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Seznam pouzitych zkratek

PROM (preterm prelabor rupture of membranes)
p p p

predcasny odtok plodové vody pred terminem porodu

MIAC mikrobialni invaze do amnialni dutiny
GBS streptokok skupiny B

HCA histologickéa chorioamnionitida

IL-1 Interleukin 1

IL-1B8 Interleukin If

IL-6 Interleukin 6

IL-8 Interleukin 8

sSRAGE solubilni receptor pro produkty pokrocilé glykace
TLR Toll-like receptor

TNF tumor necrosis faktor

TNF-a tumor necrosis faktor o

AMC aminocentéza

MMP matrixmetalloproteinazy

TAT trombin-antitrombinovy komplex

TF tkaniovy faktor

TFPI inhibitor tkanového faktoru

AT Antitrombin

fFN fetalni fibronektin

V-Leiden Leidenska mutace

IAI intraamnialni zanét

CRP C-reaktivni protein

AFI index plodové vody

LF UP Lékarska fakulta Univerzity Palackého
FN Olomouc Fakultni nemocnice Olomouc

WBC pocet leukocyta

T testovaci pas

anti-hIL-6 monoklonalni protilatka specificka pro interleukin 6
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EOS Casna novorozenecka sepse

LOS pozdni novorozenecka sepse

PMNss polymorfonukleary

NOD proteiny nukleotidové oligomeriza¢ni domény
SNP (single nucleotide polymorphisms)

jednonukleotidové polymorfizmy

CASP-1 kaspaza-1

AFP Alfa fetoprotein

SD smérodatna odchylka

PNC Penicilin

IQR interkvartilni rozmezi

CI interval spolehlivosti

RCO Receiver Operating Characteristic

AUC (area under the ROC Curve)
plocha pod kiivkou

PAMS molekularni vzor asociovany s patogeny

FDIU Intrauterinni fetalni umrtnost

DNA (deoxyribonucleotic acid)

kyselina deoxyribonukleova
FPR (false positive rate)

faleSna pozitivita
GA (gestational age)

gestaCni stari
PCR (Polymerase chain reaction)

polymerazova fetézova reakce



Souhrn

Disertacni prace je zaméfena na studium pficin a dasledkt predCasného odtoku plodové
vody pred terminem porodu (pPROM). Cilem piedlozené prace je shrnuti soucasnych znalosti
o patofyziologii prfedCasného porodu v souvislosti s pfedCasnym odtokem plodové vody a
posouzeni role transabdominalni amniocentézy v expektacnim managementu u pPROM.
Dalsim cilem prace bylo vyhodnotit koncentrace IL-6 v plodové vod¢ ziskané z amniocentéz u
zen s pPROM raznymi metodami a stanovit cut-off (hrani¢ni) hodnoty pro diagnostiku
intraamnialniho zanétu. Na naSem pracovisti jsme s vyuzitim point of care testu stanovili cut-
off hodnotu koncentrace IL-6 v plodové vodé 1000 pg/ml. Studie zahrnovala 62 t€hotnych zen
s pPPROM v gestacnich tydnech mezi 22+0 a 34+0. Primérmy gestacni vék v dobé pPROM byl
31+0, pramérny gestacni vek pii porodu byl 32+1 a median od pPROM do porodu byl 112 hod.
Test s hodnotou IL-6 nad 1000 pg/ml (pozitivni 11-6 AMC) byl potvrzen u 12 zen (19,4 %)
median intervalu od pPPROM do porodu byl 56 h (min-max: 6,4-288). Test s hodnotou IL-6 pod
1000 pg/ml (negativni 1I-6 AMC) byl potvrzen u 51 zen (81,0 %). Novorozenecka umrtnost
byla 1,9 % a byla spojena s prematuritou. V dalsi studii ve spolupraci s FN v Hradci Kralové,
ktera zahrnovala 121 t€hotnych Zen mezi gestacnim tydnem 24 + 0 a 36 + 6, byla pouzita pro
stanoveni koncentrace IL-6 v plodové vodé metoda automatizovaného elektrochemi-
luminiscen¢niho imunotestu a ELISA testu. Prokazali jsme, ze koncentrace IL-6 v plodové vode
meéfené pomoci metody automatizovaného elektrochemiluminiscenéniho imunotestu silné
koreluji s hodnotami naméfenymi pomoci ELISA testu. Hrani¢ni hodnota koncentrace IL-6 v
plodové vodée stanovena pomoci automatizované elektrochemiluminiscen¢ni imunoanalytické

metody je 3000 pg/ml a tato je indikaci k diagnostice intraamnialniho zanétu u zen s pPROM.

Zavérem lze fict, ze sériova transabdominalni amniocentéza a stanoveni koncentrace IL-
6 v plodové vodeé pomaha identifikovat vysoky stuperi zanétu v plodové vodé u zen s pPROM.
Je to rozhoduyjici faktor pro vybér mezi aktivnim a expekta¢nim managementem u Zen s
pPROM. Prodlouzeni obdobi latence s expektacnim managementem nevedlo ke zvySeni
novorozenecké umrtnosti. NejvyznamnéjSim faktorem ovliviiujicim neonatalni morbiditu a
mortalitu je gestadni staii. Casna novorozenecka sepse se s vysokym rizikem vyskytuje po
predcasném odtoku plodové vody spojenym se zanétlivymi komplikacemi. Bylo by potiebné
provést dalsi studie, aby se zjistilo, zda se dlouhodobé neonatalni vysledky lisi podle specifické

zanétlivé reakce.



Summary

The dissertation is focused on the study of the causes and consequences of preterm
prelabour rupture of membranes (pPROM). The aim of the presented work is to summarize
current knowledge about the pathophysiology of preterm labor in connection with preterm
prelabour rupture of membranes and to assess the role of transabdominal amniocentesis in the
expectant management of pPPROM. Another goal of the work was to evaluate the concentration
of IL-6 in amniotic fluid obtained from amniocentesis in women with pPROM using different
methods and to establish cut-off values for the diagnosis of intra-amniotic inflammation. At our
workplace, using the point of care test, we set a cut-off value for IL-6 concentration in amniotic
fluid of 1000 pg/ml. The study included 62 pregnant women with pPROM between 22+0 and
34+0 gestational weeks. The mean gestational age at the time of pPROM was 31+0, the mean
gestational age at delivery was 32+1, and the median from pPROM to delivery was 112 hours.
An IL-6 test above 1000 pg/ml (positive 11-6 AMC) was confirmed in 12 women (19.4%), the
median interval from pPROM to delivery was 56 h (min-max: 6.4-288). A test with an IL-6
value below 1000 pg/ml (negative 11-6 AMC) was confirmed in 51 women (81.0%). Neonatal
mortality was 1.9% and was associated with prematurity. In another study in collaboration with
the National University of Health in Hradec Kralové, which included 121 pregnant women
between gestational weeks 24 + 0 and 36 + 6, the method of automated
electrochemiluminescence immunoassay and ELISA test was used to determine the
concentration of IL-6 in amniotic fluid. We have shown that amniotic fluid IL-6 concentrations
measured using automated electrochemiluminescence immunoassay methods are strongly
correlated with values measured using an ELISA test. The cut-off value of IL-6 concentration
in amniotic fluid determined using an automated electrochemiluminescence immunoanalytical
method is 3000 pg/ml and this is an indication for the diagnosis of intra-amniotic inflammation
in women with pPROM. In conclusion, serial transabdominal amniocentesis and determination
of IL-6 concentration in amniotic fluid helps to identify a high degree of inflammation in
amniotic fluid in women with pPROM. It is the deciding factor for choosing between active
and expectant management in women with pPROM. Extending the latency period with
expectant management did not lead to an increase in neonatal mortality. The most significant
factor affecting neonatal morbidity and mortality is gestational age. Early neonatal sepsis occurs
with high risks after preterm prelabour rupture of membranes associated with inflammatory
complications. Further studies would be needed to determine whether long-term neonatal

outcomes differ according to the specific inflammatory response.



1 Uvod

Pred¢asny odtok plodové vody pred terminem porodu (preterm prelabor rupture of
membranes; pPPROM) je definovany jako poruseni plodovych obald s odtokem plodové vody
pted 37. tydnem téhotenstvi, predchéazejici minimalné 2 hodiny nastupu pravidelné délozni
¢innosti [1]. Komplikuje vice nez 3 % vSech porodu. Pfiblizné ve 30 % je pPROM piicinou
predCasného porodu, a podili se tak vyznamné na perinatalni morbidite i mortalité. pPPROM lze
rozdélit podle gestacniho stafi na ¢asny (od 24+0 az 33+6 tydne t€hotenstvi) a pozdni (od 34+0
az 36+6 tydne té€hotenstvi). Nejvétsi pocet piipadi tvoii pPROM mezi 34. a 37. tydnem
téhotenstvi (tzv. pozdni pPROM).

jsou zkracené délozni hrdlo ¢i intraamnialni infekce [2]. Pocet pred¢asnych poroda zavisi i na
véku rodigky, jak je ukazano v tabulce, kterou zpracoval Cesky statisticky ufad pro Ceskou

republiku. (tab. 1).

Vék 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019 | 2020

-19 10,1% | 10,7% | 10,7% | 10,2% | 10,6% | 10,6% | 9,7% | 10,4% | 10,4% | 10,2%

20-24 | 7.8% | 83% | 86% | 1.8% | 79% | 80% |83% | 7.5% | 14% | 7.4%

25-29 | 78% | 19% | 7% | 14% | 70% | 74% | 6,9% | 6,6% | 6,6% | 6,1%

30-34 | 77% | 79% | 80% | 13% | 73% | 69% | 6,8% | 6,6% | 62% | 6,4%

35-39 83% | 89% | 93% | 84% | 79% | 7.9% | 79% | 71% | 7.6% | 7.1%

40+ 11,7% | 10,9% | 10,5% | 10,8% | 9,5% | 10,0% | 8,0% | 8,5% | 86% | 8.5%

Celkem | 80% | 83% | 84% | 7.8% | 7.5% | 15% | 73% | 69% | 69% | 6,7%
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Tabulka & 1. PredGasné narozené déti v Ceské republice v zavislosti na véku rodi¢ky v letech

2011-2020

2 Patofyziologie pred¢asného porodu v souvislosti s pPROM

Klic¢ovou roli v etiologii pPPROM ma v§ak infekce v choriodecidualnim prostoru a zanét.
Biochemické procesy u Zzen s pPPROM jsou provazeny nartistem matrixmetalloproteinaz MMP
v plodové vode a poklesem jejich inhibitort. Behem pred¢asného porodu stimuluji tvorbu MMP
predevsim prozanétlivé cytokiny a prostaglandiny [3]. Tyto procesy vedou k poruseni
celistvosti plodovych membran, lokalnimu zanétu a ascendentni bakterialni kolonizaci s
rozvojem intraamnialni zanétlivé invaze (MIAC-microbial invasion of the amniotic cavity) [4].
S rozvojem pPROM mohou souviset vaskularni 1éze v placenté, pfipadn€ 1 patologické
transformace spiralnich arterii, ater6za a decidualni vaskulopatie, tedy fibrinoidni nekroza a

tromboza decidualnich cév ¢i genetické predispozice [5].

2.1 Intraamnialni infekce

Intraamnialni infekce (MIAC) zavisi na gestacnim stafi a komplikuje pPROM u 20-50
% pripadu [6]. Nejcastéji se vyskytujici bakterie v plodové vod€ jsou genitalni mykoplazmata
(Ureaplasma urealyticum, Ureaplasma parvum a Mycoplasma hominis). Tyto mikroorganismy
jsou soucasti poSevni flory abézné kolonizuji 1 choriodecidudlni prostor. U pacientek
s pPPROM tvoii 70-80 % vSech mikrobialnich nalezi v plodové vodé. [7]. Intenzita zanétu,
ktery genitalni mykoplazmata vyvolaji, je zavisla na jejich mnozstvi v plodové vod¢e. Velké
mnozstvi mykoplazmat vede k velmi zdvaznému a intenzivnimu intraamnialnimu zanétu. [8].
Narozdil od ostatnich bakterii genitalni mykoplazmata vyvolaji zanétlivou odpovéd’, ktera vSak
neni spojena s produkci prostaglandint, a tedy jejich pfitomnost v plodové vodé vétSinou
nevyvolava nastup délozni Cinnosti. Slaby intraamnidlni zanét vyvolad jen malé mnozstvi
genitalnich mykoplazmat a pfi nalezu genitalnich mykoplazmat v plodové vodé
z druhotrimestralni aminocentézy z genetické indikace nemusi vést ke vzniku histologické

chorioamnionitidy (HCA) a nemusi byt vzdy spojen se Spatnym téhotenskym vysledkem [9].

