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1. BEVEZETES

A legujabb Sepsis-3 definicié a szepszist életveszelyes, tobbszervi elégtelenségként (multi-
organ failure, MOF) hatarozza meg, amelyet a szervezet fertdzésre adott szabalyozatlan valasza
okoz. A diagnézis az un. Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) pontrendszerre €piil, ahol
a >2 ponttal torténd ndvekedés sziikséges a diagnodzis felallitdsdhoz. Az Osszetett korélettani
folyamatok miatt a szepszis klinikai kezelése tovabbra is kihivast jelent. A szeptikus reakciot
patogének vagy szdveti karosodas molekularis mintdzatai inditjak el, amelyek az immunrendszer
sejtes ¢és humoralis folyamatait aktivaljak. Hagyomanyosan a szepszist kétfazisu modellként
értelmezték, ahol egy korai, hiperinflammacios gyulladésos citokin-vihart immunparalizis kovetett.

A kisérleti modellek kulcsfontossagtiak az 1j terapids lehetdségek kutatdsaban, am ezek
klinikai transzlalhatosagat olyan kihivasok limitaljak, mint példaul a szepszis indukci6 és az
indukcios mikrobidlis inokulum 6sszetételének standardizélasa. A Minimum Quality Threshold in
Preclinical Sepsis Studies kritériumai egy rendszert vazolnak fel a ragcsalo szepszis modellezésére,
¢s kiemelik a modellfejlesztés legfontosabb szempontjait. A humdan peritonitis szepszis
leképezésére leggyakrabban ragcsalomodelleket hasznalnak, példaul a széklet intraabdominalis
injektalasat. A bakteridlis kozosségek valtozatossaga és a dominans bakteridlis torzsek szerepe
azonban a szepszis sulyossaganak meghatarozdsdban még mindig kevéssé ismert.

Habar a szepszis jelentdsen befolyasolja a keringési és 1égz6 szervrendszereket, a
mikrokeringés karosodasa jobb mutatéja a MOF-nak és a haldlozasnak, mint a hagyomanyos
makrohemodinamikai paraméterek. A mikrokeringési diszfunkci6 kulcsszerepet jatszik a szeptikus
MOF el6rehaladasdban az endotélsejt-karosodds és a véraramlasi zavarok altal. Emellett a
mikrokeringési funkcidk szoros kapcsolatban allnak a sejtszintii oxigénfogyasztassal, amelyeknek
jelentds részét a mitokondridlis 1égzés tesz ki. A mitokondridlis funkcidzavar és szerkezeti
kéarosodas hozz4jarul a MOF kialakulasdhoz az energiatermeld mechanizmusok 6sszeomlasa altal.
A mikrokeringési és mitokondridlis distressz (MMD) fogalma a fent emlitett folyamatok
Osszefonodasat magyardazza. A leglijabb kutatdsok a mikrokeringési oxigénellatas tamogatasara
Osszpontositanak, amely 4ltal a mitokondridlis miikddés fenntarthatd. Az MMD alapjan a
mitokondriumok és az azokat ellatd mikrokeringési haldzat egyarant a MOF {8 mozgatorugoi.
Ugyanakkor még mindig nyitott kérdés, hogy ezek a valtozasok ok-okozati dsszefliggésben allnak-
e, ¢s ha igen, hogyan alakul ki ez a kétirdnyu kapcsolat az id6 fliggvényében. Még standardizalt
kisérleti koriilmények kozott is kihivast jelent bemutatni az MMD két dga kozotti kapcsolatot a
szepszis progressziv jellege €s keresztreakciok bonyolult halozata miatt. Fontos megjegyezni, hogy
a mikrokeringési és mitokondridlis valtozasokat egyiitt még nem vizsgaltak, sem preklinikai, sem

human szepszis esetében, dsszpontositva a MOF el6tti és utani iddszakokra.
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2. CELKITUZESEK

1. Tekintettel a human szepszis progressziv természetére, célunk volt, hogy megvizsgéljuk a
standardizalt székletinokulummal kivaltott experimentalis szepszis id6fiiggo jellemzodit (6-
72 ora) az allatok altalanos allapota és a szervi diszfunkciok kialakuldsa szempontjabol.

2. Mivel a szepszis sulyossaga egyedenként (beleértve a patkanyokat is) eltérd lehet,
feltételeztiik, hogy a szepszist kivaltd széklet baktériumosszetétele fontos befolyasolo
tényezé lehet, és dontden hathat a progndzisra. Ezek okan retrospektiv. mddon
megvizsgaltuk, hogy a szepszist kivaltdé inokulum mikrobiolégiai jellemzdi hogyan
befolyasoljak az szepszis sulyossagat.

3. Harmadik célunk, hogy meghatarozzuk, hogyan valtozik a baktériumpopuléacio sszetétele
¢s a csiraszam a hasiiregben az id6 fiiggvényében, és hogyan befolyasoljak ezek a tényezok
a szepszis stlyossagat.

