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I. GIRIS VE AMAC

Sepsis, endojen mediyatorlerin aracilik ettigi, tiim organ ve sistemleri

etkileyen, sistemik inflamatuar bir reaksiyondur (1).

Sepsis modern yogun bakim iinitelerinin en 6nemli morbidite ve mortalite
nedenlerindendir. Destekleyici tedaviler ve giiglii antibiyotiklere ragmen etkilenen
hastalarda %30-70 oraninda 6liim ile sonuglanmakta, yasayanlarda ise yasam

kalitesini 6nemli 6l¢lide diisiirmektedir (2).

Enfeksiyona yeterli immiin yanit dogal immiin sistem ile; monosit, T
hiicresi ve noétrofil cevabini igeren 0zgiil immiin sistem arasindaki etkilesimi
gerektirir. Son yillarda sepsiste immunopatofizyoloji konusundaki c¢aligmalar
Ozellikle T hiicreleri lizerine yogunlagmistir (3). Sepsiste organizmada goriilen
hemodinamik, metabolik ve immiin degisiklikler; hiicreler arasi sinyal iletisinde
rol alan mediyatorler ve sitokinler araciligi ile olmaktadir. Sitokinler etkilerini
sadece sistemik dolagima karisarak degil, direkt hiicre- hiicre iliskisi ile ve ¢ok

kiiciik konsantrasyonlarda da ortaya koymaktadir (4).

Aktive olmus T hiicreleri salgiladiklar: sitokin etkilerine gore ikiye ayrilir.
Bir kismi inflamatuvar sitokinler olan TNFa, IL-1, IFNy, IL-12, IL-15 salgilar ve
Thl olarak adlandirilir. Th1 hiicreleri bu sitokinler araciligi ile mikobakteriyel,
viral ve mantar enfeksiyonlarinin kontrolii i¢in enflamatuvar cevab1 uyarirlar. [gM
tretimini ve komplemanla birlesebilen spesifik Ig G alt siniflariin tiretimini
artirir. Bir kismi ise antienflamatuvar sitokin olan IL-2, IL-4, IL-5, IL-13, IL-10,
TGF-p salgilar ve Th2 olarak adlandirilir. Th2 hiicreleri IL-4 ile uyarilirken IFNy
ile baskilanmaktadir (5-7). Bu grup sitokinler Thl yanitinin gelisimini inhibe eder
ve fagositik efektdr hiicrelerin aktivasyonunu engeller. Th2 yanitinin yiiksek

olmasi, konak¢imin ilerleyici tarzda enfeksiyona maruz kaldiginin gostergesidir

(8).



Sepsiste tedavi antibiyotik kullanimi, sistemik perfiizyonun idamesi ve
kaynak kontroliidiir. Sepsiste kompleman, koagiilasyon, kallikrein kinin sistemi
gibi konak savunma mekanizmalan aktive olur. Bunlar pro-inflamatuar aracilarin
salinimina ve immiin cevabin siddetlenmesine, mikrovaskiiler trombiis ve doku
iskemisi olusmasina neden olurlar. Endojen anti-inflamatuar ve antikoagiilan
faktorler bu etkileri azaltmada genelde yetersiz kalir. Son yillarda konaktaki bu
kontrolsiiz cevaba miidahaleyi tedavi secenegi olarak degerlendiren pek ¢ok

arastirma yapilmistir (9).

Beta glukan ekmek mayasindan (Saccharomyces cerevisiae) elde edilen,
bagisiklik sistemini giiclendiren dogal bir polisakkarittir. Makrafajlarin
proliferasyonunu, adhezyon yetenegini, kemotaktik aktivitesini ve sitotoksik

ozelliklerini artirir (10).

Yapilan pek c¢ok calismada beta glukan’in doku rejenerasyonu,
antineoplastik etki, radyasyona kars1 koruma ve giiclii antioksidan etkilerin yan1
sira bazi antibiyotikler, antifungal ve antiparazitik ilaclarla sinerjist etkileri

gosterdigi rapor edilmistir (11,12).

Beta glukanlarin gesitli deneysel caligmalarla antimikrobiyal immuniteyi
artirdig1 gosterilmistir. Hayvan deneylerinde E. coli, P. aeruginosa ve M. lepra
enfeksiyonlarinda kullanilmistir. Sonugta beta glukan tedavisi ile mortalitenin

veya enfekte hayvanlarda bakteri sayisinin azaldig1 goriilmiistiir.

Bu ¢aligmanin amaci, beta glukanin ¢esitli enfeksiydz ve malign hastalik
durumlarinda karg1 viicut koruma mekanizmalarini arttirma yetenegini géz 6niinde
tutarak, Staphylococcus  aureus’a  bagli  intraabdominal  sepsisde

immiinomodulatdr etkisini arastirmaktir.



Il. GENEL BIiLGILER

2.1. SEPSIS

2.1.1. TANIMLAMALAR

Sepsis fizyopatolojisindeki, tan1 ve tedavi yontemlerindeki yeni gelismelere

karsin bugiin hala 6nemini koruyan, enfeksiyona bagli olarak gelisen, 6liimciil bir

hastaliktir (13).

Sepsis, yillar boyunca tip diinyasinin tedavisi giic ve mortalitesi yliksek
sorunlarinin basinda yer almistir. Glinlimiizde sepsis yogun bakim {initelerindeki
en sik 6liim nedenidir (14). Son yirmi yil incelendiginde sepsis insidansinin
artmakta oldugu gozlenmektedir. Enfeksiyon odagmin etkin bir sekilde ortadan
kaldirilamadig1 veya uygun tedavi edilemedigi durumlarda sepsis, septik sok ve
coklu organ yetmezligi gelisimi s6z konusu olabilir (15,16). Sepsis son derece
silik bulgularla seyredebildigi icin, tani kriterleri hatirlanmali, sepsis olgulari

atlanmamal1 ve acil tedavi baglanmalidir (17,18).

Sepsis tanimlanmasinda ve patofizyolojisinin anlagilmasinda giigliikler
devam etmektedir. Tim klinisyen ve arastirmacilarin  gereksinimlerini
karsilayacak tek bir tanimlama yoktur. Bazi noninfeksiyoz nedenler de (6r. akut
pankreatit, yanik, travma) fizyolojik bozukluk ve organ disfonksiyonu yaparak,
akut bir enfeksiyonu taklit edebilir (1,15,19,20).

1992 yilinda Amerikan Gogilis Hastaliklart (American College of Chest
Physicians- ACCP) ve Yogun Bakim Dernekleri (Society of Critical Care
Medicine-SCCM) bir araya gelerek sepsis tanisi, izlemi ve tedavisinde belli
standartlar1 getirmek tizere yaptigi uzlasma toplantisinda sepsis i¢in enfeksiyon
tanim  yapilmis ve ‘Sistemik Inflamatuvar Yanit Sendromu’ (Systemic

inflammatory response syndrome-SIRS) tanimi getirilmistir (21). Buna gore;



ENFEKSIYON: Normalde steril olan bir bélgede mikroorganizma
bulunmasidir. Semtomatik, asemptomatik veya subklinik olabilir.
BAKTERIYEMI: Kanda bakteri bulunmasidir. Kiiltiirle dogrulanabilir.
SEPSIS: Enfeksiyonun klinik bulgular1 ve enfeksiyona sistemik cevap
bulgularindan iki veya daha fazlasinin olmasidir. Sistemik cevap bulgulari:
1. Viicut 1s1sinin 38 °C’nin Ustiinde veya 36 °C’nin altinda olmasi
2. Kalp atim hizinin 90/dakikanin iizerinde olmasi
3. Solunum hizinin >20/dakika veya PaCO2 <32 mmHg olmas1
4. Lokosit sayisinin >12000 /mm? veya <4000 /mm? olmas1 veya

periferik yaymada band formunun %10’dan fazla olmasidir.

AGIR SEPSIS: Sepsis ile birlikte organ fonksiyon bozuklugu,
hipoperfiizyon veya hipotansiyonun bulunmasi durumudur. Hipoperfiizyon ve
perfiizyon bozuklugunda, laktik asidoz, oligiiri veya mental durumda akut
degisiklik bulunabilir. Hipotansiyon; sistolik kan basincinin 90 mmHg nin altina
diismesi veya hipotansiyonun diger nedenleri olmaksizin bilinen sistolik kan

basincinin bazal degerinin 40 mmHg veya daha fazla asagi diismesidir (5,6).

SEPTIK SOK: Sepsiste yeterli sivi tedavisine ragmen, hipotansiyon ile
birlikte perfizyon bozuklugu belirtilerinin (laktik asidoz, oligiiri, akut mental
degisiklik) devam etmesi durumudur. Inotropik veya vazopressér ajan alan
hastalarda, perfiizyon bozukluklarina ragmen hipotansiyon tespit edilmeyebilir
(1,22).

SISTEMIK INFLAMATUAR CEVAP SENDROMU (SIRS): Baslica
infeksiyoz kaynakli olan, ancak baska nedenlerle de (yaniklar, pankreatit gibi)
gelisebilen ates ve organ hipoferflizyonu durumudur. Arastiricilar SIRS tanisinda,
Klinik bulgularla beraber, serumda IL-6, prokalsitonin veya CRP artisinin varlig

kullanilabilir yorumunu yapmislardir (13). Sepsis, SIRS nun bir boliimiidiir.

Multipl organ yetmezligi sendromu (MODS); akut hastalik tablosu i¢inde

olan hastada organ fonksiyon degisikliklerinin bulunmasidir. Bu klinik tabloda



tedavisiz hemostaz saglanamaz. Organ fonksiyon bozuklugu, Marshall tarafindan
gelistirilen tanimlar veya ‘Sequential Organ Failure Assesment (SOFA)’ skoru
kullanilarak  tanimlanabilir. Erigkinlerde agir sepsiste organ fonksiyon

bozuklugunu belirlemede en fazla SOFA skoru kullanilmasi oOnerilmektedir

(23,24).

Pratikte kullanilan sepsis tan1 kriterleri tablo I’de gdsterilmistir.



Tablo I: Sepsisin tan1 kriterleri (13).

Enfeksiyon

e Gosterilmis veya siiphe edilen enfeksiyon ve asagidakilerden bazilari:

Genel parametreler
e Ates (viicut 1s151 >38.3 °C) veya Hipotermi (viicut 1sis1 <36 °C)
e Kalp atim hiz1 >90/dk veya yas i¢in normal degerden >2 SD*
e Takipne >30/dk
e Mental durum degisikligi
e Belirgin 6dem veya pozitif s1v1 dengesi 24 saatte >20ml/kg

e Hiperglisemi (diyabetin olmadig1 durumlarda plazma glikozu >110mg/dl)

inflamatuvar parametreler
e [okositoz (beyaz kiire sayis1 >12000/pl) veya l6kopeni (beyaz kiire sayist < 4000 /ul )

e >9%10 immatiir formun oldugu normal beyaz kiire sayisi

Hemodinamik parametreler
e Arteriyel hipotansiyon ( sistolik kan basincinin <90 mmHg, ortalama arteriyel basincin
<70 veya sistolik kan basincinin yetiskinlerde >40 mmHg diismesi veya yasa gore
normal degerden <2 SD* olmasi)
e  Mikst vendz oksijen satiirasyonu >%70

e  Kardiyak indeks >3.51 min ' m 2

Organ disfonksiyon parametreleri
e Arteriyel hipoksemi (PaO2/F102<300)
e Akut oligiiri (en az 2 saat idrar ¢tkis1 <0.5 mL/kg)

Kreatininde >0.5 mg/dl artis

Koagiilasyon anormallikleri (internasyonel normalizasyon orant (INR) >1.5 veya

aktive parsiyel tromboplastin zamani >60 s)

ileus

Trombositopeni (trombosit sayisinin <100000 /p 1)

Hiperbilirubinemi (plazma total bilirubin >4 mg/dI)

Doku perfiizyon parametreleri
e Hiperlaktatemi (>3 mmol/l)

o Kapiller dolusta azalma veya deride renk degisikligi

(*SD: Standart deviasyon)




2.1.2. EPIDEMIiYOLOJi

Sepsis epidemiyolojisi ile ilgili son yillarda oldukca genis kapsamli ve
Oonemli c¢aligmalar yapilmistir. Bu caligmalar sonucunda elde edilen bulgular
sepsis morbidite ve mortalite oranlarinin artmakta oldugunu gostermistir. Sepsis,

giiniimiizde yogun bakimlardaki en sik 6liim sebeplerinden biridir. (25,26).

European Society of Intesive Care Medicine (ESICM) tarafindan 2002
yilinda yogun bakim hastalarinda sepsis ve septik sok insidansini arastirmak tlizere
bir ¢alisma baslatilmistir. SOAP (the Sepsis occurence in the acutely ill patients)
calismasi olarak isimlendirilen bu arastirmada etyolojik, tanisal, terapotik ve
prognostik parametreler de degerlendirilmistir. Toplam 24 ilkedeki 198 yogun
bakim {initesinde izlenen 3147 hasta (%62 erkek ortalama yas 61) hastaneden
taburcu edildigi giin veya 6ldiigii giine kadar takip edilmistir. SOAP ¢alismasinin
sonuglari tanisal ve terapotik standartlarin iilkeler ve yogun bakimlar arasinda ¢ok

onemli farkiliklar gosterdigini ortaya koymustur (27).

Ulkemizde toplum kokenli sepsis insidansi konusunda yeterli veri
bulunmamakla beraber yogun bakim tinitesindeki nozokomiyal bakteriyemi/sepsis
insidansi %7.6-15.8 arasinda bildirilmektedir (28).

