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Sepsis Olusturulan Ratlarda Kan Glukoz Duzeyinin Mortaliteye
Etkisi

Mehmet Akif YASAR *', Ramazan ODES', Ahmet KiZIRGIL?, Bilal USTUNDAG?, Demet YASAR',
Yasemin BULUT?, ismail DEMIREL'

! Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Anesteziyoloji ve Reanimasyon Anabilim Dali,
2FEirat Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dals,
3Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali ELAZIG

OZET

Giris: Son yillarda yogun bakim {initelerinde yapilan ¢ok merkezli ¢aligmalarda mortalitenin 6nemli belirleyicilerinden birisinin de kan glukoz diizeyi
oldugu saptanmustir. Bu ¢alismada sepsis olusturulan ratlarda sadece kan glukoz diizeyi degisken tutulup bunun mortaliteye etkileri arastirildi.

Gere¢ ve Yontem: 60 adet wistard tiirli rat caligmaya alindi.Tiim hayvanlarda bakteriyel translokasyonu tespit edebilmek amaciyla; E. Coli
lipopolisakkarit’i (LPS) 5 mg/kg intraperitoneal olarak uygulanarak sepsis modeli olusturuldu. Denekler kontrol grubunda kan glukoz diizeyi 85-110
mg/dl olanlar ve diabetik grupta ise 180-215 mg/dl arasinda olanlar olmak iizere iki gruba ayrildi. Sok belirtileri saptandiktan sonra &len ratlardan,
doku ornekleri (Mezenter lenf nodu, karaciger, dalak) alindi. Polymerase Chain Reaction (PCR) ve kiiltir yontemi ile bakteriyel translokasyon
Aragtirildi.

Bulgular: Diyabetik gruptaki ratlara LPS uyguladiktan sonra 5 giin i¢inde tamami, kontrol grubunda ise 12 giin i¢inde tamam kaybedildi. Mortalite
hiz1 diabetik grupta, kontrol grubuna gore yiiksek olarak bulundu (p<0.05).

Sonug: Bu caligmada sepsis olusturulan ratlarda sadece kan glukoz diizeyi degisken tutulup mortaliteye bakildi. Sonug olarak, sepsis olusturulan
ratlarda kan glukoz diizeyinin 80-110 mg/dl arahginda tutuldugunda mortalite hizinin diistiigti kamsma vardik. ©2007, Firat Universitesi, Tip
Fakiiltesi

Anahtar kelimeler: Kan, glukoz diizeyi

ABSTRACT

The effect of blood glucose level in experimental of sepsis rats on mortality

Objectives: The recent multitask studies made in the intensive care unites, it is detected that blood glucose level is one of the most determining
factors for mortality. In this study the blood glucose level in experimental of sepsis in rats is altered and the effect of blood glucose level alterations on
mortality is studied.

Material and Methods: 60 wistard rats are included into the study. An artificial sepsis model is designed in all subjects by matching an
intraperitoneal injection of 5 mg/kg E.Coli LPS in order to determine the bacterial translocation. The subjects are divided into two groups which
include the group coith blood glucose level between 85-110 and the diabetic group with blood glucose level between 180-215. Tissue samples
(mesenteric lymph node, liver, spleen) are taken from the subjects which died after shocoing symptoms of shock. Bacterial translocation is studied by
using PCR and blood culture methods.

Results: All the subjects in the diabetic group died in the first five day and all the subjects in the control group died in the first twelve days after LPS
application. The mortality rate in the diabetic group is detected as statistically significant higher than the mortality rate in the control group (p<0.05)
Conculation: In this study mortality of experimental sepsis in rats with only alterations in blood glucose level is studied. We come to the conclusion
that mortality rate is decreasing experimental sepsis in rats by keeping the blood glucose level between 80-110 mg/dl. ©2007, Firat University,
Medical Faculty
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Sepsis insidans1 yasli popiilasyonun giderek artmasina, daha Son yillarda yogun bakim {initelerinde yapilan ¢ok
sik invaziv girisimler uygulanmasma ve immiinsupresif merkezli ¢alismalarda mortalitenin 6nemli belirleyicilerinden
tedavilere, bagli olarak artmigtir. Amerika Birlesik I.:.)ir.isiniq de kan glukoz qﬁzeyi AO!dufEl.l. ve yogur} bakim
Devletlerinde her yil yaklasik 750.000 sepsis olgusu ortaya iinitelerinde kanh gIka’Z dqzeylerlnm yl{ksek 9@“%}1 .hasta
¢ikmakta ve bunlarin en az 225.000°1 6limciil seyretmektedir grubunda mortalitede dnemli artislar oldugu bildirilmistir (2).
(1). Antimikrobiyal ajanlarmn  kullamimina, ileri yasam Strese bagl hiperglisemi ve insiilin direnci sepsisli hastalarin
destegindeki ve bakimdaki gelismelere ragmen sepsisli biiyiik boliimiinde goriilmektedir. Bu metabolik degisikliklerin
hastalarin mortalitesi hala % 30-40 dolayimdadir. geligmesinden birgok mekanizma sorumlu tutulmaktadir.