HCA souvisi s vysokou koncentraci zanétlivych mediatora v plodové vodé, vCetn€ piirozenych

inhibitort cytokinu (solubilni TNF receptory p55 a p75) a proinflamatornich cytokinti (TNF-a,
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IL-1B, IL-6 a IL-8) [10]. Mikrobiologické vySetieni se provadi po odbéru vzorku plodové vody
transabdominalni amniocentézou. Intrauterinni infekce je pak jednou z pficin, které vedou k
nastupu predcasné délozni aktivity a k pPPROM. HCA tedy uzce souvisi s pPPROM, zhorSuje
perinatalni morbiditu [11] a zvySuje riziko pfedasného porodu [12]. Uplatiiuji se bakterialni
fosfolipazy [13], bakterialni endotoxiny [14] a cytokiny (napf. interleukin 1 (IL-1) [15], tumor
necrosis faktor a (TNF-a) a interleukin 6 (IL-6) [16]. Diagn6za HCA je stanovena az na
podkladé difuzni infiltrace placentarnich tkani leukocyty, protoze vétSinou probiha bez
ziejmych klinickych pfiznaka [17]. IL-6 je pfedev§im mediatorem zanétu, inflamatorni cytokin,
ktery se ucastni patogeneze ruznych onemocnéni [18]. Produkuji ho zejména makrofagy,
fibroblasty, endometrialni stromalni buiiky a takeé trofoblasty [19]. Cytokiny jsou produkovany
infiltrujicimi makrofagy a fetalnimi krevnimi elementy v decidui a v chorionu [6]. ZvySené
hladiny IL-6 ve fetalni krvi koreluji se zvySenym rizikem vzniku z&vaznych perinatalnich
postizeni plodu typu bronchopulmonalni dysplazie ¢i periventrikularni leukomalacie [20]. Také
je tifeba vzit v Gvahu roli neutrofili plodu, které poskytuji dilezitou obranu proti bakteriim.
Z dtvodu nezralosti fetalnich neutrofila je naruSena jejich funkce. U predCasné narozenych

novorozencu je schopnost zabijet bakterie extracelularné snizena [6].
2.2 Chorioamnionitida a materské a novorozenecké vysledky

Chorioamnionitida je spojena svysokym rizikem c¢asné novorozenecké sepse a
nekrotizujici enterokolitidou u novorozenct. Histologicka chorioamnionitida (difuzni infiltrace
neutrofild v pupecniku) souvisi s po§kozenim mozku u pred¢asné narozenych déti. Po pPPROM
v druhém trimestru bakterie rychle kolonizuji povrchy amnialni membrany, chorionu, decidui,

kaze plodu a sliznice, tak i pupecni $naru [6].

2.3 Souvislost pPROM s poruchami hemostazy

U pacientek s pPROM byla prokazana vyssi stfedni plazmaticka koncentrace trombin-
antitrombinovych (TAT) komplexii ve srovnani st¢hotnymi s normalnim prabéhem
téhotenstvi [21,22]. Jednim z mechanismi pPROM je tedy aktivace koagulacni kaskady, ktera
vede ke zvySené tvorbé trombinu a muze byt disledkem decidualniho krvaceni, které vede k
tvorbé retroplacentarni srazeniny nebo k intraamniotické infekci, ktera maze vyvolat decidualni

krvaceni a subklinickou abrupci stejné€ jako zvySené intraamniotické TAT komplexy [23,24].
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Dale muze aktivace koagulacni kaskady vést ke zvySeni matefské systémové zanétlivé
odpovédi, ktera muze aktivovat vnéjsi cestu koagulace v dusledku exprese a uvoliovani
tkariového faktoru (TF) aktivovanymi monocyty [25,26]. Tyto mechanismy vedou ke zvySené
tvorbé trombinu, ktera je spojena se stimulaci sekrece matrix metaloproteinaz (MMP)
decidualnimi bunkami (tj. MMP-1 a MMP-3), které mohou degradovat extracelularni matrix
chorioamniotickych membran [27,28]. Dale muze dojit k aktivaci myometria a tvorbé
déloznich kontrakei, které mohou vést k pfed¢asnému porodu s nebo bez ruptury membran a
naslednému predcasnému porodu [29,30]. Tkaniovy faktor je soucasti u¢inného hemostatického
mechanismu v délozni sténé€, ktery je aktivovan v prubéhu normalniho téhotenstvi béhem
implantace a po porodu. Tento hemostaticky mechanismus vSak mize byt aktivovan i v
disledku patologického decidualniho krvaceni u téhotenstvi komplikovanych abrupci placenty

a intraamniotickou infekci [31,32].

Tehotenské komplikace souvisi tedy se zménami koncentraci TF a inhibitoru tkanového
faktoru TFPIv plazmé& matky a v placenté. Plazmatické koncentrace TF a volného TFPI u matky
jsou vyssi u zen s preeklampsii nez u pacientek s normalnim téhotenstvim [33]. Koncentrace
placentarniho TF a exprese mRNA jsou vySsi u pacientek s tézkou preeklampsii nez u pacientek
s normalnim téhotenstvim [34]. Naproti tomu placenty pacientek s gestacnimi vaskularnimi
komplikacemi (preeklampsie, eklampsie, fetalni ristova restrikce, abrupce placenty a smrt
plodu) maji niz§i koncentrace celkového TFPI a exprese mRNA v placentach nez u pacientek

s normalnim téhotenstvim [35].

U pacientek s pPROM byla v plazmé prokazana zvySena tvorba trombinu jako dusledek
aktivace koagulacni kaskady a vyznamné vyssi stfedni plazmaticka koncentrace TF nez u Zen
s normalnim teéhotenstvim. Naopak stfedni plazmaticka koncentrace TFPI byla vyznamné nizsi

u pacientek s predCasnym PROM nez u pacientek s normalnim téhotenstvim [36].

2.4 Genetické predispozice

Vyznamnou oblast v ramci etiologie pred¢asného porodu piedstavuje i ovéfeni genetické
predispozice. Studie na dvojcatech prokazaly souvislost s dédi¢nosti v rozsahu od 17-40 %
[37]. Polymorfismy v n€kolika genech byly spojeny se spontannim pfedCasnym porodem.

Vysledky studii na dvojcatech ukazaly, ze jak matefské, tak 1 fetalni genomy piispivaji k
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nacasovani porodu. Odhaduje se, ze kombinované matefské a fetalni genetické faktory
pfispivaji vice jak 30 % k riziku pfedcasného porodu [38,39,40].

Jednou z Casto pouzivanych technik k identifikaci genetickych rizikovych faktort je
studium polymorfizmi kandidatnich gend, které piimo ovéiuji expresi a funkci vybranych genti
jako i ovéreni specifickych genetickych variant. Studie kandidatnich genti ukazaly, ze nékteré
polymorfismy v genech kodujicich matrix metaloproteinazy, cytokinové receptory a dalsi
slozky vrozeného imunitniho systému vyznamné souvisi s pfedéasnym porodem [41,42].

Se spontannim predCasnym porodem je spojen piedev§im intraamnialni zanét. Tento
patologicky zanétlivy proces muze byt zpusoben mikroorganismy, které napadaji amnialni
dutinu (tj. intraamnialni infekce) nebo na molekularni urovni nebezpecnymi alarminy
uvolnénymi beéhem bunécného stresu (). sterilni intraamnialni zanét) [43,44]. V obou piipadech
cytokiny, jako je interleukin (IL)-1 [45], IL-6 [46], IL-8 [47,48] a tumor nekrotizujici faktor
alfa (TNF-a) [49,50] hraji ustfedni roli v patofyziologii pred¢asného porodu. Ze vSech téchto
cytokind je IL-IB centralnim mediatorem v patologickém procesu pred¢asného porodu, protoze
muze stimulovat expresi a uvoliovani dalSich mediatori porodu, jako jsou prostaglandiny
[51,52]. Podavani IL-1p zptasobuje piedcasny porod u mysi a jinych nez lidskych primata, ktery
1ze prerusit podanim antagonisty receptoru IL-1B, coz potvrzuje kliCovou roli tohoto cytokinu
v mechanismech odpovédnych za pred¢asny porod v ramci zanétu [47,53,54,55].

U spontannich pfed¢asnych poroda je zkoumany inflammasom, ktery predstavuje
multiproteinovy komplex umistény v cytoplazmeé bunék, jejiz aktivace indukuje transformaci
pro-IL-1B [56] (nezralé formy) na zralé/bioaktivni formy IL-1B pisobenim aktivni kaspazy-1
(CASP-1) [57]. (obr. 1)
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Obrazek 1. Zakladni mechanismus aktivace inflamasomu v chorioamnialnich membranach

Patogeny asociované molekularnimi vzory (PAMP) a/nebo signaly nebezpeci (tj. alarminy) v

amnialni dutiné muzou indukovat aktivaci inflammasomového komplexu [NLR rodina

pyrinové domény obsahujici protein (napi. NLRP3) + adaptorovy protein nebo ASC (Apoptosis

Associated Speck-Like Protein) + pro-kaspédza-1] v chorioamnialnich membranach. Aktivace

inflammasomu vyvold uvolnéni aktivnich forem kaspazy-1, které se podili na zpracovani

interleukinu (IL)-1p a IL-18 v plodové vodé.

Pievzato z Strauss J. F., Romero R., Gomez-Lopez N., Spontaneous preterm birth: advances

toward the discovery of genetic predisposition. Am J Obstet Gynecol. 2018 March ; 218(3):

294-314.e2. doi:10.1016/j.ajog.2017.12.009. DOI: 10.1016/j.ajog.2017.12.009
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Inflammasomovy komplex obsahuje:

1) senzorické misto receptoru

2) adaptorovy protein ASC (speck-like protein spojeny s apoptdzou)
3) pro-kaspaza-1 (pro-CASP-1) [57,58].

ASC slozka inflammasomového proteinu je kodovana genem PYCARD a zahrnuje dvé
domény: jednu pyrinovou doménu a jednu aktivacni a rekrutatni doménu kaspazy (CARD)
[59].

Po aktivaci inflammasom indukuje uvolnéni aktivnich forem CASP-1, ktery se zase podili na
zpracovani IL-1P a IL-18 [56] (obr. 1), vyvolavajici prozanétlivou programovanou bunécnou
smrt nazyvanou pyropt6za[60]. Dikazem na podporu ucasti inflamasomu na mechanismech
porodu se zanétlivou komlikaci je to, ze koncentrace CASP-1 v plodové vodég, IL-1B a IL-18
jsou vyssi u zen, které maji v anamnéze spontanni predCasny porod s intraamnialni infekci nez
u pacienti bez tohoto klinického stavu. Kromé toho mnozstvi proteinu 3 obsahujiciho
pyrinovou doménu rodiny NLR (NLRP3, (inflammasom-recruiting pattern recognition
receptor), aktivni formy CASP-1 stejné jako zralé formy IL-1B a IL-18 jsou zvySeny v
chorioamniotickych membranach u zen, které podstoupily spontanni prfedCasny nebo porod
v terminu s akutnim histologickym nélezem chorioamnionitidy ve srovnani s pacientkami bez
této placentarni 1éze. Akutni histologicka chorioamnionitida je spojena s intraamnialni infekci
a sterilnim intraamnialnim zénétem [43,46,61]. Inflammasom se tedy podili na fyziologickych
a patologickych zanétlivych procesech [62,63] (obr. 1).

Dalsi receptory, které se podili na mechanismech vedoucich k zanétlivym procesim spojenych
s porodem jsou proteiny 1 a 2 kdédované nukleotidy vazanymi oligomerizaénimi doménami
(NOD1, NOD2) [63, 64]. Tyto intracelularni molekuly rozpoznavaji bakterialni
peptidoglykanové segmenty a alarminy bez tvorby zanétd. NOD proteiny piimo aktivuji
IL-18. V mysich dendritickych burikach bylo prokazano, ze NOD proteiny mohou také pusobit
synergicky s inflammasomovymi slozkami (napf. NLRP3) pro posileni imunitni reakce [65].
Chorioamnialni membrana a myometrium exprimuji oba NOD proteiny béhem fyziologickych
a patologickych zanétlivych procest predcasného porodu a porodu v termin [66].

Dale byly studovany u PPROM geny, které jsou spojené se zanétlivym onemocnénim
sttev a s PROM (CARDS, NOD2, TLR10, DEFB1, MBL2) a s periodontalnim onemocnénim
(DEFB1, MBL2). Na zakladé objevu mutaci v genech u pacientek s PROM, kdy tyto mutace
byly dfive spojovany se zanétlivym onemocnénim stifev (CARDS, NOD2, TLR10, DEFBI,
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MBL2) a periodontalnim onemocnénim (DEFB1, MBL2), se odhaduje, ze existuje spolecny
geneticky substrat, ktery je zakladem asociace zanétlivého onemocnéni stfev, periodontalniho
onemocnéni a spontanniho pred¢asného porodu. Z tohoto modelu vyplyva, ze se jejich vyskyt
prekryva spise kvili genetické podobnosti nez kvili kauzalnimu vztahu, jak bylo navrzeno pro

periodontalni onemocnéni a pred¢asny porod [67,68] (obr. 2).

PPROM

CARDG6
NLRPI10
NLRPI2

TRL10
DEFBI

NOD2

BL -
CARDS il

Ulcerozni
kolitida

Obrazek 2. Piekryvajici se genové mutace u PPROM, Crohnovy choroby, ulcerozni kolitidy a
periodontalniho onemocnéni.

