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OZET

Deneysel Sepsis Gelistirilen Sicanlarda Uzun Donem Probiyotik Bakteri Karisimi
Uygulamasiin Baz1 Sitokin Parametreleri Uzerine Olan Etkilerinin Arastirilmasi

Amac: Probiyotikler, yeterli miktarlarda alindiginda konakta yararli etkiler
saglayan canlt mikroorganizmalar olarak tanimlanir. Baz1 probiyotiklerin sahip oldugu
immiinomodiilator etki bunlardan biridir. Biz bu ¢alismada, probiyotiklerin sepsiste bazi
inflamatuar sitokin diizeyleri lizerindeki etkilerini arastirmayr amagladik.

Materyal ve Metot: Calismamizda Bifidobacterium sp., Lactobacillus sp.,
Leuconostyoc sp., ve Lactococcus sp. cinsleri igerisinde yer alan 12 farkli canlh
probiyotik bakteri iceren karisim kullanildi. Calismada 80 adet disi Wistar albino cinsi
sigan onarlt olmak iizere 8 gruba ayrildi. Grup 1 ve Grup 2 sirastyla kontrol ve sepsis
grubu olarak degerlendirilerek oral probiyotik uygulamasi yapilmadi. Grup 2, 3, 4, 7 ve
8’de yer alan deney hayvanlarinda ¢ekal baglama ve delme yontemi kullanilarak sepsis
gelistirildi. Grup 3 ve 4’de yer alan deney hayvanlarina sepsis oncesi 21 giin siireyle,
Grup 7 ve 8’dekilere ise sepsis sonrasi tek doz olmak kosuluyla sirasiyla 101° ve 10*
cfu/ml dozlarinda hazirlanan karisimdan uygulandi. Grup 5 ve 6 da ise aym1 dozlarda
sepsis olusturulmadan probiyotik uygulamasi yapildi. Islem sonrasinda alman kan
orneklerinde pro-inflamatuar sitokinler olarak IL-18 ve TNF-q, anti-inflamatuar
sitokinler olarak da IL-10 ve TGF-p seviyeleri ELISA yontemiyle dlgiildii.

Bulgular: TNF-a ve IL-1p seviyelerinde sepsis grubunda kontrol grubuna
nazaran ciddi derecede artis ve 21 giin koruyucu tedavi uygulanan gruplarda ise sepsis
grubuna nazaran ciddi derecede azalis tespit edilmistir. Anti-inflamatuar sitokinler olan
IL-10 ve TGF-B seviyeleri detayli sekilde incelendiginde 21 giin koruyucu tedavi
uygulanan gruplarda sitokin seviyeleri kontrol grubu seviyesine erisememis olsa da,
sepsis grubuna nazaran ciddi derecede artis tespit edilmistir. Sepsis isleminin ardindan
uygulanan probiyotik uygulamasi hicbir grupta anlamli bir etki gdstermemistir.

Sonug: Bulgularimiza gore probiyotikler, sepsisin klasik medikal tedavisine ek
olarak destek amacl kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Inflamasyon, sepsis, sitokin, probiyotik.



ABSTRACT

Investigation of the Effect of Long-Term Probiotic Bacteria Mixture Application
on Some Cytokine Parameters in Experimental Sepsis-Developed Rats

Aim: Probiotics are defined as live microorganisms that provide beneficial
effects on the host when applied in adequate amounts. The immunomodulatory effects
of some probiotics are one of these. We aimed to investigate effects of probiotics on
some inflammatory cytokine levels in sepsis.

Material and Method: The mixture including 12 different live probiotic
bacteria contained within Bifidobacterium sp., Lactobacillus sp., Leuconostyoc sp., and
Lactococcus sp. was used in our study. Eighty female Wistar albino rats were divided
into eight groups of ten rats each. Group 1 and 2 were evaluated as control and sepsis
groups, respectively, and no probiotic application was made. Sepsis was developed in
the experimental animals in Groups 2, 3, 4, 7 and 8 using cecal ligation and puncture.
The probiotic mixture was given to rats in groups 3 and 4 for 21 days before sepsis,
groups 7 and 8 a single dose after sepsis at 10*° and 10* doses, respectively. Rats in
groups 5 and 6, the same doses of probiotics was administered without sepsis. IL-1p and
TNF-a as pro-inflammatory cytokines and IL-10 and TGF-p levels as anti-inflammatory
cytokines were measured by ELISA in post-treatment blood samples.

Results: In the group of sepsis in TNF-a and IL-1p levels, there was a serious
increase compared to the control group and in 21 days of protective treatment groups,
there was a serious decrease compared to the sepsis group. When the levels of anti-
inflammatory cytokines IL-10 and TGF- were examined in detail, although the level of
cytokine levels 21 days of protective treatment groups were not reached in control
group, a serious increase was observed compared to the sepsis group. The application of
probiotics following the sepsis procedure did not show any significant effect in any
group.

Conclusion: According to our findings, probiotics can be used for supportive

purposes in addition to classical medical treatment of sepsis.

Key words: cytokine, inflammation, probiotics, sepsis.



SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

a . Alfa

B : Beta

CD14 : Cluster of differentiation 14

CLP : Cekal Baglama ve Delme (Cecal Ligation and Puncture)
CRP : C-reaktif protein,

DNBS : Dinitrobenzen siilfonik asit

ICAM-1 : Intraseliiler adezyon molekiilii

IL : Interldkin

IL-1p : Interldkin-1 beta

IL-1Ra : Interlokin-1 reseptdr antagonisti
IL-10 : Interlokin- 10

KNS : Koagiilaz negatif stafilokoklar

LBP : Lipopolisakkarit baglayan protein
LPS : Lipopolisakkarit

MODS : Multiple Organ Disfonksiyonu Sendromu
MRS : De Man Rogosa Sharpe

NF x-B : Niikleer Faktor- xappa-B

NO - Nitrik oksit

SIRS : Sistemik inflamatuar yanit sendromu
TGF-B : Transforming biiylime faktorii beta
TLR : Toll-like reseptor

TNF-a : Timor nekrozis faktor- alfa

TNF-R : Timor nekrozis faktor reseptorii
VCAM-1 : Vaskdiler hiicre adezyon molekiili
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1. GIRIS

Sepsis ve septik sok bazi mikroorganizmalarin ya da bu mikroorganizmalara ait
toksik {iriinlerin kan dolasimi ile yayilmasi sonucu gelisen ve ¢ok ciddi seyirli olabilen
Klinik bir tablodur. Sepsisin klinik &zellik ve bulgulari konagm immiin sistemi ile
mikroorganizma ve {rilinleri arasindaki miicadelenin bir sonucudur. Sepsis konagin
immiin, inflamatuar ve endokrin sistemlerini uyarir ve bu cevaplarin siddeti klinik seyri
belirler.!

Sepsis patogenezi hakkinda yapilan arastirmalar gostermistir ki; dokularda
meydana gelen infeksiyon ve travmatik hasar immiinolojik mekanizmalar1 aktive eder
ve bazi mediatorler (6zellikle sitokinler) salinarak inflamatuar yanitlar ortaya gikar.
Yakin zamanli ¢alismalarda sepsisin fizyolojisi daha iyi anlagilmis, olayda rol alan
sitokinler ve diger mediatorler ile bunlarin etki mekanizmalarinin tanimlanmasi sonucu
viicutta zincirleme gelisen metabolik ve fizyolojik degisimler biraz daha netlik
kazanmistir. Bu ¢alismalar sonucunda sepsis sendromunun; salinan sitokinlerin biiyiik
oranda sorumlu oldugu bir grup yanitlar dizisi oldugu anlasilmistir.2

Sepsisle ilgili deneysel ¢alismalar biiyiik bir ivme ile devam etmektedir. Konuyla
ilgili hem cesitli ilaglar gelistirilmekte, hem de immunmodiilatér maddelerde tedavi
protokolleri olusturulmaya calisilmaktadir. Bu amaglarla kullanilan ve etkileri
aragtirilan immiinmodiilatdrlerden biri de probiyotik bakterilerdir.?

Insan gastrointestinal sistem florasinda bulunan probiyotikler, bagirsak yiizeyine
yerleserek patojen mikroorganizmalarin tutunmasint engellemekte ve irettikleri
antimikrobiyal maddelerle de bu bakterilerin cogalmalarini kontrol altina almaktadirlar.
Probiyotik olarak 6zellikle Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, Pediococcus,
Leuconostoc ve Enterococcus cinslerine ait tiirler kullanilsa da bunlar disinda Bacillus,

saccharomyces ve Aspergillus tiirleri de probiyotik 6zellik gostermektedir. Probiyotik



bakterilerin tiirleri ve suslar1 arasinda gosterdikleri etki bakimidan anlamh farkliliklar
bulunmaktadir ancak en g¢ok etkiye sahip probiyotik bakterilerin Bifidobacterium ve
Lactobacillus suslarmin yer aldigi gruplar oldugu yapilan bilimsel g¢alismalar ile
gdsterilmistir. 3

Glinlimiizde probiyotikler bircok hastalikta ve patolojik durumda kullanilabilir,
konagin immiin sistemini gliclendirerek yararl etkiler gosterirler. Yapilan invivo ve
invitro ¢aligmalarda probiyotiklerin konak savunma mekanizmalarini harekete gegirerek
immiin cevabi diizenledigi gdsterilmistir. Probiyotiklerin giinliik kullanim alanlarinin
yant sira son yillarda immiin sistem ile iligkili farkli Ozellikleri incelenmeye
baglanmistir. Anti-inflamatuar etkilerinin yani sira anti-oksidan, anti-bakteriyel, anti-
paraziter, anti-fungal, apopitotik, anti-karsinojenik ve buna benzer birgok Onemli
gorevleri oldugu saptanan probiyotiklerin 6zellikle bagirsak dokusu ile ilgili yapilan
deneysel modellemelerdeki (kolit, enterit ve inflamatuar sendrom gibi) immiin etkileri
son yillarda bilim diinyasindaki en popiiler konular arasinda yer almaktadir.3®

Bizim ¢alismamizda da, bir¢ok 6nemli aktiviteye ve koruyucu etkiye sahip
probiyotik bakterilerden bu kapsamda faydalanilmak istenmis; polimikrobiyal sepsise
bagl ortaya ¢ikan inflamasyonda sepsisten once ve sonra probiyotik bakteri aliminin
olumlu etkilerinin aragtirilmasi amaglanmistir. Bagirsak perforasyonu sonucu meydana
gelen ve cerrahi kliniklerde sik¢a karsilasilan intraabdominal sepsis modelini
olusturabilmek i¢in yaygin kabul goren ¢ekal baglama ve delme (CLP) islemi deneysel
yontem ile siganlara uygulanmustir.

Sepsis Oncesi uzun dénem probiyotik kullanimi ve sepsis sonrasi tek ve yiiksek
doz probiyotik uygulamasinin TNF-a, IL-1f, IL-10 ve TGF-§ inflamatuar parametreleri

lizerine olan olumlu ya da olumsuz etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sepsis

2.1.1. Tanmmmlar ve Tarihce

Varliginin  kanitlar1 antik ¢aglara kadar dayanan sepsis, tarihteki ilk
tutanaklardan bu yana insanlarda Olim sebeplerinin basinda gelmektedir. Sepsis,
Yunanca  “ciirime, kokusma” anlamia gelen “sepo” kokiinden gelir ve eski
zamanlardan beri bakterilerin varliginda organik maddelerin, bitkilerin ve hayvanlarin
ciiriimesi anlaminda kullanilmistir.®

Kaynaklara gore sepsis terimi ilk kez giintimiizden 2700 yil 6nce, Homeric’in
siirlerinde goriilmektedir. MO. 400 yillarinda yasamis biiyiik filozof ve hekim olan
Hippocrates, Corpus Hippocraticum adli kitabinda sepsis teriminden bahsetmis ve
sepsisi viicudun tehlikeli ve korkutucu bicimde biyolojik ¢okiisii olarak tanimlamustir.®’
Yunan asilli hekim ve filozof olan Galen (MS. 129-199) sepsis teorisi hakkindaki
caligsmalari ile taninan tarihi bir sahsiyettir. Hieronymus ve Anthony van Leeuwenhoek
(1632-1723) ise mikroorganizmalarin birgok hastaligin nedeni oldugunu savunarak
germ teorisinin gelismesine imkan vermistir. Ignaz Semmelweiss 19.yy’da sadece el
yikama ile puerperal sepsis oranmi %3’iin altina indirmistir.5% Sepsis ve infeksiyon
hastaliklarinin tedavisinde ajanlarin kullanimi da yine ¢ok eski ¢aglardan Hippocrates’e
kadar dayanmaktadir. Hippocrates tedavide miir, sarap ve inorganik tuz kullanmistir.
Cinliler 2500 yi1l 6ncesine kadar ¢iban ve karbonkiil tedavisinde soya fasulyesi siitii
kullanmiglardir. Joseph Lister (1827-1912) agik yarasi olan hastalarda derideki
catlaklardan giren infeksiydz ajanin sepsis olusturdugunu diisiinmiistiir. Bu déonemlerde
Lister karbolik asitle yaralarin sarilmasini denemis, sepsis gelisimi ve 6liim oranlarini

diistirmiistiir.*°



Bu goriislerden asirlar sonra giiniimiizde sepsis, mikroorganizma ile viicudun
bagisiklik, inflamasyon ve koagiilasyon sistemlerinin etkilesimi sonucu olusan ve
sistemik inflamatuar yanittan organ yetmezliklerine kadar ilerleyebilen ciddi bir klinik
tablo olarak karsimiza ¢ikmaktadir.!t1?

Sepsis, yogun bakim {initeleri basta olmak {izere tiim servislerde yiiksek
mortalite ve morbiditeyle seyreden, bu nedenle acil ve agresif tedavi gerektiren bir
durumdur. Tim diinyayla birlikte iilkemizde de son 10 yilda goriilme insidansi
neredeyse iki katina ¢ikmis ve ayn1 zamanda ciddi mali kayiplara yol agmustir.™®

Sepsis ve tedavisinde yasanan giicliikklerden birisi de konuyla ilgili kavram ve
terminoloji karigikligidir. 19901 yillardan giiniimiize kadar tekrarlayan toplantilar
sonucu sepsis ile ilgili tamimlar, terminoloji ve ¢alismalar ayn1 ¢ati altinda toplanmaya
ve netlestirilmeye ¢alisilmistir. Konuyla ilgili 1991, 2001, 2012 ve son olarak 2016'da
yapilan uluslararasi konferanslarda belirli tanimlar ve tedaviyle ilgili kilavuzlar
olusturulmus ve klinisyenlerin ayn1 dili konusmalarina zemin hazirlanmistir.*

Ik konsensus 1991 yilinda American Collage of Chest Physicians (ACCP) ve
Society of Critical Care Medicine (SCCM)'in konuyla ilgili belli standartlar gelistirmek
adina bir araya gelmesiyle yapilmistir. Bu toplant1 1992 yilinda tekrarlanarak septisemi,
sepsis sendromu ve refrakter sok tanimlari sonlandirilarak; infeksiyon, bakteriyemi,
sistemik inflamatuar yanit sendromu, sepsis, septik sok ve ¢oklu organ disfonksiyon
sendromuna yonelik evrensel tanimlamalar gelistirilmistir. Sistemik inflamatuar yanit
sendromu (SIRS) teriminin tip literatiiriine girisi bu toplantiyla olmustur.t>1°

2001 yilinda ise SCCM, ACCP, American Thoracic Society (ATS), European
Society of Intensive Care Medicine (ESICM) ve Surgical Infection Society (SIS)

topluluklarimi bir araya gelmesi ile Sepsis-2 konsensus paneli yapilmis ve sepsis, agir

sepsis ve septik sok tamimlari ayni kalmak suretiyle, sepsis belirti ve bulgular



genigletilmigtir. Ayrica sepsis tani kriterleri arasina C-reaktif protein (CRP),
prokalsitonin, laktik asit, kreatinin, bilirubin gibi biyokimyasal Ol¢iitlerdeki artisin da
dahil edilmesi Onerilmistir. 2012 toplantis1 sonucunda ise 2001 konferansinda kabul
edilen kriterler lizerinde ufak degisiklikler yapilmistir. Bu toplantilarda belirlenen
tamimlar sdyledir;1®Y

Infeksiyon: Normalde steril olan viicut dokularma patojen veya potansiyel
patojen mikroorganizmalarin yerlesmesi ile olusan patolojik olaylardir.

Bakteriyemi: Kan dolasiminda canli bakteri bulunmasidir. Mikroorganizmanin
varlig kiiltiirle gosterilebilir.

