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OZET

Neonatal sepsiste l6kosit fonksiyonlarini inceleyen arastirmalar az sayidadir.
Bu konuda daha genis arastirmalarin yapilmas: gerekmektedir. Bu nedenle planla-
nan bu ¢aligmada, 40 neonatal sepsisli hasta ile 25 normal yenidoganin lokosit
fonksiyon test sonuglari kiyaslandiginda, sepsislilerde fagositik ve bakterisidal akti-
vitelerde anlamli diigiikliikler belirlenmistir. Bozukluklarin hastaligin klinik gidisi
iizerine olumsuz etki yapabilecegi sonucuna varilnstir.

SUMMARY
LEUKOCYTE FUNCTIONS IN NEONATAL SEPSIS

Leukocyte functions in neonatal sepsis have been investigated in a few num-
ber of studies. More studies are needed to clarify the subject.

In this prospective and controlled study, a comparison of the results of leu-
kocyte funtion tests of 40 neonatal sepsis cases and 25 normal newborn revealed
significant deficiency in phagocytic and bactericidal activities of leukocytes of sep-
tic newborns. It was concluded that these alterations may, adversely, effect the
clinical course of the disease.

Neonatal sepsiste 16kosit fonksiyonlarini inceleyen aragtirmalar bizim bilgi-
lerimize gore ¢ok azdir'-2. Bunlardan birinde Forman ve arkadaslan', 2'si
sepsisli, cesitli klinik bozukluklar gosteren 9 yenidoganda fagositoz ve bakterisidal
aktivitenin diigiikliigiinii gostermislerdir. Wright ve arkadaglan’® ise, 9'u sepsisli, 40
hasta yenidoganda bakterisidal aktivitenin diisiikliigiinii saptamiglardir.

Buna kargin normal yenidogan lokositlerinin fagositoz ve bakterisidal aktivi-
telerinin erigkinlerdeki diizeyde oldugu bildirilmistir' ~%. Yalniz bir ¢cahsmada ha-
yatin ilk 12 saatinde bu fonksiyonlarda diisiikliik gosterilmistir® . Diger bazi ¢ahs-
malarda da lokosit fonksiyonlarinda degiskenlik saptanmigsa da bu, serumdaki op-
sonizasyon yetersizliklerine baglanmstir’' -*. Bu hastalardaki 16kosit fonksiyon bo-
zukluklarinin daha genis ¢aligmalarla incelenmesi gerekmektedir. Bu nedenle pros-
pektif ve kontrollu bir ¢calisma planlanmstir.

MATERYEL ve METODLAR
Bursa Universitesi Tip Fakiiltesi, Cocuk Saghg ve Hastaliklar1 Klinigine

"Neonatal Sepsis’' on tanisi ile yatirilan, bebekler arastirma grubuna ahndilar. Neo-
natal sepsis 6n tamsi, klinik ve laboratuar bulgulara gore konuldu® .

(*) Bursa Univ. Tip Fakiiltesi Cocuk Saghii ve Hastaliklar: Kiirsiisii Ogretim Uyesi
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Aragtirma grubundaki hastalardan, yatiglarindan hemen sonra en az iki ayn
kan kiiltiirii alinarak rutin antibiyotik tedavisine baglandi. Tam kan sayimi ve serum
opsonik aktivitesiyle ndtrofillerin fagositik ve bakterisidal aktiviteleri tayin edildi.

Caligma siiresi icinde, klinige sepsis 6n tams ile yatinlan yenidoganlardan
kan Kkiiltiiriinde iireme olmayanlar ¢caligma dig1 birakildi. Ureme olan 40 yenidogan
aragtirma grubuna alindi. Fakiiltemiz Kadin Hastaliklan ve Dogum Kliniginde do-
gan ve tamamen saglikh olan 25 yenidogan bebek "Kontrol Grubu" olarak incelen-
di ve ad1 gegen testlerin tiimii onlara da uygulandi.

I. Lokosit Fonksiyon Testleri:

1- Test Materyelinin Hazirlanmasa:

a) Lokosit siispansiyonlarin hazirlanmasi igin, hastalardan ortalama 7 ml.
vendz kan, icinde 500 iinite heparin bulunan silikonlanmig, steril cam tiiplere alindi.
Uzerine 5 ml. dekstranin izotonik sodyum kloriirdeki % 6'lik solusyonu (Macrodex)
eklenerek kangtinldi Eritrositlerin ¢ékelmesi i¢in oda 1sisinda 1 saat birakildi, Ust-
teki 16kositten zengin sivi, steril sartlarda bagka bir tiipe aktarildi. Hettich Universal
II santrifiijiinde, dakikada 1000 devirde 10 dakika gevrilerek, lokositlerin ¢okelme-
si saglandi. Ustte kalan siv1 tamamen bosgaltild: ve tiipiin alt kismindaki 16kosit kii-
mecigi lizerine, 1 ml. % 0.1 jelatinli steril Hanks solusyonu ilave edilip kangtinld.
Spencer sayma kamarasinda 16kosit sayim yapild: ve ml'deki 16kosit sayis1 5x10°
olacak sekilde, ilave Hanks solusyonu ile ayarland:'°.

