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Bilirubin v popkovnicni krvi kot napovednik
neonatalne hiperbilirubinemije

Cord blood Bilirubin as a predictor of Neonatal Hyperbilirubinemia

Danijela Furlan,* Ana Ilija-Trofenik,? Vladimir Weber,? Zlata Felc,® Borut Bratani¢,*

Jana Lukac-Bajalo®

Izviecek

Izhodisca: Bilirubin je endogeni antioksidant,
ki novorojencka v prvih dneh Zivljenja §¢iti pred
prostimi radikali, vendar je v visokih koncen-
tracijah nevrotoksi¢en in povzroca mozganske
poskodbe. Ker je patoloska hiperbilirubinemija
tudi pri zdravih dono$enih novorojenckih po-
gost pojav, smo s Studijo Zeleli ugotoviti, ali bi
bilo lahko merjenje koncentracije bilirubina v
neinvazivno odvzeti popkovni¢ni krvi presejalni
test za napoved razvoja bolezenske zlatenice in
napovednik potrebnega zdravljenja.

Metode: V studiji je sodelovalo 185 zdravih do-
nosenih novorojenckov obeh spolov, rojenih v
maju 2009. Vsem sta bila odvzeta popkovni¢na
kri in kontrolni vzorec 3. dan po rojstvu za dolo-
¢itev koncentracije bilirubina po avtomatizirani
metodi Jendrassik-Grof. Za izra¢un statisti¢nih
znacilnosti smo uporabili statisticne programe
Anova in t-test.

Rezultati: Od 185 novorojenckov jih je 117
(63,2 %) imelo fizioloSko zlatenico (bilirubin 3.
dan <220pmol/L) s povpreéno koncentracijo
bilirubina v popkovni¢ni krvi 28 +78 pmol/L,
68 (36,8 %) jih je razvilo bolezensko zlatenico s
koncentracijo popkovni¢nega bilirubina 35+7,8
umol/L, 20 od teh (10,8 %) je prejelo fototerapijo,
pri njih je bila koncentracija popkovni¢nega bi-
lirubina 40£8,5 umol/L. Med temi skupinami je
bila koncentracija bilirubina v popkovni¢ni krvi
statisti¢no znacilno razli¢na (p < 0,001). Na pod-
lagi mejne vrednost bilirubina 28 umol/L v pop-
kovni¢ni krvi lahko s 85,3-odstotno diagnosti¢no
obcutljivostjo napovemo bolezensko zlatenico in
s 100-odstotno obcutljivostjo, da novorojencek
ne bo potreboval fototerapije.

Zakljucki: Z rezultati nase raziskave smo potr-
dili, da merjenje koncentracije bilirubina v ne-
invazivno odvzeti popkovni¢ni krvi lahko upo-
rabimo kot presejalni test za napoved razvoja

bolezenske zlatenice in napovednik potrebnega
zdravljenja.

Abstract

Background: Bilirubin is an antioxidant that
protects newborns against free radicals dur-
ing the first days of their lives, but at high lev-
els is neurotoxic and causes brain damage. In
this study we aimed to determine whether the
measurement of bilirubin level in noninvasively
taken cord blood could be a predictor of a patho-
logical jaundice requiring medical treatment.

Methods: Cord blood and a control sample
taken on the third day of life were taken from
185 healthy full-term newborns of both genders.
Bilirubin levels were determined according to
the Jandrassik-Grof method. Statistical charac-
teristics were calculated using statistic programs
ANOVA and t-test.

Results: 117 (63.2 %) of the newborns had physi-
ological jaundice with 28 +7.8 umol/L bilirubin
in cord blood, and 68 (36.8 %) had pathologi-
cal jaundice with 35+ 7.8 umol/L bilirubin. 20
(10.8 %) newborns had been treated by photo-
therapy, and had levels of 40 + 8.5 umol/L bili-
rubin. Differences in cord blood bilirubin lev-
els between groups were statistically significant
(p <o0.001). Taking a cut-off value of 28 pmol/L
cord blood bilirubin level, pathological jaundice
can be predicted by 85.3% and whether new-
borns require treatment or not by 100 % clinical
sensitivity.

