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POVZETEK

Patoloska hiperbilirubinemija se pojavi pri okoli 10 % no-
vorojenckov, in ¢e ostane nezdravljena, lahko vodi v resne
okvare osrednjega ziv¢evja. Smiselno je iskanje zgodnje-
ga (napovednega) biooznacevalca, ki bi lahko pravocas-
no odkril tiste novorojencke, ki so nagnjeni k razvoju pa-
toloske zlatenice. Z raziskavo smo zeleli ugotoviti, ali je
koncentracija bilirubina v popkovnic¢ni krvi zanesljiv bio-
oznacevalec za napoved pojava patoloske hiperbilirubine-
mije. Pokazali smo, da lahko z 90-odstotno specificnostjo
in 92-odstotno obcutljivostjo napovemo, da novorojencki
z nizkimi koncentracijami popkovnic¢nega bilirubina (< 25
pmol/L) ne bodo razvili patoloske zlatenice, da pa jo bodo
novorojencki z visokimi koncentracijami bilirubina (= 45
pwmol/L). V nasi raziskavi je taksne vrednosti popkovnic-
nega bilirubina imelo 24 % novorojenckov. Pri preostalih
(76 %) novorojenckih se je dolocanje koncentracije biliru-
bina v popkovnic¢ni krvi izkazalo kot nezanesljiv bioozna-
¢evalec za napoved razvoja patoloske zlatenice.

Klju¢ne besede: popkovnicni bilirubin, zlatenica, hi-
perbilirubinemija, novorojencek
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ABSTRACT

Pathological hyperbilirubinemia occurs in about 10 % of
newborns and, if left untreated, can lead to serious central
nervous system damage. It 1s therefore reasonable to seek
an early (predictive) biomarker that could identify in a ti-
mely manner those newborns who are prone to developing
pathological jaundice. The aim of the study was to deter-
mine whether the concentration of bilirubin in umbilical
cord blood is a reliable biomarker for predicting the occur-
rence of pathological hyperbilirubinemia. We showed that
with 90 % specificity and 92 % sensitivity, we can predict that
newborns with low concentrations of umbilical cord blood
bilirubin (£ 25 wmol/L) will not develop pathological jaun-
dice, and that newborns with high concentrations of biliru-
bin (= 45 pmol/L) will. In our study, 24 % of newborns had
such umbilical cord blood bilirubin levels. In the remaining
(76 %) newborns, however, determination of umbilical cord
blood bilirubin levels proved to be an unreliable biomar-
ker for predicting the development of pathological jaundice.

Key words: umbilical cord blood bilirubin, jaundice,
hyperbilirubinemia, newborn
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Visoka koncentracija bilirubina je nevarna zaradi poveca-
nja prostega bilirubina, ki deluje nevrotoksi¢no. Pribliz-
no 10 % novorojenckov razvije patolosko obliko zlatenice
1n zato potrebuje ustrezno zdravljenje (1, 2).

Zlatenica je rumeno obarvanje koze ter beloc¢nic in pri
vecini (60—80 %) novorojenckov je fizioloska. Razvije se v
nekaj dnevih po rojstvu, ker zaradi (1) ucinka pospesene-
ga propadanja rdec¢ih krvnick, ko novorojencek preide na
atmosferski kisik, (2) nezrelih jetrnih encimov in zato po-
casnejse presnove bilirubina, (3) premajhne kolic¢ine albu-
mina za vezavo vsega prostega bilirubina in (4) zaradi po-
casnejse prebave pri novorojencku prihaja do absorpcije
barvila iz ¢revesja v krvni obrok (1, 2, 3).

Zgornja meja za fiziolosko zlatenico je odvisna od staros-
tiin teze novorojencka in je $e nizja, ¢e ima novorojencek
dodatne zdravstvene zaplete (2). Za fiziolosko hiperbiliru-
binemijo je znacilno, da se zlatenica pojavi tretji ali cetr-
ti dan po rojstvu in koncentracije celokupnega bilirubina
po navadi ne presezejo 250 pmol/L. Ko se novorojenck-
ovi mehanizmi prilagodijo na zunanje okolje, se tudi se-
rumske koncentracije bilirubina v 10—14 dneh po rojstvu
znizajo (2, 4).