b) Test organizmalar olarak, koagiilaz pozitif stafilokokiis aureus (coag. pos.
staph. aureus) kullamldi. Bu bakterinin se¢ilme nedeni klinigimizde daha dnce tet-
kik ve tedavi edilen neonatal sepsis vak'alanmin kan kiiltiirlerinde en sik iiretilen
mikroorganizma olmasidir”+''. Adi gecen bakterinin 20 saatlik buyyon kiiltiirleri,
dakikada 1500 devirde 15 dakika cevrilerek, sedimenti olusturan bakteriler, % 0.1
jelatinli steril Hanks solusyonunda 40x10° /ml. bakteri icerecek sekilde sulandirl-
dl”.]?akteri sayisinin ayarlanmasinda McFarland, nephelometric standartlan kul-
land1" °.

¢) Opsonin olarak, normal eriskin serumu kullanildi. Bunun igin, 4 normal
gahistan elde edilen kan, steril kosullarda pihtilagtinldiktan sonra, elde edilen se-
rumlar kangtinldi ve 1 ml. lik béliimler halinde ayn ayn tiiplerde — 20°C'de dondu-
ruldu. Kullanilacag1 zaman 1s1s1 37°C'a getirildi. Her 2 hafta sonunda, yeniden taze
olarak hazirland:'©.

d) Fagositik kangmmlar, 1 ml., 16kosit, 1 ml. bakteri suspansiyonu ve 0.2 ml.
opsonin karngtirlarak yapildi. Bu materyel, 25x170 mm. 'lik silikonlanmg steril cam
tlipler icinde hazirlanarak, otomatik calkalayic su banyosunda diisiik hizda, 37°'de
inkiibe edildi'?.

2- Fagositik Aktivite Testi: Fagositik kangimlardan 0, 30, 60 ve 120 dakika-
larda alinan Srnekler, kan yayma teknigine uygun olarak 26x76 mm'lik lamlara ya-
yildi ve kuruduktan sonra metanolle tesbit edilip Giemsa boyasi ile boyand.. Boyle-
ce hazirlanmis preparatlar mikroskop altinda, immersiyon objektifi ile incelenerek,
her preparatta 100 nétrofil sayildi, herbirinin i¢inde bulunan ortalama bakteri sayr
sl szfptand.r. _Her nitrofile diisen fagosite edilmis ortalama bakteri sayis: 30, 60, 120
dakikalar iin fagositik aktivite olarak kaydedildi' 2.

e mz;olzai;t:nmdal Aktivite Testi: Bunun i¢in Ouie ve arkadaglarinin' ® kullandik-
» bhuyan ve arkadaslannin'? modifiye ettikleri sekliyle kullanildi. Hazir-
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lamgs sekli yukarida belirtilen fagositik karigimlardan 0, 30, 60 ve 120'inci dakika-
larda, 0,2 ml'lik 6rnekler alinarak, ayr tiiplerde 1.8 ml. steril distile su ile kansgtiril-
di. Vortex-Genie marka tiip calkalayicisi ile kuvvetli olarak ¢alkalanarak 16kositlerin
parcalanmasi ve iclerindeki fagosite edilmis bakterilerin ¢ikmas: saglandi. Boylece
elde edilen siispansiyonlar gene steril distile suda, 10~° oraninda sulandirildi. Bu di-
liisyonlardan 0.1 ml.'si Petri kutularindaki DST agar (Oxoid) basiyerlerine ekilip,
37°C'de 40 saat inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda, Petri kutular incelenerek, herbi-
rinde iireyen bakteri kolonileri sayildi. Sifir dakika fagositik karisiminin sulandirilip
ekildigi Petri kutusundaki canli bakteri kolonilerinin sayisi % 100 olarak kabul edil-
di ve 30, 60 ve 120 dakika orneklerininki, buna oranlanarak yiizde 6ldiiriilen bakteri
seklinde kaydedildi.

4- Opsonik Aktivite Testi: Bunun icin neonatal sepsisli bebeklerden alinan
serumlar opsonin olarak kullamldi. Normal erigkinlerden elde edilen l6kositler ve
hasta serumu, yukarida fagositik karigimlar boliimiinde belirtilen oranda kangtirl-
di 0.2 ml hasta serumu, 1 ml. normal 16kosit (5x10° /ml) ve 1 ml. bakteri siispansi-
yon (40x10° /ml) kangtinlarak 37°C'de otomatik calkalayicili su banyosunda inkii-
be edildi ve 30, 60 ve 120 dakikalarda yayma preparatlar hazirlandi. Preparatlar im-
mersiyon objektifi ile mikroskopta incelendi. Her normal nétrofile diisen ortalama
fagosite edilmis bakteri sayis1 saptanarak opsonik aktivite belirlendi®.

