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OZET

SIROZLU HASTALARDA SPONTAN BAKTERIYAL PERITONIT iLE NOD2
GEN MUTASYONU VE BAKTERIYAL TRANSLOKASYON ARASINDAKI
ILiSKi

Bakteriyel translokasyon (BT) spontan bakteriyal peritonitin (SBP) gelisiminde
onemli bir rol oynamaktadir. Son yillarda yapilan calismalarda karaciger sirozunda
SBP’nin nucleotide-binding oligomerization domain containing 2 (NOD?2) gen aleli ve
BT sikligiyla iliskili oldugu bildirilmistir. Biz bu calismada asitli sirotik hastalarda
spontan bakteriyal peritonit ile BT ve NOD2 varyanti arasindaki iligkiyi arastirmay1
amacladik.

Calismamiza etyoloji ayirt etmeksizin sirotik asit gelismis SBP’si olan 82 hasta
ve SBP’si olmayan 89 hasta dahil edildi. Calismamizda BT iligkili oldugu diisiiniilen 3
NOD?2 gen aleli (p.R702W, p.G908R, ¢.3020insC) calisildi. BT varligin1 saptamak icin
tiim hastalarda asit sivisinda bakteriyal DNA ve serumda Interlokin-6(IL-6), timor
nekrosis faktor reseptorii(TNF-R) ve lipoprotein binding protein (LPB)  bakildi.
SBP olan hastalarda asit sivisinda bakteriyal DNA varligit SBP olmayan hastalardan
anlaml sekilde farkliydi. SBP ve SBP olmayan hastalar arasinda NOD2 gen varyant
siklig1 agisindan anlamh farklilik saptanmadi. Kiiltiir pozitif SBP’li hastalarda NOD2
gen varyant sikligi kiiltiir negatif hastalardan anlamli sekilde farkliydi. NOD2 gen
varyant1 olan hastalarda asit sivisinda bakteriyel DNA sikligi, NOD2 gen varyanti

olmayan hastalara gore istatistiksel olarak anlamli sekilde farkli saptandi.

Bu calismada bulgularimiz asit kiiltiirti ve bakterial DNA pozitifligi ile NOD2

gen mutasyonu arasinda anlamli bir iliski bulundugunu diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: NOD2, Bakteriyel Translokasyon, Spontan Bakteriyal

Peritonit



SUMMARY

THE RELATIONSHIP BETWEEN SPONTAN BACTERIAL PERITONITIS
AND NOD2 GENE MUTATION AND BACTERIAL TRANSLOCATION IN
CIRRHOTIC PATIENTS

Bacteral translocation (BT) plays an important role at development of
spontaneous bacterial peritonitis (SBP). At recent studies, spontaneous bacterial
peritonitis has been found to be related to nucleotide-binding oligomerization domain
containing 2 (NOD2) gene allele and frequency of BT. In this study, we aimed to
investigate the relationship between spontaneous bacterial peritonitis and BT and NOD2

variant in cirrhotic patients with ascites.

Total of 82 cirrhotic patients with SBP regardless of etiology and total of 89
patients without SBP were included to the study. In our study, we examined 3 NOD2
gene alleles (p.R702W, p.G908R, ¢.3020insC) which were thought to be related to BT.
Bacterial DNA in ascitic fluid and serum interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor
receptor (TNF-R) and lipopolysaccharide bindig protein (LPB) levels were examined at
all patients for detect BT. Existence of bacterial DNA in ascitic fluid in patients with
SBP was significantly different than those without SBP. There was no significant
difference for NOD2 gene variant frequency in patients with or without SBP. In patients
with culture-positive SBP, NOD2 gene variant frequency was significantly different
than those of culture-negative patients. Frequency of bacterial DNA in ascitic fluid of
patients with NOD2 gene variant were statistically different than those without NOD2

gene variant.

Our findings suggest that there was a significant relationship between ascites

culture and bacterial DNA positivity and NOD2 gene mutation.

The key words: NOD2, bacterial translocation, spontaneous bacterial

peritonitis
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GIRIS VE AMAC

Spontan bakteriyal peritonit(SBP) sirozun sik ve ciddi bir komplikasyonudur.
Siddetli karaciger yetmezIliginin bir isareti olan SBP siroz ve asitli hastalarin %30 da
meydana gelir (1). SBP terimi yaklagik 40 y1l 6nce Conn tarafindan ortaya atildi(2,3).
SBP teriminin gelistirilmesinde intestinal bakteri translokasyon (BT) Onemli yer
tutmaktadir. Ancak BT ve SBP’ye zemin hazirlayan genetik faktorler bu giine kadar
tespit edilememistir. Uzun bir siire artmis bakteriyal overgrowth ve immun
disfonksiyonuna ek olarak, SBP riski olan hastalarda artmis intestinal permabilite ve
barsaktaki BT bir 6n kosul olarak kabul edilmig(5,6) ve bu bakterilerin mezenterik
lenf nodlar1 ve extraintestinal lenf nodlarina goc ettigi tahmin edilmistir(4). SBP
patogenezinde BT nin yeri hayvan deneyleriyle de kamitlanmistir(5,7). Immiin sistem
SBP gelisiminin her basamaginda rol alir. Asidik sividaki yetersiz serum kompleman
aktivitesi, retikiiloendotelyal sistem disfonksiyonu, yetersiz opsonik aktivite gibi
sebepler, SBP gelisiminde rol almaktadir(9,10). 2001 yilinda nucleotide-binding
oligomerization domain containing 2(NOD2) gen varyantlar1 Crohn hastaliginda
bozulmus mukozal bariyer fonksiyonu ile iliskili bulunmustur(11,12). NOD2 barsakta
bakteri ve bakteriyal iiriinleri tamimada rol almakta olup, NOD2 risk varyant
tastyicilarinda NF-KB(niikleer faktor) aktivasyonu yetersiz oldugundan barsakta
bakterilerin ve translokasyon {irlinlerinin ortadan kaldirilmasinda yetersizlik
olabilir(13). Ayrica NOD2 varyantlarinin sepsis(14) ve graft-versus-host
hastaliginda(15) sagkalim tizerinde etkisi oldugu gosterilmistir ancak herhangi bir
karaciger hastalii i¢cin ¢ok az veri mevcuttur. Appendrodt ve arkadaslarinin, ufuk
acan calismalarinda, prospektif ve combine retro-prospektif analizlerinden sonra,
NOD?2 varyant tastyan sirozlu ve asitli hastalarda notrositik asit riskinin 3 kat arttigini
raporladi, yine ayni ¢aligmada NOD?2 risk alleli tasiyanlarda 4 kat artmis mortalite
gozlemlendi(94). Burns ve arkadaslarinin ¢ift merkezli prospektif ¢alismalarinda,
sirozlularda, NOD2 geninin yaygin risk varyanti ile kiltiir pozitif SBP ve
monomikrobiyal bakterasitliler arasinda bagimsiz bir iliski raporladilar(116). Biz
karaciger sirozlu hastalarda BT ve SBP gelisimini NOD2 risk varyantlar ile iliskili
oldugunu varsaydik. Bu c¢alismamizin amaci ileri karaciger yetmezligi, siroz ve asit

gelismis hastalarda SBP, BT ile NOD2 geni arasindaki iligkiyi ortaya koymaktir.



Aragtirma i¢in segilen 3 NOD2 tiirevi (p.R702W, pG908R, and ¢.3020 sC;)
lipopolisakkarit ve peptidoglikana yanit olarak NF-KB aktivasyonunu olumsuz

etkilemektedir(16).



1. SPONTAN BAKTERIYAL PERITONIT(SBP):

1.1. TANIM

SBP hastanede yatan sirozlu hastalarin %10-20’sinde ortaya ¢ikan yaygin bir
enfeksiy6z komplikasyon olup destek ve antibiyotik tedavisine ragmen ortalama %20
6liime neden olmaktadir (17).

Spontan bakteriyel peritonitin li¢ varyant: tanimlanmaistir:

1-Monomikrobial non-notrositik  bakterasit(MNB): Asit stvisinda

polimorfoniikleer I6kosit (PMNL) sayisi< 250/mm’

olmasi, asit sivi kiltiiriinde bir
mikroorganizmanin tiremesi ve intraabdominal cerrahi ile tedavi edilebilecek
enfeksiyon kaynaginin olmamasi kriterleri ile tan1 konur (18).

2- Kiiltiir negatif notrositik asit (KNNA): Asit sivisinda PMNL sayisinin 250
mm’® veya daha fazla olmasi, asit kiiltirde {ireme olmamasi ve PMNL artisinin baska
sebebe (asit igine kanama, peritonitis karsinomatoza olmasi, tiiberkiiloz veya pankreatit)
bagli olmamasi ile tan1 konur (19).

3-Klasik SBP: Asit sivisinda PMNL sayisinim 250 mm® veya daha fazla olmas,

asit sivist kiiltiiriinde bir bakteri iiremesi ve sekonder bakteriyel peritonitin

dislanmasiyla konur (20,21).

1.2. ETYOPATOGENEZ

Asiti olan tiim sirotik hastalarda SBP gelisebilir. Gram negatif aerob bakteriler
ve non-enterokok streptokok tiirleri (E.coli, Klebsiella pneumoniae ve pneumococci
tiirleri) bu hastalarin asitlerinde en sik izole edilen bakterilerdir(1). Enterik
mikroorganizmalarin barsak mukozal bariyerini gegerek mezenterik lenf nodlarina
ulastig1 (bakteriyel translokasyon) ve duktus torasikus araciligiyla sistemik kan
dolasimina gectigi one siirtilmiistiir(23,7). Diisiik bakterisidal ve opsonik aktivitesi olan
asitik siviya bakteri ekilmesinden SBP’nin sebebi olabilir(25). Karaciger hastaliginin
etyolojisinin SBP i¢in predispozisyon yarattigina, prognoz ve tedaviye yanit iizerine
etkisinin olduguna dair ciddi veriler bulunmamaktadir(26,27). Opsonik aktivite asit s1vi
protein konsantrasyonuyla dogru orantilidir(10). SBP gelisimi ile asit sivi protein
miktarinda farklilik olmamaktadir(29). Asit proteininin diisiik olmast (<lgr/dl) SBP
gelisimi i¢in risk faktoriidiir(30).



MNB siklikla antibiyotik ihtiyact olmadan iyilesmektedir(21). Asit, PMNL
sayisinda artis olmadan steril hale ge¢mektedir. PMNL’lerin siviya gegisi periton
makrofajlarinin infeksiyonun kontroliinde yeterli olmadiklar1 anlamindadir(29). KNNA
tanilariin ¢ogu duyarsiz kiiltiir yontemlerininkullanimina baglidir (32).Antibiyotik
tedavisi Oncesi ardisik parasentez yapilan KNNA hastalarinda PMNL sayilarinin
spontan distiigii ve kiltlirlerin negatiflestigi  goriilmiistiir(29). Duyarh  kiiltiir
yontemleri kullanildiginda KNNA spontan diizelen SBP’yi temsil edebilir. Bu
hastalarda parasentez sirasinda viicut savunma sistemleri tarafindan tiim bakteriler
temizlenmis ama PMNL sayis1 daha normale donmemistir(32). Ust Gastro Intestinal
Sistem (GIS) kanamali sirotik hastalarda yatis esnasindaki infeksiyon riski %40
dolayindadir(33). Soka gelisen hastalarda GIS’ten bakteri translokasyonunun(BT) artis1
SBP gelisimine neden olabilir (34). idrar yolu infeksiyonu SBP gelisimi i¢in bir risk
faktoridiir(35).

Sonug¢ olarak SBP, barsaklarin bakterileri barsakta sinirlayamamasinin ve
immun sistemin barsaktan transloke olan virulan bakterileri yok edememesinin

sonucudur(36).

