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1. BEVEZETES

A szepszis jelenleg is az egyik vezetd haldlok vilagszerte az intenziv osztdlyokon. Az
Egészségiigyi Vilagkozgyiilés (WHA) és az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) a szepszist
globalis egészségiigyi prioritdssa nyilvanitotta, és allast foglalt a megel6zési-, a diagnosztikai-
¢s a kezelési lehetdségek fejlesztésének sziikségessége mellett (Reinhart és mtsai., 2017). Az
elmult harom évtizedben a szepszissel kapcsolatos ismereteink folyamatosan bdviiltek, a
szepszis definicidja pedig folyamatosan fejlddott, a klinikai eseteket targyald és a komplex
patologiat feloleld kisérletes tanulmanyok alapjan.

1.1. A szepszis definiciojanak valtozdsa

,ociety of Critical Care Medicine” fogalmazta meg 1991-ben egy konszenzus konferencian
(Sepsis-1), ahol a sulyos szepszis, a szeptikus sokk és a tobbszervi elégtelenség
gyulladdsos valaszreakci6 (SIRS) egyiitteseként definidltadk (Bone ¢&s mtsai.,, 1992).
Meghatarozasat 2001-ben aktualizaltak, a szepszist a fert6zésre adott szisztémas gyulladasos
valaszként hatdroztdk meg (Levy és mtsai., 2003). A ,,Surviving Sepsis Campaign” (SSC) a
szepszis €s a szeptikus sokk okozta halalozas és megbetegedés csokkentése érdekében jott 1étre
2002-ben, és szamos ajanlast fogalmazott meg a korai hatékony ellatassal kapcsolatban (Rello
¢és mtsai., 2017). A IIL. International Consensus Definition for Sepsis and Septic Shock (Sepsis-
3) konferencia 2016-ban Gjra definiélta a gyulladas, a szepszis €s a szeptikus sokk fogalmat. Az
Uj meghatarozas szerint a szepszis sulyos, potencidlisan é€letveszélyes allapot, amelyet az
infekciora adott diszregulalt valaszreakcié kovetkeztében kialakuld szervi diszfunkcio
jellemez. A szeptikus sokk, mint a szepszis egyik alkategoridja, a szepszisnél sulyosabb
keringési ¢és metabolikus zavart, sejtszintli diszfunkciot foglal magaban, és adekvat
folyadékpotlas ellenére kialakuld kontrollalhatatlan hipotenzié jellemzi (Singer és mitsai.,
2016). A human szepszis klinikai tiineteinek, a szervi diszfunkcioknak az értékelésére az elmult
évtizedekben a ,,Sequential (sepsis-related) Organ Failure Assessment” (SOFA) pontrendszert
fejlesztették ki. A SOFA hat szervrendszer értékelésére alkalmas, a 1égzés, a keringés, a maj, a
vese, a véralvadas és kozponti idegrendszer funkciokarosodasat méri, ahol a novekvod pontszam
sulyosabb szervi diszfunkciét tiikrozi (Vincent és mtsai., 1996). A Quick SOFA Score (QSOFA)
fogalmat a Sepsis-3 konferencia vezette be (Angus és mtsai., 2016), amely egyszerii, agy
mellett megallapithatd kritériumokat allit fel a fert6zés gyanus felndtt betegek azonositasara

(Singer és mtsai., 2016).



1.2. A szepszis és a szeptikus sokk patomechanizmusa

A szepszis patogenezise Osszetett, a fert6z6 agensek és a gazdaszervezet kozotti kdlcsonhatas
szdmos aspektusat érinti. A jelenlegi definicio szerint, a szepszis a szervezet fertézésre adott
kontrollalatlan valaszreakcidja, melynek kezdeti szakaszat a gyulladasos mediatorok fokozott
produkcidja, a ,citokinvihar” kialakuladsa jellemzi. Ebben kiemelt szerepe lehet a tumor
nekrozis faktor alfa (TNF-a), az interleukin-6 (IL-6) és az interleukin-1 (IL-1) citokineknek,
amelyek emelkedd szintje lazas allapothoz, tovabbi gyulladasos vélaszreakcidkhoz, valamint a
szovetek és sejtek fokozddd oxigénfogyasztasahoz, €és igy az oxigén extrakcio (ExO»)
novekedéséhez vezet (Chousterman és mtsai., 2017; Piechota és mtsai., 2007). A ,,citokinvihar”
beinditja a nitrogén-monoxid (NO) termelddését is, ami szisztémads vazodilataciot és a teljes
periférias rezisztencia (TPR) konzekvens csokkenését eredményezi, amelyre kompenzacios
mechanizmusokkal reagdl a szervezet. Az emelkedd szivfrekvencia, a perctérfogat (CO)
novekedése és a fokozott oxigénszallitas (DO>) segitenek ellensulyozni a csokkent TPR-t €s a
megnovekedett oxigénfogyasztast (VO2) (Armstrong €s mtsai., 2017). A vazodilatator-
vasokonstriktor egyensuly elvesztése, a megfeleld szisztémas toltdnyomas csokkenése és a
hiperkoagulécio elégtelen mikroperfuziot eredményez, ami szoveti hipoxidhoz vezet (Ince és
mtsai., 2016). Az elégtelen mikrokeringés a szoveti és szubcellularis oxigén- €és szubsztrat
ellatas csokkenését eredményezi, ami a mitokondrialis oxigénfogyasztast is érinti. A kialakuld
mitokondrialis diszfunkcié sulyos kovetkezménye a reaktiv oxigén gyokok fokozott
produkcidja €és az ebbdl eredd oxidativ stressz altal okozott kdzvetlen sejtkarosodas, amely a
szeptikus szervkarosodas kialakuldsaért felelos lehet (Zhang és mtsai., 2018). A folyamat
progresszidja a szepszis hipodinamids fazisdhoz vezet, amelyet a DO, ¢és a VO, kozotti
egyensuly felboruldsa, az ExO» csdkkenése, a kompenzaciés mechanizmusok kimeriilése,
immunoparalizis, a vérnyomds progressziv csokkenése jelez ¢és sulyos tobbszervi
elégtelenséghez (MOF) vezethet (Armstrong és mtsai., 2017; Singer és mtsai., 2016).

