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Evaluering av inflammatoriske mediatorer 1
diagnostikk av alvorlige neonatale infeksjoner
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SAMMENDRAG

Formail: A studere C-reaktivt protein (CRP), interleukin-6 (IL-6), tumor nekrose faktor reseptor (TNFR) p55
og p75 og adhesjonsmolekylene ICAM-1 og E-selectin som parametre for alvorlig bakteriell infeksjon hos
nyfedte barn.

Studie design: Konsentrasjon av de inflammatoriske mediatorer ble bestemt i serum ved innleggelse hos 165
nyfedte barn med mistanke om alvorlig bakteriell infeksjon. Vi analyserte verdien av mediatorene enkeltvis
eller i kombinasjon til & predikere alvorlig neonatal infeksjon med multippel logistisk regresjon, receiver-
operator characteristic kurver og beregning av sensitivitet og spesifisitet.

Resultater: Tjuefire barn med sepsis, klinisk sepsis og pneumoni hadde hayere serum konsentrasjon av alle
seks inflammatoriske mediatorer enn barn uten infeksjon (alle p < 0,05). Logaritmen til CRP og logaritmen til
IL-6 predikerte uavhengig infeksjon (p < 0,001, resp. p = 0,03). Ingen av de gvrige fire mediatorer ga ytterligere
bidrag til infeksjonsdiagnosen. En kombinert parameter bestdende av CRP > 10 mg/I og/eller IL-6 > 50 pg/ml
ga en sensitivitet pa 96% (95% CI: 88—100%), en spesifisitet pa 74% (95% CI: 65-83%), en negativ prediktiv
verdi pa 99% (95% CI: 96-100%) og en positiv prediktiv verdi pa 49% (95% CI: 35-63%).

Konklusjon: IL-6 i kombinasjon med CRP synes & vare en verdifull parameter ved utredning av nyfadte
barn ved mistanke om alvorlig bakteriell infeksjon.

Dollner H, Johnsen H, Vatten L, Arntzen KJ, Austgulen R. The value of inflammatory mediators in the
diagnosis of severe neonatal infections. Nor J Epidemiol 1997; 7 (1): 73-78.

ENGLISH SUMMARY

Objective: To study C-reactive protein (CRP), interleukin-6 (IL-6), soluble tumor necrosis factor receptors
(TNFR) p55 and p75 and the adhesion molecules ICAM-1 and E-selectin in the early diagnosis of neonatal
sepsis.

Study design: Blood samples were collected at admittance from 165 neonates who were suspected to have a
severe bacterial infection and serum concentrations of the six inflammatory mediators were determined. We
analysed the mediators, either isolated or in combination, as diagnostic parameters by multiple logistic
regression, receiver-operator characteristic plots and predictive value theory (sensitivity and specificity).

Results: Twentyfour neonates with sepsis, clinical sepsis and pneumonia had significantly raised serum
levels of all six mediators compared to noninfected neonates (all p <0.05). The logaritm of CRP and the loga-
ritm of IL-6 yielded independent contributions to the diagnosis of infection ( p < 0.001 resp. p = 0.03). No other
mediator made any further contribution to the diagnosis. A combined parameter of CRP > 10 mg/1 and/or IL-6 >
50 pg/ml yielded a sensitivity of 96% (95% CI: 88—100%), a specificity of 74% (95% CI: 65-83%), a negative
predictive value of 99% (95% CI: 96—100%) and a positive predictive value of 49% (95% CI: 35-63%).

Conclusion: IL-6 in combination with CRP may constitute a valuable parameter in the early diagnosis of
severe neonatal infections.
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INNLEDNING

Bakterielle infeksjoner som sepsis og pneumoni i
nyfedtperioden er alvorlige tilstander med hey morbi-
ditet og mortalitet (1). Diagnostikk av infeksjoner hos
nyfedte er vanskelig fordi de kliniske symptomer og
funn er uspesifikke. Vanlige infeksjonsparametre som
senkningsreaksjon (SR) og antall hvite blodlegemer
gir bare begrenset diagnostisk informasjon hos
nyfedte (2). I utredningen av nyfedte med mistenkt
infeksjon anvendes idag forst og fremst akutt fase
reaktanten C-reaktivt protein (CRP). I nyfedtperioden
har CRP hay spesifisitet, men begrenset sensitivitet i
det tidlige stadium av infeksjon (3,4).

P& grunn av de diagnostiske problemer og de al-
vorlige konsekvenser det kan ha & overse en bakteriell
infeksjon hos et nyfedt barn, er det vanlig & behandle
med bredspektrede antibiotika for sikker diagnose er
stilt. Det er imidlertid vist at bare 5-10% av nyfedte
som behandles med antibiotika pa mistanke om infek-
sjon faktisk Aar en infeksjon (5,6). Den gkende bakte-
rielle resistens pa mange intensivavdelinger kan ha en
sammenheng med det overforbruk av bredspektrede
antibiotika som finner sted (7).

