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ONSOz

| Yenidodan cerrahisinde mortalitenin en 6nemli nedenlerinden birisi
infeksiyondur. Son yillarda yaptlan aragtirmalar sepsisin de dahil oldugu
genis bir hastaltk grubunda sistemik infeksiyon kaynad: olarak
gastrointestinal sistemi sorumlu tutmaktadir. Ancak, barsaktaki infeksiyon
etkenlerinin barsak digina hangi mekanizmalarla ¢iktt§i ve sistemik
infeksiyona nastl yol a¢tigi heniiz bilinmemektedir. Bu ¢alisma, s6z( edilen
mekanizmalarin aydinlatiimas: amact ile planlanmig ve yapiimakta olan bir
dizi deneysel aragtirmanin, intestinal mukus ile ilgili olan bir bélamadur.
Barsak bariyerinin temel 6gelerinden biri olan mukusun barsaktan bakteri

translokasyonu konusunda oynadidi rol laboratuar gartlarinda incelenmistir.

Calismanin gergeklestiriimesinde yardimlarini esirgemeyen Pittsburgh
Cocuk Hastanesi, Cocuk Cerrahisi Anabilim Dali Baskam Prof. Dr. Mark .
Rowe’'a, elektron mikroskobik ¢aligmalari gergeklestiren University of
Pittsburgh, Department of Neuroanatomy'den Dr. Simon Watkins, PhD'ye,
ve Ege Universitesi Tip Fakiltesi Cocuk Cerrahisi Anabilim Dali ogretim

dyelerine tesekkurl borg bilirim.

Dr. ibrahim ULMAN



GIiRis

Bebek 4lim nedenlerinin baginda dodjumsal anomaliler, prematdrite,
travma ve infeksiyon hastaliklan gelmektedir (11, 12, 56). Ulkelere goére
degismekle birlikte infeksiyon hastaliklan yurdumuz igin hala en 6énde gelen
¢ocuk 6lum nedenidir (21). Dogumsal anomalilerin énlenmesi yolunda heniiz
kayda deder sonuglar elde edilememistir. Oysa, Ozellikle yenidodan
doneminde ¢ok ylksek mortaliteye yol agan infeksiyon faktorl, potansiyel
olarak 6nlenebilir 6zelliktedir. Disik dogum agirlikh bebeklerde élime yol
agan infeksiyonlar arasinda perinatal infeksiyonlar (dogumsal pnémoni,
nekrotizan enterokolit ve koryoamnionit) % 38, diger pnémoniler % 14,
septisemi % 14, ve meninjit % 8lik paya sahiptir (31). Son zamanlarda
giderek blylyen bir sorun da, yenidodan yodun bakim unitelerindeki
hastalar etkileyen hastane infeksiyonlaridir. Bu hastalarin % 25'inde hastane

infeksiyonlarinin gelistigi ve en az 1/3'Uniin kaybedildigi bildiriimektedir (25).

Son yillarda ortaya atilan bir géruge gére, cerrahi infeksiyonlarin énemli bir

bélimi gastrointestinal kanaldan kaynaklanmaktadir. Bakteriler, bakteriyel

translokasyon ad verilen bir iglem ile barsak bariyerini gegerek dolagima ve
diger organlara yayiimakta, sonugta da sistemik infeksiyona yol agmaktadir.
Bu infeksiyonlar arasinda; travma ve yanik sonrast gorulen sepsis,
postoperatif sistemik infeksiyonlar,. immunosupressif tedavi géren,
malnutrisyonlu, prematir ve benzeri, sistemik direnci disik hastalarda
yapilan cerrahi girigimler sonrasi karsilasilan ve sepsise kadar varabilen
infeksiyonlar sayilabilir. Multipl organ yetmeziiginin her zaman bir septik

odaktan kaynaklanmadigi, barsagin bakteriler igin bir rezervuar oldudu ve
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bu bakterilerin translokasyonu ile septik tablonun bagladigi belirtiimigtir (46).
Ayrica, hayatta kaimay: bagarabilenierin hastahg olarak nitelendirilen (32) ve
bu nedenle, goruime sikli§i ve 6nemi neonatalojideki geligmelerle paralel
olarak her gegen giin daha da artan nekrotizan enterokolitin etiyolojisinde,
prematdrelerde ve yenidodanlarda zaten matiritesini tamamlamamig olan
intestinal bariyerin, barsakta yeni kolonize olan bakterilerce kolaylikla
agllarak barsak duvar invazyonu ve ardindan peritonit gelismesi teorisi ileri
sdrulmektedir (44). Antimikrobik tedavideki gelismelere ragmen, cerrahi
sonras! sepsisin de dahil oldugu, bakteriyeminin mortalitesi hala %25-50
arasinda seyretmektedir (10). Gram-pozitif organizmalarla olusan sepsisin sik
olarak kateter kontaminasyonu sonucu gelistigi artik bilinmektedir (15).
Ancak, yine de birgok gram-pozitif bakteri ve mantar sepsisinin nedeni
bilinmemektedir. Gram-negatif sepsisin, hastanin kendi barsak florasindan
kaynaklanabilecegini gdsteren ¢aligmalar konu ile ilgili gok sayida klinik ve
laboratuar arastirmasini stimile etmistir (52). Calismalarin temel dayanak
noktasi, barsak lumeninde bulundudu bilinen bakterilerin, mezenterik lenf
nodlar bagta olmak Gzere, barsak digi organ kiltUrlerinde Uretilmesidir.
Barsak lumenindeki bakterilerin barsak digina gegmesi, hasara ugramis
barsak duvarindan oldugu gibi, normal barsak duvarindan da olabilmektedir.
Translokasyona yol agan etkenlerle ilgili ¢gok sayida galisma yapilmis ve
yapilmaktadir. Bunlar arasinda travma, yanik, hemorajik sok, obstriksiyon,
basit laparotomi, total parenteral beslenme, ve barsak florasinin degismesi,
en ¢ok bilinenler olup standart aragtirma modelleri olusturulmustur (5, 6, 13,
16, 19, 20, 38, 57). Ancak bu gegisin hangi mekanizma ile, hiicre dizeyindeki

hangi yollarla oldugu hala bilinmemektedir.



Bu galigmanin amaci, translokasyonun ilk basamadi olan, bakterilerin
lumenden lamina propriaya kadar ilerlemesindeki mekanizmalardan
bazilanni agikhida kavugsturmaktir. Bu amagla, barsak bariyerinin itk ayagi olan
mukusun bakteriyel translokasyondaki rolii Ussing sisteminin kullaniidigr in
vitro yontemle incelenmigtir. Bu sistem ilk olarak 1948 yilinda intestinal
membranlardan iyon transportunu ¢alismak amaciyla kullaniimig, daha sonra
yaptlan modifikasyonlarla kullanim alani genisletiimis ve barsak fizyolojisi
caligmalar igin ¢gok degerli bir ara¢ olarak yerini almigtir (22, 53). Bakteriyel
translokasyonda rol oynayan mekanizmalarin arasgtinimasinda ¢ok yararh
olabilecegi Mark |. Rowe tarafindan farkedilerek bu alanda kullaniimaya

baglanmistir.

