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OZET

Amag: Bu deneysel calisma ttkanma sarilig1 olugturulan ratlarda, alfa-tokoferol, askorbik asit ve pentoksifilinin bak-
teriyel translokasyon Uzerindeki etkilerini arastirmak amaciyla planland.

Durum Degerlendirmesi: Uzamig safra yolu obstritksiyonu, karaciger ve immin sistemde sayisiz degisikliklere yol
acar. Artmis safra kanal basinci, safra yollarindan kana ve lenfatik sisteme bakterilerin translokasyonuna neden ola-
bilir.

Yontem: 50 adet Sprague-Dawley cinsi erkek rat, randomize olarak, her biri 10’arli beg gruba ayrildi. Tiim ratlar,
intramiskiiler Ketamine (25 mg/kg) ile uyutuldu. Steril sartlarda batin agildi, koledok bulundu, proksimali ve dis-
tali 5/0 ipekle baglandiktan sonra kesildi. Grup 1 (Sham operasyon)’de batin agildiktan sonra koledok ortaya kon-
du, ancak ligasyon yapilmadi. Grup 2’deki ratlara, sadece koledok ligasyonu uygulandi. Grup 3, 4 ve 5'teki ratla-
ra koledok ligasyonu sonrasi, 21 glin streyle sirasiyla alfa-tokoferol, askorbik asit ve pentoksifilin verildi. Ratlar-
dan, postoperatif 21. giinde, biltribin, ALT, AST, ALP ve GGT igin kan ornekleri alindi. Ayrica kiiltiir igin mezen-
terik lenf nodlari, karaciger, dalak ve kan 6rnekleri alindiktan sonra, ratlar sakrifiye edildiler.

Cikarimlar: Grup 1'de hig bir bakterivel translokasyon yoktu. Ancak grup 2'de bakteriyel translokasyon orani
%82.5 idi. Bu oran grup 3,4 ve 5'te sirasiyla %25, %30 ve %20 idi. Grup 2'de titm organ ve dokulardaki bakteri-
yel translokasyon, grup 1'dekinden 6nemli derecede yiiksek idi (p<0.001). Yine grup 2'nin mezenterik lenf nod-
lari, karaciger, dalak ve kandaki bakteriyel translokasyonlari, grup 3, 4 ve 5'inkilerden énemli derecede yuksek idi
(p<0.05). Tedavi gruplarinin bakteriyel translokasyonlari arasinda, istatistiksel snemli farklilik yoktu (p>0.05). Kl-
tiirlerden elde edilen en sik patojenler, Esherichia coli (%42.9), Klebsiella spp. (%23.8) ve Proteus spp. (%19) idi.
Grup 2'nin mezenterik lenf nodlari, karaciger, dalak ve kan kaltiirlerinde tireyen bakteri sayilari, grup 3, 4 ve 5'in-
kilerden 6nemli derecede yiiksek bulundu (p=0.001). 5

Sonuglar: Bu deneysel calisma, tikanma sariligi esnasinda verilen alfa-tokoferol, askorbik asit ve pentoksifilinin,
bakteriyel translokasyon insidansini azaltabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Tikanma sarilii, bakteriyel translokasyon, alfa-tokoferol, askorbik asit, pentoksifilin.

SUMMARY

This study was conducted to investigate the effects of alfa-tocopherol, ascorbic acid and pentoxifylline on the bac-
terial translocation in an animal model of obstructive jaundice. Prolonged biliary obstruction gives rise to nume-
rous changes in the liver and the host defense system. The increased biliary duct pressure may induce transloca-
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tion of bacteria from the biliary tract into bloodstream and lymphatic system. Fifty rats were randomized into 5