Tumor nekrose faktor (TNF) og interleukin-6 (IL-
6) er proinflammatoriske cytokiner som er involvert i
immunforsvaret mot bakterier og sopp (8,9). Enkelte
studier har antydet at IL-6 kan vere en god tidlig pa-
rameter ved sepsis hos nyfedte (10,11). TNF medierer
sin virkning via to membranbundne reseptorer, p55 og
p75. Disse to reseptorer kan spaltes fra celleoverflaten
og cksisterer som loselige former i serum (12). Hos
voksne og barn er det funnet okte serumnivaer av
loselige TNF-reseptorer ved sepsis (13,14). Forskjel-
lige adhesjonsmolekyler lokalisert pad endothel og
leukocytter er involvert i den tidlige inflammatoriske
respons ved infeksjon og medvirker bl.a. til adhesjon
og migrasjon av leukocytter (15). Celleaktivering kan
fore til avspaltning av adhesjonsmolekyler pa endo-
telet til loselige adhesjonsmolekyler i serum (15).
@kte serumnivier av ICAM-1 (intercellular adhesion
molecule-1) og E-selectin er funnet hos voksne ved en
rekke patologiske tilstander, bl.a. ved sepsis (16).

Formaélet med denne studien var a evaluere betyd-
ningen av inflammatoriske mediatorer (CRP, IL-6,
loselige TNF-reseptorer (p55, p75) og leselige adhe-
sjonsmolekyler (ICAM-1, E-selectin)) som tidlige
parametre ved alvorlig bakteriell infeksjon hos
nyfedte barn.

MATERIALE OG METODER

Studiepopulasjon

Etthundreogsekstifem nyfedte barn med mistenkt
bakteriell infeksjon fortlepende innlagt pa
neonatalseksjonen, Barneklinikken, Regionsykehuset
i Trondheim ble inkludert i studien. Kliniske tegn og
symptomer pd infeksjon ble registrert og delt i seks
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kategorier: 1) blekhet og gulsott, 2) slapphet, apng,
bradykardi, irritabilitet og kramper, 3) takypne og
dyspne, 4) hypotensjon, takykardi og dérlig perifer
sirkulasjon, 5) oppkast og oppblast mage og 6) feber
og ustabil temperatur. Blodpreve ble tatt ved
innleggelse, sentrifugert og oppbevart ved —20° C
inntil konsentrasjonsbestemmelse av inflammatoriske
mediatorer ble foretatt. Alle barn ble utredet med
blodkultur, bestemmelse av antall hvite blodlegemer,
I/T-ratio (ratio mellom antall umodne og totalt antall
neutrofile granulocytter) og CRP. CRP ble bestemt
daglig hos de fleste barn. Den maksimale CRP-verdi
ble definert som den heyeste verdi i forste leveuke og
brukt til 4 klassifisere barna.

Analysemetoder

CRP ble bestemt immunoturbidometrisk (17).
CRP-verdier > 10 mg/l ble definert som patologisk
forheyet (4).

IL-6 ble bestemt ved hjelp av et bioassay (18,19).
Spesifisiteten av den bestemte IL-6 aktivitet ble testet
med monoklonale antistoffer mot IL-6 (Genzyme,
Cambridge, GA).

Nivéer av loselig TNFR p55 og p75 ble bestemt
med ELISA-assays utviklet ved Institutt for kreft-
forskning og molekylaer biologi (20).

Kommersielle ELISA-assays ble anvendt til be-
stemmelse av nivéer av leselig ICAM-1 og E-selectin
(Parameter, British Bio-technology, Abingdon, UK).

Klassifikasjon av de nyfodte barn

Barna ble inndelt retrospektivt i 3 grupper pa
bakgrunn av resultatene av blodkultur, I/T-ratio ved
innleggelse (> 0,20), maksimal CRP-verdi i lopet av
forste leveuke (= 10 mg/l), kliniske tegn og sympto-
mer samt rentgenfunn (Tabell 1). Gruppe 1 inkluderte
barn med infeksjon og Gruppe 2 barn med mulig
infeksjon. Kontrollgruppen bestod av barn hvor det
kliniske forlep og utredning ikke ga holdepunkt for
infeksjon.