Pievzato z Strauss J. F., Romero R., Gomez-Lopez N., Spontaneous preterm birth: advances
toward the discovery of genetic predisposition. Am J Obstet Gynecol. 2018 March; 218(3):

294-314.e2. doi:10.1016/j.aj0g.2017.12.009. DOL: 10.1016/j.aj0g.2017.12.009
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Zanétlivé onemocnéni stfev (Crohnova choroba a ulcerdzni kolitida) je spojeno s
nepiiznivymi vysledky téhotenstvi vCetné pred¢asného porodu, porodu v nizkém gestacnim
stari, nizké hmotnosti plodu a vrozenych anomalii. T€hotné zeny se zanétlivym onemocnénim
stfev, které maji vysoky stupen aktivity onemocnéni, jsou vystaveny mnohem vys§imu riziku
predcasného porodu nez ty, které béhem téhotenstvi nevykazuji aktivitu onemocnéni [67,68].

Dalsi studie dokazuji, ze zanétlivé onemocnéni stiev je spojeno se zvySenym rizikem
onemocnéni parodontu. Onemocnéni parodontu souvisi jak se zanétlivym onemocnénim stiev,
tak 1 s pfedCasnym porodem [69]. Souvislost mezi pfedCasnym porodem a periodontalnim
onemocnénim je dana translokaci bakterii do placenty a do plodové vody, stejné jako systémova
zanétliva reakce na periodontalni onemocnéni, kterd ma chronickou povahu. Nedavna studie
neprokazala zadnou souvislost mezi parodontdézou a mikrobidlni invazi do amniové dutiny
(MAIC) a intraamnialnim zanétem (IAI). Je mozné, ze souvislost mezi piedCasnym PROM a

parodontdézou muze byt zpuisobena piehnanou systémovou zanétlivou reakci [70,71,72].

Dale byly sledovany zeny s bakterialni vagindzou a soucasne s mutaci genu pro TNF-
alfa (Tumor necrosis factor alfa), které nasledné maji 10krat vyssi riziko predCasného porodu
nez zeny s bakterialni vagindézou bez vySe uvedené mutace [73]. Vyznamnou ulohu v
etiopatogenenezi mnoha zavaznych stavii ma geneticky podminéna trombofilie, ktera je spojena
se zvySenym rizikem nejen pfedCasného porodu, ale i matefské a perinatalni morbidity a
mortality. Trombofilni stavy se vyznamné uplatiiuji v etiopatogenezi preeklampsie,
intrauterinniho umrti a rustové retardace plodu, abrupce placenty, predCasnych porodu a
recidivujicich spontannich potratt [74,75,76,77]. Trombofilie je vrozena nebo ziskana porucha
hemostatického mechanizmu, charakterizovana zvySenou tendenci ke krevnimu srazeni a
trombotizaci [74]. Vrozena forma souvisi s mutaci genti kodujicich faktor V-Leiden (Leidenska
mutace), protrombin G20210A, dale hyperhomocysteinemii, autozomalné dédi¢ny deficit
antitrombinu (AT), proteinu C a proteinu S. Leidenskd mutace je nejcCastéjSim
diagnostikovanym geneticky podminénym trombofilnim stavem. Vyskytuje se azu péti procent
evropské populace. Vrozené trombofilni stavy jsou odpoveédné za znanou Cast zavaznych stavi
v prubéhu tehotenstvi, porodu a Sestinedéli. Riziko tromboembolie je priblizné 8krat vyssi u
nositelek téchto poruch ve srovnani se zdravou populaci téhotnych [74,78,79].

Kromé tromboézy hlubokého Zilniho systému dolnich koncetin a plicni embolie muze
dochazet k tromboze napt. sagitalniho sinu, pfipadné mezenterické nebo portalni zily.
Specifické postaveni ma antifosfolipidovy syndrom [80]. Nekteré studie ukazuji na 33 %

incidenci u pfibuznych osob s APS. Dalsi studie prokazala asociaci mezi vyskytem aCL

18



(antikardiolipidovych) protilatek a skupinou lidi nesoucich nékteré z HLA gent, napi. DRw53,
DR7 (vétSinou u lidi hispanského puvodu) a DR4 (vétSinou u bélochi). V USA byly
antifosfolipidové protilatky nalezeny az u 5% zdravé populace. Existuje tedy predpoklad, ze
tento vyskyt bude stejny 1 v evropské poulaci.1 Téhotné s antifosfolipidovym syndromem maji
vys$si vyskyt t€hotenskych komplikaci jako je predCasny odtok plodové vody, preeklampsie,
téhotenska ztrata a pred¢asny porod pred 34 tydnem [81]. Pti pfitomnosti antifosfolipidovych
protidlatek je vyssi pravdépodobnost nepiiznivého vysledku té€hotenstvi. T€hotné s témito

rizikovymi faktory by mély byt peclivé sledovany béhem téhotenstvi [80].

3 Diagnostika pPROM

Idealni diagnosticky test by mél byt neinvazivni, rychly, pfesny, cenové dostupny,
jednoduse pouzitelny a snadno dostupny. PoruSeni plodovych obalG neni vyrazné patrné
pfiblizn€ u 20-25 % tehotnych zen, proto je vyzkum pro identifikaci idealniho diagnostického
testu je nezbytny [82]. V poslednich desetiletich bylo vyvinuto nékolik technik pro hodnoceni
PROM. Tyto metody zahrnuji nitrazinovy test, Ferniv test, test pro stanoveni fetalniho
fibronektinu (fFN) v cervikovaginalnim sekretu, intraamnialni injekce barviva a rizné rychlé
imunotesty pro detekci proteinovych markert ptitomnych ve vaginalni tekutin€. Diagnoza
pPROM je z 90 % priipadu stanovena pomoci anamnestického tdaje o odtoku plodové vody

a prukazem plodové vody v zadni klenbé poSevni pii vySeteni v zrcadlech [83].

Konvencni diagnostické testy zahrnuji ,,Nitrazinovy test” a ,, Ferntv test”. Nitrazinovy test
je konvencni test, ktery se pouziva od roku 1938 pro hodnoceni PROM. Tento pfistup vyuziva
testovani pH uniklé plodové vody, ale miize vést k nejednoznacnym vysledktim, zejména pokud
dojde k uniku plodové vody po hodiné nebo déle. Ferntv test je mikroskopicka metoda, ktera
byla poprvé popsana pro diagnostiku PROM v roce 1946. Je zalozen na zobrazeni plodové vody
v podobé arborizovanych krystala ve ,,vzoru palmovych listi“, kdy se pouzivaji k hodnoceni
mikroskopické techniky. Diagnostickou pfesnost Fernova testu ovliviiuje pfitomnost krve,
cervikalniho hlenu, semenné tekutiny nebo antiseptického roztoku v plodové vodé. Nalez fFN
v cervikovaginalnim sekretu muze byt znamkou degradace extracelularni matrix ve druhém a
tretim trimestru. Tento test je vysoce citlivy, ale s nizkou specificitou pro diagné6zu PROM.

S vyuzitim tohoto testu se da predvidat pred¢asny porod od 24 do 30 tydne téhotenstvi [84,85].
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Vyzkumna studie z 90. let stanovila 100 % diagnostickou piesnost s AFP (Alfa fetoprotein)
testovaci soupravou (monoklonalni anti-AFP sada protilatek) v diagnostice PROM nebo
podezieni na PROM mezi 11. a 40. tydnem t€hotenstvi. Kishida a kol. [86] popsali vylepSeny
AFP test s 95,7 % diagnostickou presnosti s vyuzitim AFP monoklonalni protilatky u pPROM.
Systematicky piehled od van der Ham et al. [87] posuzoval piesnost riznych testd v
diagnostikovani nejednoznaénych ptipadi PROM a porovnal AFP test s metodami, které
pouzivaji méfeni pH a IGFBP-1. Zjistil, ze test AFP ma 100% citlivost a specificitu;
vyzkumnici vSak nedoporucili tento konkrétni test vzhledem k omezenym dikazim pro
diagnostickou presnost u PROM. Singh a Bhat [88] provedli prospektivni studii k posouzeni
ucinnosti AFP testu v cervikovaginalnim sekretu k diagnostice PPROM ve 24 gestacnim tydnu
a zjistili, Ze tento test ma 88,9% citlivost a 98,5% specificitu. Kvalitni imunochromatograficky
diagnosticky test byl navrzen jako rychly point-of-care test, ktery vyuzivda monoklonalni
protilatku k detekci AFP a IGFBP-1 [89]. Komercné dostupné imunotesty, které detekuji dva
proteiny z plodové vody, tj. IGFBP-1 a AFP, funguji dobie i pfi kontaminaci plodové vody
krvi. Rovnéz byla zkoumana role mocoviny a kreatininu v tekutin€ po vyplachu pochvy jako
diagnostické metody u pacientek s PROM a povazovali je za spolehlivé a jednoduché
diagnostické testy pro PROM. Nedavno byl predstaven novy neinvazivni a rychly test pro
diagnostiku pPROM, ktery stanovuje interleukin-8 (IL-8) v plodové vodé ziskané pomoci
zafizeni oznaCovaného jako cervikalni sbérac plodové vody. Interleukin-8 je v plodové vode
analyzovan za ucelem predikce a monitorovani intraamnialniho zanétu u pPROM [90].
Nicméné je zapotiebi dalsi vyzkum k identifikaci biologickych markert k diagn6ze pPPROM.
Food and Drug Administration (USFDA) v USA doporucila testy pouzivané pro diagnostiku
odtoku plodové vody, které by mély byt soucasti celkového klinického stavu téhotnych. Testy
pro detekci predcasného odtoku plodové vody by se nemély pouzivat bez zhodnoceni celkového
klinického stavu kvili obavam z nepfesné interpretace vysledkid laboratornich testd. Rychla a
presnad diagnoza je charakteristickym znakem specifického managementu pro dané gestacni

stafi bez nezadoucich nasledka [91].
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4 Management pPROM

Ve vétsiné pripada diagnostikujeme pPROM na zakladé klinického vySetieni a
semikvantitativniho ultrazvukového hodnoceni (urCeni poctu plodu, polohy plodu, lokalizaci
placenty, mnozstvi plodové vody, odhadovanou hmotnost plodu). Zlatym standardem pro
diagnostiku je pozorovani uniku plodové vody. Odebereme material pro mikrobiologicky
rozbor ke stanoveni vagino-rektalni kolonizace beta hemolytickym streptokokem. Diagnoza
chorioamnionitidy je zalozena na pfitomnosti jednoho z nasledujicich pfiznaki: fetalni
tachykardie, horecka (nad 37,8 °C), tachykardie matky (nad 100 tepti za minutu), vysoka
hodnota leukocyti matky (pfes 15 000 leukocyti/mm). Provadime nasledujici laboratorni
vySetfeni: kompletni krevni obraz, C-reaktivni protein (CRP), analyzu moci a kultivaci moci.
Ultrazvukové vySetfeni ke stanoveni biometrie plodu, rezidualniho objemu plodové vody,
abnormalit placenty. Ve vétsin€ ptipadd vidime oligohydramnion, ktery je definovan jako
maximalni vertikalni osa plodové vody do hloubky <2 cm nebo index plodové vody (AFI) <5
cm). Kdykoli je to mozné, volime odklad porodu minimalné o 48 hodin. Pokud je gestacni veék
vyssi nez 24 tydnt a mensi nez 35 tydnt a nejsou zadné znamky chorioamnionitidy, abrupce
placenty, umrti plodu nebo postupujici porod, volime expektacni management. Vzhledem k
vysokému riziku infekce povazujeme antibiotickou terapii za povinnou. Z 1é€by empirické pii
znalosti mikrobilogického vysledku pfechazime na cilenou antibiotickou terapii dle citlivosti
[5,99]. Také je zahajena indukce plicni zralosti plodu kortikoidy. Pokud dojde k nastupu délozni
Ciinosti je pfidana tokolyticka terapie po dobu 48 hodin. Po ukonceni indukce plicni zralosti
plodu kortikoidy porod jiz netlumime a pfi nastupu pravidelné délozni Cinnosti ukoncujeme
téhotenstvi dle indikacnich kritérii. Pokud nedojde k nastupu pravidelné délozni Cinnosti
kontroluyjeme klinicky stav téhotné denné pomoci méfeni télesné teploty, odbéru CRP a
leukocytd z periferni krve matky. Pfi nardstu téchto hodnot ¢i klinickych znamkach

choriamnionitidy téhotenstvi ukoncujeme indukovanym porodem ¢i cisarskym fezem.