1.3. KLINIK

SBP’de klinik ¢ok farkli olabilir. Karmn agrisi ve ates tek bulgu olabilir. GIS
motilite degisikligi, bulanti, kusma, diyare, hipotermi, hipotansiyon, bébrek fonksiyon
testlerinde bozulma,hepatik ensefalopati, elektrolit imbalans1 saptanabildigi gibi
hastalarin ticte birlik kisminda bu semptom ve bulgularin hig¢biri olmayabilir(19,38).

Ates %45-66 ve karmn agris1 %42-73 ile en sik goriilen semptomlardir. Asit
dekompansasyonu ile basvuran hastalarin  %?22,2’sinde ates ve karin agrisi
saptanmistir(27). SBP hastalar1  genellikle artmis bilirubin diizeyi ve uzamig PTZ
degerlerine sahip Child B, C siroz hastalaridir(39).

1.4. TANI

Tan1 parasentez ile konur. Tami igin siipheci olunmali ve parasentez
endikasyonu icin esik diisiik olmalidir. Klinik kotiilesme, ates ve karinagris1 varliginda
parasentez yapilmalidir(32).

KNNA; klinik 6zellikler, seyir, asit ve serum testleri, takip, tedavi ve prognoz



acisindan SBP ile ayn1 olmamasi(19) nedeniyle farkli bir SBP varyanti (kiiltiir negatif
SBP) kabul edilebilir. Daha duyarli metotlar kullanilmasina ragmen klinik SBP
ozelliklerine ve yiiksek asit PMNL sayilarina sahip hastalarin %40’inda  asit
kiiltiirlerinde etken iirememektedir(39). Bu nedenden dolayr SBP tanisi esas olarak
asitteki PMNL sayisina gore konmaktadir ve KNNA hastalar1 SBP grubu i¢inde yer
alabilir. International Ascites Club tarafindan asit PMNL sayis1 250 ve daha fazla olan
hastalarin asit kiiltiir sonuglar1 beklenmeden SBP olarak degerlendirilmesi ve bu
hastalara antibiyotik tedavisi baslanmasi Onerilmektedir(1). Asit hemorajikse (asit
kirmizi kiire >10000 mm®) her 250 kirmuzi kiire igin asit PMNL sayisi bir tane
digtiriilmelidir. Asit 16kosit sayisi, steril asitte de artabilmesi(40,41) ve diiiretik
tedavisinden etkilenebilmesi nedeni ile tanida daha az yararhidir. Asit sivist hiicre
sayiminda manuel yontem altin standart kabul edilmistir. Angeloni ve arkadaslari
tarafindan 74 siroz hastasindan elde edilen 130 6rneklik seride manuel ve otomatik
hiicre sayimmi arasinda ¢ok iyi bir uyum oldugunu gostermislerdir. Otomotik hiicre
sayimi ile ortalama 6 hiicre/mm’ fark, SBP tamisinda %94 sensitivite %100 spesifite,
%100 pozitif prediktif deger ve %99,1 negatif prediktif deger ortaya c¢ikmistir(41).
Otomatik yontemin avantajlarindan biri acil sartlarinda bulunabilmesi, 2 dakikada
sonug verebilmesi ve daha ucuz olmazdir. SBP tanisindastrip testleriartik ucuz, hizli ve
etkinolmasi, asitte 16kosit bakilmasi nedeniyle kullanilabilmektedir(42).

Asit sivinin gram boyamasi bir¢ok bakterinin goriildiigii sekonder peritonitte
ayirict tanisinda yararlidir. Ancak spontan asit infeksiyonlarinda ampirik antibiyotik

tedavisini yonlendirmede ¢ok az 6neme sahiptir(29).

1.5.AYIRICI TANI

Genellikle barsak perforasyonu veya karin i¢i apselere bagl olusan sekonder
peritonit, tedavisinin cerrahi olmasi nedeniyle ayirict tanida degerlidir. Asit sivi
kiiltiirtinde birden fazla mikroorganizma iiremesi, standart antibiyotik tedavisine yanit
olmamasi veya glukoz <50 mg/dl, asit protein >1 gr/dl, LDH’in normal serum
degerinin lizerinde olmasi kriterlerinden iki tanesinin bulunmasi durumunda sekonder
peritonit tanisi1 olasidir. Monomikrobiyal olan sekonder peritonitin tek sebebi ise
perfore safra kesesidir(43).

Bir c¢aligmada asit sivi karsinoembiryojenik antijen ve alkalen fosfataz



diizeyleri de sekonder peritonitin SBP’den ayirt edilmesinde yararli bulunmustur(43).
Bu hastalarda araya asit girmesiyle inflame visseral ve paryetal periton birbirine temas

etmediginden klasik cerrahi karin gelismez.

1.6. TEDAVI

SBP ciddi, mortalitesi ve niiks olasilig1 yiiksek bir komplikasyon olup enerjik
sekilde tedavi edilmelidir. Tedavi aktif enfeksiyon tedavisi ve niikslerin onlenmesi
seklinde yapilmalidir. Aktif enfeksiyonun erken tanis1 ve etkili tedavisi mortaliteyi
azaltir. Ciddi SBP hastalar tercihen hastaneye yatirilarak yakin takip edilerek tedavi
edilmelidir.

Aktif enfeksiyonun tedavisinde asit ile miicadele edilerek asit olabildigince
azaltilmali ve intravendz genis spektrumlu antibiyotikler kullanilmalidir. Eger
antibiyotik tedavisi uygun ise 48 saat i¢inde asit sivi PMNL sayis1 %50 azalir. Yapilan
klinik c¢alismalarda; ampisilin ve aminoglikozit kombinasyonunun tam kiir basarisi
%76, iigiincii kusak sefalosporin ve 6zellikle cefotaxime ile (3x2 gr IV) %85 tam kiir
saglamak miimkiindiir. Cefotaxime genis spektrumlu, hidroliz islemine ve Beta
laktamazlarin pek coguna direngli bir antibiyotiktir. Gram negatiflere etkinligi 1. ve 2.
kusak sefalosporinlere gore daha fazla olup gram pozitif etkinligi daha az olsa da

streptokoklarin coguna etkilidir(44).

1.6.1.POLIMIKROBIYAL BAKTERASIT

Genellikle travmatik parasentez nedeniyle gelisir(Parasentezde hava veya gaita
ile bulasolur). Asit sivisnda PMNL <250 mm® ve kiiltiirde gram pozitif bakteriler veya
multiple organizmalar {irer. Eger asit mayide protein>1gr/dl saptanirsa klinik izlem,
protein <lgr/dl ise veya bulgu varsa Gr (+) ve aneroblara ydnelik antibiyotik
baslanmalidir. Sekonder olarak gelisen bir olaydir. Ugiincii kusak bir sefalosporin
(cefotaxime 3x2 gram IV dozda) + anti-anaerobik bir ilag (metranidazol) verilir.
Tedavinin stiresi klinik cevap ve seri asit sivist PMNL sayimi ve kiiltiir sonuglarina

gore planlanir.



1.6.2. PROFLAKSI

Tedaviye cevap veren hastalardaki en onemli problemlerde biri de niikstiir.
Niiks oran1 %68 civarindadir.ilk SBP atagindan sonra 1 yilda niiks oram1 %40- 69
olarak bildirilmistir (21,45). Niiksii engellemek icin profilaktik antibiyotik
gerekmektedir. Ozelliklle asit protein diizeyi 1 gr/dl altinda olanlara planlanmalidir.
Profilaksi ic¢in genellikle kinolon (DNA- giraz inhibitorleri) grubu antibiyotikler
oncelikli tercih edilir. Ozellikle de norfloksasin ile 400mg/giin dozda tedavi edilen
hastalarda niiks %20’ye kadar diigmektedir. Norfloksasin yaninda siprofloksasin de
profilakside kullanilabilir. Bu antibiyotiklerin dezavantaji pahali olmalari, kinolon
tirevlerine rezn mikroorganizmalarin artmasi ve bunlaringelecekte bir problem

olabilecegidir.



2. BAKTERIYAL TRANSLOKASYON

Bakteriyal enfeksiyonlar sirotik hastalarda sik goriilen komplikasyonlar olup
hastanede yatan sirozlu hastalarda enfeksiyon insidans1 %32 civarindadir(46,47). Genel
populasyonun nosokomiyal enfeksiyon insidansi %5-7’dir. Sirozlu hastalarda
bakteriyal enfeksiyonlar kotlii prognoz ve mortalite artisiyla iliskilidir(48). Sirozlu
hastalarda ensik goriilen enfeksiyon %80 Gram (-) basiller, 6zellikle E. coli neden
oldugu SBP, pndmoni ve idrar yolu enfeksiyonlaridir. Sirozlu hastalarda enfeksiyon
ataklarmin enterik kokenli oldugu goriilmektedir. Intestinal liimenden bagirsak duvarim
asip mezenterik lenf nolart (MLN) ve diger lenf nodlaria canli bakteri gecisi SBP ve
bakteriyemi gibi spontan enfeksiyonlar1 agiklayan patofizyolojik mekanizmadir. Bu
mekanizma ilk olarak 1979 da tanimlanmis olup BT olarak adlandirilmistir(49). BT
karaciger sirozu disinda hemorajiler-hemorajik sok, bagirsak tikanikligi, major
travmalar, yanik ve siddetli akutpankreatit ataklarinda da goriliir(50, 51). Yapilan
klinik ¢aligmalara gore BT karaciger fonksiyon kaybi olan siroz hastalarinin %25-
30’unda goriilirken(52), sirozlu ve asit gelisen denek farelerin %45-78’inde
goriiliir(5,55). CCly kullanilarak olusturulan deneysel siroz modellerinde BT, siroz ve
asit gelisen ratlarda MLN kiiltiir pozitifligi bildirilmis olup, MLN kiiltiir pozitifligi
asitsiz sirozlu hayvanlarda %0-10 olarak bildirilmistir(54). Yapilan bir ¢aligmada
profilaksi almayan sirotik hastalarda BT Child-A grubunda %3.4, Child-B grubunda
%8.1, Child-C grubunda %30 olarak tespit edilmistir. Ayn1 calismada profilaksi verilen
hastalarin sadece %#4.5’inde BT tespit edilmistir(52). BT ve MLN tutulumu ileri
derecede sirozu olan hastalarda anlamli derecede fazladir.

Portal hipertansiyon ince barsak duvarinda yapisal degisikliklere neden olarak,
motiliteyi azaltarak, protein kaybettirici enteropati gibi islevsel bozukluklara ve GIS

bakteri asir1 cogalmasina neden olarak BT yi artirabilir(52,56).

