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Roviditések jegyzéke

MAP: artérias kozépnyomas

SOFA: sequential organ failure assesment
gSOFA: quick sequential organ failure assesment
SIRS: szisztémas gyulladasos valaszreakcio
NO: nitrogén-oxid

NOS: nitrogén-oxid szintetaz

iNOS: indukalhat6 nitrogén-oxid szitetaz
cNOS: konstitutiv nitrogén-oxid szintetaz

TNF: tumor-nekrozis faktor

IL: interleukin

ECL: endotél sejt boritas

ROS: reactive oxygen species

RNS: reactive nitrogen species

NET: neutrofil extracellularis trap

CAS: akut szepszishez tarsult koagulopatia
DIC: disszeminalt intravaszkularis koagulopatia
vWT: von Willebrandt faktor

TF: tissue faktor (szoveti faktor)

PAI: plazminogén-aktivator inhibitor

GP: glikoprotein

PAF: trombocita aktivalo faktor

TFPI: szveti faktor pathway inhibitor

EPCR: endotélialis protein C receptor

MODS: multi organ dysfunction syndrome
HUS: hemolitikus urémias szindréma

TAMOF: trhrombocytopaenia-associated multiple organ failure
ULVWEF: ultralarge von Willendbrandt faktor
TAFI: trombin-aktivalhato fibrinolizis inhibitort
ATP: adenozin-trifoszfat

CLP: cecalis ligacio és punkcios modell

CASP: colon aszcendens stent peritonitis modell
CASPI: sebészi intervencid CASP utan

LPS: lipopoliszacharid
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MIF: makrofag inhibitor faktor

ICAM: intracellularis adhézios molekula

Cl cardiac index

PCO2: parcialis szén-dioxid

CARS: kompenzatorikus anti-inflamatorikus valasz
SBV: szisztolés vérviszkozitas

DBYV: diasztolés vérviszkozitas

DPG: difoszfo-glicerat

Ca®": kalcium ion

RBC: red blood cell (vOordsvérsejt)

WBC: withe blood cell (fehérvérse;jt)

PiCCO: Pulse index Contour Continuous Cardiac Output
CO: cardiac output

Cl: cardiac index

CVP: centralis vénas nyomas

MTt: mean transit time

DSt: downslope time

ITTV: intra-thoracic thermal volume

PTV: pulmonary thermal volume

GEDV: global end-diastolic volume

EVLW: extravascular lung water

EVLWI: extravaszkularis tiidoviz index

SV: stroke volumen

SVV: stroke volumen variacio

SVI: stroke volumen index

SVR: szisztémads vaszkularis rezisztencia

SVRI: szisztémas vaszkularis rezisztencia index
GEF: globalis ejekcids frakcio

CFI: cardiac function index

PAP: pulmonalis artérids nyomas

PAOP: pulmonélis artéria okkluziés nyomas
PVPI: pulmonaris vaszkularis permeabilitasi index
RS: resting state

LAR: leukocita antiszedimetacios rata
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WBV: teljes vér viszkozitas

PV: plazma viszkozités

Mo: monocita

Gr: granulocita

MCV: mean cell volume (atlagos vorosvérsejt térfogat)
MCH: atlagos hemoglobin koncentracio

ESR: eritrocita szedimentacios rata

LAR: leukocita antiszedimentacios rata

IR: rigiditasi index

SAPS: egyszertsitett akut fizioldgiai pontrendszer (simplified acute physiology score)



1. Bevezetés

Az utdbbi évtizedben a szepszis incidencidja novekvd tendenciat mutat. Németorszagban
2007. és 2013. kozott évente 15%-kal novekedett az incidencia, a korkép mortalitasa 30,5%,
mely évente atlagosan csak 0,8%-kal csokken, az intenziv terapia fejlddésének dacara. A
magas incidencia és haldlozasi adatok mellett nem elhanyagolhaté a szeptikus betegek
kezelésének magas koltségigénye sem, amelynek becsiilt 6sszege 2013-ban Németroszagban
9,1 milli6 Euro volt, amely az az egészségiigyi koltségvetés 3%-at teszi ki (1).

Tekintettel arra, hogy a fejlodé és alacsony bevételii orszagokbol adatok csak részben
érhetdek el, a szepszis globalis incidenciaja és halalozasi mutatoi nem ismertek. Egy 2016-
ban megjelent tanulmany becslése alapjan 31,5 millié szepszis fordul el6 vilagszerte, ebbdl
19,4 milli6 stlyos, mely 5,3 millio haldlesethez vezet évente (2). Jean-Louis Vincent és
munkacsoportja 2019-ben publikalt egy metanalizist, mely soran 2005. januar 1-t61 2018.
februar 20-ig megjelent megfigyelésen alapuld szepszis és szeptikus sokk mortalitasi
frekvenciaval foglalkozo eurdpai és észak-amerikai tanulmanyok adatait Osszesitették a
Cochrane adatbazisa alapjan. Az atlagos mortalitas 37,3% volt az intenziv osztalyokon, mig a
korhazi mortalitas 39%. Amennyiben a a szeptikus sokkot a Sepsis-3 konszenzus kritériumai
alapjan diagnosztizaltdk, az intenziv osztalyos és korhazi becsiilt mortalitas 51,9% illetve
52,1% volt. (3)

A szeptikus folyamat egy, a szervezet altal adott generalis valaszreakcid, de a korkép kozel
sem homogén. Mivel a szepszis kialakuldsdnak pontos patomechanizmusa nem ismert, a
megismeréshez olyan kutatdsok vihetnek kdzelebb, melyeknek célja a szindroma korélettani
hatterének ¢és kezelési lehetdségeinek pontosabb megismerése. Erre szolgéalnak a kiilonbozé
szeptikus allatmodellek.

Ertekezésemben a szepszissel, valamint a szeptikus allatmodelekkel kapcsolatos 6sszefoglalot

kdvetden sajat szeptikus allatmodelliink sordn nyert eredményeinket foglalom 6ssze.



2. Irodalmi attekintés

2.1 A szepszis klinikai definicioja

2.1.1 Torténelmi attekintés

A szepszis tobb mint 2000 éves gorog eredetii sz, melynek a jelentése ,,putrid”, biizés. A
szepszis Hippocrates értelmezésében allati rothadast jelentett. Azt gondoltik, hogy a seb
rothadasa a levegdvel valo érintkezés kovetkezménye, és a halal akkor kovetkezik be, amikor
a rothadasi folyamat eléri a véraramot. Aristoteles 100 évvel késébb ugy gondolta, hogy a
rothadas- sepsis soran uj, kis allati teremtmények keletkeznek. Casimire J. Davaine az 1800-
as ¢évek végén, anthraksszal kapcsolatos kutatisai sordn leirt egy masik betegséget, a
szarvasmarha szeptikémiat. A korokozot izolalni ugyan nem tudta, de megallapitotta, hogy a
szeptikémia korokozoi motilisak, mig az anthrax nem, Azt is megallapitotta, hogy a rothadt
szeptikémias vér mar nem virulens, mig az anthraxot tartalmazo vér allandéan virulens marad.
Ekkor szemléletvaltas tortént a szeptikémidaval kapcsolatosan: a szepszis vérrel atviheto, és a
szeptikus vérnek nincs rothadt szaga. (4)A szeptikémia elsé definicioja William Osler 1892-
ben megjelent ,,Az orvoslas elmélete és gyakorlata” cimli konyvében olvashato. Eszerint ,,A
szeptikémia egy lazas fert6zés szuppuracids fokusz nélkiil, melyet a baktériumok altal termelt
toxinok felszivoddsa okoz. A szeptikémiat ugyanazok a korokozok okozzdk, mint a
szuppuraciot, nevezetesen a strepto- és staphylococcusok.” (4) A legels6, jelenkori
definiciohoz hasonld megkozelités 1914-b6l, Hugo Schrottmiillert6l szarmazik, aki a szepszist
a kovetkezOképpen jellemezte: ,,szepszis akkor alakul ki, ha a szervezetben egy olyan fokusz
van, melybdl folyamatosan, vagy periddikusan patogének keriilnek a vérdramba, és igy
objektiv és szubjektiv szimptomakat okoznak”.(9)

A ,szepszis szindroma fogalmat”1989-ben Bone ¢és munkatdrsai vezették be, mely
tulajdonképpen megfelel a jelenlegi SIRS definicionak. Az American College of Chest
Physicians (ACCP)/Society of Critical Care Medicine (SCCM) Konszenzus konferenciajat
(Distinctions in the Definition of Severe Sepsis) 1991-ben tartottak Northbrookban, ahol mar
az volt, hogy eldsegitsék a gyorsabb diagndzis alkotast és hogy a kutatasi protokollokat és
terapias beavatkozasokat standardizalhassak. (6) Az uj terminusok az infekcid, bakteriémia,
szisztémas gyulladasos valaszreakcié (SIRS), szepszis, stlyos szepszis, szeptikus sokk és
tobbszervi elégtelenség szindroma (MODS) lettek. A szepszist infekcidés inzultus

kovetkeztében kialakuld szisztémas gyulladasos valaszreakcidoként definialtak.



2.1.2 Sepsis-1(1991.) definiciok
Infekcio: gyulladasos vélasz, melyet a mikroorganizmus jelenléte, vagy invazidja valt ki az
egyébkeént steril teriileten.
Bakterémia: €16 baktérium a véraramban.
Szisztémas gyulladdsos vilaszreakcio szindroma (SIRS): a szervezetet ért sulyos inzultusra
adott hiperinflammacios valaszreakcio, mely esetén egyidejiileg kettd, vagy tobb feltétel meg
valdsul az alabbiak koziil:

- Testhomérseklet >38°C vagy <36°C

- Szivfrekvencia >90/min

- Légzésszam >20/min vagy PaCO; <32 Hgmm (4.3 kPa)

- Fehérvérsejt szam >12 000/mm°>or <4000/mm? or >10% éretlen alakok
Szepszis: infekci6 altal kivaltott gyulladasos valaszreakcio, mely esetén kettd, vagy tobb

feltétel valosul meg a kovetkez6kbol:

Testhdmérséklet >38°C vagy <36°C

Szivfrekvencia >90/min

- Légzésszam >20/min vagy PaCO; <32 Hgmm (4.3 kPa)

- Fehérvérsejt szam >12 000/mm°>or <4000/mm? or >10% éretlen alakok
Sulyos szepszis: szepszishez tarsult sulyos szervdiszfunkcid, hipoperfiizi6 vagy hipotenzio.
Hipoperfuzié és perfuziés abnormalitdsok mellett laktat acidozist, oliguriat és a mentalis
statusz megvaltozasat is magaba foglalja.
Szeptikus sokk: adekvat folyadék terapia ellenére kialakuld szepszis indukalta hipotenzio,
melyhez perfuzids abnormalitds tarsul laktat acidozissal, oliguriaval, és a mentalis statusz
megvaltozasaval. Azok a betegek, akik vazopresszor vagy inotrop kezelésben részesiilnek,
lehetnek normotenzidsak, de a perfuzids zavar ennek ellenére bizonyithato.
Szepszis indukalta hipotenzio: szisztolés vérnyomas < 90 Hgmm, vagy a vérnyomas
csokkenés legalabb 40 Hgmm az alapértékhez képest.
Tobbszervi elégtelenség szindroma: megvaltozott szervfunkcidé akut betegség esetén,
beavatkozas nélkiil a szervezet homeosztazisat nem lehet fenntartani. (7, 8)
2.1.3 Sepsis-2 definiciok
A Sepsis-1 konszenzus diagnosztikus kritériumanak legfontosabb korlata az volt, hogy ennek
alapjan minden beteg, aki infekcion esik at, gyakorlatilag teljesiti ezeket a tiineteket, de
klinikailag nem feltétleniil szeptikus, allapota konnyen kezelhetd. Ugyanakkor szamos

inzultus hatasara (pl. akut pancretatis vagy kardiopulmonalis bypass hasznalataval végzett
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szivm{itét utani allapot), infekcidé nélkiil is észlelhetjiik a SIRS klinikai jeleit. 1992-ben a

szepszist egy olyan klinikai szindromaként definidltdk, melyben egyszerre volt jelen az

infekcio és a gyulladasos valaszreakcio. (1. abra)

1. abra: A gyulladésos valaszreakcio, a szepszis és az infekid kolcsonhatasa (7.)

AKTEREM
EGYEB
EFERTOZE SIRS
et SZEPSZIS RAUM
PARAZITEMIA
o EGES
A ASNYALMIRG

GYULLADAS

Mivel ez nem bizonyult eléggé specifikusnak, a definiciok pontositasara volt sziikség, melyre

2001-ben keriilt sor. A Sepsis - 2 egy 1) definicid bevezetését javasolta - klinikai szindroma

szervkarosodassal - de megtartotta a régi diagnosztikus kritériumokat is.  Emellett

diagnosztikus kritériumokat kiterjesztették. (1. Tablazat) Szeptikus sokként egy egyéb okkal

nem magyarazhat6 perzisztalo keringési elégtelenséget definialt. (9,10)

1. tablazat: A szepszis diagnosztikus kritériumai, 2001.

Infekciod Dokumentalt, vagy feltételezett, és az alabbiak koziil néhany
Altalanos L4z (maghémérséklet > 38,3°C)
valtozok Hipotermia (maghdmérséklet < 36°C)
Szivfrekvencia > 90/min vagy > 2SD életkorhoz adaptalva
Tachipnoé
Megvaltozott mentalis status
Szignifikans 6déma, vagy pozitiv folyadékegyensuly (>20 ml/ttkg/24 6ra)
Hiperglikémia (Plazma gliikoz(>120 mg/dl vagy 7,7 mmol/L diabétesz nélkiil
Inflammatorikus | Leukocitésis (FVS szam > 12,000/ul)
valtozok Leukopénia (FVS szdm < 4,000/uL) Normal FVS szam > 10% éretlen alak

Plazma C-reaktive protein (CRP) > 2SD a normal érték felett
Plazma procalcitonin (PCT) > 2 SD a normal érték felett
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Hemodinamikai | Artérias hipotenzi6(SBP<90 Hgmm, MAP<70 Hgmm, vagy SBP csokkenés >

valtozok 40 Hgmm felnéttekben, vagy > 2SD életkorhoz adaptalva
ScvO2 > 70%
Cardiac index> 3,5 L/perc

Szervdiszfunkcio | Artérias hipoxémia P/F<300

valtozok Akut oliguria UOP<0,5 ml/ttkg/6ra)

Kreatinin novekedés > 0,5 mg/dl

Koagulécids zavar (INR> 1,5 vagy aPTI> 60 sec

Ileusz (hianyz6 bélhangok)

Trombocitopénia (<100000/uL)

Hiperbilirubinémia (totél bilirubin> 4 mg/dl vagy 70 mmol/L)

Szoveti Hiperlaktatémia (> 1 mmol/L)
perfuzios Magas CRT vagy marvanyozottsag
valtozok

2.1.4 Sepsis-3 definiciok

2016-ban egy ujabb konszenzus konferencia zajlott a definiciok pontositasa céljabol. A sulyos
feltételezhetéen fert6z0 betegség miatt intenziv osztalyon kiviil kezelt, magas mortalitas
kockazatli betegek azonositasat segiti. (2. tablazat) A szepszist életet veszélyeztetd
szervdiszfunkcioként definialtak, amit a szervezet infekciora adott diszregulalt immunvalasza
okoz. Szervdiszfunkcioként pedig a teljes SOFA score-ban bekovetkezd akut, 2 pontnal
nagyobb emelkedést, mely az infekcido masodlagos kdvetkezménye. (1. abra) Ezaltal a stlyos
szepszis definicio feleslegessé valt. A szeptikus sokkot, mint a szepszis részhalmazat
definialta, melyben a mogottes keringési, cellularis és metabolikus abnormalitasok magasabb
mortalitasi kockazattal jarnak, mint szepszis esetén. Diagnosztikus kritériumai a perzisztald
hipotenzid, mely esetén a 65 Hgmm-es MAP eléréséhez vazopresszor terdpia sziikséges,
valamint a szérum laktat szint 2 mmol/L feletti adekvat folyadék terapia ellenére. (2. abra)

Ezen kritériumok mellett a korhazi mortalitas 40%-ra becsiilhetd. (11)
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2. tablazat: gSOFA score 2016

qSOFA kritériumok Pontszam
Légzés frekvencia> 20/min 1
Mentalis statusz megvaltozasa 1
Szisztolés vérnyomas<100 Hgmm 1

2. abra: Szepszis és szeptikus sokk definicié. (The Third International Consensus Definition, 11)

Feltételezett fert6zésben
szenvedd beteg

Y

qSOFA22?  Nem szepszis tovabbraNem

(lasd (A)) is felmeriil?

Igen
B

Felmérni a szervi hibas ~ _
miikédés mertékeét

Igen

Klinikai allapot monitorozasa:
lehetséges szepszis
djraértékelése ha
klinikailag indokolt

(A) 9SOFA Valtozok:

Klinikai allapot monitorozasa: Légzésszam

SOFA22? \ Nem _
(lasd (B))

Igen
Y

Szepszis «

Y

Adekvat folyadékpotlas ellenére,

lehetséges szepszis
ujraértékelése ha
klinikailag indokolt

1. vasopresszor szilkséges MAP 265 Hgmm Nem

ES
2. szérum laktat szintje >2 mmol/l ?
Igen

Y

Szeptikus sokk

3. tablazat: SOFA score

Mentalis statusz
Systolés vérnyomas

(B) SOFA Valtozok:
Pa02/FiO2 arany
Glasgow Coma Scale pontszam
MAP (artérias k6zépnyomas)
Vazopresszor adasa az infuzio
tipusatél és dozis mértékétsl
Szérum kreatinine
vagy urina kivalasztas
Bilirubin
Thrombocyta szam

Viltoz6 (pont) 0 1 2 3 4

Légzés: >400 | <400 <300 <200 és <100 és

pO2/Fi02 (Hgmm) gépi 1élegeztetés | gépi I1¢legeztetés

Koagulaciod >150 | <150 <100 <50 <20

Trombocitax10°

M3j: <20 20-32 33-101 102-204 >204

Bilirubin umol/L

kardiovaszkularis: | >70 <70 <70 dopamin >5 dopamin >15

Hipotenzio(Hgmm) dopamin<5, | norepinefrin<0,1 | norepinefrin >0,1

Dozis (ug/kg/perc) vagy fenilefrin<0,8 fenilefrin >0,8
dobutamin
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Kozponti 15 13-14 10-12 6-9 <9
idegrendszer:
Glasgow kéma

skala

Vese: <1,2 1,2-1,9 2,0-3,4 3,5-4,9 >5
Kreatinin mg/dI
vagy
vizeletkivalasztas

ml/éra

2.2 Aszeptikus sokk patofiziologiaja

A szeptikus sokk patofiziologidja mind a mai napig részleteiben nem teljesen ismert. A
hemodinamikai sokk a klasszikus értelemben egy klinikai szindroma, mely soran az inadekvat
perfuzido kovetkeztében a vitalis szervek stlyos diszfunkcidja jon létre. (12) A szeptikus
sokkot sulyos, a folyadék és vazopresszor terdpiara nehezen reagald hipotenzio jellemzi.
Mieldtt bevezetésre kerilt az invaziv kardiovaszkuldris monitorok hasznalata, azt
feltételezték, hogy a szeptikus sokknak két fazisa van. Az inicialis fazisban hiperdinam
(meleg sokk) allapot, a késObiekben hipodinam (hidegsokk) allapot alakul ki. A
gazdaszervezet és a patogének kozott létrejott komplex kolcsonhatds a folyamatban nagy
jelentdseggel bir.

A lokalizalt fert6zések esetén a gazdaszervezet aktivacidja soran az infekcio helyére aktivalt
neutrofilek és monocitdk aramlanak, gyulladasos mediatorok szabadulnak fel, lokalisan
vazodilatacio, kapillaris permeabilitas fokozodas, és koagulacios utvonalak aktivacidja jon
létre. Ugyan ezek a mechanizmusok jatszanak szerepet a szeptikus sokk soran is, de
szisztémasan. A szeptikus sokk fébb alapmechanizmusai: a vazodilatacio, hipovolémia,
kamrai diszfunkcid, megnovekedett kapillaris permeabilitds, diffaz endotél karosodas és
végkapillarisok trombozisa. Az endotél karosodasa tovabbi gyulladidsos és koagulacios

kaszkad aktivacidhoz vezet.

2.2.1 Vazodilatacio
A szeptikus sok klassszikus értelemben a disztributiv sokkok kozé tartozik. A vaszkularis
simaizom reaktivitdsa megszlinik, ami periférids vazodilatdcidhoz vezet. A vér a vitalis

szervek iranyabodl a nem vitalis szervek iranyaba sont6l6dik.(13) A koros vazodilatacié oka
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multifaktoridlis. Egyik f6 oka a megndvekedett nitrogén-monoxid termelés. A nitrogén-
monoxidot az L-arginin aminosavbol hozza létre a nitrogén-monoxid szintetdz enzim. A
nitrogén-monoxid szintetdz harom formaban van jelen a szervezetben. A neuronalis forma,
mely a nitrogén-oxidot neurotranszmitterként szintetizalja; a Konstitutiv, vagy endotélialis
alak, mely a bazalis termelésért felelds; és az indukélhato tipus. A szeptikus sokk soran
megnovekedett NO szintet az ugynevezett indukalhaté NOS (INOS, 2-es tipus) okozza.
NOS-2 csak akkor expresszalodik, ha a sejtet proinflammatorikus citokin, mikrobialis termék
(endotoxin, peptidoglikan, lipoteichoic sav), vagy hipoxids hatas éri. (14) A szepszis
mediatorai, endotoxinok, gyulladasos citokinek, TNF-alfa, IL-1, IFy allat és human kisérletek
soran szintén bizonyitottan indukaltak az iNOS expressziojat. (15)

Az ugynevezett konstitutiv NOS (cNOS) egészségesek esetén az érendotéliumban, egyes
renalis és miokardialis sejtekben, trombocitakban, endokardiumban talalhat6. A
homeosztatikus folyamatokban vesz részt alacsony kibocsdjtassal, kiilonosképpen az
érkalibernek a véraramlashoz illesztésében. Aktivitasat negativ feedback szabalyozza. Az
iNOS normal koriilmények kozott szignifikans mennyiségben nincs jelen a szervezetben.
Indukciés koriilmények ko6zott nagy mennyiségli nitrogén-monoxid termelésére képes
rendszer, nem szabalyozza negativ feedback. (16)

A NO taltermelés hipotenzidhoz ¢és a vaszkulatura vazokonstriktorokkal szembeni
hiporeaktivitdsdhoz vezet. A katekolaminok periférias szintje szeptikus sokkban jelentdsen
megemelkedik, melyeknek szintje jol korrelal a szepszis stlyossagaval. (17)

Egy masik lehetséges mechanizmusa a vazodilaticionak az ATP-szenzitiv kélium-csatornadk
aktivacidja az erek simaizomsejtjeiben. Ennek kozvetlen aktivatora a laktat-szint emelkedése
lehet. A sejtekbol kiaramlé kalium megakadalyozza a calcium bearamlast, ami a vaszkularis
(18) A prosztaciklin szintén szerepet jatszhat a stlyos vazoplégiaban. Ez a prosztaglandin az

endotél sejtekbdl szabadul fel endotoxin és gyulladasos citokinek hatasara. (19,20)

2.2.2 Hipovolémia

A szeptikus betegek rendszerint hipovolémiasak. Ennek lehet az oka nyilvanvald folyadék
veszteség, mint a profiz hanyas, hasmenés. Nem lathato ok lehet a tachipnoé, ileusz, vagy laz.
Ezen kiviil, mint maga a sokk tipus is jelzi, a megndvekedett vaszkularis permedbilitds miatt a
folyadék kidramlik az érpalyabol az extravaszkularis tér irdnydba. Ennek jele lehet a
hemokoncentracio, de ez nem segit a pontos folyadékveszteség megitélésében. Korai

szeptikus sokkban a cardiac outputot gyakran behatdrolja a beteg hipovolémiés allapota, az
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alacsony preload, mely a kardialis t6ltonyomast csokkenti. Ez az tigynevezett hipodinam
fazis. Az intravazalis folyadék térfogat javitasaval, folyadék reszuszciticidval a cardiac

output ezért javithatd, és kialakul a szeptikus sokk hiperdinam fazisa.