Caligmamizda mukusun miktari ve/veya kalitesi spesifik ajanlarla
degistiriimek yoluyla bakterilerin intakt ileum mukozasindan transepitelial

gegisleri ve ileum preparatindaki morfolojik degisiklikler aragtirimistir.



GENEL BILGILER

Barsak Bariyeri
Enterik bakterilerin organizmaya yayilmalarint dnleyen ¢ok sayidaki

savunma mekanizmasinin tumi, genel olarak barsak bariyeri adi ile anilir
(28, 30). Bu bariyerin bir fizyolojik, bir de immunolojik 6gesi vardir. Prematur
yenidoganlar, barsak bariyeri gelismemis oldugu igin 6zellikle riskli gruba
girerler. Barsak bariyerinin fizyolojik komponenti savunma sisteminin ilk
basamagini olusturur. Barsaktaki bakteri sayisinin birgok faktdr tarafindan
kontrol altinda tutuldugu distnilmektedir. Ornedin mide asidi ve pepsin
yutulan bazi bakterileri yok etmektedir, ancak bazal asid salgisinin erigkin
dizeyine dérdinci haftada ulastigr bildiriimigtir (29). En dustk dlzeyler
prematurelerde bulunmugtur. Pankreasdan salgilanan proteaz ve lipaziar
bakteriler Gzerine etkilidir. Ancak yasamin ilk yilinda pankreasin relatif
yetmezligi bebeklerde bu mekanizmay! da devre digt birakir (34, 45). Barsak
enzimleri bakterilerin Gremesini inhibe etmektedir. Ancak yenidogan
barsaginda enterokinaz aktivitesi gocuklardakinin % 17’si kadardir.
Peristaltizm, mikroorganizmalari onlarin Ureme hizindan daha sdratli bir
sekilde distale ilerleterek disa atiimalarina yardim eder. Ancak diizenli barsak
hareketleri intrauterin yagamin sonuna dogru ortaya ¢ikar ve dogumdan
sonraki sekizinci aya kadar tam olarak geligmeyebilir. Bu 6rnekler, prematire
ve yenidogdanlarda barsak bakteri sayisi kontrolunun yeterli oimadigina isaret

etmektedir.

Savunma sisteminin ikinci basamaginda bakterilerin mukozaya

penetrasyonunu onleyen mekanizmalarin oldugu dastnilmektedir. Penetre
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olabilmek i¢in bakteriler O6ncelikle mukozaya tutunmak zorundadiriar
(bakteriyel adhezyon). Mukus sekresyonu, bakterilerle mukoza hucreleri
arasindaki kontag: énleyen mekanizmalardan biri olarak ileri striimektedir
(40, 49). Bunun disinda, mukoza hicrelerinin bizzat kendileri ve aralarindaki
stki badlarin da mikroorganizmalara karsi bir engel oldugu dasiniimektedir.
Bunlara ragmen bakteri ve mantarlar mukoza hicrelerini invaze ederek

submukozaya gegebilirler (2).

Mukozadaki fircamst uzantilarda yerlesen bakteri kolonizasyonunun da
patojen bakterilere kargi bir engel olabilecedi dusunilmektedir. Normal
bebeklerde barsak florasi bifidobakterler ve anaeroblardan zengindir. Bu
organizmalar, patojen bakterilerin Greme ve adhezyonunu engelleyen bir

kolonizasyon-rezistansi olusturmaktadirlar.

Barsak bariyerinin immun komponenti, sekretuar immunglobulin-A (IgA) ve
Barsak Lenfoid Sisteminin (GALT) diger elemanlarindan olugur. Bu, bolgesel
immunite igin 6zellesmis immun hdcreler ve limfoid yapilardan olusan bir
kompleks sistemdir. GALT’nin bir gérevi IgA’'nin Gretilip salgilanmasidir.
Sekretuar IgA (SlgA), bakterilerin fagositik dldirme igin opsonizasyonunda
rol almaz, ancak bakterileri sararak, barsak mukoza hicrelerine
adhezyonlarini  6nledigi diasundimektedir. Anne siti  almayan
yenidoganlarda, ilk hafta iginde yok denecek kadar az IgA mevcuttur (3, 27,
47). Tum bu sayilan nedenler yiiziinden, prematirelerde ve bir dereceye
kadar da yenidoganlarda barsak bariyeri, bakteri sayisini sinirflama ve barsak

digina translokasyonlarini dnleme ydninden immatir sayilabilir.




Gastrointestinal Mukus

Mukus gastrointestinal kanalin mukoza yuzeylerini kaplayan; su,
elektrolitler, glikoproteinler, degigik makromolekiller, mikroorganizmalar ve
dokulmus epitel hicrelerinden olugan, viskdz, kaygan bir jeldir. Mukusun
batunlagini ve epitel hicrelerini koruyucu 6zelligini, masin adi verilen jel
olusturucu glikoproteinler sadlar. Musinler 6zellesmis mukoza hucreleri
tarafindan sentez edilip salgilanir. Kékenlerini ayni endodermal ana
hicreden alan bu 6zellegsmig hlcreler, gastrointestinal sistemde bulunduklar
yerlere gore farkliliklar gosterirler ve degisik isimler alirlar (Sekil 1). Msinin
agirlik olarak % 50'den fazlasi karbonhidratlardan olusur. Hicre iginde ayr
ayr sentez edilen oligosakkaridler ve peptidler, serin ve treonin uglarindan
bagdlanarak glikoprotein yapiyi ortaya ¢ikarirlar. Golgi aygitinda vezik(iller
icinde paketlenerek salgilanmaya hazir bigimde hiicre apeksine yerlesirler.
Musinler ndtr olduklan gibi, siyalik asid veya ester sulfat terminalleri de
icerebiiirler. Bu Ozellikler, bakteriler de dahil olmak (zere gastrointestinal
sistemle iligkiye giren birgok yabanci madde icin reseptér fonksiyonunun
yerine getirilmesinde 6nem tagimaktadir. Mdisin salgilayan hicrelerin
gastrointestinal sistemdeki dagilhimlan, morfolojileri, salgiladiklari masinlerin
glikoprotein bilegimleri ve dizenlenmeleri 6nemli farkhiklar gésterir (Sekil 2).
Mukusun gérevleri arasinda mukazayl koruma, kayganhk saglama, pH'nin
ayarlanmasina yardimci olma, sindirime katkida bulunma ve normal barsak

florasinin devamiih@inin saglanmasi sayilabilir.
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Normal Barsak Florasinin Gelisimi

