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SANTRUMPOS

Ag — antigenas

Ak - antikiinas

AP-1 — baltymo aktyvatorius 1 (angl. activator protein 1)

AUC - plotas po ROC kreive (angl. area under the ROC curve)

BS — bakteriemijos ir sepsio grupé

CAP - JAV patology draugija (angl. College of American Pathologists)
CD - diferenciacijos grupé (angl. cluster of differentiation)

Cl — pasikliautinumo intervalas (angl. confidence interval)

CRB - C reaktyvus baltymas

Dgn — diagnostinis

dsRNR- dvispiralé ribonukleininé ragstis (angl. dsRNA)

ELISA — imunofermentiné analizé (angl. Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay)

ERK — ekstralgstelinj signalg reguliuojanti kinaze (angl. extracellular-
signal-regulated kinase)

G-CSF — granuliocity kolonijas stimuliuojantis veiksnys (angl.
granulocyte colony stimulating factor)

Ig — imunoglobulinas

IL-1R — interleukino 1 receptorius

IL-2R — interleukino 2 receptorius

IL-6 — interleukinas 6

IL-8 (CXCLS8) — interleukinas 8

IL-10 — interleukinas 10

iIRNR — informaciné ribonukleininé ragstis

FN - febriliné neutropenija

HLA — Zmogaus leukocity antigenas (angl. human leukocyte antigen)
JAK — Janus baltymo kinazé (angl. Janus protein kinase)

KC — kauly Ciulpai

kDa - kilodaltonas



LPS - lipopolisacharidas

MAPK - mitogeno aktyvuoto baltymo kinazé (angl. mitogen activated
protein kinase)

MAS — minksStyjy audiniy sarkoma

MODS - dauginis organy pazeidimo sindromas (angl. multiple organ
dysfunction syndrome)

MmTOR — rapamicino Zinduolinis objektas (angl. mammalian target of
rapamycin)

NF-kB — branduolio faktorius kB (angl. nuclear factor-kB)

NKK — neaiskios kilmés karsciavimo grupé

NLR — NOD receptoriai (angl. NOD-like receptor)

NNV — neigiama nusakomoji verté (angl. negative predictive value -
NPV)

Optim - optimalus

PAMP — su patogenu susijusi molekuliné struktdra (angl. pathogen-
associated molecular pattern)

PGE-2 — prostaglandinas E2

PI3K — fosfatidilinozitol-3-kinazé (angl. phosphatidylinositol-3-kinase)
PCT — prokalcitoninas

PRR — struktlirg atpazjstantis receptorius (angl. pattern recognition
receptor)

ROC - statistinis metodas (angl. Receiver Operating Characteristics)
RPM — apsisukimai per minute (angl. revolutions per minute)

sCD14 — tirpus CD14 (angl. soluble CD14)

SF — Sarmineé fosfataze

sHLA-G - tirpus Zmogaus leukocity antigenas G (angl. soluble human
leukocyte antigen G)

sIL-2R — tirpus interleukino 2 receptorius (angl. soluble interleukin 2
receptor)

STAT — transkripcijos aktyvatorius bei signalo perdavéjas (angl. signal

transducer and activator of transcription)
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TGF - transformuojantis augimo faktorius (angl. transforming growth
factor)

Ty - T padéjéjas (angl. T helper)

TLR — Toll receptoriai (angl. Toll-like receptor)

TNV — teigiama nusakomaoiji verté (angl. positive predictive value - PPV)
TNF-a — naviky nekrozés faktorius a (angl. tumor necrosis factor a)
TTP — tristetraprolinas

VSRNR - vienspiralé ribonukleininé rugstis (angl. ssRNA)

UML — ami mieloblastiné leukemija

ULL — ami limfoblastiné leukemija



1. IVADAS

Pasaulyje kiekvienais metais 1-17 mety vaiky tarpe
diagnozuojama apie 160 tukstanciy naujy susirgimy veézinémis ligomis.
Kasmet nuo onkologiniy ligy mirSta apie 90 tukstancCiy vaiky (PSO
metodiné medziaga. Navikiniai susirgimai vaiky tarpe, 2010). Lietuvos
vézio registro duomenimis, 2009 metais sergamumas tarp 1-19 mety
vaiky bei paaugliy buvo 148 atvejai (Lietuvos vézio registras, 2009) ir
tai yra viena iS pagrindiniy mirties priezasCiy 1-17 mety amziaus
grupéje (Higienos institutas, Sveikatos informacijos centras. Mirties
priezastys, 2011).

Pastaraisiais metais taikant pazZangius bei modernius gydymo
metodus Zenkliai padidéjo onkologinémis ligomis serganciy vaiky
iSgyvenamumas, kuris Siuo metu siekia apie 75% (Pritchard-Jones et
al., 2006). Sie vaikai dazniausiai mirSta dél pagrindinés savo ligos, t.y.
onkologinio proceso organizme, tacCiau apie 16% mirties atvejy sudaro
taikomo intensyvaus gydymo komplikacijos (Freycon et al., 2008).
Viena i$ pagrindiniy taikomos intensyvios chemoterapijos komplikacijy
yra organizmo imuninés sistemos slopinimas ir su tuo susijusi
neutropenija, kuri savo ruoZtu salygoja padidéjusig rizikg susirgti
bakterinés kilmeés infekcinémis ligomis (Finberg et al., 1999; Ammann et
al., 2012). Onkologinémis ligomis serganciy vaiky tarpe, karsCiavimas
bei neutropenija yra daZzniausi ir neretai vieninteliai gresiancCios
bakterinés infekcijos pozymiai gydymui taikomos intensyvios
chemoterapijos fone (Hann et al., 1997). Kadangi bakterinio pobtdzio
susirgimas Siy ligoniy tarpe gali komplikuotis sepsiu bei sepsiniu Soku,
visiems be iSimties pacientams, kuriems nustatomas karSCiavimas bei
Zzenklus neutrofily kiekio sumazéjimas kraujyje, taikomas intensyvus
gydymas intraveniniais plataus spektro antibiotikais ir Sie pacientai yra
guldomi | ligonine intensyviam sekimui (Orudjev et al., 2002). Si

gydymo taktika, taikoma febrilinés neutropenijos (FN) metu, Zenkliai
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sumazino mirtinguma, susijusj su infekcinio pobudzio komplikacijomis.
TaCiau net 70-89% pacienty su FN infekcijos sukéléjai taikant
mikrobiologinius metodus nenustatomi (Hodgson-Viden et al., 2005;
Santolaya et al., 1997). Tai rodo, kad didzioji dalis vaiky su FN galéety
bati priskiiama Zemos bakterinés kilmés komplikacijy rizikos grupei,
kuriai baty taikoma alternatyvis gydymo metodai bei ambulatoriné
priezilra, tuo bddu iSvengiant stacionarinés priezidros ir su tuo
susijusios gyvenimo kokybés blogéjimo, intraveniniy antibiotiky
vartojimo bei rezistentiSkos mikrofloros iSsivystymo, pavojaus uzsikrésti
antibiotikams atsparia hospitaline infekcija bei iSlaidy, susijusiy su
gydymu bei vaiky prieziurai skirtu tévy nedarbingumu (Te Poele et al.,
2009). Mazesnei daliai vaiky su komplikuota (bakteriemija, sepsis) FN
eiga turéty bati taikomas agresyvus aukSCiau paminétas gydymas
antibiotikais bei stacionariné prieziira (aukStos bakterinés kilmés
komplikacijy rizikos grupé) (Mian et al., 2012).

Todél labai svarbu kasdienéje klinikinéje praktikoje turéti jautrius
bei specifinius diagnostinius, atrankinius bei rizikg vertinancius
biozymenis, kuriy pagalba buty galima vaikus su FN priskirti Zemai ar
aukstai bakterinés kilmés komplikacijy rizikos grupei bei anksti
diagnozuoti beprasidedant] infekcinj procesa (Hatzistilianou et al.,
2010), tuo badu iSvengiant nereikalingo plataus spektro intraveniniy
antibiotiky vartojimo, stacionarinés priezidros, gyvenimo kokybés
blogéjimo bei papildomy islaidy.

Sio darbo tikslas buvo jvertinti Gmaus bakterinio uzdegimo bei
sepsio patogenezeje dalyvaujancCiy citokiny, citokiny receptoriy, amios
fazés baltymy bei kity imuninio atsako komponenty tinkamumag
bakterinio proceso ankstyvai diagnostikai tarp pacienty su FN, Siy

bioZzymeny tinkamuma ir pritaikomumag kasdienéje klinikinéje praktikoje.
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2. DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Darbo tikslas - kompleksiSkai istirti ir jvertinti bakterijy
salygojamo infekcinio proceso bei jgimto imunininio atsako | bakterinés
kilmés Omy uzdegimg salygojamus biomolekuliy pokycius, vaidmenj
patogenezeje bei Siy biozymeny tinkamumag sepsio ir bakteriemijos
vertinimui FN epizodo metu.

Darbo uzdaviniai:

1) nustatyti Gmaus bakterinio uzdegimo patogenezéje dalyvaujanciy
citokiny bei citokiny receptoriy, t.y. interleukino 6 (IL-6),
interleukino 8 (IL-8), interleukino 10 (IL-10) ir tirpaus interleukino
2 receptoriaus (slL-2R) koncentracijas kraujo serume ir jvertinti jy
tinkamuma sepsio bei bakteriemijos diagnostiniams, atrankiniams
bei monitoravimo tyrimams FN epizodo metu;

2) nustatyti kity biomolekuliy, t.y. C reaktyvaus baltymo (CRB),
prokalcitonino (PCT) ir tirpaus Zmogaus leukocity antigeno G
(sHLA-G), dalyvaujanciy amiame uzdegiminio pobudzio atsake,
koncentracijas kraujo serume ir jvertinti jy tinkamumag
sepsio/bakteriemijos diagnostiniams, atrankiniams bei

monitoravimo tyrimams FN epizodo metu.

2.1. Darbo aktualumas ir mokslinis naujumas

Kaip jau buvo minéta, chemoterapijos indukuota neutropenija
vaikams, sergantiems onkohematologinémis ligomis, yra vienas i$
pagrindiniy bakterinés infekcijos rizikos veiksniy. Laiku nediagnozuota
bakteriné infekcija tarp onkologinémis ligomis serganciy vaiky su
intensyvaus gydymo indukuota neutropenija, gali baigtis paciento
mirtimi. Deja, iki Siol néra visuotinai pripazZinty rekomendacijy kaip
taikant laboratorinius bei kitus tyrimo metodus |vertinti bakterinés

infekcijos tikimybe vaikams, sergantiems onkohematologinémis ligomis
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ir atvykusiems | ligonine FN epizodo metu. Todeél yra labai svarbu turéti
kasdieningje klinikineéje praktikoje patikimus biozymenis, kuriy pagalba
baty galima tiksliai jvertinti paciento bukle bei patvirtinti ar atmesti
bakterine infekcijg FN epizodo metu bei skirti tinkamag gydyma.
Lietuvoje ankstyvy bakterinés infekcijos bioZzymeny paieskos bei
tyrimai vaikams, sergantiems onkohematologinémis ligomis, vykdomi
nebuvo. Uzsienyje buvo tyrinéjami jvairiy citokiny ar kity biozymeny
pokycCiai kraujo serume kraujo véZziu ar solidiniais navikais sergantiems
vaikams FN metu, taCiau kompleksiskai ir metodiSkai Gmaus bakterinio
uzdegimo patogenezéje dalyvaujantys citokinai bei kitos bioaktyvios
molekulés tyrinétos nebuvo. Siame tyrime kraujo vézZiu ar solidiniais
navikais sergantiems vaikams buvo nustatytos septyniy potencialiy
biozymeny (IL-6, IL-8, IL-10, sIL-2R, CRB, PCT, sHLA-G),
dalyvaujanciy tmaus bakterinio uzdegimo patogenezéje, koncentracijos
kraujo serume ir metodiSkai jvertintas Siy biozymeny tinkamumas

bakteriemijos ir sepsio vertinimui.

2.2. Ginamieji teiginiai

Pateikiami Sie ginamieji teiginiai:

1) Tiriamieji citokinai, citokiny receptoriai dalyvauja Umaus
bakterinio uzdegimo patogenezéje ir gali bati naudojami kaip
diagnostiné priemoné vertinant bakteriemijg ir sepsj;

2) CRB, PCT ir sHLA-G koncentracijy pokyc€iai kraujo serume gali
bati naudojami kaip diagnostiniai bioZzymenys vertinant OGmy

bakterinj uzdegima.
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3. LITERATUROS APZVALGA

3.1. Chemoterapijos poveikio organizmui ypatumai

3.1.1. Neutrofily kiekio sumazéjimas (neutropenija)

Onkologinémis ligomis serganCiy vaiky gydymui taikomos
chemoterapijos indukuotas neutrofily kiekio sumazéjimas yra vienas i$
svarbiausiy bei kliniSkai reikSmingiausiy pasaliniy poveikiy. 1966 m.
Bodey su kolegomis pateiké skaiCiavimus, kuriuose aprasé neutrofily
kiekio pokyCiy sasajas su bakterinés infekcijos rizika (Bodey et al.,
1966). Pacientams su FN, kuriy kraujyje randama maziau kaip 1000
neutrofily/mm?, bakterinés kilmés komplikacijy rizika padidéja nuo 38%
iki 63%, o pacientams, kuriy neutrofily kiekis yra mazesnis kaip 100
neutrofily/mm?, $i rizika siekia 100% (Bodey et al., 1966). Siuo metu
visuotinai priimta, kad kliniSkai reikSmingas neutrofily skaiCiaus
sumazejimas onkologiniy pacienty tarpe yra tada, kai neutrofily kiekis
yra < 0,5 x 10%1 ar leukocity kiekis yra < 1,0 x 10%1 (Te Poele et al.,
2009). Granuliocity kiekio sumaZzéjimas kraujyje siejamas su taikomos
chemoterapijos toksiniu poveikiu kauly CcCiulpams. Neutropenija
aptinkama 51% pacienty, gydomy nuo jvairiy kraujo bei solidiniy naviky
(Bley et al.,, 1996). Neutropenijos trukme bei intensyvumag jtakoja
chemoterapijai naudojami medikamentai, jy deriniai bei navikinés ligos
pobudis. Gydant limfomas, neutropenijos trukmés mediana buvo 3-5
dienos, kai tuo tarpu pacienty, serganciy Umia mieloleukemija,
neutropeniniy epizody mediana sieké 23-27 dienas (Maher et al., 1994;
Vellenga et al., 1996). Feld ir kolegos nustaté, kad onkologiniams
pacientams, kurie yra gydomi vinkristinu, prednizolonu bei
ciklofosfamidu neutropenijos daznis yra 12%; ciklofosfamidg pakeitus

doksorubicinu neutropenijos daznis padidéja iki 27% ir galiausiai Sis
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daznis iSauga iki 46%, kai pacientai gydomi ciklofosfamido, vinkristino,

prednizolono bei doksorubicino deriniu (Feld et al., 1977).

3.1.2. Nataraliy organizmo apsauginiy barjery pazeidimas

Gydymui taikoma chemoterapija toksiSkai veikia ne tik | navikines
Igsteles, bet ir | daugelj kity organizmg sudaranciy lasteliy ir ypac | tas,
kurios pasizymi intensyviu dauginimusi bei santykinai trumpu gyvavimu,
t.y. kauly Ciulpy, plauky, lytiniy liauky, odos bei gleiviniy epiteliniy
Igsteliy (Nijhuis et al., 2002). Daugumag bakterinés kilmeés komplikacijy
pacientams su FN sukelia nepatogeniniai ar salyginai patogeniniai
mikroorganizmai, kurie deél taikomo gydymo pazeisty natdraliy
organizmo apsauginiy barjery (gleiviniy) patenka | organizmg ir sukelia
uzdegiminj procesq, kuris negydomas gali baigtis paciento mirtimi
(Nijhuis et al., 2002).

3.1.3. Pacienty su febriline neutropenija standartinis gydymas

Auksta temperatlira vadiname tokig kino temperatirg Kkai
vienkartinio matavimo metu temperatira bina > 38,5°C ar matuojant
kartotinai temperatira bina > 38,0°C (Klassen et al., 2000). Auksta
temperatira gali bati vienas iS pirmy ir daznai vienintelis bakterinés
infekcijos pozymis, ypaC vaiky tarpe (Miedema et al., 2011). Kiti
klasikiniai uzdegiminio proceso pozymiai tokie kaip patinimas (lot.
tumor), paraudimas (lot. rubor), skausmas (lot. dolor), Siluma (lot. calor)
bei funkcijos sutrikimas (lot. functio laesa) dazniausiai pacientams su
FN néra iSreiksti dél pakitusio uzdegiminio atsako chemoterapijos fone
(Sickles et al., 1975). Todél pacientams, kurie gydymo metu émeé
karSCiuoti,  turi badti skiriamas ypatingas démesys. 1971 metais

Schimpff pasidlé empirinj plataus spektro antibiotiky vartojimg
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pacientams su FN (Schimpff et al., 1971), dél to Zenkliai sumazéjo
mirciy skaiCius nuo infekcinio pobudzio komplikacijy, kuris 1970 metais
sieké 60-70%, kai tuo tarpu dabar mirtingumas siekia 0,4-1% (Klassen
et al., 2000). Siuo metu pacientams su FN empiridkai skiriami plataus
veikimo spektro intraveniniai antibiotikai bei pacientas yra guldomas |
ligonine intensyviam sekimui (Te Poele et al., 2009; Dubos et al., 2012).
IS ligoninés pacientai dazniausiai yra iSleidZziami kai nustoja karsciuoti
(minimalus periodas be karSCiavimo turi siekti bent 24 valandas) ir
absoliutus neutrofily kiekis tampa didesnis kaip 0,5 x 10%I (Mullen et al.,
1990; Santolaya et al.,, 1997). Taciau net 70-89% pacienty su FN
infekcijos sukeéléjai mikrobiologiSkai neindentifikuojami ir karSciavimo
prieZzastimi bina uzdegiminis procesas, kurj sukelia ne bakterijos, bet
virusai, gleiviniy pazeidimas, chemoterapiniai preparatai ar pats
navikinis procesas (Te Poele et al., 2009; Hodgson-Viden et al., 2005;
Crokaert et al., 2000). Todeél Sios grupés pacientams, kurie karsciuoja
ne deél bakterinés kilmeés infekcijos, standartinis gydymas intraveniniais
plataus spektro antibiotikais néra racionalus bei gali sukelti neigiamas
pasekmes, tokias kaip rezistentiSkos mikrofloros iSsivystymg, be to,
Zenkliai padidéja tikimybé uzsikrésti antibiotikams atsparia hospitaline
infekcija, sutrikdomas paciento bei jo artimuyjy jprastas gyvenimo ritmas.
Be to, pacientai su FN sudaro pakankamai heterogenine populiacijg,
kurios imlumas bakterinei infekcijai yra nevienodas (Talcott et al., 1988;
Crokaert et al., 2000). Siuo metu visuotinai priimto sutarimo kaip
jvertinti bakterinés kilmés infekcijos rizikg onkologinémis ligomis
sergantiems vaikams FN epizodo metu néra (Philips et al., 2012), todél
tinkamy laboratoriniy biozymeny turéjimas bei jy taikymas kasdienéje
klinikinéje praktikoje bty labai svarbus Zingsnis j priekj diagnozuojant
FN priezastis, gydant Sio sindromo komplikacijas bei iSvengiant

neracionalaus antibiotiky vartojimo.
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3.1.4. RezistentiSkumas antibiotikams

Siuo metu pacientams su FN taikomas standartinis gydymas
plataus spektro antibiotikais Zenkliai sumazino mirtingumg nuo
infekciniy komplikacijy, tacCiau Si paplitusi gydymo taktika turi ir
nepageidaujamy reiskiniy. 1989 metais Oppenheim su kolegomis
aprasé koaguliazei neigiamos stafilokokinés infekcijos protrikj
leukemija sergantiems pacientams, kurie buvo rezistentiSki gydymui
ciprofloksacinu (Oppenheim et al., 1989). Buvo apraSytas ir enterokoky
atsparumas gydymui vankomicinu tarp pacienty su FN (Edmond et al.,
1995). Nucci su kolegomis nustaté, kad net 13,8% iS daugiau kaip trijy
Simty onkologiniy pacienty su FN, kuriems buvo taikyta standartiné
gydymas antibiotikais, komplikavosi superinfekcija, kurig sukeélé gram-
neigiamos bakterijos bei grybeliné infekcija ir tai tiesiogiai koreliavo su

aukstu mirtingumu (Nucci et al., 1997).

