylo zjisténo, Ze zadny

bakteridlni kmen nema statisticky vyznamny vztah k PROM jako takovému. Statisticky

vyznamné se jevi pouze nizsi frekvence prikazu ptitomnosti Laktobacila ve skupiné s PROM

¢i pPROM oproti kontrolni skuping€ (A:C a B:C). Relativné vyssi vyskyt kmenti Enterococcus

faecalis u kontrolni skupiny byl pouze na hranici statistické vyznamnosti (Fishertiv exaktni

test).
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Tab. 4. Mikrobni obraz posevni (MOP) u 152 Zen a jeho vztah k PROM

MOP skup. A skup. B skup. C Celkem Vztah k PROM
MORP | 6 4,8% 9 7,2% 27 21,6% 42 33,6% p <0,0001
MOP Il 18 14,4% 10 8,0% 12 9,6% 40 32,0% NS
MOP Il 2 1,6% 2 1,6% 1 0,8% 5 4,0% NS
MOP V 0 0,0% 0 0,0% 1 0,8% 1 0,8% NS
MOP VI 19 15,2% 10 8,0% 8 6,4% 37 29,6% p<0,01

45 36,0% 31 24,8% 49 39,2% 125 100,0%

Tabulka 4 prezentuje vysledky vysSetfeni MOP a jejich relativni Cetnosti ve vztahu
k vySetfované skupin€ Zen. U 27 Zen nebylo z nejriiznéjSich dlivodii mozné MOP hodnotit.
Statistickou analyzou naseho souboru bylo zjisténo, ze u zen s MOP VI (mykdzou) doslo
statisticky vyznamné castéji k PROM u terminové gravidity (skupina A), nezli v ostatnich
skupinach. Dale bylo zjisténo, ze MOP 1 byl statisticky vyznamné Castéji prokazovan u zen

bez PROM (skupina C) (Fishertiv exaktni test).

4.2 Hladiny mediatori zanétu v pupec¢nikové krvi

Tab. 5. Pocet ,,patologickych* hodnot hladin mediatoria zanétu v 608 krevnich vzorcich

podle jednotlivych skupinach souboru 152 rodicek

Pocet Pocet patologickych | % patologickych hodnot ze
Soubor « v . « ‘o
vySetreni hodnot vSech odbéru
A 208 9 4,3%
188 18 9,5%
C 212 8 3,8%

Vysetienim hladin sledovanych markerii ve ven6zni pupecnikové krvi (152 odbért, tedy

608 vysetieni) bylo zjisténo, ze v 35 ptipadech byly nalezeny jejich ,,patologické* hodnoty
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(tab. 5). Patologické hodnoty IL-6 byly pfitomny v 10 piipadech, TNF-a v 11 ptipadech, IL-8
v 8 pfipadech a SICAM-1 v 6 piipadech.

Vysetfovani mélo skriningovy charakter. Abychom pro dal§i hodnoceni vyloucili na

nejvys$si moznou miru pocet artefakti a tim zvysili hodnoty specificity a senzitivity

sledovaného jevu, zafadili jsme po konzultaci se statistikem do souboru novorozenct

s rizikem €asné novorozenecké sepse pouze ty z nich, u kterych byly nalezeny soubézné dvé

nebo vice patologickych hodnot sledovanych markerti. Tim jsme ziskali soubor dvandcti

novorozencl, které jsme oznacili jako skupinu plodii s rizikem Casné novorozenecké sepse

(tab. 6).

Tab. 6. Rozdéleni novorozencii s rizikem ¢asné novorozenecké sepse podle zastoupeni

v jednotlivych skupinach (celkem 12 novorozenci)

Pocet novorozencii s | % novorzenci s rizikem
Soubor rizikem ¢asné casné novorozenecké sepse| Identifikace konkrétnich pripada
novorozenecké sepse ze souboru
A 3 25,0% Al, A8, A39
B 7 58,5% B3, B19, B27a, B28b, B29, B34, B41
C 2 16,5% C3,C22

(Oznaceni napt. B27a neznamend, ze §lo o viceetnou graviditu, ale Ze pii identifikaci vzorku byla personalem
pouzita odchylna identifikace)

Tab. 7. Vztah patologickych hladin markeri ve skupiné s pPROM (skupina B) ke

skupinam A, C a A+C

Pocet patologickych hladin markeru Statistické

Skupina B | Skupina A | Skupina C | Skupina AC zhodnoceni
18 9 - - p=0,046
18 - 8 - p=0,024
18 - - 17 p=0.013
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Hodnoceni vztahu pPROM k riziku ¢asné novorozenecké sepse hodnoti tab.7. V naSem

souboru jsme u rodi¢ek s pPPROM (skupina B) oproti ostatnim skupindm prokazali statisticky

vyznamn¢ vys$i riziko ¢asné novorozenecké sepse (Fisheriv exaktni test).