groups containing 10 rats each. All rats were initially anaesthetized by intramuscularly injection of Ketamine (25 p
meg/kg). The abdomen was opened and the common bile duct was identified and divided after ligation using 5-0
silk. Sham operated rats (group 1) had a similar incision followed by mobilization of the common bile duct, wit-
hout ligation or division. In group 2 rats, only common bile duct ligation was performed. In group 3, 4 and 5 rats
common bile duct ligation was performed and alfa-tocopherol, ascorbic acid and pentoxifylline were administe-
red for 21 days. The animals were sacrificed at the end of the 215t day, and serum levels of total bilirubin, ALT,
AST, ALP and GGT were measured. Mesenteric lymph nodes, liver, spleen and blood were cultured. The bacteri-
al translocations of rats in groups 1-5 were 0%, 82.5%, 25%, 30% and 20%, respectively. Bacterial translocation
significantly increased in the mesenteric lymph nodes, liver, spleen and blood of rats in group 2 compared to gro-
up 1 (p<0.007). Bacterial translocations of the mesenteric lymph nodes, liver, spleen and blood in group 2 was
significantly higher than those of group 3-5 (p<0.05). There was no significant difference between treatment gro-
ups (p>0.05). The predominant pathogens obtained from the mesenteric lymph nodes, liver, spleen and bload we-
re Esherichia coli (42.9%), Klebsiella spp. (23.8%) and Proteus spp. (19%). The bacterial counts, colony-forming
units per gram tissue (cfu/g), were found significantly higher in mesenteric lymph nades, liver, spleen and blood
of rats in group 2 than those of group 3, 4 and 5 (p=0.001). The present experimental study has demonstrated that, y
during obstructive jaundice, administration of alfa-tocopherol, ascorbic acid and pentoxifylline reduce the inci-

dence of bacterial translocation.

Keywords: Obstructive jaundice, bacterial translocation, alfa-tocopherol, ascorbic acid and pentoxifylline

GiRis

Bakteriyel translokasyon (BT), canli yerli bakte-
rilerin - gastrointestinal sistemden mezenterik lenf
nodlarn (MLN), karaciger, dalak, bobrekler, kan ve
peritoneal kavite gibi normalde steril olan ekstra-
intestinal organ ve dokulara yayilmasi olarak ta-
mimlanir. Tikanma sanlig (TS)'nda, karacigerin re-
tikiiloendoteliyal sistem fonksiyonlarinin bozul-
masi, endotoksinlerin enterchepatik dolasimla
portal dolagima ve sistemik dolasima gecmesi, saf-
ra yollarinda basing artisi ve kolanjiyo-venéz refli
ile bakteriyeminin ortaya gikmasi gibi pek cok du-
rum BT'u arttirabilir. Ayrica, TS'da safra eksikligi,
intestinal motilitenin azalmasina, mukozal atrofi-
ve, antiendotoksik deterjan etkilerinin ortadan
kalkmasina ve limen ici bakterilerin cogalmasina
neden olmaktadir(1-9),

Bir antioksidan ve hiicre membran stabilizats-
ri olan alfa-tokoferoliin (E vitamini) ince barsak ti-
kanmalarinda ortaya gikan BT'u engelledigil'011]
ve deneysel TS olusturulan ratlarda nétrofillerin fa-
gositik fonksiyonlarini arttirdizi11?! tespit edilmistir.
Askorbik asit (C vitamini), diisiik dansiteli lipopro-
teinlerin oksidasyonunun zincir reaksiyonunu bas-
kilamak igin kullanilan ilk suda coziinen serbest
radikal yakalayici ajandir ve E vitamini ve glutat-
yon gibi diger serbest radikal yakalayicilarla siner-
jistik etki yaptgi bilinmektedir13-13). Deneysel TS
olusturulan ratlarda, sarihgin barsak anastomozla-
nnin iyilesmesini olumsuz ytnde etkiledigi ve
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pentoksifilinin bu olumsuz etkiyi ortadan kaldirdi-
g1 tespit edilmistir('6l, Bu deneysel calismada, TS
olusturulan sicanlarda, alfa-tokoferol, askarbik asit
ve pentoksifilinin BT tizerine olan etkilerini arastir-
may1 amagladik.