Sistemik inflamatuar yamt sendromu (SIRS): Infeksiyona bagl olsun olmasin
cesitli klinik durumlara karsi viicutta sistemik inflamatuar yanitinin tetiklenmesi
olayidir. SIRS infeksiyon disinda cerrahi, travma, hematom, yanik, otoimmiin
bozukluklar, malignite, tromboz, pankreatit, tiroid krizi, adrenal yetmezlik gibi birgok
klinik tabloda goriilebilmektedir. SIRS tanis1 koyulabilmesi i¢in hastada asagidaki
parametrelerden iki tanesinin bulunmas: yeterlidir.!81°

e Kalp atim hiz1 > 90/dk

e Viicut1sis1>38 'C veya< 36 C

e Solunum sayis1 > 20/dk veya PaCO2 < 32 mmHg olmas1

e Lokosit sayis1 >12000 /uL veya <4000 /uL ya da %10°dan fazla immatiir
notrofil graniilositlerin dolasimda var olmasi

Sepsis: SIRS tablosuna ait bulgulardan iki veya daha fazlasinin bulunmasi ile
birlikte kanitlanmig veya muhtemel infeksiyon varligi olarak tanimlanir. Sistemik
inflamasyon bulgular1 dogrudan infeksiyona bagli ise bu terim kullanilmalidir. 2012°de

yayinlanan sepsis tanimlamasinda bir dizi tani kriteri belirlenmis olmakla birlikte bu



kriterlerin hicbiri sepsis tanisi i¢in spesifik degildir.’® Kanitlanmis ya da siipheli

infeksiyon durumunda asagidaki tanisal kriterlere ( Tablo 2.1) bakilir:

Tablo 2.1. Sepsis i¢in kabul edilen tanisal kriterler

Genel degiskenler

Ates > 38.3 °C veya Hipotermi < 36 °C

Kalp atim hizi normal degere gore > 90/dk ya da yasa gore normal degerin 2 Standart
Sapma (SS) yukarisi

Takipne > 30/ dk
Mental durumda bozukluk

Belirgin 6dem ya da pozitif sivi dengesi (24 saat boyunca >20 mL/kg)
Hiperglisemi (diyabet yoklugunda plazma glukozu >140 mg/dL ya da 7.7 mmol/L)

Inflamatuvar degiskenler

Lokositoz (Lokosit sayis1 >12.000 /uL)

Lokopeni (Lokosit sayist <4000 /uL)

Normal 16kosit sayis1 ve immatur formlarin %10°dan fazla olmasi
Plazma C-reaktif protein degerinde artis (normal degerin 2 SS tizerinde)
Plazma prokalsitoninin normal degerin 2 standart sapma iizerinde olmasi

Hemodinamik degiskenler

Arteriyal hipotansiyon (eriskinde sistolik kan basinc1 <90 mmHg, ortalama arteriyal
basing <70 mmHg, veya sistolik kan basincinda >40 mmHg azalma veya normal yas
degerine gore iki SS daha diislik olmasi)

Organ disfonksiyon degiskenleri

Arteriyel hipoksemi (Parsiyel arteriyel oksijen basinci (PO2)/ inspire edilen oksijen
bolimii (FiO2 ); PaO2/FiO2 <300)

Akut oligiiri (uygun sivi resusitasyonuna ragmen en az 2 saat boyunca idrar ¢ikisi
<0.5 ml/kg/saat)

Kreatinin artist1 (> 0.5 mg/dl ya da 44.2 umol/l)

Koagiilasyon anormallikleri (INR (uluslararasi normal oran) >1.5 ya da aPTT (aktive
parsiyel tromboplastin zamani1) >60 saniye)

Ileus (bagirsak hareketlerinin azalmasi veya durmasi)

Trombositopeni (trombosit sayist <100.000 /ul)

Hiperbilirubinemi (total bilirubin >4 mg/dL ya da 70 umol/l)

Doku perfiizyon degiskenleri
Hiperlaktatemi ( >1 mmol/l)
Azalmis kapiller dolgunluk ya da deride beneklenme




Agir sepsis: Sepsis ile birlikte bir veya daha fazla organ veya sistemde
fonksiyon bozuklugu bulunmasidir. infeksiyonla beraber asagidaki bulgularin olmasi
agir sepsis distlindiiriir:

e Sepsis indiiklemesine bagli hipotansiyon

e Normal degerlerin {izerinde laktat

e Idrar ¢ikisinin 2 saatten daha fazla bir siire icin 0.5 ml/kg/saat’in altinda olmasi

e Kreatinin diizeyi > 2.0 mg/dl (176.8 umol/1)

e Ure diizeyi > 50 mg/dl

o Infeksiyon kaynagi olarak pnomoni yoklugunda PaO/FiO; < 250 ile akut
akciger hasari

e Infeksiyon kaynagi olarak pnémoni varliginda PaO2/FiO, < 200 ile akut akciger
hasar1

e Bilirubin diizeyi > 2 mg/dl (34.2 umol/I)

e Platelet sayis1 < 100.000 pl

e Koagiilopati (INR>1.5)

Septik sok: Sepsiste yeterli sivi resusitasyonuna ragmen, hipotansiyon ile
birlikte oligiiri, laktik asidoz, akut mental degisiklik gibi perfiizyon bozuklugu
belirtilerinin ve organ disfonksiyonu bulgulariin devam etmesi durumudur. Bir diger
deyisle yeterli s1vi replasmanina ragmen agir sepsis durumunun devam etmesidir.

Multiple Organ Disfonksiyon Sendromu (MODS): Sepsis ve septik sok
bulgular1 olan hastada organ fonksiyonlarinin bozuldugu ve homeostazisin
stirdiiriilemedigi durumdur.

ESICM ve SCCM tarafindan 2016 yilinda diizenlenen Sepsis-3 isimli toplantida

tanimlamalar yeniden gdzden gecirilmis ve bu toplantilar sonucunda sepsisin tanimi



“infeksiyona karst disregilile konak yanitina bagli organ disfonksiyonu” seklinde
degistirilmistir.1*

Sepsis olgulariin tanist i¢in yeni kriterlerde “kanitlanmis infeksiyonun yaninda
yasami tehdit eden organ yetmezligi” kriter olarak belirtilmektedir. Bu organ islev
bozuklugu “Sepsis-Related Organ Failure Assessment” (SOFA) skorunda 2 puan ve
tizerinde artis olmasi ile karakterizedir.

Siddetli sepsis tanimlamasi ve SIRS kriterlerinin kullanilmasi giiniimiizde terk
edilmistir. Septik sok taniminda ise Onceleri sepsis ile birlikte sivi resusitasyonuna
direncli  hipotansiyon kriteri aranmaktayken yeni kriterlerde “yeterli sivi
resusitasyonuna karsin ortalama arteriyel basing degerinin 65 mmHg ve {izerinde
tutulabilmesi i¢in vazopressor gerekliligi ve serum laktat diizeyinin 2 mmol/l {izerinde
olmas1” olarak tanimlanmustir.** Toplantilarda yapilan tanim degisiklikler Tablo 2.2 'de
Ozetlenmistir.

Tablo 2.2. Toplantilara gore tanimlar ve degisiklikler

TANIM YORUM

Sepsis-1, 1991

. SIRS noninfeksiyoz nedenli de olabilir. Ciddi
Sepsis Infeksiyonla birlikte SIRS enfeksiyonu olan tiim hastalarda organ islev
bozuklugu olmamasina ragmen SIRS olmasidir.

Sepsisin, sepsis- siddetli sepsis -septik sok

o . evrelerinin hepsinde enfeksiyon goriilmesi gibi
Ciddi sepsis Akut organ yetmezligi ile birlikte sepsis goriilmesi yanlis bir izlenim vardir. SIRS ile birlikte organ
yetmezligi goriilmesidir.

Metabolik kompanente (laktat) bakilmaksizin

Septik sok S1vi resiisitasyonundan sonra kalici hipotansiyon ile sepsis P
puk s viTesu yonu et up Y pst kan basincinin disiik olmasidir.

Sepsis ile iliskili bulgu ve belirtilerin listesi

Sepsis-2, 2001 Degisiklik yok genisletildi.

Sepsis-3, 2016

Konagn infektif ajana uygunsuz yamitiyla iligkili olarak hayati tehtid Enfeksiyonun organ yetmezligine neden olmast

Sepsis edici orean vetmezlii olmasidir durumudur. Uygunsuz konak yanitinin
gany & : tetiklenmesi sart degildir.
Yeterli hacimde s1vi1 resiisitasyonuna ragmen ortalama arter Hem dolagim, hem de metabolik anormallikler
. basincinin 65 mm Hg'nin iizerinde tutabilinmesi i¢in vasopresor g0z Oniine almarak 'Agir sepsis' terimi yenilendi.
Septik sok e P i . f . D
gerekliliginin olmasi ve serum laktat diizeyinin 2 mmol/L'nin Yeni sepsis-3 kriterlerinin klinik sonuglari
izerinde olmast durumudur. gelistirdigi dogrulanmalidir.




2.1.2. Skorlama Sistemleri

Skorlama sistemleri; 1970'lerden bu yana iizerinde ¢alisilan, amag¢ olarak
hastaligin ciddiyetini ve organ islev bozuklugunun derecesini belirlemek, hastaliktan
iyilesmeyi tahmin etmek, uygulanan tedavileri degerlendirmek, hastalar1 belirli
standartlara gore degerlendirmek ve yogun bakim {initeleri basta olmak iizere servislerin
performansini karsilastirmak i¢in yaygin olarak kullanilan sistemlerdir. Bu sistemlerde
hastaya 6zel giinliik dl¢iimlerden saglanan veriler kullanilmaktadir.?°

Yatis esnasinda ¢ogu hastanin tanisi belirlenememis olabildiginden, taniya
dayali skorlama sistemlerinin uygulanabilmesi pek miimkiin degildir. Bu sebeple
fizyolojiye dayali skorlama sistemleri kullanilmaktadir. Baz1 fizyolojik Ol¢iimlerin ve
verilerin kullanildigi bu skorlar, hastaligin gidisati ve mortalite riski ile paralellik
gosterir.213

Fizyolojik Olciimlerdeki degisikliklere bagli olarak hastaligin ciddiyetini
tanimlayan; Akut Fizyoloji ve Kronik Saglik Degerlendirmesi (Acute Physiology and
Chronic Health Evaluation; APACHE), Basitlestirilmis Akut Fizyoloji Skoru
(Simplified Acute Physiology Score; SAPS), Coklu Organ Yetmezligi Skoru (Multiple
Organ Dysfunction Score; MODS), Mortalite Tahmin Modeli (Mortality Prediction
Model; MPM), Lojistik Organ Disfonksiyon Skoru (Logistic Organ Dysfunction Score;
LODS), Ardisik Organ Yetmezligi Degerlendirme Skoru (Sepsis Related Organ Failure
Assessment Score; SOFA) ve yine giiniimiizde diger skorlardan daha basarili ve kolay
uygulanabilir oldugu belirtilen Hizli Ardisik Organ Yetmezligi Degerlendirme Skoru
(Quick- Sepsis Related Organ Failure Assessment; gqSOFA) sepsisin skorlama

sistemlerindendir.1421-23



2.1.3. Epidemiyoloji ve insidans

Tiim diinyada yiiksek 6liim oranlari ile seyreden sepsis yiiksek tedavi maliyeti ile
de her zaman ciddi bir saglik problemi olmustur. Klinik bulgularin sebebi altta yatan
baska hastaliklar olabileceginden ve olusan tablodan en az sepsis kadar bu hastaliklar da
sorumlu olabileceginden sepsis epidemiyolojisiyle ilgili veriler sinirlidir.?*

Sepsis insidansi bolgelere gore farklilik gdstermekle birlikte, gelismis tilkelerde
insidans yiiksek olmasina ragmen mortalite oranlari nispeten daha diisiiktiir. Son on
yilda sepsis insidansi artarak devam etmektedir. Yapilan arastirmalarda sepsise bagli
mortalite oranlar1 Amerika'da %28.3, Avrupa'da ise %41 bulunmustur. Avusturalya ve
Yeni Zelanda'da yapilan ¢ok merkezli bagka bir ¢aligmada mortalite oranlar1 %18-20
olarak bildirilmistir.1"24-2

Uluslararas1 ¢ok merkezli retrospektif bir calismada 1995 ve 2015 yillar
arasinda sepsis i¢in her 100.000°de 437 kisi/yil, agir sepsis i¢in ise her 100.000°de 270
kisi/y1l oraninda kiiresel insidans belirlenmistir. Fakat bu veriler sadece gelismis
iilkelerin verilerini yansitmaktadir.?’

Arastirmalar  gOstermistir  ki; 1k ve cinsiyet farkliliklari da sepsis
epidemiyolojisinde énemli rol oynamaktadir. Ornegin afroamerikan erkeklerde sepsis
insidans1 daha yiiksektir. Ayn1 zamanda erkeklerdeki risk (%59.6) kadinlardaki riskden
(%58.8) daha yiiksek bulunmustur.?® Bunun sebebi HIV ( Human Indeficiency Virus)
infeksiyonu, KOAH (Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi), kronik alkolizm gibi
durumlarin erkeklerde daha sik goriilmesidir. Yine artan respiratuvar sendromlar
sebebiyle kis aylarindaki sepsis insidansi daha yiiksektir. Nozokomiyal infeksiyonlarin
daha siklikla gériildiigii yogun bakim birimlerinde sepsis daha sik goriiliir.28-%
Ulkemizde sepsis epidemiyoloji ve insidansiyla ilgili gercegi yansitacak

caligmalar sinirhidir. En biiylik kapsamli ¢alisma 1983-1989 yillar1 arasindaki olgularin
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degerlendirildigi Hacettepe Universitesi tarafindan yapilan bir ¢alismadir. Bu ¢alismada

yedi yillik donemdeki bakteriyemi etkenleri degerlendirilmis ve sonucunda insidans

4.2/1000 ve mortalite %45 olarak bulunmustur.®!

ABD’deki oranlar iilkemiz niifusuna uyarlanirsa, tahmini olarak yilda 100.000

civarinda sepsis goriilmesi beklenebilir.®?

2.1.4. Risk Faktorleri

Sepsis i¢in risk faktorlerinin bilinmesi 6nlenebilmesi acisindan oldukg¢a 6nem

tasir. Hastaya ait ve tedaviye ait bazi risk faktorleri soyledir: 3

Altta yatan malignite varlig

Yas (Yenidogan, >65 yas)

Primer hastalik (Siroz, Diyabet, KOAH, Konjestif Kalp Yetmezligi, Kronik
Bobrek Yetmezligi)

Konak savunma mekanizmalarinin zayiflamasi1 (Notropeni, disproteinemiler,
malignite, kortikosteroid kullanimi1 ve diger immiinosupressif tedaviler)

Genis travma ve yaniklar

Lokalize infeksiyonlar

Lohusalik, septik abortus

Yakin gegmiste uygun olmayan antibiyotik tedavisi

Yogun bakim iinitesinde yatig

Invaziv cerrahi girisimler

Parenteral mayi veya kan/kan tiriinlerinin fazla miktarda verilmesi

2.1.5.Etiyoloji

Teorik olarak tiim mikroorganizmalar sistemik infeksiyon yanitini baslatarak

sepsis olusturabilirler. Sepsis etiyolojisinde en sik bakteriler, sonra mantarlar, viruslar

ve parazitler etken olarak yer almaktadir. 1960-1980 yillar1 arasinda gram negatif
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bakteriler agirlikli rol oynarken, 1980'lerin ortalarinda gram pozitif bakterilere bagl
sepsis sikliginda artislar olmus ve gram negatif kaynakli sepsis ile ayni oranlara
ulasmistir. 343 izole edilen mikroorganizmalar kurumdan kuruma degisse de, sepsis
nedeni olarak karsimiza en sik ¢ikan mikroorganizmalar; Staphylococcus aureus,
koagiilaz negatif stafilokoklar (KNS), enterokoklar, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, diger Enterobacteriaceae iiyeleri ve Candida
tiirleri olarak bildirilmektedir.3"%8

En sik iriner sistem, solunum sistemi enfeksiyonlari, deri enfeksiyonlar1 ve
damar ici kateterler 6nemli sepsis kaynaklaridir. Intraabdominal enfeksiyonlar ise
gastrointestinal sistemin herhangi bir yerindeki perforasyon nedeniyle olusan, genellikle
polimikrobiyal ve ozellikle yogun bakim iinitelerinde siklikla agir sepsise neden
olabilen enfeksiyonlardir.®® Intraabdominal infeksiyonlarda hem aerobik hemde
anerobik bakteriler ortamda bulunmaktadir. Bu infeksiyonlarda 6zellikle aerob
bakteriler ortamda oksidasyon-rediiksiyon potansiyellerini azaltip ancorob bakteriler
icin daha uygun ortam olusmasina yol agarken, anaerob bakteriler ise kisa zincirli yag
asitleri iireterek notrofillerin fonksiyonlarini bozarlar. Intraabdominal sepsiste birgok
akut fizyolojik olaydan gram negatif bakteriler sorumlu iken, anaerob bakteriler ise
ozellikle abse olusumundan sorumludur.3”* Mortalite oranlar1 oldukga yiiksek olan

intraabdominal sepsis olgularinda sik karsilasilan etkenler Tablo 2.3' te belirtilmistir;

Tablo 2.3. intraabdominal infeksiyonlarda siklikla karsilasilan bakteriler

Fakiiltatif Gram (-) Basil Zorunlu Anaeroblar Fakiiltatif Gram (+) Koklar
Escherichia coli Bacteriodes fragilis Enterococcus sp.

Klebsiella sp. Bacteriodes sp. Staphylococcus sp.

Proteus sp. Fusobacterium sp. Streptococcus sp.
Enterobakter sp. Clostridium sp.

Morganella morganii Peptococcus sp.

Diger Enterik Gram (-) Basiller  Lactobacillus sp.

Aerobik Gram (-) Basiller Peptostreptococcus sp.

Pseudomonas aeruginosa
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2.1.6. Sepsis Patofizyolojisi

Sepsis ¢ok sayida faktor arasindaki etkilesim sonucu ortaya ¢ikan ve hala
patofizyolojisi tam olarak agiklanamamis ¢ok karmasik bir tablodur. Hastanin immiin
sistemi ile infeksiyona sebep olan mikroorganizma arasindaki iliski ise bu tablonun
temelini olusturur. Normal sartlar altinda patojen mikroorganizmaya karsi doku
biitiinliglinii koruyan konak, immiin cevabin herhangi bir nedenle bozulmasi sonucu
patojene karsi vermesi gerekenden daha hafif bir yanit verirse sepsis gelisip hasta
kaybedilebilir. Hastanin immiin sistemi diizgiin ve dengeli bir yanit ortaya koyarsa
kompansatuar anti-inflamatuar yanit gelisip iyilesme saglanabilir. Ya da immiin
sistemin abartili bir inflamatuar yanit olusturmasi sonucu daha agir tablolar olusarak
hasta kaybedilebilir.24°

Literatiirde bu konak yanitinin genetik polimorfizmden etkilendigini 6ne siiren
caligmalar mevcuttur. Bazi hastalarin belli bir patojenle sepsise yakalanirken
digerlerinin neden yakalanmadig1 bu sayede agiklanabilmektedir.*!

Immiin sisteme bakildiginda, mikroorganizmalar dogal bariyeri gectikten sonra
noétrofil, monosit, dendritik hiicreler gibi bagisiklik sistemine ait hiicrelerle karsilasirlar.
Bu hiicreler iizerindeki reseptor ve bazi molekiiler yapilar mikroorganizmalarin bazi
antijenik yapilarini ve toksinlerini taniyarak inflamasyonu aktive ederler ve bu sistemin
aktive olmasiyla pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar mediatorler salinmaya bagslar. Pro-
inflamatuar sistemin ilk salinan mediatorleri IL-1B, TNF-o ve IL-6'dir. Anti-inflamatuar
sistemin en belirgin mediatorleri ise IL-4, IL-10 ve PAF’tir. Salinan mediatorler
inflamasyon mekanizmasinda rol oynayan kompleman sistemi, koagiilasyon sistemi,
fibrinolitik sistemler ile bazi hormon sistemlerinin aktivasyonuna yol agar ve kompleks
bir reaksiyon geligir. Sepsis erken doneminde proinflamatuar siire¢ ve ge¢ donemlerde

ise anti-inflamatuar siire¢ aktive olur. Sepsis patofizyolojisinde; patojen
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mikroorganizmalar ve inflamatuar yanita bagli sistemik inflamasyon, bozulmus

koagiilasyon ve bozulmus fibrinoliz yer almaktadir. Sonug olarak ise homeostaz bozulur

ve daha ge¢ fazda organ yetmezlikleri ortaya ¢ikar.

