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1. BEVEZETES

A szepszis a szervezet fertdzésre adott inadekvat valaszreakcidjanak kovetkeztében
kialakulo tobbszervi funkcidzavarral jaro életet veszélyeztetd allapot. A korkép okozta korhazi
mortalitds vilagszerte jelentds népegészségiigyi probléma. A szepszis a vilag egyik vezetd
halélos kimenetelii betegsége, amely évente tobb mint 50 millié embert érint. Mortalitasi rataja
a korai felismerés és kezelés ellenére is 20-50% kozott mozog. A szepszis miatti atlagos korhéazi
tartozkodasi id6 kétszer olyan hosszl, mint barmely mas halalhoz vezetd betegségé. Tovabba a
szepszist tuléloknél fokozott a haldlozds vagy az egészséggel kapcsolatos életmindség
romlasanak kockazata, még a korhazbol valo elbocsatas utan is. A fejlett orszdgokban is jelentds
kozegészségligyi kihivast jelent: az Europai Unidban évente koriilbeliil 700-800 ezer szepszis
miatti haldleset kovetkezik be, mikozben a kezelés koltsége millidrdos nagysagrendd.
Magyarorszadgon a helyzet hasonléan aggasztd. A Nemzeti Népegészségiigyi Kozpont adatai
szerint a korhazi szepszis-incidenciak szama évrdl évre nd, kiilondsen az intenziv osztalyokon,
ezért a szepszis jelentdsen hozzajarul a betegségek globalis egészségiigyi terhéhez.

A szepszis patofiziologidja Osszetett: a kezdeti hiperinflammaéciot paradox modon
hipoinflammaci6 (immunparalizis) kdveti, ami a masodlagos fertdzések és a szervkarosodasok
6 oka. A jelenlegi terapias iranyelvek — mint a Surviving Sepsis Campaign (SSC) protokollja
— hangsulyozzdk a korai antibiotikum kezelés inditasat, a volumen reszuszcitaciot és a
szervtamogato kezeléseket, am ezek nem mindig elegenddek a haldlozas csokkentésére, Ezen
a ponton meriil fel az I[gM-mel dusitott polivalens immunglobulin (IgM-enriched IVIG) kezelés
(Pentaglobin®). Magas IgM tartalmuk révén hatékonyan semlegesitik az endotoxint, fokozzak
a fagocitozist, gatoljak a citokinvihart és helyreallitjdk az immunrendszer egyensulyat. A
Pentaglobin kezelés klinikai vizsgalatai igéretes eredményeket mutatnak: metaanalizisek
szerint szepszissel kezelt betegeknél 20-30%-kal csokken a mortalitas, kiilonosen Gram-
negativ fertdzésekben.

A szakirodalomban azonban ellentmondasok vannak az IgM-mel dusitott polivalens
immunglobulin optimalis doézisat, az infuzio iddzitését és szelektiv alkalmazésat illetden,
részben a heterogén betegpopuldciok miatt. Jelen disszertacio célja az IgM-mel dusitott
polivalens immunglobulin hatidsdnak vizsgalata Escherichia coli (E. coli) indukalt sertés
szepszis  modellben.  Eredményeink  hozzajarulhatnak a  kezelési  protokollok

finomhangolasahoz javitva a betegség prognozisat.



2. CELKITUZESEK

1. Célunk volt a munkacsoport altal kordbban kialakitott E. coli indukalt szepszis
sertésmodellben a hemodinamikai, hemoreologiai és mikrocirkulacios valtozasoknak a

vizsgélata.

2. Célul tiztiik ki egy olyan protokoll kidolgozasat, ami lehetdvé teszi a profilaktikusan és

terapidsan adott Pentaglobin vizsgalatat.

3. A kidolgozott protokoll szerint tanulményozni kivantuk az IgM-mel dusitott
immunglobulin hatdsait a hemodinamikai, mikroreoldgiai ¢és mikrokeringési

paraméterekre.

4. Végezetiil célunk volt a profilaktikusan és terapidsan adott polivalens immunglobulin
hatasait 6sszehasonlitani, és kovetkeztetéseket levonni az eltéré adagoldsi modszerek

vonatkozasaban.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Kisérleti allatok és protokoll

A kisérletet az Eurdpai Unios irdnyelv (63/2010 EU-iranyelv) és a magyar allatvédelmi
torvény (1998. évi XXVIIL. torvény “Az allatok védelmérdl és kiméletérdl”) szerint, valamint
a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaganak jovahagyasaval végeztiik
(engedélyek regisztracids szamai: 18/2023/DEMAB).

Az allatok tartasi helyiségeiben szell6zést (15-20 légeserét 6ranként) és flitést (kdzponti
¢és padlofiités) biztositottunk, az dallatok testtomegétdl fiiggben 22 ¢és 26 °C kozotti
hémérsékleten. A paratartalom szélsOséges ¢és hirtelen ingadozasait elkeriiltiik. Az allatok
fajuknak megfeleld takarmanykeveréket kaptak, az ivovizet pedig Onitatd rendszer biztositotta.

A kisérleti allatokat négy kiilonb6z6 kezelési csoportba osztottuk:

1. Kontrollcsoport: csupan a tobbi csoportban is alkalmazott folyadékpdtlasban részesiiltek.

2. E. coli bakteriémia csoport: ez a csoport E. coli-szuszpenziot kapott.

3. E. coli paralel Pentaglobin (PG) csoport: az allatok az E. coli szuszpenzioval egyidejiileg
IgM-mel dusitott immunglobulint kaptak.

4. E. coli késleltetett PG csoport: a Pentaglobin adagoldsat az E. coli szuszpenzi6 beadasat
kovetd 60 perc mulva kezdtiik meg.

Kisérletiinkbe harminc egészséges, 12 hetes fiatal Topigs Norsvin ndstény sertést
vontunk be, melyeket randomizalt médon 4 csoportba osztottunk. A kontrollcsoport (n=6)
atlagos sulya 24,5 + 2,9 kg, hossza 91,3 £ 2,9 cm volt. Az E. coli bakteriémés csoport (n=8)
atlagos sulya 20 + 2,5 kg, hossza 88 £+ 5,4 cm volt. Az E. coli paralel PG csoport (n=8) atlagos
sulya 22,3 + 3,6 kg, hossza 88,4 + 4,5 cm volt. Az E. coli késleltetett PG csoport (n=8) atlagos
sulya 20,3 + 1,5 kg, hossza 84,8 = 2,8 cm volt.