2.2.3 Kapillaris permeabilitas és endotél karosodas

A szepszis stulyos endotelialis sejt diszfunkcidohoz vezet, mely a barrierfunkcié, a hemosztazis
és az érfal reaktivitds megvaltozott miikodéséhez vezet. Ez kozponti szerepet jatszik a
szepszis soran kialakuld sokszervi elégtelenségben.

Az endotél képezi a hatarfeliiletet a keringd vér €s a parenchimalis sejtek kozott. Fiziologias
koriilmények kozott az endotél, mint barrier funkciondl, részt vesz a hemosztazis és a
vaszkularis tonus szabalyozasaban, valamint a transzcellularis jelatvitelben. Glikokalix
boritdsa szdmos olyan molekulat tartalmaz, mely részt vesz az érpalydban 1év6 nyirderd
kozvetitésében. A vaszkulatira endotél sejt boritasa (ECL) porusokat és fenesztraciokat
tartalmaz. A citoszkeleton ¢és a glikokalix hatarozza meg az ECL integritasat mint barrier és
transzporter. A glikokalix az ECL luminalis oldalat fedi. Ez egy tobb komponensii, negativ
felszini t6ltési, javarészt proteoglikan (50-90% heparin-szulfat) és glikoprotein tartalmu, 0.2 -
0.5-um vastag gél szerli boritas.(21) A bakterialis endotoxinok, hiperglikémia, citokinek és
oxidansok hatasra a glikokalix levalhat. (22, 23) A glikokalix szamtalan élettani folyamatban
jatszik kozvetitd szerepet, igy a hemosztazisban, leukocita €s trombocita adhézidban,
vaszkularis barrier funkcioban, a nyirderé endotéliumra atvitelében, vagy az antiinflamacios
¢és antioxidativ védelemben. Szamtalan molekulat tartalmaz, koztiik mechanotranszducereket,
melyek az intravaszkularis nyirderd érzékeléséért €s ennek fliggvényében az indukalhatéo NO
termelésért felelosek. A NO molekula egyik f6 funkcidja a vaszkulatura dilatacigja. Itt
talalhatd szamos inaktiv molekula, melyek elengedhetetlenek a fiziologids hemosztazis
Iépéseihez, és az antioxidotikus folyamatokhoz. Az endotél intra- és transzcellularis elemei
mitokondriumokat tartalmaznak, melyek hozzajarulnak a reaktiv oxigén gyok (ROS)
termeléshez €s az oxidativ foszforilacidhoz.

A glikokalix {6 karositdi az oxigén szabadgyokok, de egyéb mediatorok, mint a tumor
nekrozis faktor alfa, vagy a heparanase is. Hatasukra karosodik a barrierfunkcio, mely 6déma
kialakuldsdhoz vezet, ami szintén kulcsszerepet jatszik a szepszis okozta sokszervi
elégtelenségben. Adhézios molekuldk keriilnek a felszinre a karosodds kapcsan, koztik a
szelektinek és integrinek, melyek az aktivalt leukocitdk trapping-jét és transzmigraciojat
okozzak. A glikokalix karosodasa csokkenti a véraram indukalta nyirderé nagysaganak

érzékelését és atvitelét az endotéliumra, melynek hatdsara nitrogén-oxidul és endotelin
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szabadul fel. A regionalis vaszkularis kontroll tovabb romolhat a nyirderé érzékelésének
elvesztésével, mivel ezek a jelek tovabbitddnanak a proximalis vaszkularis strukturakhoz is
intraendotelialis gap junction-ok, altal, (24) ezzel a vazogén kontroll elleniranyu valtozasat
okozva. Tovabb karositja a mikrovaszularis perfuziot a neutrofil sejtek extracellularis trap-je
(NET), mely az endotél tovabbi karosodasahoz vezet. (25) Aktivalédnak a hemosztazisban
résztvevé molekulak is, mely prokoagulans allapotot hoz létre. A ROS/RNS rendszer
kivaltotta lipidperoxidacié a tigh-junction-6k felbomlasahoz vezet, mely direkt endotelialis

membrankarosodashoz, ezzel a barrierfunkcio elvesztéséhet vezet. (3.,4.4bra)

3. abra: Az endotél egészséges személyek esetében.(26)
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4. dbra: Az endotél szepszis soran létrejovo elvaltozasai (26)
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2.2.4 Szepszis és hemosztazis

A szepszis soran nem csak szisztémas gyulladds, hanem egy szabalyozatlan hemosztazis is
létrejon. A gyulladésos folyamatok és a koagulacids zavarok nem valaszthatdéak szét
egymastol a szepszis soran, pozitiv visszacsatolassal kolcsondsen aktivaljak egymast. Az
akut, szepszishez tarsult koagulopatia (CAS) magaba foglalja a tromboemboliatol a fibrin
depozitumokig terjedd patologids elvaltozadsok széles skaldjat, stlyos esetben akar
disszeminalt intravaszkularis koagulopatia (DIC) is kialakulhat mind trombdzis, mind diffaz
vérzés formajaban. (27) A hemosztatikus folyamatban részt vesz az endotélium, oldékony
plazma molekulak, trombocitak, leukocitak. Ezeknek nem csak a pro- és antikoagulacio
kozotti egyensuly fenntartdsaban van szerepiik, hanem irdnyitjdk a kozvetlen érsériilés
teriiletén a fibrin és trombocita alvadék kialakulasat is. Allatkisérletekben, ahol endotoxémia
altal valtottak ki szeptikus 4llapotot, kimutattak, hogy vaszkuléris fibrin depozitumok
alakultak ki, melyek szervelégtelenséghez vezettek. (28, 29) Klinikai vizsgalatok
bizonyitottdk, hogy ha a szepszis soran DIC alakult ki, ez jelentdsen novelte a betegek
mortalitasat. (30) A gazdaszervezet fert6zésekre adott gyulladasos valaszreakcidja gyorsan
aktivalja a prokoagulaciés utvonalat. Endotoxin és tumor nekrozis faktor-alfa
kombinaciojaval végzett allatkisérletek kapcsan, mar a beadast kovetdé néhany o6ran beliil
trombin képzddés volt lathat6.(31) Fiziologias koriilmények kozott az érintetlen glikokalix
taszitja a trombocitakat és antikoagulansként funkcional, kdszonhetéen a bdséges heparin-
szulfataz készletének. Az endotélium expresszal és termel olyan molekulakat, melyek
kulcsszereplok a hemosztazis szabalyozdsaban. Ilyen a von Willebrand faktor (VWF), a
szoveti faktor (TF) és plazminogén-aktivator inhibitor type-1 (PAI-1).A VWF a sériilt érfal
teriiletén inicialja a trombocita aggregaciot a felszinre keriild endotelidlis kollagén kozott egy
hidat képezve a trombocita-glikoprotein komplexen (GPIb-I1X) keresztiil.

Az alvadasi kaszkad extrinsic utvonala a TF (IIl. faktor) 4ltal aktivalodik. Elettani
koriilmények kozott a szubendotelialis szovetben talalhato, fiziologias koriilmények kozott az
endotelium megakadalyozza a kontaktust a a szoveti faktor és a plazma prokoagulansai
kozott. Ha sériil a vaszkulattra, felszinre keriil a szoveti faktor, kotédik a VIla faktorral,
valamint kalciummal, és eldsegiti a X-es faktor aktivaciojat. (32) A szepszis soran kialakulod
prokoaguléans allapot alapja a szdveti faktor interakcidja a felszabadul6 citokinekkel. A TF
expresszio6 a CAS soran alapvetd folyamat. A szdveti faktor expresszioja fokozza a
proinflamatorikus citokinek, mint a TNF, IL-1, IL-6 termelését €s jelentds szerepet jatszik a

fiziologias antikoagulacios folyamatok gatlasaban és az endotél tovabbi kéarosodasaban.
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Szamos sejt és szovet képes TF expresszidjara, tobbek kozott az endotelialis sejtek,
mononukledris fagocitdk — monocitdk, makrofagok; valamit a tiidé, vese €s a cerebralis
asztrocitak.

A kovetkezO tényezO a trombocita-aktivald faktor (PAF), mely a gyulladas kovetkeztében
kozvetleniil felszabadul. (33) A trombocita aktivacié hatasara a trombocita p-szelektint
expresszal, mely megnoveli a monocitdk TF felszabaditasat, és a trombocita adhéziot a
leukocitakhoz és az endotéliumhoz. (34, 35) Az adhézidé utan a trombocitak felszinként
szolgalnak a trombin képz6déséhez és mas koagulacios faktorok cellularis jelatviteléhez. (36)
A CAS soran nemcsak a koagulacios oldal aktivalodik, hanem zavart szenved az
antikoagulans oldal mukodése is. Harom f0 endogén antikoagulacidért felelds faktor
miitkodése szenved zavart, az aktivalt protein C, a szoveti faktor pathway inhibitor és az
antitrombin, mely Osszeségében hiperkoagulopatiahoz vezet. (37) Fiziologias koriilmények
kozott a szoveti faktor pathway inhibitor (TFPI) korai down-regulatora az alvadasi
folyamatoknak. A szoveti faktor és a VIla faktor kolcsonhatasa aktivalja. Aktivacidé utan
megkoti és gatolja a Xa faktort, majd a TFPI-FXa komplex kapcsolodik a TF-FV1la komplex-
egyrészrdl elhasznalddik, masrészrdl degradalodik, mely prokoagulans allapot kialakuldsdhoz
vezet.

A protein C hatékony antikoagulans, de ezen feliil profibrinolitikus és antiinflammatorikus
hatassal is rendelkezik. A protein C (FXIX) rendszerben a trombin antikoagulansként
miikodik. Ez az utvonal akkor indul be, ha a trombin és a trombomodulin aktivaloédik az érfal
endotéliuman. A trombomodulin-trombin komplex aktivalja a protein C-t, mely folyamatot az
endotelialis protein C receptor( EPCR) és a protein S, mint kfaktor, megsokszoroz. (38) Az
aktiv protein C proteolizissel hasitja az V és VII faktort, melyek a trombin kialakuldsdhoz
elengedhetetlenek. A protein C mennyisége a szepszis soran jelentdsen csokken; egyrésze
degradalodik vagy elhasznalddik, valamint a neutrofil sejtek altal termelt elasztaz hatasara
tovabb csokken a plazmakoncentracidja. (39) Masrészrdl a gyulladasos citokinek, TNF-a, IL-
1 és IL-6 minimalisra redukaljak a trombomodulin expresszidjat. (40) Tovabbi ok lehet az
EPCR eltiinése, mely altal nem valdsul meg a protein C augmentacidja. (41)

Az antitrombin a Xa faktor miikddését gatolja, és a trombin, a [Xa faktor akar csak a Vlla
faktor TF-hoz kotodését. A trombin endogén antagonistaja, aktivitasat a vaszkularis tipust
heparin szerli proteoglikanok megsokszorozzak. (42) A szepszis sulyossagaval csokken az

antitrombin szintézise, a felhasznalasa viszont fokozddik a folyamatosan termel6dd trombin
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formaciok miatt. (43) Tovabb csokkenti a mennyiségét az, hogy az endotél felszinén 1évo

heparin-szeri glikozaminoglikanok mennyiségét a proinflamatorikus citokinek redukaljak.

5. abra: Sepszis és koagulacio (44)
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A szepszis soran fennallo folyamatos inflammacié a hemosztazist protrombotikus ¢és
antifibrinolitikus allapot irdnyaba tolja, mely disszemindlt intravaszkularis trombozishoz, a
szervek perfuzios, isémids karosodasdhoz és végezetiil tobbszervi diszfunkcids szindroméhoz
(multi organ dysfunction syndrome-MODS) vezet. Ez, fenotipusat tekintve lehet hemolitikus
urémias szindroma (HUS), trombotikus trombocitopénids purpura, trombocitopéniaval
asszociat tobbszervi elégtelenség (thrombocytopaenia-associatedmultiple organ failure-
TAMOF), vagy disszeminalt intravaszkularis koagulopatia (DIC).

Egészséges Onkénteseken végzett kisérlet soran figyelték meg, hogy endotoxin infuzidja
gyorsan ¢€s elOrelathatoan valtoztatta meg a koagulacids rendszert. Az endotoxin bevitelét
kovetd 120 percen beliill a gyulladdsos markerek, foleg az IL-6 és TNF mennyisége
megemelkedett, amellyel parhuzamosan nétt a plazminogén aktivatorok koncentracioja, ami
egyértelmiien endotél aktivaciora utalt. 150 percen beliil ezt ellensulyozta a folyamatos és
egyre nagyobb PAI koncentracié emelkedése, mely az alvadék tartossagat biztositja. (45,46)
A csokkent fibrinolizisért tehetd felelossé a késobbiekben a az APC redukcidja, amit a
trombomodulin csokkent hozzaférése okoz. A kevesebb mennyiségii APC kisebb mértékben
gatolja a PAI-t, és ez erdsiti az alvadék stabiltasat. (47)

A trombin indukalja a trombin-aktivalhato fibrinolizis inhibitort (TAFI). Ez az enzim egy

proteaz, mely csokkenti az alvadék permedbilitasat és noveli a szilardsagat. A szepszis soran
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ilyen jellegii, fibrinolizisre rezisztens alvadékok keletkeznek. Ennek hatterében allhat a TAFI
miikodése illetve a polifoszfat szekrécid, mely rontja a TPA hatékonysagat. (48, 49) Ezzel
Osszefliggésben a neutrofil elasztdz karositja a fibrinolitikus protedzt, mely még tovabb noveli
az alvadék életidejét. Meningococcus fert6zés és szepszis esetén a magas TAFI szint jol
korrelal a betegség sulyossagaval és a mortalitassal is. (50) A szepszis soran a TFP és a
protein C funkcidja is karosodik, és a fibrinolizis utvonalai is alul miikodnek a PAI-1
megnovekedett expresszioja miatt. Ez végs6 soron fibrin-gazdag trombusok kialakuldsahoz
vezet, mely a DIC soran is megfigyelhetd. Ez a szeptikus betegek akar 25-50%-ban is
eléfordulhat. (26)

2.2.5 A Kkapillaris diszfunkci6 okai szepszisben

A kapillaris halozat feladata az oxigén és kiilonboz6 tapanyagok szallitasa a szovetekhez.
Miikodését befolyasolja a kapillaris héalozat eloszlasa egyes szovetekben, a kapillarisok
aktualis allapotanak (dilatalt, vagy Osszehtizodott), a kapillarisok kozotti tavolsagnak és
hemoreologiai  faktoroknak fliggvényében. A  szepszist jelenleg mikrokeringési
rendellenességnek tekintjiik. Amellett, hogy lecsdkken a kapillarisok denzitdsa, megndvekszik
a heterogenitasuk, ¢és lesznek elzarddott, vagy atmenetileg nem keringd kapillarisok is az
érpalyaban. (51) Az arterioldk a vazokonstriktorokra ¢és vazodilatatorokra egyarant
hiporeaktivak, annak ellenére, hogy az endogén katekolamin szint jelentdsen emelkedett. (52)
A mikrokeringési zavarhoz vezetd tényezok komplexek. Szamos mechanizmus hat a pre-
kapillaris, kapillaris vagy poszt-kapillaris mikrocirkulacio teriiletén. Azok a faktorok, melyek
a mikro-reologiai faktorok rosszabodasahoz vezetnek, nem specifikusak. A vOrdsvérsejt
haztartasnak (pH, laktat koncentracid, oxigenizacid, mikro-kdrnyezet ozmolaritdsa) a
megvaltozasa; az ATP szint csokkenés és a kovetkezményes aktiv pumpa mechanizmusok
sériilése egy olyan allapot, mely hozzajarul a felszin-térfogat ardny megvaltozasahoz, csak
ugy, mint a reaktiv oxigén gyokok. (53) A vordsvérsejtek mechanikusan is sériilhetnek
trombusok, mikrotrombusok (DIC) jelenlétében, vagy az aktiv terapianak koszonhetden, mint
a toxinok direkt eltavolitasa a vérarambol magas térfogata hemofiltracioval.

Fokozott vordsvérsejt aggregacio gyakori megfigyelés manifeszt szepszis esetén. A legtobb, a
szepszis kialakulasat vizsgalo klinikai és kisérletes tanulmany beszdmol megndvekedett
fibrinogén koncentraciorol és plazmaviszkozitasrol, mely markansan rontja a vorosvérsejt
deformabilitast és fokozza az eritrocita aggregaciot. A fibrinogén koncentracié emelkedés az

egyik f6 oka az eritrocita aggregécio fokozodasanak. Tovabba a szabad gyok hatés, a felszini
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glikokalix ultrastrukturalis valtozasa, csakugy, mint a sejt morfologiai valtozasa szintén
befolyasolhatja az aggregaciot mind mértékében, mind kinetikajaban.(54)

A neutrofilek deformabilitdsa szintén csokken és aggregacidjuk fokozddik szepszisben ¢€s
szeptikus sokkban. Az adheraldédott leukocytdk megvaltoztatjdk a lokélis &ramlasi
viszonyokat és a rigid sejtek elzarjak a mikrokapillarisokat. (55,56) Tovabba a megvaltozott
reologia a leukocitdk marginaciojahoz vezet; a megndvekedett eritrocita aggregacio fokozza
az axialis aramlast, kisz¢lesitve a sejtektdl megfosztott réteget (Poiseuille-zona) az endothel
felszinének kornyezetében, €s igy az aramlasi mintazat facilitalja a leukocitak kipanyvazasat
€s marginaciojat.

A kapillaris perfuziot altalaban a ,kapillaris hajté nyomaéssal” , a pre- és poszkapillaris
szfinkterek aktualis allapotaval jellemzik. A hipovolémids allapototot szepszis soran két f6
faktornak tulajdonitjdk: 1. periférids vazodilaticid6 miatt nagy mennyiségli folyadék
raktarozodik a dilatalt erekben; 2. a capillary leak, mely miatt nagy mennyiségli folyadék 1ép
ki az intravaszkularis térbol ezaltal intersticialis folyadék akkumulaciot okozva. (57,58,59) A
kapillaris leak-r6l azt feltételezik, hogy részben a nagy mennyiségii endotelidlis NO termelés
kovetkezménye. Kisérleti megfigyelések sordn arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a NO
magas szintje csokkenti a ciklikus nyitds-zaras funkcidt az endotelidlis tigh-junctionben, és
hogy ez a kulcsfontossagu a capillary-leakege kialakulasa soran. (60) Ehhez hozzajarul az is,
hogy a leukocitak és komplement rendszer enzimei szintén karositjak a kapillaris fal
integritasat. (61)

Kisérleti megfigyelésekre alapozva a prekapillaris szfinkterek dontéen a gram pozitiv
baktériumok okozta szepszisben dilataltak, mig gram negativ korokozok esetén ez a fenomén
a poszkapillaris szfinkterek szintjén valosul meg. A kapillaris perfuziot dnmagéiban is
befolyasolja az aktualis korokozoé szeptikus folyamat soran. (62,63)

Szamitasba véve, hogy a szisztémas vérnyomds szintén befolyasolja a kapillaris hajto
nyomast, a stlyos szepszisben kialakul6 alacsony szisztémas vérnyomas alacsony kapillaris
hajtonyomast okoz. Egy lokalis szabalyozé mechanizmus miatt, ha a hajtonyomas csokken, a
kapillaris szfinkterek tovabb dilatalnak a lokalis aramlas javitasa érdekében. Sajnos a
koagulacios rendszer szintén aktivalodik szepszisben, mely mikrotrombusok kialakuldsdhoz

vezet, ezzel tovabb rontva a lokalis oxigén €s tapanyag transzportot. (61,64)

2.3.1 Szeptikus allatmodellek, altaldnos megfontolasok
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Annak ellenére, hogy szepszis patomechanizmusdnak pontos megismerésére ¢és terapias
lehetdségek fejlesztésére vilagszerte jelentds erdforrasokat mozgositanak, az elmult
évtizedekben jelentds, a kimenetelt dontden meghatarozo eldrelépés nem tortént. Mint minden
mas orvosi terlileten, a szepszis kutatdsban is tobb lehetdség adott. Ismerteink bovitésére
végezhetiink in silico, in vitro, in vivo, vagy human klinikai vizsgalatokat. Ahhoz, hogy az
eredmények bizonyitod értékiiek legyenek, ismerniink kell kisérleti modszer gyengeségeit €s
erdsségeit is. A szepszis kutatds bonyolult, tekintve az 9sszetett patomechanizmust, az érintett
populéciod heterogenitasat, az egyértelmii diagnosztikus markerek hidnyat, a mddszertani és
etikai megszoritasokat. Egy lehetdség a szepszis mechanizmusanak megismerésére ¢€s 0j
terapias modszerek fejlesztésére a human szepszis modellezése allatkisérletek soran, ami
alahtizza az eclérhetd és értékes allatmodellek kifejlesztésének fontossagat. A jelenleg
alkalmazott allatmodelleken végzett Kkisérletek eredményei azonban sajnos sokszor
félrevezetok lehetnek. A tokéletes szeptikus allatmodell hianya egy sarkalatos pontja és gatja
lehet a terapidra iranyul6 kutatasoknak.
Az idealis szeptikus allatmodell a kdvetkezo6 feltételeknek kell megfeleljen:

1. Képes elére megjosolni a kisérlet pozitiv és negativ végkimenetelét is
Olcso
Reprodukalhat6 (sajat €s mas laboratoriumban is)
Humanus az allatokkal szemben ¢és teljes mértékben tiszteletben tartja a 3Rs feltételeit

Biztositja a mortalit4si végpontot

o o~ w N

Hemodinamikai, hematologiai, biokémiai jellemz6i megfelenek a human szepszisben

megfigyelteknek (66)

2.3.2 A leggyakrabban alkalmazott szeptikus kisérleti allatmodellek

Ahhoz, hogy egy kisérleti allatmodell alkalmas legyen a Szepszis vizsgalatara, meg kell
felelnie bizonyos validitasi kritériumoknak. A szeptikus allatmodellek kozponti célja az, hogy
tokéletesen reprodukaljak a human szepszis klinikai lefolyasat. A klinikai mintazat alapjan a
szepszis altalaban két fazisra oszthatd. A korai fazisban (elsd szakasz), egy hiperdinam
keringési allapot alakul ki. Ekkor a szisztémas vaszkularis rezisztencia csokkeni kezd, melyet
a cardiac output emelkedése kompenzal. A szeptikus folyamat progresszidjaval a cardiac
output csokkeni kezd, de a vaszkularis rezisztencia valtozatlan marad, amely hemodinamikai

elégtelenséghez ¢és végeredményben Sokk kialakulasahoz vezet. Ez az alacsony cardiac output
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¢s alacsony szisztémas vaszkularis rezisztencia fémjelzi a szeptikus sokkot, a szepszis késoi

(masodik) fazisat. (4. tablazat)

4. tdblazat: A szepszis korai és késoi fazisanak jellegzetességei ((69,70,71)

Szepszis korai fazisa Szepszis késoi fazisa
Hiperdinam kardiovaszkularis allapot: Hipodinam kardiovaszkularis allapot:
- emelkedett cardiac output - alacsony cardiac output
- alacsony vaszkularis rezisztencia - alacsony szisztémas vaszkularis
- normotenzio rezisztencia
- hipotenzid
Hipermetabolikus allapot: Hipometabolikus allapot:
- megnodvekedett glilkoneogenezis, - hipoinzulinémia
- hiperinzulinémia - hipoglikémia
A humén szepszis egyéb jellemzo6i, melyeket jelenleg nem hasznalnak az allatmodellek
validalasara: 1. specifikus sejtpopulaciok apoptozisa (epitelidlis, endotelidlis, dendrikus
sejtek) 2. Immunvalasz ( késdi-fazis immunszupresszio )

A szeptikus allatmodell relevanciajanak meghatarozasahoz elengedhetetlen a hemodinamikai
monitorozas, mely lehetévé teszi mind a cardiac output, mind a vaszkularis rezisztencia
mérését. A hemodinamikai monitorozas céljaira a klinikai gyakorlatban leggyakrabban
hasznalt invaziv technikak a PiICCO, vagy a pulmonaris katéter (Schwan-Ganz katéter) alapu
hemodinamikai mérés. Azok a modellek, melyeknek a lefolydsa nem koveti a human szepszis
két fazisat, és nem utdanozzak a jellegzetes hemodinamikai valtozasokat, nem minden esetben

tekinthet6ek klinikailag relevansnak. (67,68)

Szamos olyan kisérleti modell ismeretes, melyek képesek a human szepszis soran megfigyelt
klinikai mintazatot és laborparaméter valtozasokat modellezni. Ezek eltérhetnek a kisérleti
allat fajaban, kordban, nemében, az infekcio moddjaban, a hasznalt patogénben. Ragcsalok
esetében a szepszis kivaltasara hasznalt kisérleti modszereket két nagy csoportra oszthatjuk:
sebészi €s nem sebészi infekcio tipusra. A nem sebészi uton 1étrehozott infekcidk csoportjaba
tartozik az endotoxin vagy toxémia modell és a bakterialis infekcio modell. A sebészi uton

kivaltott szeptikus allatmodelleknek két tipusa van, a cecalis ligdcié és punkciés modell
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(CLP), valamint a colon aszcendens stent peritonitis modell (CASP). A ragcsalokban

leggyakrabban alkalmazott szepszis modelleket a 6. abran foglaltuk ossze.

6. abra: A leggyakrabban alkalmazott ragcsalo szepszis modellek(72)

/ Toxaemia Model

A
#

‘INJEKCIC')ZHATa

Bakterialis fertGzés Model \

'
\

b idja
)

Toxin Bol adott Injel
Lipopolysaccharid (LPS)

Coecalis Ligatio

Eletképes Baktérium Injekciéja

Colon Ascendens
Stent Peritonitis (CASP)

és Punkci6 (CLP) 3

Felszallé
Colon

Harant

lleum Colon

Stent Leszéll6

Colon
Coecum

Gyakran hasznalt egér szepszis modelek, injekciézhaté toxaemia és bakterialis
infekcié modelek, sebészi coecum ligacio és punkcié (CLP) és colon ascendens
stent peritonitis (CASP) modelek.

Ieum

Felszallo
Colon ﬁ,/
f (-, ectum

Coecum

SEBESZI

Coecum

Coecum Anus

2.3.2.1 Endotoxin/Toxémia modell

Az endotoxin szisztémas adminisztracidja egyike a szepszis modellezés leggyakrabban
alkalmazott lehet6ségeinek. Az endotoxin egy olyan lipopolyszacharid komplex, amely
minden Gram negativ baktérium sejtfaldban megtaldlhato. A Gram-negativ baktériumok

sejtfala komplex felépitésii. (7.4bra)

7. abra: A Gram-negativ baktériumok komplex sejtfala

Oapccmkm
szaharid lanc' -
‘%% G\ Gaesn Gram Negativ
Lipopaly- °° Baktérium Sejtfal
saharidok
o Polyszaharid .
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MEMBRAN
PERIPLAZMATIKUS
Ay TER
Peptidoglikan

Egér Lipoprotein

Inklazids test
Nukleotid
Riboszéma

BELSO
MEMBRAN

CIToszoL

Proteinek
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Az endotoxin, vagy lipopoliszacharid (LPS) kizarolag a kiils0 membran kiilsé felszinén
talalhato. Funkcidja az, hogy hidrofoéb akadalyt képezzen, amely meggatolja a baktérium
szamara artalmas anyagok, mint epesavak, emésztd enzimek, antibiotikumok behatolasat.
Ezen kiviil lehet6vé teszi, hogy a baktérium elkeriilje a gazdaszervezet komplementjeit,
lizozim ¢és kation fehérjéit. A LPS szabad forméaban a baktérium autolizise utan fordul eld,
amit el6idézhetnek antibiotikumok, esszencidlis tdpanyag hidny, sejtmembran toxin
expozicid, vagy gyors novekedés. Ezek az allapotok gyakran megfigyelhetok a szeptikus
folyamat soran.

Az LPS molekulat a gazdaszervezet immunsejtjeinek felszinén 1évo toll-like receptor-4 (TLR-
4) ismeri fel. Ebben kozremiikodik a CD14 és MD?2 jarulékos fehérje is. A TLR-4 LPS altali
stimulacidja triggereli a MyD88 (myeloid differentiation primary response protein)
proteinnel valé reakcidjat. A MyD88 dependens szignal utvonalak aktivaljak a nuklear-faktor
kB-t (NF-kB), mely proinflammatorikus mediatorok génexpresszidjat szabalyozza. Ezen
receptorok talzott stimulacidja egy kontrollvesztett inflamacids folyamathoz, szepszishez

vezethet. (8. abra)

8. abra: Az LPS, mint szepszis induktor (75)

LPS

.’ A proinflammarotikus citokinek tultermelése

TLR . °
LR-4
CD-14 MD- O o (o)

MyD88

Immunkompetens sejt
MyD88-fiiggé
szignalizéclés kaszkad

e ©
o
o

gén transzkripcié

gyulladaskelté gének

sejtmag

A Gram-negativ szepszis és endotoxin sokk soran az LPS molekula nagy mennyiségben

jelenik meg a véraramban. Ez vagy a szisztémds bakteridlis infekcid soran a patogén
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baktériumokbol, vagy a bél lumenében ¢l6 normal baktérium florabol szabadul fel a bélfal
intaktsagdnak megsziinése esetén. Kritikus allapotil betegekben a novekvé endotoxin szérum
koncentraci6é jelzi a szepszis kialakuldsat és jol korrelal a betegség sulyossagéaval ¢és
letalitasaval. (76,77)

A szepszis vizsgalatara az endotoxin modellt egyszerl kivitelezhetdsége miatt széles korben
alkalmazzak. Az LPS adminisztracidja a leggyakrabban intravénéasan torténik, de hasznalhato
intraperitonedlisan vagy intratrachedlisan is. A proinflammatorikus folyamat a beadast
kovetden azonnal megkezdddik és rovid ideig tart. A kisérletek soran alkalmazott allatfajok
szenzitivitasa az LPS-re eltérd, de az élettani és immunoldgiai valtozasok is kiilonbozdoek
lehetnek. Az emberi szervezet nagyon érzékenyen reagal az LPS molekula alkalmazasara.
Egészséges oOnkéntesek esetében 2-4 ng/tskg LPS mar egyértelmli szeptikus tiineteket
produkal. Copeland és munkacsoportja altal végzett vizsgalat soran az egerek és human
onkéntesek érzékenységét hasonlitottdk Ossze. A vizsgalat sordn Esherichia coli O113
endotoxint injektaltak egészséges felndtt onkéntesekbe intravénasan, valamint him egerekbe
intraperitonealisan akkora dézisban, ami a plazmaban megkdzelitdleg 1,000 pg/ml 1L-6
koncentraciot indukalt 2 6raval a beadas utan. A human alanyok esetében az endotoxin ddzisa
2 ng/kg volt, mig az egerek esetében 500 ng/kg. Az endotoxin a humén kisérleti alanyokban
gyors ¢€lettani valaszt valtott ki, magas lazzal, tachikardiaval és hipotenzidval, de az egerekben
ezek a tiinetek nem jelentkeztek. Egerek és human alanyok esetén is megfigyeltek limfopéniat
4 ¢6ra mulva, ez azonban 24 6ra utan megsziint. Az IL-6 és TNF csucskoncentraciojat a
beadast kovetden 2 o6ra mulva érte el, és 4-6 Ora mulva tért vissza az alapszintre. Az
egerekben magasabb koncentracidoban termelddott a CXC kemokin, de mindkét csoportban 2
6ra mulva érte el a legmagasabb szérumszintet. (78) A vizsgalat arra is ramutatott, hogy az
egerek esetében magasabb endotoxin dozis sziikséges a szepszisre jellemzd eltérések
létrehozasara, de szamos hasonlosag is megfigyelhetd volt az egér és human endotoxin modell
kozott. Nagy dozist LPS injekcido emldsallatok esetén eltéré hemodinamikai valaszt
produkalhat, mint human szepszis esetén. Elmarad a hipo-és hipedinam fazis, helyette egy
fazist, rapid kardiovaszkularis 0sszeomlast figyeltek meg, ami megfelel a szeptikus sokk
kés6i hemodinamikai valaszanak. 40mg/kg (40 millié ng/kg) LPS injekcio (79) patkanyok
esetén, vagy 5 mg/kg (5 millié ng/kg) nyulak esetében (80) hipodinam keringést valtott ki
jelentds cardiac output csokkenéssel, keringésosszeomlassal ¢és végezetiil halallal.
Ugyanakkor alacsonyabb dozist LPS 0,1 mg/kg (100ezer ng/kg) dozisban patkanyokban (81),
vagy 1-3 ug/kg (1000-3000 ng/kg) dozisban nyulakon (82) korai cardiac output emelkedést és

hiperdinam keringést provokalt. A ragcsalok és a majmok, leginkabb a pavian rezisztensek az
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LPS hatéasaira, ezzel szemben pl. a juhok érzékenysége igen magas. Alacsony doézisu LPS
(0,5-0,75 ug/kg — 500-750 ng/kg) (83,84) alkalmazasa juhokban kétfazisi hemodinamikai
valaszt provokal. Kezdetben csokken a cardiac output, sulyos pulmondris hipertenzid ¢és
hipoxémia alakul ki. Par o6ra elteltével a cardiac output megemelkedik, és megnd a
tiidokapillarisok permeabilitasa. (85)

Ha éaltalanossagban jellemezziik a bolus injekcid hasznélatdval kivaltott endotoxikoézis
gyulladasos citokinek kozponti szerepével. Ezek alapjan jol lathato, hogy a bolus LPS
injekcidval kivaltott endotoxémia tipust allatmodellek hemodinamikai jellegzetességei nagy
fokban dozis- és gazdaszervezet fliggdek, és nem utanozzak megfeleléen a hagyomanyos
értelemben vett szeptikus sokk modellt. Raadasul allatok esetében a citokin valasz korabban
jelentkezik és erdteljesebb, de rovidebb ideig tart. Azért, hogy az allatkisérleteket minél
inkabb kozeliteni tudjak a human szepszisben megfigyeltekkel, kifejlesztették az LPS inf0izios
modellt, ahol az endotoxin folyamatos adagolasa mellett létrehozhatdo volt a szepszis
hiperdinam fazisa is.(76)

Nagy fokban limitalja az endotoxin modell hasznalatat az a tény, hogy az egerek relative
rezisztensek az LPS-ra, és nagy dozis alkalmazasara van sziikség a sokk kivaltasahoz. Ennek
a rezisztencianak az oka még nem teljesen tisztazott, de Warren és munkatarsai felfedeztek
néhany olyan faktort, melyek jelen vannak a ragcsalok széruméban, viszont hianyoznak a
human szérumbol. (88) Ilyen faktor lehet a hemopexin, ami egy vaskotd akut fazis protein.
Ezek a faktorok képesek lehetnek a proinflammatorikus citokinek szupressziojara. (89) Egyes
egerek szenzitizalhatbak D-galaktozamin co-injekcidjava, mely megndveli a hepatocitak
szenzitivitasat a TNF medialta apoptozisra. (90) TNF receptor p55 deficiens egerek
ugyanakkor rezisztensek maradnak a LPS — D-galaktéozamin indukalta szeptikus sokkra, de
rovid id6 alatt elpusztulnak nagy dozisu LPS hatasara.(91,92) Egerek, amelyekbdl hianyzik a
makrofadg migratory inhihibition factor (MIF), vagy az intracellularis cell adhesion molecule-1
(ICAM1) talélik a nagy dozisu LPS injekcidt, de ugyanolyan szenzitivek a LPS — D-

galakt6zamin kombinaciora, mint a vad tipusu egerek.(93,94)

23.2.2 Bakterialis infekci¢/ bakterémia modell

A bakteridlis infekcid modell kifejezés arra utal, hogy €16 baktériumokat injektdlnak a
kisérleti allatokba, melyek a gazdaszervezetben immunvalaszt valtanak ki. A modell szamos
ponton eltér a szepszis mintazatatol, de betekintést adhat a gazdaszervezet patogének elleni

reakciojanak lezajlasaba. A baktériumok tobb tipusat hasznaljak ehhez a modellhez, az egyik
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leggyakoribb a Gram-negativ Esherichia coli. A bakterialis infekcid6 modellt hasznalo
kisérletek kiilonbozhetnek a hasznalt baktérium fajaban, a toérzsben, a dozisban, a hasznalt
kisérleti allatban, a bevitel frekvencidjaban, ¢és idejében, lokalizaciojaban, a kisérlet ideje alatt
végzett reszuszciticid modjaban. Ez alapjan lathatjuk, hogy a kisérleti modellek nagyon
variabilisak, és ez befolyasolja az egyes vizsgalatokban a kimenetelt és a kisérletes szepszis
lefolyasat.

Nagy dozist baktérium inokulacidja nem tipusosan kolonizal és replikalodik a
gazdaszervezetben, a komplement rendszer gyors lizisét kdvetden, inkabb egy endotoxikdzis
jellegli reakcio alakul ki, mint valodi infekcios modell. (95) Patkanyokban 4-5X 10° E. coli
dozis atmeneti hiperdinam allapotot valt ki emelkedd cardiac index-szel, alacsony szisztémas
vaszkularis rezisztenciaval és hipotenzioval. Magasabb doézis, pl. 12-15X10° csiraszam E.
coli alkalmazasa kétfazisti valaszt provokal: elészor hiperdinam allapot alakul ki magas
cardiac index-szel és csokkené SVR-val, majd a kés6bbi fazisban hipodinam keringés
dominal alacsony Cl-szel, magas SVR-val. (96) Nagyobb emlésallatokon végzett kisérletek
soran altaldban magas csiraszami baktérium szuszpenziét hasznalnak. Régcsalokba
intravénasan injektalt 4-10x10"° CFU/kg kifejezetten erds citokin termelést provokalt a
koagulécios és fibrinolitikus rendszer teljes zavaraval, kardiovaszkularis dsszeomlassal és
végezetiil halallal. (9,98,99)

Az exogén bakterialis infekcios modell esetén nagy a jelentdsége a megfelelden megvalasztott
baktérium torzsnek. Vizsgalatok demonstraltak, hogy a gazdaszervezet védekezOképességét
az INF-gamma eltéréen modositja kiilonbozd torzsek esetén. Streptococcus pneumoniae és
Pseudomonas aeruginosa infekcid esetén eldsegitette a gazdaszervezet tulélését, mig
Esherichia coli és Staphylococcus aureus fert6zés esetén fokozta a gazdaszervezet pusztulasat.
(100,101,102,103,104) Az eltéré baktérium torzsek okozta kiilonboz6 korlefolyast bakterialis
infekci6s modellen Dehring és munkatarsai demonstraltak malacokkal végzett kisérletiikben.
15-30 kg-os him malacok feliiletes anesztéziaja soran az allatokat intubaltak, majd spontan
1égzés mellett végezték a kisérletet. Swan-Ganz katétert haszndltak a hemodinamikai
monitorozasra. Egyenld csiraszdmi Gram-negativ (E. coli, P. aeruginosa) valamint Gram
pozitiv (S. aureus) 1x10° organizmus/20 kg/perc folyamatos alkalmazasa tortént 4 6ran
keresztiil intravénas Gton. A S. aureus csoportba tartozé allatok magas pulmonaris bakterialis
clearence-t tartottak fenn pulmonaris hipertenziéval, normalis artérias parcialis
oxigénnyomassal, a boncolas sordn normal tiidészovet volt megfigyelhetd. Az E. coli és P.
aeruginosa csoportba tartoz6 allatokban szisztémas hipotenzid, pulmonaris hipertenzio, magas

pulmonaris vaszkularis rezisztencia, hipoxia és csokkent pulmonaris clearence fejlodott ki a
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folyamat soran, a tiidészovetet a boncolas soran 6déma és kongeszcio jellemezte. Ezek az
eredmények alatamasztottak, hogy a bakterialis infekcid modell alkalmas lehet a szepszis
indukalta akut 1égzési elégtelenség demonstralasara malacokban.(105)

Itt kell emlitést tenniink a Lagoa ¢és munkacsoportja altal kutydkon végzett érdekes
kisérletér6l. Anesztetizalt és gépi 1élegeztett kutyaknak intravénasan adtak ¢16 E. coli
baktériumot 6x10° CFU/ml/kg dozisban, 15 perc alatt. Ezek utan két csoportot hoztak 1étre, a
kontroll és folyadék reszuszcitacios (32 ml/kg/éra Ringer-laktat) csoportot. A megfigyelési
1d6 alatt kovették a cardiac indexet, a mezenterialis véraramlast, az artérias kozEépnyomast, a
szisztémas ¢és mezenteridlis oxigenizaciés paramétereket, a szérum laktat szintet, a
gyomornyalkahartya szén-dioxid parcialis nyomdasat. Az E. coli injektalasat kovetden
csokkent a MAP, a CI, a mezenteridlis véraramlds és mezenterialis oxigénszallitas.
Emelkedett az artérids és mezenteridlis laktat szint, a gyomornyalkahartya PCO,, és az
artérias- gyomornyalkahartya kozotti CO, gap valamint az oxigén extrakcios rata mindkét
csoportban. Szignifikansan magasabb volt a CI és a szisztémas oxigénszallitds, valamint
szignifikansan alacsonyabb volt az oxigén extrakcio 165 perc utan a Ringer-laktat csoportban.
A folyadék reszuszcitacié ezzel szemben nem volt képes helyreallitani a CO, gapet. Ebben a
modellben a lokalis valtozasok erdteljesebbek voltak a szisztémasaknal, mely a bakterialis
infekcios modell okozta stlyos mikrovaszkularis zavar kovetkezménye. (106) Ez a kisérlet azt
is demonstralja, hogy a legegyszeriibb terapias beavatkozas is befolyasolhatja az élettani
valtozéasokat.

Az infekcid Utvonala szintén modosithatja a korlefolyast és a kisérlet végkimenetelét. A
baktériumok gyors €s elsoprd bevitele az intraperitonedlis térbe, vagy a véraramba jellegzetes
¢és gyors valaszt okoz a gazdaszervezetben. A peritonealis és tiid6 infekcid elsé korben
lokalisan okoz inflammacidt és immunsejt migraciot, mig a véraramba adott korokozok a
legnagyobb azonnali hatast az endotéliumra és vaszkularis rendszerre fejtik ki. A
gazdaszervezet citokin valasza ravilagit ennek a szeptikus allat modellnek a kompartment
fliggdségére. (107) Véraram E. coli inokulacidja utan az IL-1, IL-6, TNF szint gyorsan
valtozik. Ugyanezt a dozist a peritonealis kompartmentbe innokulélva nincs jelentds citokin
valasz. (108) Az IL-10 citokin vizsgalata kiilonb6zé kompartmentek infekcidja utan hasonld
eredményt hozott. Klebsiella pneumoniae vagy Streptococcus pneumoniae pulmonalis
adminisztracidja utan figyelték meg, hogy az IL-10 rontotta a gazdaszervezet valaszanak
hatékonysagat és novelte a mortalitast. Ugyanakkor peritonealis infekcio soran az IL-10
magasabb aktivitasa javitotta a korlefolyas kimenetelét. (109,110,111) A citokinek koziil az

INF-gamma K. penumoniae infekcié soran a tiiddkompartmentben védi a gazdaszervezetet,
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mig peritonealis kompartment innokuldcidéja utan az immunvédelem fliggetlen téle. (112)
Egyes szerz0k megkérddjelezik az intravaszkulrisan injektalt €16 baktérium infekcid
szepszismodell 1étjogosultsagat. Limitdlja a modell hasznalatdt, hogy a hagyomanyos
értelemben vett szeptikus betegek esetében ritkan igazolhatd massziv bakterémia, és a legtobb
esetben jelen van egy szeptikus goc, melybdl a korokozok kiaramlasa a véraramba folyamatos
a goc teljes eliminacidjaig. A legtobb esetben az intravaszkularisan beadott é16 korokozok az
endotoxin modellhez hasonlo korlefolyast okoznak. A bakteridlis infekcid modell esetén is
gyors a klinikum kialakulasa. A hipodinam keringést er6teljes citokin szérumszint novekedés
kiséri. Terapias beavatkozas nélkiil a modell végkimenetele mindig gyorsan bekdvetkezd
halal. Ezt a nagy mennyiségli véraramba keriilé baktérium lizise valtja ki. (113) A modell
leggyakoribb infekcios helye a peritonealis és pulmonalis kompartment. A pulmonalis
kompartment a modellt leginkabb a tiidészovet patologiai eltéréseinek vizsgalatara
hasznaljak. A pneumoszepszisek detektalhaté bakterémiat okozhatnak a primer
tiidokarosodast kovetden, tobbszervi elégtelenséggel. Ez alapjan ez a modell is jol
hasznosithato a szepszis modelljeként, abban az esetben, ha teljesiti a szeptikus allatmodell
kritériumait, a megfeleld kétfazisi hemodinamikai lefolyast, ¢és immunoldgiai

jellegzetességeket.