Conclusions: The results of our study confirm
that measurement of cord blood bilirubin level
can be used as a screening test for predicting the
development of pathological jaundice that re-
quires medical treatment.
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Uvod

Bilirubin (BIL), kon¢ni produkt razgra-
dnje hema, je rumenooranzni pigment in je
najbolj obilen endogeni antioksidant v telesu
sesalcev. Kljub temu pa so visoke koncentra-
cije bilirubina potencialno nevrotoksic¢ne,
zato so postavljene smernice za spremljanje
in preprecevanje razvoja hiperbilirubinemi-
je pri novorojenckih."?

Bilirubin se iz krvnega obtoka odstra-
njuje v jetrih, kjer poteka konjugacija ene ali
obeh karboksilnih skupin propionskih kislin
z glukuronsko kislino do polarnih konjuga-
tov bilirubin-monoglukuronida (BMG) in
bilirubin-diglukuronida (BDG), ki se nato
izlo¢ita v zol¢ in naprej v tanko crevo. Re-
akcijo esterifikacije katalizira specifi¢ni mi-
krosomalni izoencim uridindifosfat-gluku-
roniltransferaza 1A1 (UGT1A1). Konjugati
bilirubina se v ¢revesju hidrolizirajo do ne-
konjugiranega bilirubina, ki se delno vraca
z enterohepati¢nim obtokom v jetra, vecina
pa se iz organizma izlo¢i z blatom in uri-
nom.">* Pri novorojenckih je presnova bi-
lirubina Se vedno v prehodnem obdobju od
fetalnega do odraslega stanja, zato so v prvih
dneh po rojstvu pogosto moc¢no zvisane vre-
dnosti bilirubina v krvi.>*

Dolocanje bilirubina je problemati¢no
ze zaradi same narave bilirubina. Obstaja
namre¢ v razli¢nih molekulskih oblikah, je
netopen v vodi in obcutljiv na svetlobo. V
organizmu so pri fizioloskih pogojih v di-
nami¢nem ravnotezju vse oblike bilirubina
(bilirubin a, konjugirani obliki bilirubina,
bilirubin 6, prosti bilirubin in fotoizome-
ri).”®

Pri zelo visokih koncentracijah bilirubi-
na v plazmi je lahko vezavna zmogljivost al-
bumina presezena, zato se pojavi tudi v pro-
sti obliki, ki lahko preide krvno-mozgansko
pregrado in povzroca selektivne poskodbe
centralnega Zivénega sistema.”'®!' Huda
hiperbilirubinemija je zato resen medicinski
problem pri novorojenckih. Nezdravljena
hiperbilirubinemija lahko vodi do biliru-
binske encefalopatije in do kernikterusa,
ki je vzrok 10-odstotne smrtnosti in vsaj
70-odstotne obolevnosti med novorojenc-
ki.>®!>1* Pojem akutna bilirubinska ence-
falopatija opisuje toksi¢no delovanje biliru-
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bina v prvih tednih Zivljenja, medtem ko je
za kernikterus znacilna kroni¢na in trajna
mozganska poskodba zaradi toksi¢nega de-
lovanja prostega bilirubina.

Koncentracija bilirubina v serumu novo-
rojenckov je odvisna od $tevilnih dejavni-
kov, ki lahko spreminjajo njegovo nastajanje
in izlo¢anje.'>'*

Fizioloska hiperbilirubinemija novoro-
jenckov ni prisotna takoj ob rojstvu, temvec
se razvije v prvih dneh Zivljenja in v vecini
primerov ne traja ve¢ kot dva tedna. Zelo
pogosto se pojavi pri donoSenih novoro-
jenckih, Se pogosteje pa pri nedonosenckih
in je obicajno posledica pomanjkljive ak-
tivnosti izoencima UGT1A1 ter cezmerne-
ga nastajanja BIL zaradi razgradnje fetal-
nega hemoglobina.® Vrednosti bilirubina v
krvi pri fizioloski zlatenici ne presezejo 220
umol/L, 9o % bilirubina pa je nekonjugira-
nega. Ker zanjo ni ocitnega bolezenskega
vzroka, je zviSana koncentracija bilirubina
morda posledica potrebe novorojencka po
vedji zadciti pred prostimi radikali, saj je v
prvih dneh Zivljenja delovanje antioksidan-
tnega sistema nepopolno in vlogo zascite
prevzame bilirubin s svojim antioksidantni-
mi lastnostmi.>®>171%1?