Patolosko zlatenico lahko laboratorijsko dolo¢imo, ce (1)
vrednosti celokupnega bilirubina v krvi novorojencka pre-
sezejo 86 wmol/L ze v prvih 24 urah, (2) koncentracija celo-
kupnega bilirubina kadarkoli naraste za vec¢ kot 86 pmol/L
v obdobju 24 ur ali (3) koncentracija celokupnega bilirubi-
na kadarkoli preseze 290 pumol/L (2, 4). Patoloska zlatenica

nastane zaradi imunsko posredovane hemoliticne bolezni

MATERIALI IN METODE

V raziskavo smo vkljucili 2149 novorojenckov, rojenth v
porodnem oddelku Splosne bolnisnice Novo mesto, z ge-
stacijsko starostjo nad 37 tednov in tezo nad 2400 g. Raz-
iskava je potekala retrospektivno z odobritvijo Komisije
za medicinsko etiko Republike Slovenije (Stevilka dopi-
sa 33/05/04). Vzorec popkovnicne krvi smo pridobili ob
rojstvu otroka. Po prerezu popkovnice smo v porodni sobi
v epruveto s K2EDTA antikoagulantom odvzeli priporo-
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(najpogostejsa oblika je neskladje v ABO krvnoskupinskem
sistemu) in neimunsko posredovane hemolize (najpogoste-
je zaradi dednih bolezni eritrocitov) ter nekaterih drugih
stanj (sepsa novorojencka). Dejavniki tveganja za nevro-
toksi¢no delovanje bilirubina so tudi polimorfizmi v genu
za konjugacijo bilirubina, nizka gestacijska starost, nizka
telesna teza in hipoksija. Hiperbilirubinemijo zdravijo z
obsevanjem novorojencka z modro lu¢jo, v redkih prime-
rih je potrebno zdravljenje z izmenjalno transfuzijo (3, 6).

Zaradi potencialne nevrotoksicnosti bilirubina je smisel-
no iskanje biooznacevalca, s katerim bi pravocasno odkrili
tiste novorojencke, ki so bolj nagnjeni k razvoju patoloske
zlatenice in tako zmanjsali moznost razvoja nevroloskih
poskodb. Odvzem bilirubina iz popkovni¢ne krvi je nein-
vaziven postopek in z rezultati dolocitve njegove koncen-
tracije bi tako ocenili tveganje za razvoj patoloske zlatenice.

Opravljenih je bilo ve¢ studij o dolocanju koncentracije
popkovnic¢nega bilirubina kot napovedniku razvoja patolo-
ske zlatenice (7-22). Zaradi neskladnosti rezultatov dana-
snje klini¢ne smernice $e ne vkljucujejo dolocanja popkov-
ni¢nega bilirubina v rutinski praksi (8).

Ci]j raziskave je bil ugotoviti, ali doloc¢anje koncentraci-
je bilirubina v popkovnic¢ni krvi takoj po rojstvu napove,
ali bo novorojencek razvil patolosko hiperbilirubinemijo.
Zanimalo nas je, do katere vrednosti popkovnicnega bili-
rubina novorojencki ne bodo razvili patoloske hiperbili-
rubinemije in tako ne bodo potrebovali zdravljenja s foto-
terapijo, in nad katero vrednostjo jo bodo razvili.

¢eno koli¢ino venske popkovnic¢ne krvi. Vzorec smo za$ci-
tili pred svetlobo in ga transportirali do Oddelka za labo-
ratorijsko diagnostiko, kjer smo ga centrifugirali 15 minut
na 3500 g. Vzorec plazme smo analizirali s kolorimetric-
no metodo na analizatorju Ektachem Vitros 350 (Kodak,
ZDA) po principu suhe kemije. Dolo¢ili smo celokupni bi-
lirubin, ki je sestevek nekonjugiranega in konjugiranega bi-
lirubina, in je znacilen za novorojencke do starosti 14 dni.
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Novorojenckom smo potem po ustaljeni klini¢ni praksi
odvzemali $e vzorce krvi za serumsko analizo celokupne-
ga bilirubina. Koncentracijo celokupnega bilirubina smo
dolocili z 1sto metodo kot v popkovnic¢ni krvi. Ovrednoti-
1i smo povezavo med bilirubinom, izmerjenim v popkov-
nicni krvi ob rojstvu, in njegovo koncentracijo v serumu v
prvih dnevih zivljenja.

Rezultate smo ovrednotili z odprtokodnim programskim
jezikom Python ter knjiznico za obdelavo podatkov Pan-

REZULTATI

Od 2149 novorojenckov jih je 75,8 % oz. 1629 razvilo fi-
ziolosko zlatenico in povprecna vrednost popkovni¢nega
bilirubina je v tej skupini znasala 30,3£7,5 wmol/L (pov-
precje £ SD). Najnizja izmerjena vrednost je v tej skupini
novorojenckov znasala 7 pmol/L, najvisja pa 52 pmol/L.
V casu hospitalizacije je patolosko zlatenico razvilo 24,2 %
o0z. 520 novorojenckov. Povprecna koncentracija popkov-
nic¢nega bilirubina je v tej skupini znasala 38,1+9,1 umol/L
(slika 1). Najvi§ja izmerjena vrednost je v skupini novoro-
jenckov s patolosko zlatenico dosegla 93 pmol/L, najniz-

japa 20 pmol/L.