1.3. A szepszis biomarkerei

A folyamat kezdetén a Toll-like receptorok patogén-asszocialt molekularis mintdkhoz valo
kotédése intracellularis jelatviteli kaszkadokat indit el, amelyek a korai valaszreakcidkat
szabalyoz6 proinflammatorikus biomarkerek, példaul a TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8 és a ,,high
mobility group box 1” (HMGB1) szintézisét €s felszabadulasat eredményezik (Rivers és mtsai.,
2013). Ezzel egyidejlileg az antiinflammatorikus biomarkerek - mint az interleukin 10 (IL-10)
- termelddése is megkezdddik, aminek fontos szerepe van a szovetkarosodas megeldzésében, a
gyulladas csokkentésében és a gyogyulas eldsegitésében. A pro- €s antiinflammatorikus

biomarkerek egyensulydnak felboruldsa a folyamat sulyosbodasat jelzi (Rittirsch és mtsai.,
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2008; Taeb és mtsai., 2017). A ,,big endothelint” (bET) és a HMGBI1-et a szoveti hipoxia és
nekrézis biomarkereiként tartjadk szdmon (Chaudhry és mtsai., 2013). A plazma nitrit/nitrat
(NOx), a nitrogén-monoxid (NO) stabil végterméke, plazma szintjének emelkedése a fokozott
nitrogén-monoxid szintézisnek és a reaktiv nitrogén-oxid-gyokok termelddésének markere
(Radi, 2018). Habar a laktat nem szepszis-specifikus biomarker, a szérum laktat szintjének
mortalitasi kockazattal jar (Rello és mtsai., 2017).

1.4. Bizonyitékokon alapulo ajanlasok a preklinikai szepszismodellekben

A patomechanizmus részletes megértésének ¢€s a mortalitds csokkentésének eldfeltétele a
megfeleld kisérleti modellezés. A komplex patologiat megfelelden reprodukald és klinikai
transzlaciora alkalmas allatmodellek elengedhetetlenek a szepszis és szeptikus sokk 1j terapias
célpontjainak azonositdsdhoz. A kozelmultban kidolgozott ,,Minimum Quality Threshold in
Preclinical Sepsis Studies” (MQTiPSS) ajanléas lehetové teszi a kisérletes szepszismodellek
standardizalasat, beleértve a human szepszisre jellemzd szervi elégtelenség/miikodési zavar
jeleinek értékelését (Osuchowski és mtsai, 2018), a human SOFA score-hoz hasonld
pontrendszer alkalmazasaval (Singer és mtsai, 2016; Vincent és mtsai, 1996). Bar az MQTiPSS
elemei altalanos célokra, ezen beliil inkabb ragcsalokra (patkdnyok és egerek), mint nagyobb
laboratoriumi allatokra (sertés vagy juh) vonatkoznak. Azonban a szepszis modellezésében a
sertések szamos elénnyel rendelkeznek a ragcsalokkal szemben, mivel anatomiai, genetikai és
¢lettani szempontbol kozelebb allnak az emberhez (Swindle, 2012; Meurens, 2012). Emellett a
sertések esetében a klinikailag relevans anesztézia, invaziv hemodinamikai monitorizalas és
intenziv ellatds is alkalmazhat6é (Guillon, 2019). Tovabba lehetdvé teszik a standardizalt
indukcio kivitelezését, valamint a korkép progresszidjanak és sulyossaganak egyéni értékelését,
de az altatas-érzéstelenités sziikségessége és a limitalt megfigyelési 1d6 tovabbra is korlatozo

tényezok (Soerensen, 2012; Park, 2019; Waterhouse, 2018).

2. CELKITUZESEK

A fenti megfontolasok figyelembevételével célul tiiztiik ki a szepszis kutatdsara alkalmazhatd
sertésmodellek korszeriisitését a valtozd szepszis definicioknak megfelelden, végsd célként
pedig a heterogenitas, valamint a kisérletes- €s human vizsgalatok eredményei kozotti szakadék
csOkkentését. Az 1. vizsgalatban a Sepsis-1 definiciokat kovettiik, és ennek megfeleléen
terveztiilk meg kisérleti elrendezésiinket (Erces és mtsai., 2011; Zsikai és mtsai., 2012). A
késObbi 2. vizsgalatban (Rutai és mtsai.,, 2022) a Sepsis-3 kritériumoknak megfeleléen

modositottuk modelliinket. Az 1. vizsgalatban céljaink a kovetkezok voltak:
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I.  Egy olyan standardizélt kisérleti protokoll I¢trehozasa, amely progresszios szakasza
rendelkezik a mar publikalt tanulméanyok elényeivel, és kompatibilis a human szepszis
klinikai lefolyasaval. Ennek megfelelden, a szepszis indukcidja polimikrobidlis €16
korokozokkal torténik, mig a klinikai lefolyasnak megfeleltethetd progresszids fazist
¢ber allapotban, beavatkozas nélkiil hagyjuk kibontakozni.

