10 STRESZCZENIE

Nowotwory dzieciece, mimo ze nalezg do choréb rzadkich, sg jedng z gtdwnych
przyczyn $Smiertelnosci wérdd dzieci i mtodziezy. Do najczesciej rozpoznawanych
nowotworéw u dzieci nalezg biataczki, nowotwory centralnego uktadu nerwowego oraz
chtoniaki. W ciggu minionych 30 lat obserwowano znaczgcg poprawe przezycia
pacjentéw pediatrycznych leczonych z powodu choréb nowotworowych. Jest to efekt
wielu czynnikéw m.in. lepszej wiedzy na temat biologii nowotworéw, mozliwosci
wykonywania doktadniejszej diagnostyki (badania radiologiczne, molekularne),
postepdw w chemioterapii, chirurgii, radioterapii oraz opiece wspomagajgce;j.

Dzieci leczone z powodu nowotworu majg zwiekszone ryzyko wystgpienia stanéw
zagrazajgcych zyciu zwigzanych zaréwno z samg chorobg jak i leczeniem
onkologicznym. Dostepne dane szacujg, ze za $miertelno$é wsrdd pacjentéw

z rozpoznaniem ostrej biataczki limfoblastycznej w ponad 60% odpowiadajg powiktania
zwigzane z leczeniem, a w 30% zakazenia. Wsrdd powiktan infekcyjnych o najgorszym
rokowaniu gtéwng przyczyng sg zakazenia bakteryjne (68%), rzadziej zakazenia
grzybicze czy wirusowe.

Za gtéwny czynnik ryzyka zakazenia uwaza sie neutropenie definiowang jako
bezwzgledna liczbe neutrofili (ANC, ang. absolute neutrophil count) ponizej 500
komérek/mm3 lub ANC ponizej 1000 komdrek/mm3, gdy przewiduje sie spadek do
ponizej 500 komorek/mm3 w ciggu 48 godzin. Ryzyko infekcji jest szczegdlnie wysokie
gdy okres trwania neutropenii jest dtuzszy niz 7 - 10 dni oraz gdy bezwzgledna liczba
neutrofili ANC wynosi < 100 komdrek/mm3. Szacuje sie, ze okoto 30 - 50% dzieci
leczonych chemioterapia z powodu nowotworu rozwinie co najmniej jeden epizod
neutropenii. Wsrdd innych czynnikdw ryzyka zakazenia znaczenie ma rowniez rodzaj
choroby nowotworowej. Pacjenci leczeni z powodu nowotworéw hematologicznych sg
bardziej narazeni na zakazenia w poréwnaniu do pacjentdw z guzami litymi. Jest to
spowodowane samym zajeciem szpiku kostnego przez chorobe, jak i stosowanie
intensywniejszej chemioterapii. Stosowanie centralnych permanentnych cewnikow
naczyniowych (CVC, ang. central venous catheter) oraz uszkodzenie bariery
Sluzéwkowej przewodu pokarmowego (ang. mucosal barier injury, MBI) tzw. mucositis,

takze petnig istotng role w rozwoju potencjalnej infekcji.



W okresie neutropenii u ok. 50% pacjentéw objawy infekcji moga nie

wystepowacd lub symptomy infekcji moga by¢ miernie nasilone, co sprawia czesto
problemy diagnostyczne. Gorgczka moze by¢ objawem zakazenia, ale moze wynikac
takze z przyczyn nieinfekcyjnych, jak przetoczenia preparatéw krwiopochodnych,
obecnosci aktywnej choroby nowotworowej, zespotu lizy guza oraz chemioterapii.
Goraczka neutropeniczna (FN ang. febrile neutropenia) moze by¢ pierwszym i jedynym
objawem w przypadku ciezkiej infekcji ogdlnoustrojowej. Najpowazniejszymi stanami
w tej grupie pacjentdw s zakazenia krwi oraz posocznice, a Smiertelnos¢ oceniana jest
na poziomie 0,2 - 3%.

