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Generalitati

Fosfataza alcalind defineste un grup de enzime plasmatice care hidrolizeaza esteri
monofosforici la un pH optim eliberand fosfati anorganici. Ezima a fost izolatd pentru prima data
din os si cartilaj de catre Robinson in 1923. Fosfataza alcalind prezentd la mamifere contine
metaloenzime codificate de o familie multigenica si functioneaza ca molecule dimerice. Trei ioni
metalici incluzind doud molecule de Zn 2* si o moleculd de Mg?" in site-ul activ sunt esentiali
pentru activitatea enzimaticd. Totusi, acesti ioni metalici contribuie, si la conformarea

monomerului fosfatazei alcaline [1].
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Imaginea 1. Mecanismul de actiune al fosfatazei alcaline

La oameni fosfataza alcalina are o activitate mult mai specifica, actioneaza la un pH optim
alcalin, Intre 8,2 si 10,7, este legata de membrana celulara si este inhibatd de aminoacizi si peptide
[1]. Proprietatile specifice difera la fiecare izoenzima, determinand aparitia functiilor caracteristice
fiecareia. Fosfataza alcalina poate fi inhibata necompetitiv de catre o gama larga de compusi, care

includ amino acizi, tetramisol, teofilind si NADH.

S-a demonstrat cd fosfataza alcalind are rol in reglarea transportului fosfatilor la nivelul
intestinului, rinichiului, si a transportului de calciu la nivel intestinal si renal. n ultimii ani s-a

realizat un numar mare de studii axate pe complexitatea functiilor fosfatazei alcaline.

La nivelul organismului uman au fost identificate patru tipuri de izoenzime ale fosfatazei
alcaline si anume: (A) placentara, (B) intestinala, (C) nespecifica tesutului si (D) din celulele

germinale.
A) Fosfataza alcalina placentara

Este o enzima termostabila prezenta in cantitati mari in sincitiotrofoblast in trimestrul 3 de
sarcina. O parte din activitatea serica provine din neutrofile. Genele care o codifica se afla pe

cromozomul 2 si contin 3 alele specifice (1,2, si 3) si pot fi reactivite de celulele canceroase. Este



enzima cea mai polimorfd, cu pana la 18 aleloenzime rezultate din mutatii punctuale. S-a
demonstrat ca fosfataza alcalina placentara are rol in transferul IgG-urilor materne catre embrion
in timpul sarcinii, precum si in sinteza de ADN si profilerarea celulara in asociere cu insulina,
zincul si calciul [2]. Fiind sintetizata in placenta, efectele fosfatazei alcaline placentare asupra

cresterii si supravietuirii celulelor fetale sugereaza un rol cheie in reglarea cresterii embrionului.
B) Fosfataza alcalina intestinala

Gena care codifica fosfataza alcalina intestinala se afla pe bratul lung al cromozomului 2.
Are o structura diferita fata de celelalte izoenzime, lanturile sale laterale nu se termina cu acid
salicilic si este mai putin rezistenta la caldura. S-a demonstrat ca izoenzima are rol in absorbtia si
transportul lipidelor si nucleotidelor. Au fost izolate forme diferite la adult si in intestinul fetal atat
prin continutul proteic cat si de carbohidrati. Forma fetala poate fi reactivata in unele cazuri de

cancere.
C) Fosfataza alcalina nespecifica tesutului (os/ficat/rinichi)

Gena care codifica fosfataza alcalina a tesuturilor nonspecifice (os, ficat, rinichi) se afla pe
bratul scurt al cromozomului 1. [zoenzima termolabila prezenta in tesuturile nespecifice din ficat,
os si rinichi codificate prin gene conexe. S-a demonstrat ca are rol in impiedicarea eliminarii rapide
in circulatie a zaharurilor prin legarea carbohidratilor de o sialoglicoproteina hepatica. [zoenzima
osoasa s-a demonstrat ca are rol in mineralizarea osoasa si dentara, si legarea calciului si fibrelor
de colagen din os. Fosfataza alcalina a tesuturilor nespecifice este strans legata de hipofosfatemie

si deficienta de vitamina B6 care determina aparitia convulsiilor si afectari neurologice.
D) Fosfataza alcalina din celulele germinale

Este o izoenzima termo-stabila prezentd in niveluri scazute in celulele germinale
embrionare si unele tesuturi neoplazice. Poate fi identificata in testiculi si timus. La fel ca si

celelalte forme poate fi reactivata in unele cancere.
Tehnici de dozare a fosfatazei alcaline

Au fost raportate trei metode traditionale de dozare a fosfatazei alcalina si anume: metodele
bazate pe fluorescentd (citometrie de flux, histochimice si imunohistochimice), metodele bazate
pe indentificarea mARN prin RT-PCR si metodele de imunoreactia prin RIA sau ELISA.

Precipitatul probei cu substraturi cum ar fi flouresence-97 (ELF-97) marcat cu enzima este cuplat



cu o parte din saruri si coloranti astfel Incét sa producd produse colorate insolubile detectate prin
fluorescentd. Aceste metode au o sensibilitate ridicatd si permit o detectare rapidd. Cu toate
acestea, instrumentele lor scumpe impiedica utilizarea pe scara larga, alaturi de nevoia de personal

cu inalta calificare [3,4].

in al doilea rand, metode bazate pe mARN; Northern blot si o reactie in lant a revers
transcriptazei-polimeraza (RT-PCR) pot detecta nivelul FAL in timp real. Metoda anterioara este
o metoda veche si clasica folositd pentru a detecta o izoforma specificd de fosfataza bazata pe
nivelul mARN-ului sau [4]. Abordarea RT-PCR se bazeaza, de asemenea, pe expresia ARN, dar
se combind cu o singurd analizd de extensie a gradului de nucleotide pentru a determina

1izoenzimele fosfatazei.