2.1. INTESTINAL BAKTERIYAL OVERGROWTH

Intestinal bakteriyal overgrowth(IBO) ince bagirsakta anormal bakteriyal artis
ile karekterize heterojenik bir sendromdur(57). Bir ¢ok yazar IBO teshisinde proximal
jejenum aspiratinin her bir mm®’de 10° veya daha fazla bakteri kolonisinin iiremesini
dikkate almistir. Bununla beraber IBO tamisinda altin standart jejunal aspiratin

mikrobiyolojik arastirmasidir. Ancak klinik uygulamalarda bazi zorluklar vardir. Bu



invaziv bir testtir. Mikrobiyal arastirmalar laboratuvar tetkiklerinde yiiksek kalite ve
ozgiinliik bekler. IBO dagilimi diizensiz olabilir ve bunu tespit etmek icin birden fazla
orneklemeye ihtiyag duyulabilir. Invaziv olmayan, daha ¢ok klinik uygulamalarda
glokuz veya laktoz uygulamasi sonrast hidrojen yada metan nefes testi kullanilir.(58)
Ancak gelisi giizel elde edilen nicel jejunal kiiltiir, nefes testleri ile kiyaslandiginda hig
birinin miikemmel olmadig1 goriiliir. Muhtemelen yavaslamis intestinal transit zamani,
diisiik asit gastrik sekresyonu, intestinal immiinolojik faktorler, pankreatik ve safra
sekresyonlaryla iliskisi olan IBO’nun BT ye ilerlemesindeki ana faktdrlerden biridir.
Intestinal sistemdeki herhangi bir segmetteki spesifik bakteriyal yogunluk ile MLN’de
bulunan canli bakteri sayis1 arasinda dogrudan iligski farelerde gosterilmistir(59).
Yapilan deneysel caligmalarla asidi ve BT’si olan sirozlu denek fareleri BT’si
olmayanlarla kiyaslandiginda daha yiiksek IBO oranma sahiptirler(60). BT nin IBO’lu
denek farelerinin %50’sinde mevcut olmayis1 gercegi IBO disindaki baska faktorlerin
BT patogenesizinde rol aldigim gostermektedir. Klinik ¢alismalar iBO’nun kontrol
grubu hastalarindan ziyade ileri derecede karaciger yetmezligi olan siroz hastalarinda
daha yaygin oldugunu gostermis olup(61). SBP ykiisii olan hastalarda IBO sik
goriilmektedir(62). Bu ¢aligmalarda tani i¢in giivenilir bir test olmayan nefes hidrojen
testi ile IBO tanis1 konmustur. Yapilan diger bir ¢alismada ise jejenum aspiratlarinin
kantitatif kiiltiirleri SBP’nin gelisimi ile IBO’nun varhigiyla bir iliskisi olmadig
gosterilmistir. Ilging olan sudur ki, SBP tekrarlama oram ve asidik sividaki protein
stvist, lokal bagisiklik belirtegleri ve serum bilurubin oranlari arasinda anlamli bir

iliski vardir(63).

2.2. INTESTINAL GECIRGENLIK ARTISI

Intestinal bariyer; intestinal epitelyum hiicrelerince salgilanan miisindz
komponent ve maddelerin segici gegisine izin veren epityum hiiclerince olusturulan
sik1 baglantilarca (tight junctions) olusturulur. Siroz bakteri ve tirlinlerine gegirgenligi
artiran intestinal mukozadaki yapisal ve foksiyonel degiskenlere neden olur. Deneysel
calismalarla intestinal epitelyumda mukozal konjesyon, hiicreler arasi genisleme,
intestinal ~ bariyerde = 6dem  ve  submukozal inflamatuvar  degisiklikler
gbzlemlenmistir(64,65,66,67). Ancak bu yapisal degisikliklerin BT nin sebebi yada

sonucu olup olmadigi net degildir. Miisin biiyiik mitarlarda (3 1/giin) enterosit goblet



hiicrelerince salgilanip kalin bir bir tabaka olusturan glikoproteinler bakterilerin
enterosit mikrovilluslar1 ile direk temas kurmasini onler. Ayrica intestinal mukus
salgilar1 icerdikleri immunglogulin A’nin etkisiyle toksin ve diger bakteriyel iiriinleri
notralize ederken, bakterileri baglar ve bdylece bakterilerin intestinal epitelyuma
yapigsmasint ve kolonize olmasimni engeller(68). Safra salgilar1 barsak mukozasi
iizerinde uyguladig trofik etki, endotoksini nétralize etmesi ve IBO’yu inhibe etmesi
ile BT’yi onlemede rol oynar(69). Safra asitleri BT ye kars1 korurken intestinal
liimenden bakteriyal {irlinlerin gecisini 6nler(70,71). Yapilan caligmalarla ileri derecede
siroz hastalig1 olanlarda 6zellikle SBP , hepatik ensefalopati ve sepsis gecirenlerde
makromolekiillere intestinal gegirgenligin arttig1 gosterilmistir(72,73). Intestinal
mukozanin oksidatif hasar1(74) ve endotoksemi nitrik oksit ve inflamatuvar sitokinlerin
seviyesini  artirir, buda sirozdaki intestinal gecirgenligin  artisindan  rol
oynayabilir(75,76). Yapilan deneysel ¢alismalar ile IBO ve intestinal gecirgenlik artisi
olan ratlarin %87°den fazlasinda BT meydana geldigi gosterilmis olup, buna karsilik
sadece intestinal gecirgenlik artis1 olan hayvanlarin higbirisinde BTbulgusuna
rastlanmamustir(60). Ayrica intestinal gecirgenlik miidahalesi olmadan sadece iIBO’ya

kars1 yapilan tedavi ile sirotik ratlarada BT oran1 diismektedir(77).

2.3. IMMUNOLOJIK ZAYIFLAMA

Intestinal sistem aktif bir bagisiklik organi olup bagisiklik sistemi ile alakal1 her
tiirlii 16kositi igerir. Intestinal immun sistem barsak iliskili lenfoid dokudan olusur,
vucudun en biiylik immunolojik organi olup dort lenfoid kompartmandan olusur. O dort
boliim sunlardir; peyer plaklari, lamina propria lenfositleri(dentritik hiicrelerde dahil),
intra epitelyal lenfosit ve hem adaptif, hemde dogal yanitlar1 iceren MLN’dir. Lokal
sistemik bagisikliktaki degisiklikler sirotik hastalarda BT nin ilerleyisi ile iligkilidir.
MLN veya portal kana transloke olan bakteriler bagisikligi normal olan hastalarda
bakteriyemi yada enfeksiyonlara sebep olmaya baslamadan 6nce fagosite edilirler ve
etkisizlesirler. Siroz hastalar1 sistemik bagisiklik degisikliklerine sahip olup buda
enfeksiyonun ve BT nin gelismesine katkida bulunur(68). flerlemis siroz olgularnda
azalamig hiicresel ve humural immun yanit(78,79) ile SBP gelisme olasiligi birbiriyle
iliskilidir(80). Siroz bakteriyemi ve hematojen edinilen diger enfeksiyonlara karsi en

uygun savunma sistemlerinden biri olan retikiiloendotelyal sistemin(RES) aktivitesinin
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azalmas1 iliskilendirilmistir. Porto-sistemik santin varhi§i ve kupfer hiicrelerinin
fagositik kapasitesinin diisiisii bakteriyemi ve SBP gelisimi ile iligkilidir(81). RES’in
degismis temizleme kapasitesi sadece canli bakterileri degil, ayn1 zamanda endotoksin
veya bakteriyel DNA gibi bakteriyel iiriinleride etkiler(68). Inamura ve arkadaslari
sirotik farelerde BT orani, intraepitelyal lenfositlerin azalmig hiicresel c¢ogalma
kapasitesi ve interferon gamma sentezi arasinda bir iliski oldugunu gortermislerdir(82).
Sentezlenen sitokinler, dzellikle tiimor nekrosis faktor alfa(TNF-alfa), interlokin(IL) ve
nitrik oksit barsak mukozasinda oksidatif hasar1 artirarak(83) muhtemelen BT lehine
barsak gecirgenligini artirirlar. Ote yandan, sirozlu ve  asitli denek farelerine
monoklonal anti TNF(tliimdr nekrosis faktor) antikorlarinin verilmesi BT de devasa bir
diisiis saglamistir(84) Lokal immun cevap intestinal limendeki bakterinin sistemik
sirkiilasyona ge¢mesini engellemede yeterli degildir. Lokal ve sistemik hastaliklarin
mantikli bir sonucu olarak, canli bakteri ve iiriinleri (endotoksin veya bakteri DNA), asit
sivisinin  diisiik bakterisidal kapasitesi nedeniyle sistemik sirkiilasyona gecebilir. Bir
biitiin olarak bu immunolojik anormallikler BT patogenezinde, spontan bakteriyemide,
SBP ve BT iligkili komplikasyonlarin gelisiminde rol oynar. Sonu¢ olarak oncelikli
olarak degerlendirilen bu ii¢ bozukluk (IBO,intestinal gecirgenlik artis1 ve immun

sistem bozukluklar1) sirozda BT nin patogenezinde énemli rol oynar(68).
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2.4. BAKTERIYAL TRANSLOKASYON TANI METOTLARI

Yapilan caligmalarda BT, MNL kiiltiir pozitifligi olarak tanimlanmistir. BT ile
alakali insanlarda yapilan calismalar sinirlidir, zira cerrahi gerektirmekte, optimal
olmayan kosullarda MLN ¢ikarilmasin1 gerekmektedir(6rnegin perioperatif antibiyotik
kullanimi). Buna karsin insanlarda BT tanisini koymak igin alternatif yaklagimlar
ortaya konmustur.

Lipopolisakkarit(LPS) Gram(-) bakterilerin bakteri duvarinin majér komponenti
olup, onemli bir markir olarak sistemik sirkiilasyonda olmasi hastada BT nin oldugunu
gosterir. Fakat BT tespitinde LPS Sl¢iimiiniin tek basina dikkate alinmasi igin pek ¢ok
durum sézkonusudur; lymulus amebocyte lysate aslinda sudaki LPS tespiti i¢in
kullanilan bir metotdur ve bu protokoller biyolojik orneklerdeki LPS’lerin kantitatif
Ol¢iinii saglayan spesifik metotlar degildir. Dahast LPS’ler kisa yarilama Omiirleri ve
pek cok faktorden (LPS transporter konsantrasyonu, antikorlar, HDL ve diger
immunogenetik, mikrobiyolojik ve fizyolojik degiskenler)(85), orneklerin vucuttan
toplanmas1 sirasinda  kullanilan materyalin  endoksinden arindirilmig olmasi
gerekmektedir. Bu handikaplar1 nedeniyle sirozda endotoksin tespiti farkli ¢aligmalarda
%0-93 kadar degisen oranlarda verilmektedir(86). Karacigerden bakteriyemi veya
endotoksemi halinde sentezlenerek salinan ve rolatif olarak uzun yarilanma &mriine
sahip lipopolisakkarit binding protein(LPB) 6l¢ctimii BT yi gosteren bir marker olarak
Onerilmistir. Hastalarda ylikselmis LPB diizeyleri hastanin proinflamatuvar durumda
oldugunu ve hemodinamisinin bozulmus oldugunu gostermekte ve norfloksasin ile
barsaktaki kontaminasyon diizeltildiginde LPB diizeyleri normale gelmektedir(87).
Enterasan olarak siroz ve asiti olup enfeksiyonu olmayan hastalarda yapilan prospektif
bir ¢aligmada LPB diizeyi artmis olanlarda bakteriyal enfeksiyon gelisme riskinin
normal LPB diizeyleri olanlara gore 4 kat arttig1 gdsterilmistir(88). Buna karsin LPB
yalnizca Gram (-) bakteriyal translokasyonu yansitmakta, Gram (+) translokasyona
kars1 gosterge olmamakta, buda yontemin en 6nemli eksikligidir(89). Gr(+) bakterilerin
hiicre duvarmi olusturan seker ve aminoasit igeren bir polimer olan serum peptidoglikan
varligt BT’de bir markir olarak hemorajik sok modeli olan yalnizca bir deneysel
calismada denenmistir(90). Ancak bu sirozdaki BTda bakteriyal iiriiniin tespit
edilmesinde yarayislt bir metot oldugunun kanitlanmasi icin daha cok calismalara

ihtiyag vardir(68). Gegen 10 yilda PCR bazli bakteriyal DNA tespitinin gelismesiyle

13



BT’ nin tespitinde iyi bir markir olabilecigi diisiiniildii, ¢linkii sirozu olup da kiiltiirii (-)
olan hastalarin yaklasik iigte birinde kanda bakteriyal DNA tespit edilebildi(91,92).
Buna benzer sonuglar insan ¢aligsmalarinda da elde edilmistir(52). Deneysel olarak siroz
ve asit olusturulmus hayvan modellerinde MLN Kkiiltiir pozitif yada negatif olsada asit
stvilarinda  bakteriyel DNA tespit edilmesi, MLN’da bakteriyel translokasyon
trlinlerinin varligr ile es zamanlilik gosterir(93). Bu veriler ileri sirozlu hastalarin
biyolojik sivilarinda bakteriyal DNA tespitinin BT nin tanisinda gegerli ve bir markir
olabilecigi hipotezini desteklemektedir. Fakat bakteriyal {irlinlin tespit edilmesi
bakterinin canliligin1 koruyup korumadigini belirtmez ama bununla birlikte bunlarin
varhiginin klinik sonuglar1 canli bakteri varligi ile karsilastirildiginda farklilik olabilir.
Bakteriyal DNA tespitinde standart metodun olmamasi nedeniyle farkli sonuglar rapor
edilebilmektedir (94-96). Bu nedenle klinige katkisini tespit edebilmek i¢in analitik
metodlarin tek tip olmasi gerekmektedir(60).

