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Streszczenie

Zapalenie ptuc jest jedna z najczestszych przyczyn hospitalizacji i zgonéw dzieci. Celem pracy byla sagdowo-lekarska
analiza przypadkéw dzieci zmarlych nagle z powodu nierozpoznanego za zycia zapalenia pluc. Praca miata charakter
retrospektywny i polegata na analizie akt spraw prokuratorskich. Badaniem objeto 47 dzieci zmartych w latach 2011-
2018, u ktérych jako przyczyne zgonu po przeprowadzeniu badan po$miertnych wskazano zapalenie pluc, a takze
dzieci, u ktérych przyczyna zgonu, pomimo przeprowadzenia po$miertnych badan dodatkowych, w tym histopatolo-
gicznych, nie zostala okre$lona. W czeéci przypadkéw w badaniach dodatkowych po$miertnych dla postawienia roz-
poznania wykonano dodatkowo ukierunkowane barwienia immunohistochemiczne wybranych wycinkéw pluc.
U dzieci z objawami prodromalnymi w badaniu histopatologicznym istotnie czeéciej wystepowata niedodma niz
u dzieci bez objawdw prodromalnych. Zapalenie pluc to istotny problem kliniczny. Zwlaszcza u matych dzieci moze
ono przebiegaé bez zadnych objawéw, ktére pozwolilyby na postawienie takiego rozpoznania. Prawidtowo przeprowa-
dzona diagnostyka posmiertna, uzupelniona o badania immunohistochemiczne, pozwala zredukowaé liczbe
niewyja$nionych pod wzgledem przyczyny zgonéw dzieci.

Stowa kluczowe: zapalenie ptuc, dzieci, badania po$miertne, immunohistochemia
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Abstract

Pneumonia is one of the most common causes of children’s hospitalization and death. The aim of the study was
a medico-legal analysis of children who died suddenly due to pneumonia undiagnosed in their lifetime. The research
was of a retrospective character and consisted in an analysis of prosecution files. The study included 47 children who
died between 2011-2018 in whom pneumonia after post-mortem examination was indicated as the cause of death, as
well as children in whom the cause of death, despite additional post-mortem examinations, including histopathologi-
cal tests, was not established. In some cases, under additional post-mortem examinations, additional targeted immu-
nohistochemical staining of selected lung sections was performed to establish the diagnosis. In children with prodro-
mal symptoms, histopathological examination showed significantly more frequent atelectasis than in children without
prodromal symptoms. Pneumonia is a significant clinical problem. Especially in young children, it may proceed with-
out any symptoms that would cause such a diagnosis to be made. A properly conducted post-mortem diagnosis sup-

plemented by immunohistochemical examinations allows to reduce the number of unexplained deaths in children.

Key words: pneumonia, children, post-mortem examination, immunohistochemistry

Wprowadzenie

Zapalenia ptuc naleza do najczestszych przyczyn
zgonow wsrod chordb ukladu oddechowego popu-
lacji ogdlnej. Smiertelnos¢ wsréd chorych na po-
zaszpitalne zapalenie ptuc leczonych ambulatoryjnie
nie przekracza 1%, natomiast gdy stan pacjenta wy-
maga juz hospitalizacji wynosi (w zaleznosci od zja-
dliwosci patogenu i jego wrazliwosci na zastosowana
terapie, wieku, choréb wspolistniejacych) odpo-
wiednio 5-20% [1]. Zapalenie pluc u dzieci stanowi
problem diagnostyczny zaréwno dla klinicysty, jak
i dla specjalistow zajmujacych si¢ diagnostyka po-
$miertng (medykéw sadowych i patomorfologow).
Objawy kliniczne u dzieci moga by¢ bardzo skape
(ograniczone tylko do podwyzszonej temperatury)
lub w ogdle nie wystapi¢ [2]. Dzieci zmarte nagle
z powodu nierozpoznanego za Zycia zapalenia ptuc
w ocenie histopatologicznej najczesciej s diagnozo-
wane jako zmarte z powodu §rédmiazszowego zapa-
lenia ptuc [3].

W Polsce brak jest aktualnie standardéw diagno-
styki posmiertnej zapalen pluc u dzieci. Problem
diagnostyki nieurazowych zgonéw dzieci, ktore nie
prezentowaly wczesniej objawéw chorobowych, jest
zagadnieniem niezwykle ztozonym i wielodyscypli-
narnym. W aktualnym pi$miennictwie zwraca sie
uwage, ze tego typu zgony wymagaja bardzo szero-
kiej diagnostyki (prawdopodobniej jednej z najszer-
szych w diagnostyce medyczno-sagdowej). Podkresla

Introduction

Pneumonia belongs to the most frequent causes
of death among respiratory system diseases in gen-
eral population. The mortality rate among commu-
nity-acquired pneumonia patients treated on an
outpatient basis is less than 1%, whereas in cases
when the patient’s condition requires hospitaliza-
tion equals (depending on the virulence of the
pathogen and its sensitivity to the therapy used, age,
comorbidities) 5-20%, respectively [1]. Pneumonia
in children constitutes a diagnostic problem both
for the clinician and post-mortem specialists (foren-
sic physicians and pathomorphologists). Clinical
signs in children may be very sparse (limited only to
an elevated temperature) or not present at all [2].
Children who died suddenly due to pneumonia
undiagnosed in their lifetime, on histopathological
evaluation are most often diagnosed as deceased
due to interstitial pneumonia [3].

Poland currently lacks standards for post-mor-
tem diagnosis of pneumonia in children. The prob-
lem of diagnosing non-traumatic deaths of children
who previously failed to present symptoms of dis-
ease is an extremely complex and multidisciplinary
issue. The current literature notes that such deaths
require very broad diagnostics (probably one of the
broadest in medico-legal diagnostics). It is empha-
sized that the gold standard in this type of cases
should be conducting post-mortem imaging (at
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sie, ze zlotym standardem w tego typu przypadkach
powinno by¢ wykonanie: po§miertnych badan obra-
zowych (przynajmniej RTG), badan histopatolo-
gicznych, neuropatologicznych, mikrobiologicznych
oraz genetycznych [4-7]. Niestety w polskich re-
aliach dostep do czeéci z tych badan jest istotnie
ograniczony, w zaleznosci od mozliwosci konkret-
nego osrodka medyczno-sadowego.

Cel pracy

Sadowo-lekarska analiza przypadkéw dzieci
zmarlych nagle z powodu nierozpoznanego za zycia
zapalenia pluc, w tym okredlenie odsetka dzieci
zmarlych z tego powodu sposrod grupy dzieci zmar-
tych nagle, wstepnie klasyfikowanych jako SIDS
(ang. Sudden Infant Death Syndrome — zesp6l nagle-
go zgonu niemowlat) lub SUDC (ang. Sudden
Unexplained Death in Childhood - nagty niespodzie-
wany zgon dziecka starszego niz rok).

Materiat i metody

Badanie mialo charakter retrospektywny i pole-
galo na analizie akt prokuratorskich spraw dotyczg-
cych zgondéw dzieci, ktdrych pos$miertne badania
dodatkowe (w tym histopatologiczne) zostaty prze-
prowadzone w Katedrze i Zakladzie Medycyny
Sadowej i Toksykologii Sagdowo-Lekarskiej Slaskiego
Uniwersytetu Medycznego w Katowicach w latach
2011-2018 i jako przyczyne zgonu wykazaly zapale-
nie pluc, a takze dzieci, u ktérych przyczyna zgonu,
pomimo przeprowadzenia po$miertnych badan do-
datkowych (w tym histopatologicznych) nie zostala
okreslona.

Analizie poddano lgcznie 4212 opinii (w kolej-
nych latach odpowiednio: 685, 699, 620, 563, 546,
573, 563, 509). Wyodrebniono sekcje dotyczace
dzieci (w wieku od 7 dnia Zycia do 8 lat) zmartych
poza szpitalem, z przyczyn innych niz szeroko rozu-
miany uraz. Przyjeta dolna granica wieku wynikatla
z definicji SIDS (nagly zgon pomiedzy siédmym
a trzysta sze$¢dziesigtym pigtym dniem zycia).
Gorng granice wieku przyjeto z kolei zgodnie z defi-
nicjag SUDC (wiek w chwili zgonu od ukoniczonego 1
roku do 8 lat).