In al treilea rand, metoda bazata pe imunoreactie, incluzand Western blot, radioimuno-test
(RIA) si testul ELISA au fost realizate pentru a obtine mai multd specificitate si sensibilitate [5].
Western blot implica o selectie electroforetica, care permite separarea fosfatazei prin dimensiune
si apoi rezultatele transferate pe benzi de membrand. Membrana este incubatd cu anticorpi
specifici. Aceastd metoda, desi este sensibild, consuma timp si depinde de experienta
examinatorului. In plus, necesiti multiple optimiziri ale conditiilor experimentale. In RIA,
tehnicile sunt optimizate folosind anticorpi monoclonali pentru a elimina reactivitatea Incrucisata.
RIA necesitd izotopi radioactivi de iod ca indicator. Desi RIA este o metoda sensibila, necesita
pregitirea atentd a anticorpilor radioactivi, precum si expunerea la radiatii. In plus, este nevoie de

mai multi pasi pentru manipularea, depozitarea si eliminarea materialelor radioactive.

In 1971 Peter Perlmann si Eva Engval impreuna cu alti cercetatori de la Universitatea din
Stockholm au publicat primul articol despre tehnica imunoenzimatica ELISA. Articolul preciza
analiza chimica cantitativa a IgG-urilor 1n serul de iepure folosind ca enzima de substrast fosfataza
alcalind [5]. Principiul de functionare al metodei se bazeaza pe reactia imuna de tip antigen-
anticorp. Antigenul sau anticorpul este fixat pe un substrat solid si ulterior este pus in contact cu o
imunoglobulina specifica. O enzima este legata de imunoglobulina specifica care degradeaza
substratul incolor determinand aparitia unui compus colorat ce poate fi determinat prin
spectrofotometrie [6]. Prin aceasta tehnica nu pot fi identificate izoenzimele si pot da rezultate

fals-pozitive sau fals-negative [7,8].



Valorile fosfatazei alcaline in neonatologie

Cresterea, modificarile metabolismului osos si modificarile sistemul hepatobiliar
determind o mare variabilitate a valorilor fosfatazei alcaline in functie de varsta si sex In special
in copildrie si la pubertate. Datorita acestei dinamici crescute este foarte important de prezis atunci
cand valorile fosfatazei sunt crescute datorita patologiei sau sunt fiziologice adaptate varstei si
sexului. In studiile realizate de-a lungul anilor s-a incercat determinarea unor intervale de referinta
pentru stabilirea cat mai concreta a aparitiei patologiei. Clasificarea continud a rezultatelor testelor
cu graficele percentilelor de la nastere pana la varsta adultd pot imbunatati utilizarea activitatii

fosfatazei alcaline ca marker de screening pentru hipofosfataza si afectiuni conexe.

In 2017 Jakob Zierk si colaboratorii germani au realizat un studiu pe un esantion de 124,440
de pacienti si au realizat diagrame cu percentile (intre percentila 2,5 si 97,5) pentru interpretarea

corecta a valorilor fosfatazei alcaline in functie de varsta si sex [9].
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Diagrama 1. Valorile fosfatazei alcaline in fuctie de varsta si sex

Utilizarea intervalelor de referinta pe baza percentilelor ne ajuta in diagnosticarea cat mai
precisa a valorilor modificate in contextul aparitiei unei patologii si urmarirea evolutiei pacientului

fata de intervalele numerice stricte.
Utilizarile fosfatazei alcaline in patologia neonatala

Valorile modificate ale fosfatazei alcaline reprezinta un biomarker important in
diagnosticul multor patologii precum disfunctii hepatice, boli osoase, insuficienta renala si

neoplazii.



Fosfataza alcalina prezinta valori crescute in mod fiziologic la nou-nascut si la femeile
insarcinate cand se sociaza cu macrosomia dar cu valori normale ale glicemiei [10]. Valori crescute
patologice sunt intalnite in: obstructia cailor biliare, boli cu activitati crescute ale osteoblastelor (
precum Boala Paget osoasa), niveluri crescute al calciului ( precum hiperparatiroidismul), deficit
de vitamina D3, afectare hepatocitara, boala celiaca. Izoenzima placentara a fosfatazei prezinta

valori crescute in tumorile maligne precum seminoamele [11,12].

Nivelurile mai scazute ale fosfatazei sunt mai putin frecvente decét cele ridicate. Unele
afectiuni sau boli cum ar fi hipofosfatemia, malnutritie, deficit de magneziu, hipotiroidism, anemie
severd, copii cu achondroplazie si cretinism, copii dupd un episod sever de enteritd, anemie
pernicioasa, anemie aplasticd, leucemie mieloida cronicd, boala Wilson poate duce la reducerea
nivelului de fosfataza alcalina. In plus,unele medicamente, s-a demonstrat ci pot reduce valorile

fosfatazei [13].

Deficienta izoenzimei a tesuturilor nonspecifice a fosfatazei alcaline (FALTNS) duce la
hipofosfatemie (HPP), o eroare inndscuta a metabolismului cauzate de metabolismul anormal al
vitaminei B6, caracterizatda prin crize epileptice in cazurile cele mai severe, si prin
hipomineralizare a scheletului si dintilor cu rahitism si pierderea precoce a dintilor la copii sau
osteomalacie si probleme dentare la adulti cauzate de acumularea de pirofosfat anorganic (PP1)
[14]. Subiectii cu hipofosfatemie au deficit izolat al activitdtiic FALTNS, iar activitatea
izoenzimelor placentare si intestinale este normala. Cele mai grave cazuri sunt letale in copilarie,
practic se caracterizeaza prin absenta completd a fosfatazei osoase, renale si hepatice in toate

tesuturile [15].