GEREC VE YONTEM

Hayvanlar ve deneysel diizen

Bu galisma Dicle Universitesi Deneysel Arastir-
ma Laboratuvari’nda, etik komite onayi alindiktan
sonra yapildi. Agirliklan 250-300 gr olan 50 adet
Sprague-Dawley cinsi erkek sican, randomize ola-
rak 10’arh 5 gruba aynildi. Deney siiresince, tiim
siganlar standart hayvan yemi ve su ile beslendiler.
Sicanlar intramiskiiler ketamin HCI (Ketalar{r} Ec-
zacibagl, Istanbul) (25 mg/kg) ile uyutuldu. TS
olusturmak igin, steril sartlarda batin orta hat lapa-
rotomiyle acildi. Koledok bulundu, proksimali ve
distali 5/0 ipekle baglandiktan sonra kesildi.

Grup 1 (Sham operasyon)’de batin acildiktan
sonra koledok ortaya kondu, ancak ligasyon yapil-
madi. Grup 2'deki ratlara, sadece koledok ligasyo-
nu (KL) uygulandi. Grup 3’teki ratlara KL sonrasi
100 mg/kg/glin dozunda ve intramiskiler yolla E
vitamini (Evigen ampul, Aksu Farma, istanbul) ve-
rildi. Grup 4’ teki ratlara KL sonrasi 25 mg/kg/gtin
dozunda ve intraperitoneal yolla C vitamini (Redo-
xon ampul, Roche, Istanbul) verildi. Grup 5'teki
ratlara KL sonrasi 50 mg/kg/giin dozunda ve intra-
peritoneal yolla pentoksifilin (Trentilin ampul, San-
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Tablo 1. Pozitif kultlrlerin gruplara gore dagilimi.

MLN* Karaciger* Dalak* Kan* Tiim organlar*
Grup 1 0/10 (%0 0/10 (%0)? 0/10 {%0) 0/10 (%0)2 0/40 (%0)
Grup 2 9/10 (%90) 9/10 (%90) 8/10 (%80) 7/10 (%70) 33/40 (%82.5)
Grup 3 3/10 (%30)0 3/10 (%30)b 2/10 (%20} 2/10 (%20)° 10/40 (%25)
Grup 4 4/10 (%40)° 4/10 (%40)b 2/10 (%20)b 2/10 (%20)° 12/40 (%30)
Grup 5 3/10 (%30)° 3/10 (%30)b 1/10 (%10) 1/10 (%10)P 8/40 (%20)
Toplam 19/50 (%38) 19/50 (%38) 13/50 (%26) 12/50 (%24) 63/200 (%31.5)

* Pozitif kaltur/yapilan kaltir.
aGrup 1'e kargi grup 2, p<0.001,
bGrup 3,4,5'e karsi grup 2, p<0.05.

ta Farma, istanbul) verildi. ilag tedavilerine 21 giin
sireyle devam edildi. Yirmi birinci gtinde steril
sartlarda tekrar laparotomi ve torakotomi yapila-
rak, total biliribin (TB), ALT, AST, ALP, GGT igin
kan érnekleri alindi. Aynica kiltar icin MLN, kara-
ciger, dalak ve kan érnekleri alindiktan sonra, rat-
lar sakrifiye edildiler.

Bakteriyel translokasyon

Portal venden kan &érnegi alinarak aerobik kiil-
tiir icin BacTecTM Peds (Becton Dickinson, Diag-
nostic Instrument Systems, Sparks, Md. USA)'lere
ekim yapildi. Takiben siseler BacTec 9240 normo-
diometric cihazina (Becton Dickinson, Cockeys-
ville, MD) yerlestirilerek 35°C’de enkibasyona ta-
bi tutuldu. Bakteri Giremesi cihaz tarafindan, 10
giin boyunca takip edildi. Bu sure icinde treme ol-
mavan kaltirler negatif kabul edildi. Ureme tespit
edilen siselerden standart plastik ozelerle birer
damla &rnek alinarak, énceden hazirlanip steril