Klinické znamky chorioamnionitidy, hypoxie plodu nebo zdvazného vaginalniho krvaceni jsou
indikaci k ukoncCeni téhotenstvi. Zptisob ukonceni t€hotenstvi zavisi na porodnickém nalezu,
stavu t€hotné a plodu. V ostatnich ptipadech pPROM pred tydnem téhotenstvi 34+0 je vhodné
postupovat konzervativng. U téhotnych s pPROM v tydnu téhotenstvi 22+0 az 24+0, tzv. Seda
zOna, je nutné postupovat individualné po predchozi konzultaci s neonatologem, t€hotnou a jeji

rodinou [92].
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S Cil prace

Cilem predlozené prace je:

e shrnuti souCasnych znalosti o patofyziologii pred¢asného porodu v souvislosti

s pPPROM
e srovnani koncentraci interleukinu (IL)-6 v plodové vodé naméfenych pomoci
metody automatizovaného elektrochemiluminiscencniho imunotestu a ELISA

testu a stanoveni cut-off hodnoty koncentrace IL-6 pro intraamnialni zanét (IAI) u

pPROM

e analyzovani vysledkl z vySetfeni IL6 z aminocentézy, dale z vysledk( kultivace

z hrdla délozniho a kultivace z plodové vody z aminocentézy vybranych pacientek

e zpracovani vlastnich vysledku ziskanych na Porodnicko-gynekologické klinice LF

UP a FN Olomouc

e porovnani vlastnich vysledku s vysledky ostatnich autora

e optimalizace managementu péce o pacientky s pred¢asnym odtokem plodové vody

pred dokoncenym 34. tydnem téhotenstvi (pPROM).
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6 Metodika

6.1 Soubor pacientek a metodika pro hodnoceni role IL-6 point-of-care
testu v plodové vodé ziskané z amniocentéz u Zen s pPROM mezi 24. a

34. tydnem téhotenstvi

6.1.1 Soubor pacientek a management pPROM

Studie zahrnovala 62 téhotnych zen s pPPROM v gestacnim tydnu 22+0 az 34+0, které
byly pfijaty na Porodnicko-gynekologickou kliniku, Fakultni nemocnice Olomouc od kvétna
2015 do zafi 2018. Do studie byly zahrnuty zeny ve véku >18let s diagn6zou pPROM a s
jednocetnym téhotenstvim. Zahrnuty byly pouze zeny, které porodily po 24 tydnu téhotenstvi.
Ze studie byly vylouCeny téhotné, které mély znamky klinické chorioamnionitidy, hypoxie
plodu, viceCetné téhotenstvi nebo pokud byly pfitomné bud vrozené nebo chromozomalni
abnormality plodu a pfipady, kdy amniocentéza nebyla mozna. (tabulka 1 a obr. 5 kap. 7.1)
Klinicka chorioamnionitida byla diagnostikovana pii teplot¢ matky >37.8 °C a >2 z

nasledujicich kritérii:

(1) citlivost délohy

(2) zapachajici vaginalni vytok;

(3) matetska leukocytoza (pocet leukocytli > 15 000 bunék/mm?);
(4) matefska tachykardie (>100 tepti/min);

(5) fetalni tachykardie (>160 tepti/min) [93].

Do studie byly zahrnuty vSechny zeny, které podepsaly informovany souhlas a
absolvovaly rutinni prenatalni péci v souvislosti s pPROM. To zahrnovalo hospitalizaci,
aplikaci prenatalnich steroidii (betamethason acetat/fosfat 12 mg intramuskularné ve dvou
davkach s odstupem 24 hodin) a standartni aplikace antibiotik (parenteralni penicilin) (tabulka
4 vkap.7.1). Tokolyza byla podavana po dobu 48 hodin pfi nepfitomnosti klinické
chorioamnionitidy, abrupce placenty a hypoxie plodu. Téhotenstvi bylo ukonceno po nastupu

pravidelné délozni ¢innosti spontannim piedcasnym porodem z diivodu stavu matky nebo stavu
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plodu, klinickych znamek infekce nebo pokud téhotenstvi presahlo 34 tydnu. Klinicka diagnoza
odtoku plodové vody byla zalozena na anamnéze tiniku plodové vody, mnozstvi plodové vody
zjisténé ultrazvukem, vySetieni sterilnim zrcatkem potvrzujici odtok plodové vody z délozniho
hrdla. V pfipadé pochybnosti byly pouzity biochemické testy (AmniSure) [93,94]. Indikaci
k cisafskému fezu byla klinicka chorioamnionitida, abrupce placenty, prolaps pupecniku,

rozvoj hypoxie plodu a operace délohy v anamnéze.

Pti pfijmu byly odebrany stéry z délozniho hrdla k identifikaci bakterii (tabulka 2,
kapitola 7.1). Zeny s pozitivni cervikalni kulturou byly 1éZeny parenteralng podle mikrobialnich
vysledkt. V piipadé negativniho nalezu byla antibiotika vysazena. U vSech Zen byla odebrana
krev a byla provedena transabdominalni amniocentéza pfi pfijeti k hospitalizaci a pfed podanim
kortikosteroidu, antibiotik nebo tokolytik, aby se vyloucily znamky chorioamnionitidy. Byl
odebran vzorek matefské krve na laboratorni vySetfeni k posouzeni hladiny zanétlivych

markerua (c-reaktivniho proteinu (CRP) a poctu leukocyti (WBCQ)) [95].

Preferovanou strategii managementu pacientek s pPPROM v nasem perinatalnim postupu
byla rutinni amniocentéza. Plodova voda byla odebrana =za sterilnich podminek
transabdominalni amniocentézou pod ultrazvukovou kontrolou a pouzita pro klinické
hodnoceni pomoci IL-6 point-of-care testu a dale byly identifikovany mikroorganismy v
plodové vodé. Zbyvajici tekutina byla nasledné odstfedéna a supernatant skladovan pii -80 °C
az do analyzy. Mikrobialni invaze do amnialni dutiny (MIAC) byla definovana jako pozitivni
PCR pro genitalni mykoplazmata a/nebo pozitivni vysledek kultivace z plodové vody [96].
Postup byl odlozen u 5 pacientek s vyraznym oligohydramniem nebo pokud byla jedina
dostupna plodova voda pod centralni Casti placenty, ktera byla lokalizovana na predni sténé
délozni (obr. 7). U zen s hodnotou IL-6 point-of-care test > 1000 pg/ml z plodové vody bylo
zah4jeno aktivni vedeni porodu. Téhotné, kterym nepostupoval porod spontann¢, nemély zadné
indikace k cisarskému fezu, byly bez znamek klinické chorioamnionitidy, test z plodové vody
IL-6 point-of-care <1000 pg/ml a byly bez zvySeného poctu leukocyti a CRP z krve matky,
byly déle sledovany. V podskupiné pacientek s gestaCnim stafim do 26 tydne prevladal
konzervativni klinicky management i v pfipadech s pozitivnim IL-6 point-of-care testem 1.
Kazdy den byla méfena teplota matky jako klinicka znamka chorioamnionitidy a dale byl
provadén odbér z periferni krve matky pro stanoveni CRP (c-reaktivniho proteinu) a poctu

leukocytia (WBC).
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Po jednom tydnu expekta¢niho vedeni pPROM u 10 téhotnych, které jesté neporodily, byla
provedena druha amniocentéza s odbérem plodové vody. U tehotnych s hodnotou IL-6 point-
of-care testem > 1000 pg/ml z plodové vody bylo zahajeno aktivni vedeni porodu. Podskupina
téhotnych s IL-6 point-of-care testem <1000 pg/ml pokraovala v expektaénim managementu

pPROM.

6.1.2 Analyza koncentrace IL-6 ze vzorku z plodové vody

Ke klinickému hodnoceni byla pouzita plodova voda (IL-6 point-of-care test, identifikace
mikroorganismi z plodové vody. Koncentrace IL-6 (pg/ml) v plodové vodé byly namérené
pomoci imunoanalyzatoru Milenia POCScan (Milenia Biotec, Giesen, Némecko [97]. Milenia
QuickLine IL-6 je metodou zvanou lateralni imunodifuze a je urena pro kvantitativni méteni
lidského interleukinu-6 (IL-6). Vzorky jsou napipetovany do mista ureného pro aplikaci
vzorku. IL-6 obsazeny ve vzorku pacienta se navaze na prvni monoklonalni anti-IL-6 protilatku
konjugovanou s Casticemi zlata. IL-6 navazany na protilatku proti IL-6 konjugovanou s
Casticemi zlata pronika skrz membranu a prochazi pres testovaci pas (T) dale. Tato oblast (pas)
je pokryta druhou monoklonalni protilatkou specifickou pro IL-6, ktera ho zachycuje. Castice
zlata navazané na IL-6 prvni protilatkou se zde tedy stavaji viditelnymi jako Cerveno-modry
prouzek. Intenzita vzniklého zabarveni je pfimo imérna koncentraci IL-6 ve vzorku a roste
béhem inkubaéni doby. Piebytecné Castice zlata pokraCuji v praniku testovacim zafizenim.
Konjugat specifické protilatky nanesené na membrané o néco dale jako pas (kontrolni pas, C)
zachycuji zbytky pronikajiciho konjugétu zlata a béhem inkubaéni doby zde vznikne dobie
viditelna kontrolni linie (pas). Interpretace vysledki je mozna pouze se snimaci Milenia
POCScan nebo PicoScan, které umoziuji objektivni interpretaci a dokumentaci vysledku.
Koncentrace IL-6 pifimo koreluje s barevnou intenzitou testovaciho pasu (T). Snimac Milenia
POCScan méfi barevnou reflexi testovaciho pasu, PicoScan barevnou intenzitu testovaciho
pasu. Vysledek je vypocitan podle naprogramované standardni kiivky. Od kazdé pacientky bylo
pipetovano 0,1 ml plodové vody do jamky pro vzorky v testovaci jednotce Picoscanu, coz je
membrana pokryta monoklonalni (mys$i) anti-hIL-6 protilatkou konjugovanou s ¢asticemi zlata.
Analyzator Picoscan méfi intenzitu barvy testu a vypocita koncentraci IL-6 (pg/ml) podle

ulozené standardni kiivky.
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6.1.3 Detekce Ureaplasma a Mycoplasma hominis v plodové vodé

DNA byla izolovana z plodové vody pomoci Mini kit QIAamp DNA (Qiagen, Hilden,
Némecko) podle pokynt vyrobce (s pouzitim protokolu pro izolaci bakterialni DNA z
biologickych tekutin). RT-PCR byla provedena s pouzitim pfistroje Rotor-Gene 6000 (Qiagen,
Hilden, Némecko) s pouzitim komeréniho AmpliSens®C. Ureaplasma/M. hominis-FRT
soupravy k detekci DNA z Ureaplasma species a Mycoplasma z bézné PCR zkumavky. Jako
kontrolu jsme zafadili PCRrun pro beta-aktin, aby se vyloucila pfitomnost inhibitord PCR 24.
(tabulka 3, kapitola 7.1)

6.1.4 Detekce novorozenecké sepse

U vsech novorozencti byly evidovany lékaiské zaznamy tykajici se novorozenecké
morbidity a mortality. Kratkodobé neonatalni vysledky zahrnovaly: wvyskyt casné
novorozenecké sepse (EOS) a pozdni sepse (LOS). Jako definitivni pfipady sepse byly uznani
ti kojenci, kteti méli pozitivni hemokulturou. Jako ¢asna novorozenecka sepse byly uznany
ptipady sepse v prvnich 7 dnech a pfipady sepse po sedmém dni byly definovany jako pozdni
sepse (obr. 7, kapitola 7.1).

6.1.5 Histologicka chorioamnionitida a histopatologické hodnoceni placenty na
pritomnost zanétlivych zmén podle Salafia [32]

V 56 pripadech byla placenta odeslana po porodu na histologické vySetifeni. Akutni
chorioamnionitida byla diagnostikovana na zékladé stupné infiltrace polymorfonuklearnimi
leukocyty, ktera byla vySetfena samostatné z volné membrany (amnionu a choriondecidui),
choriové ploténky a pupecni Sitry, podle navrzenych kritérii od Salafia a kol. Chronicka
chorioamnionitida byla definovana infiltraci organu lymfocyty, plazmatickymi butikami a/nebo

makrofagy.

Placenta v¢etné plodovych obalti a pupecniku byla po porodu fixovana ve formaldehydu a
histopatologicky vySetfena na pfitomnost zanétlivych zmén. Nélezy byly klasifikovany podle
Salafii [32]. Tato klasifikace jednotlivé popisuje zanétlivé zmény v amniu, choriondecidui,

pupecniku a choriové plotné (stage). Kazda skupina je rozdélena do Ctyt podskupin podle
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intenzity zanétlivych zmeén (grade), viz tabulka 1. Histopatologicka chorioamnionitida (HCA)
byla definovana jako: amnion grade 1-4 a/nebo chorion-decidua grade 3-4 a/nebo choriova

plotna grade 3-4 a/nebo pupecnik grade 1-4.