3.2. Jgimto imuninio atsako ypatumai j bakterinés kilmés infekcija

Infekcinio proceso iSsivystymg organizme salygoja kompleksiné
mikroorganizmy bei individo sagveika. Infekcinio proceso metu
mikroorganizmai patenka | organizma, kolonizuoja tam tikrus organizmo
audinius ir sukelia struktdrinj pazeidimag ar sutrikdo kolonizuoty audiniy
funkcija. Padidéjusj imluma bei rizikg bakterinés kilmés infekcijoms tarp
navikinémis ligomis sergancCiy vaiky su FN apsprendzia tiek pats
navikinis procesas, tiek gydymui skiriama chemoterapija, kuri sukelia
imuninio pobudzio Igsteliy nepakankamumg (Neth et al.,, 2005;
Lehrnbecker et al., 2008).
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3.2.1. Strukturg atpazjstantys receptoriai

llgg laikg buvo manoma, kad jgimta imuniné sistema atpazjsta
mikroorganizmus nespecifiSkai. Ir tik prieS deSimtmetj buvo jrodyta, kad
igimta imuniné sistema atpazjsta infekciniy ligy sukéléjus specifiniais
receptoriais, kurie yra ekspresuojami lgsteléje ar sekretuojami. Sie
receptoriai buvo pavadinti struktlras atpazjstanciais receptoriais (ang.
pattern recognition receptors - PRRs), o patogeny struktdriniai
elementai, kuriuos Sie receptoriai atpaZjsta vadinami su patogenu
susijusiomis molekulinémis struktGromis (angl. pathogen associated
molecular patterns — PAMPs) (Akira et al., 2001; Janeway et al., 2002;
Medzhitov, 2007; Medzhitov, 2010; Kawai et al., 2010). PRR ypatybé
yra ta, kad Sie receptoriai atpazjsta PAMP, kurie savo ruoztu yra
unikalds ir pasizymi trimis pagrindinémis savybémis, tokiomis kaip
struktdriniu nekintamumu, unikalumu (bddinga tik mikroorganizmams,
bet ne Zmonéms) ir nepakeiCiamumu (vaidina svarbu vaidmenj
mikroorganizmy fiziologiniuose procesuose) (Janeway et al., 1989;
Medzhitov et al.,, 2007). |gimta imuniné sistema naudoja PRR
mikroorganizmy, detekcijai, sgveikaudama su PAMP (Medzhitov et al.,
2007). Struktariskai PRR skirtomi | Igsteléje ekspresuojamus (angl. Toll
like receptors - TLRs, NOD like receptors - NLRs) ir tirpius (fikolinus,
pentraksinus, kolektinus) (Kawai et al., 2010). Labai svarbu yra tai, kad
PRR yra ekspresuojami tiek imuninés kilmes, tiek kity neimuninés
kilmeés lgsteliy (epiteliniy, endoteliniy, fibroblasty) (Kawai et al., 2010).
Bakterijoms patekus | organizma, jos yra atpazjstamos PRR ir dél to yra
indukuojamas uzdegiminis atsakas, kuris yra nukreiptas | infekcijos
eliminavimg (Medzhitov, 2008; Medzhitov, 2010).

3.2.1.1. Toll receptoriy Seima
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Vieng i$ pagrindiniy vaidmeny jgimtame imuniniame atsake prie$
bakterinés kilmés infekcijg vaidina Toll receptoriai. Siuo metu yra
indentifikuota vienuolika Toll receptoriy, kurie zymimi skaiCiais TLR1 -
TLR11. Net aStuoni iS vienuolikos TLR dalyvauja skirtingy bakteriniy
struktdriniy elementy atpazinime (Takeuchi et al., 2010; Hoebe et al.,
2004; Hajishengallis et al., 2010). Toll receptoriai yra transmembraniniai
glikoproteinai, kuriuos sudaro ekstralgsteliné dalis, kuriuoje gausu
leucino bei intralgsteliné dalis, kuri yra atsakinga uz signalo perdavimg
lastelés viduje ( Kawai et al., 2010). Siuos receptorius galima skirti j dvi
grupes. Vieng grupe sudaro TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6
receptoriai, kurie yra ekspresuojami Igstelés pavirSiuje ir dalyvauja
lipidy, lipoproteiny bei baltymy atpazinime. Kitg grupe sudaro TLR3,
TLR8, TLR9, kurie yra ekspresuojami tik Igstelés viduje t.y.
endoplazminiame  retikuliume, endosomose, lizosomose bei
endolizosomose ir dalyvauja bakterijy nukleino ragsciy atpazinime
(Takeuchi et al., 2010; Kawai et al., 2010). TLR4 sgveikauja su
mikroorganizmy, lipopolisacharidais (LPS), kurie yra gram-neigiamy
bakterijy iSorinés membranos struktirinis elementas, galintys sukelti
sepsinj Sokg (Kawai et al., 2010; Akira et al., 2006; Schroder et al.,
2005). Endotelio Igstelés kaip ir monocitai savo pavirSiuje ekspresuoja
TLR4 bei TLR2. Atlikti in vitro tyrimai parodé, kad LPS skatina endotelio
lgsteles produkuoti IL-6, IL-8 per sgveikg su TLR4 bei TLR2 (Faure et
al., 2000; Hippenstiel et al., 2000).

TLR sgveikaujant su PAMP, kaskadiniu principu aktyvuojama
visa eilé intralgsteliniy baltymy bei transkripcijos faktoriy (pagalbiniai
baltymai — proteinkinazés — transkripcijos faktoriai), todél aktyvuojami
nuo TLR veiklos priklausantys genai, atsakingi uz uzdegima skatinanciy
citokiny (TNF-a, IL-6, IL-8) ekspresijg, kurie savo ruozZtu indukuoja
organizmo uzdegimine reakcijg kaip atsakg | tam tikrg sukéléjg
(Medzhitov et al., 2007; Kawai et al., 2010; Akashi-Takamura et al.,
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2008; ; Park et al., 2009; Jin et al., 2007; Kang et al., 2009; Uematsu et
al., 2008; Mancuso et al., 2009; Haas et al., 2008).

Toll receptoriy kaskadinés aktyvacijos iSdavoje aktyvuoti
transkripcijos faktoriai (NF-kB, AP-1) translokuojasi | lgstelés branduolj
ir dalyvauja geny - taikiniy transkripcijos procesuose. Sie genai yra
atsakingi uz uzdegimg skatinanCiy citokiny bei antimikrobinémis
savybeémis pasizymincCiy baltymy sinteze (Takeuchi et al., 2010; Xia et
al., 2009; Bhoj et al., 2009; Palsson-McDermott et al., 2009; Ermolaeva
et al., 2008; Tseng et al., 2009). NF-kB indukuoja ne tik uzdegimg
skatinancCiy citokiny transkripcija, bet ir transkripcijg baltymy, kurie
tiesiogiai dalyvauja Sio proceso reguliacijoje (Takeuchi et al., 2010;
Gilchrist et al., 2006; Yamamoto et al., 2004; Matsushita et al., 2009).

Toll receptoriy aktyvacijos iSdavoje indukuojama ne tik baltymus
koduojanCiy iIRNR, bet ir baltymy nekoduojan€iy — mikroRNR -
ekspresija (Guttman et al., 2009; Taganov et al., 2006). Keletas i$ Siy
mikroRNR (miR-155, miR-21) dalyvauja jgimto imuninio atsako
reguliacijoje, slopindamos ar aktyvuodamos §j procesg (Faraoni et al.,
2009; Sheedy et al., 2009).

3.2.1.2. NOD receptoriy Seima

Sie receptoriai lokalizuojasi lasteliy citoplazmoje ir dalyvauja
bakterijy bei virusy struktariniy elementy atpazinime. NLR receptoriy
Seimg sudaro daugiau kaip dvideSimt intralgsteliniy baltymy, kurie
pasizymi skirtingomis funkcijomis (Fritz et al.,, 2006; Inohara et al.,
2005; Meylan et al.,, 2006). Receptorius sudaro centrinis nukleotidg
prijungiantis domenas bei C-terminaliné sritis, kurioje gausu amino
ragsties leucino (Fritz et al., 2006; Inohara et al., 2005; Meylan et al.,
2006). Siai grupei priklausantys receptoriai  NOD1 ir NOD2
sgveikaudami su bakterijy struktiriniais elementais (peptidoglikanais,

D-gliutamil-mezodiaminopimeline ragstimi  bei muramildipeptidais),
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indukuoja uzdegiminiy citokiny geny transkripcijg kaskadinés baltymy
aktyvacijos principu per transkripcijos faktoriy NF-kB bei mitogeno
aktyvuoto baltymo kinazes (MAPK) (Fritz et al., 2006; Inohara et al.,
2005; Meylan et al., 2006; Takeuchi et al., 2010; Underhill et al., 2007;
Eckmann et al., 2005). ). Svarbu pazyméti ir tai, kad NOD receptoriai
kaip ir TLR, randami ne tik imuninés kilmés, bet ir kitose organizmo
lgstelése (Kobayashi et al., 2005).

3.2.2. Neutrofilai

Neutrofilai — tai grudétyjy leukocity - granuliocity potipis,
iSsivystantis i§ mieloidiniy pirmtaky. Sios Igstelés yra vienos i3
pagrindiniy Umaus uzdegiminio atsako Igsteliniy komponenty ir yra
svarbiausia lgstelinés apsaugos dalis bakterinés infekcijos pradzioje
(Phillipson et al., 2011; Sadik et al., 2011). Eksperimentiniai duomenys
rodo, kad neutrofily migracija bei kaupimasis uzdegiminiame zidinyje
yra labai svarbus veiksnys, uZtikrinantis bakterinés infekcijos eliminacijg
(Dotta et al., 2011). Neutrofilai produkuojami kauly G&iulpuose. Sj
procesg skatina granuliocity kolonijy stimuliuojantis veiksnys (G-CSF),
kurio gamybg indukuoja T Igsteliy iSskiriamas interleukinas 17A (IL-
17A) (Lieschke et al., 1994; Ley et al.,, 2006). Savo ruoztu IL-17A
produkcijg skatina interleukinas 23 (IL-23), kurj sintetina aktyvuoti
audiniy makrofagai bei dendritinés lIgstelés (Stark et al., 2005; Ley at
al., 2006). Neutrofilai, chemotaksiniy  medZiagy poveikyje
(komplemento komponento C5a, CXCL8), migruoja i$ kraujotakos |
uzdegimo zidinj, kuriame PAMP bei neutrofily pavirSiuje ekspresuojamy
receptoriy (PRR, Fc, komplemento) sgveikos metu aktyvuojasi ir
dalyvauja bakteriniy sukéléjy eliminacijos procese, fagocituojant juos ir
ardant fagosomose bei iSskiriant bioaktyvius bakterijas ardancius
baltymus (katepsinus, defensinus, laktoferinus) | supancig aplinkg

(Castellheim et al., 2009; Borregaard, 2010; Hager et al., 2010).
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Neutrofilai aktyviai dalyvauja ir jgyto imuninio atsako reguliavime.
Infekcinio proceso pradzioje Sios lgstelés gamina y-interferong, kuris
skaitina Ty lagsteliy vystymagsi. Be to, Siy lasteliy produkuojamas B
lgsteles aktyvuojantis veiksnys skatina B lgsteles gaminti antikinus
(Kolaczkowska et al., 2013).

3.2.3. Citokinai, citokiny receptoriai, Umios fazés baltymai,

prokalcitoninas

TipiSkg U0my uzdegiminj atsakg sudaro keturi pagrindiniai
komponentai: 1) uzdegimo sukéléjai, 2) sensoriai, kuriy pagalba
uzdegimo sukeéléjai yra nustatomi, 3) uzdegimo mediatoriai,
indukuojami sensoriy pagalba ir 4) audiniai-taikiniai, kuriuos veikia

uzdegimo mediatoriai (Medzhitov 2007).

PCT
PAMP\ ﬁ} ? CRB
= §,—PRR .

§ < IL-6
Y& ' TNF(alfa)
¢ ¢ ¢ IL8
Kiti
audiniai T -|-
o . Treg e S
Imuninés/ A Kepenys ir SN UZdegiminio
Mikroorganizmai neimuninés Prou;tciiglmlnlal kiti audiniai I“qug'"?.a pobudzio
kilmés Iastelés R taikiniai S'opinancios atsakas

biomolekulés

1 pav. Umaus bakterinio uZdegiminio atsako patogenezé (V.
Urbonas, 2012)

Umy bakterinj uzdegima organizme indukuoja mikroorganizmy (bakterijy)
pavirSiuje ekspresuojami PAMP, kurie sgveikaudami su PRR, esanciais
imuninés (neutrofily, makrofagy, dendritiniy Igsteliy) bei neimuninés kilmes
lasteliy pavirsiuje, sukelia uzdegiminiy citokiny (TNF-a, IL-6, IL-8) sinteze. Sie
citokinai, sgveikaudami su audiniais-taikiniais (hepatocitais, kraujagysliy
endotelio Igstelémis bei tiesioginiai imuniniame atsake dalyvaujanCiomis
lastelémis) sukelia uzdegiminio pobudzio atsakg (CRB, PCT sinteze,
kraujagysliy vazodiliatacijg, neutrofily chemotaksj, plazmos eksudacijg |
uzdegimo zidinj, kity jgimtos bei jgytos imuninés sistemos lgsteliy aktyvacija).
Uzdegiminio proceso kontroléje dalyvauja prieSuzdegiminés bioaktyvios
molekulés (IL-10) bei jvairios Treq (reguliaciniy) Igsteliy subpopuliacijos (L -
slopinimas).
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Bakterinés kilmés sukéléjai yra atpazjstami receptoriy (TLR,
NLR), kuriuos ekspresuoja imuninés bei neimuninés kilmés lgstelés. Si
sgveika indukuoja lgsteles gaminti uzdegimo mediatorius (citokinus,
Umios fazés baltymus), kurie savo ruoztu veikia | audiniy Igsteles -
taikinius, sukeldami uzdegimui budingg organizmo atsaka (kraujagysliy
pralaidumo didéjimg, vazodiliatacijg, neutrofily chemotaksio indukcija,
skystosios kraujo dalies eksudacijg | infekcijos paZeistus audinius
(Medzhitov 2007).

Vieni i$ pagrindiniy uzdegimo mediatoriy yra citokinai. Citokinai —
tai specializuotos molekulés, kurias sintetina jvairios organizmo Igstelés
kaip atsaka | infekcinj procesa (Nijhuis et al., 2002). Citokinams
priklauso daugiau kaip 200 polipeptidy. Nors struktariSkai Sios
molekulés tarpusavyje skiriasi, visoms joms budinga tai, kad pasizymi
pleotropiniu veikimu, daznai jtakoja kity citokiny funkcijg bei sinteze,
poveikis jy gali bati vietinis bei sisteminis, iSoriniai signalai reguliuoja
citokiny receptoriy ekspresijg bei lgsteliy atsakg | citokinus, citokiny
poveikyje kinta Igstelése-taikiniuose geny ekspresija, dél to Igstelé jgyja
naujy funkcijy bei savybiy (Charo et al., 2006; O‘Shea et al., 2008).
Vieni i$ pagrindiniy citokiny, dalyvaujanciy nattaralaus imuniteto procesy
reguliacijoje, t.y. uzdegiminio proceso indukcijoje bei slopinime yra
uzdegiminiai citokinai TNF-a, IL-6, IL-8 bei uzdegimg slopinantis
citokinas IL-10 (O‘Shea et al., 2008; Nijhuis et al., 2002). Aktyvuojancio
signalo generavimui, citokinai jungiasi prie atitinkamy citokiny
receptoriy, kuriuos sudaro vienas ar keli transmembraniniai baltymai,
atsakingi uz atitinkamo citokino prijungimg bei citoplazminé
receptoriaus dalis, kuri dalyvauja tolimesniame aktyvuojancCio signalo
perdavime (O‘Shea et al., 2008). Daugumos uzdegiminiy citokiny
aktyvuojancCio signalo perdavimas vyksta dalyvaujant Janus baltymo
kinaziy (JAK) Seimai priklausancCioms tirozinkinazéms bei transkripcijos

faktoriams, priklausantiems STAT Seimai (angl. signal transducer and
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activator of transcription) (Schindler et al., 2007; Murray et al., 2007;
O’Shea et al., 2002; O’Shea et al., 2013).

3.2.3.1. Naviky nekrozés faktorius a

Naviky nekrozeés faktorius o (TNF-a) - tai 17 kDa polipeptidas,
kuris yra vienas i$ pagrindiniy imaus uzdegimo mediatoriy bei pasizymi
jvairiomis biologinémis savybémis (Foster et al., 2012). Kitaip nei
daugumos uzdegiminiy citokiny, TNF-a poveikis indukuojamas per
specifinius TNF receptorius, dalyvaujant specifiniams pagalbiniams
baltymams bei kinazéms, dél to aktyvinami transkripcijos faktoriai (AP-
1, NF-kB), tuo badu indukuojant baltymy, apsprendzianciy Sio citokino
biologinj atsaka, gamybg. Pagrindinis TNF-oa S$altinis yra aktyvuoti
mononukleariniai fagocitai. Svarbiausia Sio citokino fiziologiné funkcija
yra telkti neutrofilus bei monocitus infekcijos zidinio vietoje (indukuojant
adhezijos molekuliy ekspresijg endotelio Igsteliy pavirSiuje,
stimuliuojant Sias Igsteles gaminti chemokinus) bei aktyvuoti Sias jgimto
imuniteto lasteles kovai prieS infekcijos sukéleéjus (Foster et al., 2012).
TNF-a pasizymi ir sisteminiu poveikiu. Patekes | kraujotaka, Sis
citokinas veikia | pagumburj indukuodamas karSciavima. ligalaiké bei
pastovi TNF-o sekrecija slopina apetita bei inhibuoja fermentg
lipoproteinlipaze, dél ko vystoti organizmo iSsekimas (kacheksija)
(Foster et al., 2012).

Keliose studijose (Ishii et al., 1991; Herrmann et al., 1994) TNF-
a. koncentracijy pokyc€iai kraujo serume buvo vertinami navikinémis
ligomis sergantiems pacientams infekcijos metu, kurie buvo suskirstyti |
dvi grupes, t.y. pacientus su neutropenija ir be neutropenijos. Pacienty
su neutropenija grupéje TNF-o koncentracija kraujo serume buvo
Zenkliai mazesné. Kaip potencialus bakterinés infekcijos biozymuo tarp

pacienty su FN TNF-a buvo analizuojamas bei vertinamas keliose
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studijose, taCiau statistinio patikimumo tarp pacienty su bakterine
infekcija ir TNF-a. koncentracijos pokyciy gauta nebuvo (Schonbohn et
al., 1995; Buyukberber et al., 2009; Soker et al., 2001; Parsa et al.,
2007; Ambrahamsson et al., 1997; Hynninen et al., 1995). Ex vivo
studijy duomenimis, santykinai maza TNF-a koncentracija tarp pacienty
su FN gali bati siejama su sumazéjusiu granuliocity kiekiu (de Bont et
al., 2000; Denecker et al., 1997; Takamatsu et al., 1993).

3.2.3.2. Interleukinas 6

IL-6 — tai 19-26 kDa polipeptidas, pasizymintis pleotropinémis
savybémis. Sis uzdegiminis citokinas dalyvauja hematopoezéje (skatina
neutrofily gamybg kauly Ciulpuose) bei imios fazeés baltymy indukcijoje
(CRB), onkogenezéje (dalyvaujant STAT1 bei STAT3), taip pat skatina
B limfocity proliferacijg bei diferenciacijg (Tawara et al., 2011; Kimura et
al., 2010; Jones et al., 2005; Naugler et al., 2008; Naka et al., 2002;
Foster et al., 2012; Lin et al., 2007). Pagrindiniai IL-6 Saltiniai yra
endotelio Igstelés, makrofagai, limfocitai (Foster et al., 2012). IL-6
sintezé yra indukuojama nuo NF-kB priklausomu bidu bei PGE-2 ir
TGF-p poveikyje (Tawara et al., 2011). Savo ruoZtu IL-6 veikia | Igsteles
taikinius per specifinius |IL-6 receptorius (Tawara et al., 2011; Jones et
al., 2005). IL-6 ir Sio receptoriaus sgveikos pasekoje, aktyvinami JAK-
STAT transkripcijos faktoriai bei kinazés (MAPK, PI3K), Kkurios
apsprendzia specifinj Siam citokinui badingg atsakg (Tawara et al.,
2011). Svarbu pamineéti, kad veikdamas lokaliai bei sistemisSkai, |L-6
indukuoja Umios fazés baltymy sinteze (CRB bei kity) hepatocituose
(Medzhitov 2010), kartu su TGF-B dalyvauja Tu17 aktyvinimo

procesuose ir slopina T4 veiklg (Wan et al., 2009).
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3.2.3.3. Interleukinas 8

IL-8 (CXCL8) — tai 8-10 kDa uzdegiminis citokinas, priklausantis
chemokiny pogrupiui. Chemokinams budinga tai, kad Sie citokinai
dalyvauja leukocity migracijos i§ kraujo | audinius procesuose. Sj
citoking produkuoja aktyvuotos imuninés (monocitai, makrofagai, T
lgstelés) bei neimuninés kilmés (endotelis, epitelis, fibroblastai) Igstelés
(Hippenstiel et al., 2000; Mukaida, 2003). IL-8 sinteze skatina
uzdegiminiai citokinai (IL-1, TNF-a) bei bakterijos ir jy produktai (LPS)
veikdami per PRR ir indukuodami transkripcijos faktoriy NF-kB bei AP-1
aktyvacijg (Baggiolini et al, 1997; Oppenheim et al., 1991; Hippenstiel
et al., 2000). IL-8 skatina neutrofily adhezijg prie endotelio, migracijg
link infekcijos zidinio bei neutrofily degranuliacijg (Oppenheim et al.,
1991). Be to, S8is citokinas dalyvauja Zaizdy gijimo procesuose,
angiogenenezeéje bei skatina naviky vystymasi (Zheng et al., 2007).