2.5.BAKTERIYAL TRANSLOKASYONUN KLIiNiK SONUCLARI

Immun sistem geleneksel olarak dogal ve adaptif komponentlerden olusur.
Adaptif komponent iki tip hiicre olan B ve T lenfositler etrafinda organize olur ve bu
belirli bir antijen icin her bir hiicre reseptériiniin spesifik zelligine dayanir. Ilk olarak
lenfosit bir antijen ile karsilasir, o lenfositte spesifik klonal genisleme olur ve bu efektif
bir immun cevabin olusabilmesi i¢in mutlaka gereklidir. Fakat adaptif immun sistemin
lenfositteki  klonal genislemeyi saglamasi ve bunlarin efektér hiicrelere
diferansiyasyonu genelikle 3-4 giinii bulur. Bu siire konak¢inin zarar gormesinde daha
fazla bir zamani alir. Bunun tersine dogal immun sistem komponentleri; ki bunlar
antimikrobiyal peptidleri, makrofajlari, dentritik hiicreleri ve alternatif kompleman
yolunu icermektedir, bunlar enfeksiyon sonrasi hizlica aktive olurlar ve patojenin
replikasyonunu hizla kontrol altina alabilirler(60).

Tool-like reseptorler (TLR) bir tiir membran proteini olup dogal immun cevapta
rol alir, patojenin korunmus degisik molekiiler paternleriniPAMPs) tanirlar.
Gliniimiizde 10 tip TLR tanimlanmistir. Her biri degisik patojenlerin korunmus
yapilarim1 veya PAMPs lar1 tanimaktadir. Sirozda TLR ¢alismalarinin ¢ogunu TLR-
4(LPS tanir), TLR-2( Gram pozitif kok hiicre duvar1 peptidoglikan komponentinin
varliginda aktive olur) ve TLR-9 (bakteriyal DNA’y1 tanir) olusmaktadir. Bu
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reseptorlerin aktive olmasina miiteakip sirozda 6zellikle splanik vazodilatasyon ve
hiperdinamik sendroma neden olan hemodinamik degisikliklerin kotiilesmesini saglayan
proinflamatuvar sitokinler salgilanir(60). Riordan ve arkadaslari sirozlu hastalarda
periferal kanda dolasan mononiikleer hiicrelerde TLR ekspresyonunu arastirmislar,
TLR-2 ekspresyonunun up regiile edildigini buna karsin TLR-4 ekspresyonun ya
degismedigi yada down regiile edildigi, bununda Gr (+ ) koklar i¢in 6nemli stimulatuvar
rolii varken Gr (— ) basiller i¢in bdyle bir 6nemin olmadigini belirtmiglerdir(97). Fakat
LPS’lerden farkli diger bakteriyel {iriinler 6rnegin bakteriyel DNA, lipoproteinler, 1s1
sok proteini 60°da degisik TLR’leri stimiile edebilir. Bilinen tiim TLR agonistleri
monositlerden TNF sekresyonu ile indiiklendigi gosterilmistir. Bunun yaninda sirozda
mononiikleer hiicreler ve iliskili proinflamatuvar sitokinler TLR ekspresyonun up
regiilasyonuna neden olabilirler(98). Bakteriyal DNA omurgali hayvanlarin DNAsindan
farkli olarak pek c¢ok metillenmemis diniikleotid dizileri igerir(bunlar ayrica ‘CpG’
motifleri olarak aldandirlar). CpG motifleri TLR-9 ile etkilesime girerler ve
inflamatuvar yaniti indiiklerler(99). Yapilan calismalarda bakteriyal DNA’nin hiicre
aracili immun cevabi aktive ettifi ve sirozlu asiti bulunan hastalarda peritoneal
makrofajlarca nitrik oksitin agir1 iiretimine sebeb oldugu gosterilmistir(100). Dahasi
non enfekte asitli olan hastalarda bakteriyal DNA varligt SBP’li hastalardaki gibi
immun yanita neden olmaktadir. Bakteriyel DNA ile iligkili inflamatuvar yanit
bakteriyal DNA’nin serum konsantrasyonu ile direkt olarak orantilidir, buda immun
yanittaki bakteriyal DNA’nin translokasyonunun roliinii géstermektedir(101).

BT hepatik, sistemik ve hemodinamik anormaliklerini alevlendirebilir. Deneysel
calismalarda sirozun hemodinamik sirkiilasyonunun dahada kétiilesmesinin BT ile
iliskili olabilecegi gosterilmistir(102). Insanlardaki calismalar BT’nin indirek bir
markirt olan LBP’nin artmis diizeylerine sahip sirotik hastalarda daha belirgin sistemik
hemodinamik bozulma oldugunu gostermistir ve bunu norflaksisin ile selektif intestinal
dekontaminasnasyonala geriye cevrilebilir(87). Dahas1 asitli ve pulmoner
hipertansiyonlu hastalarda bakteriyal DNA translokasyonu sistemik sirkulatuvar
disfonksiyonu artirip periferik vazodilatasyonu alevlendirir, buda Timor Nekrosis
Faktor-alfa(TNF-alfa) artmis plazma diizeylerinin varhigi ile tahmin edilen artmis

enflamatuvar durumla iliskilidir(103).
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3.NOD 2 GEN

Niikleotid bagimli oligomerizasyon alanlarini igeren NOD reseptorler bakteriyel
patojenleri tanima ve temizlemede énemli rol oynayan model tanima reseptdr ailesidir.
NOD2 geni bakteriyel hiicre duvari komponenti muramyl dipeptid(MDP)’i taniyan ve
konak defansinin dogal yolunu aktifleyen sitozolik bir protein kodlar. NOD2’nin
Kafkasyalilarda en az 30 varyasyon gosterirken, 3 yaygin tek niikleotid polimorfizmi
lyice arastiritlmis olup; ¢erceve kaymasi mutasyonu 1007fs [3020insC, tek niikleotid
polimorfizmi (SNP) 13] (104) ve 2 missens mutasyonu R702W (2104C4T, SNP 8) ve
GI908R (2722G4C, SNP 12) (11). NOD2 gen varyasyonunun birka¢ mekanizma ile
bakteriyel translokasyonu destekledigini gosteren kanitlar var(106). Yapilan genetik
calismalar NOD2 varyant tastyicilarinin lokal immun sisteminin barsaklardaki BT
sinirlamada aciz olabilecegini gdostermistir. NOD2; bagirsak epitelyal ve mononiikleer
hiicreler ve hiicre i¢i bir ‘pattern recognition receptor’(model tanima reseptdrii) olarak
ifade edilir ve bakteriyal hiicre duvarit potansiyel bileseni olan MDP algilayarak
proinflamatuvar NF-KB pathway(sinyal yolunu) aktiflestirir(13,114). NOD2 eksik
farelerde bozulmus epitelyal konak defansi, artmisg bakteri yiikii ve mukozal
inflamasyondan dolayr Paneth hiicrelerinin ve enterositlerin MDP’e  yaniti
korelmistir(106). NOD2 1007fs varyasyonu homozigot olan farelerin MDP’e maruz
kaldiklarinda, intestinal biitiinligli bozan bakterinin indiikledigi intestinal
inflamasyondan dolay1 artmis NF-KB aktivasyonu gosterdikleri belirlenmistir(107).
Crohn hastalarinin intestinal biyopsileri iizerine yapilan bir calismada, NOD2
varyasyonu (6zellikle R702W ve 1007fs), BT ye korele olarak yiikselmis intramukozal
endotoksin seviyelerinden dolay1 artmig NF-KB aktivasyonu ve degismis epitelyal
hiicre-hiicre temasi gosterilmistir(108). Klinik ortamda, Crohn’lu hastalarda ve diger
kohortlarda, NOD2’nin yaygin 3 varyanti ile olumsuz sonug¢ arasinda bir iligki
raporland1(109,110). Ozellikle NOD2 nin 1007fs gergeve kaymasi mutasyonu, sepsis
hastalari(14) ve akraba olmayan allojenik kok hiicre transplantasyonu vericilerinde
tedavi iliskili mortalite konulu bir kohort ¢alismasinda, 30 giinliik mortalitenin bagimsiz
risk faktoriiydii(112). Appendrodt ve arkadaglarinin, ufuk agan ¢alismalarinda,
prospektif ve combine retro-prospektif analizlerinden sonra, NOD2 varyant1 tasiyan

sirozlu ve asitli hastalarda notrositik asit riskinin 3 kat arttigini1 raporladi(94). Ancak bu
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calisma modeli poliklinikteki sirozlu SBP hastalarinin kaydedilmemesi, tan1 almamasi
ve asemptomatik siirecte olmasindan dolay1r yanilmaya miisaitti(113). Ayrica NOD2
varyantli hastalarda bozulmus monosit/makrofaj cevabinin yaninda(114) NOD?2
degisikliginin inflamatuar stimuluslara nétrofil aktivasyonu ve migrasyonu bozduguna
dair bazi kanitlar muvcuttur(115). Bu nedenle NOD2 varyasyonu mevcut olan
hastalarda, notrofil migrasyonu ve asit sivisinin mikroorganizmalardan temizlenmesi
bozulmus olabilir(116).

Appenrodt ve arkadaslar1 yaptilar1 galismada NOD?2 risk alleli tagiyanlarda 4 kat
artmig mortalite gozlemlediler(94). Bu hastalarda pozitif asit sivisi kiiltiir sonucu daha
ylksek intraperitoneal bakteriyel enfeksiyon ve daha komplike bir hastalik gidisati
demektir. NOD2 risk allellerinin SBP'yle olan kanitlanmus iliskisi dekompanse sirozu
olan  hastalarin  %10-20'sini  olusturan  genetik risk  kohortunda  bakteri
translokasyonunun primer antibiyotik profilaksisi konusunda yapilacak bir ¢aligma igin

zemin olusturmaktadir(116).
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4. TUMOR NEKROSIS FAKTOR