Aktualnie nie ma jednoznacznych kryteriéw kwalifikujgcych pacjenta do

wysokiego ryzyka ciezkiej infekcji m.in. bakteriemii, sepsy. Jednak w praktyce klinicznej
bierze sie pod uwage czynniki takie jak: rozpoznanie biataczki, rodzaj chemioterapii
indukcyjnej, neutropenia trwajgca ponad 7 dni, temperatura ciata powyzej 39 °C,
obecnosé dreszczy lub hipotensji, implantacja cewnika naczyniowego czy podwyzszone
wskazniki laboratoryjne stanu zapalnego.

Wdrozenie rutynowej hospitalizacji i zastosowanie empirycznej szerokowidmowej
antybiotykoterapii w okresie gorgczki neutropenicznej w ciggu ostatnich kilku dekad
znaczaco wptyneto na zmniejszenie $miertelnosci wsrdd pacjentéw leczonych
onkologicznie (z 30% do ok. 1%) i jest obecnie standardem postepowania. Przed
wigczeniem antybiotykoterapii empirycznej w przypadku gorgczki neutropenicznej
pobiera sie materiat do badan mikrobiologicznych (posiew krwi, gardta, moczu, katu oraz
innych miejsc podejrzanych o infekcje). Jednak dtugi okres oczekiwania (nawet kilka
dni) na wynik, ogranicza przydatnosc tej metody w pierwszym okresie infekcji.
Obecnie powszechnie stosowanymi markerami zakazenia sg biatko C-reaktywne

(CRP, ang. C-reactive protein) oraz prokalcytonina (PCT ang. procalcitonin). CRP jest
biatkiem osocza wytwarzanym gtéwnie w hepatocytach w odpowiedzi na podwyzszony
poziom cytokin zapalnych. W przypadku urazu tkanki lub w przebiegu infekcji moze
narastac¢ w ciggu 48 godzin od zadziatania czynnika. CRP ze wzgledu na niska
specyficznosé ma ograniczong przydatnos¢ w ocenie przyczyn gorgczki. PCT jest
peptydem sktadajacym sie z 116 aminokwasdw, o masie czgsteczkowej 14 kDa. Jest

wytwarzana przez komaérki C tarczycy jako prekursor hormonu kalcytoniny i w stanie



zdrowia jest obecna w krwioobiegu w niewielkich stezeniach. Moze by¢ wytwarzana
przez komorki parenchymalne m.in. komérki watroby, miesni, tkanki ttuszczowej, ptuc,
nerek, jelit w wyniku standéw zapalnych, infekcji, oparzen czy uszkodzenia tkanek.
Wzrasta w ciggu 3 - 4 godzin od zadziatania czynnika infekcyjnego do osiggniecia plateau
po 8 - 24 godzinach. PCT jest pomocna w diagnostyce gtéwnie infekcji bakteryjnych

u pacjentdw hematologicznych w okresie neutropenii, szczegdlnie zakazen krwi
bakteriami Gram-ujemnymi.

Aktualnie, wobec ograniczen przytoczonych powyzej dostepnych metod
diagnostycznych, nieustannie poszukuje sie nowych markeréw infekcji, szczegélnie

w grupie pacjentéw onkologicznych. Coraz wieksze zainteresowanie wzbudzajg
chemokiny. Dostepne pismiennictwo wskazuje na szeroki zakres prac badawczych nad
chemokinami w ciggu ostatnich kilku dekad. Chemokiny (cytokiny chemotaktyczne) sg
grupg biatek o matej masie czgsteczkowej miedzy 8 a 15 kDa, ktdre majg wptyw na
chemotaksje réznorodnych komérek uktadu immunologicznego kontrolujac ich
ukierunkowanych ruch. Komérki uktadu odpornosciowego migrujg z krwi do miejsc
objetych zakazeniem zgodnie z okreslonym profilem stezerh chemokin.

Tematem ninejszej pracy sg ligandy receptora CXCR3. Receptor ten posiada trzy
prozapalne ligandy: chemokine CXCL9 (ang. monokine induced by interferon gamma,
MIG), chemokine CXCL10 (ang. Interferon-gamma-inducible 10 kDa protein, IP-10)

oraz chemokine CXCL11 (ang. interferon-inducible T-cell alpha chemoattractant,

I-TAC). Chemokiny MIG, IP-10 oraz I-TAC sg indukowane gtéwnie przez interferon
gamma (INF-y, ang. interferon gamma). Produkowane sg przez rézne typy komérek m.in.
limfocyty T, komdrki NK, komérki dendrytyczne, eozynofile, makrofagi. Wytwarzane

sg rowniez przez komoérki spoza uktadu immunologicznego, takie jak komérki
Srddbtonka, komarki pecherzykowe tarczycy, fibroblasty, niektére komarki watroby oraz
komorki raka jelita grubego, raka piersi, nerki, ptuc. Odpowiadajg za chemotaksje m.in.
aktywowanych limfocytéw T oraz komdrek NK do miejsc infekcji, odgrywajac istotng
role w procesach zapalnych takich jak zakazenia, choroby autozapalne

i autoimmunologiczne, a takze w chorobach nowotworowych.