II. statistiksel Analizler:

istatistiksel analizlerde ''Eslestirilmemis Orneklerde ortalamalar arasi farkin
6nem kontrolii'' (t-testi) kullanilda' ¢.

BULGULAR

1. Cinsiyet, Yas ve Agirhk:
Kontrol grubundaki bebeklere ait bulgularla, aragtirma grubundaki hastalarin

tedavi dncesi bulgularinin karsilagtinlmas yapilmstir.
a- Cinsiyet: Kontrol grubunda 13 erkek (% 52) ve 12 kiz (% 48) vard1. Aragtir-
ma grubunda ise 23 erkek (% 57) ve 17 kiz (% 43) bulunuyordu. fki grup arasinda

cinsiyet oran1 yoniinden anlamli bir fark bulunamadi (p > 0.5).

b- Yas: Kontrol grubundaki bebeklerin yas ortalamasi ve standart sapma
4.6 + 2.5 giin idi. Aragtirma grubunda ise 5.2 * 2.8 giin idi. Aradaki fark onemsiz
bulundu (p > 0.3).

¢- Agirhk: Galismaya alinan normal bebeklerin agirhklan 3154 + 541 g. ola-
rak bulundu. Arastirma grubundaki bebeklerin agirliklan ise 2975 = 571 g. idi. Ara-
daki fark anlamsizdi ( p > 0.2).

2. Lokosit Fonksiyonlari: . ;

Tablo 1'de goriildiigii gibi opsonik aktivite yoniinden sepsislilerde genel bir
diisiikliik gozlendi. Fakat bu farkliliklar anlamh degildi.

Fagositik aktivite yoniinden ise sepsislilerde genel bir diisiikliik gozlendi. Fa-
kat yalnizca 120 dakika bulgulan istatistiksel olarak anlaml idi.

Bakterisidal aktivite yoniinden ise sepsislilerde 30, 60, 120 dakikalarda ol-

mak iizere anlamh bir diisiiklik bulundu.
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Tablo: 1— Kontrol Grubu ile Aragtirma Grubundaki 40 Neonatal
Sepsislinin Lokosit ve Fonksiyon Test Sonuglarinin Karsilagtirilmast

Kontrol Arastirma
Grubu Grubu
L&kosit Fonksivon Testleri (0 =22) 8540 df t P
X sSD X sSD

1. Opsonik aktivite

— 30 dakika 1.81 # 0.52 1.57 + 0.60 60 1.60>0.1

— 60 dakika 2.62 ¥ 0.64 2.33¥0.80 58 1.46>0.1

— 120 dakika 3.59 ¥+ 0.81 3.17 ¥1.21 59 1.43>0.1
2. Fagositik Aktivite

— 30 dakika 1.76 + 0.82 1.52¥0.60 60 1.37 >0.1

— 60 dakika 2.94 % 1.32 2,37 ¥0.96 61 1.99 > 0.05

— 120 dakika 3.75%¥1.13 3.15+1.04 59 2.13<.0.05
3. Bakterisidal aktivite

— 30 dakika 37.2+% 16.9 226 ¥9.4 56 4.20 < 0.001

— 60 dakika 56.7 ¥ 18.2 43.9F11.1 59 3.40 < 0.005

-~ 120 dakika ) 75.1 ¥ 16.2 66.5 ¥ 15.5 61 2.11 <0.05
x :Aritmetik ortalama
SD :Standart sapma
df :Serbestlik derecesi

TARTISMA

Bulgular boliimiinde belirtildigi gibi, normal kontrol grubundaki 25 yenido-
ganla, aragtirma grubundaki toplam 40 sepsislinin tedavi 6ncesi bulgulan karsilas-
tirlmigtir. Normal bebeklerle, sepsisli olgular arasinda yas, cins ve agirlik yoniinden
anlamh bir farklihk yoktur.

1. Lokosit Fonksiyonlan:

Lokosit fonksiyon testlerinde normal yenidoganlarla, sepsisliler arasinda baz
farkhiliklar vardi.

a- Opsonik Aktivite Yoniinden: Arastirma grubundaki sepsisli olgularla, kont-
rol grubundaki normal yenidoganlar arasindaki farkliiklar anlamsizdi (Tablo: 1).
Bilgilerimize gore, neonatal sepsiste goriilebilecek opsonik aktivite degigikliklerini
inceleyen aragtirmalar ¢ok azdir. McCraken ve arkadaglanimin® calismasinda 1'i sep-
sisli, 4 enfeksiyonlu bebekte, hastalik etkeni olan E. coli'ye kars: serum opsonik ak-
vititesinde diisme gosterilmigtir.