A kisérleteket narkézisban végeztiik. Az azaperon (2 mg/kg intramuszkuldrisan;
Stresnil, Elanco GmbH, Cuxhaven, Németorszag) premedikaciét kdvetden az indukciot 15
mg/kg ketamin (CP-Ketamin-hidroklorid 10%) és 1 mg/kg xilazin (CP-Xilazin-hidroklorid 2%)
intramuszkularis adagolasaval végeztiikk. Az anesztézia fenntartdsat 1 mg/kg xilazin és 10
mg/kg ketamin intravénds adagolasaval biztositottuk. Az indukciot kdvetden endotrachedlis
intubéciot végeztiink, amelyet nyomastaimogatott mechanikus 1¢legeztetés kovetett (Aeonmed
Respiratory Ventilator VG70, Beijing Aeonmed Co., Ltd., Peking, Kina). A mechanikus
1¢legeztetés célja, hogy az artérias parcialis oxigénnyomas 100 = 10 Hgmm, a parcialis szén-
dioxid-nyomads pedig koriilbeliil 40 + 5 Hgmm koriili érték legyen. A jobb femoralis artéria
sebészi preparalasat kovetden PICCO artérias kaniil (Getinge PICCO Catheter 4F, 16 cm,



Pulsion Medical System SE, Feldkirchen, Németorszag) keriilt behelyezésre az artéridba, mig
a vena jugularis externdba centralis vénas kaniil (Certofix Duo 7F, 20 cm, B. Braun Trading
Ltd., Budapest, Magyarorszag) keriilt a vérvétel, a hemodinamikai mérések és a kezelés
addsanak céljabol. A miité homérséklete 25 Celsius-fok volt. Az allatok ald melegitd parnat
helyeztiink, mely segitségével 37 Celsius-fokos maghémérsékletet biztositottunk. Oradiurézis
mérésére szuprapubikusan behelyezett cisztosztomas holyagkatétert alkalmaztunk.

A klinikai gyakorlathoz hasonléan a szepszisben észlelhetd hipovolémids allapot
mérséklésére volumen potlashoz folyamodtunk. A kontroll-, az E. coli bakteriémia- ¢és a PG-
kezeléses csoportokban a sertéseknek fizioldgias sdoldatot (,,Baxter” 0,9%-os natrium-klorid,
pH = 4,5-7, ozmolaritas: 308 mOsm/L, Baxter Hungary Kft.) adtunk intravénésan 10 ml/kg/h
sebességgel. A kontrollcsoport csak folyadékpodtlasban részesiilt, mig a masik harom csoport
allatai E. coli szuszpenziot kaptak. Az E. coli bakteriémia, az E. coli paralel PG és az E. coli-
késleltetett PG csoportokban a szepszis indukcidja valamennyi kisérleti allatnal azonos médon
tortént.

Az Escherichia coli kultarat (2,5 x 103/mL; ATCC 25922, Debreceni Egyetem Klinikai
Kozpont Orvosi Mikrobioldgiai Intézet) folyamatos intravénds infazioban, fiziologids
sooldatban oldva, a kovetkezoképpen adtuk: 2 mL az elsd 30 percben, ezt kdvetden 4 mL a
kovetkezd 30 percben, a maradék 32 mL baktériumtenyészetet pedig 120 perc alatt adtuk be a
sertéseknek. Osszesen 9,5 x 10° E. coli-t kaptak az allatok 180 perc alatt.

A paralel PG csoportban az allatok az E. coli kezeléssel egyidejiileg 20 perces bolus
infazioban 0,75 g/ttkg [gM-mel dusitott immunglobulint kaptak. A késleltetett PG csoportban
0,67 g/ttkg Pentaglobin bolus adagot kaptak az E. coli beadasa utan egy oraval, amelyet 240
percig tartd, 0,02 g/kg/h sebességli folyamatos infuzio kovetett. A paralel és késleltetett PG
csoport allatai testsily kilogrammra szamitva megegyez0 mennyiségli PG-t kaptak. Az
immunglobulin infizié térfogatat levontuk a fenntartd fiziologids sooldat térfogatabdl, igy a
kapott teljes térfogat 10 mL/kg/h volt.

Mind a négy csoport allatait 6 6ran keresztiil obszervaltuk; a megfigyelési idoszak alatt
egyetlen allat sem pusztult el. A kisérlet végén a sertéseket pentobarbital-natrium (90 mg/kg,
Release, WDT- Wirtschaftsgenossenschaft deutscher Tierdrzte eG, Garbsen, Németorszag)
intravénas adagolasaval altattuk til. A vizsgéalat soran az intravénds anesztézia, a fiziologids
sooldat, az E. coli szuszpenzid, az immunglobulin és a nyomdstdmogatott 1élegeztetés
kivételével mas gyodgyszert (beleértve az antibiotikum-kezelést) vagy terdpias beavatkozast

nem alkalmaztunk.



3.2. Hemodinamikai mérések

A hemodinamikai valtozasokat transzpulmonalis termodiliicio és pulzus kontur analizis
elvén alapulé PICCO™ (PULSION Medical Systems AG, Munich, Germany) késziilékkel
mértiik. A méréseket bal oldali vena jugularis externa, illetve bal oldali artéria femoralisba
helyezett kaniilok segitségével végeztiik. A termodilticios mérések soran két 6ranként, mérések
alkalméaval 3 alkalommal 10 ml (T=8 °C) fiziologiés s6oldatot fecskendeztiink a centralis vénas
katéterbe. A homérsékletvaltozasbol termodilicios gorbét rajzolt a monitor. A gorbe alatti
terlilet, a pulzus, illetve szamolt aorta compliance segitségével sziviitésrdl sziviitésre
monitorozhattuk a perctérfogatot. A haemodinamikai paraméterek koziil a szivindex [CI
(ml/perc/m?)], globalis végdiasztolés volumenindex [GEDVI (mL/m?)], intratorakalis
volumenindex [ITBVI (mL/m?)], extravaszkularis tiidévizindex [EVLWI (mL/kg)], szisztémas
vaszkularis rezisztencia index SVRI (dynxsxcm’xm?)], stroke volumen variabilitas [SVV (%)],
pulzusnyomas variabilitds [PPV (%)], pulzus [HR (1/perc)] és artérias kdozépnyomas [MAP
(Hgmm)] kertilt rogzitésre. A kisérletek soran a PPV/SVV értelmezéséhez sziikséges dsszes
feltétel teljesiilt, beleértve a sinus ritmust, az alacsony 1égzési térfogatot a gépi lélegeztetés

sordn ¢s az alacsony PEEP-et.
3.3. Vérgaz, metabolit és hematologiai paraméterek meghatarozasa

