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Introducere

Aceastd lucrare a avut initial, ca simpla intentie stiintifica, reliefarea unor markeri
biologici relevanti pentru clinician, usor de folosit in practica curentd, eliberati de catre
organismul uman suspus injuriei septice, mai precis in cadrul sepsisului abdominal instalat la
pacientii cu peritonita secundara. In acest demers, imbinand experienta clinici cu rezultatele
studiilor din literatura de specialitate, privind mecanismele patogenice intime ale sindromul
septic, si totodatd a interdependentei continue a acestora cu sistemul imun al organismului, am
incercat formularea unor ipoteze de studiu pentru devoalarea unor ,markeri” biologici
specifici si semnificativi In diagnosticul precoce si stratificat al acestei patologii, in vederea
aprecierii riscului de complicatii severe si, implicit a oprtunitatii anumitor interventii
terapeutice tintite.

Definit in prezent ca ,,0 disfunctie organicd amenintitoare de viatd cauzatd de un
raspuns necontrolat al gazdei la o infectie” [1], sepsisul ramadne o patologie extrem de
complexa, cu multe necunoscute, si cu implicatii majore asupra sistemelor de sdnatate din
intreaga lume; estimarile din anul 2017 aratd o incidentd de 48,9 cazuri anuale la nivel
mondial, inregistrand o mortalitate de aproximativ 19,7% [2]. Prin aplicarea datelor medicinii
bazate pe evidente, tratamentul sepsisului si a socului septic a fost mult ameliorat, in etape
succesive, in ultimele douad decade, conform ghidurilor internationale (,,Surviving Sepsis
Campaign”), ultimul fiind elaborat in anul 2021 [3], iar statisticile medicale internationale au
inregistrat o scadere a mortalitatii cu 53% 1n perioada 1990-2017. Cu toate acestea, o recenta
meta-analiza [8] aratd in mod surprinzdtor stagnarea mortalitatii datorate socului septic din
2011 pana in momentul studiului (2019). Aplicarea initiativelor promovate de ghidurile
internationale de sepsis au dus la recunoasterea si diagnosticarea precoce a sepsisului, a
factorilor de risc asociati, si la aplicarea managementului protocolizat, actiuni ce s-au
materializat in ameliorarea consistentd a supravietuirii in ultimii 20 de ani; pe de altd parte,
tratat in serviciile de terapie intensiva, raman foarte modeste, 1 adult din 3 decedeaza in
decursul urmétorului an, si 1 din 6 pacienti prezintd comorbidititi pe termen lung:
imunosupresie prelungitd si reinfectii frecvente (asa numitul ,sindrom de inflamatie

persistenta, imunosupresie si catabolism”[11]), deficite cognitive dobandite importante,



limitari fizice, toate necesitand reinterndri frecvente 1n spital [10]. Din aceastd perspectiva, in
terapie intensiva, devoalarea paradigmei sepsisului se loveste inca de bariere mari.

in ultimul deceniu, ceea ce se numeste ,,medicina de precizie” [4], uneori denumita
,medicina personalizata”, incearca redefinirea abordarii sepsisului. Dupa decade de eforturi in
rafinarea metodelor de detectie a sepsisului, si in managementul personalizat al acestuia, in
acord cu raspunsul individual al fiecarui organism, acest subiect -agresiunea septica- ramane
incd o povara importantd, iar trecerea de la o abordare deterministd a fenomenului septic la o
abordare complexa, de tip stocastic, se produce lent. Odata cu intelegerea necesitatii integrarii
fiecdrui mod particular de raspuns la agresiunea septica, al fiecarui organism, intr-un model
matematic complex, nonlinear, predictibil si intr-o dinamicd longitudinala, abordarea
fiziopatologiei si terapiei sepsisului a intrat intr-o noua etapa. Integrand concluzii extrase din
sutele de studii clinice realizate despre patogenia sepsisului in ultimele 3 decenii, n noi tipuri
de studii clinice, cu baze de date foarte largi, cu distributii si statisticd non-Gaussiand, date ce
urmeza a fi analizate cu ajutorul algoritmilor care invatd din date (tehnici ,,machine learning”
si inteligenta artificiald) [5], se va deschide calea medicinii personalizate.

Acest deziderat impune stratificarea adecvata a pacientiilor in cohorte, pe baza
criteriilor clinice, biologice si prin biomarkeri, incluzand atat analize imunologice, markeri
fenotipici, tehnici ,,omice” (transcriptomice, metabolomice si proteomice) specifice [21], cat
si teste de laborator, microbiologice si imagistice uzuale. Aceasta etapd, de definire a
grupelor, subgrupelor de pacienti cu sepsis si de urmarire in dinamicd a evolutiei patologiei
pentru fiecare individ, reprezintd provocarea cea mai de seama, si depinde in exclusivitate de
gandirea cercetdtorului. Pasul final este cel in care fiecarui pacient ii este atribuitd o
interventie terapeutica anume, in functie de ,.tiparul” sau individual de raspuns la agresiunea
septicd, interventie ce probabil, de cele mai multe ori se va baza pe imunoterapii specifice,

tintite.



I. Ipoteza de lucru si obiective generale

Din perspectiva caracterizarii sepsisului ca fiind un ,,raspuns imun necontrolat al unei
gazde la infectie”, reiese necesitatea profildrii unor tipologii imune si incadrarea pacientiilor
in aceste endotipuri, cu rol predictiv in evolutia sepsisului si totodatd, apare necesara
evidentierea rolurilor biomarkerilor imunologici in diagnosticul, predictibilitatea evolutiei
sepsisului, dar si 1n utilizarea lor ulterioard, in imunoterapia tintita. Desigur, aceste demersuri
sunt in fazele initiale dar pasii initiali importanti sunt deja facuti, si anume recalibrarea
abordarii sepsisului si a socului septic, nu ca fiind un raspuns imun aberant ce necesita
imunosupresie pentru a fi adus la homeostazia normala, ci ca fiind un dezechilibru ce trebuie
abordat cu ajutorul terapiilor imuno-tintite, aplicate in functie de stratificarea pacientiilor in
endotipuri, si bazate pe biomarkeri si mecanisme moleculare precise [4].

Cercetarea de fata se bazeaza pe un studiu prospectiv, monocentric, ce a inclus un lot
de 32 de pacienti cu sepsis sau soc septic, internati in clinica ATI, SUUB cu diagnosticul de
peritonita secundara si interventie chirurgicala in urgenta, in perioada iunie 2020 - iunie 2022.
Studiul a incercat fundamentarea arhitecturii unor studii largi viitoare, stabilirea unor corelatii
ce raman a fi verificate ulterior pentru abordarea acestei patologii, deci un studiu pilot in
esenta.

Pentru configurarea cercetarii mele, am addugat aceastei perspective de abordare si
elementele cunoscute despre specificul sepsisului abdominal. Sepsisul abdominal reprezinta
aproximativ 20% din cazurile de sepsis [9], a doua cauza ca frecventd a sindromului septic
urmand celui de cauza pulmonard. Aproximativ 74% din cazurile de sepsis abdominal
dezvoltd insuficienta unui organ, iar 20% dezvolta insuficientd multipla de organe, arata un
studiu observational recent ce cuprinde 11200 de pacienti din Statele Unite, statististici
similare celor europene, iar mortalitatea se ridica la aproximativ 35% pentru pacientii cu
sepsis sever; mortalitatea in peritonita secundara pare sa se coreleze cu varsta Tnaintata, boli
pre-existente, sursd ne-apendiculara, extinderea peritonitei si Intdrzierea interventiei
chirurgicale peste 24 de ore [12].

In cadrul spitalului nostru, in ultimii 7 ani a fost inregistratd o mortalitate de 43,09%
la cazurile de peritonite secundare cu sepsis admise in sectia de terapie intensiva; totalul
zilelor de spitalizare a acestor pacienti a fost de 3896 de zile de spitalizare in sectia ATI si

6233 zile totale de spitalizare.