II.  Altatdsban végzett instrumentalast kovetd monitorizalasi fazis kialakitasa, amelynek
célja, a Sepsis-1 kritériumok szerinti diagnozis felallitasa, és a korfolyamat jellemzése
a makro- ¢és mikrokeringési valaszok, valamint a szdveti hipoxia biomarkereinek
mérésével.

A 2. vizsgalatban_a kovetkez6 célok elérését tlztiik ki:

II. A human pontrendszeren alapuld fajspecifikus sertés SOFA pontozasi rendszer
modositasokkal, amely valos informaciot nytjt a szervkarosodas mértékérol.

IV. Bemutatni az intraperitonedlisan injektalt székletinokulum ¢és a hemokultura
mikrobiologiai elemzésének fontossagat, a mikrobiologiai inzultus mértéke és a
szepszis/szervkarosodas sulyossaga kozotti 0sszefiiggés vizsgalataval.

V. Annak kimutatisa, hogy a dedikalt gyulladasos markerek korai emelkedése ¢és

dinamikaja hogyan fiigg 6ssze a szepszis sulyossagaval és kimenetelével.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. A kisérleti protokoll
Vizsgalatainkat him ¢és ndstény vietnami tOrpesertéseken végeztik. Az allatokat
véletlenszerien almutott (1. tanulméany: n=6; 2. tanulmany: n=9) és szeptikus csoportokba
osztottuk (1. tanulmany: n=9; 2. tanulmany: n=27). Mindkét vizsgalat kisérleti elrendezésében
négy szakaszt kiilonitettiink el.
3.1.1. Kontroll mérések és vermintavétel rovid anesztézia mellett: 1. szakasz
Az anesztézia bevezetése utan haromlumenti centralis vénas katétert alkalmazva kantilaltuk a
jugularis vénat az aszepszis szabalyai szerint, folyadékpotlas és a kezdeti vérmintavétel céljabol
(t=0). Endotrachealis intubaciot kdvetden allatainkat mechanikusan I¢legeztettiik. Az alapvetd
I¢legeztetési bedllitasokat (légzésszam; 1égzési térfogat; pozitiv végkilégzésvégi nyomas;
belégzési oxigén frakciod (FiO2)) pulzoximetridval ellendriztiik, az allatok nyelvére illesztett
szenzor segitségével. A légzésszamot gy allitottuk be, hogy a kilégzés végi CO, nyomast
(kapnometridval ellendrizve) €és az artérias parcialis szén-dioxid nyomast (PaCO;) a 35-45

Hgmm kozotti tartomanyban tartsuk.



3.1.2. A szepszis indukcioja: 2. szakasz

Egy tompa végli 12G vastagsagu Veress tli segitségével t=0 idOpontban az intraperitonealis
térbe polimikrobidlis autoldég székletinokulumot injektaltunk. A kontroll allatokat steril
sooldattal kezeltiik hasonl6 modon. Az indukcidt kovetden dallatainkat extubaltuk és
¢bresztettiik az anesztézia €s a gépi 1€legeztetés fokozatos redukcidjaval.

3.1.3. A szepszis progresszioja: 3. szakasz

A spontéan l¢élegz6 allatokat vizsgéaloketrecbe helyeztiik, majd 6 ordval a szepszis indukciojat
kovetden vérmintavétel tortént. A folyadékegyenstly fenntartasa érdekében a 6. és 12. 6raban
allataink 15 ml/kg/h intravénas krisztalloid (Ringerfundin®) infizioban részesiiltek, mig
fajdalomcsillapitas céljabol iv. nalbufint (0,2 mg/kg) alkalmaztunk.

3.1.4. Invaziv hemodinamikai monitorizalds, mintavételek és sulyossagi besorolas: 4. szakasz
Az invaziv hemodinamikai monitorizalast a szepszis indukcidja utan 15 6raval kezdtiik meg.
Allatainkat ismételten elaltattuk, majd a re-intubaciot kovetden gépi lélegeztetést inditottunk.
A hugyholyagba sebészi uton katétert vezettiink az oradiurézis mérésére. A jobb oldali
femoralis artéridba termisztoros transzpulmonalis termodiltcios katétert helyeztiink invaziv
hemodinamikai monitorizalas (perctérfogat, perctérfogat index, extravaszkularis tiidéviz index
(ELWI), szivfrekvencia, artérias kozépnyomas (MAP)) c€ljabol €s a maghomérséklet mérésére.
Az 1. vizsgalati protokollban a bal oldali femoralis véndn keresztiil pulmonalis artérias katéter
is bevezetésre keriilt. Az intramukozalis pCOz-szintek kapnometridval torténd monitorozasara
ballonmentes tonometrias szondat helyeztiink a vékonybél lumenébe (Boda és mtsai, 2006). A
PaCO; ¢és a tonometrias pCO; (tpCO2) egyidejii mérésével lehetdségiink nyilt a pCO; rés
értékek kiszamitasara (tpCO2-PaCOz). A hemodinamikai méréseket, a vérgaz analizist és a 2.
vizsgalatban a szervi diszfunkciok értékelés¢hez sziikséges vérmintak levételét a kisérletek 16.
¢s 24. oraja kozott oranként végeztiik. A vérmintdkat cooximetrids vérgaz analizatorral
elemeztiik, a DO, VO, és ExO; adatokat a vérgaz és a perctérfogat értékekbdl kalkulaltuk. A
1égzési elégtelenség (tlidokarosodas) mértékét a PaO2/FiO2 arany alapjan hataroztuk meg. A
szisztémads vaszkularis rezisztencia indexet (SVRI) és a ver6térfogat indexet (SVI) a standard
képletek alapjan szamitottuk ki. A 2. vizsgalatban a pSOFA pontértékeit a vizsgalat 16. és 24.
ordja kozott hataroztuk meg. Szeptikus allatainkat 18 o6réval az indukciot kovetden két
alcsoportba, szepszis (n=10) és szeptikus sokk csoportba (n=9) osztottuk, a Sepsis-3 definicio
konszenzus kritériumai alapjan (szepszis: bizonyitott szervkarosodéas, SOFA pontszdm > 2;
laktat szint > 2; szeptikus sokk: tartds hipotenzio, a 65 Hgmm feletti MAP fenntartasa a

megfeleld folyadékpotlas ellenére vazopresszort igényel) (Singer és mtsai., 2016).