Ancak asil rolii, pro-inflamatuar sitokinlerin ve kontr-regiilatdr
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hormonlarin  agir1  salinmmimin  oynadigr  sanilmaktadir.
Hiperglisemi pro-inflamatuar, insiilin ise anti-inflamatuar
ozelliklere sahiptir. Ayrica kan glukoz diizeyindeki artiglar
gastrointestinal sistemde hareketin azalmasina neden oldugu
bildirilmis ve bu yolla translokasyonun arttig1 gézlenmistir (3).
Giiniimiize kadar yapilan ¢aligmalardaki hastalar, yogun bakim
initesinde farkli nedenlerle yatan standardize edilme zorlugu
olan hasta grubundan olugsmaktadir. Bu c¢aligmada ise sepsis
olusturulan ratlarda sadece kan glukoz diizeyi degisken
tutularak translokasyona etkileri PCR ile tespit edilip bunun
mortaliteye etkileri aragtirildi.

GEREC VE YONTEM

Calismamiza agirliklart 150-200 gr olan 60 adet wistar tiirii
disi rat alindi. Ratlar 1s1 kontrollii odada (22-25 °C), 12 saat
aydinlatma ve 12 saat karanlikta tutuldular. Her giin su ve
Elazig yem fabrikasindan temin edilen 6zel rat yemi verildi ve
kafesleri temizlendi. Ratlar, biri ¢alisma (diyabetik yapilacak
grup) digeri kontrol grubu (diyabetik yapilmayacak grup)
olacak sekilde otuzarl iki gruba ayrildi.

Calisma grubu olarak ayrilan toplam 30 ratta,
intraperitoneal olarak 50 mg/kg streptozosin (STZ) (Sigma
Chemical Company, St Louis, MO, USA) 0.1 M sitrat tampon
soliisyonu ¢oziinmiis halde (pH=4.5) verilerek diyabet mellitus
olusturuldu. Calisma grubundaki ratlar STZ uygulandiktan 3
giin sonra 8 saat a¢ birakildi. Kuyruk veninden alinan kandan,
Medisense Optimum (Abbott Laboratories, USA) glukometri
cihazi ile glukoz diizeyine bakildi. Kan glukoz konsantrasyonu
250 mg/dI’nin lizerinde olanlarda diyabet olustugu kabul edildi.
Kan glukoz konsantrasyonu 250 mg/dl’nin altinda olanlarda ise
diyabet olusmadigi kabul edilerek, diyabet olugsmayan iki rat
calisma dig1 birakildi. Kontrol grubundaki tiim ratlarin 8 saatlik
aclik sonrasi aliman kan 6rneklerinde glukoz seviyesi normal
sinirlarda saptandi.

Calisma ve kontrol grubundaki toplam 58 rat,
intramiiskiiler uygulanan 30 mg/kg ketamin ile anestetize
edildikten sonra karn ciltleri tras edildi ve iyot ile temizlendi.
Tiim hayvanlarda bakteriyel translokasyonu tespit edebilmek
amactyla; E. Coli lipopolisakkarit’i (LPS) (Sigma) 5 mg/kg
intraperitoneal =~ olarak  uygulanarak  sepsis = modeli
olusturuldu.Yaklagik iki saat sonra tiim ratlarin kan glukoz
diizeyleri 6l¢iildii ve bu islem {iger saat siireyle toplam 4 kez
tekrarlandi. Kontrol grubunda kan glukoz diizeyi 110 mg/dl;
calisma grubunda ise 215 mg/dl degerlerini astig
saptandiginda bu ratlara kan glukoz diizeyleri kontrol grubunda
80-110, caligma grubunda 180-215 araligina olacak sekilde
NPH insiilin tedavisi uygulandi. Bu esnada ¢aligma grubundan
4 ve kontrol grubundan 1 rat hayatin1 kaybetti.