2,40,42

Mikroorganizmalara ait bazi antijenik yapilar1 ve toksinler inflamasyonu

baslatabilir. Mikrobiyal patojenler icinde gram negatif hiicre duvari komponentleri

(LPS, Lipid A) sepsisi tetikleyen molekiillerin basinda gelmektedir. Bunun disinda

bakterilere ait por olusturan toksinler, peptidoglikanlar, lipoteikoik asit, gram

pozitiflerin siiperantijenleri, lipopeptitler, flagellin, mantarlarin hiicre duvari antijenleri,

viral ve paraziter antijenler, enzimler ve diger ekzotoksinler de sepsis dongiisiinii

baslatabilen diger 6nemli hiicresel yap1 ve toksinlerdir (Tablo 2.4

).42,43

Tablo 2.4. Sepsis patogenezinde rol oynayan bakteriyel yapilar

Bakteriyel yapi

Endotoksin (LPS, lipid A)

Peptidoglikan
Lipoteikoik asit

Ekzotoksinler

Stiperantijenler

Enzimler

Kaynak

Biitlin Gram negatif
bakteriler

Biitiin Gram pozitif
bakteriler

S. aureus
Streptococcus pyogenes
E. coli

Aeromonas sp.

S. aureus
S. pyogenes

S. pyogenes
Clostridium perfringens

Ornek

E. coli sepsisi
Meningokoksemi

a- hemolizin
Streptolizin - O
E. coli hemolizini
Aerolizin

Toksik sok sendromu
toksini-1

Enterotoksin A-F
Pirojenik ekzotoksin A+C,
Streptokokal pirojenik
ekzotoksin

1L-1p konvertaz
Fosfolipaz C
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Dolagimda bulunan LPS’lerin sepsis ile ilgili siireci baglatabilmesi i¢in konak
hiicrede LPS-baglayan protein (LBP) ve CD14 (cluster of differentiation 14) opsonik
reseptoriin - bulunmas1 gerekir. CD14 bulundugu yere gore mCDI14 (hiicre
membraninda) veya sCD14 (dolasimda) olmak {izere ikiye ayrilir. LPS-LBP kompleksi;
dolagimdaki monosit, makrofaj ve notrofiler iizerinde bulunan CD14 reseptoriine
baglanir.! Hiicre yiizeyinde CD14 reseptdrii tasimayan dendritik hiicreler, fibroblastlar,
diiz kas hiicreleri ise sSCD14 ile etkilesime girerek LPS ile uyarilir. CD14’lin kesfi ile
konagin LPS’ye olan yaniti daha iyi anlasilmis olsa da mCD14’iin hiicre igine bir
uzanimi olmamasindan dolayr LPS-LBP kompleksinin hiicreleri hangi yolla aktive
ettigini tam olarak acgiklamak miimkiin olmamistir. “Toll-like” reseptorler (TLR)’in
kesfi ile bu belirsizlik ortadan kalkmis ve mekanizma netlik kazanmistir. Makrofaj
yiizeyinde bulunan CDI14 vasitasiyla bir dizi transformasyon genini uyarabilen bir
reseptor ailesinin tiyesi olan TLR uyarilir. Yapilan son ¢alismalarda, memeli hiicresinde
en az 13 adet TLR bulundugu, ekstraselliiler, transmembran6z ve intrasitoplazmik
olmak iizere li¢ kisimdan olustugu tespit edilmistir. TLR-4 ilk tanimlanan ve LPS
baglayan reseptordiir. TLR-2 ise Gram pozitif bakterilerin peptidoglikanin1 baglayan
reseptordiir.*

TLR, sitokin ve diger mediatorlerin sentezine ve salinimina onciiliik eden sinyal
yollarin1 indiiklemektedir. TLR'lerin aktivasyonu TNF-a ve IL-12 gibi Onemli
inflamatuar mediatorlerin = salinimmi  saglamakla birlikte, mikrobiyal o6ldiirme
mekanizmalarinin arttiritlmasina da sebep olmaktadir. Diger yandan da karacigerde akut
faz proteinlerinin sentezi artar. Boylece kompleman ve koagulasyon sistemleri aktive
olur. TLR'ler ayrica Niikleer Faktor (NF) xappa-B’yi indiikleyen 1x-B kinaz enzimini
de aktive etmektedir. NF-xB inflamatuar mediatorlerin gen ekspresyonunda gerekli olan

redoks duyarli bir transkripsiyon faktoriidiir. Boylece sitokin sentezi i¢in kopyalama
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baslamis olmaktadir. Sonu¢ olarak monositlerden TNFa, IL-1, IL-6, IL-12, IL-8 ve
trombositleri aktive eden PAF acgiga ¢ikmaktadir. IL-1 ve IL-6, T hiicrelerinin
aktivasyonu saglayarak, y-interferon, IL-2, IL-4, graniilosit monosit koloni stimulan
faktorlerin (GM-CSF) salgilanmasini uyarir, 14446

Bunlara ek olarak kemokinler (intraseliiler adezyon molekiili-1 [ICAM-1],
vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1 [VCAM-1], makrofaj inflamatuar protein-1o [MIP-
la]) ve nitrik oksit (NO) gibi mediyatorler de sepsis inflamatuar yanitinda rol
almaktadir. Salinan mediatorler lokal infeksiyonun yenilmesinde yararli olurken, biiyiik
miktarlarda sentezlenerek dolagima karigmalart durumunda yaygin endotel hiicre hasari
na sebep olurlar. Endotelin zedelenmesi ise hemodinamik degisiklikler ve organ
yetersizligi ile sonuglanir.*’

Sepsis patogenezindeki mediyatorler arasinda en Onemlisi TNF-o’dir.
Dolagimdaki endotoksin diizeyleri ne kadar fazla ise TNF-o diizeyleri de o kadar
fazladir ve klinik sonu¢ da o kadar kotidiir. TNF-a, 16kosit ylizeyindeki adezyon
molekiillerini aktive ederek notrofillerin endotel hiicrelerine yapismasina sebep olur.
Aktive olmus noétrofillerin degraniilasyonu sonucu, proteazlar ve toksik oksijen
radikalleri agi1ga cikarak endotel hiicresinin zedelenmesini kolaylastirir.*> TNF-a; ates,
16kositoz, tasikardi, hipotansiyon, kapiller sizinti, miyokard depresyonu, oligiirik bobrek

yetmezligi, renal kortikal nekroz, asidoz ve yaygin damar i¢i koagiilasyon olusumunda

rol alir.*?*8 Sepsiste rol alan mediatdrler Tablo 2.5°de gosterilmistir.
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Tablo 2.5. Sepsiste rol oynayan temel mediatorler

.. Pro-inflamatuar Diizenleyici  Anti-inflamatuar
Konak hiicre . e . e . e
mediatorler mediatorler mediatorler
TNF-a, IL-1, IL-8, IFN- v, IL-6 IL-1Ra
Monosit/makrofaj doku faktori, prostonoidler, IL-1é STNFr
l6kotrienler, PAF, NO TGF-B
. Integrin ekspresyonu, BPI, defensinler,
Notrofiller siiperoksit, TNF-o., IL-1 asikloksiasilhidrolaz
Lenfositler IFN- y, TNF-o IL-12 IL-4, 1L-10,
slL-2r
Selektin, VCAM, ICAM,
Endotel hiicresi NO,
doku faktori
Trombositler Serotonin, prostonoidler PDGF
Koagiilasyon kaskadi
Plazma . 2
komponentleri kompleman aktivasyonu, CRP, LBP
bradikinin

TNF: tiimor nekroz faktori, IL: interlokin, INF: interferon, PAF: trombosit aktive eden faktor, NO:
nitrik oksit, IL-1Ra: interlokin-1 reseptor antagonisti, STNFr: solubl TNF reseptor, TGF-b: transforming
biiytime faktorii, BPI: bakteriyel/permeabilite arttiran protein, sIL-2r: solubl IL-2 resept6r, PDGF:
trombositten agiga ¢ikan biiylime faktorii, VCAM: damar hiicre adezyon molekiilii, ICAM: hiicre i¢i
adezyon molekiilii, NO: nitrik oksit, CRP: C-reaktif protein, LBP: lipopolisakkarit baglayici protein.

2.2. Sitokinler ve inflamasyondaki Rolleri

Sitokinler; peptid ya da glikoprotein yapida, agirliklart 20-40 kilodalton arasinda
degisen nispeten kiiciik molekiillerdir. Kanda erken donemde tespit edilebilmelerine
ragmen yarilanma Omiirlerinin 12-24 saat gibi kisa olmasi klinik kullanimlarini sinirlar.
Yapisal olarak hormona benzemekle birlikte hormon olarak kabul edilmezler,
depolanmazlar, sistemik veya lokal etki gosterirler. Bagisik yanit basta olmak iizere
bircok biyolojik olayda rol oynarlar. En 6nemli goérevlerinden biri immiin yaniti

diizenlemeleridir. immiin yanit1 siddetlendirebilir veya azaltabilirler. Sitokinler genel
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olarak inflamasyon, metabolizma, hiicre biiylimesi ve farklilasmasi, fibrinojenezis ve
homeostaz olaylarinda merkezi rol oynarlar. Dogal bagisiklikta sitokinler; monontikleer
fagositer hiicreler ve dogal oldiiriicii hiicreler tarafindan, kazanilmis bagisiklikta ise
genellikle T hiicreleri tarafindan iiretilirler. 4°

Sitokin adi altinda interlokinler, monokinler, lenfokinler, biiylime faktorleri,
interferonlar ve kemokinlerden olusan ¢esitli gruplar bulunmaktadir. Sitokinler ¢ok
genis bir yelpazedeki hiicre tipleri tarafindan iretilirler. Bu yilizden salgilandiklar
hiicrelere gore degisik isimler alirlar. Aktif T Lenfositler tarafindan iiretilen sitokinlere
lenfokin, monosit ve makrofajlar gibi mononiikleer fagositler tarafindan {iretilen
sitokinlere ise monokin adi verilmektedir. Ozellikle 16kosit gdciinden sorumlu kiigiik
sitokinler ise kemokin olarak adlandirilirlar. Koloni Uyarici Faktorler (Colony
Stimulating Factors; CSF) adi verilen ve kemik iligindeki olgun olmayan 16kositlerin
bliylime ve farklilasmasini uyaran diger bazi sitokinler ise hem lenfositler hem de
mononiikleer fagositler tarafindan yapilir. Sitokinler her ne kadar iiretildikleri yere gore
isimlendirilseler de glinlimiizde genel olarak sitokin adiyla anilmaktadirlar. Bu hiicreler
disinda alveoler epitel hiicreleri, mast hiicreleri, dogal 6ldiiriicii hiicreler (NK hiicreleri),
B-hiicreleri, eozinofiller, bazofiller, fibroblastlar gibi diger hiicreler tarafindan da
uretilebilirler.  Giiniimiizde 100’tin  lizerinde sitokinin varligi  bilinmektedir.

Rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak pek ¢ok sitokin iiretilebilmektedir. 9%

Sitokinler baslica su ana gruplara ayrilmaktadir: 4%

1) Biiyiime faktérleri (Epidermal biiyiime faktorii, EGF; Insiilin benzeri biiyiime
faktorii-1, IGF-1; Insiilin benzeri biiyiime faktorii-2, IGF-2; Platelet orjinli biiyiime
faktorii, PDGF; Asidik fibroblast biiylime faktorii, aFGF; Bazik fibroblast biiyiime
faktori, bFGF; Noron biiyiime faktorii, NGF; Norolokin; Amfiregulin; Hepatosit

biiyltime faktorii, HGF vb.)
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2) Lenfokinler (Interlokin, IL-1a; IL-1B; IL-2; 1L-3; IL-4; IL-5; IL-6; IL-7; IL-8; IL-9;
IL-10; IL-11; IL-12; IL-13; 1L-14; 1L-15; 1L-17; 1L-18; 1L-22; 1L-33 vb.)

3) Koloni sitimiile eden faktorler (Graniilosit/makrofaj koloni sitimiile eden faktdr,
GM-CSF; Graniilosit-CSF; Multi-CSF; Eritropoietin, Losemi inhibitor faktor)

4) Transforme edici biiyiime faktorleri (TGF-a; TGF-p)

5) Tiimor nekroz faktorleri (TNF-a; TNF-)

6) Interferonlar (IFN-a; IFN-B; IFN-y).

Sitokinler etki mekanizmalarna goére ise pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar
olmak ftizere iki gruba ayrilirlar. Bunlardan pro-inflamatuar sitokinler inflamasyonu
uyarirken, anti-inflamatuar sitokinler inflamasyonu engeller ve iyilesmeyi arttirir.*%>?

Immiin cevabin baslamasi ve siirdiiriilmesi icin gerekli olan pro-inflamatuar
sitokinler inflamasyonun baslangicinda salinirlar. Immiin cevapta rol oynayan temel
pro-inflamatuar sitokinlerin en 6nemlileri TNF-a, IL-1B, IL-6 ve IL-8'dir. Bunlardan
TNF-o ve IL-1p ilk salgilanan sitokinlerdir ve immiin hiicrelerin gé¢ ve aktivasyonunu
destekleyen diger sitokinlerin salgilanmasim saglamaktadirlar. Ikincil veya bunlara
yardimer sitokinler ise IL-6 ve IL-8 dir. Anti-inflamatuar sitokinler ise inflamasyonun
daha sonraki evrelerinde salinarak inflamatuar cevabin kontrolii ve down regiilasyonunu
duzenlerler. Anti-inflamatuar sitokinlerin en onemlileri ise IL-4, IL-10, I1L-11, IL-13,
TGF-p'dir. Bazi sitokinler ise hem pro-inflamatuar hem anti-inflamatuar etki
gosterebilirler.(Tablo 2.6)%2

Organizma, mediatorleri serbestlestiren mekanizmay1 kontrol altinda tutabilir ve
inhibe edecek maddeleri iiretebilir, fakat olay kontrol altina almmamazsa ve sitokin
cevabr dengelenmezse endotel yapisi bozulur ve asir1 gegirgen hale gelir, boylece

mediatorler sistemik dolasima katilip ulagtiklar: kapillerlerde yeni inflamatuar olaylara
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sebep olurlar. Bu reaksiyonlarin sonucu olarak inflamasyon ve sepsis klinik tablosu
ortaya ¢ikar.>

Tablo 2.6. inflamatuar 6zelliklerine gore bazi sitokinlerin smiflandirilmasi

Pro-inflamatuar Anti-inflamatuar Cift Etki
TNF- a IL-4 IL-6
TNF- B IL-10 TNF- B
IL-1 IL-11

IL-2 IL-13

IL-8 TGF-B

IL-12

IL-15

IL-17

IL-18

INF- vy

2.2.1. Calismada incelenen Inflamatuar Sitokinlerin Ozellikleri

2.2.1.1. TNF-a

Nonglikolize bir transmembran proteini olan TNF'nin monosit ve makrofajlardan
salinan TNF-a (kasektin) ve aktive T lenfositlerden salinan TNF-f (lenfotoksin) olmak
tizere iki formu vardir. Her iki TNF molekiili de genellikle pro-inflamatuar islev
gosterirler. Pro-inflamatuar sitokinler icerisinde en erken salinan mediat6ér olan TNF-a
sepsisin patogenezinde en giiclii ve en sorumlu sitokin olma 6zelligi tagr. >*

TNF-a'nin TNF-RI (P55) ve TNF-RII (P75) isimli iki adet reseptorii vardir. Bu
iki reseptOr yapisal olarak benzer fakat fonksiyonel olarak farkli 6zellik gosterip TNF-
a’nin biyolojik etkilerini diizenler. Bu iki reseptdr bir¢cok hiicre ilizerinde beraber
bulunmasina ragmen, yapilan ¢alismalarda TNF-a'nin biyolojik olarak etkin bir sinyal
olusturabilmesi i¢in TNF-RI iizerinde etki gdstermesi gerektigi bildirilmistir.>*

TNF-o'nin yarilanma 6mrii 15-18 dakika olarak belirtilmistir, bu yiizden 4 saat
icerisinde plazma diizeyleri diismeye baslar, fakat bu kisa siire icinde bircok

hemodinamik ve metabolik degisiklige yol acar, aym1 zamanda diger sitokinlerin
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salmimini uyarir. TNF-o'nin biyolojik 6zellikleri IL-1 ile benzerlik gdsterir. infeksiyon
bolgesine notrofil ve monosit goglinli saglamak temel fonksiyonudur. Kemik iliginden
notrofillerin - salinimint  saglamakta, endotel hiicrelerinde adezyon molekiillerinin
ekspresyonunu arttirarak, notrofil migrasyonunu baslatmaktadir. Ayrica siiperoksit
tiretimini ve lizozim salimimini yonetmektedir. Akut faz reaktan proteinlerinin sentezini
artirmak, koagiilasyon ve kompleman sistemini aktive etmek biyolojik etkileridir.>®
TNF-a, IL-1 basta olmak lizere diger sitokinlerin salinimini uyarir, dokunun
hemorajik nekrozunu ve protein yikimini indiikler. Akcigerde permeabilite artisina ve
akciger Odemine neden olur. Kaseksiden sorumlu esas sitokindir.®® Sistemik
inflamasyona katilan akut faz reaksiyonunu stimiile eden TNF-oa'nin ayrica apopitotik
hiicre 6liimiinti indiikledigi ve timor olusumu ve viral replikasyonu inhibe ettigi

gdsterilmistir, 4852

22.1.2.1L-1

Biyolojik etkileri bakiminda TNF-a'ya benzeyen IL-1'in endojen pirojen olarak
tanimlanmasi ilk olarak 19401 yillarda olmustur. Cok kii¢lik dozlarda bile atese neden
oldugu belirlenen bu molekiiliin daha sonralar1 lenfositleri aktive edici bir faktor oldugu
anlasilmis ve bu molekiile interlokin denmesi kabul gérmiistiir.>®

IL-1'in birbirinden %30 oraninda farklilik gosteren iki ayri formu vardir. Bunlar
iki ayr1 gen iiriiniidiir ve IL-1a ve IL-1B olarak adlandirilirlar. ki molekiiliin biyolojik
etkileri benzerdir. Sinyal iletimi ve etkilerini IL-1Rtipl ve IL-1Rtip2 olarak
tanimlanmus iki farkli reseptor araciligiyla gosterirler. Bazi hiicrelerde ise ekstra bir gen
bolgesi IL-1RA (interlokin 1 reseptdr antogonisti) olarak adlandirilan iigiincii bir
proteini kodlar. Bu protein inaktif olmasina ragmen IL-1 reseptorlerine baglanmak icin

diger iki molekiille yarisir ve inhibitor etkisi gosterir.>’