Amnion a chorion/decidua Grade 1 — jeden fokus s alespon 5 polymorfonukleary (PMN5s)
Grade 2 — vice nez jeden fokus typu grade 1, nebo minimalné jeden fokus s 6 az 20 PMNs

Grade 3 — mnohocetné a/nebo splyvajici fokusy grade 2 Grade 4 — difuzni a tézky akutni zanét

Pupecnik Grade 1 — PMNs v jedné tfetin€ stény umbilikalni zily Grade 2 — PMNs v jedné
tretin€ stény alespon dvou umbilikalnich cév Grade 3 — PMNs v perivaskularnim whartonském

rosolu Grade 4 — panvaskulitida a funisitidy Sifici se hluboko do whartonského rosolu

Choriova plotna Grade 1 — jeden fokus s alespoil 5 PMNs v subchoriovém fibrinu Grade 2
— mnohocetné fokusy grade 1 v subchoriovém fibrinu Grade 3 — malo PMNs v pojivové tkani
nebo choriové plotné Grade 4 — pocetna piitomnost PMNs v choriové plotné a vaskulitida

choriovych cév

6.1.6 Statisticka analyza

Statisticka analyza vysledkt byla provedena pomoci IBM SPSS Verze statistiky 22.
Normalita byla testovana pomoci dat Shapiro-Wilkova testu. K analyze korelace mezi
matefskym CRP a IL-6 point-of-care testem byl pouzit Spearmantv korela¢ni koeficient (obr.
6, kapitola 7.1). Fisheriv exaktni test byl pouzit k porovnani v kategorickych parametrech
pozitivnich a negativnich skupin IL-6 AMC. Studentv test nebo Mann Whitney U-test byly
pouzity k porovnani rozdili mezi skupinami pro kvantitativni proménné. Testy byly provedeny

na 5 % hladiné vyznamnosti.
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6.2 Soubor pacientek a metodika méreni interleukinu-6 pomoci
automatizované elektrochemiluminiscen¢ni imunoanalytické metody a
ELISA pro identifikaci intraamniilniho zinétu po pPROM ve

spolupraci s Fakultni nemocnici Hradec Kralové

6.2.1 Soubor pacientek

Byla provedena retrospektivni kohortova studie u 121 t€hotnych Zen mezi gestatnim
tydnem 24 + 0 a 36 + 6, které byly prijaté na Gynekologicko porodnickou kliniku Fakultni
nemocnice Olomouc a Hradec Kralové od unora 2017 do ledna 2018. Do studie byly zatfazeny
zeny s vékem matky > 18 let s jednodetnym téhotenstvim komplikovanym pPROM. Zeny se
zdravotnimi komplikacemi v souvislosti s téhotenstvim, jako je omezeni rastu plodu,
strukturalni nebo chromozomalni fetdlni abnormality, gestacni nebo pregestacni diabetes,
gestacni hypertenze, preeklampsie, zndmky hypoxie plodu nebo vyznamné vaginalni krvaceni
byly vylouCeny ze studie. Gestatni vék byl stanoven pomoci biometrie plodu v prvnim
trimestru. pPROM byl diagnostikovan vysetfenim téhotnych za pouziti sterilniho zrcatka k
ovefeni plodové vody v pochvé. V pripadé pochybnosti se jednalo o unik plodové vody
potvrzeny pfitomnosti proteina vazajicich rustovy faktor podobny inzulinu (Actim PROM test;
Medix Biochemica, Kauniainen, Finsko) ve vaginalni tekutin€. Pfi piijmu byla provedena
transabdominalni amniocentéza za kontroly ultrazvukem, kdy byly odebrany asi 2-3 ml plodové
vody pred podanim antibiotik, kortikosteroidu a tokolytik. Pro klinické hodnoceni byla pouzita
plodova voda svyuzitim IL-6 point-of-care testu a dale zni byly identifikovany
mikroorganismy. Zbyvajici plodova voda byla centrifugovana po dobu 15 minut pfi 2000 x g a
skladovana pfti -70 °C az do analyzy. Tato studie byla schvalena etickou komisi (Cervenec 2014,

¢. 201407 S14P) a informovany souhlas byl ziskan od vSech ucastniki studie.

6.2.2 Analyza koncentrace IL-6 z plodové vody

Téhotenstvi s pPROM je casto komplikovano zvySenou koncentraci zanétlivych
mediatori v plodové vodé, tj. intraamnialni zanét (IAI), ktery mize byt bud mikrobialné
asociovany, nebo sterilni [92,93,94]. IAI je spojen se zvySenym rizikem nezadoucich

kratkodobych a dlouhodobych perinatalnich vysledki, bez ohledu na pfitomnost
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mikroorganismt v plodové vode [95,96]. K identifikaci pfitomnosti IAI se povazuje za zlaty
standard hodnoceni vzorku z plodové vody [97]. Stanoveni koncentrace interleukinu (IL)-6 v
plodové vode se jevi prukaznéjsi nez koncentrace standardnich markerti z plodové vody, jako
je napt. glukoza, pocet leukocytt a laktatu, ale nejsou horsi nezZ moderni proteomické markery
[98]. Nova automatizovana elektrochemiluminiscencni imunoanalytickd metoda, kterda méfi
koncentrace IL-6 v télesnych tekutinach za méné€ nez 20 minut, byla vyvinuta pro vyuziti ve
velkoobjemovych klinickych biochemickych laboratofich. Nicmén€ vhodna cut-off hodnota
pro tuto metodu pro IAI dosud nebyla stanovena. Proto bylo cilem této studie porovnat
koncentrace IL-6 v plodové vodé méfené pomoci automatizované elektrochemiluminiscenc¢ni
imunoanalyzy a pomoci ELISA testu, a stanoveni cut-off hodnoty koncentrace IL-6 pro IAI,

které mohou byt zjistény metodou automatizované elektrochemiluminiscen¢ni imunoanalyzy.

Koncentrace IL-6 v plodové vodé (pg/ml) byly hodnoceny pomoci automatizované
elektrochemiluminiscen¢ni imunoanalytické metody a ELISY. Koncentrace IL-6 v plodové
vode byly méfeny automatizovanou elektrochemiluminiscen¢ni imunoanalytickou metodou
pomoci imunoanalyzatoru Cobas €602, ktery je soucasti Cobas platformy 8000 (Roche
Diagnostics, Basilej, Svycarsko) [99]. Zakladni rozsah mé&feni byl 1,5-5000 pg/ml, ktery mohl
byt rozsifen na 50000 pg/ml s 10nasobnym fedénim vzorku; variacni koeficienty pro presnost
mezi testy a uvniti testu byly <10 %. Pro ELISU byly koncentrace IL-6 z plodové vody
stanoveny pomoci Human IL-6 Quantikine (R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA).
Citlivost testu byla <0,70 pg/ml a variacni koeficienty pro pfesnost inter-test a intra-test byla

<10 %.

6.2.3 Detekce Ureaplasma, Mycoplasma hominis a Chlamydia trachomatis v
plodové vodé

DNA byla izolovana z plodové vody pomoci sady QIAamp DNA mini kit (Qiagen,
Hilden, Némecko) podle pokynt vyrobce (s pouzitim protokolu pro izolaci bakterialni DNA z
biologickych tekutin). RT-PCR byla provedena za pouziti Pfistroje Rotor-Gene 6000 (Qiagen,

Hilden, Némecko) vyuzivajici komeréni AmpliSens® C. trachomatis/Ureaplasma/M. hominis-
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FRT kit k detekci DNA z Ureaplasma species, Mycoplasma hominis a Chlamydia trachomatis

v PCR zkumavce.

6.2.4 Detekce dalSich bakterii v plodové vodé

Bakterialni DNA byla identifikovana pomoci PCR zacilenim na gen 16S rRNA za
pouziti nasledujicich primera: 5-CCAGACTCCTACGGGAGGCAG-3’ (oblast V3) a 5'-
ACATTTCACAACACGAGCTGACGA-3’ (oblast V6) [100, 101]. Kazda reakce obsahovala
3 wl cilové DNA, 500 nM primert a Q5 High-Fidelity DNA polymeraza (New England Biolabs,
Ipswich, MA, USA) v celkovém objemu 25 pL. Amplifikace byla provedena pomoci 2720
Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Produkty byly vizualizovany na
agarozovém gelu. Pozitivni reakce poskytly produkty o 950 parech bazi, které byly nasledné
analyzovany pomoci sekvenovani. Produkty 16S PCR byly vyciStény a pouzity pro
sekvenovani PCR za vyuziti vy$e uvedenych primert a BigDye Terminator kit, v3.1 (Thermo
Fisher Scientific). Poté byly bakterie typizovany pomoci sekvenci ziskanych z BLAST® a
SepsiTest TM BLAST.

6.2.5 Diagnostika mikrobialni invaze do amnialni dutiny (MIAC)

MIAC byla stanovena na zakladé pozitivniho PCR nalezu Ureaplasma, Mycoplasma
hominis, Chlamydia trachomatis nebo kombinaci téchto druhti nebo pozitivitou 168

rRNAgenu.

6.2.6 Diagnéza IAI

IAI byla definovana pro métfeni pomoci ELISA jako koncentrace IL-6 v plodové vodé

> 2600 pg/ml [102,103].
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7 Vysledky

7.1 Hodnoceni role IL-6 point-of-care testu v plodové vodé ziskané z
amniocentéz u Zen s pPROM mezi 24. a 34. tydnem téhotenstvi a

management

Do studie bylo piijato celkem 62 Zen ve véku 19 az 41 let. Primérny vék zen byl 30,9 let.
Primérny gestacni vék v dobé pPROM byl 31+0, median 31+6, minimum 22+2 a maximum
3440 (tab 1, obr. 5).

Tabulka 1. Zakladni charakteristiky zen s pPROM. Data v tabulce jsou prezentovana jako

pocet (procento), resp. prumér = SD (smérodatna odchylka), nebo median (minimum —

maximum).
IL-6 AMC IL-6 AMC
CELKEM pozitivni negativni p
Pocet pacientek 62 12 50 -
Vék pacientek (roky)
309+54 299+ 54 31,1£5,5
prumeér = SD (min- 0,406
(19 -41) (22 - 39) (19 -41)
max)
Koureni 12 (19,4%) 4 (33,3%) 8 (16,0%) 0,223
Parita
0 4 (6,5%) 1 (8,3%) 3 (6,0%)
1 34 (54,8%) 4 (33,3%) 30 (60,0%)
2 16 (25,8%) 4 (33,3%) 12 (24,0%)
3 5 (8,1%) 2 (16,7%) 3 (6,0%) 0,213
4 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
5 1 (1,6%) 0 (0%) 1 (2,0%)
6 1 (1,6%) 0 (0%) 1 (2,0%)
7 1 (1,6%) 1 (0%) 0 (0%)
Gestacni vék v dobé
3140 29+4 3143
pPROM (tyden+den) 0,009

prumér (min-max)

(2242 - 3440)

(25+1 - 32+4)

(2242 - 34+0)
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Gestacni vék v dobé
32+1 30+1 32+4
porodu (tyden+den) 0,001
(26+1 - 35+0) (26+1 - 33+1) (2742 - 35+2)
prumér (min-max)

Latence od pPROM
do porodu (hodiny) 112 (4 - 606) 55,9 (6-288) 118,5(4-606) 0,042

median (min-max)

Zpusob porodu
vaginalni 41 (66,1%) 9 (75,0%) 31 (64,6%) 0,773
cisaf'sky fez 20 (32,3%) 3 (25,0%) 17 (35,4%)

CRP

6,2 (0,6 —84,8) 9,5(0,6 —84,8) 5,8 (0,6 —23.,5) 0,012
median (min-max)

WBC 12,4 (7,0 - 11,9, (6,9 — 0514
median (min-max) 11,9 (6,9 — 24,0) 24.0) 21,5) ’
35% A
prameér 31+0 30,6%
30%
25% -
e o 19,4%
9 20% A
@
8 15% A 12,9% 12,9%
£ 77 1 11,3% ° °
10% - 8,1%
4,8%
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0%
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Obrazek 3. Distribuce zen podle gestacniho véku v dobé pPROM.
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Priméry gestacni vék pii porodu byl 32+1, median 32+4, minimum 26+1 a maximum 35+0.
Stredni hodnota doby od pPROM do porodu byla 112 hodin (4,7 dni), minimalni délka latence
byla 4 hodiny a maximalni 606 h (25,3 dne). Hodnoty CRP u matky se pohybovaly od 0,6 do
84,8 mg/l s medianem 6,2 mg/l. U 31 zen (49,2 %) byla hodnota CRP u matky nad 6 mg/l. Na
hodnoceni korelace mezi matetskym CRP a IL-6 point of care testem byla pouzita Spearmanova
korelaéni analyza. To prokazalo vyznamnou pozitivni korelaci mezi matefskym CRP a IL-6

point of care testem (r=0,364; P=0,006) (obr. 4).

10000 o e o o
r=0,361
8000
)
E 6000
o
o
S 4000-
[ ] [ ]
2000 o
1000 pg/mL
_____ ‘____.________________________________
. [ ]
n— &‘.l »
I [ I | [ I
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CRP (mgiL)

Obrazek 4. Korelace mezi CRP a hladinou IL-6 u Zen s pPROM.