Hastane kaynakli sepsisler gittikge artan siklikta goriilmektedir. Toplumda
ileri yas grubunun artmasi, kronik hastaligi olan hastalarin yagam siiresinin
uzamasi, immiinsupresif ilaglarin kullanimi, teshis veya tedavi amaciyla invaziv
tekniklerin yaygin kullanilmasi sepsis goriilme sikligini arttirmaktadir. Sepsisin
goriilme siklig1 hastaneden hastaneye degismektedir. Onkoloji, yanik / travma ve
yiiksek riskli bakim servislerinde hastane kaynakli kan yoluyla gegen enfeksiyon

sikligi %1,14 ve 3.9 olarak bildirilmektedir (19).



2.1.3. ETYOLOJi

Sepsis tablosu  bakteriler, viriisler, mantarlar, parazitlerden
kaynaklanabilecegi gibi, travma ve pankreatit gibi nonenfeksiyoz olaylarla da
gelisebilmektedir. Antibiyotikler kullanima girmeden 6nce gram pozitif bakteriler
en sik sepsis nedeni olan bakterilerdir. Antibiyotik doneminde ise gram negatif

bakteriler gittikce artan oranlarda sepsis etkeni olarak izole edilmeye baslanmistir
(29).

Toplum ve hastane kokenli sepsislerde bakteriler en yaygin patojenlerdir.
Sepsise neden olan mikroorganizmalarin tiirleri sepsisin hastane i¢i ya da diginda
gelismis olmasina gore degisiklik gosterir (20). Toplumdan kazanilmis sepsis
olgularinda en sik etkenler S. aureus, Streptococcus pneumoniae ve Escherichia
coli’dir. Anaerop bakteriler ve mantarlar, toplumda gelisen sepsislerde daha az
oranda etken olabilir. Hastane kokenli sepsis etkenleri yillara gore degisiklik
gostermistir. Nozokomiyal sepsislerde en sik etkenler; S.aureus, koagiilaz negatif
stafilokoklar, Enterococcus tiirleri, E. coli ve diger enterik bakteriler,
Pseudomonas aeruginosa ve diger nonfermentatif bakteriler, Candida albicans ve
diger kandidalardir. Anaeroplarin nozokomiyal sepsislerde etken olarak izole
edilmesi diisiik orandadir (20).

2.1.4. PATOFIZYOLOJi

Sepsis, etken mikroorganizma ile konagin immiin, inflamatuvar ve
koagiilasyon cevabimin etkilesmesi sonucu olusmaktadir. Yani hem konagmn

cevab1 hem de etken mikrorganizma sepsisden sorumludur (5).

Gram negatif bakterilerde hiicre duvar komponentleri olan lipopolisakkarit
yapisindaki endotoksinler, sepsisi tetikleyen molekiillerin basinda gelir.
Endotoksinin ortaya ¢ikardigi genel yanit, pro- ve antiinflamatuvar mediatorler
(sitokinler, pihtilagsma faktorleri, adezyon molekiilleri, miyokardiyal deprese edici
yapilar ve 1s1-sok proteinleri) ile birlikte, hem hiicresel hem de humoral yaniti

kapsar (30).



Gram pozitif bakterilerde endotoksin yoktur, ancak hiicre duvarinda
peptidoglikan ve lipoteikoik asit bulunur. Bu iki molekiiler yap1 hiicre
yiizeyindeki reseptorlere baglanma yetenegindedir ve inflamasyonu arttirict
(proenflamatuvar) 6zellik gosterir. Ancak lipopolisakkaritler kadar etkin degildir.
Peptidoglikan ve lipoteikoik asidin sepsis fizyopatolojisindeki etkileri heniiz tam
olarak anlagilamamustir. ilging bir nokta da gram pozitif bakterilerin
siiperantijenik  toksinlerinin LPS’ye olan asir1 duyarhilign arttirmasidir.
Stafilokoksik bir toksin olan TSST-1’in, tavsanlarda LPS asir1 duyarliligim
yaklasik 50.000 kat arttirdig1 gosterilmistir (31).

Makrofajlar, gram negatif comaklardaki LPS gibi bakteriyel toksinler ve bu
toksinlere yanit olarak salinan proinflamatuvar sitokinler aktive olur. Portal vende
LPS, LPS-baglayici proteini (LBP) baglar. LPS-LPB kompleksi karaciger
siniizoidlerine ulasarak makrofaj yiizeyindeki LPS reseptorii olan CDI14’¢
baglanir. Hiicre i¢inde CDI14 yoklugunda, LPS’ye karst hiicresel yanit
transmembranda bulunan ‘Toll-like receptor’’e (TLR) baghdir. TLR, sitokin ve
diger mediyatorlerin sentez ve salinimina onciiliik eden sinyal yollarini indiikler
(32). Bakteriyel ve fungal kaynakli bir ¢ok proteine karst farkli TLR
tanimlanmistir. TLR-4, LPS reseptoriidiir. TLR-2 esas olarak gram pozitif hiicre
duvar yapilarimi tanir. LPS’lerin TLR-4 ve CD14 kompleksine baglanmasi ile
sepsis yolagi baslamaktadir. TLR’lerin mikroorganizma epitoplarina baglanmasi
ile hiicre i¢i sinyal artis1 baslar. Proinflamatuvar sitokinler olan TNF alfa, IL-1,
IL-6, IL-8 salimmi (IL-1 ve IL-6 aktivasyonu sonucu IL-2, I1L-4 ve GMCSF

salinir) ve antiinflamatuvar sitokin olan IL-10 salinimi goriiliir (5).

LPS yiizeyinde bulunan MSR (Macrophage scavenger receptor), CD11b-
CD18 ve iyon kanallarina baglanarak da etki gostermektedir. Ayrica genetik
mutasyonu olanlarda NOD-1 ve NOD-2 (nucleotide-binding oligomerization

domain) reseptorleri araciligiyla da baglanma olmaktadir (31).



Mikroorganizma ve konagin ilk karsilagmasindan sonra dogal immiin
sistemde humoral ve hiicresel immiiniteyi kapsayan yaygin bir aktivasyon baglar.
Bu noktada mononiikleer hiicreler klasik pro-inflamatuvar sitokinleri salarak [IL-
1, IL-6 ve TNF gibi] kilit rol oynar. TNF ve IL-1 inflamatuvar sitokinlerin
prototipini olusturur ve LPS’ye bagl septik sok olusmasinda son derece etkilidir
(33).

Pro-inflamatuvar sitokinlerin salinimi ile gelisen olaylar sunlardir (5);

a-Notrofillerin endotel hiicrelerine adezyonu artar,

b-Noétrofillerin aktivasyonu ile mikroorganizmalar 6ldiiriildiigii gibi endotel
hasari olusur,

c-Endotoksinlerin direkt etkisi ve sitokinlerin uyarimi ile ortaya ¢ikan
tromboksan, prostoglandin ve 16kotrien gibi arasidonik asit metabolitleri
saliimi ve vaskiiler permeabilite artis1 olur,

d-Akcigerde ve diger dokularda proteinden zengin 6dem goriiliir,

e-Aktive olmus endotel hiicreleri nitrik oksid sentezi yapar,

Sepsiste uyarilmis immiin yanit:

Mikroorganizmalar humoral ve hiicresel yaniti stimiile eder ve dogal
bagisiklik sisteminin etkisini artirirlar. B hiicreleri immiinglobulin sentezini
artirir, immiinglobiilinler de mikroorganizmalara baglanir, antijen sunan
hiicrelerin dogal o6ldiiriicii  hiicrelere (natural killers-NK) antijen sunumu
kolaylasir. Néotrofiller tarafindan mikroorganizmalar Olddrilir. T hiicre alt
gruplar1 sepsiste degisiklige ugrar ve Thl ve Th2 hiicreleri salinir. Thl’ler
genellikle TNF-a ve IL-1B gibi proinflamatuvar sitokinlerin salinimina neden
olurlar. Th2 mikroorganizmaya, enfeksiyonun siddetine ve diger faktorlere bagl

olarak IL-4 ve IL-10 gibi antiinflamatuvar sitokinleri salgilar (5).
Sitokinler etkilerini sadece sistemik dolasima karisarak degil, direkt hiicre

—hiicre iligkisi ile ve ¢ok kiiclik konsantrasyonlarda da gdstermektedir. Sepsiste

makrofaj, endotel ve epitel hiicrelerinin lipopolisakkarit veya metillenmemis CpG
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DNA fragmanlar1 gibi bakteriyel {irlinleri spesifik reseptorleriyle tanimalar
sitokin kaskadinin tetiklenmesiyle ve TNF-a, IL-1, IL-12, IL-18, IFNy, IL-6 ve

IL-8 gibi sitokinlerin salinmasiyla sonuglanir (34).

Sitokinler arasindaki sinerjist etkilesimler doku zedelenmesine yol acabilir.
Mikrobiyal toksin gibi bir enfeksiyoz ya da enflamatuvar uyaran makrofajlar
uyarir ve fazla miktarlarda TNFa, IL-1, IL-6 salimimia yol acar (35). TNF-a
sepsis patofizyolojisinde en 6nemli rolii olan erken donemde salgilanan bir
sitokindir. TNF-a araciligi ile olan doku hasar1 nétrofiller tarafindan saglanir.
Notrofillerden elastaz, siiperoksidin, hidrojen peroksid, PAF, LTB4, TXA2, IL1,
prostoglandin, elastaz, kollojenaz salinimini ve sentezini uyarir, nétrofillerin
transendotelyal migrasyonunu saglar, endotelyal mikrovaskiiler hiicreleri aktive
eder, PAF ve IL-8 salgilanir. Sitokinlerin (6rnegin TNF-o, IL-1), sitokin
reseptorlerinin  (6rnegin  TNF reseptorleri, IL-1 reseptorleri) ve TLR’lerin
genlerindeki polimorfizmlerin veya mutasyonlarin, konagin enfeksiyona cevabini
degistirebilecegi, sepsisin siddeti ve mortalitesi ile iliskili olabilecegi
bildirilmektedir (17,36). IL-6’nin rolii tartismalidir. Bazi1 yazarlar IL-6’y1
antienflamatuvar sitokin olarak kabul eder, ancak IL-6 nétrofillerden elastaz
salmimin artirarak noétrofillerin sitotoksik potansiyellerini artirir. IL-6 salinimi,
TNF ile azaltilir. IL-6 diger sitokinlerle beraber salindiginda toksik olmaktadir.

IL-8 notrofil kemotaktik bir sitokin olup, doku enflamasyonunda yer almaktadir
(37).

Pihtilasma kaskada:

Sepsiste dnemli bir konu da prokoagiilan faktorlerde artis ve antikoagulan
faktorlerde azalma ile birlikte prokoagiilan-antikoagilan degerlerindeki
degisikliktir. Lipopolisakkarit endotel hiicrelerini aktive edip, doku faktoriini
diizenleyerek koagiilasyonu aktive eder. Fibrinojen fibrine doniisiir ve bu da

mikrovaskiiler trombiis olusumunu artirarak daha fazla hasara yol acar (5,36).
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Sepsis; protein-C, protein- S, antitrombin III ve doku faktor yolu inhibitor
miktarimi disiiriir. Lipopolisakkarit ve TNF-a, protein-C reseptor sentezini azaltir,
protein-C aktivasyonunu bozar ve plazminojen aktivator inhibitor-1 sentezini

artirir ve boylece fibrinolizisi bozar (38).

Sepsiste doku faktoriiniin ve plazminojen aktivatdr inhibitoér-I'in agiga
¢ikmasiyla olusan hipoksi ve iskemi yoluyla proinflamatuvar ve prokoagiilan

yanit artar (5).

Protein C:

Tromboz ve pihtilasma kaskadina karsi organizmanin en énemli endojen
savunma mekanizmalarindan biri protein C’dir. Protein C, trombin ile
trombomodulinin kompleks olusturmasi sonucu vitamin K bagimli bir genin
proteaz fonksiyonu araciligi ile aktive protein C’ye (APC) gevrilir (39-41).
Protein C aktive edildigi zaman kofaktorii olan protein S ile birlikte antikoagiilan,
antiinflamatuvar ve fibrinolitik etki gosterir (32,42). Sepsisli hastalarda, endotel
tizerinde bulunan trombomodulinin ve buna bagh olarak da APC olusumunun,

plazma protein C ve S diizeylerinin belirgin olarak azaldigi gosterilmistir (42,43).

Nitrik oksit (NO) olusumu:

Septik sok sirasinda endotel tarafindan asir1t NO yapilmasi, vazodilatasyon,
trombosit agregasyonu inhibisyonu, diiz kas hiicre proliferasyonu inhibisyonu ve
endotel tarafindan proinflamatuvar mediatorlerin ekspresyonunun azalmasi ile
sonuglanir. Biitiin bunlara bagli olarak, hipotansiyon, kardiyak depresyon ve
vaskiiler hiporeaktivite meydana gelir (5,30).
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Bireysel duyarhhk:

Genetik faktorlerin de sepsiste ©Onemli olabilecegi gosterilmistir.

Nozokomiyal sepsislerde NOD-2 mutasyonu bagimsiz risk faktorlerindendir (31).

Sepsis patogenezinde etkili olan mediatorler ve etkileri tablo 2’de

gosterilmistir.
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Tablo II: Sepsis fizyopatolojisinde etkili makrofaj kaynakli iiriinler (33).