1975 yilinda Carswel ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alismada BCG ile enfekte
edilmis ve endotoksin (bakteriyel lipopolisakkarid) enjekte edilmis farelerin
serumlarinda, duyarli fare sarkomlarinin hemorajik nekrozuna ve bazi sarkomlarin da
tamamen gerilemesine neden olan bir faktor saptamis ve buna tiimor nekrosis faktor
(TNF) admi vermislerdir(117). Bunu takiben Aggarwel ve arkadaglari promiyelositik
16semi hiicre dizisi doku kiiltiir siipernatantlarinda TNF’yi izole etmis ve bunun 157
aminoasitten meydana gelen, 17000 dalton molekiil agirliginda bir polipeptit oldugunu
saptamiglardir (118). Pennica ve arkadaslarinin TNF geninin DNA dizilisini saptayip,
E.coli tlizerinde klonlayarak rekombinant insan TNF’sini elde etmeyi basarmasiyla bu
konudaki caligsmalarda ¢igir acilmistir(119). Yine ayni calismada 1984 yilinda, TNF’ye
benzer biyolojik aktivitesi olan lenfotoksin ile TNF’nin aminoasit diizeyinde %30
homolog olduklar1 saptanmis ve bu iki protein arasindaki yakin iligki agiga ¢ikmustir.
Aynm1 zamanda kronik hastaliklardaki kageksinin etiyolojisini arastirmaya yonelik
yapilan c¢aligmalarda, LPS enjekte edilen farelerin makrofajlarindan, farelerde
lipoprotein lipaz eksikligi, hipertrigliseridemi ve kaseksi yapan bir faktor izole edilmis,
kasektin ad1 verilen bu faktoriin TNF ile benzer oldugu saptanmistir (120). Bu bilgiler
1518inda, yapisal ve fonksiyonel olarak birbirine benzer iki proteinden makrofaj-
monosit tiriinii olan TNF/kasektine TNF-alfa, lenfosit iiriinii olan lenfotoksine ise TNF-
beta adi verilmistir. Aktiviteleri birbirine benzeyen ancak idantik olmayan TNF-alfa ve
TNF-beta salinimini diizenleyen genlerin ekspresyonu ve bu sitokinleri salgilayan
hiicrelerin ¢alisma sistemleri birbirinden farkli olarak diizenlenmektedir(118). TNF-alfa
ve TNF-beta tek kopya genler olup insanlarda 6. kromozomun kisa kolu {izerinde yer
almaktadir (121). Burasi ayn1 zamanda major histokompatibilite (MHC) ve HLA-B
lokiisiinii kodlayan bolgedir. TNF-alfa ve TNF-beta’nin benzer yapisal ozellikleri
bunlar1 eksprese eden genlerin, ortak eksik bir genin duplikasyonu sonucu ortaya ¢ikan
tiirevler oldugu goriilmektedir (126).Cesitli patolojik durumlarda artan TNF uyarilmasi
ile TNF reseptor (TNF-R)diizeyi yiikselmektedir. Ozellikle enfeksiyéz durumlardan
meningokoksemi, enfeksiydz purpura, septik sok, bakteriyel menenjit gibi durumlarda
TNF diizeyi artmaktadir. TNF’nin yiikselmesinde Gram(-) bakterilerden aciga cikan
endotoksinlerin rolii ¢ok biiytiktiir(122). Kronik karaciger hastaliginin seyrinde goriilen

ve prognozu olduke¢a kotli yonde etkileyen SBP’nin yaklasik %70’1 Gram(-) bakteriler
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olusturmakta ve bunun yariya yakininda da etken E.coli’dir. Erken teshis edilmesi ¢ogu
zaman zor olan SBP’de TNF ve IL diizeylerinin yiikselmesi beklenen bir durumdur.
Son yillarda yapilan g¢alismalarda TNF’nin karaciger fonksiyonlari, hepatositler ve
kolestaz iizerine patolojik etkileri ortaya c¢ikarilmistir. TNF etkisi ile serum albumin
konsantrasyonu ve karaciger ilag metabolizmasi ile ilgili sitokrom p450 aktivitesi
diiserken; CRP, fibrinojen gibi akut faz proteinleri, kompleman 3 , hepatik lipojenezis
artmaktadir.

Farelere enjekte edilen TNF karaciger hiicrelerinde nekroza neden olmaktadir.
Ayn1 zamanda galaktozaminin letal hepatotoksik etkisini arttirmaktadir (123). Akut ve
kronik alkolik hepatit, akut ve kronik viral hepatit, akut fulminant hepatit gibi
durumlarda plazma TNF-alfa diizeylerinin yiikseldigi ¢esitli ¢aligmalarla
gosterilmistir(124,125). Hasta monosit kiiltiirleri ile yapilan calismalarda alkolik ve
viral hepatitlerde monositlerde bulunan TNF-R sayisinin arttig1 gortiilmistiir. Reseptor
sayisinin artmasit plazma TNF-alfa konsantrasyonun artmasi ile orantili olarak

seyretmektedir(123,24).
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5. INTERLOKIN-6

Interlokin-6 (IL-6) molekiil agirlig1 21,5—28 kDa arasindadir. Cesitli biyolojik
etkileri olan immun sistem medyatorlerindendir. B hiicre uyarici1 faktor, hibridoma
biiyiime faktorii, hepatosit uyarici faktdr, T lenfosit i¢in sitolitik farklilasma faktorii
olarak da bilinir (22,111). IL-6; mononiikleer hiicreler, lenfositler, fibroblastlar ve
hepatositlerde Interlokin -1, interferon, Interlokin-2 ve TNF-alfa’nin uyarici etkisi ile
salinir.. Geni 7. Kromozomda bulunur. Akut faz reaktanlarin en 6nemli indiikleyicisi
olup pireksi yapar. En 6nemli biyolojik etkilerinden birisi B lenfosit maturasyonunun
son kademelerini uyarmasidir. B lenfositleri plazma hiicrelerine doniisiir ve
immiinglobulin salgilanir. T hiicre aktivasyonu, biiylimesi ve differansiasyonuna neden
olur. IL-6, TNF ve IL-1’in yaptig1 kaseksiyi artirmaktadir. Notrofilleri aktive edilir ve
diger sitokinlerle sinerjik etki gdstererek kemik iligi stem hiicresinin maturasyonunu
destekler. Hepatosit sitiimiile eden faktor olarak da bilinen IL-6, CRP, fibrinojen, C3
gibi akut faz proteinlerinin sentezini saglar. Sepsis, otoimmun hastaliklar, lenfoma,
AIDS, alkolik karaciger hastaligi, organ ve graft rejeksiyonlar: ile ¢esitli infeksiyon

hastaliklarinda serum IL-6 seviyeleri artmaktadir.
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6. MATERYAL VE METOD

Ekim 2011-Nisan 2013 tarihleri arasinda Turgut Ozal Tip Merkezi
Gastroenteroloji ve Hepatoloji klinigine basvuran karaciger sirozu ve asitli hastalar
etyoloji ayirt edilmeksizin ¢aligmaya dahil edildi. Sirozlar, karaciger biyopsisi yapilarak
histolojik kriterlerle ya da klinik biyokimyasal ve goriintiilemenin kombinasyonuyla
tanimlandi. 2004 AASLD uygulama rehberine gore(21), diagnostik parasentez,
hastanedeki asitli kabul edilen hastalara ve enfeksiyonu akla getiren belirti, semptom ya
da labaratuar anormallik gosteren hastalara (6rnegin: abdominal agri/rahatsizlik, ates,
ensefalopati, bobrek yetmezligi, asidoz ya da lokositoz) ve karaciger transplantasyonu
icin degerlendirilip hastanede takip edilen hastalara uygulandi. SBP cerrahi olarak
tedavi edilebilir asikar bir enfeksiyon kaynagi olmayanlarda, asit sivisinda bakteri
tiremesi olan ve asitik sivi notrofil sayimi 250/ ml dstii, asit 16kosit sayist 500/ml ve
tistii olarak tanimlandi. Sekonder peritonit, akut pankreatit, peritoneal karsinomatozis ya
da eslik eden sekonder malignitesi olan hastalar ve bakteriyel kiiltiiri asitik sividan
alinmayan hastalar ¢ikarildi. Calismamizda 82 hastada SBP mevcutken, 89 hastada ise
SBP yoktu. Tiim hastalar bilgilendirilmis onam alindu.

Hastalar prospektif olarak karakterize edildi. Cinsiyet, yas, siroz etyolojisi,

Child-Pugh siniflamasi (1) ve MELD skoru (23) temel alindi.

6.1.Klinik Orneklerin Toplanmasi

Total asit s1vi sayim1 2.7 ml EDTA’l1 numunelerde otomatize kan hiicre sayimi
kullanilarak tanimlandi. Asit sivilarindaki protein ve albumin konsantrasyonu rutin
laboratuar analizleri ile tanimlandi. Bakteri kiiltiirii icin, aerobik ve anaerobik kiiltiirii
siselerine 10’ar ml, yatak basinda alindi. Asit sivisnda bakteriyal translokasyon tirtinleri
tespiti i¢in 5 ml asit sivisi sterilite kosullara dikat edilerek alindi. NOD2 gen analizi
i¢in, venoz tam kan 9 ml EDTA igeren numunelere alindi. Elisa kitlerinin ¢alisilmasi
icin alman kan 3500rpm’de 10 dk santrifiijje edildi. Olusan siipernatal 1.5 ml’lik
numuneler seklinde ependev tiiplere aktarilip galisma giiniine kadar -70 °C’de derin
dondurucuda saklandi. Total bilirubin, kreatinin, sodyum ve albuminin serum seviyeleri,

beyaz kan hiicresi sayimi1 ve INR rutin laboratuar analizleri ile belirlendi.
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6.2.Molekiiler Yontemler

6.2.1.0rneklerde Bakteriyel DNA’nin Tespiti

6.2.1.1.DNA izolasyonu:
Tim Ornekler calisilincaya kadar -80°C’lik derin dondurucuda saklandi.
Orneklerden DNA izolasyonu igin otomatik niikleik asit izolasyon cihaz1 iiretici

firmanin onerileri dogrultusunda kullan1ldi(QIAsymphony, Qiagen, Hilden, Germany).

6.2.1.2.Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile 16S rRNA’nin Cogaltilmasi:

Bir¢ok calismada kullanilan broad-range primerler ile (127,128) (p8FPL 5'-
AGTTTGATCCTGGCTCAG-3' ve p806R 5'GGACTACCAGGGTATCTAAT-3")
16SrRNA gen bolgesi ¢ogaltildi. Elli mikrolitrelik amplifikasyon karigimina; 25 pl
OneTaq 2X Master Mix (New England Biolabs,Ipswich, MA),her bir primerden 2 pl

(10 pmol/ul) ve Sul ekstraksiyon iiriinii eklenerek termal dongii cihazinda (Sensoquest
Labcycler, Hannah, Germany) amplifikasyon yapildi. Amplifikasyon kosullari; 94°C’de
30 saniyelik ilk denatiirasyonun ardindan, 30 siklus olarak 94°C’de 30 saniye
denatiirasyon, 55°C’de 1 dakika baglanma ve 68°C’de 1 dakika uzama olarak
uygulandi.

6.3. Real-Time PCR ile NOD2 Gen Mutasyonlarinin Tespiti

Orneklerden NOD2 gen varyasyonlarinin tespiti icin Appenrodt ve
arkadaslarinin(94) gelistirdikleri Real-Time PCR yontemi, kiigiik modifikasyonlar
yapilarak uygulandi. Bu yontem ile en sik goriilen NOD2 varyantlarindan p.R702W,
p.G908R ve ¢.3020insC arastirildi. Bu amagcla kullanilan primer/problarin(tablol)
NOD2 geni iizerindeki poziyonlar1 ve hedefledikleri mutasyon bolgeleri sekil 2-4’de
verilmigtir.Real-Time PCR reaksiyonu i¢in QuantiTect Probe RT-PCR Kit (Qiagen,
Hilden, Germany) kullanildi.Reaksiyona her bir primerden 0.4 uM ve problardan 0.2
puM eklendi. Rotor-Gene QReal-Time PCR cihazinda (Qiagen, Hilden, Germany)
amplikasyon kosullari; 95°C’de 15 dakika ilk denatiirasyonun ardindan, 40 siklus olarak

94°C’de 15 saniye denatiirasyon, 60°C’de 1 dakika baglanma (floresans 6l¢iimii) olarak
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iki basamak olarak uygulandi.NOD2 varyantlarinin saptandigir 6rneklerde, DNA dizi

analizi yapilarak mutasyonlar dogrulandi.

6.4.Baz dizi analizi

Mutasyon bolgelerini hedefleyen primerler ile amplifikasyon sonucu olusan
irlinler, jelden DNA saflastirma kiti ile baz dizi analizine hazirlandi. BigDye
terminator 3.1 (Applied Biosystems) kiti ve ABI PRISIM 310 (Applied Biosystems)
otomatik baz dizi analizi cihazi kullanilarak, PZR ile ¢ogaltilan gen bdlgelerinin dizi

analizi yapilarak mutasyonlar dogrulandi.