Statistiske analyser

Forskjeller mellom konsentrasjonen av mediatorer i
de forskjellige grupper ble testet med ikke-
parametriske tester (Kruskall-Wallis one-way analysis
of variance og Mann-Whitney U test). P-verdier
lavere enn 0,05 ble ansett som statistisk signifikante.
Vi analyserte verdien av inflammatoriske mediatorer
som infeksjonsparametre hos nyfedte barn ved hjelp
av 1: multippel logistisk regresjon, 2: receiver-
operator characteristic (ROC) kurver og 3: ved
beregning av sensitivitet, spesifisitet og positiv og
negativ prediktiv verdi. Hver enkel mediators evne til
uavhengig & predikere infeksjonsdiagnosen ble
vurdert med multippel logistisk regresjon (21). ROC-
kurver avbilder sensitivitet (sann positiv rate) mot 1 -
spesifisitet (falsk positiv rate) for en rekke potensielle
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grenseverdier av en kontinuerlig parameter (22). Den
optimale grenseverdi for hver enkelt mediator ble
bestemt som den verdi som ga heyest sensitivitet og
spesifisitet (pa ROC-kurven er det punktet lengst
oppe mot venstre hjerne).

RESULTATER

Populasjonen

Tjuefire barn hadde infeksjon og ble inkludert i
Gruppe 1. Seks hadde sepsis (Gruppe 1A), 10 hadde
klinisk sepsis (Gruppe 1B) og atte hadde pneumoni
(Gruppe 1C) (Tabell 1). Atten barn hadde en mulig
infeksjon og ble inkludert i Gruppe 2 (Tabell 1). Ialt
97 barn med negativ utredning ble inkludert i Gruppe
3 (kontrollgruppe, Tabell 1). Tjueseks barn kunne
ikke klassifiseres mhp. infeksjon/ikke infeksjon, disse
ble ekskludert fra videre analyser. Barnas gestasjons-

Tabell 1. Kiriterier for klassifikasjon av nyfedte barn.

alder, fodselsvekt og postnatal alder ved innleggelsen
framgar av Tabell 2.

Tabell 2. Antall barn i hver studiegruppe, gestasjonsalder,
fodselsvekt og postnatal alder.

Gruppe 1 Gruppe 2 Kontrollgruppe

n 24 18 97
Gestasjons-
alder (uker) 37,2 +4.4° 36,7 +4,7° 34,1+£4,0
Fodselsvekt (g) 3116+1053" 3061+ 1215" 2240 + 828
Postnatal alder:*

<1 degn 14 9 83

1-2 degn 3 3 10

2-4 degn 5 6 2

Gestasjonsalder og fedselsvekt er angitt som mean O SD
? p <0,05, sammenlignet med kontroll gruppen
* Ved innleggelse pd neonatalseksjonen

Gruppe 1: Infeksjon Gruppe 2: Kontrollgruppe:
Gruppe 1A Gruppe 1B Gruppe 1C Mulig Ingen
Sepsis Klinisk sepsis Pneumoni infeksjon infeksjon
1. Positiv blod- 1. Negativ blodkultur 1. Negativ blodkultur 1. Negativ blodkultur Nyfodte
spinalvaeske 2. Minst 1 symptom fra 2. Respiratoriske 2. Minst 1 symptom fra mistenkt for
kultur minst 3 kategorier av symptomer minst 2 kategorier av infeksjon, men
2. Kliniske tegn kliniske symptomer 3. Okt I/T-ratio (>0,20) kliniske symptomer der utredning og
forenlig med 3. Okt I/T-ratio (>0,20) 4. Okt maksimal CRP 3. Okt I/T-ratio (>0,20) forlep ikke ga
sepsis/ 4. Okt maksimal CRP (=10 mg/l) eller holdepunkt for
meningitt (=10mg/1) 5. Rentgenologiske tegn 4. @kt maksimal CRP infeksjon.
pé pneumoni (=10 mg/1)
I/T-ratio: ratio mellom antall umodne og total antall granulocytter.

CRP: C-reaktivt protein.

Konsentrasjon av inflammatoriske mediatorer

Serumkonsentrasjonen av CRP, IL-6, leselig ICAM-
1, loselig E-selectin og leselig TNFR p55 og p75 ved
innleggelse pa avdelingen er vist i Tabell 3. For alle
mediatorer fant vi at konsentrasjonen var signifikant
hoyere hos barn med infeksjon sammenlignet med
barn uten infeksjon.

Diagnostikk av infeksjon hos nyfodte barn i forste
leveuke

ROC-kurver for CRP, IL-6, leselig ICAM-1, loselig
E-selectin, og leselig TNFR p55 og p75 viste at CRP
og IL-6 har de beste kombinasjoner av sensitivitet og
spesifisitet (Figur 1).

De prediktive verdier av hver mediator ble
beregnet ved & betrakte nyfedte med infeksjon (sepsis,
klinisk sepsis og pneumoni, Gruppe 1) som «gull-

standard» og nyfedte i Gruppe 3 som «kontroller». E-
selectin og IL-6 var de mest sensitive parametre, mens
CRP var den mest spesifikke (Tabell 4).