Mai multe studii au indicat implicarea fosfatazelor in evenimentele celulare, cum ar fi
reglarea fosforilarii proteice, cresterea celulelor, apoptoza si migratia celulara in timpul dezvoltarii
embrionare. Genele izoenzimelor fosfatazei alcaline sunt reglate prin semnale distincte, asa cum
se aratd prin diferente clare In expresia actiunilor lor. Expresia ectopica a izoenzileror a fost
asociata cu o mare varietate de cancere umane (cancerul de san, coriocarcinomul, cancerul de ovar,
al testiculelor, plamanului si tract gastrointestinal, osteosarcoamelor, a metastazelor osoase,

carcinomul hepatocelular) [16,17].

Utilizarea fosfatazei alcaline a fost demonstrata si ca biomarker pentru ostopenia de
prematuritate. Boala are o incidenta crescuta la prematurii sub 1250 de grame, in special cei care

asociaza bronhodisplazie, enterocolita ulcero-necrotica si necesita multe zile de spitalizare in



terapie intensiva neonatala. Valorile crescute ale fosfatazei au fost asociate cu osteomalacie severa

la prematuri [18].

In studii recente s-a incercat utilizarea fosfatazei alcaline ca tratament in unele boli cu
implicatii severe. In tratamentul hipofosfatemiei perinatale, infantile si juvenile a fost aprobata
utilizarea unei fosfataze alcaline non-specifice umana solubila recombinata care s-a dovedit cu
succes in Tmbunadtdtirea simptomelor si supravietuirea pe termen lung [ 19]. De asemenea s-a folosit
fosfataza alcalina in tratamentul enetrocolite ulcero-necrotice care si-a dovedit eficacitatea in

reducerea inflamatiei intestinale la nou-nascutii cu risc [20].

In ultimii au fost realizate mai multe studii in incercarea de a determina o corelatie intre
prezenta icterului neonatal si valorile fosfatazei alcaline. In 2017 Assal si colaboratorii a publicat
prima documentare intre valorile fosfatazei alcaline din cordonul ombilical si predictia icterului.
Studiul sau a cuprins 200 de nou-nascuti normoponderali la termen, iar rezultatele au aratat ca toti
sugarii cu valori crescute al fosfatazei alcaline au necesitat tratament pentru hiperbilirubinemie
[21]. De aemenea, in 2019 Elmonem si colaboratorii au realizat un studiu pe 100 de nou-nascuti
cu varsta de gestatie peste 35 de saptamani in care au demonstrat ca valorile fosfatazei alcaline pot
fi un bun predictor pentru icterul sever si pot prezice debutul acestuia [22]. In 2020, studiul efectuat
de El-Amin si colaboratorii a evidentiat o corelare statistica intre nivelurile crescute ale FAL (>
145U1I/1) din cordonul ombilical si formele intense de icter neonatal la un numar de 60 nou-ndscuti

la termen si nou-ndscuti prematuri (grupuri egale ca si numar). (123)

Descrierea studiilor

S-au realizat trei studii observationale pe o perioada de 6 luni In care au fost inclusi 250
nou-nascuti inregistrati in SCOG Filantropia Bucuresti in perioada ianuarie-iunie 2019. S-a
alcatuit o baza de date care a fost analizata cu ajutorul IBM SPSS 20. Variabilele au fost categoriale
nominale (sex, tipul nasterii) si cantitative continue sau discrete (varsta gestationala, scorul
APGAR la 1 minut si la 5 minute, greutatea la nastere, valorile fosfatazei alcaline, ale bilirubinei
transcutanate la 24 si la 48 de ore). Pentru caracterizarea descriptiva a variabilelor cantitative s-au
folosit masuratori ale tendintei centrale (medie, medianad) si ale variabilitétii (deviatia standard) iar
pentru variabilele calitative s-au folosit frecvente absolute si procentuale/proportii. In functie de
distributia valorilor variabilelor canitative s-a folosit testul t pentru esantioane independente pentru

a realiza comparatia intre valorile mediilor din cele doud populatii tintd. Atunci cand distributia



valorilor unei variabile a fost non-parametrica, pentru comparatii s-au folosit test teste non-

parametrice, respective Mann-Whitney. Nivelul de semnificatie a fost considerat p < 0.05.

Rezultate obtinute

In acest studiu ne propunem realizarea de corelatii intre valorile serice ale fosfatazei
alcaline si valorile bilirubinei transcutanate, precum si insututirea tratamentului cu fototerapie.
FAL este raportata in U / 1, cu un interval de referintd dependent de test. Acest interval variaza in
functie de varsta si sex: acesta este in general de aproximativ 150-300 U / I la nou-nascuti, dar la
fel de larg de 60—450 U / 1 la barbatii la bubertate. A fost recoltata o proba de sange intr-un tub
simplu, ser cogulat sau tub litiu-heparinat. Substantele anticoagulante complexe Mg2+ and Zn2+,
ambele necesare in activitatea FAL in vitro ar trebui evitate. Markerii de hemoliza,

hiperbilirubinemia sau hiperlipidemia ar putea de asemenea sa interfere cu acuratetea testului.

Fosfataza alcalina a fost frecvent citata in literatura pentru studiile efectuiate ca asociere in
boala metabolica osoasa de prematuritate. Studiile pe prematuri au aratat asocieri intre nivelul
ridicat de FAL si nivel scazut plasmatic de fosfor si crescut de calciu.[15,16]. Ambele sunt utilizate
ca marker serici ai ‘statusului mineral curent’,fosforul fiind important si pentru acumulare de masa
musculara.Studiile retrospective au aratat o asociere liniara intre nivelul FAL si nivelul seric de
fosfor.Variatia manipularii calciului si fosforului renal are ca efect reducerea fiabilitatii lor ca
markeri ai statusului mineral actual in cee ace priveste depozitele osoase subiacente. Probleme
similare apar si in ceea ce priveste utilizarea FAL ca marker al statusului mineral actual.Astfel,
chiar daca starea generala a mineralelor ramane slaba, fosforul seric, calciul si FAL pot fi foarte

normale.