Akta spraw kazdorazowo byly udostepniane do
analizy za zgoda prokuratury na pisemng prosbe
przeprowadzajacego badanie. Oprocz wynikéw
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least X-rays), histopathological, neuropathological,
microbiological and genetic tests [4-7]. Unfortu-
nately, in the Polish reality, access to some of these
tests is significantly limited, depending on the capa-
bilities of a particular medico-legal center.

The aim of the study

Medico-legal analysis of cases of children who
died suddenly due to pneumonia undiagnosed in
their lifetime, including determining the percentage
of children who died due to this reason among the
group of children who died suddenly, initially classi-
fied as SIDS (Sudden Infant Death Syndrome) or
SUDC (Sudden Unexplained Death in Childhood -
a sudden unexpected death of a child beyond one
year old).

Material and methods

The research was of a retrospective character and
consisted in an analysis of prosecution files concern-
ing deaths of children whose additional post-mor-
tem examinations (including histopathological
ones) were conducted at the Chair and Department
of Forensic Medicine and Medico-Legal Toxicology
of the Medical University of Silesia in Katowice in
the years 2011-2018, and which indicated pneumo-
nia as the cause of death, and also concerning chil-
dren in whom the cause of death despite conducting
additional post-mortem examinations (including
histopathological ones) was not determined.

A total of 4212 opinions were analyzed (in subse-
quent years: 685, 699, 620, 563, 546, 573, 563, 509,
respectively). Post-mortem examinations were iso-
lated, which concerned children (aged from 7 days
to 8 years) who died outside hospital of causes other
than trauma in the broad sense. The lower age limit
adopted was based on the definition of SIDS (sud-
den death between the seventh and three hundred
and sixty-fifth day of life). The upper age limit, on
the other hand, was adopted in accordance with the
SUDC definition (age at death from completed 1 year
to 8 years).

Each time, case files were made available for
analysis with the permission of the prosecutor’s
office upon a written request of the investigator.
Apart from the results of post-mortem examinations
in each case, the available medical records (health
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badan po$miertnych w kazdym przypadku, w moz-
liwie jak najszerszym zakresie, analizie poddano do-
stepng dokumentacje medyczng (ksigzeczka zdro-
wia, karta szczepien, dokumentacja z leczenia
w warunkach podstawowej opieki zdrowotnej, wy-
niki badan i konsultacji specjalistycznych) oraz po-
zostale dokumenty, w tym takie jak m.in. zeznania
swiadkéw i opinie bieglych, ktore dostepne byty
w dokumentacji dostarczonej przez dysponujace
nimi instytucje, to jest prokuratury. Przeanalizowa-
no takze wszystkie wyniki po$miertnych badan hi-
stopatologicznych z lat 2011-2018, lacznie 2112
spraw (w kolejnych latach odpowiednio: 266, 275,
274, 240, 272, 246, 290, 249).

Po wstepnej analizie wytypowano 89 spraw, po
czym do zleceniodawcéw (prokuratur rejonowych)
rozestano pisma z prosba o udostepnienie akt do
celow naukowych. Po analizie nadestanych akt 51
spraw — do grupy badanej ostatecznie wiaczono 40
przypadkéw, do grupy kontrolnej 7 przypadkéw
(Ryc. 1). Cala badana grupa zostata podzielona na
dwie podgrupy: 1) z objawami prodromalnymi i 2)
bez objawéw prodromalnych.

record book, vaccination card, primary care treat-
ment records, results of specialized examinations
and consultations) and other documents, including,
among others, witness statements and expert opin-
ions, which were available in the documentation
provided by the institutions that kept them, namely,
the prosecutors’ offices, were analyzed to the fullest
extent possible. All post-mortem histopathology
results from 2011-2018 were also analyzed, a total of
2112 cases (in subsequent years: 266, 275, 274, 240,
272, 246, 290, 249, respectively).

After an initial analysis, 89 cases were selected,
after which letters were sent to the commissioners
(district prosecutors’ offices) requesting access to the
files for research purposes. Following the analysis of
the submitted files of 51 cases — 40 cases were finally
included in the study group, and 7 cases in the con-
trol group (Fig. 1). The whole study group was
divided into two subgroups: 1) with prodromal
symptoms and 2) without prodromal symptoms.

Wyniki badar histopatologicznych
Results of histopathological examinations
(n=2112)

Protokoty sekcyjne
Autopsy reports
(n=4212)

A

A

Pisma do zleceniodawcéw / Letters to commissioners
(n=89)

Analizowane akta — nadestane przez Prokurature
Files analyzed — submitted by the Prosecutor’s Office
(n=89)

~

Przypadki wiaczone do badania
Cases included in the study
(n=47)

Rycina 1. Kolejne etapy selekcji przypadkéw do badania, wraz ze zmniejszajaca sie

liczba spraw na poszczegélnych etapach

Figure 1. Successive stages of case selection for the study together with the decreasing

number of cases at particular stages
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Podsumowujac, kryteria wlaczenia do analizo-
wanych grup obejmowaly:

« zgon dziecka w latach 2011-2018, w warunkach
pozaszpitalnych, w wieku powyzej 7 doby i poni-
zej 8 lat;

« badania po$miertne histopatologiczne przepro-
wadzone w Zakladzie Medycyny Sadowej Sla-
skiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach;

« mozliwos$¢ uzyskania akt sprawy do analizy.
Korzystajac z dostepnej dokumentacji medyczne;j

dziecka oraz zeznan $wiadkow (rodzice, opiekuno-

wie, personel medyczny), analizowano wystgpowa-
nie nastepujacych czynnikéw ryzyka i objawow kli-
nicznych:

1. Czynniki ryzyka:

a) zwigzane z okresem okoloporodowym:

« masa urodzeniowa dziecka (oceniana w siatkach
centylowych [8]),

« stan noworodka oceniony w skali Apgar,

« wiek plodowy,

« wiek matki w chwili urodzenia dziecka,

« choroby matki w trakcie ciazy,

 nikotynizm matki/narazenie na palenie bierne.

b) zwigzane ze stanem klinicznym dziecka:

o pleg,

o dotychczasowy przebieg rozwoju psychorucho-
wego dziecka w oparciu o analize dokonang przez
lekarza klinicyste na podstawie danych z doku-
mentacji medycznej i zeznan $wiadkéw (rodzi-
coOwW),

« masa dziecka w chwili zgonu (ocena w siatkach
centylowych wedlug WHO),

o choroby przewlekle (w tym wrodzone zapalenie
ptuc),

« wczesniejsze hospitalizacje,

e szczepienia:

- realizacja obowigzkowego kalendarza szcze-
pien,

- szczepienia dodatkowe, w tym takze przeciw-
ko Streptococcus pneumoniae (pneumokoki).

2. Objawy kliniczne poprzedzajace zgon:
o katar,

o kaszel,

o goraczka.