21



IL-1 sentezi monositler ve makrofajlar basta olmak iizere B ve T lenfositler,
dogal dldiiriicii hiicreler, notrofiller, endotel hiicreleri, fibroblastlar ve keratinositler gibi
bircok hiicre tarafindan yapilmaktadir. Hiicre hasari, aktive kompleman pargalari,
bakteri membran {rlinleri, immiin kompleksler, diger sitokinlerin varhigi gibi
uyaranlarla salinimlari tetiklenir. IL-1a sadece aktive edici bir uyaran sonrasi dendritik
hiicrelerden ~ salindigindan  serumda  saptanmasi1  zorken, IL-1p  kolaylikla
saptanabilmektedir.>8>°

Yapilar1 ve reseptorleri farkli olmasina ragmen ayni transkripsiyon faktorlerini
aktive etmelerinden dolay1 IL-1B, TNF-a ile benzer sekilde ve sinerjistik etki gosterir.
Tek farklar1 IL-1B'nin TNF-a 'nin aksine apopitozu dnleyici etki gostermesidir.%®°

IL-1B'nin biyolojik etkileri arasinda sinirli inflamasyon, monontikleer hiicrelerde
ve endotel hiicrelerinde pihtilagsma sistemlerini aktive etmesi, yiizey molekiillerini
arttirarak 16kositlerin yapismasina aracilik etmesi, kemokin sentezini arttirma (6zellikle
IL-6) ve lokositleri aktive etmesi sonucu hipotansiyon ve lokosit igsgaline sebep oldugu
belirlenmistir. Bu etkilerle birlikte viicut sicakliginda artis, akut faz reaktanlar
sentezinde artis ve TNF-a ile birlikte kasekside artisa yol actigir gosterilmistir. Sepsisli
hastalarin ¢cogunda IL-1B'nin 6nemli 6lciide arttig1 ve sepsisin siddeti ile dogru orantili
oldugu belirlenmistir. Sepsisin 6nemli bir belirteci olmasina ragmen yarilanma 6mriiniin
cok kisa olmasindan dolayr (8 dakika) tanisal etkinligi TNF-o ve IL-6 ya gore daha

diisiiktiir.5°6*

2.2.1.3. 1L-10 ve TGF-p

IL-10 ve TGF-B sepsis sirasinda asir1 pro-inflamatuar yanitin 6nlenmesinde rol
oynayan iKi kilit anti-inflamatuar sitokindir.5>%’

IL-10 monosit, makrofaj, dogal dldiiriicii hiicreler, T ve B lenfositler gibi farkli

hiicreler tarafindan {iretilir ve agir1 bagisik yanitlar1 kisitlar. Ozellikle TNF-a, IL-1, I1L-6,
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IFN-y ve IL-12 gibi sitokinlerin salinimin1 kisitladigi bilinmektedir. Ayrica B lenfositler
icin biiyiime ve farklilagma faktoriidiir. IL-10 seviyelerinin TNF-a ile birlikte artmasi
ise sepsiste kotiiye gidisle iliskilendirilmistir ve septik sokun belirteci olarak
gdsterilmistir.2>

TGF-p ise temelde hiicre proliferasyonu (boliinmesi), hiicre farklilagmasi,
adezyon, morfogenez gibi hiicresel olaylarin kontroliinde rol oynar. I1L-10 ile benzer
sekilde TNF-a ve IL-1 gibi pro-inflamatuar sitokinlerin salinimini baskilar. Bilinen en
gliclii immiinsiipresif molekiillerden biridir. TGF-Bf immiin sistemin Thi ve Th, gibi

efektor T hiicrelerini ayrica sitotoksik T hiicrelerini baskilayarak, T regiilator hiicreleri

ise aktive ederek asir1 inflamatuar yanitlar1 baskilamaktadir.5?

2.3. Probiyotikler

Son ylizyilda, saglikli bir yasam siirdirme ve hastaliklara karst korunmada
bagirsak florasinin yeri ve dnemi daha iyi anlagilmistir ve giintimiizde mikrofloranin
desteklenmesi gerektigi goriisii tim diinyada yaygin kabul gérmektedir. Bu goriisiin
temeli; 1908l yillarda Bulgar koyliilerin uzun ve saglikli yasamasinin sirrin1 fermente
siit irlinleri tiiketmelerine bagli oldugunu sdyleyen Metchnikoff'a kadar dayanir.
Metchnikoff ~ bu iiriinlerde bulunan c¢ubuk seklindeki bakterilerin kolondaki
popiilasyonu olumlu etkiledigini belirterek o yillarda probiyotik kavramina farkindalik
kazandirmistir. 53-8

Probiyotik kelimesi bugiin kullanildig1 anlamiyla ilk kez 1974 yilinda Parker
tarafindan kullanilmistir.%* 1994 yilinda Briiksel'de diizenlenen probiyotik konulu
uzmanlar toplantisinda ise probiyotik "sagliga koruyucu etki gdsteren, sindirim,

solunum ve iireme sistemleri lizerine olumlu etkileri olan, canli, bir ya da birka¢ belli

mikroorganizma tarafindan olusturulmus kiiltiirler” olarak tanimlanmistir.%®

23



Kelime anlami olarak "yasamsal, canli i¢in" anlamina gelen probiyotik,
giiniimiizde Diinya Saghk Orgiitii ve Birlesmis Milletler Yiyecek ve Tarmm Orgiitii
heyeti tarafindan yapilan tanimlamayla "yeterli ve uygun oranlarda alindiklarinda insan
sagligina yararli etki saglayan canli mikroorganizma igerikleri" seklinde
tanimlanmaktadir. ~ Probiyotik ~ mikroorganizmalarin =~ ¢ogunlugunu  bakteriler
olusturmakla birlikte, baz1 kiifler ve mayalar da bu grupta yer almaktadir,3636°

Probiyotik mikroorganizmalarin bir¢ogu intestinal flora elemani olup; yaslhlik,
hastalik, ila¢ kullanimi gibi durumlarda miktarlar1 azalabilir. Ya da florada etkin
olabilecek seviyenin altinda yani daha az miktarlarda bulunabilirler. Florada var olsa
dahi probiyotik bakterilerin olumlu etkilerinin gozlenebilmesi i¢in kesin olmamakla
birlikte gidalarla 10°%-10® kob/g arasindaki miktarlarda alinmasi gerektigi, ancak bu
miktarlarda kalin bagirsaga ulasarak etkinliklerini gosterdikleri tespit edilmistir. Bu
yiizden gida iireticileri probiyotik iiriinlerde 10° kob/g’in iizerindeki degerleri
hedeflemektedir. lerleyen yillarda yapilacak calismalar 1s18inda, kullanilan
mikroorganizmalara, probiyotik iiriinden beklenen etkiye ve iiriiniin bilesimine gore bu
limitlerin degisebilecegi ongoriilmektedir.®®

Probiyotikler sindirim sisteminde tutunarak aktive gostermelerine ragmen yavas
cogalirlar ve uzun siire kolonize olamazlar. Bu siirecte metabolik olarak aktif
durumdadirlar, ama olumlu etkilerinin goriilebilmesi igin siire degismekle birlikte
kullanimlarina belli araliklarla uzun siire devam edilmelidir.®’

Gilinlimiizde, probiyotikler, prebiyotikler ve fonksiyonel gidalara olan ilgi stirekli
artmaktadir. Probiyotiklerin immiin sisteme olan etkileri ise giliniimiizde en popiiler
konular arasindadir. Ozellikle probiyotiklerin insan sagligma faydalari ve
immiinmodiilasyona  yonelik bilimsel c¢aligmalara her gegen giin  yenisi

eklenmektedir.58:69
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2.3.1. Probiyotik Olarak Kullanilan Mikroorganizmalar ve Ozellikleri

Probiyotik bakteriler mide asidine diger bakterilere gore daha dayanikli, safra
tuzlarmma ve lizozim enzimine daha direngli bakterilerdir. Lactobacillus tiirleri,
genellikle ince bagirsakta fazla sayida bulunurken, Bifidobacterium’lar kalin bagirsakta
sayica fazladir. Probiyotik bakteriler glikozun yikimi sonucu iirettikleri asetik asit,
laktik asit, bakteriyosin gibi antimikrobiyal maddelerle bagirsaklarda istenmeyen
mikroorganizmalarin ¢ogalmasini kontrol eder ve intestinal floranin dengesini saglarlar.
Gram (+) bakteriler, bakteriyosinlere daha duyarlidir. Saglikli kisilerin bagirsak
florasinda probiyotik bakterilerin sayisi zaman igerisinde sabitlenir fakat; fazla
antibiyotik kullanmimi, stres, yorgunluk, uygun olmayan beslenme, fazla alkol alimi,
cesitli hastaliklar ve bagirsak ameliyatlar1 gibi durumlar, bu bakterilerin azalmasina
neden olmaktadir. Probiyotik bakterilerin 6nemli Ozelliklerinden biri de, bagirsak
duvarina tutunabilme yetenekleridir. Bu tutunma olay1 biyolojik etki gosterebilmeleri
icin mutlaka olmasi gereken bir 6zelliktir. Probiyotik bakteriler, bagirsak duvarina
tutunarak patojen mikroorganizmalarin tutunmasini engellerler. Ayrica sindirim
sirasinda bagirsak hareketlerinden ¢ok fazla etkilenmeden hizla iireyerek orjinal
populasyonda azalmayi Onlerler. Konak intestinal florasin1 diizenleyerek, mukozal ve
sistemik bagisiklig1 giiclendiren, sagliga yararli etkiler saglayan probiyotiklerin en
onemli ve en yaygin grubunu laktik asit bakterileri olusturmaktadir (Lactobacillus sp.,
Pediococcus  sp., Streptococcus sp., Leuconostoc sp., Lactococcus sp.,
Propionibacterium sp.). Yogurt yapiminda kullanilan Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus ve Streptococcus thermophilus disindaki biitiin laktik asit bakterileri
bagirsak florasi elemanlaridir. Bifidobacterium tiirleri ise (6zellikle Bifidobacterium
bifidus, Bifidobacterium longum ve Bifidobacterium breve) laktik asit bakterileriyle

birlikte en yaygin olarak kullanilan probiyotik bakterilerdir.%870-71
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Bu iki grup disinda diger bazi bakteri cinsleri ile kiif ve maya tiirlerinin de
probiyotik karaktere sahip olabilecegi yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir. Tropikal bir
meyvenin kabugundan izole edilen Saccharomyces boulardii’nin probiyotik

ozelliklerine sahip oldugunun kesfedilmesi buna bir ornektir.”® Probiyotik olarak

kullamlan mikroorganizmalarm listesi Tablo 2.7'de gdsterilmigtir.%® 7071
Tablo 2.7. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar

L. bulgaricus L. cellebiosus

L. delbrueckii L. lactis

L. acidophilus L. reuteri
Lactobacillus sp. L. brevis L. casel

L. curvatus L. fermentum

L. plantarum L. johsonli

L. rhamnosus L. helveticus

L. salivarius L. gasseri

B. adolescentis B. bifidum
Bifidobacterium sp. B. infantis B. breve

B. thermophilum B. longum

B. subtilis B. pumilus
Bacillus sp. B. licheniformis B. lentus

B. cereus B. coagulans

. P. cerevisiae P. acidilactici

Pediococcus sp.

P. pentosaceus

S. cremoris S. thermophilus
Streptococcus sp. S. intermedius S. lactis

S. diacetilactis

. B. capillus, B. suis

Bacteriodes sp. B. ruminicola, B. amylophilus
Propionibacterium sp. P. shermanii, P. freudenreichii
Leuconostoc sp. L. mesenteroides

Kiifler Aspergillus niger, Aspergillus oryzae
Saccharomyces cerevisiae  Saccharomyces boulardii
Candida torulopsis

Mayalar

Bir mikroorganizmanin probiyotik olarak kullanilabilmesi i¢in deneysel ve klinik
caligmalarla probiyotik 6zelliklerinin ~ belirlenmesi  gerekir, bu yiizden her
mikroorganizma probiyotik olarak kullanilamaz. Probiyotik olarak kullanilacak

mikroorganizmalarin belli kriterlere sahip olmasi beklenir. Insan orjinli olma,
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nonpatojenik ve nontoksijenik olma, intestinal mukozaya adezyon, adaptasyon ve iyi
kolonize olabilme, patojen mikroorganizmalara karsi antogonist etki, antimikrobiyal
madde iiretme ve antibiyotiklere direngli olma, immiin sistemi stimiile etme ve immiin
cevabi diizenleme, kullanim ve saklama sirasinda 6zelliklerini koruyabilme ve konak

sagligina olumlu etki yapma bu kriterlerin baslicalaridir.’?"

2.3.2. Probiyotiklerin Etki Mekanizmasi

Probiyotikler konak i¢in yararl etkilerini; patojen mikroorganizmalarin sayilarini
azaltmak, mikrobiyal metabolizmay1 (enzimatik aktiviteyi) degistirmek ve bagisiklik
sistemini iyilestirmek-diizenlemek olarak belirlenmis 3 mekanizma iizerinden
gosterirler.”3 >

Son yillarda probiyotik bakteriler ve bu bakterilerin insan ve diger canlilar
tizerindeki yararli etkilerinin arastirildig: caligmalar hiz kazanmistir. Yapilan ¢aligmalar
neticesinde de probiyotiklerin dogrudan ya da dolayh olarak saglik {izerindeki olumlu
etkilerinin sayis1 her gecen giin artmakta ve klinikte kullanim alanlarina bir yenisi
eklenmektedir. Probiyotik ad1 altinda sayica fazla ve etkileri birbirinden farkl birgok tiir
yer aldigindan hangi patojenlere ya da hastaliklara karsi hangi probiyotiklerin etkili
oldugunu belirlemek adina daha fazla ¢alismanin yapilmasi gerekmektedir. Neredeyse
calisilan her etki suslara 6zel oldugundan herhangi bir tiir i¢in tiim suslar1 sindirim
sisteminde kolonize olur ve probiyotik etki gosterir demek miimkiin degildir.”®

Probiyotiklerin deneysel veriler 1s18inda kanitlanmis saglik tizerindeki yararl etkileri ve

muhtemel etki mekanizmalar1 sunlardir (Tablo2.8, Tablo 2.9);3-567.73-77
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Tablo 2.8. Probiyotiklerin yararli etkileri ve muhtemel etki mekanizmalar1

Probiyotiklerin
saghk iizerine
yararh etkileri

Probiyotiklerin etki mekanizmalari

Organik asitler (laktik asit, asetik asit vd.) ve

Urogenital antimikrobiyal bilesikler (H2O, bakteriyosin vb.)
enfeksiyonlar1 ireterek patojen bakterilerinin gelisimini engellemek
onleme Uriner ve vajinal bolge hiicrelerine baglanmak
Koagregasyon yetenegine sahip olmak
Besinler ve reseptdrler agisindan patojen bakteriler ile
rekabet etmek
Bagirsak sisteminde patojenler i¢in uygun olmayan
Patojen kosull'flrl sz_lglamak (pH, kisa zincirli yag asitleri ve
bakterilere karsi bakt.er.lyc.)'smler Vb'). . . .
direnc C?Slﬂl ylizey proteinleri ile patojenleri mukozal
yiizeyden uzaklastirmak
Mukus tiretimini artirmak
Antitoksin maddeler iiretmek
Bagirsak florasi iizerinde yararli etki saglamak
Bagirsak florasinin kompozisyonunu degistirmek
Bagirsak Mukozal ve sistemik immiin aktiviteyi artirmak
sisteminin Epitel hiicrelerinin yagsam siirelerini artirmak
diizenlenmesi  Bariyer biitiinliiglini saglamak
Bagirsak bakterilerinin asir1 cogalmasini engellemek
Konagin immiin yanitin1 diizenlemek
Sekretuvar IgA salinimini artirmak
B lenfosit yapimini artirmak
Fagositik etkinligi artirmak
Bagisikhik Apopitoz sayisini artirmak
sisteminin Dendritik hiicre fonksiyonunu modiile etmek
diizenlenmesi  IL-10, TGF-p ve PGE2 ekspresyon ve salinimini

arttirmak

TNF-a , IL-1 ve INF—y ekspresyonunu azaltmak
Regiilator T hiicrelerini aktive etmek

Natural killer hiicre aktivitesini arttirmak
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Antikanserojenik
etkide bulunmasi

Kolonda fizikokimyasal sartlarin degistirilmesini saglamak
(zararl1 bakterilerin gelisimini engellemek, fekal safra asidi
seviyesini azaltmak ve kolonik kriptlerde ¢ogalmay1 azaltmak)
Mutajenleri baglamak ve mutajenik bilesiklerin emilimini
azaltmak

Anti-kanserojenik ya da Anti-mutajenik bilesikler iiretmek.
Timor olusumunu ve gelisimini kontrol eden apopitozun
uyarilmasini saglamak

Bagirsak bakterilerinin olusturdugu mutajen ve kanserojen
etkiye sahip (B-glukuronidaz, nitrorediiktaz vb.) fekal
mikrobiyal enzimlerin inhibisyonunu saglamak

Baz alerjik
hastaliklarin
kontrolii

Peptitlere karsi duyarlilig1 azaltmak
Antijenik etkiye sahip maddelerin dolagim sistemine gecisini
engellemek

Bazi solunum

Akcigerlerde fagositik hiicre sayisi ve aktivitesini artirmak

yolu Akcigerlerde dogal 6ldiirticii hiicre aktivasyonunu artirmak
hastaliklarimn  Antijene duyarli olmayan Treg hiicrelerini indiikleyerek alerjik
kontrolii hava yolu enflamasyonunu azaltmak
Rotavirus ve diger viral kaynakli ishallerin tedavisinde dogal
floray1 stabilize etmek
Virusun mukozaya tutunumunu inhibe etmek.
Enfeksiyoz Konagin bagirsak epitelinde miisin kodlayan genlerin
ishallerin etkinligini artirarak mukusun bariyer etkinligini artirmak
. . Bakteri adezyonunu artirarak viral atilimi artirmak
0nlenme_s1_ Y€ Viral atilim siiresini kisaltmak
tedavisi Toll-like reseptorlerini uyararak epitel hiicrelerin onarilmasini
saglamak
Tight junction bolgelerini giiclendirmek ve sitokin salinimi
artirmak
Safra tuzlar varliginda, kolesterolii asimile edebilmek
Kolesteroliin  Kolesterolii hiicre duvarina baglamak ya da hiicre zarinin
asimilasyonu  yapisina katmak

Kolesterolii koprostanol’e doniigtiirmek

Laktoz toleransi
azaltma

Bakteriyel - galaktosidaz enzimi ile laktozun sindirimini
saglamak
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Tablo 2.9. Suslarin deneysel ¢alismalarla kanitlanmig etkileri

Probiyotik tiirii/sus

Etki Mekanizmasi

VSL#3

Bariyer fonksiyonlarini giiglendirir.