Vétsina pacientek 41 (66,1 %) porodila vaginalné, cisafsky fez byl proveden u 20 (32,3
%) zen (tabulka 1). Negativni mikrobidlni nalez byl nalezen u 21 (33,9 %) au 48 (77,4 %)
vzorkl z plodové vody a ze stéri z délozniho Cipku byl nejvice bézny mikrobialni nalez

Ureaplasma spp. ptitomny u 20 (32,3 %) cervikalnich stért au 10 (16,1 %) ze vzorkd z plodové
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vody (tabulka 2 a 3). Median intervalu lé¢by antibiotiky byl 3 dny (min-max: 1-9). U vSech Zen
byla zahajena antibioticka terapie penicilinem G parenteralné (PNC), kterd byla nasledné
upravena podle mikrobialnich vysledka. V 18 ptipadech (28,6 %) byla podana makrolidova
antibiotika. PNC samotny nebo v kombinaci s klarithromycinem byl podan 44 (71,0 %) a 11
(17,7 %) pacientim (Tabulka 4).

Tabulka 2. Mikroby identifikované ve stérech z délozniho ¢ipku u zen s pPROM.

IL-6 AMC IL-6 AMC
CELKEM pozitivni negativni
(n=62) (n=12) (n=50) p

Mikrob
Negativni nalez 21 (33,9%) 3 (25,0%) 18 (36,0%) 0,735
Ureaplasma spp. 20 (32,3%) 5 (41,7%) 15 (30,0%) 0,500
Escherichia coli 10 (16,4%) 2 (16,7%) 10 (20,0%) 1,000
Skupina B 7 (11,3%) 1 (8,3%) 6 (12,0%) 1,000
Streptococcus spp.
Mycoplasma spp. 7 (11,5%) 2 (16,7%) 5 (10,0%) 0,612
Enterococcus spp. 7 (11,3%) 1(8,3%) 6 (12,0%) 1,000
Klebsiella spp. 2 (3,3%) 2 (16,7%) 0 (0%) 0,035
Pseudomonas 1(1,6%) 0 (0%) 1(2,0%) 1,000
Kvasinky 1 (1,6%) 0 (0%) 1 (2,0%) 1,000
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Tabulka 3. Mikroby identifikované v plodové vodé z amniocentézy u zen s pPPROM.

IL-6 AMC IL-6 AMC
CELKEM pozitivni negativni
(n=62) (n=12) (n=50) p

Mikrob Pocet ptipadu

Negativni ndlez 48 (78,7%) 5(41,7%) 43 (87,8%) 0,002
Ureaplasma spp, 10 (16,4%) 6 (50,0%) 4 (8,2%) 0,002
Skupina B 1 (1,6%) 1 (8,3%) 0 (0%) 0,197
Streptococcus spp,

Peptostreptococcus 1(1,6%) 0 (0%) 1(2,0%) 1,000
Lactobacillus 1(1,6%) 0 (0%) 1(2,0%) 1,000
Klebsiella spp, 1(1,6%) 0 (0%) 1(2,0%) 1,000
Citrobacter 1(1,6%) 0 (0%) 1(2,0%) 1,000
Mycoplasma 1(1,6%) 1 (8,3%) 0 (0%) 0,197
Haemophilus 1(1,6%) 0 (0%) 1(2,0%) 1,000
Tabulka 4. Antibioticka 1é¢ba u zen s pPROM.

IL-6 AMC IL-6 AMC
CELKEM pozitivni negativni
(n=62) (n=12) (n=50) p

Antibiotika Pocet ptipadu

PNC 44 (71,0%) 7 (58,3%) 37 (74,0%) 0,305
PNC + Clarithromycin 11 (17,7%) 2 (16,7%) 9 (18,0%) 1,000
PNC + Azithromycin 2 (3,2%) 0 (0%) 2 (4,0%) 1,000
Clindamycin 2 (3,2%) 2 (16,7%) 0 (0%) 0,035
Clarithromycin 1(1,6%) 0 (0%) 1(2,0%) 1,000
Ampicillin a Sulbactam 1(1,6%) 0 (0%) 1(2,0%) 1,000
+ Azithromycin

Amoxicillin + 1 (1,6%) 1 (8,3%) 0 (0%) 0,194

Clavulanic Acid +

Azithromycin
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Tabulka 5. Histopatologie placenty u zen s pPPROM.
IL-6 AMC IL-6 AMC

CELKEM pozitivni negativni
(n=62) (n=12) (n=50) p
Histologicky nalez
Akutni zanét 20 (35,7%) 8 (72,7%) 12 (26,7%) 0,011
Hnisavy zanét 7 (12,5%) 2 (18,2%) 5(11,1%) 0,614
Chronicky zanét 3 (5,4%) 0 (0%) 3 (5,4%) 1,000
Bez zanétu 36 (64,3%) 3(27,3%) 33 (73,3%) 0,011

Znamky akutni nebo chronické chorioamnionitidy se objevily u 16 (25,8 %) a 3 (4,8 %)
pacientd (Tabulka 3).

Stredni hodnota IL-6 point of care testu (IL-6 AMC) z amniocentézy byla 264 pg/ml (min-max:
50-10 000) (obr. 6).

Hodnoty nad 1000 pg/ml (pozitivni I1-6 AMC) z IL-6 point of care testu byly nalezeny u 12 zen
(19,4 %). Praimérny veék zen byl 29,9 let (min-max: 22-39). Primeérny gestacni v€k pii pPROM
byl 29+4, median 29+5, minimalné 25+1 a maximalné 32+4. Primémy gestacni veék pfi
narozeni byl 30+1, median 29+6, minimum 26+1 a maximum 33+1. Median intervalu od
pPROM do porodu byl 56 h (min-max: 6,4-288) (tabulka 1). Hodnoty z IL-6 point of care testu
pod 1 000 pg/ml (negativni I1-6 AMC) byly zjistény u 50 zen (80,6 %). Nizsi gestacni veék v
dob& PPROM (P=0,009), nizsi gestacni vék v dobé€ porodu (P=0,001) a kratsi doba latence od
pPROM do porodu (P=0,042) byly prokazany u Zen s pozitivitou IL-6 z AMC. Hodnoty CRP
z krve matky u Zen s hodnotou IL-6 point of care testu> 1 000 pg/ml se pohybovala od 0,6 do
85 mg/l s medianem 9,5 mg/1. U 10 zen (83,3 %) bylo matetské CRP nad 6 mg/l. Hodnoty CRP
u matky byly niz§i (median 5,8; rozmezi 0,6 — 23,5) ve skupiné s IL-6 negativni AMC
(P=0,012), zatimco pocet leukocytu se mezi obéma skupinami nelisil. Ze stéri z délozniho
¢ipku byla pozorovana pfitomnost Klebsielly spp. u Zen s pozitivitou IL-6 AMC (16,7 %),
zatimco negativita (0 %) byla zjisténa u pacientt s IL-6 point of care testem pod 1000 pg/ml,
P=0,035. Pfitomnost Ureplasma spp. v plodové vodé byla vyssi u pacientd s pozitivitou IL-6
AMC (50,0 %) ve srovnani se Zenami s negativitou IL-6 AMC (8,2 %), P=0,002. Pfitomnost
dalsich mikrobu se vyznamné nelisila mezi skupinami (tabulka 3). Ve€k, koufeni, parita a zptsob

porodu se nelisil mezi skupinami Zen s negativni nebo pozitivni II-6 AMC (tabulka 1, obr. 6).
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Obrazek 5. Distribuce doby latence od pPROM do porodu.
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median 264 pg/mL
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Obrazek 6. Distribuce hladiny IL-6 u Zen s pPPROM.

Akutni chorioamnionitida byla nalezena ¢astéji u zen s pozitivitou IL-6 AMC ve srovnani s
podskupinou zen s negativitou IL-6 AMC (66,8 % vs. 16,0 %), P=0,011. Chronicka
chorioamnionitida nebo placenty bez znamek zanétu byly nalezeny ¢astéji u zen s negativitou

IL-6 AMC (P=0,011) (tabulka 7).
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Casna novorozenecka sepse byla diagnostikovana u 8 novorozenct (12,7 %)

Ziskano (n=67)

V

(n=5)

Selhdni amniocentézy

Zarazeno (n=62)

Negativni Il-6 point-of-
care test (ne IAl; n=50)

Positivni -6 point-of-
care test (IAl; n=12)

N

MIAC negativni

MIAC positivni

MIAC negativni

MIAC positivni

(n=43) (n=7) (n=5) (n=7)
v \l/ J/ /
EONS (n=6) EONS ano (n=0) EONS (n=2) EONS (n=0)

Obrazek 7. Casna novorozenecka sepse
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U 4 z 8 novorozencu byly prokazany placentarni znamky akutni chorioamnionitidy a ve 3
ptipadech byla histopatologie placenty negativni. V 1 piipadé nebyla histologie placenty
provedena. Tento pacient byl zaznamenan jako IL-6 AMC negativni, s negativnim
mikrobidlnim nalezem z plodové vody a CRP matky s hodnotou 8,1 mg/l. Porodila ve 34+3
tydnu téhotenstvi s pozitivnim mikrobialnim néalezem ze sté€ru z délozniho ¢ipku (Escherichia
colli, Pseudomonas aeruginosae) V jednom z 8 pfipada (z IL-6 AMC pozitivni podskupiny)
novorozenec po Sesti dnech latence zemiel (7 den po porodu; 26+1, 700 g) z diavodu
nedonoSenosti (syndrom respiracni tisn€). V tomto pfipadé méla placenta znamky akutni
purulentni chorioamnionitidy. Pozdni novorozenecka sepse byla pozorovana u 2 novorozencu
(3,2 %) (obr. 7). V jednom pftipade porodila zena IL-6 AMC z pozitivni podskupiny ve 26+1
(850 g) tydnu téhotenstvi, ve druhém piipade v IL-6 AMC z negativni podskupiny porodila ve
27+2 (1025 g) tydnt. V obou piipadech byla histologie placenty negativni.

7.2 Vysledky méreni interleukinu-6 pomoci automatizované
elektrochemiluminiscen¢ni imunoanalytické metody a ELISA pro
identifikaci intraamnialniho zianétu po pPROM ve spolupraci

s Fakultni nemocnici Hradec Kralové

Do studie bylo zarazeno celkem 121 Zen s jednoCetnym téhotenstvim komplikovanych
pPROM v gestacnich tydnech mezi 24 + 0 a 36 + 6; 87 Zen bylo z Fakultni nemocnice Hradec
Kralové a 34 zen bylo z Fakultni nemocnice Olomouc. Jedna Zzena byla ze studie vyloucena
kvuli selhani metody méfeni koncentrace IL-6 v plodové vodé pomoci automatizovaného
elektrochemiluminiscen¢niho imunotestu (nenapipetovani vzorku analyzatorem). Nakonec
bylo zafazeno do studie 120 zen. Pfitomnost MIAC a IAI byla identifikovana u 31 % (37/120)
a 28 % (34/120) z zen. Demografické a klinické udaje jsou uvedeny v tabulce 6.
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Tabulka 6. Charakteristiky matek a novorozenct u téhotenstvi komplikovanych predcasnym

odtokem plodové vody podle piitomnosti ¢i nepfitomnosti intraamnialniho zanétu

S IAI Bez IAI
Charakteristika
(n=34) (n=86) p value
Vék matky 30 (26-33) 31 (26-34) .41
[median (IQR)]
Primipary [(%)] 17 (50 %) 53 (62%) 31
Téhotenstky body 24 (21-27) 24 (22-27) .71
mass index
[kg/m2, median
(IQR)]
Koufteni [(%)] 10 (29%) 13 (15%) .
Gestacni vek pfi 30+1 33+4
pfijeti [tydny, (2843 - (3240 -  <.0001
median (IQR)] 32+44) 34+6)
Gestacni vék v
31+0 33+5
dobé¢ porodu
‘ (29+1 - (3243 - <.0001
[tydny, median
33+5) 35+0)
(IQR)]
Microbialni
invaze do
‘ ‘ 24 (71%) 13 (15%) <.0001
amnialni dutiny
[(%)]
Hodnota CRP pii
. 52 2.7-
prijeti [mg/L, 6.3 (3.3- 8.7) 13
median (IQR)] 19.6) '
Pocet WBC pri
11.2 12.3
pfijeti [109 L, .14
‘ (9.9-14.2) (10.7-14.9)
median (IQR)]
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Podavani 34 86
antibiotik [(%)] 100%)  (100%)
Podavani
kortikosteroidi 30 60 21
[number (%)] (88 %) (70 %)
Spontanni porod 21 59
[(%)] @% 0w
Klestovy porod 13 26 40
[(%)] (38 %) (31 %)
Cisatsky fez [(%)] 0 (0 %) 1 (1 %) 1.00
Porodni vaha
[grams, median 1535 2115 <.0001
(IQR)] (1238 (1848

1995) 2509)
Apgar score <7; 5 4 3 09
minutes [(%)] (12 %) (3 %)
Apgar score <7, 2 2 1
10 minutes [(%)] (6 %) (2 %)

Spojité proménné byly porovnany pomoci neparametrického Mann—Whitneyho U-testu.

