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1. UVOD

Sepse a jeji komplikace jsou nej¢astéjSi pficinou smrti pacientd intenzivni péce.
Jeji incidence stoupa meziro€né o 1,5 procenta [1]. Nékreté studie vSak udavaji
meziro¢ni stoupajici incidenci az 10 procent [2, 3]. Jako pfi¢iny stoupajici incidence
jsou uvadény zvySujici se vék populace, vétsi mnozstvi diagnostickych a IéEebnych
procedur, zvySené uzivani imunosupresiv a vzrustajici poCet multirezistentnich
bakterialnich infekci [3]. Smrtnost sepse je popisovana mezi 19,6-59 % [1, 4].

Intaktni a spravné fungujici mikrocirkulace je zakladni podminkou pro adekvéatni
dodavku kysliku do tkani. Ukolem mikrocirkulace je dodavka kysliku a Zivin do tkani,
udrZzovani dostate¢né imunitni funkce a v pfipadé nemoci dodavka lékd pFimo
k bunkam. Mikrocirkulace se sestava z cév o praméru mensim jak sto mikrometr —
arterioly, kapilary a venuly. Hlavnimi burikami mikrocirkulace jsou hladké svalové
buriky ve sténé cév, erytrocyty, leukocyty a komponenty plasmy. Struktura a funkce
mikrocirkulace je znacné heterogenni v riznych organovych systémech. Porucha
mikrocirkulace je kliovym patofyziologickym mechanizmem charakteristickym
pro organovou dysfunkci u sepse [5-12]. Cela fada patogenetickych mechanizm,
které probihaji béhem sepse, pfimo atakuje hlavné bunééné komponenty
mikrocirkulace vcéetné endotelidlnich bunék, bunék hladkého svalstva, leukocytd,
erytrocytd a tk&novych bunék. Dochazi k dysfunkci endotelu, zvySené adherenci
neutrofild a jejich prostupu do intersticia. Dale dochéazi ke zvySené adherenci
erytrocytd a trombocytd a nésledné aktivaci koagulace. Aktivace koagulace hraje
pravdépodobné hlavni roli pfi dalSich zménach mikrocirkulace [13-15]. Jestlize
nedojde k rychlé napravé, dochazi k respiraénimu distresu bunék, tzv. cytopatické
hypoxii [16, 17] a nasledné kbunécné smrti. Mikrocirkulace je tedy cilovym

Lorganem*“ pfi |éCbé sepse.



Casnéa tekutinova resuscitace patii k zakladnimu terapeutickému postupu sepse.
Historicky byla tekutinova resuscitace sepse poprvé pouzita béhem epidemie cholery
v Evropé vroce 1831. Irsky lékaf O'Shaughnessy publikoval pouziti vody se soli
intraven6zné jako podpurné 1éCby [18]. V moderni mediciné ma prioritni misto
Riversova studie ,Early goal-directed therapy” [19]. Tato prospektivni randomizovana
studie jednoznacné prokazala efekt Casné resuscitace na snizeni morbidity a
smrtnosti. Studie byla koncipovana na dvé vétve pacientd, pfi€emz pro intervencni
vétev byla indikovana inicialni masivni tekutinova resuscitace s co nej¢asnéjSim
dosazenim (do 6 hodin) stanovenych cilu, tedy centralniho ven6zniho tlaku 8-12 mm
Hg, stfedniho arterialniho tlaku 65-90 mm Hg, saturace smiSené vendzni krve 70 %.
Pokud nepostaCovalo podani tekutin, eskalovala terapie podanim katecholamind,
respektive transflze erytrocytd. Snizeni letality bylo statisticky signifikantni, 30,5 %
pro intervenéni skupinu vs. 46,5 % pro skupinu se standardnim postupem (p= 0,009).
Princip agresivni resuscitace a C¢asného dosazeni stanovenych cili rezultuje
v signifikantni redukci morbidity, letality, potfeby vazopresori a konzumpce
prostiedkd pro zdravotni péci [20-22]. Cilem tekutinové resuscitace je zajisténi
dostateCného  perfuzniho tlaku a obnoveni dodavky kysliku do tkani [23-25].
Nadmérnd expanze plazmatického objemu je vS8ak vterénu patologické
mikrovaskularni propustnosti spojena s rizikem vzniku tkanového edému, ktery
nadale zhorSuje tkanovou distribuci kysliku [26-28]. DalSim potencialnim negativem
pozitivni tekutinové bilance je zhorSeni stfevni absorpce, ledvinného vyluCovani a
zvySeni nitrobfiSniho tlaku, coZz muizZze v koneCném dusledku veést Kk bfiSnimu
kompartment syndromu [29].