Bifidobacterium breve
Bifidobacterium lactis
Lactobacillus casei
Lactobacillus rhamnosus

Antikor tesekkiilii artar.

Hiicre aracilikli (Fagositik aktivite ve natural killer)
aktivite artar.

Dentritik hiicre fenotipi ve fonksiyonu degisir.

Bifidobacterium longum
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus fermentum

Antioksidatif (oksidatif ortamda yasamlari artar),
Linoleik asid peroksidasyonunu inhibe eder, serbest
radikalleri temizlerler.

Escherichia coli Nissle
Lactobacillus casei
shirota

Lactobacillus reuteri

Patojenik suslarin epitel hiicrelerine tutunmasini
onler.

Enterococcus faecium
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus paracasei
Streptococcus bovis

Antimikrobiyal faktor (organik asitler, hidrojen
peroksit, bacteriosin luminal pH’1 diistirtir.)

Bifidobacterium animalis
Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium infantis
Enterococcus faecalis
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus breve
Lactobacillus casei
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus salivarius

Sitokin tesekkiilii (proinflamatuarlarda artis veya
azalma)

Bifidobacterium lactis
Lactobacillus johnsonii
Lactobacillus paracasei

Oral toleransin uyarilmasi ve devamliligi (humoral
ve selliiler yanitlar1 baski altinda tutarlar)

VSL#3: Lactobacillus casei,

Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophillus,

Lactobacillus

delbrueckii subsp. bulgaricus, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium infantis,

Streptococcus salivarius subsp.

thermophilus
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2.3.3. Probiyotik Kullanim ile Ilgili Riskler

Laktik asit bakterilerinin kullaniminin uzun bir ge¢gmisi olmasina ragmen, bazi
diger tiirlerin probiyotik olarak kullanimu ile ilgili bilimsel ¢caligmalar devam etmektedir.
Nadir de olsa literatiirde probiyotik kullanimina bagli infeksiyonlar ve 6zellikle sepsis
olgularia raslanmaktadir.”

Laktik asit bakterilerinin primer safra tuzlarini serbest dekonjuge ve ikincil
dehidroksile safra tuzlarina cevirebilme 0&zelliklerinden dolayr diyare ve bagirsak
lezyonlarina yol agabilecekleri, hatta kanserojen etkiye sebep olabilecekleri
belirtilmistir. Ayrica hemolitik aktivite gosteren tiirlerin anemiye sebep olabilmeleri risk
faktorleri arasindadir.”

Probiyotik bakterilerin bagisiklik sistemini kuvvetlendirirken agir1 T helper-1
yanitina sebep olmalar1 durumunda bagirsakta inflamatuar hastaliklara sebep
olabilmeleri ve bagirsak kanseri riskini artirabilmeleri miimkiin olmaktadir.®

En 6nemli risk faktorlerinden biri de antimikrobiyal diren¢ genlerinin 6zellikle
patojen mikroorganizmalar basta olmak {iizere diger tiirlere aktarilmasidir. Aslinda
bircok laktik asit bakterisi antibiyotiklere intrensek direng gosterir ve bu genlerin
aktarilamayacagi belirtilmektedir. Fakat bazi kiiltiirlerde plazmidlerde kodlanmis ve
diger canlilara aktarilabilir diren¢ genlerine rastlanmistir. Bu 6zellik intrensek olmasi
durumunda istenilen bir 6zellik iken, aktarilabilir olmasi durumunda bir¢ok farkli gida
tiriniinde  kullanilabileceginden direncin yayilmasinda potansiyel kaynak olma

ihtimalini dogurmaktadir. 8
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Tiim Deneysel Basamaklarda Kullanilan Gerecler ve Diger Maddeler

Disi Wistar albino sigan
Tiyopental Sodyum
Operasyon seti

1 mI’lik enjektor

10 mI’lik enjektor

20 ml’lik enjektor

3/0 ipek siitiir

4/0 steril sentetik emilebilir siitiir
EDTA’l1 kan tiipleri
Mikrosantrifiyj tiipleri
Oral gavaj kantilii

MRS Broth

Fosfat Tampon Soliisyonu (PBS)
Probiyotik karigimi

Rat TNF-a ELISA Kit

Rat IL-1p ELISA Kit

Rat IL-10 ELISA Kit

Rat TGF-p ELISA Kit
Mikropipet seti

Vorteks

Rotator

Su banyosu

Steril Laminar Kabin

-80 Sogutucu

-20 Sogutucu

Buzdolab1

Sogutmali Santrifiij
Otomatik ELISA Yikayict
Otomatik ELISA Okuyucu

(80 adet — ATADEM)
(0.59r)
(Wertheim)
(Hayat)

(Hayat)

(Hayat)

(Dogsan)
(Prolene)
(Vacusera)
(Eppendorf)
(Instech)

(Thermo Fisher Scientific)
(Merck)
(Enzibody)
(Cusabio)
(Cusabio)
(Cusabio)
(Elabscience)
(Gilson)

(YYellow line)
(Pelco)

(Niive)

(Niive)

(Niive)

(Ugur)

(Beko)

(Beckman Coulter)
(Biotek)

(Thermo Fisher Scientific)
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Bu tez calismasi, Atatiirk Universitesi Rektorliigiine bagli Tibbi Deneysel
Uygulama ve Arastirma Merkezi (ATADEM)’nin 19.04.2016 tarihli ve Karar no:48
sayili etik onayr alinarak gergeklestirildi. Caligma sirasinda, 1964 Helsinki
Deklerasyonu’ndaki laboratuvar hayvanlarinin bakim ve kullanimina dair kurallar
0zenle uygulandi. Bu tez g¢alismasi asamasinda deney hayvanlarina ait uygulamalar
ATADEM laboratuvarlarinda gergeklestirildi. Deney hayvanlari, tez ¢aligmasi boyunca
sabit oda 1s1s1 ve nem ortaminda, 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik periyotlar halinde,
tabanit odun talasi ile kaplanmis standart kafeslerde, her kafeste 10 hayvan olacak
sekilde yasatildi. Deney siiresince deney hayvanlari standart pellet sigan yemi ve su ile
beslendi.?

Tez calismamizda, 12 haftalik, agirliklari 220-300 gr araliginda degisen
toplamda 80 adet disi Wistar albino cinsi sigan kullanilmigtir. Siganlar rastgele onarli

gruplar halinde 8 gruba ayrildi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Tez galisgmasinda kullanilan deney gruplari ve her gruba ait deney

hayvani sayilari

Grup Ozellik Say1
Grupl  Kontrol grubu 10
Grup2  Sepsis grubu 10
Grup3 21 giin 10 cfu probiyotik uygulanan septik grup 10
Grup4 21 giin 10! cfu probiyotik uygulanan septik grup 10
Grup5 21 giin 10 cfu probiyotik uygulanan saglikli grup 10
Grup6 21 giin 10 cfu probiyotik uygulanan saglikli grup 10
Grup7  Sepsis sonrasi tek doz 10*° cfu probiyotik uygulanan grup 10
Grup 8  Sepsis sonrasi tek doz 10*! cfu probiyotik uygulanan grup 10
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3.2. Probiyotik Karisim

Tez c¢aligmamizda deney hayvanlarma uyguladigimiz probiyotik karigimi,
toplamda 12 farkli canli probiyotik bakterinin 1:1 oraninda bir araya getirilmesi ile
hazirlanmis 6zel bir preparat idi (Enzibody®, Kenz BioTech, USA). Tablo 3.2°de sus
numaralar1 verilen 12 farkli canli probiyotik bakteri (7 tiir Lactobacillus sp., 3 tir
Bifidobacterium sp., 1 tiir Leuconostoc sp. ve 1 tiir Lactococcus sp.) Amerikan Tip
Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC — American Type Culture Collection)’dan temin edildikten
sonra ayr1 ayr1 olarak MRS Broth (Thermo Fisher Scientific, A.B.D.) besiyerinde 1 gece
37°C inkiibasyona birakilarak iretildiler. MRS Broth (De Man Rogosa Sharpe)
besiyerleri 15 dakika 3000 rpm’de santrifiij edilerek iireyen bakteri kolonilere dibe
coktiiriildii ve besiyerinden ayrildi. Siipernatantlar, 3 kez soguk fosfat tamponlu salin
(PBS) ile yikandilar ve pH=7.2 oluncaya kadar PBS iginde bekletildiler. Izole edilen
tiim bakteriler, 1:1 oraninda karistirildilar ve karisimin final konsantrasyonu 1x10* cfu
olarak ayarlandi. Deneyde kullanilan 10 ve 10! cfu/ml yapilan literatiir taramalari
sonucunda karar verilen dozlar olup, final konsantrasyonunun sirastyla 1/100 ve 1/1000
oraninda diliie edilmesi ile elde edilmistir. Hazirlanan probiyotik karisimi, deneylerde
kullanilacagi giine kadar +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.3. Yontem

Grup 1’deki 10 adet deney hayvani “kontrol” grubu olarak degerlendirilerek bu
gruba deney siiresi boyunca herhangi ilag ve cerrahi uygulama yapilmamastir.
Hayvanlar diizenli olarak su ve besin tiiketimi gerceklestirmis ve deney giinii diger
hayvanlar ile beraber 6tenazi edilerek kan 6rnekleri toplanmistir.

Grup 2°deki 10 adet deney hayvani “sepsis” grubu olarak degerlendirilmis ve bu
gruba c¢ekal baglama ve delme (CLP-Cecal Ligation and Puncture) teknigi ile

intraperitoneal deneysel sepsis modellemesi uygulanmistir. Bu gruptaki sicanlar,
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oncelikle eter ile ardindan 25 mg/kg tiyopental sodyum ile anestezi altina alindilar.
Sicanlarin karmn kisimlar: tirag edilip temizlendikten sonra, ventral orta hattan 2 cm’lik
insizyon ac¢ildi. Cekum bulunarak yan duvarindan 3/0 ipek siitiir ile baglama yapildi ve
16’lik gavaj enjektor ucu ile iliogekal valvin hemen altindan ¢ekum 2 kez perfore edildi.
Cekum, peritoneal kavitenin icine tekrar yerlestirildi. Once kaslar, ardindan deri 4/0
steril sentetik ve emilebilir siitiir ile kapatildi. Yara bolgesi diizenli olarak steril %1’lik
lidokaine soliisyonu ile muamele edildi.

Grup 3 ve 4’teki 20 adet deney hayvanina farkli dozlarda (10 ve 10! cfu/ml)
probiyotik karisimi 21 giin boyunca diizenli olarak her hayvana 100 mg/kg olacak
sekilde oral gavaj yoluyla uygulanmistir. 21 giinliik probiyotik uygulamasini takip eden
giin yukarida detayl sekilde anlatilan CLP sepsis modellemesi uygulanarak 20 adet
sican sepsis modeline maruz birakilmistir.

Grup 5 ve Grup 6’daki 20 adet deney hayvanma farkli dozlarda (101° ve 10
cfu/ml) probiyotik karisimi 21 giin boyunca diizenli olarak her hayvana 100 mg/kg
olacak sekilde oral gavaj yoluyla uygulanmistir. Bu gruptaki hayvanlar “probiyotik
uygulamast gergeklestirilen saglikli hayvanlar” olarak degerlendirildiginden, herhangi
bir cerrahi miidahale yapilmadan deney giinli diger hayvanlarla beraber yiliksek doz
anestezi verilerek 6tenazi edilmis ve kan 6rnekleri toplanmistir.

Grup 7 ve 8’deki 20 adet deney hayvanina ise probiyotik karigiminin sepsis
sonrasi etkinliginin olup olmadigin1 saptamak amaciyla, sepsis yapilana kadar herhangi
bir probiyotik uygulamas: yapilmamistir. Bu grupta bulunan hayvanlarda probiyotik
karisiminin  sepsis modellemesinde “survival rate” {izerine olan etkilerinin
saptanabilmesi amaciyla sepsis isleminden 6 saat sonra tek ve yiliksek doz (500 mg/kg)
probiyotik uygulamasi gerceklestirilmistir. Bu gruptaki hayvanlara sepsis islemi

yukarida belirtildigi sekilde uygulanmistir. Sepsis islemlerinin tamamlanmasinin
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ardindan sigcanlar 72 saat boyunca takip edildi. Yetmis iki saat sonunda yiiksek doz
tiyopental sodyum anestezisi ile siganlar 6tenazi edilerek, vena cava inferiordan alinan
kan 6rnekleri EDTA igeren tiiplere konuldu. Tiipler 4000 rpm’de sogutmali santrifiij ile
10 dakika boyunca santrifiij edildi ve serum 6rnekleri mikrosantrifiij tiiplerine alinarak
deneysel calismalarin yapilacagi giine kadar -80°C’de saklandi.

Alinan kan oOrneklerinden, ELISA metodu uygulanarak inflamasyon olayi ile
iligkili bazi immiin parametreler Ol¢iildi. Pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar
sitokinlerden TNF-a, TGF-B, IL-10 ve IL-1p seviyeleri ELISA metodu ile tespit edildi

ve inflamasyon siirecine olan etkileri ortaya konulmaya calisildi.

Tablo 3.2. Calismamizda kullanilan probiyotik karigimi i¢erisinde yer alan bakteriler ve

sus kodlar1

Bakteri Sus
Bifidobacterium infantis ATCC-15697
Bifidobacterium thermophilum ATCC-25867
Bifidobacterium longum ATCC-1570
Lactobacillus acidophilus ATCC-43121
Lactobacillus casei ATCC-393
Lactobacillus paracasei ATCC-25302
Lactobacillus helveticus ATCC-15009
Lactobacillus plantarum ATCC-14917
Lactobacillus bifidus ATCC-11863
Lactobacillus brevis ATCC-14869
Leuconostoc mesenteroides ATCC-8293
Lactococcus lactis ATCC-19435
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Sekil 3.1.Si¢anlara probiyotik bakteri karigiminin oral gavaj yoluyla verilmesi

Sekil 3.2. Sepsis gruplarina uygulanan CLP yontemi
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Sekil 3.3. Otenazi sonras1 tiim gruplarda vena cava inferiordan kan alinmasi

3.4. ELISA Metodunun Uygulanmasi

Deneyin yapilacagi giine kadar -80 °C’de muhafaza edilen serum ornekleri
oncelikle -20 °C, ardindan +4 °C ve son olarak oda 1s1sinda bekletilerek kademeli olarak
calismaya uygun hale getirildi.

e Serum TNF-a diizeyi, Rat TNF-a Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
(ELISA) kiti ile saptandi (birim degeri pg/ml) (Rat TNF-a ELISA Kit, Katalog
Numarasi: CSB-E11987r, Cusabio, A.B.D).

e Serum IL-1p diizeyi; Rat IL-18 ELISA kiti ile saptandi (birim degeri pg/ml) (Rat
IL-1B Immunoassay Kit, Katalog Numarasi: CSB-E08055r, Cusabio, A.B.D).

e Serum IL-10 diizeyi; Rat IL-10 ELISA kiti ile saptand1 (birim degeri pg/ml) (Rat
IL-6 ELISA Kit, Katalog Numarasi: CSB-E04595r, Cusabio, A.B.D).

e Serum TGF-B diizeyi; Rat TGF- ELISA kiti ile saptand1 (birim degeri pg/ml)
(Rat TGF-p ELISA Kit, Katalog Numarasi: E-EL-R0084, Elabscience

Biotechnology Ltd., A.B.D).
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Sekil 3.4. Calismada kullanilan ELISA Kitleri

Tablo 3.3. ELISA kitlerine ait kutu igerikleri

Reaktorler Miktarlar
ELISA plakasi 1 adet (96 kuyucuklu)
Standartlar (Liyofilize formda) 2 adet
Biyotin antikoru (100x konsantrasyonda) 1x120 pul
HRP-avidin (100x konsantrasyonda) 1x120 ul
Biyotin antikor diliienti 1x15ml
HRP-avidin diltienti 1x 15 ml
Ornek diliienti 1 x50 ml
Yikama soliisyonu (25x konsantrasyonda) 1x20ml
TMB substrat 1x 10 mi
Stop soliisyonu 1x 10 ml
Yapiskan strip (96 kuyucuklu plakaya uygun) 4 adet
Calisma prosediirii 1 adet
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Calismaya baslamadan Once Ornekler en az 2 saat oda 1sisinda bekletildi ve
calismaya baslamadan 6nce standartlar ve diger kimyasal ajanlarin hazirliklar1 yapildi.
Deney esnasinda kullanilacak ve kutu igeriginde yer alan (Tablo 3.3) kimyasallarin
hazirlanislart asagida detaylandirilmistir;

e Biyotin antikoru (1x); 100 kat diliie edilmesi gerekmektedir. Bu dilisyonun
yapilmasi i¢in 10 ul Biyotin antikoru ve 990 ul Biyotin antikor diliienti
kullanilmustir.

e HRP-avidin (1x); 100 kat diliie edilmesi gerekmektedir. Bu diliisyonun
yapilmasi igin 10 ul HRP-avidin ve 990 ul HRP-avidin diliienti kullanilmustir.

¢ Yikama Soliisyonu (1x); Yikama soliisyonunun hazirlanmasi i¢in 20 pl Yikama
sollisyonu (25x), 500 ml deiyonize su veya distile su igerisine diliie edilmistir.
Yine calismaya baslamadan hemen once, ¢alismada kullanilacak standartlarin

hazirlanmasi islemleri gerceklestirilmistir. Standart 6rnegin yer aldig tiip, 6000-10.000
rpm’de 30 saniye santrifiij edildikten sonra 1.0 ml Standart diliienti igerisinde
¢Ozdiiriilmiis ve sonugta 400 pg/ml stok soliisyonu elde edilmistir. SO, S1, S2, S3, S4,
S5 ve S6 olarak numaralandirilan standart tiiplerinin her birine 250 pul Ornek diliienti
pipetlendi ve stok sollisyondan 250 pl alinarak 2-kati diliisyon islemi son tiipe gelene
dek gerceklestirildi (Sekil 1). Diliie edilmeyen standart en yiiksek konsantrasyona sahip
standart (400 pg(ml) olurken, sadece 6rnek diliientinin i¢inde yer aldig1 standart (SO) ise

sifir standart olarak adlandirilmaktadir.
250 250pl 250ul 250l 250 250ul

@d\?fﬁ? l%’% gl

Yo

\

\
Tube S7 S6 S5 S4 S3 S2 S1 S0
pg/mi 400 200 100 50 25 125 6.25 0

Sekil 3.5. Calismada kullanilacak standartlarin hazirlanigin1 gosteren sema
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ELISA Prosediirii

Tim oOrnekler, kimyasallar ve standartlar hazirlandiktan sonra, 96 kuyucuklu
mikroplakada yer alan standart ve ornek kuyucuklarina, standart ve ornekler
sirast ile 100 pl olarak pipetlendi.