Ce je vrednost bilirubina visja od 220
umol/L in so izkljuceni drugi vzroki za dvig
koncentracije (prirojena hemoliticna ane-
mija, neskladnost krvnih skupin matere in
otroka, okuzbe), govorimo o bolezenski
zlatenici.* Neonatalna konjugirana hiper-
bilirubinemija je vedno bolezenska, o njej
pa govorimo, ko vrednosti konjugiranega
bilirubina presezejo 20% celokupne vre-
dnosti bilirubina.*® Ker jasni vzroki za ra-
zvoj nekonjugirane hiperbilirubinemije pri
novorojenckih najpogosteje niso znani, so
v zadnjem casu naredili mnogo raziskav, da
bi ugotovili dejavnike tveganja.>'**' Mnogi
raziskovalci porocajo, da k razvoju neona-
talne hiperbilirubinemije prispevajo Stevil-
ne mutacije v mnogih razli¢nih genih, ki se
razlikujejo od populacije do populacije.'!
Vendar pa so genetske preiskave drage in
zamudne, zato za rutinsko laboratorijsko di-
agnostiko niso primerne.

V pediatri¢ni praksi bi bila za zgodnjo
napoved razvoja bolezenske neonatalne
hiperbilirubinemije zanesljivo dobrodosla
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neinvazivna presejalna metoda, ki bi imela
visoko napovedno vrednost in diagnosti¢no
obcutljivost.*

S to raziskavo smo Zeleli ugotoviti, ali bi
lahko koncentracija bilirubina v popkov-
ni¢ni krvi zadovoljivo napovedala resnost
ogrozenosti donosSenega, zdravega novoro-
jencka, da razvije bolezensko zlatenico.

Metode

V raziskavo je bilo vkljucenih 185 zdravih
donosenih novorojenckov, rojenih zapore-
dno v maju 2009 (102 M, 83 Z), in sicer ne
glede na nacin poroda. Vsi novorojencki so
imeli gestacijsko starost nad 37 tednov, bili
tezji od 2400 g in brez znanih zdravstvenih
zapletov, ki bi lahko povzro¢ili hiperbiliru-
binemijo (neskladnost krvnih skupin med
materjo in otrokom, prirojena hemoliti¢na
anemija, okuzbe).

Vsem je bil odvzet vzorec popkovni¢ne
krvi (2 ml) takoj po porodu in kontrolni vzo-
rec 3. dan (2-krat o,5ml) hkrati z odvzemom
za druge rutinske presejalne teste (fenilke-
tonurija, hipotireoza). Vzorci krvi so bili
odvzeti v vakutejnerske in mikrotejnerske
epruvete z antikoagulantom K,EDTA. Vsi
vzorci krvi so bili zas¢iteni pred svetlobo in
hranjeni na 4° C do dolo¢itve koncentracije
bilirubina. Studijo je odobrila Komisija za
medicinsko etiko Republike Slovenije (Ste-
vilka dopisa 33/05/04), starsi novorojenckov
so bili z raziskavo seznanjeni in so zavestno

Tabela 1: Znacilnosti zdravih donoSenih novorojenckov.

Stevilo(%)
Gestacija +SD (tedni)

BIL +SD (umol/L)
popkovni¢na kri

BIL +£SD (umol/L)
kontrolni vzorec 3. dan

Teza +SD (g)
ob porodu

Teza +SD (g)
3. dan zivljenja

102 (55) 83 (45)
40+1 39x1
31+9 317
177+79 171+73
3637+530 3362414
3473 £514 3187 +402

SD = standardni odklon, BIL = koncentracija bilirubina v krvi
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in obvesceno pristali na sodelovanje njiho-
vih novorojencev v raziskavi.