A kisérlet soran két éranként vért vettiink a kiilonb6z6 szervi érintettség vizsgalatara.
Az artérias vér oxigén parcidlisnyomasanak (Hgmm-ben kifejezve) meghatarozasahoz EPOC
analizatort (Siemens Healthineers AG, Erlangen, Németorszag) hasznaltunk. Ugyanezzel az
analizatorral mértiik a laktat (mmol/L) és a szérum kreatinin szintet (umol/L) is. A PaO»/FiO;
aranyt a belélegzett oxigén aranya (FiO2) és a mért oxigén parcialis nyomads alapjan szamitottuk
ki.

A kvalitativ és kvantitativ hematologiai valtozok mérésére Sysmex K-4500
hematologiai automatat (TOA Medical Electronics Co., Ltd., Kobe, Japan) hasznaltuk. A
vizsgalatban a kovetkezd paramétereket értékeltiik: vordsvérsejtszam (Vvs [T/L]),
fehérvérsejtszam (Fvs [G/L]), hemoglobin-koncentracié (Hgb [g/dL]), hematokrit (Hct [%)]),
atlagos vordsvérsejttérfogat (MCV [fL]), atlagos vordsvérsejt-hemoglobin (MCH [pg]), atlagos
vorosvérsejt-hemoglobin-koncentracié (MCHC [g/dL]) és vérlemezkeszam (Thr [G/L]).



3.4. Vorosvérsejt-aggregacio meghatarozas

A vorosvérsejt-aggregacids index értékeit Myrenne MA-1 eritrocita-aggregométerrel
(Myrenne GmbH, Roetgen, Németorszdg) mértiik. Ez a technika fényateresztd fotometriat
alkalmaz, és koriilbeliil 20 pL teljes vért igényel. A szabalyozott nyirérendszerrel (nyirasi
sebesség: 600 s!) torténd szétvalasztas utan a fényateresztést 5 illetve 10 masodpercig mértiik
statikus kortilmények kozott (M-értékek, nyirasi sebesség: 0 s!) vagy alacsony nyirasi
sebességgel (M1-értékek, nyirasi sebesség: 3 s7). (96,97) A méréseket szobahémérsékleten
(20-25 °C) végeztiik. A magasabb indexértékek (M 5s, M1 5s, M 10 s, M1 10 s) nagyobb

mértékll vorosvérsejt-aggregaciot jeleznek.
3.5. Teljes vér és plazma viszkozitas meghatarozas

A teljes vér viszkozitasat (WBV) és a plazma viszkozitasat (PV) DVNext
kapos/lemezes reométerrel, CPA-40Z kuapos tengellyel (AMETEK Brookfield,
Middleborough, Massachusetts, Egyesiilt Allamok) hataroztuk meg 37 °C-on. Ehhez a
technikahoz 500 pl teljes vér vagy plazma sziikséges. A vér viszkozitasanak meghatarozasakor
a 40%-os hematokritra korrigalt értékeket Matrai és munkatarsai altal ajanlott matematikai

képlettel szamitottuk ki.
3.6. Mikrokeringési mérések

A mikrocirkulacié nem invaziv, kozvetlen vizualizacidja videomikroszkopiaval érhetd
el. Az ortogonalis polarizacids spektralis (OPS) képalkotas polarizalt fényt hasznal, és a mozgo
eritrocitak altal szort depolarizalt fényt érzékeli. Az oldaliranyu sotétlatdterti (SDF) képalkotés
egy kozponti mikroszképot koriilvevd LED-gytirit hasznal a feliileti visszaverddések
minimalizaldsdra és a jelmindség javitasara. A beesd sotétlatoterti (IDF) képalkotés, az SDF
finomitasa, kdzpontilag biztositja a megvilagitast, lehetévé téve a nagyobb felbontast és a
kontrasztot.

A mikrocirkulacio videomikroszkopos vizsgalatat két oranként végeztiik a kisérleti
protokoll szerint. A CytoCam-IDF késziilékkel képsorozatokat rogzitettiink a nyak és a fiil
borérdl, valamint a szublingualis nyalkahartyarol. A mikrovaszkuldris struktiurdkat a
hemoglobint tartalmazo eritrocitdk jelenléte alapjan vizualizaltuk; kovetkezésképpen csak a
mozgd vordsvértesteket tartalmazo erek voltak kimutathatok. A késziilék 540 nm hulldmhossza

zold fénnyel vilagitja meg a szdvetet. A fluoreszcens fényt az eritrocitak elnyelik, a kornyezd



szovetek pedig visszaverik, majd a visszavert jelet a CytoCam-IDF 14 megapixeles kameréja
rogziti és digitalis képekké alakitja.

A videdkat automatizalt, validalt elemzdszoftverrel (CytoCamTools V3 Bedside
Manager, Braedius Medical, Huizen, Hollandia) elemeztilkk, amely konzisztens
mikrovaszkularis paramétereket biztosit, beleértve a perfundalt vaszkularis stirtiséget (PVD) —
az ¢érhalozat sirliségének szorzata a perfundalt erek ardnyaval — valamint a De Backer-
pontszamot. Az erekben a véraramlas vizualis jellemzésére az MFI-t, vagyis a mikrovaszkularis

aramlasi indexet hasznaltuk, amely egy dimenzi6 nélkiili szam.

3.7. Statisztikai elemzés

A statisztikai elemzéseket a GraphPad Prism 9.1.2 verzioval (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) végeztiik. Az adatokat atlag + szoréas (S.D.) formaban adtuk
meg. Az adateloszlas normalis eloszlasat Kolmogorov—Smirnov-probaval ellendriztiik, és
ennek megfeleléen a csoportokon beliili kiilonbségeket ismételt méréses ANOVA-val, majd
Dunnett-féle tobbszords 0sszehasonlitd probaval vagy Friedman-probaval hasonlitottuk ossze.
A csoportok kozotti kiilonbségeket fiiggetlen mintds t-probaval/Mann—Whitney U-probaval
vagy egyiranyt ANOVA-val, majd Tukey tobbszdrds 0sszehasonlitd probaval/Kruskal-Wallis-

probaval hasonlitottuk dssze. A szignifikanciaszintet p < 0,05-re hatdroztuk meg.



