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Kratak sadrzaj

U cilju pradenja promena koncentracije glukoze u modelu sepse cekalna ligacija i
punktura (CLP) sa meSanom i ¢istim kulturama bakterija, izazvali smo klinicku
formu sepse kod pacova. Ogledi su izvedeni kod 104 muzjaka pacova, Wistar soja,
telesne mase od 190 do 240 grama. Pacovi su podeljeni u ¢etiri grupe od kojih su tri
imale 28 Zivotinja, dok je u kontrolnoj grupi bilo 20 Zivotinja. Termini posmatranja i
Zrtvovanja Zivotinja su bili: 12, 24, 72 i 120 ¢asova posle hirurske intervencije.

Kod ispitivanih modela sepse, zabelezena je signifikantna hipoglikemija kod pacova
u posmatranim terminima rane sepse (12 i 24 sata), a u grupi sa mesanom kulturom
bakterija i 72. sata eksperimenta. Hiperglikemija je registrovana u kasnoj sepsi (72.
sata) u grupi pacova kod kojih je sepsa izazvana ¢istim kulturama bakterija Esche-
richia coli 1 Staphylococcus aureus, ali bez statisticke znadajnosti u odnosu na
kontrolni nalaz.
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Abstract

We induced clinical form of sepsis in rats by cecal ligation and perforation (CLP)
with mixed and pure culture of bacteria, with the aim to monitor glucose concentra-
tion in sepsis. The trial was carried out on 104 male rats, Wistar strain, body mass 190
to 240 g. The rats were divided in four groups consisting of 28 animals, and a control
group of 20 animals. The period of observations were 12, 24, 72 and 120 hours after
surgical intervention. In the examined sepsis model, a significant hypoglycemic ac-
tivity was noticed in early sepsis (12 and 24 hours), but in the group with mixed bac-
teria culture only after 72 hours. Hyperglycemia was registered in late sepsis (72
hours) in the group of rats where sepsis was caused by pure bacterial culture of Esche-
richia coli and Staphylococcus aureus, without statistic significance compared to the
findings in the control group.

Key words: sepsis model, rat, glucoses

UvVOoD

Sepsa predstavlja stanje teskog metabolickog stresa sa dubokim promenama
koncentracije citokina, hormona i drugih biohemijskih parametara u krvnoj plazmi.
Poremecaj metabolizma glukoze je jedan od osnovnih patofizioloskih procesa
hiperdinamicke faze sepse i javlja se pre hemodinamickih promena. Primarna
promena je hiperglikemija koja je relativno kratkotrajna, nakon ¢ega sledi dugotrajna
hipoglikemija koja se ne moze korigovati infuzijama glukoze. Dok neki autori isti¢u
ulogu poveéanog cirkulatornog nivoa katabolickih hormona (kateholamina,
kortikosteroida, glukagona i hormona rasta) (Vincent, 2002; Yelich, 1990), drugi
disproporciju izmedu procesa umerenog anabolizma i izrazenog hiperkatabolizma
objasnjavaju povecanjem cirkulatornog nivoa kataboli¢kih medijatora tumor
nekrozis faktora (TNF) i interleukina (IL-1) (Rixen i sar., 1996; Shapiro i sar., 1993).
Sintezu medijatora mogu realizovati razlicite celije, a delovanje medijatora na Celije
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zavisi od stepena aktivnosti Celija, njihove sposobnosti da oslobode medijatore kao i
od prisustva drugih bioloskih aktivnih supstancija.