Excesivni podavani tekutin u zdravych dobrovolnikd vedlo ke zhorSeni plicnich funkci

24 hodin po podani infuze [30]. Nadmérna tekutinovd resuscitace u velkych



operacnich vykona v dutiné bfiSni je oproti strategii restriktivni spojena s vySSim
vyskytem paralytického ileu, zhorSenim ventilacnich funkci, delSim pobytem na JIP
[31, 32]. Wiedemannova studie [33] prokazala pfinos ¢asnéjSiho dosazeni negativni
tekutinové bilance u pacienti s ARDS. Vysledky vSak nebyly statisticky signifikantni.
Jejim negativem je, Ze zde byli rekrutovani pacienti v priméru az po 30-ti hodinach
od pfijeti, tedy bez moznosti ovlivnéni inicialni davky tekutin. Dale je velmi zajimavym
faktem, Ze ,liberdIni skupina“, tedy skupina s vysSi pozitivni tekutinovou bilanci
dosahla statisticky signifikantniho sniZzeni kardiovaskularniho selhéani o 0,3 dne [34].
A pokud zpétné pohlédneme na studii Riverse [19], zjistime, Ze obé skupiny pacientd
dostali v prvnich 72 hodindch stejnou davku tekutin. U intervencni skupiny ale vlivem
agresivnéjsi (masivnéjsi) avodni resuscitace doslo k ¢asnégjsi stabilizaci stavu [35,
36]. Wiedemannova studie ukazala, podobné jako studie Murphyho a spol. [31], Ze
velmi dulezitym faktorem je sprdvné nacdasovani tekutinové resuscitace.
Tedy inicidlné jisté masivni nahrady, v pozdéjSich fazich (béhem jednoho tydne) je jiz
prospésnéjsi restriktivni pfistup. Soucasna praxe tekutinové resuscitace u pacientd
je znacné Siroka. Restriktivni (konzervativni) pfistup mé za cil restriktivni pfivod
intravendznich roztokd s cilem co nej¢asnéjSiho dosazeni negativni kumulativni
tekutinové bilance a snahou o sniZeni plicniho edému, kratSi dobu artificialni
ventilace a zlepSeni prognézy. Potencialnim rizikem je v8ak sniZzeni srde¢niho vydaje
a zhorSeni mimoplicnich organovych funkci. Naproti tomu liberalni pfistup
principielné odvraci tyto potencialni komplikace. OvSem piesna definice (davka
intravendznich roztoku) restriktivni terapie dosud neni stanovena [33, 38].

Monitorace pacienta je dulezitym voditkem pro spravnost a dostate¢nou u&innost
resuscitace. ,Centralni“ monitorace (stfedni arteridlni tlak, centrélni Zilni tlak, tlak

e

v zaklinéni, saturace smiSené vendzni krve apod.) vSak prfesné neodrazi stav



perifernich tkdni a nemuze tak podchytit okultni tkdnovou hypoxii [39, 40]. Jednou
z metod, které umoZfuji studium metabolizmu a pratoku v intesticiu tkani,
je mikrodialyza. Mikrodialyza je metoda umoznujici kontinualni sledovani zmén
koncentraci nizkomolekularnich latek v extracelularnim prostoru tké&ni. Tato
minimalné invazivni metoda umozfuje sledovani kinetiky vybranych analytl pfimo
v tkani, rovnéz jako tkanovou perfuzi. Mikrodialyza je provadéna pomoci specialni
mikrodializa¢ni sondy, ktera je zavedena pfimo do cilové tkané.