Tab. 8. Vztah jednotlivych mikrobidlnich kmeni a MOP Kk riziku ¢asné novorozenecké

sepse (12 novorozencii)

) o, Celkovy | Z toho u rizikovych o Statistické zhodnoceni
Mikrobialni kmeny pocet novorzencu 7 (Fisheruv test)
Candida albicans 38 7 18,4% NS
Corynebacterium sp. 37 1 2,7% NS
Escherichia coli 14 3 21,4% NS
Enterococcus faecalis 54 6 11,1% NS
Streptococcus agalactiae 28 3 10,7% NS
Gardnerella vaginalis 25 2 8,0% NS
Chlamydia trachomatis 13 4 30,8% NS
Mycoplasma hominis 8 3 37,5% NS
Staphylococcus aureus 12 1 8,3% NS
Staphylococcus koag. neg. 100 9 9,0% NS
Streptococcus viridans 34 9 26,5% p <0,001
Ureaplasma urealyticum 69 7 10,2% NS
MOP I 42 2 4,8% NS
MOP 11 40 4 10,0% NS
MOP VI 37 6 16,2% NS

*smiSena flora

Tabulka 8 prezentuje vztah jednotlivych mikrobidlnich

kment kriziku c¢asné

novorozenecké sepse, které bylo na zdklad¢ laboratornich vySetfeni identifikovano

u 12 novorozencti (tab. 9). V nasem souboru jsme pii nalezu kmene Streptococcus viridans

prokézali statisticky vyznamné vysSs$i riziko casné novorozenecké sepse. U ostatnich

mikrobidlnich kment byl tento vztah statisticky nevyznamny (Fishertv exaktni test).
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4.3 Histologicka vySetfeni placent

Tab. 9. Histologické nalezy chorioamnionitis v jednotlivych skupinach souboru

Skupina Pocet %
A (n=52) 12 23,08%
B (n=47) 11 23,40%
C (n=53) 8 15,09%
Celkem 31 X

Histologicky byl zanét charakteru chorioamnionitis pfipadné funisitis prokazan v 31
piipadech. Z toho 23 piipadii bylo s PROM (skupina A) resp. pPROM (skupina B),
8 v kontrolni skupiné (skupina C). V naSem souboru jsme pii histologickém vySetieni
prokézali statisticky vyznamné vice pfipadid chorioamnionitis piipadné funisitis u rodicek
s pPROM (skupina B) oproti ostatnim skupindm (skupiny A + C) (Fisherv exaktni test p =
0,013).

Tab. 10. Vztah chorioamnionitis a rizika ¢asné novorozenecké sepse (12 novorozencii)

v souboru 152 vysetienych

Chorioamnionitis ANO| Chorioamnionitis NE Celkem
Novorozenci s rizikem 10 2 12
Novorozenci bez rizika 21 119 140
Celkem 31 121 152

Tabulka 10 ukazuje vztah mezi prokdzanymi piipady chorioamnionitis a novorozenci
srizikem casné novorozenecké sepse. Pii histologickém nalezu chorioamnionitis bylo
v nasem souboru statisticky vyznamné zvySené riziko ¢asné novorozenecké sepse (Fishertv

exaktni test p<0,001).
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Tab. 11. Vztah funisitis a rizika ¢asné novorozenecké sepse (12 novorozencii) v souboru

152 vySetienych
Funisitis ANO Funisitis NE Celkem
Novorozenci s rizikem 5 7 12
Novorozenci bez rizika 1 139 140
Celkem 6 146 152