Sepsis gelisimi sonrasi 6len ratlarin karaciger ve dalaklari
¢ikarilarak; bu dokulardaki enjekte edilen E. Coli susuna bagh
bakteriyel translokasyon hem kiiltir ve hem de PCR ydntemi
ile aragtirildi.

Karaciger ve dalak ornekleri steril bir bistiiri ile iki esit
pargaya boliindii. ik par¢a kanlh agar ve Eosine-Methylene
Blue agar besiyerlerine ekilerek 36 °C derecede 18-24 saatlik
aerob kiiltiire alindi. Bu siire sonunda iireyen Gram negatif
¢omak morfolojisindeki bakteriler, klasik bakteriyolojik
yontemler ve API ID 32E (Bio Mérieux) kitleri ile tanimlandi.
Karaciger ve dalak dokularinin ikinci pargasi ¢aligma siiresine
kadar —40 °C’de steril SF soliisyonu i¢inde saklandi.

DNA Ekstraksiyonu ve PCR: Orneklerden DNA
ekstraksiyonu ticari bir kit ile (Wizard Genomic DNA
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Purification kiti, Promega) gergeklestirildi. Elde edilen
DNA’lar 50 ml. steril distile su ile sulandirildi. Bu 6rnekler,
PCR’da kullanilincaya kadar —80 °C’de sakland: (4).

Elde edilen DNA’lar ile sadece E. Coli’'nin f-
galaktosidaz (Lac Z geni) gen bolgesine spesifik olan ve diger
gram negatif bakteriler i¢in spesifik olmayan , BG-1 ve BG-4
primerleri kullanilarak PCR  gergeklestirildi  (5,6). PCR
asamasinda her ornek i¢in; 10X PCR buffer, 25mM MgCl,, her
birinden 100 mM olan dNTP’ler, 20 pmol/ul BG-1 (5’- CTT
TGC CTG GTT TCC GGC ACC AGA A - 3’), 20 pmol/ul
BG-4 (5’- ACC CAC CGC ACG ATA GAG ATT CGG G -
3%), 23.5 pl dH,O ve 0.5 pl 1U°lik Taq DNA polimeraz
(Promega/ABD)  enzimi  igeren  karigim  hazirlandi
Mikrosantrifiij tiiplerine 40 pl PCR karigimi ve 10 pl 6rnek
DNA’s1 birakildi. Daha sonra 6rnekler, 1 dongii 94 °C’de 2 dk.
On 1sitmay1 takiben, 94 °C’de 1 dak. denatiirasyon, 56 °C’de 1
dk. birlesme ile 72 °C’de 1 dk. uzatma basamaklarindan olugan
toplam 35 dongii ve 1 dongii de son uzatma 72 °C’de 10 dk.
olacak sekilde PCR cihazinda gogaltildi. (4, 5, 6).

Elde edilen PCR iiriinleri 0.5 mg/ml. etidyum bromid
iceren % 2’lik agaroz jelde elektroforez edildi. Elektroforez
sonrasi, PCR iiriinleri goriintiileme sisteminde ultraviyole
isinlart ile incelendi ve yaklasik olarak 760 baz cifti (bg)
biiytikligiindeki bantlar pozitif olarak degerlendirildi (Sekil-1).

Bu c¢alismada pozitif kontrol olarak, geleneksel
yontemler ile kiiltiirde E. Coli oldugu belirlenen bakteriden
elde edilen DNA ve negatif kontrol olarak ise steril dH,O
kullanildi. PCR’in duyarliligi, pozitif kontrol olarak kullanilan
E.Coli DNA’smin 10 kathk diliisyonlarindan hazirlanan
orneklerin PCR’1nin yapilmasiyla belirlendi. Yanlis pozitiflik
ve negatifligi dnlemek i¢in, deneyin her asamasinda pozitif ve
negatif kontroller kesinlikle kullanilarak, steril kabinlerde
caligild1.

Sekil-1; PCR iiriinlerinin %2’lik agaroz jel go¢ motifleri. M;
100 bp’lik DNA ladder adirlik markeri (Bio Basic Inc., Canada),
hat 1; pozitif kontrole ait 760 bp’lik bant (standart E. Coli
kiltirinden elde edilen DNA), hat 2; DNA ektraksiyonu igin
negatif kontrol (steril dH20), hat 3,4,6; rat dokularindan yapilan
PCR sonucu 760 bp’lik bant yoniinden pozitif bulunan drnekler
ve hat 5; rat dokularindan yapilan PCR sonucu 760 bp’lik bant
yoniinden negatif bulunan 6rnek.
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Istatiksel analiz; sag kalmi gostermek icin Cox-
Regresyonu kullanildi. Bakteriyel translokasyonu gostermek
icin Chi-square testi kullanildi.

