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OZET
Sepsis ‘enfeksiyonlara karsi sistemik bir yanittir’ seklinde tanimlanmakta olup giiniimiizde bu vakalarda
gram-negatif bakterilere sik olarak rastlanmaktadir. Bir akut faz reaktani olan Lipopolisaccharide binding
protein (LPB) ve C-Reaktif Protein (CRP) ile septik hiicrelerin en dnemli mediatér maddelerinden biri olan

Timor nekroz faktdr (TNF) ve diger sitokinlerden IL-6, endotoksin varlidinda kan seviyelerinin arttig
ileri stirtilmektedir.

Biz calismamizda cekal ligasyon yontemi ile ve E. Coli verilerek sepsis olusturulmus toplam 21 ratta
hiicresel yaniti gérebilmek ve kontrol grubu ile aralarindaki farki gézleyebilmek amaciyla LBP, TNF,
IL-6 ve CRP serum diizeylerini ¢calistik. Hemokiiltiirtinde; E. Coli uireyen II. grupla, gram pozitif normal
flora ureyen I. grup ve kontrol grubu arasinda anlaml bir fark bulunmadi (p>0.05).

Anahtar Sozciikler: Cekal Ligasyon, LBP, TNF, IL-6, CRP

ABSTRACT

Sepsis is defined as systhemic response against infections and frequently caused by gram negative
bacteria. it is proposed that the blood levels of acute phase reactants such as Lipopolisaccharide Binding
Protein (LBP), C-reactive protein (CRP), mediators of septic cells such as Tumor Necrosis Factor (TNF)
and cytokine IL-6 increases in case of an endotoxin.

In order to evaluate the cellular response and the difference between case and control groups, we
determined the serum levels of LBP, TNF, IL-6 and CRP levels in 21 rats which were undergone caecal
ligation puncture procedure and intraperitoneal E.Coli injection to evolve sepsis. There was not a
statistically significant difference between control group. Group I whose hemoculture result was
normal flora and group Il whose hemoculture result was E. Coli positive (p>0.05).
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GiRiS

"American College of Chest Physicians" ve
‘Society of Critical Care Medicine" sepsisi
tanimlamada Kullanillan Kavramlarn acikliga
Kavusturmak amaciyla 1991 yilinda yaptik-
lar1 konferansta aldiklan kararla sepsisi
‘Enfeksiyona karsi sistemik bir yanittir’ seklinde
tanimlamislar (1-2). Belirtileri sistemik enfla-
matuar yanit sendromu ile aynm olmakla
beraber, her zaman bir enfeksiyon kaynadi
ile beraber géruniir diye belirtmislerdir.

Gram negatif bakteri duvarinin belirli bir
Kisminin, sepsiste etkili olan ¢esitli huicrele-
rin uyarilmasindan sorumlu oldugu gosteril-

mistir. Lipid A adi verilen bir madde, ester ve
amidlere benzer pirofosfatlar ve yag asitleri

iceren ester benzeri bir glikozamin yapisin-
dadir ve lipopolisakkarit bakteri duvarinin
yapisina girer. Bu toksinin deney hayvanlari-
na enjeksiyonu sepsis belirtilerinin ortaya
¢lkmasina yol acar, yuksek dozlan ise fatal-
dir.