Koncentracija bilirubina je bila dolocena
s kolorimetri¢no metodo (Jendrassik-Grof)
na analizatorju Vitros Ektachem (Kodak)
po specifitcnem postopku za doloc¢anje ne-
onatalnega bilirubina, ki uporablja tehno-
logijo vecplastne reagentne ploscice in meri
obarvani produkt pri 400 in 460 nm, to sta
valovni dolzini, pri katerih imata molekuli
nekonjugiranega in konjugiranega biliru-
bina absorpcijski maksimum. Neonatalni
bilirubin je vsota nekonjugiranega in konju-
giranega bilirubina in je znacilen za novoro-
jencke do starosti 14 dni.>**

Za statisti¢ne analize smo uporabili racu-
nalniska statisticna programa Excel in SPSS
15.0. Izracunali smo srednje vrednosti in
standardni odklon koncentracij bilirubina
v popkovni¢ni krvi in v kontrolnih vzorcih
3. dan ter srednje vrednosti in standardni
odklon porodnih tez in telesnih tez 3. dan
zivljenja. Za ugotavljanje statisticnih razlik
smo uporabili t-test in test Anova. Vrednost
p< 0,05 smo upostevali kot statisticno zna-
¢ilno. Normalnost porazdelitve spremen-
ljivk smo ugotavljali s testom Kolmogorov-
-Smirnov.

Diagnosti¢na obcutljivost je kazalec za
skupino tistih bolnikov s specifi¢éno bolezni-
jo, ki jih raziskava pravilno predvidi.** Za
presejalno metodo, ki ne zahteva posebnih
odlo¢ilnih ukrepov, je pomembna visoka
diagnosti¢na obcutljivost, ¢im blize 100 %,
da zajamemo vse potencialno bolne (vse re-
sni¢no pozitivne in ni¢ lazno negativnih) in
izklju¢imo iz opazovanja tiste novorojencke,
pri katerih razvoj bolezni ni verjeten.

Rezultati

V Tabeli 1 prikazujemo statisticno obde-
lane podatke 185 zdravih dono$enih sloven-
skih novorojenckov (55 % M, 45 % Z), vklju-
¢enih v raziskavo.

Normalnost porazdelitve za vse spre-
menljivke smo preverili s testom Kolmo-
gorov-Smirnov. Pri vseh je bila vrednost
p > 0,05, zato smo za izracune uporabili pa-
rametri¢ne statisticne metode.

S t-testom smo ugotavljali razliko v tezi
med spoloma in razliko v koncentraciji bili-
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rubina med spoloma. Novorojencki se med
spoloma razlikujejo glede na porodno tezo
(p < 0,001) in telesno tezo 3. dan (p < 0,001).
Med spoloma pa ni statisticno znacilnih raz-
lik v koncentraciji bilirubina (popkovni¢na
kri: p = 0,938; vzorec krvi 3. dan: p = 0,631).

Od 185 novorojenckov jih je 117
(63,2%) razvilo fiziolosko zlatenico (BIL
3.dan<220umol/L) s povpre¢no kon-
centracijo bilirubina v popkovni¢ni krvi
28 + 7,8 umol/L, 68 novorojenckov (36,8 %)
pa je v prvih treh dneh Zivljenja razvilo
bolezensko zlatenico s povpreéno kon-
centracijo bilirubina v popkovni¢ni krvi
35+ 78 umol/L. V casu hospitalizacije je 20
(10,8 %) novorojenckov doseglo tako viso-
ko koncentracijo bilirubina, da so potrebo-
vali fototerapijo,” ti pa so imeli povpre¢no
koncentracijo bilirubina v popkovni¢ni krvi
40 + 8,5 umol/L. Skupina neobsevanih no-
vorojenckov z zmerno bolezensko zlatenico
(48 (25,9 %)) je imela povpre¢no koncentra-
cijo bilirubina v popkovni¢ni krvi 33+6,7
umol/L (Tabela 2).

Po Kklini¢nih ocenah pediatrov v dispan-
zerjih so posamezni novorojencki iz nase
preiskovane skupine razvili tudi podalj$ano
hiperbilirubinemijo, vendar koncentracije
bilirubina po odpustu iz porodnisnice ni-
smo preverjali.

Novorojencke smo glede na klini¢ne
znacilnosti prisotne zlatenice razdelili v
skupini in izracunali srednje vrednosti ter
standardni odklon koncentracij bilirubina
(Tabela 2). Kot mejo med fizioloskim in bo-
lezenskim obmoc¢jem smo upostevali kon-
centracijo bilirubina 220 umol/L v kontrol-
nem vzorcu 3. dan. Med skupinama je bila
koncentracija bilirubina statisti¢no znacilno
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razliéna (popkovni¢na kri p=o0,001; kon-
trolni vzorec 3.dan p = 0,034) (Tabela 2).

