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Рівні інтерлейкіну-6 та інтерлейкіну-8 у конденсаті повітря видиху як маркери запалення при пневмонії в новонароджених.

Д. М. Криворотько

Харківський національний медичний університет, кафедра пропедевтики педіатрії №2, КЗОЗ «ОДКЛ № 1», м. Харків.

Резюме. Досліджені рівні інтерлейкінів 6 (ІЛ-6) та 8 (ІЛ-8) у конденсаті повітря видиху (КПВ) 34 новонароджених з пневмонією (періоди гострий і реконвалесценції) та 20 новонароджених без захворювань респіраторної системи (контрольна група) методом імуноферментного аналізу. Встановлені референтні значення : ІЛ-6 - 1,83 ± 0,08 пг/мл; ІЛ-8 - 0,69 ± 0,11 пг/мл. Доведено вірогідне (р < 0,001) збільшення рівнів ІЛ-6 (4,01 ± 0,14 пг/мл) та ІЛ-8 (3,07 ± 0,15 пг/мл) у КПВ у новонароджених із пневмонією в гострому періоді, вірогідне (р < 0,001) зменшення рівнів обох цитокінів у періоді реконвалесценції. Встановлені чутливість тесту визначення інтерлейкінів при діагностиці пневмонії - 100 % для обох цитокінів, специфічність – 40 % (ІЛ-6) та 55 % (ІЛ-8). Доведена можливість застосування рівнів цих інтерлейкінів у якості діагностичних та прогностичних критеріїв пневмонії новонароджених.
Ключові слова: новонароджені, пневмонія, конденсат повітря видиху, інтерлейкін-6, інтерлейкін-8.

Пневмонія в дітей раннього віку залишається  актуальною проблемою педіатрії, бо рівень смертності немовлят в Україні майже удвічі перевищує показники розвинутих європейських країн, а внесок у зміни тривалості життя складає 4 % [1]. Труднощі діагностики та лікування пневмонії в новонароджених обумовлені обмеженістю досліджень дітей цього вікового періоду – складністю аускультації, неможливістю неінвазивного збору харкотиння, визначення функції зовнішнього дихання та ін. 
Одним із перспективних напрямків удосконалення діагностики є вивчення конденсату повітря видиху (КПВ) - метод неінвазивний, безпечний, простий у виконанні, дешевий, високо чутливий і специфічний для окремих нозологій та хімічних сполук, особливо при захворюваннях респіраторної системи. Діагностичні можливості дослідження експірату підтверджуються тим, що зміни концентрацій хімічних речовин у ньому, легеневій тканині та бронхоальвеолярній лаважній рідині односпрямовані [2].

Відкриття інтерлейкінів (ІЛ), їх значення в регуляції імунної відповіді в організмі обумовило пріоритетні дослідження в цьому напрямку при різних патологічних станах. Ці цитокіни є універсальними медіаторами, що впливають на всі клітини запального процесу. При вивченні цитокінового статусу при інфекційних хворобах було доведено значення  ІЛ-6 та ІЛ-8 як прозапальних медіаторів - встановлені кореляційні зв’язки ступеня запалення та концентрації зазначених цитокінів у сироватці крові та лікворі при внутрішньоутробних інфекціях [3], інфекційному мононуклеозі [4],  пневмоніях та туберкульозі легень [5, 6]. Перспективним є визначення  ІЛ-6 і ІЛ-8 при пневмонії в новонароджених, бо існують лише окремі дослідження з суперечливими висновками з цієї проблеми, що і обумовило актуальність даного наукового дослідження.
Мета дослідження - підвищення якості медичної допомоги новонародженим, хворим на пневмонію, шляхом удосконалення діагностики та моніторингу на основі впровадження оцінки рівнів прозапальних цитокінів у КПВ
Завдання:

1. Встановити референтні значення рівнів прозапальних цитокінів ІЛ-6 та ІЛ-8 в КПВ новонароджених.

2. Визначити рівні ІЛ-6 та ІЛ-8 в КПВ новонароджених з пневмонією в періодах гострому та реконвалесценції.

3. Оцінити можливість застосування рівнів інтерлейкінів в КПВ у якості маркерів запалення при пневмонії в новонароджених.
Матеріали та методи дослідження.

Робота виконана на базі відділень анестезіології та інтенсивної терапії новонароджених, патології новонароджених КЗОЗ ОДКЛ № 1 в 2009-2012 рр. Для вирішення завдань наукового дослідження під спостереженням знаходились новонароджені з пневмонією (основна група) та без захворювань респіраторної системи (контрольна група). Обстеження, верифікацію діагнозу та лікування новонароджених з пневмонією проводили згідно «Тимчасовим стандартам обсягів діагностичних досліджень, лікувальних заходів та критеріїв якості лікування дітей" (Наказ МОЗ України № 226 від 27 липня 1998 р.) і «Протоколу лікування дітей з пневмонією" (Наказ МОЗ України № 18 від 13 січня 2005 р.) 