Multippel logistisk regresjon viste at logaritmen til
CRP uavhengig predikerte infeksjon i en modell med
infeksjon som avhengig variabel og alle seks inflam-
matoriske mediatorer som uavhengige variabler (p <
0,001). Logaritmen til IL-6 predikerte ogsé infeksjon
uavhengig (p = 0,03), mens ingen av de ovrige
mediatorer gav ytterligere diagnostisk informasjon i
denne modell.

Basert pa resultatene av multippel logistisk regre-
sjon og ROC-kurvene, laget vi en kombinert parame-
ter bestaende av CRP > 10 mg/l og/eller IL-6 > 50
pg/ml. Denne kombinerte parameter gav en sensitivi-
tet pd 96% (95% CI: 88—-100%), en spesifisitet pa
74% (95% CI: 65-83%), en negativ prediktiv verdi pa
99% (95% CI: 96-100%) og en positiv prediktiv verdi
pé 49% (95% CI: 35-63%).
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Figur 1. ROC-kurver for CRP (C-reaktivt protein), IL-6 (interleukin-6), laselig ICAM-1 (intercellulaert
adhesjonsmolekyl-1), loselig E-selectin og leselig TNFR (tumor nekrose faktor reseptor) p55 og p75.

Tabell 3. Konsentrasjon av CRP (C-reaktivt protein), IL-6 (interleukin-6), ICAM-1 (intercellulleert adhesjonsmolekyl-1), E-
selectin og tumor nekrose faktor reseptor (TNFR) p55 og p75 i serum ved innleggelsen pd neonatalseksjonen, Barneklinikken.

Gruppe 1: Infeksjon

Gruppe 2: Mulig infeksjon

Kontrollgruppe: ingen infeksjon

n median IQR* n median IQR* n median IQR*
CRP (mg/l) 24 13,0° 6,0-25,8 17 7,0 0-16,5 94 0 0
IL-6 (pg/ml) 23 164,0°  22,2-1830,0 17 17,6° 11,3-306,0 94 0 0-35,0
ICAM-1 (ng/ml) 23 357.4% 249,0-459.6 17 413,0° 322,0-500,0 91 244,0 196,2-376,2
E-sel (ng/ml) 22 151,7° 107,2-195,1 17 119,6°  84,9-197,7 9 91,3 69,5-118,4
p55 (ng/ml) 20 10,0° 7,8-12,7 11 7,0 4,4-9.5 69 7,5 6,0-8,8
p75 (ng/ml) 18 8,9¢ 6,1-10,3 12 7,64 6,3-8,6 56 6,7 5,2-7,6

* inter kvartil range

* p <0,0001 sammenlignet med kontrollgruppen
b p <0,001 sammenlignet med kontrollgruppen
¢ p <0,01 sammenlignet med kontrollgruppen

d p <0,05 sammenlignet med kontrollgruppen

Tabell 4. Prediktive verdier for CRP (C-reaktivt protein), IL-6 (interleukin-6), tumor nekrose faktor reseptor (TNFR) p55 og
p75, E-selectin og ICAM-1 (intercellulert adhesjonsmolekyll) som parametre for infeksjon hos nyfedte barn.

CRP IL-6 TNFR p55 TNFR p75 E-selectin ICAM-1
Grenseverdi' 10 mg/1 20 pg/ml 8 ng/ml 7,5 ng/ml 100 ng/ml 300 ng/ml
Sensitivitet 63% 78% 70% 67% 77% 61%
Spesifisitet 97% 71% 65% 75% 62% 65%
NP.V.’ 91% 93% 88% 88% 92% 87%
PPV.’ 83% 40% 37% 37% 33% 30%

' Den verdi av mediatoren som gir hoyeste sensitivitet og spesifisitet.
2N.P.V., Negativ prediktiv verdi; P.P.V., Positiv prediktiv verdi.
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DISKUSJON

Det er viktig & pavise bakteriell infeksjon hos nyfedte
pa et tidlig tidspunkt. Samtidig er det viktig & unnga
overbehandling med antibiotika av barn uten infek-
sjon. Resultatene i denne studien viser at en kombina-
sjon av CRP og IL-6 kan vare en sensitiv parameter
for & pavise alvorlig infeksjon hos nyfedte. Denne
konklusjon er i overensstemmelse med funn gjort av
Buck (10). IL-6 og CRP i kombinasjon er bedre enn
IL-6, CRP, TNFR p55 og p75, ICAM-1 og E-selectin
anvendt enkeltvis. CRP er den mest spesifikke para-
meter, men CRP har en lav sensitivitet i den tidlige
fase av infeksjonen. Tilsvarende observasjoner er
gjort av andre (3,4). IL-6 er tidligere vist & stige raskt
ved bakteriell infeksjon hos voksne (23), og IL-6
induserer CRP i den sdkalte akutt fase respons (8,9).
Vare resultater viser at sensitiviteten eker nar IL-6
kombineres med CRP, hvilket betyr at IL-6 og CRP
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