Mediatorler Temel etkileri
Sitokinler;IL-1,IL-6, -Notrofil, lenfositler ve vaskiiler
IL-12, IL-15, IL-18, endotelin aktivasyonu;

TNF, MIF, HMGB, -hiicresel adezyon molekiillerinin
IL-10 aktivasyonu,

-prostoglandinlerin indiiksiyonu,
-nitrik oksit sentetaz ve akut faz

proteinlerinin aktivasyonu,

-ates (I1L-10 bu etkilerin hepsini

engelleyici bir etkiye sahiptir)

Kemokinler;IL-8, MIP-1q, -Ozellikle notrofillerin harekete

MIP-13, MCP-1,MCP-3 gegirilmesi ve aktivasyonu,
-makrofajlarin aktivasyonu

Lipid mediatorleri; PAF, -Vaskiiler endotelin aktivasyonu,

prostoglandinler, 16kotrienler, -vaskiiler tonusun diizenlenmesi,

tromboksan,doku faktorleri -ekstrensek koagiilasyon kaskadinin

aktivasyonu

Oksijen radikalleri; -Antimikrobiyal etkiler
stiperoksit ve hidroksil

radikaller, nitrik oksit

HMGB:Yiiksek mobilize grup B,
MCP:Makrofaj kemotaktik protein,
MIF: Migrasyon inhibitor faktor,
MIP: Makrofaj inflamatuvar protein,
PAF: Platelet aktive edici faktor
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Sepsis ve Apopitoz:

Agir sepsis/septik sok patogenezinde, apopitoz yoluyla hiicre 6liimiiniin
onemli rol oynadigina dair bulgular giderek artmaktadir (39). Deneysel sepsis
modellerinde, LPS ve TNF-a gibi pek ¢ok proinflamatuvar mediatoriin, endotel ve
diger cesitli hiicre tiplerinde apopitoza neden oldugu gosterilmistir. Ayrica ¢oklu
organ yetmezligi nedeniyle kaybedilen hastalarda, lenfositler ve intestinal epitel

hiicrelerinde yaygin apopitoz oldugu bildirilmistir (44,45).

Bagisiklik sistemi hiicrelerinin kaybi ile beraber apopitozun artmis
olmasinin sepsis sirasinda ve travma sonrasinda immiinsiipresyonun gelisiminde

rol oynadig: diistiniilmektedir (32).

Sonug olarak, sepsis seyrinde enfeksiyonun kendisinden ¢ok, inflamatuvar
yanitlar daha biiyiik problem gibi goriinmektedir. Ancak, sepsis patogenezinin
karmasik olmasi, tek bir hedefe yonelik tedavi girisimlerinin basarisiz olmasina

neden olmustur (46).

Septik bir hastada bagisiklik ve enflamatuvar olaylarin daha dogru ve
kesin olarak belirlenmesinin, sepsis tedavisinde gelistirilecek tedavi stratejilerinde

yol gosterici olacag: diigtiniilmektedir (42).

2.1.5. KLiNiK BELIiRTi VE BULGULAR

Sepsiste klinik bulgular hastaligin evresine gore degiskenlik gosterir. Ani
baslayan ates, iisiime-titreme, tasikardi, takipne, mental durum degisikligi
hipotansiyon gelisen ve lokalize enfeksiyonu olan hastalarda sepsis kolaylikla
stiphelenilen bir durumdur. Bu belirti ve bulgular1 olan hastalarda siiratle kan ve

enfeksiyon odagindan kiltiirler alinmali, hemen uygun tedaviye baslanmalidir
(17,18,20).
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SIRS’na, sistemik bakteriyel bir enfeksiyonun neden oldugunu diisiindiiren
belirti ve bulgular iki grupta incelenebilir (1,19,20).

1. Primer belirti ve bulgular: Ates veya hipotermi, lislime ve titreme,

hiperventilasyon, tagikardi, deri lezyonlari, mental durum degisikligi

2. Komplikasyonlar: Hipotansiyon, kanama, l6kopeni, trombositopeni,
organ yetmezligi: Akciger (siyanoz, asidoz), bobrek (oliguri, aniiri, asidoz),

karaciger (ikter), kalp (konjestif kalp yetmezligi)

Sepsisli hastalarin biiyiik ¢ogunlugunda viicut sicakligi yiikselir. Ates ile
birlikte titreme de gozlenir. Bazi hastalarda hipotermi olabilir ve genellikle
yenidogan, yasli, tiremik ve alkolik sahislarda goriiliir. Hipotermi, sepsiste kotii
prognozun bir isareti olarak yorumlanmaktadir (47,48). Notropenik ve
immunosiipressif hastalar sistemik enfeksiyona yatkindirlar ve bu hastalarda ates
goriilmeden sepsis gelisebilir (49). Hipotansiyon, oligiiri, trombositopeni Ve
kanamanin gozlenmesi, bu hastalarin sepsis yoniinden degerlendirilmesini

gerektirir (50).

Yogun bakim tinitelerinde devamli izlenen hastalarda, hiperventilasyon ve
respiratuvar alkaloz gozlenmesi sepsisi ilk planda diigiindiirmelidir (51). Santral
sinir sistemi tutulumu olmaksizin mental durum degisikliklerin olmasi sepsiste
onemli bir bulgudur. Oryantasyon bozuklugu, konfiizyon, letarji, ajitasyon ve

suurda bulunma seklinde klinik tablo ortaya ¢ikabilir (48,49,51).

Stafilokok ve streptokok sepsislerinde deride metastatik enfeksiyonlar ve
selliilit siklikla gozlenir. Selliilit disinda, pirojenik veya eritrojenik toksinlerin
etkisine bagli eritrodermi de olusabilir. Gram negatif bakteriyel sepsislerde
ektima, hemorajik vezikiiller veya biilloz lezyonlar, selliilit, erizipele benzer deri

lezyonlar1 veya petesiyel deri lezyonlar1 goriilebilir (52,53).
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Sepsis en 6nemli etkilerini kardiyovaskiiler sistem iizerinde yapmaktadir.
Sepsisin erken doneminde kardiyak output artar, periferik damar direnci azalir ve
arteriyel kan basincinda diisme olur. Bu erken hiperdinemik fazda periferik
vazodilatasyon vardir, fakat perfiizyon ¢ok fazla bozulmaz. Bu donemi sok takip
eder. Sepsisli hastalarda sistolik kan basincinin 90 mmHg’nin altina diismesi,
klinik olarak sok kabul edilmektedir. Hastalarda hipotansiyon, tasikardi, takipne
ve periferik vazodilatasyon gozlenir. Deri sicaktir (Sicak Sok). Sokun uzamasi ile
periferik vazokonstriiksiyon gelisir. Organ perfiizyon bozukluguna bagl belirtiler
ortaya ¢ikar; aniiri gelisir, deri soluk ve soguktur (Soguk Sok). Tedavi edilmeyen
ya da tedaviye yanit vermeyen olgularda organ yetmezligi ve 6liim bunu takip
eder (54)

Sepsiste solunum sistemi bulgulari sik olarak saptanir. Pndmoniyi izleyen
sepsislerde primer enfeksiyona ait akciger lezyonlar1 goriiliir. Bakteremi sonucu
da pnémoni gelisebilir. Ancak en sik goriilen bulgu Adult Respiratory Distress
Syndrome (ARDS)’dir (19,48). ARDS klinik olarak hipoksi, hiperkapni, solunum
sikintis1 ve siyanozla karakterizedir. Solunum kaslarinda da bir yetersizlik vardir.

Akciger grafilerinde yaygin bilateral infiltratlar izlenir (52).

Sepsiste oligiiri sik rastlanan belirtilerden biridir (52). Genellikle
hipotansiyona eslik eder. Hastanin soka girmesi ile aniiriye kadar giden bobrek
fonksiyon degisiklikleri goriiliir. Hastalar saatte 20 ml’den az idrar ¢ikarir. Renal
yetmezlik hipoperfiizyona baglidir. Bazen immiin kompleks glomeriilonefriti de
goriilebilir. Bazen septik sok gelismeden de hastalarda, glomeriilonefrit veya
interstisyel nefrit sonucu akut veya subakut bobrek yetmezligi gelisebilir.
Bakteriyel endokardit, ventrikiiloatriyal sant enfeksiyonu, piyojenik organ
enfeksiyonlart ve viicudun herhangi bir yerinde enfeksiyon odagi varliginda

glomertiler orijinli bobrek yetmezligi gelisebilir (19,20).
Sepsis en sik akut dissemine intravaskiilar koagiilasyon (DIC) nedenidir

(38,50). Trombositopeni, intravaskiiler trombin olusumu, fibrin birikimi,

pihtilasma faktorlerinde azalma ve fibrinoliz ile Kkarakterizedir. Deri ve
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mukozalarda petesi ve purpura, hemorajik biiller, akrosiyanoz ve bazen de
gangrenler goriilebilir (38). Cerrahi veya travmaya bagli yarasi olan hastalarda
yara yerinde kanama, damardan injeksiyon yerlerinden ve intraarteriyel kateter
yerlerinden sizinti, biiylik derialt1 hematomlar ve derin doku i¢ine kanamalar sik
goriiliir. Uzayan sok, DIC tablosunu agirlagtirir. DIC, hem Gram negatif hem de
Gram pozitif bakteriyel sepsislerde goriliir, fakat gram negatif sepsislerde
goriilme siklig1 daha fazladir (19,20,50).

Hepatik yetmezlik hipoperfiizyona bagli olarak gelisir; intrahepatik
kolestaz ve minimal hepatoselliiler nekroz saptanir. Hiperbilirubinemiye bagl

sarilik goriilebilir (52,55,56).

Sepsisteki diger bulgular sok ve organ yetmezligi ile ilgili bulgulardir.
Sepsiste goriilen en dnemli komplikasyonlarindan biri de organ yetmezlikleridir.
Yetmezlik yoniinden risk altinda olan organlar kardiyovaskiiler sistem, akcigerler,
bobrekler, karaciger, pankreas, GIS, metabolik bozukluklar, koagiilasyon sistemi

ve SSS’dir (19,20).

Diyabetli hastalarda diyabetin regiilasyonunun bozulmasi ve hiperglisemi

enfeksiyonun en 6nemli ipucu olabilir (19,20).

2.1.6. TANI:

Hematolojik bulgu olarak I6kositoz ya da lokopeni olmasi beklenir.
Periferik yayma incelemesinde beyaz kiire sayisi normal olsa bile nétrofillerin
toksik graniilasyonu bakteriyel enfeksiyonu gosterebilir. Lokopeni kot bir
prognostik bulgudur. Diisiik platelet sayisi, DIC ve mikroanjiopatik hemolizin
gostergesi olabilir (19,49). DIC’da protrombin zamani (PT), aktive parsiyel
tromboplastin zamani (aPTT) uzar. Fibrinoliz goriiliir ve fibrinojen azalir

(19,20,49).
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Sepsisde renal fonksiyonlarin yakindan izlenmesi esastir. Renal
disfonksiyona bagli baglangigta azotemi gozlenirken, akut renal yetmezlik tabloya
eklendiginde oligiiri veya aniiri birlikte kreatinin seviyeleri artmaya baglar (19).
Artan potasyum miktar1 rabdomiyolizi gosterebilir, bu durumda bazen siddetli
sepsis nedeni olabilir (19,49). Bakteriyemi ve sepsisli hastalarda biliirubin, alkalen
fosfataz ve transaminaz seviyeleri normalin iki, {i¢ katina kadar yiikselebilir. Daha
yiiksek enzim degerleri altta yatan hepatik veya bilier kanal enfeksiyonunu
gosterebilir. Giderek kotiilesen karaciger fonksiyonlari ise siddetli sepsis
komplikasyonu olan akalkiiloz kolesistit ve hepatoselliiler hasarin gostergesi

olabilir (49).

Sepsis ve septik sokun erken déneminde hiperglisemi goriiliir ve sonraki
donemlerde ise hipoglisemi olur (19). Doku hipoksisinin siddetiyle orantili olarak
plazma laktat seviyesi, li¢ ile bes kata kadar ylikselebilir. Sepsisli hastalarda
endotel hasar1 ve kapiller protein sizmasi sonucu 24 saat iginde plazma albiimin

diizeyi 1.5- 2.0 g/dl diizeyine kadar diisebilir (49).

Erken donemde respiratuar alkaloz, ge¢ donemde ise metabolik asidoz
gelisir. Asidozun derecesi, siddetli hastaligin bir gostergesi olarak degerlendirilir
(49).

Akut faz reaktanlarindan inflamasyon varliginda karaciger hiicrelerinde
akut faz reaktanlar1 olarak bilinen proteinler (CRP, fibrinojen, fibronektin, serum
mukoproteinleri, kompleman komponentleri, transferin) sentezlenir. CRP
ortalama 4-6 saat sonra salgilanmasi baslar ve pik degerine 36-50 saatte ulasir.
Travma, cerrahi girigsim gibi tek bir uyaran sonrasi ylikselen CRP giinler sonra
normal seviyelerine iner. Sepsis tanisinda duyarlilik %68-98,5 arasinda, 6zgiilliik
%40-78 arasinda bulunmus, tek bir dl¢limle sepsis tanis1 konmasinda giivenilir bir
parametre olmadigr ve sepsis prognozu konusunda da yeterli bilgi vermedigi
sonucuna varilmistir. Ge¢ donemde gerceklesen artis1 nedeniyle sepsis gibi ¢ok
dinamik bir siiregte faydali olmayacagi, sepsis dis1 bir¢ok nedende yiikselebilmesi

nedeniyle 6zellikle YBU hastalarinda ¢ok faydali bir sepsis tani testi olarak
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kullanilamayacagi sonucuna ulasilmistir. Prokalsitonin (PCT), normalde tiroid C
hiicrelerinden salgilanan kalsitoninin propeptididir. Bakteriyel lipopolisakkarid
uyaris1 ile mononiikleer hiicrelerden ve TNF-a, IL-6 uyaris1 ile karaciger
hiicrelerinden sentezlendigi sanilmaktadir. Uyaridan 3-4 saat sonra artig baslar ve
pik degere yaklasik 6 saatte ulagir. Yarilanma Omrii, 25-30 saattir. Bobrek
yetmezliginde bu siire %30 kadar uzamaktadir. Viral enfeksiyonlar, enflamatuar
olaylar ve lokalize bakteriyel enfeksiyonlar hafif artisa yol agarken sistemik
bakteriyel enfeksiyonda miktarinda ciddi artis oldugu saptanmustir (57). Sepsis ile
SIRS ayirict tanisinda prokalsitonin duyarlilignt %85, ozgilligii %91 olarak
bulunmustur (58).