edilmis kanli ve eozin metilen mavisi agar (EMB)
besi yerlerine ekim yapildi. Ettivde 37°C'de 24-48
saat bekletildi. 48 saatte tireme olmayan kiltarler
negatif kabul edildi. Ureme olan besi yerlerinden
bakteri ornekleri alinarak Gram boyamalan yapil-
di. Daha sonra Reader-Recorder SceptorTM
System (Becton Dickinson, Cockeysville, MD) ci-
hazinda okunarak bakteri tirti tayin edildi.

MLN, karaciger sag lobu ve dalak @rnekleri
cerrahi yoluyla cikarildi. Hassas tarti aletinde tarti-
larak doku agirliklan bulundu ve 2 ml beyin-kalp
inflzyonu iceren steril siselerde homojenize edil-
diler. Her bir homojenatin 1 ml'si kanli agar ve
EMB besi yerlerine ekildi. Tum ekimler, 37°C'de
24-48 saat gozlendi elde edilen koloniler belirlen-
di ve 1 gram dokudaki bakteri sayisi [cfu (colony
forming unit)] hesaplandi.

Istatistiksel degerlendirme
Istatistiksel analizlerde; gruplar arasi dlctimsel

Tablo 2. Gruplarda MLN, karaciger, dalak ve kan kiltiirlerinden izole edilen mikroorganizma

tirleri.
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Toplam
(n) (n) (n) (n) (n) n (%)
E.coli 0 12 5 6 4 27 (42.9)
Klebsiella spp. 0 8 3 2 2 15 (23.8)
Proteus spp. 0 7 2 2 1 12 (19)
E.cloaca 0 4 0 1 1 6 (9.5)
Mikst 0 2 0 1 0 3 (4.8)
Toplam 0 33 10 12 8 63 (100)
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Tablo 3. Gruplara gre MLN, karaciger ve dalak kiiltirlerinden izole edilen mikroorganizmalarin hesaplanan

CFU sayilari.
Gruplar CFU (MLN)* CFU (KO)* CFU (Dalak)*
Grup 1 0 0 0
Grup 2 1902222+379004 1583333+276947 660000+£179523
Grup 3 556666+2993882 4000004693612 1410000£13152182
Grup 4 203250+403102 290000+2765262 1160000+£56568
Grup 5 183333+251663 200000+£655742 1000002
*Aritmetik ortalama +Standart sapma
aGrup 3,4,5'e karsi grup 2, p=0.001.

-
Tablo 4. Gruplarin biyokimyasal degerleri.
Gruplar TB (mg/dh* ALP (IU/L)* ALT (IU/L)* AST (IU/L)* GGT (IU/L)*
Grup 1 0.5+0.3a 111.4x13a 74.1x£13.22 68.2+11.22 39.4+5.2a
Grup 2 10.6x1.3 406.7+10.3 384.1+14.2 449.6+£31.01 86.2+11.9
Grup 3 10.3z1.4 401.4+8.6 380.4x14.7 441.6x15.2 9049.3
Grup 4 11.5£3.2 402114 377.8+19.1 450.5+17.8 85.9+5.2
Grup 5 10.5£0.9 406x11.9 385.1+17.8 454.9x£17.5 83.1£5

*Aritmetik ortalama =Standart sapma,
aGrup 1’e karg grup 2-5, p<0.001.

degerlerin kargilasurilmasinda tek yonlii varyans
analizi (one-way ANOVA) ve posthoc TUKEY
HSD testi uygulandi. Gruplar arasi kategorik degis-
kenlerin karsilasirmalari nonparametrik tek yonla
varyans analizi (Kruskal-Wallis H testi) ile vapildi.
Bu analiz sonunda anlamhhk bulundugunda,
Mann-Whithey U testi ile ikili kargilagirmalar ya-
pildi. p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli ka-
bul edildi. Veriler ortalamaz standart sapma olarak
verildi.