Stwierdzono udziat ligandéw receptora CXCR3 w licznych jednostkach

chorobowych m.in. w cukrzycy, twardzinie uktadowej, zapaleniu watroby, chorobie



Alzhaimera, malarii, AIDS oraz chorobach nowotworach. Najlepiej poznang chemoking
jest IP-10. Dotychczasowe badania wykazujg zwiekszone stezenie chemokiny IP-10

u dzieci w zakazeniach takich jak sepsa, ropnie skéry i zapalenie ptuc. Dotychczas nie
przeprowadzano badan oceniajgcych stezenia chemokin receptora CXCR3 w infekcjach
u pacjentdw pediatrycznych w gorgczce neutropenicznej w okresie leczenia
onkologicznego.

Cele pracy

1. Analiza czynnikéw epidemiologicznych oraz przebiegu klinicznego zakazen

u pacjentédw onkologicznych w okresie neutropenii.

2. Ocena przydatnosci standardowych markerdow infekcji w przebiegu zakazen

u pacjentéw leczonych z powodu choréb nowotworowych.

3. Ocena stezenia chemokin receptora CXCR3 (MIG, IP-10, I-TAC) w przebiegu
zakazen u pacjentdéw leczonych z powodu choréb nowotworowych.

4. Ocena przydatnosci stezen chemokin receptora CXCR3 (MIG, IP-10, I-TAC)

jako wczesnych markeréw zakazenia w okresie neutropenii.

Materiat i metody

Badaniem zostato objetych 62 pacjentéw leczonych w Klinice Pediatrii,

Onkologii i Hematologii Dzieciecej Uniwersytetu Medycznego w todzi, z powodu
choroby nowotworowej, w tym 25 dziewczynek i 37 chtopcéw w wieku od 0,9 do 18,6
lat.

Podstawowa profilaktyka zakazen obejmowata: trimetoprim-sulfametoksazol

w profilaktyce zapalenia ptuc wywotanego przez Pneumocistis jirovecii, u wszystkich
pacjentdéw w trakcie leczenia immunosupresyjnego oraz doustny posakonazol lub
dozylng amfoterycyne B, w profilaktyce inwazyjnych zakazen grzybiczych u pacjentéow
w trakcie leczenia indukcyjnego ostrej biataczki.

Przedmiotem badania byly epizody infekcyjne obserwowane podczas

intensywnego leczenia onkologicznego. Kwalifikacja epizodu infekcyjnego do badania
nastepowata w przypadku spetnienia dwéch ponizszych kryteriow:

1. goraczka - definiowana jako pojedynczy pomiar temperatury ciata 2 38,3 °C,

lub temperatura ciata > 38 °C przez okres 1 godziny,

2. neutropenia - definiowana jako bezwzgledna liczba neutrofili (ANC) < 500



komadrek/mm3 lub ANC < 1000 komérek/mm3, gdy przewiduje sie spadek do

< 500 komodrek/mm w ciggu 48 godzin.

Grupe kontrolng stanowito 46 pacjentéw, w tym 25 dziewczynek i 21 chtopcow

w wieku od 0,6 do 17,5 lat hospitalizowanych w Uniwersyteckim Centrum Pediatrii im.
M. Konopnickiej Centralnego Szpitala Klinicznego Uniwersytetu Medycznego w todzi
bez klinicznych i laboratoryjnych cech infekgji.

Badanie zostato przeprowadzone za zgodg Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie
Medycznym w todzi nr RNN/129/17/KE.