Збір КПВ у новонароджених здійснювався дворазово - в гострому періоді та періоді реконвалесценції пневмонії приладом власного виробництва  [7].  Інтерлейкіни IL-6, IL-8 визначалися методом імуноферментного аналізу тест-системою «Вектор-Бест» (Новосибірськ).
Дослідження проведено відповідно до вимог Європейської конвенції по захисту хребетних тварин (Страсбург, 18.03.1986), директиви Заради Європейського економічного товариства по захисту хребетних тварин (Страсбург, 24.11.1986), Статуту Української асоціації з біоетики та норм GLP (1992 р.), вимог та норм ІСН ІЗ8Р (2002 р.), типових положень з питань етики МОЗ України № 281 від 01.11.2000.

Результати оброблені методами варіаційної статистики з застосуванням комп'ютерних програм „Microsoft Exel“ (2003 р.) та „BIOSTAT” (2006 р.) на персональному комп’ютері типу Pentium IV.

Результати та їх обговорення.

Основну групу склали 34 новонароджених з пневмонією. Серед хворих переважали хлопчики (22 дитини – 64,7 %). Аналіз клініко-анамнестичних та лабораторно-інструментальних даних дозволив діагностувати вроджену (внутрішньоутробну) пневмонію в 12 дітей  (35,3 %), набуту – в 22  (64,7 %). У більшості пацієнтів пневмонію діагностовано в перші три дні життя (12 дітей – 35,3 %); у 9 хворих (26,5 %) – на 4-7 добу, у  38,2 % немовлят - після раннього неонатального періоду. Супутнім діагнозом у всіх хворих було гіпоксично-ішемічне ураження центральної нервової системи середнього ступеня тяжкості.

Контрольну групу склали 20 пацієнтів, що були рандомізовані за віком, показниками фізичного розвитку, супутньому діагнозу з хворими основної групи та не мали ураження респіраторної системи.
Вміст ІЛ-6 і ІЛ-8 у КПВ у новонароджених з пневмонією з визначенням середнього значення (М), середньої похибки середнього значення (m) та довірчого інтервалу (ДІ)  представлено в табл.1.

Таблиця 1.

Вміст ІЛ-6 і ІЛ-8 (пг/мл) у КПВ у новонароджених з пневмонією

	Цитокіни
	Основна група

n=34

М ± m
	Контроль

n=20

	
	Гострий період
	Період реконвалесценції
	М ± m
	[ДІ , 95%]

	ІЛ-6
	4,01 ± 0,14

р1 < 0,001
	2,26 ± 0,15

р1 < 0,05
р2 < 0,001
	1,83 ± 0,08
	1, 66 - 2,0

	ІЛ-8
	3,07 ± 0,15

р1 < 0,001
	1,62 ± 0,17

р1 < 0,001
р2 < 0,001
	0,69±0,11
	0, 47 - 0,91


Примітка. р1 - вірогідність різниці у порівнянні з контролем; р2 - вірогідність різниці у   порівнянні з гострим періодом пневмонії.

Дані табл.1 свідчать про вірогідне (р < 0,001) підвищення обох цитокінів у КПВ у гострому періоді пневмонії в порівнянні з контролем. Для оцінки діагностичної вартості визначення інтерлейкінів в КПВ встановлені чутливість, специфічність, прогностичну цінність позитивного результату (positive predictive value - PPV) і негативного результату (negative predictive value - NPV).  За стандарт діагностики приймали рентгенографію органів грудної клітини -  результати  представлені в табл. 2. 
Таблиця 2

Діагностична вартість тесту визначення ІЛ-6 і ІЛ-8 у КПВ при пневмонії в новонароджених

	Цитокіни
	Чутливість
	Специфічність
	PPV
	NPV

	ІЛ-6
	100
	40

р < 0,05
	81

р > 0,05
	100

	ІЛ-8
	100
	55
	76
	100


р – вірогідність різниці значень ІЛ-6 та ІЛ-8.

Аналіз діагностичної вартості визначення інтерлейкінів у КПВ при пневмонії в новонароджених дозволяє зробити висновок про високу чутливість (без вірогідної різниці між цитокінами), але незначну специфічність даних тестів (при вірогідно вищій специфічності ІЛ-8).