V experimentu je metoda pouzivana jiz od sedmdesatych let minulého stoleti, kdy
byla pfedstavena Ungerstedtem a Pycockem v ramci vyzkumu metabolizmu mozku
[41]. V experimentu byla mikrodialyza pouZita k detekci regiondlni stfevni ischémie
[42, 43], ke zmapovani metabolizmu jejuna, peritonea, svalu a mozku béhem srdec¢ni
zastavy [44] nebo metabolické zmény svalu, podkozi, jater a peritonealni dutiny
béhem hypoxie a reoxygenace [45]. V klinice se zacala vyuzivat v pribéhu let
devadesatych [46-48]. Velmi mélo studii se zabyva mikrodialyzou a metabolizmem
pfi sepsi [39, 49-51]. Zadna studie se nezabyva vlivem masivni tekutinové

resuscitace sepse na tkanovy metabolizmus.



2. CiL AHYPOTEZA STUDIE
Cilem studie bylo zjistit vliv pozitivni tekutinové bilance na tkanovy metabolizmus
kosterniho svalu v pribéhu tekutinové resuscitace sepse. NaSi hypotézou je,
Ze pozitivni tekutinova bilance v avodu tekutinové resuscitace sepse nevede ke

zhorSeni tkanového metabolizmu a pfipadné nekr6zy bunék.



3. MATERIAL A METODIKA

Protokol experimentu byl schvalen Komisi pro préci s laboratornimi zvifaty pfi Fakulté
vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany v Brné.

Jednalo se o experimentalni studii na samicich prasete doméaciho s primérnou
hmotnosti 49 kg, stafi 2 mésice, doba ustjeni pred experimentem vzdy minimalné
dva tydny.

Deset zvifat bylo nahodné rozdéleno do kontrolni (n=5) a septické (n=5) skupiny.
Zvife bylo po dvanéactihodinovém laénéni premedikovano podkoznim podanim
ketaminu 4 mg/kg (Narkamon 4% Zentiva, Ceska republika) a atropinu 0,025 mg/kg
(Atropin Biotika 0,5mg inj. Hoechst-Biotika, Slovenska republika). Byl zaveden
periferni zilni vstup. Poté bylo zvife uvedeno do celkové anestézie podanim
thiopentalu 200 mg intraven6zné (Thiopental ICN, ICN Czech Republic, Ceska
republika). Nasledovala orotrachedlni intubace a uméla plicni ventilace (Siemens-
Elema 900B (Siemens, Svédsko), FiO, 0.4, dechovy objem 12ml/kg, dechova
frekvence 16/min. Analgosedace byla udrzovana kontinualnim podavanim
sufentanilu  (Sufentanil Torrex, Torrex, USA) intraven6zné tak, aby zvife
neinterferovalo s ventiladtorem [52]. Poté byl zaveden centralni Zilni katétr cestou
pravé jugulérni Zily, Swan-Ganzuv katétr (Edwards Life Science, USA) cestou levé
jugularni Zily, katétr do pravé femoralni tepny, dva mikrodialyza¢ni katétry CMA-60
(CMA, Svédsko) do obou stehennich svall. Prvni mikrodialyzaéni katétr byl
promyvan fyziologickym roztokem rychlosti 200ul/hod., druhy katétr byl promyvan
standardnim roztokem lithia pro plamenovy fotometr s koncentraci lithia 2 mmol/l
(Eppendorf, Hamburg, Némecko). Nasledné byla provedena epicystostomie. Po

instrumentaci bylo zvife ponechano po nezbytny ¢as ke stabilizaci stavu.



Sepse byla iniciovana intravendznim podanim bolusu suspenze E. coli (koncentrace
10° CFU/ml) do projevil plicni hypertenze nebo systémové hypotenze. Nasledné bylo
pokracovano v kontinuélni infazi bakterialni suspenze rychlosti 1ml/hod. Kontrolni
skupiné byl aplikovan fyziologicky roztok ve stejném mnozZstvi. Soucasné byla
zapocCata tekutinova resuscitace Hartmanovym roztokem (B. Braun Melsungen AG,
Némecko) rychlosti 20 ml/kg/hod. Zvife bylo kontinualné monitorovano.
Mikrodialyzacni vzorky byly odebirany v hodinovych intervalech. V mikrodialyzatech
promyvanych fyziologickym roztokem byly stanovovany hladiny glycerolu, laktatu a
pyruvatu (analyzator ISCUS, CMA Svédsko). Koncentrace lithia byla stanovena
pomoci plamenového fotometru EFOX 5053 (Eppendorf, Hamburg, Némecko).
Kazdé tfi hodiny byly sledovany hladiny laktatu a saturace hemoglobinu, kazdych
Sest hodin byly sledovany hodnoty urey, natria, ALT, AST, GMT, ALP a
kreatinkindzy. Rovnéz byla sledovana kumulativni tekutinovad bilance. Po 24
hodinach bylo zvife utraceno intravenéznim podanim eutanatika T 61° (Intervent
Ltd., Kanada).