Un aspect ce se iese In evidenta in aceastd patologie este heterogenitatea pacientiilor
cu peritonita acutd, datoratd atat patologiilor asociate pre-existente si fondului imunogenetic
diferit al pacientiilor, cat si tipului de agent patogen infectant, a marimii inoculului, a
organului digestiv perforat, dar si a distantei in timp de la momentul infectarii pand la
momentul prezentarii la spital. Conceptul de heterogenitate in medicina de precizie face
referire, cu precadere, la variabilitatea incredibild de reactii declansate la nivelul fiecarui
pacient, nu numai diferentele interindividuale [13]. In acest sens, am colectat diverse date
clinice ale pacientiilor, pentru stratificarea acestora, date despre patologia asociatd, am
calculate scorurile de prognostic cele mai relevante (scorul APACHE II, SOFA si qSOFA), si
am adaugat date microbiologice si de laborator, date despre evolutia disfunctiilor de organe
(in special disfunctia renala ce altereaza sever prognosticul); pentru caracterizarea raspunsului
imun in evolutia pacientiilor, am asociat valorile in dinamica ale unor biomarkeri pe care i-am
considerat semnificativi Tn cascada pro si antiinflamatorie din cadrul sindromului septic, pe
baza studierii mecanismelor patogenice cunoscute pand in prezent si a rezultatelor studiilor
precedente efectuate in acest domeniu.

Un alt concept pe care l-am avut in atentie a fost fenomenul de compartimentare a
raspunsului imun, ipotezd conform céreia procesele imune difera Intre compartimentele
organismului uman, astfel explicand esecurile terapiilor imunomodulatorii in sepsis pana in
prezent. Folosind, cel mai frecvent, compartimentul sanguin ca ,,fereastra” pentru a cuantifica
raspunsul imun, nu ludm in considerarea posibilitatea existentei unui status imun complet
diferit, poate chiar la extrem, la nivel tisular; in plus, mecanismele patogenice predominante
intr-un compartiment pot fi irelevante pentru altul [14] [16]. Pentru a surmonta aceste
inadvertente, n studiul de fatd am asociat probelor sanguine recoltate de la pacienti, probe
recoltate intraoperator din lichidul peritoneal.

Selectia biomakerilor de analizat, in studiul de fatd a reprezentat pasul cel mai
important, analizand literatura de specialitate recentd, tindnd seama de disponibilitatea testelor
si a metodologiei de testare, si in final Incercdnd a nu fundamenta alegerile facute pe datele
altor studii, ci mai degraba pe mecanismele patogenice in care sunt implicati, pro si/sau anti-
inflamatorii, mecanisme pe care le voi detaila pe parcursul lucrarii (activarea receptorilor de
recunoastere a modelelor moleculare-PRRs, asociate injuiei septice celulare-DAMPs sau

asociate agentului patogen-PAMPs, reactia neuro-endocrind cu eliberare de hormoni/peptide



precursoare, activarea receptorilor de membrana cu formarea clusterelor de diferentiere-CD
exprimate la nivelul celulelor cu rol in imunitate, formarea moleculelor proteice cu rol
chemoatractant, si altele).

In anul 2019, un total de 5367 de studii a biomarkerilor in sepsis au identificat 258
biomarkeri dintre care 27% cu rol diagnostic, 39% cu rol prognostic si 34% cu ambele roluri;
numai in 12 studii au fost folosite cohort de validare [20]. In studiul de fata, am ales astfel un
panel format din 5 biomarkeri cunoscuti, selectati dintre citokinele si chemokinele sintetizate
de organism in raspunsul imun - interleukina-6, interleukina-8, interleukina-10, high-
mobility-group box-1 si proteina-1 chemoatractantd monocitara - ale caror nivele plasmatice
le-am corelat cu nivelele initiale ale unor biomarkeri cunoscuti si dovediti a reflecta sindromul
inflamator si/sau septic: lactatul seric, procalcitonina[193] si presepsina-CD14
[16][17][18][19][22].

In final am analizat cu metode diferite statistice sensibilitatea si specificitatea
biomarkerilor in functie de apartenenta pacientiilor la o anumita tipologie stabilitd pe criterii
clinice manifestate la admisia pacientiilor si in dinamica, aparitia si evolutia disfunctiilor de
organe severe.

Urmarind aceastd ipoteza, am cautat date relevante in literatura de specialitate cu
privire la implicarea citokinelor si a altor biomarkerilor in derularea cascadei septice pro si
antiinflamatorii. Am ales astfel un set de biomarkeri de analizat in cadrul lotului de pacienti
cu peritonita secundard, pe baza urmatoarelor caracteristici:

- Lactatul seric — este un marker inflamator intens studiat, dar nu reprezinta fenomenul
septic 1n sine, ci este asociat hipoperfuziei tisulare, si In socul septic este corelat cu mortalitate
crescutd la valori mai mari sau egale cu 2mmol/Lla 90 de zile [179];

- Procalcitonina — concentratiile sale plasmatice normale sunt foarte mici, de ordinul a
sub 0,1 ng/ml, in timp ce valori de peste 0,5ng/ml semnifica infectie, ajungand 1n sepsisul
sever la valori de peste 1000ng/ml. Este cunoscut ca fiind un marker precoce valoros al
infectiilor bacteriene[192], inainte de obtinerea culturilor, (are un varf al nivelurilor
plasmatice in ziua 1, si scade la jumadtate in ziua 2-3 postoperator, avand timpul de
injumatatire in vivo de 25-30 de ore), dar este fara valoare in infectiile localizate ce nu au

reactie inflamatorie sistemica. Niveluri inalte se regasesc in infectiile cu bacili gram negativi,



iar cele foarte Tnalte sunt intalnite in infectiile cu coci gram pozitivi sau bacilli gram negativi,
cu rezistentd multipla (MDR) la antibiotice.

Ca biomarker singular, procalcitonina nu poate fi un predictor al prognosticului
sepsisului, deoarece diferentele de valori plasmatice sunt nesemnificative pentru
supravietuitori, probabil fiind necesard in acest sens asocierea, corelarea cu valorile altui
biomarker specific al sindromului septic. Pe de alta parte, PCT este foarte bine utilizata ca
indicator al unei surse de sepsis necontrolatd adecvat, si este totodatd, un bun ghid in
antibioterapie[177]; este superior altor biomarkeri ca predictor al complicatiilor septice severe
si al mortalitatii la pacientii cu peritonita secundara [192].

- Presepsina - are o cinetica foarte rapida, prezinta valori crescute la 2 ore, avand o
semiviata de 4-5 ore. A fost intens studiatd doarece s-a observat o acuratete prognostica buna
pentru acest biomarker (studiul ALBIOS). Totodata, a relevat o valoare de cut-off diferentiat
si semnificativ statistic, intre sepsis si socul septic (500pg/ml). Nespecific, presepsina
dezvolta valori mai ridicate la varste inaintate si in disfunctia renala, impunand precautii de
interpretare 1n aceste cazuri.

- Interleukina-6 — este o citokinad proinflamatorie cu cinetica plasmatica foarte rapida,
cu timp de njumatatire de 1-3 ore, ce creste de peste 10 ori, precedand proteina C reactiva si,
reprezentand Tmpreuna cu aceasta, faza primara a procesului septic. Astfel, IL-6 a fost intens
studiatd de peste 20 de ani, 1n peste 55 de studii pana in 2015, ce au cercetat-o izolat sau in
combinatii cu alte citokine, relevand cresterea sa rapida in dinamica, cu nivel maxim la 24 de
ore si normalizare la aproximativ 3 zile. Cele mai mari concentratii plasmatice de 1L-6 se
inregistreaza in sepsis dar rolul sau, diagnostic sau prognostic, rdmane neclar, cu valori de
,cutoff” ce variaza foarte larg (12-2760 pg/ml). Astfel, cel putin 15 studii concluzioneaza ca
IL-6 pare un indicator bun al mortalitatii datorate sepsisului, in timp ce alte 9 studii sustin ca
ar fi un indicator precar al severitatii bolii[ 164];

- Interleukina-8- (timpul de injumatatire de 10 ore)-chemokind ce apare foarte precoce
in sepsis, indusa de IL-1 si TNF, induce febra si neutropenie, si scade la administrarea de
antibiotic. Nivelurile plasmatice a IL-6 si IL-8 au fost strins corelate cu severitatea si
prognosticul final la pacientii septici [166], iar unele studii sustin corelarea valorilor IL-8 cu

evolutia catre socul septic[115].