Kryteria wstepnej kwalifikacji jako SIDS [9]:

« nagly zgon pomiedzy siddmym a trzysta szes¢-
dziesigtym pigtym dniem Zycia,

« zgon w trakcie snu,

Arch Med Sadowej Kryminol 2022; vol. 72 (4): 165-182

Summing up, inclusion criteria to the groups

analyzed encompassed:

o death of a child in the years 2011-2018, outside
hospital, aged above 7 days and below 8 years;

« post-mortem histopathological examinations
conducted at the Department of Forensic Medi-
cine of the Medical University of Silesia in Kato-
wice;

« possibility of obtaining case files for analysis.
Using the available medical records of the child

and the testimony of witnesses (parents, caregivers,

medical staff), the presence of the following risk fac-
tors and clinical manifestations was analyzed:

1. Risk factors:

a) connected with the perinatal period:

o child’s birth weight (assessed in centile grids [8]),

 condition of a newborn assessed by means of

Apgar score,

o fetal age,

« mother’s age at childbirth,

o diseases of the mother during pregnancy,

« nicotine addiction of the mother /passive smok-
ing exposure.

b) connected with the child’s clinical condition:

. sex,

o the previous course of the child’s psychomotor
development based on the analysis conducted by
the clinician on the basis of data from medical
records and witness testimony (parents),

« weight of the child at the time of death (assessed
in centile grids according to the WHO),

o chronic diseases (including congenital pneumo-
nia),

« prior hospitalizations,

e vaccinations:

- implementation of the mandatory vaccina-
tion calendar,

- supplementary vaccinations, including the
one against Streptococcus pneumoniae (pneu-
mococci).

2. Clinical manifestations preceding death:

rhinorrhea,

cough,

o fever.

Criteria of initial classification as SIDS [9]:

« sudden death between the seventh and the three
hundred sixty-fifth day of life,

o death during sleep,

Archiwum Medycyny Sadowej i Kryminologii
Archives of Forensic Medicine and Criminology

SV

SOCIETAS,

o

RN

169



Michat Szczepariski, Rafat Skowronek, Beata Sarecka-Hujar, llona Kopyta
Sadowo-lekarska analiza przypadkéw dzieci zmartych nagle z powodu nierozpoznanego za zycia zapalenia ptuc
Medico-legal analysis of cases of children who died suddenly due to pneumonia undiagnosed in their lifetime

« brak objawéw prodromalnych,

o przyczyna zgonu niewyjasniona po ogledzinach
zewnetrznych i otwarciu zwlok.

Kryteria wstepnej kwalifikacji jako SUDC przyjete

przez autoréw na potrzeby badania [5, 9]:

o wiek w chwili zgonu od ukonczonego 1 roku do

8 lat,

o przyczyna zgonu niewyjasniona po ogledzinach
zewnetrznych i otwarciu zwlok

Ze wzgledu na to, ze dane takie jak wyniki badan
laboratoryjnych i obrazowych wystepowaly w poje-
dynczych przypadkach w dokumentacji medycznej
grupy dzieci zmarlych nagle, odstgpiono od prze-
prowadzenia ich analizy.

Badania sagdowo-lekarskie przeprowadzane byly
na zlecenie prokuratur rejonowych z terenu woje-
wodztwa $laskiego. W wiekszosci przypadkow (38
z 40) badanie sekcyjne byto wykonane w prosekto-
rium Katedry i Zakltadu Medycyny Sadowej i Toksy-
kologii Sadowo-Lekarskiej w Katowicach (w dwoch
przypadkach badania sekcyjne wykonane byly poza
Zakladem w prosektoriach szpitalnych). W tej pla-
cowce wykonywane byly réwniez wszystkie po-
$miertne badania dodatkowe.

Badania histopatologiczne ptuc byly przeprowa-
dzane zgodnie ze standardowa procedura badania
mikroskopowego materiatu pobranego podczas sek-
cji zwlok stosowang w ww. Zakladzie. Z materialu
tkankowego pobranego podczas sekcji zwlok, utrwa-
lonego w 10% zbuforowanym roztworze parafor-
maldehydu, pobrano reprezentatywne wycinki,
ktére odwodniono w etanolu o rosngcym stezeniu,
przeswietlono w ksylenie i zatopiono w parafinie.
Uzyskane bloczki zostaly $ciete w mikrotomie rota-
cyjnym (Leica RM 2155) na skrawki o grubosci
3 um, ktére, po odparafinowaniu i uwodnieniu
w malejacych stezeniach etanolu, poddano standar-
dowemu barwieniu przegladowemu hematoksyling
i eozyna (H-E).

Od 2015 roku w czesci przypadkow, w ktorych
specjalista patomorfolog zasugerowal taka potrzebe
w zwigzku z trudnosciami w identyfikacji komorek
nacieku zapalnego i tym samym trudno$ciami w po-
stawieniu ostatecznego rozpoznania - za uprzednia
zgoda zleceniodawcy — wykonano dodatkowo ukie-
runkowane barwienia immunohistochemiczne wy-
branych (wskazanych przez patologa), najbardziej
reprezentatywnych wycinkéw z ptuc. W dodatkowej

« lack of prodromal symptoms,
« unexplained cause of death after external visual
examination and autopsy.
Criteria of initial classification as SUDC adopted by
the authors for the purposes of the study [5, 9]:
« age at death from completed 1 year to 8 years,
« unexplained cause of death after external visual
examination and autopsy.
Since data such as laboratory and imaging results
were present in isolated instances in the medical
records of the group of children who died suddenly,
their analysis was waived.
Medico-legal examinations were conducted at the
request of district prosecutors’ offices in the Silesian
voivodeship. In the majority of cases (38 out of 40),
autopsy was conducted in the dissecting room of the
Chair and Department of Forensic Medicine and
Medico-Legal Toxicology in Katowice (in two cases,
post-mortem examinations were conducted outside
the Department, in hospital dissecting rooms). All
additional post-mortem examinations were also
conducted in this facility.
Histopathological examinations of lungs were con-
ducted in accordance with the standard procedure
for microscopic examination of material taken
during autopsy applied in the abovementioned
Department. Representative sections were taken
from tissue material collected at autopsy, fixed in a
10% buffered paraformaldehyde solution, and dehy-
drated in ethanol of escalating concentration, cleared
in xylene and embedded in paraffin. Blocks obtained
were cut into 3 um slices in the rotary microtome
(Leica RM 2155), which after dewaxing and rehy-
dration in decreasing concentrations of ethanol were
subjected to standard routine staining with hema-
toxylin and eosin (H-E).
As of 2015, in some of the cases in which a specialist
pathomorphologist suggested such a need due to
difficulties in identifying cells of inflammatory infil-
trate and thus difficulties in making a definitive
diagnosis — with prior consent of the commissioner
- additional targeted immunohistochemical stain-
ing was conducted of selected (indicated by the
pathomorphologist) most representative lung sec-
tions. Additional diagnostics used relevant markers
of T lymphocytes (CD3), B lymphocytes (CD20)
and plasma cells (CD138).
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diagnostyce wykorzystywano odpowiednie markery

limfocytéw T (CD3), limfocytéw B (CD20) i pla-

zmocytow (CD138).

Zastosowano nastgpujace specyficzne prze-
ciwciala, zgodnie z przyjeta w Katedrze i Zakladzie
Patomorfologii i Diagnostyki Molekularnej Slaskie-
go Uniwersytetu Medycznego w Katowicach proce-
durg w diagnostyce ludzkiego materialu tkankowe-
go:

« CD3: Flex Polyclonal Rabbit Anti-Human CD3
Ready-to-Use (Dako, nr kat. IR503),

o CD20: Flex Monoclonal Mouse Anti-Human
CD20cy Clone L26 Ready-to-Use (Dako, nr kat.
TR604),

o CD 138: Flex Monoclonal Mouse Anti-Human
CD138 Clone MI15 Ready-to-Use (nr kat. IR642).
Antygeny odstaniano w urzadzeniu PT Link

Dako w wysokim pH. Nastepnie reakcje przeprowa-

dzono w aparacie Autostainer Link 48 firmy Dako

z uzyciem zestawu EnVision Flex (nr kat. K8002).
Przygotowane preparaty oceniali specjalisci pa-

tomorfolodzy, posiadajacy wieloletnie do$wiadcze-

nie we wspolpracy z uniwersyteckim zakladem me-
dycyny sadowe;j.

W dalszych etapach analizowano:

o liczbe wycinkéw z pluc pobranych do badania
histopatologicznego,

o rozklad liczby wycinkéw z pluc pobranych do
badania histopatologicznego,

o zmiany histopatologiczne w plucach dzieci
z grupy badanej oraz kontrolnej,

o wyniki barwienn immunohistochemicznych wy-
cinkéw z pluc dzieci z grupy badane;j,

 wyniki badan toksykologicznych.