Tabulka 11 ukazuje vztah mezi prokazanymi piipady funisitis a novorozencu s rizikem
casné novorozenecké sepse. Pfi histologickém ndlezu funisitis bylo v naSem souboru
statisticky vyznamné zvySené riziko Casné novorozenecké sepse (Fishertiv exaktni test

p<0,0001).
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Tab. 12. Vztah mezi mikrobialnim osidlenim pochvy a hrdla déloZzniho a MOP

a prikazem chorioamnionitis v souboru 152 Zen

w
~ o
=& 55 |2 =
Celkovy Pocet Z 2 =) + E' = Procenta Statistické
Mikrobialni kmeny . y RROR = 5 2 & A= = .o zhodnoceni
pocet zanétu 2 2 a = ==Y zanétu . .
~ 3 d = (Fishertv test)
- = s = > L]
-5 | &3 |TES
= = ¥ 5
Candida albicans 38 9 1 6 2 23,7% NS
Candida glabrata 3 1 0 0 1 33,3% NS
Corynobacterium sp. 37 7 0 7 0 18,9% NS
Escherichia coli 14 8 1 6 1 57,1% p =0,002
Enterococcus faecalis 54 10 1 9 0 18,5% NS
Gardnerella vaginalis 25 5 0 4 1 20,0% NS
Streptococcus agalactiae 28 6 0 4 2 21,4% NS
Chlamydia trachomatis 13 3 0 1 2 23,1% NS
Mycoplasma hominis 8 2 0 1 1 25,0% NS
Staphylococcus koag. neg. 100 18 2 14 2 18,0% NS
Staphylococcus aureus 12 3 0 2 1 25,0% NS
Streptococcus viridans 34 11 0 9 2 32,3% p =0,057
Ureaplasma urealyticum 69 4 1 1 2 5,8% NS
MOP I 42 7 1 6 0 16,7% NS
MOP 11 40 9 0 9 0 22,5% NS
MOP III 5 2 0 2 0 40,0% NS
MOP VI 37 10 0 8 2 27,0% NS

*smiSena flora

Tabulka 12 popisuje vztah mezi mikrobidlnim osidlenim pochvy a hrdla délozniho a MOP

a prikazem chorioamnionitis v souboru vSech 152 zen. U rodi¢ek kolonizovanych kmeny

Escherichia coli jsme vnaSem souboru prokdzali statisticky vyznamné vysS$i vyskyt

chorioamnionitis. Pfi kultivaénim ndalezu Streptococcus viridans byl tento vztah pouze na

hranici statistické vyznamnosti (Fishertv exaktni test).
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4.4 1L-6, IL-8, TNF-a a SICAM-1 jako skrining rizika ¢asné novorozenecké sepse

Hodnoty vysledkii vSech ctyf laboratornich testl v zadné skupiné nespliovaly predpoklad
gaussovského rozlozeni, a proto jsou data popsdna medidnem sjeho 95 % mezemi

spolehlivosti (tab. 13). K testovani normality byly pouzity tyto testy: Shapiro-Wilk W,

Anderson-Darling,

Martinez-Iglewicz,

Kolmogorov-Smirnov,

D'Agostino Kurtosis, D'Agostino Omnibus.

D'Agostino

Skewness,

Tab. 13. Popisné charakteristiky vybranych infekénich markeri v pupe¢nikové krvi

Skupina Test Median 95% LCL 95% UCL
11-6 9.8 4.8 14.0
R TNF 13.2 12.2 14.3
IL-8 11.7 8.5 16.0
ICAM 153.4 143.2 178.3
11-6 4.0 2.8 9.6
5 TNF 12.4 11.0 13.8
IL-8 19.3 12.0 34.8
ICAM 140.6 118.0 161.2
11-6 7.1 6.2 10.0
c TNF 14.1 11.7 15.6
IL-8 14.7 12.0 18.5
ICAM 169.8 157.8 183.1

Hodnoty IL-6, TNF a IL-8 jsou uvadény v pg/ml, hodnoty ICAM v ng/ml, LCL — dolni

mez spolehlivosti, UCL — horni mez spolehlivosti
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Tab. 14. Senzitivita a specificita sledovanych mediatorii zanétu ve vztahu K riziku ¢asné

novorozenecké sepse

95% 95%
Measure Test Value LCL UCL

IL-6 0.800 | 0.490 | 0.943
TNF 0.364 | 0.152 | 0.892

Sensitivity
IL-8 0.875 | 0.529 | 0.978
ICAM | 0.833 0.436 | 0.970
IL-6 0972 | 0.931 0.989
TNF 0.943 | 0.892 | 0.971
Specificity

IL-8 0.965 0.921 0.985
ICAM | 0952 | 0.904 | 0977

Metodou volby pro zjistovani vztahu mezi nékolika nezavisle proménnymi veli¢inami,
kdyz zéavisle proménnd je binarni (v naSem piipadé: bude ¢i nebude novorozenec patiit do
skupiny rizika Casné novorozenecké sepse) je logistickd regrese. V uplném modelu je
celkovy pocet regresnich koeficientii roven 54. Pfi volbé automatického vybéru optimalni
podmnoziny se vybere 6 regresort (vSechny medidtory zadnétu a piislusnost do skupiny).
Vysledek klasifikace je v obou pfipadech stejny. Model zatadi spravné vSech 140
novorozencll bez zanétové reakce a 11 z 12 téch, je riziko Casné novorozenecké sepse
diagnostikovana (spravné je tedy klasifikovano 99,3 % jedinct).