Activitatea fosfatazei alcaline serice (FAL),a fosforului seric si a calciului seric au fost
folosite anterior la screeningul osteopeniei la sugarii prematuri.Cresterea FAL si scaderea
fosforului si a calciului seric s-a dovedit a fi legat de riscul crescut de MBD de prematuritate.
[23]Au fost raportate in literatura corelatii intre existenta osteopeniei scheletice, greutatea scazuta
la nastere, scaderea varstei gestationale, scaderea alimenatiei enterale si nivel crescut de FAL seric
la sugarii cu greutate <1500 g la nastere.Cu toate acestea utilitatea FAL si a fosforului seric ca

teste de screening ramane o provocare.[24]



De asemenea au fost citate studii in care se demostrat ca fosfataza alcalina intestinala (IAP)
este implicata Tn mecanismele multifactoriale de aparitie a enterocoliteni necrozante (NEC). IAP
este o enzima endogena la nivelul maginii in perie a enterocitului, detoxifica LPS prin
defosforilarea fragmentului lipidic-A impiedicand astfel legarea acestuia la receptorul 4 (TLR-4).
In absenta IAP, inflamatia intestinala este exacerbati, iar inlocuirea sau suplimentarea IAP previne
inflamatia intestinala si endotoxemia. [25,26]. Lucrarile noastre anterioare au demonstrat ca AP
enteral suplimentar a redus severitatea leziunilor intestinale asociate cu NEC histologic [27]. De
asemenea, am demonstrat cd IAP enteral suplimentar a prevenit pierderea functiei de bariera
intestinald asociatd cu NEC (in presa). Pe baza rezultatelor anterioare, am emis ipoteza ca IAP

enteral suplimentar ar atenua inflamatia sistemica finald indusa de NEC.

Datele demografice ale nou-nascutii introdusi in studiu au fost sumarizate in tabelul 1.
Nou-nascutii au fost grupati in doua grupuri unul care a primit tratament (fototerapie) si un grup

fara tratament.

Gestational age (weeks) 250 37 41 38.96+1.36
Weight (g) 250 2500 4050 3050.40+302.69
Apgar score 1 minute 250 8 10 9.12+/-0.53
Apgar score S minutes 250 9 10 9.64+/-0.48

Tabel 1. Date demografice ale populatiei din studii

In urma studiului efectuat rata valorilor fosfatazei alkaline (FAL) au fost cuprinse intre 145 U/L si
602 U/L cu o mediet/-SD de 282.69+/-62.15 U/L si o mediana de 298 U/L. Pasul histogramei a

fost de 25 U/L cu numarul maxim de subiecti regasindu-se in intervalul 325-350 U/L.
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Figura 1. Histograma valorilor fosfatazei alaline (FAL)

La subiectii care nu au necesitat fototerapie, valorile fosfatazei alcaline (U/L) au fost
cuprinse intre un minim de 145 U/L si 417 U/L, cu o medie+/-SD de 268.95+/-48.61 U/L si o
mediana de 288.75 U/L. La subiectii care au necesitat fototerapie, valorile fosfatazei alcaline au
fost Intre 320 U/L si 602 U/L cu o medie+/-SD de 379.73+/-61.52 U/L si o mediand de 356. Un
test t a ardtat cad media valorilor fosfatazei alcaline la subiectii care au necesitat fototerapie a fost

semnificativ mai mare comparativ cu cea a subiectilor pentru care nu s-a efectuat fototerapie (t =

Mean = 282 69
Std. Dev. = 62151
M =250

-11.47, p = 0.00 cu o marime importanta a efectului Cohen’s d de 1.99).
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Figura 2. Grafic Box-plot pentru valorile fosfatazei alcaline in functie de necesitatea tratamentului
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Tabel 2. Comparatie privind varsta gestationald, greutatea la nastere si fosfataza alcalina intre
grupul cu tratament vs. grupul fara tratament

Virsta de gestatie (saptamani)
e Fara tratament 219 38.92+1.36 0.29
e Cu tratament 31 39.194+1.33

Greutatea la nastere (g)
e Fara tratament 219 3043.15+303.23 0.31
e Cu tratament 31 3101.61£298.74

Alkaline phosphatase (U/L)
e Fara tratment 219 268.95+48.61 0.00
e Cu tratament 31 379.73+61.52

La subiectii cu un scor APGAR de 8 masurat la 1 minut, valorile fosfatazei alcaline (FAL) au fost
cuprinse Intre 195,7 U/ L s1 403 U / L cu o medie = SD de 281,09 + 59,23 U / L si o medie de
288,6. La subiectii cu un scor de 9 - valorile FAL au fost cuprinse intre 156 U / L s1 602,1 U /L
cu o medie + SD de 287,67 £ 62,47 U/ L si 0o mediana de 298,6 U / L. La subiectii cu un scor de
10, valorile FAL au fost cuprinse intre 145,39 U/ L 1402 U L cu o medie = SD de 266,35 + 60,52
si 0 mediand de 283,3 U / L. Testul Kruskal-Wallis a aratat ca nu existd o diferenta semnificativa

statistic intre medianele valorilor FA in functie de scorul APGAR la I minut (X2 =2,94, p=0.23).
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Figure 3 . Distributia valorilor fosfatazei alcaline conform scorului APGAR la 1 minut



Valorile FAL pentru subiectii cu scor APGAR de 9 la 5 minute au fost cuprinse intre 187,6 U/ L
$1602,1 U/ L cu o medie + SD de 295,79 + 59,62 U / L si o medie de 299,8 U / L. Valorile FAL
la subiectii cu acest scor de 10 au fost cuprinse intre 145,39 U/ L 51 501,45 U/ L cu o medie + SD
de 275,44 + 62,51 U/ L si o mediana de 294 U / L. Testul Mann-Whitney a ardtat ca a existat o
diferentd semnificativa statistic intre valorile FAL mediane in functie de scorul APGAR de 5
minute (U = 5839, p=0,01).
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Figura 4 . Distributia valorilor fosfatazei alcaline conform scorului APGAR la 5 minute