Mikrobiyoloji:

Sepsisin etyolojik tanisi primer enfeksiyon odagindan ve kandan yapilan
kiiltiirlerle konur. Ideali kiiltiirlerin antibiyotik tedavisinden énce alinmasidir. Kan
kiltiirti mikrobiyolojik inceleme igin ¢ok 6nemlidir. En az iki ya da {i¢ set kiiltiir
alinmalidir (toplam 20-30 ml kan). Fungal enfeksiyon i¢in yiiksek riskli hastalarda
0zel besiyerleri kullanilmalidir (11,59). Biitiin hastalardan, varsa balgam ve
idrarin mikroskobik incelemesi yapilmalidir. Tiim yaralardan ve steril viicut
stvilarindan (serebrospinal sivi, eklem, plevra sivist vb.) kiiltiir alinmalidir.

Hastanin klinik gidigine gore gerekirse kiiltiirler tekrar edilmelidir (60-62).
Radyoloji :
Tiim olgularda akciger grafisi cekilmelidir. Ozellikle apselerin
saptanmasinda ultrasonografi ve bilgisayarli tomografi genellikle gereklidir.

Enfeksiyonun  kesin  odaginin tespitinde niikleer tip  yontemlerinden

yararlanilabilir (49).
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2.1.7. TEDAVI:

Sepsis tedavisinde temel ilkeler antimikrobiyal tedavi ve enfeksiyon
odagmin ortadan kaldirilmasi, hemodinamik destek tedavisi (sivi, inotropik-
vazopressOr ajanlar), oksijenizasyonun saglanmasi ve solunum destek tedavisi,
metabolik destek ve beslenme, farmakolojik tedavi, altta yatan hastaligin ortadan
kaldirilmas1 veya diizeltilmesi ve organ disfonksiyonuna yonelik destek

tedavileridir (17,63,64).

a) Destek Tedavisi: Destek tedavisi yogun bakim {initesinde verilmelidir
ve oksijenlenme, ventilasyon, kan basinci ve doku perfiizyonunun normale
dondiiriilmesi hedeflenmelidir. Hedefe ulasmanin temeli vazopressor ajanlarla

destek tedavisi esliginde agresif siv1 resiisitasyonudur (65,66).

b) Antimikrobiyal tedavi: Sepsisli hastalarda, antimikrobiyal tedavi
seciminde; olas1 enfeksiyon odagi ve bu odakta en sik enfeksiyona neden
olabilecek patojenlerin bilinmesi gerekmektedir. Primer enfeksiyon odaginin
belirlenmesi hem farmakolojik hem de farmakolojik olmayan tedavi stratejilerinin
secilmesinde ve klinik sonucun basarisinda son derece Onemlidir. Sepsisli

olgularda optimal bir antimikrobiyal tedavi protokoliinden s6z etmek giigtiir (67).

Kiiltiir ve antimikrobiyal duyarlilik testlerinin sonuglanmasi zaman
gerektirdigi i¢in baslangigtaki antibiyotik se¢imi genellikle ampirik olmaktadir.
Ampirik tedavide enfeksiyonun siddeti, gelistigi yer (toplum kokenli veya
nozokomiyal), primer enfeksiyon odagi, olasi etkenler, etken veya etkenlerin lokal
veya genel antibiyotik duyarlilik sonuglari, konak-iligkili faktorler (yas, altta yatan
hastalik, organ fonksiyonlari, yattigi klinik, uygulanan girisimler, daha once

kullandig1 antibiyotikler vb.) dikkate alinmalidir (68).
Etken patojen veya patojenlerin belirlenemedigi durumlarda ve

vazopressOr gereksinimi olan septik hastalarda genel olarak kabul edilen

yaklasim, baslangigta genis spektrumlu antimikrobiyal tedavinin baslanmasidir.
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Mikrobiyolojik veriler elde edildiginde antimikrobiyal tedavi spektrumunu
daraltarak daha uygun bir tedavi seklini segmek olasidir (69).

Sepsiste baslangi¢ antimikrobiyal tedavinin monoterapi mi, kombine
tedavi mi olmas1 gerektigi konusu halen tartismalidir. Kombine tedavinin énemli
stlinliikleri antibakteriyel spektrumun genisletilmesi, sinerjistik aktivite elde
edilmesi ve direng gelismesinin azaltilmasidir. Dezavantajlari ise siiperenfeksiyon
riski, maliyet ve ilag yan etkilerinin goériilme sikligindaki artistir. Monoterapide

ilag toksisitesi daha az goriiliir ve daha ekonomik bir tedavi seklidir (68,70).

Son yillarda gram pozitif mikroorganizmalara bagli sepsis insidansinin
artmas1 ampirik tedavide glikopeptidlerin kullanimi konusunda tartismalara yol
agmistir. Vankomisin bilinen ve siipheli kateter enfeksiyonuna bagl sepsislerde
veya metisilin direncinin yiiksek oldugu (>%15-20) dinitelerdeki S.aureus
enfeksiyonlarmin tedavisinde Onerilmektedir. Agir sepsis ve septik soklu
hastalarda antifungal ajanlarin baslangicta ampirik kullanimi ise 6nerilmemektedir

(20,67).

Sepsiste kesin bir tedavi siiresi vermek olas1 degildir. Tedavi stiresi 6zel
bir gerek¢e olmadik¢a iki haftadan uzun olmamalidir. Siire vital bulgular ve
bakteriyel eradikasyon gibi kriterler ile birlikte, 6zellikle YBU’lerde izlenen
hastalarda klinik tablonun agirligi, organ disfonksiyonlarinin varligi ve cerrahi

girisim gereksiniminin olup olmadigina gore degerlendirilir (20).

c) Aktive protein C tedavisi: Aktive edilmis Protein C ile tedavinin siddetli
sepsis hastalarinda 6liim oranini azalttigi ve organ disfonksiyonunu diizelttigi
rapor edilmistir. Aktive edilmis Protein C’nin; agir sepsisli ve yiiksek 6lim riski
tasiyan hastalarda (APACHE II skoru > 25 veya, 2 veya daha fazla organin
disfonksiyonu) uygulanmasina onay verilmektedir. Bu tiir hastalarda 6liim oranini
%13 oraninda azalttig1 gosterilmistir (5). Pediatrik sepsisli hastalarda rekombinant

human aktive protein C (thAPC) arastirmasi 399 hastadan sonra yararsiz oldugu
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i¢in durdurulmustur (70). Kanama riskini artirdig1 ve etkinliginin kanit1 yetersiz

oldugu i¢in ¢ocuklarda rhAPC onerilmemektedir (71).

d) Deneysel tedaviler: Sepsisteki deneysel tedaviler kademeli inflamatuvar
olaylar dizisini (notrofil, lenfositler ve vaskiiler endotelin aktivasyonu, hiicresel
adezyon molekiillerinin aktivasyonu, prostoglandinlerin indiiksiyonu, nitrik oksit
sentetaz ve akut faz proteinlerinin aktivasyonu vb.) kesmeyi amaglar. Bugiin igin
boyle tedaviler sepsisde standart tedavinin bir pargasi haline gelmemistir, fakat
gelisme doneminin gesitli fazlarinda ¢ok sayida tedavi stratejisi mevcuttur. Tablo

3’ de bu tedaviler gosterilmistir (72).

e) Kan sekeri kontrolii: Hiperglisemi ve insiilin direnci sepsiste genel bir
durumdur. Hiperglisemi potansiyel olarak zararli bir durumdur (apopitozu
indiikler, yara iyilesmesini geciktirir, mortaliteyi arttirir...). Son yillardaki veriler
hipergliseminin proinflamatuvar yanit1 potansiyelize ettigini, insiilinin ise bunun
tam tersi bir etki olusturdugunu gostermektedir. Birgok c¢alisma, iyi glikoz
kontroliiniin kritik hastalarin prognozunu olumlu etkiledigini gostermektedir
(73,74).

Son yillarda bes Onemli gelisme sepsiste prognozu &nemli Olgiide

iyilestirmistir (75).

1. Erken hedefe yonelik tedavi

2. Aktive protein C tedavisi

3. Kortikosteroid ve mineralokortikoid tedavisi

4. Hiperglisemide yogun insiilin tedavisi

5. Mekanik ventilasyon tedavisi altindaki hastalarda diisiik tidal voliim,

yiiksek pozitif ekspiryum sonu basing (PEEP) uygulanmasi.
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Tablo 111. Sepsisin inflamatuvar mediyatorlerinin bloke edilmesi i¢in potansiyel

tedaviler (72).

a) Glukokortikoidler

b) Antiendotoksin monoklanal antikorlar
c) IL-1 reseptor antagonistleri

d) PAF antagonistleri

e) Bradikinin antagonistleri

f) NSAID

g) Anti-TNF antikor

h) TNF reseptor fiizyon proteinleri

1) NO sentetaz blokaj1

1) Anti-ICAM antikorlar

j) IL-10

k) Anti IL-6 antikorlar1

1) Lipid A ile yarigan antagonistler

m) Anti-LPS baglayici protein antikorlari
n) Hemofiltrasyon / plazma degisimi

2.2. STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Stafilokoklar, Micrococcaceae familyasinda yer alan 0,5- 1,5 um capinda,
diizensiz kiimeler, bazen dortli, ikiserli kok ya da tek tek koklar seklinde goriilen

gram pozitif bakterilerdir (76).
2.2.1. MIKROBIYOLOJI

S. aureus, Staphylococcus cinsi iginde yer alan gram pozitif koktur.
Stafilokoklar sporsuz, hareketsiz, 0,5-1,7 p ¢apinda genellikle {iziim salkimi
seklinde goriilen bakterilerdir (77). Fakiiltatif anaerop bakterilerdir ve yiiksek tuz
iceren ortamlarda ve basit besiyerlerinde iireyebilirler (78). Kat1 besiyerinde 18-24

saat i¢inde beyaz altin saris1 pigmentli, 1-3 mm c¢apli S koloni olusturur. Baz1
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kokenlerin kolonilerinde varolan krem renginden altin sarisina kadar degisebilen
pigmentasyon karotenoidlere baglidir. Stafilokoklar koyun, insan veya at kanl
agarda beta-hemoliz olusturabilir ve hemoliz uzun siireli inkiibasyonlarda daha
belirgin hale gelebilir. Katalaz pozitiftir, oksidaz negatiftir. Lizostafine ve
furazolidona duyarhdir, basitrasine ise direng¢lidir. Anaerop ortamda glikozdan ve
eritromisin varliginda gliserolden asit olusturabilir. S. aureus ise koagiilaz testi
pozitif, mannitol fermentasyonu pozitif, deoksiriboniikleaz testi pozitif,

novobiyosine duyarli ve anaerop ortamda lireyebilen bir bakteridir (79).

2.2.2. YAPI

Stafilokoklar siklikla gevsek bir polisakkarit kapsiil ile gevrelenmistir. Bu
kapsiil serotiplerin tanimlanmasinda kullanilmaktadir. S. aureus’ta 11 kapsiiler
serotip tanimlanmustir (80). Serotip 5 ve 8 insan enfeksiyonlarinin yaklasik
%75’inden sorumludur. Serotip 5’in metisiline diren¢i yakin iliskide olduklari
gosterilmistir (79). S. aureus, enfeksiyon etkeni olarak ilk izolasyonda yiiksek
diizeyde polisakkarit kapsiil bulundurur, fakat laboratuvardaki subkiiltiirlerde bu
polisakkarit kapsiil hizla kaybolur. Kapsiil fagositozu engelleyerek S. aureus’un
invaziv karakterine katkida bulunur, konak hiicrelerine ve 6zellikle de kateter gibi

yabanci cisimlere adherensi saglar (76,79).

2.2.3. PATOGENEZ

S. aureus’un hiicre duvarinin %350’si sitokin salinimini uyaran, kompleman
aktivasyonuna yol agan peptidoglikan tabakadan olusmaktadir. Teikoik asit
stafilokoklarin hiicre duvarinda yer alir ve konaga adherensi saglar. Bir¢ok S.

aureus kokeninde bakteriyi fagositozdan koruyan bir mikrokapsiil bulunmaktadir.

Protein A, elastin, kollajen ve fibronektin baglayan proteinler ve
“clumping” faktor stafilokoksik yiizey proteinleridir. Bu proteinler konak
dokulara kolonize olmasinda 6énemli bir faktordiir (91). S. aureus konak hiicre
morfolojisini veya fonksiyonunu etkileyen c¢ok sayida ekstraselliiler toksin

uretebilir. Bunlardan bir kismi enzimatik aktivite gosterirken, bir kismu
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stiperantijen Ozellikleri nedeniyle sitokin salinimini indiikler. Ayrica bu toksinler
yogun inflamatuar yanit olan bolgelerde bile liremelerini saglayabilir. Alfa-toksin,
beta-toksin, gama ve delta toksin, 16kosidin, epidermolitik (eksfolyatin) toksinler,
enterotoksin, toksik sok sendromu toksini S. aureus’ta bulunan toksinlerdir (80).
Stafilokoklar lipaz, hyaliironidaz (yayilma faktorii), stafilokinaz, penisilinaz,
katalaz, koagiilaz ve deoksiriboniikleaz gibi birgok enzim salarak komsu dokulara

yayilimi kolaylastirirlar (76,77).

2.2.4. YAPTIGI HASTALIKLAR

Stafilokoklar dogada yaygin olarak bulunan ve basta burun mukozasi,
nazofarinks, deri ve daha az olmakla birlikte bagirsak ve diger mukozalarin
normal floralarinda bulunan bakterilerdir. Stafilokoklarin konakla benign veya
simbiyotik iliskileri vardir. Insanlarda, endojen ve ekzojen kaynakli ¢ok gesitli
nedenler, besin zehirlenmeleri ve travma neticesinde lokal ya da genel doku
hasarlanmasi sonrasinda enfeksiyon ve sepsise varacak kadar cesitli hastaliklar

olusturabilirler (81).