2.3.2.3 Sebészi szepszis modellek

A sebészi modellek alapja a gastrointesztindlis traktus protektiv és barrier funkcidjanak az
elvesztése, ami fiziologias koriilmények kozott megdvja az egyébként steril kompartmentet, a
peritonedlis teret, a patogénektdl. A szepszis forrasa nagyon sok esetben intrabadominélis
eredetll, ez lehet perforalt vastagbé¢l divertikulum, de egy egyszerli appendicitisz is vezethet
szepszishez, szeptikus sokkhoz. Olyan tipust sebészeti intervenciokat alkalmaznak a modell
létrehozasahoz, melyek peritonitiszt okoznak. Egyes esetekben patogénnel szennyezett
anyagot juttatnak a peritoneumba, mas esetben a bélfal integritasat sziintetik meg. Minden
esetben polimikrobidlis szepszis alalkul ki, mely hasonlatossa teszi a modellt a human
szepszishez. A két legelterjedtebb modell a coecalis ligacio és punkcié modell (CLP) a colon
ascendens stent peritonitis (CASP) modell.

A CLP modell hasznalata a szepszis kutatasaban gold standardnak szamit. A perforalt
appendicitisz és divertikulitisz klinikai lefolyasat utanozza. A szepsziskutatasban az 1980-as
években kezdték alkalmazni és terjedt el széles korben. Kezdetben a coecum ligacidjat
végezték kutyakon és malacokon punkcid nélkiil. (114) A késébbiek soran ragcsalokon

végzett kisérletekben megfigyelték, hogy a ligdci6 dnmagéban csak talyogképzddéshez vezet,
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szisztémas valtozasok nélkiil. (115) Emiatt patkany modelleken a coecum punkcidjat is
javasoltak, melyet kés6bb egerekre adaptaltak. (116) A coecum ligacid és punkcios kisérleti
allatmodell egy komplex modell, amely magaba foglalja a szoveti traumat, a szoveti isémids
karosodast, a polimikrobialis kontaminaciot, a lokalis és szisztémas infekciot iS. A sebészi
technika viszonylag egyszerli, a kisérleti allat a leggyakrabban ragcsalo. Kivitelezése, a
dezinfekcio utan, kozépvonali laparotdmiaval kezdddik, majd a coecumot latotérbe hozzak, a
ligacid az ileocoecalis billentylitdl distdlisan torténik. Attol fiiggéen, milyen sulyossagu
szepszist akarnak létrehozni, a ligacio torténhet a coecum bazis és disztalis polus kozotti
tavolsag felénél, amivel egy kozepesen stlyos szeptikus allapot érhetd el, 40%-os talélési
rataval. 100%-os letalitdsu szepszis létrehozasa esetén a ligacid soran a cecum ¥ részét
rekesztik ki. A ligalt coecumon athatold punkcidt végeznek a mezenteridlis iranybol
antimezenterialis irdnyban. A punkcié utdn a hasfal izomzatdt tovafutd oltésekkel, a bort

fémklipekkel zarjak. (117) (9. abra)

9. abra: A cecalis ligacié anatomiai lokalizacioja, az ileocecalis billenty(i és az artériak elhelyezkedése
(117)

a lliocoecalis artéria

lleum

lliocoecalis
billentydi

- Coecum
Kozepes *

b lliocoecalis artéria
llealis ag
lliocoecalis
billenty

" Coecum

Coecalis ag
Nagy **

Kézepes* Kicsi £

A coecum perforacidja kovetkeztében az intraluminaris baktériumok a peritoneumba
aramlanak, akut, vegyes floraju bakteridlis peritoniszt okozva. Innen a baktériumok a
véraramba transzlokalodnak, ahol triggerelik a szisztémas gyulladasos valaszt. Ez a
késdbbiekben szepszishez, tobbszervi diszfunkcidhoz, szeptikus sokkhoz vezet. Ha ezt a
szepszis modellt ragcsalokon alkalmazzak, az allatok a korlefolyas soran a szepszis tipusos

tiineteit mutatjak hipotermiaval, tachikardiaval, tachipnoéval, hipotenzioval, letargiaval,
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diarroéval, anorexiaval és viselkedési zavarokkal. Megjelennek a korai, hiperdinam allapot
jelei, megnovekedett szervperfizidval, hiperglikémiaval és hiperinzulinémiaval . Ezt koveti a
szeptikus sokk késdi, hipodindm fazisa alacsony szervperfuzioval, hipoglikémiaval és laktat
acidozissal. (117,118,119)

A korlefolyas sulyossagat a mortalitasi mutatok értékelése alapjan a ligatira magassaga, a titkk
altal okozott punkcios nyilasok mérete és szama befolyasolja. (115) Erre jo példa az Ebong és
munkacsoportja altal végzett kisérlet (118), melyben egereken végzett CLP szepszis modellen
a letalitas fliggvényében vizsgaltak az élettani €s gyulladasos paraméterek valtozasat. Az
egerek az obszervacio alatt imipenem terapidban részesiiltek. A szepszis sulyossiaga a
punkcids ti méretével nétt. Ha 18 G-s tiivel végezték a coecalis punkciot 100%-0s, 21 G-s
esetén 50%-0S, 25 G-s esetén mar csak 5%-0s volt a letalitas. A 25 G tiis csoportban 12 6ra
mulva a testhOmérséklet normalizalodott, 4 nap mulva visszaallt a diurnalis ritmus és a
normal aktivitds. A 21 és 25 G-s csoportban sulyos hipotermiat és csokkent aktivitast
figyeltek meg. Direkt 6sszefiiggés volt a szepszis stlyossaga és a kiilonb6z6 citokinek (IL-1B,
TNF, IL-6, 1L-10) szintje kozott, mind a peritbneumban mind pedig a plazmaban. Egyik
csoportban sem érte el a cslicskoncentraciot a citokinek szintje, amely ellentétes az endotoxin
modellekkel. A kemokineket leszamitva, a citokinek szintje mindegyik csoport esetén a
peritonealis térben magasabb volt, mint a plazmaban. A kisérlet nem csak a punkcios tliméret
¢s letalitas Osszefliggésére vilagitott rd, hanem arra is, hogy az emelked¢ citokin koncentracio
mind a peritonealis kompartmentben, mind a véraramban jol korrelal a szepszis
sulyossagaval. (118)

Ruiz ¢és munkacsoportja a ligalt coecum hosszanak fliggvényében vizsgalta a CLP hatasat
egerekben. 3 standardizalt cecalis ligacios hossz csoportot képeztek him egerekbdl, a vizsgalat
végpontjai a mortalitds és a szepszis sulyossaga volt. A ligaciéo 5-20-100% coecum hossznél
tortént, majd egyszeri punkciot végeztek 20G méretii tlivel. A mortalitas direkt dsszefliggést
mutatott a ligalt coecum hosszéaval, a median talélés a 100% ligacios csoportban 24 ora, a
20%-o0s csoportban 44 ora volt. A szérum laktat szint is aranyosan nétt a ligacios hosszal. A
proinflammatorikus citokinek szintje szignifikansan nétt mindegyik csoportban: a 100%
csoportban az IL-6 szintje szignifikansan magasabb volt a tobbi csoporttal dsszevetve. A 20%
csoport egyértelmlien a szeptikus sokk karakterisztikdjat mutatta hipotenzioval, pro-
inflammatorikus aktivitassal, szervdiszfunkcioval és hiperlaktatémiaval. (120)

A CLP stlyossagat az alapjan hatarozhatjuk meg, hogy a szepszis kovetkeztében az allat
mennyi id6 mulva pusztul el. Kevésbé sulyos CLP esetén napok, de akar nagyon lassan, 28

nap mulva, mig stlyos esetben akar orak alatt is bekdvetkezhet az éllat halala. Ez alapjan
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lathatjuk, hogy a CLP nem csak az akut lefolyas tanulmanyozasara, hanem kronikus szeptikus
allapot vizsgalatara is alkalmas lehet. (121,122,123) A modell egyik elénye, hogy
irreverzibilis szeptikus allapotot hoz létre, a nekrotikus szovet sebészi eltavolitasa, ezaltal az
allat goctalanitasa sem javitja a kimenetelt. A modell tovabbi jelentds elonye, melyeket a fenti
pédak is jol demonstralnak, hogy hemodinamikai, metabolikus ¢és immunolégiai
jellegzetességei megegyeznek a human szepszisben megfigyeltekkel. Ez tovabb noveli a CLP
modell validitasat a human szepszis kutatas teriiletén.

Szamtalan elénye mellett nem szabad megfeledkezni a gazdaszervezet infekciora adott
valaszat megzavard valtozokrol sem. A coecum ligacidja €s perforacioja kovetkeztében végso
soron egy abszcesszus jon létre. Az allatok egy bizonyos hanyadaban éppen ezért nem alakul
ki szepszis vagy szeptikus sokk, ¢és teljesen felgyogyulnak. (115) A gazdaszervetet talélési
képessége azéltal, hogy visszaszoritja a fertézést, arra utalhat, hogy azok a terdpias
bevatkozasok, pl. antibiotikumok, melyek el6segitik a talyogképzédést, javithatjak a
kimenetelt CLP modell esetében. Ezért lehetséges az, hogy azok a szerek, amelyek ebben az
iranyban hatnak, befolyasolhatjak egyéb, a szeptikus sokk kezelésében vizsgalt terapia
eredményességét. A CLP modell haszndlata kapcsan a nagyfokli varidbilitds konnyen
alabecsiilhetd. Ilyen véltozd a kisérleti allat faja, neme kora. Eppen ezért kimenetel
szempontjabol sokszor nem Osszehasonlithatdak a vizsgalatok. Nehezebben vethetéek ossze a
kiilonboz6 vizsgalatok a valtozd coecalis hossz, a ligacid magasséaga, a kirekesztett coecumon
1év0 perforacios nyilasok szama, atmérdje miatt. A kirekesztés miatt a coecum isémids, majd
nekrotikus lesz, ami szintén modositja a szepszis korlefolyasat. Masrészrdl a kiilonb6zo
kisérleti allatok intesztinalis baktériumfloraja is eltérhet. A kisérleti allatok leggyakrabban
folyadék ¢és antibiotikum terapiat kapnak, ami tovabbi eltérést jelenthet a kisérleti
laboratériumok kozott.

Ez alapjan lathatd, hogy nem egy standardizalt eljarasrol van szo, a valtozok nagy széma
miatt az ezzel a szeptikus modellel nyert kisérleti eredményeket 6vatosan kell kezelni. (113)
CLP modell esetén a kisérlet egyik problémaja az abszcesszus képzddés, ami bizonyos
esetekben a kisérleti Osszeallitast inkabb egy intraabdominalis talyoghoz teszi hasonlatossa,
mint a szepszishez. Ennek kikiiszobolésére hoztak 1étre egy alternativ szeptikus modell tipust
a 1990-es évek végén. A modellt eldszor Zantl és munkatarsai alkalmaztak 1997-98-ban.
Kiserletikkben egy olyan allatmodellt szerettek volna létrehozni, mely alkalmas a humén
abdominalis szepszis patofiziologiai jellemzdinek vizsgalatara.(124) Ez az (ij mddszer a colon
ascendens stent peritonitis (CASP), mely jol rekonstrualhato és jol standardizalhatd szeptikus

modell. A kivitelezhetdsége gyakorlatot igényel. Mint az el6z6 sebészi modellnél, itt is egy
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egereken végzett miitéti beavatkozassal hozzak létre a szepszist. Az anesztézia és a has
bérének fertétlenitése utan 10 mm-es kdzépvonali metszést ejtenck a hasfalon. A peritoneum
megnyitasa utdn azonositjdk a ceocumot, Ovatosan eldhuzzdk a colon ascendenst. Az
ileocoecalis billentyiit6l 15 mm tavolsagban egy eldre elkészitett 14-22 G vénas katétert
helyeznek a felszallo vastagbél antimezenterialis falaba, melyet két Oltéssel rogzitenek. A
belsd fém vezetodt eltavolitjak a kaniilbél, majd miutdn meggy6zddtek arrdl, hogy a miianyag
kaniil vége intralumindlisan helyekedik el, a cecum iranyabol székletet fejnek at a kaniilon,
amig a kaniil végén meg nem jelenik a széklet csepp. A széklet megjelenése utan a hasfalat
két rétegben zarjak. A zaras el6tt intraperitonealisan 0,5 ml steril sdoldatot fecskendeznek be
folyadékreszuszcitacios céllal. Al CASP esetén a hasfal nyitas és colon ascendens expozicidja
ugyanilyen 1épésekkel torténik, de a kaniilt nem helyezik a colon ascendens lumenébe, hanem
extralumindrisan fixaljak. A CASPI esetén az els6 miitétet kovetden 3-5-9 draval a szuturdzott
hasfalat ismételten kinyitjak, egy 3 cm-es laparotomiaval, a stent koriil 1évé fixalo oltéseket
eltavolitjak a kaniillel egyiitt, és a vastagbél falon 1évé nyilast szuturazzak. 5 ml s6oldattal

alapos peritonealis lavage-t végeznek és a hasfalat két rétegben ismét zarjak. (10. abra)
10. abra: A CASP, al CASP és CASPI sematikus abrazolasa. (125)
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A CASP soran a bélumenbdl a széklet kiaramlasa folyamatos a peritonealis kompartmentbe.
Ez azt feltételezi, hogy a baktériumok és baktérium toxinok felszabadulasa is folyamatos a
peritoneumban, ami a gyulladdsos mediatorok folyamatos termeléséhez vezet. A beavatkozas
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végeredménye peritonitisz, szisztémdas bakterémia €s szisztémds pro- és antiinflamatorikus
citokin felszabadulds, ami polimikrobas szeptikus dllapothoz vezet multiorgan
szervdiszfukcidval, végezetiil halallal. A CASP letalitdsa a stent diaméter fiiggvénye. A
CASPI lehetOséget teremt arra, hogy a szepszis fokuszat elimindljak a stent eltavolitasaval, a
perforacios nyilas zarasaval és a hasi kompartment atoblitésével. Ezaltal vizsgalhat6 a
szepszis lefolyasa a sebészi terapias beavatkozasok fiiggvényében is.

A CASP Kkialakitasa utan par o6raval az allatokon a szepszis inicialis tiinetei jelentkeznek.
Motilitasuk, taplalék felvételiik csokken, védekezési viselkedésiik romlik, verejtékeznek,
piloerekcid jelentkezik. Azok a példanyok, amelyeknél sulyos peritonitisz és szisztémas
gyulladas alakul ki, 48 6ran beliil elpusztulnak. A stent diaméterétol fliggden kiilonbozo
mortalitasi rata figyelheté meg a kisérleti allatoknal. A 14 G stent esetén 100% a mortalitas,
mig 16 G esetén 70%, 18 G esetén mar csak 50%. Ugyanakkor az al-CASP csoport egyedei
100%-ban talélnek. A CASPI csoport egyedeinek talélése a stent eltdvolitdsdnak €s a sebészi

bh

»Zoctalanitasnak™ idejétol fligg. Ha a stentet 5 6raval a CASP mitét utan eltavolitjak, az
allatok 10%-a taléli a beavatkozast. Ha a stent eltavolitdsa 9 6ra mulva torténik az allatok
mortalitasa ismét 100%-ra emelkedik. Tobb CASP-modellel végzett vizsgalat soran az
intraabdomindlis szituaciot is ellendrizték relaparotomia soran a stent behelyezése utan 24

oraval. A folyamatos fécesz kidramlas mellett fekulens peritonitisz alakult ki. A béltraktus
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crer

paralizissel. (126-127) Tizenkét Oraval a stent behelyezése utan a peritonealis
mosofolyadékban nagy mennyiségli baktérium detektalhatd, de ekkor mar megjelennek a
korokozok véraramban, majban, tiidében, 1épben és vesékben is. Ugyanakkor LPS akar mar 3
6ra mulva is kimutathatdo a szérumbodl. A baktériumok quantitativ analizise soran tipusos
bélbaktériumok: E. coli, Bacteroides és Enterococcus specieszek voltak azonosithatoak. (126)
A szérum proinflammatorikus citokinje, TNF, IL-1, IL-12, IL-18 valamint az
antiinflammatorikus IL-10 inkabb egyidejii emelkedést mutat, mint kétfazisit. Emanuilidis és
munkacsoportja CASP egér modellen vizsgalta az 1L-10 szerepét szeptikus peritonitiszben.
Demonstraltak, hogy makrofadg depletalt egér modellben szeptikus peritonitisz esetén a
Kupfer sejtek a legnagyobb forrasai az IL-10 emelkedé szintjének. Kupfer sejt-mentesitett
egerek nagyon ¢érzékenyek voltak a szeptikus peritonitis letalis hatdsara ¢és esetiikben
megnovekedett bakterialis terhelés jelent meg. A Kupfer sejtek hianyat ellenstlyozni tudtak
IL-10-Fc fuziés proteinnel. A Kupfer sejtek hianya miatti alacsonyabb IL-10 szint nem

okozott jelentds TNF, IL-1 és IL-18 szint novekedést, ami arra utal, hogy a Kupfer sejtek
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elvesztése nem vezet toxikus mennyiségli citokin felszabadulashoz. Ez az eredmény azt
sugallja, hogy az IL- 10 protektiv hatasa nem meriil ki szeptikus peritonitisz esetén csak az
antiinflamatorikus aktivitasaban. (128) A szisztémas citokinek koncentracioja CASP modell
esetén a stent atmérdjének fliggvényeében valtozik. Nagyobb diaméter erdteljesebb citokin
valaszt eredményez a CASP szeptikus modellben. CLP modellel &sszevetve a CASP
modellben a citokin felszabadulas szintén magasabb. (127) Ha CASP altal kivaltott citokin
véalaszt Osszehasonlitjuk a humdn szepszisben tapasztaltakkal, akkor a TNF szintjének
valtozasa hasonlo, mig az IL-6 és IL-10 szint Iényegesen magasabb. Ez a megfigyelés azt
tamaszthatja ala, hogy a SIRS ¢és a CARS (kompenzatorikus anti-inflamatorikus valasz) tipusu
valaszreakcio kiilonb6z6 kompartmentek esetén eltérd lehet. Példaul tiidészovet erés TNF, de
alacsony IL-10 indukciét mutat, mig a majszovet esetében magas IL-10 de alacsony TNF
szint mérhet6. (125) Posztoperativ szeptikus betegek vizsgalata soran igazolhato volt, hogy a
monocitak csokkent IL-12 termelése magasabb letalitasi kockazattal jart. (129) Ezzel
egybehangz6 Entleutner és munkacsoportjanak kutatasi eredménye, mely szerint az 1L-12p40
deficiens egér CASP modell szintén magasabb mortalitast mutat. Az IL-12 hianya a
proinflamatorikus citokinek és kemokinek késleltetett expresszidjahoz vezetett a majban ¢és a
tiidében, valamint szignifikans csokkenés volt lathatdo a szérum IL-1 szintben 12 oraval a
CASP utan. Az IL-12 és iINOS védelmi funkciot tolt be a fekulens peritonitiszes egérmodell
esetén. A CASP modellen végzett kisérletiik alapjan az IL-12 deficiencia az immunvalasz
jelentds késését okozza a polimikrobidlis infekcid 1étrehozasa utan, ami megnoveli az allatok
érzékenységét a CASP peritonitisszel és szepszissel szemben. (130) Entleutner vizsgalata is
alatamasztja a CASP egérmodell alkalmassagat a human szepszis immunoldgiai
paramétereinek vizsgéalatara. A CASP modell egy vizsonylagosan uj allatkisérleti lehetdség a
szepsziskutatdsban. Ezzel a sebészi modellel sikeriilt a CLP egyik nagy hatranyat, az
abszcesszus formaciot kikiiszobolni, és egy peritonitisz-szepszis modellt 1étrehozni. Mivel j
eljaras, a felhasznalasa nem terjedt el még széles korben, emiatt a modell varidbilitasi
tényezdinek ismerete hianyos lehet. Ez megkérddjelezheti a validitasdt a human szepszis
vizsgalataban. Jelenleg a hemodinamikai mérésekkel egybekotott vizsgalatok szama
viszonylag alacsony, ami tovabb neheziti a CASP validitasanak megitélését, tekintve azt a
tényt, hogy a szeptikus allatmodellek validitasat tovabbra is a humaén szepszisre jellemz6
korai és késOi fazis megléte hatarozza meg. Tovabbi hartanya lehet a modellnek az, hogy a
sebészi technika nagymértékben befolydsolhatja a kisérleti modell végkimenetelét. Pontos
kivitelezése a beavatkozast végrehajtd személytdl nagy precizitast és kovetkezetességet

igényel a reprodukalhat6sag miatt. (107)
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3. Célkitizések

Jelenlegi munkank egy Osszetett kutatdsi terv részét képezi, melynek célja az E. coli indukalta
szepszis létrehozdsa soran a sertésmodellben 1étrejové hemodinamikai, hemosztazeoldgiai,
hemoreologiai és cerebrovaszkularis komponensek valtozasanak vizsgalata volt. Tekintettel
arra, hogy az eddigi szeptikus allatmodellekben a human szepszis soran alkalmazott emelt
szintli hemodinamikai monitorozast alig alkalmaztak,

- elsddleges feladatként tliztiikk ki az intravénédsan adott E. coli szuszpenzié indukalta
korai szepszis szisztémas hemodinamikai valtozasainak leirdsat PiCCO monitor
paraméterei segitségével.