4. EREDMENYEK
4.1. Hemodinamikai paraméterek

A négy kisérleti csoportban mért PaO»/FiO: ardnyt, az artérids kozépnyomast, a
thrombocita szamot, a kreatinin €s laktat szintet, valamint az 6ranként mért vizelet mennyiséget

az V. tablazat foglalja dssze.

A Pa0./FiO: érték a kisérlet soran minden kisérleti csoportban csokkend tendenciat
mutatott. A legmarkdnsabb csokkenés az E. coli késleltetett PG-csoportban volt megfigyelhetd.
Az artérias kozépnyomdas (MAP) csak az E. coli bakteriémia csoportban, valamint az E. coli
paralel Pentaglobin csoportban csokkent fokozatosan a baktériumszuszpenzié megkezdésétol
szamitott hat 6raval. A tobbi csoportban (kontroll és az E. coli késleltetett PG csoport) a MAP
a kisérlet soran viszonylag stabil maradt. Az E. coli szuszpenziot kapd 0sszes csoportban enyhe
csOkkenés volt megfigyelhetd a vérlemezkeszamban, a kontroll csoportban azonban nem. A
szérumkreatinin-szint fokozatos emelkedése volt észlelhetd a vizsgélati csoportokban, a
kontroll allatoknal azonban ez nem jelentkezett. A kisérlet sordn az 6sszes csoportban enyhe

emelkedés volt megfigyelhetd a szérum-laktat-szintekben.

4.1.1. A modell validalasa a kontroll és a kezeletlen E. coli bakteriémia csoportban

A kontroll allatoknal stagnald artérids kozépnyomas, mig az E. coli bakteriémia
csoportban csdkkenés volt tapasztalhatd (360 perc: p=0,0177 vs. kiindulési érték; p=0,0153 vs.
kontroll). Mindkét csoportban a pulzusszam fokozatos emelkedése volt megfigyelhetd, mely az
E. coli bakteriémia csoportban markansabbnak bizonyult. A szivindex a 120. percben
bekovetkezett kezdeti csokkenés utan enyhén emelkedett, 240 perc utan az E. coli bakteriémia
csoportban szignifikdnsnak adodott (p=0,0286 vs. kontroll). A szisztémds vaszkularis
rezisztencia a kontroll csoportban atmeneti emelkedés utdn normalizalddott, az E. coli
bakteriémia csoportban folyamatos csdkkenés volt megfigyelhet6 (120 perc: p=0,033; 240 perc:
p=0,046; 360 perc: p=0,006).

A GEDVI ¢és az ITBVI tekintetében nem figyeltiink meg szignifikans kiillonbséget a
kontroll és az E. coli bakteriémia csoport kozott. Az EVLWI esetében az E. coli bakteriémia
csoportban a 240. perctdl kezdve magasabb értékeket mértiink, mint a kontroll csoportban. Az

SVV és a PPV esetében a kezeletlen bakteriémidban szenvedd allatoknal magasabb értékeket



figyeltiink meg a kontrollhoz képest. Az SVV esetében a 240. percben szignifikansan magasabb
értékeket mértiink a kontroll csoporthoz képest (p = 0,024).

4.1.2. Az E. coli bakteriémia csoport és a Pentaglobinnal kezelt allatok hemodinamikai

valtozasainak osszehasonlitasa

A Pentaglobinnal (PG) kezelt csoportokban kdvetkezetesen magasabb MAP értékeket
kaptunk a kezeletlen E. coli bakteriémia csoporthoz képest, ami az E. coli késleltetett PG
csoportban 360 perc utdn szignifikansnak bizonyult (p = 0,0058 a kezeletlen bakteriémia
csoporthoz képest). Az E. coli paralel PG csoportban 60—180 perc utan MAP értékekben platd
volt megfigyelhetd, amelyet annak csokkenése kovetett. Hasonloképpen, az E. coli késleltetett
PG csoportban 120-240 perc utan volt észlelheté6 MAP értékekben platd. A PG kezelés alatt
allo allatoknal szivfrekvencia emelkedés is megfigyelhetd volt, de az értékek alacsonyabbak
voltak az E. coli bakteriémia csoport allataihoz képest. Tovabba alacsonyabb értékeket
figyeltiink meg a késleltetett PG kezelési csoportban is a paralel PG csoporthoz képest. A PG-
vel kezelt csoportokban magasabb CI értékeket kaptunk az immunglobulin adagolasanak
megkezdése utdn, mint az E. coli bakteriémia csoportban. A CI ndvekedés az E. coli paralel PG
csoportban 60 perc utan (az abran nem lathatd), az E. coli késleltetett PG csoportban pedig 120
perc utan kezdddott. Az E. coli paralel PG csoportban 360 perc utan szignifikans kiilonbségeket
figyeltiink meg a kezeletlen bakteriémids allatokhoz képest (p = 0,0243). Az SVRI értékeiben
kezelt allatoknal dtmeneti emelkedést kovetden csokkenés volt megfigyelhetd (E. coli paralel
PG 60 perc, E. coli késleltetett PG 120 perc), de ezek az értékek végig magasabbak voltak, mint
a kezeletlen bakteriémids allatoknal. Az E. coli késleltetett PG csoport 360 perc utan
szignifikdnsan magasabb értékeket mutatott (p = 0,0483) a kezeletlen bakteriémias allatokhoz
képest.