S. aureus’un olusturdugu enfeksiyonlari deri, mukoza, yumusak doku
enfeksiyonlari, bakteriyemi ve endokarditler, toksinleriyle olusan hastaliklar ve

organ enfeksiyonlari olmak tizere dort grupta incelemek miimkiindiir (82).

2.2.5. TANI

Stafilokoklarin mikrobiyolojik incelemesinde yayma, kiiltiir ve serolojik
yontemlerden yararlanilir. Siiriintd, irin, kan, trakeal aspirat, spinal sivi vb.
orneklerden izole edilebilir (83). Cogu stafilokokal lezyon bol miktarda PMNL ve
S.aureus igerir (84). Irin veya balgam yaymasinda tipik stafilokoklar goriiliir.
Saprofitleri patojenlerden yayma ile ayirmak mimkiin degildir. Stafilokoklar
aerobik olarak kanli agarda tipik 2 mm ve daha biiytlik capli koloniler olusturarak

37°C’de bir gecelik inkiibasyonda {irer. Kiiltiir sonuclarinin yorumlanmasi
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kolonizasyon ile enfeksiyon ayrimini yapmaya ihtiyag oldugundan karmagiktir.

Hem S.aureus hem de S.epidermidis normal floranin bir pargasi olabilir (83).

Kiiltiir vasatinda iireyen bakterilerin identifikasyonunda baz1 testler
kullanilir:

Katalaz Testi: Bir damla hidrojen peroksit diiz bir zemine konur. Ureyen
bakteriden kiiciik bir miktar alinarak bu soliisyona katilir. Kabarciklarin olugmasi

testin pozitif oldugunu gosterir (83).

Koagiilaz Testi: Sitrath insan veya tavsan plazmasi ile kiiltiirde iireyen
kolonilerden alinan bir miktar 6rnek karistirilir, 37°C’de bekletilir, 1-4 saatte
pihtilagirsa test pozitiftir. Tiim koagiilaz pozitif stafilokoklar insanlar igin

patojenik kabul edilir (83).

Antimikrobik  Duyarliligi: Klinik olarak anlamli izolatlar igin
mikrodiliisyon veya disk difiizyon duyarlilik testleri kullanilir (85,86).
Antimikrobik duyarlilik testleri sonucu penisilin G’ ye direng, beta- laktamaz
pozitifligini distindiiriir. S.aureus’un %901 beta-laktamaz {iretir. Metisiline
direng mecA geninin varligr ile iligkilidir. Bu gen PBP’yi kodlar ve semisentetik

penisilinlerden etkilenmez (83).

Serolojik Testler:

S.aureus’u diger stafilokok tiirlerinden ayirt etmek igin bir¢ok
laboratuvarda hizli metotlar kullanilir (84):

1-Slide koagiilaz faktor reaksiyonu

2-Lateks agliitinasyon testi

Endokardit ve osteomyelit gibi derin stafilokokal enfeksiyonlarda
mikrobiyolojik 6rnek almak zordur. Bu hastalarda S.aureus enfeksiyonlariin
tanisinda serolojik yontemlerden yararlanilabilir. Hemolizin, niikleaz ve hiicre
duvar1 - ribitol - teikoik asit gibi stafilokokal iiriinlere karsi antikorlar gesitli

immiinolojik teknikler ile arastirilabilir. Antikorlar, hastaliin baslangicindan
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itibaren iki haftada gelisir. Ancak, derin stafilokokal enfeksiyonu olmayan birgok
kimsede de bu antikorlar bulunabilir. Enfekte olan ile olmayan kimseler hemen
hemen aymi antikor titrelerine sahip olabilir. Sonu¢ olarak bu testler diisiik
prediktif degere sahiptir ve maliyet etkin degildir. Taniya yardimci olabilir fakat,

sonuclar dikkatle yorumlanmalidir (8,84).

2.2.6. TEDAVI

Antimikrobiyal tedavi alanindaki ilerlemelere ragmen agir stafilokok
enfeksiyonlar1 klinikte hala 6nemli bir sorun olusturmaya devam etmektedir.
Penisiline direng yaygindir ve metisiline direngli stafilokoklar pek ¢ok hastanede
glicliik yaratan birer nozokomiyal patojen haline gelmistir (87). S. aureus’da
metisiline direncin yami1 sira kinolon, makrolid, kloramfenikol, tetrasiklin,
kotrimoksazol, aminoglikozidler, rifampisin gibi bir¢ok ajana karsi ¢oklu direng

olmasi tedavi gii¢liigiine neden olmaktadir (88)

Stafilokoksik bakteriyemili olgularda optimal tedavi siiresi igin dikkatli bir
klinik degerlendirmeye gereksinim vardir. S. aureus bakteriyemisinde
komplikasyon yoksa genellikle kisa siireli tedavi yeterlidir (89). Endokardit,
osteomiyelit gibi komplikasyonlarin gelistigi durumlarda parenteral antibiyotik
tedavisi siiresi dort ile altt hafta olmalidir. Cerrahi girisim endikasyonlar1 i¢in

hastalarin dikkatli bir gozlem altinda tutulmalari gerekir (90).
S.aureus enfeksiyonlarindan korunma amaciyla su an i¢in en etkili yontem

basta el yikama olmak {iizere enfeksiyon kontroliiniin temel prensiplerine

uyulmasidir (76).
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2.3. BETA- GLUKAN

Beta-glukan, ekmek mayasinda, tahilda ve mantarlarda bulunan, hiicre
duvarinin yapisinda yer alan fiber formda bir polisakkarittir (91). Dogal mayada
ve mantarlarda temel olarak beta-1,3 glukan veya beta-1,6 glukan olarak bulunur.
Glukan 6,5 kD molekiiler agirliga sahip, zimosandan elde edilen bir beta-1,3
linked glukopironaz polisakkarittir ve makrofaj/monosit hiicre serilerinin potent
aktivatorii ve retikiiloendotelyal sistemde pek c¢ok stimiilator etkiden sorumlu
oldugu gosterilmistir (92). Ticari olarak kullanilan beta-glukan ekstresi genellikle
ekmek mayasindan yani “Saccharomyces cerevisiae” * den elde edilir. Pillemer
ve Ecker ‘zimosan’’ adi verilen ve “Saccharomyces cerevisiae” duvarindan elde
edilen  beta-glukanin ~ deneysel  olarak  hayvanlara  uygulandiginda
retikiiloendotelyal sistemde hiperplazi ve hiperfonksiyona neden oldugunu
gostermiglerdir. Bunun disinda Phellinus linteus veya Sparassis crispa gibi

mantarlardan elde edilen pek ¢ok beta-glukan preperati mevcuttur (93).

Degisik molekiiler agirliklara ve kimyasal varyasyonlara bagli olarak
etkilerinin degisik diizeylerde oldugu bildirilmekle birlikte, beta glukanin temel
etkileri su sekilde siralanabilir:

1- Immunmodiilasyon

2- Antikarsinojenik etkiler

3- Lipid diistiriicti etkiler

4- Kan sekeri diistiriicii etkiler

Beta-glukan in vivo uygulanmasi ile gesitli enfeksiyonlara ve tiimor
gelisimine karst konak yanitinda bir artis bildirilmistir (94). Bunun {izerine
yapilan pek ¢ok klinik c¢alismada tiimor immiinoterapisi ve cerrahi sonrasi
enfeksiyonlarin 6nlenmesinde beta-glukan olumlu sonuglar vermistir. Breivik ve
ark. solubl beta 1,3/1,6 glukanin Wistar ratlarinda deneysel olarak olusturulan

periodontal hastalig1 engelledigini gostermislerdir (95,96).
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In vitro ¢alismalarda biiyiik molekiiler agirlikli veya partikiilli beta-
glukanlarin 16kositlerin fagositik, sitotoksik aktivitelerini artirarak reaktif oksijen
ve nitrojen aracili antimikrobiyal aktivitelerini arttirdigi, direkt olarak 1okositleri
aktif hale getirdigi, ayrica IL-8, IL-1B, IL-6 ve TNF-o gibi sitokinleri stimiile
ettikleri gosterilmistir (97,98).

Glukanlarin hiicresel aktive iizerindeki etkisinin baslamasi icin gerekli
olan ilk basamak hiicre membrani iizerine lokalize olmus reseptorler tarafindan
glukan polimerlerinin tanmmmasidir (99). Hiicresel beta-glukan reseptorleri
makrofajlar, noétrofiller, eozinofiller ve NK hiicrelerinde saptanmistir. Bu
hiicrelerdeki  beta-glukan reseptorleri ¢oguldur ve CR3, Dectin-1 ve
laktosilseramid bunlarin baglicalaridir Bu reseptorler i¢cinde en onemlisi Dectin-
1’dir. Dectin-1’in solubl ve pargali beta-glukanlar i¢cin makrofajlar {izerindeki
major reseptor oldugu gosterilmistir. Ayrica yakin zamanda Dectin-1’in beta-
glukan ile olusan proinflamatuar sitokin tiretimi ve hiicresel immiin yanita aracilik

ettigi saptanmustir (100).
B-glukanin invitro olarak konakg1 hiicrede hiicresel stimiilasyonu ve/veya

bakterilerin makrofajlar tarafindan ig¢ine alimmasmi artirarak Mycobacterium

tuberculosis’in ¢ogalmasini engelledigi tespit edilmistir (101).
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I1l. GEREC VE YONTEM

Calisma Afyon Kocatepe Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma ve
Uygulama Merkezi Laboratuari’nda gerceklestirildi. Calismaya 6 aylik ve
agirliklar1 150-250g arasinda degisen toplam 30 erkek wistar albina tiirii rat
(Ankara Ozel rat yetistirme birimi) dahil edildi (102). Caligma oncesinde Afyon
Kocatepe Universitesi Hayvan Etik Kurulu onay1 alindi. Denekler ¢alismadan bir
hafta oncesinde rastgele ornekleme metodu ile randominize edilerek 6’sarli 5
gruba ayrildi. Calismanin yapilacagi giine kadar serbest su ve yem verilerek oda
1sisinda saklandi. Calismanin yapilacagi giinden onceki gece su serbest olmak

lizere ratlar 24 saat ag¢ birakildi.

Ratlarda sepsis modeli olusturmak icin standart S. aureus susu (ATCC
29213) kullanildi. Dogrulama amaciyla sus koyun kanli agara ekildi. 18-24 saat
37 °C’de inkiibasyonun ardindan iireyen koloniler degerlendirildi. Kolonilerde B
hemoliz ve altin sar1 renkte pigment mevcuttu. Bu kolonilerden gram boyama
yapildi, gram (+) kok oldugu goriildii. Kolonilere katalaz testi yapildi, pozitif
oldugu goriildii. Kolonilerin stafilokok oldugu bu sekilde dogrulandi. Daha sonra
stafilokok kolonilerine koagiilaz testi uygulandi. Koagiilaz pozitif olanlar S.
aureus olarak tanimlandi. Bu kolonilerden steril serum fizyolojik ile standart Mc
Farland 4 olacak sekilde (12x10® cfu/ml) dansitometrede kontrol edilerek

siispansiyon haline getirildi. Bir ml’ lik, 24 adet siispansiyon hazirlandi.
3.1. GRUPLAR VE CALISMA PROSEDURU

Calisma gruplar1 soyle olusturuldu:
1.grup: Sepsis grubu (n=6) Sherwood ve ark. tarafindan tarif edilen sekilde
sepsis modeli olusturuldu (103). Bunun icin ratlara 12x10  cfu/ml S. aureus
iceren 1 cc bakteri siispansiyonu intraperitoneal verildi. Once 3-5 mg/kg xylazin
(Rompan, Bayer) ve 40-90 mg/kg ketamin (ketamine Hcl 50 mg/l Pfizer) ile
anestezi verildi, 2 saat sonra ratlardan 0,5 cc kan alindi. Alinan kanlardan Peds

Plus/F (BD Bactec) kiiltlir ekimi yapilarak sepsis gelisip gelismedigi arastirildi.
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Sepsis gelisen ratlardan intraperitoneal S. aureus injeksiyonundan 4-6-8 saat

sonra 3 kez 1’er cc kan alinarak serumlarinda TNF-a, IL-1, IL-6, IFN-y aragtirildi.

2. grup: Sepsis ve sefazolin verilecek grup (n=6) Sepsis ve sefazolin
gruba, sepsis olusturulduktan sonra 100 mg/kg sefazolin (I.E.Ulagay ilag,
Tiirkiye) intraperitoneal verildi. Daha sonra yukaridaki islemler sirasiyla tekrar
edildi.

3. grup: Sepsis ve beta glukan verilecek grup (n=6) Bu gruba, sepsis
olusturulduktan sonra 4 mg/kg beta glukan (Mustafa Nevzat ilag, Tiirkiye)

intraperitoneal verildi. Daha sonra yukaridaki islemler sirasiyla tekrar edildi.

4. grup: Sepsisli olup; beta glukan ve sefazolin verilecek grup (n=6) .
Sepsis, beta glukan ve sefazolin gruba, sepsis olusturulduktan sonra 100 mg/kg
sefazolin (1.E.Ulagay) intraperitoneal ve 4 mg/kg beta glukan (Mustafa Nevzat
ilag, Tirkiye) intraperitoneal verildi. Daha sonra yukaridaki islemler sirasiyla
tekrar edildi.

5. grup: Kontrol grubu. Bu gruptaki ratlara intraperitoneal serum fizyolojik
uygulandi. Yukarida anlatildigi sekilde anestezi uygulandi. Serum fizyolojik
verildikten 4-6-8 saat sonra 3 kez 1’er cc kan alinarak serumlarinda TNF-a, IL-1,
IL-6, IFN-y arastirilda.