4. A kozelmultban megjelent szakirodalom kapcsolatot feltételez a szepszis okozta
mikrokeringési és mitokondrialis diszfunkci6 és a klinikai kimenetel kozott, igy célunk volt,
hogy megvizsgaljuk e patofiziolégiai komponensek szepszis sulyossagra gyakorolt hatasat.
Célul thztik ki tovabba a zsigeri mikrovaszkuléris allapot és az egyidejli splanchnicus
mitokondridlis funkcié monitorozésat, valamint a ketté 1d6fliggd kapcsolatanak jellemzését
intraabdominalis szepszis modelliinkben.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK
Jelen disszertacio két tanulmanyon alapul. A tanulméanyokat megel6z6 eldtanulmanyban a
szlirés és az inkubacio hatdsat vizsgaltuk az inokulum mikrobialis jellemzdire. Az eredmények

alapjan egy szlikitett mikrobialis koncentraciotartomanyt inokulumot tudtunk alkalmazni a

stlyossag idobeli valtozasanak leirasara. A Study I-ben a MOF lefolyasanak jellemzésére

alkalmazhat6 polimikrobidlis szepszis modell optimalizalasa volt az els6dleges célunk. Mivel a

szepszis lefolyasa egyes kisérleti allatokban sulyosabb volt, retrospektiv modon megvizsgaltuk,

hogy az inokulum mindségi jellemz6i hogyan befolyasoltak a szepszis sulyossagat. A Study 2-ben

a mikrokeringési ¢és mitokondridlis miikodést leird6 paraméterek kozotti Osszefliggésekre

Osszpontositottunk, valamint arra, hogy ezek hogyan korreldlnak a szepszis sulyossagaval, illetve

hogyan prognosztizaljak a szepszis kimenetelét.

3.1. Etikai engedély és a kisérletekben felhasznalt allatok

A vizsgalatokat a Szegedi Tudomanyegyetem Allatjoléti Bizottsaga és az Orszagos

Tudoményos ¢s Etikai Bizottsdg, a magyarorszagi illetékes nemzeti hatdésag (ETT-TUKEB;

engedélyszam: V/175/2018) hagyta jova. A laboratoriumi allatok gondozasara és felhasznaldsara

vonatkoz6 valamennyi intézményi és nemzeti irdnyelvet betartottuk.
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A kisérletekhez him Sprague Dawley patkanyokat hasznaltunk, amelyeket el6z6leg mtianyag
ketrecekben, hémérséklet-szabalyozott helyiségben (21-23°C), napi 12/12 6ras vilagos-sotét
ciklusban tartottunk. Korlatlanul hozzaférhettek a standard ragcsalotakarmanyhoz és vizhez.

3.2. Az el6tanulmany célkitiizései, kisérleti elrendezése és fo6bb eredményei

Célunk a peritonitis szepszis el6idézése volt egy meghatarozott tartomanyon beliili,
standardizalt baktériumszam injektaldsaval a mikrobidlis Osszetétel variabilitasdnak korlatozasa
nélkiil. Ez¢ért elézetes vizsgalatot végeztiink, hogy (1) megallapitsuk milyen hatéssal van a sziirés
az indukcios inokulumra, (2) feltarjuk az indukald szuszpenziok csiraszamanak prognosztikai
szerepét, valamint (3) optimalizaljuk az inkubdacié idotartamat.

Az allatok altalanos egészségi jolétét és kozérzetét egy 0-9 pontos patkanyspecifikus
betegségi pontozasi rendszer (rat-specific sickness scoring, RSS) segitségével értékeltiik, ahol a 6-
os kumulativ értéket tekintettiik az eutanazia végpontjanak. 1,02x10° koléniaképzé egység (colony
Jforming unit, CFU) alatti csiraszam esetén nem volt mortalitas és szignifikansan emelkedett RSS-
érték. Az elsé 24 ordban nem tortént szignifikdns valtozas az RSS-ben egyik allatban sem. Az
5,6x10° CFU feletti csiraszam azonban az els6 12-16 draban 90% feletti mortalitast eredményezett.
Ezért a Study I-ben és a Study 2-ben 1,02x10°% és 5,6x10° CFU kozotti baktériumtartalmat
alkalmaztunk a szeptikus MOF vizsgalatara a modell létrehozésa soran.

Ezenkiviil vizsgaltuk a sziirés hatasat a mortalitasra, eredményeink alapjan a csiraszam nem
befolyasolta a mortalitast, amikor az indukciot szlirés nélkiil végeztiik. A magasabb csiraszam
azonban magasabb mortalitast jelentett szirés mellett. Ennek hatterében feltételezziik, hogy a
székletflokkulansok nagyobb tapadasi feliiletet biztositanak a mikroorganizmusok szdmara, ezaltal
novelve az indukcié valtozékonysagat. A kvalitativ mikrobioldgiai elemzés (3.3. fejezet) a
baktériumtorzsek szaménak jelentds csokkenését mutatta ki minddssze 10 6ra 37 °C-on torténd
inkubaci6 utan, feltételezhetéen a populdcio novekedéséért folytatott mikrobidlis
populaciddinamika miatt.

3.3. A fekalis inoculum mikrobioldgiai jellemzése

Az indukciés inokulum kvantitativ €s kvalitativ mikrobiologiai elemzéséhez 0,1 ml
Urtartalma mintdkat hasznaltunk. A CFU-t a standard telepszamlalasi modszerrel hataroztuk meg.
Az inokulum bakteridlis 0sszetételének elemzésére szelektiv taptalajokat és matrix-asszisztalt lézer
deszorpcid/ionizacios szorodasi (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight,
MALDI-TOF) tomegspektrometriat (MS; Bruker Daltonics, Németorszag) alkalmaztunk. A
bakterialis Osszetételre vonatkozd eredmények jellemzden 48 oraval az inokulumkészitési eljaras

befejezése utan alltak rendelkezésre.