SONUCLAR

Deney siiresince hig bir rat 8lmedi. Grup 1'de
hic bir organda tireme olmadi. Ancak grup 2'de BT
orani %82.5 idi. Bu oran grup 3,4 ve 5'te sirasiyla
%325, %30 ve %20 idi. Grup 2'nin tim dokularda-
ki BT'nu, grup 1'inkinden énemli derecede yiksek
idi (p<0.001). MLN'da, grup 2'nin BT'nu grup 3,4
ve 5’ oranla 6nemli derecede artmisti (p<0.05).
Grup 2'nin karacigerdeki BT'nu grup 3,4,5’inkin-
den onemli derecede yiiksek idi (p<0.05). Grup
2'nin hem dalak hem de kanda BT'u, grup 3,4 ve

o

5'inkilerden @nemli derecede fazla bulundu
(p<0.05). Tedavi gruplarinin (grup 3.5) BT'lar ara-
sinda istatistiksel olarak énemli farkhlik yoktu
(p>0.05) (Tablo 1).

MLN, karaciger, dalak ve kan kiilttrlerinden el-
de edilen en sik patojenler, Esherichia coli
(%42.9), Klebsiella spp. (%23.8) Proteus spp.
(%19) idi (Tablo 2). Grup 2'nin MLN, karaciger,
dalak ve kan kiltiirlerinde treyen bakteri sayilar,
grup 3,4 ve 5'inkilerden 6nemli derecede yiiksek
bulundu (p=0.001) (Tablo 3). Grup 2,3,4,5"in se-
rum biliriibin, AP, ALT, AST, GGT duzeyleri, grup
1’in diizeylerine kiyasla énemli derecede yiksek
bulundu (p<0.0001). Bununla beraber, sarilik olug-
turulan gruplar arasinda istatistiksel olarak onemli
fark bulunamadi (p>0.05) (Tablo 4).

TARTISMA

Artmis intestinal permeabilite ve BT, hem de-
neysel safra yolu obstruksiyonu olusturulan ratlar-
da hem de sanlikli insanlarda gosterilmisitirl?:17).
Sarlikli ratlarda, villiislerin yiiksekliginin ve total
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kalinliginin azalmasi ile ortaya gikan ileal muko-
zal hasarin morfometrik kamiti gosterilmistirl8l.
Cakmag ve arkadaslari'®, TS olusturulan sigan-
larda, MLN, karaciger ve dalakta ortaya gikan BT
oranlarinin, sirasiyla %67, %33 ve %40 oldugunu
tespit etmisler. Giftci ve arkadaglandal?%, ayni de-
neysel modelde bu oranlar, %73, %60 ve %47
bulmuslar. Bizim calismamizda TS sonucu, MLN
(%90), KC (%90), dalak (%80} ve kandaki (%70)
BT anlamli sekilde artti. BT oranlarimizin yuksek
seyretmesi, sarilik stiresinin uzun olmasina bagla-
nabilir.

Hayvan deneylerinde, gastrointestinal sisteme
safranin tekrar geri déntisiiniin, postoperatif endo-
toksemi, renal bozukluk ve mortaliteyi azalttig
tespit edilmigtir21:22. internal safra drenajinin,
mononiikleer fagosit fonksiyonlarinda bir iyileg-
meye neden olabilecegi distintilmektedirl23:24),
Safra yolu baglanmig sicanlarda, cerrahi sonrasi 3
ile 7. giinler arasinda MLN'da %33 oraninda BT
goriilmisg ve bu translokasyon orani ikinci haftanin
sonunda %47’ye kadar yiikselmistir. Safra yolu li-
gasyonu sonrasl, cekumdaki E.coli ve diger aerob
mikroorganizmalarin miktari kontrol gruplarina ki-
yasla daha yiiksek bulunmus, fakat kan ve safra
kiltirlerinde Greme olmamistirll. Bizim cahsma-
mizda, MLN, karaciger, dalak ve kan kiltirlerin-
den en sik elde edilen patojenler, Esherichia coli
(%42.9), Klebsiella spp. (%23.8) Proteus spp.
(%19) idi. TS grubunda, MLN, karaciger ve dalak
kiiltarlerinde izole edilen ortalama CFU, ilag teda-
visi verilen diger gruplardan istatistiksel olarak
onemli derecede fazla idi.