3.2. MIKROBIiYOLOJIK DEGERLENDIRME

Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji laboratuvarinda
yapilan degerlendirmede, kan kiiltiirii i¢in Peds Plus/F (BD BACTEC) aerob kan
kiltlir sisesine alinan ornekler, Bactec 9050 (Becton Dickinson) otomatize kan
kiiltiir sisteminde enkiibe edildi. Peds Plus/F (BD Bactec) sisesi; soyhean-casein
digest broth, yeast extract, animal tissue digest, sodium pyruvate, dextrose,
sucrose, hemin, menadione, sodium polyanetholsulfonate (SPS), pyridoxal HCI,

resin ilavesi ile 40 ml tamamlanmis besiyeridir. Bactec sistemi, sisedeki CO;
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miktarini belli araliklarla 6lgmektedir. Bu miktar 6nceden belirlenmis olan iireme
indeksini gectigi zaman sinyal alinmakta siseden pasaj yapilip isleme devam
edilmektedir. Bactec sisteminde lireme florusan bir sensor ile saptanmaktadir.
Ekim yapilan siseler 35-37 Cde enkiibe edilip, stirekli ¢alkalanmakta ve 10 dk
aralarla izlenmektedir. Siv1 kiiltiir siselerinde olusan CO; iiretimi siirekli olarak
kalorimetrik  prensibe gore Ol¢iilmekte ve cihazin her hiicresindeki
reflektometreler tarafindan stirekli izlenmektedir. Pozitif sise saptandiginda
goriintiilii ve sesli mesaj ile pozitifligi bildirmektedir. Bactec kan kiiltiir sisesinde
cihaza konulduktan sonra ortalama 20 saatte iireme saptandi. Bu sistemde
pozitiflik saptanan siselerden kanli agar ve Eosin-Metilen-Blue (EMB agar)
plaklaria pasaj yapilarak 37 %C’de 18-24 saat siireyle inkiibe edildi. Bu siire
sonunda iireyen koloniler konvansiyonel yontemler olan katalaz ve koagiilaz testi
ile tanimland1. Yedi giin igerisinde pozitiflik sinyali vermeyen ornekler negatif
kabul edildi.

3.3. BiYOKIMYASAL DEGERLENDIRME

Serum Ornekleri i¢in EDTA’l tiiplere alinan 1 ml kan 3000 rpm’de 10
dakika santifiij edildi. Santifiij sonrasi iistte kalan plazma TNF—a, IL-1, IL-6 ve
IFN-y ¢alisilmak tizere —80 ° C’ de saklandi. Serum TNF-a 6lglimii in-vitro ticari
ELISA Kkitleri (Invitrogen Corporation, Camarillo), serum IL-1 &lglimii in-vitro
ticari ELISA Kkitleri (Invitrogen Corporation Carlsbad, Kaliforniya), serum IL-6
ol¢timii in-vitro ticari ELISA kitleri (Invitrogen Corporation, Camarillo) ve serum
IFN-y Ol¢limii Bender MedSystems ticari ELISA kitleri (Bender MedSystems
GmbH Vienna, Avusturya) Kkullanilarak yapildi. ELISA kitlerinin absorbans
okumalar1 ve sonuglarin hesaplanmasi Trinity Biotech Captia Reader (Trinity
Biotech PLC, Bray Co. Wicklow, Irlanda) cihazinda yapildi. TNF—qa, IL-1, IL-6

ve IFN-y 6l¢iimlerinin her biri i¢in birim pg/ml kabul edildi.
Rat IFN-y ol¢timii, Bender MedSystems (Bender MedSystems GmbH

Campus Vienna Biocenter 21030 Vienna, Avusturya) marka Rat Ifn-gamma

ELISA kiti kullanilarak yapildi. Kit igerisinde bulunan stok standarttan
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diliisyonlar yapilarak 7 standart (1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.3 ve 0 pg/ml)
hazirlandi. Standartlardan 100’er pl, mikrokiivetlere sirasiyla konuldu. Numune
kiivetlerine 50 pl numune diliienti ve her bir 6rnekten 50 pl konuldu. Biitiin
kiivetlere 50 ul ‘‘Biotin-Conjugate’’ ilave edildi ve tlizerleri filmle kaplanarak 2
saat oda 1sisinda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonu biitiin kiivetler yikama
soliisyonuyla 3 kez yikandi. Yikama sonrast biitiin kiivetlere 100 pl streptavidin-
HRP konuldu ve iizerleri filmle kaplanarak 1 saat oda 1sisinda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 kiivetler 3 kez yikama soliisyonuyla yikandi. Biitiin kiivetlere
100 pl TMB substrat soliisyonundan konularak 10 dakika oda 1sisinda inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda 100 pl “‘stok’’ soliisyonundan konularak Trinity
Biotech Captia Reader elisa okuyucusunda (Trinity Biotech PLC. Bray, CO.
Wicklow, Irlanda) 450 nm dalga boyunda okutuldu. Sonuglar diliisyon faktoriiyle
carpildi ve pg/ml olarak verildi.

Rat TNF-a 6l¢iimii Invitrogen (Invitrogen Corporation 542 Flynn Rd,
Camarillo, CA 93012) marka Rat TNF-alpha ELISA Kiti kullanilarak 6l¢iildii. Kit
igerisinden ¢ikan stok standarttan diliisyonlar yapilarak 7 standart (375, 187.5,
93.8, 46.9, 23.4, 11.7 ve 0 pg/ml) hazirlandi. Serum numuneleri inkiibasyon
bufferla 1.2 diliie edildi. Standartlar ve numuneler mikro kiivetlere 100 pl
pipetlendi. Uzeri filmle kaplanarak 2 saat oda 1sisinda inkiibe edildi. Yikama
soliisyonuyla 4 kez yikama yapildi. Biitiin kiivetlere 100 pl biotin konjiigat
pipetlendi ve 1 saat oda 1sisinda inkiibe edildi ve 4 kez yikama yapildi. Biitiin
kiivetlere 100 pl streptavidin-HRP c¢alisma soliisyonu pipetlendi, 30 dk oda
1s1sinda inkiibe edildi ve 4 kez yikama yapildi. 100 pl stabilize edilmis kromojen
pipetlendi, 30 dk renk olusumu icin inkiibe edildi. 100 pl stop soliisyonu
pipetlenerek Trinity Biotech Captia Reader elisa okuyucusunda (Trinity Biotech
PLC. Bray, CO. Wicklow, Irlanda) 450 nm dalga boyunda okutuldu. Sonuglar
diliisyon faktoriiyle carpildi ve pg/ml olarak verildi.

Rat IL-6 Ol¢limii Invitrogen (Invitrogen Corporation, Camarillo) marka

Rat IL-6 ELISA kiti kullanilarak ol¢iildii. Kit icerisinden ¢ikan stok standarttan
diliisyonlar yapilarak 7 standart (1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.2 ve 0 pg/ml)
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hazirlandi. Standartlardan 100’er pl mikrokiivetlere sirasiyla konuldu. Numune
kiivetlerine 50 pl numune diliienti ve her bir érnekten 50 ul konuldu. Uzerleri
filmle kaplanarak 2 saat 37 °C’de inkiibe edildi. 4 kez yikama soliisyonuyla
yikama yapildi. 100 pl biotin konjiigat pipetlendi ve 1 saat oda 1sisinda inkiibe
edildi, 4 kez yikama yapildi. Biitiin kiivetlere 100 ul streptavidin-HRP c¢alisma
solusyonu pipetlendi. 30 dk oda 1sisinda inkiibe edildi. 4 kez yikama yapildi. 100
ul stabilize edilmis kromojen pipetlendi, 30 dk renk olusumu i¢in inkiibe edildi.
100 ul stop soliisyonu pipetlenerek Trinity Biotech Captia Reader elisa
okuyucusunda (Trinity Biotech PLC. Bray, CO. Wicklow, Irlanda) 450 nm dalga
boyunda okutuldu. Sonuglar diliisyon faktoriiyle ¢arpildi ve pg/ml olarak verildi.

Rat IL-1B ol¢limii Invitrogen (Invitrogen Corporation, Camarillo) marka
Rat IL-1B kiti kullanilarak olgiildii. Kit igerisinden ¢ikan stok standarttan
diliisyonlar yapilarak 7 standart (1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.2 ve 0 pg/ml)
hazirlandi. Standartlardan 100’er pl mikrokiivetlere sirasiyla konuldu. Numune
kiivetlerine 50 pl numune diliienti ve her bir érnekten 50 ul konuldu. Uzerleri
filmle kaplanarak 3 saat oda isisinda inkiibe edildi. 4 kez yikama soliisyonuyla
yikama yapildi. 100 pl biotin konjugat pipetlendi ve 1 saat oda 1sisinda inkiibe
edildi. 4 kez yikama yapildi, biitiin kiivetlere 100 pl streptavidin-HRP c¢alisma
solusyonu pipetlendi. 30 dk oda 1sisinda inkiibe edildi, dort kez yikama yapildi.
100 pl stabilize edilmis kromojen pipetlendi, otuz dk renk olusumu i¢in inkiibe
edildi. 100 pl stop soliisyonu pipetlenerek Trinity Biotech Captia Reader ELISA
okuyucusunda (Trinity Biotech PLC. Bray, CO. Wicklow, Irlanda) 450 nm dalga
boyunda okutuldu. Sonuglar dillisyon faktoriiyle carpildi ve pg/ml olarak verildi.

3.4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

[statistiksel degerlendirmeler “SPSS 13,0 for Windows ve Winks SDA 6
istatiksel paket programlan kullanilarak yapildi. Veriler tanimlayici istatistik ile
Ozetlendi. Verilerin normallik kontroliinde Shapiro-Wilks testi, gruplarin
karsilastirilmasinda tek yonlii varyans analizi, her bir parametrenin grup basinda

saatlerin karsilastirilmasinda ise tekrarli 6l¢iimlerde varyans analizi kullanildi.
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Ayrica farkli olan gruplarin belirlenmesinde Post-hoc c¢oklu karsilastirma
testlerinden Tukey HSD testi kullanildi. Tanimlayici istatikler + standart hata

olarak verildi. P<0.05 degerleri istatistiksel anlaml1 olarak degerlendirildi.
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IV. BULGULAR

4.1. MIKROBiYOLOJiK DEGERLENDIRME SONUCLARI

Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji laboratuvarinda
yapilan degerlendirmede, kan kiiltiirii i¢in Peds Plus/F (BD BACTEC) aerob kan
kiiltiir sisesine alinan 6rnekler, BACTEC 9050 (Becton Dickinson) otomatize kan
kiiltiir sisteminde degerlendirildi. Kiiltiir sisesi cihaza konduktan sonra ortalama
20 saatte tiim gruplarda lireme saptandi. Kan kiiltiiriinde S.aureus tiredi ve bu

sonug ‘‘sepsis modelinin olustugu’’ seklinde degerlendirildi.

4.2. BIYOKIMYASAL DEGERLENDIRME SONUCLARI

Calisma sonrasinda kontrol grubundaki ratlarda oliim gerceklestigi icin

calismadan ¢ikarildi.

Yapilan istatistiksel analiz sonuglarma gore; serum IFN-y degerleri
incelendiginde, 4. saatte gruplar arasinda fark saptanmadi (Tablo IV). Altinci
saatte ise grup I, grup I, grup Il grup IV arasinda istatistiksel farklilik izlendi
(p=0.006) (Tablo V). Buna karsilik 8. saatte grup I, grup Il, grup Il ve grup IV
arasinda fark gozlenmedi (p=0.083) (Tablo VI). IFN-y diizeyleri gruplarin kendi
icinde saat farklarina gore degerlendirildiginde; grup I ve grup III’de istatistiksel
olarak fark gozlenmedi. Grup II’ de ise 8. saatteki artis 4 ve 6. saattekine gore
istatiksel olarak anlamli bulundu (Tablo VII). Grup 1V’de ise 4. saatten 6. saate
gecildiginde istatistiksel olarak anlamli artig saptanirken, 8. saatte 4. saatin altinda
bir diizeye ulasildi. Bu grupta 4. ve 6. saatler arasindaki artis istatistiksel olarak

anlamliydi (p=0.005) (Tablo VI1I).