Odhady pravdépodobnosti vyskytu pozitivniho ndlezu medidtoru zanétu, prislusSnosti do
skupiny A, B nebo C a prevalence jsou uvedeny s piesnosti na tfi platné Cislice. Vysledky
vypoctu odhadu pravdépodobnosti rizika ¢asné novorozenecké sepse pii pozitivnim nalezu
jednoho medidtoru zanétu a ptislusnosti do dané skupiny jsou v tab. 15, pfi pozitivnim nalezu
kombinaci dvou medidtori zanétu vtab. 16, tii vtab. 17 a v pfipadé, ze jsou pozitivni

vysledky vySetfeni vSech ¢tyt mediatorti zanétu, jsou pravdépodobnosti uvedeny v tab. 18.
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Tab. 15. Odhad pravdépodobnosti rizika ¢asné novorozenecké sepse pri pozitivnim

nilezu jednoho mediatoru zanétu a prislusnosti novorozence do dané skupiny

Skupina IL6 TNF IL8 | ICAM
A 0.980 | 0.967 | 0.980 | 0.980
B 0.995 | 0.991 | 0.995 | 0.995
C 0972 | 0954 | 0.972 | 0.972

Tab. 16. Odhad pravdépodobnosti rizika ¢asné novorozenecké sepse pri pozitivnim

nalezu dvou mediatori zanétu a prisluSnosti novorozence do dané skupiny

Skupina |ICAM+IL6 | ICAM+IL8 |ICAM+TNF |IL6+IL8 | IL6+TNF
A 1.000 1.000 0.999 1.000 0.999
B 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
C 1.000 1.000 0.999 1.000 0.999

Tab. 17. Odhad pravdépodobnosti rizika ¢asné novorozenecké sepse pri pozitivnim

nalezu tFi mediatord zanétu a prisluSnosti novorozence do dané skupiny

Skupina | ICAM+IL6+IL8 | [CAM+ILS8+TNF | IL6+IL8+TNF
A 1.000 1.000 1.000
B 1.000 1.000 1.000
C 1.000 1.000 1.000

Tab. 18. Odhad pravdépodobnosti rizika ¢asné novorozenecké sepse pri pozitivnim

nalezu ¢tyf mediatori zanétu a prislusnosti novorozence do dané skupiny

Skupina | ICAM+IL6+IL8+TNF
A 1.000
B 1.000
C 1.000
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Pravdépodobnosti rovné 1,000 vzniknou zaokrouhlenim ¢isla, které ma ctvrtou platnou
¢islici rovnu nebo vétsi nez 5. Vzhledem k rozsahu souboru a ¢etnostem pozitivnich nélezl
neni vyznamny rozdil mezi hodnotami 1.000 0.99. Lze tedy fici, Ze v ptipadé, kdy je
novorozenec ze skupiny B, sta¢i ke spolehlivému stanoveni diagnozy zanétlivé reakce
pozitivni vysledek vysSetieni kteréhokoli ve studii zvoleného medidtoru zanétu (fadek B v tab.
15) a vySetfeni kombinace dvou az ¢tyf mediatort zanétu urci spolehlivé diagnézu zénétoveé

reakce bez ohledu na ptislusnost do skupiny A, B nebo C.
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5. DISKUSE

Vyzkumny soubor tvofilo po vytazeni rodicek nespliiujici vstupni kritéria 152 Zen pftijatych
na Gynekologicko — porodnické oddéleni Nemocnice Ceské Bud&jovice a.s. v obdobi leden
2005 az biezen 2006. Pivodni koncepce vyzkumu, kterd spocivala v predstaveé, ze se bude
jednat o prvnich 50 porodl z kazdé sledované skupiny v roce 2005, se bohuzel nezrealizovala.
Pfi¢inou byl organizacné ndro¢ny provoz porodniho sdlu a nepravidelné dodavky
vySetfovacich setli pro stanoveni cytokinid. Rozsah studie byl samoziejmé limitovan
i ekonomicky.