A GEDVI ¢s az ITBVI értékei mindkét kezelt csoportban magasabbak voltak, mint a
bakteriémia csoportban. Az EVLWI értéke mind a PG-vel kezelt, mind a kezeletlen
bakteriémids csoportban emelkedést mutatott, de a magasabb értékeket a kezeletlen
bakteriémias csoportban mértiik. A kezelt allatoknal (E. coli paralel PG és E. coli késleltetett
PG)az SVV és a PPV értékei végig alacsonyabbak voltak a kezeletlen bakteriémids allatokénal.
Az E. coli paralel PG csoportban az SVV értéke mind 120 (p = 0,0071), mind 240 percnél (p =
0,0061) szignifikdnsan alacsonyabbak voltak, mint az E. coli bakteriémia csoportban. Az E.
coli késleltetett PG csoportban csak 240 perc utan figyeltiink meg szignifikans kiilonbséget az
SVV-ben (p=0,025) az E. coli bakteriémia csoporthoz képest. A PPV szignifikdnsan magasabb

volt a kezeletlen bakteriémids csoportban, mint mindkét PG-vel kezelt csoportban a 120. perctdl
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a vizsgalat végéig (E. coli paralel PG 120 percnél: p = 0,009; 240 perc: p = 0,02; 360 perc: p =
0,02; E. coli késleltetett PG 120 percnél: p = 0,006; 240 perc: p = 0,03; 360 perc: p = 0,019).

4.2.Hematologiai paraméterek

A kontroll csoportban nem figyeltiink meg szignifikdns valtozast a hematologiai
paraméterekben a vizsgélat soran. Mind az E. coli bakteriémia, mind a kezelt csoportokban a
fehérvérsejtszam kezdetben csokkent, majd emelkedni kezdett. A kezelt csoportokban 360 perc
elteltével kifejezettebb emelkedés kovetkezett be (E. coli paralel PG 360 perc: p=0,0014 vs.
alap; E. coli késleltetett PG 240 perc: p=0,0016 vs. kontroll, p=0,0076 vs. alap). A
vorosvérsejtszam, a hemoglobin és a hematokrit hasonld tendencidt mutatott. Az E. coli
bakteriémids csoportban enyhe ndvekedést, mig az E. coli paralel PG és az E. coli késleltetett
PG csoportokban csokkend dinamikat lattunk. A vérlemezkeszam minden csoportban csokkent,
azonban az E. coli késleltetett PG csoportban ez a csokkenés szignifikans volt az alapértékhez

képest (p=0,0443 vs. 120 perc, p=0,0026 vs. 240 perc, p=0,0051 vs. 360 perc).
4.3.Vorosvérsejt aggregacio

A vordsvérsejt aggregacid jelentds kiillonbségeket mutatott a csoportok kozott. Az
aggregacio — amelyet alacsony nyirasi sebesség vagy sztazis mellett a sejtek reverzibilis
Osszekapcsolodasaként definidlnak — minden csoportban fokozodott, de a kezelt csoportokban
(E. coli paralel PG, E. coli késleltetett PG) kisebb mértékben. Az E. coli bakteriémias
csoportban nagyobb aggregitumokra és nagyobb nyiréerdkre volt sziikség a disz-
aggregaciohoz, mig a kezelt csoportokban ilyen valtozdsok nem voltak jelen. Az E. coli
bakteriémids csoportban szamos mért paraméterben szignifikans kiilonbségeket figyeltiink meg
az alapértékekhez, valamint a kontroll és a kezelt csoportok értékeihez képest. Sztazisban a
legjelentdsebb kiilonbséget az aggregacid 10. masodpercében figyeltiink meg. Az E. coli
bakteriémids csoportban a 240 és 360 percben mért aggregacios index értékek szignifikansan
magasabbak voltak, mint a kontroll, az E. coli paralel PG és az E. coli késleltetett PG csoportok
értékei (p<0,0001). A szepszis indukciojat kovetd 120. perctdl kezdve ezek az értékek
szignifikansan valtoztak az alapértékhez képest is (p=0,0191 vs. 120 perc; p=0,0003 vs. 240
perc; p=0,0015 vs. 360 perc).

4.4.Teljes vér és plazma viszkozitas

A teljes vér viszkozitasat kiilonbdzo nyirasi sebességek mellett mértiik.
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Alacsony nyirasi sebességeknél mind az E. coli bakteriémias, mind a kezelt csoportok
(E. coli paralel PG és E. coli késletetett PG) alacsonyabb viszkozitast mutattak, mint a kontroll
allatok 6 ora elteltével. Magasabb nyirasi sebességeknél a kontroll és az E. coli késleltetett PG
csoportok hasonld értékeket mutattak, mig a masik két csoport magasabbakat. A 200 s
sebesség gradiens mellett mért viszkozitasi értékek minden idopontban kdzel azonosak voltak.

A plazma viszkozitasa alacsonyabb volt az E. coli bakteriémia és az E. coli paralel PG
csoportokban, mint a tobbi csoportban 6 oOra elteltével. A hematokrit és a teljes vér viszkozitas
aranya fokozatosan nétt az E. coli bakteriémids csoportban, mig a kezelt csoportokban (E. coli
paralel PG és E. coli késleltetett PG) 6 ora elteltével normalizalodott. A Matrai-képlet
alkalmazaséaval (a viszkozitds 40%-os hematokritra korrigalva) enyhe novekedést figyeltiink
meg a kezelt csoportokban - kifejezettebbet az E. coli paralel PG csoportban - mégis 6 6ra
elteltével mindkét kezelési csoport eredményei korreldltak a kontroll csoport értékeivel (IX.

tablazat).
4.5. Mikrokeringési paraméterek

A mikrokeringési felvételek elemzése sordn jelentds romlast figyeltiink meg az E. coli
bakteriémids csoportban. Az erekben a véraramlas jelentdsen lelassult, szdmos kapillarisban
pangas alakult ki, és 6démas teriileteket is megfigyeltiink. Sok esetben a véraramlas teljesen
megsziint, nagy vorosvérsejt aggregdtumok képzddtek a kapillarisokban. Az dramléasi minta
heterogén volt, egyes kapillarisokban hiperdinamikus dramlassal, masokban teljes elzarddassal,
ami a szepszis altal kivaltott mikrokeringési diszfunkci6 klasszikus jellegét tiikkrozi.

Ezzel szemben a Pentaglobinnal kezelt csoportok (E. coli paralel PG és E. coli
késleltetett PG) javulast mutattak. Mindkét kezelési forma homogén keringést eredményezett,
hasonldan a kontroll képeken lathat6 aramlasi mintazathoz, jelentdsen csokkentve a pangést és
az aggregatumok szamat.