3.2 Intravitdlis videomikroszkopia a mikrokeringés vizsgalatdara

A mikrokeringés vizsgalatara intravitalis videomikroszkopiat alkalmaztunk vizsgalataink 0.,
16., 20. és 24. drajaban. Az 1. vizsgalatban az intravitalis ortogonalis polarizacios spektralis
(OPS) képalkotd eljarast, mig a 2. vizsgalatban az ,,incident dark field” (IDF) képalkoto
technikat alkalmaztuk a nyelv alatti régid mikrokeringésének nem-invaziv vizsgalatdra. A
perfundalt erek aranyéat (PPV) az Gsszes észlelt ér hosszdnak és a mérhetd dramlasi értékkel
rendelkezd erek hosszanak szdzalékos aranyaként adtuk meg (Dobbe és mtsai, 2008; Massey
¢s mtsai, 2016).

3.3. Szervfunkciok vizsgalata: gyulladdsos és metabolikus markerek, vérsejt analizis
Mindkét vizsgalatban Griess-reakcidval mértiik a plazma NOx szintjét, amely a nitrat nitritté
torténd enzimatikus redukcidjan alapul. A TNF-a és IL-10, valamint a bET és a HMGBI
plazmaszintjét ugyanezen mintakbol ELISA kitekkel hatdroztuk meg a gyarto utasitasai szerint.
Lépést tartva a Sepsis-3 kritériumokkal és a SOFA pontozasi rendszerrel, a majfunkciot a
plazma bilirubin-, aszpartat-aminotranszferaz- (AST) ¢és alanin-aminotranszferaz- (ALT)
szintjeinek mérésével, mig a vesekarosodas mértékét a plazma kreatinin- és albuminszintjének
meghatarozasaval értékeltilk. A szérum laktat szintet, mint a metabolikus egyensuly
felborulasanak indikatorat vénas vérmintakbol hatdroztuk meg. Az 1. vizsgalatban gyulladésos
markerként csak a fehérvérsejtszamot vizsgaltuk hagyomanyos Biirker-kamrat alkalmazva. A
2. vizsgalatban a vérlemezke-, fehérvérsejt- és vorosvérsejtszam meghatarozasa EDTA-val
bevont csdvekbe vett vérmintabol automatizalt sejtszamlaloval tortént.

3.4. Hemokultura

A 2. vizsgalatban, a kisérlet 18. ordjaban a szeptikus csoportba tartozo, véletlenszertien
kivalasztott 14 allattol vérmintat vettiink aerob és anaerob mintavevd palackokba. Az inokulum
mikrobidlis Osszetételét a leggyakoribb fajok tekintet¢tben MALDI-TOF tomeg
spektrometridaval elemeztiik.

3.5. A pSOFA pontszamok kiszamitdsa

A 2. vizsgélatban a human SOFA ¢és qSOFA pontszamokhoz hasonldan két pontozasi rendszert
vezettiink be sertésekre adaptalva, amelyek a vizsgalt szervrendszerek szama szerint harom
vagy Ot doménbdl (komponensbdl) alltak. A 3D- vagy S5D-pSOFA pontozas soran a
1égzérendszer megitélésére a PaO,/FiO; aranyt hasznaltuk, a human kiiszobértékhez hasonlo
értekkel. A veseelégtelenség indikatoraként az oradiurézist alkalmaztuk. Mivel a sertések
vérlemezkeszama magasabb, mint az emberé, ezért a 200x10%1-ig terjedd értékeket
normalisnak tekintettiik (Waterhouse ¢s mtsai, 2018). A bilirubinra ugyanazokat a

kiiszobértékeket hasznaltuk, mint a human SOFA pontozasnal.
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3.6. Statisztikai analizis

Az adatok kiértékelését statisztikai szoftvercsomag segitségével végeztiikk (SigmaStat for
Windows). Az adatok normal eloszlasat Shapiro-Wilk teszttel ellendriztiik. A csoporton beliili
valtozasokat Friedman-probaval vizsgaltuk. A csoportok baseline értékeihez viszonyitott
1dofliggo eltéréseit Dunn-probaval teszteltiilk. A csoportok kozotti eltérések meghatarozasa
Kruskal-Wallis varianciaanalizissel, majd Dunn-probaval tortént. A statisztikai szignifikancia
szintjét p<0,05-nél hatdroztuk meg. A két valtozd kozotti Osszefiiggéseket Spearman

rangkorrelacids egyiitthato segitségével vizsgaltuk.