Analiza statystyczna

W celu przeprowadzenia analiz statystycznych
wykorzystano oprogramowanie STATISTICA 13.0
(STATSOFT; Statistica, Tulsa, OK, USA) i SAS (SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA). Dla zmiennych cig-
glych ustalono wartosci srednie (M, ang. mean) i od-
chylenia standardowe (SD, ang. standard deviation)
oraz wartosci minimum i maksimum. Z kolei dla
zmiennych jako$ciowych oszacowano liczebnosci
bezwzgledne (n) i wzgledne (%). Zmienne poréw-
nywano miedzy:

Arch Med Sadowej Kryminol 2022; vol. 72 (4): 165-182

The following specific antibodies were used in accor-

dance with the procedure adopted at the Depart-

ment of Pathomorphology and Molecular Diagnos-
tics of the Medical University of Silesia in Katowice
for the diagnosis of human tissue material::

« CD3: Flex Polyclonal Rabbit Anti-Human CD3
Ready-to-Use (Dako, cat. no. IR503),

o CD20: Flex Monoclonal Mouse Anti-Human
CD20cy Clone L26 Ready-to-Use (Dako, cat. no.
IR604),

o CD 138: Flex Monoclonal Mouse Anti-Human
CD138 Clone MI15 Ready-to-Use (cat. no.
IR642).

Antigens were exposed in PT Link Dako system
at high pH. Then the reaction was conducted in
Autostainer Link 48 Dako system with the use of
EnVision Flex kit (cat. no. K8002).

The prepared slides were evaluated by specialist
pathomorphologists with many years of experience
in cooperation with the university’s forensic medi-
cine department.

What was analyzed in further stages were the fol-
lowing:

« number of lung sections taken for histopatholog-
ical examination,

« distribution of the number of lung sections taken
for histopathological examination,

« histopathological changes in the lungs of chil-
dren from the study and control groups,

« results of immunohistochemical staining of lung
sections from children in the study group,

« results of toxicology tests.

Statistical analysis

In order to conduct statistical analyses, STATIS-
TICA 13.0 (STATSOFT; Statistica, Tulsa, OK, USA)
and SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) soft-
ware was used. For continuous variables, mean (M)
and standard deviation (SD) values were deter-
mined, as well as minimum and maximum values.
For qualitative variables in turn, absolute (n) and
relative (%) counts were estimated. Variables were
compared between:
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a) calg grupg z $§rodmigzszowym zapaleniem ptuc

a grupg kontrolna,

b) grupa z objawami prodromalnymi a grupa kon-
trolna,

c) grupa bez objawéw prodromalnych a grupa kon-
trolna,

d) grupa z objawami prodromalnymi a grupg bez
objawéw prodromalnych.

Do poréwnania zmiennych ilo§ciowych miedzy
dwoma analizowanymi grupami zastosowano nie-
parametryczny test U Manna-Whitney’a natomiast
w celu poréwnania zmiennych jakosciowych miedzy
grupami zastosowano dokladny test Fischera.
W przypadku istotnej zaleznosci obliczono iloraz
szans wystapienia zjawiska (OR, ang. odds ratio)
wraz z 95% przedziatem ufnosci (CI, ang. confidence
interval). Warto$¢ p < 0,05 uznano za istotng staty-
stycznie.

Badania przeprowadzono za zgoda Komisji Bio-
etycznej Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Ka-
towicach, pismo nr KNW/0022/KB/131/18 z dnia
03.07.2018 r.

Wyniki

Wigkszo$¢ dzieci zmartych nagle z powodu nie-
rozpoznanego za Zycia, a rozpoznanego po $mierci
$rédmigzszowego zapalenia ptuc bylo plci meskiej
(65%). Podobnie, w grupie kontrolnej wigkszos¢ sta-
nowili chlopcy (71%). Nie zaobserwowano istotnych
statystycznie roznic przy poréwnaniu poszczegol-
nych grup (rozklad pici miedzy trzema grupamip =
0,296; grupa badana vs grupa kontrolna p = 0,553;
podgrupa z objawami prodromalnymi vs grupa kon-
trolna p = 0,664; podgrupa bez objawéw prodromal-
nych vs grupa kontrolna p = 0,521; podgrupa z obja-
wami prodromalnymi vs podgrupa bez objawow
prodromalnych p = 0,491).

Wiek wszystkich dzieci (z grupy badanej i kon-
trolnej) miescit si¢ w granicach od 10 dni do 7 lat.
Zaobserwowano, ze wiek dzieci w chwili zgonu réz-
nicuje znamiennie statystycznie podgrupy dzieci
z objawami prodromalnymi i dzieci bez objawdéw
prodromalnych (p=0,027). Dzieci, u ktérych nie za-
obserwowano objawéw prodromalnych byly miod-
sze ($rednio: 5,2 miesigca) niz dzieci, u ktérych ob-
serwowano objawy prodromalne ($rednio: 10,9
miesigca).

a) the whole group with interstitial pneumonia and
the control group,

b) the group with prodromal symptoms and the
control group,

c) the group without prodromal symptoms and the
control group,

d) the group with prodromal symptoms and the
group without prodromal symptoms.

The non-parametric Mann-Whitney U test was
used to compare quantitative variables between the
two groups analyzed, while Fischer’s exact test was
used to compare qualitative variables between the
groups. In the case of a significant correlation, the
odds ratio (OR) was calculated along with the 95%
confidence interval (CI). A p-value < 0.05 was con-
sidered statistically significant.

The study was conducted with the permission of
Bioethics Committee of the Medical University of
Silesia in Katowice, document no. KNW/0022/
KB/131/18, from 03.07.2018.

Results

The majority of children who died suddenly due
to interstitial pneumonia undiagnosed in their life-
time, but diagnosed after death were male (65%).
Similarly, in the control group, boys constituted the
majority (71%). No statistically significant differ-
ences were noted when particular groups were com-
pared (distribution of sexes among the three groups
p = 0.296; the study group vs. the control group p =
0.553; the subgroup with prodromal symptoms vs.
the control group p = 0.664; the subgroup without
prodromal symptoms vs. the control group p =
0.521; the subgroup with prodromal symptoms vs.
the subgroup without prodromal symptoms p =
0.491).

The age of all the children (from the study and
control groups) ranged from 10 days to 7 years. It
was observed that the age of children at the time of
death statistically significantly differentiates between
the subgroup of children with prodromal symptoms
and the subgroup without prodromal symptoms
(p=0.027). Children in whom prodromal symptoms
were not observed were younger (5.2 months on
average) than children in whom prodromal symp-
toms were observed (10.9 months on average).
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Szczegétowe wyniki dotyczace danych klinicz-
nych i czynnikéw ryzyka zostang opublikowane
w odrebnym artykule.

Wyniki badar posmiertnych

Badania sekcyjne dzieci z obu grup rutynowo
w kazdym przypadku byly poszerzane o dlutowanie
piramid skroniowych oraz wykonanie proby na
odme oplucnowa (odma oplucnowa jest bowiem
stosunkowo czestym powiklaniem zapalenia pluc
u dzieci). W zadnym z analizowanych przypadkéw
nie wykazano jednak jej obecnosci.

W trakcie ogledzin i sekcji zwlok najmniej wazy-
to dziecko z grupy badanej, z podgrupy bez objawow
prodromalnych - 2100 g. Najwiecej w grupie bada-
nej wazylo dziecko z podgrupy bez objawéw pro-
dromalnych - 14000 g. W grupie kontrolnej najniz-
sza odnotowana masa zwlok wynosita 2950 g,
najwyzsza — 35000 g.

W grupie badanej najczgsciej obducenci pobiera-
li 5 wycinkéw z pluc (25%), czesto 9 (22,5%) i 8
(20%) wycinkéw (Tabela I'i IT). W grupie kontrolnej
obducenci najczgsciej pobierali 4 wycinki z pluc
(28,57%). Wsrod dziesieciu obducentéw wykonuja-

Arch Med Sadowej Kryminol 2022; vol. 72 (4): 165-182

Detailed results concerning clinical data and risk
factors will be published in a separate article.