Tablo 1. Mutasyon tespiti i¢in kullanilan primer ve problar

Mutasyon Primerler Problar
p.R702W MGB F 5’- VIC-CCTGCTCTGGCGCC
CTGAGTGCCAGACATCTGAGAAG-3’ Yakima Yellow-CTGCTCCGGCGCC

MGB_R 5’-GCTGCGGGCCAGACA-3’
p.G908R MGB_F 5’-TGATCACCCAAGGCTTCAGC-3’ VIC-ACTCTGTTGCGCCAGA
MGB R 5’- Yakima Yellow-
GAACACATATCAGGTACTCACTGACAC-3’ CTGTTGCCCCAGAAT

€.3020insC | MGB_F CCAGGTTGTCCAATAACTGCATC; VICT-GCAGGCCCCTTG

MGB RCCTTACCAGACTTCCAGGATGGT Yakima Yellow-CTGCAGGCCCTTG

g
1 2k 4k Bk 3k 10k 12k 14k 16k 1 Bkg 20k 22k 24k 28k 28k 30k 32k 34k 38k 38k39 475 @
-

pR702W HMGER
[PR702W_akima el
)
18407-4—[13 bp] 12410

18 327 18340 18350 18360 18370 18380 18380 18.4k 18410 18420 18430 18440 18450 18460 18470 18486
TCACAGCAGCCTICCTEEC AGEE CTETTETCC CEEEAGCA CTEE CECC TECTE GCTGAGTE CCAGACAT CTGAG AAGE COET GCTC CEECE CORE ECCT 6TGC COGC TEETE TCTEGCCC GCAGCCTC CECARGCAC TTCCACTC CATCCOGCCAGCT EC

‘ I T

L * * L L
L L L L
L 3 B R H L B R

TGTCCCGGGAGCACTGGGGCCTGCTCGEEGAGT( CAGACATCTGAGAAG CRGCT SCECOAGGCCTGTGCCCEGCTGGTGTCTGGCCCGCAGCCTCCGCAR

18354 18360 18365 18370 18375 18380 18385 18390 18395 18.4k 18405 __ 18420 18425 18430 18435 18440 18445 18450 18 459

GGETCCGGACACGGGCGACCACAGACCGEGEGTCEGAGGCGTT

L Er X T Q G A A
E L L

23



Sekil 2. p.R.702W Gen Mutasyonu

1 2k 2k 6k gk 10k 12k 14k 16k 18k 20k 22k 24k 26k 28k Aﬁ 30k 32 34k 36k 38k30 475 @

pGY08R MGB ¥

pEEBHR HGE R

(CEeTmER VI

8 o

Bt

3973 54 bp) 9026
28961 zmuil 23980 28590 BLi 29010 28020 23030 29040 28050 29060 25070 29080 29090 29.1k 29110 25120
TCTACAACACATRTCACETACTCACTEACACT CTCT ETTEACTCTITT CECCT TTTCACAT TCTEER CACTECETCACEA CCAGECCCTEE CTEAALCCT TEEETOAT CACCACAC CTTEACETCECTCACCT AAGCTTCACACTCTA
< & b -
* I 3 5 * * S *
i I .5 7 E 3 1 N I I L L
5 & T B *'m L L I 3 T I L
EE"CAGAGTGGGTGACGAGGGGGCCCAGGCCCTGGCTGAAGCCTTGGGTG
20973 28980 28965 28990 28895 29k 29005 28010 _ 28015 29020 29025 20030 28035 29040 29045 29050 28055 29060 _ 29065 29070 29078
AT CCAT CAGT GACT T GACACACAACTEACAAAACCCGAARACTCNE CCETTEICTICACCCACTGCTCCCCCGGGTCCGGEACCCACTTCGGARCCCAC
1 * L
L E L B L L T 2 A 5 A K P s
* *

Sekil 3. p.G908R Mutasyonu

1 2k 4k Bk 3k 10k 12k 14k 18k 18k 20k 22k 24k 26k 28k 30k 32k 34k 36‘@ 38k39 475 @
c3020insC_FAM -

©3020insC MGE F

[7237 bp L 38313
36 182 36190 362k 38210 38220 36230 36240 36750 36260 36270 36280 36290 36.3k 36310 36320 36330 36 341
h'CC]'I GARGCTCACCATIGTAICIICT T T ICCAGET IGTCCART AACT GCATCACCTACCT AGEE GCAGARGCCCTCCIGCAGECCCTIGAARGEARTEACRD CLICCIC—C—AAE—ICIC—E—THGGCCCCTGG¢AGGCCIGI TITAGCTCICCGAACCTCA
(" [

H 2 | O =L P I .- x LT TN T M 5 S 3

A Ay Xeler v ler-XorNalsr Yelshiyeley v X chyahifelelg v -Nelelolslefapijelele!
-

36 208 36215 36220 36225 36230 36235 36240 36245 36250 36255 36260 36265 38270 36275 36280 36285

BARAGGTCCAACAGGTTATTGACGTAGTGGATGGATCCCCGTCTTCGGGAGGACGTCCGGGAACTTTCCTTACT GG

H x "3 £ L

A L

Sekil 4. ¢.3020insC Mutasyonu

6.5.Elisa Kitlerinin Calisilmasi

LPB diizeyleri (Hangzhou Cat. No.: CK-E10799 and CK-E10110; Hangzhou
Eastbiopharm Co. Ltd.) sensitivitesi 0.12 ng/ml normal aralig1 0.2-60 ng/ml ELISA
kiti ile, IL-6 diizeyleri (Catalog Number EK0410, Boster Immunoleader, Wuhan,
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China) sensitivitesi <0.3 pg/ml, normal araligi 4.69-300 pg/ml ELISA kiti , TNF-R
diizeyleri (Bender Medsystems GmbH , Campus Vienna Biocenter 2, 1030 Vienna
Austria) sensitivitesi 0.05 ng/ml , normal aralig1 0.08-2.5 ng/ml ELISA kiti ile ¢alisild1.

Basic Radim Immunoassay Operator (BRIO); Radim spa, Pomezia, Italy marka

cihaz ve bu ydnteme uygun ELIZA kitleri kullamlds.

6.6. Istatistik

Yapilan istatistiksel degerlendirmede kolmogorov-simirnov testi kullanilmis
olup wverilerin normal dagilima uygun olmadigr gorildi(p>0.05). Gruplarin
karsilastirilmasinda  Fisher’s Exact test, Ki-kare testi ve Mann-Whitney U testi

kullanildi.
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7. BULGULAR

Calismaya SBP’si olan 82 hasta ve SBP’si olmayan 89 hasta dahil edildi.
Hastalarimiz etyolojik agindan degerlendirildi; 78 hasta (%45.1) HBV, 41 hasta (%23.7)
kriptojenik,25 hasta (%14.5) HCV, 10 hasta (%5.8) alkolik, 6 hasta (%3.5) Budd-
Chiari sendromu, 4 hasta (%2.3) otoimmun hepatit, 2 hasta Wilson(%1.2),kalan 5 hasta
ise (%3) diger oldugu gorildii.

Yaptigimiz ¢alismada SBP’si olan 82 hastada NOD2 gen mutasyonlarindan 4
hastada (%4.9) p.G908R saptanmis olup, ¢.3020insC ve p.R702W gen mutasyonlarina
rastlanmamistir. SBP’si olmayan 89 hastada ise NOD2 mutasyonuna rastlanmamustir.
SBP olan hastalar ile SBP olmayan hastalar arasinda NOD2 gen aleli siklig1 agisindan
anlamli farklilik saptanmadi (Tablo 1).

Tablo 2: NOD2 Gen Aleli ve SBP arasindaki iligki

NOD2
SBP P
Mutasyon yok p.G908R Total
YOK 89 (%100) 0 (%0) 89 (%100)
0.051
VAR 78 (%95.1) 4 (%4.9) 82 (%100)

NOD2 gen varyant siklig1 ile asit sivisinda bakteriyal DNA, varis kanamasi
Oykiisii ve SBP atak oykiisii arasindaki iliski degerlendirilmis olup sonuglar1 sirasiyla
Tablo2 ve Tablo 3’de gosterilmistir. Yapilan analizde NOD2 gen varyant siklig1 ile asit
stvisinda bakterial DNA pozitifligi arasinda anlamli iliski saptanirken (p=0.021), daha
once gegirilmis varis kanama ve SBP atak oykiisii agisindan anlamli iligki saptanmadi

(her ikisi de p>0.05).
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Tablo 3. NOD 2 Gen varyant sikliklar ile asit sivisinda bakteriyel DNA siklig1

arasindaki iliski.

NOD2 ASIT SIVISINDA BAKTERIYEL DNA
GEN
Yok Var Total p
158 9 167
Mut.
Yok (%94.6) (%5.4) (%100)
0.021
2 2 4
5.G90S (%50) (%50) (%100)
R

Tablo 4. NOD 2 Gen varyant sikliklar1 daha once gegirilmis varis kanama ve

SBP atak Oykiisii arasindaki iliski.

NOD2 VARIS KANAMASI OYKUSU SBP ATAK OYKUSU
GEN
Yok Var | Total p Yok Var Total p
140 27 167 115 52 167
Mut. Yok
(%83.8) (%16.2) | (%100) (%68.9) (%31.1) | (%100)
0.134 0.098
2 2 4 1 3 4
p-G908R | (%50)  (%50) | (%100) (%25)  (%75) | (%100)

27




NOD?2 gen varyant siklig1 ile Child ve MELD skorlar1 ve serumda IL-6,LBP ve
TNF-R diizeyleri arasindaki iligki Tablo 4’de gosterilmistir. Yapilan analizde NOD2

gen varyant siklig1 ile bu parametreler arasinda anlamli bir iligki saptanamadi (hepsi

p>0.05).

Tablo 5. NOD 2 Gen varyant sikliklar1 ile CHILD,MELD,IL-6,LBP ve TNFR

arasindaki iligki.

NOD2 GEN
MUTASYON YOK p.G908R
(n=167) (n=4) P

CHILD 11 (6-15) 13.5(9-15) 0.132

MELD 19 (7-44) 29.5(15-40) 0.066

IL-6 35.3 (12.6-3000) 54.85(80.6-30) 0.498
(4.69-300 pg/ml)

LBP 6.9 (0-54.51) 5.46 (1.53-14.56) 0.627

(0.2-60 ng/ml)

TNF-R 1.70 (0.30-31.5) 2.50 (1.80-9.70) 0.164

(0.08-2.5 ng/ml)

NOD?2 gen varyant siklig1 ile parasentez mayi kiiltiirli arasindaki iliski tablo 5’de
gosterilmistir. Yapilan analizde NOD2 gen varyant sikligi ile asit kiiltlirii pozitifligi
arasinda anlaml iliski saptandi (p=0.021). Caligmamizda 11 hastada asit kiiltiir
pozitifligi saptanmis olup bu hastalarin 4’tinde E.coli (%36.36) , 1 tanesinde
Enterobacter (%9.09), 1 tanesinde Acinetobacter(%9.09), 2’sinde Streptococ spp.
(%18.18), 2’sinde MRSA (18.18),1 tanesinde ise Candida spp.(%9.09) iiremistir.
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Tablo 6. NOD 2 Gen varyant siklig1 ile asit kiiltiir pozitifligi arasindaki iliski

NOD2 GEN
ASIT Mutasyon Yok p-G908R Total p
KULTUR
Ureme Var 9 (%81.8) 2 (%18.2) 11 (%100)
- 0.021
Ureme Yok 158 (%98.8) 2 (%1.2) 160 (%100)

SBP varligi ile Child, MELD, IL-6, TNF-R ve LBP arasindaki iliski Tablo 6’de

gosterilmistir. Yapilan karsilastirmada SBP varligina gére Child ve MELD skorlar1 ve

serum TNF-R diizeyleri agisindan anlaml farklilik saptanmazken serum IL-6 ve LBP

diizeyleri agisindan anlaml farklilik saptandi (her ikisi de p<0.01).