- Interleukina-10- are timpul de injumatatire foarte scurt (60 min), si a fost descrisa
initial, ca principala citokina anti-inflamatorie; in prezent este considerata ca fiind o citokina
pleiotropicd, avand numeroase roluri imunomodulatoare [180]; nivelurile sale ridicate par sa
fie corelate cu socul septic si cu mortalitatea la 28 de zile [166].

Un scor combinat format din concentratiile serice IL-6, IL-8 si IL-10 a dovedit un rol
predictiv Intr-un studiu observational, ardtand evolutia spre agravare si deces, fiind superior in
predictia mortalitatii fata de combinatia CRP - PCT [167].

- HMGB-1 — (timpul de injumatatire intre 17min si 3ore) - prezintd o cineticd mai
intarziatd si atinge un platou al nivelurilor in sange la 18-32 de ore, ce par a se corela cu
severitatea sepsisului prin gradul disfunctiilor de organe. In acest scop, HMGB-1 a fost
investigatd pentru rolul sdu prognostic intr-un studiu randomizat multicentric, ce a aratat ca
nivelurile serice erau crescute la pacientii septici, dar nu se puteau corela cu mortalitatea
intraspitaliceasca [166].

- MCP-1 — chemokina proinflamatorie ce a fost independent si repetat asociata cu
prognosticul precoce al sepsisului, proprietate ce o fac atractiva din punct de vedere al unei
posibile terapii cu anticorpi neutralizanti. Totodata, valorile sale crescute pot releva progresie
tumorala si/sau metastazare.

Pornind de la aceastd ipoteza, am ales investigarea in lotul de pacienti cu peritonita
secundard, a 3 biomarkeri consacrati in practica clinicd pentru calitatile lor prognostice in
cazurile de sepsis de orice naturd (lactat, procalcitonind si presepsind), la care am addugat
cercetarea a 5 biomarkeri implicati in cascada septicd (IL-6, IL-8, IL-10, HMGB-1, MCP-1),
dozati concomitent in sange si lichidul peritoneal, in trei momente diferite: la momentul TO,
reprezentand momentul interventiei chirurgicale, apoi la momentul T1, la 24 de ore si T2, la
48 de ore, de la interventia chirurgicala.

Consecventa principiilor anterior ardtate si incercind sa dau un plus de claritate
patologiei abordate, am formulat urmatoarele intrebari ca obiective ale studiului:

- Existd o corelare semnificativd intre concentratiile serice si/sau in lichidul

peritoneal recoltat intraoperator, a biomarkerilor studiati In dinamicd la pacientii
cu peritonitd secundara si sepsis, si care ar fi punctul de ,,cut-off” relevant pentru

practica clinica?



- Existd o corelare semnificativd intre concentratiile biomarkerilor studiati in
dinamica, in sange si/sau lichidul peritoneal recoltat intraoperator, la pacientii cu
peritonitd secundara si disfunctii organice severe, si care ar fi punctul de ,,cut-off”
relevant pentru practica clinica?

- Combinarea rezultatelor obtinute pentru biomarkerii studiati cu rezultatele celor
consacrati sepsisului si dovediti in studiile anterioare de specialitate (lactat,
procalcitonina si presepsina) ca fiind relevanti statistic, duce la stratificarea mai
precoce si mai specifica a riscului de disfunctii organice severe la pacientii cu
sepsis prin peritonitd secundara?

Limitarile studiului constau in principal Tn numarul mic de cazuri cercetate, in
patologia asociata a bolnavilor si in final la imposibilitatea de a omogeniza tipurile de raspuns
la agresiunea septica in functie de o stratificare a pacientiilor in subfenotipuri si endotipuri
predictive ca evolutie 1n dinamica. Todatd, consider cd@ monitorizarea nivelurilor
biomarkerilor studiati intr-o perioada mai Indelungata de timp, eventual pana la normalizarea
valorilor acestora, ar fi fost utild in definirea ,,comportamentului” acestora si in conturarea
unor corelatii cu severitatea evolutiei sepsisului.

In esentd, scopul studiilor biomarkerilor in sepsis ar fi si ofere solutii pragmatice si
combinatii realiste de biomarkeri pentru a rafina diagnosticul precoce, a evalua riscul fiecarui
pacient si, in cazul unui risc inalt, a stabili imunoterapia tintitd beneficd acestuia. Rigoarea
selectiei si validarea unor astfel de biomarkeri prognostici dar si ,,predictivi” in sindromul
septic, ar aduce plus valoare managentului protocolizat actual al sepsisului, iar aplicabilitatea
acestora in orice spital, la patul bolnavului ar reprezenta momentul de demarcatie in

schimbarea fundamentala a abordarii sepsisului pentru generatiile viitoare.



I1. Metodologia generala a cercetarii

Cercetarea de fatd este un studiu clinic prospectiv observational de tip transversal,
aprobat de Comisia de Etica a Spitalului Universitar de Urgenta Bucuresti (32485/2018), ce a
inclus pacienti diagnosticati cu peritonita acutd secundard, selectati intr-o perioadd de 3 ani
dintre pacientii clinicilor de chirurgie generald din spital.

Lotul de studiu selectat cuprinde 32 de pacienti adulti, diagnosticati cu peritonita
secundard pentru care s-a intervenit chirurgical de urgenta. Au fost exclusi din studiu pacientii
cu tratament chimioterapic recent sau biologic imunosupresor, ascitd preexistenta sau dializa
peritoneala, si cei cu un indice de masa corporalad, IMC >40kg/m?>.

La momentul operator, au fost recoltate probele biologice standard din sange venos
(hemoleucograma, coagulograma cu fibrinogen, panel de biochimie extins), hemocultura,
markeri serici de inflamatie (procalcitonina, presepsina si probe pentru determindrile de
citokine inflamatorii studiate), lactatul seric din sange arterial (echilibru acidobazic sanguin);
totodata, a fost recoltat lichid peritoneal intraoperator, pentru cultura microbiologica, si probe
pentru deteminarile citokinelor inflamatorii studiate din lichidul intraperitoneal. Probele
recoltate In vederea determinarii citokinelor inflamatorii din sangele venos au fost recoltate la
momentul initial TO (intraoperator) si apoi la 24 de ore (T1), si 48 de ore (T2). Probele din
lichidul peritoneal, 4ml, au fost recoltate steril intraoperator (T0), in doua criotuburi de 1,8 ml
si stocate la -20 grade Celsius initial, si apoi crioconservat la -80 grade Celsius.

Concentratia citokinelor a fost masuratd folosind metoda imunoenzimatica ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), varianta necompetitiva.

In ceeea ce priveste dozarea Presepsinei (sCD14-ST) aceasta a fost realizati cu
aparatul PATHFAST, folosind tehnologia imunotestdrii enzimatice cu chemiluminiscenta
(CLEIA) si tehnologia Magtration, valorile fiind exprimate in pg/ml. Dozarea Procalcitoninei
(PCT) a fost realizata cu acelaai aparat, sensibilitatea PATHFAST B.R.A.H.M.S PCT fiind
foarte buna, permitand masurarea concentratiilor sub 0,1 ng/ml.

Admisi postoperator in sectia de terapie intensiva, pacientii au primit tratament
conform ghidurilor si protocoalelor actuale [3], individualizat fiecarui pacient in functie de
severitatea sepsisului si a patologiei prexistente, tratamentul fiind in responsabilitatea unui
medic curant ATI, care nu a coincis cu investigatorul studiului.