4. EREDMENYEK
4.1. A Sepsis-1 kritériumok alapjan tervezett szepszis modell eredményei (1. tanulmdny)
A SIRS kritériumok (szivfrekvencia, PaCO», testhdmérséklet, fehérvérsejtszam) tekintetében
a kontrollcsoport eredményei nem mutattak valtozast. A szeptikus csoportban a szivirekvencia
folyamatos emelkedést mutatott, jelentésen meghaladva a kontroll értékeket. A PaCQO2 mar a
16. 6ratdl szignifikdnsan csokkent a kontroll csoporthoz képest. A gyulladasos folyamat eldre
haladtaval a testhdmérséklet novekedését figyeltiink meg, amely mar a 20. o6ratol
szignifikansan emelkedett volt a kontroll csoporthoz képest. A fehérvérsejtszam szignifikans
csokkenése mar a 18. oraban bekovetkezett a kontroll csoport adataihoz képest. Szeptikus
allatainkban a 20. 6ratdl szignifikdns leukopéniat észleltiink.
4.2. Makrohemodinamikai valtozdsok az 1. vizsgadlatban
A MAP a szeptikus allatainkban fokozatosan 70 Hgmm alé csokkent, mig a perctérfogat index
jelentésen megemelkedett, és a 20. 6ratdl szignifikansan meghaladta a kontrollcsoport értékeit.
A SVR a szeptikus csoportban a 18. éradban kezdett csokkenni, mélypontjat a 20. 6rdban érte
el, majd ezen az alacsony szinten maradt a vizsgalat végéig. A szeptikus csoportban az ELWI
mar a 16. 6raban szignifikansan magasabb volt a kontrollcsoporthoz képest, €s a vizsgalat soran
tovabbi romléast mutatott.
4.3. Direkt és indirekt mikrokeringési valtozdasok az 1. vizsgadlatban
A szeptikus csoportban a vékonybélben mért és szamitott pCO2 rés szignifikansan magasabb
értéket mutatott mar az invaziv monitorizalas kezdetén a kontrollcsoporthoz képest, majd a 20.
ora koriil a pCOz rés hirtelen emelkedése volt megfigyelhetd. A szublingvalis mikrocirkulacio
direkt vizsgalata soran fokozatosan csokkend, és a kisérlet 16. ordjatdl szignifikdnsan
alacsonyabb vordsvértest aramlasi sebességet és kapillaris perfiizios ratat észleltiink a szeptikus

csoportban, mind a kiindulasi értékekhez, mind a kontroll csoport értékeihez képest.



4.4. Plazma biomarkerek valtozdsai az 1. vizsgalatban

A szepszis indukciojat kovetéen mar az elsd oOrdkban megfigyelheté volt a NOx szint
szignifikans emelkedése mind a kiindulasi értékekhez, mind a kontrollcsoport értékeihez
képest. A szeptikus csoportban a plazma HMGBI1 koncentracioja fokozatosan emelkedett, és a
16. 6rara szignifikans, a kontroll csoporthoz képest 6tszords értéket ért el. Ezt kovetden diszkrét
csOkkenés volt megfigyelhetd, ami a 24. 6rdra mar csak a kiindulasi értékhez képest jelentett
szignifikans eltérést. A plazma bET szintje gyors, szignifikans emelkedést mutatott a szeptikus
csoportban, amely a 6. orara érte el csucsat, €s a kontroll csoporthoz képest mindvégig magas
maradt.

4.5. A Sepsis-3 kritériumok alapjan tervezett szepszis modell eredményei (2. tanulmdny):

A 2. vizsgalatban a pSOFA pontrendszert alkalmaztunk a szepszis indukcio 16. orajatol
allataink szeptikus ¢€s szeptikus sokk alcsoportokra valo felosztasdra. A szeptikus sokk
csoportban a 8 6ras megfigyelési idészak alatt mindvégig szignifikansan alacsonyabb MAP
értékeket tapasztaltunk, almutott allataink értékeihez képest. A szeptikus csoportban
szignifikans hipotenzid csak az utols6 2 oraban volt megfigyelhetd. A szeptikus sokk
csoportban az dradiurézis mértéke mar a 16. 6raban szignifikansan alacsonyabb volt a kontroll
csoporthoz képest, de a szeptikus 4allatokhoz képest is szignifikdns kiilonbség volt
megfigyelhetd tobb idépontban. A PaQ2/FiO2 arany hasonléan valtozott a két szeptikus
csoportban, de szeptikus sokk esetén mar az invaziv monitorizalas kezdetére szignifikans
csokkenés volt megfigyelhetd a kontroll csoporthoz képest. A trombocitaszam progressziv
csOkkenése minden csoportban megfigyelhetd volt a vizsgalati idészak utolsé harom 6érajaban.
A legalacsonyabb értékeket a szeptikus sokk csoportban mértiik. Az almiitott allatokhoz képest
csak a szeptikus sokk csoportban volt szignifikans emelkedés a plazma bilirubin szintjében és
az AST/ALT aranyban a vizsgélat utolsé 3-4 6rdjaban. A plazma Kreatinin szintje is a
szeptikus sokk csoportban volt szignifikansan magasabb a tobbi csoport értékeihez képest. A
plazma albumin szint progressziv csokkenése minden csoportban megfigyelhetd volt.

4.5.1. Valtozasok a pSOFA pontszamokban

A 8 oras megfigyelési idOszak alatt a szeptikus sokk csoportban szignifikdnsan magasabb 3D-
¢s SD-pSOFA pontszamokat detektdltunk, mint az almiitott és szeptikus csoportban. A
szeptikus és az almiitott csoport kdzott szignifikans kiillonbség mindkét pontszam esetében csak
a vizsgalat 24. or4jara jelent meg.

4.5.2. Makrohemodinamikai valtozdsok

Mindkét szeptikus csoportban a teljes vizsgalati idOszak alatt szignifikans szivfrekvencia

novekedést figyeltiink meg a kontroll csoporthoz viszonyitva. A szeptikus sokk csoportban a
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perctérfogat index a kisérletek utols6 két orajaban mutatott jelentds csokkenést, mig az SVI
szignifikans csokkenése mindkét szeptikus csoportot jellemezte. A SVRI értékei alapjan a két
szeptikus csoport markans elkiiloniilést mutatott, mivel a szeptikus sokk csoportban mar a 18.
oratol szignifikans csdkkenés volt lathatd a kontroll csoporthoz képest.