Vyznam PROM v patogeneze intraamnidlni infekce je vSeobecné uznavan a opakované
publikovan. Rovnéz je opakované referovano a negativnim vlivu intraamnialni infekce plodu
na mortalitu a morbiditu plodi a novorozenct. Proto jsme klinickou studii koncipovali tak,
abychom této skutecnosti mohli dale vyuzit pfedev§im v identifikaci novorozenct s rizikem
¢asné novorozenecké sepse.

Pro studii jsme volili odbér aerobni flory ze zadni poSevni klenby a z hrdla délozniho.
I kdyz z literarnich udajii je patrné, Ze vypovidaci hodnotu ma i mikrobiologické vySetieni
plodové vody ziskané amniocentézou, vzhledem k invazivité vySetfeni, etickému rozméru
a také charakteru prace na naSem pracovisti, jsme timto smérem nepostupovali.

Pfi hodnoceni vysledkii vztahti jednotlivych mikrobidlnich kment ke sledovanym cilim
bylo nutné vychdzet ze skutecnosti, ze se kmeny vyskytovaly v kombinaci a Ze nalez jednoho
samostatného kmene byl vzacny.

V zadéni studie mély byt ptivodné hodnoceny 1 odbéry na vySetieni anaerobni mikrobidlni
flory. ProtoZe nebylo mozné zajistit standardni provedeni stérii na anaerobni kultivaci u vSech
vySetfovanych Zen, po pilotni ¢asti studie bylo od tohoto zdméru upusténo a anaerobni

kultivace jiz nebyla dale provadéna.

5.1 Komentar vysledkii — mikrobialni osidleni

Vysledky kultivaénich vySetfeni a frekvence priikkazu jednotlivych bakteridlnich kmenti se
v naSem souboru vyznamnéji neliSily od udaji publikovanych v literatufe. U vétSiny z nich

také nebyl prokazan zadny statisticky vyznamny vztah k PROM , chorioamnionitis, hladindm

sledovanych infekénich markert ani k riziku ¢asné novorozenecké sepse.
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Streptococcus viridans jsme vykultivovali ve 22,4 %. Kmeny Streptococcus viridans se
vyskytly samostatné pouze dvakrat, jinak byly soucasti smiSené mikrobialni flory. V nasem
souboru jsme prokdzali, ze kmeny Streptococcus viridans (ve spoleCenstvi s jinymi kmeny)
statisticky vyznamné neovliviuji ptredc¢asny odtok plodové vody. Kmeny Streptococcus
viridans v nasi studii mély statisticky vyznamny vztah k riziku ¢asné novorozenecké sepse
(tab. 11) a to vtom smyslu, Ze pfi ndlezu kmene Streptococcus viridans bylo statisticky
vyznamné vys$i riziko ¢asné novorozenecké sepse. Statisticky vyznamny vztah Streptococcus
viridans k rozvoji chorioamnionitis a k patologickym hodnotdm medidtorii zanétu nebyl
v nasem souboru prokazan. Nelze jednoznacné tvrdit, ze kmeny Streptococcus viridans
vyvolavaji infekce plodu, tento vztah je pouze konstatovan.

Kmeny Enterococcus spp. byly v naSem souboru prokazany v 35,5 %.V naSem  souboru
kolonizace kmeny Enterococcus spp. neméla statisticky vyznamny vztah k predéasnému
odtoku plodové vody, k naleziim chorioamnionitis, k riziku ¢asné novorozenecké sepse ani
k patologické hladin¢ mediatorti zanétu. Rozdily mezi nalezy kmenti v souboru 152 Zen byly
mezi skupinami A a B a skupinou C na hranici statistické vyznamnosti. Tento vztah vSak
vyzniva ve prospéch zen bez PROM. Pro tuto skutecnost jsem nenalezl adekvatni vysvétleni,
snad mimo mozné chyby malych Cisel.

Escherichia coli jsme v naSem souboru prokdzali u 9,2 % té€hotnych Zen. Prokazali jsme
statisticky vyznamny vztah mezi nadlezy kmeny Escherichia coli a histologicky prokdzanym
zanétem placenty u 31 vySetenich a to v tom smyslu, Ze u rodicek kolonizovanych kmeny
Escherichia coli jsme vnaSem souboru prokdzali statisticky vyznamné vyssi vyskyt
chorioamnionitis. Vztah mezi kolonizaci kmeny Escherichia coli k pfed¢asnému odtoku
plodové vody, k riziku casné novorozenecké sepse ani k patologické hladin€é markera
zanétové odpoveédi v pupecnikové krvi nebyl statisticky vyznamny.