96 kuyucuklu mikroplakanin {izeri, yapigkan strip ile diizgiin bir sekilde
kaplanarak 2 saat, 37°C’de inkiibasyona birakildi.

Tim kuyucuklarda yer alan standart ve oOrnekler, yikama islemi yapilmadan
pipet yardimi ile uzaklastirildi.

100 ul Biyotin antikoru (1X) tiim kuyucuklara eklendi ve yeni bir yapiskan strip
ile mikroplaka kaplanarak 1 saat, 37°C’de inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyonun ardindan tiim kuyucuklardaki sivi cekilerek 3 kez art arda yikama
islemi gerceklestirildi. Yikama isleminde her kuyucuga 200 pl yikama
soliisyonu pipetlendi ve 2 dakika beklenerek yikama soliisyonu tekrar cekildi.
Bu islem otomatik olarak Biotek Automated ELISA Washer isimli (Biotek,
A.B.D) yikama cihazi ile gergeklestirildi.

Yikama islemini takiben, 100 pl HRP-avidin (1x) tim kuyucuklara eklendi ve
yeni bir yapigkan strip ile mikroplaka kaplanarak 1 saat, 37°C’de inkiibasyona
birakildi.

Bir iist basamakta detaylandirilmis yikama islemi yine otomatik makine
yardimiyla bu kez 5 defa olacak sekilde gergeklestirildi.

Yikama isleminin ardindan, 90 pul TMB substrat tiim kuyucuklara eklendi ve
yeni bir yapiskan strip ile mikroplaka kaplanarak 30 dakika, 37°C’de
inkiibasyona birakildi. Isiga duyarli bir ajan oldugundan dolayr bu islem

esnasinda mikroplaka ve kimyasal 1s1ktan korundu.
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e Inkiibasyonun ardindan, 50 pl Stop soliisyonu tiim kuyucuklara eklendi ve
mikroplaka hafif¢e calkalandi.

e (alisma tamamlandiktan sonra 5 dakika iginde optik yogunluk (OD-Optical
Density) hesaplanmasi i¢in mikroplaka Thermo marka ELISA Reader (Thermo
Fisher Scientific, A.B.D.) kullanilarak 450 nm dalga boyunda okutma islemleri
gerceklestirildi.

e Tiim ELISA kitleri i¢in yukarida detaylandirilan ELISA prosediirii uygulanmis
ve elde edilen veriler ELISA Reader cihazina ait yazilim vasitast ile
kaydedilmistir.

e Sonuglar, absorbans degerleri iizerinden hesaplanan “sinir degeri” (cut-0ff)
dikkate alinarak elde edilmistir.

3.5. Istatistiksel Analizler

Elde edilen wveriler istatistiksel olarak analiz edilerek gruplar arasindaki
farkliliklar ~ tespit  edilmeye ¢alisildi.  Calismadan elde  edilen  verilerin
degerlendirilmesinde, istatistiksel analizlerin yapilabilmesi amaciyla “Statistical
Package for Social Sciences” (SPSS) versiyon 20.0 (SPSS 17.0, IBM, Chicago, IL,
A.B.D) programi kullamldi. Istatistiksel analizlerde Kruskal-Wallis ve one-way
ANOVA testleri kullanildi. Sonuglar, %95’lik giiven araliginda, anlamhilik p<0.05

diizeyinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Pro-inflamatuar Sitokinlerin Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Tez ¢alismamizda pro-inflamatuar sitokinler olarak IL-1p ve TNF-a seviyeleri
incelenmistir. Yapilan calismalar ve detayli analizler sonucunda Sekil 4.1°de goriilen
tiim deney gruplarina ait IL-1P seviyeleri ve Sekil 4.2°de goriilen tiim deney gruplarina

ait TNF-a seviyeleri tespit edilmistir.

IL-1B (pg/ml)
180
d
150 d d
c
120
90 b b
a a
60
30
0 Sepsis Sepsis
. Sepsis+ | Sepsis+ | Saglkli+ | Saglkli +
Kontrol Sepsis sonrast + | sonrasi +
10(10) cfu | 10(11) cfu | 10(10) cfu | 10(11) cfu 10(10) cfu | 10(11) cfu
IL-1-Beta| 62,33 146,33 128,67 77,33 63,00 75,33 145,67 146,67

Sekil 4.1. Tiim deney gruplarma ait Interlokin-1-p seviyeleri

Bir pro-inflamatuar sitokin olan IL-1B seviyeleri deney gruplar1 arasinda bazi
seviyelerde istatistiksel agidan anlamli derecede farkliliklar gdstermistir. Sepsis
modellemesi uygulanan grupta IL-1B seviyesi ciddi derecede artarken (146 pg/ml),
sepsis gelistirilmeden once 21 giin boyunca koruyucu olarak probiyotik uygulamasi
yapilan gruplarda ise anlamli olarak azalmistir (p<0.05). Sepsis modellemesi
yapilmayan sagliklt gruplarda ise uygulanan probiyotik dozuna bagl farkliliklar
gozlemlenmistir. 10 cfu uygulanan saglikli gruptaki IL-1B seviyesi, kontrol grubu ile

karsilagtirildiginda anlamli  farklilik gostermez iken (p>0.05), diger gruplarla
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karsilastirildiginda anlamli derecede farklilik gozlemlenmistir (p<0.05). Bunun yani
sira, yiiksek doz probiyotik uygulanan (10! cfu) gruba ait IL-1p seviyesi ise kontrol
grubu ile karsilastirildiginda anlamli derecede artis gostermistir (p<0.05).

Deney sonuglart incelendiginde, koruyucu nitelikte kullanilan probiyotik
uygulamasi kontrol grubu ve diger gruplar arasinda IL-1 seviyesi yoniinden farkliliklar
gosterirken, Sepsis sonrasi tek doz uygulanan probiyotik karigimi, sepsis islemi ardindan
ciddi derecede yiikselen IL-1p seviyesinde herhangi bir azalmaya sebebiyet vermemistir
ve ortaya istatistiksel agidan anlamli diizeyde bir farklilik c¢ikmamistir (p>0.05).
Herhangi bir deney modeli uygulanmaksizin yalnizca 21 giin boyunca probiyotik

verilen gruplarda ise kontrol grubuna nazaran ciddi bir IL-1 artis ve/veya azalisi tespit

edilmemistir.
TNF-a (pg/ml)
700
f
e ef e
600
500 = d
b
400
300
a
200
100
0 Sepsis Sepsis
. Sepsis + | Sepsis+ | Saglkli+ | Saglikli +
Kontrol Sepsis sonrasi + | sonras 1+
10(10) cfu | 10(11) cfu | 10(10) cfu | 10(11) cfu 10(10) cfu | 10(11) cfu
ETNF-Alfa| 436,33 621,00 588,33 470,00 394,00 221,67 595,33 587,33

Sekil 4.2. Tiim deney gruplarina ait TNF-a seviyeleri

Tez calismamizda degerlendirdigimiz diger bir pro-inflamatuar sitokin olan
TNF-a seviyelerine ait tim veriler Sekil 4.2’de sunulmustur. Sepsis modellemesi

uygulanan grupta TNF-a seviyesi ciddi derecede artarken (621 pg/ml), koruyucu olarak
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probiyotik uygulamasi yapilan gruplarda ise doza bagli olarak anlamli bir sekilde TNF-
a seviyesi gerilemistir (sirasiyla 588 ve 470 pg/ml) (p<0.05). Sepsis modellemesi
yapilmayan sagliklt gruplarda ise uygulanan probiyotik dozuna baglh farkliliklar
gozlemlenmistir. Probiyotik dozuna bagli olarak saglikli gruptaki TNF-o seviyeleri,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda ciddi derecede azaldigi tespit edilmistir (p<0.05).
Deney sonuglart incelendiginde, koruyucu nitelikte kullanilan probiyotik uygulamasi;
kontrol grubu ve diger gruplar arasinda TNF-a seviyesi yoniinden farkliliklar
gosterirken, sepsis isleminin ardindan uygulanan probiyotik uygulamasi herhangi bir
degisiklige sebep olmamistir (p>0.05). IL-1p seviyelerinde oldugu gibi, sepsis sonrasi
tek doz uygulanan probiyotik karisimi, sepsis islemi ardindan ciddi derecede yiikselen
TNF-a seviyesinde herhangi bir azalmaya sebebiyet verememistir ve ortaya istatistiksel
acidan anlaml diizeyde bir farklilik ¢itkmamustir (p>0.05).

Pro-inflamatuar sitokinler olan TNF-a ve IL-1B seviyeleri detayli sekilde
incelendiginde sepsis grubunda kontrol grubuna nazaran ciddi derecede artis ve 21 giin
oral probiyotik uygulanan gruplarda ise sepsis grubuna nazaran ciddi derecede azalma
tespit edilmistir. Bu durum; mevcut probiyotik karistminin inflamasyon siirecinin
baslangicinda ve devaminda onemli rol oynayan pro-inflamatuar sitokinlerin asiri

salinimini baskiladigi seklinde agiklanabilir.

4.2. Anti-inflamatuar Sitokinlerin Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Tez caligmamizda anti-inflamatuar sitokinler olarak 1L-10 ve TGF-B seviyeleri
incelenmistir. Yapilan calismalar ve detayli analizler sonucunda Sekil 4.3’de goriilen
tiim deney gruplarima ait IL-10 seviyeleri ve Sekil 4.4’de goriilen tiim deney gruplarina

ait TGF-p seviyeleri tespit edilmistir.
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IL-10 (pg/ml)

400 d
c c
300
: i
b
200 ab
a
100
0 Sepsis Sepsis
. Sepsis+ | Sepsis+ | Saghkli+ | Saglhkli +
Kontrol Sepsis sonrasi + | sonrasi+
10(10) cfu | 10(11) cfu | 10(10) cfu | 10(11) cfu 10(10) cfu | 10(11) cfu
m|L-10( 323,33 161,00 181,00 199,67 332,33 379,67 128,33 169,67

Sekil 4.3. Tiim deney gruplarina ait IL-10 seviyeleri

Bir anti-inflamatuar sitokin olan IL-10 seviyeleri deney gruplart arasinda bazi
seviyelerde istatistiksel agidan anlamli derecede farkliliklar gdstermistir. Sepsis
modellemesi uygulanan grupta IL-10 seviyesi tiim gruplar arasinda en diisiik seviyede
(161 pg/ml) tespit edilmistir. Ancak; koruyucu olarak probiyotik uygulamasi yapilan
sepsisli siganlarin oldugu gruplarda anlamli olarak IL-10 seviyesi artmistir (p<0.05). Bu
artis istatistiksel acidan anlamli olsa da, kontrol grubuna ait IL-10 seviyeleri diizeyine
erisim gerceklesmemistir. Sepsis modellemesi yapilmayan saglikli gruplarda ise
uygulanan probiyotik dozuna bagl farkliliklar gdzlemlenmistir. 10° cfu uygulanan
saglikli gruptaki IL-10 seviyesi, kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli farklilik
gostermez iken (p>0.05), diger gruplarla karsilastirildiginda anlamli derecede arttig:
gozlemlenmistir (p<0.05). Deney sonuglari incelendiginde, koruyucu nitelikte
kullanilan probiyotik uygulamasi kontrol grubu ve diger gruplar arasinda IL-10 seviyesi
yoniinden farkliliklar gosterirken, sepsis isleminin ardindan uygulanan probiyotik

uygulamasi herhangi bir degisiklige sebep olmamustir.
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TGF-p (pg/ml)
550 e f f
L e
C d b
450 a b
350
250
150
50
-50 Seosi Seosi
Kontrol Sepsis Sepsis + | Sepsis + | Saglhkh + | Saghkl sonerzzller SoneIF;SS|13+
10(10) cfu | 10(11) cfu | 10(10) cfu [ 10(11) cfu 10(10) cfu | 10(11) cfu
uTGF-Beta| 512,33 | 39567 | 414,00 | 456,33 | 47433 | 42833 | 517,33 | 497,67

Sekil 4.4. Tiim deney gruplarina ait TGF-3 seviyeleri

Tez calismamizda kullandigimiz probiyotik karisiminin, bir diger anti-
inflamatuar sitokin olan TGF-f seviyeleri iizerine olan etkilerinin arastirildigi bu
calismada, tiim gruplara ait TGF-B seviyeleri Sekil 4.4’de gosterilmistir. Kontrol
grubuna ait TGF-B seviyesi 512 pg/ml seviyelerinde tespit edilmistir. Buna ilaveten,
sepsis modellemesi yapilan gruba ait TGF- seviyelerinde ciddi derecede azalma (395
pg/ml) ortaya ¢ikmustir (p<0.05). Sepsis’in sebebiyet verdigi inflamasyon siirecinde
anti-inflamatuar sitokinler {izerine etkili olabilecegini diisiindiigiimiiz bu probiyotik
karisimi doza bagli olarak TGF-B seviyelerinde artisa (sirasiyla 414 ve 456 pg/ml)
sebebiyet vermistir (p<0.05). Saglikli siganlara uygulanan probiyotik karisiminin TGF-
[ seviyeleri lizerine olan etkileri yine Sekil 4.4’de gosterilmistir. Karisim; bu gruplarda
da doza bagli olarak TGF-f seviyelerini kontrole gore azaltmis, (p<0.05) sepsis grubuna
gore ise artirmistir.

Deney sonuglar1 incelendiginde, koruyucu nitelikte kullanilan probiyotik
uygulamast kontrol grubu ve diger gruplar arasinda TGF-B seviyesi yoOniinden

farkliliklar gosterirken, sepsis isleminin ardindan uygulanan probiyotik uygulamasi
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herhangi bir degisiklige sebep olmamistir. Sepsis sonrast uygulanan bu bakteri karigimi
mevcut inflamasyon siirecine herhangi bir etki edemediginden dolayr hem yukarida
bahsi gecen pro-inflamatuar sitokinler hem de anti-inflamatuar sitokinlere etki
edememis ve bu durumda da sitokin seviyelerinin higbirinde bu gruplarda anlamli

degisiklikler gdzlemlenmemistir.
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5. TARTISMA

Sepsis, bazi mikroorganizmalarin ya da bu mikroorganizmalara ait toksik
iriinlerin kan dolasimi ile yayilmasi sonucu birgok hemodinamik degisiklige yol
acabilen ve organ yetmezligine kadar gidebilen tablodan sorumlu ciddi bir infeksiyon
hastaligidir. Gelisen yogun bakim sartlarina ragmen yiiksek seyreden 6liim oranlari,
sepsisis mekanizmasiin daha ayrintili irdelenmesini zorunlu hale getirmistir. Sepsis
patogenezinde temel rol oynayan sitokinler, kabaca pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar
mediatorler seklinde siniflandirilabilirler.40%2

Sepsis patofizyolojisinde en potent mediator olarak bilinen TNF-a, sepsisde en
iyi incelenen pro-inflamatuar sitokin haline gelmistir.®® Agir sepsis ve septik sok
hastalarinda da korele bir sekilde plazma TNF-a diizeyleri yiiksek seyretmektedir.*®C
Yapilan bazi calismalarda boyle bir iligki olmasina ragmen hayatta kalma siiresi
acisindan bir iliski olmadig1 belirtilmistir.3*8* Bazi ¢alismalarda ise TNF-a diizeylerinin
hayatta kalis siiresi ve mortalite ile iliskili oldugu bildirilmistir.*98°

Sepsis ve inflamasyon olayiyla ilgili deneysel ¢alismalarda siklikla incelenen bir
diger pro-inflamatuar sitokin IL-1'dir. Yapilan ¢alismalarda TNF-a ile benzer etkiler
gosteren IL-1’in serum diizeyleri sepsis gruplarinda yiiksek bulunmustur.8%° Sepsiste
TNF-a ve IL-1’1n etkisinin bloke edilmesi sonucu, komplikasyonlarin 6nlendigi ve daha
iyi sonuglar alindig1 gosterilmistir.%*

Onemli anti-inflamatuar sitokinlerden olan 1L-10 ve TGF-p’nin yiiksek
konsantrasyonlarinin inflamasyon prognozunu tyilestirebildigine, diisiik
konsantrasyonlarinin ise inflamasyon baslangicina eslik ettigine dair kanitlar
mevcuttur.®% Serumdaki artmis TNF-a+IL-1B+1L-6/IL-10 seviyeleri ise sepsis skoru
ve mortalite ile korelasyon gostermektedir ve kotii prognoza isaret eder. Sepsisten 6len

hastalarda bu oran, yasayan hastalara oranla daha yiiksek oldugu bildirilmistir.%*®
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Bir diger anti-inflamatuar sitokin olan TGF-B ise IL-10'a benzer sekilde
monositlerin ve makrofajlarin iglevlerini inhibe eder ve pro-inflamatuar sitokinlerin
salinimini azaltir. Bununla birlikte, TGF-B, IL-10'dan daha az giiglidiir ve IL-1 iiretimi
lizerinde ¢ok daha az etkiye sahiptir.5"62%

Yapilan ¢alismalardan anlagilacagi iizere sepsiste inflamatuar mediatorlerin asirt
ve diizensiz {iretimi s6z konusudur ve bu inflamasyon olaylarinda plazma pro-
inflamatuar sitokinlerde artis ve anti-inflamatuar sitokinlerde azalma seklinde sitokin
dengesizligi (IL-1 ve TNF-a miktarinda artig ile IL-10 miktarinda azalma)
goriilmektedir.’” Bu bilgiler 1s13inda biz de planladigimiz ve yiiriittiigiimiiz bu
calismada, olusturulan deneysel sepsis modelinde immiinmodiilator etkileri bulunan
probiyotiklerin, inflamatuar yanitta rol oynayan sitokin parametreleri iizerine olan
etkisini degerlendirmeyi amagladik ve ¢alisma gruplarimizda pro-inflamatuar
sitokinlerden TNF-a ve IL-1p, anti-inflamatuar sitokinlerden ise IL-10 ve TGF-f
bakmayi tercih ettik.