Tablo 7. SBP varlig1 ile Child, MELD skorlar1 ve serum IL-6, TNF-R ve LBP

diizeyleri arasindaki iliski.

SBP
Yok Var P

CHILD 11 (7-15) 11 (6-15) 0.383
MELD 18 (9-39) 20 (4-44) 0.151

IL-6 30.0 (12.6-2217.2) 37.4 (16.9-3000) 0.005

(4.69-300
pg/ml)
TNFR 1.5 (0.4-9.7) 1.9 (0.3-31.5) 0.063
(0.08-2.5ng/ml)
LBP 8.74(0.0-37.83) 5.53(0.07-54.51) 0.002

(0.2-60 ng/ml)

SBP varlig ile asit sivinda bakteriyel DNA varlig1 ve daha once gegcirilmis SBP

ve varis kanamas1 Oykiisii arasindaki iliski Tablo 7 ve 8’de gosterilmistir. Yapilan

analizde SBP varlig: ile asit sivisinda bakteriyel DNA siklig1 arasinda anlamli iligki
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saptandi(p=0.027). SBP varlig1 ile daha 6nce gecirilmis SBP atak Oykiisii arasinda

anlaml iliski saptanirken (p<0.001), varis kanama 6ykiisii agisindan anlamli bir iligki

saptanmadi (p>0.05).

Tablo 8. SBP varligi ile asit sivinda bakteriyel DNA varlig arasindaki iliski

ASIT SIVISINDA
BAKTERIYEL DNA
=9
a Yok Var Total p
87 2 89
Yok (%97.8) | (9%2.2) | (%100)
0.027
73 9 82
Var
(%89) | (%I11) | (%100)

Tablo 9. SBP varlig1 ile daha 6nce gecirilmis SBP ve varis kanama &ykiisii

arasindaki iligki.

SBP ATAK OYKUSU VARIS KANAMA OYKUSU

[a W
a Yok Var Total p Yok Var Total p

85 4 89 72 17 89
Yok | (%95.5) | (%4.5) | (%100) (%80.9) | (%19.1) | (%100)

<0.001 0.542

31 51 82 70 12 82

Var
(%37.8) | (%62.2) | (%100) (%85.4) | (%14.6) | (%100)
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8. TARTISMA

Calismamizda SBP olan ve olmayan hastalar arasinda NOD2 gen aleli agisindan
anlaml iligki saptanmadi(p=0.051). Yapilan analizde NOD2 gen varyant siklig1 ile asit
kiiltiirii pozitifligi ve asit sivisinda bakteriyel DNA siklig1 arasinda anlamli iligki
saptandi(her ikisi de p=0.021).

NOD2 geni bakteriyel hiicre duvar1 komponenti MDP’yi taniyan ve konak
defansinin dogal yolunu aktifleyen sitozolik bir protein kodlar(116). NOD2 eksik
farelerde bozulmus epitelyal konak defansi, artmis bakteri yiikii ve mukozal
inflamasyondan dolayr Paneth hiicrelerinin ve enterositlerin MDP’e yaniti
korelmistir(106). Appendrodt ve arkadaslar1 yaptiklar1 prospektif ve kombine retro-
prospektif analizlerinden sonra, NOD2 varyanti tagiyan sirozlu ve asitli hastalarda
notrositik asit riskinin 3 kat arttigini raporladilar(94). Ancak bu calisma modeli
poliklinikteki sirozlu SBP hastalarinin kaydedilmemesi, tan1 almamasi ve asemptomatik
siirecte olmasindan dolay1 yanilmaya miisaitti(113). Biz calismamizda prospektif
olarak hastanede yatarken diagnostik parasentez yapilmis, karaciger transplantasyonu
nedeniyle operasyon hazirlig1 yapilan ve hastanede kalisinda SBP’den dolay1 izlenmis
hastalar1 dahil ettik. Bruns ve arkadaslar1 tarafindan yapilan caligmada 32 hastada
(%18.3) NOD2’nin tekil niikleotid polimorfizmi tespit edildi (116). Kiiltiir negatif non-
notrositik asitli deneklerde p.R720W, p.G908R ve L1007fs allel siklig1 sirasiyla, %3.2,
%?2.5, %2.5 iken SBP (n=29) olan hastalarda bu oranlar sirastyla %3.4 (p=0.926), %6.9
(p=0.081) ve %8.6(p=0.031) olarak bulunmustur. Bu ¢alismada 10 hasta kiiltiir pozitif
SBP, 19 hasta kiiltiir negatif SBP ve 6 hasta bakterasit olarak belirtilmisti. SBP
hastalar1 [odds ratio(OR):2,7 ; P=0.036], Kkiiltiir pozitif SBP hastalar1 [odds
ratio(OR):6.0 ; P=0.012] ve bakterasitliler [odds ratio(OR):6.0 ; P=0.050], steril
nonndtrositik asitlilere goére daha fazla NOD2 varyasyonu tastyicilartydi. 1007fs ve
GI908R mutasyonlari, kiiltiir pozitif SBP ile (p<0.005) ve R702W mutasyonlari
bakterasit (p= 0.014) ile iliskili oldugu bulunmustur. Burns ve arkadaslarinin yaptiklari
bu caligmada kiiltiir negatif SBP’liler ile NOD2 varyasyonu arasinda anlamli bir iliski
yoktu(OR 1.6; P = 0.493)(116). Bizim calismada SBP’si olan 82 hastada NOD2 gen
mutasyonlarindan p.G908R 4 hastada (%4.9) saptanmis olup, ¢.3020insC ve p.R702W
gen mutasyonlarina rastlanmamistir. SBP’si olmayan 89 hastada ise NOD2 aleline

rastlanmamistir. Bruns ve arkadaslari bu ¢ift merkezli prospektif g¢aligmalarinda,
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sirozlularda, NOD2 geninin yaygin risk varyanti ile kiltir pozitif SBP ve
monomikrobiyal bakterasitliler arasinda bagimsiz bir iliski bulundugunu bildirdi.
SBP'de pozitif asit kiiltiiriiniin prognostik 6nem tasidigina dair kanitlar mevcuttur.
Pozitif asidik bakteriyel kiiltiir, NOD2 varyantli deneklerde [8/32 (25.0%)], wild tip’li
[8/143 (5.6%)] (p = 0.002) deneklere kiyasla daha fazla olarak saptanmis olup NOD2
mutasyonlu hastalarda tanimlanan mikroorganizmalar, E.coli (n= 2), Klebsiella oxytoca,
Enterococcus faecium, Staphylococcus spp. (n= 2), Micrococcus spp. and Lactococcus
lactis. idi (116). Bizim yaptigimiz ¢alismada da bu ¢alismaya benzer bir sekilde NOD2
gen varyant siklig ile kiiltlir pozitif SBP arasinda anlamli iliski saptandi(p=0.021).
Asit kiiltiirii pozitif bulunan hastalarin %18.2 sinde p.G908R mutasyonu bulunurken,
asit kiiltlir negatif hastalarda bu mutasyonun saptanma orani sadece %]1.2 idi. Bizim
yaptigimiz calismada asit kiiltiir pozitifligi 11 hastada saptanmis olup bu hastalarin
4’inde  E.coli (%36.36), 1 tanesinde Enterobacter(%9.09), 1 tanesinde
Acinetobacter(%9.09), 2’sinde Streptococ spp(%18.18), 2’sinde MRSA (18.18),1
tanesinde ise Candida spp.(%9.09) tiredi.

NOD2 gen varyasyonunun birkag mekanizma ile bakteriyel translokasyonu
destekledigini gosteren kanitlar mevcuttur(106). Yapilan genetik calismalar NOD2
varyant tasiyicilarinin lokal immun sisteminin barsaklardaki BT u simirlamada aciz
olabilecegini gostermistir. NOD2; bagirsak epitelyal ve mononiikleer hiicrelerde hiicre
ici bir pattern recognition receptor (model tanima reseptorii) olarak ifade edilir ve
bakteriyal hiicre duvari potansiyel bileseni olan MDP’yi algilayarak proinflamatuvar
NF-KB pathway (sinyal yolunu) aktiflestirir (13,114). NOD2 eksik farelerde bozulmus
epitelyal konak defansi, artmig bakteri yiikii ve mukozal inflamasyondan dolay1 Paneth
hiicrelerinin ve enterositlerin MDP’e yanit1 korelmistir (106). NOD2 1007fs varyasyonu
homozigot olan farelerin MDP’e maruz kaldiklarinda, intestinal biitiinliigii bozan
bakterinin indiikledigi intestinal inflamasyondan dolayr artmigs NF-KB aktivasyonu
gosterdikleri belirlenmistir (107). Ayrica NOD2 varyantli hastalarda bozulmus
monosit/makrofaj cevabmmin yaninda(114) NOD2 degisikliginin  inflamatuar
stimuluslara notrofil aktivasyonu ve migrasyonu bozduguna dair bazi kanitlar
mevcuttur(115). Bu nedenle NOD2 varyasyonu mevcut olan hastalarda, nétrofil
migrasyonu ve asit sivisinin mikroorganizmalardan temizlenmesi bozulmus

olabilir(116). Gegen 10 yilda PCR bazli bakteriyal DNA tespitinin gelismesiyle BT nin
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tespitinde 1y1 bir markir olabilecigi diisiiniildii, ¢iinkii sirozu olup da kiiltiirii (-) olan
hastalarin yaklasik {icte birinde kanda bakteriyal DNA tespit edilebildi(91,92). Buna
benzer sonuglar insan caligmalarinda da elde edilmistir(52). Deneysel olarak siroz ve
asit olusturulmus hayvan modellerinde MLN kiiltiir pozitif yada negatif olsa da asit
stvilarinda  bakteriyel DNA tespit edilmesi, MLN’da bakteriyel translokasyon
trlinlerinin varlhig1 ile es zamanlilik gosterir (93). Bu veriler ileri sirozlu hastalarin
biyolojik sivilarinda bakteriyal DNA tespitinin BT nin tanisinda gecerlidir ve bakteriyal
DNA’nin BT tanisinda markir olabilecigi hipotezini desteklemektedir. Fakat bakteriyal
irtiniin tespit edilmesi bakterinin canliligint koruyup korumadigini belirtmez ama
bununla birlikte bunlarin varligimin klinik sonuglar1 canli  bakteri varligr ile
karsilagtirildiginda farklilik olabilir.(94,95,96). Bizim yaptigimiz ¢alismada SBP olan
ve olmayan hastalarda asit sivisinda bakteriyal DNA taradik. NOD2 gen aleli olan
hastalarda asit sivisinda bakteriyel DNA [2/4(%50)] sikligt NOD2 gen aleli olmayan
hastalara gore [9/158(%5.4)] istiksel olarak anlamli farkli saptandi(p=0.021). Ayrica
SBP olan hastalarda asit sivisinda bakteriyel DNA [9/73(%11)] sikligit SBP olmayan
hastalara [2/87(%2.2)] gore istiksel olarak anlamli sekilde farkli saptandi(p=0.027).
Gegirilmis SBP atagi yeni SBP atagi riskini artirmakta olup istiksel olarak anlamli
bulundu (p<0.001). SBP varlig: ile varis kanamas1 dykiisii arasinda anlamh fark yoktu
(p=0.542). NOD2 gen aleli varligi ile varis kanamasi(p=0.134) ve SBP atak
Oykiisii(p=0.098) arasinda anlamli fark saptanmadi. Bu konuyla ilgili olarak yapilan
calismalarda daha Once gecirilen bir SBP epizodu yeni SBP atagi riskini artirdigi
goriilmiis olup yine aymi ¢alismada varis kanamasi ile SBP arasinda anlamli fark
saptanmamistir(116).