Timor nekroz faktoriiniin (TNF) septik stre-
cin en 6nemli mediatér maddelerinden biri
olduguna inanilmaktadir. Bunun nedeni,
enjekte edildiginde sepsise benzeyen bir
sendrom ortaya ¢ikmasidir. Cesitli hiicreler
endotoksin varhiginda TNF ve diger sitokin-
leri salgilar (3). IL-1, IL-6 ve IL-8 gibi sitokin-
lerin diizeyi ytikselir bunun yanisira komple-
man sistemi ve kan pihtilasma zinciri aktif-
lesir. Arasidonik asid parcalanir ve bunun
sonucunda l6kotrienler, prostoglandinler ve
tromboksan A, salinir. Sepsise bagh olaylar
nedeni ile daha 6nce hasar géormius endotel
bazal memranina trombositlerin yapismasi,
buraya fibrin oturmasina yol agabilir. TNF
nin endotel hiicrelerinin ytizeyinde bulunan
ve hiuicre membranina bagh bir protein olan
trombomodiilin, trombin ile birleserek guclu
bir antikoagiilan madde olan C-proteininin
aktiflesmesine neden olur (4). Tim bu olay-
larin net sonucu, pihtilasmanin kolaylasma-
sidir. Bu tablonun daha da karmasik hale
gelmesine yol acan bir olguda sepsis media-
torlerinin karsilikl etkilesimidir. Bu etkilesim
her birin salinimini ve etkinligini degistire-
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bilir. Sepsiste goruilen kendine 6zgin hemo-
dinamik bozukluk, endotel hasar1 ve bunlara
bagl olarak ortaya ¢ikan organ yetmezliginin
mediatorlerin neden oldugu bir olay zinciri
sonunda ortaya cikmasi nedeni ile son
derece 6nemlidir (5,6,7).

Yapilan ¢esitli calismalarda lipopolisakkarid
bagliyan protein (LBP) basta gram (-) enfeksi-
yonlar olmak uzere, peritonitte (8), akut respi-
ratuar distres sendromunda (ARDS) (9), siste-
mik inflamatuar cevap sendromunda (SIRS)
(10) arttiqn goralmaustir. Ozellikle sepsis tanisi
ve prognozunda Kkullanilmak istenmistir.
LBP'nin tiretimini Lipopolisakkarid (LPS), IL-1,
IL-6, TNF kontrol eder (11). LBP LBS’yi mCD14’¢
baglayarak monositleri aktive eder (12) ayrica
LPS’yi lipoproteinlere tasiyarak (13) detoksi-
fiye eder. LBP gram (-)'lerle savasmak icin
gerekli (14) fakat fazla miktarda LPS bulunur-
sa bu antijen tek basina gerekli yanit1 basla-
tabilir (15). Ayrica LBP bagliyan protein gram (-)
bakteriyemilerde kullanilmis ve tatmin edici
sonuclar elde edilmistir (16).

Calismamizda LBP'nin gram (-) sepsis olus:
turulan destek hayvanlarinda CRP, IL-6 ve
TNF-a ile iliskilerini inceledik ve LBP'nin bak-
teriyel enfeksiyonlarda marker olarak guve-
nirligini arastirdik.

GEREC VE YONTEM

Calisma SSK izmir Egitim Hastanesi Tibbi
Biyokimya Bolumunde planlandi ve 30 adet
rat uizerinde yapildi. Cekal ligasyon (17) yon
temi ile sepsis olusturulan 20 adet rat’tan
operasyondan 1 ay 6nce kan alinarak kont-
rol grubu (ligasyon 6ncesi grup) olusturuldu
E. Coli enjekte edilerek sepsis olusturulan
10 rat 1. grubumuzu, ¢ekal ligasyon yontem:
ile sepsis olusturulmus 20 rat’tan operasyon
sonunda alinan kanlar 2. grubumuzu olus-
turdu. Operasyon sonrasi 24. saatte E. Coli
verilen 1. grupta 2 adet rat ex oldu ve geri
kalan 8 rat lzerinde degerlendirme yapildi.
2. grupta ise 7 adet rat ex oldu ve kalan 13
rat degerlendirmeye alindi. Operasyon son-
rasi 24. saate her iki grubun kanlan alindi.
Allnan kanlarin 2 cc’lik kismi hemokulttr
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yapmada Kkullanildi, kalan kismi ise santri-
fiijlenerek serumlarn ayrldi. Serumlar calis-
ma suresince -80 °C’de korundu.

Biyokimyasal parametrelerden, LBP, Peroksi-

daz enziminin adamantil dioksitanin fosfat
esteri gibi bir florasan molekul ile vermis
oldugu reaksiyon urunu olan 1sik siddetinin
Olcuilmesi esasina dayanan immunokemilu-
minesan yontemle (18) immulite-One ciha-
zinda (DPC), IL-6 ve TNF-a, antikor-antijen-
enzim isaretli antikor olusumuna substrat ila-

ve edilmesi ve enzim isaretli antikor komp-
leksi ile dogru orantili olan rengin Kkolori-
metrik olarak 6lciimui esasina dayanan (19)

ELISA yontemi ile, CRP immunoturbidimetrik
yontemle, Ure ve Kreatinin ise kolorimetrik
yontemle Technicon RA-XT otoanalizériinde
calisildi. Hemokiiltiir beyin-kalp infizyon bu-
yonu olarak manuel bir sekilde hazirlan besi
ortaminda yapildi.