Graficul Scatter arata cd nu a existat o relatie liniard intre greutatea nasterii si valorile FAL.
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Figura 5. Corelatia dintre valorile FAL si greutatea la nastere

La cei a caror nastere a fost spontana, valorile FAL au fost cuprinse intre 145,39 U/ L si
602,1 U/ L cu o medie = SD de 285,61 + 66,98 U / L si o mediana de 298 U / L. La cei a caror
nastere a fost prin cezariand, valorile FAL au fost cuprinse intre 156 U / L s1 408,7 U /L cu o

medie = SD de 278,31 + 54,27 U / L si 0o mediana de 298 U / L. Testul Mann-Whitney a aratat ca



nu a existat o diferentd semnificativa statistic Intre valorile fosfatazei alcaline mediane in functie

de modul de nastere (U = 7298.5, p = 0,69).
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Figure 6. Distributia valorilor fosfatazei alcaline in functie de modul de nastere

Testul Chi-square nu a aratat nicio corelatie statistica intre sexul nou-ndscutilor si nevoia
de fototerapie (Tabel 3).

Tabel 3. Corelatia dintre sexul nou-niscutilor si nevoia de fototerapie (X*> = 1,11, p = 0,29)

Fototerapie (Nu/Da) Total
Nu (n=219) Da (n=31)
Feminin 114 13 127
Sex .
Masculin 105 18 123
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Figura 7. Curba ROC pentru stabilirea valorii cutoff a FAL corelata cu nevoia de

fototerapie

Au fost intocmite curbe ROC pentru a calcula o valoare cutoff a fosfatazei alcaline peste
care este necesard fototerapia si urmarirea mai atentd a nou-nascutului pentru ca va dezvolta un
icter care necesita tratament. Valoarea obtinuta in studiul nostru a fost 319,55 UI/L.

In cazul nostru valoarea ariei de sub curbi a fost 0.98 pentru valoarea cut-off 319.55 UI/L
pentru fosfataza alcalind (Sensibilitate 97% si 1-Specificitate = 0.06 (fals pozitivi) deci
Specificitate = 94%)

Valorile bilirubinei transcutanate (BTC) la 24 de ore au fost cuprinse intre 4.1mg/dl si
7.8mg/dl cu o medie+/-SD de 5.8+/-0.79mg/dl si o mediana de 5.8mg/dl. Valorile BTC la 48 de
ore au fost cuprinse intre 5.3mg/dl si 14mg/dl cu o medie+/-SD de 10.51+/-1.54mg/dl si o mediana
de 10.30mg/dl. Printre valorile BTC la 48h s-au observat valori outlier. Un test ¢ pentru esantioane
independente a aratat ca media valorilor BTC la 48 de ore a fost semnificativ statistic mai mare

decat cea masurata la 24 de ore (T = - 43.04, p = 0.00). (Figura 8)
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Figura 8. Valorile bilirubinei transcutanate la 24 si la 48 de ore

In functie de necesitatea administrarii fototerapiei, bilirubina transcutanati la 24 de ore, la
subiectii la care nu a fost necesara fototerapia (n = 219,) a avut valori cuprinse Intre un minim de
4.1mg/dl s1 7.1 mg/dl cu o medie+/-SD de 5.62+/-0.66mg/dl iar la cei la care a fost necesara (n =
31) a avut valori Intre 6.1mg/dl si 7.8mg/dl cu o medie+/-SD de 7.06+/-0.33mg/dl si o mediana
de 7.1mg/dl. Un test ¢ pentru esantioane independente a aratat ca a existat o diferenta semnificativa
statistic intre mediile valorilor bilirubinei transcutanate masurate la 24 de ore (t=-17.49, p = .00,

95%CI = (-3.85; - 3.08)). (Figura 9)
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Figura 9. Grafice tip Box-plot pentru valorile bilirubinei transcutanate masurate la 24 de

ore



La subiectii la care nu s-a administrat fototerapie (n = 219), bilirubina transcutanata
masurata la 48 de ore s-a regasit intre 5.3 mg/dl si 12.7 mg/dl cu o medie+/-SD de 10.08+/-1.09
mg/dl si o mediand de 10.1 mg/dl. La subiectii la care a fost necesara fototerapia (n=31), bilirubina
transcutanatd masurata la 48 de ore a fost intre 13 mg/dl si 14 mg/dl cu o medie+/-SD de 13.55+/-
0.29 mg/dl si o mediana de 13.5 mg/dl. Un test ¢ pentru esantioane independente a aratat ca a

existat o diferenta semnificativa statistic intre mediile valorilor bilirubinei masurate la 48 de ore (¢

= _17.49, p = .00 cu 95%Cl: (-3.85; -3.08)). (Figura 10)
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Figura 10 Grafic Box-plot pentru valorile bilirubinei transcutanate la 48 de ore in functie

de necesitatea administrarii fototerapiei

La subiectii la care nu a fost necesara fototerapia, valorile bilirubinei la 24 de ore au fost
intre 4.1 mg/dl si 7.1 mg/dl cu o medie+/-SD de 5.62+/-0.66 mg/dl si o mediand de 5.6 mg/dl iar
cele masurate la 48 de ore au fost intre 5.3 mg/dl si 12.7 mg/dl cu o medie+/-SD de 10.08+/-1.09
si 0 mediand de 10.1. Un test 7 pentru esantioane independente a aratat cd diferenta Intre media
valorilor hemoglobinei transcutanate masurate la 24 de ore si cea a valorilor masurate la 48 de ore

la subiectii care nu au necesitat fototerapie a fost semnificativa statistic (z = -51.56, p = .00 cu

95%Cl: (-4.63; -4.29)). (Figura 11)
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Figura 11. Grafic Box-plot pentru valorile bilirubinei la subiectii fara fototerapie la 24 si 48
de ore