Results of post-mortem examinations

Post-mortem examinations of children in both
groups were in each case routinely extended to
include chiseling of the temporal pyramids and test-
ing for pneumothorax (since pneumothorax is a rel-
atively common complication of children’s pneumo-
nia). However, none of the analyzed cases showed its
presence.

On visual examination and autopsy, the baby in
the study group from the subgroup without prodro-
mal symptoms, weighed the least — 2,100 grams. The
child in the study group from the subgroup without
prodromal symptoms weighed the most — 14,000 g.
In the control group, the lowest recorded weight of
the corpse was 2,950 g, the highest - 35,000 g.

In the study group, forensic physicians most
often collected 5 lung sections (25%), often 9 (22.5%)
and 8 (20%) sections (Table I and II). In the control
group, forensic physicians most often collected 4
lung sections (28.57%). Among the ten forensic phy-

Tabela I. Liczba wycinkéw z ptuc pobranych do badania histopatologicznego

Table I. Number of lung sections collected for histopathological examination

Cata grupa Z obi c Bez obiawé
A inké z srédmiazszowym objawami €z objawow

Liczba wycinkéw 5 prodromalnymi prodromalnych Grupa kontrolna
z ptuc zapaleniem pluc

The whole group with With prodromal Without prodromal Control group
Number of lung q no"e group wit symptoms symptoms
e s interstitial pneumonia

n % n % n % n %
1 2 5,00 0 0,00 2 7,41 0 0,00
3 2 5,00 1 7,69 1 3,70 1 14,29
4 8 20,00 2 15,38 6 22,22 2 28,57
5 10 25,00 5 38,46 5 18,52 0 0,00
6 9 22,50 2 15,38 7 25,93 1 14,29
7 5 12,50 2 15,38 3 11,11 1 14,29
8 1 2,50 0 0,00 1 3,70 0 0,00
9 1 2,50 0 0,00 1 3,70 1 14,29
10 2 5,00 1 7,69 1 3,70 0 0,00
11 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1 14,29
Razem / Total 40 100,00 13 100,00 27 100,00 7 100,00
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Tabela Il. Rozktad liczby wycinkéw z ptuc pobranych do badania histopatologicznego

Table II. Distribution of the number of lung sections collected for histopathological examination

Liczba wycinkéw z ptuc

Number of lung sections

Cata grupa
z srédmiazszowym
zapaleniem ptuc

Z objawami
prodromalnymi

With prodromal

Bez objawéw
prodromalnych

Without prodromal

Grupa kontrolna

Control group

The whole group with symptoms symptoms

interstitial pneumonia ymp ymp
Srednia

5,4 5,5 5,3 6,3
Average

Tabela I1l. Zmiany histopatologiczne w ptucach dzieci z grupy badanej oraz kontrolne;j

Table Ill. Histopathological changes in the lungs of children from the study and control groups

Cata grupa : q A

7 Srédminzszowym Z objawami Bez objaw6w

zapalenigm pIucy prodromalnymi prodromalnych Grupa kontrolna

The whole group with With prodromal Without prodromal Control group

interstitial pneumonia symptoms symptoms (N=7)

(N=40) (N=13) (N=27)

n % n % n % n %
Sjberéik 28 70,00 8 61,54 20 74,07 3 42,86
Erjfgg‘s’::gz'e 37 92,50 |12 92,31 25 9559 |7 100,00
Egi‘:ic'e 16 40,00 7 53,85 9 33,33 1 14,28
/'jt'eelcicc"tjan;i 17 42,50 2 15,38 15 55,56 2 28,57
Autoliza/gnicie | 4 7,50 0 0,00 3 11,11 0 0,00
Autolysis /decomposition

cych sekcje zwlok, tylko dwdch z nich zawsze pobie-
ralo co najmniej 6 wycinkéw z pluc, z czego jeden
wykonat tylko jedng sekcje a drugi az szes¢.

W Tabeli III przedstawiono zmiany obserwowa-
ne w badaniu histopatologicznym w plucach. Naj-
czedciej w grupie badanej (92,5%) i kontrolnej
(100%) wystepowalo przekrwienie. Najrzadziej
w grupie badanej (7,5%) i kontrolnej (0%) wystepo-
waly autoliza/gnicie. W Zadnej z analizowanych
spraw nie wykonano barwienia metodg Gomoriego
(srebrzenia wtokien retikulinowych) w kierunku
obecnosci ostrego rozdecia pluc, poniewaz nie
stwierdzono jego makroskopowych wykladnikow
podczas sekcji zwlok, mimo podejmowanych
w miejscu ujawnienia dziecka czynnosci resuscyta-
cyjnych.

sicians conducting autopsies, only two of them
always collected at least 6 lung sections, one of whom
performed only one autopsy, and the other as many
as six.

Table III presents the changes observed in the
histopathological examination of the lungs. Most
frequently, congestion occurred in the study group
(92.5%) and in the control group (100%). Least fre-
quently, autolysis/decomposition occurred in the
study group (7.5%) and in the control group (0%).
In none of the analyzed cases Gomori Trichrome
Stain was performed (silver plating of reticular
fibers) for presence of acute pulmonary ectasis, since
its macroscopic exponents were not found at autopsy
despite resuscitative measures taken at the scene of
child’s disclosure.
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W przypadku niedodmy, szansa jej wystapienia
w grupie bez objawéw prodromalnych jest ponad
5-krotnie wyzsza niz w grupie z objawami prodro-
malnymi (OR=6,87 95%CI 1,27-37,15, p=0,017).

Badania immunohistochemiczne, ktérych wyni-
ki podsumowano w Tabeli IV, zlecono w 11 przy-
padkach (27,5%). W 10 przypadkach wykonano
trzy barwienia, w jednym przypadku tylko dwa -
markery limfocytéw T i B (odpowiednio CD3
i CD20). We wszystkich przypadkach wyniki bar-
wien istotnie ulatwity identyfikacje komdrek nacie-
ku zapalnego i tym samym postawienie ostateczne-
go rozpoznania zapalenia ptuc. W grupie kontrolnej
nie zlecano badan immunohistochemicznych ptuc.

Arch Med Sadowej Kryminol 2022; vol. 72 (4): 165-182

In the case of atelectasis, the chance of its occur-
rence in the group without prodromal symptoms is
more than 5 times higher than in the group with
prodromal symptoms (OR=6.87 95%CI 1.27-37.15,
p=0.017).

Immunohistochemical examinations, the results
of which have been summarized in Table IV, were
commissioned in 11 cases (27.5%). In 10 cases stain-
ing was performed three times, in one case only
twice - T and B lymphocyte markers (CD3 and
CD20, respectively). In all cases, staining results sig-
nificantly disclosed identification of inflammatory
infiltrate cells and thus making a definite diagnosis
of pneumonia. In the control group, immunohisto-
chemical examinations of lungs were not commis-
sioned.

Tabela IV. Wyniki barwiert immunohistochemicznych wycinkéw z ptuc dzieci z grupy badanej

Table IV. Results of immunohistochemical staining of lung sections of children from the study group

NP cD3 CD20 CD138
1. + + -
2. + + +
3. + + +
4. + + +
5. + + +
6. + + +
7. + + +
8. + + +
9. + + +
10. + + +
11. + + +

W dwudziestu czterech sprawach (60%) w grupie
badanej post mortem wykonano badanie dodatkowe
na obecnos¢ alkoholu etylowego (krew i mocz lub
plyn z galki ocznej zabezpieczone w trakcie ogledzin
i sekcji zwlok), w tym w trzynastu sprawach (33%)
wykonano pelne badanie toksykologiczne, a w jed-
nej sprawie jako material biologiczny zbadano tylko
krew. W grupie kontrolnej we wszystkich przypad-
kach (7) wykonano badanie na obecno$¢ alkoholu
etylowego, a w szesciu pelne badanie toksykologicz-
ne. W zadnym z analizowanych przypadkéw nie
stwierdzono obecnosci alkoholu etylowego. Wyklu-
czono réwniez zatrucie innymi ksenobiotykami.