Van Zee su kolegomis atlikto eksperimento metu bezdzionéms
buvo suleista  Escherichia coli bakterijy bei LPS, tokiu budu
indukuojant joms septine bikle. Vertinant IL-8 koncentracijq Siy primaty
kraujyje, buvo stebimas IL-8 padidéjimas (Van Zee et al., 1991).
AnalogiSkas IL-8 padidéjimas kraujo serume buvo stebimas ir

pacientams su sepsiu (Friedland et al., 1992; Hack et al., 1992).

3.2.3.4. Interleukinas 10

IL-10 — tai 34-40 kDa citokinas, pasizymintis imunosupresinémis
bei prieSuzdegiminémis savybémis (Nathan et al., 2010). IL-10
produkuoja jgimto imuninio atsako lgstelés (makrofagai, dendritinés
lgstelés, neutrofilai, NK Igstelés), kurios yra aktyvuojamos Umaus
bakterinio uzdegimo metu sgveikaujant mikroorganizmy PAMP su PRR
(TLR2, TLR3, TLR4, TLR9) bei jgyto imuninio atsako Igstelés

(reguliacinés T Igstelés - Treg) (Saraiva et al.,, 2010; Pestka et al.,
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2004; Belkaid, 2007). ]gimto bei jgyto imuninio atsako Igsteliy
produkuojamas IL-10, veikdamas per STAT3 bei ERK, inhibuoja
uzdegiminiy citokiny (IL-6, TNF-a) sinteze bei kai kurias aktyvuoty
makrofagy funkcijas (slopina IL-12 sinteze bei HLA ekspresijq Igstelés
pavirSiuje) ir veikdamas antagonistiSkai uzdegiminiams citokinams (IL-
6, IL-8, TNF-a), slopina Gmaus bakterinio uzdegiminio proceso plitima,
Sio proceso intensyvumag, (Saraiva et al., 2010; Saraiva et al., 2009;
Foster et al., 2012; Moore et al., 2001; ) tuo badu ribodamas audinio

pazeidimo laipsnj.

3.2.3.5. Tirpus interleukino 2 receptorius

Interleukino 2 receptorius (IL-2R/CD25) pastoviai ekpresuoja
Treg lgstelés savo Igsteliy pavirSiuje ir Siy receptoriy ekspresija
tiesiogiai susijusi su Siy lasteliy aktyvumu. IL-2R receptoriai yra
ekspresuojami ir neimuninés kilmés Igsteliy (endotelio Igsteliy,
fibroblasty) ir tai siejama su interleukino-2 (IL-2), skatinancio Treg
proliferacijg bei diferenciacijg, homeostazés reguliacija (Boyman et al.,
2012; Krieg et al., 2010; Taniguchi et al., 1993; Malek, 2008; Granucci
et al., 2001). Viena iS pagrindiniy Sio receptoriaus funkcijy yra afiniteto
IL-2 sustiprinimas (Boyman et al., 2012; Taniguchi et al., 1993; Malek,
2008; Granucci et al., 2001). Skiriama keletas IL-2R receptoriaus formy
ir viena iS jy yra lastelés pavirSiuje ekspresuojamas ir mazesnés
molekulinés masés bei tirpus IL-2R/CD25 (slL-2R/sCD25), kuris
randamas periferiniame kraujyje. Umiame uzdegiminiame atsake
dalyvaujancios aktyvuotos dendritinés bei Treg lgstelés sekretuoja |
aplinkg slL-2R ir tai yra siejama su Siy lgsteliy aktyvacija (Schulz et
al.,1998; Lindqvist et al., 2010), kuri stebima Gmaus infekcinio proceso
metu. Kaip jau buvo minéta, sIL-2R ekspresija tiesiogiai susijusi su Treg

bei kity imuninés kilmeés Igsteliy aktyvacija imaus bakterinio uzdegimo
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metu, todél Sio tirpaus receptoriaus koncentracijos pokyc€iai kraujo

serume atspindi uzdegiminio atsako intensyvuma.

3.2.3.6. C reaktyvus baltymas

C reaktyvus baltymas (CRB) — tai imios fazés baltymas, kurio
pavadinimas kiles del Sio baltymo savybés jungtis prie Streptococcus
pneumoniae pavirSiuje esancio C-polisacharido (Black et al., 2004).
CRB priklauso plazmoje esanciy baltymy pentraksiny grupei ir Sis
baltymas yra jautrus uzdegimo bei audiniy pazeidimo zymuo (Pepys et
al., 1983; Srinivasan et al., 1996; Hirschfield et al., 2003). CRB
dalyvauja imuniniuose procesuose, aktyvuodamas agliutinacija,
komplemento baltymus bei fagocitoze (Black et al., 2004). CRB sinteze
hepatocituose indukuoja uzdegiminiai citokinai (IL-6, TNF-a) (Gabay et
al., 1999). Sveiky Zmoniy kraujyje CRB koncentracija dazniausiai bina
iki 10 mg/l. Bakteriniy infekcijy, traumy, nudegimy, audiniy nekrozés
metu CRB koncentracija per pirmg - antrg susirgimo parg padidéja
deSimtis — Simtus karty (Ansar et al., 2013). Padidéjusi CRB
koncentracija kraujo serume yra ankstyvas ir jautrus mikrobinés
infekcijos indikatorius, taCiau néra specifiSkas, nes Sio baltymo
koncentracija bina padidéjusi ir prie kity uzdegiminio pobudzio
pazeidimy (reumatiniy ligy, miokardo infarkto) (Ansar et al., 2013;
Ventetuolo et al.,, 2008). CRB koncentracijos padidéjimas tiesiogiai
siejasi su uzdegiminio stimulo pobddziu (bakterijos sukelia Zymiai
Zenklesnj CRB padidéjimg nei virusai) bei priklauso nuo pazeisto
organo ar audinio lokalizacijos (Ansar et al., 2013). CRB baltymo
padidéjimas buvo stebimas tarp pacienty su sepsiu (Povoa et al., 2005;
Yentis et al., 1995) ir CRB buvo jautresnis Zymuo lyginant su
temperaturos padidéjimu (karsCiavimu) ir leukocity skaiCiaus pokyciais
tarp Siy ligoniy (Povoa et al., 2006), taCiau duomeny Sio biozymens

pritaikymui sepsio diagnostikai nepakako. Kadangi CRB skilimo
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pusperiodis kraujo plazmoje yra apie 18-19 val., §j biozymenj galima
naudoti patologiniy procesy, sukelianCiy uzZzdegiminj atsaka,
intensyvumo sekimui. CRB plaCiai naudojamas kasdienéje gydytojo
praktikoje uzdegiminio proceso bei atsako | paskirta gydyma vertinimui
(Vassiliadis et al., 2012; Hirschfield et al., 2003), ypac vertinant gydymo
antibiotikais efektyvuma (Povoa et al., 2005).

3.2.3.7. Prokalcitoninas

Prokalcitoninas (PCT) — tai polipeptidas, kurj sudaro 116 amino
ragsCiy. PCT yra hormono kalcitonino pirmtakas, kurj sintetina
skydliaukés C tipo Igstelés ir kuris dalyvauja kalcio apykaitoje (Zaidi et
al., 1992). Sepsio, sisteminés infekcijos ar stipraus uzdegimo metu PCT
koncentracija kraujo serume padidéja deSimtis — Simtus karty (Whang
et al., 1998). Pirminis patofiziolologinis dirgiklis, susijes su PCT
koncentracijos zenkliu didéjimu, yra bakteriné infekcija. LPS bei Kiti
bakterinés infekcijos apykaitos produktai bei, kaip atsakas | infekcija,
pasigamine uzdegiminiai citokinai (IL-6, TNF-a) indukuoja organizmo
lgsteles produkuoti PCT (Deis et al., 2010). Manoma, kad PCT Gmaus
uzdegimo metu sintetina kepeny, mononuklearinés bei kitos organizmo
lgstelés (Nijsten et al.,, 2000; Sponholz et al., 2006; Carnino et al.,
2010). Svarbu pazymeti, kad PCT koncentracijos pokyCiams neturi
itakos cirkuliuojanciy leukocity kiekis kraujyje (Radimerski et al., 2010).
PCT koncentracija periferiniame kraujyje ima zenkliai didéti praéjus 6—
12 valandy po organizmo kontakto su bakterine infekcija. Paskyrus
tinkamg gydymg antibiotikais ar organizmo imuninei sistemai
neutralizavus infekcijos sukéléjg, PCT koncentracija rySkiai sumazeja.
PCT koncentracija kraujyje koreliuoja su bakterinio infekcinio proceso
eiga bei sunkumu (Muller et al., 2010; Schuetz et al., 2010; Schuetz et
al., 2011; Becker, 2004). PCT koncentracijos nustatymas kraujyje

plaCiai taikomas bakterinio proceso diagnostikai bei gydymo
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antibiotikais vertinimui (Schuetz et al., 2011).

3.2.4. Zmogaus leukocity antigenas G

Zmogaus leukocity antigenas G (HLA-G) — tai neklasikiné HLA |
klasés molekulé, pasizyminti imunomoduliacinémis savybémis.
Fiziologinémis saglygomis Sig molekule pastoviai ekspresuoja vaisiaus
trofoblasto, skydliaukes, kepeny lgstelés bei eritrocity, endotelio Igsteliy
pirmtakai, be to HLA-G ekspresija indukuojama sergant navikinémis
ligomis, uzdegiminiy susirgimy bei infekcijy metu (Carosella et al.,
2008). Skiriamos 7 Sio baltymo izoformos — ekspresuojamos lgsteliy
pavirSiuje (HLA-G1, G2, G3, G4) ir tirpios (sHLAGS5, G6, G7) (Carosella
et al., 2008; Gonzalez et al., 2012; Rebmann et al., 2003; Bahri et al.,
2009). Vienas i$ stipriausiy sHLA-G induktoriy yra imunosupresinémis
savybémis pasizymintis citokinas IL-10 (Moreau et al., 1999). HLA-G
poveikis yra imunosupresinio pobudzio ir Sis poveikis yra realizuojamas
per visg eile receptoriy — KIR2DL4 (CD158d), ILT2 (LILRB1/CD85%j),
ILT4 (LILRB2/CD85d), CD160 (BY55), kurie yra endoteliniy bei
imuninés kilmeés lgsteliy (NK, B, T, makrofagy) pavirSiuje (Pistoia et al.,
2007; Shiroishi et al., 2003; Riteau et al., 2001; Colonna et al., 1998).
sHLA-G5 bei netirpios HLA-G molekulés inhibuoja jgimtame bei
igytame imuniniame atsake dalyvaujanCiy Igsteliy proliferacija,
indukuoja specifines Treg lgsteles (Carosella et al., 2008). sHLA-GS5 bei
netirpiy HLA-G indukuoty Treg Igsteliy imunosupresinis poveikis
realizuojamas per sekretuojamg IL-10 (Naji et al., 2007). Skiriamas
HLA-G+ reguliaciniy T Igsteliy potipis, kuris fenotipiSkai bei funkciskai
skiriasi nuo kity reguliaciniy T Igsteliy (Sios Igstelés ekspresuoja
pavirSiuje HLA-G1 bei sekretuoja HLA-GS5, taCiau neekspresuoja CD25
bei FOXP3). Siy reguliaciniy T lasteliy padaugéja Gmaus bakterinio
uzdegimo zidiniuose, o0 imunosupresinj poveikj jos realizuoja per

pavirSiuje ekspresuojamus bei sekretuojamus sHLA-G5 (Feger et al.,
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2007), todél sHLA-G5 koncentracijos pokyc€iai kraujo serume galéty bati

vertinami kaip vieni iS Gmaus bakterinio uzdegimo intensyvumo rodikliy.

3.3. lJgimto imuninio atsako ypatumai tarp pacienty su febriline

neutropenija

Nors per pastaruosius deSimtmecCius buvo padaryta Zenkli
pazanga aiskinantis jgimto imuninio atsako subtilybes, taCiau aiSkaus ir
tikslaus atsakymo kaip vystosi idmus uzdegiminis atsakas | bakterine
infekcijg tarp pacienty su FN néra iki Siol. Infekcinio proceso metu tarp
pacienty su FN buvo stebimos Zemesnés TNF-a bei IL-1f citokiny
koncentracijos kraujo serume lyginant su Siy citokiny koncentracijomis
tarp sveiky Zzmoniy (Ishii et al., 1991; Herrmann et al., 1994). In vitro
studijy metu tyrinéjant kraujo Igsteliy kultdras buvo nustatyta, kad TNF-
o bei IL-1p citokiny sumazeéjusi produkcija tarp pacienty su FN galéty
bati siejama su sumazéjusiu cirkuliuojanciy leukocity kiekiu (de Bont et
al., 2000; Denecker et al., 1997; Takamatsu et al., 1993). Taciau kity
uzdegiminiy citokiny (IL-6, IL-8) sekrecija Umaus bakterinio uzdegimo
metu tarp Sios grupés pacienty buvo zenkliai iSreikSta (de Bont et al.,
1999; Engervall et al., 1995; Phillips et al., 2012). Manoma, kad tarp
pacienty su FN pagrindiniu IL-6, IL-8 Saltiniu infekcinio proceso metu
tampa neimuninés kilmés (kraujagysliy endotelio) lastelés, kurios kaip
buvo minéta anksCiau yra  aktyvuojamos  mikroorganizmy
ekspresuojamy PAMP per PRR (TLR, NLR) (Nijhuis et al., 2002).
Todeél buty galima daryti iSvada, kad Sioje pacienty grupeje vienais iS
pagrindiniy tmaus uzdegimo mediatoriy yra IL-6 bei IL-8 (Nijhuis et al.,
2002).

3.4. Biozymenys
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Biozymuo — tai fiziologiniy ir patologiniy procesy bei
farmakologinio atsako | paskirta gydyma objektyvi charakteristika, kuri
gali bati egzistuojanCiais metodais iSmatuojama bei jvertinama ir kuri
yra Siy procesy indikatorius (Atkinson et al.,, 2001; Standage et al.,
2011). Salia klinikinio paciento jvertinimo, biozymenys teikia papildoma
ir objektyvig informacijg apie ligos patogeneze, eiga, prognoze bei
padeda parinkti tinkamag gydyma ir jvertinti gydymo efektyvumag
(Marshall et al., 2009; Kaplan et al., 2011). Kasdieninéje praktikoje
biozymens (Zzymens) sgvoka daZniausiai naudojama tam tikro
laboratorinio tyrimo, atliekamo iS paciento kraujo, Slapimo ar Kity
biologiniy skyscCiy, jvardijimui. Skiriamios Sios bioZzymeny grupés -
diagnostiniai, skrininginiai (atrankiniai), monitoravimo (sekimo) ir
stratifikaciniai (klasifikavimo) (Puntmann, 2009; Marshall et al., 2009).
Diagnostiniy bioZzymeny pagalba patvirtinama ar atmetama liga ar
patologiné buasena kity tyrimy bei atitinkamos Kklinikos kontekste
(pavyzdziui troponiny naudojimas miokardo infarkto diagnostikoje).
Atrankiniai biozymenys yra diagnostiniy biozymeny potipis ir jie taikomi
tam tikros ligos ar patologinés blsenos buvimo galimybei jvertinti tam
tikroje populiacijoje. ldealus atrankinis bioZymuo privalo turéeti aukstg
jautrumg. Teigiamas atrankinio biozymens rezultatas turi badti
tvirtinamas diagnostiniu bioZzymeniu, kuris savo ruoztu privalo turéti
aukstg specifiSkumg (jautrumo bei specifiSkumo sgvokos bus
aptariamos toliau tekste) (Standage et al., 2011; Marshall et al., 2009;
Kaplan et al., 2011). Sekimo (monitoravimo) biozymenys naudojami
paskirto gydymo efektyvo bei trukmés vertinimui, taikomo gydymui
vaisto dozés titravimui. Tinkamas monitoravimui biozymuo turi bati
funkciSkai susijes su taikomo gydymo veikimo mechanizmu (pavyzdziui
gliukozés kiekio monitoravimas prie gydymo insulinu) (Marshall et al.,
2009; Kaplan et al., 2011). Stratifikaciniai (klasifikavimo) biozymenys
taikomi ligos ar patologinés busenos sunkumo laipsniui jvertinti bei

pacienty klasifikavimui | aukStos (kuriems turéety bati taikoma
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agresyvesne, toksiSkesné terapija) bei zemos (kuriems buty taikoma
standartiné terapija) rizikos pacientus (Kaplan et al., 2011). Pagrindiniai
biozymens kaip objektyvios charakteristikos vertés bei efektyvumo
matai yra jautrumas ir specifiSkumas, kurie yra nekintami konkreCiam
biozymeniui ir nepriklauso nuo ligos ar patologinés bdsenos, kuriai
vertinti jie naudojami, paplitimo populiacijoje. Jautrumas apibrézia dalj
tiiamyjy su liga ar patologine bisena, kuriems bioZymuo yra teigiamas.
Kitaip tariant, jautrumas apibrézia bioZzymens tikimybe aptikti ligg
serganCiame. SpecifiSkumas apibrézia dalj tiriamyjy be ligos ar
patologinés busenos, kuriems bioZymuo yra neigiamas arba kitais
Zodziais tariant apibrézia biozymens tikimybe atmesti ligg sveikame.
Biozymenys, pasizymintys dideliu jautrumu, turi Zemg klaidingai
neigiamy rezultaty daznj, todél daznai taikomi atrankinuose tyrimuose,
kai reikia atmesti ligg pacientams su neigiamu biozymens rezultatu. Tuo
tarpu biozymenys, kuriems budingas didelis specifiSkumas, pasizymi
Zzemu klaidingai teigiamy rezultaty dazniu ir yra naudojami ligy
diagnostikoje, nes teigiamas biozymens rezultatas rodo didele tikimybe,
kad pacientas turi konkrety susirgimg (Marshall et al., 2009; Kaplan et
al., 2011). Kaip jau buvo minéta, jautrumas bei specifiSkumas apibrézia
konkretaus biozymens savybes. Tacliau kasdieninéje praktikoje
gydytojams svarbu zZinoti kaip interpretuoti konkretaus tyrimo rezultata,
t.y. ar teigiamas bei neigiamas bioZzymens rezultatas atspindi ligos ar
patologinés blsenos buvimg ar nebuvima, o tai yra tiesiogiai susije su
ligos ar patologinés blsenos paplitimu populiacijoje. Teigiama
nusakomoji verté (TNV) bei neigiama nusakomoji verte (NNV) padeda
interpretuoti gautus biozymens rezultatus ligos ar patologinés busenos
paplitimo populiacijoje kontekste (Marshall et al., 2009; Kaplan et al.,
2011). TNV procentiné iSraiSka atspindi tg dalj pacienty, kuriems
biozymens rezultatas yra teigiamas ir kurie turi vienokj ar kitokj
sutrikimg, kai tuo tarpu NNV procentiné iSraiSka atspindi sveiky

tiiamyjy dalj, bioZzymens vertei esant neigiamai (Marshall et al., 2009;
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Kaplan et al., 2011). Didelis ligos ar patologinés busenos paplitimas
populiacijoje dazniausiai siejasi su zenklia TNV ir atvirkS€iai — Zemas
paplitimas dazniausiai siejasi su Zema TNV, bet aukSta NNV. TNV
tampa reikSminga interpretuojant teigiamag bioZymens reikSme, o NNV —

neigiamag reikSme (Marshall et al., 2009; Kaplan et al., 2011).