3.4.A Study 1 kisérleti protokollja

Az éllatokat (380 + 30 g) véletlenszertien osztottuk be almitott (ny = 49) és szeptikus
csoportokba (ny = 51), amelyeket random mddon tovabb osztottunk négy fiiggetlen csoportra
(AlmUtott: nion = 13, noan = 12, nagh = 12, n7on = 12; szeptikus: nion = 13, noan = 13, nagn = 13 €s
npon = 12) a tervezett progresszios id6 alapjan. Az elétanulmany soran kapott adatoknak
megfeleléen a sziirt, 5 ml/kg térfogatnyi inokulumot intraperitonedlisan (ip) adtuk be 21G
vastagsagu tiivel. Az almitott csoportokban 1évo patkanyok ugyanilyen térfogati sdoldatot kaptak
ip. Az allatok altalanos allapotat az indukciot kovetd 6. 6raban, majd ezt kdvetden 12 oranként
értékeltiik az RSS rendszer segitségével. Az RSS értékelésével egy idoben minden allat 10 ml/kg
krisztalloid oldatot (Ringerfundin, B. Braun, Magyarorszag) kapott szubkutan (sc) a kiszaradas
elkertilése érdekében, valamint 15 pg/kg buprenorfint sc (Bupaq, Merck, USA) fajdalomcsillapitas
céljabol. A progresszid végén minden csoportban elaltattuk az allatokat, és hemodinamikai
monitorozast, vér-, szovet- és hasiiri folyadék mintavételt végeztiink. A protokoll végén a kisérleti
allatokat mély altatasban, ketamin tiladagoléssal (120 mg/kg) terminaltuk.
3.5. A Study 2 Kisérleti protokollja

Az allatokat véletlenszerlien osztottuk be almiitott (ny = 40) és szeptikus csoportokba (ny =
40), amelyeket random modon tovabb osztottunk 6t fliggetlen alcsoportra (ni2n = 8, nigh = 8, n2on =
8, nun = 8 és magn = 8) a szepszis tervezett progresszidjanak megfeleléen. A szepszis
elorehaladasanak 6, 12, 16, 20 vagy 24 orajat kovetden az allatok folyadékterapidban ¢&s
f4jdalomesillapitasban részesiiltek a Study I protokollja alapjan, majd értékeltiik az RSS-t. Ezt
kovetden az allatokat elaltattuk, és invaziv hemodinamikai monitorozast végeztiink (3.6.fejezet).
Ezt kovetden median laparotomiat végeztiink, hogy az ilealis mikrocirkulaciot szerozai
orientaciobol az Incident Dark Field (IDF) képalkotd technikdval megfigyeljiik (3.8. fejezet).
Kozvetleniil a mikrocirkulacios méréseket kdvetden méajmintat vettiink a mitokondridlis 1égzési
funkciok nagyfelbontast fluororespirometrias méréssel torténd értékeléséhez (3.9. fejezet). Végiil
vérmintakat vettiink a vena cava inferiorbol a gyulladasos ¢€s szervi elégtelenséget jelz6 markerek
(3.7. fejezet) mérésére.
3.6. Anesztézia, sebészi el6készités és invaziv kardiopulmonalis monitorozas

Mindkét vizsgalatban az allatokat ketamin (45,7 mg/kg) és xilazin (9,1 mg/kg) keverékének
ip injekcidjaval altattuk el. Ezt kovetden az allatokat hanyatt fekvésben, 37°C-os melegitdparnara
helyeztiik és tracheosztomiat végeztiink, valamint kantilaltuk a jobb oldali vena jugularis anteriort
krisztalloid infGzi6 adésa és folyamatos intravénas analgoszedacio céljabol. Ezt kovetden a bal
oldali arteria carotis communist kaniilaltuk az artérids k6zépnyomads (mean arterial pressure,

MAP) monitorozésahoz, valamint egy termisztoros katétert helyeztiink a kontralateralis artéridba a
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perctérfogat (cardiac output, CO) méréséhez (Cardiosys 1.4, Experimetria Kft., Budapest,
Magyarorszadg). A hemodinamikai paraméterek adatait 60 perces megfigyelési iddszak alatt
rogzitettilk. A megfigyelési id6szak 60. percében artérids vérmintat vettiink vérgazelemzéshez
(Cobas b123; Roche Ltd., Basel, Svéjc). Az oxigénszallitast, -fogyasztast és -extrakciot (DO2, VOo,
illetve ExO») standard szamitasok segitségével allapitottuk meg. A tiid6funkciot az artérias oxigén
parcialis nyomasa és a belélegzett oxigén frakcidjanak aranyanak meghatdrozasaval értékeltiik
(PaOy/Fi0O,, ahol FiO> = 0,21). A 60 perces hemodinamikai monitorozast kdvetden median
mikrocirkulacios méréseket kovetden majmintat vettiink a mitokondrialis 1€gzés értékelésé¢hez (3.9.
fejezet).
3.7. Szérummarkerek és a ROFA score értékelése

A teljes vér laktat szintjét vénas vérbol mértiik (Accutrend Plus Kit; Roche Diagnostics Ltd.,
Rotkreuz, Svéjc). A vérmintdkat a vena cava inferiorbol vettik EDTA-val bevont csovekbe,
centrifugéltuk (1200 g 4°C-on 10 percig), és -70°C-on taroltuk. A plazma interleukin-6 (IL-6) és
endotelin-1 (ET-1) szintjét standard enzimhez ko6tott immunszorbens eljards (Cusabio
Biotechnology Ltd., Wuhan, Kina) protokolljai szerint hataroztuk meg. A vesefunkciot a plazma
karbamidszintjével jellemeztiik. A majfunkciét a plazma alanin-aminotranszferdz (ALT) és
aszpartat-aminotranszferdz (AST) szintjével értékeltik (Roche/Hitachi 917 analizator; F.
Hoffmann-La Roche AG, Svdjc). A MOF jellemzéséhez patkanyspecifikus szervi elégtelenségi
pontrendszert (Rat-specific Organ Failure Assessment, ROFA) hasznaltunk. A szepszist 2 feletti
kumulativ ROFA-pontszam alapjan definialtuk.
3.8. Az ilealis mikrokeringés vizsgalata Incident Dark Field képalkotassal
Video Microscope System; Braedius Medical, Huizen, Hollandia) vizualizaltuk. A median
laparotomiat kovetden egy ileumkacsot ép allapotban emeltiink ki a hasiiregbdl, és egy specialis
tartora helyeztiikk, mikdzben folyamatosan nedvesen tartottuk. A CytoCam késziilék 530 nm
hullamhosszisagu, iranyitott fényt kibocsatdé LED-ekbdl all. A fényt a hemoglobint tartalmazo
részecskek (vOrosveértestek) elnyelik, mig a hattér visszaveri, ezaltal egy megvilagitott hattér eldtt
lathatova téve a szOveti mikrovaszkulatirat. Az egy ileumszegmensrdl késziilt képeket hat
kiilonallo, 50 képkockabdl allo, nagyfelbontast videofelvételen rogzitettiik. A felvételeket offline
szoftverrel elemeztiik. A perfundalt erek aranyat (proportion of perfused vessels, PPV) a perfundalt
erek és az Osszes €rhossz aranyaként hataroztuk meg. A mikrocirkuldcids heterogenitas
értékeléséhez félkvantitativ elemzést kdvetden az egyes ereket osztalyoztuk (0) hidnyzo, (1)