In twenty-four cases (60%) in the post mortem
study group an additional examination was per-
formed for the presence of ethyl alcohol (blood and
urine or eyeball fluid secured during visual exam-
ination and autopsy), including thirteen cases in
which a full toxicological examination was per-
formed, and in one case, only blood was examined
as biological material. In the control group, in all
cases (7) examination for presence of ethyl alcohol
was performed, and in six - a full toxicological
examination. In none of the analyzed cases the pres-
ence of ethyl alcohol was observed. Poisoning with
other xenobiotics was also excluded.
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Po przeprowadzonych badaniach posmiertnych,
obejmujacych badanie makroskopowe, badanie tok-
sykologiczne i badanie histopatologiczne poszerzo-
ne o badania immunohistochemiczne, rozpoznanie
SIDS/SUDC obducenci ostatecznie utrzymali, jedy-
nie w okoto 1/7 spraw.

Dyskusja

Zgon dziecka, w tym niemowlecia, jest bardzo
istotnym problemem diagnostycznym i opiniodaw-
czym dla medyka sadowego. Badanie sekcyjne naj-
cze$ciej nie pozwala na okreslenie przyczyny zgonu,
stad konieczno$¢ wykonania dodatkowych badan
pos$miertnych, przede wszystkim mikroskopowych
- histopatologicznych, a takze toksykologicznych
[10]. Wyniki badania histopatologicznego z wyko-
rzystaniem typowego barwienia hematoksyling i eo-
zyny, a takze wyniki badan toksykologicznych réw-
niez moga nie pozwoli¢ na okredlenie przyczyny
zgonu dziecka. Dlatego coraz czgsciej na $wiecie
w badaniach posmiertnych mikroskopowych wyko-
rzystuje si¢ barwienia dodatkowe, przede wszystkim
immunohistochemiczne [11, 12]. Badania moleku-
larne w kierunku wrodzonego podloza naglego
zgonu w Polsce s jeszcze rzadko wykonywane, cho¢
wiadomo z literatury, ze stanowig istotne uzupelnie-
nie tradycyjnej diagnostyki pos$miertnej [13-15].
W literaturze opisywane sg przypadki wykrycia po-
$miertnego przy pomocy badan genetycznych rzad-
kich choréb metabolicznych, np. niedoboru dehy-
drogenazy $rednich lanicuchow acetylo-CoA (ang.
medium-chain-acyl-CoA  dehydrogenase, MCAD)
lub choréb serca i naczyn, np. arytmogennej kardio-
miopatii prawej komory, zespotu Brugadéw i innych
zaburzen w funkcjonowaniu kanaléw jonowych)
[16].

Dla specjalisty medycyny sadowej do rozstrzy-
gniecia pozostaje problem zaréwno przyczyny zgonu
dziecka, jak i nierzadko odpowiedzi na szczegétowe
zapytania prokuratur i sadéw w aspekcie mozliwosci
popetnienia tzw. bledu medycznego. Zwazywszy na
niewielka ilo§¢ doniesien pismiennictwa i brak jed-
noznacznych kryteriéw histopatologicznych rozpo-
znania zaréwno $rodmigzszowego zapalenia pluc
u dzieci, jak i jego ewentualnych postaci, nierzadko
opiniowanie to jest bardzo trudne, a finalnie stanowi
podstawe dla decyzji podejmowanych przez proku-

After post-mortem examinations conducted,
including macroscopic, toxicological and histo-
pathological examinations extended to immunobhis-
tochemical examination, the diagnosis of SIDS/
SUDC the forensic physicians ultimately maintained
only in one-seventh of cases.

Discussion

The death of a child, including an infant, is a very
significant diagnostic and opinion-giving issue for a
forensic physician. Post-mortem examination most
often does not allow to determine the cause of death,
hence the need to perform additional post-mortem
examinations, primarily, microscopic, histopatho-
logical and toxicological [10]. Results of histopatho-
logical examination with the use of typical staining
with hematoxylin and eosin, and also toxicological
examination results may also fail to allow to deter-
mine the cause of child’s death. Therefore, additional
staining, primarily immunohistochemical, is
increasingly being used in post-mortem microscopic
examinations worldwide [11, 12]. Molecular exam-
inations for the congenital basis of sudden death in
Poland is still rarely performed, although it is known
from the literature that it is an important supple-
ment to traditional post-mortem diagnostics [13-
15]. The literature describes cases of post-mortem
detection by genetic testing of rare metabolic dis-
eases, such as medium-chain acetyl-CoA dehydro-
genase (MCAD) deficiency or cardiovascular dis-
eases, such as arrhythmogenic right ventricular
cardiomyopathy, Brugada syndrome and other ion
channel disorders) [16].

For the forensic specialist, the problem of both
the cause of the child’s death and, not infrequently,
the answer to the detailed inquiries of prosecutors’
offices and courts in terms of the possibility of a
so-called medical error remains to be resolved.
Given the scarcity of literature reports and the lack
of clear histopathological criteria for the diagnosis of
both interstitial pneumonia in children and its pos-
sible forms, it is not uncommon for these opinions
to be very difficult, and ultimately form the basis for
decisions made by prosecutors’ offices and courts
against doctors accused of committing “medical
malpractice” [13, 17, 18]. According to the literature,
the etiologic agent responsible for the deaths of chil-
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ratury i sady wobec lekarzy obwinionych o popet-
nienie ,bledu w sztuce lekarskiej” [13, 17, 18]. Zgod-
nie z danymi z pi$miennictwa, czynnik etiologiczny,
ktoéry odpowiada za zgony dzieci w przebiegu cho-
réb ukladu oddechowego, zwykle réwniez posmiert-
nie pozostaje niezidentyfikowany [19]. Ponadto -
zakres przeprowadzanych badan pos$miertnych
w przypadku naglego zgonu dziecka jest rézny
w roznych zakladach medycyny sadowej, poniewaz
nie istnieje standard takiego badania.

W aspekcie opiniowania sadowo-lekarskiego
w posmiertnym badaniu sekcyjnym — makroskopo-
wym - najczestsze znaleziska, poza cechami $mierci
naglej (takimi jak obrzek pluc, plynnos¢ i zastoj
krwi w narzagdach wewnetrznych), to m.in. zwigk-
szenie spoistoséci pluc, ich ,,dwubarwno$¢” i obec-
nos¢ ptynu w jamach optucnowych [17, 20]. Taki
wynik badania sekcyjnego nie pozwala na okreslenie
przyczyny zgonu dziecka, chociaz zazwyczaj pozwa-
la na wykluczenie szeroko rozumianej przyczyny
urazowej i wykluczenie przyczynienia si¢ osob dru-
gich do $mierci.

Z punktu widzenia oceny histopatologicznej wy-
cinkéw pluc dzieci, u ktérych patomorfolog rozpo-
znal §r6dmigzszowe zapalenie ptuc, na uwage zastu-
guje fakt, iz w odrdéznieniu od pacjentéw dorostych,
opisy literaturowe tych obrazéw sa nieliczne i brak
jest jednoznacznych patomorfologicznych kryte-
riéw rozpoznania schorzenia u dzieci [21]. Z tego
wzgledu szczegolnie cenne wydaja sie wyniki badan
przeprowadzonych wspomniang juz powyzej meto-
dg immunohistochemiczng. Badania immunohisto-
chemiczne od kilku lat wykonywane s3 na $wiecie
w celu potwierdzenia badz wykluczenia srédmigz-
szowego zapalenia ptuc [7, 22].