Reis ve arkadaslan('®, barsak tikanmasi olug-
turduklar deneysel modelde, E vitamini ile muko-
zal hasari ve BT'nu azaltuklarini bildirmislerdir. Al-
fa-tokoferoliin en dnemli ézelligi, antioksidan ol-
mas! ve serbest oksijen radikallerini temizlemesi-
dirl25!, Hiicre membraninda yerlegerek, serbest ok-
sijen radikallerinin temizlenmesinde etkili olan E
vitamininin retikiiloendoteliyal sistem (RES) fonksi-
yonlarini, hiimoral immiin cevabi ve T yardimci
hiicre aktivitesini arturdii bilinmektedir(26-291,
Ciftci ve arkadaslan!?l, deneysel TS modelinde, E
vitamini ve ursodeoksikolik asidin ayri ayr ve be-
raber verilmesi ile BT'nun azaldigimi tespit etmis-
lerdir. Schimpl ve arkadaslar3%, ukanma sarilikli
ve kronik portal hipertansiyon olusturulan ratlarda,
C ve E vitaminlerinin, BT insidansini azalthgin,
hepatik ve ileal glutatyon seviyelerini arturdigini
ve ileal mukozal lipid peroksidasyonunu azalttigi-
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ni tespit etmislerdir. C vitamini, dustik dansiteli li-
poproteinlerin oksidasyonunun zincir reaksiyonu-
nu baskilamak icin kullanilan ilk suda ¢oziinen
serbest radikal yakalayici ajandir. C vitamini, E vi-
tamini ve glutatyon gibi diger serbest radikal yaka-
layicilarla sinerjistik etki yapabilmektedirl!3-13],
Bizim calismamizda, hem alfa-tokoferol hem de
askorbik asit, TS‘na bagh olusan BT'u, TS grubuna
kiyasla istatistiksel olarak onemli diizeyde azalt-
mistir. Bu etki, ilaglarin TS'da bozulmus olan im-
miin sistem Gzerindeki iyilestirici etkilerine bagla-
nabilir.

Bir metilksantin tiirevi olan pentoksifilinin, sep-
siste pek cok yararli etkileri vardir. Pentoksifilinin,
intestinal obstriiksiyon ve hemoragik sok olusturu-
lan sicanlarda ortaya gikan BT'u azalttigi tespit
edilmistir’31:32, Ayrica, dokulardaki prostaglandin
E2'yi artirma ve transaminazlar da azaltma yo-
luyla, karaciger reperfiizyon hasarini azaltmakta-
dir133], Bemelmans ve arkadaslan®4 TS olusturu-
lan ratlarda, hem monoklonal anti-TNF antikorlari
hem de pentoksifilinin, TNF seviyelerini azaltuigini
tespit etmislerdir. Bu galismada, pentoksifilin veri-
len grubun BT orani (%20), tedavi verilmeyen sa-
rilik grubunun BT oranindan (%82.5) dnemli dere-
cede az bulundu. Tedavi gruplan arasinda, BT agl-
sindan fark tespit edilmedi. Pentoksifilinin BT Gze-
rindeki bu yararli etkisi, TNF gibi pek ok inflama-
tuvar mediyator tizerine olan inhibitor etkisinden
kaynaklanabilir.

Sonugta, bu galisma alfa-tokoferol, askorbik
asit ve pentoksifilinin, tkanma sariliginda ortaya
cikan BT'nu gesitli dizeylerde onlemede etkili
olabilecegini gdstermistir.
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