Intrauterin dénemde, uzun suren bir membran riptiri olmamigsa,
fetus hicbir mikroorganizma tagimaz. Amniotik membran ve amnion sivisinda
bakteri kolonizasyonunu o&nleyen antibakteriyel peptidier bulunur.
Yenidodanin mikroorganizmalarla ilk karsilasmast dogum kanalindan gegis
sirasinda olur ve barsak kolonizasyonu bu anda baglar. Normal barsak flora
gelisiminin biylk élgtide beslenme sekline ve gestasyonel yasa bagh oldugu
tahmin edilmektedir. Terminde dodan ve annesitu ile beslenen bebeklerde
ilk kolonize olan bakteriler genellikle E. coli ve Lactobacillus gibi fakuiltatif
anaeroblardir. Barsakta redoks potansiyelinin diagmesiyle birlikte bunlart ¢ok
sayida bifidobakter izler (9). Bu bakteriler, Klebsiella, Enterobakter ve Serratia
sp. gibi diger enterik bakterilerin kolonizasyonunu onler. Preterm ve mama ile
beslenen bebeklerde kolonizasyon koliformlarla olur ve bifidobakterler ¢ok
yavasi gelisir. Anaeroblar normal barsak florasinin temel 6gesi olup énemii
fizyolojik goreviere sahiptirler. Anaeroblarin patojenik aerob bakteri
kolonizasyonunun oénlenmesinde blylk katkilart oldugu 1971'de Van der
Waaij ve ark. tarafindan gosterilmis ve bu savunma mekanizmast ayni grup

tarafindan kolonizasyon rezistansi olarak adlandirilmistir (54). Bir kez normal

flora gelistikten sonra, diger mikroorganizmalarin ekolojik bir bosluk bulup

gastrointestinal sisteme yerlegsmeleri olduk¢a zordur.

Bakteriyel Translokasyon

Bakteriyel translokasyon ik kez 1979 yiinda Berg ve Garlington
tarafindan, canh enterik bakterilerin mukoza epitelinden, mezenterik limf

digumlerine ve diger uzak organlara gegmesi seklinde tanimlanmistir (8).
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Yanikli veya travmali hastalarda geligen gram-negatif sepsise bakteriyel
translokasyonun neden oldudu ileri sdrdimektedir (17). Ayrica, barsaktan
kaynaklanan sepsisin, multipl organ yetmezliginde morbiditeyi arttiran énemli
bir faktor oldugu bildirilmistir (14). Yapilan ¢ok sayidaki ¢calisma tanimlamayi
biraz daha netlegtirerek translokasyonu, normal, hasarsiz barsak
mukozasindan gegig olarak nitelemistir (60). Bu gegigin normal gartlarda,
bakterinin lamina propriada fagositoz yolu ile mezenterik limf dagimlerine
taginarak yok edilmesi ile sonuglandi§i dasindimektedir. Ancak
organizmanin direncinin distigu ve bdylece bu fagositik 6ldirme isleminin
yapilamadidi durumlarda, barsak disina ¢ikmis halde tekrar aktif hale gelen
bakteri, infeksiyona neden olur. Bu sgekilde, hayvan deneyleri ile
translokasyonu arttirdi§i gosterilmis olan ¢ok sayida faktér bulunmaktadir
(Tablo 1).

Translokasyonla gegen barsak bakterileri, normal barsak florasindaki
bakteri tlrlerinin sayisina oranla ¢ok azdir. Nedeni bilinmemekle birlikte
mezenterik limf digumlerinden alinan kiltlrlerde anaeroblar, aeroblara
oranla ¢ok daha az Uretilebilmektedirler. En gok translokasyona ugrayan
barsak bakterileri arasinda E. coli, K. pneumoniae, diger enterobakterler,
enterokoklar, dider streptokoklar, laktobasiller ve stafilokoklar sayilabilir (51).
Bakteriler disinda, mantarlarin ve cansiz partikillerin de barsak mukozasin
gectigi gosterilmigtir (60). Bu yuzden translokasyonun mukoza epitel
hdcreleri tarafindan gergeklegtirilen aktif bir yutma iglemini (endositoz)
igerdigi, bunu hicrenin diger tarafindan atilma ve mezenterik limf
dagumlerine ulagtinimanin izledigi, bugiin igin en gok kabul géren hipotez

sayilabilir.
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GEREC VE YONTEM

Ussing Sistemi
ilk kez 1948 yilinda Hans Ussing tarafindan izole hayvan membranlarinda

iyon transportunu elektrofizyolojik olarak arastirmak amaciyla gelistirilmig bir
in vitro sistemdir (53). Sistem sonradan, aktif ve pasif iyon akimini, ayrica
gesitli blylk molekillerin membrandan gegisini galigabilmek amaciyla
modifikasyonlara ugramigtir. Ussing sistemi kisa slre Once, barsak
mukozasindan hazirlanan membranlardan bakteri translokasyonunu
arastirma amaciyla Simmons ve galigma grubu tarafindan kullaniimaya

baslanmistir (yayinlanmamisg bilgi).

Ussing sistemi; Ussing haznesi, perfizyon rezervuarlari ve voltaj/akim
klemp Unitesinden olusur (World Precision Instruments, Sarasota, FL). Ussing
haznesi tam ortasindan ikiye ayrlabilen, i¢i bog akrilik bir silindirdir (Sekil 3,
a ve b). Caligilacak doku pargasi yarim silindirlerden birisinin kesit yiizeyine
cepecevre siralanmis igneler yardimi ile yerlestirilir ve silindirin igindeki
bosluk bu sekilde membranla ikiye bélinmis olur. Membranin kapattigi
silindir i¢ boslugunun kesit yizey alani 1,14 cm? dir. iki yanm silindir
kapatilarak sisteme yerlegtirilir ve iki ugtan sikigtirilarak aradan su
sizmayacak hale getirilir. Her iki yarim silindir kendilerine ait perfuzyon
rezervuan ve elektrodlarina baglanir. Perfizyon sivisi rezervuarin st
bélimindeki agtkliktan doldurulur. Bu agiklik deneyler sirasinda 6rnek almak
ve eklemeler yapmak icin de kullanilir. Perfizyon sivisinin hazne iginde
devamli sirkllasyonu, rezervuarin alt kismindaki gaz girigi sayesinde

mimkin olmaktadir. Buradan verilen % 95 O,, %5 CO, karigimi gaz,
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de oksijenasyonu ve sirklilasyonu saglayan hava kabarcikian

N
\\
L)
o
Submukoza rezervuar Qj Gaz girigi P Mukoza rezervuari
[ 1
T J}J !
4]
!
i
a Ussing haghesi
Hazne icine yerlegtirilmis membran
Elektrod girigleri

o Pertizyon rezervuanna baglant! delikleri
igne girig delikleri

|
Membrani sabit tutan inefer

T Sisteme oturtulmaya hazir membran

A 93 e e

S YR e

Sekil 3. a.) Ussing sisteminde perflizyon rezervuarlari ve Ussing haznesini gbsteren
sematik ¢izim, b.) Calhgilacak membranin hazneye yerlegtiriimesi.



perfizyon sivisinin sistem iginde sirktlasyonunu sagladigi gibi,
oksijenasyonu icin de gerekli oksijenin verilmesine yarar. Ayrica, karigimdaki
O, yuzdesini dedigtirmek suretiyle perflzyon sivisinin pHst da istenilen
duzeye ayarlanabilir. Stvinin istenilen 1sida sabit tutulmasi, her iki rezervuari

saran ortak bir su ceketi ile mamkdn olur.