Au fost luate in considerare pentru aprecierea evolutiei si prognosticului, urmatoarele:
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- starea clinicd la admisie conform scorului qSOFA — starea de constienta (Glasgow
Coma Score<15), tensiunea arteriald sistolica < 100mmHg, frecventa respiratorie >
22resp/min

- scorurile de severitate SOFA, APACHE II calculate in primele 24 de ore de la admisia
in terapie intensiva, retindnd valoarea de cea mai mare severitate

- prezenta disfunctiei renale la admisie in terapie intensiva (inclusiv valorile ureei si
creatininei serice)

Lotul de pacienti a fost Tmpartit in 3 grupe conform criteriilor ghidului de consens
Sepsis-3 [1]:
- pacienti cu sepsis — pacientii sublotului 1
- prezenta sepsisului cu disfunctii organice multiple severe cu SOFA> 7 si
APACHE > 24 — pacientii sublotului 2
- lipsa criterii sepsis - pacientii sublotului 3.
Obiectivele principale ale cercetarii realizate s-au conturat astfel:
1. Identificarea unui profil demografic al pacientilor cu sepsis abdominal prin
peritonita secundara
2. Determinarea valorilor medii ale biomarkerilor selectati, in lichidul
evolutiei acestora folosind nivelele biomarkerilor studiati in dinamica la pacientii cu
sepsis, si distinctiv pentru cei cu multiple disfunctii organice severe (SOFA> 7)
3. Rolul predictiv al presepsinei, procalcitoninei si lactatului in lotul studiat,
posibile corelatii cu markerii studiati
In prezent, existd metode si sisteme de detectie a biomarkerilor prezenti in procesele
inflamatorii, atat serici cat si din lichid peritoneal, dar problema esentiald ramane lipsa unei
combinatii specifice de biomerkeri cunoscuti, ce pot fi detectati usor, pentru predictia cu
acuratete a instalarii si severitdtii sepsisului abdominal, o combinatie de teste ce ar reduce
mult costurile enorme ale consecintelor acestei patologii, si ar imbunatatii prognosticul final

al pacientilor 1n aceste cazuri.
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I11.1. Analiza descriptiva a lotului de pacienti

Lotul de pacienti selectati in vederea acestui studiu pilot a inclus patogenii diverse de
peritonite secundare, repartizate in toate subloturile de pacienti, perforarea unui organ cavitar
fiind de departe cea mai frecventd patologie, 19 cazuri din care 7 pacienti cu perforatii la
nivel gastric. Dintre cazurile de perforatii intestinale, 4 cazuri de peritonitd s-au datorat
patologiei apendiculare si numai 1 caz a fost Incadrat in lotul de pacienti fara citerii de
sepsis; de asemeni incadrat n acest subgrup a fost singurul caz traumatic din lotul de
pacienti, un caz de trauma a hipocondrului stang prin accident rutier, producand rupturd de

colon sigmoid.

Tabel 6.1
Pacienti Pacienti septici Pacienti cu sepsis si
non-septici disf organice severe

Nr total 10/32 7/32 15/32

Varsta, mediana (ani) 40 67 70

Sex M, Nr/total (%) 6/32 (18%) 5/32 (15%) 8/32 (25%)

Cauza peritonitei sec, Nr./total

Perforatie 7/32 5/32 7/32

Ocluzie 0/32 2/32 6/32

Fistula anastomotica 0/32 0/32 1/32

Abces fisurat 3/32 0/32 1/32

Difunctie Renala, Nr./total 1/10 2[7 13/15

categorie pac
De remarcat cu privire la patologia asociata ar fi prezenta patologiei oncologice in 12

cazuri din care 4 fara localizare digestiva.

Din punctul de vedere al numarului de pacienti in subloturilor formate, este important
faptul ca cel mai mare subgroup este cel al pacientiilor ce au dezvoltat insuficiente multiple si

severe de organe, si anume 15 pacienti, reprezentand 46,87% din lotul total.

Analizand in functie de subloturile de pacienti, se observa o predominenta a varstelor
inaintate in grupul pacientiilor cu sepsis si disfunctii organice severe, mediana varstelor fiind

67, respectiv 70 de ani.
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In ceea ce priveste pozitivarea culturilor din lichidul peritoneal recoltat intraoperator,

datele obtinute in lotul studiat arata astfel:

W
Eoa

in figura 6.5 se poate observa ci 68,75%
dintre pacientii inclusi in studiu au
prezentat culturi pozitive in lichidul
peritoneal.

Repartizarea culturilor negative a respectat selectia pacientiilor in functie de manifestarile
septice, si anume, 6 din cazurile de pacienti non-septici au Inregistrat culturi negative si numai
3 culturi au fost negative in grupul pacientiilor cu sepsis, dintre care 1 pacient a prezentat si
disfunctie severa de organe.

Tabel 6.2
[

‘ Pacienti non-septici  Pacienti septici

‘ Nr culturi pozitive lichid peritoneal 4/10 18/21

Pentru toti pacientii au fost calculate scorurile qSOFA, SOFA, si APACHE II, pentru
caracterizarea cat mai corectd a disfunctiilor de organe si a severitatii sepsisului in lotul de
pacienti studiat; valorile minime si maxime in fiecare sublot au fost urmatoarele:

Tabel 6.3.

Pacienti non- Pacienti septici Pacienti cu sepsis si
septici (N=10) (N=7) disf org severe
(N=15)
gqSOFA 0-1 2-3 2-3
SOFA 0-4 2-6 7-10
APACHE I 5-11 17-23 24 -29

Desi scorul APACHE II este un standard in sectiile de terapie intensiva, stratificind
pacientii cu scopul predictionare a ratei mortalitatii, are o lipsa de sensibilitate si specificitate

cand este vorba de pacienti cu multiple comorbiditati[181].
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Mortalitatea inregistratd la sub 14 zile in lotul studiat a fost de 40,6 %, iar
mortalitatea totald inregistratd s-a datorat in cele mai multe cazuri patologiei asociate,
survenind dupa o evolutie lunga (3 cazuri au inregistrat decese dupd 3-7 sdptamani de la
momentul operator), grevatd mai mult de patologia asociata si un fond de imunosupresie in
consecinta.

Cea mai frecventd disfunctie de organ dezvoltatd de cétre pacientii septici este
disfunctia renali, iar evolutia acesteia pe parcursul interndrii depinde de stadiul initial al
retentiei azotate, in momentul prezentarii pacientului; mentionez cad nici unul din pacientii
lotului nu au avut ca patologie preexistentd insuficienta renald, cu sau fard necesar de

hemodializa cronica.

La momentul TO, valorile ureii si creatininei in lotul studiat dupa normalizarea datelor

(prin logaritmare,extragere a radacinii patrate) erau grupate astfel:

Histogram ~ Normal Histogram — Norml

Fig 6.10
Histogramele
distributiei valorilor
ureii si creatininei
transformate

Nr. pacienti
Nr. pacienti

100 -0 0 S0 100 150 250 300 350 400 40 s00

Creatinina - valori transformate Uree-valori transformate

Conform testului t s-au identificat urmatoarele variabile diferentiatoare intre sublotul

pacientiilor cu sepsis si cei non-septici.

» Pentru creatinina: exista o diferentd statistic semnificativa intre lotul
pacientilor cu sepsis si a celor non-septici la nivelul valorii medii a creatininei
(t=3,00, p=0,005). Astfel, pacientii cu sepsis au avut nivelul mediu al
creatininei mai mare (0,53 vs. 0,02).

» Pentru valorile ureei: existd o diferentd statistic semnificativd intre lotul
pacientilor cu sepsis si a celor fara sepsis la nivelul valorii medii a ureei
(t=4,22, p=0,001). Astfel, pacientii cu sepsis au avut nivelul mediu al ureei mai

mare (4,20 vs. 3,44).
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ITII.2. Analiza distributiei valorilor biomarkerilor

in lichidul peritoneal si in sange

La o simpld analizd a valorilor obtinute in lotul total studiat de pacienti cu peritonita

secundara, se observa:

4000
3000
2000
1000

valorile maxime de IL-6 au fost decelate in lichidul peritoneal comparativ cu
valorile din sange, iar acestea din urma au diminuat progresiv, de la prima
determinare pana la cea de la 48 de ore; ordinul de marime al valorilor au fost
de mii (pg/ml) la momentul TO, atat seric, cat si peritoneal, iar ulterior de
ordinul sutelor la nivel sistemic. Exista si cateva cazuri ce nu au respectat acest
profil.

valorile maxime ale IL-8 au fost gasite tot in lichidul peritoneal, valorile serice
scad progresiv in dinamica dar se remarca diferente ca ordin de marime fata de
IL-6, fiind de cateva ori mai mici la nivel sistemic.

IL-10 a prezentat valori similare ca dinamicd dar mult mai reduse n general,
chiar si comparativ cu valorile IL-8, avand diferente foarte mari intre
nivelurile peritoneale si cele plasmatice.

MCP-1 st HMGB-1 au avut valori asemandtoare ca ordin de marime cu IL-6,
in special la nivel peritoneal, de ordinul miilor de ng/ml, unele cazuri ajungand

la valori de peste 30.000pg/ml.