Ostatecznie do dnia dzisiejszego nie ma jednego,
zunifikowanego panelu badan, ktérym w przypadku
naglych, nieurazowych zgonéw dzieci postugiwano
by si¢ powszechnie w zaktadach medycyny sadowe;j.
Stanowi to dodatkowa trudno$¢ w przypadku opi-
niowania sgdowo-lekarskiego, zwlaszcza w przypad-
ku podejrzenia bledu medycznego. Brak jednolitego
panelu badan moze stanowi¢ takze przyczyne niedo-
szacowania zgonow z powodu §rodmigzszowego za-
palenia pluc u dzieci, jak réwniez zapewne nadroz-
poznawania SIDS [23].

Przebieg zapalenia pluc w populacji dzieciecej
moze by¢ bardzo zréznicowany, od przypadkow la-
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dren in the course of respiratory diseases usually
also post-mortem remains unidentified [19]. In
addition, the scope of post-mortem examinations
conducted in the case of sudden death of a child var-
ies in different forensic medical institutions, as there
is no standard for such an examination.

In terms of medico-legal opinion in post-mor-
tem macroscopic examination, the most common
findings, in addition to features of sudden death
(such as pulmonary edema, fluid and blood stasis in
internal organs), include increased lung cohesive-
ness, its “bicolor” and the presence of fluid in pleural
cavities [17, 20]. Such a post-mortem examination
result does not allow to determine the cause of child’s
death, although it usually makes it possible to rule
out a traumatic cause in broad sense and exclude the
contribution of second parties to the death.

From the point of view of histopathological eval-
uation of lung sections of children diagnosed by a
pathomorphologist with interstitial pneumonia, it is
noteworthy that, unlike in adult patients, literature
descriptions of these images are scarce and there are
no clear pathomorphological criteria for the diagno-
sis of the condition in children [21]. For this reason,
the results of the examinations conducted by the
immunohistochemical method mentioned above
seem particularly valuable. Immunohistochemical
examinations have been performed worldwide for
several years to confirm or exclude interstitial pneu-
monia [7, 22].

To this day, there is no single, uniform panel of
tests that forensic facilities would commonly use in
cases of sudden, non-traumatic deaths of children.
This constitutes an additional difficulty for medi-
co-legal opinion-giving, especially in cases of sus-
pected medical error. The lack of a uniform panel of
tests may also account for the underestimation of
deaths from interstitial pneumonia in children, as
well as arguably the over-diagnosis of SIDS [23].

The course of pneumonia in the pediatric popu-
lation can vary widely, from mild to fulminant cases,
ending in death within a short period of time after
the first, often very mild and nonspecific symptoms
are manifested [24]. In some children, the course of
pneumonia is asymptomatic, and the progression of
the disease leading to death is dramatically rapid.
Such cases, on the one hand, raise the interest of
researchers dealing with the problems of child
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godnych do piorunujacych, zakonczonych zgonem
w krétkim czasie od ujawnienia pierwszych, nie-
rzadko bardzo tagodnych i niespecyficznych obja-
wow [24]. U czesci dzieci przebieg zapalenia ptuc
jest bezobjawowy, a postep choroby prowadzacy do
zgonu - dramatycznie szybki. Takie przypadki budza
z jednej strony zainteresowanie badaczy zajmuja-
cych sie problemami zgonéw dzieci, szczegoélnie we
wczesnym okresie zycia, ale z drugiej jednak strony
— watpliwosci rodzicéw oraz prokuratury co do pra-
widlowosci postgpowania lekarskiego.

Wiréd wszystkich 40 przypadkoéw, ktore zakwa-
lifikowano do grupy badanej w niniejszej pracy -
dzieci zmartych nagle z powodu nierozpoznanego za
zycia, a rozpoznanego po $mierci zapalenia pluc -
wszystkie przypadki to zgony spowodowane $§réd-
migzszowym zapaleniem pluc. Takie rozpoznanie
postawiono posmiertnie na podstawie wynikéw
badan histopatologicznych.

W przypadku zabezpieczenia wycinkéw z narzg-
dow wewnetrznych do dalszych badan nalezy zabez-
pieczy¢ przynajmniej po jednym wycinku z kazdego
z ptuc [25]. Jezeli obducent makroskopowo dostrze-
ga chorobowo zmieniong tkanke, wowczas z tego
miejsca nalezy pobra¢ wycinek wraz z otaczajaca,
niezmieniong tkanka. U niemowlat i dzieci dobra
praktyka jest pobranie wycinka z kazdego z platéw
pluc. Od 2014 roku na terenie Wloch obowiazuje
standaryzowany protokot sekeji zwlok niemowlat
zmarlych z niewyjasnionej przyczyny, aby w trakcie
ogledzin i sekcji zwlok oraz dodatkowych badan po-
$miertnych, histopatologicznych i toksykologicz-
nych, ustali¢ przyczyne zgonu niemowlecia lub na
zasadzie wykluczenia rozpoznaé SIDS [26]. W pro-
tokole tym zaleca si¢ pobranie pieciu wycinkéw
z pluc do badan histopatologicznych - po jednym
z kazdego plata obu pluc. Aktualnie, w przypadku
diagnostyki posmiertnej zapalenia ptuc wywolane-
go przez zakazenie wirusem SARS-CoV-2, zalecane
jest réwniez pobranie po co najmniej jednym wycin-
ku z kazdego ptata ptuc [27]. W przypadku makro-
skopowych cech zapalenia pluc dobrg praktyka jest
pobranie wycinkéw ze wszystkich zmienionych
miejsc. Podobnie w sytuacji, gdy sekcja jest ,,biata”
(nie pozwala na okreslenie przyczyny zgonu), wska-
zane jest pobranie wiekszej liczby wycinkéw do
badan histopatologicznych, co zwieksza szanse na
wykrycie zmiany chorobowej i postawienie prawi-

deaths, especially in the early stages of life, but on
the other hand, however, doubts of parents and the
prosecutor’s office about the correctness of the med-
ical procedure.

Among all 40 cases that qualified for the study
group in the present paper - children who died sud-
denly due to pneumonia undiagnosed in their life-
time but diagnosed after death — all cases were deaths
due to interstitial pneumonia. Such a diagnosis was
made post-mortem on the basis of histopathological
results.

In the case of securing sections from internal
organs for further study, at least one section from
each lung should be secured [25]. If the forensic
physician macroscopically perceives pathologically
affected tissue, then a section should be taken from
this area along with the surrounding unaffected tis-
sue. In infants and children, it is good practice to
take a section from each lobe of the lung. Since 2014,
a standardized autopsy protocol for infants who die
of an unexplained cause has been in effect in Italy, in
order to determine the cause of death of the infant
during visual examination and autopsy, as well as
additional post-mortem, histopathological and toxi-
cological examinations, or to diagnose SIDS on the
basis of exclusion [26]. The protocol recommends
taking five lung sections for histopathological exam-
ination - one from each lobe of both lungs. Cur-
rently, for post-mortem diagnosis of pneumonia
caused by SARS-CoV-2 virus infection, it is also
recommended to take at least one section from each
lung lobe [27]. In the case of macroscopic features of
pneumonia, it is good practice to take sections from
all affected areas. Similarly, in a situation where the
autopsy is “white” (does not allow the determination
of the cause of death), it is advisable to take more
sections for histopathological examination, which
increases the chances of detecting the lesion and
making a correct diagnosis. This was reflected in the
analysis, where the average number of lung sections
in the study group was 5.4, and in the control group
- 6.3. Taking too few specimens or improperly pre-
serving them (e.g., placing too large specimens in
too small a volume of formalin) can result in failure
to diagnose disease (including, but not limited to,
pneumonia) in post-mortem examinations [28].
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dlowej diagnozy. Znalazlo to odzwierciedlenie
w przeprowadzonej analizie, gdzie $rednia liczba
wycinkéw z pluc w grupie badanej wynosila 5,4,
a w grupie kontrolnej - 6,3. Pobranie zbyt matej licz-
by wycinkéw lub nieprawidlowe ich zabezpieczenie
(np. umieszczenie zbyt duzych wycinkéw w zbyt
malej objetosci formaliny) moze skutkowa¢ nieroz-
poznaniem choroby (w tym m.in. zapalenia ptuc)
w badaniach post mortem [28].