BULGULAR

Diyabetik gruptaki ratlara LPS uyguladiktan sonra 5 giin iginde
tamami, kontrol grubunda ise 12 giin i¢inde tamamu
kaybedildi. Mortalite hiz1 diabetik grupta, kontrol grubuna
gore yiiksek olarak bulundu (p<0.05).

PCR ile degerlendirmede, diyabetik grupta sepsis gelisen
26 ratin, 23’ iinde (%88,5) doku &rneklerinde E.Coli gosterildi.
Kontrol; grubunda ise sepsis gelisen 28 rat, 20’ sinde (%71,4)
doku drneklerinde E.Coli gosterildi (p=0,023)
Sekil 2. Sagkalim-Zaman grafigi
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Yogun bakim hastalarinin ¢ogunda diyabet hikayesi olmasa
bile hormonlar ve karbonhidrat metabolizmasindaki
degisikliklerden (periferik glukoz talebinde artma, karaciger
glukoz iretiminde artma, insiilin direnci, goreceli olarak
insiilin eksikligi) dolayr hiperglisemi meydana gelmektedir
(2,7). Ayrica kortikosteroidler, vazopressorler ve enteral veya
parenteral beslenmede kan glukoz diizeyini arttirmaktadir (8).

Stres hiperglisemi, konak savunma mekanizmasini
azaltir, endotelyal disfonksiyona neden olur, inflamatuar
sitokinleri arttirir ve miyokardiyal metabolizma degisiklerine
yol agar (9,10). Ozellikle insiilin MIF, TNF-q, IL-1, IL-6 ve
serbest radikal iiretimini baskilar, endotelyal NO ve IL-10, IL-
4 gibi anti-inflamatuar sitokin iretimini arttirir. Ek olarak
insiilin stres hiperglisemiyi miyokard fonksiyonlarini diizeltir

(11).
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Yogun bakim {initelerinde yogun insiilin tedavisi sonucu
kan glukoz diizeyinin 110 mg/d’nin altinda tutulmasi ile
mortalite ve morbidite 6nemli derecede diismiistiir. Kemirici
hayvanlarda hiperglisemi, endotoksik soku arttirir ve insiilin
tedavisi ile mortalite azalir (12,13). Hiperglisemi insanlarda,
cerrahiden veya yaniklardan sonra morbidite ve mortaliteyi
arttirabilir (14,15). Bundan dolay1 Diabetes Mellituslu veya
stres hiperglisemili sepsisli hastalarda, hiperglisemi tedavi
edilmediginde veya yetersiz tedavi edildiginde inflamasyon,
travma veya iskemi-reperfiizyondan sonra organ fonksiyonlari
tizerine zit etkiye sahiptir ve mortalite ve morbiteyi arttirir.

Septik sokta insiilin direnci gelismektedir. Sepsis ve
septik sokta Once hiperglisemik faz sonra hipoglisemik faz
meydana gelmektedir. Yapilan bir ¢alismada ekzojen insiilin
inflizyonu ile kontrol grubunda glukoz tiiketimi &nemli
derecede artarken sepsisli hastalarda artmadigi goésterilmistir
(16). Septik sokun baslangic  doneminde {iretimin
azalmasindan degil de yikimin artmasindan dolayr diisiik
insiilin diizeyi goriilmektedir (17). Sepsisli hastalarda insiilin
salinimi degismemesine ragmen ozellikle karaciger ve iskelet
kasinda insiiline direng gelismektedir.

Sepsis ve septik sokta insiilin direnci gelistiginden
dolay, insiilin tam etkili olamamaktadir (18). Bu durumu bir
miktar stirekli insiilin inflizyonu ile diizeltmek miimkiindiir.
Sepsis ve septik sokun erken doneminde hiperglisemi goriiliir
ve sonraki donemlerde ise hipoglisemi olur (19).