Fig. 7.5 Concentratii serice Fig. 7.10 Concentratii serice
medii in dinamica IL-6 medii in dinamica IL-8
200
150
100
50
0
TO T1 T2 TO T1 T1
Non-septic Septic MODS Non-septic Septic MODS
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Fig. 7.15 Concentratii serice Fig. 7.24 Concentratii serice

medii in dinamica IL-10 medii in dinamica HMGB
15 15000
10 10000
5 5000
0 0
T0 T1 T2 T0 T1 T2
Non-septic Septic MODS Non-septic Septic MODS

Fig 7.20 Concentratii serice
medii in dinamicd MCP-1

4000
2000
0
T0 T1 T2
Non-septic Septic MODS

[193]

in lichidul peritoneal, sintetizand distributia valorilor IL-6, IL-8, IL-10, MCP-1 si HMGB-
1, putem concluziona ca exista cantitdti mari de citokine descarcate la pacientii cu peritonita
secundard in cavitatea peritoneald, aceasta functioniand ca un adevarat rezervor de mediatori
inflamatori dar, raportarea la cele 3 subloturi de pacienti aratd diferente semnificative. Cele
mai Inalte niveluri de IL-6, IL-10 si HMGB-1 intraperitoneal s-au inregistrat la grupul de
pacienti septici si, chiar mai interesant este faptul ca, au existat concentratii mari ale acestor
citokine la pacientii non-septici, cele mai reduse niveluri fiind inregistrate la pacientii cu
multiple disfunctii severe de organe(fig 7-26-7.28). In aceeasi privinti, remarcim o
similitudine Intre valorile IL-8 si MCP-1, cu cele mai mari valori dozate in lichidul peritoneal

la pacientii fara criterii de sepsis(fig 7.29-7.30).

In concluzie, din datele obtinute in studiul de fatd consideram ca nu existd o corelatie
intre evolutia disfunctiei de organe si nivelurile citokinelor din lichidul intraperitoneal la
pacientii cu peritonitd secundard. In unele studii din literaturd, concluziile au fost divergente

[34, 184] ardtand o corelare a nivelurilor unor citokine peritoneale cu gravitatea evolutiei
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sepsisului. Probabil este necesard o stratificare mai riguroasd a pacientiilor si creerea unor

baze de date mult mai largi pentru a extrage o concluzie mai exacta.

Fig 7.26 IL-6 Fig 7.29 IL-8
Lichid peritoneal T0 Lichid peritoneal T0
8000 1000
6000 I 800
600
4000
I 400
. . ]
Non-septic Septic MODS Non-septic Septic MODS
Fig 7.27 IL-10 Fig 7.30 MCP1
Lichid peritoneal T0 Lichid peritoneal T0
150 10000
8000
100

6000
- 4000

m B
0 0

Non-septic Septic MODS Non-septic Septic MODS

Fig 7.28 HMGBI1
Lichid peritoneal T0
15000
10000
5000 l
., N
Non-septic Septic MODS [193]

Important de mentionat este folosirea prescutarii denumirii sublotului de pacienti cu difunctii organice severe
(scor SOFA>7 si scor APACHE 11>24) si persistente ca MODS pentru ilustrarea mai facila in grafice a acestui

grup selectionat de pacienti septici.
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IT1.3. Analiza biomarkerilor la pacientii cu
peritonita secundara si sepsis

In vederea verificarii corelatiilor intre pacientii septici, definti conform Ghidului de
consens Sepsis-3[1] si nivelele citokinelor in lichidul peritoneal(LP) la momentul TO, si
sistemic la momentele TO, T1, T2 s-au realizat curbele ROC (Receiver Operating
Characteristics) pentru masurarea eficientei diferitelor modele propuse.

Sintetizand ariile de sub curbe fomate de valorile serice ale citokinelor cu relevanta
pentru prezenta sepsisului, In sublotul de pacienti cu peritonitd acutd secundard si sepsis,
citokine recoltate din serul bolnavilor la momentele TO, T1 si T2, observim valori
semnificative numai pentru probele serice recoltate la 24 sau 48 de ore de la interventia
chirurgicala. Pentru momentul TO, momentul interventiei chirurgicale, nici una din citokinele
selectate nu a prezentat sensibilitate si specificitate utild in detectarea precoce a sepsisului
intra-abdominal la pacientii lotului studiat, atat in ceea ce priveste concentratiile serice, cat si

cele intra-peritoneale.

ROC Curve

Source of the
Curve

ILE T1
ILE T2
0,84 I L8 T1

—lLaT2
0,64 '

| 7 | L1071
044

L1oT2
Reference Line

Sensitivity

0o T T T T
00 02 04 06 0g 1.0

1 - Specificity

Diagonal segments are produced by ties.

Fig 8.9 Curbe ROC IL-6, IL-8, IL-10 serice, la T1 si T2
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Asymptotic 95% Confidence
Interval

Test Result Variable(s) Area Std. Error? Asymptotic Sig.” | Lower Bound Upper Bound

IL6 T1 ,667 ,102 ,150 ,467 ,867

IL6 T2 ,728 ,095 ,049 ,541 ,914

IL8 T1 ,656 111 179 ,437 ,874

IL8 T2 172 ,091 ,019 ,595 ,950

IL10 T1 ,800 ,100 ,010 ,604 ,996

IL10 T2 ,586 112 ,457 ,367 ,805

Tabel 8.9 Valorile AUC pentru IL-6, IL-8, IL-10 serice, la T1 si T2

Dupa cum se poate obseva in tabel, in cazul IL-6 la momentul T2, IL-8 la T2 si IL-10
la T1, ariile de sub curba au valori peste 0,7 (respectiv 0,728, 0,772, 0,800), ceea ce indica

faptul ca modelele obtinute sunt satisfacdtoare spre bune, si toate sunt semnificative din punct

de vedere statistic intrucat valoarile lui p sunt mai mici de 0.05.

Se pot specifica urmatoarele valori prag relevante pentru acesti biomarkeri:

- pentru IL-6 T2 valoarea prag de 307,628pg/ml identifica 61,1% pacienti reali

pozitivi cu sepsis, si 20% pacienti fals pozitivi; specificitatea creste la un cut-

off de 411,930pg/ml (0% fals pozitivi) dar sensibilitatea scade la 44,4%.

- valoarea prag pentru nivelul IL-8 la momentul T2 a fost de 42,047pg/ml,

identificand 72.2% pacienti real pozitivi si 20% fals pozitivi.

- IL-10 recoltata la momentul T1 are cel mai bun model al ariei de sub curba, iar

la valoarea prag de 2,652pg/ml vom identifica 83.3% cazuri real pozitive cu

sepsis si 20% cazuri fals pozitive.

In cazul proteinei MCP-1, la nici unul din momentele determinirilor, valorile nu

formeaza o are o arie de sub curba suficient de ridicata, iar toate valorile p (asymptomatic sig.)

sunt peste valoarea de 0.05, deci fara semnificatie statistica a rezultatelor.

Pentru proteina High Mobility Group Box 1 valorile atat din lichidul peritoneal, cat si

cele serice au fost nerelevante statistic. La momentul TO valorile obtinute pot fi considerate un

model satisfacator, AUC = 0.636 dar p fiind 0.223, nu este semnificativ statistic.
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II1.4. Analiza biomarkerilor la pacientii cu

peritonita secundara si sepsis cu disfunctii organice severe

Pentru interleukina 6, analiza curbei ROC pentru pacientii cu disfunctii severe,
multiple de organe aratd un model satisfacator/bun pentru valorile momentului T2, cu arie de
sub curba egald cu 0,701 dar cu p mai mare de 0,05, deci nesemnificativa statistic. Se remarca
la momentul T2 o valoare prag de 411.930pg/ml ce ar putea fi relevanta, identificand 54.5%
din pacientii real pozitivi si 11.8% pacienti fals pozitivi.