La subiectii care au necesitat fototerapie, bilirubina transcutanatd la 24 de ore a fost intre
6.1 mg/dl si 7.8 mg/dl cu o medie+/-SD de 7.06+/-0.35 mg/dl cu o mediana de 7.1 mg/dl iar cea
masurata la 48 de ore a fost intre 13 mg/dl si 14 mg/dl cu o medie+/-SD de 13.55+/-0.29 mg/dl si
o mediana de 13.5 mg/dl. Un test ¢ pentru esantioane independente a ardtat ca a existat o diferenta
semnificativa statistic intre media valorilor bilirubinei transcutanate la 24 de ore si cea la 48 de ore
la subiectii care au necesitat fototerapie (¢=-78.62; p=0.00, 95%CI: (-6.65, -6.32)).
(Figura )

Subiectii au fost spitalizati intre 2 si 4 zile, cu o medie+/-SD de 2.18+/-0.42 zile si o
mediana de 2 zile. Subiectii care nu au necesitat fototerapie au fost spitalizati intre 2 si 3 zile cu o
medie+/-SD de 2.05+/-0.21 zile si o mediand de 2 zile iar cei care au necesitat fototerapie au fost
spitalizati Intre 3 si 4 zile cu o medie+/-SD de 3.13+/-0.34 zile si o mediand de 3 zile. Un test
Mann-Whitney a aratat ca a existat o diferentd semnificativa statistic Intre medianele numarului
de spitalizare Intre cei care au neceistat si cei care nu au necesitat fototerapie (U = 135.00, p =

0.00). (Figura 13)
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Figura 13. Histograma numarului de zile de spitalizare

Cei mai multi subiecti (n = 209; 83.60%) au fost spitalizati pentru 2 zile, 14.8% (n = 37)
au fost spitalizati 3 zile iar 1.6% (n = 4) au fost spitalizati 4 zile. (Figura 13)

Valorile greutdtii la nastere pentru subiectii care nu au necesitat fototerapie au fost cuprinse
intre 2500g si 4050g cu o medie+/-SD de 3043.15+/-303.23¢g si o mediana de 3050g. La subiectii

care au necesitat fototerapie valorile greutatii la nastere au fost intre 2550g si 3950g cu o medie+/-



298.74g si 0 mediana de 3150. In medie, subiectii care au necesitat fototerapie au avut cu 58.46g
mai mult decat cei care nu au necesitat. Un test t pentru esantioane independete a aratat ca nu a
existat o diferentd semnificativa statistic intre media greutdtii la nastere a celor care nu au necesitat

fototerapie si cei care au avut nevoie de tratament. (Figura 14)
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Figura 14. Grafic box-plot pentru greutatea la nastere in functie de prezenta/absenta

fototerapiei

La subiectii care au avut un scor Apgar la 1 minut de 8, valorile bilirubinei transcutanate
la 24 de ore au fost intre 4.2 mg/dl si 7.4 mg/dl cu o medie+/-SD de 5.64+/-0.94 mg/dl si o mediana
de 5.6 mg/dl. La cei la care scorul Apgar la 1 minut a fost de 9, valorile BTC au fost intre 4.1 mg/dl
s1 7.8 mg/dl cu o medie+/-SD de 5.87+/-0.77 mg/dl si o mediana de 5.9 mg/dl. La cei cu scor Apgar
la 1 minut de 10, valorile BTC la 24 de ore au fost intre 4.3 mg/dl si 7.8 mg/dl cu o medie+/-SD
de 5.63+/-0.76 mg/dl si o mediana de 5.5 mg/dl. Un test Kruskal Wallis a aratat ca nu a existat o
diferentd semnificativa statistic intre valorile medianelor bilirubinei transcutanate la 24 de ore in

functie de scorul Apgar la 1 minut (X° = 4.82, p = .09). (Figura 15)
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Figura 15. Grafic box-plot pentru valorile bilirubinei transcutanate la 24h in functie de

scorul Apgar la 1 minut

La subiectii la care scorul Apgar la 5 minute a fost de 9, valorile bilirubinei transcutanate
la 24 de ore au fost intre 4.1 mg/dl si 4.7 mg/dl, cu o medie+/-SD de 5.84+/-0.81 mg/dl si o mediana
de 5.9 mg/dl. La cei la care scorul a fost de 10 la 5 minute, valorile BTC la 24 de ore au fost intre
4.1 mg/dl si 7.8 mg/dl cu o medie+/-SD de 5.78+/-0.78 mg/dl si o mediana de 5.7 mg/dl. Un test
Mann-Whitney a aratat ca nu a existat o diferentd semnificativa statistic intre valorile medianelor

BTC la 24 de ore in functie de scorul Apgar la 5 minute (U = 6799, p = 0.50). (Figura 16)
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Figura 16. Grafic box-plot pentru valorile bilirubinei transcutanate la 24h in functie de

scorul Apgar la 5 minute

La subiectii la care scorul Apgar la 1 minut a fost de 8, valorile BTC la 48 de ore au fost
intre 7.2 mg/dl si 13.8 mg/dl cu o medie+/-10.39+/-1.72 mg/dl si o mediand de 10.1 mg/dl. La cei
la care scorul a fost 9, valorile BTC la 48 de ore au fost intre 5.3 mg/dl si 14 mg/dl cu o medie+/-
SD de 10.55+/-1.58 mg/dl si o mediana de 10.3 mg/dl. La cei cu scor de 10, valorile BTC 1a 48 de
ore au fost intre 8 mg/dl si 14 mg/dl cu o medie+/-SD de 10.42+/-1.33 mg/dl si o mediana de 10.25
mg/dl. Un test Kruskal-Wallis a aratat cd nu a existat o diferentd semnificativa statistic intre
medianele valorilor BTC la 48 de ore in functie de scorul Apgar la 1 minut (X = 0.26, p = 0.88).
(Figura 17)
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Figura 17. Grafic box-plot pentru valorile bilirubinei transcutanate la 48 h in functie de

scorul Apgar la 1 minut

La subiectii care au avut scor Apgar 9 la 5 minute, valorile BTC la 48 de ore au fost intre:
5.3 mg/dl si 13.8 mg/dl cu o medie+/-SD de 10.44+/-1.69 si 0 mediana de 10.2 mg/dl. La subiectii
cu scor 10 la 5 minute, valorile BTC la 48 de ore au fost intre 7.9 mg/dl si 14 mg/dl cu o medie+/-
SD de 10.55+/-1.45 mg/dl si o mediand de 10.3mg/dl. Un test Mann-Whitney a aratat ca nu a
existat o diferentd semnificativa statistic intre medianele valorilor BTC la 48 de ore in functie de

scorul Apgar la 5 minute. (Figura 18)