Elektrofizyolojik monitoring, Ussing haznesi igindeki siviya agar jel
kopraleri ile baglanan iki gift elektrod aracthidi ile gergeklegtirilir. Elektrodiarn
diger uglan voltaj/akim klempine baglanir (Model DVC 1000, WPI). Voltaja
duyarh olan bu kalomel elektrodlar doku yerlegtirildikten hemen sonra,
dokunun iki tarafindaki uygun yerlere baglanir ve doku tarafindan spontan
olarak geligtirilen voltaj gradyanini (Potansiyel farki-PD) slrekli olarak
monitorize eder. Akimin gegctidi Ag-AgCl elektrodlart da dokudan 2 cm
uzaklikta simetrik olarak yerlestirilir ve akim klempi tarafindan Gretilen 50
mikroamperlik sabit akim, bir saniyelik pulslar halinde dokudan intermitan
olarak (30 saniyede bir) gegirilir. Bir kaydedici (Kipp and Zonen, Rotterdam,
The Netherlands) potansiyel farkint (PD) zamanin fonksiyonu olarak surekli
kaydeder. Dokuya aralikli olarak verilen akimin PD’de yaptigi defleksiyonlar
diken (spike) seklinde kaydedilir. Bu dikenlerin yiksekligi dokunun direnci

(rezistans) ile ilgilidir ve Ohm kanunu (V=IxR; V=voltaj, |=akim, R=rezistans)

ile matematiksel! olarak direng hesaplanir ve Ohmxcm? cinsinden ifade edilir.

Elektrodlarin fonksiyonunu test etmek ve gaz karigimin ayarlamak
amaciyla, doku yerlestirimeden o6nce sisteme Hank's Dengeli Elektrolit
Solusyonu (HBSS) (GIBCO, Grand Island, NY) doldurularak sirkiile edilir. Bu

sivi daha sonra toplanir, santrifije edilir (3000 devir/dak, 15 dak sureyle) ve
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sistemin steril oldugunu belirlemek igin kaltGr yaptlir. Bunun ardindan
rezervuarlar membran perflzyonu igin kullanilacak olan Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) (Sigma, St. Louis, MO) + 20 mM Glutamine (Sigma,
St. Louis, MO) karigiminin 15 ml'si ile doldurulur. Sivi sistemde sirkile
edilirken voltaj klempi membran yerlegtiriimeden énce 0 potansiyel farkina
ayarlanarak kalibre edilir. Akim elektrodlan arasindaki sivi rezistansi da O'a

ayarlanir. Artik sistem dokunun interpozisyonu i¢in hazir hale gelmigtir.

Deney Hayvanlan

Calismada 250-350 g agirliginda, erkek SPF (specific pathogen free)
Sprague Dawley siganlar (Harlan Sprague Dawley, Indianapolis, Indiana)
kullanildi. Siganlar Pittsburgh Cocuk Hastanesi Deney Hayvant Bakim
Merkezi'nde plastik kafesler iginde korundu. Tum deneklere yapay olarak, 12
saatlik gece/gindiz 1sik siklusu saglandi. Standart sigan yemi (Purina Mills
Inc., St. Louis, MO) ve ¢esme suyu ile ad libitum beslenme uygulandi.
Denekler deney dncesi en az beg gliin bu sartlarda tutuldu. Tam girigimler igin

Hayvan Bakim Komitesinden onay alindi.

Membranin Hazirlanmasi

Ussing sisteminde galigilacak membranlar C¢ deney grubundaki
siganlardan alindi: 1) pilokarpin, 2) néraminidaz, ve 3) kontrol grubu.
Pilokarpin grubu membraniar, daha 6nceden in vivo pilokarpin enjekte
edilmis siganlardan elde edildi. Noraminidaz ve kontrol grubu membranlari
ise Onceden higbir tedavi uygulanmamig siganlardan alindi. Néraminidaz,

membranlara in vitro olarak uygulandt.
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Deney gunu, pilokarpin grubundaki hayvanlara laparotomiden 45 dak.

Once pilokarpin_ (160 _ma/kg i.p.) enjeksiyonu yapildi. Bu doz mevcut

intraseldler mukusun en az % 60'in1 30-45 dakikada bosgalttigi bilinen bir
dozdur (50). Tum siganlara anestezi indiksiyonu eter inhalasyonu ile
yapildiktan sonra, intraperitoneal pentobarbital (40 mg/kg, i.p.) ile anesteziye
devam edildi. Orta hattan yapilan laparotomi ile termina! ileumda, ileogekal
valvden 10 cm uzaklikta 5-6 cm.lik bir segment rezeke edildi. Eksize edilen
barsak, mezenterik kenari boyunca Kesilerek agildi ve sojuk HBSS
sollisyonunda yikanarak barsak icerigi temizlendi. Bundan sonra disseksiyon
mikroskopu altinda, seromuskuler tabaka, submukoza/mukoza tabakasindan
aynildi. Peyer plag igermeyen mukoza/submukoza tabakasi Ussing
haznesine daha o6nce anlatildi§i sekilde yerlestirildi. ki yanm silindir
birlestirildikten sonra stkistirildi ve hemen perflizyona baslandi. Membranin
mukoza tarafim perfize eden rezervuara mukoza rezervuan (MR),
submukoza tarafini perfize eden rezervuara ise submukoza rezervuarn (SR)
adi verildi. Membranla veya perflizyon sivisi ile direk iligkisi olan tum pargalar
O6nceden gaz veya otoklavia sterilize edildi. Néraminidaz grubunda,
membran yerlegtirilip perfizyona baslandiktan 10 dak. sonra MR'na 5_(nite

Noraminidaz Tip V (Sigma, St. Louis, MO) eklendi. Clostridium

perfringens’den elde edilmis olan Tip V néraminidaz'in bir Gnitesi, NAN-

laktoz veya sigir submaksiller mukusu bulunan ortamda, pH 5,0 ve 379C'da,

bir dakikada 1,0 mmol N-acetylneuraminic acid agida ¢ikarmaktadir.