- Vizsgalataink kovetkezo célja annak tanulmanyozasa volt, hogy az altalunk valasztott
modellben korai szepszis sordn milyen, a mikroreoldgiai viszonyokat érintd

valtozéasok jonnek létre.

4, Modszerek

4.1  Kisérleti allatok, és kisérleti protokoll

Az allatkisérleti engedélyt a Debreceni Egyetem Allatjoléti Bizottsaga regisztralta és hagyta
jova (kisérleti enegedély szama: 21/2013. UD CAW) a Magyar Allatvédelmi Torvény
XVIII/1998 és a 40/2013 Magyar Kormany Rendelet alapjan, mely megfelel az Eurdpai Unids
iranyelveknek (2010/63/EU).

Kisérletiink soran dsszesen harmincegy egészséges ndstény Hungahib sertést hasznaltunk. Az
allatok atlagos kora 10-12 hét volt. A sertéseket véletlenszerlien két csoportra osztottuk: a
hemodinamikai mérések esetében kontroll csoport (n=15) és szeptikus csoport (n=16); a
hemoreolodgiai vizsgalatok esetében kontroll csoport (n=4), szeptikus csoport (n=5). Az
allatok sulya atlagosan a kontroll csoportban 18,9 (16,7-20,4) kg, a szeptikus csoportban 18,9
(18,9-20,6) kg volt. Az atlagos testhossz a kontroll csoportban 92 (83,5-97,2) cm, a szeptikus
csoportban 92 (85-98,2) cm volt.

Altaldnos anesztéziaban hajtottuk végre a kisérleteket, mely soran 15 mg/ttkg Ketamint és 1
mg/ttkg Xylazint kaptak az allatok intramuszkularisan. Az anesztézia fenntartasa a fajdalmas
stimulusokra bekdvetkezé vegetativ jelek, szivfrekvencia és vérnyomas emelkedés alapjan
tortént, amennyiben sziikséges volt, a Ketamin és Xylasin dozist ismételtiik. Az anesztézia

indukcioja utan tracheosztomiat végeztiink, melyen keresztiil endotrachealis tubust helyeztiink
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a légcs6be. A bal oldali véna jugularis interna és a bal oldali artéria femoralis sebészi
preparacidja utan artérids €s vénas kaniilt vezettiink be, melyeken keresztiil a késébbiek soran
a kisérleti vérmintdkat vettiikk, valamint a hemodinamikai méréseket ezek segitségével
kiviteleztilk. Az endotrachealis tubus behelyezése utdn nyomastamogatott gépi 1élegeztetést
(Airox Legendair Ventilator, PAU CedexFrance) folytattunk a kisérlet ideje alatt. A gépi
I¢legeztetés célja 100-130 Hgmme-es artérids parcialis oxigén nyomads és 35-45 Hgmm-es
artérias parcidlis szén-dioxid nyomds biztositdsa volt. A mitéhelyiség homérséklete
megkozelitdleg 25 OC volt, a sertések ala melegitd parnat helyeztiink, mellyel az allatok 37°C
-0s maghdmérsékletét garantaltuk. A vizeletiiritést szuprapubikusan behelyezett cisztosztomas
holyagkatéteren keresztiil biztositottuk. Az 4allatok ezen kiviil semmilyen terdpids
beavatkozasban nem részesiiltek. A beadott intravénds folyadék mennyisége a szeptikus
csoportban megfelelt a beadott E. coli szuszpenzié volumenének, amit a kontroll csoportban
fiziologias sooldattal helyettesitettiink.

A szeptikus csoport allatainak intravénasan fizioldgias soéban szuszpendalt Escherichia coli
kultarat (2,5X10°/ml; ATCC 25922, Debreceni Egyetem Orvosi Mikrobioldgiai Intézet)
adtunk folyamatosan emelve a beadott mennyiséget. A protokollnak megfeleléen az az elsé
30 percben 2 ml fiziologids sdban szuszpendalt baktérium kultarat, majd a kovetkezd 30
percben 4 ml baktérium kultarat adtunk. Ezt kdvetéen 32 ml baktérium kulturat adtunk 120
perc alatt. fgy 9,5x10° 6sszdozisa E. coli-t adtunk be 180 perc alatt. (12. abra) A helyi
laboratoriumban végzett teszt alapjan az ¢€l6 baktériumok szama ennyi idé utan még stabil

maradkt.

A szeptikus csoport allatain, tekintve a fatalis infekciot, halalukig végeztiik a vizsgélatokat.
Mindkét csoport egyedeit 8 oran keresztiil obszervaltuk, kivételt képeztek azok az esetek,
amikor a kisérleti allat korabban elpusztult. A kisérlet végén az allatokat tulaltattuk.

A vizsgélat soran az intravénasadn adott fizioldgids sooldaton €s nyomds kontrollalt
1élegeztetésen kiviil folyadék reszuszcitacid, gyogyszeres, vagy egyéb terapids beavatkozas

nem tortént.
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11. abra: Az €16 E. coli oldat intravénas beadasanak protokollja

N. Németh et al. / Korai haemorrheolégiai valtozasok a szepszis modelben

100 1 --0-- beadott térfogat [mi]
—@— 2 baktériumok teljes mennyisége [x107]
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Fig.1. EI6 E.coli oldal (2,5 x 10%ml) intravénas beadasanak protokolja. Szaggatott vonal a lépésenként emelt
oldalt térfogatat [ml], a folytonos fekete vonal a teljes beadott E. coli baktérium (x105) mennyiségét mutatja a
kisérlet elsé harom éraja alatt.

4.2  Hemodinamikai mérések

A hemodinamikai valtozokat transzpumonalis termodilucidés és pulzus contour analizis
technikaval mértiik. Ehhez PICCO™ (PULSION Medical Systems AG, Munich, Germany)
késziiléket hasznaltunk. A hemodinamikai méréshez a bal oldali véna jugularis externat és a
bal oldali artéria femoralist kaniildltuk. A kaniilok a hemodinamikai mérések mellett
mintavételi helyként is szolgéltak. A sebészi intervenciok utdn az allatok egy Orés
stabilizacios peridduson estek at, mely utan megkezdtiik a kisérleti protokoll kovetkezd
fazisat. A szisztémas hemodinamikai valtozok mérése termodilucioval tortént, melyhez 4 F
vastagsagli, 8 cm hosszii PiCCO™ katéter (Pulsion Medicsl System AG. Miinchen,
Németorszag) hasznalataval tortént. A termodilicié soran 10 ml hideg sé oldatot (T< 8 OC)
fecskendeztiink be a centralis vénds kaniilon keresztiil ordnként, ezzel a pulzus kontar
analizist is rendszeresen kalibraltuk. A szivfrekvenciat (HR), az artérids kozépnyomast
(MAP) invazivan monitoroztuk az artéria femoralis katéteren keresztil. Az indexek
képzéséhez a sertés testfelszin meghatarozdsdhoz a Meeh formulat hasznaltuk:

BSA (body surface area)=8,58xBW (body weight)
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A PiCCO paraméterek koziil a cardiac index, stroke volumen variacio (SVV), globalis
végdiasztolés térfogat, globalis ejekcids frakciod, extravaszkularis tiidoviz index €s szisztémas

vaszkularis rezisztencia index kertilt rogzitésre.

4.3  Adatgyiijtés

Az els6 mérést a szepszis indukcioja el6tt, az igynevezett nyugalmi fazisban (resting state —
RS) végeztiikk. Ezt kovetden a mérések az E. coli szuszpenzid vagy a fiziologids sooldat
injektalasat kovetden 60 percenként torténtek az allat halalaig. A mért adatokat T60-t6l T360-
ig rogzitettiik. A T60 id6pontban 2+4 ml E. coli szuszpenziéo vagy soéoldat injektalasa
fejez6dott be. A T120 illetve 180 idOpontban 2x16 ml E. coli szuszpenzid injektalasat, azaz a

tervezett 38 ml E. coli oldat szepszis indukcids protokollt befejeztiik.

4.4  Statisztikai analizis

A statisztikai analizis soran az SPSS 19,0-et (SPPS Chicago, IL) hasznaltuk. A folyamatos
valtozok normal eloszlasanak verifikalasahoz Kolgomorow-Smirnov tesztet alkalmaztuk. A
paraméterek nagy része nem mutatott normal eloszlast, az adatokat medidn és interquartilis
tartomanyban prezentaltuk, majd a megfelel6 non-parametrikus teszttel (Mann-Whitney Rank
Sum Test) dsszehasonlitottuk a csoportokat. A csoporton beliili, a kiilonb6z6 paramétereken a
beavatkozas hatdsara tortént valtozasok analizise repetitiv ANOVA mérésekkel tortént. A
valtozok kozotti korrelacid szdmitasahoz Spearman korrelaciot hasznaltunk. Szignifikans

eltérésként a p<0,05 értéket hataroztuk meg.

4.5  Hemoreoldgiai mérések

A hemoreoldgiai mérésekhez 0sszesen 9 sertést vontunk be a vizsgalatba, kontroll csoport
(n=4) és szeptikus csoport (n=5) esetszammal. A kisérleti allatok antikoagulans kezelésben
nem részesiiltek. A centralis vénas kaniil €s az artéria femoralis kaniil behelyezése utan a két
kaniilb6l parhuzamosan vérmintat vettiink. Ez a minta (a tovabbiakban alapminta) szolgalt az
alapméréshez. Kozvetleniil K3-EDTA (1,5 mg/ml) tartalmt kémcsdébe tortént a mintavétel, a
késobbiek soran ebbdl végeztik az Osszes laboratdriumi vizsgalatot. Kivételt képzett a
szedimentacidos mérésekhez hasznalt vénas vérminta, ahol 0,109 M natrium-citratot
hasznaltunk antikoagulalas céljabol. A tovabbi artérids és vénas vérmintavétel a szepszis
indukcidja utan 2, 4, 6 és 8 oraval tortént. A laboratdériumi mintavételek idépontjaban a
maghdmérsékletet (centralis vénas T [OC] ), az artérias kozépnyomast (MAP [Hgmm]),

szivfrekvenciat (HR [1/perc]), €s az oxigén szaturaciot (Sat [%] ) is rogzitettiik.
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4.5.1 In vitro study

Az €16 baktérium jelenlétének hatdsa a vér reoldgiai tulajdonsagaira

Két allatbol vettiink alapmintat a vizsgalathoz. A mintdkat két szubmintara osztottuk,
melyekhez a szepszis indukcidhoz hasznalt E. coli szuszpenzi6 50 illetve 100% dézisat adtuk,
az in vivo vizsgalatnak megfeleléen 60 m/ttkg keringd vérvolumennel kalkulalva. Az E. coli
hozzaadasat kovetden 15-20 perc mulva, valamint 120 perces szobahdmérsékleten torténd
inkubaciot kdvetden mikroreologiai vizsgalatokat - vorosvérsejt deformabilitas €s aggregacio,

ozmotikus gradiens ektacitometria- vizsgalatot végeztiink.

4.5.2 Laboratériumi vizsgalatok (in vivo)

4521 Hematologiai tulajdonsagok

A hematologiai paraméterek meghatarozasdhoz Sismax F-800 félautomata mikrosejt
szamlalot (TOA Medical Electronics Co., Japan) hasznaltunk. A fehérvérsejtszamot (WBC
[x10% ul], vordsvérsejt szamot (RBC [x10% ul]), a hematokritet (Htc [%]), az atlagos
korpuszkulasris térfogatot (MCV [fl]), az atlagos hemoglobin tartalamat (MHC [pg/1]) és a

trombocita szamot hasonlitottuk Ossze.

4522 Eritrocita szedimentacids rata és leukocyta anti-szedimetacios rata

A natrium-citrat alvadasgatolt vénds vérmintakat tartalmazo kémcsoveket vertikalis pozicidba
helyezve gravitacios szedimentaciot végeztiink. 60 percet kdvetdéen a szabalyos eritrocita
szedimentacidos ratat regisztraltuk. A leukocita anti-szedimentdcios rata (LAR)
meghatarozasdhoz a véroszlop felsd €s also részét dvatosan szeparaltuk, és mindkét mintaban
megmértiik a fehérvérsejt szamot. A LAR-t a Bogar-formula alapjan kalkulaltuk.

LAR =100 X (WBCfeiss — WBCiss)/ (WBCreiss + WBCaiss)

4523 Vér és plazma viszkozitas

Hevimet-40 kapillaris viszkoziméterrel (Hemorex Ltd. Hungary) torténtek a mérések a
mintavételt kdvetd 60 percen beliil 37 °C-on. A plazmat 800g fordulatszamon centrifugaltuk
10 percig. A teljes vér viszkozitds (WBV [mPas]) értékeket 90 gt nyiréerén hasonlitottuk
Ossze egymassal, melyet a Matrai formulanak megfeleléen korrigaltuk 40%-0s hematokrit
értekre.

Matrai formula: (WBV400/0/PV)40°/°/Htc , ahol

WBW.4g0: 40%-0s hemtokritra korrigalt teljes vér viszkozitas
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PV: plazmaviszkozités

Htc: a minta aktualis hematokrit értéke

4524 Vorosvérsejt deformabilitas

LoRRca MaxSis Osmoscan-nel (Mechatronics BV, Hollandia) tortént a deformabilitas
meghatarozasa. 5 ul térfogat vérmintat tettiink 1 ml izotonias polyvinyl-pyrrolidone (PVP)
oldathoz (360 KDa PVP normal phosphate pufferelt sooldat; viszkozitas=27mPas,
ozmolalitds=290-300 mOsm/kg, pH=7,3). 0,3-30 Pa koz6tti nyird fesziiltség (SS) modban a
1ézer diffrakcidés mintazat valtozasanak megfeleléen hataroztuk meg az elongacios indexet
(EI). Az elongaciés index egyenlé a (L-W)/(L+W) hanyadossal, ahol a L megfelel a
hosszisagnak, a W a szélességnek a diffraktogrammon. Minél nagyobb a voOrdsvérsejt
deformabilitasa, annal nagyobb az EI értéke. A mérések 37 OC-on torténtek. Lineweaver-Burk
analizist végeztiink az EI-SS gorbék sszehasonlitasaval a maximalis elongacios index (Elmax)
¢s a fél Elpax-nal 1évé nyiro fesziiltség (SSip [Pa]: 1/EI=SSi12/Elmax X 1/SS+1/Elmax)
kalkulalasahoz. A késObbiekben kiszamitottuk az Elmax/SSi2 aranyt is. (210) Az ozmotikus
gradiens ektacitometria, vagy osmoscan vizsgalathoz 250 pl vért kevertiink 6vatosan 5 ml
PVP oldathoz. Konstans 30 Pa nyirofesziiltségen az elongacios index értékeket folyamatosan
hataroztuk meg az ozmolalitas fokozatos 0-r6l 500 mosmol/kg-ig torténd emelése mellett. Az
eszkOz altal analizdlt paraméterek mellett megmértilk a minimalis elongacios indexeket
alacsony ozmotikus kdrnyezetben (minimal EI), a maximalis elongacids index értékeket
(maximal EI), az ezekhez tartozd ozmolalitas értékeket (minO és maxO, mint ,,optimalis”
ozmolalitas), és meghataroztuk az egyedi elongacios index- ozmolalitds gorbe alatti tertiletet
(AUC). A tovabbiakban olyan paramétereket is meghataroztuk, amelyek segitségével a minEI
és maxEl kozotti fazist jellemeztliink ozmolalitds funkcidban: deltaEl a maxEI és min EI
kozotti kiilonbség; deltaO, az ozomolalitds kiilonbség a maxEl és minEIl értékhez tartozo

ozmolalitasok kozott; valamint a deltaEl/deltaO aranyt.(211)

45.2.5 Vorosvérsejt aggregaciod

A Myrenne MA-1 eritrocyta aggregometert (Myrenne GmbH, Németorszag) hasznaltuk az
aggregacios indexek meghatdrozasahoz, melynek miikodése a fényateresztd képességen
alapul: M ( 0 s? nyir6é aranyon) és M1 (3 s™ nyiréaranyon) 5 vagy 10 masodperccel a
diszaggregacio utan. Az indexek (M 5 s, M1 55, M 10 s, M1 10 s) novekednek a fokozott

vorosvérsejt aggregacioval. A LoRRca miiszer syllectometridas méréstechnikédjat szintén
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alkalmaztuk a kovetkezd vOorosvérsejt aggregacios paraméterek meghatarozasahoz: amplitudo

( Amp [au]); aggregacios index (Al [%]); aggregacids félido (12 [S]). (212).

45.2.6 Statisztikai analizis

A kapott adatokat atlag és standard deviacionak megfelelden interpretaltuk. Az eredmények
normdl eloszldsdnak megfeleléen a csoportok kozotti ( kontrol versus szeptikus)
Osszehasonlitast Student-t vagy Mann-Whitney RS teszt alapjan végeztiik. A csoporton beliil
nyert adatok Osszehasonlitasa az alapértékekkel one-way ANOVA teszttel (Dunn vagy
Bonferroni modszer) tortént. A p esetében az eredményt 0,5 alatti értéknél tekintettiik

statisztikai értelemben szignifikdnsnak.

44



5.  Eredmények

5.1 Hemodinamikai mérések

A 16 szeptikus allatbol kettd a szepszis indukcid kisérleti protokoll megkezdését kovetden,
két allat 2 ora, Ot sertés 3 6ra, harom 4 6ra mulva, egy 6 6éra mulva pusztult el.

A nyugalmi szisztémas hemodinamikai paraméterek 0sszefoglaldsa az 5. tablazatban lathato.
A szeptikus és kontroll csoport hemodinamikai paraméterei az E coli szuszpenzid injektalasa

el6tt statisztikailag hasonloak voltak.

5. tablazat: Szisztémas hemodinamikai paraméterek a nyugalmi allapotban (RS) a kontroll és a

szeptikus csoportban, a medidn és az interquartilis tartomanyok feltiintetésével

Paraméterek Kontroll csoport Szeptikus csoport p-érték
MAP (Hgmm) 102 106 0,86
96,5-110,7 97-111,5
Sziv frekvencia (1/perc) 92 99,0 0,50
81,5-102,5 81,7-108,5
Cl (I/perc/m?) 2,8 2,9 0,08
1,8-2,9 2,1-3,2,
SVRI dyn.sec.cm™.m? 2855 2600 0,06
2452-3125 2214-2719
GEDI (ml/m?2) 411 538 0,02
353-520 414-631
SVV (%) 13 13 0,52
11-17 8-16
GEF (%) 29 23 0,12
23-34 20-27
EVLWI (ml/kg) 13 17 0,08
9-16 12-21

A kontroll sertésekben a hemodinamikai valtozok relativ stabilak voltak a vizsgalati
periddusban. Az artérids kozépnyomas érték a hatodik ordban csdkkent, mig a szisztémas
vaszkularis rezisztencia index az 6todik oratdl emelkedett. (6. tdblazat)

A szeptikus csoportban a szeptikus sokk a 176. percben (IQR:60-263) alakult ki az E. coli

4

szuszpenzid injektalasanak kezdetétdl. (7. tdblazat)
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6. tablazat: Szisztémas hemodinamikiai paraméterck a kontroll csoportban, median és IQR értékekkel.

TR=resting state T60-T420=Az E.

A meérések idopontja

TR T60 T120 T180 T240 T300 T360 p-érték
(n=15) (n=15) (n=15) (n=15) (n=15) (n=6) (n=6)
MAP 102 103 96 100 99 102 92 <0,001
{(Hgmm) (96,5-110,7) | (92-108,7) (87-109,7) (89-110) (85,2-109) (93-103) (80-99)
Szivfrekvencia 92 94 88 94 88 87,5 83,5 0,98
(1/perc) (81,5-102) (77-103) (83-103) (85-97) (81,5-95,5) | (82-96) (81-87)
cl 2,27 2,4 2,2 2,3 2,0 1,8 1,9 0,18
(I/min/m?) (1,8-2,9) (1,6-2,8) (1,4-2,6) (1,6-2,6) (1,7-2,7) (1,6-2,5) (1,5-2,1)
SVRI 2855 2991 3238 3138 3113 4454 4054 <0.01

(dyn.sec.cms.m?) | (2452:3125) | (2771-3291) | (2906-3867) | (2510-4040) | (2799-4450) | (3388-4700) | (3657-4740)

GEDVI 411 414 389 395 373 230 207 0,37
(mil/m?) (353-520) (320-479) (308-465) (305-484) (312-447) (181-350) (188-350)

SV 13 15 15 15,5 14 16,5 17 0,79
(%) (11-17) (11-18) (11-19) (11-19) (9,7-20) (12-19) (14-18)

GEF 29 27,5 27 26 26 26 26 0,02
(%) (23-34) (23-34) (21,2-28) (23-28) (23-29) (25-28) (24-29)

EVLWI 13 14 16 15 13,5 9,5 10 0,07
(ml/kg) (9,6-16,7) (9,2-18) (8,5-19) (7.7-18,2) (8-17) (6-13) (6-14)
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7. tablazat: Szisztémas hemodinamikai paraméterek a szeptikus csoportban, median és IQR értékekkel.