Calismamizda SBP olan ve SBP olmayan hastalarin Child, MELD, IL-6, LBP
ve TNF-R degerleri kaydedilerek karsilastirildi. Yapilan istatistiksel degerlendirmede
her iki grup arasinda Child (p=0.383), MELD(0.151) ve TNF-R(p=0.063) acisindan
anlamli fark saptanmazken IL-6(p=0.005)ve LPB(p=0.002) arasinda anlamli fark
saptand1. Yine NOD2 gen varyanti olan hastalar ile olmayan hastalar Child, MELD, IL-
6, LBP ve TNF-R degerleri istatistiksel olarak degerlendirildi vee NOD2 gen varyanti
ile Child, MELD, IL-6, LBP ve TNF-R arasinda anlaml1 bir iligki saptanmadi. Bruns ve
arkadaslan yaptiklar1 calismada yiiksek MELD skoru SBP ile iliskili bulunmus olup

SBP ile Child skorlamasi arasinda anlamli iliski bulunamamistir. Yine Apprendot ve
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arkadaglar1 tarafindan yapilan g¢alismada yiliksek MELD (p=0.029) skoru ile SBP
gelisimi arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmustur(94).

Karacigerden bakteriyemi veya endotoksemi halinde sentezlenerek salinan ve
rolatif olarak uzun yarilanma Omriine sahip LPB 0Ol¢iimii BT u gosteren bir marker
olarak Onerilmistir. Hastalarda yiikselmis LPB diizeyleri hastanin proinflamatuvar
durumda oldugunu ve hemodinamisinin bozulmus oldugunu gostermekte ve
norfloksasin ile barsaktaki kontaminasyon diizeltildiginde LPB diizeyleri normale
gelmektedir (87). LPS-LPB Gram (-) sepsis patogenezinde konsantrasyon bagimli ikili
bir role sahiptir: LBP’nin diisiik konsantrasyonlart LPS ile indiiklenen mononiikleer
hiicreleri gelistirir, oysaki LPS konsantrasyonundaki akut faz artis1 LPS ile indiiklenen
hiicresel uyartyr inhibe eder. Gutsmann ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢aligmada LBP’nin
serumdan bagimsiz kosullar altinda bile mononiikleer hiicrelerdeki LPS ile indiiklenen
sitokinlerde artisa aracilik ettigini raporladilar. Bu LPS’nin nétralizasyonu ile
sonuglanir, bundan dolayr mononiikleer hiicre kaynakli TNF azalmasi ile sonuglanir.
Gutsmann ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alisma ile LBP’nin sadece serumda ¢oziiniir bir
protein olarak bulunmadigini ayn1 zamanda mononiikleer hiicrelerin  sitoplazmik
membraninda bulunan bir transmembran proteini olarak bulundugunu ve membran ile
iliskili LBP’nin LPS ile etkilesiminin mononiikleer hiicre aktivasyonu aracili LBP’de
onemli bir basamak olabilecegini oysa serumdaki LBP-LPS kompleksinin LPS
notralizasyonuna yol agabilecegini onermektedir(8). Enterasan olarak siroz ve asiti olup
enfeksiyonu olmayan hastalarda yapilan prospektif bir calismada LPB diizeyi artmis
olan hastalarda bakteriyal enfeksiyon gelisme riskinin normal LPB diizeyleri olan
hastalara gore 4 kat arttigin1 gostermistir (88). Buna karsin LPB yalnizca Gram (-)
bakteriyal translokasyonu yansitmakta, Gram (+) translokasyona kars1i gosterge
olmamakta, bu da yontemin en Onemli eksikligidir(89). Gr(+) bakterilerin hiicre
duvarimi olusturan seker ve aminoasit igeren bir polimer olan serum peptidoglikan
varligt BT de bir markir olarak hemorajik sok modeli olan yalnizca bir deneysel
calismada denenmistir (90). Reiberger ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢aligmada agir
portal hipertansiyonu olan hastalarda BT ile LBP arasinda anlamli fark saptanmig olup
p=0.002 olarak bulunmustur(105). Calismamizda SBP olan ve SBP olmayan hastalarda

LBP  diizeyleri  karsilastirilmis  ve  istatistiksel  olarak  anlamhi  farkh
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bulunmustur(p=0.002). Bu sonu¢ BT belirteci olarak LBP kullanilabilecegini
gostermekte ve literatiirii desteklemektedir.

Cesitli patolojik durumlarda artan TNF uyarilmasi ile TNF-R diizeyi
yiikselmektedir. Ozellikle enfeksiyéz durumlardan meningokoksemi, enfeksiyoz
purpura, septik sok, bakteriyel menenjit gibi durumlarda TNF diizeyi artmaktadir.
TNF’nin yiikselmesinde Gram (-) bakterilerden agiga ¢ikan endotoksinlerin rolii ¢ok
biiyliktiir(122). Kronik karaciger hastaliginin seyrinde goriilen ve prognozu oldukca
kotii yonde etkileyen SBP’nin yaklasik %70’ini Gram(-) bakteriler olusturmakta ve
bunun yariya yakininda da etken E.coli’dir. Erken teshis edilmesi ¢ogu zaman zor olan
SBP’de TNF ve IL diizeylerinin yiikselmesi beklenen bir durumdur. Son yillarda
yapilan calismalarda TNF’nin karaciger fonksiyonlari, hepatositler ve kolestaz iizerine
patolojik etkileri ortaya ¢ikarilmistir. TNF etkisi ile serum albumin konsantrasyonu ve
karaciger ilag metabolizmasi ile ilgili sitokrom p450 aktivitesi diiserken; CRP,
fibrinojen gibi akut faz proteinleri, kompleman 3, hepatik lipojenezis artmaktadir.
Farelere enjekte edilen TNF karaciger hiicrelerinde nekroza neden olmaktadir. Ayni
zamanda galaktozaminin letal hepatotoksik etkisini artirmaktadir (123). Akut ve kronik
alkolik hepatit, akut ve kronik viral hepatit, akut fulminant hepatit gibi durumlarda
plazma TNF-alfa diizeylerinin yiikseldigi c¢esitli calismalarla gosterilmistir(124,125).
Hasta monosit kiiltiirleri ile yapilan calismalarda alkolik ve wviral hepatitlerde
monositlerde bulunan TNF-R sayisinin arttig1 gortiilmiistiir. Reseptor sayisinin artmasi
plazma TNF-alfa konsantrasyonun artmasi ile orantili olarak seyreder (123,24). IL-6
cesitli biyolojik etkileri olan immun sistem medyatorlerindendir. B hiicre uyarici faktor,
hibridoma biiylime faktorii, hepatosit uyarici faktdr, T lenfosit i¢in sitolitik farklilasma
faktorii olarak da bilinir (22,111). IL-6; mononiikleer hiicreler, lenfositler, fibroblastlar
ve hepatositlerde Interldkin -1, interferon, interldkin-2 ve TNF-alfa’nin uyarici etkisi ile
salinir. Akut faz reaktanlarin en 6nemli indiikleyicisi olup pireksi yapar Hepatosit
sitiimiile eden faktor olarak da bilinen IL-6, CRP, fibrinojen, C3 gibi akut faz
proteinlerinin sentezini saglar. Sepsis, otoimmun hastaliklar, lenfoma, AIDS, alkolik
karaciger hastaligi, organ ve graft rejeksiyonlari ile ¢esitli infeksiyon hastaliklarinda
serum IL-6 seviyeleri artmaktadir. Reiberger ve arkadaslari tarafindan yapilan
calismada agir portal hipertansiyonu olan hastalarda BT ile IL-6 arasinda anlamli fark

saptanmig olup p=0.025 olarak bulunmustur (105). Suliman ve arkadaslarinin yaptigi
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caligmada asitli sirotik SBP’li hastalarda serum TNF-alfa ve IL-6 diizeylerinin steril
asiti olan hastalara gore daha yiiksek oldugu sonucuna varmis olup TNF-alfa ve IL-
6’nin SBP’nin patogenezinde Onemli rol oynadigini bildirmislerdir(31). Zeni ve
arkadaslarinin yaptiklar1 c¢alismada; 14 alkolik sirozlu ve SBP’si olan hasta ile 16
alkolik sirozlu ve SBP’si olmayan hastada asit ve serumda IL-6 ve TNF-alfa diizeyleri
bakilmis, TNF-alfa diizeyi plazma ve asit mayide SBP’li grupta istatistiksel olarak
anlamli  bulunmustur(p<0.001). Ayn1 zamanda IL-6, SBP grubunda yliksek
bulunmugstur. SBP’li hasta grubunda TNF-alfa ve IL-6 diizeyleri antibiyotik
tedavisinden 48 saat sonra diisme egilimine girmistir. Bu ¢aligma ile TNF-alfa ve IL-
6’nin SBP’nin tanisinda ve tedavisinin monitorizasyonunda yararli bir markir olarak
kullanilabilecegi bildirilmistir(37). Rodriquez ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismada,
alkolik sirozlu ve SBP’si olan hastalar ve steril asitli hastalarda IL-1, IL-6, TNF-a ve
anti inflamatuar sitokinlerden IL-10 c¢alistimistir. IL-6 ve TNF-alfa degerlerindeki
yukseklik SBP ile iligkili bulunmustur (53). Yildinnm ve arkadaslarinin yaptiklari
calismada malign asitli, siroza bagl steril asitli ve SBP’li hasta gruplarinda asidik TNF-
alfa diizeylerine bakilmistir. Bu ¢aligmada malign asitli ve SBP’li grupta asidik TNF-
alfa diizeyi steril asitli gruba gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (28). Bizim
yaptigimiz ¢alismada SBP olan hastalar ile SBP olmayan hastalarin IL-6 ve TNF-R
arasinda iliski olup olmadigini inceledik. SBP olan hastalar ile SBP olmayan hastalarin
IL-6 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi (p=0.005). Bu sonug¢ IL-6’nin
SBP’nin patogenezinde dnemli rol oynadigin1 gdstermekte olup literatiir ile uyumludur.

Bu da IL-6’nin SBP’nin tanisinda yararli bir markir oldugunu gostermektedir.
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9. SONUC

1.Sonug olarak bu ¢alismada SBP olan ve olmayan hastalar arasinda NOD2 gen
aleli agisindan anlaml iliski saptanmadi. Genetik mutasyonlarda etnik kokenlerin rol
oynadig1 disiintildiigiinde literatiirdeki mevcut calismalarin yapildigi toplumlar ile
bizim toplumumun farklilik gosterebilecegi ve bizim toplumumuzun NOD2 gen
mutasyonu frekansinin degerlendirilecegi daha genis caligmalara ihtiya¢ oldugu ortaya
¢cikmaktadir.

2.Calismada elde ettigimiz bulgular sirozlu hastalarda asit kiiltiirii ve bakterial
DNA pozitifligi ile NOD2 gen mutasyonu arasinda anlamli bir iligki bulundugunu
diistindiirmektedir.

3.Sirozlu hastalarda IL-6 diizeylerinin spontan bakteriyel peritonitli hastalarda
anlaml sekilde yiiksek bulunmasi bu testin bakteriyel translokasyon i¢in bir marker
olabilecegini diisiindiirmektedir.

4.SBP olan ve SBP olmayan hastalarda LBP diizeyleri karsilagtirilmis ve
istatistiksel olarak anlamli farkli bulunmustur. Bu sonu¢ BT belirteci olarak LBP
Olciimiiniin ~ kullanilabilecegini  gostermekte ve literatiirii  desteklemektedir.
5.Bizim c¢alismamizda SBP olan ve SBP olmayan hastalarda TNF-R diizeyleri
karsilastirildiginda anlamhi farklilik saptanmadi. Bu sonug literatiir ile uyumlu olmayip

bu konuyla ilgili olarak daha genis ve ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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