La subiectii ndscuti spontan, valorile bilirubinei la 24 de ore au fost intre: 4.1 mg/dl si 7.8
mg/dl cu o medie+/-SD de 5.67+/-0.79 mg/dl cu o mediana de 5.6 mg/dl. La subiectii extrasi prin
operatie cezariand, valorile BTC la 24 de ore au fost intre 4.2 mg/dl si 7.4 mg/dl cu o medie+/-SD
de 5.99+/-0.75 mg/dl si 0 mediand 5.9 mg/dl. Un test Mann-Whitney a aratat ca a existat o diferenta
semnificativa statistic Intre valorile medianelor BTC la 24 de ore in functie de modul nasterii (U

= 5717, p=0.001). (Figura 19)
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Figura 18. Grafic box-plot pentru valorile bilirubinei transcutanate la 48h in functie de

scorul Apgar la 5 minute
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Figura 19. Distributia valorilor BTC la 24 de ore in functie de modul nasterii



Concluzii

Diagnosticarea precoce a icterului a fost o provocare in rdndul neonatologilor si a
reprezentat subiectul multor teze de cercetare. Diagnosticul tardiv sau conduita terapeutica
neadecvatd implica complicatii grave precum icterul nuclear sau encefalopatia hiperbilirubinemica
care atrag complicatii neurologice pe viatd sau chiar deces. In ultimii ani studiile s-au axat pe

determinarea unor factori predictivi pentru aparitia icterului patologic.

Datele din literaturd au fost limitate la cateva studii recent aparute si care au prezentat
corelatii Intre alfa-fetoproteina, fosfataza alcalind dozate si evolutia icterului neonatal dupa
nastere. Din datele pe care le avem mai existd patru studii publicate la nivel mondial, realizate pe
corelatiile Intre valorile fosfatazei alcaline din sangele din cordonul ombilical si valorile ulterioare
ale bilirubinei. Dar 1n acestea, spre deosebire de studiul nostru, s-a utilizat valoarea bilirubinei
serice sau o combinatie intre bilirubina transcutanata si cea sericd. Studiul nostru s-a bazat exclusiv

pe masuratori noninvazive ale bilirubinei.

Studiile prezentate in lucrarea de fata au fost realizate in vederea realizarii de cat mai multe
corelatii intre fosfataza alcalind si parametrii determinanti ai aparitiei icterului ce implica
complicatii grave. Astfel, In primul studiu s-a Incercat realizarea de corelatii intre modul nasterii,
scorul Apgar la 1 minut si 5 minute, sexul nou-nascutului si fosfataza alcalina. In urma analizarii
datelor si aplicarii testelor statistice nu au fost observate diferente semnificative statistice intre
grupul de studiu si grupul de control. Am concluzionat cd modul nasterii, scorul Apgar si sexul

nou-ndscutului nu sunt incadrati ca factori de risc pentru aparitia icterului.

In cel de-al doilea studiu am cercetat corelatii intre valorile fosfatazei alcaline, valorile
bilirubinei transcutanate si nevoia de fototerapie. In urma analizarii datelor statistice am putut
concluziona ca valorile crescute ale fosfatazei alcaline se coreleaza cu valorile crescute ale
bilirubinei transcutatate, implicit aparitia icterului care necesiti tratament. In plus, in urma
realizarii curbelor ROC am putut calcula o valoare cutoff pentru fosfataza alcalind . Astfel, toate
valorile fosfatazei alcaline de peste 319,55 Ul / L au fost asociate cu valori crescute ale bilirubinei

si cu nevoia de fototerapie.

In cel de-al treilea studiu am incercat realizarea de corelatii intre valorile hemoglobinei si
ale hematocritului si valorile fosfatazei alcaline. Desi din punct de vedere statistic Tn randul

pacientilor nostri nu au existat diferente semnificative statistic intre grupul de studiu si cel de



control, in literatura exista studii care au aratat o asociere intre valorile scazute ale hematocritului

si valorile crescute ale fosfatazei alcaline.

In urma datelor analizate putem prezenta urmaitorul algoritm de diagnostic precoce al

icterului:

valori
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crescute FAL

bilirubinei
transcutanate
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ombilical

icter
patologic

Figura 20 Algoritm de diagnostic al icterului patologic

Valorile fosfatazei alcaline pot fi considerate markeri predictivi pentru aparitia icterului.
Valorile crescute atrag atentia asupra unui icter care va necesita tratament. In studiile noastre s-au
utilizat si s-au analizat doar datele nou-nascutilor care au necesitat fototerapie, dar nu trebuie sa
excludem tratamentul cu imunoglobuline sau in cazurile severe, chiar exanguinotransfuzia acolo

unde este nevoie.

Punctele forte ale acestei cercetdri au fost caracterul prospectiv al studiilor, recoltarea
probelor de sange de la nivelul cordonului ombilical, fard a necesita punctii venoase ale nou-
nascutilor, analiza valorilor  bilirubinei transcutanate care a fost realizata cu aparate de inalta
tehnologie cu o precizie cat mai mare si de asemenea, inrolarea unui numar semnificativ de
pacienti. De asemenea stabilirea obiectivului principal de calcul al valorii limita pentru fosfataza
alcalina reprezinta un punct forte, deoarece majoritatea studiilor au evidentiat doar asocierea Intre

valorile crescute ale fosfatazei alcaline si aparitia icterului patologic.