Statistickd analyzy byla provadéna pomoci programu SigmaStat 3.1. (Systat
Software, USA). Data byla hodnocena neparovym t-testem a Mann-Whitney testem

podle typu dat, jako statisticky signifikantni byly povaZzovany vysledky s P<0,05.



4. VYSLEDKY
V kontrolni skupiné doSlo k uhynu jednoho zvifete pfed ukonéenim experimentu
v osmé hodiné. Toto zvife nebylo do vysledkl experimentu zafazeno. U Zadného
zvifete nebyly pouZzity katecholaminy.
Septicka skupina zvifat méla vySSi primérnou kumulativni tekutinovou bilanci. Nebyl
v3ak zjistén statisticky signifikantni rozdil, septicka skupina 8472 ml, resp. kontrolni
skupina 6770 ml (p=0,721, graf 1).
PFi pouziti Pearsonovy metody linearni regrese byla zjiSténa pozitivni korelace mezi
kumulativni tekutinovou bilanci a laktato/pyruvatovym pomérem u septické skupiny
(R=0,292, P<0,001, graf 2) a naopak negativni korelace u skupiny kontrolni (R=-
0,279, P<0,05, graf 3). Hladiny glycerolu vykazovaly velké interindividualni rozdily.
Pfi porovnani hodnot v &asovém prabéhu vSak dochazelo ke statisticky
signifikantnimu kontinualnimu poklesu hladin glycerolu (p<0,05, graf 4) u obou
skupin.

Monitorovand perfuze prokazuje, Ze tekutinova resuscitace vedla k vysSi tkanové
perfazi u septické skupiny — viz graf 5 a 6 svytézky lithia v mikrodialyzatu.
Opét je patrna velka interindividualni variabilita (Graf 5), proto jsou vysledky dale

uvedeny v podobé klouzavého priméru (Graf 6).
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Graf 1: Casovy vyvoj kumulativni tekutinové bilance u obou skupin.
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Korela éni graf mezi tekutinovou bilanci a L/P pom  érem u septické skupiny
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Graf 2: Korelace laktato/pyruvatového poméru a kumulativni tekutinové bilance

u septické skupiny.
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Korela éni graf mezi tekutinovou bilanci a L/P pom  érem u kontrolni skupiny
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Graf 3: Korelace mezi laktato/pyruvatovym pomérem a kumulativni tekutinovou

bilanci u kontrolni skupiny.
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Percentualni pokles glycerolu
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Graf 4: Percentualni pokles hladin glycerolu v intersticiu u septické a kontrolni

skupiny (P<0,05).
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Lithium v mikrodialyzatech
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Graf 5: Vytézek lithia v mikrodialyzatech u obou skupin.
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5. ZAVER
Vysledky experimentélni studie potvrzuji efektivitu volumové resuscitace krystaloidy
k dosaZeni hemodynamické stability u sepse za cenu pozitivni tekutinové bilance.
Z vysledkul Ize usuzovat, Ze vlivem intersticialniho edému doslo k prodlouzeni drahy
kysliku k burikdm. Toto vSak nevedlo pfi zachovalé, resp. zvySené perfuzi ke
zhorSeni metabolizmu svalové tkané. Adekvatni tekutinova resuscitace v Uvodnich
fazich (do 24 hodin) léCby sepse je adekvatni lé¢ebnou metodou a pozitivni

tekutinova bilance nevede ke zhorSeni tkariového metabolizmu.
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Anotace:

UVOD: Hypovolemie je vsituaci sepse <&asta. Vlivem patologicky zvy3ené
propustnosti kapilar dochazi k aniku tekutiny do intersticia. Adekvatni inflzni terapie
je zakladnim léCebnym opatfenim k dosazeni obé&hové stabilizace a dostate¢né
tkanové perfaze, na druhou stranu je dle literarnich udaji tkarovy otok spojen
s rizikem zhorSeni funkce tkani. Cilem studie bylo zjistit vliv pozitivni tekutinové
bilance na metabolizmus svaloveé tkané.