ROC Curve
10

[ ] source ofthe
‘ Curve

IL6-LP TO
L6 SG TO

| fe L8 T
08 — 16 T2
Reference Line

o
@
i

Sensitivity

! T T T
00 02 04 06 08 10

1 - Specificity

Fig 9.1 Curbe ROC IL-6

Reprezentarea valorilor interleukinei 8 la acesti pacienti a aratat rezultate
semnificative statistic pentru momentul T2 (p=0,04), aria de sub curba 0,829 avand un model
bun, cu sensibilitate de 72,7% , si specificitate inalta 88,2%, pentru o valoare prag de 59,
476pg/ml. Pentru valorile IL-8 la momentul T1, modelul este satisfacator/bun dar nu este
semnificativ statistic(p=0,63); o valoare prag in acest model s-ar situa la 155.842 si identifica

54.5% real pozitivi si 11.8% pacienti fals pozitivi.

ROC Curve

‘ Source of the
Curve
ILB-LP
L8 10
L8 11
— L8 T2
Reference Line

Sensitivity

T T T T
00 02 04 06 08 10
1 - Specificity

Fig 9.2 Curbe ROC I1-8
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Modelul realizat de interleukina IL-10 pentru acelasi sublot de pacienti aratd un model bun
(AUC= 0,797) pentru valorile la momentul T1, semnificativ statistic (p=0,009), cu o valoare
prag de 4,81pg/ml, pentru care sensibilitatea testului este de 81,8% (cazuri real pozitivi) si

specificitatea de 82,4%.

ROC Curve

Source of the
| | Curve

IL10-LP
IL10TO
0 IL10TI
—IL10T2
. Reference Line

o
@
i

Sensitivity

|
0,24 |
‘ I 1‘-Speciﬁcitl:v I ‘
Diagonal segments are produced by ties Fig 9.3 Curbe ROC IL_IO

Asymptotic  95%  Confidence
Interval

Test Result Variable(s) Area Std. Error? | Asymptotic Sig.? | Lower Bound Upper Bound

IL10-LP 449 113 ,655 227 671

IL10 TO 714 ,097 ,060 ,523 ,905

IL10 T1 ,797 ,088 ,009 ,625 ,969

IL10 T2 722 ,104 ,051 ,519 ,925

Tabel 9.3 Valorile AUC pentru IL-10

Proteina chemoatractanta monocitara 1 pare a fi cea mai corelatd cu evolutia grava a
pacientiilor cu sepsis abdominal si multiple insuficiente de organ, realizdnd curbe ROC
semnificative statistic si la momentul T1 de recoltare, si la momentul T2.

La momentul T1, valorile ariei de sub curba se situeaza la 0,786, cu p=0,012, si Inregistreaza
o valoare prag la 2602,03 pentru care sensibilitatea calculata este de 81,8%, iar specificitatea

de 77,5%.
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La momentul T2, aria de sub curba este de 0,727, cu p=0,046 semnificativ statistic,iar
valoarea prag de 2270.730 identifica 72.7% pacienti real pozitivi si 23.5% fals
pozitivi(specificitate 77,5%).

ROC Curve
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1+ Specificy Fig 9.4 Curbe ROC MCP-1

Asymptotic ~ 95% Confidence
Interval

Test Result Variable(s) Area Std. Error? Asymptotic Sig.? | Lower Bound Upper Bound

MCP1-LP 476 126 832 230 722

MCP1SG T0 642 110 213 426 ,858

MCP1T1 ,786 ,089 ,012 611 ,961

MCP1 T2 727 ,103 ,046 ,526 ,929

Tabel 9.4 Valorile AUC pentru MCP-1

Ca si in cazul pacientiilor septici cu scoruri de gravitate mai reduse, proteina HMGB-1

nu valideaza la nici un moment prognosticul sepsisului abdominal.
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I1L.5. Rolul predictiv al presepsinei, procalcitoninei si lactatului

in lotul studiat

Cu rolul de mediatori consacrati sepsisului, intens studiati in ultimele decenii, am ales
in studiul lotului de pacienti cu sepsis prin peritonita secundara, presepsina, procalcitonina
si lactatul, dozati la admisia in terapie intensiva, profilul lor fiind relevant pentru pacientul

septic critic ce necesitd masuri de terapie intensiva.

Conform testului t s-au identificat urmatoarele variabile diferentiatoare intre lotul

pacientiilor cu sepsis si lotul non-septici:

» Presepsina: exista o diferenta statistic semnificativa intre lotul pacientilor non-
septici si cei cu sepsis la nivelul valorii medii a presepsinei (t=2,90, p=0,007).
Astfel, pacientii cu sepsis au avut nivelul mediu al presepsinei mai mare (754
vs. 672).

» Procalcitonina: Exista o diferenta statistic semnificativa intre lotul pacientilor
non-septici si cei cu sepsis la nivelul valorii medii a procalcitoninei (t=4,32,
p=0,001). Astfel, pacientii cu sepsis au avut nivelul mediu al procalcitoninei
mai mare (1,99 vs. 0,62).

» Lactat: Exista o diferentd statistic semnificativa intre lotul pacientilor non-
septici si cei cu sepsis la nivelul valorii medii a lactatului (t=3,47, p=0,002).
Astfel, pacientii cu sepsis au avut nivelul mediu al lactatului mai mare (1,18
vs. 0,52).

Ca ultima etapa de verificare a unor factori predictori, realizarea curbelor ROC pentru
presepsina, procalcitonina si lactat, recoltate la momentul T0 la pacientii cu sepsis, arata

astfel:

ROC Curve

-

Fig 9.8 Curba ROC pentru
T presepsina la TO - pacientii cu

Sensitivity

o o
1- Specificity
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Valorile presepsinei recoltatd la momentul TO in sublotul pacientiilor cu sepsis prezintd aria
de sub curba (AUC) de 0.77, modelul fiind satisfacator/bun, cu o valoare prag de 0.013,
statistic semnificativa[193]; valoarea de cut-off este 1438.00 pg/ml si va identifica 68.2% real

pozitivi si 20% fals pozitivi in lotul studiat.

ROC Curve

.«/77_77777_
p

0,5 /»'/
g Fig 9.9 Curba ROC pentru
- / procalcitonina la TO - pacientii
1/ cu sensis

1 - Specificity

Valorile procalcitoninei recoltatd la TO Tn sublotul pacientiilor cu sepsis are aria de sub curba
de 0.873, modelul fiind bun/foarte bun; valoarea prag este 0.001 (semnificativa statistic).

La o valoare de ,,cut-off” a procalcitoninei de 7.5ng/ml va identifica 77.3% real pozitivi si
10% fals pozitivi.

ROC Curve

1 |

Fig 9.10 Curba ROC pentru
lactat la TO - pacientii cu sepsis
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Valorile lactatului seric recoltat la TO de la pacientii septici selectati conform criteriilor
ghidului de consens ”Sepsis-3,, formeazad o arie de sub curba de 0.914, modelul fiind foarte
bun, cu valoare prag de 0.000, semnificativ statisticd; valoarea de cut-off de 1,8750mmol/L

identifica 90.9% real pozitivi si 11.1% fals pozitivi.

Pentru pacientii cu disfunctii organice severe, curba ROC pentru lactatul seric la momentul

TO arata astfel;
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ROC Curve
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Fig 9.11 Curba ROC pentru
lactat la TO - pacientii cu
disfunctii organice severe

Lactatul seric la momentul TO, pentru pacientii cu peritonitd secundard care au dezvoltat

disfunctii organice severe in evolutia sepsisului, prezinta o arie de sub curbd (AUC) de 0.767,

modelul fiind bun, cu valoare prag de 0.011, semnificativ statistic; la un ,,cut-off” de 2.1650

mmol/L modelul identifica 73.3% pacienti real pozitivi si 25% fals pozitivi.