Serum TNF-a diizeyleri degerlendirildiginde, 4. 6 ve 8. saatlerde dort grup
arasinda istatistiksel fark saptanmadi (Tablo IV, V, VI). Gruplar kendi i¢inde
incelendiginde ise yalmizca III. gruptaki degisikliklerin istatistiksel olarak anlamli

oldugu goriildii ( Tablo VIII).
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Tablo 1V: Dérdiincii saatte serum IFN-y, TNF-a, IL-1, IL-6"1n diizeyleri

4. saat 4. saat 4. saat 4. saat

IFN-y TNF-o IL-1 IL-6

pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
Grup | (n=6) 6,45+0,88 9,53+0,58 4,92+1,36 29,92+2.83
Grup Il (n=6) 6,99+0,52 11,81+1,41 2,63+0,17 36,40+5,22
Grup Il (n=6) | 6,87+1,50 9,47+1,76 8,10+1,59 54,45+11,70
Grup IV (n=6) 13,56+3.,49 10,99 +1,50 9,84+3.31 376,94+276,54
p degeri 0,056 0,574 0,073 0,249

Grafik I: Dordiincii saatte serum IFN-y, TNF-a, IL-1, IL-6’1n diizeyleri
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Dérdunci saatte IFN-y, TNF-a, IL-1, IL-6 serum duizeyleri
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Tablo V: Altinci saatte serumda IFN-y, TNF-a, IL-1, IL-6’1n diizeyleri

6. saat 6. saat 6. saat 6. saat

IFN-y TNF-o IL-1 IL-6

pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
Grupl (n=6) |8,97+1,29* | 10,45+0,93 4,87+1,35° 77,67+7,82%
Grup Il (n=6) | 9,97+1,33* | 11,50£1,26 3,33+0,94° 65,08+11,212
Grup Il (n=6) | 8,55+1,21*% | 14,21+2,59 14,33+3,22° 961,96+334,18"
Grup IV (n=6) | 27,17£7,30° | 12,07+1,75 12,90+3,48° 920,07+402,77°
p degeri 0,006 0,500 0,01 0,029

Grafik I1: Altinci saatte serumda IFN-y, TNF-a, IL-1, IL-6’1n diizeyleri
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Tablo VI: Sekizinci saatte serum IFN-y, TNF-a, IL-1, IL-6’1n diizeyleri

8. saat 8. saat 8. saat 8. saat

IFN-y TNF-o IL-1 IL-6

pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
Grupl (n=6) | 9,83+1,85 11,64+1,53 3,83+0,88% 795,07+220,11%
Grup Il (n=6) 16,01+3,80 | 13,07+1,78 2,53+0,28° 486,89+123,15°
Grup Il (n=6) | 7,54+0,77 12,35+1,94 15,02+2,85" 2872,21+958,22°
Grup IV (n=6) | 9,15+1,73 10,52+0,84 4,71+1,05° 591,12+184,27%
p degeri 0,083 0,707 0,000 0,009

Grafik I11: Sekizinci saatte serum IFN-y, TNF-a, IL-1, IL-6’1n diizeyleri
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Tablo VII: Grup bazinda 4-6-8. saatte serum diizeyleri IFN-y

4. saat 6. saat 8. saat p degeri
IFN-y IFN-y IFN-y
pg/ml pg/ml pg/ml
Grupl (n=6) | 6,45+0,88 8,97+1,29 9,83+1,85 0,073
Grup Il (n=6) 6,99+0,52° 9,97+1,33% 16,01+3,80" 0,029
Grup Il (n=6) | 6,87+1,50 8,55+1,21 7,54+0,77 0,190
Grup IV (n=6) | 13,56+3,49° 27,17+7,30° 9,15+1,73° 0,005
Grafik IV: Grup bazinda 4-6-8. saatte serum diizeyleri IFN-y
Grup bazinda 4-6-8 saatte IFN-y duizeyleri
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Tablo VIII: Grup bazinda 4-6-8.

saatte serum TNF-a diizeyleri

4. saat 6. saat 8. saat p degeri
TNF-a TNF-a TNF-a
pg/ml pg/ml pg/ml
Grupl (n=6) | 9,53+0,58 10,45+0,93 11,64+1,53 0,304
Grup Il (n=6) | 11,81£1,41 11,50+1,26 13,07+1,78 0,759
Grup Il (n=6) |9,47+1,76 14,21+2,59 12,35+1,94 0,050
Grup IV (n=6) | 10,99 +1,50 12,07+1,75 10,52+0,84 0,664
Grafik V: Grup bazinda 4-6-8. saatte serum TNF-a diizeyleri
Grup bazinda4-6-8. saatte seruun TNF-a dizeyleri
100
% 10 W 4. saat
o W 6. saat
8. saat
1
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Serum IL-1 diizeyleri degerlendirildiginde gruplar arasinda, 4. saatte fark

saptanmadi (TabloIV). Buna karsilik altinci ve sekizinci saatlerde ise; istatistiksel
farklilik izlendi (p=0.01) (p=0.000) (Tablo V ve VI). Gruplar kendi iginde

incelendiginde ise dort grupta da 4.-6. ve 8. saatlerde istatistiksel fark saptanmadi

(Tablo 1X).
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Tablo IX: Grup bazinda 4-6-8. saatte serum IL-1 diizeyleri

4, saat 6. saat 8. saat p degeri

IL-1 IL-1 IL-1

pg/ml pg/ml pg/ml
Grupl (n=6) | 4,92+1,36 4,87+1,35 3,83+0,88 0,784
Grup Il (n=6) | 2,63+0,17 3,33+0,94 2,53+0,28 0,646
Grup Il (n=6) | 8,10+1,59 14,33+3,22 15,02+2,85 0,141
Grup IV (n=6) | 9,84+3,31 12,90+3,48 4,71£1,05 0,175

Grafik VI: Grup bazinda 4-6-8. saatte serum IL-1 diizeyleri
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Serum IL-6 diizeyleri degerlendirildiginde; 4. saatte gruplar arasinda fark

saptanmadi (Tablo IV), altinci ve sekizinci saatlerde ise istatistiksel farklilik

izlendi (p=0.029 ve p=0.009), (Tablo V,VI). Gruplar kendi i¢inde incelendiginde

ise sadece grup I, grup II ve grup III’ de 8. saatteki artis 4. ve 6. saattekine gore
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.003, p=0.002) (p=0.017) (Tablo X).
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Tablo X: Gruplar arasinda serumda IL-6 "1 4-6-8. saat diizeyleri

4. saat 6. saat 8. saat p degeri
IL-6 IL-6 IL-6
pg/ml pg/ml pg/ml
Grupl (n=6) |29,924+2,83% 77,67+7,82° 795,07+220,11° 0,003
Grup Il (n=6) | 36,40+5,22° 65,08+11,21% 486,89+123,15" 0,002
Grup Il (n=6) | 54,45+11,70° | 961,96+334,18* | 2872,21+958,22° | 0,017
Grup IV (n=6) | 376,94+276,54 | 920,07+402,77 | 591,12+184,27 0,453
Grafik VII: Gruplar arasinda serumda IL-6 *1n 4-6-8. saat diizeyleri
Grup bazinda4-6-8. saat serum IL-6 dizeyleri
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V. TARTISMA

Sepsis, hasar bolgesinden uzaktaki organlarda islev bozuklugu ile organ
yetmezliklerinin gelismesine neden olabilen agir ve 6nemli bir tablodur. Tan1 ve
tedavi alanindaki gelismelere ragmen sepsis ve iliskili klinik tablolar yogun bakim

tinitelerinde izlenen en sik 6liim sebebidir (104).

Patogenezinde sitokinlerden apopitoza kadar bir¢ok faktoriin rol aldig1 6ne
stiriilmiistiir. Prognoz acisindan ise en Onemli nokta sepsis tablosunun erken

taninip, etkin tedavinin hemen baslatilmasidir (105).

Sepsisteki kotii gidis ve mortaliteden asil sorumlu olan asir1 ve diizensiz
immiin yaniti kontrol etmek ve Onlemek amaciyla giiniimiize kadar birgok
antiendotoksin, antiinflamatuar ve imminmodiilatér tedavi denenmistir.
Bunlardan klinik faydasi kanitlananlar tedaviye direngli soktaki hastalarda diisiik
doz kortikosteroid tedavisi ve APC’dir (54). Spesifik antiendotoksin tedavide E.
coli J5 antiserumu, endotoksin lipit A komponentine kars1 gelistirilen ES ve HA-
1A antikorlari, bakterisidal gecirgenligi artiran protein (BPI), IL-1 reseptor
antagonistleri (IL-1ra), anti-TNF antikorlari, PAF reseptor antagonistleri, NOS
inhibitorleri (L-NAME), siklooksijenaz inhibitorleri, pentoksifilin,
immiinglobiilinler (IVIG), IFN-y, GM-CSF gibi ¢esitli ajanlarla yapilan deneysel
calismalarda olumlu sonuglar da alinmis olmasina ragmen bu sonuglarin klinik

caligmalara yeterince yansimadigi saptanmistir (106).

Sepsiste immiin sistemin baskilanmasi, konak¢i florasinin degismesi,
epitelyel bariyerlerdeki artmig gegirgenlik bakteriyel translokasyonu artirmaktadir.
Bakterilerin kana geg¢mesi, lokositlerle ve parankimal hiicrelerle etkilesimi
kontrolsiiz inflamatuar cevab1 tetiklemektedir. TNF-o ve IL-1 salinimi bu
inflamatuar cevaptaki en énemli adim olarak goriilmektedir. Sitokinlerin salinimi
diger sitokinlerin salinimina, arasidonik asit metabolizmasina, integrin
ekspresyonuna, kompleman aktivasyonuna ve nitrik oksit iiretimine neden

olmaktadir (107).
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Aktive olmus makrofajlardan diger hiicre tiplerini aktive eden bir takim
¢Oziiniir mediyatorler salinir. Bu medyatdrler iginde en iyi tanimlanmis olanlar
proenflamatuvar etkileri ile TNF-a, IL-1 B ve IL-6dir. Bu sitokinler direkt ya da
dolayli olarak once hiicresel diizeyde, daha sonra da dokularda bir takim
degisikliklere sebep olurlar (108). TNF-a ve IL-6 nin her ikisi de apoptosiste
anahtar rol oynar. Sitokinler sadece apopitozisi modiile etmekle kalmaz, ayni
zamanda makrofajlarin apopitotik hiicreleri fagosite etme kapasitelerini de
artirirlar (109).

Glukan polimerlerinin nétrofil ve makrafaj hiicre serilerine baglandiklari,
immiin sistemi uyardiklari, enfeksiyonlara karsi diren¢ sagladiklar1 bir¢ok
calismada gosterilmis olmasina ragmen, hiicresel ve molekiiler mekanizmalarina
tam bir aciklik getirilememistir. Yapilan caligmalarda, glukan polimerlerinin
reseptorlerine baglanarak yanit olusturabilmesi i¢in fiziksel ve kimyasal bir takim
parametrelere sahip olmasi gerektigi sdylenmektedir. Ancak immiinomodulator
ozellikler ile bu parametreler arasindaki iliski tam olarak aydinlatilamamistir

(110).

S. cerevisiae’ dan elde edilmis farkli yapilardaki glukanlar ile yapilmis
bircok caligmada (1-3);(1-6)-B-D yapisindaki glukanin immunomodiilator
etkinligi kanitlanmistir (111,112). Bu ¢alismalar mantar glukan polimerlerinin
patern-taniyicit reseptorlere baglandigi konusunda bir delil olmaktadir (113).
Brown ve Gordon tarafindan beta glukan polimerlerinin 6zgiil reseptorii olarak
taninan dectin-1 molekiiliintin farkli baglar iceren bazi glukan partikiillerini
tanimadig1 gosterilmistir. Bunlar arasinda (1-4) bagl seliiloz ve a bagi igeren
mannan sayilabilir (114). Brown ve arkadaslari, glukan uygulanmasi sonrasinda
TNF-a ve IL-12 saliniminin olmast i¢in glukan polimerinin hem TLR-2, hem de
dectin-1 reseptoriinii ayni anda uyarmasi ve NKkB aktivasyonunun gergeklesmesi

gerektigini gostermislerdir (100).
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IFN-y makrofajlari, T lenfositleri ve NK hiicrelerini aktive eder.
PMNL’lerin adezyonunu, birikimini ve fagositik aktivitesini arttirir. Makrofajlarin
mikrobisidal fonksiyonunu arttirir (115). Soltys ve ark. in vitro LPS uygulanmasi
sonucu beta glukan ile tedavi edilmis farelerden izole edilen lenfosit ve
monositlerde anlamli olarak IFN-y iretiminde artis bildirilmislerdir (116).
Sherwood ve ark. glukan fosfatin IFN-y {iretimini direkt olarak stimiile etme
Ozelligini degerlendirdikleri c¢alismada; LPS indiiksiyonun ardindan serum
fizyolojik verilen kontrol grubu farelerle kiyaslaninca, glukan ile tedavi
edilenlerde IFN-y serum seviyeleri LPS indiiksiyonundan 3 saat sonra iki kattan
fazla artis gosterirken, 6. saatte bir katindan fazla artis oldugu gosterilmistir.
Inflamutuar bir stimulusa cevap olarak glukan fosfat, immun sistemde IFN-y
iiretimine neden oldugunu ve glukanin IFN-y sekresyonunu arttirmasi ile artmis
antimikrobiyal immunite arasinda baglanti oldugunu belirtmiglerdir (103). Bizim
calismamizda beta glukanin 4. saatte IFN-y salinimini artirdigi, ancak 6. ve 8.
saatlerde sepsis grubuna gore bir artisin olmadig1 saptandi. Bu duruma gore beta
glukan sepsisde ilk saatlerde (ilk 4 saatte) IFN-y’y1 arttirmaktadir. Beta glukanin
sefazolin ile birlikte verilmesi Ozellikle 6. saatte IFN-y’y1 en yliksek diizeye
ulagtirmistir. Ayrica sefazolin verilen grupta ulasilan IFN-y degerleri beta glukan
verilen gruptan daha yiiksek bulunmustur. Bu sonuglar beta glukanin daha ilk
saatlerde IFN-y’y1 indiikledigini, ama bu etkinin bir antibiyotik (sefazolin) kadar
olmadigini, antibiyotikle birlikte bu etkinin ilk 6 saatte daha belirgin oldugunu
diistindiirmektedir. Bu sonuglar yukarida adi gecen caligmalarla uyumluluk

gostermistir.