4.5.3. Mikrokeringési valtozasok

A szublingvalis régioban mindkét szeptikus csoportban szignifikdnsan alacsonyabb
mikrovaszkularis perfuzio (csokkent PPV értékek) volt mérhetd, mely legalacsonyabb értékét
a kisérletek 20. 6rajaban érte el, mig a 24. orara a PPV javulasa volt megfigyelhetd.

4.5.4. Oxigén dinamikai valtozasok

Bér a DOz értékeket illetden nem volt kiillonbség a harom csoport kozott, a 18. és 24. draban
szignifikdnsan megndvekedett VO2 értékeket talaltunk a szeptikus sokk csoportban az almiitott
allatokhoz képest. Mindkét szepszis indukalt csoport szignifikdnsan magasabb ExO:2 értéket
mutatott tobb idépontban a kontroll allatokhoz képest, fiiggetleniil a szepszis sulyossagatol.
4.5.5. Versejtszam valtozasok

A fehérvérsejtszam az almiitott csoportban nem valtozott, mig 16 draval a szepszis indukciojat
kovetden szignifikans leukopénia alakult ki mindkét szeptikus csoportban. A vorosvértestek
szama nem valtozott egyik vizsgalt csoportban sem.

4.5.6. Az inokulum mikrobiologiai vizsgalata

A retrospektiv mikrobiolégiai elemzés soran az inokulum mikrobialis koncentracidja 3,8x107
és 4,95x10° CFU kozott valtozott. Az 1,4x10° CFU felett ndvekedett a szeptikus sokk
kockdzata, mig a 8x10° CFU feletti értékek az allatok 4llapotanak rapid romlasat
eredményezték. A székletszuszpenzidban talalhato leggyakoribb mikroorganizmusok az E. coli
¢s a Klebsiella pneumoniae voltak, amelyek emberben is Gram-negativ szepszist okozhatnak.
Az E. coli el6fordulasa 100%-0s volt a székletmintdkban. Ezeken kiviil szamos Lactobacillus
fajt is azonositottunk.

4.5.7. A mikrobiologiai koncentraciok és a pSOFA pontszamok Osszefiiggései

Meérsékelt, szignifikans, pozitiv korrelaciot észleltiink az inokulum CFU értékek és a késoi, 24.
oras 3D- és S5D-pSOFA pontszdmok kozott. A hemokultarabdl kitenyészett mikrobak
koncentracidja erds, szignifikans korrelaciot mutatott a 18. 6rds 3D- és SD-pSOFA score
értekekkel.

4.5.8. A gyulladasos biomarkerek plazmaszintjének valtozdsai

Mindkét szeptikus csoportban hasonldo TNF-a szinteket detektaltunk, amely a 6. 6rdban érte el
csucsat, és ez a jelentds emelkedés az invaziv hemodinamikai monitorizalas teljes iddtartama

alatt megmaradt a szeptikus sokk csoportban. A plazma HMGBI1 szintje a szeptikus csoport
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minden vizsgalati idopontjaban emelkedett volt a kiindulasi értékhez képest. A szeptikus sokk
csoportban jelentds, haromszoros novekedés volt megfigyelheté mar a kisérlet 16. érajaban,
amely a megfigyelési idészak végére csokkend tendencidt mutatott. Az IL-10 plazmaszintje
szintén korai szignifikans novekedést mutatott és a 16. 6raban érte el csucsat mindkét szeptikus
csoportban, mind a kontrollcsoporthoz, mind a kiindulasi értékekhez képest. A csoportok
kozotti kiilonbség a 20. érara megsziint. A plazma bET-szintjének valtozédsa csak a szeptikus
sokk csoportban volt megfigyelhetd. Szignifikansan magasabb szintjét a 16. és 24. 6ra kozott
figyeltik meg. A plazma NOx szintje mindkét szepszis indukalt csoportban emelkedést
mutatott, de a 16. oratol a szeptikus sokk csoportban szignifikdnsan magasabb NOx szintet
mértiink az alm{itott csoporthoz és a kiindulasi értékekhez képest. A teljes vér laktat szintje az
indukcio6 utdn mar 6 6éraval mindkét szeptikus csoportban emelkedett, de csak a szeptikus sokk
csoportban ért el szignifikdnsan magasabb értéket, amely a teljes vizsgalati periodus alatt
megmaradt.

4.5.9. A plazma biomarkerek és a pSOFA pontszamok Osszefiiggései

Szignifikans Osszefiiggést talaltunk a késoi, 24. 6ras 3D- és SD-pSOFA pontszamok és a korai,
6. oras TNF-a, a 16. oras bET és a 16. oras HMGBI1 szintek kozott. Nem talaltunk azonban
Osszefliggést a 24. oras 3D- vagy SD-pSOFA pontszamok ¢€s a 16. oras IL-10 értékek kozott.

5. MEGBESZELES

5.1. Klinikai transzlaciora alkalmas kisérleti szepszis modell kidolgozdsa

A kisérleti eredmények allatokrol emberre torténd transzlaciés sikertelensége foként a nem
megfeleld allatmodelleknek ¢és a kisérletes szepszis humén kompatibilitasi eltéréseinek
koszonhetd. Ez a tanulméany a polimikrobidlis, intraabdomindlis szepszis tovabb fejlesztett
sertésmodelljét mutatja be klinikailag relevans hemodinamikai reakciokkal, laboratoriumi
profillal, gyulladdsos biomarkerekkel és bakteriémiaval, amelyben kisérleti protokollunkat az
MQTiPSS iranyelvek ajanlasainak megfelelden alakitottuk ki.