Yéntem olarak ise ilk defa Wichterman ve arkadaslar®® tarafindan tanimlanan;
intraabdominal sepsisi en 1yi taklit eden ve konagmn sistemik immiin yanitinin
degerlendirilmesinde en uygun yontem olan ¢ekal baglama ve delme isleminden olusan
deneysel model tercih ettik. Bakteri yiikiiniin fazla oldugu c¢ekumun, pasajin
engellemeyecek sekilde baglanip delinerek, bir miktar gaitanin digar1 ¢ikmasini
sagladiktan sonra bu hali ile batina geri yerlestirilmesi seklinde yapilan ¢gekal baglama
ve delme yontemi giiniimiizde en ¢ok kabul goren deneysel sepsis modelidir. Bu yontem
klinikte barsak perforasyonu sonucu olugmus mikst intestinal floranin neden oldugu
inflamasyonu birebir taklit etmektedir.348

Sepsis ve inflamasyona yonelik glinlimiiz tedavi ydntemlerinin ¢ogu belli

protokoller dahilinde destek ve semptomatik yaklasim yontemleridir ve tibbi kiiratif bir
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yaklagim bulunmamaktadir. Sepsisin bir¢ok faktérden olusan birbirini tetikleyen
fizyopatolojik yolaginda herhangi bir basamagi engelleyerek siirecin ilerlemesine
miidahale edilebilir. Bu fizyopatolojik siireclerdeki degisikliklere yonelik deneysel
calismalar siirmektedir.%°

Biz de, bu siire¢lerden bir kismina dahil olan inflamatuar sitokinler {izerinden,
probiyotiklerin pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar sitokin parametrelerine olan
etkilerini aragtirmay1 amagladik.

Insan normal florasmin, gastrointestinal motiliteyi diizenleyerek ve bircok farkli
immiin mekanizmayla viicut fonksiyonlar1 iizerine etkileri bulunmaktadir.
Hospitalizasyon siirecinde, hem hastaliklar nedeniyle hem de kullanilan ilaglara bagh
olarak bu kommensal florada bozulmalar meydana gelmektedir.'®

Giliniimiizde giderek 6nemi artan iizerine yogun g¢alismalar yapilan probiyotik
mikroorganizmalar etkilerini endojen flora ve immiin sistemi direkt ya da indirekt
olarak uyararak gosterirler. Probiyotiklerin etki alanlarina bakildiginda gastrointestinal
sistemle ilgili yararlarinin 6n planda oldugu goriilmekle birlikte immiin sistemle ilgili
tiim siireglerde de aktif rol oynadiklar1 bilinmektedir.®

Giincel literatiirde probiyotiklerin anti-karsinojenik, anti-alerjik, anti-mikrobiyal,
anti-toksijenik, anti-oksidatif, bagisiklik sistemini diizenleyici, kolestrol diizenleyici,
hipertansiyon onleyici, kan sekeri diizenleyici, kalp hastaliklarini 6nleyici, sindirim
sistemi hastaliklarin1 tedavi edici etkilerini destekleyen bir¢ok calisma mevcuttur.
Faydali etkilerinin goriilmesi ve immiin sistemi diizenlemeleriyle ilgili her bir susun
kendine has etki saglayan fonksiyonlar1 olabilecegi gibi, ¢oklu etki mekanizmalarminda
olabilecegi belirtilmektedir. Probiyotikler bu mekanizmalarla mukozanin IgA ve IgM

tepkisinin tesviki, lenfosit iiretiminin arttirilmasi, fagositik aktivitenin arttirilmas,
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sitokin ve T hiicre sentezinin tetiklenmesi, Thy ve Th, dengesinin diizenlenmesi gibi
olaylarda rol alirlar, 6780101102

Tiim probiyotik organizmalar veya iirlinler, test edilen tiirlerin giivenligine sahip
degildir. Bu sebeple potansiyel probiyotiklerin farkli 6zellikleri lizerinde g¢alisilmali,
siire ve kullanmim dozlariyla ilgili bilimsel calismalar yapilmalidir.%®

Yapilan c¢aligmalar bize, birbirinden c¢ok farkli dozlarda ve siirelerde
probiyotiklerin kullanildigin1 gostermektedir. Probiyotik aktivitenin insanlarda anlaml
olarak olgiilebilmesi i¢in giinliik 10%-10' cfu/ml gibi yiiksek yogunlukta bakteri alimi
gerektiginden!®* biz de ¢alismamizda sicanlar literatiirle uyumlu olarak Karamese ve
ark.’mn'% probiyotik bakterilerin immiinmodiilator etkilerini arastirdiklar1 ¢alismasinda
oldugu gibi giin 1x10* ve 1x10'! cfu/ml canli bakteri igeren probiyotik karisim ile
besledik. Uzun donem kullanim etkilerini tespit etmek ic¢in giin sayisimt 21 olarak
belirledik.

Hayvan modelleri ve insan klinik deneyleri, probiyotiklerin, sitokin salmimini
etkiledigi ve inflamasyonu azalttigini gdstermektedir.1%1%7 Probiyotik desteginin IFN-y
diizeyine olan etkisinin degerlendirildigi bir ¢alismada, destek alan ve almayan gruplar
arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir sonug elde edilmese de,® probiyotiklerin IFN-y

diizeyini 6nemli olarak diisiirdiigiinii kanitlayan daha fazla ¢calisma bulunmaktadir,109-114

Literatiirde probiyotiklerin IgA'y1 arttirdiklarimi gosteren ¢alismalar meveuttur.t®

115 soya siitii kefiri kullanimimnin intestinal 1gA

Fareler iizerinde yapilan bir ¢alismada,
sekresyonunu artirdig1 ve sarkom tiimdriiniin biiylimesini yavaslattigi saptanmigtir. Jain
ve ark,!® Lactobacillus casei igeren hint yogurdu verdikleri farelerde, IgA sentezinin
bagirsak salgilarinda arttigin1 bildirmislerdir. Nonpatojen bir maya olan Saccharomyces

boulardii’nin sican ince bagirsaginda IgA sekresyonunu uyardigi; Lactobacillus

rhamnosus’un intestinal mukozada IgA ve diger immiinoglobulinleri salgilayan
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hiicrelerin sayisini arttirdigi, lokal interferon salinimini etkiledigi yapilan caligmalarla
kanitlanmustir, 117118

Inflamasyon sirasinda genel olarak makrofajlar ve lenfositler, pro-inflamatuar
sitokinlerden olan TNF-a ve IL-1 iiretimine sebep olmaktadir. Deneysel bir
modellemeyle inflamasyon-sepsis olusturulmus pek ¢ok caligmada, hasta olan grubun
saglam gruba kiyasla daha yiiksek TNF-o ve IL-1 diizeyine sahip oldugu
bildirilmigtir.''%1?!  Bizim c¢alismamizda da sepsis grubuna ait TNF-a ve IL-1B
diizeylerinin, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu
saptanmigstir (p<0.05).

Literatiirde probiyotik kullaniminin sepsis iizerine direkt etkisinin arastirildig
calisma sayist azdir. Fakat son yillarda yapilan c¢aligmalar kritik hastalarda oral
probiyotik kullaniminin hastane ile iliskili infeksiyonlarin insidansini ve sepsis riskini
azalttigim bildirmektedir.1221%7

Forestier ve ark.1?? 8 aylik randomize, ¢ift kor, plasebo-kontrollii ¢alismalarinda
hastane infeksiyonu gelisme riski olan yogun bakim hastalarin1 102 probiyotik ve 106
plasebo olarak gruplandirmislardir. Calismada nazogastrik tiip yontemiyle probiyotik
destegi olarak giinde iki kez 10° cfu/ml Lactobacillus casei rhamnosus verdikleri grupla
plasebo grubu arasinda Pseudomonas aeruginosa kolonizasyonu/enfeksiyonu gelisim
riskini degerlendirmislerdir. Gastrik aspiratlardan 3 giinde bir yaptiklart kiiltiir
sonuglarina gore, probiyotik kullanimmin Pseudomonas aeruginosa kolonizasyonu ve
infeksiyonunu anlamli derecede azalttigi ve boylece bu bakteriye bagh sepsis gelisimi
riskinin azaldig1 sonucuna varmislardir.

Kotzampassi ve ark.!?® probiyotik kullanimmin infeksiyon, SIRS, agir sepsis ve

mortalite lizerine olan etkilerini test ettikleri calismalarinda 65 hastay1 35 probiyotik ve

30 plasebo olarak iki gruba ayirmiglardir. Probiyotik grubuna 15 giin boyunca 12 gram
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Pediococcus pentosaceus, Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus paracassel,
Lactobacillus plantarum (10! cfu/ml) ve ekstra inulin, pektin iceren ticari kapsiil
vermislerdir. Calisma sonucunda probiyotik kullaniminin mekanik ventilasyonlu, agir
ve ¢oklu travmali hastalarda infeksiyon, sepsis, agir sepsis ve mortalite oranlarin
anlamli derecede diisiirdiigiinii rapor etmislerdir.

Shimizu ve ark.!?* sinbiyotiklerin SIRS iizerine olan etkilerini arastirdiklar:
calismada CRP degerleri 10 mg/dl {izerinde olan, SIRS tanis1 almis 29 hastaya giinliik 3
gram (108 cfu/ml) Bifidobacterium breve, Lactobacillus casei ve bir prebiyotik olan
galaktooligosakkarit (10 gram) vermislerdir. SIRS tanis1 almig 26 hastayi ise probiyotik
almayan grup olarak belirlemislerdir. Iki grubun fekal bakteriyolojik kiiltiirlerini
karsilastirdiklarinda  patojenik  mikroorganizmalar agisindan Onemli bir fark
gozlenmezken, faydali bakterilerin destek alan grupta arttigini vurgulamiglardir. Sepsise
bagli komplikasyonlar1 degerlendirdiklerinde ise; enterit, pnomoni ve bakteriyemi
insidansinin destek alan grupta anlamli derecede azaldigini, mortalite ve MODS
oranlarinin ise azaldigini fakat istatistiksel acidan yeterli olmadigini belirtmislerdir.

Morrow ve ark.!® ventilatér iliskili pndmoni gelisimine probiyotik
profilaksisinin etkisini inceledikleri ¢alismalarinda, mekanik ventilasyon destegindeki
68 hastaya enteral probiyotik olarak giinde iki kez 10° cfu/ml Lactobacillus rhamnosus
ticari kapsiil vermisler, plasebo kontrol grubunda ise probiyotik almayan 70 hastay:
degerlendirmislerdir. Calisma sonunda gruplari karsilastirdiklarinda  probiyotik
kullantminin ventilator iligkili pndmoni gelisme riskini istatistiksel olarak anlamli
derecede azalttigini vurgulamislar. Ayrica probiyotik alan hastalarda Clostridium
difficile’e bagh diyarelerde 6nemli azalma oldugunu da rapor etmislerdir.

Tan ve ark.!? siddetli beyin travmali hastalarda probiyotik kullaniminin serum

Th1/Thz sitokin seviyelerine etkisini degerlendirdikleri caligmalarinda, probiyotik
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grubuna giinde 3x10° cfu/ml Bifidobacterium longum, Lactobacillus bulgaricus,
Streptococcus thermophilus igeren probiyotik destegi vermisler. Sonug olarak 21 giinliik
caligmayr tamamlayan probiyotik destegi almis 43 hasta kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda CRP ve IFN-y seviyelerinin probiyotik alan grupta daha disiik
oldugu, IL-10 ve IL-4 seviyesinin ise arttigt vurgulanmistir. Caligmada probiyotik
destegi ayrica yogun bakimda kalis siiresini anlamli derecede azaltmistir.

Machairas ve ark.!?” probiyotiklerin profilaktik etkilerini arastirdiklart
calismalarinda, ¢oklu ilaca direngli Pseudomonas aeruginosa ile deneysel sepsis modeli
olusturmadan once deney gruplarindan birine sadece 3x10’ cfu/ml Lactobacillus
plantarum, diger gruba ise Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus,
Saccharomyces boulardii ve Bifidobacterium lactis bakterilerini igeren karisimdan
3x10" cfu/ml uygulamislardir. Deney sonucunda Lactobacillus plantarum ile 6n
tedavinin 6nemli derecede koruyucu etki gosterdigini, IFN-y ve TNF-o miktarin
azaltarak IL-10 seviyelerini arttirdigin1 rapor etmislerdir. Kombine probiyotik
tedavisinin ise benzer sekilde, fakat daha etkili oldugunu bildirmislerdir.

Yukarida incelenen calismalarin hepsinde probiyotik desteginin enfeksiyonlarin
onlenmesi agisindan faydali oldugu ve bu sayede sepsis insidansinda 6nemli azalmalar
meydana geldigi ortaya konulmustur. Bazi calismalarda ise probiyotik kullaniminin
kritik hastalardaki enfeksiyonlarin 6nlenmesi ile ilgili herhangi bir yarari olmadig:
gosterilmistir. Barraud ve ark.!?® yogun bakim iinitesindeki 167 hastada yaptiklar cift
kor, kontrollii randomize ¢aligmalarinda, mekanik ventilasyon destegindeki hastalara
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophius ve
Bifidobacterium bifidum bakterilerini igeren ticari kapsiil probiyotik vermislerdir

(2x10% cfu/ml). 28 giinliik calisma sonunda plasebo ve kontrolle karsilastirildiginda
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probiyotik destegi alan grupta herhangi bir yan etki gelismemis fakat mortalite
oranlarinda da herhangi bir farklilik saptamamislardir.

Jain ve arkadaslari’®® benzer sekilde 90 yogun bakim hastasinda yaptiklar:
randomize kontrollii ¢alismalarinda, hastalara giinde iki kez Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus bulgaricus, Bifidobacterium lactis, Streptococcus thermophilus ve ek
olarak bir prebiyotik olan oligofriiktoz igeren ticari kapsiil (4x10° cfu/ml) vermislerdir.
Bir haftalik terapinin ardindan sinbiyotik destegi alan grubun nazogastrik aspiratlarinda
patojenik bakteri veya c¢oklu mikroorganizma {iremelerinde Onemli disiisler
gozlemlemelerine ragmen kontrol grubuyla karsilastirildiginda sepsis oranlart ve
mortalite acisindan anlamli bir farklilik saptayamamaislardir.

Knight ve ark.®®® yogun bakimda mekanik ventilasyon destegi alan 259 hasta
tizerinde yaptiklar1 ¢alismada; 130 hastaya giinde iki kez Pediococcus pentosaceus,
Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus paracassei, Lactobacillus plantarum (10%°
cfu/ml) ve ekstra inulin, pektin igeren ticari kapsiil, diger 129 hastaya ise plasebo
uygulamislardir. Calisma sonucunda orofaringeal kolonizasyonun kullandiklari
sinbiyotikten etkilenmedigini, gruplar arasinda da ventilator iliskili pndmoni gelismesi
ve mortalite agisindan azalmalar oldugunu, fakat anlamli sayilabilecek bir farkin
olusmadigini belirtmislerdir.

Probiyotiklerin inflamasyon olayinda etkili oldugu kanitlanmistir. Yapilan
deneysel c¢alismalarda, probiyotik desteginin TNF-a ekspresyonunu azalttig
bulunmustur. Bu ¢alismalarda lactobasil ve bifidobacter karisimlari,'*® Lactobacillus
brevis,’3! Lactobacillus fermentum®®? gibi suslar kullamilmistir. Pagnini ve ark.
probiyotiklerin immiin sistem {izerine etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda VSL#3
probiyotik destegi alan grubun, destek almayan gruba kiyasla daha diisiik TNF-a

diizeyine sahip oldugunu bildirmislerdir.?®® Benzer sekilde Khailova ve ark.'** CLP
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yontemiyle peritonit olusturduklar ratlarda IL-1p ve TNF-a diizeylerine hem serumda
hemde kolon dokularinda bakmislar ve expresyonlarinin Lactobacillus rhamnosus
(1x10° cfu/ml) ve Bifidobacterium longum (1x10” cfu/ml) ile beslenen gruplarda
anlamli derecede diisiik oldugunu ortaya koymuslardir. Nardone ve ark.® Lactobacillus
paracasei ile beslenen ratlarda Enterococcus sp. ve Enterobacteriaceae
kolonizasyonunun azaldigini, Lactobacillus sp., Bifidobacter sp. ve Bacterioides sp.
kolonizasyonunun ise arttigmi gosterdikleri calismalarinda, serum IL-18, TNF-a
diizeylerinin anlamli oranda diistiigiinii ve bunun sonucu olarak inflamasyonun gozle
goriiliir derecede azaldigini ortaya koymuslardir. Salim ve ark.'®® akut intestinal iskemi
ve reperfiizyon hasari olusturduklari farelerde, sistemik inflamatuar parametrelerden IL-
1B, TNF-a serum diizeylerini ve miyeloperoksidaz aktivitesini degerlendirmisler,
oncesinde probiyotik karisimi (VSL#3) verdikleri grupta bu inflamatuar parametrelerin
ve doku hasarinin anlaml diizeyde diisiik oldugunu, aym sekilde iki hafta probiyotik
verilen grupta inflamatuar parametreler ve akut intestinal iskemiye bagli doku hasarinin,
i¢ giin probiyotik verilen gruba gore daha diisiik oldugunu gostermislerdir. Arribas ve
ark.®" lipopolisakkarit ile septik sok olusturduklari ratlarda 2 hafta siireyle 108 cfu/ml
Lactobacillus fermentum ile besledikleri grupta pro-inflamatuar TNF-a ve IL-6
diizeylerini daha diisiik olarak bulmuslardir. McCarthy ve arkadaslari*® kolite meyilli
IL-10 iiretmeyen fareleri Lactobasillus salivarius (4-7x10° cfu/ml), Bifidobacterium
infantis (4-7x108 cfu/ml) ve plasebo olmak iizere 10'arli gruplar olusturarak randomize
etmislerdir. Calismalar1 sonunda probiyotikle beslenen her iki grupta plaseboyla
karsilagtirildiginda anlamli olarak kolitte iyilesme gozlemlemisler ve Thy tipinde pro-
inflamatuar sitokin seviyelerinde azalma rapor etmislerdir.

Lammers ve ark™® ileoanal anastomozu olan hastalarda yaptiklari calismada,

probiyotik kullanimi sonucunda IL-1B, TNF-o, IL-8, mMRNA ve polimorfoniikleer
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16kosit sayisinda azalma tespit etmislerdir. Menard ve ark.}*® pro-inflamasyonu olan
hastalarda probiyotik tedavisinin IFN-y ve IL-1B seviyelerini disiirdiigiini,
indiiklenebilir nitrik oksit sentezinde ve jelatinaz aktivitesinde azalmaya neden
oldugunu bildirmislerdir.