Sepsisli hastalarda TNF-a salinan ilk proinflamatuar sitokindir. TNF-a ve
IL-1B biyolojik olarak baglantilidir ve sinerjist etkiyle inflamasyonu ilerleterek
sepsisin Kklinik bulgularmin ¢ogundan sorumlu olurlar (50). Bakteriler Toll-
benzeri reseptorler araciligl ile NF-kB’nin aktivasyonunu sagladiklarindan hem
TNF-o hem de IL-1p gibi proinflamatuar sitokinlerin ve IL-10 gibi
antiinflamatuar sitokinlerin transkripsiyonunu artirabilmektedirler (47). Sener ve
ark. deneysel hayvan sepsis modelinde beta glukan verilmesini takiben TNF-a

seviyelerini diisiik tesbit etmiglerdir (117,118). Soltys ve ark. invitro LPS
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uygulanimin1 takiben beta glukanla tedavi edilen farelerden elde edilen
lenfositlerin 8. saatteki TNF-a iiretimi, beta glukan ile tedavi edilmeyen farelerle
karsilastirildiginda daha diisiik seviyede bulunmustur. Beta glukanin farelerdeki
proinflamatuar sitokin iiretimini, 6zellikle TNF-a tliretimini baskiladigini ve beta
glukan tedavisinin sepsiste sitokin indiiksiyonunu kontrol edebilecegini,
mortaliteyi azaltabilecegini ifade etmislerdir (116). Benderli ve ark. ¢ekal ligasyon
sonrasi ratlarda olusturulan sepsis modelinde plazma TNF-a, IL-1 ve IL-6
konsantrasyonlarinin arttigini, beta glukan verildiginde TNF-a, IL-1B ve IL-6’nin
yiikselmesini tamamen bloke ettigine iliskin veriler elde etmislerdir (119). Bu
calismada ise, beta glukan verilen grupta ancak 8. saatte TNF-a diizeyinde bir
baskilanma saptandi. Ancak bu baskilanmaya ragmen, 8. saatte Slgiilen TNF-a
degeri, sepsis grubundan daha yiiksek olarak bulundu. Buna goére beta glukanin
bizim ¢alismamizda TNF-a’y1 baskiladigi ve sepsisde bu anlamda faydali
olabilecegine dair bir bulgu elde edemedik. Sefazolinle birlikte beta glukan
verilen grupta 8. saatte, sepsis grubuna gore daha diisik TNF-a degeri saptandi.
Ancak tek basina beta glukan verilen grupta ayni sonuca ulasilamadi. Beta glukan

bu anlamda sepsisde bir katki saglamadig: diisiincesini uyandirmaktadir.

IL-1 ¢esitli hiicre tiplerini aktive ederek proinflamatuvar olaylara neden
olur. IL-1 ve TNF-q, inflamatuvar sepsis kaskadinda beraber hareket eder ve diger
proinflamatuvar sitokinlerin (IL-12, IL-18) saliniminda artigina neden olur (120).
Sandvik ve ark., E.coli LPS’inin LV. inflizyonu ile ratlarda olusturulan
endotoksemide subkutan (-1,3/1,6-glukan tedavisi ile IL-la bazal plazma
seviyesinde hafif artis oldugunu, ancak diger sitokinlerin seviyesinde anlamli bir
degisme olmadigini bildirmislerdir. LPS’in indiikledigi plazma IL-10, IFN-y, IL-6
ve IL-12 plazma seviyelerindeki artisin proflaktik B-1,3/1,6-glukan tedavisi ile
daha ge¢ olustugunu ve B-1,3/1,6-glukan ile tedavi edilen ratlarda sepsisin erken
mediatorii olan bu mediatorlerin daha hizli bir sekilde bazal plazma diizeylerine
geri dondiiglinii tesbit etmislerdir (102). Wakshull ve ark. beta glukan
verilmesinin ardindan inflamatuar sitokinlerin saliniminda artis saptamadigini
bildirmiglerdir (121). Lyuksutova ve ark. glukan fosfat tedavisinin TNF-a, IL-10

ve IL-6 gibi inflamatuar sitokinlerin salinimini azalttigini ifade etmislerdir (122).

48



Bizim g¢alismamizda ise bu ¢aligmanin tersine beta glukan verilen grupta 4.-6. ve
8. saatlerde IL-1 diizeyleri sepsis grubuna gore daha yiiksekti. Beta glukana
sefazolin eklendiginde 8. saatte IL-1 diizeylerinde azalma tesbit edildiyse de,
seviyesi sepsis grubundan yiiksek seyretti. Sonugta beta glukan kullaniminin IL-1
diizeyini baskilamakta bir etkisi oldugunu saptamadik. IL-1 sitokinin

baskilanmasi i¢in beta glukan kullanim1 anlamli gériinmemektedir.

IL-6’nin en Onemli biyolojik etkinligi, B lenfosit matiirasyonunu
uyarmasidir. IL-6’nin etkisi ile B lenfositler immunglobulin sentezleyebilen
olgun plazma hiicrelerine farklilagirlar. Bu sitokinin B hiicrelerinde
imminglobulin (Ig) sentezinde artis, T hiicre aktivasyonu ve akut faz
proteinlerinde artisa yol ag¢masi proinflamatuar, proinflamatuar sitokinleri
baskilamasi da antiinflamatuar o6zelligidir. IL-6 hematopoezi ve trombopoezi
uyarir, ndtrofil aktivatoriidir. Kemik iligi kok hiicresinin matiirasyonunda diger
sitokinlerle sinerjistik etki gosterir (123).  Soltys ve ark. in vitro LPS
uygulanmasi sonucu beta glukan ile tedavi edilmis farelerden izole edilen
lenfositlerde 24 ve 48. saatlerde IL-6 {iretiminde ¢ok artis oldugunu
bildirmislerdir (116). Engstad ve ark. solubl beta 1,3 glukan ve LPS’nin tek basina
veya kombine olarak kullanildiginda TNF-a, IL-6, IL-8 ve IL-10 sekresyonu ve
monosit doku faktorii iiretimi {izerine etkilerinin arastirildigi ¢alismada, IL-6
seviyesinin 8 saat boyunca progresif arttigini ve daha sonra ayni seviyesine
dondiiglinii belirtmislerdir (124). Babayigit ve ark. ¢ekal ligasyon yontemi ile
olusturulan intraabdominal sepsis modelinde beta glukanin akciger iizerine
etkisinin arastirildig1 ¢alismada; sepsis ve glukan ile tedavi edilen grupta belirgin
olarak IL-6 artig1 saptanmustir. Glukan ile tedavi edilen grupta sepsis grubuna goére
daha belirgin artis makrofajlarin uyarilmasina baglanmistir. Beta glukanin sepsiste
akciger ve kanda notrofil birikimini azaltmasi, IL-6 liretimini artirmasindan dolay1
Klinikte sepsisin akciger komplikasyonlarini onlemek ve azaltmak amaci ile
kullanilabilecegi belirtmislerdir (125). IL-6’nin hem proinflamatuvar hem de
antiinflamatuvar 6zellikte olmasi1 6nemlidir. Biz daha 6nceki ¢alismalarla uyumlu
olarak beta glukan verilen grupta ilk 8 saatte 1L-6 seviyelerinde progressif bir artis

saptadik. Sefazolinle birlikte uygulandiginda bu etkinlik ilk 4 saatte daha belirgin
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olmaktadir. Bu bulgular beta glukanin IL-6’y1 arttirmada etkisi oldugunu ve sepsis
tedavisinde, yardimecir (ek) tedavi olarak uygulandiginda faydali sonuglar

verebilecegini gostermektedir.

Bizim g¢alismamiz, beta glukanin inflamutuar bir stimulusa cevap olarak
salman proinflamatuvar sitokinlerden TNF-a, IL-1 {retimini baskilamadigin
saptadik. IFN-y tretimini ise ilk saatlerde arttirmaktadir. Ancak bu artisin
sefazolin verilen grupta daha fazla olmasi, beta glukanin IFN-y salinimimni ilk
saatlerde arttirmasin1 da klinik olarak ¢ok anlamli olmadigini diisiindiirmektedir.
Beta glukan IL-6 saliniminda ise ilk 8. saatte belirgin artislara yol agmustir,

tedaviye eklenmesinin faydali olabilecegi diisiiniilmiistiir.
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VI. SONUCLAR

Beta-glukan yillardir pek ¢ok hastaligin tedavisinde immiinmodiilator ajan
olarak kullanilmaktadir. immiin sistem iizerinde olusturdugu olumlu etkiler ortaya
cikarilirken onkolojik hastaliklar, otoimmiin bozukluklar, sistemik enfeksiyonlar
gibi konak immiinitesinin birincil derecede rol aldigr durumlarda etkinligi Klinik
caligmalarla gosterilmis ve bu hastaliklarin tedavisinde yardimci ilag olarak

kullanim alan1 bulmustur.

Calismamizdan elde ettigimiz sonuglarda, S.aureus ile intraabdominal
sepsis olusturularak beta glukan uygulanan grupta TNF-a, IL-1 diretimini
baskilamadigi, IL-6, IFN-y degerlerini 6zellikle ilk saatlerde artirdigi ortaya
cikmigtir. Buna gore sepsis tedavisine ek olarak beta glukan verilmesi klinikte
yararli olabilir. Ancak bu sonuclara gore etkinlik diizeyi ile ilgili net yorumlar

yapmak miimkiin degildir.

Sonu¢ olarak, beta glukanin etki mekanizmasi tam olarak ortaya
konamamis olsa da immiin sistemine olan etkileri, ilacin farkli doz ve kullanim
stirelerinde ne gibi etkilerinin oldugunun saptanmasi amaciyla ileri deneysel ve

klinik ¢aligmalara gereksinim vardir.
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VII. OZET

STAPHYLOCOCCUS AUREUS ILE OLUSTURULAN DENEYSEL
INTRAABDOMINAL SEPSIS MODELINDE BETA
GLUKANIN IMMUNOMODULATOR ETKISININ ARASTIRILMASI

Giris: Bu calismanin amact S. aureus ile olusturulan deneysel
intraabdominal sepsis modelinde beta glukanin immiinomodulatdr etkisini

arastirmaktir.

Gerec ve Yontem: Wistar albina siganlardan 30°u rastgele 5 gruba ayrildu.
Sirasiyla sepsis, sefazolin ile tedavi, beta glukan tedavi, beta glukan ve sefazolin
tedavi ve kontrol gruplari olusturuldu. Intraabdominal yolla verilen 12x10 ®
cfu/ml 1 cc S. aureus verildikten sonra intraabdominal 4 mg/kg beta glukan ve
100 mg/kg sefazolin verildi. 2 saat sonra 0,5 cc kan alinarak kan kiiltiir sisesine

ekim yapildi. 4-6-8. saat sonra TNF-a, IL-1, IL-6, IFN-y diizeyleri arastirildu.

Bulgular: Biyokimyasal analizlere gore; ¢alisma sonunda beta glukan ilk
4. saatte IFN-y’y1 arttirdigi, ancak 6. ve 8. saatlerde arttirmadigi goriildii.
Sefazolin ile verildiginde 6. saatte bu etki daha belirgin olmaktadir. Ancak
sefazolin verilen grupta IFN-y degerleri beta glukandan daha yiiksek diizeyde
saptand1. Serum TNF-a diizeyleri degerlendirildiginde, beta glukan verilen grupta
8. saatte TNF-a diizeyinde bir baskilanma saptansa da sepsis grubundan daha
yiiksek olarak bulundu. Serum IL-1 diizeyleri degerlendirildiginde, beta glukan
verilen grupta 4-6 ve 8. saatlerde IL-1 diizeyleri sepsis grubuna goére daha
yiiksekti. Beta glukana sefazolin eklenen grupta 8. saatte IL-1 diizeylerinde
azalma tesbit edildiyse de, bu diizeyler sepsis grubundan yiiksek saptandi. Serum
IL-6 seviyesi degerlendirildiginde, beta glukan verilen grupta sepsis grubuna gore
ilk 8 saatte IL-6 salinnminda artis saptandi. Beta glukan sefazolinle birlikte

uygulandiginda ise IL-6 artisinin ilk 8. saatte en yiiksek diizeye ulastig1 goriildii.
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Sonug: Beta glukan deneysel intraabdominal sepsis modelinde TNF-a,
IL-1 iretimini baskilamadigi, IL-6, IFN-y salimmimi ise 6zellikle ilk saatlerde
arttirdig1 saptandi. Bu sonuglara gore sepsis tedavisinde beta glukan kullaniminin

yarar1 konusunda anlamli bilgilere ulagilamadi.

Anahtar Kelimeler: Sepsis, beta glukan, sitokinler,
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ViIl. SUMMARY

THE STUDY OF IMMUNE MODULATOR EFFECT OF THE BETA
GLUCAN IN AN EXPERIMENTAL MODEL OF INTRAABDOMINAL
SEPSIS FORMED BY STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Introduction: The purpose of this study is to investigate the immune
modulator effect of beta glucan in an experimental model of intraabdominal sepsis

formed by S. aureus.

Materials and Methods: Thirty Wistar albino rats were randomly
divided into five groups. Sepsis, treatment with cefazolin, treatment with beta
glucan, treatment with both cefazolin and beta glucan, and control groups were
constituted respectively. 4 mg/kg beta glucan and 100 mg/kg cefazolin were given
after 12x10 8 cfu/ml 1 cc S. aureus was given intraabdominally. After two hours,
0.5 cc blood was drawn and put into blood culture bottles. Levels of TNF-a, IL-1,
IL-6, and IFN-y were evaluated after 4th, 6th and 8th hours.

Results: According to the biochemical analyses, beta glucan increased the
level of IFN-y at 4th hour, but did not at 6th and 8th hours. This increase became
more apparent at 6 th hour when it was given with cefazolin. However IFN-y
levels were higher in the group which cefazolin was given than beta glucan was.
As the level of serum TNF-a was evaluated, it was found to be higher in the group
which beta glucan was given although there was a supression at 8th hour than the
sepsis group. Serum IL-1 levels were higher at 4th, 6th and 8th hours in the group
beta glucan was given than the sepsis group. Although a decline in IL-1 level was
detected in the group which cefazolin was added to beta glucan at 8th hour, this
level was found to be higher than the sepsis group. As the level of IL-6 was
evaluated, an increase in release of IL-6 was found in the group beta glucan was
given in the first 8 hours when it was compared with sepsis group. When beta
glucan was given with cefazolin, it was observed that IL-6 increased to the highest

level at 8th hour.
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Conclusion: In the experimental intraabdominal sepsis model, beta glucan
didnot supress the production of TNF-a and IL-1, and increased the release of IL-
6 and IFN-y especially in the first hours. According to these results, significant

knowledge (information) about usage of beta glucan in treatment of sepsis

couldn’t be achieved.

Key Words: Sepsis, beta glucan, cytokines
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