Na podlagi dobljene mejne vrednost bili-
rubina 28 umol/L v popkovni¢ni krvi lahko
z 85,3-odstotno diagnosti¢no obcutljivostjo
napovemo tveganje za razvoj bolezenske
zlatenice novorojencka in s 100-odstotno
obcutljivostjo napovemo, da novorojencki
pod to mejno vrednostjo ne bodo potrebo-
vali fototerapije. Diagnosti¢na specificnost
presejalnega testa ob upostevanju te mejne
vrednosti bilirubina v popkovni¢ni krvi je
60,7 % za preiskovano skupino zdravih no-
vorojenckov.

Razpravljanje

Zgodnji odpust novorojenckov vdomaco
oskrbo 3 dni po rojstvu Se vedno vzbuja skrb
zaradi tveganja za razvoj hude neonatalne
hiperbilirubinemije, ki zahteva specifi¢no
obravnavo, da bi preprecili trajno okvaro
mozganov in kroni¢ne nevroloske poskod-
be. Prav gotovo bi bila poleg klini¢ne ocene
pediatrov in transkutanega merjenja biliru-
bina dobrodosla neinvazivna laboratorijska
metoda, s katero bi lahko Ze zgodaj ocenili
resnost stanja z dobro napovedno vredno-
stjo. Ker je vzorcenje krvi pri novorojenc-
kih tezavno in omejeno glede volumna, se
iS¢ejo nove moznosti. Cilj nase raziskave je
bil preveriti uporabnost dolo¢itve bilirubina
v popkovni¢ni krvi za napoved bolezenske
neonatalne hiperbilirubinemije oziroma hi-
perbilirubinemije, ki zahteva fototerapijo.

Ze leta 1986 je Rosenfeld analiziral sku-
pino 180 donosenih novorojenckov glede
na njihovo tveganje za razvoj hude hiper-
bilirubinemije. Zakljucil je, da imajo novo-

Tabela 2: Srednja vrednost in standardni odklon (SD) koncentracij bilirubina v popkovni¢ni krvi in
kontrolnem vzorcu za skupini novorjenckov z zmerno in hudo zlatenico.

Klini¢na znacilnost
skupine

Zmerna
(n=48)

BIL+SD (umol/L)
popkovni¢na kri

BIL+SD (umol/L)
kontrolni vzorec 3. dan

33+6.7

239+33.1

*BIL 3.dan =220 umol/L
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Bolezenska zlatenica® (n = 68)

Statisticna
znacilnost

40+8.5 p=0.001

260+45.5 p=0.034
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rojencki s koncentracijo bilirubina v pop-
kovni¢ni krvi <34 pmol/L le 4 % moznosti,
da razvijejo hudo zlatenico, v primerjavi s
25-odstotno verjetnostjo pri novorojenckih
s koncentracijo bilirubina >34 pmol/L, s
tem pa tudi vecjo verjetnost, da bodo potre-
bovali fototerapijo.”* Knudsen je v svoji §tu-
diji predstavil rezultate, ki kazejo, da imajo
zlateni¢ni novorojencki Ze v popkovni¢ni
krvi vi§jo koncentracijo bilirubina kot ne-
zlateni¢ni. Omenjeni avtor je ugotovil, da le
2,9 % novorojenckov razvije zlatenico, ce je
koncentracija bilirubina v popkovni¢ni krvi
manjsa od 20 umol/L, medtem ko se zlateni-
ca razvije pri 85 % novorojenckov, ¢e je kon-
centracija > 40 pmol/L. Od tega jih kar 57 %
potrebuje fototerapijo.*®

Izsledki nase $tudije kazejo, da je bilo
glede na postavljeno mejo vrednosti BIL
220 pmol/L 3. dan po rojstvu 36,8 % novo-
rojenckov z bolezensko zlatenico, od teh jih
je 10,8 % v casu hospitalizacije potrebovalo
fototerapijo. Povpre¢na koncentracija bili-
rubina v popkovni¢ni krvi pri skupini no-
vorojenckov z bolezensko zlatenico, ki so
potrebovali fototerapijo, je bila 40 umol/L,
za razliko od skupine novorojenckov s fizi-
olosko zlatenico, kjer je bila ta koncentra-
cija 28 pmol/L (p <0,001), kar se priblizuje
ugotovitvam Knudsena. Tudi v kontrolnem
vzorcu 3. dan je koncentracija bilirubina sta-
tisticno znacilno razlicna med omenjenima
skupinama. Zaklju¢imo lahko, da je pop-
kovni¢na kri primeren vzorec za napoved
ogrozenosti novorojenckov glede razvoja te
bolezni.