U wszystkich pacjentéw w trakcie leczenia onkologicznego, u ktérych wystapita
gorgczka w okresie neutropenii przeprowadzano szczegétowe badanie przedmiotowe
oraz wykonywano dodatkowe badania laboratoryjne i mikrobiologiczne wg ponizszego
schematu:

1. morfologia krwi,

2. badania mikrobiologiczne w kierunku patogendéw bakteryjnych: posiew krwi
(pobrany z zyty i/lub cewnika naczyniowego), posiew moczu, posiew katu,

wymaz z gardta,

3. oznaczenie stezen biatka C-reaktywnego, proklacytoniny oraz badanych

chemokin w surowicy krwi w dwdch punktach czasowych:

a) przy pierwszej gorgczce — punkt czasowy 1. (CRP-1, PCT-1, MIG-1, IP-10-1,

I-TAC-1),

b) w 12. -24. godzinie od pierwszej gorgczki — punkt czasowy 2. (CRP-2, PCT-2,

MIG-2, IP-10-2, I-TAC-2),

4. inne badania diagnostyczne wymagane aktualnym stanem pacjenta np. RTG
(zdjecie rentgenowskie, ang. roentgen), USG (ultrasonografia, ang.

ultrasonography).

Nastepnie zaplanowano podziat epizodéw goraczki neutropenicznej ustalony

w oparciu o stanowiska m.in. Infectious Diseases Society of America oraz
Immunocompromised Host Society. Klasyfikacja uwzglednia trzy gtéwne grupy:

1) goraczka o nieustalonej przyczynie (FUO, ang. fever of unknown origin),
definiowanga jako goraczka bez klinicznych i mikrobiologicznych dowodéw

infekcji,



2) infekcje udokumentowane klinicznie (CDI, ang. clinically documented infection),
definiowane jako zakazenia rozpoznane na podstawie objawdw klinicznych

z ujemnymi wynikami badan mikrobiologicznych,

3) infekcje udokumentowane mikrobiologicznie (m.in. bakteryjne, grzybicze) (MDI,
ang. microbiologically documented infection), definiowane jako infekcje

o potwierdzonej mikrobiologicznie etiologii zakazenia.

Stezenie biatka C-reaktywnego oznaczano ilosciowo z uzyciem metody
immunoturbidymetrycznej, za$ stezenie prokalcytoniny testem
immunofluorescencyjnym. Do oznaczenia stezen badanych chemokin wykorzystano
metode immunoenzymatyczng ELISA.

Analizy statystycznej wynikdw uzyskanych badan dokonano za pomocg programu
komputerowego STATISTICA 13.3 (Statsoft, Tulsa, OK, USA).

Wyniki

Do badania ostatecznie zakwalifikowano 100 epizodéw goraczki neutropenicznej

u 62 pacjentéw. Wszyscy pacjenci byli w trakcie intensywnego leczenia
przeciwnowotworowego.

Mediana wieku badanej grupy wynosita 9,79 lat (4,9 - 13,65). Najczestszg choroba
nowotworowa byta ostra biataczka limfoblastyczna B-komdrkowa, ktéra stanowita 50%
rozpoznan w grupie badanej.

W 66,13% przypadkdéw u pacjenta wystepowat tylko 1 epizod gorgczki
neutropenicznej (41/62). U 22,58% pacjentow obserwowano po 2 epizody (14/62).
Trzy i wiecej epizoddw obserwowano u 7 pacjentow: u 2 pacjentow 3 epizody (3,23%),
u 2 pacjentéw 4 epizody (3,23%), u 1 pacjenta 5 epizoddéw (1,6%) i u 2 pacjentow 6
epizoddw (3,23%).

Na podstawie badania przedmiotowego, badan laboratoryjnych oraz
mikrobiologicznych wyodrebniono trzy podgrupy o réznej ciezkosci zakazen:

1) Grupa FUO

W przypadku 34 epizoddw gorgczki neutropenicznej nie uzyskano klinicznych

ani mikrobiologicznych dowodéw infekcji.

2) Grupa CDI/MDI z wytgczeniem zakazen krwi (fgcznie 47 epizoddw)

a) Do grupy CDI zaliczono 26 epizodéw: zakazenia przewodu pokarmowego - 6,



neutropeniczne zapalenie jelit (typhlitis) - 1, mucositis - 8, zapalenia ptuc - 7,
zakazenia tkanek miekkich — 4,

b) wsréd zakazern MDI rozpoznano 21 epizodéw: zakazenia przewodu

pokarmowego - 15, zakazenia uktadu moczowego - 6.