Mnogobrojni endogeni i egzogeni faktori, ukljucujuéi endotoksine gram negativ-
nih kao i enterotoksine gram pozitivnih bakterija, predstavljaju osnovu veze u po-
kretanju patofizioloskih mehanizama sepse. Sepsa kod ljudi zahteva obavezno
medicinsko lecenje koje dovodi do promena u patofizioloskim procesima obolelih,
odnosno do nemogu¢nosti adekvatnog sagledavanja sta se dogada na nivou tkivnog
metabolizma (Hazinski i sar., 1993). Imajudi ovo u vidu, kao i ¢injenicu da mnoge
promene i mnogi odgovori u toku pojedinih faza septi¢nog procesa nisu jasni, pre
svega kako invazija mikroorganizama i drugih insulta indukuje oslobadanje citokina
i sekundarnih medijatora, postaje jasno da su informacije o sistemskom inflama-
tornom odgovoru sadrzane u klinickim modelima sepse. Indukcija inflamacije kod
modela sepse na zivotinjama, iako kompleksna poveéava moguénosti za razumevanje
bioloske kaskade (medijatora/modulatora) zavisno od inter i intracelularne signali-
zacije (Stojanovi¢ i sar., 2005), a razvoj novih pristupa u resavanju i tretmanu sepse
zahteva primenu kvantitativnih i kvalitativnih ispitivanja kod modela sepse na
Zivotinjama (Stojanovic i sar., 2001).

MATERIJAL I METODE

Ogledi su izvedeni na 104 muzjaka pacova, Wistar soja, telesne mase od 190 do
240 grama. Pacovi su podeljeni u ¢etiri grupe od kojih su tri imale 28 Zivotinja i jedna
kontrolna od 20 zivotinja. U cilju pradenja razvoja sepse termini posmatranja i
Zrtvovanja zivotinja su bili 12, 24, 72 1 120 ¢asova posle hirurske intervencije.

Klini¢ki vidljiva sepsa u dve grupe pacova izazvana je tako $to su u prethodno
ispraznjen, podvezan i ispran cekum inokulisane ¢iste kulture bakterija Escherichia
coli (EC) i Staphylococcus aureus (SA) (Stojanovié i sar., 2002). Kod trece grupe
Zivotinja sepsa je izazvana cekalnim sadrzajem podvezanog i punktiranog cekuma
(me$ana kultura mikroorganizama - MC) (Wichterman i sar., 1980). Grupa
kontrolnih Zivotinja je lazno operisana otvaranjem abdomena.

U posmatranim terminima, krv je uzimana punkcijom iz aorte abdominalis i
kori$¢ena u svrhu odredivanja koncentracije glukoze na automatskom analizatoru,
americke firme Technicon.

Svi dobijeni podaci u ovim ispitivanjima obradeni su na PC IBM kompatibilnom
ra¢unaru u programskom paketu ,,Statgraph” 3.0, Excel 97 i Statistica 6.0. U obradi
podataka kori$éena je deskriptivna statisticka metoda, metoda dvosmerne analize
varijanse tj. zavisni i nezavisni Student t-test za mali uzorak.

REZULTATI I DISKUSIJA

U nadim ispitivanjima, tokom eksperimentalnog protokola zabelezena je
signifikantna hipoglikemija u MK grupi pacova (osim 120. h), dok je u grupama EC i
SA pacova sa sepsom signifikantna hipoglikemija zabeleZena u terminima od 121 24
Casa (grafikon 1). Prema istrazivanjima nekih autora, hipoglikemija je posledica
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iscrpljenja glikogenskih rezervi, inhibicije glukoneogeneze od strane bakterijskih
toksina i/ili medijatora i pojacanog ulaska glukoze u tkiva, posebno u skeletne misice
(Titheradge i sar., 1995; Yelich, 1990). Na osnovu eksperimentalnih istrazivanja,
sugerisano je da endotoksin ima insulinu sli¢an efekat (insuline-like effect) ili da
potencira osetljivost tkiva na efekte insulina, najverovatnije delujuéi na membranski
transport glukoze. Gamelli i sar. (1996) su ustanovili da je kod misa olak$an ulazak
glukoze u (¢elije makrofaga, omogucen kroz povecanje glukozo transporter-1
(GLUT-1) iRNA i nivoa proteina. In vitro ispitivanjima Ceppi i sar. (1996) su
ustanovili da tretman kulture hepatocita sa kombinovanim citokinima (TNF-alfa,
INF-gama, IL-1-beta) i LPS-om sprecava glukoneogenezu i dovodi do pada
glikogena, zavisno od vremenskog povecanja sinteze azotnog oksida (NO). Do sli¢nih
rezultata su dosli Casada i sar. (1996) in vitro i in vivo ispitivanjima na modelu
endotoksi¢nog $oka kod pacova. Autori izvestavaju da su promene glukoneogenet-
skog fluksa udruzene sa smanjenjem glukozo-transporter-2 (GLUT-2) iRNA i
fosfoenolpiruvat karboksikinaze, u vreme kada je povecan nivo iRNA inducibilne
NO sintetaze (iNOS).