Bakterinin Hazirlanmasi

In vitro translokasyon igin, in vivo olarak translokasyona ugradig daha
6nceden bilinen (38), streptomisine direngli bir sug olan Escherichia coli C-
25 kullanildi. Bu sug Dr. Deitch ve Berg (Lousiana State University Medical

Center, Shreveport, LA) tarafindan saglandi. Deney glni klltar santrifj

edilerek goken bakteriler HBSS ile iki kez yikandi. HBSS iginde en son 5x10°
koloni/ml konsantrasyonu elde edilecek sekilde bir bakteri suspansiyonu
hazirlandi. Mukoza rezervuarlarina, membran perfizyonuna baglandiktan 15
dakika sonra (néraminidaz eklendikten 5 dakika sonra), MR icinde 107-108
koloni/ml olacak gekilde E. coli C-25 inokule edildi. Deneyin basinda (t=0) ve
sonunda (t=3 saat) gergek konsantrasyonu belirlemek i¢in mukoza
rezervuarlanndan kaltar alindi. Submukoza rezervuariarindan 0., 1., 2., ve 3.
saatlerde seri kultar ornekleri alindi. Deneyin sonunda SR'da kalan sivi
toplanip santrifdj edildi. Dipte kalan 0,5 ml'den kantitatif klltir yapiidi ve 3.

saat toplam Ornedi olarak dederlendirmeye alindi. 100 ml'lik érnekler

MacConkey agar besiyerine ekildi. Streptomisin rezistansi, 100 mg/L
streptomisin sulfat igeren laktozsuz MacConkey agar bazinda Greme ile

kontrol edildi. Bakteriye! translokasyon, 1., 2., veya 3. saatlerde alinan SR

kdltarlerinde E. coli C-25 Uremesi ile belirlendi. Ayrica, bu kltarler negatif ise
ve 3. saat toplam 6rneginde 10 koloni/ml'den daha gok tireme olursa bu da
translokasyon kaniti olarak kabul edildi. Submukoza kiltir analizlerinin
gegerli sayilabilmesi igin sistemin membran yerlegtiriimeden 6énce alinan
kultarlerle steril oldugunun belirlenmesi ve ayrica, mukoza rezervuarina
bakteri inokile edildidi sirada (t=0), submukoza rezervuarinin steril

oldugunun kultirle gosterilmesi sarti arandi.
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Mukusun_Olciimii |
Bakteri varliginda surdirdlen 3 saatlik perfizyon sonunda Ussing haznesi

agilarak membranin mukoza y(zeyi ortaya koyuldu. Deney sirasinda biriken
mukus, disseksiyon mikroskopu altinda siyinimak suretiyle toplandi, énceden

agirhklan alinmis petri kutularina koyularak tartiid.

Mikroanatomi Caligsmalari

Histolojik inceleme igin rasgele secilen membranlar Ussing haznesi iginde
in situ olarak fikse edildi. Tim fiksasyonlar fosfat tampon ¢dzeltisi igindeki
%2,5luk glutaraldehid ile, 49°C'da ve 1 saat siireyle yapildi. Fiksasyon
sonrasi membranlar (¢ kez Sabatini ¢dzeltisi (%6,8'lik sukroz iceren fosfat
tampon g¢ozeltisi) ile yikandi ve kigik (1 mm3) kipler halinde kesildi. Bu
pargalar %1’lik osmium tetroxide ile 1 saat boyunca tekrar fikse edildi ve yine
U¢ kez Sabatini ¢ozeltisi ile yitkandi. Kademeli alkol serisinden (%30, %50,
%75, %90, %100: her biri 15 dak.) gegirilen érnekler 15 dak. propylene oxide
ile, 1 saat 1/1 Epon-propylene oxide karigimi ile ve ¢ kez (3 saat, 3 saat,
gece boyunca) saf epon ile muamele edildi. Ornekler Ladd gémme plaklarina
longitudinal olarak gémuildi. Polimerizasyon 640C'da gece boyunca yapildi.
GOomme igleminden sonra degisik bélgelerden ultra-ince (60 nm) kesitler
alindi, 1zgaralara yerlegtirildi, %2'lik uranyl acetate ile 7 dak. ve %1 lead

citrate ile 3 dak. boyama gergeklestirildi. Tum elektron mikroskopik
incelemeler JEOL 100CX ile yaptldi.
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istatistiksel Analiz

Gruplar arasinda, ortalama potansiyel fark ve rezistans degerleri,
translokasyon insidensi ve submukoza kultirlerinin kantitatif sayimlan t-testi
ve ki-kare testi kullanilarak kargilagtirildi. Analiz 6ncesi bakteri sayim

degerlerinin logaritmik transformasyonu yapildi (log,q, koloni/ml). Anlaml

istatistiksel farklik igin % 95'lik glven araligi bulunmas garti arandi.
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BULGULAR
Elektrofizyolojik Parametreler

Ussing sistemine yerlestirilen sigan ileum mukoza/submukoza
preparasyon-larinda potansiyel fark (PD) ve standard 50 mA'lik
transmembran akimina kargi olusan rezistans (R) zamanin fonksiyonu olarak
kaydedildi. Sonuglar Sekil 4 ve 5'de gosterilmisgtir. Deney siresi boyunca PD
ve R giderek azalan bir edri ¢izmistir. Bu model igin karakteristik olan bu
dusis membranda, deney sdresi iginde kabul edilebilir sinirlarda olan canhik
kaybint yansitmaktadir (22). Gruplar arasinda, higbir zaman araliginda PD ve
R yéninden istatiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0,05). Yani
pilokarpin ve néraminidazin elekrofizyolojik parametreler Gzerine herhangi

bir etkisi goruimedi.