TR=resting state T60-T420=Az E. coli injekcid beadasanak kezdetétdl eltelt id6 (perc)

A mérések idopontja
Paraméterek
TR T60 T120 T180 T240 T300 T360 p-érték
(n=16) (n=16) (n=14) (n=9) (n=6) (n=2) (n=1)
MAP 106 107 104 99 102 62 74 <0.001
(Hgmm) 97-111.5 90.5- 84.7-127.7 81-107 75.2-106 50-74
119.7
Szivfrekvencia 99 95 113 110 115 112 143 0.05
(1/min) 81.7-108.5 89.7- 89.2-138.7 83-142 102.5-141 109-115
115.5
cl 291 2.4 2.2 2.4 1.9 1.3 1.2 0.02
(1/min/m?2) 2132 1.8-29 2026 1.7-3.1 1.6-2.8 1.0-1.7
SVRI 2600 3350 2952 4047 2243 3182 4585 0.162
(dyn.sec.cm™. 2214-2719 2497- 2495-4473 | 2541-5220 | 2047-5370 | 677-5682
m?) 4010
GEDI 538 491 491 482 491 200 138 0.535
(ml/m?) 414-631 409-601 415-604 414-548 394-582 147-254
Svv 13 15 18 215 25 13.5 14 <0.001
(%) 8-16 9-19 12-26 16-26 16-27 13-14
GEF 23 21 19 20 21 20 19 <0.001
(%) 20-27 19-26 18-25 15-23 16-25 19-22
EVLWI 17 19 19.5 18.5 18 9.5 5 0.03
(ml/kg) 12-21 12-23 15-25 12-22 8-17 13-21

Az artérids kozépnyomads értékei az i1dd fiiggvényében fokozatosan csokkentek, mig a

szivirekvencia novekedett az E. coli injektalasat kovetden. (17. dbra )
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17. abra: Az artérias kozépnyomas (a) €s a pulzus frekvencia (b) valtozasa a szeptikus
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Az aramlési paraméterek valtozasat vizsgéalva a cardiac index csokkenése volt tapasztalhato.
(18. &bra)

18. abra: A cardiac index valtozasa a szeptikus csoportban id6 fiiggvényében (median és interquartilis

tartomany jelolésével). TR: resting state T60—360 = Az E.coli oldat injektalasdnak megkezdése utan
percben megadva

5

p=0.02

fmin/m2

0 T ™ T T T T T
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Minutes
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A szisztémas vaszkularis rezisztencia index atmeneti novekedést mutatott a harmadik 6raban,

rom

de visszatért a kiindulési értékre a késObbi vizsgalati periddusban. (19. dbra)

19. abra: A szisztémas vaszkularis rezisztencia index valtozdsa a szeptikus csoportban id6

fiiggvényében(median és interquartilis tartomany jelolésével). TR: resting state T60-360 = Az E.coli

oldat
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A pulzus kontur analizise soran a stroke volumen variancia szignifikdns emelkedést mutatott a

4. oraig. (20. abra) a globalis végdiasztolés volumen index (térfogat paraméter) nem

szignifikans csokkenése mellett. Az extravaszkuléris tiidéviz index ndvekvd tendenciat

mutatott (21. dbra), mig a globdlis ejekcids frakcio fokozatosan csokkent vizsgalat soran.
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5.2  Hemoreologiai vizsgalatok eredményei
5.2.1 A hemoreolégiai mérésekben résztvevé sertés alcsoport hemodinamikai és
mortalitasi jellemzoi

A hemoreoldgiai mérésekhez Osszesen kilenc allat mintaibdl nyert adatokat elemeztiik. A
szeptikus csoportban (n=5) 1évé valamennyi kisérleti allat esetében fulminans szepssis volt
megfigyelhetd és 3-7 6ran beliil elpusztultak (2 allat a 3-4. 6raban, 3 allat a 6-7. 6rdban). A
szeptikus csoport esetében a szivfrekvencia emelkedett, az artérias kozépnyomas csokkent. A
szivfrekvencia/MAP arany szignifikans csokkenést mutatott mind a kontroll csoporttal, mind
pedig a szeptikus csoporton beliil a kiindulasi értékekkel Gsszehasonlitva. Az E. coli oldat
injektalasanak kezdetétdl eltelt 6 6ra mulva a p érték<0,001 a szeptikus csoporton beliili, mig

p=0,004 a kontrol csoporttal tortént statisztikai analizis soran. A kontroll csoport egyedeinél a

kisérlet ideje alatt stabil hemodinamikai paramétereket mértiink. (8.tablazat)

8. tablazat: Testhomérséklet, szivfrekvencia(HR)/ artérias kozépnyomas(MAP) arany és oxygén
szaturacio értékek a kontrol és szeptikus csoportban a kisérlet ideje alatt. (Kozépérték+S.D.; *p<0,05
vs.kontrol; 4. és 6. draban a szeptikus csoportban n=3 (one way ANOVA on rank teszt, Bonferroni

korrekcio, Mann-Whitney rank sum test).

Valtozo Csoport | Alap 2 ora 4 ora 6 Ora 8 ora
Homérséklet | Kontroll | 36,73+0,47 | 37,43+0,41 | 37,83+0,7 | 38,76+1,35 | 39+1,47
[°Cl] Szeptikus | 37,0+1,21 | 37,85+0,97 | 38,2+0,42 | 38,5+0,28 -
HR/MAP Kontroll | 0,86+0,21 | 1,09+0,34 | 0,98+0,17 |0,98+0,17 |1+
1/Hgmm.min | Szeptikus | 0,82+0,18 | 1,48+1,24 | 1,31+0,24* | 3,09+0,82™" -
Szaturacio6 Kontroll | 97+1,8 96,7+0,9 | 94+2,7 95,2+1,5 95+1,4
% Szeptikus | 94,2+3,1 | 91+4,35 93,646,1 90+15,5 -

5.2.2 Hematolégiai paraméterek

A total leukocita szam a szeptikus csoportban mind az artérias, mind a vénas mintaban
folyamatosan csokkend tendenciat mutatott. A 4. és 6. 6rdban szignifikansan alacsonyabb volt
mind a kiindulasi értékhez, mind a kontroll csoporthoz viszonyitva (p<0,001). A kontroll
csoport esetében egy konstans emelkedés volt megfigyelhetd a kisérleti periodus végére. A
monocita-granulocita % mindkét csoportban enyhe emelkedést mutatott, de ez nem érte el a
szignifikans kiilonbséget.

A voOrdsvérsejtszam csaknem konstans maradt, de a kisérlet 6. 6rdjaban megemelkedett a

hematokrit értékkel parhuzamosan a szeptikus csoportban. A csoportok kozott szignifikans
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kiilonbség volt kimutathatd a vorosvérsejtszam emelkedésben a kisérlet 6. 6rajaban az artérids
¢s a vénas mintaban is. Az MCV ¢értékek minimdlisan magasabbak voltak a szeptikus
csoportban a kontrol csoporttal 6sszehasonlitva.

A trombocita szam dominansan csokkent a szeptikus allatokban, szignifikdns kiilonbség
alakult ki az E. coli szuszpenzio injektalas megkezdésének 6. 6rajaban a csoportok kozott és a

szeptikus csoporton beliil is a kiindulasi értékhez képest. (8. tdblazat)

8. tabldzat: A hematologiai paraméterek valtozasa a szeptikus és kontroll csoport artérids és vénds

mintaiban.
Valtozé Csoport  Minta Alap 2 oras 4 oras 6 oras 8 oras

FVS[x10°*/ul] Kontrol A 1534239  16.61+0.79 17.63 +2.05 17.97 £0.61 20.45 +2.64
1521+197 17.36+1.17 16.95 +2.69 16.16 +2.68 17.45+7.05

Szepszis A 14.88+321  13.94+4.98 8.884+3.77* 7.05 4+ 3.58* -

v 14.53+2.64  14.49+5.08 8.85 +4.09*% 7.88 + 3.64** -
Mo+Gr% [%] Kontrol A 4325+9.54 41.88+8.84 53.24+10.39 60.21+1339  6825+12.3
v 46474107  41.42+10.02 527+11.26 58.35+10.16  67.31+8.22

Szepszis A 4881+6.77 46.14+1127 4573+16.42 59.14 4+20.49 -

v 4585+7.03 4549+11.7 47.154+20.2 53.15+18.42 -
VVTI[x10%ul] Kontrol A 6.21+0.51 6.48 £0.47 5.97+0.85 5.99+0.84 6.214+0.71
\% 6.27+0.43 6.45+0.31 5.8540.83 553+ 1.14 5.78 +0.53

Szepszis A 6.65+0.44 6.17+0.32 6.7+0.7 6.98 +0.89 s

% 6.44 +0.64 6.49+0.33 6.85+0.8 6.63+0.93 -
MCV [fl] Kontrol A 59.83+4.54 62.76+6.3 60.17 +2.82 58.71+1.23 60.5+3.41
% 57.65+2.8 60.3 +3.88 58.26 4 1.47 60.42+5.72 60.11 & 1.62

Szepszis A 61.99+262  65.23+7.88 65.93+4.4 64.26 +3.05 -

% 63.88+4.58 64.81 +6.44 63.63 +2.07 64.86 +3.26 -
MCH [pg] Kontrol A 1521+£0.87 1476 +0.11 15.42+0.89 1548+ 1.4 14.58 £ 0.99
v 1491+024  15.12+0.39 15.07+£0.31 15.03 +1.21 15.37+£0.33

Szepszis A 1566 +£0.64  16.08 +0.83 17.08 4+ 0.85 16.43 +1.76 .

v 16.35+1.39 16 +0.86 16.73+1.3 16.81 +£0.92 L
Thrix10°/ul]  Kontrol A 608.5+40.2  612.1+1274 565+ 152.1 630.6+105.8 555+ 131.1
v 562.1+119.3 562.3+145.1 517.6+114.8 578 +83.7 477.6 + 88.7

Szepszis A 470.5+55.1 401.75+1254  382.3+126.2 221.5+32.5* =

v 421.6+889 384.6+111.6  346.1+108 204.5 +42.09** -

atlagok + S.D. *p<0,05 vs. alap; #p<0,05 vs. Kontrol. A=artérias vérminta, V=vénas vérminta 4 o6ra, és 6 6ra
utan levéve, n=3 a Szepszis Csoportban. (Az alkalmazott statisztikai teszt: Bonferroni féle One-way ANOVA
ES Mann-Whitney teszt)

A leukocyta anti-sedimentacios sebességét csokkend tendencia jellemzi a szeptikus allatokban: 2 éranként
15-20%-al csokken. Az értékek szignifikansan kulénbdznek a Control csoport értékeitdl (2 6ranal: p=0,031; 4
oranal: p=0,05; 6 6ranal: p:0,049)

5.2.3 Eritrocita szedimentacios rata és leukocita anti-szedimentacios rata

Az eritrocita szedimentacios rata (ESR) allandé maradt a kontroll csoport allataiban a kisérlet
végéig. A szeptikus allatok esetében lépcsdzetes emelkedést mutatott a 4. ordig, majd
csokkeni kezdett.

A leukocita anti-szedimentacioés rata minden 2. éraban végzett analizis soran 15-20%-0S

csokkenést mutatott. A csokkenés mértéke szignifikans kiilonbséget mutatott a kontroll
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csoporthoz képest is; a 2. éraban p=0,031, a 4. éraban p=0,05, a 6. 6raban p=0,049 értékkel.
(9. tablazat)

9. tablazat: A teljes vér viszkozitas, plazma viszkozitas (PV), a 40% hematokritra korrigalt WBV, az

erytrocyta szedimentacios rata és a leukocyta-antiszedimentacids rata

Valtozé Csoport Alap 2 oras 4 o6ras 6 oras 8 oras

WBYV [mPas] at shear rate of 90 s~ Kontrol 2.87+0.6 2.74£0.62 2.31+£0.89 2.46+0.39 2.28+0.34
Szepszis 3.03+0.51 2.66 £0.65 3.02+0.71 2.77+£091 -

PV [mPas] Kontrol 0.98 +£0.09 0.984+0.03 1£0.11 1+£0.21 09+0.12
Szepszis 1.0340.15 0.95+0.02 0.94.+0.02 0.91+0.03 -
WBV g, [mPas] Kontrol 341£1.29 298+0.85 2.58+0.81 3.19+1.09 2574031
Szepszis 2.95+0.46 2.5740.65 2724038 2.54£0.59 -
Htc / WBV [%/mPas] Kontrol 12.96+3.4 148+4.08 15.66+3.38 13.77+£3.25 12.81%5.13
Szepszis 13.8+2.5 16.47 £4.01 14.73+£243 16.25+4.26 -
ESR [mm/h] Kontrol 35+ 351 3£1.15 3.715£1.25 3.75+1.25
Szepszis 3.75+0.5 425+05 4.66 £ 1.15 3.66 +£0.57 -
LAR [%] Kontrol 21.98+14.33 27.09+£7.33 21.11£6.01 22.02+£6.74 1941+7.62

Szepszis 17.68+4.9  12.954+8.12¢ 1048 +£4.59%* 6.91+6.52% -

atlagok + S.D. *p<0,05 vs. alap; #p<0,05 vs. Kontrol. A=artérias vérminta, V=vénas vérmipta 4 6ra, és 6 Ora utan levéve, n=3 a
Szepszis Csoportban. (Az alkalmazott statisztikai teszt: Bonferroni féle One-way ANOVA ES Mann-Whitney teszt)

5.2.4 A vér és plazma viszkozitas

A teljes vér viszkozitas (WBV) kozepesen csokkent a kontroll csoport allataiban a kisérleti
iddszak alatt, de ekozben a plazma viszkozitdsa lényegesen nem valtozott. A 40%-0s
hematokritra korrigalt WBYV értékekben Iényegi eltérés sem a kontroll, sem a szeptikus allatok
esetében nem volt. A szeptikus csoportban a teljes vér viszkozitds a 4. oraban kezdett
emelkedni, a plazma viszkozitasa viszont folyamatos csokkenést mutatott. (9. tablazat)

5.2.5 Vorosvérsejt deformabilitas

A vorosversejt deformabilitas romlo tendenciat mutatott a szeptikus csoport allataiban. A két
oranként levett artérias és vénas vérmintakban az SSi/; fokozatosan nétt, mig az ElnaxSSi
arany fokozatosan csokkent. Ugyanakkor ez a valtozas nem volt szignifikdns. Az artérids és
vénds vérmintdk Osszehasonlitdsa sordn a deformabilitdsban szamottevd valtozast nem

észleltiink. (22. abra: A-F)
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22. abra: Elmax (A,B), SS1/2 [Pa](C,D), EImax/SS1/2[1/Pa] (E,F) értékek az artérias és vénas

mintaban a kontroll és a szeptikus csoportban
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Elmax (A,B), SS12 [Pa](C,D), Elmex/SS12[1/Pa] (E,F) értékek az artérias és vénas mintaban a Kontrol és a Szeptikus csoportban.
atlagok + S.D. *p<0,05 vs. alap; #p<0,05 vs. Kontrol. A=artérias vérminta, V=vénas vérminta 4 ora, és 6 6ra utan levéve, n=3 a
Szepszis Csoportban. (Az alkalmazott statisztikai teszt: Bonferroni féle One-way ANOVA ES Mann-Whitney teszt)

Az osmoscan altal mért paramétereket vizsgalva a minEI értékek folyamatos novekedést
mutattak a szeptikus allatokban, kifejezettebben az artérias vérmintadkban. A kisérlet 6.
orajaban a kontroll csoporttal dsszevetve a p érték 0,047 volt. Az AUC nagyobb eltéréseket
mutatott. Mar a szepszis indukci6 utan két oraval csokkenni kezdett, majd a késdbbiekben is
folytatta ezt a tendenciat. A deltaEl értékek fokozatosan csokkentek, foleg a szeptikus allatok

artérids vérmintaiban, mig al deltaO 1épcsdzetes emelkedést mutatott a megfigyelési periddus
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6. orajaig. A deltaEl/deltaO arany markansabb eltérést mutatott, fokozatosan csokkent,

kifejezettebben az artérias mintakban. (23. abra: A-F)

23. abra: DeltaEI (A,B), deltaO (C,D) és deltaEl/deltaO (E,F) értékek az artérias és a vénds mintaban a

kontrol és szeptikus csoportban
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AEI (A,B), AO (C,D) és AEI/AO (E,F) értékek az artérias és a vénas mintaban a Kontrol és Szeptikus csoportban.
atlagok + S.D. *p<0,05 vs. alap; #p<0,05 vs. Kontrol. A=artérias vérminta, V=vénas vérmipta 4 6ra, és 6 ora utan levéve, n=3 a
Szepszis Csoportban. (Az alkalmazott statisztikai teszt: Bonferroni féle One-way ANOVA ES Mann-Whitney teszt)
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5.2.6 Vorosvérsejt aggregacio

A szeptikus csoportban a vorosvérsejt aggregacios index (AlI%) csaknem konstans maradt a
szepszis indukcidt kovetd 4. oraig, majd csokkenni kezdett. A 6. 6rdban vett mintdk vizsgalata
soran a kiindulasi értékekkel és a kontroll csoport azonos ideji értékeivel Gsszevetve a
csokkenés mértéke szignifikdns volt. A p érték < 0,001 a csoporton beliili, p =0,003 a
kontrolhoz viszonyitott artérids mintak és p=0,11 a csoporton beliili és p=0,02 a kontroll
vénas mintdk esetében. Ez a valtozds a vénas mintdk esetében volt kifejezettebb. Az
amplitudo értékek markans arterio-venozus kiilonbséget mutattak mind a szeptikus, mind a
kontroll csoportban. A csokkenés kifejezettebb volt a vénas vérmintakban, a szignifikancia
szintet mar a szepszis indukciot kdvetd 2. éraban elérte (2. ora: p=0,001 vs. kiindulasi vénas
minta; 4. 6ra: p<0,001 vs. kiinduldsi vénds minta; 6. 6ra: p=0,02 vs. kiindulasi artérids minta
¢s p=0,043 vs. kontroll csoport artérids minta; 6. 6ra: p<0,001 vs. kiindulasi vénds minta és
p=0,029 vs. kontroll csoport vénds minta). A t12 id6 megnyult, valamint emelkedett a 6.
oraban a szeptikus sertésekben csoporton beliil (p<0,001 vs. kiindulasi minta) és a kontroll
csoporthoz (P=0,003 vs. kontrol csoport) viszonyitva a vénas mintak (p=0,02 vs. kiindulasi

minta; p=0,002 vs. kontroll csoport) és az artérias mintak esetében is. (10. tablazat)

10. tablazat: A vordsvérsejt aggregacios paraméterek valtozasa (aggregacios index, Al; amplitudo,

Amp és aggregacios felezési id9, t1/2) a szeptikus és kontroll csoport artérias €s vénas mintaiban

Valtoz6 Csoport Minta Alap 2 oras 4 é6ras 6 oras 8 oras
Al [% Kontrol A 67.39+7.75 66.96 +3.48 64.65 +3.17 64.18+54 61.09+7.33
\Y 67.28 +6.54 68.35+2.93 61.36 +4.79 67.57+234 66.77+4.39
Szepszis A 63.64 +3.39 61.35+6.24 62.21 £6.39 55.314+2.85* -
\% 63.69 +2.78 62.75+5.23 63.48 £5.12 51.43 +8.8* -
Amp Kontrol A 19.16 = 1.67 20.61 £2.05 18.83 343 20.52+3.22 18.73 +2.63
A" 15.37 £0.677 154+ 1.787 12.81 £2.84* 1296 +3.717 12.16 £2.45*
Szepszis A 20.85+1.08 19.63 +2.84 19.96 +3.78 16.39 £ 5.31* -
\Y 17.76 £2.39* 13.08 £3.037* 10.93 £2.74™ 8.82 4 1.44+ -
ti2 [s] Kontrol A 1.88 £0.81 1.8+0.33 24035 2.11+0.59 2.51+0.93
\Y 1.85+0.67 1.68 +0.27 2.37+0.57 1.75+0.28 1.83+0.43
Szepszis A 2.17+0.35 249+0.8 2.28 +£0.64 3.19+0.44* -
v 2.16+0.3 2.29+0.61 2.23+0.51 3.85 4 1.48+ -

atlagok + S.D. *p<0,05 vs. alap; #p<0,05 vs. Kontrol. A=artérias vérminta, VV=vénas vérminta 4 éra, és 6 6ra utan levéve,
n=3 a Szepszis Csoportban. (Az alkalmazott statisztikai teszt: Bonferroni féle One-way ANOVA ES Mann-Whitney teszt)

A Myrenne aggrométerrel mért paraméterek esetében szintén egy csokkend tendencia volt
megfigyelhetd a szeptikus allatok esetében a 4. és 6. ordban. A kiilonbség szignifikdnsnak
bizonyult a 6. 6rdban a 5 sec M (artérias minta: p<0,001 vs. kiindulasi minta és kontroll
csoport; vénas minta: p=0,001 vs. kiinduldsi minta és p=0,002 kontroll csoport; arterio-
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venodzus kiilonbség: p=0,003), 5 sec M1t (artérias minta: p=0,027 vs. kiindulasi minta; vénas
minta: p<0,001 vs. kiindulasi minta és p=0,023 vs. kontroll csoport), 10 sec M (artérias
minta: p=0,022 vs.kiindulasi minta, és p=0,028 vs. kontroll csoport; vénas minta: p<0,001 vs.
kiindulasi minta és kontroll csoport) index értékeinek esetében. A 10 sec M1 esetében csak a
vénas mintaknal talaltunk szignifikans kiilonbséget (p=0,027 vs. kiindulési érték; arterio-

venozus kiilonbség: p=0,00053) (24. abra)

24. abra: Az aggregacios index *S5secM’ (A,B), °5 sec M1’ (C,D), 10 sec M ’(E,F) és 10 sec M1’

(G,H) értékek a szeptikus és kontroll csoport esetében az artérias €s vénas vérmintaban
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Az aggregacios index '5secM’ (A,B), '5 sec M1' (C,D), '10 sec M '(E,F) és 10 sec M1’ (G,H) értékek a szeptikus és
kontroll csoport esetében az artérias és vénas vérmintaban. atlagok + S.D. *p<0,05 vs. alap; #p<0,05 vs. Kontrol.
A=artérias vérminta, V=vénas vérminta 4 dra, és 6 éra utan levéve, n=3 a Szepszis Csoportban. (Az alkalmazott
statisztikai teszt: Bonferroni féle One-way ANOVA ES Mann-Whitney teszt)

5.2.7 Az in vitro vizsgalat eredményei
A fél dozis E.coli szuszpenzid 5-6%-0s csokkenést okozott a vOordsvérsejt szamban, mig a

teljes dozis esetén ez 13-15%-o0s volt. A két oras inkubacids id6t kovetden az értékek enyhe
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emelkedést mutattak. A vorosvérsejtek eloszlasi szélessége (RDW-CV%) csak a keverés utdn
valtozott, az inkubacids periodust kovetden fél dozis baktérium utan 4-5%, a teljes dozis utan
9-10% novekedés volt lathato. Az MCV értékének a valtozdsa nem haladta meg a 2-4%-ot.