Istatistiksel hesaplar SPSS 11.0 programi
Kullanilarak Paired Samples Student T Test
ve Spearman rank coefficient of correlation
(CQ) uygulandi.

BULGULAR

Her iki grubun istatiksel genel tanimlan
Tablo I'de gosterildi. Yapilan ¢alisma sonu-
cunda; birinci grup hemodkiiltiiriinde E. Coli

tiredi, ikinci grupta ise gram (+) normal flora

uredi. LBP, CRP, IL-6, TNF-a ve Kreatinin
degerlerinde, deney grubu ile kontrol grubu
arasinda anlamli bir fark gézlenmedi (p>0.05).

Ure degerlerinde ise her iki grupta da kont-
rol grubuna gore belirgin bir duisus gézlendi
(p<0.01).

Sepsisli Ratlarda LBP, TNF, IL-6 ve CRP Diizeyleri

TARTISMA

Gunumiizde sepsis vakalarina gram-negatif
bakterilerle sik olarak Kkarsilasiimaktadir.
Parcalanmis gram-negatif bakteri ile temas,
pihtilasma ve kompleman sistemlerinin akti-
ve olmasini sadlar ve noétrofil aktiflesmesi,
agregasyon, degraniilasyon oksijen radikalle
rinin ve proteazlarin salinimi, trombosit aktif
lesmesi ve agregasyonuna neden olur. Ayrica
makrofajlardan arasidonik asit metabolizma-
s1, tromboksan A, prostoglandin ve 16ko-
trienlerin salinimi ile T-huicrelerinden IL-2, ¢
interferon, grantilosit makrofaj koloni uyaria
faktoér (GQMCS-F) salinimi gergeklesir. Sonuch
endotel huicre hasan ve sepsis goriiliir. Daha
sonra bir den fazla boélgede kalici hasar ve
tedaviye yanitsiz hipotansiyon sonucu tek
basina veya bir¢cok organ sistemi yetmezIligi
ile birlikte septik sok gelisir (20)

Yapilan calismalarda ciddi sepsis ve yash
hastalarda LBP'nin dusuk oldugu bulunmus -
tur. Bu proteinin tretimindeki artma bakteriyd
enfeksiyonun Kkanitt oldugu diisunilurken,
siddetli bakteriyel sepsis olgularinda hastalign
derecesiyle ters orantili olarak azaldig1 gorul-
mus (21). LBP uretimindeki baskilanmanin
siddetli enfektif stimulusta ve hasta direng
dustuklugiinde gézlenmesi; bakteriyel sepsis
Kliniginde mortaliteyi gdsteren bir parametre
olarak Kkullanilabilir. Ertel ve arkadaslarinin
yaptidi calismada, siddetli sepsiste, doku nek
rozu ve multipl organ yetmezligini geciktir-
meK icin, viicut bir konpansasyon mekaniz-
masl geredi inflamasyonu azaltmaya calisir,
bunu da IL-6 ve TNF -a kan seviyesini dtisiik
tutarak saglar (22). Calismamizda olusturulan

Tablo I. Kontrol ve calisma gruplarinin ortalama ve standart sapma degerleri.