Mukus Salgisi
Deney siresince membranin mukoza ylGzunde toplanan mukus miktar

hem pilokarpin hem de néraminidaz grubunda kontrol grubuna oranla
anlamh olarak duguk bulundu (p<0,05) (Sekil 6) . Pilokarpin grubundaki
membranlarin mukoza ydzinde biriken mukus miktarn ile, néraminidaz ile
iglem gormis membranlarin mukoza ylziinde biriken mukus miktan arasinda

anlaml fark bulunmad: (p>0,05).

ileum_Membranindan Bakteriyel Translokasyon
Bakteriyel translokasyon insidensi, bir saatlik aralarla submukoza

rezervuanndan ahnan kultdr 6rneklerinde E. coli C-25'in uretilmesi ile
dokimante edildi (Tablo 2). Pilokarpin ileum membranindan bakteri gegis

oranini 2. saatte anlaml olarak arttirdi (p<0,05). Buna karsihk, E. coli C-25, 3.
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POTANSIYEL FARKI

10 - Noéraminidaz (n=12)

Kontrol (n=15)

Zaman (saat)

akil 4. lleum mukoza/submukoza membraninda potansiyel! farkin zamanla degisimi
=deney sayisi, PD=potansiyel fark) (p>0,05).
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REZiISTANS

R (Qecm )
50
—{3— Kontrol (n=15)
! ——  Pilokarpin  (n=12)
40 TN\ —a&— Noraminidaz (n=12)
30 4
20

N
242

T
1

o

Zaman (saat)

Sekil 5. ileum mukoza/submukoza membraninda rezistansin zamanla degisimi
(n=deney sayisi, R=rezistans) (p>0,05).
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MUKUS TABAKASI

40

Mukus Tabakasi [ mgs. )

Kontrol Pilokarpin Noéraminidaz

Sekil 6. Mukoza yuzeyinde deney sirasinda biriken mukus (* p<0,05).
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Bakteriyel Translokasyon insidensi

Sure (saat) Kontrol Pilokarpin Néraminidaz
1 0/15 (%0) 312 (%25) 0/12 (%0)
2 4/15 (%26.6) N2 (%75) * 112 (%8.3)
3 9/15 (%60) 92 (%75) 212 (%16.6) *
Toplam (3 saat)  9/15 (%60) 1112 (%91.6) 412 (%33.3)

Tablo 2. Gruplara gére degisik zaman birimlerinde bakteriyel translokasyon oranlari
(* p<0,05).
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saatin sonunda néraminidaz ile iglem gérmig membranlardan anlamli olarak

az oranda gegti.

Hem mukoza hem de submukoza rezervuarlarindan birer saatlik aralarla
kantitatif kultdr ornekleri alindi. E. coli C-25'in mukoza rezervuarindaki
konsantrasyonu deney suresince tim gruplarda, hafif ancak istatistiksel
olarak anlamh olmayan bir artig gosterdi ($ekil 7). Gruplar arasinda baglangi¢
ve 3. saat mukoza rezervuan bakteri konsantrasyonlan kargilagtinidi ve
anlamlt fark bulunmadi (p>0.05). Bu sonuglar mukoza rezervuarina eklenen
noraminidazin bakteriler tzerine hi¢ bir direk etkisi olmadigini, bakterilerin
deney saresince normal tremelerini surdurduklerini gdstermektedir. Ayrica,
sistemde bakteriyel translokasyon igin gerekli olan sartlarin deneylerin

sonuna kadar korundugu kanitlanmistir.

Bakteriyel translokasyonun pozitif oldugu deneylerde submukoza rezer-
vuarindaki bakteri konsantrasyonlan Sekil 8'de gérulmektedir. Bu grafige
submukoza rezervuarinin 3. saatin sonuna kadar steril kaldi§i deneyler danhil
edilmemigtir. Pilokarpin ile tedavi edilmig hayvanlarda membrandan gegen
bakteri sayisi gerek kontrol gerekse néraminidaz guruplarina gére anlamli
olarak yuksek bulunmugtur. Higbir tedavi gérmemis olan kontrol grubuna ait
membranlardan néraminidaz grubu membranlara kityasla anlamli olarak
daha yuksek sayida bakteri ge¢gmigtir. 3. saatin sonunda alinan toplam érnek
kdltdrlerinde yine néraminidaz grubunda gegen bakteri sayisinin diger iki

gruba kiyasla anlamh olarak az oldugu belirlenmigtir (Sekil 9).
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MUKOZA KONSANTRASYONU

Log E. coli C-25
10

! 0_ - Kontrol (n=15)
~CPilokarpin (n=12)

] ~AN6raminidaz (n=12)
;
T

9
]
T
1

— -8 ) e e e IS B -

0 1 2 3

Zaman (saat)

Sekil 7. Mukoza rezervuarindaki E. coli C-25 konsantrasyonunun deney suresi
boyunca degisimi (n=deney sayisi).
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SUBMUKOZA  KONSANTRASYONU

Log E. coli C-25 ( Bakteriyel Translokasyon )
10 4 9
] Pilokarpin (n=12)
*
33
: Kontrol (n=15)
;
*
23
. *
Noraminidaz (n=12)
13
]
0’ —itl
0 1 2 3

Zaman (saat)

Sekil 8. Submukoza rezervuarindaki E. coli C-25 konsantrasyonunun deney siresi

boyunca degisimi (n=deney sayist) (* p<0,05).
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SUBMUKOZA KONSANTRASYONU
Log E. coli C 25 ( Toplam sayilar )
10
6

JEERSRNT1]

RS ESRNT n

-
P |

Sodotosdial

N

S TS S S R 1) S

-t

Kontrol Pilokarpin N&raminidaz

Sekil 9. Deney sonu toplam érneklerinde E. coli C-25 konsantrasyonu (n=deney
sayis!) (* p<0,05).
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Mikroanatomik Caligmalar

Sekil 10:a'da scanning elekron mikroskobu (SEM) ile, higbir tedavi

gérmemis normal si¢an ileum mukozasinin ytzey morfolojisi izlenmektedir.
Villuslar yaprak seklinde dizgin yapilar olarak gorilmekte, epitel
hiicrelerinin olusturdugu kaldirim tagt gérinumd dikkati gekmektedir. Kriptler

arasinda bol miktarda mukus iplikgidi oldugu kolaylikla gérilebilir.

Pilokarpin ile tedavi edilmis membrantarda normal yiizey morfolojisinin
korundugu gorilmektedir. Sekil 10.b de ayrica, arthromitaceae turiine ait gok
saylda endojen filamentdz organizma villus apekslerine oturmus halde
gorulmektedir. Bu organizmalar normal membranlarin da birgogunda
gozlenmistir. Dikkati ¢geken énemli bir bulgu mukusun yoklugudur. Blydk
buayltmede (x750) intakt yizey epiteli, enterositlerin normal apikal ayrilmasi
ve filamentbz organizmalara ek olarak yilizeye tutunmus basiller de

gosterilmigtir (Sekil 10.c ).

Histolojik incelemeye alinan néraminidaz grubundaki membranlar timuyle
anormal bulunmustur. Ylzey epiteli bazal membrandan ayriimig
gorunumdedir (Sekil 10.d ). SEM ile incelenen membranlardaki yiizey epitel
kaybr mekanik hasari andirmaktaysa da, bu bulgular, pilokarpin
grubundakilerden farkh olarak incelenen membranlarin timinde ve yiizeyin
hemen her tarafina yayilmisg gekilde goérdimisttr. Boylece ndraminidazin
Ussing haznesi igindeki epiteli daha frajit ve yirtiimaya daha duyarh hale

getirdigi dasiniimustir.