Koncentracijo popkovni¢nega bilirubina do 20 umol/L je
imelo 124 novorojenckov (5,8 %), od teh 73 deckov in 51
deklic. Pri vrednosti popkovni¢nega bilirubina med 20 in
30 umol/L je 621 novorojenckov (28,9 %) razvilo fiziolosko
zlatenico (325 deckov in 296 deklic). Patolosko zlatenico
je v tej skupini razvilo 72 novorojenckov (49 deckov in 23
deklic). Cee so bile koncentracije popkovni¢nega bilirubina
med 30 in 40 pmol/L, so 703 (32,7 %) novorojencki razvili
fiziolosko (340 deckov in 363 deklic), 264 (12,3 %) pa pato-
losko zlatenico (155 de¢kov in 109 deklic). Ce so bile kon-
centracije popkovnic¢nega bilirubina med 40 in 50 pmol/L
je fiziolosko zlatenico razvilo 172 (8,0 %) novorojenckov (82
deckov in 90 deklic), patolosko zlatenico pa 128 (6,0 %) (73
deckov in 55 deklic). Pri se visjih koncentracijah popkov-
ni¢nega bilirubina, nad 50 wmol/L, jih je fiziolosko zla-
tenico razvilo 9 (0,4 %; 4 decki in 5 deklic), patolosko pa
101 4,7 %) novorojencek (27 deckov in 29 deklic) (slika 1).

Z narascanjem koncentracije popkovnic¢nega bilirubina
narasca delez novorojenckov, ki je razvil patolosko zla-
tenico (slika 2). Pri koncentraciji popkovni¢nega bilirubi-
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das. Podatki v rezultatih predstavljajo povprecno vrednost
£ SD. Podatke smo statisticno ovrednotili z ROC krivuljo,
ki smo jo izrisali v programskem paketu R in tako dolocili
mejno vrednost, pod katero novorojencki ne razvijejo pato-
loske zlatenice in nad katero jo. Dolocili smo tudi koeficient
kapa, ki omogoca dihotomno vrednotenje popkovnicne-
ga bilirubina kot oznacevalca razvoja patoloske zlatenice.
Koeficient kapa < 0,2 pomeni slabo, med 0,21 in 0,40 za-
dovoljivo, med 0,41 in 0,60 zmerno, med 0,61 in 0,80 dob-
ro ter med 0,81 in 1,00 zelo dobro ujemanje.

na do 20 pmol/L nobeden ni razvil patoloske zlatenice. V
skupini novorojenckov s koncentracijo popkovnicnega bi-
lirubina med 20 in 30 pmol/L jih je 10,4 % razvilo pato-
losko zlatenico; ¢e so imeli koncentracijo popkovni¢nega
bilirubina med 20 in 40 pmol/L, je patolosko zlatenico
razvilo 27,3 %, v skupini s koncentracijo popkovnicnega
bilirubina med 40 in 50 pmol/L pa je 42,7 % novorojenc-
kov razvilo patoloko zlatenico. Ce so imeli koncentraci-
jo popkovnicnega bilirubina nad 50 pmol/L, pa jih je kar
86,2 % razvilo patolosko obliko zlatenice.

S pomocjo ROC krivulje smo statisticno dolo¢ili mejno
vrednost, ki lo¢1 med tistimi novorojencki, ki ne razvije-
jo patoloske hiperbilirubinemije, in tistimi, ki jo. Ta zna-
$a 31 pmol/L v popkovnic¢ni krvi (83-odstotna obcutljivost
in 52-odstotna specificnost). Povrsina pod krivuljo zna-
sa 0,745 pri 95-odstotnem intervalu zaupanja. Koeficient
kapa pri tej mejni vrednosti znasa 0,24.