3.5. Citokiny, jy tirpiy receptoriy bei kity jgimtame imuniniame
atsake dalyvaujanéiy biomolekuliy poky¢iai tarp pacienty su

febriline neutropenija

De Bont ir kt. (1999) nustate, kad IL-6 ir IL-8 vertés koreliuoja
tarpusavyje ir Sie citokinai gali bati naudojami kaip rizikg vertinantys
biozymenys, identifikuojant Zemos rizikos septicemijai grupe, kai tuo
tarpu kity autoriy atlikty tyrimy duomenimis, IL-6 ir IL-8 koncentracijy
nustatymas kraujo serume buvo naudingas vertinant stafilokokinés
bakteriemijos, sepsio rizikg (Persson et al., 2004) bei gram-neigiama
bakteriemijg (Lehrnbecher et al., 1999). Stryjewski ir kt. (2005) nustaté,
kad PCT kartu su IL-8 gali bati naudojami kaip atrankiniai tyrimai sepsio
vertinimui, kai ribinés vertés PCT > 0,5 ng/ml ir IL-8 > 20 pg/ml
(jautrumas — 94%, specifiSkumas — 90%). Soker ir kt. (2001) atlikto
tyrimo duomenimis, IL-6, IL-8 bei sIL-2R gali bati naudingi infekcijos
rizikos vertinimui tarp vaiky, serganciy onkohematologinémis ligomis su
FN, kai tuo tarpu TNF-a bei IL-1f koncentracijy nustatymas nebuvo
kliniSkai reikSmingas. Santolaya su kolegomis (2008) atliko klinikine
studijg, kurioje metu vertino potencialius sepsio prognostinius pozymius
pirmas 24 hospitalizacijos valandas, pacientams su
onkohematologinémis ligomis febrilinés neutropenijos metu. Anot
studijoje dalyvavusiy tyréjy, sepsio rizikos vertinimui galéty bati
naudojami CRB (= 90/100 mg/l) ir IL-8 (= 200/300 pg/ml). Nijhuis su

kolegomis (2005) bakterinés infekcijos rizikg FN epizodo pradzios metu
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vertino klinikinio iStyrimo pagalba bei nustatant IL-8 koncentracijg kraujo
serume (pasirinkta IL-8 ribiné verté buvo 60 pg/ml). Sio vertinimo
modelio jautrumas bei NNV buvo atitinkamai po 100%, taciau
specifiSkumas ir TNV buvo Zenkliai mazesni ir sieké atitinkamai 21% ir
13%. Wong su kolegomis (2008) atlikto tyrimo duomenimis, IL-8 buvo
tinkamas sepsinio Soko rizikg vertinantis biozymuo, kai ribiné Sio
zymens koncentracija - 220 pg/ml, taciau tiriamajg populiacijg sudaré
vaikai, nesergantys onkohematologinémis ligomis. Fleischhack ir kt.
(2000) nustate, kad PCT (ribiné verté — 0,5 ng/ml) lyginant su IL-6, IL-8,
IL-2R ir CRB buvo jautriausias ir specifiSkiausias zymuo vertinant
aukstos rizikos (gram-neigiama bakteriemija) ir zemos rizikos epizodus
FN metu, o Engel ir kolegy (1999) atlikto tyrimo duomenimis, IL-8 buvo
labiau specifiSkesnis ir jautresnis uz PCT vertinant gram-neigiamg
bakteriemijg. Diepold ir kolegy (2008) duomenimis, IL-6 koncentracijos
nustatymas, IL-6 ribinei vertei esant 42 pg/ml (jautrumas 90%,
specifiSkumas 85%), gali bati naudojamas sepsio bei bakterinés
infekcijos rizikos vertinime tarp pediatrinio profilio pacienty su FN, kai
tuo tarpu kity autoriy duomenimis IL-6 bei kiti zymenys (IL-1, IL-1-RA,
TNF-a) nebuvo reikSmingi vertinant bakteriemijg ar bakterinés kilmés
infekcijg (Riikonen et al., 1992; Schonbohn et al., 1995; Lehrnbecher et
al., 2004). Kitanovski ir kolegos (2006) vertino PCT, CRB ir IL-6
koncentracijas kraujo serume bei nustaté, kad pirmomis FN epizodo
dienomis, vertinant bakteriemijg ir klinikinj sepsj, PCT ir IL-6
bioZzymenys pasizymeéjo didesniu jautrumu ir specifiSkumu lyginant su
CRB. Be to, buvo nustatyta, kad kasdienis PCT koncentracijos
nustatymas buvo susijes su diagnostiniu tikslumo didéjimu (AUC didéjo
nuo 0,83 pirmg dieng iki 0,91 treCig FN epizodo dieng), kai tuo tarpu IL-
6 koncetracijos nustatymas pirmg - treCig dienomis buvo susijes su
diagnostinio tikslumo neigiama dinamika (AUC mazéjo nuo 0,87 iki
0,79) (Kitanovsky et al., 2006). Sakr su kolegomis (2008) atliko

mokslinés literatiros apzvalga, kurioje vertino PCT, CRB ir IL-6
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koncentracijy pokyGius bakteriemijos diagnostikos kontekste. Sioje
apzvalgoje PCT, CRB, IL-6 diagnostinés vertés, jy jautrumas,
specifiSkumas bei TNV ir NNV svyravo gana placiose ribose (PCT
ribinés vertés svyravo 0,4-1,3 ng/ml ribose, jautrumas svyravo 33-87%
ribose, specifiSkumas — 61-92% ribose, TNV — 50-85% ribose, NNV —
19-92% ribose; CRB ribinés vertés svyravo 3,2-143 mg/l ribose,
jautrumas svyravo 34,6-83% ribose, specifiSkumas - 21,4-86,3%
ribose, TNV — 12-63,2% ribose, NNV — 8,3-92% ribose; IL-6 ribinés
vertés svyravo 71-297 pg/ml ribose, jautrumas svyravo 68-93,6%
ribose, specifiSkumas — 62-72% ribose, TNV — 41-50% ribose, NNV —
70-97,2% ribose). Philips su kolegomis (2012) pateiktoje straipsniy
apzvalgoje analogiSka tendecija stebima ir su IL-8, kai Sis bioZymuo
buvo naudojamas bakteriemijos, sepsio ar bakterinés infekcijos
vertinimui (ribinés vertés svyravo 30-500 ng/ml ribose, jautrumas
svyravo 44-87% ribose, specifiSkumas — 61-89% ribose).

Hatzistilianou su kolegomis (2010) tyrinéjo CRP, PCT, TNF-a, IL-
1b, IL-8, sTNFRIl kaip potencialius biozymenis vertinant bakterine
infekcijg vaiky tarpe, kurie sirgo Umia limfoblastine leukemija FN
epizody metu. Siy autoriy doumenimis, PCT buvo jautresnis ir
specifiSkesnis uz kitus biozymenis (taikant ribine verte 2 ng/ml,
jautrumas buvo 94%, o specifiSkumas — 96,5%) diferencijuojant
bakterine infekcijg nuo virusinés pirmg FN epizodo dieng (Hatzistilianou
et al., 2010), tuo tarpu Miedema ir kt. (2011) atlikty tyrimy duomenimis,
IL-8 buvo buvo jautresnis biozymuo (ribiné verté — 60 pg/ml, jautrumas
- 92%) uz PCT (ribiné verté — 0,25 ng/ml, jautrumas — 79%) ir CRB
(ribiné verté — 40 mg/l, jautrumas — 69%), diferencijuojant bakterinés
kilmeés infekcijg nuo kity karsciavimo priezasciy pirmg FN diena.

2012 metais paraSytuose strapsniuose nagrinéjama tema galima
izvelgti tendencijg bakterinés infekcijos vertinimui naudoti ne vieng ar
keletg, bet visg palete biozymeny, taikant tyrimo metodus, kuriy metu

vienos analizés metu galima jvertinti visg grupe analiiy. Tang ir
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kolegos (2012) tyrinéjo citkokiny (IL-4, IL-6, IL-10) bei gama-interferono
koncentracijy skirtumus tarp dviejy grupiy, Kkurias sudaré
mikrobiologiskai patvirtinti  gram-teigiami bei  gram-neigiami
bakteriemijos atvejai. Koncentracijy vertinimui buvo naudota tekmés
citometrija. Autoriy duomenimis, citokiny koncentracijy skirtumai tarp
grupiy buvo statistiskai reikSmingi (p<0,001). Taikydami tg pacig tyrimo
metodikg, Badurdeen su kolegomis tyrinéjo uzdegiminiy citokiny (IL-6,
IL-8, IL-10, IL-12p70, TNF-a) ir Th1/Th2 citokiny (IL-2, IL-4, IL-5, gama-
interferong) taikymo galimybes mikrobiologiSkai patvirtintos infekcijos
indentifikavimui.  Anot  autoriy, diferenciacija tarp tiriamyjy
mikrobiologiSkai teigiamos ir neigiamos grupiy galima, kai IL-8 ribiné
verté yra > 300 pg/ml, IL-6 > 80 pg/ml, o IL-10 > 20 pg/ml. Mian ir
kolegos (2012), naudodami Luminex analiCiy indentifikavimo sistema,
tyrinéjo citokiny (IL-1a sIL-2R, IL-3, IL-6, IL-8, IL-10 bei TNF-a) ir PCT,
kaip bakterinés infekcijos rizikos vertinimo biozymeny, taikymag
klinikinéje praktikoje. Autoriy duomenimis, PCT bei IL-6, IL-8, IL-10 gali
bati taikomi bakterinés infekcijos rizikos vertinime FN epizody metu,
diferencijuojant pacientus | mazos bei aukstos rizikos grupes.

Atlikus mokslinés literatiros paieSka, buvo rasta tik keletas
mokslinio pobudzio straipsniy, kuriuose sIL-2R ir IL-10 buvo
analizuojami kaip potencialls bakterinés infekcijos bioZzymenys
prasidejus febrilinei neutropenijai. Spasova ir kt. (2005) nustaté, kad IL-
10 biozymens koncentracija buvo aukStesné gram-neigiamos
bakteriemijos grupéje lyginant su nebakterieminiais epizodais
(p<0,001). Badurdeen ir kolegy (2012) atliktame tyrime buvo vertinami
ne pavieniai biozymenys, o kompleksiSkai naudojamy bioZzymeny (IL-6,
IL-8, IL-10, CRB) verté indentifikuojant mikrobiologiSkai patvirtintus
atvejus. Anot tyréjy, atliekant Siy biozymeny (IL-6, IL-8, IL-10, CRB)
kaip nedalomos paletés koncentracijy nustatymus FN epizodo metu,

imanoma indentifikuoti bakterine infekcijg, o tiksliau jg atmesti, esant
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neigiamiems Siy tyrimy rezultatams (NNV — 96%). Vertindami sIL-2R
kaip potencialy biozymenj bakterinés infekcijos indentifikavimui, Soker
ir kiti (2001) nustaté, kad Sis bioZzymuo naudingas bakterinés infekcijos
nustatymui, kai tuo tarpu Fleischhack ir kolegy (2000) atlikty tyrimy
duomenimis, PCT buvo tikslesnis uz sIL-2R atliekant bakterinés

infekcijos nustatyma.

3.6. Sepsis

Sepsis tai klinikinis sindromas, kuriam buadinga sisteminis
uzdegiminis atsakas, sukeltas bakterinés infekcijos. Sepsis dar
vadinamas “citokiny audra”, nes Sio sindromo metu stebima Zenkliai
iSreikSta citokiny produkcija (Castellheim et al., 2009, Warren, 1997).
Pagal Bone et al. (1996) sepsio patogenezéje galima iSskirti dvi
stadijas, t.y. ankstyvg arba uzdegimine, kuri pereina | veélyvg arba
prieSuzdegimine. Sepsio ankstyvoje stadijoje stebima gausiai iSreiksta
uzdegiminiy citokiny sekrecija, kuri siejama su jgimtos imuninés
sistemos aktyvacija (2 pav.). Citokiny (IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a) bei kity
aktyvuoty baltymy (komplemento, kreSéjimo sistemos) poveikis |
audiniy-taikiniy Iasteles organizme gali sukelti dauginj organy
pazeidimo sindromg (MODS), sepsinj Sokg (Castellheim et al., 2009) (2
pav.).
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2 pav. Sepsio patogenezeé (V. Urbonas, 2012)

Sepsj organizme indukuoja bakterijy pavirSiuje ekspresuojami bei iSskiriami |
aplinkg PAMP, kurie sgveikaudami su PRR, esanciais imuninés (neutrofily,
makrofagy, dendritiniy bei T Igsteliy) bei neimuninés kilmés lasteliy pavirsiuje,
sukelia uzdegiminiy ir prieSuzdegiminiy citokiny sinteze, kreSéjimo bei
komplemento baltymy aktyvacija. Sie citokinai bei aktyvuoti baltymai,
sgveikaudami su audiniy-taikiniy lastelémis (inkstais, kepenimis, kvépavimo
bei kraujotakos sistemos organais) gali sukelti MODS, sepsinj Soka.

Vélyvoje sepsio stadijoje stebima imunosupresija, kurig indukuoja
prieuzdegiminiai citokinai (IL-10). Sios sepsio stadijos metu daznai
stebima salyginai patogeninés mikrofloros aktyvacija organizme. Viena
i$ Siuolaikiniy koncepcijy, aiSkinanCiy sepsio patogeneze, teigia, kad
sepsis yra sutrikusio imuninio atsako | bakterine infekcijg iSdava
(uzdegimg skatinan€iy ir uzdegimag slopinanciy imuninio atsako
mechanizmy reguliacijos sutrikimas, kurj salygoja genetinis polinkis)
(Wheeler et al., 2009).

Sepsis bei jo sukeltos komplikacijos iSlieka pagrindine
intensyviuose terapijos skyriuose gydomy ligoniy mirties priezastimi
(Marshall et al., 2005). Kaip jau buvo minéta, sepsis apibidinamas kaip
sisteminis uzdegiminis atsakas | infekcijg, taCiau vis dar néra auksinio

diagnostikos standarto Sios patologinés blsenos ankstyvai diagnostikai.
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Bakteriemija nustatoma tik 30% pacienty, serganciy sepsiu (Bates et
al., 1997), o ankstyvieji klinikiniai simptomai tokie kaip tachikardija,
karSCiavimas, leukocitoze ar leukopenija yra budingi ne tik sepsiui, bet
ir kitiems sindromams (sisteminio uzdegiminio atsako sindromui) bei
ligoms (Wacker et al., 2013). Uzdelsta sepsio diagnostika didina
mirStamuma, ilgéja ligonio buvimas ligoninéje bei su tuo susijusios
iSlaidos (Garnacho-Montero et al., 2008), todél yra labai svarbu turéti
kasdienéje klinikinéje praktikoje ankstyvus ir patikimus biozymenis
sepsio nustatymui (Wacker et al., 2013).

Ivairis biozymenys buvo tyrinéti ir vertinti sepsio diagnostikos
kontekste. Simon su kolegomis (2004) atliktoje meta-analizéje lygino
PCT ir CRB pokyc€ius bakterinés infekcijos metu ir nustaté, kad PCT yra
informatyvesnis uz CRB (Simon et al., 2004). Luzzani ir kolegy atliktos
lyginamosios studijos duomenimis, PCT taip pat buvo tinkamesnis
sepsio biozymuo nei CRB, be to, Sios studijos metu buvo nustatyta PCT
koncentracijos koreliacija su infekcijos sunkumu bei organy disfunkcija
(Luzzani et al., 2003). Aikawa su kolegomis (2005) atliko tyrima, kurio
metu vertino PCT reikSme sepsio diagnostikai. Mokslininky iSvadose
teigiama, kad PCT koncentracijos pokycCiai yra specifiniai bakterinei
infekcijai ir sidlo remiantis PCT koncentracijos pokycCiais priimti
sprendimg dél antibiotiky vartojimo tikslingumo (Aikawa et al., 2005).
Uzzan su kolegomis (2006) atliko meta-analize, kurioje vertino PCT bei
CRB svarbg diagnozuojant sepsj kritinés buklés ligoniams (buvo
vertintos 25 studijos, | kurias buvo jtraukta 2966 pacientai).
Apibendrinus studijy rezultatus, PCT jautrumas svyravo nuo 42% iKki
100%, o specifiSkumas buvo nuo 48% iki 100%, kai tuo tarpu CRB
jautrumas buvo 35 - 100%, o specifiSkumas — 18 - 84%. Savo iSvadose
Uzzan su kolegomis teigé, kad PCT yra tinkamas diagnostinis
biozymuo sepsio bei sepsinio Soko diagnostikai ir Sis Zymuo turéty bati
itrauktas | sepsio diagnostinius algoritmus (Uzzan et al., 2006). Tang ir

kolegy (2007) atliktoje meta-analizéje, kurioje buvo apzvelgta 18
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moksliniy darby, ir prieSingai nei Uzzan su kolegomis atliktoje studijoje,
teigiama, kad PCT diagnostinis tikslumas yra pakankamai Zemas
(suminis plotas po kreive sieké 0,78; jautrumas buvo 71%,
specifiSskumas — 71%) ir yra nepakankamas sepsio diagnostikai (Tang
et al., 2007). Wacker su kolegomis atliko meta-analize, kurioje vertino
PCT informatyvumg sepsio diagnostikoje (buvo jvertintos 30 studijuy, |
kurias buvo |traukta 3244 kritinés buklés pacientai). Bendras PCT
jautrumas buvo 77%, o specifiSkumas — 79% (ribinei PCT vertés
medianai esant 1,1 ng/ml). Siy mokslininky iSvadose teigiama, kad PCT
yra naudingas bioZzymuo, padedantis diagnozuoti sepsj tarp kritinés
biklés pacienty, taCiau Sio biozymens interpretacija turéty bdati
derinama su paciento klinikine bikle, mikrobiologinio tyrimo rezultatais
bei kitais instrumentiniais ir laboratoriniais tyrimais (Wacker et al.,
2013). Kinijos mokslininky grupé (2003) tyré IL-6 ir PCT verte
diferencijuojant sepsj nuo neinfekcinés kilmés sisteminio uzdegiminio
atsako sindromo ir nustaté, kad Sie bioZzymenys gali padéti
diagnozuojant Sias patologines bukles (Du et al., 2003). Liu su
kolegomis (2005) atlikto tyrimo duomenimis, IL-6 ir PCT buvo
statistiSkai patikimi bioZzymenys diferencijuojant sepsj nuo neinfekcinés
kilmés sisteminio uzdegiminio atsako sindromo bei buvo stebima Siy
biozymeny koreliacija su ligos sunkumu (Liu et al., 2005). Gaini su
kolegomis (2006) tyré PCT, CRB ir IL-6 reikSme sepsio diagnostikoje ir
nustate, kad CRB ir IL-6 pasiZzyméjo geresnémis sepsio diagnostinémis
savybémis nei PCT (Gaini et al., 2006). Kellum su kolegomis (2007)
atliko multicentring studija, | kurig buvo jtraukti 583 pacientai, turintys
sepsj (Siems pacientams buvo konstatuotas plauciy uzdegimas kartu su
dmiu sisteminio uZdegiminio atsako sindromu). Sioje studijoje buvo
vertinta citokiny (IL-6, IL-10, TNF-a) koncentracijos pokycCiai pirmg
susirgimo savaite. Autoriai nustaté, kad citokiny koncentracijos
padidéjimas buvo stebimas 82% tirty pacienty, didziausios citokiny

koncentracijos buvo susirgimo pradZzioje (pirmg dieng) ir palaipsniui
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mazéjo (2 — 4 dienos), o mirStamumas koreliavo su aukStomis IL-6 ir IL-

10 koncentracijomis (Kellum et al., 2007).

3.7. Imunocheminé analizé, jos taikymas tirty biozymeny

nustatymui

Siuolaikiniame moksle bei laboratorinéje diagnostikoje plagiai
taikomi imunocheminémis reakcijos pagristi detekcijos metodai.
Imunocheminéje analizéje specifiniai monokloniniai antikinai naudojami
kaip reagentas norimo antigeno nustatymui arba reagentu gali buti
specifinis antigenas, kai norime nustatyti specifinj antiking (Thomas et
al., 1998). Sagveikaujant multivalentiniam antigenui su bivalentiniu
antikinu formuojasi Ag-Ak (imuninis) kompleksas. Bipoliniai Sios
griztamosios sagveikos centrai, t.y. kintama Ak sritis (paratopas),
sgveikauja su specifine Ag determinante (epitopu). Sios sgveikos didelj
specifiSskumg apsprendzia Ak ir Ag sagveikaujanCiy pavirSiy
komplementarumas bei Siy pavirSiy cheminés bei fizinés savybés
(vandeniliniy jungCiy formavimasis, sgveika tarp skirtingo elektros
kravio jony pory — taip vadinama Van der Waalo sgveika) (Thomas et
al.,, 1998; Van Regenmortel, 1992). Ag ir Ak sgveikos kiekybinis ar
kokybinis nustatymas galimas tik tada, kai Sig saveikg jmanoma
vizualizuoti ar iSmatuoti. Ag-Ak sgveikos vertinimo metodo pasirinkimg
apsprendzia Ag savybeés (dydis, kiekis, determinanciy struktdra), Ak
charakteristikos (avidiSkumas, specifiSkumas) bei Ag koncentracija.
Pagrindiniai metodai, kurie taikomi Ag-Ak sgveikos nustatymui yra
tiesioginé detekcija bei detekcija, besiremianti Ag ar Ak zyméjimu —
zymeétoji imunoanalizé (angl. labeled immunoassay) (Thomas et al.,
1998). Taikant tiesioginés detekcijos metodg, neZzinomos koncentracijos
Ag kiekiui nustatyti naudama zinomos didelés koncentracijos specifiniy
Ak turintis reagentas. Esant Ak pertekliui tirpale, formuojasi tirpus

imuniniai  kompleksai, kurie nustatomi turbidimetriSkai (CRB
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nustatymas). Turbidimetrijos metodas pagristas Sviesos bangos
sklidimo intensyvumo sumazéjimo vertinimu dél reakcijos metu
susiformavusio precipitato, kurj sudaro ieSkomos tiriamos medziagos ir
latekso daleliy, padengty specifiniais monokloniniais antikinais pries
tiiamg medziagg junginys (Eda et al., 1998; Price et al., 1987;
McPherson et al., 2007; Thomas et al., 1998). Vertinamas Sviesos,
sklindancios per precipitatg, intensyvumo pokytis. Absorbuotos Sviesos
kiekis tiesiogiai yra proporcingas tiriamos medziagos koncentracijai; Sis
Sviesos kiekio pokytis jvertinamas fotometro pagalba (McPherson et al.,
2007; Eda et al., 1998; Price et al.).