У періоді реконвалесценції (табл.1) у хворих із пневмонією відзначається вірогідне (Р < 0,001) зниження ІЛ-6 і ІЛ-8  у порівнянні з гострим періодом, але нормалізації показників не відбувається - рівні обох інтерлейкінів залишаються вірогідно підвищеними, що свідчить про збереження запальних процесів у респіраторній системі, зокрема, активації цитокінової системи, навіть після ліквідації ексудації в альвеолах. 

Кореляційний аналіз, проведений між рівнями ІЛ-6 і ІЛ-8, не виявив вірогідних зв'язків ні в гострому періоді (r = 0,04; р > 0,05), ні в періоді реконвалесценції (r = 0,21; р > 0,05), що свідчить про різноспрямованість та плейотропність дії цитокінів.  
Питома вага участі інтерлейкінів у реалізації запального процесу в легенях (рис.1) у гострому періоді однакова – в 5,6 разів рівні ІЛ-8 та ІЛ-6 перевищують t-критерій. У періоді реконвалесценції ІЛ-8 має тенденцію до більш уповільненої нормалізації в порівнянні ІЛ-6 (ступінь відхилення від t-критерію складає 1,9 та 1,1 відповідно).
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Рис. 1. Ступінь відхилення вмісту ІЛ-6 та ІЛ-8 у КПВ від t-критерію у новонароджених з пневмонією. 

Висновки:

1. Встановлені референтні значення вмісту інтерлейкінів у повітрі видиху новонароджених: ІЛ-6 - 1,83 ± 0,08 пг/мл; ІЛ-8 - 0,69 ± 0,11 пг/мл.

2. У новонароджених із пневмонією в гострому періоді відзначається вірогідне (р < 0,001) збільшення рівнів ІЛ-6 і ІЛ-8 у КПВ, що дає підставу використовувати їх у якості діагностичних критеріїв. Чутливість тесту визначення інтерлейкінів при діагностиці пневмонії становить 100 % для обох цитокінів, специфічність – 40 % та 55 % для  ІЛ-6 і ІЛ-8 відповідно (р > 0,05).

3. У періоді реконвалесценції рівні ІЛ-6 і ІЛ-8 у КПВ вірогідно (р < 0,001) знижуються, але залишаються вірогідно (р < 0,01) підвищеними в порівнянні з референтними значеннями.
4. Рекомендовано застосування динаміки рівня цитокінів для моніторингу пневмонії в новонароджених.
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Уровни интерлейкина-6 и интерлейкина-8 в конденсате выдыхаемого воздуха как маркеры воспаления при пневмонии у новорожденных.
Д. Н. Криворотько

Резюме. Исследованы уровни интерлейкинов 6 (ИЛ-6) и 8 (ИЛ-8) в конденсате выдыхаемого воздуха (КВВ) 34 новорожденных с пневмонией (периоды острый и реконвалесценции) и 20 новорожденных без заболеваний респираторной системы (контрольная группа) методом иммуноферментного анализа. Установлены референтные значения: ИЛ-6 - 1,83±0,08 пг/мл; ИЛ-8 - 0,69±0,11 пг/мл. Доказано достоверное (р<0,001) увеличение уровней ИЛ-6 (4,01±0,14 пг/мл) и ИЛ-8 (3,07±0,15 пг/мл) в КВВ у новорожденных с пневмонией в остром периоде, достоверное (р<0,001) уменьшение уровней обоих цитокинов в периоде реконвалесценции. Установлены чувствительность теста определения интерлейкинов при диагностике пневмонии - 100 % для обоих цитокинов, специфичность - 40 % (ИЛ-6) и 55 % (ИЛ-8). Доказанная возможность применения уровней этих интерлейкинов в качестве диагностических и прогностических критериев пневмонии новорожденных.

Ключевые слова: новорожденные, пневмония, конденсат выдыхаемого воздуха, интерлейкин-6, интерлейкин-8.

The interleukin-6 and interleukin-8 levels of exhaled breath condensate as inflammation markers in newborns with pneumonia.
D. N. Kryvorotko

Summary. The levels of interleukin-6 (IL-6) and interleukin-8 (IL-8) were investigated in exhaled breath condensate (EBC) in 34 newborns with pneumonia and 20 newborns without respiratory system’s diseases (control group). The immunoenzime  method was used. The reference values were established for newborns: ІL-6 - 1,83±0,08 pg/ml; ІL-8 - 0,69±0,11 pg/ml. The levels of ІL-6 (4,01±0,14 pg/ml) and ІL-8 (3,07±0,15 pg/ml) were increased in the acute period of pneumonia vs control. The levels of these cytokines were decreased significantly (P <0,001) in convalescence vs acute period of pneumonia and remained significantly elevated vs control. Therefore, the diagnostic and prognostic values of nitric IL-6 and IL-8 levels in EBC in newborns with pneumonia were proved.
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