Da biizboljsali obcutljivost in specificnost metode, smo do-
locili dve mejni vrednosti, ki bolje locita med tistimi no-
vorojencki, ki razvijejo patolosko hiperbilirubinemijo, in
tistimi, ki je ne. Pri mejni vrednosti < 25 pmol/L (novoro-
jencek ne bo razvil patoloske hiperbilirubinemije) in = 45
wmol/L (novorojencek bo razvil patolosko hiperbilirubi-
nemijo) je obcutljivost 92-odstotna in specificnost 90-od-
stotna (slika 4). Povrsina pod krivuljo znasa 0,929. Koe-
ficient kapa pri mejnih vrednostih < 25 pmol/L in > 45
wmol/L znasa 0,68.
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Slika 1: Stevilo novorojenékov s fiziolosko in patologko zlatenico v odvisnosti od koncentracije popkovniénega bilirubina.
Figure 1: Number of neonates with physiological and pathological jaundice as a function of umbilical bilirubin concentration.
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Slika 2: Pri visjih izmerjenih koncentracijah popkovniénega bilirubina veé novorojenékov razvije patolosko obliko zlatenice.
Figure 2: At higher measured concentrations of umbilical bilirubin, more neonates developed pathological hyperbilirubinemia.
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Slika 3: ROC krivulja z mejno vrednostjo 31 pmol/L za napoved razvoja patoloske hiperbilirubinemije.
Figure 3: ROC curve with a cut-off value of 31 pmol/L to predict the development of pathological hyperbilirubinemia.

1.0

0.8

obéutljivost
0.4

0.2

0.0
|

| | T | | T
1.0 08 06 04 02 00

specificnost

Slika 4: ROC krivulja z mejnima vrednostma < 25 pmol/L in = 45 pmol/L za napoved razvoja patoloske hiperbilirubinemije.
Figure 4: ROC curve with cut-off values < 25 pmol / L and 2 45 pmol / L to predict the development of pathological hyperbilirubinemia >
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RAZPRAVA

V raziskavi smo pokazali, da lahko z 90-odstotno specific-
nostjo in 92-odstotno obcutljivostjo preko dolocitve celoku-
pnega bilirubina iz popkovni¢ne krvi napovemo, da novoro-
jencki z nizkimi koncentracijami popkovni¢nega bilirubina
(< 25 wmol/L) ne bodo razvili patoloske zlatenice, tisti z vi-
sokimi koncentracijami bilirubina (= 45 wmol/L) pa jo bodo.

0Od 60 do 80 % zdravih novorojenckov po rojstvu normalno
razvije fiziolosko obliko neonatalne hiperbilirubinemije. V
nasi skupini je 76 % novorojenckov razvilo fiziolosko hiperbi-
lirubinemijo. Razlog je predvsem v Se nerazvitem jetrnem sis-
temu encimske konjugacije z glukoronsko kislino, kar vodi v
kopicenje nekonjugiranega bilirubina v krvi, zmanjsanem
jetrnem prevzemu bilirubina, zmanjsani sintezi albumina
in povecani enterohepaticni cirkulaciji. V maternici je plod
v razmeroma hipoksi¢nih razmerah (pO, popkovnic¢ne krvi
je 28 mmHg), kar vodi v vecje izlocanje eritropoetina, zato
imajo novorojencki povecano koli¢ino eritrocitov. Ko novo-
rojencek prvic pride v stik z atmosferskim kisikom, pride do
povecane hemolize zaradi oksidativnih poskodb eritrocitov
in sproscanja hemoglobina. Novorojenckovi eritrociti imajo
krajso zivljenjsko dobo (80 dni). Vst ti dejavniki prispevajo k
nastanku fizioloske zlatenice. Vrednosti bilirubina se pri fizi-
oloski hiperbilirubinemiji brez zdravljenja v 10-14 dneh po
rojstvu spontano zmanjsajo (3, 6).

Patoloska oblika hiperbilirubinemije se pojavi pri okoli 10 %

novorojenckov (2, 4), v nasi skupini se je pojavila pri 24 %. To

je stanje, ko koncentracija serumskega bilirubina (1) v prvih 24

urah preseze 86 tmol/L, (2) narasca za vec¢ kot 86 pmol/L dan

oz. (3) kadarkoli preseze vrednost 290 pmol/L. V nasi raziska-
vi pr1 koncentraciji popkovnicnega bilirubina do 20 pmol/L
nobeden od novorojenckov ni razvil patoloske zlatenice.