E. coli ve serratia marcescens gibi gram-negatif bakterilere kargi olan serum
opsonik aktivitesi, IgM-spesifik antikorlara baghdir'+*+'°, Stafilokok ve strepto-
kok gibi gram-pozitif mikroorganizmalar i¢in ise, IgG simfi immunglobulinler opso-
nin gorevi yaparlar' +*+' . IgG immunglobulinler, gebeligin 20'inci haftasindan son-
ra placenta yoluyla fetiise gegmeye baglar ve dogumda en az anne diizeyinde bulu-
nurlar' ®. Bu durumda, stafilokoklara karsi olan opsonik aktivitenin annenin im-
munolojik durumu ile yakindan iliskili oldugu soylenebilir. Bulgularimiz, sepsisli
hastalarda anlamh bir sekilde diisiikliigiinii gozlemedigimiz opsonik aktivitenin, ye-
nidoganda agir enfeksiyon durumlarindan bile etkilenmedigini diisiindiirmektedir.
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b- Fagositik Aktivite Yoniinden: Sepsislilerde 6zellikle 120 dakikada anlaml
diigiikliik saptandig1, bulgular bolimiinde belirtilmistir (Tablo: 1). Bu konuda yapi-
lan aragtirmalar, normal yenidogan 16kositlerinin, fagositik aktivitelerinin yeterli ol-
dugunu gostermistir' +?+*. Buna kargin 2'si neonatal sepsisli, cesitli klinik bozuk-
luklar gosteren 9 yenidoganda, fagositik aktivite diisiikliigii bulunmustur’ .

Fagositoz, aktif enerjiye bagh bir olaydir ve burada miyosin-aktin etkilesimi
gibi, enerji harcayan bir mekanizmanin rolii ileri siiriilmiistiir. Bazi metabolik zehir-
ler ve hipertonisite bu olay inhibe edebilir' 7+ ' ®. Fagosite edilmek i¢in taninan par-
tikiil veya bakterinin, nétrofiller i¢ine alinis mekanizmas: kesin olarak bilinmemekle
beraber, iki degerli katyonlardan, Mg ™ ve Ca™ iyonlarinin burada 6nemli rol oyna-
diklan sanilmaktadir, Opsonik olarak aktif C;, bu iyonlarin etkisini artirmak sure-
tiyle fagositoza yardim eder. Fakat gene de bu iyonlarin kesin etki yerleri bilinme-
mektedir' ®.

Neonatal sepsislilerde gozlemis oldugumuz diisiik fagositik aktivitenin kesin
aciklamasim yapmak glictiir. Agir enfeksiyon, 16kositlerdeki metabolik olaylar iize-
rine inhibe edici etki gosterebilir. Bakteri toksin ve artiklar, elektrolik dengesizlikle-
ri ve ozellikle bu hastalarda ortaya c¢ikabilecek hipertonsitenin de burada etkili ola-
bilecegi diisiiniilebilir.

c- Bakterisidal Aktivite Yoniinden: Sepsisli yenidoganlar, normallere gore 30,
60 ve 120 dakika olmak iizere, anlamli bir diisiikliik gosterdiler (Tablo: 1). Literatiir-
de bu konuda yapilan caligmalarda, ¢esitli klinik bozukluklar gosteren veya stress
altindaki yenidoganlarin bakterisidal aktivitelerinde, diisiikliik saptanmstir'-?-
5:1° Bu cahgmalarda en ilging olam Wright ve arkadaslarimn® yapmis olduklan
calismadir. Bu arastiricilar, 9'u sepsisli, 40 hasta yenidoganda, stafilokoklara ve E.
coli'ye karsi bakterisidal aktivitede diisiikliik saptamiglardir. Bulgularimiz da bu
gozlem sonuclarina uygunluk gostermektedir. Neonatal sepsislilerde bakterisidal
aktivite yetersizliginin, stress altindaki yenidogan lokositlerindeki, gecici heksoz-
monofosfat (HMF) aktivite diigiikliigiine bagh olabilecegi sanilmaktadir® -?°. Diger
taraftan, Thong ve Rencis’!, yapmis olduklar in vitro deneylerde indirekt biliru-
binin, nétrofillerdeki HMF aktivitesini anlaml bir sekilde diigiirdiigiinii gostermis-
lerdir. Neonatal sepsislilerde anlamli derecede yiiksek buldugumuz indirekt biliru-
binin de, gozledigimiz diisiik bakterisidal aktiviteye katkisim olabilecegi diisiiniile-
bilir.
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