A kutatds soran készitett videomikroszkopos felvételek offline elemzését kdvetden
kapott numerikus adatok is ezt tiikrozik. A nyak bérének mikrokeringési vizsgalata soran
jelentdsen lelassult aramlast és gyakori kapillaris pangast tapasztaltunk a bakteriémia
csoportban. Az MFI-érték (mikrovaszkularis aramlasi index) 120 perc elteltével szignifikdnsan
csokkent, miel6tt visszatértek volna az alapértékhez. A De Backer pontszamok és a kapillaris
stirliség csokkent az E. coli bakteriémids és az E. coli paralel PG csoportokban, mig az E. coli
késleltetett PG értékek hasonldak maradtak a kontroll csoportéhoz.

A fil borében az aramlas gyakran hidanyzott, kifejezett pangassal, aggregatumokkal és

heterogén perfuzioval. Az MFI a bakteriémia csoportban csokkent a 120. és 240. percben. A
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De Backer pontszamok ¢és a kapillaris stirliség 1ényegesen magasabb volt a Pentaglobinnal
kezelt allatokban, mint az E. coli bakteriémids csoportban.

A sublingualis felvételek hasonlé zavarokat mutattak, lelassult kapillaris aramlassal és
aggregatumokkal. Az MFI a kontroll csoporthoz képest valtozott az E. coli bakteriémiés és az
E. coli paralel PG csoportokban. A De Backer pontszamok ¢és a kapillaris stirliség csékkent a

csoportokban, de a Pentaglobin mérsékelte ezt a csokkenést.
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5. MEGBESZELES

A szepszis kialakulasat a SOFA pontszamban (Sequential Organ Failure Assessment)
szerepld fobb paraméterek alapjan kovettik nyomon, amelyet a szepszis sulyossdganak
leirasara ajanlanak. Mivel jelen értekezés alapjaul szolgalo kutatdsok soran egyes paraméterek
(példaul a GCS) nem voltak értékelhetdk, a kisérlet soran a kovetkezd paraméterek
monitorozasa mellett dontdttiink: a PaO2/FiO» ardny a 1égzési valtozasok leirdsdhoz, az artérids
kozépnyomas (MAP értékek), a vérlemezkeszam, a szérumkreatinin €s a szérumlaktat. Ezen
paraméterek valtozasai a kisérletek soran alatdmasztottdk a kialakuld szepszis diagnozisat. Az
E. coli szuszpenziot kapo allatoknal a kontroll sertésekhez képest szignifikans csokkenést
figyeltiink meg az artérids kdzépnyomdsban és a szisztémas vaszkularis rezisztencidban,
valamint megndvekedett stroke volumen variabilitast észleltiink. Ezek a megfigyelések
Osszhangban voltak korabbi hasonld kozlésekkel. Megéllapitottuk, hogy az IgM-mel dusitott
immunglobulin kezelés ebben a kisérleti kdrnyezetben hozzdjarult a magasabb artérids
kozépnyomdashoz és a magasabb szivindex értékekhez a kezeletlen allatokhoz képest.

Ennek kovetkeztében a Pentaglobin csoportokban (akar a szepszis kivaltasaval
parhuzamosan, akar azt kovetéen adtuk be) a szisztémas vaszkuldris rezisztencia index
emelkedésének tendenciajat is megfigyeltiik. Meg kell azonban jegyezni, hogy statisztikailag
szignifikans kiilonbséget csak a kezeletlen szepszisben szenvedd allatok és a szepszis kivaltasat
kovetden késleltetve adott Pentaglobinnal kezelt csoport kozott figyeltik meg a 360 perces
idopontban. A pulzusnyomds variabilitdas (PPV) és a stroke volumen variabilitds (SVV)
paraméterei egyarant szignifikdnsan alacsonyabbak voltak a Pentaglobinnal kezelt allatoknal.
Korabbi megfigyelésekbdl ismert, hogy a PPV csokkenése a folyadékallapot
optimalizaléddsdnak mutatoja lehet. Mivel minden kisérleti csoport azonos mennyiségii
infaziot kapott, feltételezziik, hogy az IgM-mel dusitott immunglobulin csokkentette a folyadék
ateresztést az intersticialis térbe, és/vagy novelte a szisztémas vaszkularis rezisztenciat, és
ezaltal a keringé vérmennyiséget.

Széles korben elfogadott tény, hogy az endotelidlis karosodas dontd szerepet jatszik a
szepszis kialakuldsdban. Bizonyitott, hogy a TNF-alfa és az IL-béta tipust citokinek szisztémas
felszabaduldsa az endotél felszini antigének expresszidjanak fokozddasat idézi eld, ami
leukocita adhéziot és mikrocirkulacios zavarokat eredményez. Korabbi kisérleti tanulméanyok
mar bizonyitottdk az IgM mikrovaszkularis perfuzids elégtelenségre gyakorolt mérsékld

hatasat.
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Az IgM-mel dusitott polivalens immunglobulin jotékony hatdsdnak patofiziologidja
még nem teljesen ismert. Kimutattak, hogy az immunglobulinok nagy affinitast, IL-1, IL-6 és
TNF-alfa-hoz k6t6do neutralizalo antitesteket tartalmaznak, és ezek szabalyozzak a citokinek
szintézisét, ami az endotél junkcionalis kapcsolatok stabilizdloddsdhoz vezet. Ezen feliil
felvetették, hogy az immunglobulinok neutralizal6 hatast gyakorolnak a mikrobidlis toxinokra
¢s a proinflammatorikus citokinekre, gyulladdscsokkentd hatast fejtenek ki, gatoljak a
komplement aktivalodasat, és csokkentik a szepszisben fellépd mikrocirkulacios diszfunkciot.
Kisérleti megfigyelések alapjan az intravénas immunglobulinok jelentésen csokkentik a
leukocita adhéziot és normalizaljak a kapillaris diffuziot.

Az E. coli szuszpenzi6 ¢és a Pentaglobin parhuzamos adagoldsédnak vizsgalati célja a
Pentaglobin korai gyulladascsokkentd hatasainak (az endotoxinok eltavolitdsanak fokozésa,
értekelése volt. Ennek korélettani indoklasat Barrett-Due ¢és munkatdrsainak korabbi
eredményei tamasztottdk ald. Hasonlo kisérleti modell alkalmazasaval beszdmoltak a
polivalens immunglobulinok lipopoliszacharidhoz valé kotddésérdl a bakterialis szepszis korai
szakaszaban.