LBP IL-6 TNF-a CRP Kreatinin Ure

pg/dl pg/ml pg/ml mg/dl mg/dl mg/dl
Kontrol grubu (ligasyon Oncesi) 0.6 82.7 13.7 0.4 0.7 121.5
(n= 20) (0.2) (7.2) (5.3) (0.3) 0.1) (39)
E. Coli verilen grup 0.8 85.3 12.8 0.5 0.7 57
(n= 8) (0.2) (9.3) (5.4) (0.4) (0.2) (12.3)
E. Coli verilmeyen grup 0.7 84.3 14.1 0.6 0.8 68.3
(n=13) (0.3) (7.6) (6.1) (0.4) (0.2) (17.7)
P >0.05 >0.05 >0.05 >0.05 >0.05 <0.01
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sepsiste, kullanilan ratlarin hemokiilturiinde
E. Coli uretilmistir fakat buna ragmen LBP,
TNFa, CRP ve IL-6 gibi reaktanlarda artis g6z-
lenmedi ve calismanin sonlandirilmasinda n
once yaklagik %30 mortalite oraninin varlgy,
olusturulan enfeksiyonun siddetli oldugun u
gOstermistir (23). Lipopolisakkarid (LPS) seviye
lerinin sepsiste LBP ile korelasyonunun bulun-
mamasl (21,24) belli bir esik dederden sonra
LPS’nin LBP tretimini baskiladigini kanitlar.
Ayrica LPS'nin sTNF-75i artirarak TNF'yi inhibe
etmesi ve enflamasyonun siddetini kontrol
altinda tutmasi (25) asin endotoksin aliminin
reaktanlar baskilamasini destekler nitelikte-
dir. Ayrica monositten TNF-a‘nin salgilanmasi
icin LBP tarafindan aktivasyona ihtiya¢c duyma-
s1 (26), proinflamatuar sitokinlerle LBP ara-
sindaki iliskiyi daha iyi ortaya koyar

LBP'nin gram (-) bakteriyel enfeksiyonun gos-
terilmesinde yeni bir marker olarak Kullanila
bilecedi savunulmaktadir (27). Fakat akut pank-
reatitte (28) ve romatoid artritte (29,30) gori-
len non enfeksiy6z enflamasyonda da LBP'nin
artmasi, bu proteinin clas I akut faz reaktan
gibi degerlendirilmesine yol agcmistir (31,32).
Calismamizda intraperitoneal E. Coli verilen
ratlarin hemokiiltiiriinde bakteri Uretilmesin e
ragmen diger akut faz reaktanlan ile birlikt e
LBP'ninde artis gostermemesi, LBP'nin bakteri-
yel enfeksiyona 6zgiin olmadidi ve akut enfla-
matuar yanitta rol aldigini dusundurmustur
(33). LBP'nin Kkaracigerden baska intestinal
Ilimende de uretildiginin bulunmasi ve gram
(-) bakterilere karsi bariyer olusturdugunun
bulunmasi (34,35), bu proteinin savunma
sisteminin bir parcasi oldugunu gosterir (36).

Endotokseminin 12 saat icersinde LBP ureti-
mini tetikledigi belirtilmistir ve tiretimin hizini
belirleyen faktorin endotoksine maruziyet
suresinin birincil rol tslendigi bulunmustur
(37). Yani enfektif ajanla etkilesim siresinin
uzunlugu LBP uretiminin artisin1 sagladigini
soyleyebiliriz. Yapilan ¢alismada bolus tarzin-
da ve intraperitoneal veriler E. Coli suspansi
yonu, mikrobun aniden kana gecerek LBP
uretimine yeterli zaman birakmadigi soyle-
nebilir. Ayrica LBP'nin 6lui bakterilere ¢ok
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fazla duyarl olmasi ve canlilara karsi duyarh
olmayisi (38), ratlara verdigimiz canl E. Coli
suspansiyonunun yeterli LBP uiretimini sagla
yamamasini agiklar.

Calismada; kontrol gurubuna goére, calisma
gruplan (¢ekal ligasyon yapimis ve E. Coli
uygulanmis iki grub) serum tire diizeylerinin
anlaml olarak dusuk (p<0.01) bulunmasi,
deney hayvanlarinda akut karaciger yetersiz-
ligi gelistigini ve bu yetmezligin beklenen
LBP artisinin gerceklesmedigini godstermesi
acisindan 6nemlidir. Ciddi sepsiste serum
dtizeyleri dusuk olan diger proteinler bu aci-
dan da izlenmelidir.

Sonug olarak LBP'nin bakteriyel bir marker
olarak Kkullanilmasini stipheli buldugumuzu
ve diger akut faz reaktanlariyla birlikte degei
lendirilmesi gerektigini savunmaktayiz
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