Transmission elektron mikroskobisi (TEM) ile pilokarpin grubu
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sekil 10. Scanning elektron mikroskobisi ile; a) hi¢ bir tedavi gérmemig normal ileum
nukozasinin gorinimd. Mukus iplikgikleri gbrilmekte (x350), b) Pilokarpin grubunda
nukoza normal ancak mukus goralmemekte (x200), c)Pilokarpin grubunda biyuk

yuyutme ile normal mukozanin géranumi (x750), d) Néraminidaz grubunda gozlenen
raygin epitel kaybi.



membranlarda yuzey epiteli normal olup, mikrovilluslar pilokarpin
tedavisinden etkilenmemis goéralmektedir (Sekil 11.a). Ote yandan
noraminidaz tedavisi sonrasi apeks epiteli morfolojisinde belirgin yikim
gozlenmigtir (Sekil 11.b). Epitel bazal membrandan ayriimis gérunmektedir.
Bu bulgu néraminidaz tedavisi igin tipiktir. Buna ek olarak epitel alti tabakalar
muhtemelen dig ortama agilma sonucu kargilagtiklart ozmotik stresler

nedeniyle normal yapilarini kaybetmis gérinmektedirler.
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Sekil 11. Transmission elektron mikroskobisi ile; a) Tedavi gérmemis normal ileum
mukozast (x3600), b) Néraminidaz grubunda géralen epitel kaybi (x3600).
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TARTISMA

Bakteriyel adhezyonun invaziv hastalia yol agan ilk basamak oldugu
dagundlmektedir (7). Bakteriyel adhezyon igin gerekli olan glikolipid ve
glikoprotein yapisindaki reseptérler hem mukusta hem de epitel hicreleri
Uzerinde gosterilmigtir (23, 33, 39, 48). Adhezyonun antikorlarla ve reseptér
analoglan ile bloke edilebildigi bildirilmistir (48). Domuz ince barsaginda
misinin membrana bagh siyaloglikolipidlere gére 100 kat daha fazla
baglanma bdlgesi (reseptér) icerdigi gosterilmistir (33, 36) . Bu buigu
mukusun henlz hipotez halindeki bir fonksiyonu olan, bakterileri tutma ve
mukozaya yapigmalarini engelleme goérevini desteklemektedir. Wells ve
arkadaglarinin in vivo bir model kullanarak yaptiklari c¢alismada
fitohemaglitininle beslenen siganlarda, barsak mukus miktarinin azalmasi
sonucunda barsaktan bakteri translokasyonunun arttlgl gosterilmistir (59).
Barsak mukus tabakasinin miktarini degistirmek amaciyla calismamizda,
hiicre igindeki mevcut mukusun salgilanmasini uyaran ve hicredeki mukusu
bosgaltan pilokarpin kullanilmigtir. Salgilanan bu mukus, membran Ussing
sistemine yerlegtiriilmeden once yikanarak uzaklastiriimigtir. Scanning
elektron mikroskobisi ve deney sirasinda salgilanan mukusun deney
sonunda Glgtimesi yontemleriyle de gosterildi§i gibi, 6nceden tahmin edilen
sekilde mukusun uzaklagtirilmas! iglemi basanli olmugtur. Bu islem E .coli C-
25'in epitelden gegis oramimi ve mutlak sayisint arttirmigtir. Deneyin bu
safhasinda mukusun, mekanizmasi ne olursa olsun, bakteriyel
translokasyonu Onledigi disindimigtir. Gerek patojen gerekse normal
barsak bakterilerinin ve ayrica cansiz inert partikiillerin morfolojik olarak

intakt enterositlerden dirgk olarak gectigi konusunda onemli kamtlar
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bulunmaktadir (2, 61). Bunlarin yiizey epitel hicrelerine baglandiktan sonra
hiicreler tarafindan hiicre icine alindiklari varsayiimaktadir. Hicrelerden
gecen bu partikller hiicrenin diger tarafindan gikarlar ve burada makrofajlar
tarafindan fagosite edilirler. BUtin translokasyonlarin bu normal mekanizma
ile oldugu distnilmemelidir. Stresin de bakteriyel translokasyonu arttirdigs
Deitch ve arkadaslar tarafindan gosterilmisgtir (19). Ancak streste: gorulen
mezenterik lenf nodlarina translokasyonun, enterositlerin partikilleri alma
egilimindeki bir artmaya mi yoksa, makrofajlardaki bir bozukluk sonucu hicre
ici oldirme isleminin yapilamamasina mi badh oldudu, bilinmemektedir.
Bizim disiincemize gére mukusun varligi ylzey temasini engelledigi igin
transepiteliyal gegis azalmaktadir. Azalmig mukus Gretiminin translokasyonu
arttirdidi ileri strilmektedir ve stres mukus Uretimini azaltmaktadir (41).
Mukusun, bakterilerin barsak ylzeyine temasini engelledigi gorisl
¢alismamizin ndraminidaz gurubu sonuglar ile de desteklenmektedir.
Ndéraminidaz mukusu énemli oranda azaltmigtir. Bu enzim hem mukusta hem
de epitel ytzeylerinde bulunan siyalik asit reseptdr bolgeleri Uzerine
etkiyerek buniarin yikimina neden olmaktadir. Deneyden 6nce bu ydntemin
glikokaliksleri ortadan kaldirmak igin kullarnilabilecek thmli bir yontem
olabilecegi dusunllmustir. Hipotezimize gore, glikokaliksler ortadan
kaldinhinca bakterilerin baglanmasi igin gerekli olan reseptor bolgeleri de
bundan etkilenecektir. Néraminidaz ile tedavi edilen membranlardaki dugtk
translokasyon orani bu hipotezi desteklemistir. Ancak elektron mikroskobisi
ile membranlarda ciddi ytkim goésterilmistir Bu nedenle ndraminidazin
umuldugu kadar thimh bir etki yapip yapmadigi konusundan emin
olunamamaktadir. Her geye ragmen bu bulgularin ¢ok 6nemli oldugu

dugundlmektedir, ¢linki membranda dnemli derecede bir hasar olmasina
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ragmen bakteriyel translokasyonun artmayabilecedi gosterilmigtir. Bu yuzden
stres durumlarinda membranda gdrulen hasarin transiokasyonun asil nedeni
oldugu kesin olarak sdylenemez. Translokasyon spesifik bir olaydir. Hasar
ya ¢ok agdir olup bakteriyel invazyona neden olmall veya ¢ok spesifik olup

bakteriyel adhezyon ve translokasyonla sonuglanmahdir.