Zymétoji imunoanalizé priklausomai nuo Zymeklio pobidzio gali
bati skirstoma | fermentinge (sHLA-G nustatymas), chemiliuminescentine
(interleukiny nustatymas) bei fluorescenting (PCT nustatymas)
(Thomas et al., 1998; Rongen 1994). MetodologiSkai Ag nustatymas po
Ag ir Ak sgveikos gali bati atliekamas skystoje terpéje (homogeniné
analize) ar heterogeninés analizés budu, kai prisitvirtines prie kietos
terpés Ak-Ag-zyméto Ak kompleksas (tam naudojamos plokstelés
padengtos specifiniais Ak) atskiriamas nuo neprisitvirtinusiy zymety Ak
(pasalinami plovimy metu) (interleukiny, sHLA-G, PCT nustatymas)
(Thomas et al., 1998; Jenkins, 1992).

4. PACIENTAI, TYRIMO MEDZIAGA IR METODAI

Tiriamoji medziaga surinkta 2009 — 2011 m. Vilniaus universiteto
Vaiky ligoninés Onkohematologijos skyriuje. | tyrimg buvo jtraukta 53
onkohematologinémis ligomis sergantys vaikai su FN, kurie gydymo
eigoje turéjo 82 karSCiavimo epizodus. Tyrimai buvo atliekami
Inovatyvios medicinos centre bei Vilniaus universiteto Vaiky ligoninés
Laboratorinés diagnostikos skyriuje. Tyrimui atlikti gautas Lietuvos
bioetikos komiteto leidimas Nr. 158200-12-130-35 (2009-12-02). Nuo

pirmos karSCiavimo dienos tris dienas iS eilés buvo imami kraujo
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meginiai bei nustatomos citokiny (IL-6, IL-8, IL-10), CRB, PCT ir sIL-2R
koncentracijos. sHLA-G koncentracija buvo tirta tik pirmg karSciavimo
dieng. Kraujo paseéliai aerobams, anaerobams, grybelinei kultGrai buvo

imami pirmg karsCiavimo parg prie$ paskiriant antibakterinj gydyma.

4.1. Pacienty atranka, pradinis jvertinimas bei gydymas

Tyrime dalyvavo vaikai iki 18 mety  sergantys
onkohematologinémis ligomis FN epizodo metu. Atvykus valandos
laikotarpyje buvo jvertinama ir dokumentuojama vardas, pavarde,
amzius, naviko tipas, bendra paciento budklé (atliekamas bendras
klinikinis iStyrimas bei temperatiros matavimas, neurologinés bukles
vertinimas) bei imami kraujo méginiai bei mikrobiologiniai paséliai pries
skiriant gydyma antibiotikais. Konstatavus FN bukle, pacientams buvo
skiriamas pradinis gydymas plataus veikimo spektro antibiotikais (Il
kartos cefalosporinais, beta laktaminiais — karbapenemy grupés,
aminoglikozidais) arba jy deriniais bei papildomai skiriant prieSgrybeline
terapijg flukonazoliu. FN epizodas buvo konstatuojamas, kai neutrofily
kiekis buvo stebimas < 0,5x10%/I bei temperatiira paZastyje vienkartinio
matavimo buvo > 38,5°C. Pirmas dvi paras pacienty klinikiné buaklé
(gyvybinés funkcijos bei temperatiros pokyc€iai) buvo vertinama kas 8
valandos, o nuo treCios paros tai buvo atliekama kartg dienoje iki

paciento iSraSymo iS ligoninés.

4.2. Tiriamyjy grupiy apibudinimas

Remiantis klinikiniy bei mikrobiologiniy tyrimy duomenimis, FN
epizodai buvo suskirstyti | dvi grupes — neaiskios kilmés kars€iavimo
(NKK), | kurig buvo jtraukti pacientai be sepsio pozymiy, su neigiamais

mikrobiologiniais paséliais bei bakteriemijos ir sepsio (BS). BS grupe
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sudaré pacientai su teigiamais mikrobiologiniais paseéliais ir (ar) kliniSkai
diagnozuotu sepsiu. Kadangi vertinami buvo FN epizodai, dalis
pacienty su daugybiniais FN epizodais priklausomai nuo epizodo

pobUdzio galéjo priklausyti ir vienai, ir kitai tiriamajai grupei.

4.3. Kraujo méginiy, skirty biozymeny vertinimui, paémimas ir
laikymas

Kraujo meéginiai buvo imami pacientui atvykus, t.y. febrilinio
epizodo pirmg, antrg ir treCig dienomis. Veninio kraujo méginiams
surinkti buvo naudojami 5 ml tdrio sterilis polistireno cilindriniai
megintuveéliai, skirti serumo meginiams (Kima Company, Arzergrande,
Italija). Praéjus pusei valandos, meégintuvéliai su kraujo méginiu buvo
centrifuguojami 10 min prie 2000 g. Gautas supernatantas (serumas)
buvo iSpilstytas po 1 ml | Eppendorf tipo mégintuvélius ir nedelsiant
uzSaldytas —20 °C iki tyrimy atlikimo.

4.4. Biozymeny nustatymas

4.4.1. CRB nustatymas turbidimetrijos metodu

CRB nustatymui serume buvo naudota kompanijos F.Hoffmann-
La Roche Ltd (Bazelis, Sveicarija) padalinio Roche Diagnostics jranga
(analizatorius Cobas Integra 400 Plus) bei Sios kompanijos tiekiami
reagentai bei papildomos medziagos. Tyrimas buvo atliekamas
vadovaujantis gamintojo rekomendacijomis. Metodas standartizuotas
pagal IFCC (angl. International Federation of Clinical Chemistry)
referentine medziagg CRM 470 (RPPHS 91/0619), skirta serumo
baltymy vertinimo standartizacijai (Johnson, 1993).

Reagentai ir tiriamieji serumai pries tyrimo atlikimg buvo laikomi
kambario temperattroje 25-30 min. Analizatorius Cobas Integra 400
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Plus kalibruotas originaliais kalibratoriais atliekant 6 tasky kalibracija,
tyrimo kokybé kontroliuota originaliomis kontrolinémis medziagomis
(Precinorm Protein ir Precipath Protein, kuriy koncentracijos buvo 5
mg/l ir 86 mg/l). | atskiras mikrokiuvetes buvo pipetuojama po 2,5 ul
tiriamo serumo, 82 ul TRIS stabilizuojancio buferio, 28 ul mikrolatekso
daleliy, padengty specifiniais pelés monokloniniais antiklGnais pries
CRB bei 92 ul NaCl izotoninio tirpalo (bendras tiriamo tirpalo kiekis
buvo 204,5 pl). Mikrokiuvetés inkubuotos 7 min 37°C tamsoje.
Absorbuotos Sviesos pokytis (sklindanCios 8viesos intensyvumas
matuotas po 1 min.) jvertintas instaliuoto fotometro pagalba naudojant
552 nm filtrg. Analizatoriuje esancios programinés jrangos pagalba
absorbuotos Sviesos pokytis perskaiCiuotas | CRB koncentracijas,
iSreikStas mg/l ar nmol/l. CRB analitinis jautrumas (apatiné detekcijos

riba) sieké 1 mg/l ar 9,52 nmol/l.

4.4.2. sHLA-G nustatymas imunofermentinés analizés (ELISA)

metodu

SsHLA-G nustatymui buvo naudotas kompanijos BioVendor
Laboratory Medicine, Inc. (Brno, Cekija) diagnostinis rinkinys su
specifiniais 1gG1 klasés antiklnais pries$ tirpig sHLA-G5 molekule bei
asocijuotg baltymag p2-mikroglobuling, pagamintais kompanijos Exbio
Praha a.s. (Praha, Cekija). Tyrimas buvo atliekamas vadovaujantis
gamintojo pateiktomis rekomendacijomis. Reagentai ir tiriamieji serumai
prie$ tyrimo atlikimg buvo laikomi kambario temperatiroje 25-30 min.

| plokStele, padengta monokloniniais antiklnais prieS sHLA-G5,
buvo pipetuojama po 50 ul skiedimo buferio ir skirtingy koncentracijy
standarto (3,125 V/ml; 6,25 V/ml; 12,5 V/ml; 25 V/ml; 50 V/ml; 100 V/ml;
200 V/ml; 1000 V/ml) bei po 50 ul skiedimo buferio ir tiriamojo serumo.

Plokstelé buvo dedama ant purtyklés (taikant kratymo daznj 300 rpm) ir
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inkubuojama vieng valandg kambario temperatiroje. Po to buvo
atliekamas plovimo ciklas (trys praplovimai naudojant plovimui skirtg
tirpalg). Po plovimo ciklo, buvo pipetuojama po 100 ul konjugato, kurj
sudaré monokloniniai pelés IgG1 klasés antikinai prieS sHLA-G5 bei
asocijuotg baltymag p2-mikroglobuling, zyméti fermentu peroksidaze.
Plokstelé buvo dedama ant purtyklés (taikant kratymo/apsisukimo daznj
300 rpm) ir inkubuojama vieng valandg kambario temperatiroje. Po to
buvo kartojamas plovimo ciklas. Po plovimo ciklo, buvo pipetuojama po
100 wl substrato, kurj sudaré 3,3°,5,5-tetrametilbenzidino (TMB)
tirpalas. Plokstelé buvo inkubuojama 10 min. kambario temperatiroje
tamsoje. Po to buvo pipetuojama po 100 ul stop tirpalo, kurj sudaré
0,2M H,SO4. Spalvos pokytis buvo vertinimas BEP 2000 Advance
analizatoriumi (Siemens Healthcare, JAV), naudojant 450 nm filtrg.
Analiciy koncentracijos (V/ml) buvo paskaiCiuotos naudojant BEP 2000
Advance analizatoriaus programine jrangg naudojant Kkalibracijos
kreive, kurioje Y aSyje buvo atidedami standartiniy tirpaly spalvos
pokyCiai (absorbcija), o X asSyje - ZzZinomos standartiniy tirpaly
koncentracijos, iSreikstos V/ml. sHLA-G detekcijos analitinis jautrumas

(apatiné detekcijos riba) buvo 2 V/ml.

4.4.3. Interleukiny bei tirpiy receptoriy nustatymas

chemiliuminescentinés heterogeninés imunoanalizés metodu
4.4.3.1. slL-2R nustatymas

sIL-2R nustatymui serume buvo naudotas analizatorius Immulite
(Siemens Healthcare Diagnostics, JAV) bei Sios kompanijos tiekiami

reagentai bei papildomos medziagos. Tyrimas buvo atliekamas

vadovaujantis gamintojo rekomendacijomis.
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Reagentai ir tiriamieji serumai pries tyrimo atlikimg buvo laikomi
kambario temperattroje 25-30 min. Analizatorius Immulite kalibruotas
originaliais kalibratoriais atliekant 4 tasky kalibracijg, tyrimo kokybé
kontroliuota originaliomis dviejy lygiy kontrolinémis medziagomis
Immulite Cytokine Control Module LKIP (koncentracijos buvo 579 V/ml
ir 2063 V/ml). | atskiras specialias polistireno mikrokiuvetes, padengtas
monokloniniais pelés antiktnais prie$ sIL-2R buvo pipetuojama po 50
ulL tiriamo serumo bei Sarmine fosfataze (SF) Zyméty triusio polikloniniy
antikiny pries slL-2R. Mikrokiuvetés inkubuotos 30 min 37°C tamsoje.
Po to mikrokiuvetes su prie sieneliy adsorbuotais anti-sIL-2R — slIL-2R —
anti-slL-2R-SF konglomeratais buvo 3 minutes cetrifuguojamos
analizatoriuje instaliuota mikrocentrifuga (centrifugos apsisukimy daznis
— 5000 rpm) tam, kad buty pasalintas serumas su neprisijungusiais SF
zymetais  triuSio  polikloniniais  antiknais pries sIL-2R. Po
centrifugavimo ciklo, | atitinkamas mikrokiuvetes buvo pipetuojama po
25 uL chemiliuminescentinio substrato ir mikrokiuvetés inkubuotos 5
min 37°C tamsoje. Chemiliuminescentinio substrato sudétyje esancio
adamantil-dioksetano fosfato esteriai buvo hidrolizuojami mikrokiuvetéje
esanCios Sarminés fosfatazés ir Sios cheminés reakcijos metu
susidares Sviesos fotony srautas, kuris tiesiogiai proporcingas slL-2R
koncentracijai tiriamajame serume, buvo vertinamas analizatoriuje
instaliuotu fotometru. Susidariusiy Sviesos fotony srautas buvo
vertinamas  inkubacijos pabaigoje. @ Vadovaujantis  kalibracijos
duomenimis, Immulite programiné jranga Sviesos srauto signalus
perskaiCiavo | slL-2R koncentracija, iSreikstg V/ml. sIL-2R detekcijos

analitinis jautrumas (apatiné detekcijos riba) buvo 5 V/ml.
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4.4.3.2. IL-6 nustatymas

IL-6 nustatymui serume buvo naudotas analizatorius Immulite
(Siemens Healthcare Diagnostics, JAV) bei Sios kompanijos tiekiami
reagentai bei papildomos medziagos. Tyrimas buvo atliekamas
vadovaujantis gamintojo rekomendacijomis.

Analizatorius Immulite kalibruotas originaliais kalibratoriais
atliekant 4 tasky kalibracijg, tyrimo kokybé kontroliuota originaliomis
dviejy lygiy kontrolinémis medziagomis Immulite Cytokine Control
Module LK6P (koncentracijos buvo 82 pg/ml ir 414 pg/ml). IL-6
koncentracijos nustatymo eiga buvo analogiska slL-2R koncentracijos
nustatymui, tik tyrimui buvo naudota po 100 uL tiriamo serumo ir
inkubacijos trukmé buvo 60 min 37°C tamsoje, o po centrifugavimo
ciklo, | atitinkamas mikrokiuvetes buvo pipetuocjama po 50 ulL
chemiliuminescentinio substrato ir mikrokiuvetés inkubuotos 5 min 37°C
tamsoje. IL-6 detekcijos analitinis jautrumas (apatiné detekcijos riba)
buvo 2 pg/ml.

4.4.3.3. IL-8 nustatymas

IL-8 nustatymui serume buvo naudotas analizatorius Immulite
(Siemens Healthcare Diagnostics, JAV) bei Sios kompanijos tiekiami
reagentai bei papildomos medziagos. Tyrimas buvo atliekamas
vadovaujantis gamintojo rekomendacijomis.

Analizatorius Immulite kalibruotas originaliais kalibratoriais
atliekant 4 tasky kalibracijg, tyrimo kokybé kontroliuota originaliomis
dviejy lygiy kontrolinémis medziagomis Immulite Cytokine Control
Module LK8P (koncentracijos buvo 100 pg/ml ir 507 pg/ml). IL-8

koncentracijos nustatymo eiga buvo analogiSka slL-2R koncentracijos
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nustatymui. IL-8 detekcijos analitinis jautrumas (apatiné detekcijos riba)
buvo 2 pg/ml.

4.4.3.4. IL-10 nustatymas

IL-10 nustatymui serume buvo naudotas analizatorius Immulite
(Siemens Healthcare Diagnostics, JAV) bei Sios kompanijos tiekiami
reagentai bei papildomos medziagos. Tyrimas buvo atliekamas
vadovaujantis gamintojo rekomendacijomis.

Analizatorius Immulite kalibruotas originaliais kalibratoriais
atliekant 4 tasky kalibracijg, tyrimo kokybé kontroliuota originaliomis
dviejy lygiy kontrolinémis medziagomis Immulite Cytokine Control
Module LK10P (koncentracijos buvo 50 pg/ml ir 380 pg/ml). IL-10
koncentracijos nustatymo eiga buvo analogiSka IL-6 koncentracijos
nustatymui. IL-10 detekcijos analitinis jautrumas (apatiné detekcijos
riba) buvo 1 pg/ml.

4.4.4. PCT nustatymas fluorescentinés heterogeninés

imunoanalizés metodu

PCT nustatymui tiriamyjy serume buvo naudotas Vidas
analizatorius  (BioMerieux Clinical Diagnostics, Marcy ['Etoile,
Prancizija) bei Sios kompanijos tiekiami reagentai bei papildomos
medziagos. PCT nustatymas buvo atliekamas vadovaujantis gamintojo
rekomendacijomis.

Reagentai ir tiriamieji serumai pries tyrimo atlikimg buvo laikomi
kambario temperatiroje 25-30 min. Analizatorius kalibruotas originaliais
liofilizuotais kalibratoriais S1 ir S2, kurie prie$ atliekant instrumento
kalibracijg buvo tirpinami distiliuotame vandenyje (po 2 ml kiekvienam
kalibratoriui). Tyrimo kokybé kontroliuota originaliomis dviejy lygiy

liofilizuotomis  kontrolinémis medziagomis (PCT Controls, Kkuriy
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koncentracijos buvo 10 ng/ml ir 150 ng/ml), kurios prie$ vartojimg buvo
tirpinamos distiliuotame vandenyje (naudota po 2 ml distiliuoto vandens
kiekvienai konrolinei medziagai).

| atskiras originalias kiuvetes, padengtas pelés monokloniniais
antikdnais prieS Zzmogaus PCT ir zymétus SF buvo pipetuojama po 200
ul tiiamo serumo. Kiuvetés inkubuotos 20 min 37°C. Po inkubacijos,
buvo atliekamas plovimo ciklas, kurio metu paSalintas serumas. Po
plovimo ciklo, | | atitinkamas kiuvetes buvo pipetuojama po 100 ul
substrato (4-metil-umbeliferil-fosfato) ir mikrokiuvetés inkubuotos 5 min
37°C tamsoje. Sarminés fosfatazés poveikyje, substratas buvo
hidrolizuojamas | fluorescentinémis savybémis pasizyminCig medziagg
4-metil-umbeliferong, kurios fluorescencija buvo matuojama fotometru,
naudojant 450 nm filtrg. Fluorescencijos intensyvumas buvo tiesiogiai
proporcingas PCT koncentracijai tiriamuose serumuose. Pagal
kalibracijos rezultatus, analizatoriuje instaliuota programiné jranga
fluorescencijos intensyvumg perskaiciavo | ng/ml. PCT nustatymo

analitinis jautrumas buvo 0,05 ng/ml.

4.5. Kraujo paséliy paémimas ir vertinimas

Kraujo meéginiai paséliams buvo imami pacientui atvykus, t.y.
febrilinio epizodo pirmg dieng. IS pradziy buvo imami meéginiai
paséliams, po to meéginiai biozymeny nustatymui. Vaikams iki 10 mety
amziaus buvo naudojami One BACTEC Peds Plus/F mégintuvéliai-
terpés (5 ml talpos), vyresniems - One BACTEC Peds Plus Aerobic/F ir
One BACTEC Peds Plus Anaerobic/F (10 ml talpos) mégintuvéliai-

terpés (ziar. 1 lentele).
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1 lentelé.

Kraujo paséliams naudoti mégintuvéliai - terpés

Amzius, Paémimo vieta Nr.1 Paémimo vieta Nr.2 Méginio
metai naudoti mégintuvéliai naudoti mégintuvéliai kiekis
<10 One BACTEC Peds One BACTEC Peds 6-10 ml
Plus/F Plus/F
=10 One BACTEC Peds Plus | One BACTEC Peds Plus | 20-30 ml

Aerobic/F ir One
BACTEC Peds Plus
Anaerobic/F

Aerobic/F ir One
BACTEC Peds Plus
Anaerobic/F

AukscCiau pamineéti BACTEC tipo pediatriniai, aerobiniai ir
anaerobiniai mégintuvéliai su paimtu krauju buvo dedami | Bactec 9240
prietaisg (Becton Dickinson, JAV) tolimesnei inkubacijai bei tyrimui.
Mikroorganizmy dauginimasis susijes su CO, koncentracijos didéjimu,
kuris savo ruoztu aktyvavo fluorescentinémis savybémis pasizymincCig
medziagg natrio polianetolsulfonata, esancig Siuose mégintuvéliuose.
Bactec 9240 prietaise esantis fotometras 10 min intervalu fiksavo
fluorescencijos pokycCius mégintuvéliuose, kurie buvo proporcingi CO,
koncentracijai bei besidauginanciy bakterijy kiekiui. Kraujo paséliai
Bactec 9240 prietaise buvo inkubuojami tris paras, neatsiradus
bakterijy augimo pozymiy per §j laikotarpj, méginys buvo traktuojamas
kaip neigiamas. Mikroorganizmo rasSies indentifikavimui teigiami
BACTEC paseéliai buvo tiriami toliau atliekant morfologinj iStyrimg
(dazant Gramo budu ir mikroskopuojant), séjant | atitinkamas aerobines
ar anaerobines terpes bei atliekant biocheminius tyrimus.

kitokiy

bakteriologiniuose paséliuose buvo traktuojamas kaip bakteriemija

Vienokiy ar mikroorganizmy  augimas  kraujo

(koaguliazei  neigiamy  Staphylococcus  ruSies  bakteriemijos

patvirtinimui, augimas turéjo bati stebimas dviejuose skirtinguose
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paséliuose, paimtuose i$ skirtingy viety; kitu atveju tai buvo traktuojama
kaip pasélio uzterSimas).

Sepsis buvo vertinamas remiantis tarptautinémis sepsio
diagnostikos gairémis (Goldstein et al., 2005) ir buvo diagnozuojamas,
kai temperatira buvo didesné kaip 38,5°C, stebima tachikardija
(daugiau kaip 110 ar 180 karty per minute — priklausomai nuo
amziaus), padaznéjes kvepavimo daznis (daugiau kaip 18 ar 50 karty
per minute — priklausomai nuo amziaus), patvirtintas (mikrobiologinio
pasélio pagalba) ar jtariamas infekcinis procesas (plau€iy uzdegimas,
petechiniai ar kitokio pobtdzio bérimai), stebima vieno ar keliy organy

disfunkcija.