szakaszos, (2) lassu és (3) folyamatos aramlas kozott. Minden egyes eret a fenti értékekkel
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jellemeztink és a felvételek Osszpontszdmai az egyéni értékek atlagai voltak, ami a
mikrovaszkularis dramlasi indexet (microvascular flow index, MF]) jelezte.
A heterogenitasi indexet (HI) ugy hataroztuk meg, hogy a legmagasabb és legalacsonyabb
MFI érték kozotti kiilonbséget elosztottuk az atlagos MFI-vel.
3.9.A maj mitokondrialis funkcioinak vizsgalata nagyfelbontasu respirometriaval
Mindkét vizsgalatban a mitokondrialis oxigénfogyasztast (mtVOz) mdj homogenatumban
mértilk nagyfelbontasu fluororespirometriaval (Oxygraph-2k, Oroboros Instruments, Innsbruck,
Ausztria). Roviden, a bal oldalsé lebenybdl nyert majmintakat homogenizaltuk, majd a méréseket
MiRO05 médiumban végeztiik allandé hdmérsékleten, folyamatos keverés mellett (37°C, 750 rpm).
Az alaprespiraci6 stabilizalodasa utan rotenont adtunk (1) a komplex I aktivitas gatlasara és (2) az
oxal acetat (a komplex II endogén inhibitora) felhalmozdédasanak megakadalyozasara. A FADH»
altal tdmogatott LEAK-respiraciot €s az oxidativ foszforildcid maximalis kapacitasat (OxPhos)
exogén szukcinat és adenozin-difoszfat (ADP) jelenlétében mért oxigén fogyasztéasi értékekkel
hataroztuk meg. Az OxPhos stimulalasat kdvetden a mitokondrialis kiilsé membran (mitochondrial
outer membrane, mtOM) integritasat exogén citokrom ¢ hozzaadasaval vizsgaltuk, és az mtVO;
novekedését szazalékosan fejeztiik ki az OxPhos szintjéhez képest (CytC%). A komplex V-t (vagy
ATP-szintazt) oligomycinnel gatoltuk a nem-foszforilalé allapotban torténd LEAK-respiracid
(LEAKomy) értékeléséhez és a respiracios kontroll hanyados (respiratory control ratio, RCR)
kiszdmitasdhoz, ami a mitokondridlis 1égzés OxPhos-szal vald kapcsoltsaganak indexe
(Oxphos/LEAKomy). Az elemzéshez a DatLab 7.3.0.3. szoftvert (Oroboros Instruments, Innsbruck,
Ausztria) hasznaltuk.
3.10. Statisztikai analizis
Az adatokat a SigmaStat 13 szoftvercsomaggal (Systat Software, San Jose, CA) értékeltiik. A
mortalitast a Kaplan-Meier modszerrel elemeztiik és adbrazoltuk. Mann-Whitney vagy Kruskal-
Wallis tesztet alkalmaztunk Dunn post-hoc teszttel a diszkrét valtozok esetében, mig a folyamatos
valtozok esetében kétutas ANOVA-t alkalmaztunk, amelyet Holm-Sidak post-hoc teszt kdvetett. Az
adatokat medianértékek €s a 75. és 25. percentilis értékek formdjaban jelenitettiik meg, a P < 0,05
értéket tekintettiik szignifikdnsnak. A kiilonbozé paraméterek diagnosztikai pontossaganak
abrazolésara a gorbe alatti teriilet (area under the curve, AUC) adatai alapjan meghatarozott
klasszifikacios analizist (receiver operating characteristics-gorbét: ROC) hasznaltunk (GraphPad
Prism 8.0). A Pearson- vagy Spearman-modszert alkalmaztuk a linedris korrelacio, a korrelacios

egylitthato (1), a regresszids egyenesek €s a 95%-os konfidenciaintervallumok elemzésére.