Az aggregacios paraméterek fél dozis E. Coli szuszpenzié utan enyhén csokkentek, mig a
teljes dozis utan valamennyi aggregacios paraméter romlani kezdett: az aggregacios index %
¢s a Myrenne index értékek markdnsan csokkentek, mely kifejezettebb lett a két oOras
inkubaciods 1d6t kovetden. Ugyanakkor a vorosvérsejt deformabilitas kozepesen romlott. (11.

tablazat)

11. tablazat: Az in vitro study rész eredményei: a szelektalt hemoreologiai paraméterek valtozasa
normal vénas vérmintaban (n=2), a fél doézis baktériummal, valamint a teljes dozissal kevert, €s a két

oras inkubacios idejlii almintak esetében

Valtozo Alap Fél dézis Teljes dozis Fél dézis baktéri- Teljes dozis baktéri-

értékek baktériummal baktériummal ummal 2 éras ummal 2 6ras

keverés utan keverés utan inkubacié utan inkubacié utan

El at 3 Pa 0.362 £0.003 0.350+£0.012 0.352 +£0.001 0.342+0.011 0.349 +=0.001
Elnax 0.509 £0.004 0.517 £0.004 0.510+£0.009 0.490 +0.008 0.485+0.015
SSy/2 [Pa] 1.38 £0.06 1.64+0.17 1.55-L0:17 1.41+0.16 1.37+0.07
Elpax / SS1/2 [Pa™!] 0.36 =0.01 0.31+0.03 0.33+0.04 0.35+0.04 0.35+0.02
minEI 0.112+£0.005 0.106 +0.014 0.096 +0.001 0.128 =0.001 0.103+0.015
maxEI 0.498 £0.001 0.496 +0.003 0.486 +0.014 0.494 +=0.005 0.482 +0.005
minO 192.5+2.1 1855x2.1 185.5+2 192.5+0.7 189 +28
maxO 379.5+14.8 361 +£2.8 356.5+17.7 371.5+£10.6 352.5+49
AUC 1159353 121.6+3.8 113.24+109 111.74+9.5 109.7 £10.1
AEI 0.386 £0.015 0.390 +0.017 0.380 +0.023 0.365 +=0.005 0.379+0.02
AO 187+16.9 1755+0.7 1711565 179+11.3 163.5+7.7
AEI/ AO*100 0.207 £0.027 0.222+0.011 0.227 +0.006 0.204 +0.015 0.232+0.023
Al% 59.31 +3.46 558+29 46.12+7.74 59.46 +-8.45 4777 +£4.56
Amp 21.01 =0.29 15.87 £3.66 10.04 +6.87 15.8+10.99 9.5+7.28
t1,2 [sec] 2.7+0.44 3.17+04 476 +1.54 2.69+1.07 45+0.83
S5secM 3.06 £0.69 2.484+0.65 144+1.02 3.7+0.97 1.68+1.28
Ssec M1 6.17+1.38 3.65+1.14 2.7403 2.65+0.78 1.82+1.47
10sec M 6.78 £1.72 7.68+0.75 3.76 +1.88 10.5+2.21 5.36+4.68
10sec M1 14.46 +7.63 11.38 +2.07 5.78 +1.87 10.63 +0.79 5.28+4.59
atlag+S.D.
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6. Megbeszélés

A szepszis tovabbra is egy heterogén, nehezen differencialhaté klinikai korkép, melynek
mortalitdsa a javulo terapias lehetdségek ellenére is igen magas. Egy 2016-ban késziilt
tanulmany globdlisan probalta a szepszis incidencidjat és mortalitdsat megbecsiilni az utolso6
10 év adatai alapjan. A feldolgozott adatok szerint évente vilagszerte 31,5 millié szeptikus, és
19,4 millié stulyos szeptikus beteg kezelése varhat6, mely 5,3 millid esetben halélos
kimenetelti. (1) Egy fontos mérfoldké lehet a hatékony gyogyszeres terapia fejlesztésében
szepszis esetén egy megfeleld allatmodell 1étrehozasa, mely a human szepszis lefolyasat és
patomechanizmusat tokéletesen utdnozza. Sajnos a legtobb jelenleg erre a célra alkalmazott
allatmodell félrevezetdé megallapitasokat eredményez. Ennek egyik fontos oka, hogy a
szepszis sordn a trauma vagy infekcid hatasara 1étrejovo génexpressziok jelentdsen eltérnek a
leggyakrabban alkalmazott kiséleti faj, az egér esetében, a human génexpressziotdl. Egy
masik fontos tényezd, hogy szdmos, a kisérleteknél alkalmazott allatfaj, egér, vagy pavian,
rezisztens a bakteridlis lipopoliszacharidokra, mig a human szervezet ezekre kifejezetten
szenzitiv. (2)

A jelen vizsgalatunk soran bakterémia modell altal hoztunk létre gram negativ szepszist
Hungahib sertésekben. A sertés modell jol hasznilhato a huméan szepszis kutatdsban,
Osszehasonlitva a ragcsalokkal anatomiai és fizioldgiai sajatsdgai megkozelitik a human
jellemzoket. A sertések mérete lehetévé teszi a humdn klinikumban hasznalt eszk6zok és
monitorok hasznalatat, ¢s a megfeleld vérvolumeniik miatt alkalmasak az ismételt
mintavételekre és Osszehasonlitd analizisekre, anélkiil, hogy ez jelentdsen befolyasolnd a
hemodinamikai paramétereket €és a mintdk mindségét. Nem elhanyagolhato, hogy a sertések
szenzitivitasa a lipopoliszacharidokra hasonldé a human érzékenységhez, Gsszevetve pl. az
egerek rezisztenciajaval. (3, 4) A vizsgalat soran a szepszis korai hemodinamikai és
hemoreologiai konzekvencidit vizsgaltuk anélkiil, hogy barmilyen terdpids beavatkozast
végeztiink volna, azaz tulajdonképpen a spontan szepszis korlefolyast kivantuk
tanulmanyozni. A szepszis indukciojahoz 2,5x10° csiraszamu E. coli szuszpenziot
alkalmaztunk, 9,5X106 Osszdozisban. Szamtalan szeptikus allatmodell 1étezik, mely soran
kiilonboz6 technikat alkalmaznak a szepszis indukcidjara. Az altalunk hasznalt bakterémia
modell folyamatosan emelkedd koncentracioja ¢€l6 E. coli szuszpenzid intravénds
injektalasaval indukal szepszist. Hasonld metodust hasznaltak Thorgesen és Castellheim
munkacsoportjai is. Castellheim alacsony (4x10° baktérium 6sszdozis) és magas (16x10°

baktérium 6sszdo6zis) dozist €16 E. coli szuszpenziot injektalt vénasan €s intrapulmonalisan
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emelkedd koncentracioban viszonylag rovid idOperiodus alatt sertésekbe, mely modell
segitségével gram-negativ szepszist imitaltak. Hemodinamikailag a szeptikus csoportot
markans pulmonadris artérids nyomasemelkedés és szisztémas vérnyomasesés jellemezte. A
hiperakutan kialakult pulmonalis hipertenzié ideje szoros Osszefliggésben allt az E. coli
infuzio kezdetével és a sulyossaga kozvetleniil 6sszefiiggott az adagolas ratajaval. A szepszis
kialakuldsat a hemodinamikai valtozok mellett az interleukin (IL)- 10, IL- 12, a vaszkularis
endotelialis novekedési faktor (VEGF) és a thrombin—antithrombin komplex (TAT)
korai fulminans szepszis hemoreologiai és hemodinamikai hatasainak vizsgalatara fektettiik a
hangsulyt. Sertésekben intravénas E. coli-val indukalt szepszis modellen jelen ismereteink
alapjan nem vizsgaltak eddig a korai hemoreoldgia eltéréseket, illetve hemodinamikai
valtozasokat PICCO monitor hasznalataval.

A cardiac output monitorozds bevalt modszer a klinikumban a kritikus allapota betegek
hemodinamikai monitorozasara ¢és a folyadék, vazopresszor ¢és inotrop kezelés
optimalizalasara. Sertés szepszis modell hemodinamikai eltéréseinek vizsgalatara Schuerholz
¢s munkacsoportja mar sikeresen alkalmazta a folyamatos pulzus kontur cardiac output
(PiICCO) monitorozast, de vizsgalatuk célja az eszkdoz pontos miikddéséhez sziikséges
kalibraci6 gyakorisdganak meghatarozdsa volt. A szepszis indukcidhoz coecotomia soran
nyert autolog székletet jutattak vissza a hasiliregbe, a szepszis kialakulasdnak bizonyitéka a
pozitiv hemokultara volt. (7) Barett és munkatarsai polivalens immunglobulin hatadsat
artérias kozépnyomas ¢€s szisztémas vaszkularis rezisztencia index csokkenést, valamint
szivfrekvecia emelkedést figyeltek meg. (8) Pulmonalis artérias katétert (PAC) alkalmazott a
hemodinamikai monitorozasra Pranskunas és munkacsoportja, szintén intravénds E. coli
infizioval 1étrehozott szepszis modellen. Méréseik soran a cardiac index a felére csokkent, a
szisztémas vaszkuldris rezisztencia megdupldzodott a szepszis indukciojat kovetden. (9)
Chvojka ¢és munkacsoportja peritonitis indukalta sertés szepszis modellt hasznaltak a
kisérletiik soran. Méréseiket a perotinitisz indukcidja utan 12, 18 és 22 6ra mulva végezték. A
hemodinamikai monitorozashoz szintén pulmondlis artérids katétert (PAC) hasznaltak.
Szignifikans eltérést a hemodinamikai paraméterek mérése kapcsan az obszervacio 12.
orgjaban figyeltek meg, mely csokkent artérids kozépnyomas, cardiac output €s szisztémas
vaszkularis rezisztencia, valamint emelkedett pulmonalis artérias kozépnyomas és pulmonalis

¢knyomas formdjaban jelentkezett. A hemodiamikai eltérések mellett pH csokkenést, IL-6 és
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TNF-alfa emelkedést is tapasztaltak. Ez a peritonitisz indukalta szepszis modell relative
gyorsan vezetett szepszis kialakulasahoz. (10)

Az éltalunk nyert eredmények jol Osszehasonlithatoak az el6bbi szeptikus sertés
vizsgalatokkal. Vizsgéalatunk soran a szeptikus sokk kialakulasa folyamataban az artérias
kozépnyomas ¢és a cardiac index csokkenését figyeltik meg, emelkedd tendencigju
pulzusszammal. Emellett szignifikans csokkenést tapasztaltunk a stroke volumen variacid
értékében a szeptikus allatok esetében. Itt kell azonban megjegyezni, hogy a kisérletiink soran
nem adtunk intravénds folyadékot az allatoknak, mivel a szepszis soran bekodvetkezo
hemodinamikai valtozdsok természetes lefolyasat tanulmanyoztuk terdpids intervenciok
nélkil. Ez a magyarazata annak, hogy a kontroll csoport allatainal szintén észleltiink egy lassu
artérias kozépnyomds csokkenést. Ha a kontroll allatok artérids kozépnyomds esését a
kiindulasi értékkel Osszevetettiik, ez statisztikailag szignifikdnsnak bizonyult, de a MAP
értékek egy viszonylag stabil, 96-103 Hgmm-es tartomanyban maradtak. Az allatok
a kisérlet ideje alatt a kontroll csoportban statisztikailag szignifikans eltérést nem észleltiink,
igy a gyogyszerek okozta kardiodepressziv hatas kizarhato volt.

Korédbban tébb tanulmany is bizonyitotta, hogy az ¢l6 E. coli baktérium intravénas
Tracey és munkatarsai pavianok esetében vizsgélta a cachectin (tumornekrozis faktor alfa,
TNF-alfa) szerepét a szeptikus sokkban. Ehhez a kisérletiikhoz letalis dozisti (LD 100y €16 E.
coli szuszpenziét infundaltak a szeptikus sokk indukcidjadhoz. A kontroll csoport allataiban
ennek hatdsara hipotenziod, letalis vese- és pulmonaris elégtelenség alakult ki. Ugyanezen
modell esetében az allatok eldkezelése TNF-alfa monoklonalis antitesttel javitotta az allatok
hemodinamikai paramétereit és a talélést. (11) Kis emlds allatokban az E. coli alacsony
dozisban tobb oOran keresztiil injektdlva minimalis hemodinamikai eltéréseket okozott, de
magasabb ddzisban bifazisos valaszt valtott ki. A korai cardiac output emelkedést a szepszis
késObbi fazisaban cardiac output csokkenés kovette. (12) Szintén pavianok esetében
szubletalis és letdlis dozisti E.coli injektaldsa utdn Taylor és munkacsoportja figyelte meg
stulyos disszeminalt intravaszkuldris koagulopatia kialakuldsat, melyhez komplex
inflammatorikus és hemosztatikus vélasz tarsult. Ez magaba foglalta a mikrovaszkulatura
endotéljanak és az antikoagulacios rendszernek a karosodasat is. A folyamat Gsszeségében
tobbszervi diszfunkcidhoz vezetett. (13) Dehring és munkatarsai altal sertéseken végzett
vizsgalat soran E. coli, P. aeruginosa (Gram-negativ) és S. aureus (Gram-pozitiv) baktériumok

injektalasa utan hasonlitottdk Ossze a kivaltott szepszis kovetkezményeit. Azt tapasztaltak,
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hogy amig a gram-pozitiv baktérium minimalis valtozast okozott a kiindulasi allapothoz
képest, az E. coli és P. aueruginosa sokkot €s akut respiratorikus elégtelenséget valtott ki. (14)
Egy szeptikus juh modellben a nem letélis dozisu E. coli hiperdindm kardiovaszkuléris valaszt
provokalt hipotenzioval, megnovekedett cardiac output-tal, tachikardiaval.(15) Kutyakban
mind a szubletalis és a letalis dozisu €16 E. coli stulyos kardiovaszkularis kdrosodast okozott
hipotenzidval, nagyon alacsony cardiac output-tal, splanchnicus hipoperfuziéval, és stlyos
metabolikus zavarral.(16) Az emlitett korabbi szepszis modellek alapjan lathatd, hogy az
intravénasan injektalt E. coli altal kivaltott hemodinamikai valaszt jelent6sen befolyasolja a
kisérlethez hasznalt allatfaj 1s.(11,12,13,14,15,16)

Az egyértelmii, hogy az intravénas E. coli infuzi6 utan kialakult szeptikus sokk karaktere eltér
az egyéb szeptikus kisérleti modellektdl. (19,20) Az altalunk 1étrehozott fulmindns szeptikus
sokk soran egy fazisi hipodindm keringési paraméterek voltak megfigyelhetéek. Mas
szepszis modellek bifazisos valasszal jellemezhetdek, mely soran eldszor egy hiperdindm
keringés alakul ki megndvekedett cardiac index-szel és cardiac output-tal, alacsony artéris
kozépnyomassal €s szisztémas vaszkularis rezisztencia index-szel. A késdbbi, ugynevezett
hipodindm fézisban pedig alacsony cardiac output és szisztémds vaszkularis rezisztencia
figyelhetd meg.

Ugy tiinik, hogy az E. coli altal kivaltott gyulladasos valasz kozvetleniil a miokardium
kontraktilitasat befolyasolja. A cardiac index és a globalis ejekcios frakcid csokkenéséhez
vezet a folyamat soran, mely a hipodinam keringés vezeté oka lehet. A hipodinam keringési
valasz hatasara kisérletiink soran megfigyelhetd volt egy azonnali mikrocirkulacios karosodas
IS, mar a baktérium infizi6 korai szakaszaban. (21) Ugyanakkor a cerebralis perfuzid intakt
maradt. (22) Az is megfigyelhetd volt, hogy a romlé hemodinamikai statusz miatt a laktat
szint emelkedni kezdett, melyet a magvas vorosvérsejtek szdmanak emelkedése kovetett,
mely egyértelmii szoveti hipoxiat jelzett. (23) Ebben a forméban az intravénas E. coli infuzid
egy fulminans hipodindm szepszist valtott ki sertés modelliinkben, mely szoveti
hipoperfiiziohoz €s hipoxidhoz vezetett. Wester és munkatarsai inaktivalt N. meningitidist
vizsgalata esetében a szepszis indukcio utdn 200 perccel alakultak ki a szepszis egyértelmii
jelei. (24) Ez az inkubdacids id6 jol Osszevethetd a sajat kisérletiinkben tapasztalttal, mely
soran a fulminans szepszis jelei az €l6 baktérium infuzid kezdetétdl szamitott 2-4. oOrara
datalhatok.

A szeptikus kardiomiopatia kialakuldsa jelenleg még nem teljesen tisztazott, annak ellenére,

hogy 40 éve ismert probléma. (25) Szamos tanulméany alapjan a szepszis soran kialakult
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szeptikus kardiomiopatia akar 2-3-szoros mortalitds ndvekedést is okozhat. (26,27) A
feltételezett mechanizmusok az inflammatorikus citokinek kdzvetlen miokardiumra kifejtett
hatasa, miokardium 0déma, megnovekedett oxidativ stessz, és az adrenerg receptorok
csokkent expresszidja, melyek szisztolés és diasztolés diszfunkcidhoz, valamint iiregrendszeri
dilataciohoz vezetnek. (26, 28, 29, 30) Az altalunk végzett kisérlet soran erre utalhat a
csOkkend tendencidju stroke volumen index mellett a cardiac index és a globalis ejekcios
frakcio csokkenése is.

A hemodinamikai paraméterek mellett kisérletiink célja a hemoreoldgiai paraméterek
valtozasanak vizsgalata is volt a korai fulminans szepszis folyaman. Szamos tanulmany kozolt
megallapitdsokat az elmult évtizedekben a szepszis mikrocirkulacidora és reoldgiai
paraméterekre kifejtett hatasairol. Ezek koziil a legtobb a mikroreoldgiai allapot romlasarol
szamol be, ugy, mint csokkent vordsvérsejt deformabilitds, fokozott vordsvérsejt aggregacio.
(31,32,33,34,35) A szepszis soran a vorosvérsejt deformabilitast sok tényezd befolyasolja. A
2,3-difoszfo-glicerat a bels6 viszkozitast és a membran viszkoelaszticitasat noveli. A
nitrogén-monoxid megvaltoztatja a sejt kalcium homeosztazisat, megnovelve az intracellularis
szabad Ca”* ionok mennyiségét. A szidlsav mennyisége szepszis soran csokken a vordsvérse;jt
membranjdban, mely altal megvaltozik a sejt alakja, romlik a deformabilitds és novekszik a
vorosvérsejt aggregacio. A fehérvérsejtek szabad oxigén gyokoket, peroxidazokat,
proteazokat szabaditanak fel, melyek megvaltoztatjdk a membran struktarat, ezaltal rontva a
deformabilitast, és fokozva az aggregaciot. (33)

Kisérletes szepszis vizsgalata soran Baskurt és munkatarsai szeptikus és nem szeptikus
patkanyok vorosvérsejtek edotoxinnal tortént inkubaldsa utan demonstraltdk, hogy a
mikrohemoreoldgiai jellegzetességek, mint amilyen a vOrdsvérsejt deformabilitas vagy
vOrosvérsejt aggregacio, vizsgalata soran a homérséklet, melyen a méréseket végzik,
befolyasolja a kapott eredményeket. 37°C-on ektacitometrival végzett mérés soran
szignifikdns csokkenést figyeltek meg az elongécids index esetében. (36) Singh és Stolz
egészséges Onkéntesek voOrdsvérsejtjeit vizsgalva az elongaciés index szignifikans
csokkenését igazolta a hdmérséklet 37°C-rol 5 °C-ra véltoztatasa soran. (37) Piagnerelli és
munkatarsai szeptikus és egészséges vorosvérsejtekkel végzett flowcytometrias vizsgalatot.
Megallapitottak, hogy a szeptikus vordsvérsejtek alakja kevésbé bikonkdv, inkdbb szferikus
karaktert(i, de a minta hdmérséklete a vordsvérsejtek alakjat nem befolyasolta (38).

Tobb vizsgalat is tortént az egészséges ¢€s szeptikus voOrdsvérsejtek mikroreologiai
paramétereinek Osszehasonlitasara. Reggiori és munkatarsai szeptikus betegek és egészséges

onkéntesek vorosvérsejtjeit vizsgaltdk. A vOrdsvérsejt deformabilitdsa szignifikansan
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rosszabb volt a szeptikus betegek esetében kiilonb6zd nyirdfesziiltségen vizsgalva. Az
aggregacios index nott, a typ rovidiilt a szeptikus betegcsoportban. Az elongacids index
nagysagat csak a szepszis és a hematologiai tarsbetegségek befolyasoltak. (39) Piagnerelli és
munkacsoportja tobb kutatdsi eredményt is publikalt, mely a szepszis vOorosvérsejtre gyakorolt
mikroreoldgiai hatasaival foglalkozik. Kritikus allapott, intenziv osztalyon kezelt betegek
esetében a vOrosvérsejt membran proteinek ardnydnak megvaltozasat irta le egészséges
onkéntesek vordsvértsejtjeihez képest, de nem talalt kiilonbséget a szeptikus és nem szeptikus
betegek vorosvérsejt membran szkeletalis fehérje dsszetételében. (40) Szintén Piagnerelli és
munkacsoportja vizsgalta a membran szialsav és glikoforin A tartalmat szeptikus betegek és
egészséges Onkéntesek bevonasaval. A szidlsav tartalmat nagy teljesitményl folyadék
kromatografiaval, a glikoforin A tartalmat antiglikoforinnal hatdroztdk meg &ramlasi
citometriaval. Emellett értékelték a vorosvérsejt alakokat szferikalis index alkalmazasaval. A
szeptikus vorovérsejtek alakja inkabb szferikus, mint bikonkdv volt, a szferikdlis index
szignifikansan csokkent szepszisben. Kizardlag a szeptikus vordsvérsejteknek csokkent a
szfericitas kapacitasa hipoozmolaris kdrnyezetben. A szeptikus vordsvérsejtek membranjaban
szignifikansan csokkent a szialsav tartalom, melynek hatterében az emelkedett neuraminidaz
aktivitas allhat. Emellett a membran glikoforin A tartalma magasabb volt. (41)

Szamos human szepszis vizsgalat tortént a vér hemoreoldgiai paramétereinek valtozéasa és a
korallapot sulyossaga, kimenetele kozotti kapcsolat feltarasara. Donadello és munkacsoportja
2015-ben megjelent tanulmanyaban egy prospektiv study keretében szeptikus és nem
szeptikus betegek 1ézer-aszisztalt optikai rotacios sejtanalizatorral mért vorosvérsejt reologiai
paramétereit hasonlitotta O0ssze az intenziv osztalyos felvétel 1. €s 3. napjan. A vorosvérsejt
deformabiltas kifejezésére nyiro fesziiltség alapu elongacids indexet hasznaltak, mely mellett
az aggregacios indexet is meghataroztdk. A vizsgalt betegcsoportban a szeptikus betegek
mortalitdsa 31% volt. A vorosvérsejt deformabilitas mar az intenziv osztalyos felvétel idején
rosszabb volt a szeptikus betegek esetébe, a vizsgalat ideje alatt a nem taléld szeptikus
betegek esetén ez tovabb romlott. A nem szeptikus betegcsoportban ez nem volt
megfigyelhetd. Az aggregaciods index értékei a szeptikus betegek esetében magasabb voltak,
deformabilitas egyértelmlien a szeptikus betegek rossz progndzisat jelezte eldre. (42)
Moutzouri €s munkacsoportja is a vorosvérsejt deformabilitds prognosztikai jelentdségérol
szamolt be szepszisben egy 2007-ben megjelent tanulmanyaban. Nem csak a prognézis
elérejelzésében, hanem a szepszis stlyossaganak monitorozasara is hasznos volt a klinikai

gyakorlatban. Nozokomialis szeptikus betegeket valogattak be a study-ba a diagnozist kdvetd
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24 o6ran beliil. A vorosvérsejt deformabilitds csokkenése egyértelmii volt a betegcsoportban,
melynek mértéke a korkép sulyossagat is kifejezte. A deformabilitds romlasanak mértékét
rigiditasi index formajaban adtdk meg. Az IR szignifikdnsan magasabb volt mindegyik
betegcsoportban, szepszis esetén 51%-kal, stlyos szepszis esetén 229%-kal, szeptikus sokk
esetén1285%-kal, akut respiracios distressz szindroma esetén 923%-kal volt magasabb az
egészséges kontroll csoport IR értékeihez képest. A vordsvérsejt rigiditdsi index szoros
korrelaciot mutatott az egyszerusitett akut fiziologiai pontrendszerrel (SAPS 1II) és a becsiilt
mortalitassal is. (43)

jelentds hatdssal vannak a mikrocirkulaciora is. A fehérvérsejtek marginacigjat erdsen
befolyasolja az eritrocitak axidlis migracidja. Jol ismert tény, hogy a vordsvérsejt aggregacio
fokozza a fehérvérsejtek marginacidjat az endotél mentén. (44) Kirschenbaun ¢és
munkacsoportja szepszis soran nem csak a vorosvérsejt deformabilitds csokkenését és a
vorosvérsejt aggregacid novekedését figyelte meg, hanem fokozott neutrofil-trombocita
interakcidt és csokkent leukocita deformabilitast is. (45) Szintén hasonldé eredményre jutott
Yodice és munkacsoportja, megnovekedett fehérvérsejt aggregaciot és csokkent neutrofil sejt
deformabilitast irtak le sulyos szeptikus és szeptikus sokkos betegek esetében. (46)
Természetesen mikroreologiai eltérések nem csak szepszishez asszocialtan fordulnak eld.
Szdmos tanulmany ko6zo6lt hemoreoldgial eltéréseket méjbetegségekkel Osszefliggésben.
Alkoholos mdj cirrdzisos betegek esetében csokkent teljes vér viszkozitast és plazma
viszkozitast irtak le, csak Uigy mint alacsonyabb hematokrit és fibrinogén koncentraciot.
(47,48,49) Hepatitis B-s betegek esetében szignifikansan magasabb teljes vér viszkozitasrol
€s vororsvérsejt aggregacids indexrdl szamoltak be egyes kozlemények. (50) Egyes szerzdk
véleménye szerint a diabetes mellitus sordan szovédményként észlelt rossz szoveti perfuzio
elsddlegesen a betegség soran kialakult csokkent vorosvérsejt deformabilitdsnak kdszonhetd.
(51,52.)