Kisérleteink indukciés szakaszaban standardizaltuk az intraabdominalis szepszist eldidézd
inzultus mértékét, amely a gyulladasos- és hemodinamikai valaszreakciok reprodukalhatosagat
eredményezte. Barth és munkatérsai (2008) altal kidolgozott modellt tovabb fejlesztve, az 1.
vizsgélatunk protokolljat ugy alakitottuk ki, hogy az invaziv instrumentalas és monitorizalas a
szepszis indukcioja utan 15 oraval kezdddjon. Kisérleti elrendezésiink progresszios szakasza
egyesiti az éber és altatott in vivo modellek eldnyeit, és kdveti a human szepszis, valamint a
tobbszervi elégtelenség klinikai lefolyasat. Mindekdzben pedig megfelel az allatok tudomanyos

célu felhasznalasara vonatkoz6 etikai normaknak. Modelliinkben szervtamogatd kezeléseket
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(légzéstamogatas, folyadékpotlas, diuretikum adéasa, vazopresszor- €s inotrop terapia) az
intenziv osztalyokon bevett gyakorlathoz hasonldan alkalmaztunk. Ezek az egyénre szabott
kezelések az inzultus utdn leghamarabb 16 oraval kezdddtek allataink aktudlis allapotanak
megfeleléen, a humén vonatkozasu ajanlasok alapjan célzottan (Corréa €s mtsai, 2012; Head
LW ¢s mtsai, 2016). Modelliink klinikai kompatibilitasdt noveli, hogy az invaziv
monitorizalas a szeptikus folyamat késébbi szakaszaban indul, amikor a fert6zés jelei mar
egyértelmiien megmutatkoznak. A klinikai gyakorlatnak megfelelden a sziikséges diagnosztikai
¢s terapias 1épések csak ezt kovetden torténtek. Vizsgalatunk a szeptikus €s a kontroll csoport
kozott a mikrokeringési paraméterek eltér6é mintdzatdit mutatta mind a bélben, mind a
szublingvalis régidoban. Adataink egyértelmiien igazoltdk a hiperdindmids makrokeringés
ellenére is fennallo intesztindlis- és periférias hipoxia jelenlétét. A mikrokeringési valtozasok
hatterében a NO ¢és a proinflammatorikus citokinek megvaltozott szintézise allhat. Az 1.
tanulmanybdl szdrmazd eredményeinket Osszegezve megallapithatjuk, hogy a torpesertés
modelliinkben észlelt mikro- és makrohemodinamikai valtozasok és patofizioldgiai jellemzdok
rendkiviil hasonléak a human szepszisben észlelt klinikai tiinetekhez. Peritonitis modelliink
uj terapias megkozelitések kidolgozasara egyarant alkalmazhato.

5.2. A szepszis diagnozisa a Sepsis-1 kritériumok szerint

Az 1. vizsgalatban még nem hasznaltuk a SOFA értékelést, habar a szervkarosodasok jeleit
¢észleltiik, nem monitorizaltuk 6ket. Célunk a gyulladasos folyamat megfigyelése és leirasa volt.
Szeptikus allatainkat csak a kontroll csoport allataival hasonlitottuk 0ssze. A szepszist a
maghdmérséklet, a szivfrekvencia, az PaCO; ¢és a fehérvérsejtszam alapjan klasszifikaltuk,
ezaltal a SIRS fazisban 1évd allatok is a szeptikus csoportba keriiltek. A szepszis tlineteit nem
mutat6 allatokat kizartuk a vizsgalatbol. Eredményeink jelentds szorasa ellenére is szignifikans
kiilonbségeket talaltunk a kontroll és a szeptikus csoport eredményei kozott.

5.3. A fajspecifikus, sertés SOFA pontozdsi rendszer (pSOFA) kidolgozasa

Masodik vizsgalatunk kisérleti elrendezése az elsdvel szinte megegyezett, azonban kisérleteink
soran a szervkarosodas mértékének megitélésére a human SOFA pontozasi rendszerhez
hasonld, sertésre adaptalt pontrendszert alkalmaztunk. Eredményeink alapjan a pSOFA 3- és 5-
doménes formainak hasznalatdt javasoljuk a szervkarosodds atfogd szamszertisitésére.
Igazoltuk, hogy a szervi diszfunkciok kialakuldsanak dinamikaja Osszefiiggésbe hozhato a
pSOFA pontszamok valtozasaval szepszis modelliinkben, ami hozzéjarulhat a preklinikai

crcr

pontrendszerrel lehetévé teheti tovabba a kiilonb6z6 modellek Osszehasonlitasat.
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Eredményeink elemzése megerdsitette a pSOFA pontértékelés jelentOségét a szepszis
sulyossagdnak meghatarozasaban. Korabbi vizsgalataink soran is megfigyelheték voltak a
szeptikus allapot jellemzdi, azonban a szepszis és a szeptikus sokk elkiilonitése jelentésen
arnyalta az eredményeket, lehetdvé téve a preklinikai és a klinikai scenariok kozotti szakadék
csOkkentését.