3) Grupa BSI/ICU (19 epizoddw)

Do grupy zakwalifikowano infekcje uwazane za stany najciezsze, tgcznie 19

epizoddw, do ktérych zaliczono:

a) zakazenia krwi (BSI, ang. bloodstream infection): bakteriemie - 11, posocznice -

2,

b) ciezkie infekcje wymagajace hospitalizacji na oddziale intensywnej terapii (ICU,
ang. Intensive Care Unit). W tej grupie byto 6 epizodéw: posocznice - 2,

niewydolnosci wielonarzgdowej przebiegajace z drgawkami - 2, typhlitis - 2.

Nie stwierdzono istotnych réznic w sSrednim wieku, dtugosci trwania neutropenii,

ani w $redniej liczbie neutrofili w badanych grupach epizodéw infekcyjnych.
Obserwowano, ze w grupie FUO czesciej byly rozpoznane guzy mézgu i guzy lite,

w poréwnaniu do grupy CDI/MDI oraz BSI/ICU, w ktorych przewazaty biataczki
(p=0,05).

Najczestszym patogenem w grupie MDI byta Escherichia coli oraz Enterobacter
cloacae. Wsrdd zakazen krwi (BSI) przewazaty bakterie Gram-dodatnie, najczesciej

z rodzaju Staphylococcus (8/13).

W punkcie czasowym 1. poréwnywano stezenia badanych markeréw w czterech
grupach: BSI/ICU vs CDI/MDI vs FUO vs grupa kontrolna. Stwierdzono statystycznie
istotnie wyzsze stezenie CRP-1 w grupie CDI/MDI w poréwnaniu do grupy kontrolnej
(mediana: 26,1 mg/l vs 0,3 mg/l, p<0,001) oraz w grupie BSI/ICU w poréwnaniu do
grupy kontrolnej (mediana: 24,4 mg/l vs 0,3 mg/l, p=0,026). Nie obserwowano istotnej
réznicy stezen CRP-1 miedzy grupa FUO w stosunku do grupy kontrolnej (mediana: 16,2
mg/l vs 0,3 mg/l, p=0,256). Stezenia CRP-1 nie rdznity sie pomiedzy grupami epizodéw
infekcyjnych (mediana: 24,4 mg/l vs 26,1 mg/I vs 16,2 mg/|, p=0,48).

Stwierdzono istotnie statystycznie wyzsze stezenie PCT-1 w grupie BSI/ICU

w poréwnaniu do grupy CDI/MDI (mediana: 0,24 ng/ml vs 0,16 ng/ml, p=0,005) oraz

w grupie BSI/ICU w poréwnaniu do grupy FUO (mediana: 0,24 ng/ml vs 0,16 ng/ml,



p=0,029). Podobnie w grupie BSI/ICU w poréwnaniu do grupy kontrolnej (mediana: 0,24
ng/ml vs 0,02 ng/ml, p=0,001).

Stezenia MIG-1 nie réznity sie w poszczegdlnych grupach epizodéw infekcyjnych

oraz grupie kontrolnej.

Stwierdzono istotnie wyzsze stezenie IP-10-1 oraz I-TAC-1 w grupie CDI/MDI

w poréwnaniu do grupy kontrolnej, odpowiednio: mediana: 97,95 pg/ml vs 78,31 pg/ml
(p=0,026) oraz mediana: 71,77 pg/ml vs 53,74 pg/ml (p=0,027).

W punkcie czasowym 2. oceniano rdznice pomiedzy trzema grupami: BSI/ICU vs
CDI/MDI vs FUOQ. Stwierdzono istotnie wyzsze stezenie PCT-2 w grupie BSI/ICU

w poréwnaniu do grupy CDI/MDI (mediana: 1,2 ng/ml vs 0,16 ng/ml, p=0,041).

W poréwnaniu stezen IP-10-2 stwierdzono granicznie wyzsze stezenie w grupie
CDI/MDI w poréwnaniu do grupy FUO (mediana: 168,12 pg/ml vs 102,4 pg/ml,
p=0,054). Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w stezeniach CRP-2, MIG-2
oraz I-TAC-2 w badanych grupach epizodéw infekcyjnych.