Kategorické proménné byly porovnany pomoci chi-square testu. Spojité proménné jsou

prezentovany jako median (interkvartilni rozmezi [IQR]) a kategorické jako Cislo (%). CRP: C-

reaktivni protein, WBC: leukocyty; TAI: intraamnialni zanét; IQR: interkvartilni rozmezi.
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rho= 0.97 p<0.0001
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Obrazek 8. Korelace mezi koncentraci IL-6 v plodové vodé méfené pomoci automatizované

elektrochemiluminiscen¢ni imunoanalytické metody a ELISY.

Mikrobialni nalezy v plodové vode byly nésledujici: Ureaplasma species + M. hominis (n = 2),
druhy Ureaplasma + druhy Streptococcus (n = 1), Ureaplasma species+ C. trachomatis (n = 1),
Ureaplasma species (n = 20), Haemophilus influenzae (n = 4), Lactobacillus crispatus (n = 2),

Streptococcus species (n = 1), Gardnerella vaginalis (n = 1), C. trachomatis (n = 1), M. hominis
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(n=1), Anaerococcus tetradius (n = 1), Lactobacillus jenseni (n = 1) a Lactobacillus iners (n =

).

Vsechny vzorky mély koncentrace IL-6 nad nejnizs§im detek¢nim limitem pro oba testy.
Byla zjisténa silna korelace mezi naméfenymi koncentracemi IL-6 v plodové vodé za pouziti
automatizované elektrochemiluminiscen¢ni imunoanalytické metody a ELISOU (rho, 0,97; p
<0,0001; obr. 8). Dale byl vytvoren Bland-Altmanav graf, ktery srovnava koncentrace IL-6
v plodové vodé meéfené pomoci metody automatizované elektrochemiluminiscenéni

imunoanalyzy a ELISY (obr. 9).
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Obrazek 9. Bland-Altmaniv graf: srovnani koncentrace interleukinu-6 v plodové vodé meétené
pomoci metody automatizované elektrochemiluminiscenéni imunoanalyzy a ELISY.

Koncentrace IL-6 v  plodové vodé byly méfeny pomoci automatizované
elektrochemiluminiscen¢ni imunoanalyzy a byly vyssi u zen s IAI nez u zen bez IAI (s IAIL:
median, 6298 pg/ml; IQR, 3283-24401 vs. bez IAL: median, 613 pg/ml; IQR, 261-1112; p
<0,0001; Obrazek 8). Na zakladé ROC kiivky pro identifikaci IAI (plocha pod ROC kiivkou =
0,99; 95% interval spolehlivosti [CI], 0,97-1,0; Obr. 9), hrani¢ni hodnota > 3000 pg/ml byla
vybrana pro metodu automatizovaného elektrochemiluminiscen¢niho imunotestu s senzitivitou
88 % (30/35; 95 % CI, 73-97), specificitou 99 % (85/86; 95 % CI, 94-100), pozitivni prediktivni
hodnotou 97 % (30/31; 95 % CI, 83-100), negativni prediktivni hodnotou 96 % (85/89; 95 %

CI, 89-99) a pomérem pravdépodobnosti 76 (95 % CI, 11-534) (tabulka 7).
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Obrazek 10. Koncentrace IL-6 v plodové vodé méfené pomoci automatizované
elektrocheminiluminiscenéni metody mezi zenami s nebo bez intramanialniho zanétu.

(koncentrace IL-6 v plodové vodé >2600 pg/mL stanovené pomoci metody ELISA).
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Obrazek 11. Identifikace intraamnialniho zanétu (stanoveno metodou ELISA s koncentraci IL-

6 v plodové vodé >2600 pg/ml).
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Tabulka 7.  Diagnostika IL-6  zplodové vody pomoci  automatizované
elektrochemiluminiscen¢ni imunoanalytické metody a ELISY k identifikaci intraamnialniho

zanétu a mikrobidlni invaze do amnialni dutiny.

Automatizovana ELISA IL-
metoda IL-6 6 (cut-off
(cut-off 3000 2600pg/ml)
pg/ml)
% (n) 95%Cl % (n) 95%
Vysledky Diagnostika Cl
Intraamnialni  zanét 88 % (30/34) 73-
(28% (34/100) Senzitivita 97%
Specificita 99 % (85/86) 94-
100%
Pozitivni 97 % (30/31) 83-
prediktivni 100%
hodnota
Negativni 96 % (85/89) 89-
prediktivni 99%
hodnota
Pozitivni 76 (88.2/1.2) 11-534
likelihood ratio
Negativni 0.1 (11.2/98.8) 0.05-
likelihood ratio 0.30
Mikrobialni invaze  Senzitivita 62 % (23/37) 45- 65% 48-
do amnialni dutiny 78% (24/37) 80%
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zjisténa
nekultivaénimi

metodami [31 %

(37/120)]

Specificita 90 % (75/83) 90% 88% 79-
(75/89)  (73/83) 80%

Pozitivni 74 % (23/31) 55- 71% 53-

prediktivni 88% (24/34) 85%

hodnota

Negativni 84 % (75/89) 75- 85% 76-

prediktivni 91% (73/86) 92%

hodnota

Pozitivni 6.4 (62.2/9.4) 32-6.1 54 2.9-

lakelihood ratio (64.9/13.1) 10.1

Negativni 0.4(37.8/90.4) 0.3-06 04 0.3-

likelihood ratio (37.8/90.4) 0.6

Cl: interval spolehlivosti, IL: interleukin
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8 Diskuze

Ke snizeni matefskych a neonatalnich infekci a morbidité zavislé na gestacnim véku u
expektaéniho managementu se doporucuje 7denni 1éCebny cyklus s kombinaci intraven6zniho
ampicilinu a erythromycinu s naslednym peroralnim podanim amoxicilinu a erythromycinu po
pred¢asném odtoku plodové vody u zen, které jsou mén€ nez 34+0 tydnu téhotenstvi [104,105].
neexistuji vSak jednoznac¢na doporuceni, jak Casto a pomoci jakych parametri by se mél
provadét expektatni management. V této prospektivni studii jsme zafadili opakovanou
transabdominalni amniocentézu do expektacniho managementu zen s pPROM, abychom byli
schopni ptesnéji vyhodnotit riziko MIAC a nasledné HCA. Hodnoceni IL-6 z plodové vody je
jednim z nejvyznamnéjSich pfistupti pii hodnoceni systémové zanétlivé odpovédi a jeji

intenzity u zen s pPPROM.

Na naSem pracovisti jsme pouzivali pro hodnoceni IL-6 z plodové vody piedev§im point-
of-care test. Nasi praci jsme rozsifili v ramci spoluprace s Fakultni nemocnici Hradec Kralové,
kde jsme srovnavali stanoveni koncentraci IL-6 v plodové vodé pomoci automatizované
elektrochemiluminiscen¢ni imunoanalytické metody s metodou ELISA na vybraném souboru
pacientek. Pro jednotlivé metody jsme stanovili cut-off hodnoty v souvislosti s moznosti

vyuziti téchto metod pro management pPROM.

8.1 Intraamnialni IL-6

V nasi studii jsme zaznamenali 12 (19,4 %) (tabulka 1) ptipadi pPROM IL-6 pozitivnich
se stanovenou cut-off hodnotou >1000 pg/ml. V minulych letech byly ovéfovany hodnoty
koncentrace IL-6 z plodové vody k identifikaci IAI u zen s pPROM. V roce 1993 Romero a
spol. stanovili hranici koncentrace IL-6 z plodové vody na hodnotu 7,9 ng/mL u Zen s pPPROM
se senzitivitou 81 %, specificitou 75 %, pozitivni prediktivni hodnotou 67 % a negativni
prediktivni hodnotou 86 % [66]. Musilova a kol. pomoci point-of-care testu, stejného
detekcniho systému jako naSe skupina pozorovala pritomnost mikrobialné asociované IAI (jak
IAI tak MIAC) u 21 % (34/166) zen. Pokud by byla rozsifena diagnostika IAI zahrnovala by
jak pozitivitu IL-6, tak neutrofilni infiltraci amnia (histologicka amnionitida), pak podil zen
s IAI by byl 23 % [106]. Tyto udaje koreluji s nasimi vysledky, 1 kdyz o néco vyssi podil IAI
byl zjistén ve skupiné Musilové et al., coz Ize vysvétlit jejich nizsi cut-off hodnotou pro IL-6

(745 pg/ml).
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8.2 CRP z krve matky

V podskupiné pacientii s pozitivitou IL-6 z AMC jsme zjistili vyssi hladiny CRP z krve matky
ve srovnani s negativitou IL-6 z AMC. CRP z krve matky byl navrzen jako marker infekce a
zanétu u nékolika onemocnéni [107]. S MIAC a HCA, CRP vykazovalo slabou a rozporuplnou
asociaci. Systematicka studie od Martineze a kol. dospé€la k zaveéru, ze neexistuji zadné dukazy
na podporu vyuziti CRP jako nastroje pro predikci HCA. Byly zjistény vyznamné rozdily pfi
srovnavani hladin CRP mezi zenami s nebo bez MIAC po pPROM [108,109]. Stepan a kol. v
jejich studii zjistili, ze pouze extrémni cut-off hodnoty CRP, reprezentované 95. percentilem,
predpovidaly pfitomnost MIAC a HCA pod 32. tydnem t€hotenstvi. Nizka citlivost vSak
omezuje klinickou vyuzitelnost této detekcni metody. V naSich datech jsme také zjistili velmi

nizkou korelaci mezi IL-6 point-of-care testem a hladinou matefského CRP (obr. 4).

8.3 Leukocyty

V na$i studii nebyl zadny rozdil v poctu leukocyti mezi pozitivni a negativni
podskupinou IL-6 z AMC. Pro predikci MIAC, histologické nebo klinické chorioamnionitidy
a neonatalni infekce byly navrzeny rizné cut-off hodnoty poctu leukocyti u matky [110,111].
Zadna z téchto hodnot viak nemé&la dobry prediktivni vyznam. Musilova a kol. stanovili hranici
poctu leukocytt u matky na 14,0 x 10%/L, ktera mé&la dobrou negativni prediktivni hodnotu, ale
$patnou pozitivni prediktivni hodnotu a pomér pravdépodobnosti. Nase data jsou v souladu s
jejich zavérem a tim se zabrani pouziti cut-off hodnoty poctu WBC ke klinickému testovani

[95].

8.4 Mikrobialni nalezy v cervikialnich kulturach

Ureaplasma species byla detekovana v kulturach délozniho &ipku ve 20 (32,3 %)
ptipadech a v 10 (16,1 %) vzorcich z plodové vody a byl to nejcastéjsi mikrobialni patogen v
nasi sledované skupiné (tabulka 2). Ureaplasmata spp. jsou povazované za soucast normalni
genitalni flory a jejich primérmna mira kolonizace je 40-80 % [112]. Ve studii Gupta a kol. zjistili

ptitomnost Ureaplasma urealyticum v dolnim genitalnim traktu u 32 % neplodnych zen [113].
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Podle nedavno publikovanych studii se vSak U. urealyticum, U. parvum a Mycoplasma
hominis, ktera se nejcasteji spojuje se spontannimi PTL a PROM a izoluje se z plodové vody,
v pripadech histologické a klinické chorioamnionitidy z placenty [114,115]. Kacerovsky a kol.
zjistili, ze Ureaplasma spp. se vyskytuje u 21 % zen s pPPROM [96]. Novéji Pavlidis et al. pouzil
my$i model k ukazce jak je spojena ascendentni infekce Ureaplasma parvum s predCasnym
porodem. Studie uvadi narust predCasnych porodi z 13 % na 28 % po vaginalni kolonizaci
Ureaplasmou a upregulaci prozanétlivymi cytokiny, coz je v souladu s klinickou odpovédi
Cloveka [116]. Nase data jsou tedy v souladu s aktualni literaturou zobrazujici Ureaplasma spp.
jako jeden z nejbéznéjsich mikroba v zenském genitalnim traktu, ktery je spojen s nezadoucimi
ucinky na téhotenstvi, jako je predCasny porod, mrtvorozenost, histologicka chorioamnionitida

a neonatalni morbidita.