W po$miertnej diagnostyce $rédmigzszowych
zapalen pluc bardzo rzadko podejmowane sg proby
wykorzystania metod immunohistochemicznych,
co moze budzi¢ pewne zdziwienie, bioragc pod
uwage, ze metody te sa powszechnie dostgpne na
calym $wiecie. Ogbuihi i Zink za pomoca prze-
ciwcial monoklonalnych skierowanych przeciwko
antygenom leukocytarnym zamierzali scharaktery-
zowa¢ komponenty komérkowe w srodmigzszu ptuc
dzieci zmarlych z rozpoznaniem SIDS. Co prawda
nie udalo im si¢ potwierdzi¢ zapalnego pochodzenia
ogniskowych proliferacji komoérek obserwowanych
w SIDS, ale udowodnili oni zapalny charakter
komoérek  naciekajacych  podscielisko  ptuc
w przypadkach zapalen s$rédmigzszowych [29].
Wsréd nowszych prac uwage zwraca doniesienie
Dettmeyera, iz komoérki zakazone wirusem CMV
typowo prezentujg dodatni odczyn immunohisto-
chemiczny na obecnos¢ E-selektyny [30].

Zaleta barwien immunohistochemicznych jest
mozliwos¢ korelacji obecno$ci antygenu z jego loka-
lizacja w tkance lub komorce (kolokalizacja). Jest to
bardzo wazne w badaniu funkcji komérek w nor-
malnych i patologicznie zmienionych tkankach. Od
czasu wprowadzenia tej metody kilkadziesigt lat
temu, barwienia immunohistochemiczne byly i s3
szeroko stosowane w wielu obszarach biologii,
w tym w badaniach cytofizjologicznych i charakte-
ryzowaniu zmian chorobowych [31]. Badanie im-
munohistochemiczne stanowi uzupetnienie standar-
dowego badania histopatologicznego. W kontekscie
zapalen pluc umozliwia jednoznaczng identyfikacje
komorek nacieku zapalnego i ich uwidocznienie
w preparacie mikroskopowym. Jest réwniez przy-
datne w diagnostyce po$miertnej chorych na
COVID-19 oraz w rozpoznawaniu powiklan po-
szczepiennych [32-33].

W Katedrze i Zakladzie Medycyny Sadowej
i Toksykologii Sgdowo-Lekarskiej w Katowicach od
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In the post-mortem diagnosis of interstitial
pneumonias, the use of immunohistochemical
methods is very rarely attempted, which may cause
some surprise, given that these methods are widely
available worldwide. Ogbuihi and Zink, using
monoclonal antibodies directed against leukocyte
antigens, aimed to characterize cellular components
in the lung interstitium of children who died with a
diagnosis of SIDS. Although they could not confirm
the inflammatory origin of the focal cell prolifera-
tions observed in SIDS, they did prove the inflam-
matory nature of cells infiltrating the lung lining in
the cases of interstitial inflammation [29]. Among
more recent work, Dettmeyer’s report that CMV-in-
fected cells typically present a positive immunohis-
tochemical reaction for E-selectin is noteworthy
[30].

The advantage of immunohistochemical staining
is the ability to correlate the presence of an antigen
with its localization in a tissue or cell (colocaliza-
tion). This is very important in studying cell func-
tion in normal and pathologically altered tissues.
Since the method was introduced decades ago,
immunohistochemical staining has been and con-
tinues to be widely used in many areas of biology,
including cytophysiological studies and characteri-
zation of lesions [31]. Immunohistochemical exam-
ination constitutes a supplement to the standard
histopathological examination. In the context of
pulmonary inflammation, it allows unambiguous
identification of inflammatory infiltrate cells and
their visualization in the microscope slide. It is also
useful in the post-mortem diagnosis of COVID-19
patients and in the diagnosis of post-vaccination
complications [32-33].

At the Chair and Department of Forensic Medi-
cine and Medico-Legal Toxicology in Katowice,
since 2015, immunohistochemical staining, most
often for CD3, CD20 and CD138 antigens, has been
used routinely to confirm the diagnosis of interstitial
pneumonia. Whereas, in previous years, the meth-
odology of conducted examinations both at the
Chair and Department of Forensic Medicine and
Medico-Legal Toxicology in Katowice and at all
Departments of Forensic Medicine in Poland, was
not uniform. Most frequently, tissue sections secured
during visual examination and autopsy are routinely
stained with hematoxylin and eosin. In specific
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2015 roku wykorzystuje si¢ rutynowo barwienia im-
munohistochemiczne, najczesciej na obecnos¢ anty-
genéw CD3, CD20 i CD138, celem potwierdzenia
rozpoznania §$rodmigzszowego zapalenia pluc.
Natomiast w poprzednich latach metodyka prowa-
dzonych badan zaréwno w Katedrze i Zaktadzie Me-
dycyny Sadowej i Toksykologii Sadowo-Lekarskiej
w Katowicach, jak i we wszystkich Zaktadach Medy-
cyny Sadowej w Polsce, byta niejednolita. Najczesciej
skrawki tkanek zabezpieczonych w trakcie ogledzin
i sekcji zwlok barwi si¢ rutynowo hematoksyling
i eozyna. W szczegdlnych przypadkach, w zalezno-
$ci od okolicznosci zgonu, zaangazowania i do$wiad-
czenia lekarza histopatologa, mozna zastosowac
inne barwienia (np. barwienie metodg Gomoriego,
barwienie metodg Massona lub barwienie AZAN
(ang. AZocarmine-ANilne blue) [25].

Aktualnie w Katedrze i Zaktadzie Medycyny Sa-
dowej i Toksykologii Sadowo-Lekarskiej w Katowi-
cach o koniecznosci zastosowania i zakresie barwie-
nia specjalnego decyduje zawsze specjalista
patomorfolog, jesli obraz mikroskopowy w barwie-
niu standardowym nie jest jednoznaczny i nie po-
zwala na postawienie jednoznacznego rozpoznania,
niezbednego do ustalenia przyczyny zgonu. Zlece-
niodawca (najczedciej prokurator) powinien bada-
nie to traktowa¢ jako element prawidlowego po-
$miertnego procesu diagnostycznego. Stosowanie
immunohistochemii w przypadkach oczywistych
i niebudzacych watpliwosci w ocenie autoréw jest
niepotrzebne i naraza zleceniodawce (Skarb Pan-
stwa) na zbedne wydatki.

Whioski

Prawidlowo przeprowadzona diagnostyka po-
$miertna zapalen ptuc u dzieci, uzupelniona o bada-
nia immunohistochemiczne, pozwala zredukowaé
liczbe niewyjasnionych spraw naglych zgonow w tej
grupie wiekowej, dlatego tez rutynowe wykorzysty-
wanie badan immunohistochemicznych w watpli-
wych przypadkach jest uzasadnione.

cases, depending on the circumstances of the death,
the involvement and experience of the histopatholo-
gist, other stains may be used (e.g., Gomori staining,
Masson staining or AZAN (AZocarmine-ANilne
blue) staining) [25].

Currently, at the Chair and Department of Foren-
sic Medicine and Medico-Legal Toxicology in Kato-
wice, the need for and extent of special staining is
always decided by a specialist pathomorphologist if
the microscopic image in standard staining is not
clear and does not allow a definite diagnosis, which
is necessary to determine the cause of death. The
commissioner (usually the prosecutor) should con-
sider this examination as part of a proper post-mor-
tem diagnostic process. The use of immunohisto-
chemistry in obvious and unquestionable cases, in
the opinion of the authors, is unnecessary and
exposes the commissioner (the Treasury) to unnec-
essary expenses.

Conclusions

A properly performed post-mortem diagnosis of
pneumonia in children supplemented by immuno-
histochemical examinations can reduce the number
of unexplained cases of sudden death in this age
group, so the routine use of immunohistochemical
examinations in doubtful cases is justified.
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