Patolosko hiperbilirubinemijo je razvilo 24 % novorojenckov
(koliko izmed teh novorojenckov je potrebovalo zdravljenje
s fototerapijo, nismo preverjali) s povprecno koncentracijo
popkovnic¢nega bilirubina 38,1+9,1 pmol/L. Mejna vrednost
koncentracije popkovni¢nega bilirubina, pod katero novoro-
jencek ne bo razvil patoloske zlatenice, je dolocena z ROC
krivuljo in znasa 31 pmol/L (83-odstotna obcutljivost, 52-od-
stotna specificnost). Furlan in sodelavei so v $tudiji na sloven-
skih novorojenckih postavili mejo, po kateri novorojencek ne
bo razvil patoloske zlatenice, pri koncentracijah popkovnicne-
ga bilirubina 28 pmol/L (85-odstotna obcutljivost in 60-od-
stotna specificnost) (10, 11). Rafi in sodelavei so 2019 v studiji
pokazali, da je mejna vrednost za razvoj patoloske zlatenice
koncentracija popkovnicnega bilirubina 34,2 pmol/L (90-od-
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stotna obcutljivost, 84-odstotna specificnost). Predlagajo, da
bi vse novorojencke z izmerjenimi vrednostmi popkovnicne-
ga bilirubina nad 34,2 pmol/L daljsi ¢as zadrzali na opazo-
vanju v porodnisnici (18). Castillo in sodelavcei pa so doloci-
li mejno vrednost popkovnic¢nega bilirubina na 31,6 pmol/L
(92-odstotna obcutljivost, 70-odstotna specificnost) in pravi-
jo, da dolocanje popkovnicnega bilirubina zmanjsa potrebo
po invazivnem dolo¢anju serumskega bilirubina (9). Vst av-
torji zakljucujejo, da so njihove postavljene mejne vrednosti
uporabne pri napovedi razvoja patoloske zlatenice. Nasi re-
zultati pa kazejo, da postavljena mejna vrednost 31 pmol/L
(83-odstotna obcutljivost in 52-odstotna specificnost ter 0,59
tocnost) ni ustrezna za napoved razvoja patoloske zlateni-
ce. Cle bi ne glede na popkovni¢ni bilirubin vsakega novoro-
jencka oznacili, da ne bo razvil patoloske zlatenice, bi bili v
76 % primerih tocni, ker je v nasi skupini 76 % takih novoro-
jenckov, ki niso razvili patoloske zlatenice. Pri doloc¢eni mej-
ni vrednosti 31 Wmol/L pa znasa tocnost 59 %, kar pomeni,
da metoda dolocanja popkovni¢nega bilirubina za napoved
razvoja patoloske zlatenice ni primerna. Metodo smo izbolj-
sali tako, da smo postavili dve mejni vrednosti: mejna vred-
nost < 25 pmol/L in = 45 wmol/L, pri katerih z 92-odstotno
obcutljivostjo in 90-odstotno specificnostjo pravilno napo-
vemo, ali bo novorojencek razvil patolosko zlatenico. Izmed
2149 novorojenckov pa je samo 23 % takih, pri katerih bi pri
vrednostih popkovni¢nega bilirubina < 25 pmol/L oz. = 45
wmol/L pravilno napovedali, ali bodo razvili patolosko zla-
tenico ali ne. Pri preostalih novorojenckih (74 %) doloc¢anje
popkovni¢nega bilirubina nima napovedne vrednosti za pa-
tolosko zlatenico.

Koncentracijo popkovni¢nega bilirubina pri doloc¢eni mejni
vrednosti lahko vrednotimo dihotomno (negativno, pozitiv-
no), zato smo izracunali $e koeficient kapa. Ta je pri mejni
vrednosti 31 pmol/L 0,23, kar pomeni, da je dolocanje kon-
centracije popkovni¢nega bilirubina za napoved patoloske
zlatenice neprimerno. Pri postavitvi dveh mejnih vrednosti
(€25 pmol/L in = 45 umol/L) pa koeficient kapa znasa 0,62,
kar pomeni, da je taksna klasifikacija novorojenckov za na-
poved razvoja patoloske zlatenice dobra.

Da bi dodatno izboljsali statistiko za napoved razvoja pato-
loske zlatenice novorojenckov, bi bilo smiselno vpeljati kom-
binacijo parametrov oz. analitov, ki bi tako bolje locila tiste
novorojencke, ki bodo razvili patolosko zlatenico, od tistih, ki
je ne bodo. Nekaj novejsih studyj poleg popkovni¢nega biliru-
bina kot biooznacevalca za napoved razvoja patoloske zlate-
nice vkljucyje Se popkovnic¢ni albumin (22, 23, 24).



ZAKLJUCEK

Nasi rezultati kazejo, da novorojencki z vrednostmi popkov-

ni¢nega bilirubina, nizjimi od 24 pmol/L, niso v nevarnos-

t1, da bi razvili patolosko zlatenico in so lahko ob ostalih

normalnih 1zvidih prej odpusceni v domaco oskrbo. Pri
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