4.6. Rezultaty vertinime naudoti statistiniai metodai

Tirtos imties kiekybiniy kintamuyjy (bioZzymeny) charakteristikos
buvo skaiCiuojamos naudojant vidurinigjg variacinés eilutés reikSme
(mediana). Nominalieji kintamieji buvo pateikiami absoliuciais skaiCiais
ar procentine iSraiSka. Palyginimas tarp skirtingy tiriamuyjy grupiy
(im€iy) buvo atliekamas taikant Mann-Whitney neparametrinj statistinj
kriterijy. Tos pacios tiriamosios grupés bioZzymeny pokyciai pirmomis
FN epizodo dienomis buvo analizuojami taikant vienfaktorine dispersine
analize (angl. one-way ANOVA). Jei ANOVA metodu atliktas vertinimas
buvo statistiSkai reikSmingas, toliau grupés buvo analizuojamos taikant
Post Hoc Bonferroni analize. Diagnostinés, atrankinés biozymeny
ypatybés buvo vertinamos naudojant ROC kreiviy metodg (Hanley et
al., 1983). ROC kreiviy metodo pagalba buvo apskaiCiuotas plotas po
kreive (AUC), kuris parodo tiriamo biozymens tikslumg (angl. accuracy).
Biozymens tikslumas buvo vertinamas pagal AUC skaitine verte (kuo
AUC artimesnis vienetui, tuo biozymuo tikslesnis, esant reikSmei 0,5 ir
maziau, bioZymuo nepasizymi diagnostinémis, atrankinémis bei

monitoringo savybémis) (Zweig et al., 1993). Taip pat taikant ROC
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kreiviy metodg buvo apskaiCiuotas biozymeny jautrumas,
specifiSkumas, NNV, TNV. Binariné logistiné regresiné analizé taikyta
vertinant, kaip priklausomi kintamieji (kliniSkai ar bakteriologiskai
patvirtinta bakteriemija - sepsis) koreliuoja su nepriklausomais
kiekybiniais kintamaisiais (biozymeny skaitinémis vertémis). Gaulti
regresiniy modeliy rezultatai buvo tarpusavyje lyginami naudojant ROC
kreives. Statistinis rySys tarp kintamuyjy bei koreliacijos stiprumas buvo
vertinamas naudojant Spearman tiesinés koreliacijos koeficientg (rs).
Tikrinant statistines hipotezes buvo pasirinktas reikSmingumo lygmuo
0,05 (KasiuleviCius et al., 2008; Peat et al., 2005). Statistiné analizé
atlikta naudojant statistiniy programy paketus MedCalc (versija
11.4.2.0, Mariakerke, Belgija) ir SPSS (versija 15.0.1, SPSS Inc.,
Cikaga, JAV). Statistiné analizé atlikta vadovaujantis Lovell
rekomendacijomis, skirtomis biozymeny statistinei analizei (Lovell,
2012). Remiantis SPOG bei kitomis atliktomis studijomis (Agyeman et
al., 2011; Santolaya et al., 2007; Santolaya et al., 2002), statistinis
rezultaty interpretavimas buvo taikomas vertinant febrilininés
neutropenijos epizodus, o ne atskirus individus. Diagnostinés,
atrankinés bioZzymeny savybés buvo vertinamos pirmg — antrg FN
epizodo dienomis, monitoravimo bioZzymeny savybés buvo vertinamos
pirmg — treCig FN epizodo dienomis. BioZymeny vertinimas buvo
atliekamas vadovaujantis STARD (angl. Standards for Reporting of

Diagnostic Accuracy) rekomendacijomis (Bossuyt et al., 2003).
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5. REZULTATAI

5.1. Demografiniai duomenys, tiriamuyjy grupiy ypatybés

2009 — 2011 metais vykdyto tyrimo metu buvo istirta 53
onkohematologinémis ligomis sergantys ligoniai su FN, kurie gydymo
eigoje turéjo 82 karsSCiavimo epizodus. 10 tirty pacienty mirée. 18
pacienty turéjo daugiau nei vieng FN epizodg (po 2 epizodus turéjo
vienuolika pacienty, po 3 — keturi pacientai, po 4 — vienas pacientas, po
5 — vienas pacientas, po 6 — vienas pacientas). Pacienty amzius
svyravo nuo 1 iki 17 mety (mediana — 6 metai), tyrime dalyvavo 23

moteriSkos lyties ir 30 vyriSkos lyties pacienty.
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2 lentele. Tiriamosios imties bendra charakteristika

BS grupé NKK grupé

Lytis:

moteriSka 8 18

vyriska 14 19
Amzius, metai:

mediana (ribos) 6 (2-17) 6 (1-17)
Hematologiniai navikai:

ULL 17 20

UML 2 3

limfomos 1
Solidiniai navikai:

osteosarkoma 1 2

meduloblastoma 1

nefroblastoma 2

neuroblastoma 1 1

Ewing sarkoma 2

MAS 3

KC aplazija 2
Viso FN epizody 29 (35%) 53 (65%)
Karsciavimo trukmé, dd:

mediana (ribos) 2 (1-18) 2 (1-11)

5.2. Bakteriemijos ir sepsio grupés ypatybés mikrobiologiniu

pozilriu

BS tiriamuyjy grupe sudaré 22 pacientai (8 moteriSkos lyties bei
14 vyriSkos lyties), kurie tiriamojo periodo metu turéjo 29 karsciavimo
epizodus (du pacientai turéjo po 2 karScCiavimo epizodus, vienas —
turéjo 3 epizodus ir vienas — 4). Teigiami mikrobiologiniai paséliai buvo
nustatyti 23 FN epizody metu, sepsis — 6 FN epizody metu. Gram-
neigiami mikroorganizmai buvo nustatyti 12 FN epizody metu, vyraujant
Esherichia coli sukeltai infekcijai (Escherichia coli nustatyta 6 epizody
metu, Klebsiella pneumoniae — 2 epizody metu, Enterobacter asburiae

— 1 epizodo, Klebsiella oxytoca — 1, Bacteroides urealyticus — 1 ir
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Pseudomonas aeroginosa — 1 epizodo metu). Gram-teigiami
mikroorganizmai buvo mikrobiologiSkai nustatyti 8 FN epizody metu,
vyraujant stafilokokinei mikroflorai (Staphylococcus epidermidis
nustatytas 5 epizody metu, tacCiau vienas atvejis traktuotas kaip
mikrobiologinés terpés uzkrétimas, Staphylococcus hominis — 2 atvejy
metu, Staphylococcus haemolyticus — 1 ir Staphylococcus aureus — 1
atvejo metu). Keletas mikroorganizmy viename pasélyje buvo
indentifikuoti 3 FN epizody metu. Dviem atvejais buvo nustatyta misri
mikroflora (Esherichia coli ir Bacillus cereus, Klebsiella pneumoniae ir
Staphylococcus haemolyticus), vieno atvejo metu buvo indentifikuoti du
gram-neigiami mikroorganizmai (Aeromonas hydrophila ir

Pseudomonas putida).

5.3. Pacienty, priklausanciy skirtingoms tiriamoms grupéms,

biozymeny tikslumas febrilinés neutropenijos epizody metu

Biozymeny tikslumas (angl. accuracy) buvo vertinamas taikant
ROC kreiviy metodg ir apskaiCiuojant plotg po kreive (AUC) bei tiriamy
analiCiy jautruma, specifiSkumag, NNV bei TNV.

Pirmos dienos biozymeny skaitiniy verciy (IL-6, IL-8, IL-10, sIL-
2R, CRB, PCR, sHLA-G) grafiné analizé pateikiama 3-9 paveiksluose;
biozymeny jautrumas, specifiSkumas, NNV, TNV — 3 lenteléje.

Daugumos pirmg FN epizodo dieng tyrinéty biozymeny tikslumas
svyravo 0,72-0,87 ribose (AUC=0,72-0,87). Citokiny IL-6, IL-8 ir IL-10
gebéjimas diferencijuoti NKK ir BS grupes pirmg dieng buvo didesnis uz
0,80 (AUC, =0,87; AUC, s=0,81; AUC, .1,=0,82), o CRB sieke tik 0,60
(AUCcrs=0,60) ir nebuvo statistiSkai reikSmingas (P=0,1229). Kity tirty
biozymeny tikslumas buvo mazesnis uz 0,80 ir sieké 0,72-0,79
(AUCsh1a6=0,72; AUCq .or=0,74; AUCpc1=0,79) (3 - 9 pav.).
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3 pav. IL-6 tikslumas bei Sio biozymens skaitinés vertés NKK ir BS
grupeése.

Paveikslo virSutinéje dalyje pateikta IL-6 ROC kreivé (rysSkiai meélyna,
punktyrinés mélynos linijos Zymi 95% CI), kurios AUC=0,87, P<0,0001 (jstriza
oranziné linija zymi 0,5 ribg). Apatinéje Sio paveikslo dalyje pateiktas IL-6
reikSmiy (maziausios reikSmes, apatinés kvartilés, medianos, virSutineés
kvartilés, didZiausios reikSmés) svyravimai tarp analizuojamy NKK ir BS
grupiy (zvaigzdutémis, apskritimais pazymeétos reikSmés, kuriy skaitinés
vertés buvo didesnés uz didZiausig reikSme dydzZiu, ne maZesniu kaip
interkvartilés intervalo skaitiné verté x 1,5; skaiCiai Salia — atitinkamus FN
epizodus).
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4 pav. IL-8 tikslumas bei Sio biozymens skaitinés vertés NKK ir BS
grupeése.

Paveikslo virSutinéje dalyje pateikta IL-8 ROC kreivé (ryskiai meélyna,
punktyrinés mélynos linijos Zymi 95% CI), kurios AUC=0,81; P<0,0001 (jstriza
oranziné linija Zzymi 0,5 ribg). Apatinéje Sio paveikslo dalyje grafiSkai pateikta
IL-8 reikSmiy (maziausios reikSmes, apatinés kvartilés, medianos, virSutinés
kvartilés, didZiausios reikSmeés) svyravimai tarp analizuojamy NKK ir BS
grupiy (2vaigzdutémis, apskritimais pazymeétos reikSmés, kuriy skaitineés
vertés buvo didesnés uz didZiausig reikSme dydzZiu, ne maZesniu kaip
interkvartilés intervalo skaitiné verté x 1,5; skaiCiai Salia — atitinkamus FN
epizodus).
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5 pav. IL-10 tikslumas bei Sio biozymens skaitinés vertés NKK ir
BS grupése.
Paveikslo virSutinéje dalyje pateikta IL-10 ROC kreivé (rySkiai meélyna,
punktyrinés mélynos linijos Zymi 95% CI), kurios AUC=0,82; P=0,0001 (jstriza
oranziné linija zymi 0,5 ribg). Apatinéje Sio paveikslo dalyje grafiSkai pateikta
IL-10 reikS8miy (maziausios reikSmés, apatinés kvartilés, medianos, virSutinés
kvartilés, didZiausios reikSmeés) svyravimai tarp analizuojamy NKK ir BS
grupiy (2vaigzdutémis, apskritimais pazymeétos reikSmés, kuriy skaitineés
vertés buvo didesnés uz didZiausig reikSme dydziu, ne maZesniu kaip
interkvartilés intervalo skaitiné verté x 1,5; skaiciai Salia — atitinkamus FN
epizodus).
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6 pav. slL-2R tikslumas bei Sio biozymens skaitinés vertés NKK ir
BS grupése.

Paveikslo virSutinéje dalyje pateikta sIL-2R ROC kreivé (rySkiai meélyna,
punktyrinés mélynos linijos zymi 95% CI), kurios AUC=0,74; P=0,0061 (jstriza
oranziné linija zymi 0,5 ribg). Apatinéje Sio paveikslo dalyje grafiSkai pateikta
slL-2R reikSmiy (maziausios reikSmeés, apatinés kvartilés, medianos,
virSutinés kvartilés, didziausios reikSmes) svyravimai tarp analizuojamy NKK
ir BS grupiy (zvaigzdutémis, apskritimais pazymetos reikSmes, kuriy skaitinés
vertés buvo didesnés uz didZiausig reikSme dydzZiu, ne maZesniu kaip
interkvartilés intervalo skaitiné verté x 1,5; skaiCiai Salia — atitinkamus FN
epizodus).
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7 pav. CRB tikslumas bei Sio biozymens skaitinés vertés NKK ir
BS grupése.

Paveikslo virSutinéje dalyje pateikta CRB ROC kreivé (rySkiai melyna,
punktyrinés mélynos linijos Zymi 95% CI), kurios AUC=0,60; P=0,1229 (jstriza
oranziné linija Zymi 0,5 ribg). Apatinéje Sio paveikslo dalyje grafiSkai pateikta
CRB reikSmiy (maziausios reikSmes, apatinés kvartilés, medianos, virSutinés
kvartilés, didZiausios reikSmés) svyravimai tarp analizuojamy NKK ir BS
grupiy (zvaigzdutémis, apskritimais pazymeétos reikSmés, kuriy skaitinés
vertés buvo didesnés uz didZiausig reikSme dydziu, ne maZesniu kaip
interkvartilés skaitiné verté x 1,5; skaiCiai Salia — atitinkamus FN epizodus).
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8 pav. PCT tikslumas bei Sio biozymens skaitinés vertés NKK ir BS

grupeése.

Paveikslo virSutinéje dalyje pateikta PCT ROC kreivé (rySkiai mélyna,
punktyrinés meélynos linijjos zymi 95% CI), kurios AUC=0,79; P<0,0001
(jstriza oranziné linija zymi 0,5 ribg). Apatineje Sio paveikslo dalyje grafiSkai
pateikta PCT reikSmiy (maziausios reikSmes, apatinés kvartilés, medianos,
virSutinés kvartilés, didziausios reikSmés) svyravimai tarp analizuojamy NKK
ir BS grupiy (zvaigzdutémis, apskritimais pazymetos reikSmes, kuriy skaitinés
vertés buvo didesnés uz didZiausig reikSme dydziu, ne maZesniu kaip
interkvartilés skaitiné verté x 1,5; skaiCiai Salia — atitinkamus FN epizodus).
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9 pav. sHLA-G tikslumas bei Sio biozymens skaitinés vertés NKK ir
BS grupése.

Paveikslo virSutinéje dalyje pateikta sHLA-G ROC kreivé (ryskiai mélyna;
punktyrinés meélynos linijjos zymi 95% CI), kurios AUC=0,72; P<0,0274
(jstriza oranziné linija zymi 0,5 ribg). Apatineje Sio paveikslo dalyje grafiSkai
pateikta sHLA-G reikSmiy (maziausios reikSmés, apatinés kvartilés,
medianos, virSutinés kvartilés, didZiausios reikSmés) svyravimai tarp
analizuojamy NKK ir BS grupiy (zZvaigzdutémis, apskritimais pazymétos
reikSmeés, kuriy skaitinés vertés buvo didesnés uz didziausig reikS§me dydziu,
ne mazesniu kaip interkvartilés skaitiné vertée x 1,5; skaiCiai Salia —
atitinkamus FN epizodus).
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3 lentelé. Pirmos FN epizodo dienos biozymeny ribinés vertés bei
ju jautrumas, specifiSkumas, TNV, NNV ROC analizés duomenimis.
Jautrumas bei specifiSkumas buvo vertintas kaip vienodai reikSmingi
biozymenis apibréziantys rodikliai; TNV, NNV apskaiCiuotas jvertinus BS
grupés procentine iSraiSkg (35%) nuo bendros imties.

2ymuo AUC Ribiné Jautrum., | Specif., | TNV, | NNV, P
verté % % % %
IL-6 0,87 108 pg/ml 87 76 66 91 <0,0001
IL-8 0,81 631 pg/ml 55 95 85 80 <0,0001
IL-10 0,82 18 pg/ml 67 92 82 84 0,0001
sIL-2R 0,74 1658 V/ml 79 69 58 86 0,0061
CRB 0,60 82 mgl/l 38 83 54 71 0,1229
PCT 0,79 1,04 ng/ml 48 96 87 77 <0,0001
sHLA-G 0,72 2,54 V/ml 73 74 60 83 0,0274

Antros dienos bioZzymeny skaitiniy verciy (IL-6, IL-8, IL-10, slL-
2R, CRB, PCT) grafiné analizé pateikiama 10-15 paveiksluose;
biozymeny jautrumas, specifiSkumas, NNV, TNV — 4 lenteléje.

Antrg FN epizodo dieng tyrinéty biozymeny tikslumas
svyravo 0,72-0,89 ribose (AUC=0,72-0,89). Biozymeny IL-8 ir PCT
gebéjimas diferencijuoti NKK ir BS grupes antrg FN epizodo dieng buvo
didesnis uz 0,80 (AUC, s=0,82; AUCpc1=0,89). Kity tirty bioZzymeny
tikslumas buvo mazesnis uz 0,80 ir sieke 0,72-0,76 (AUC, 6=0,76;
AUC, .10=0,74; AUCq 2r=0,72; AUCcrs=0,72) (10-15 pav.).
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10 pav. IL-6 tikslumas bei Sio biozymens skaitinés vertés NKK ir
BS grupése (antra FN epizodo diena).

Paveikslo virSutinéje dalyje pateikta IL-6 ROC kreivé (ryskiai meélyna;
punktyrinés mélynos linijos Zymi 95% CI), kurios AUC=0,76; P=0,0003 (jstriza
oranziné linija zymi 0,5 ribg). Apatinéje Sio paveikslo dalyje pateiktas IL-6
reikSmiy (maziausios reikSmes, apatinés kvartilés, medianos, virSutineés
kvartilés, didZiausios reikSmeés) svyravimai tarp analizuojamy NKK ir BS
grupiy (zvaigzdutémis, apskritimais pazymeétos reikSmés, kuriy skaitinés
vertés buvo didesnés uz didZiausig reikSme dydziu, ne maZesniu kaip
interkvartilés skaitiné verté x 1,5; skaiCiai Salia — atitinkamus FN epizodus).
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11 pav. IL-8 tikslumas bei Sio biozymens skaitinés vertés NKK ir
BS grupése (antra FN epizodo diena).

Paveikslo virSutinéje dalyje pateikta IL-8 ROC kreivé (ryskiai meélyna;
punktyrinés mélynos linijos Zymi 95% CI), kurios AUC=0,82; P<0,0001 (jstriza
oranziné linija Zymi 0,5 ribg). Apatinéje Sio paveikslo dalyje grafiSkai pateikta
IL-8 reikSmiy (maziausios reikSmes, apatinés kvartilés, medianos, virSutinés
kvartilés, didZiausios reikSmeés) svyravimai tarp analizuojamy NKK ir BS
grupiy (zvaigzdutémis, apskritimais pazymeétos reikSmés, kuriy skaitinés
vertés buvo didesnés uz didZiausig reikSme dydziu, ne maZesniu kaip
interkvartilés skaitiné verté x 1,5; skaiCiai Salia — atitinkamus FN epizodus).
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12 pav. IL-10 tikslumas bei Sio biozymens skaitinés vertés NKK ir
BS grupése (antra FN epizodo diena).
Paveikslo virSutinéje dalyje pateikta IL-10 ROC kreivé (rySkiai mélyna;
punktyrinés mélynos linijos zymi 95% CI), kurios AUC=0,74; P=0,0041 (jstriza
oranziné linija Zymi 0,5 ribg). Apatinéje Sio paveikslo dalyje grafiSkai pateikta
IL-10 reikS8miy (maziausios reikSmés, apatinés kvartilés, medianos, virSutinés
kvartilés, didziausios reikSmés) svyravimai tarp analizuojamy NKK ir BS
grupiy (zvaigzdutémis, apskritimais pazymeétos reikSmés, kuriy skaitinés
vertés buvo didesnés uz didZiausig reikSme dydziu, ne maZesniu kaip
interkvartilés skaitiné verté x 1,5; skaiCiai Salia — atitinkamus FN epizodus).
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13 pav. slL-2R tikslumas bei Sio biozymens skaitinés vertés NKK ir
BS grupése (antra FN epizodo diena).

Paveikslo virSutinéje dalyje pateikta slL-2R ROC kreivé (rysSkiai mélyna;
punktyrinés mélynos linijos zymi 95% CI), kurios AUC=0,72; P=0,0109 (jstriza
oranziné linija Zymi 0,5 ribg). Apatinéje Sio paveikslo dalyje grafiSkai pateikta
slL-2R reikSmiy (maziausios reikSmeés, apatinés kvartilés, medianos,
virSutinés kvartilés, didziausios reikSmes) svyravimai tarp analizuojamy NKK
ir BS grupiy (zvaigzdutémis, apskritimais pazymétos reikSmés, kuriy skaitinés
vertés buvo didesnés uz didZiausig reikSme dydziu, ne maZesniu kaip
interkvartilés skaitiné verté x 1,5; skaiCiai Salia — atitinkamus FN epizodus).
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14 pav. CRB tikslumas bei Sio biozymens skaitinés vertés NKK ir
BS grupése (antra FN epizodo diena).