U ispitivanim modelima sepse, povecanje koncentracije glukoze je zabelezeno 72.
sata kod pacova kod kojih je sepsa izazvana cistim kulturama bakterija, ali bez
statisticke signifikantnosti u odnosu na kontrolni nalaz (grafikon 1). U sli¢nim
ispitivanjima, kod modela septi¢nog $oka primarna promena je hiperglikemija kod
pacova, nakon cega sledi hipoglikemija. Nije sasvim jasno da li je hiperglikemija
posledica pojacane glikogenolize ili glukoneogeneze. Kako je u sepsi pojacan
katabolizam proteina, to se povec¢ana koncentracija alanina i drugih aminokiselina u
krvi dovodi u vezu sa glukoneogenezom. Medutim, studije na Zivotinjama
prezentuju da bakterijski toksini inhibi$u glukoneogenezu pa je korelacija nemoguca
(Schumer, 1988). Postoji jo$ i moguénost da preko raznih sistema drugih glasnika,
endotoksin deluje na regulatorne enzime glikolize, pre svega enzim fosfofrukto
kinazu (PFK), ¢ija se aktivnost poveéava povecanjem koncentracije ADP-a, AMP-a i
neorganskog fosfora, a inhibira od strane ATP-a. Pretpostavlja se da u slucaju sepse
dolazi do povecanog glikolitickog fluksa posredstvom povecane aktivnosti PFK
(Thyrault i sar., 1993).

S druge strane, povecano iskori$¢avanje glukoze u pojedinim tkivima u toku sepse
ima za posledicu pojavu lakti¢ne acidoze. Smatra se da je moguca meta metabolickog
delovanja bakterijskih toksina i piruvat dehidrogenaza (PDH), koja regulise
iskori$¢enost piruvata od strane Krebsovog ciklusa (Gutierrez i sar., 1996).
Pretpostavlja se da prilikom sepse dolazi do konverzije aktivnhog oblika PDH u
inaktivni izoenzim. Neposredna posledica takve inhibicije PDH je nagomilavanje
piruvata, nakon cega sledi stvaranje laktata. Eksperimentalne studije ispitale su da
upotreba dihloracetata (DCA) poveava metabolizam piruvata, najverovatnije
stimuli$udi formiranje aktivne PDH (Lang i sar., 1987).
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Grafikon 1. Kretanje vrednosti glukoze kod septi¢nih pacova u terminima rane (12
124 h ) ikasne sepse (721120 h)

mmol/l

EC-grupa pacova kod kojih je sepsa izazvana sa ¢istom kulturom bakterija Escherichia coli
SA- grupa pacova kod kojih je sepsa izazvana sa ¢istom kulturom bakterija Staphylococcus
aureus

MK-grupa pacova kod kojih je sepsa izazvana sa me$anom kulturom bakterija (podvezani i
punktiranani deo cekuma)

*statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na kontrolne vrednosti.

ZAKLJUCAK

Dobijeni eksperimentalni rezultati ukazuju da ispitivani modeli sepse dovode do
znacajnih promena u koncentraciji glukoze, odnosno signifikantne hipoglikemije u
prvoj polovini eksperimentalnog protokola (rana sepsa), dok je hiperglikemija
zabelezena 72. sata kod pacova kod kojih je sepsa izazvana sa cistim kulturama
bakterija (kasna sepsa). Na osnovu izvr$enih ispitivanja moze se zakljuciti da
ispitivani modeli sepse otvaraju nove mogucnosti za izucavanje patofizioloskih
mehanizama sepse, posebno na nivou intra i intercelularne signalizacije, dok
primena razli¢itih terapeutskih tretmana kod ispitivanih modela otvara nove
moguénosti za potencijalnu bioterapiju.
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