Van den Berghe ve arkadaslarinin 1548 hastay1 kapsayan
prospektif randomize ve kontrollii yaptig1 bir ¢alismada, yogun
insiilin tedavisinin cerrahi yogun bakim {iinitesine kabul edilen
hastalarda mortalite ve morbiditeyi azalttig1 gostermiglerdir.
Bu c¢alisjmada kan glukoz diizeyi bir grupta yogun insiilin
tedavisi ile 80-110 mg dI"' arasinda tutulurken, geleneksel
yontemin uygulandigi diger grupta insiilin inflizyonuna
yalnizea glukoz diizeyi 215 mg dI'’yi aginca baslanmis ve
180-200 mg dlI"' arasinda tutulmas1 hedeflenmistir. Geleneksel
tedavi grubunda mortalite % 8.0 iken siki glukoz kontrolii ile
% 4.6’ya digmiistiir.

Bu caligmada sepsis olusturulan ratlarda, kan glukoz
diizeyi, degisken tutulup mortalite bakteriyel translokasyona
etkisine bakildi. Kan glukoz diizeyi arttikca mortalite ve
bakteriyel translokasyonunun arttigi bulundu.

Sonug olarak kan glukoz diizeyi, 80-110 mg/dl araliginda
yogun insiilin tedavisi ile tutuldugunda mortalite, bakteriyel
translokasyon ve sepsis gelisiminin azalmistir. Bu azalmanin
glukoz diizeyinin dislisiine mi? Yoksa verilen insiiline mi?
Bagli oldugunu arastiran ¢aligmalara ihtiyag vardir.

4.  Sambrook J, Fritsch E, Maniatis T. Moleculer Cloning: A
Laboratory Manuel, Ed. 2. Cold Spring Harbor Laboratory Pres:
New York, 1989.

5. Kane TD, Johnson SR, Alexander JW, et al. Detection of
intestinal bacterial translocation using PCR. J Surg Res 1996; 63:
59-63.

6. Kazez A, Saglam M, Doymaz MZ, et al. Detection of bacterial
translocation during intestinal distension in rats using the
polymerase chain reaction. Pediatr Surg Int 2001; 17: 624-627.



Firat Tip Dergisi 2007;12(1):01-04

11.

12.

Mizrock BA: Alterations in carbohydrate metabolism during
stress: a review of the literature. Am J Med, 1995: 98:75-107

Inzucchi SE, Goldberg PA, Dziura JD,et al. Risk factors for poor
glycemic control in a medical intensive care unit (ICU)
(Abstract). Diabetes 52 (Suppl. 1):A96, 2003

Preiser J-C, Devos P, Van den Berghe G. Tight control of
glycaemia in critically ill patients. Curr Opin Clin Nutr Metab
Care 2002; 5: 533-537.

Oliver MF, Opie LH. Effects of glucose and fatty acids on
myocardial ischaemia and arrythmias. Lancet 1994; 343:155-158

Undurti ND. Current advances in sepsis and septic shock with
particular emphasis on the role of insulin.Med Sci Monit 2003;
9:181-192.

Losser MR, Bernard C, Beaudeux JL, et al. Glucose modulates
hemodynamic, metabolic, and inflammatory responses to
lipopolysaccharide in rabbits. J Appl Physiol 1997; 83: 1566-
1574.

Ling PR, Lydon E, Frederich RC, et al. Metabolic effects of
insulin and insulin-like growth factor-1 in endotoxemic rats
during total parenteral nutrition feeding. Metabolism 2000; 49:
611-615.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Yasar ve Ark

Ljungqvist O, Nygren J, Thorell A. Insulin resistance and elective
surgery. Surgery 2000; 128: 757-760.

Gore DC, Chinkes D, Heggers J, et al.. Association of
hyperglycemia with increased mortality after severe burn injury. J
Trauma 2001; 51: 540-544.

Chambrier C, Laville M, Rhzioual Berrada K, et al: Insulin
sensitivity of glucose and fat metabolism in severe sepsis. Clin
Sci (Colch) 2000; 99: 321-328.

Dahn MS, Lange MP, Mitchell RA, et al: Insulin production
following injury and sepsis. J Trauma 1987; 27: 1031-1038.

Raymond RM, Harkema JM, Emerson TE. In vivo skeletal
muscle insulin resistance during E Coli endotoxin shock in the
dog. Circ Shock 1981; 8: 425-433.

Maitra SR, Wang S, Baithwaite CE, et al. Alterations in glucose-
6-phosphatase gene expression in sepsis. J Trauma 2000; 49: 38-
42.

Kabul Tarihi: 08.09.2006