Verificarile unor posibile corelatiile ale presepsinei, procalcitoninei sau lactatului cu valorile
celorlati biomarkeri studiati in dinamica, nu au avut relevanta statistica decat urmatoarele

cazuri:

Tabelul 9.15

Corelatie Valoare test | p Interpretare

Pearson

Procalcitonina-> Lactat 0,46 0,02 | Existd o corelatie moderatd si
statistic semnificativa (fig. 9.12)

Lactat-> IL6-T0O 0,65 0,001 | Existd o corelatie moderatd si
statistic semnificativa (fig. 9.13)

Lactat->IL8-T1 0,42 0,04 | Existd o corelatie moderatd si
statistic semnificativa (fig. 9.14)

24




IV. Concluzii

Sepsisul raméne pand In prezent un fenomen complex, a cdrui rapiditate in
diagnosticare si aplicarea unor manevre terapeutice specifice unui anumit prototip de caz,
depinde prognosticul vital al pacientului cu aceastd patologie. Desi strategia aplicarii precoce
si corecte a tratamentului direct adresat infectiei, asanarea focarului si antibioterapia tintitd a
dus la ameliorarea prognosticului sepsisului, rezultatele sunt Incd nesatisfacatoare pentru
verdictul final al acestor pacienti. Atat rafinarea metodelor microbiologice de detectare a
agentului patogen, tehnicile rapide de PCR, cat si aprofundarea formulelor antibioterapiei, cu
monitorizari pK/pD a agentului terapeutic, nu au produs efectele asteptate initial, ca rezultate
statistice la nivel mondial. Este evident ca strategia de abordare a sepsisului trebuie schimbata
pornind de la principiile fundamentale de analiza ale acestei patologii.

Trecand de la definirea sepsisului cu ajutorul manifestarilor sale, in cadrul sindromului
de raspuns inflamator sistemic, la definirea conceptului de sepsis ca fiind un raspuns
inflamator necontrolat adecvat la o infectie ce va conduce la instalarea disfunctiilor de organe,
lumea medicala a perceput poate mai exact si mai acurat gravitatea evolutiei sepsisului
neamendat, din cauza prezentei obligatorii In sepsis a disfunctiei organice, uneori oculte dar
prezente negresit, disfunctii ce devoaleaza alterarea metabolismului mitocondrial, esenta
energeticd a organismului. Pe de alta parte, problemele ce s-au ridicat dupa aceasta noua
conceptualizare au fost legate de diagnosticarea si cuantificarea gravitatii anumitor cazuri.

Consideram 1n aceasta etapd, ca stratificarea pacientiilor si a tipului de raspuns septic,
devin instrumentele primordiale necesare de analizat si imaginat ca plan de lucru pentru
folosirea curenta, facild, la patul bolnavului.

Din aceasta perspectiva, am ales in lucrarea de fatd numai un tip de patologie septica —
peritonita secundara — incercand a suplimenta mijloacele obisnuite de diagnostic si de stabilire
a prognosticului bolii, prin addugarea profilurilor concentratiilor unor mediatori cunoscuti ai
cascadei septice, in speranta beneficiilor utilizarii acestora ca biomarkeri serici si/sau
peritoneali. Am ales momentul inteventiei chirurgicale de urgentd ca fiind cel mai facil si
demarcant de utilizat pentru pacientii cu aceastd patologie, moment ce dealtfel, in marea
majoritate a cazurilor, se afla la o distantd de cateva ore de la momentul admisiei in spital si
reprezintd in multe cazuri apogeul semnelor clinice, paraclinice si a cascadei septice.

Recoltarile de biomarkeri inflamatori pana la 48 de ore postoperator au urmarit in studiul de
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fatd, evolutia procesului septic dar consider acum, dupd interpretarea rezultatelor, ca fiind
necesara repetarea dozarilor mai frecvent sau in functie de cinetica fiecarui mediator, pana la
momentul normalizarii acestora; numai in acest mod se vor putea identifica profiluri relevante
pentru un anumit subtip de pacient. Totodata, consider cd par mai relevante cazului clinic
concentratiile sistemice ale biomarkerilor comparativ cu cele peritoneale locale, si acest fapt
se bazeaza atdt pe rezultatele acestui studiu pilot dar si pe argumentul efectelor mai
importante la nivel sistemic a acestor mediatori. Nu fard importanta in acest context ar fi si
problemele intampinate in laborator, in dozarile unor probe din lichidul peritoneal
contaminate cu materii deversate din intestin, cu precidere cele colonice. In ultima instanti
trebuie s precizez ca numarul de teste folosite in studiu a fost limitat de posibilitatile avute.

O alta limitare a studiului derulat a constat in existenta unei patologii asociate, pentru
multi pacienti cu peritonitd, patologie ce altereaza reactia imund inflamatorie dar este prezenta
frecvent in practica clinica, deci inevitabila si, consider pentru un studiu larg viitor, ca fiind
un punct relevant, nu excluderea anumitor comorbiditati, ci stratificarea cat mai adecvata a
tipurilor de pacienti prin folosirea programelor informatice de tip “machine learning,, pentru
gestionarea bazelor largi de date.

Pentru a distinge evolutia nefastd a procesului septic am considerat importanta
experienta studiilor anterioare si am folosit ca lot martor pacienti cu aceesi patologie de baza
— peritonita acuta secundara - dar fara criterii de sepsis conforme ghidului de consens Sepsis-
3. Un alt factor posibil de eroare, dupd cum am mentionat anterior in lucrare, pot fii criteriile
clinice si paraclinice de gravitate a sepsisului ce se cumuleazd comorbiditatiilor preexistente,
fiind greu de diferentiat si de aceea stratificarea pacientiilor devine pasibild de erori. Criteriile
de excludere a pacientiilor in studiul de fata sunt tratamentul imunosupresor de orice tip,
administrat in ultimele 6 luni si indexul de masa corporald>40 kg/mpc dar probabil ar fi util
de exclus si alte patologii vechi, in special pulmonare. Mentionez ca nu au fost inclusi in
studiu pacienti cu boala cronica renald in stadiul de hemodializa.

Un studiu observational unicentric efectuat in perioada 2017-2020, pe un lot de 1313
pacienti arata ca insuficienta de organe, acuta sau cronica, este asociata cu mortalitate crescuta
la 30 de zile la pacientii cu suspiciune de sepsis la admisia in spital; pacientii cu infectii au
avut mortalitate mai scazutd, iar scorul SOFA al acestora a predictionat mortalitatea mai

corect decat pentru pacientii care nu au avut infectie doveditad ulterior. Insuficientele cronice
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de organe, firesc nu se amelioreaza in cursul terapiilor specifice pentru sepsis, contribuie la
mortalitate mai ridicatd, si de aceea trebuie interpretate cu precautie valorile scorului total
SOFA pentru aprecierea efectelor terapeutice in studii interventionale[187].

In final, tot in contextul limitarilor studiului trebuie precizat binenteles, numarul
restrans de pacienti inclusi, dar si lipsa fenotiparii pacientiilor, factor decisiv in raspunsul
imun la agresiunea septica.

Rolul pilot al studiului de fata s-a concretizat prin cateva concluzii esentiale:

1. Rolul de rezervor de biomarkeri al lichidului peritoneal, cu nivele foarte crescute ale 1L-6,
IL-8, IL-10, HMGB-1 and MCP-1, este evident in toate cazurile de peritonita acutd secundara,
dar probabil va fi anevoios de clarificat posibilitatea utilizarii acestor concentratii de
mediatori ca factori de stratificare sau 1n cadrul unui indice de prognostic, datorita
specificitatii reduse pentru gravitatea sepsisului si a disfunctiilor de organe. O directie
particulara de explorat ar putea fi rolul dinamicii concentratiilor anumitor biomarkeri
peritoneali Tn monitorizarea pacientiilor ce dezvolta fistule digestive postoperatorii.

Totodatda, orientdndu-ne in functie de nivelurile crescute ale citokinelor in lichidul
peritoneal si posibilitatea plauzibild biologic de agravare a sepsisului prin acestea, este de
explorat valoarea terapeuticd a drenajului lichidul peritoneal la pacientii avand concentratii
intraperitoneale foarte crescute de mediatori ai sepsisului.

2. Valorile sistemice ale biomarkerilor pro/anti- inflamatori, chemokinelor si a celor asociati
injuriei tisulare scad progresiv dupa evenimentul operator in cazul peritonitelor secundare, si
probabil ar fi utild monitorizarea acestora, ca factori de prognostic, cel putin pe parcursul
primei sdaptamani postoperator, sau chiar prelungit pentru pacientii cu infectii trenante sau
status imunosupresat.

3. Valorile sistemice foarte crescute ale interleukinei-6 observate in studiu confirma rolul
proinflamator cunoscut, cel putin in stadiile de debut ale sepsisului cu punct de plecare
peritoneal; valorile maxime de IL-6 au fost decelate in lichidul peritoneal comparativ cu
valorile din sange, valori ce au diminuat progresiv de la prima determinare pana la cea de la
48 de ore.