Kolejnym etapem badania byta ocena stezerh badanych parametréw infekcji

w grupie standw obarczonych najmniejszym ryzykiem powaznego zakazenia (FUO)

w poréwnaniu do wszystkich pozostatych epizodéw (CDI/MDI+BSI/ICU). Analiza
wykazata istotnie wyzsze stezenie IP-10-1 w grupie CDI/MDI+BSI/ICU w poréwnaniu
do grupy FUO (mediana: 96,84 pg/ml vs 59,95 pg/ml, p=0,044). Obserwowano istotnie
wyzsze stezenie I-TAC-1 w grupie CDI/MDI+BSI/ICU

w poréwnaniu do grupy FUO (mediana: 70,99 pg/ml vs 48,63 pg/ml, p=0,026).
Stwierdzono istotnie wyzsze stezenie IP-10-2 w grupie CDI/MDI+BSI/ICU

w poréwnaniu do grupy FUO (149,38 pg/ml vs 102,4 pg/ml, p=0,045).

Dla parametrdw, dla ktérych uzyskano istotne statystycznie rdéznice pomiedzy

grupg FUO a pozostatymi epizodami infekcyjnymi, wyznaczono najlepsze wartosci
progowe rdznicujgce te stany za pomocg krzywej ROC (ang. receiver operating
characterystic). Za warto$¢ odciecia dla IP-10-1 wyznaczono stezenie 67,29 pg/ml
uzyskujac czutosé na poziomie 70,8% i swoistos¢ 57,1%, AUC (95% Cl) = 0,627 (0,515

- 0,740). Za warto$¢ odciecia dla I-TAC-1 wyznaczono stezenie 33,4 pg/ml uzyskujac
wartosci: czutos$é 89,2% i swoistos¢ 42,9%, AUC (95% Cl) = 0,653 (0,537 - 0,768).

Wartos¢ odciecia dla IP-10-2 o stezeniu 129,9 pg/ml wykazata najwyzszg czuto$é 58,5%



i swoistoé¢ 71,4%, AUC (95% CI) = 0,629 (0,516 - 0,741).

Porédwnujac narastanie stezen badanych markeréw pomiedzy punktem czasowym
1. a punktem czasowym 2., obserwowano istotny wzrost stezen w czasie w przypadku
biatka C-reaktywnego, prokalcytoniny oraz chemokiny IP-10. Nie stwierdzono istotnego
statystycznie wzrostu stezerh chemokin MIG oraz I-TAC.

Whioski

1. Nowotwory hematologiczne, w szczegdlnosci biataczki, predysponujg do
epizodow zakazen o ciezszym przebiegu. FUO czesciej stwierdza sie w czasie
leczenia onkologicznego pacjentdéw z guzami litymi i guzami mézgu.

2. Najczestszg etiologig zakazen bakteryjnych u pacjentdw z gorgczka
neutropeniczng sg zakazenia Gram-ujemne o etiologii Escherichia coli oraz
Enterobacter cloacae. Wsréd zakazen krwi przewazajg bakterie Gram-dodatnie,
najczesciej z rodzaju Staphylococcus.

3. Stezenie CRP w grupie pacjentdow onkologicznych w okresie gorgczki
neutropenicznej nie ma wartosci réznicujgcej poszczegdlne stany infekcyjne.

4. Prokalcytonina moze stuzy¢ jako marker infekcji wysokiego ryzyka, jednak
opozniony wzrost powyzej normy referencyjnej (0,5 ng/ml) ogranicza jej
przydatnos¢ we wczesnej fazie zakazenia u pacjentéw onkologicznych.

5. W przebiegu zakazen potwierdzonych klinicznie lub mikrobiologicznie stwierdza
sie wyzsze stezenia chemokin I-TAC oraz IP-10 w poréwnaniu do pacjentéw

z FUO.

6. Wybrane prozapalne chemokiny: I-TAC i IP-10 mogg pomdc w odrdznieniu
pacjentow z infekcjg rozpoznang klinicznie lub mikrobiologicznie od pacjentow

z FUO. Ze wzgledu na stosunkowo niskg czutosc i swoistos¢ powinny by¢

oceniane wraz ze standardowymi markerami infekcji (CRP, PCT).