V preiskovani skupini novorojenckov
smo odkrili visok odstotek hiperbilirubine-
mi¢nih novorojenckov in tudi tistih, ki so
potrebovali fototerapijo. Zato smo postavili
dobljeno mejno vrednost bilirubinov pop-
kovni¢ni krvi na 28 umol/L, da bi zajeli vse
potencialno ogrozene. 56,2% novorojenc-
kov od celotne preiskovane skupine (185)
je imelo vrednost bilirubina v popkovni¢ni
krvi > 28 umol/L; v skupini z bolezensko zla-
tenico kar 85,3 %, med obsevanimi pa vsi. V
skupini s fiziologko zlatenico je bilo 39,3 %
novorojenckov s koncentracijo BIL nad 28
pmol/L, ki pa kasneje niso razvili bolezen-
skega stanja, vendar vecja pozornost nika-
kor ni odve¢ tudi pri teh novorojenckih.

Kitajski raziskovalci so v nedavno obja-
vljeni $tudiji postavili mejno vrednost bili-
rubina v popkovnic¢ni krvi 35 umol/L za na-
poved razvoja hiperbilirubinemije, pri kateri
je diagnosti¢na obcutljivost 68,3-odstotno.**
Za naso preiskovano skupino novorojenck-
ov bi omenjena mejna vrednost bilirubina v
popkovni¢ni krvi predstavljala 42,6-odsto-
tno diagnosti¢no obcutljivost, diagnosti¢na
specifi¢nost pa bi bila 84,6-odstotno.

Nasi rezultati preiskovane skupine zdra-
vih donos$enih novorojenckov so pokazali,
da s postavljeno mejno vrednostjo bilirubi-
na 28 umol/L v popkovnic¢ni krvi lahko na-
povemo bolezensko hiperbilirubinemijo no-
vorojenckov in tiste, ki zdravljenja ne bodo
potrebovali.

Raziskave genetskega ozadja, ki jih prav
tako obsega nasa razirjena raziskava, bodo
morda pojasnile vzroke za dolzino trajanja
hiperbilirubinemije in nakazale povezanost
podaljsane hiperbilirubinemije z genotipom
in s spolom.*”

Zakljuéki

Do sedaj v Sloveniji $e nismo uporabi-
li metode za napoved hiperbilirubinemije
novorojenckov. Iz rezultatov nase raziskave
lahko zaklju¢imo, da je dolo¢anje koncentra-
cije bilirubina v popkovni¢ni krvi uporaben
kazalec za napoved razvoja bolezenske zlate-
nice pri zdravih dono$enih novorojenckih.
Ob upostevanju dobljene mejne vrednosti
28 umol/L lahko s 8s,3-odstotno diagno-
sticno obcutljivostjo napovemo bolezensko
hiperbilirubinemijo in s 100-odstotno ob¢u-
tljivostjo napovemo, da novorojencki pod to
mejno vrednostjo ne bodo potrebovali foto-
terapije. Diagnosti¢na specifi¢nost presejal-
nega testa je 60,7 %.

Ker je postopek odvzema popkovnicne
krvi popolnoma neinvaziven, predanalitske
napake, ki bi lahko vplivale na rezultat ana-
lize pa minimalne, predlagamo doloc¢anje
bilirubina v popkovni¢ni krvi kot presejalni
test, ki bo neonatologom v pomoc¢ pri loce-
vanju med novorojencki z nizko in novoro-
jencki z visoko stopnjo tveganja za razvoj
bolezenske hiperbilirubinemije in pri odlo-
¢anju o ukrepih za znizevanje koncentracije
bilirubina.
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Zahvala

Zahvaljujemo se osebju neonatalnega od-

delka Splosne bolnisnice Celje za prijazno in
strokovno sodelovanje pri zbiranju vzorcev
krvi ter vsem sodelujocim starsem za privo-
litev.
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