Meg kell jegyezni, hogy egy kordbbi, kisérleti szepszis sertésmodellben az
immunmodulald hatds mellett az [lgM-mel dusitott immunglobulin késleltetett hemodinamikai
hatasat is megfigyeltek a kezelt allatoknal a kezeletlen szeptikus allatokhoz képest.
Megfigyeléseinkhez hasonldéan 6k is dokumentaltdk az artérids kozépnyomas jelentds
csOkkenését, a pulzusszam emelkedését €s a szisztémas vaszkularis reszisztencia csokkenését.
Bér ebbdl a tanulmanybol mas részletes hemodinamikai paraméterek nem allnak rendelkezésre,
a plazmavolumen szazalékos valtozasa a kisérletek végéig (240 perc) kovetkezetesen magasabb
volt a Pentaglobin-csoportban, ami megfelel a jelen tanulmdnyban megfigyelt pulzusnyomas-
valtozas csokkenésének, és javuld mikrocirkulaciora utalhat.

A Pentaglobin kezelés jelentdsen csokkentette a kisérleti bakteriémia altal okozott teljes
vérviszkozitas és vOrosvérsejt aggregacidé novekedést, amely valtozasok a modellre jellemzd
mikrokeringési zavarok hatterében allnak. A késleltetett Pentaglobin kezelés hatasa
pozitivabbnak mutatkozott, mind a viszkozitdsi, mind az aggregacidos paraméterekre. Ez
feltehetden a kezelés jobb farmakokinetikai profiljanak és a szepszis korai fazisdban kifejtett
immunmodulalé hatdsdnak koszonhetd. A szepszis indukcidval paralel adott Pentaglobin
kezelés is pozitiv hatdst mutatott, de ez kisebb mértékii volt.

A szepszis kovetkeztében a mikrokeringés karosodasat figyeltilk meg mind a bdr, mind

a nyalkahartya kapillaris haloézataban. Ezen valtozasok kozé tartozott a csokkent kapillaris
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perfizio, a heterogén aramlési mintdk és a funkciondlis kapillaris stirliség csokkenése. A
gyulladasos medidtorok felszabadulasa, az endotél karosodasa, a megndvekedett kapillaris
permedbilitas és a mikrotrombusképzddés egylittes hatasaként romlik a szoveti oxigenizacio.

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a Pentaglobin mérsékli a szepszissel
Osszefiiggd karosodasok tobbségét. Mindkét adagolasi mod esetében a kezelés a mikrokeringési
paraméterek javulasaval és a szoveti perfuzid részleges megdrzésével jart egyiitt. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a Pentaglobin védd hatast gyakorol a mikrokeringésre, olyan
immunmodulalé hatasok révén, amelyekek csokkentik az endotelidlis aktivaciot és korlatozzak
a tovabbi mikrovaszkularis karosodast.

A szepszis soran kialakuld akut fazis reakcio fokozza a fibrinogén termelését, mely
fehérje fontos szerepet jatszik a vorosvérsejt rouleaux szerkezet és a fokozott vordsvérsejt
aggregacio kialakuldsdban. Ezenkiviil a szepszis rontja a vordsvérsejtek alakvaltoztatasi
A vorosvérsejtek deformabilitdsanak csokkenése és az oxidativ kdrosodds a plazma hatésatol
fiiggetlentil novelheti az aggregaciot. Fulmindns szepszis esetén a fokozott aggregacio, illetve
a vérlemezkék ¢és neutrofilek kozotti kolcsonhatdsok a mikrovaszkuldris 4ramlés
akadalyozasaval ronthatjak a szoveti perfuziot. A reoldgiai valtozasok jelentds része a szepszis
korai szakaszdban kovetkezik be, és potencidlis diagnosztikai markerként szolgalhat. A
latszolag megfeleld keringés ellenére gatolt az oxigénellatas, eldsegitve a szervi diszfunkcid
kialakulésat.

A vorosvérsejtek csokkent deformabilitdsa akadadlyozza a sziik kapillarisokon vald
athaladést, ami hozzéjarul a kapillarisok elzarodashoz. Ezen feliil a rigidebb vordsvérsejtek
novelik a vér viszkozitasat és az ellenallast, ami szintén gatolja a kisebb kapillarisokon vald
atjutast. A vér viszkozitasanak novekedése ¢s a megnovekedett érrendszeri ellenallas csokkenti
a perfuziot és heterogén hematokrit eloszlast okozhat. A rigidebb vordsvérsejtek
meghosszabbitjak a kapillarisokon val6 4thaladashoz sziikséges id6t, csokkentik a funkcionalis
kapillaris stirliséget és eldsegithetik a kapillaris elzarodast. Ezek a valtozasok rontjdk az
oxigénellatast, ezaltal sulyosbitva a szoveti hipoxiat, €s szervelégtelenséget okozhatnak.

A Pentaglobin mérsékli az akut fazis reakciét az endotoxinok és a citokinek
neutralizalasaval, ezzel fékezve a fibrinogén szintjének emelkedését. A gyulladasos mediatorok
csokkentésével kozvetetten javithatja a vorosvérsejtek membrantulajdonsagait, igy csokkentve
az oxidativ karosodast €s a rigiditast és aggregaciot.

Egy randomizalt, kettds-vak, placebo-kontrollos II. fazisu szepszis vizsgalatban az IgM-

mel dusitott immunglobin (Pentaglobin) 5 ml/kg/nap do6zisban, 3 napon at alkalmazva novelte
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crer

perfundalt kapillaris stirliséget és a mikrovaszkularis aramlasi indexet, mig ezek a paraméterek
a placebo-csoportban romlottak. A megfigyelt javulas azonban az artérids kdzépnyomads
jelentds valtozasa nélkiil kovetkezett be, és nem taldltak Osszefliggést a mikrovaszkularis
perfizi6 valtozésai és a makrohemodinamikai paraméterek kozott. A tanulméany megerdsitette
az IL-6 és IL-10 szintek csokkenését a kezelt csoportban, ami arra utal, hogy a Pentaglobin
enyhitheti a szepszis altal kivaltott endotelidlis diszfunkciot és a glikokalix lebomlasat. A
valtozasok hatterében all6 mechanizmusok még nem teljesen ismertek, és tovabbi kutatasokra
van sziikség azok tisztdzasahoz.