4. EREDMENYEK
4.1. A Study 1 eredményei
4.1.1. Az allatok altalanos egészségi allapota és a mortalitas
Az els6 24 oran belill néhany szeptikus allat allapota jelentdsen romlott, az RSS elérte az
eutanaziahoz sziikséges kritikus értéket (6), ezért a 24, 48 és 72 dras csoportokbann=3,n=4¢sn
= 3 allatot terminaltunk. Az elaltatott allatok szama szerepel a mortalitasi szamitdsokban. A tuléld
szeptikus allatok altalanos allapota nem romlott 48 és 72 dra kozott.
4.1.2. Globalis és szubcellularis oxigéndinamika, gyulladasos értékek
Az ExO; értékekben nem volt szignifikans kiilonbség az almiitott és a szeptikus allatok kdzott
a 12. 6réban, de szignifikansan csokkent a progresszio 24. 6rajaban. A szeptikus allatokban kevésbé
csokkent ExO; értékeket mértiink. Az OxPhos szintén csak a 24 6ras szeptikus allatoknal mutatott
szignifikdns romlast. A szepszis indukcidja utan az IL-6 szintje 12 6ra elteltével, mig az ET-1
koncentracidja 24 6ra mulva emelkedett szignifikdnsan.
4.1.3. A ROFA score valtozasa
A ROFA adatok a 24-48 6rak kozott szignifikans novekedést mutattak. A 24 6ras ROFA
emelkedés minden vizsgalt paraméterre visszavezethetd volt, a 48 6ras értékeknél a teljes vér laktat
¢s a plazma ALT értékek nem mutattak szignifikans eltérést. A szeptikus csoportban a ROFA pontok
72 ora elteltével kozelitették meg az almiitott allatok értékét.
4.1.4. Az indukciés inokulum és a hasiiri folyadék mikrobiologiai jellemzése
A CFU meghatérozasan til a baktériumdsszetétel elemzését is elvégeztiikk mind a szepszist
kivalto székletinokulumokbdl, mind a hastiri folyadékbdl. Ez a retrospektiv mikrobiologiai elemzés
jelentds mindségi  kiilonbségeket tart fel a  baktériumok  Osszetételében és a
monomikrobialis/polimikrobidlis mintdzatban. Az inokulumok 20%-4ban (nz = 10) E. coli volt
jelen, és az Osszes korai (24 6réas) szepszis mortalitds az E. coli monomikrobialis kultarakkal torténd
indukcioval volt dsszekothetd. A szepszist kivaltd inokulumokban harom baktériumtorzs, koztiik
18, foként Gram-negativ nemzetség volt kimutathat6. A legtobb taxon a Proteobacteria (49%; pl.
E. coli), a tobbi pedig a Firmicutes (38%; pl. Lactobacilli) és az Actinobacteria (13%; pl.
Propionibacterium acnes) kdzott oszlott meg. Az inokulumban a leggyakoribb torzs az E. coli volt
(a mintdk 100%-4aban). A hasiiri folyadékban a baktériumkoncentraci6 az idé mulasaval egy
nagysagrenddel csokkent az indukcids inokulumhoz képest, ami a baktériumtorzsek diverzitasanak
csokkenésével jart egyiitt. Emellett 0j fajok is elérték a kimutathatdsagi szintet. A 72 oras szepszis
utan a hastiri folyadékban mar csak E. coli (a mintak 100%-4ban) és Lactobacillus murinus (a

mintak 17%-aban) volt azonosithato.



4.1.5. Osszefiiggés az indukcio6 csiraszima és a tobbszervi elégtelenség siilyossaga kozott
Az indukciés CFU és a 12 oras ROFA pontértékek mérsékelt kapcsolatot mutattak. A
peritonitis 24. drajaban azonban szignifikans korrelacié adodott a fenti paraméterek kozott, ami a
48. és 72. ora alkalmaval mar nem volt kimutathato.
4.1.6. A ROFA score valtozasa mono- és polimikrobialis indukcié esetén 24 dra elteltével
Mivel az inokulumban jelentds kiilonbségek mutatkoztak a baktériumtorzsek diverzitasaban,
retrospektiv  alcsoport-elemzést végeztiink, hogy Osszehasonlitsuk a ROFA-pontértékek
paramétereit azon allatok esetében, amelyeket polimikrobialis inokulummal (a 24 6rés
szepsziscsoportban; n = 10) és E. coli monomikrobialis inokulummal (a 24, 48 és 72 oras
szepsziscsoportban; n = 3, 4, illetve 3 allat) oltottunk be. Szignifikdnsan magasabb ROFA pontszdm
értékeket talaltunk az E. coli monomikrobialis inokulummal beoltott allatokban a mésik kohorsszal
szemben. Figyelembe véve az inokulumok elhanyagolhatdé mennyiségi kiilonbségei ellenére
kimutatott mikrobiologiai Osszetételbeli valtozatossagot, egy retrospektiv vizsgalatban azt is
felmértiik, hogy a két jellemzo egyidejli értékelése hogyan befolyasolja a szervi diszfunkciot a
szepszis 24. ordjaban. A CFU és a ROFA-pontszamok ko6zotti kapcsolat hasonld korrelaciot
mutatott mind a monomikrobialis, mind a polimikrobialis alcsoportban, de a monomikrobialis
alcsoport regresszios egyenesének meredeksége nagyobb volt, mint a polimikrobidlis alcsoporté;
ugyanazon koncentraci6 sulyosabb lefolyast okozott. Tovabba a ROFA korrelaciot mutatott a hastiri
folyadék CFU-értékeivel is. A szepszis 12-72 oras idOszakaban a polimikrobialis vagy
monomikrobidlis alcsoportokban szignifikans nem linedris kapcsolatot azonositottunk a hastiri
folyadék CFU és a ROFA-pontszam kozott az id6 muldsaval, a baktériumosszetétel az E. coli
dominancia irdnyaba torténd eltolodésa mellett.
4.2. A Study 2 eredményei
4.2.1. Az allatok altalanos egészségi joléte és a mortalitas
Az almiitott csoportban nem volt szignifikans véltozas az RSS értékekben, mig a 20 és 24
oras szeptikus csoportokban szignifikdnsan emelkedtek nemcsak a 12 6rés szeptikus csoporthoz
képest, hanem a 20 és 24 6ras almiitott csoportokhoz képest is. Harom allatot terminaltunk a
kritikusan emelkedett RSS miatt (6<).
4.2.2. A gyulladas és tobbszervi elégtelenség markereinek valtozasa
Az IL-6 szignifikansan emelkedett a szeptikus csoportban az almiitétt csoporthoz képest. A
legmagasabb érték a 16. draban volt megfigyelhetd, majd a 24. oréra elérte az almiit6tt csoport
szintjét. A ROFA-paraméterek a szeptikus csoportokban a teljes kisérleti iddszak alatt
szignifikdnsan magasabbak voltak az almiitott allatokhoz képest. A ROFA a 20. 6raban érte el a

maximumat a szeptikus csoportban.
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4.2.3. A makrohemodinamikai és oxigéndinamikai paraméterek valtozasai