Sajat vizsgalatunkban a szeptikus allat csoportban folyamatosan csokkend vordsvérsejt
deformabilitast talaltunk a kisérleti periddus folyaméan. Az osmoscan paraméterek esetében ez
szintén észlelhetd volt. Az osmoscan gorbe sejt deformabilitdshoz és membran stabilitdshoz
tartozo6 része, ami megfelel a min EI és max EI kozotti teriiletnek az idetartozd ozmotikus
értékekkel egyiitt, mutatta a legmarkdnsabb eltérést. A két pont kozotti kiilonbség egy
fokozatosan romld tendenciat mutatott. Ez nem csak a csokkent deformabilitast, hanem

valdsziniileg a megvaltozott ozmotikus mikrokornyezet sejtkarositd hatdsat is tiikrozheti.
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A korabbi tanulmanyoktol eltéréen sajat vizsgalatunkban csokkend tendenciaji aggregacios
paramétereket figyeltiink meg. A kapott értékek alapjan az aggregacids folyamat sebessége €s
intenzitasa is alacsonyabb lett az €16 E. coli szuszpenzi6 infuziot kovetd hatodik éraban, habar
a vorosvérsejt deformabilitas romlott. Ennek az ellentmondasos eredménynek az lehet a
magyarazata, hogy az altalunk végzett vizsgalat parhuzamosan zajlott a fulminans szepszis
korai fazisdban a szeptikus sokk kialakuldsaval. Emellett nem zarhaté ki a vérdramba
emelkedd koncentracioban kozvetleniil bekeriilé €16 baktériumoknak hatasa az aggregaciora
kifejtett hatdsa sem. Ezért teszteltiik az €16 E. coli szuszpenzi6 hatdsat normal vérmintan is.
Két normal vérmintdhoz €16 E. coli szuszpenziot kevertiink a szeptikus sertések véraramaba
bejuttatott teljes baktérium koncentracionak megfeleld dozisban. Ezt a sertések kalkulalt teljes
vértérfogata alapjan hataroztuk meg. Az in vitro vizsgalat soran azt tapasztaltuk, hogy a
vorosvérsejt deformabilitds és aggregécio az in vivo vizsgalatnak megfelelden valtozott, mely
a két oOrés inkubécids periddus soran tovabbra is megfigyelhetd volt. Fontos azonban
megjegyezni, hogy az altalunk hasznalt E. coli torzs hemolizint tartalmazott, mely béta
hemolizist valt ki. Az in vivo vizsgalat soran a vizsgalati periddusban nem észleltiink
valtozast a vorosvérsejt szdmban és az MCV-ben. Az in vitro vizsgéalatban viszont mind a
vorosvérsejt szam, mind az MCV csokkeni kezdett az €16 baktériumszuszpenzid vérmintaba
keverése utan. Nagyon jol ismert tény, hogy az E coli hemolizin kérositja a vOrdsvérsejt
membrant azaltal, hogy gytiri alaki heptaméter komlexekkel porusokat képez a membranban.
Ennek hatdséara a vorosvérsejtek az ozmozis miatt visszafordithatatlanul megduzzadnak, és ez
bizonyos iddé utan sejtlizishez vezet A komplemetek jelenléte szintén szerepet jatszik a
vorosvérsejt karosodasban. Keshari és munkatdrsai altal a C5 hasitds inhibitoratnak, egy
makrociklikus peptidnek, a hatasat vizsgaltdk pavian allatmodellen E. coli indukata szepszis
soran. Megfigyelték, hogy a kontroll csoporttal dsszehasonlitva a C5 hasadas inhibitorral
kezelt csoportban az elsé 24 ora sordn a vordsvérsej konzumpcio és hematokrit csokkenése
csak minimalis volt. A kezelés felfliggesztése utan az enyhe csokkenés folytatodott, de a
hemolizis lathaté jelei nélkiil. (53) A vordsvérsejt karosodas okaként az endotoxinok
kozvetlen hatdsat is meg kell emliteni. Poschl és munkatarsai Gram negativ koérokozo
kivéltotta szepszis esetében, valamint egészséges Onkéntesekbdl nyert vorosvérsejtek lipid A-
val vagy lipopoliszahariddal torténd inkubéacidja utdn vizsgdltdk a vOrosvérsejt
hydroxymyrist-sav tartalmat és a vorosvérsejt deformabilitast. A vorosvérsejt deformabilitas
csokkent a Gram negativ szeptikus betegek esetében, valamint a mosott vorosvérsejtek lipid
A-val ¢és a teljes vér lipopoliszahariddal torténd inkubdldsa utan. A vOrdsvérsejt

deformabilitas csokkenésének mértéke a membran hydroxymyrist-sav tartalmanak
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emelkedésével szorosan Osszefiiggdtt, ami arra utalhat, hogy az endotoxin kotodése a
membranhoz kozvetleniil a sejt mechanikai tulajdonsagait befolyasolja. (54) Todd és
munkatarsai megfigyelték, hogy szeptikus betegek intracellularis kalcium-ion szintje
megemelkedik. Reprodukalhat6 volt az eredmény E. coli endotoxin és teljes vér inkubacioja
soran. In vitro ugyanebben a vizsgalatban igazoltak, hogy a megemelkedett intracellularis
Ca?* szintet nem lehetett kikiiszobolni verapamil haszndlataval, de gatolhaté volt ATP
elokezeléssel. Ebbdl arra kdvetkeztettek, hogy egy energiahidnyos allapot tehetd feledssé a
megvaltozott intracellularis homeosztazisért. (55) Ruef ¢és munkacsoportja egészséges
onkéntesek vorosvérsejtjeit inkubalt E. coli Lipid A endotoxinnal. Azt tapasztaltdk, hogy
ennek hatdsara megnovekedett a citoszol Ca®* koncentracioja, mellyel parhuzamosan romlott
a vorosvérsejtek deformabilitdsa. A Lipid A hatas felfiiggeszthetd volt verapamil és a protein
kinaz inhibitor staurosporine-nal. (56)

A nitrogén-monoxid szerepét szintén régota vizsgaljak a szeptikus hemorreologiai eltérések
hatterében. A szepszis soran létrejové hemoreoldgiai valtozasok hatterében allhat a csokkent
vorosvérset és leukocita deformabilitas és vOrdsvérsejt aggregacio, a koagulacios
mechanizmusok zavara, valamint az indukalhaté nitrogén-monoxid szintetaz altal termelt
nitrogén-monoxid okozta hipotenzid. (57, 58, 59, 60) A NO-nak nagy valdszinliséggel
multifunkciondlis szerepe lehet a mikrovaszkulatura karosoddsdban, megvaltoztatja a
vorosvérsejt deformabilitast, de emellett modulalja a szignal transzdukcids ttvonalakat is a
vorosvérsejtben. (61,62) Bateman és munkacsoportja patkanyokon végzett kisérletiik soran
cecalis ligdci6 ¢és punkcidé modellel hozott létre patkanyokban peritonitiszt és akut
normotenziv szepszist. Ennek sordn demonstraltdk, hogy a vazizomzatban szignifikansan
novekedett a ,,stopped flow capillary” denzitas 3-6 o6ra kozott a fekulens peritonitisz
indukcigjat kovetden. Ugyanebben a periodusban megnovekedett a szisztémas NO
koncentracid, mely felhalmozddott a vordsvérsejtekben. Emellett csokkent a vOrdsvérsejt
deformabilitas, és kialakult egy csokkent deformabilitasu vorosvérsejt populacio. Egy in vivo
INOS gatlo, az aminoguanidin segitségével gatoltdk a NO termelést. Megfigyelték, hogy
ennek hatdsdra a NO concentraciéo az alapértéken maradt, és megakadalyozta mind a
vorosvérsejt deformabilitas, mind a funkciondlis kapillaris denzitas csokkenést. Eredményeik
azt sugalljak, hogy a szepszis soran kialakul6 funkcionalis kapillaris denzitas csokkenés a NO
medialta eritrocita deformabilitas kdrosodasanak kovetkezménye. (63) Az altalunk megfigyelt
vOrdsvérsejt aggregacid csokkenés ellentmodéasos a vilagirodalmi adatokhoz képest. A
vorosvérsejt aggregacio egy f6 meghatarozo faktora a vér viszkozitadsanak, leginkébb alacsony

nyirofesziiltségen. A vOrosvérsejt aggregacio altal leginkabb érintett a posztkapillaris venulak
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tertilete, ahol az érkaliber mar elég nagy, a nyird fesziiltség pedig elég alacsony az aggregacio
kialakulasdhoz. A kapillarisok teriiletén az aramlds meghatdrozobb faktora a vordsvérsejt
deformabilitasa. Kiilonbozo allatkisérletek bizonyitottdk, hogy a voOrdsvérsejt aggregacio
szepszis ¢s szeptikus sokk sordn gatolja a véraramlast a mikrocirkulacio teriiletén. (64) Az
altalunk vizsgalt fulminans szepszis modell esetében a legtobb korabbi vizsgalattal ellentétben
csokkend eritrocita aggregaciot figyeltiink meg. A gyulladdsos megbetegdések, igy a szepszis
is, akut fazis reakcidval jellemezhetd, mely sordn nagy mennyiségii C reaktiv protein,
fibrinogén, immunglobulin és alfa-2 makroglobulin termelddik. (65,66,67) A fibrinogén és
egyéb nagy molekulastlya proteinek novekvd koncentracidja a vordsvértsejt aggregacio
fokozodasahoz vezetnek. (68) Az altalunk vizsgalt fulminans szepszis modell esetében a
legtobb korabbi vizsgalattal ellentétben csokkend eritrocita aggregaciot figyeltiink meg.
Ugyanezen kisérlet alvizsgalata sordn azt tapasztaltuk, hogy a bdér mikrocirkulacié romléasa
egy nagyon korai fazisban, mar a hemodinamikai paraméterek valtozasa el6tt bekovetkezett.
Ennek magyarazata lehet a fibrinogén konzumpci6, a megndvekedett NO koncentracio hatasa,
a baktérium endotoxinok direkt hatasa a vorosvérsejtekre, a felszini glikokalix szerekezetének
megvaltozasa. Ez az eredmény azt sugallhatja, hogy a fulminans szepszis esetében a reoldgiai
valtozasok eltérhetnek a lassan, fokozatosan kialakuld szepszis folyamat soran kialakulo
reoldgiai valtozasoktol. (69)

6/1. Sajat eredmények, 6nallé megallapitasok

1. A nemzetkozi irodalomban az elsé kozott tanulmanyoztuk E. coli indukalta fulminans
szepszisben a korfolyamat spontdn, kezelés nélkiili lezajlasa soran jellemzd
hemodinamikai és hemoreologiai paramétereket.

2. Megallapitottuk, hogy a folyamat sordn a cardiac index csokken, a szisztémas
vaszkularis rezisztencia és az intravaszkularis tiidoviz index emelkedik, a stroke
volumen varidcidé csokken. Ennek alapjan a kisérletes Osszeallitasunk a hipodindm
szeptikus folyamatok modellezésére alkalmas.

3. Megallapitottuk, hogy a baktériumok beadasat kovetéen a fulminans szepszis
modellben az erithrocytdk deformabilitdsa és aggregacidja a szepszis els@ oOrdiban
csokkent. A direkt bakteridlis hatést in vitro tesztekkel is meg lehetett erdsiteni.

4. Tekintettel arra, hogy vizsgalatainkban a szepszis spontan lefolyasat vizsgaltuk,
mindenféle terapias beavatkozas nélkiil, vizsgalataink alapjat képezhetik a hipodindm
szepszis tanulmanyozasat célzo tovabbi experimentalis vizsgalatoknak, és kiillonosen

azoknak, amelyek terapids beavatkozasokat kivannak tesztelni.
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8.  Osszefoglalas

A szepszis és szeptikus sokk napjainkban is magas mortalitassal és nagy korhazi koltséggel
jéré szindréma. Patomechanizmusa tovdbbra sem tisztazott. Bar a klinikumban szdmos uj
terapia keriilt bevezetésre, a morbiditasi €és mortalitdsi mutatok tovabbra sem javultak
jelentésen. Az Osszetett patomechanizmus, a heterogén betegpopulacio, a pontos
diagnosztikus markerek hianya, valamint az etikai megszoritasok nehézségeket allitanak a
szepszis kutatds utjaba. Emiatt egy tokéletes szeptikus allatmodell kifejlesztése mérfoldkod
allatmodellek szamos hidnyosaggal birnak, nem standardizaltak, emiatt a kutatasi eredmények
sokszor félrevezetdek lehetnek.

Munkank egy dsszetett tudomanyos kisérlet részét képezte, melynek célja E. coli indukalta
szepszis soran a hemodinamikai, hemosztazeoldgiai, hemoreoldgiai és cerebrovaszkularis
komponensek valtozasanak vizsgalata volt sertés modellen. Elsédlegesen arra a kérdésre
kerestiik a valaszt, hogy az intravénasan adott E. coli szuszpenzi6é indukalta korai fulmindns
szepszis soran milyen szisztémas hemodinamikai valtozésok figyelhetéek meg. A fulminans
szepszis modellezéséhez ¢él6 E. coli szuszpenzidt alkalmaztunk intravénasan, folyamatosan
emelve a beadott mennyiséget. Az elsé 30 percben 2 ml fiziologias soban szuszpendalt
baktérium kultarat, majd a kovetkez6 30 percben 4 ml baktérium kultarat adtunk. Ezt
kovetéen 32 ml baktérium kultarat adtunk 120 perc alatt. gy 9,5x10° Ssszdozisa E. coli-t
adtunk be 180 perc alatt. A hemodinamikai paraméterek mérése PiCCO monitor segitségével
tortént. Kisérletlink soran a szeptikus sokk kialakuldsa folyamataban az artérias kozépnyomas
és a cardiac index csokkenését figyeltiik meg, emelkedd tendenciaji pulzusszammal. Emellett
szignifikans csokkenést tapasztaltunk a stroke volumen variacio értékében a szeptikus allatok
esetében. A vizsgalat sordn az anesztézia gyogyszerein kiviil az éallatok egyéb gyogyszeres
terapidban nem részesiiltek ( intravénas folyadék terdpidban sem) , igy a szepszis soran
bekovetkezd hemodinamikai valtozdsok természetes lefolyasat tudtuk megfigyelni. Az
altalunk létrehozott fulminans szeptikus sokk sordn egy féazisi hipodindm keringési
paraméterek voltak megfigyelhetdek. Feltételezéseink alapjan az E. coli altal kivaltott
gyulladéasos valasz kozvetleniil a miokardium kontraktilitasat befolyasolja. Ez a cardiac index
és a globalis ejekcids frakcido csokkenéséhez vezet a folyamat sordn, mely a hipodinam

keringés vezetd oka lehet. A hipodindm keringési valasz hatasara kisérletiink soran
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megfigyelhetd volt egy azonnali mikrocirkulacids karosodas is, mar a baktérium infizid korai
szakaszaban. Ez alapjan elmondhatd, hogy az intravénas E. coli infizid egy fulminans
hipodindm szepszist valtott ki sertés modelliinkben, mely szoveti hipoperfizidhoz ¢és
hipoxidhoz vezetett.

Vizsgalatuk tovabbi célja a hemoreologiai valtozasok vizsgalata volt fulminans szepszis
soran.

A szeptikus allat csoportban folyamatosan csokkend vordsvérsejt deformabilitas volt
megfigyelhetd. Az osmoscan paraméterek vizsgalata soran az osmoscan gorbe sejt
deformabilitashoz és membran stabilitdshoz tartoz6 része, ami megfelel a min EI és max EI
kozotti teriiletnek az idetartozé ozmotikus értékekkel egyiitt, mutatta a legmarkansabb
eltérést. A két pont kozotti kiillonbség egy fokozatosan romld tendenciat mutatott, mely
valdszinlileg a megvaltozott ozmotikus mikrokdrnyezet sejtkarositdo hatasat is jelzi. A
csOkkend tendenciaji aggregacidos paraméterek ellentmondanak a kordbbi tanulméanyok
megfigyelésének. Az aggregéacios folyamat sebessége €s intenzitdsa is alacsonyabb lett az €16
E. coli szuszpenzi6 infuziot kovetd hatodik oraban, habar a vordsvérsejt deformabilitds
romlott. Ennek az ellentmondasos eredménynek az lehet a magyarazata, hogy az altalunk
végzett vizsgalat parhuzamosan zajlott a fulminans szepszis korai fazisdban a szeptikus sokk
kialakulasaval. Nem tudtuk kizarni a véraramba keriild €16 baktériumok aggregaciora kifejtett
hatasat, emiatt az ¢l6 E. coli szuszpenziét normal vérmintédkkal is teszteltiik. Az in vitro
vizsgalat sordn a vOrdsvérsejt deformabilitds és aggregacidé az in vivo vizsgalatnak
megfelelden valtozott, mely a két 6rds inkubacids periddus soran tovabbra is megfigyelhetd
volt. Az altalunk alkalmazott E. coli szepszis modellt véleménylink szerint jol alkalmazhat6 a

hipdindm szepszis hemodinamikai és hemorholdgiai hatdsainak vizsgalatara.

9.  Summary

Sepsis and septic shock remains a leading cause of death in patients treated at the general and
surgical ICUs. It pathomechanism is still not known in all detail. Despite of the fact that in the
recent decades novel therapeutic interventions came into light, there is only a moderate
improvement in the morbidity and mortality ratios. The pathomechanism is complex, the
patient population is heterogenous, there are no sensitive diagnostic markers available. The
combination of these facts makes the planning of experimental sepsis models more
complicated. Hence, an ideal sepsis model would be crucial for getting more insight into the
pathophysiological background of the syndrome and searching for effective therapeutic
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interventions. Septic animal models used so far are not standardized, do not cover all
spectrum of the possible sepsis development and therefore their result may be midleading.

In the present work we aimed to assess the hemodynamic, hemostatic and hemorheologic and
cerebrovascular consequences of an E. coli induced sepsis. In the first 30 minutes 2 ml of
suspended bacterial cultures were given intravenously, followed by a repeated dose of 4 ml in
the next 30 minutes. Thereafter 32 ml bacterial cultures was infused within 120 minutes. As a
result of this administration a 9,5x10° overall dose of E. coli -was administered within a time
frame of 180 minutes. As we intended to assess the natural course of the sepsis development,
animals in the sepsis group did not receive any therapy (neither volume therapy) during the
study, but anesthetic drugs. In the first part we aimed to assess hemodynamic changes induced
by intravenous administration of E.coli suspension. Hemodynamic parameters were followed
by PiCCo monitoring. We found that mean arterial pressure, cardiac index decreased during
the development of septic shock, that was accompanied by a tendency of increased pulse rate.
Stroke volume variation stepwise decreased in septic animals during the course of the study.
Our fulminant sepsis model appeared to mimic a single-phaes hypodinamic septic shock. We
hipothesize that inflammatory response evoked by E. coli influenced directly myocardial
contractility. This was supperted by decreased cardiac index and global ejection fraction. An
immediate microcirculatory damage coud be observed as a consequence of the hypodynamic
circulation, already in the early phase of the infusion of the bacterial culture, referirng to
tissue hypoperfusion and hypoxia.

In the second phase of the study we assessed the change of the hemorheological parameters
during septic shock development. A deceased erythrocyte deformability was observed among
septic animals, that were mainly indicated by changes of min EI és max EI ranges. The speed
and intensity of the aggregation was also lower in septic animals at 6 hours after E.coli
infusion, depite of worsening of deformability. It is conceivable that there is a direct effect of
E.coli bacteria on the aggregation process. Thus, we tested this possible effect by using
normal blood samples and the in vitro tests revealed identical results after a 2-hour incubation
period. We conclude that our E.coli-induced septic model is suitable for assessing the

hemodynamic and hemorheological consequences.
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