Nam Su ve ark!*! bebek diskilarindan izole ettikleri 22 probiyotik bakteri
susunun probiyotik ve anti-inflamatuar etkilerini test ettikleri ¢alismalarinda hiicre
kiiltiri metoduyla LPS ile indiikledikleri makrofajlarda pro-inflamatuar sitokin
seviyelerini degerlendirmislerdir. Ozellikle Lactobacillus rhamnosus ve Lactobacillus
gasseri suslarin1 108 cfu/ml dozlarinda 6n tedavi olarak kullandiklarinda, TNF-a ve IL-
1P sitokin seviyelerinin sadece LPS grubuna goére anlamli derecede diisiik oldugunu
gbzlemlemislerdir. Philippe ve ark.}#? 5'erli grup deneysel kolit olusturduklar: farelerde
ozellikle Bifidobacterium lactis ile besledikleri grubun kontrol grubuna gore daha diisiik
TNF-o. a ve IL-1B seviyelerine sahip oldugunu bildirmislerdir. Benzer sekilde Habil;*3
LPS ile indiiklenmis monosit ve makrofajlarda Bifidobacterium breve, Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus casei strain Shirota, Lactobacillus
salivarius ve Lactobacillus plantarum probiotik bakterileriyle tedavinin monosit ve
makrofajardan salinan TNF-o ve IL-1p seviyelerini diisiirdiigiini belirtmistir.

Bizim ¢aligmamizda da sepsis oncesi uzun dénem probiyotik karisimi verdigimiz
gruplarda doza bagimli olmak tizere TNF-o ve IL-1p seviyelerinde anlamli diistisler
gbzlenmistir. Calismamizda, oncesinde 3 hafta siireyle probiyotik ile besledigimiz,
sonrasinda CLP yontemiyle sepsis olusturdugumuz siganlarda serum TNF-a
diizeylerini, kontrol ve sepsis grupuyla karsilastirarak degerlendirdik. Sepsis
modellemesi uygulanan grupta TNF-a seviyesi ciddi derecede artarken (621 pg/ml),
koruyucu olarak probiyotik uygulamasi yapilan gruplarda ise doza bagl olarak anlaml

bir sekilde TNF-o seviyesi gerilemistir (sirastyla 588 ve 470 pg/ml). Sepsis
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modellemesi yapilmayan saglikli gruplarda ise uygulanan probiyotik dozuna bagh
farkliliklar gozlemlenmistir. Probiyotik dozuna bagli olarak saglikli gruptaki TNF-a
seviyeleri, kontrol grubu ile karsilastirildiginda ciddi derecede azaldig tespit edilmistir.

IL-1B’y1 degerlendirdigimizde, sepsis modellemesi uygulanan grupta IL-1B
seviyesi ciddi derecede artarken (146 pg/ml), koruyucu olarak probiyotik uygulamasi
yapilan gruplarda ise anlamli olarak gerilemistir (sirastyla 128 ve 77). Sepsis
modellemesi yapilmayan saglikli gruplarda ise uygulanan probiyotik dozuna bagh
farkliliklar gozlemlenmistir. 10° cfu/ml uygulanan saglikli gruptaki IL-1p seviyesi,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli farklilik gostermez iken, diger gruplarla
karsilastirildiginda anlamli derecede azaldigi gozlemlenmistir. Bunun yani sira, yiiksek
doz probiyotik uygulanan (10! cfu/ml) gruba ait IL-1B seviyesi ise kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede artis gostermistir.

Pro-inflamatuar sitokinler olan TNF-a ve IL-1B seviyeleri detayli sekilde
incelendiginde sepsis grubunda kontrol grubuna nazaran ciddi derecede artis ve 21 giin
koruyucu probiyotik uygulanan gruplarda ise sepsis grubuna nazaran ciddi derecede
azalis tespit edilmistir. Bu durum; yapilan g¢aligsmalar ve literatiirle uyumlu olarak
mevcut probiyotik karisiminin inflamasyon siirecinin baslangicinda ve devaminda
onemli rol oynayan pro-inflamatuar sitokinlerin asir1 saliniminmi baskiladigr seklinde
agiklanabilir.

Son yillarda yapilan ¢alismalar, probiyotiklerin bagirsak gegirgenligini, salgisal
IgA cevabini, sindirim sisteminin bariyer gorevini, bilylime faktorii-p, IL-10 ve IgE’ nin
tiretimini diizenleyerek Ozellikle inflamatuar bagirsak hastaliklarinda (IBS) ve alerji
gelisiminin dnlenmesinde etkili olduklarini ortaya koymustur, 10144145
Pro-inflamatuar sitokin salgilanmasini engelleyen anti-inflamatuar bir sitokin

6

olan IL-10, mukozal inflamasyonu yavaslatmaktadir.'*® Farelerde 1L-10’un
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inaktivasyonu, proinflamatuar sitokinlerin iiretiminin artmasina neden olmaktadir 14148

Sicanlarda yapilan bir ¢alismada, kolit olusturulmus hasta grubun, kolit olusturulmamais
saglam gruba kiyasla daha diisiik IL-10 diizeyine sahip oldugu bulunmustur.*'® Yapilan
pek cok calismada, probiyotik destegi verilen kolitli siganlarda IL-10 diizeyinin,
verilmeyen gruba kiyasla istatistiksel agidan anlamli yliksek degerlerde oldugu
belirtilmistir.112149152 Yoldas’in;’®* DNBS (dinitrobenzen siilfonik asit) yontemiyle
kolit olusturdugu fareler lizerinde yaptigi baska bir ¢alismada da, VSL#3 probiyotik
karisimini 10 giin siire ile 10° cfu/ml giin dozunda uygulamistir. DNBS kolit grubu en
diisiik IL-10 seviyesine sahipken, probiyotik destegi alan diger gruplarda istatistiksel
acidan anlamli farkliliklar saptamamugtir. 1L-10 seviyesinin probiyotik kullanimina
bagl farklilik gostermemesi durumunu, probiyotik destegi verdikleri gruplarda 10 giin
siire ile yapilan destegin yetersiz olabilecegi ve daha giicli antiinflamatuar etkinin
gozlenebilmesi i¢in kullanilan probiyotik dozunun arttirilabilecegi  sonucuna
baglamistir. Senol ve ark.™® kefir tedavisinin kolit iizerine etkilerini arastirdiklari
caligmalarinda ratlar1 kontrol, kefir kontrol, kolit ve kefir tedavisi alan kolit grubu
olmak {izere 4 gruba ayirmislar ve kefir alan gruba gilinliik 5 ml Lactobacillus tiirleri,
Leuconostoc tiirleri, Streptococcus thermophilus ve kefir mayasi igeren karisim
vermislerdir. Kefir tedavisi alan grupla diger gruplar arasinda IL-10 seviyesi acisindan
anlaml bir fark saptamamis olmalarina ragmen, kefir tedavisi alan kolit grubunda TNF-
o seviyelerinde anlaml diisiisler gézlemlemislerdir. Meng ve ark.'® ise Bifidobacterium
longum, Lactobacillus acidophilus ve Enterococcus faecalis suslarindan olusan
probiyotik karigiminin etkisini arastirdiklar1 c¢aligmalarinda ratlar1t benzer gruplara
ayrrmiglar ve kolit olusturduklart gruplarda probiyotik karigiminin inflamasyon {izerine

etkisini incelemislerdir. Rat basimna iki hafta siireyle glinlik 2 ml probiyotik karigimi
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alan gruplarda serumda ve kolon dokusunda TNF-a diizeylerinde anlamli azalma ve IL-
10 diizeylerinde anlamli artis tespit etmislerdir.

Perdigon ve ark.'®® Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus
delbrueckii sp. bulgaricus ve Streptococcus thermophilus suslarindan olusan probiyotik
karigiminin mukozal immiin sisteme etkisinin aragtirdiklari ¢alismalarinda farelerde IL-
10 seviyesinde artma bildirmislerdir. Benzer sekilde Karamese ve ark.!®® benzer bir
probiyotik karisimimin immiinmodulator etkilerini arastirdiklart g¢aligmalarinda ratlari
kontrol, 12 giin boyunca 10, 10% ve 10° cfu/ml miktarlarinda probiyotik alan olmak
lizere dort gruba ayirmuslar ve dzellikle 10! cfu/ml dozunda alan grup olmak iizere tiim
gruplarda IL-10 seviyesinin arttigmi bildirmislerdir. Jeon ve ark.*>" Lactobacillus casei
ve Bifidobacterium breve suslarmin T hiicre gelisimi lizerine ve immiin etkilerini
arastirdiklar1 ¢calismalarinda fareleri li¢ ay boyunca belirtilen probiyotiklerle beslemigler
ve Ozellikle Bifidobacterium breve'nin T hiicre gelisimini ve IL-10 seviyesini arttirdigini
rapor etmislerdir.

Yapilan ¢alismalar, 6zellikle bifidobacterium tiirlerinin IL-10 seviyesinde daha
fazla artisa sebep oldugunu ve inflamasyonu gerilettigini gostermektedir.'>®1% Mahony
ve ark.’® caligmalarmda 77 IBS tanili hastayr randomize etmis, probiyotik verilen
hastalar1 lactobasillus ve bifidobacterium alanlar olarak 2 gruba ayirmislardir. Calisma
sonucunda bifidobacterium alan grupta semptomlarin azalmasinin yanisira 1L-10/1L-12
oraninda da belirgin diizelme oldugunu bildirmislerdir. Steidler ve ark'®° genetik olarak
IL-10 iireten probiyotikleri kullanarak anti-inflamatuar etkiyi gostermislerdir.

Yapilan c¢alismalar subkutan probiyotik uygulamasinin ve probiyotik bakteri
izole DNA’smin verilmesinin de kolit tizerinde etkili oldugunu gostermistir. Sheil ve
ark.1®! yaptiklar1 calismada IL-10’dan yoksun fare modelinde Lactobacillus salivarius

subkiitan verildiginde kolit semptom ve bulgularinin hafifledigini, proinflamatuar
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sitokinlerin azaldigmi ve TGF-B miktarinmn arttigini rapor etmislerdir. Chen ve ark.162
Lactobasillus acidophilus susunun inflamasyon {izerine etkilerini arastirdiklari
calismalarinda, bir fare patojeni olan Citrobacter rodentium bakterisini oral yolla
farelere vererek inflamasyon olusturmadan &nce fareleri 2 hafta siireyle giinliik 10°
cfu/ml Lactobasillus acidophilus ile beslemisler ve g¢alisma sonucunda serum ve kolon
TGF-B degerlerinin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Calismamizda IL-10 seviyesi tim gruplar arasinda sepsis grubunda en diisiik
seviyede (161 pg/ml) tespit edilmistir. Ancak; koruyucu olarak probiyotik uygulamasi
yapilan sepsisli siganlarin oldugu gruplarda anlamli olarak IL-10 seviyesi artmistir
(sirastyla 181 ve 199). Bu artis istatistiksel agidan anlamli olsa da, kontrol grubuna ait
IL-10 seviye diizeyine (323) erisim ger¢eklesmemistir. Sepsis modellemesi yapilmayan
saglikli gruplarda ise uygulanan probiyotik dozuna bagh farkliliklar gézlemlenmistir.
101 cfu/ml uygulanan saghkli gruptaki IL-10 seviyesi (332), kontrol grubu ile
karsilastirildiginda anlamli farklilik gostermez iken, diger gruplarla karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak anlamli derecede arttign gozlemlenmistir. 10 cfu probiyotik
uygulanan saglikli gruptaki 1IL-10 seviyesi ise (379), kontrol grubu ile
karsilastirildiginda belirgin olarak artmistir.

Calismamizda inceledigimiz bir diger anti-inflamatuar sitokin TGF-B kontrol
grubunda 512 pg/ml seviyelerinde tespit edilmistir. Buna ilaveten, sepsis modellemesi
yapilan gruba ait TGF-B seviyelerinde ciddi derecede azalma (395 pg/ml) ortaya
cikmistir. Sepsis’in sebebiyet verdigi inflamasyon surecinde anti-inflamatuar sitokinler
tizerine etkili olabilecegini disiindiiglimiiz probiyotik karisimi  koruyucu etki
bekledigimiz gruplarda doza bagli olarak TGF-B seviyelerinde artisa (sirasiyla 414 ve

456 pg/ml) sebebiyet vermistir. Saglikli gruplarda probiyotik karisimi doza bagli olarak
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TGF-B seviyelerini kontrole gore azaltmis (474 ve 428), sepsis grubuna gore ise
artirmistir.

Anti-inflamatuar sitokinler olan IL-10 ve TGF- seviyeleri detayli sekilde
incelendiginde 21 giin probiyotik uygulanan gruplarda sitokin seviyeleri kontrol grubu
seviyesine erisememis olsa da, sepsis grubuna nazaran ciddi derecede artis tespit
edilmistir. Bu durum; literatiirle uyumlu olarak mevcut probiyotik karigiminin
inflamasyon siirecinde 6nemli rol oynayan anti-inflamatuar sitokinlerin salinimini
arttirdig1 seklinde agiklanabilir.

Deney sonuglart incelendiginde, koruyucu nitelikte kullanilan probiyotik
uygulamasi kontrol grubu ve diger gruplar arasinda sitokin seviyeleri ydniinden
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gosterirken, sepsis isleminin ardindan uygulanan

probiyotik uygulamasi higbir grupta anlamli bir etki gostermemistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sepsis, mikroorganizma ve konak immiin yaniti arasindaki etkilesim sonucu
ortaya ¢ikan mortalitesi olduk¢a yliksek sistemik bir inflamasyon olayidir. Giiniimiizde
sepsisin tedavisi biiyiik oranda medikal tedavidir. Ancak medikal tedavi yaninda
alternatif olarak, sepsiste etkinligi olabilecegini diigiindiiglimiiz probiyotik karigiminin
inflamasyona olan etkisini inceledik.

Probiyotikler sagliga yararli etkileri giin gectikce kanitlanan ve bu sebeple
giderek daha fazla alanda kullanilan faydali mikroorganizmalardir. Her ne kadar
sonuglart heniiz bilimsel agidan istenilen diizeyde olmasa da, arastirmacilar,
kullanimlar1 son derece giivenli, maliyetleri de bir o kadar ucuz olan bu flora {iyelerinin
immiin sistem iizerine olumlu etkiler saglayabilecegi konusunda hemfikirdir. Ozellikle
kotii prognozla iliskilendirilmis pro-inflamatuar sitokinlerin tiretimini baskilamalar1 ve
anti-inflamatuar siireci modiile etmeleri probiyotiklerin bu alandaki en Onemli
etkilerindendir. Biz de ¢alismamizda CLP ile sepsis modeli olusturdugumuz siganlarin
serumlarinda cesitli inflamatuar sitokin diizeylerini degerlendirdik ve uzun doénem
probiyotik uygulamasinin olumlu sonuglarimi goérdiik. Calismamizdan elde edilen
sonuglar soyledir;

1. Sepsis grubunda IL-1B seviyesi kontrol grubuna gore ciddi derecede
artmigtir.

2. Deneysel sepsis olusturmadan oOnce 21 giin probiyotik uygulanan
gruplarda IL-1P seviyesi sepsis grubuna gore doza bagimli olmak tizere
(6zellikle 10 cfu/ml ) istatistiksel agidan onemli derecede azalmistir.

3. Saglikli gruplarda 10 cfu/ml probiyotik uygulanan saghkl gruptaki IL-
1B seviyesi, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda anlamli farklilik

gostermemistir.
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10.

11.

12.

Yiiksek doz probiyotik uygulanan (10! cfu/ml) saglikli gruba ait I1L-1p
seviyesi ise kontrol grubu ile karsilagtirildiginda anlamli derecede artis
gostermistir.

Sepsis sonrasi tek ve yiliksek doz probiyotik uygulamasi IL-1p sitokin
seviyeleri lizerine etki edememistir.

Deneysel sepsis modellemesi uygulanan grupta TNF-o seviyesi ciddi
derecede artmustir.

Sepsis Oncesi 21 giin probiyotik uygulamasi yapilan gruplarda TNF-a
seviyesi, sepsis grubuyla karsilastirildiginda ise doza bagli olarak
(6zellikle 10! cfu/ml) anlamli bir sekilde azaldig: saptanmistir.
Probiyotik dozuna bagli olarak saglikli gruptaki TNF-a seviyeleri,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda ciddi derecede azaldigi tespit
edilmisgtir.

Sepsis sonrasi uygulanan tek ve yiiksek doz probiyotik uygulamas1 TNF-
a seviyeleri iizerinde anlamli bir etkiye sebep olmamustir.

Sepsis modellemesi uygulanan grupta IL-10 seviyesi tiim gruplar
arasinda en diisiik seviyede tespit edilmistir.

Sepsis Oncesi koruyucu olarak probiyotik uygulamasi yapilan sepsisli
sicanlarin  oldugu gruplarda kontrol grubu seviyesine erisim
gerceklesmese de anlamli olarak IL-10 seviyesi artmstir.

Saglikl gruplarda 10%° cfu/ml probiyotik alan grubun IL-10 seviyesi,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli farklilik gostermez iken
diger gruplarla  karsilagtinnldiginda  anlamli  derecede  arttif

gozlemlenmistir.
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13. Saglikli 10 cfu/ml probiyotik alan grubun 1L-10 seviyesi tiim gruplar
arasinda en yiiksek Ol¢ctilmiistiir.

14. Sepsis  isleminin ardindan yapilan probiyotik uygulamasi IL-10
seviyelerinde anlamli herhangi bir degisiklige sebep olmamustir.

15. Deneysel sepsis modellemesi yapilan gruba ait TGF-f3 seviyelerinde ciddi
derecede azalma belirlenmistir.

16. Sepsis Oncesi kullanilan probiyotik karisimi doza bagli olarak TGF-B
seviyelerinde sepsis grubuna gore anlamli derecede artisa  sebep
olmustur.

17. Saglikli siganlara uygulanan probiyotik karigimmin TGF-B seviyeleri
tizerine olan etkileri incelendiginde, bu gruplarda da doza bagli olarak
TGF-p seviyeleri kontrole gore azalmis, sepsis grubuna gore ise artmistir.

18. Sepsis isleminin ardindan yapilan probiyotik uygulamast TGF-8

seviyelerinde anlamli herhangi bir degisiklige sebep olmamustir.

Bulgularimiza gore probiyotik kullanmi sepsis patolojisinde kotiiye gidisle
iliskilendirilmis pro-inflamatuar sitokinlerin seviyelerini azaltmig, anti-inflamatuar
sitokin seviyelerini ise artirarak inflamasyon siirecine olumlu etkide bulunmustur.
Yaptigimiz ¢alisma sonucu tiim organ ve sistemleri etkileyen, 6zellikle yogun bakim
tiniteleri basta olmak {izere tiim servislerde 6nemli bir mortalite sebebi olan sepsisin
onlenmesinde  klasik medikal tedavilere ek olarak probiyotik desteginin
kullanilabilecegini diistinmekteyiz. Fakat bu konuda deney hayvanlariyla yapilan
caligmalarin yanisira goniillii insanlardan olusan farkli denek gruplariyla, kullanilan
probiyotik igeriginin standartlagtiritlmasi1 ve etkilerinin tam olarak belirlenebilmesi

acisindan daha kapsamli ¢aligsmalarin yapilmasi gerektigi goriisiindeyiz.
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