8.5 Antibioticka lécba

Nejb&znéjsi antibioticky rezim pouzivany v nasi studii byl parenteralni PNC, ktery byl
podavan samostatné u 71,0 % pacientt, nasledné kombinace PNC s Klarithromycin, ktery byl
podan v 17,7 % ptipadi (tabulka 4). Praxe podavani antibiotik pacientim s pred¢asnym PROM
je zalozena na vysledcich mnoha randomizovanych klinickych studii, velkych systematickych
prehledl a metaanalyz [117,118,119]. Je prokazano, ze antimikrobialni latky prodluzuji dobu
latence, mohou zmirnit neonatalni infekci a zmirnit respiraéni morbiditu novorozencu
[119,120]. U teéhotnych po pPROM bylo pouzito nékolik antibiotickych rezimd, vcetné
ampicilinu, amoxicillin-klavulanatu, penicilinu, erythromycinu, mezlocilinu, pipericilinu,
cefexinu, cefizoxu, gentamicinu, klindamycinu, azithromycinu a rizné kombinace44. Soucasné
doporugeni v Ceské republice zahrnuje podani intravendzniho PNC G [97]. Penicilin viak neni
ucinny v 1écbé pPROM [119]. Proto jsme upravili parenteralni antibiotickou terapii podle
mikroorganismi izolovanych z plodové vody. Gomez a kol. sledoval 46 pacientek s
predcasnym PROM, kterym byla provedena amniocentéza mezi 18.-32. tydnem. V jejich studii
byla prevalence intraamnialniho zanétu po prvni amniocentéze 39 %, sedm pacientek mélo
pozitivni bakterialni kultivaci z plodové vody [121]. Nicméné, po nasledujici amniocentéze,
Sest z téchto sedmi pacientek melo stale pozitivni kultivaci z plodové vody 1 pres podani
antibiotik. Autofi predpokladali, ze ackoli je celkovy efekt podavani antibiotik u pacientu s
pred¢asnym PROM kratkodobé prospésny, existuje podskupina plodi, které budou vystaveny

chronickému intrauterinnimu zanétlivému procesu.
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8.6 Sériovy intraamnialni zanét

V na$i studii jsme nepozorovali zadné pacientky s pozitivni mikrobialni kultivaci z
plodové vody, které podstoupili sériovou amniocentézu. Nicméné ve tiech z téchto deseti
ptipadd byl IL-6 z AMC pozitivni. Intenzita intraamnialni zanétlivé odpovédi se postupné
zvySuje s vrozenou obranou imunitou, ktera je aktivovana pritomnosti bakterii bud’ v plodové
vode nebo ve fetalni membrané. Nicméné se ukazuje, ze intraamnialni zanét je vyvolany nejen
aktivaci vzoru rozpoznavajiciho receptory, které detekuji specifické modely na povrchu bakterii
nazyvané molekularni vzor asociovany s patogeny (PAMS), ale také endogenni molekuly, které

signalizuji poskozeni tkani a bunek tzv. ,alarminy*“[122,123].

Aktivované imunokompetentni buniky produkuji Siroké spektrum zanétlivych mediatort
a chemokinli zodpovédnych za migraci neutrofili, makrofag a dal§ich imunitnich bun¢k do
placenty a fetalni membrany [124]. To by mohlo vysvétlovat zvySené hladiny IL-6 z AMC u
naSich pacientek s negativnimi mikrobialnimi vysledky ve vzorcich z plodové vody ze sériové

amniocentézy.

8.7 Chorioamnionitida a ¢asna novorozenecka sepse

Histologicka chorioamnionitida komplikuje témét polovinu vSech pfipadia pPROM, ke
kterym doslo pfed 34. tydnem téhotenstvi [125]. V nasi studii byl u 26 (41,9 %) (tabulka 5) z
62 zen diagnostikovan histopatologicky znak chorioamnionitidy, ktery koreluje s
publikovanymi udaji. Chorioamnionitida po pPROM je spojena s vysSim rizikem cCasné
novorozenecké sepse (EONS) (10,0 % vs. 2,8 %; aOR 3,102; 95 % C12,306—4,173; P <0,001)
[126]. Placentarni znamky akutni chorioamnionitidy jsme nasli u 4 (6,3 %) z 8 pfipadu
novorozencu diagnostikovanych s ¢asnou novorozeneckou sepsi (tabulka 5). Walker a kol.
zjistili, ze pouze 33 % déti nebylo porozenych po jednom tydnu po pPROM [127]. V tomto
ohledu bylo zjisténo, ze novorozenci s delsi dobou latence zemrou s vys$i pravdépodobnosti ve
srovnani s kontrolami odpovidajiciho véku. Nicmén¢, Test a kol. nenalezli zadnou korelaci
mezi prodlouzenym obdobim latence (vice nez 72 h) a zvySenou novorozeneckou umrtnosti
[128]. V nasi studii se doba latence pohybovala od 4 do 606 hodin a novorozenecka mortalita
byla zjisténa v 1,6 % ptipadi z divodu nedonosenosti (obr. 4). K fetalnim ztratam dochazelo
spiSe pfi ranném gestacnim staii po pPPROM. V jedné skupiné piipadi pPROM doslo ke vSem
umrtim v dobé kratsi nez 30 tydna. Intrauterinni fetalni amrtnost (FDIU) byla hlasena 0,9 %,
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zatimco novorozenecka umrtnost byla hlaSena 5 % [129]. Baser et al. zjistili, ze mira FDIU je
1,5 %. Vsechny piipady byly méné nez 29 tydntu. Novorozenecka umrtnost byla 1,9 % a byla
spojena s nedonoSenosti [130]. Nekteré studie zjistily, ze chorioamnionitida byla spojena s

novorozeneckou sepsi, nicméng¢ tato studie nenalezla zadnou asociaci [131,132].

8.8 Analytické metody pro hodnoceni IL-6

IL-6 z plodové vody patfi v soucCasnosti mezi markery TAI pouzivané v klinické praxi
predevsim diky dostupnosti testu v misté péce a jeho nadfazenosti nad klasickymi IAI markery
[102,133,134]. Na nasem pracovisti jsme vyuzivali point of care test a stanovili jsme pro

koncentrace IL-6 v plodové vodé cut-off hodnotu 1000 pg/ml [135].

Pro zavedeni nové analytické metody hodnoceni IL-6, specifické pro IL-6 v plodové vodg,
je velmi dulezité stanoveni vhodné cut-off hodnoty pro diagnostiku TAL V této studii byly

ziskany nasledujici hlavni poznatky:

i) byla zji§téna silnd korelace mezi koncentracemi v plodové vodé nameérenymi
pomoci automatizované elektrochemiluminiscencni imunoanalytické metody a
ELISOU;

ii) pro koncentrace IL-6 v plodové vodé hodnocené pomoci automatizované
elektrochemiluminiscenéni imunoanalytické metody, pro diagnostiku IAI byla

stanovena cut-off hodnota 3000 pg/ml u zen s pPROM.

V této studii jsme prokazali, ze koncentrace IL-6 v plodové vodé méfené pomoci metody
automatizovaného elektrochemiluminiscencniho imunotestu silné koreluji s hodnotami
naméfenymi pomoci ELISA testu. Toto pozorovani bylo konzistentni s nalezem z ptedchozi
studie zahrnujici séra od kriticky nemocnych pacientti [99]. V poslednich letech byly vyvinuty
hrani¢ni hodnoty pro koncentrace IL-6 v plodové vodeé k identifikaci IAI u zen s pPROM. V
roce 1993 Romero a spol. stanovil mezni hodnotu koncentrace IL-6 v plodové vodé 7,9 ng/ml
u zen s pPPROM se senzitivitou 81 %, specificitou 75 %, pozitivni prediktivni hodnotou 67 %,
a negativni prediktivni hodnotou 86 % [66]. V roce 2001 byla stanovena nova mezni hodnota
(2,6 ng/ml) navrzena pro identifikaci IAI u Zen s pfedCasnym porodem a intaktni membranou
(bez odtoku plodové vody), protoze tato cut-off hodnota souvisela s vySSim rizikem

nepfiznivych neonatalnich vysledkl i u Zen s negativnim nalezem z kultivace z plodové vody
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[103,134]. Nasledné cut-off hodnota 2,6 ng/ml byla §iroce pouzivana k identifikaci IAI u zen,
které mély spontanni onemocnéni predcasny porod s intaktni membranou a pPROM [133, 136,
137]. Hodnoceni koncentrace IL-6 v plodové vodé pomoci ELISA testu trva 8 hodin; nicméné,
1ékafti potiebuji vysledky IL-6 pro rozhodovani co nejdrive. Proto byl zaveden point of care test
s vysledkem do 20 minut k posouzeni koncentrace IL-6 v plodové vod€. Romero a kol. navrhli
hodnotu 745 pg/ml pro IAI jako cut-off pro koncentraci IL-6 v plodové vodé€, pokud je
koncentrace méfena pomoci testu point-of care [103,134]. V této studii jsme navrhli cut-off
hodnotu 3000 pg/ml pro koncentrace IL-6 v plodové vodé stanovené pomoci metody
automatizované elektrochemiluminiscen¢ni imunoanalyzy u zen s pPROM. Prokazali jsme, ze
tato cut-off hodnota je dostate¢né specificka a citliva pro identifikaci IAL Ctyfi Zeny
vykazovaly faleSné negativni vysledek zalozeny na metodé automatizovaného
elektrochemiluminiscen¢niho imunotestu. Dva pfipady z téchto zen mély MIAC (Gardnerella
vaginalis [n = 1] a druhy Ureaplasma [n = 1] s mikrobialni zatézi 10,7 x 106 kopii DNA/ml).
Zadna z nich neméla pozitivni vysledky IL-6 z plodové vody (50 pg/ml, 50 pg/ml, 223 pg/ml a
372 pg/ ml; data neuvedena), pokud byla koncentrace IL-6 méfena pomoci point-of-care testu
zalozené na lateralni pritokové imunoanalyze (Milenia Biotec, GmbH, Giessen, Némecko).
Jedna Zena méla falesné pozitivni nalez IL-6 v plodové vodé, koncentrace IL-6 byla méfena
pomoci metody automatizované elektrochemiluminiscenéni imunoanalyzy. Tato Zena méla
MIAC (druh Ureaplasma s mikrobialni z4tézi 3,9 x 104 kopii DNA/ml), ale negativni nalez IL-
6 meéfeny pomoci imunoanalyzy na bazi lateralni prutokové imunoanalyzy pomoci point-of-

care testu (50 pg/ml, data neuvedena).

Silnou strankou této studie je velmi homogenni kohorta Zen s velmi dikladné definovanym

fenotypem spontanniho pfedcasného porodu (pPROM). Tato studie méla vSak urcitd omezeni:

1. Vzorky, které byly pouzity v této studii a pro§ly jednim cyklem
zmrazovani/rozmrazovani.

2. Nebyla hodnocena schopnost automatizované elektrochemiluminiscenéni
imunoanalytickd metody k posouzeni Cerstvého necentrifugovaného vzorku z plodové
vody.

3. Byla stanovena piitomnost MIAC zalozena pouze na dvou nekultivacnich pfistupech
(specificka PCR pro druhy Ureaplasma, Mycoplasma hominis a Chlamydia
trachomatis a nespecifické hodnoceni genu 16S rRNA) bez aerobni/anaerobni

kultivace.
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To znamena, Ze skupina zen s MIAC muZe byt podcefiovana a skupina zen bez MIAC muze
byt precefiovana. Zavérem lze fici, Ze automatizovana elektrochemiluminiscencni
imunoanalyticka metoda je a spolehlivd metoda hodnoceni koncentraci IL-6 v plodové vodé u
zen s pPROM v klinickém prostiedi. Hraniéni hodnota koncentrace IL-6 v plodové vodé
stanovend pomoci automatizované elektrochemiluminiscen¢ni imunoanalytické metody je

3000 pg/ml a tato je indikaci k diagnostice IAT u zen s pPROM.

9 Zavér

Prospektivni studie nékterych autora prokazuji, ze zeny, které maji v anamnéze predcasny
porod mezi 23.-27. tydnem maji 27,1% riziko opakovani predtasného porodu. Zeny s
anamnézou pPROM mély v nasledujici gravidité 13,5% riziko pred¢asného porodu pro pPPROM
a 13krat vétsi riziko pPROM pied 28. tydnem gestace [138,139]. Mezi vyznamné faktory
zvySujici riziko predasného odtoku plodové vody patii zkracené délozni hrdlo nebo
intraamnialni infekce. Pro diagnostiku intraamnialniho zanétu z plodové vody lze pouzit
metody stanoveni koncentrace standardnich markerd, jako je napt. glukéza, pocet leukocyti a
laktatu. Daleko prikaznéjsi a presnéjsi je vSak stanoveni koncentrace interleukinu (IL)-6 v

plodové vodé.

Soucasné prace ukazuji, ze nejdilezit€jSim prediktorem neonatalni morbidity je nizké
gestacni stafi, nikoliv riziko rozvoje Casné neonatalni sepse [140]. Tento fakt je zasadnim
argumentem pro aplikaci expektacniho postupu u pacientek s pPROM. Tento management je
celosvétové uznavanym standardem [141]. Je doporucena hospitalizace v perinatologickém

centru a nasledna neonatologicka intenzivni péce.

Zavérem lze fici, ze hlavnim klinickym zjisténim na$i studie je, ze sériova
transabdominalni amniocentéza s IL-6 point of care testem pomaha identifikovat vysoky
zanétlivy stav v plodové vode u zen s pPROM. Zda se, ze je to rozhodujici faktor pro vybeér
mezi aktivnim a expektacnim managementem u zen s pPROM. Prodlouzeni obdobi latence
s expektaénim managementem nevedlo ke zvySeni novorozenecké umrtnosti. Bylo by potiebné
provést dalsi studie, aby se zjistilo, zda se dlouhodobé neonatalni vysledky lisi podle specifické

zanétlivé reakce.
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