Pentru pacientii cu sepsis aria de sub curba (AUC) obtinutd pentru valorile IL-6
recoltate la momentul T2, modelul obtinut este satisfacator/bun (AUC= 0,728) cu p= 0.049,

semnificativ statistic. La un cut-off de 307,628pg/ml, modelul identifica 61,1% pacienti reali
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cu sepsis, si 20% pacienti fals pozitivi. Pentru pacientii cu disfunctii severe organice(SOFA>7
si APACHE I1>24) analiza curbei ROC aratd un model satisfacator/bun pentru valorile
momentului T2, cu arie de sub curba egald cu 0,701 dar cu p mai mare de 0,05, deci
nesemnificativa statistic.

4. Determindrile interleukinei-8 au aratat valori maxime tot in lichidul peritoneal, valorile
serice scad progresiv in dinamicad dar se remarca diferente ca ordin de marime fatd de IL-6,
fiind de cateva ori mai mici la nivel sistemic. La momentul T2, pacientii septici prezinta
pentru valorile IL-8, o arie de sub curbd egald cu 0.772, cu un model satisfacator/bun, si o
valoare semnificativa statistic a Iui p (0.019); valoarea de cut-off relevantd se situeaza la
42,04 7pg/ml, identificand 72.2% pacienti real pozitivi si 20% fals pozitivi. Pentru pacientii cu
grad nalt de severitate a disfunctiilor de organe, valorile IL-8 sunt semnificative statistic
pentru momentul T2 (p=0,04), aria de sub curba 0,829 avand un model bun, cu sensibilitate

de 72,7% , si specificitate Tnalta 88,2%, pentru o valoare prag de 59, 476pg/ml.

5. Valorile obtinute in dinamicd pentru interleukina-10 aratd valori similare ca dinamica dar
mult mai reduse in general, chiar si comparativ cu valorile IL-8, avand diferente foarte mari
intre nivelurile peritoneale si cele plasmatice. La pacientii septici se observa ca valorile IL-10
la momentul T1 formeaza un model bun, cu o valoare ridicata a ariei de sub curba, 0.800 si p
egal cu 0,010, avand semnificatie statisticd. Selectand un cut-off de 2,652pg/ml vom
identifica 83.3% cazuri real pozitive cu sepsis si 20% cazuri fals pozitive (specificitate 80%).
In cazul pacientiilor cu disfunctii severe de organ, valorile IL-10 aratd un model bun (AUC=
0,797) pentru valorile la momentul T1, semnificativ statistic (p=0,009), cu o valoare prag de
4,81pg/ml, pentru care sensibilitatea testului este de 81,8% (cazuri real pozitivi) si
specificitatea de 82,4%.

6. Valorile concentratiilor MCP-1, ca si cele ale HMGB-1 au avut valori asemanatoare ca
ordin de marime cu IL-6, In special la nivel peritoneal, de ordinul miilor de pg/ml, unele
cazuri ajungand la valori de peste 30.000pg/ml.

Concentratiile MCP-1 par a fi cele mai concordante cu evolutia grava a pacientiilor cu
sepsis abdominal si multiple disfunctii severe de organ, realizdnd curbe ROC semnificative
statistic si la momentul T1 de recoltare, si la momentul T2. La momentul T1, valorile ariei de
sub curba se situeaza la 0,786, cu p=0,012, si inregistreaza o valoare prag la 2602,03pg/ml,

pentru care sensibilitatea calculata este de 81,8%, iar specificitatea de 77,5%. La momentul
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T2, aria de sub curbd este de 0,727, cu p=0,046 semnificativ statistic,iar valoarea prag de
2270.730pg/ml identifica 72.7% pacienti real pozitivi si 23.5% fals pozitivi (specificitate
77,5%).

7. Concentratiile HMGB-1 inregistrate la pacientii cu peritonitd secundara au fost crescute
considerabil, corelandu-se dupd unele studii cu gradul injuriei tisulare si socul; se remarca
totodata faptul ci, este singura citokind ce a inregistrat o dinamica ascendentd a mediei. In
studiul de fatd insd, valorile atat din lichidul peritoneal, cat si cele serice au fost nerelevante

statistic.

In concluzie, din datele obtinute in studiul de fati considerdm ca nu existi o corelatie
intre evolutia disfunctiei de organe si nivelurile citokinelor din lichidul intraperitoneal la
pacientii cu peritoniti secundara. In unele studii din literatura, concluziile au fost divergente
[34, 184] aratand o corelare a nivelurilor unor citokine peritoneale cu gravitatea evolutiei
sepsisului. Probabil este necesard o stratificare mai riguroasd a pacientiilor si creerea unor
baze de date mult mai largi, prelucrate prin metode de analizd de tip ,,machine learning”,

pentru a extrage o concluzie mai exacta.

8. Rolul biomarkerilor consacrati ai sepsisului — presepsina si procalcitonina — se confirma in
studiul de fata astfel:

-Valorile presepsinei recoltata la momentul TO in sublotul pacientiilor cu sepsis prezintd aria
de sub curba (AUC) de 0.77, modelul fiind satisfacator/bun, cu o valoare prag de 0.013,
statistic semnificativa; valoarea de cut-off este 1438.00 pg/ml si va identifica 68.2% real

pozitivi si 20% fals pozitivi in lotul studiat.

- Valorile procalcitoninei recoltatd la TO in sublotul pacientiilor cu sepsis are aria de sub curba
de 0.873, modelul fiind bun/foarte bun; valoarea prag este 0.001 (semnificativa statistic). La o
valoare de ,,cut-off” a procalcitoninei de 7.5ng/ml va identifica 77.3% real pozitivi si 10%
fals pozitivi.

9. In ceea ce priveste valorile lactatului seric rezultatele obtinute sunt concordante cu cele ale
literaturii de specialitate, si anume:

- Valorile lactatului seric recoltat la TO de la pacientii septici selectati conform criteriilor

ghidului de consens ”Sepsis-3,, formeaza o arie de sub curba de 0.914, modelul fiind foarte
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bun, semnificativ statistic; valoarea de cut-off de 1,8750mmol/L identifica 90.9% real
pozitivi si 11.1% fals pozitivi.

- Lactatul seric la momentul TO, pentru pacientii cu peritonitd secundard care au dezvoltat
disfunctii organice severe in evolutia sepsisului, prezinta o arie de sub curba (AUC) de 0.767,
modelul fiind bun, cu valoare prag de 0.011, semnificativ statistic; la un ,,cut-off” de 2,1650

mmol/L modelul identificd 73.3% pacienti real pozitivi si 25% fals pozitivi.

In ceea ce priveste disfunctia multipla de organe, in ultima decada au fost realizati pasi
importanti in detectarea si intelegerea mecanismelor intime patofiziologice ale acestui
sindrom, indiferent de cauza sa declansatoare, septicd sau de altd natura, dar tratamente de
baza, eficiente sistematic, si un sistem de prognosticare care sa confere siguranta alegerii unei
terapii adecvate clinicianului, nu au fost incd dezvoltate [190]. Evolutia complexa a
sindromului de disfunctie organicad multipld, modul de declansare, ca si cel de autoperpetuare
in diferite circumstante fiziopatologice sunt inca in atentia cercetdrii in domeniu si necesita
clarificari; probabil, calea comund de progresie a disfunctiilor, pentru multiple patologii si
tipuri de pacienti, va fi dezvaluitd odatd cu noi descoperiri genetice, moleculare ce vor
identifica fundamentul biologic, ca si biomarkerii comuni ce declanseaza, potenteaza si
imprima deznodamantul sindromului de disfunctie organici multipla. In tabloul sepsisului,
lipsa coordonarii sistemului imun, endocrin si nervos central evolueaza inexorabil catre starea
de soc septic, entitate cu mortalitate crescutd dar a carei distinctie fatd de starea septica
propriu-zisd este inca cercetatd; certitudinea raméne insd, in ceea ce priveste alterarile
metabolice, celulare, bioenergetice ce apar in final si duc la multiple moduri de moarte
celulard, dar intimitatea proceselor fiziopatologice desfasurate succesiv in toate tesuturile si

organele, pana in acest moment, raimane sa fie clarificata.
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