Laktobacily jsme vykultivovali v 38,2 % s tim, ze jsme prokdzali statisticky vyznamny
vztah mezi zenami bez odtoku plodové vody (skupina C) a zenami s PROM a to ve prospéch
zen skupiny C. Pfi analyze vztahu mezi skupinami s PROM respektive pPROM a kontrolni
skupinou (A:C a B:C) byla v nasem souboru statisticky vyznamné niz$i frekvence prukazu
ptitomnosti Laktobacila ve skupiné s PROM ¢i pPROM. Vztah mezi prikazem Lactobacillus
spp. a rizikem Casné novorozenecké sepse ani patologickymi hladiny mediatorti zadnétu
v pupe¢nikové krvi nebyl statisticky vyznamny. Laktobacily vSak nebyly dale typizovéany
a tyto vysledky vychazely pouze z udaji, které byly ziskany aerobni kultivaci.

Kmeny Gardnerella vaginalis jsem prokazali u 16,4 % zen. Nase studie ale nebyla

zamétfena na diagnostiku bakterialni vagindzy jako takové, pro to by bylo nutné do designu
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studie pouzit dalsi diagnosticka kritéria. Neprokazali jsme zadny statisticky vyznamny vztah
Gardnerella vaginalis k pfedCasnému odtoku plodové vody, k riziku ¢asné novorozenecké
sepse, k zanétu placenty ani k patologickym hladindm mediatori zanétu v pupecnikové krvi.

Vramci studie byl vySettovan i1 mikrobni obraz poSevni (MOP). MOP slouzi
k orientatnimu hodnoceni poméru a morfologie bunécnych elementd, pficemz umoziuje
i stanovit diagnézu pifi nalezu nékterych typickych patogenli (trichomonady, gonokok
a kvasinkovité mikroorganismy). Je rychlou diagnostickou metodou vhodnou pro praxi.
Mikroskopické vySetfeni posevniho sekretu je bézné pouzivano, klasifikace MOP vsak je do
urcité miry ¢eskym specifikem.

V naSem souboru nebylo znejriznéjSich divodi mozné MOP hodnotit u 27 Zen.
Statistickou analyzou naseho souboru bylo zjisténo (tab. 7), Ze MOP I byl statisticky
vyznamn¢ Castéji prokazovan u zen bez PROM (skupina C). MOP I je povazovan za obraz
normdlniho fyziologického osidleni pochvy zdravé zeny ve fertilnim véku. V natéru jsou
pritomny epitelie, nékdy ojedinéle lymfocyty nebo leukocyty a velké mnozstvi
grampozitivnich hrubych ty¢ek (Lactobacillus). Jina bakteridlni flora nebyva ptitomna.

Dale bylo zjisténo, Zze u Zen s MOP VI (mykézou) doslo statisticky vyznamné Castéji
k PROM u terminové gravidity (skupina A), nezli v ostatnich skupinach. Pfi nadlezu MOP VI
v naSem souboru vSak tento vztah nekoreloval s kultivanim nalezem Candida albicans,

u kterého byl tento vztah statisticky nevyznamny.

5.2 Komentar vysledkii - histologicka vySetieni placent

V nasem souboru jsme prokazali pfitomnost zanétu placenty v 31 piipadech (20 %), Slo
0 zanéty amniového typu. Funisitis byla prokdzana ve 4,8 %. V nasem souboru jsme pii
histologickém vySetfeni prokdzali statisticky vyznamné vice ptipadi chorioamnionitis
ptfipadné funisitis u rodi¢ek s pPROM (skupina B) oproti ostatnim skupindm (skupiny A +
C). Pii histologickém nélezu chorioamnionitis bylo vnasem souboru statisticky také
statisticky vyznamné zvySené riziko ¢asné novorozenecké sepse, pficemz totéz platilo 1 pfi
histologickém nalezu funisitis.

Vyuziti histologického vySetteni placenty pro stanovni rizika Casné novorozenecké sepse
se jevi pouze omezené. Je to didno predevSim ¢asovym intervalem mezi odbérem placenty
ajejim histologickym vySetfenim. Uloha histologického vySetfeni tak spoliva predevsim

v mozném doplnéni diagnozy.
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5.3 Komentar vysledkii - mediatory zanétu v pupec¢nikové krvi