Calismamiz in vitro bir model kullanilarak intestinal mukustaki
dedisikliklerin bakteriyel translokasyona etkilerini inceleyen ilk galigmadir.
Ussing sistemi bize tek bir degisken (zerinde galigabilme (bu ¢alismada
mukus sekresyonu) avantajint saglamigtir. Ayrica in vivo modellerde kontrol{i
zor olan fizyolojik dediskenler de bu sistemde 6nemli sorun yaratmaz. Bu
sistemin kullaniimasindaki temel amag, in vivo gartlarin taklit edilmesi degil,
kontrolli bir mikrogevre olarak tantmlanabilen, bazal barsak sartlarinin
kontrol ve monitorize edilebildidi, basit ve tekrarlanabilir bir modelden

yararlanmaktir.

Pilokarpin grubundaki artmig bakteriye! transiokasyon oram igin alternatit
bir agtklama da, pilokarpinin sistemik etkilerine bagli olarak barsak
bariyerinin fonksiyonundaki azalma olabilir. Ancak, mukus miktarinin
azalmas! diginda, pilokarpinle islem gérmis membranlarda elektron
mikroskobisi ile normal yapidan farkli herhangi bir morfolojik degisiklik
gosterilememigti. Buna ek olarak elektrofizyolojik parametrelerde de

canlihgin kaybini digtindirecek bir degisiklik olmamistir.

Noéraminidaz grubu membranlarda elde edilen disik bakteriyel

translokasyon orani, néraminidazin bakteriler (izerine direk olumsuz etkisi
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olarak dusundlebilir Ancak deneyin baginda ve sonunda mukoza
rezervuarindan alinan kiltirlerde, aynen kontrol grubunda oldugu gibi, stabil
bir bakteri Greme edrisinin gdsterilmesi, enzimin bdyle bir inhibe edici etkisi
olmasi olasiligini azaltmaktadir. Yine de néraminidazin bakteri hiicre
duvarindaki reseptérler Gzerinde gosterilemeyen olasi bir etkisi ile Gremenin
degil, adhezyonun Onlenebilecedi seklinde bir agiklama bu galismayla

guratulemez.

Mukusun mukoza bariyerindeki roliiniin dnemi bu ¢aligmayla bir kez daha
vurgul‘anmlstlr. Mukusun miktarinda ve/veya kalitesinde vyapilan
degisikliklerin bakteriyel translokasyonda ilk ve énemli bir basamak olan
mukozadan gegisi arttirabilecedi veya azaltabilecedi kanisina vanimigtir,
Bakteriyel translokasyonun mekanizmalariyla ilgili galigmalarin gelecekte,
gidergk yenileri tamimlanan bakteriyel reseptér bélgeleri (izerinde

yoJuniagmasi beklenmektedir.
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SONUC

Bu ¢aligma ile, cerrahi hastalarda yiksek mortalite nedeni olan sistemik
infeksiyonlarin barsaktan kaynaklanabilecedi yonindeki hipotez, in vitro bir
sistem kullanilarak aragtinimig ve intakt ileum mukozasindan bakteri gegisi,
fizyolojik, mikrobiyolojik ve mikroanatomik ydntemlerle dokiimante edilmistir.
Barsaktan bakteri translokasyonunun ilk basamagi oldugu dasinilen
mukozadan gegis i¢in bakterilerin mukozaya tutunmalari gerektigi ve
intestinal mukusun bu tutunma iglemini engelleyerek translokasyonu azalttigi
ortaya koyulmustur. Mukusun miktar ve kalitesinde yapilan degisikliklerin
translokasyonu farkli gekilde etkilemesi, bakterilerin. mukoza ve mukusa
tutunmalan igin reseptdr bolgelerine gereksinim duyduklan yénindeki

hipotezi desteklemigtir.

Yenidogan cerrahi hastalarinda barsak bariyerinin heniiz matiritesini
tamamlamamis oldugu bilinmektedir. Barsak bariyerinin en énemii
elemanlarin-dan birisi olan mukusun bakteriyel translokasyonda oynadid
rolin dnemi bu galigma ile bir kez daha vurgulanmigtir. Cerrahi sepsis, multipl
organ yetmezligi ve nekrotizan enterokolit gibi mortalitesi yiksek
hastaliklarda infeksiyonun kaynadinin bilinmesi, mekanizmalarinin ortaya
koyulmasi, ve sonugta profilaksi ve tedavinin bunlara gére dizenlenmesi gibi
oénemli noktalarin, konu ile ilgili giderek yogunlasan arastirmalarin ilgi

alanian olmaya devam edecegi dusinuimektedir.
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OzZET

Sepsis, ve multipl organ yetmezlidi gibi agir ve mortalitesi yiksek sistemik
infeksiyonlarin, gastrointestinal sistemdeki normal enterik bakterilerin organiz-
maya yaylimalari ile ortaya ¢ikabilecedi bildirilmistir. Bakteriyel translokasyon
adi verilen bu olayin varhdi gosteriimigse de olugma mekanizmalari hala
bilinmemektedir. Bakteriyel translokasyonda rol oynayan faktdrlerin arag-
tinlmasi amaci ile, bu ¢alismada intestinal bariyerin énemli bir komponenti olan
mukusun translokasyona etkisi arastirtimistir. Sigan ileum mukozasindan
hazirlanan canli intakt membranlar Ussing sistemi adi verilen in vitro sisteme
yerlegtirilerek, mukusun miktar (pilokarpin ile) ve kalitesi (néraminidaz ile)
dedgigiklie udratiimis ve bilinen bir bakterinin (E. coli C-25) membrandan gegigi
incelenmistir. Ug saat boyunca canl kaldi§i, elektrofizyolojik parametrelerle
(potansiyel farki ve rezistans) izienen membranlardaki ve mukusdaki miktar ve
yapt degisiklikleri, dogrudan agirhk 6lcim( yoluyla ve elektron mikroskobik
yontemlerle gosterilmigtir. Mukusun pilokarpin ile azaltimast, bakteriyel
translokasyonu anlamli olarak arttirirken, néraminidaz ile iglem gdéren
membraplarda bakteri gegigi azalmigtir. Néraminidazin enterosit yuzeylerinde
bulunan siyalik asid reseptorlerini yikima ugrattidi bilinmektedir. Bu nedenle,
tutunma iglemi gergeklesemedidi i¢in néraminidaz grubu membranlarda
translokasyon orani dusik olmugtur. Normalde mukusdaki reseptorlere
baglanan bakteriler, pilokarpin grubunda geligen mukus yoklugunda, dogrudan
epitel hlcreleri ile kargilagarak baglanmig ve translokasyon orani artmigtir. Bu
sonuglar mukusun bakteriyel translokasyonda bir anahtar rol oynadidini
gostermig, barsak bariyerinin heniiz maturitesini tamamlamadidi yenidogan
cerrahi hastalarda sistemik infeksiyon nedeni olarak barsaktan bakteri

translokasyonunun g6z 6niinde bulundurulmasinin énemini vurgulamigtir.
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