A klinikai vizsgalatok az infekcio sulyossaganak és a szervdiszfunkcié markereinek
csokkenését mutattak, alatamasztva ezzel a reoldgiai javulést. Ezek a hatdsok mar a szokéasos
adagolas mellett koran jelentkeztek, eldsegitve a szovetek oxigénellatasat. A vordsvérsejtek
alacsony nyirosebesség mellett csokkentheti a vér viszkozitdsat és javithatja a homogén
mintazata kapillaris perfuziot.

Egy milliliter Pentaglobin oldat 50 mg plazmafehérjét tartalmaz, amelynek legaldbb
95%-a immunglobulin: IgM (6 mg/ml), IgA (6 mg/ml) és IgG (38 mg/ml). A 1 mg/ml
citokinek felszabadulasat, ami kozvetetten csokkenti a fibrinogén altal kdzvetitett vorosvérse;jt
aggregaciot.

Kutatdsok szerint standard higitdsok alkalmazdsa esetén opszonizald aktivitds és
csokkent vérlemezke aggregacié figyelhetd meg. Magasabb dozisban az [gG dominans IVIG
analogok gyengébb gyulladascsokkentd hatdst mutatnak az IgM-mel dusitott frakcidokhoz
képest. Magasabb koncentracioban, példaul a 10-szer tobb IgG-t tartalmazo IVIG, gyengébb
hatasat mutattdk, ami kdzvetetten bizonyithatja az IgM hatékonysagat. Ugyanakkor tovabbi
célzott vizsgalatokra van sziikség a pontos folyamat és a vorosvérsejt aggregacio és az adagolas
kozotti kapcesolat tisztazasahoz.

Az IgM pentamer szerkezeti molekula, ami nagy affinitassal kotddik a bakteridlis
endotoxinokhoz (lipopoliszacharidokhoz), ezaltal elésegitve a fagocitozist és a clearance-t. Igy
ez szisztémasan csokkenti a gyulladas mértékét és a fibrinogénszintet emeld akut fazis valaszt,
ezaltal mérsékelve a vordsvérsejt rouleaux kialakuldsanak mértékét.

A tanulmédnyok a Pentaglobin beadasa utan alacsonyabb fibrinogén koncentraciot
igazoltak. Ez a vérlemezkék mérsékelt aktivacidjanak és a mérsékelt koagulacié okozta

fogyasanak koszonhetd. Jelenleg nincsenek olyan szerkezeti vagy affinitdsi vizsgalatok,
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amelyek megerdsitenék az IgM és a fibrinogén D-doménjei vagy mas, a rouleaux-képzodést
eldsegitd helyek kozotti kolcsonhatasokat.

Meg kell emliteni a tanulmdny néhdny korlatjat. A jelen tanulméany legfontosabb
korlatja annak transzlacids jellege; az allatkisérletek eredményei nem alkalmazhatok
kozvetleniil a klinikai gyakorlatban. A szepszist intravénds E. coli beadasaval idéztiik eld, ami
ugyan a fulmindns szepszis egy bizonyos Gram-negativ formajat jelentheti, de nem feltétleniil
jellemzdé a sulyos szepszis egyéb Gram-negativ vagy Gram-pozitiv formdira. Az
immunglobulinokkal torténd el6kezelés a klinikai gyakorlatban nem realis; ezt ,,bench-to-
bedside” korlatozasnak kell tekinteni. A késleltetett Pentaglobin-kezelést a kisérletek egy
bizonyos idépontjaban kezdtiik meg, ami a klinikai gyakorlatban szintén nem igy torténik.
Mivel azonban kisérleteinket standardizalni akartuk, végil ugy dontdttink, hogy az
immunglobulint olyan idépontokban adjuk be, amelyek nem a klinikai tiineteken alapulnak.
Ismert, hogy az intravénas E. coli szepszis modellben a klinikai lefolyas gyors; a véraramba
juttatott korokozok a legjelentdsebb hatdst az endotheliumra, igy az érrendszerre gyakoroljak.
A kialakul6d hipodindm keringést a citokinszint emelkedése kiséri, és terdpias beavatkozas
nélkil a kimenetele halalos. Vizsgalatunkban nem mértiik a citokinszinteket, és nem vizsgaltuk
az intravénasan beadott IgM-mel dusitott immunglobulinok pontos mechanizmusat; ezeket a
jovoben kell vizsgalnunk. Ugy véljiik, hogy ezen limitaciok ellenére jelen értekezés 1j
informaciokkal jarult hozzé az E. coli altal kivaltott szepszis soran bekdvetkezd patofiziologiai
folyamatok, valamint a hemodinamikai, hemoreologiai és mikrokeringési valtozasok jobb

megértésc¢hez.
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6. FONTOSABB EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

1. A munkacsoport altal korabban kialakitott E. coli indukalt sertés szepszis modellben
leirtuk a szepszis soran kialakulé hemodinamikai, hemoreologiai és mikrokeringési
valtozasokat. Megallapitottuk, hogy a kontroll és a kiindulasi értékekhez képest
progressziven csokken az artérids kozépnyomads, csokken a szisztémias vaszkularis
rezisztencia, emelkedik stroke volumen variabilitds, és novekszik a teljes vér
viszkozités, valamint fokozodik a vorosvérsejt aggregacio.

2. Kidolgozott protokollunk moddszertanilag alkalmasnak bizonyult a Pentaglobin
kiilonb6z6 alkalmazasi modjanak hemodinamikai, hemoreoldgiai és mikrokeringési
vizsgalatara.

3. A Pentaglobin paralel adasa soran a szivindex és a globalis végdiasztolés volumen index
magasabb volt, mig a stroke volumen-variabilitds és vOrosvérsejt aggregacio
alacsonyabb értékeket mutatott. A Pentaglobin kezelés homogénebb mikrovaszkularis
keringést eredményezett, csokkentve a pangast és az aggregatumok szamat.

4. A terapiasan adott, késleltetett Pentaglobin kezelés esetén, szemben a paralel adott
immunglobulin kezeléssel, magasabb szisztémias vaszkuldris rezisztencia és artérias
kozépnyomas értékeket, alacsonyabb tiidoviz indexet és tovabbi stroke volumen
variabilitds csokkenést, valamint alacsonyabb voOrosvérsejt aggregacid értékeket
tapasztaltunk. A paralel kezeléshez hasonléan kedvezd mikrovaszkularis keringési

mintazat volt lathato.
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