5.4 Korrelacio a mikrobioldgiai inzultus és a szepszis okozta szervkdrosodas mértékei kozott
A 2. vizsgalatban retrospektiv mikrobiologiai analizist végeztiink. Igazoltuk, hogy a
standardizalt, autoldég inokulum, sok klinikai és preklinikai megfigyeléshez hasonldan,
tulnyomorészt E. coli dominans bakteriémiat eredményezett (Park és mtsai, 2019; Vincent JL
¢s mtsai, 2006). A mikrobioldgiai inzultus mértéke és a 3D- vagy SD-pSOFA pontszamok
Osszefliggéseit vizsgalva megallapitottuk, hogy az inokulum kezdeti mikroba koncentracioja
mérsékelt Osszefliggést mutatott a szervi diszfunkcid stlyossagaval, mig a vérben 1évo
egyéni mikrobiologiai valtozatossdg befolyasolhatta éallataink allapotanak stlyossagat, ami
megnehezitheti a standardizalast. Ezért a rutinszerti elézetes mikroflora vizsgalat eldsegitheti
az autolog széklet inokulummal indukalt szepszismodellek standardizalasat.

5.5. A gyulladasos markerek dinamikdjanak értékelése

A vizsgalt gyulladasos medidtorok dinamikaja szignifikans kiilonbséget mutatott a szepszis €s
a szeptikus sokk csoportok kozott. A plazma TNF-a szint korai emelkedésének kimutatasa,
valamint a bET ¢s HMGBI1 szintek késébbi emelkedése eldre jelezte a szervi diszfunkciok
lehetdségét, amelyet a késoi (24. draban mért) 3D- €s SD-pSOFA pontszamok igazoltak. Ezért
azt javasoljuk, hogy ezek a biomarkerek potencidlisan prediktiv jelentdséggel birhatnak
kisérletes szepszisben.

A makrofagok ¢és neutrofil granulocitdk a fertézésre adott valasz reakciokban reaktiv
oxigéngyokoket (ROS) termelnek. Az NO ¢és a ROS egyiitt, egy pozitiv visszacsatolasi
mechanizmussal stilyosbitja a gyulladdsos valaszt, ezaltal nveli a plazma NOx-szintjét (Waltz
¢és mtsai., 2015). Kisérleteinkben a szeptikus sokk csoport magasabb NOx-szintje alatdmasztotta
ezt a pozitiv visszacsatolast.

A vér laktat szintje a szepszis fontos prognosztikai markere. A fokozott oxigénfogyasztas €s a
mikrokeringés egyidejui zavara a szoveti oxigénellatas romlasahoz, €s a hipoxia kdvetkeztében
megnovekedett laktat termeléshez vezet (Lee €s mtsai, 2021). A 2. tanulmanyban a vér laktat
szintjének novekedése mindkét szeptikus csoportban korai emelkedést mutatott, azonban a
szeptikus sokk csoportban mindvégig magas maradt. Ez a tartos szoveti hipoxia kdzvetve az

oxigénszallitd kapacitas csokkenését jelzi. Kisérleteink sordn a szepszis asszocialt biomarkerek
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valtozdsa megegyezett a human szepszisben tapasztaltakkal, amely alkalmassa teszi
modelliinket a szepszis biomarkereinek tanulmanyozasara, valamint 0j terapids célpontok
kifejlesztésére.

5.6. Az oxigéndinamika és a mikrokeringés értékelése

Masodik vizsgalatunkban az oxigéndinamikai paraméterek alapjan kevésbé volt elkiilonithetd
a szepszis ¢€s a szeptikus sokk csoport. Az alacsonyabb SVRI, a magasabb DO> és VO,
valamint a jelentdsen magasabb ExO; kompenzalt hiperdinamids féazisra utalt. Mindkét
szeptikus csoport szignifikansan csokkent mikrovaszkularis perfuziot (csokkent PPV értékek)
mutatott a szublingvalis régidban. A monitorizalasi id0szak végére (24. ora) javuld kapillaris
perfuzios ratat figyeltiink meg, ami az alkalmazott szervtdmogato kezelésekkel (folyadék- és

inotrdp terapia, diuretikum) magyarazhato.
6. A TEZIS LEGFONTOSABB MEGALLAPITASAI

1. Klinikailag relevans szeptikus nagyallatmodellt fejlesztettiink ki, amelyet a klinikumban
megfigyelheté komplex makro- és mikrokeringési valtozasok, gyulladasos biomarker profil
valamint szervi diszfunkcio jellemez. Modszertana 6tvozi az éber és altatott vizsgalatok
elonyeit, és megfelelden koveti a human szepszist €s a tobbszervi elégtelenség kialakuléasat.

2. A gazdaszervezet valaszait, a szervkarosodas mértékét sertésre adaptalt 3D- és SD SOFA
pontrendszerekkel szamszertsitettiik. A 3D-pSOFA score alkalmas a keringési-, 1égzési- és
vesefunkcios zavarok laboratdriumi vizsgalatok nélkiili értékelésére, mig az SD-pSOFA
pontszam hasznalata fokozza a vizsgalatok reprodukalhatdsagat és a varhaté kimenetel
szempontjabol alternativ lehetdségként jelenik meg a mortalitas helyett.

3. A nagyallatokon végzett kisérletek pSOFA pontrendszerekkel torténd standardizalasa
Osszehasonlithatova teszi a kiilonbdzé modelleket, igy csokkentve a preklinikai és a klinikai
kimenetel kozotti szakadékot.

4. Mikrobiologiai elemzéssel kimutattuk, hogy az inokulum mikrobidlis koncentracioja
szorosan 0sszefligg a szepszis és a szervkarosodas sulyossagaval.

5. Preklinikai modelliink lehetévé tette, hogy igazoljuk a gyulladassal Osszefiiggd szoveti
hipoxia, vagy nekrozis altal kivaltott plazma biomarker szintek emelkedésének prediktiv

értékét a késoi szervkarosodas kimutatasaban.
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