MATERIAL A METODY: V experimentalni studii byl pouZit model sepse u prasete
doméciho. Deset zvifat bylo nahodné rozdéleno na kontrolni a septickou skupinu.
Mikrodialyzacni katétry CMA 60 byly zavedeny do stehenniho svalu pfed zapocetim
experimentu. Sepse byla navozena intraven6znim podanim suspenze E. coli.
Nasledné byla zahajena tekutinova resuscitace Hartmanovym roztokem rychlosti 20
ml/kg/hod. Mikrodialyzaéni vzorky byly odebirany v hodinovych intervalech po dobu
24 hodin. V mikrodialyzatech byly jednak stanovovany hodnoty laktatu, pyruvatu a
glycerolu. Dale hladiny lithia jako markeru perfuze. Soucdasné byla sledovana
kumulativni tekutinova bilance. Statistické testy byly provedeny pomoci programu
Sigmastat 3.1.

VYSLEDKY: Nebyl zjistén signifikantni rozdil v kumulativni tekutinové bilanci u
septické a kontrolni skupiny (8472 ml vs. 6770ml, P=0,721). Pfi pouZiti Pearsonovy
metody byla zjiSténa pozitivni korelace mezi laktato/pyruvdtovym pomérem a
kumulativni tekutinovou bilanci u septické skupiny ( R= 0,292, P<0,001) a negativni
korelace u skupiny kontrolni (R=-0,279, P<0,05). U obou skupin vSak dochazelo k
postupnému signifikatnimu poklesu hodnot glycerolu.

ZAVER: Volumova resuscitace vede k pozitivni tekutinové bilanci u septickych

i kontrolnich zvifat, coz vede k obéhové stabilizaci septickych zvirat, ale ne k poklesu
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anaerobniho podilu glykolyzy. Pozitivni tekutinova bilance u kontrolnich zvifat
nevede k alteraci svalové aerobni glykolyzy. Snizujici se hladiny glycerolu v obou
skupinach dokumentuji, Ze pozitivni tekutinova bilance v ¢asné fazi tekutinové

resuscitace sepse nema negativni dopad na metabolizmus bunék.

Kliéova slova: sepse; tekutinovd resuscitace; pozitivni tekutinova bilance;

mikrodialyza; tkA fovy metabolizmus

27



SUMMARY

BACKGROUND: Hypovolemia has occurs frequently in sepsis. Due to pathologically
increased permeability of the capillaries, the fluid leaks to the interstitium. An
adequate fluid therapy is the corner stone to achieve circulatory stabilization and
sufficient tissue perfusion; on the other hand, according to the data from the literature
a tissue swelling is associated with a risk of deteriorated function of the tissues.
The aim of study was to examine the effect of a positive fluid balance on muscular
metabolism and does test the hypothesis, that positive cumulative fluid balance
during the early stage of fluid resuscitation of sepsis has no detrimental effect on
tissue metabolism of skeletal muscle.

MATERIAL AND METHODS: There was experimental study of sepsis in the
domestical pig. Ten animals were randomly distributed into a control and a septic
group. Sepsis was induced by intravenous administration of E. coli, followed by fluid
resuscitation by crystaloids. Microdialysis samples were withdrawn at one-hour
intervals for a period of 24 hours and values of lactate, pyruvate, glycerol and lithium
respectively.

RESULTS: Pearson’s method revealed positive correlations between the
lactate/pyruvate ratio and cumulative fluid balance in the septic group (R=0.292,
P<0.001) and negative correlations in the control group (R=-0.279, P<0.05). In both
groups, however, there was a gradual significant decrease in glycerol values.
DISCUSION: Fluid resuscitation results in positive cumulative fluid balance in both
septic and control animals. This leads to circulatory stabilization of septic animals, but
not a decrease in the anaerobic share of glycolysis. A positive fluid balance in control
animals does not result in alteration of muscular aerobic glycolysis. Decreasing

glycerol levels in both groups give evidence that a positive fluid balance does not
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exert a negative impact on cell metabolism. We conclude, that positive cumulative
fluid balance in the early stage of fluid resuscitation of sepsis does not deteriorate

tissue metabolism.

Key words: sepsis; fluid resuscitation; positive fl uid balance; microdialysis;

tissue metabolism

29