Vybér mediatord zanétu zvolenych pro klinickou studii i jejich hrani¢ni hodnoty definujici
riziko Casné novorozenecké sepse vychazely zpraci Martin et al. a ze sedmileté praxe
Centralnich laboratofi Nemocnice Ceské Bud&jovice a.s. Ideélni cut-off sérové hodnoty IL-6,
IL-8, TNF-a a sICAM-1 jsou takové, které maji vysokou senzitivitu a zdroven i1 vysokou
specificitu. Cut-off hodnoty hladin mediatori zénétu, které jsme vyuZzili v na$i studii
k definici rizika ¢asné novorozenecké sepse, byly také v souladu s klinicky a laboratorné
ovéienymi nalezy u ¢asnych novorozeneckych sepsi na neontologickém oddéleni Nemocnice
Ceské Budgjovice a.s. Vybér sledovanych cytokint vychazel jednak z literarnich udaji a také
ze skutecnosti, ze v dobé zahdjeni studie nebyl k dispozici laboratorni set pro vySetfovani
hladin cytokinu IL-1.

V nasi studii jsme také provedli vySetfeni CRP v séru u rodic¢ek. Za fyziologickou je
povazovana hodnota CRP do 5 mg/l. Z nejriznéjsich diivodl se nepodatilo ziskat tato data
kompletni, ale pouze od 119 Zen. Proto jsem tyto udaje pouzil pouze v charakteristice souboru
a v dal$ich analyzach jsme jiz s timto udajem nepracovali.

Cela tada autorti vyuziva k diagnostice intraamnialni infekce a ¢asné novorozenecké sepse
Sirokou Skalu laboratornich markert. Jejich hodnoty se 1isi podle toho odkud a jaky
biologicky material byl odebran (plodova voda, krev matky, pupecnikova krev atd.). Ve své
praci jsem se zabyval hodnocenim hladin cytokini a sICAM-1 z pupecnikové vény.
Skriningova vysetfeni za dané situace neni mozné provadet vysetfenim plodové vody. Odbér
krve od matky pouze za vyzkumnym ucelem vyzaduje také souhlas Etické komise. Kromé
toho je nutné uvést, ze skriningové vysSeteni intraamnidlni a neonatdlni infekce v tomto
rozsahu, tj. zalozené na sledovéani hladin cytokini a sICAM-1 v pupecnikové krvi neni
literarn€ dokladovano. Vyznamnym faktorem je také ekonomické naro¢nost takto povedeného
vyzkumu.

Jednotlivé vybrané markery byly hodnoceny z pohledu senzitivity a specificity. Za zminku
stoji skutecnost, Ze pfi samostatném pouziti TNF-a jako markeru rizika ¢asné novorozenecké
sepse, byla jeho senzitivita oproti ostatnim markerim nizka (36,4 %), zatimco u IL6, IL-8
asICAM-1 se pohybovala vrozmezi 80,0-87,5 %. Specificita vSech testll byla vysoka,
pohybovala se vrozmezi 94,3-97,2 %. T tohoto pohledu se jevi pouziti TNF-o jako
samostatného skriningového markeru jako nevhodné. Pti kombinaci jednotlivych markert jiz

mezi jednotlivymi kombinacemi nebyly nalezeny vyznamnéjsi rozdily (tab. 20).
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Pfi hodnoceni vyuziti pouzitych markert jako skriningového vySetieni rizika casné
novorozenecké sepse, se pro skupinu novorozencl narozenych zendm s pPROM, tedy pred
37. tydnem t&hotenstvi, jevi jako dostatecné spolehlivé vySetieni pouze jednoho ze zvolenych
markertim, vzhledem k nizké specificité¢ snad pouze mimo TNF-a. Pro ostatni skupiny v nasi
studii platilo, Ze novorozence s rizikem ¢asné novorozenecké sepse urci spolehlivé vysetieni
jakékoli kombinace dvou az Ctyt markert (tab. 22, 23 a 24, 25).

Pti hodnoceni vyzkumu bylo nutné brat v ivahu skutecnost, Ze role sledovanych markert
neni samostatnd, ale jsou soucasti cytokinové sité, tedy ze nikdy neplisobi samostatné.
Vzhledem k provazanosti téchto procest jde o velmi komplikovanou situaci. Vybér pouzitych
cytokint identifikujici riziko Casné novorozenecké sepse lze podle mého nazoru povazovat na
zaklad¢ literarniho piehledu za opodstatnény. Pouze IL-1 nebylo mozné z provoznich divodii
v dobé zahdjeni studie do vyzkumu zatadit.