Limitarile studiilor au fost perioada scurtd a cercetarii, 6 luni, includerea doar a nou-
nascutilor normoponderali la termen fara alte patologii asociate si doar a nou-nascutilor care au
necesitat tratament cu fototerapie. Perioada cercetarii a permis inrolarea unui numar semnificativ
de pacienti deoarece au fost realizate intr-o maternitate de grad III cu numar mare de nasteri dar a
limitat rezultatele pe termen lung de urmarire (nu s-a putut preciza durata icterului) sau eventualele

complicatii aparute.

Beneficiile depistarii precoce a valorilor FAL care se coreleaza cu valori ulterioare crescute
ale bilirubinei si implicit cu nevoia de fototerapie sunt atat de natura medicala (nou-nascutii aflati
la risc de a dezvolta forme intense de icter vor fi atent monitorizati si tratati la timp) cat si de natura
finaciara (scade durata medie de spitalizare prin externarea mai rapidd a nou-nascutilor fara risc
de a dezvolta forme intense de icter si implicit scad cheltuielile spitalului pentru aceste cupluri

mama-nou-nascut ) .

Cercetarea actuala poate constitui un reper stiintific pentru viitoarele studii care ar putea fi
realizate plecand de la valorile markerilor biochimici ce pot fi dozati din cordonul ombilical. Am
cercetat doar o singurd enzima 1n asociere cu aparitia patologiei icterice fara a uttiliza metode
invazive pentru nou-nascut. Pe viitor se pot incerca corelatii intre valorile altor biomarkeri din
sangele recoltat de la nivelul cordonului ombilical si aparitia anumitor patologii (exemple:
glicemia si predispozitia pentru instalarea diabetului la nou-nascut sau valorile transaminazelor si
aparitia bolilor hepatice la varsta neonatala). Exista multe posibilitati de explorare a acestei ,,mine
de aur” reprezentati de sangele de la nivelul cordonului ombilical. In prezent, pe scari larga este
inclus in toate ghidurile pentru folosirea lui in cazul prematurilor si nou-nascutilor cu asfixie
perinatala,dar poate fi utilizat si la nou-nascutii normoponderali la termen pentru a preveni

punctiile venoase repetate.

Originalitatea tezei este evidentiata de utilizarea unor metode non-invazive de diagnostic a
icterului: recoltarea de sange de la nivelul cordonului ombilical, recoltarea de probe inca de la

nastere, masurarea bilirubinei transcutanate, analiza factorilor de risc.

De asemenea utilizarea FAL ca si biomarker predictiv pentru evolutia icterului si a
necesitatii utilizarii fototerapiei constituie o abordare noud mai ales pentru populatia caucaziana
deoarece pana la aceasta data nu au fost publicate alte lucrari asemanatoare cu studii efectuate pe
populatia caucaziana. Celelalte patru studii asemanatoare identificate in literatura de specialitate

au fost efectuate pe populatii din Africa si Orientul Mijlociu.



Recoltarea de la nivelul cordonului ombilical de sange a fost facutad imediat dupa nastere
pentru dozarea valorilor fosfatazei alcaline si asocierea acesteia cu valorile bilirubinei
transcutanate in dinamica. Astfel, o singura proba de sdnge recoltatd la nastere ne poate evidentia
faptul ca un nou-nascut va dezvolta o forma mai severd de icter si va necesita urmarire atenta

pentru inceperea prompta a tratamentului.

De asemenea, este o lucrare axatd pe studierea unei populatii caucaziene restul lucrarilor
de aceste tip, bazate pe asocierea dintre FAL si bilirubina, au fost efectuate in cadrul populatiilor

altor rase.

Utilizarea pe scard largd a acestor dozari ale FAL din cordonul ombilical in vederea
stabilirii nou-nascutilor cu risc de a dezvolta forme intense de icter, poate avea impact asupra
duratei de spitalizare medii din cadrul sectiilor de Neonatologie (in sensul scaderii duratei de
spitalizare la pacientii care nu sunt predispusi la a dezvolta forme intense de icter) si asupra

ghidurilor de specialitate.

Aplicatii practice

O depistare precoce a cazurilor de nou-nascuti care vor necesita expunerea la fototerapie
poate duce la un mai bun management al acestor cazuri, cu o posibild scadere a numarului de

exsanguinotransfuzii si cu scaderea incidentei complicatiilor generate de hiperbilirubinemie.

In cazul nou-nascutilor cu valori ale FAL sub valoarea cutoff stabilita in prezenta lucrare
(in cazul populatiilor caucaziene) se poate decide externarea intr-un termen mai scurt decat cel
stabilit standard la nivelul fiecarui spital. Astfel se va putea obtine o scadere a duratei medii de

spitalizare.

Atat scaderea duratei medii de spitalizare cat si prevenirea aparitiei complicatiilor
hiperbilirubinemiei (care ar presupune o spitalizare Indelungata si costuri suplimentare pentru

tratamentul specific) vor avea impact financiar pozitiv asupra spitalului.

Externarea mai rapida pentru nou-nascutii fara risc de a dezvolta forme intense de icter neonatal
va duce la reintregirea familiei intr-un timp mai scurt de la momentul nasterii, cu beneficii asupra
confortului psihic al lehuzei si cu impact pozitiv asupra dezvoltarii neurologice a nou-nascutului.

De asemenea confortul sporit al lehuzei, odata ajunsa in cadrul familiei, va creste probabilitatea



de a aldpta exclusiv la sin pe o perioadd mai lunga, cu beneficii clare atat pentru nou-nascut cét si

pentru mama.
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