Paveikslo virSutinéje dalyje pateikta CRB ROC kreivé (rySkiai melyna;
punktyrinés mélynos linijos Zymi 95% CI), kurios AUC=0,72; P=0,0003 (jstriza
oranziné linija Zymi 0,5 ribg). Apatinéje Sio paveikslo dalyje grafiSkai pateikta
CRB reikSmiy (maziausios reikSmes, apatinés kvartilés, medianos, virSutinés
kvartilés, didZiausios reikSmés) svyravimai tarp analizuojamy NKK ir BS
grupiy (zvaigzdutémis, apskritimais pazymeétos reikSmés, kuriy skaitinés
vertés buvo didesnés uz didZiausig reikSme dydziu, ne maZesniu kaip
interkvartilés skaitiné reikSmeé x 1,5; skaiCiai Salia — atitinkamus FN epizodus).
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15 pav. PCT tikslumas bei Sio biozymens skaitinés vertés NKK ir
BS grupése (antra FN epizodo diena).

Paveikslo virSutinéje dalyje pateikta PCT ROC kreivé (rySkiai mélyna;
punktyrinés mélynos linijjos zymi 95% CI), kurios AUC=0,89; P<0,0001
(jstriza oranziné linija zymi 0,5 ribg). Apatinéje Sio paveikslo dalyje grafiSkai
pateikta PCT reikSmiy (maziausios reikSmes, apatinés kvartilés, medianos,
virSutinés kvartilés, didziausios reikSmes) svyravimai tarp analizuojamy NKK
ir BS grupiy (zvaigzdutémis, apskritimais pazymeétos reikSmés, kuriy skaitinés
vertés buvo didesnés uz didZiausig reikSme dydziu, ne maZesniu kaip
interkvartilés skaitiné reikSmeé x 1,5; skaiCiai Salia — atitinkamus FN epizodus).
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4 lentelé. Antros FN epizodo dienos biozymeny ribinés vertés bei
ju jautrumas, specifiSkumas, TNV, NNV ROC analizés duomenimis.

Jautrumas bei

specifiSkumas buvo vertintas kaip vienodai

reikSmingi

biozymenis apibréziantys rodikliai; TNV, NNV apskaiCiuotas jvertinus BS
grupés procentine iSraiSkg (35%) nuo bendros imties.

Zymuo AUC Ribiné Jautrum., | Specif., | TNV, | NNV, P
verté % % % %

IL-6 0,76 78 pg/ml 74 82 69 85 <0,0003
IL-8 0,82 249 pg/ml 64 90 77 82 <0,0001
IL-10 0,74 5,05 pg/ml 80 69 58 87 0,0041
sIL-2R 0,72 1596 V/ml 87 54 50 88 0,0061
CRB 0,72 106 mg/l 62 77 59 79 0,0003
PCT 0,89 1,85 ng/ml 76 90 81 87 <0,0001

5 lentelé. Pirmos-antros FN epizodo dienomis vertinty biozymeny
jautrumas, specifiSkumas, TNV, NNV esant vienodoms atitinkamo
biozymens ribinéms vertéms ROC analizés duomenimis.

Zymuo Dienos AUC Ribiné Jautrum., | Specif., | TNV, | NNV,
verté % % % %
IL-6 1-a diena 0,87 108 pg/ml 87 76 66 9
2-a diena 0,76 108 pg/ml 47 88 68 76
IL-8 1-a diena 0,81 316 pg/ml 60 85 68 80
2-a diena 0,82 316 pg/ml 59 92 81 81
PCT 1-a diena 0,79 1,13 ng/ml 38 98 91 75
2-a diena 0,89 1,13 ng/ml 83 83 72 90
IL-10 1-a diena 0,82 11,3 pg/ml 67 78 61 81
2-a diena 0,74 11,3 pg/ml 47 81 57 74
sIL-2R 1-a diena 0,74 1658 V/ml 79 69 58 86
2-a diena 0,72 1658 V/ml 80 58 51 84
CRB 1-a diena 0,60 61 mg/l 38 69 40 67
2-a diena 0,72 61 mg/l 93 42 46 92

Pirmos ir antros dienos tyrinéty bioaktyviy molekuliy (IL-6, IL-8,
IL-10, slL-2R, CRB, PCT) ribinés vertés (angl. cut-off) buvo skirtingos

(3, 4 lent.), kai jautrumas bei specifiSkumas buvo traktuojami kaip

vienodai reikSmingi biozymenis apibadinantys rodikliai. Skirtingy ribiniy

verCiy taikymas pirmg ir antrg FN epizody dienomis vertinant bakterine
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infekcijg bty sunkiai pritaikomas kasdieniniame gydytojo darbe, todél
ribinés vertés kiekvienam biozymeniui buvo suvienodintos ir tai buvo
atlikta remiantis ROC kreiviy analizés duomenimis (5 lent.)

Pirmg dieng tirty citokiny bei tirpiy citokiny receptoriy jautrumas
svyravo 60—87% ribose, specifiSkumas 69-85% ribose, TNV — 58-68%
ribose, NNV — 81-91% ribose. Antrg dieng vertinty citokiny bei tirpiy
citokiny receptoriy jautrumas svyravo 47-80% ribose, specifiSkumas 58-
92% ribose, TNV — 51-81% ribose, NNV — 74-84% ribose (5 lent.).
Pirmg dieng CRB jautrumas buvo 38%, specifiSkumas - 69%, TNV —
40%, NNV — 67% (ribinei vertei esant 61 mg/l); PCT jautrumas buvo
38%, specifiSkumas - 98%, TNV — 91%, NNV — 75% (ribinei vertei
esant 1,13 ng/ml). Antrg dieng CRB jautrumas sieké 93%,
specifiSkumas - 42%, TNV — 46%, NNV — 92% (ribinei vertei esant 61
mg/l); o PCT jautrumas buvo 83%, specifiSkumas - 83%, TNV — 72%,
NNV — 90% (ribinei vertei esant 1,13 ng/ml). Vertinant biozymeny
rodikliy pokyc€ius dinamikoje, buvo stebimas zenklus CRB, PCT
jautrumo bei NNV didéjimas, kai tuo tarpu IL-6 jautrumas bei NNV
dinamikoje mazéjo. IL-6, IL-8 specifiSkumas ir TNV dinamikoje dide€jo, o
PCT, slL-2R specifiSkumas bei TNV mazéjo (5 lent.).

5.4. Tiriamose grupése vertinty biozymeny kiekybiniy reikSmiy
palyginimas pirmg - antrg febrilinés neutropenijos epizodo

dienomis

Biozymeny kiekybiniy verCiy palyginimas pirmg ir antrg FN
epizodo dienomis tarp NKK ir BS tiriamuyjy grupiy buvo atliekamas
taikant Mann-Whitney neparametrinj statistinj kriterijy (Ziar. | 6 lent.).

Daugumos pirma dieng tirty biozymeny (IL-6, IL-8, IL-10, sIL-2R,
PCT, sHLA-G) koncentracijy medianos buvo didesnés ir statistiSkai
reikSmingos BS grupeéje lyginant su NKK grupe. IL-6 reikSmés mediana

NKK grupeéje buvo 65 pg/ml, BS grupéje buvo 281 pg/ml (p<0,0001), IL-
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8 reikSmés mediana NKK grupéje buvo 140 pg/ml, BS grupéje buvo
636 pg/ml (p=0,0001), IL-10 reikSmés mediana NKK grupeje buvo 0
pg/ml, BS grupéje buvo 31 pg/ml (p=0,017), sIL-2R reikSmés mediana
NKK grupéje buvo 1480 pg/ml, BS grupéje buvo 2342 pg/ml
(p=0,0136), PCT reikSmés mediana NKK grupéje buvo 0,27 ng/ml, BS
grupéje buvo 0,57 ng/ml (p<0,0001) ir sHLA-G reikSmés mediana NKK
grupéje buvo 2,06 V/ml, BS grupéje buvo 4,76 V/ml (p=0,0410).
Vienintelis bioZzymuo, kurio koncentracijos abiejose grupése statistisSkai
reikSmingai nesiskyré buvo CRB (p=0,1256) ir mediana NKK grupéje
buvo 34 mg/l, BS grupéje — 40 mg/I.
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6 lentelé. Biozymeny veréiy palyginimas tarp NKK ir BS grupiy
pirmomis FN epizodo dienomis taikant Mann-Whitney
neparametrinj statistinj kriterijy.

IL-6, IL-8, IL-10 matavimo vienetai pg/ml; CRB — mg/l; PCT — ng/ml; sIL-2R,
SHLA-G — V/ml.

2ymuo, Grupeés Maziausia Didziausia Mediana Mediana P
diena (NKK, BS) verté verté 95% ClI
I-a diena
IL-6 NKK 18 558 65 39-93 <0,0001
BS 54 1818 281 122-1081
IL-8 NKK 18 855 140 81-211 0,0001
BS 72 4227 636 198-1360
IL-10 NKK 0 87 0 0-8 0,0017
BS 0 1000 31 4-596
slL-2R NKK 594 4012 1480 966-2026 0,0136
BS 1054 7286 2342 1593-4307
CRB NKK 2 242 34 23-55 0,1256
BS 5 140 40 28-91
PCT NKK 0,02 1,15 0,27 0,18-0,34 <0,0001
BS 0,17 22 0,57 0,34-2,31
sHLA-G NKK 0 134 2,06 1,73-3,30 0,0410
BS 0 119 4,76 1,88-38
ll-a diena
IL-6 NKK 4 193 38 29-61 0,0019
BS 14 2790 105 52-395
IL-8 NKK 27 658 98 86-139 <0,0001
BS 9 7297 386 149-856
IL-10 NKK 0 35 0 0-7 0,0105
BS 0 74 11 3-29
slL-2R NKK 440 5410 1595 1432-2229 0,0199
BS 1265 7790 2675 1654-5297
CRB NKK 12 240 73 54-95 0,0010
BS 10 197 122 90-142
PCT NKK 0,05 6,28 0,36 0,26-0,55 <0,0001
BS 0,26 52 4,38 2,07-8,92

Visy antrg FN epizodo dieng tirty biomolekuliy (IL-6, IL-8, IL-10,
slL-2R, PCT, CRB) reikSmiy medianos buvo didesnés BS grupéje
palyginus su NKK grupe ir pasizyméjo statistiniu reikSmingumu.

IL-6 reikSmés mediana antrg FN epizodo dieng NKK grupéje
buvo 38 pg/ml, BS grupéje buvo 105 pg/ml (p=0,0019), IL-8 reikSmés
mediana NKK grupéje buvo 98 pg/ml, BS grupéje buvo 386 pg/ml
(p<0,0001), IL-10 reikSmés mediana NKK grupéje buvo 0 pg/ml, BS
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grupéje buvo 11 pg/ml (p=0,0105), slL-2R reikSmes mediana NKK
grupéje buvo 1595 pg/ml, BS grupéje buvo 2675 pg/ml (p=0,0199),
PCT reikSmeés mediana NKK grupéje buvo 0,36 ng/ml, BS grupéje buvo
4,38 ng/ml (p<0,0001) ir CRB reikSmés mediana NKK grupéje buvo 73
mg/l, BS grupéje buvo 122 mg/l (p=0,0010).

5.5. Bakteriemijos ir sepsio grupés biozymeny poky¢iai pirma —

trecig febrilinés neutropenijos epizodo dienomis

BS grupés biozymeny pokyciai pirmomis FN epizodo dienomis
buvo analizuojami taikant vienfaktorine dispersine analize (ANOVA) bei

Post Hoc Bonferroni analize (ziar. | 16 - 21 lent.).

Medars (emor bars: 95% Cl for median)
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16 pav. IL-6 pokyciai BS grupéje pirmag - treCia FN epizodo
dienomis (P=0,956).

Zalia vertikali linija Zymi medianos 95% pasikliautinumo intervalg (IL-6
vertinimo vienetai buvo pg/ml)
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Medars (emor bars: 36% Cl for medan)
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17 pav. IL-8 pokyciai BS grupéje pirmg - tre€ia FN epizodo
dienomis (P=0,860).

Zalia vertikali linija Zymi medianos 95% pasikliautinumo intervalg (IL-8
vertinimo vienetai buvo pg/ml)

Medars (emor bars: 96% CI far median)
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18 pav. IL-10 pokyciai BS grupéje pirma - treia FN epizodo
dienomis (P=0,004).

Zalia vertikali linija Zymi medianos 95% pasikliautinumo intervalg (IL-10
vertinimo vienetai buvo pg/ml)

76



Medars (emor bars: 36% CI for medan)
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19 pav. slL-2R pokyciai BS grupéje pirma - trecia FN epizodo
dienomis (P=0,554).

Zalia vertikali linija Zymi medianos 95% pasikliautinumo intervalg (sIL-2R
vertinimo vienetai buvo V/ml)

Medars (emor bars: 96% CI for median)
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20 pav. CRB pokyc¢iai BS grupéje pirmg - treéig FN epizodo
dienomis (P=0,001).

Zalia vertikali linija Zymi medianos 95% pasikliautinumo intervalg (CRB
vertinimo vientai buvo mg/l)
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Mediars (emor bars: 95% Cl for median)
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21 pav. PCT pokyciai BS grupéje pirma - tre€ia FN epizodo
dienomis (P=0,0038).

Zalia vertikali linjja Zymi medianos 95% pasikliautinumo intervalg (PCT
vertinimo vienetai buvo ng/ml)

Vertinant uzdegiminiy citokiny IL-6 ir IL-8 bei prieSuzdegiminio
citokino IL-10 pokycCius pirmomis trimis FN epizodo dienomis, buvo
stebima Siy biozymeny koncentracijos mazéjimo tendencija. IL-6 ir IL-8
biozymeny koncentracijy mazéjimas statistiSkai nebuvo reikSmingas.
IL-10 koncentracijos mazéjimas pirmg - antrg dienomis statistiSkai buvo
reikSmingas (P=0,009, Bonferroni Post Hoc analizé), tafiau antrg -
treCig dienomis galime jzvelgti tik koncentracijos mazéjimo tendencija.
slL-2R koncentracija BS grupéje pirmg - treCig dienomis didéjo, taciau
Sis biozymens kiekio didéjimas nebuvo statistiSkai reikSmingas.
Vertinant CRB bei PCT pokycius, buvo stebimas S$iy biozymeny
koncentracijy didéjimas pirmg - antrg dienomis, kuris buvo statistiSkai
reikSmingas (P<0,001 ir P=0,035, Bonferroni Post Hoc analizé). Antrg -
treCig dienomis Siy biozymeny koncentracijos mazeéjo, tacCiau pokyciai

nebuvo statistiSkai reikSmingi (16 - 21 pav.).
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5.6. Bakteremijos ir sepsio sgsajos su tirty biozymeny skaitinémis

vertemis

Bakteriemijos ir sepsio sgsajos su nagrinéty citokiny bei kity tirty
uzdegimo procese dalyvaujaunciy biomolekuliy skaitinémis vertémis
buvo nagrinéta taikant binarine logistine regresija, o gauti modeliai,
kuriuos sudaré nuo 2 iki 7 bioZzymeny paletés, tarpusavyje buvo
lyginami naudojant ROC kreiviy metoda, kurio pagalba pagal AUC buvo
vertinamas atitinkamo modelio tikslumas bei gebéjimas diferencijuoti
BS ir NKK grupes (zitr. | 22 - 23 pav.).

ROC Curve
1.0
‘ J Source of the Curve

—IL-6+IL-8 (1-a d.)
IL-6+IL-8+IL-10 (1-a

d)

IL-ai+PCT (1-a d.)

0.8 —IL-ai(l-ad.)

IdL.aioPCTosHLA C(l-a

IL-ai+PCT +sHLA-G+CRB
(l-ad)

IL-8+PCT (1-ad.)
IL-6+IL-8+PCT (1-ad.)
0.6 Reference Line

Sensitivity

0.4+

0.2

0.0 T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

1 - Specificity

22 pav. Suminis biozymeny tikslumas vertinant sepsj ir
bakteriemijg binarinés logistinés regresijos bei ROC kreiviy
metodu (pirma diena).

AUC,_6+1L-8=0,82; AUC|L6+1L-8+1L.-10=0,87; AUC,_.5=0,86;

AUC|L4i+pc1=0,91; AUC|Lai+pcT+sHLA-6=0,88; AUC Lai+pcT+sHLAG+cRB=0,90;
AUC,_6+1L-8+pcT=0,86; AUC,_8+pcT=0,86 (IL-ai=IL—6+IL-8+IL—10+sIL—2R;
sensitivity — jautrumas; specificity - specifiSkumas).
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Pirmg FN epizodo dieng didZiausiu tikslumu pasizyméjo citokiny,
tirpiy receptoriy (IL-6, IL-8, IL-10, sIL-2R) bei PCT paleté ir Sios paletés,
sudarytos i§ penkiy biozymeny, tikslumas sieké 0,91 (AUC, ai+pcT
=0,91), kai tuo tarpu paletés, sudarytos iS septyniy (IL-6, IL-8, IL-10,
slL-2R, CRB, PCT, sHLA-G) bei Sesiy (IL-6, IL-8, IL-10, sIL-2R, PCT,
sHLA-G) biozymeny tikslumas buvo mazesnis ir atitinkamai sieké 0,90
(AUC=0,90) ir 0,88 (AUC=0,88). Pakankamai aukstu tikslumu
pasizyméjo dviejy — trijy bioZzymeny paletés, sudarytos isS IL-6, IL-8,
PCT (AUC g+1L8+pcT=AUC, g+pcT=0,86) (22 pav.). Taikant Pearson
ranginés koreliacijos koeficienta, buvo jvertintas koreliacijos stiprumas
tarp didziausiu tikslumu pasiZzymeéjusios paletés ir tarp dviejy ir trijy
biozymeny paleciy, sudaryty iS IL-6, IL-8 ir PCT. Koreliacija tarp
paletés, kurig sudarée IL-6, IL-8, IL-10, slL-2R bei PCT ir paletés,
sudarytos iS IL-6, IL-8, PCT buvo stipri (rs = 0,92; p<0,0001); stipria
koreliacija pasizymejo ir rySys tarp paletés, sudarytos i$ IL-8 ir PCT bei
paletés, sudarytos i$ IL-6, IL-8, IL-10, sIL-2R ir PCT (rs = 0,90;
p<0,0001).
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ROC Curve

Source of the Curve
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23 pav. Suminis biozymeny tikslumas vertinant sepsj ir
bakteriemijg binarinés logistinés regresijos bei ROC kreiviy
metodu (antra diena).
AUC_6+1.8=0,84; AUC|L6+1L-8+1L-10=0,86; AUC,.5=0,86; AUC|L.ai+cre=0,89;
AUCai+pc1=0,96; AUC|Lai+pcT+crB=0,96; AUC|L6+1L-8+PcT=0,93;
AUC_g+pcT=0,94 (IL-ai=IL-6+IL-8+IL-10+sIL-2R; sensitivity — jautrumas;
specificity - specifiSkumas).

Antrg dieng didziausiu tikslumu bei gebéjimu diferencijuoti BS ir
NKK grupes pasizymeéjo paletés, sudarytos iS penkiy bei SeSiy
biozymenuy, t.y. PCT, citokiny, citokiny tirpiy receptoriy (IL-6, IL-8, IL-10,
slL-2R) bei citokiny, citokiny tirpiy receptoriy (IL-6, IL-8, IL-10, sIL-2R),
PCT ir CRB ir sieké 0,96 (AUC=0,96) (23 pav.). Kity diagnostinio
pobldzio paleCiy, kurias sudaré nuo dviejy iki penkiy biozymenu,
tikslumas svyravo 0,84-0,94 ribose (AUC=0,84-0,94). Taikant
Spearman ranginés koreliacijos koeficientg, buvo jvertintas koreliacijos
stiprumas tarp didziausiu tikslumu pasizyméjusios paletés, kurig sudare
IL-6, IL-8, IL-10, sIL-2R bei PCT ir tarp dviejy - trijy biozymeny palecCiy,
sudaryty i$ IL-6, IL-8 ir PCT. Koreliacija tarp paletés, kurig sudaré IL-6,
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IL-8, IL-10, sIL-2R bei PCT ir paletés, sudarytos i$ IL-6, IL-8, PCT buvo
stipri (rs = 0,91; p<0,0001); stipria koreliacija pasizymeéjo ir rySys tarp
paletés, sudarytos iS IL-8 ir PCT bei paletés, sudarytos is IL-6, IL-8, IL-
10, sIL-2R ir PCT (rs = 0,93; p<0,0001).

6. REZULTATY APTARIMAS

Siuo metu vyrauja visuotinai priimta klinikiné praktika visus
onkohematologinémis ligomis sergancius vaikus, kuriems
chemoterapijos fone iSsivysté karSCiavimas bei neutropenija,
stacionarizuoti bei taikyti gydymag plataus veikimo spektro intraveniniais
antibiotikais (Ruokonen et al., 1999), nors jvairiy studijy duomenimis
bakteriné karScCiavimo etiologija patvirtinama tik 10-45% febrilinés
neutropenijos atvejy (Castagnola et al., 2007; Bakhshi et al., 2008;
Klastersky et al., 2007). Todél Sio darbo pagrindinis tikslas buvo
identifikuoti biozymenis, kuriy pagalba buty galima greitai ir tiksliai
patvirtinti ar atmesti bakterine infekcijg vaikams FN epizodo metu, tam,
kad tikslios laboratorinés diagnostikos pagalba buty galima iSvengti
bereikalingo plataus spektro intraveniniy antibiotiky skyrimo ir su tuo
susijusiy komplikacijy bei gyvenimo kokybés blogéjimo. Tinkamy
biozymeny parinkimas Siam moksliniam darbui buvo atliekamas
vadovaujantis tradiciniu moksliniu metodu, ty. remiantis iSkelta
hipoteze, kad Umaus bakterinio uzdegimo bei sepsio patogenezeéje
dalyvaujancCiy biomolekuliy koncentracijos pacienty kraujo serume
turéty kisti (didéti ar mazéti) ir Sis pokytis turéty atspindéti bakterinés
infekcijos buvimg ar nebuvima.