Az almitott csoportban nem volt jelentds hemodinamikai valtozas az id6 elérehaladtaval. A
szepszist a 16. és 24. dra kozott szignifikans hipotenzio jellemezte az almtit6tt allatokhoz képest. A
CO a 16. 6raig novekvo tendenciat mutatott, majd a 20. orara jelentdsen az almuitott allatok szintje
ala csokkent szepszisben. A 16-24 6ras intervallumban a CO-értékek jelentOsen eltértek a 12 6ras
csoport értékeihez képest, bar a korabbiakhoz képest negativ iranyban. A DO, fokozatosan csokkent
a szeptikus csoportban, a legalacsonyabb értéket a 20. 6raban érte el, majd a 28. 6érara meghaladta
az almutott allatok szintjét. A VO, a 16. 6ra kivételével nem mutatott jelentds valtozast. Az ExO; a
20. 6raig emelkedett, amikor a tendencia megfordult, és almutott allatok szintjére csokkent. A 16-
24 6rés intervallumban az ExO» szignifikansan eltért a 12 6rés szeptikus csoport értékeihez képest.
4.2.4. A mikrokeringési paraméterek valtozasai

A PPV ¢és az MFI szignifikansan magasabb volt a 16 és 28 6ras intervallum k6zott, az Almiitott
csoporttal szemben. A HI ugyanezen idOszakban szignifikdnsan magasabb volt a szeptikus
csoportban, és habar ezutan csokkend tendenciat mutatott, a 28. Oraig sem érte el az almiitott dllatok
szintjét.
4.2.5. A maj mitokondrialis paramétereinek valtozasai

A szeptikus allatok OxPhos és LEAKomy értékei a 20. ordban jelentdsen csokkentek az
almutott csoporthoz képest. A CytC%, amely az mtOM-karosodast jellemzi, er6sen novekvod
tendenciat mutatott, a 20. o6rdban elérve a szignifikans maximumat. Az RCR nem kiilonbozott
szignifikansan a szeptikus allatokban az almiit6tt allatok értékeihez képest a teljes kisérleti idészak
alatt.
4.2.6. Receiver operating characteristic (ROC) gorbeanalizis

A ROFA score-t alkotd paraméterek koziil csak a teljes vér laktat szintje mutatott jelentds
prediktiv értéket. A mitokondridlis funkciok koziil a CytC% erds prediktornak bizonyult. A
mikrokeringési valtozok koziil a PPV mutatta a legerdsebb prediktiv értéket, és mind az MFI, mind
a HI kiilondsen magas prediktiv értékkel rendelkezett.
4.2.7. Osszefiiggés az MMD paraméterek és a ROFA score kozott

Az almitott csoportokban nem volt szignifikans korrelacidé a mikrokeringési-mitokondriélis
valtozok és a ROFA kozott. A PPV és a ROFA kozott negativ, szignifikdns korrelacio, a HI és a
ROFA ko6zott pedig pozitiv, szignifikdns korrelacid volt a szeptikus csoportban. A mitokondrialis
paraméterek és a ROFA kozott sem volt szignifikans korrelacio. A mitokondridlis és mikrokeringési
valtozok kozott az almiitott allatok kdzott nem volt szignifikans korreldcid. A szeptikus csoportban

nem volt szignifikdns korrelacié a mikrocirkulacios és az OxPhos valtozok kozott, mig negativ,
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szignifikans Gsszefliggés allt fenn a PPV és a CytC% kozott. A HI és a CytC% azonban szintén
mérsékelt, pozitiv kapcsolatot mutatott.
5. MEGBESZELES