Tam, kde jsou jisté rozdily mezi nasimi vysledky a literarnimi tidaji (napt. cytokin IL 6,
v nasi studii vSak nema nejvyssi vypoveédni hodnotu) je nutné brat v uvahu i skutecnost, ze
naSe studie se zabyvd pouze moznym rizikem vzniku ¢asné novorozenecké sepse u Zen
s PROM, nikoli jiz prokdzanou infekci. Vysledky tak jsou ovlivnény i1 malym poctem
pozitivnich piipadi. Z vysledkt vyzkumu je patrné, ze pro uréeni rizika ¢asné novorozenecké
sepse maji v podstat¢ vSechny tii cytokiny piiblizn¢ stejny vyznam. Podtrzeny vyznam
zvySenych hladin cytokinu IL-8 mlize byt ovlivnén malym pocétem pozitivnich piipada.

Pozoruhodny je vysledek, ktery prokazuje vyznam hladin adhezivni molekuly sSICAM-1
pro c¢asnou diagnostiku rizika ¢asné novorozenecké sepse. Tuto skutecnost 1ze vysvétlit tim,
ze v dostupné literatuie nebyly k dispozici prace, které by se podobnou tématikou zabyvaly,
tj. referovaly vyznamu této adhezivni molekuly pro diagnostiku c¢asné novorozenecké sepse.
Tuto skutecnost je vSak mozné pouze konstatovat ptfi védomi nutnosti tento vysledek dale
ovéiovat. Je ziejmé, ze v budoucnu budou jisté¢ studovany i mnohé dalsi markery, které by

mohly pfispét k véasnému rozpoznani intraamnidlni infekce a rizika ¢asné novorozenecké sepse.
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Na zdkladé vysledkii nasi studie se hypotéza:
HI1: V genitalnim traktu rodicek existuje konkrétni mikrobialni kmen, jehoZz nélez zvysuje

riziko PROM nebo pPROM — nepotvrdila

H2: V genitalnim traktu rodicek existuje konkrétni mikrobialni kmen, jehoz nalez zvysSuje

vyskyt chorioamnionitis — potvrdila (Escherichia coli)
H3: V genitalnim traktu rodic¢ek existuje konkrétni mikrobialni kmen, jehoz nalez pfispiva
ke zvySeni rizika ¢asné novorozenecké sepse u novorozence — potvrdila (Streptococcus

viridans)

H4: Histologicky prikaz chorioamnionitis zvySuje riziko ¢asné novorozenecké sepse —

potvrdila

HS5: Mediatory zanétu IL6, IL-8, TNF-a a SICAM-1 v pupe¢nikové krvi Ize pouZit jako

markery rizika ¢asné novorozenecké sepse — potvrdila.
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6. ZAVER

e VnaSem souboru jsme neprokdzali, Ze by konkrétni bakteridlni kmen pftispival
k PROM nebo k pPROM.

e U Zen s terminovou graviditou a s MOP VI (mykozou) dochézelo statisticky vyznamné
castéji k PROM nezZli v ostatnich skupin.

e MOP I byl statisticky vyznamné ¢astéji prokazovan u Zen bez PROM.

e U novorozenct rodi¢ek s pPPROM bylo oproti ostatnim skupinam statisticky vyznamné
vyssi riziko ¢asné novorozenecké sepse.

e Kolonizace rodicky kmenem Streptococcus viridans statisticky vyznamné zvySuje
riziko ¢asné novorozenecké sepse.

e U rodicek spPROM jsme prokazali statisticky vyznamné vyssi  vyskyt
chorioamnionitis respektive funisitis.

e Histologicky nalez chorioamnionitis a/nebo funisitis statisticky vyznamné zvySoval
riziko ¢asné novorozenecké sepse.

e U rodicek kolonizovanych kmeny Escherichia coli byl statisticky vyznamné vyssi
vyskyt chorioamnionitis.

e Senzitivita a specificita sledovanych mediatori zanétu jako skriningového testu rizika
¢asné novorozenecké sepse byla nésledujici: 1L-6 (80 %, 97 %), TNF- a (36 %, 94 %),
IL-8 (87 %, 97 %), SICAM-1 (83 %, 95 %).

e Pro skupinu novorozenct narozenych zenam s pPROM se pro stanoveni rizika casné
novorozenecké sepse jevi jako dostateCné spolehlivé vySetfeni pouze jednoho
z markert IL-6, IL-8 nebo sSICAM-1.

e Pro novorozence narozené Zenam s PROM nebo bez PROM platilo, Ze novorozence
s rizikem c¢asné novorozenecké sepse urci spolehlivé vysetfeni jakékoli kombinace

dvou az ¢tyt z pouzitych markert
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