Siame darbe buvo tyrinéjami citokinai (IL-6, IL-8, IL-10), tirpQs
citokiny receptoriai (slL-2R) bei kitos bioaktyvios molekulés (CRB, PCT,
sHLA-G) ir analizuojami Siy potencialiy biozymeny koncentracijy

pokyciai pirmomis FN epizodo dienomis. Pacientai buvo suskirstyti | dvi
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grupes (NKK ir BS) ir tris dienas iS eilés (iSskyrus sHLA-G) buvo
vertinama aukSCiau paminéty potencialiy biozymeny koncentracija
pacienty kraujo serume bei atliekamas pirmos dienos kraujo serumy
mikrobiologinis jvertinimas.

Bakteriemijos ir sepsio daznis tirtoje imtyje sudaré 35% ir Sis
rodiklis neprieStarauja kity tyréjy rezultatams, kuriuose teigiama, kad
bakterinio pobudzio karSc€iavimas neutropenijos metu sudarée 10-45%
visy FN atvejy (Castagnola et al., 2007; Bakhshi et al., 2008; Klastersky
et al., 2007; Vellenga et al., 1996; Klastersky et al., 2000).

Keitési ir infekcijos sukéléjy pobudis. Praeito amZiaus pabaigoje
iSskirtinai vyravo gram-neigiami sukéléjai, kai tuo tarpu paskutinio
deSimtmecio tyréjy duomenimis bakterinio pobldzio komplikacijas FN
metu sukeldavo tiek gram-neigiami, tiek gram-teigiami (vyraujant
stafilokokinei infekcijai) sukéléjai, kuriy pasiskirstymas buvo apytikriai
vienodas (Nijhuis et al., 2002; Pizzo, 1993; Palazzi, 2011; Castagnola
et al., 2007). Teigiamas poslinkis link gram-teigiamy sukéléjy, kaip
bakterinio uzdegimo etiologinio faktoriaus tarp pacienty su FN,
siejamas su placCiai paplitusiu profilaktiniu plataus spektro geriamy
antibiotiky vartojimu bei centriniy veniniy kateteriy naudojimu (Palazzi,
2011; Freifeld, 2011; Danilatou et al., 2003). Muasy atlikto tyrimo
duomenimis, gram-teigiami bakteriemijos sukeéléjai BS grupéje sudarée
42% (8 atvejai), vyraujant Staphylococcus epidermidis sukéléjui, gram-
neigiami sukéléjai sudaré 52% (12 atvejy), vyraujant Esherichia coli
bakterijai ir keletas sukeéléjy viename méginyje buvo indentifikuota trijy
bakteriemijos atvejy metu (6%).

Masy atliktame tyrime tirty biozymeny (IL-6, IL-8, IL-10, sIL-2R,
PCT, CRB, sHLA-G) savybes identifikuoti bakterine infekcijg bei jvertinti
jos rizikg analizavome pirmg ir antrg FN epizodo dieng (pirmosios
valandos kliniSkai yra reikSmingiausios, nes gydytojas hematologas turi
priimti sprendimg dél gydymo taktikos pasirinkimo). Mes nustatéme,

kad pirma ir antrg FN epizodo dienomis IL-6, IL-8 ir PCT koncentracijy
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medianos reikSmingai skyrési tarp NKK ir BS grupiy. CRB koncentracijy
mediana tarp nagrinéjamy grupiy pirmg dieng statistiSkai reikSmingai
nesiskyre ir statistinj reikSminguma jgijo tik antrg FN epizodo dieng ir tai
neprieStarauja kity autoriy (Miedema et al., 2011; Kalio et al., 2001)
duomenims, kuriuose CRB tampa statistiSkai reikSmingas véliau t.y.
antrg - trecig FN epizody dienomis. Siy bioZymeny tikslumas pirma
dieng svyravo 0,60-0,87 intervale (AUC=0,60-0,87). Labiausiai iSreikStu
gebéjimu diferencijuoti NKK ir BS grupes bei didziausiu tikslumu
pasizyméjo IL-6 (AUC=0,87), kai tuo tarpu IL-8 ir PCT tikslumas buvo
mazesnis ir praktiSkai vienodame lygyje (AUC,_g=0,81; AUCpc1=0,79),
o CRB sieké tik 0,60 (AUC=0,60). IL-10 tikslumas sieké 0,82
(AUC=0,82), o slL-2R diagnostinis tikslumas buvo 0,74 (AUC=0,74).
Antrg FN epizodo dieng tiksliausias biozymuo buvo PCT ir sieké
0,89 (AUCpc1=0,89), o kity vertinty biozymeny tikslumas svyravo 0,72-
0,82 ribose (AUC,_6=0,76; AUC, §=0,82; AUCcrs=0,72). slL-2R ir IL-10
AUC reikSmés skyreési viena nuo kitos labai nedideliame intervale ir
atitinkamai buvo 0,72 (AUCgor=0,72) ir 0,74 (AUC,..10=0,74).
Vertindami nagrinéty biozymeny (IL-6, IL-8, IL-10, sIL-2R, PCT,
CRB) AUC rodiklio pokycCius (didéjimg ar mazéjimg) pirmg - antrg FN
epizodo dienomis, galime teigti, kad IL-8, PCT, CRB tikslumas didéjo
(stebimas Siy bioZzymeny AUC didéjimas), kai tuo tarpu IL-6, IL-10, slL-
2R — mazéjo (AUC dinamikoje mazéjo). Masy atlikto tyrimo rezultatai
koreliuoja su Philips ir kolegy (2012) atliktos meta-analizés bei kity
autoriy duomenimis, taCiau galima pastebéti pakankamai didelj
analizuoty rodikliy (ribiniy verciy, jautrumo, specifiSkumo, TNV, NNV)
iSsibarstymg. Paminéty rodikliy skaitiniy verCiy heterogeniSkumui
atliktuose tyrimuose jtakos turéjo pakankamai nedidelés tyrinétos imtys
(nuo keliolikos iki keleto Simty), skirtingai apibréziamos tiriamosios
grupés bei tyrimo vertinamosios baigtys, biozymeny nustatymui
naudojami skirtingi analizatoriai bei reagentai, individualaus genetinio

polinkio bakterinei infekcijai bei FN ignoravimas bei nevertinimas,
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miSrios tiriamosios grupés (hematologiniais ir solidiniais navikais
sergantys) (Philips et al., 2012; Poele et al., 2009; Macher et al., 2010;
Kitanovsky et al., 2006).

Pirmos ir antros dienos nagrinéty biozymeny ribinés vertés buvo
skirtingos, kai jautrumas bei specifiSkumas buvo vertinami kaip vienodai
reikSmingi biozymenis apibudinantys rodikliai. Taciau skirtingy ribiniy
vercCiy taikymas pirma ir antrg FN epizodo dienomis vertinant bakterine
infekcijg buty nepatogus ir nepraktiSkas kasdienéje gydytojo veikloje,
todél remiantis ROC kreiviy analizés duomenimis buvo pasirinktos tos
pacios ribinés vertés analogiSkam bioZzymeniui, o tirty biozymeny
jautrumas, specifiSkumas, NNV ir TNV vertinti bei analizuoti vienody
atitinkamo bioZzymens ribiniy verciy kontekste.

Diagnostinémis savybémis pasizymintis biozymuo privalo turéti
pakankmai didelj specifiSkumg bei TNV, kai tuo tarpu atrankinio
pobudzio — didelj jautrumag bei NNV. Pirmg FN epizodo dieng labiausiai
iSreikStomis diagnostinémis savybémis tarp IL-6, IL-8 ir PCT
pasizyméjo PCT biozymuo, kurio specifiSkumas buvo 98%, o TNV —
91% (ribinei vertei esant 1,13 ng/ml), kai tuo tarpu atrankiniam tyrimui
labiausiai tiko — IL-6 (jautrumas — 87%, NNV — 91%). Antrg dieng
tinkamiausiu diagnostikai tarp Siy biozymeny buvo IL-8 (specifiSkumui
esant 92%, o TNV — 81%), o atrankiniam tyrimui — PCT (jautrumas
buvo 83%, NNV — 90%, ribinei vertei esant 1,13 ng/ml).

Analizavome ir kity bioZzymenuy, t.y. sIL-2R, IL-10 ir CRB savybes
identifikuoti bakterine infekcijg bei jvertinti jos rizika. Siy bioZymeny
koncentracijy pokycCius vertinome pirmg ir antrg FN epizodo dieng ir
nustatéme, kad pirmomis FN epizodo dienomis sIL-2R ir IL-10
koncentracijy medianos reikSmingai skyrési tarp NKK ir BS grupiy, o
CRB skaitiniy verciy medianos jgijo statistinj reikSminguma tik antrg FN
epizodo dieng. Kaip ir su prie$ tai minétais bioZzymenimis, atlikome Siy
bioZzymeny ribiniy verciy suvienodinimg pagal ROC kreiviy analizés

duomenis.
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Pirmg bei antrg FN epizodo dieng Ilabiau iSreikStomis
atrankinémis savybémis pasizyméjo slL-2R bioZzymuo, kurio jautrumas
buvo 79-80%, o NNV — 84-86%, kai tuo tarpu IL-10 jautrumas svyravo
47-67% ribose, o NNV — 74-81% tarpe. Diagnostinés Siy biozymeny
savybés buvo iSreikStos silpniau, nes abiejy tirty analiCiy TNV variavo
pakankamai Zzemose ribose (TNV — 51-61%). Labiausiai iSreikStomis
atrankinémis savybémis antrg FN epizodo dieng pasizymeéjo CRB, kurio
jautrumas buvo 93%, o NNV — 92% (ribinei vertei esant 61 mg/l).

Vieni i$ dazniausiy klinikinéje praktikoje naudojamy biozymeny,
skirty uzdegiminiy bei bakteriniy procesy organizme vertinimui, yra
CRB bei PCT. Tiksliai diagnostikai labai svarbi atitinkamo bioZzymens
ribiné verté, kuri Zymi ribg tarp normos ir tam tikros patologinés
bUsenos. Kasdienéje gydytojo praktikoje dazZniausiai taikoma CRB
ribiné verté bakterinés infekcijos diagnostikai pacientams su santykinai
normaliu imuniniu atsaku yra 50 mg/l (Povoa et al., 1998). Masy tyrimo
duomenimis, CRB ribiné verté buvo aukstesné ir sieké 61 mg/l (nezymy
CRB ribinés vertés skirtumg tarp visuotinai priimtos ir musy tyrime
gautos galima baty sieti su specifine tiriamaja imtimi, kurig sudaré
pacientai, esantys jvairaus laipsnio imunosupresingje bukléje). Taikant
Sig ribine verte, antrg FN epizodo dieng atmesti bakteriemijg ir sepsj
(tyrimo rezultatui esant neigiamam) buvo galima 92% tikslumu (NNV
buvo 92%, jautrumas — 93%). PCT ribinés vertés sepsio bei septinio
Soko diagnostikai Wacker ir kolegy (2013) atliktos meta-analizés
duomenimis varijuoja nuo 0,5 iki 2,2 ng/ml. Misy atliktame tyrime PCT
ribiné verté buvo 1,13 ng/ml ir tai neprieStarauja paminétos meta-
analizés rezultatams (Wacker et al., 2013), be to, taikant Sig ribine verte
pirmg dieng patvirtinti bakteriemijg - sepsj buvo galima 91% tikslumu
(TNV buvo 91%, specifiSkumas - 98%), o antrg dieng PCT labiau tiko
bakteriemijos bei sepsio atmetimui (tyrimo rezultatui esant neigiamam)
90% tikslumu (NNV buvo 90%, jautrumas — 83%).
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Pirmg kartg sHLA-G buvo vertinamas ir analizuojamas kaip
potencialus bakteriemijos bei sepsio indentifikavimo biozymuo. sHLA-G
kaip ir IL-10 pasiZzymi imunosupresinémis savybémis, be to, HLA-G
ekpresijg jtakoja IL-10 (Hofmeister et al., 2003; Moreau et al., 1999).
Masy tyrimy duomenimis, pirmg FN epizodo dieng sHLA-G
koncentracijy medianos reikSmingai skyrési tarp NKK ir BS grupiy, o
tikslumas sieké 0,72 (AUC=0,72). Sis biozymuo pasizyméjo labiau
iSreikStomis atrankinémis savybémis t.y. bakteriemijos bei sepsio
atmetimui (neigiamas rezultatas), ribinei vertei esant 2,54 V/ml
(jautrumas buvo 73%, NNV — 83%).

Siame tyrime vertinome ir auk$&iau paminéty bioZymeny
pritaikomumg ligos eigos monitoravimui bei atsako | gydyma
antibiotikais vertinimui. Kaip Zzinome, vienas i$ pagrindiniy reikalavimuy,
taikomy ligos eigos sekimui ar atsakui | gydyma naudojamiems
biozymenims, yra jy glaudzios sgsajos su ligos ar sindromo
patogeneze. Be to, naudojami Siam tikslui biozymenys turi pasizyméti ir
pakankamai trumpu gyvavimo pusperiodziu. Masy atliktame tyrime kaip
potencialius monitoravimo zymenis vertinome IL-6, IL-8, IL-10, sIL-2R,
PCT, CRB. Tris dienas i$ eilés buvo tiriami Siy analiCiy koncentracijy
pokyCiai BS grupéje bei vertinamas Siy bioZzymeny koncentracijy
pokyCiy statistinis reikSmingumas. Tam, kad vieng ar kitg analite buty
galima naudoti kaip monitoravimo biozymen|, statistiSkai reikSmingas
koncentracijy skirtumas turéty bati stebimas pirmg - antrg bei antrg -
treCig dienomis. Deja, statistiSkai reikSmingu koncentracijos pokyciu
pirmg - antrg, antrg - treCig dienomis nepasizyméjo nei viena is tirty
anali€iy. TaCiau analizuojant koncentracijy pokyc€ius galima jZvelgti tam
tikras biozymeny koncentracijy kitimo tendencijas — IL-6, IL-8, IL-10
koncentracijos mazéjo  (statistiSkai  reikSmingas buvo IL-10
koncentracijos pokytis pirmg - antrg dienomis), slL-2R — palaipsniui
didéjo, o CRB ir PCT — pirmg - antrg dienomis statistiSkai reikSmingai

didéjo, o antrg - treCig dienomis émé mazéti. Visus Siuos bioZzymeny
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pokyCius galima bty sieti su plataus spektro antibiotiky paskyrimu
pirmg FN epizodo dieng, tacCiau Siam teiginiui patvirtinti reikéty
detalesniy studijy.

Savo tyrime mes vertinome kiekvieno biozymens tikslumg ir
gebéjimg diferencijuoti NKK ir BS grupes arba kitais ZodZiais tariant
vertinome biozymeny gebéjima patvirtinti ar atmesti bakterine infekcijg
pirmomis FN epizodo dienomis. Vertinty biozymeny tikslumas pirmag -
antrg dienomis svyravo 0,72-0,89 ribose (AUC=0,72-89), iSskyrus
pirmos dienos CRB, kuris tesieké 0,60 (AUC=0,60) ir nebuvo
statistiSkai reikSmingas. Be to, taikant binarine logistine regresijg, buvo
sukurti modeliai, kuriuos sudaré nuo 2 iki 7 biozymeny paletés, kurie
toliau buvo analizuojami taikant ROC kreiviy metoda. DidZiausiu
gebeéjimu diferenciuoti NKK ir BS grupes pirmg bei antrg dieng
pasizyméjo diagnostiné paleté, kurig sudaré citokinai, citokiny tirpas
receptoriai ir PCT (5 bioZzymeny paleté), kuriy AUC atitinkamai buvo
0,91 (pirmg dieng), o antrg dieng siekeé net 0,96. Palyginus Siy paleciy ir
atitinkamy pavieniy citokiny AUC reikSmes pirmg ir antrg diena, galime
daryti iSvada, kad taikydami paletes galime pasiekti didesnj tiksluma,
kuris pirmg dieng baty +0,04 (AUC, ¢=0,87; AUC, s+pct=0,91), 0 antrg
dieng baty +0,07 (AUCpc1=0,89; AUC, +pc7=0,96). Taciau kasdienéje
praktikoje bakteriemijos bei sepsio vertinimui naudoti penkis bioZymenis
blty nepatogu ir pakankamai brangu. Todél taikant Spearman ranginés
koreliacijos koeficientg, buvo jvertintas koreliacijos stiprumas tarp Sios
penkiy bioZzymeny paletés bei paletés, kurig sudarée IL-8 ir PCT. Pirmos
dienos paleCiy skaitiniy verCiy koreliacija buvo stipri ir sieké 0,90
(rs=0,90), o antros dienos koreliacija buvo nezymiai stipresné ir sieke
0,93 (rs=0,93). Taigi jvertinus Siuos duomenis galime daryti iSvada, kad
praktikoje vietoj penkiy biozymeny (IL-6, IL-8, IL-10, sIL-2R, PCT)
bakteriemijos - sepsio vertinimui galime naudoti du bioZzymenis (IL-8 bei

PCT), iSlaikant tg patj diagnostinj tiksluma.
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|vertinus pavieniy biozymeny AUC vertes pirma ir antrg dieng bei
AUC verCiy dinamikg (didéjimg ar mazejimg) pirmomis FN epizodo
dienomis galime teigti, kad tiksliausi biozymenys yra IL-6, IL-8 bei PCT.
Sie misy tyrime gauti rezultatai nepriestarauja Philips ir kolegy (2012)
atliktos biozymeny meta-analizés iSvadoms, kuriose teigiama, kad IL-6,
IL-8 bei PCT turéety bati toliau tyrinéjami didesnés apimties klinikinése
studijose kaip potencialis ir daug zadantys bakterinio proceso
bioZzymenys FN epizody metu.

Apibendrinus atlikty tyrimy duomenis, galima teigti, kad Siame
darbe tyrinéti citokinai, citokiny tirpus receptoriai bei kitos bioaktyvios
molekulés gali bdti naudojami kaip pagalbiné priemoné Kklinikinéje
praktikoje vertinant bakteriemijg ir sepsj, taCiau iSsamesnés ir didesnés
apimties klinikinés studijos su aiSkiai apibréztais tyrimo tikslais bei
uzdaviniais reikalingos tam, kad buty jvertintas PCT, IL-6, IL-8, sHLA-G
bei IL-10, slL-2R tinkamumas identifikuojant bakterine infekcijg FN
epizody metu.

7. ISVADOS

1) Bakteriemijos bei sepsio vertinimui FN epizody metu tiksliausi
bioZzymenys citokiny, citokiny receptoriy grupéje pirmg FN
epizodo dieng buvo IL-6 (AUC=0,87), IL-10 (AUC=0,82) ir IL-8
(AUC=0,81), antrg FN epizodo dieng — IL-8 (AUC=0,82) ir IL-6
(AUC=0,76);

2) Bakteriemijos ir sepsio vertinimui FN epizody metu tiksliausias
biozymuo tarp kity uzdegimo patogenezeéje dalyvaujanciy
biomolekuliy buvo PCT, kurio AUC pirmg bei antrg dienomis
atitinkamai buvo 0,79 ir 0,89;
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3)

4)

S)

Pirmg FN epizodo dieng labiausiai iSreikStomis diagnostinémis
savybeémis pasizymejo PCT biozymuo, kurio specifiSkumas buvo
98%, o TNV — 91%, kai tuo tarpu atrankiniam tyrimui labiausiai
tiko — IL-6 (jautrumas — 87%, NNV — 91%). Antrg dieng
tinkamiausiu diagnostikai buvo IL-8 (specifiSkumas buvo 92%, o
TNV — 81%), o atrankiniam tyrimui — CRB (jautrumas buvo 93%,
NNV — 92%);

Bakteriemijos bei sepsio vertinimui FN epizody metu naudojant
biozymeny paletes tikslumas didéja, ty. pirmg dieng +0,04
(AUC, 6=0,87; AUC s+pct=0,91), 0 antrg dieng +0,07
(AUCpc1=0,89; AUC, 5+pct=0,96);

Monitoravimui analizuoti citokinai, citokiny tirpts receptoriai, CRB
ir PCR netiko, nes jy koncentracijos pokyciai pirmg - treCig FN
epizodo dienomis nebuvo statistiSkai reikSmingi, taCiau buvo
galima jzvelgti Siy biozymeny pokyc€iy tendencijas, t.y. IL-6, IL-8,
IL-10 koncentracijos mazéjo; CRB, PCT koncentracijos pirmg -
antrg dieng didéjo, treCig dieng mazeéjo; slL-2R koncentracija

didéjo.
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