5.1. Az indukcio bakterialis osszetételének szepszis progressziora gyakorolt hatasa

A szepszis szamos preklinikai allatmodelljét alkalmaztak mar, amelyek bizonyos elényokkel
¢és hatranyokkal rendelkeztek. Eredményeink alapjan a széklet injektalassal torténd indukcio
standardizalt CFU tartomany mellett megfeleld modszernek tlinik. Az éltalunk meghatarozott
1,02 x 106-5,6 x 108 CFU intervallum jol korrelalt a MOF 24 6raval késébbi megjelenésével. Ez a
CFU tartomany az Osszesitett mortalitas nagyjabol 20%-at eredményezte, ami jol modellezi a
human intraabdominalis szepszis halalozasi aranyat. A human szeptikus esetek koriilbeliil 60%-at
bakteridlis fertézés okozza, és az esetek 46%-dban Gram-pozitiv fajok igazolodnak a
hemokultiraban. A monomikrobialis forras ritka a human szepszisben. A szakirodalom egyetért
abban, hogy az E. coli az egyik leggyakoribb patogén, és bar a l1égutak a legfrekventaltabb fert6z6
goc, a hasi eredet is jelentds szazalékot tesz ki. Ennek ellenére az endogén vagy exogén mikrobialis
forrasok azonositasa altalaban hianyzik az allatmodellek tervezésénél. Az altalunk kifejlesztett
szepszis modellben az indukcios baktériumok k6zott az E. coli mutatta a legmagasabb gyakorisagot
(ezt a Klebsiella, a Pseudomonas és az Acinetobacter kdvette), ami Gsszhangban all a Klinikai
tapasztalatokkal. A Gram-pozitiv forrasbol szarmazé szepszis azonban ragcsalokban viszonylag
ritka, ellentétben a Staphylococcus aureus gyakori el6fordulasaval human szepszisben. Bemutattuk
az indukcids torzsek azonositasanak kiemelkedd fontossagat, mivel hozzavetdlegesen a feltételezett
polimikrobialis indukcios inokulumok 20%-a monomikrobidlisnak bizonyult (vizsgélatunk szerint
csak E. coli volt jelen). A klinikai adatok alapjan a progresszio elsésorban a korokozotol és a
vizsgalt betegpopulacio klinikopatologiai jellemzditdl fligg. Metaanalizisiikben Karakonstantis és
mtsai. arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a polimikrobialis szepszisben alacsonyabb a halalozasi
arany; azonban a tanulmany szamos limitaciot tartalmazott, és még mindig gyenge klinikai
evidenciak vannak ebben a kérdésben.
5.2. Mennyiségi és min6ségi bakterialis valtozasok a szepszis progresszio folyaman

Ki kell emelni, hogy minden székletminta esetében kimutathat6 volt a polimikrobiélis
tartalomr6l a monomikrobidlis felé torténd attérés. Ezt az atalakulds a hastiri folyadékbol is
kimutattuk. A tGlél6 allatokban feltartuk a baktériumtorzsek populaciddinamikajat. A
polimikrobialis csoportban a hasiiri folyadékbol detektalhatd baktériumok csiraszama és
diverzitasa 24 ora elteltével csokkent, és a leggyakoribb torzs ismét az E. coli volt. A
masodlagos hashartyagyulladas soran azonban idével egyes torzsek koncentracidja (pl.

Neissera subflavia) is kimutathato szintre emelkedett. A vizsgalatok végére a torzsek tobbsége
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eltint a hasiiri folyadékbol, és csak az E. coli és a Lactobacillus murinus volt kimutathatd
csokkent csiraszammal a 72 6rds mintdkban. Az Gjonnan detektalt fajok megjelenése felveti a
torzsek kozotti kolesonhatas lehetdségét. Ezen fajok koziil a Lactobacillusok a probiotikumok
kozé tartoznak, €s kiilonds jelentdséggel birnak, mivel jotékony hatast fejtenek ki az emberi
szervezetre. Jelenlétik a bél mikrobiota homeosztazisanak megoérzéséhez ¢és a
gyulladascsokkentd folyamatok beinditasdhoz kapcsolodik, amelyekrdl ugy gondoljék, hogy az
altaluk termelt metabolitok, mint a rovid szénlanct zsirsavak eredménye. A polimikrobialis
indukciot kovetd magasabb talélési arany hatterében allo pontos folyamatok nem ismertek, de
a baktérium-baktérium kolcsonhatas fontos szerepet jatszhat. Tudoméasunk szerint vizsgalatunk
volt az els6, amely kimutatta az E. coli monomikrobidlis torzsek és a kisérleti szepszis korai
mortalitasanak osszefiiggését. A kedvezo kortiilmények kozott feler6sddo természetes szelekcio
a legvaldszinlibb magyarazata a mikrobidlis Osszetétel atalakulas folyamaténak.
5.3. A mikrokeringési és mitokondrialis valtozasok feltételezett szerepe a tobbszervi
elégtelenség kialakulasaban

Ebben az 6sszedllitasban a szepszis altal kivaltott mikrokeringési €s mitokondrialis valaszok
eltér6 dinamikdjat a teljes szeptikus makrohemodinamikai mintdzat jelenlétében észleltiik,
kompenzacios hiperdindm, dekompenzalt hipodindm ¢és végiil felépiilési szakaszokkal. A
mikrokeringési és mitokondrialis karosodas, avagy az MMD, egyiittes jelenlétét a human MOF
mitokondrialis funkcidiban bekovetkezett véltozasokat eddig nem vizsgaltdk egyiitt az
intraabdominalis szepszishez kapcsolodd6 MOF-ban. Vizsgélatunk részben megerdsiti a
szakirodalmat, amely a perfundalt kapillaris korai csokkenését €s a perfiizio heterogenitasanak
novekedését mutatja a ROFA megfeleld valtozéasaival. Ennek ellenére a kezdeti mikrokeringési
elégtelenség az id6 elérehaladtaval javult, mignem a késdbbi szakaszban helyreallt. Fontos, hogy a
m4j mitokondridlis funkcidi kapcsan sokkal késébb volt észlelhetd az oxidacidos miikddéshez
kapcsolodo paraméterek gyors helyreallasa €s a 1égzési lanc tartosan kielégitd kapcsoltsaga. A
CytC% jelentdsen megemelkedett, ami a mitokondrialis kiilsé membran (mtOM) karosodasara utal.
Az mtOM sériilése az intramitokondridlis CytC részleges elvesztéséhez és a mitokondrialis VO:
csokkenéséhez vezet. Nagyfelbontdsi respirometriat alkalmaztunk az mtOM integritasanak
meghatarozasara a mitokondridlis 1égzés exogén citokrom c-vel torténd stimulalasaval. A CytC%
magas diagnosztikai erdvel birt a 28 6ras kisérleti id0szak teljes idétartama alatt, ami arra utal, hogy
megfeleld biomarker lehet a stlyos szepszis kialakulasdban. E korrelacio ellenére azonban az
mtOM-karosodés vagy az OxPhos-valtozdsok nem befolyasoltak a ROFA értékét. Ki kell emelni,

hogy az OxPhos gyors helyredllasa a maj mitokondriélis 1égzésének hatalmas tartalékkapacitasat
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sugallja, ami képesnek latszik kompenzalni a membran integritdsanak elvesztését. Megjegyzendd
tovabb4, hogy a ROFA értékek és a mikrokeringési paraméterek kdzotti korrelacio azt jelzi, hogy a
MOF kialakulasat elsdsorban a mikrovaszkuldris tényezok befolyasoljak, és a mikrokeringési
valtozok ¢és az mtOM karosodéas kozotti korrelacio az oxidativ kapacitdsok atmeneti elvesztése
nélkiil tovabb erdsiti az erds mitokondrialis megkiizdési mechanizmusokat.

Az MMD patogenezise Osszetett és még csak részben ismert, de gy tlinik, hogy
mikrovaszkuléris heterogenitds okozta tiineti randomitdst az egymashoz kozel esé szoveti
teriileteken 1évo eltérd mitokondrialis funkciok is fokozhatjak. A funkciondlis diverzitas a m4j
mitokondriumainak heterogén ultrastrukturalis, biofizikai ¢€s elektrokémiai jellemz6ibdl is
adodhatnak, ami a potencidlisan végképp karosodott és tléld szubpopulaciokhoz vezethet. A
heterogenitds a mitokondrialis életciklusbdl is szarmazhat, beleértve a biogenezist, a fziot és a
hasadést, valamint a sériilt mitokondriumok kitiritésének lehetdségeit. Feltételezziik, hogy a
megndvekedett CytC efflux — feltételezhetden a megnovekedett membranpermeabilitds miatt —
megeldzte az mtOM karosodassal jardé degradalt mitokondriumok teljes kitiriilését, és egy
szerkezetileg és metabolikusan rugalmasabb és kompenzalobb szubpopulacio képes volt fenntartani
az ATP szintézis zavartalansagat. Ezek a mitokondriumok fenntartdi és helyreallitoi lehetnek a
mikrocirkulacionak és a szoveti integritadsnak a késébbi iddszakban, amikor a szepszis tiinetei
enyhiilnek.

Vizsgalati protokollunkban a ROFA értéket hasznaltuk a MOF progresszidjanak kovetésére
a human klinikai rutinhoz hasonléan (SOFA), és ezen a séman beliil meg lehetett allapitani a
mikrokeringési paraméterek diagnosztikus értékét. A human gyakorlathoz hasonldan a vér laktat
szintje jelentésen megemelkedett, és a stlyossag erds prediktordnak bizonyult, alatdmasztva a
hipoxia markerek diagnosztikus jelentdségét. A vese- és majelégtelenség markereinek alacsony
szérumszintje azonban a ,,szeptikus stunning” lehetdségét veti fel, ami azt sugallja, hogy a szervek
., hipoxias hibernacioval” késziiltek fel a varhat6 tovabbi inzultusra.

Kisérleti protokollunk lehetdséget adott a szeptikus MMD ,,Mi volt eldbb, tytik vagy a tojas?”
ok-okozati dilemmajanak vizsgalatara. Fenti megéllapitdsaink alapjan a mikrocirkulaci6 a MOF
koraibb prediktora a mitokondrialis légzéshez képest. Konkrét paraméterekkel igazoltuk, hogy a
mikrokeringési vagy mitokondrialis funkciondlis kérosodds a szepszis lefolyasatol és a
kompenzacios mechanizmusoktol fiiggden kiilonbdzd iddpontokban fordul eld, és a nem megfeleld
monitorozasi idOk megvalasztasa téves kovetkeztetésekhez vezethetnek. A MOF progresszidjanak
nyomon kovetésével eredményeink ravilagitanak a mikrovaszkularis oxigénellatas dinamikédjara,

igy jobb esélyt biztositanak a diagnosztikai és terapias erdfeszitések megfeleld idozitésére.
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6. 0SSZEFOGLALAS ES UJ EREDMENYEK
Optimalizaltuk a széklet szuszepnzié 4altal kivaltott intraabdominalis szepszis
patkanymodelljét a csiraszam ¢€s az inkubacids 1d6 szempontjabol.
Adataink azt mutatjak, hogy a hasiiregben 1év6 indukalé és kolonizald baktériumok tipusa
jelentésen befolyasolja a prognoézist. Ez azt jelzi, hogy a szepszis modell megalkotasakor
mikrobiologiai elemzésre van sziikség.
Az eredmények kompetitiv intraperitonedlis bakterialis folyamatok jelenlétére utalnak, ami
bizonyos dominans torzsek relativ prevalencidjanak novekedéséhez vezet, ami
magyarazhatja a kiilonb6z6 sulyossagu szepszis kialakulésat is.
Az MMD ¢és a szervi funkciok karosoddsanak egyiittes analizise kimutatta, hogy ezek a
valtozasok vagy parhuzamosan zajlanak vagy a MOF potencidlis patofizioldgiai alapjait
képezik. Ebben az dsszefiiggésben meg kell jegyezniink, hogy az iledlis mikrovaszkularis
perfuzids elégtelenség korabban jelentkezik, és magasabb prediktiv értékkel rendelkezik a
szeptikus MOF tekintetében, mint a mdj mitokondridlis funkcionalis valtozasai. Ezek az
eredmények a modell transzlacios erejét fokozzak, mivel olyan mechanizmusokat tarnak
A méj mitokondridlis funkcio6i viszonylag gyorsan helyreallnak, ami potenciélisan jelezheti

a szoveti hipoxidra eltéro érzékenységet mutatdé mitokondrialis szubpopulaciok 1étezését.
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