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ÖZET 
Süt çocuklarında anne sütüyle beslenme nin, invitro lökosit fonksiyanlarına et

kisi incelendi. Anne sütü alan ue almayan çocukların, serum opsonik aktivitesi, löko· 
sitlerin {agositoz indeksi, bakferisidal aktivitesi ve NBT boyasını indirgeme yeteneği 
araştırıldı. 

Anne sütü alan bebeklerde Staphylococcus aureus 'a karşı opsonik aktivite 
yüksek bulundu. Lökositlerin {agositik ve bakterisidal aktivitesi ise, gerek anne sü
tüyle gerekse yapay beslenenlerde değişiklik göstermedi. Buna karşılık NBT-testi 
yapay sütle beslenen çocuklarda iki kat artmış olarak bulundu. 

Sonuç olarak; lökositlerin antibakteriyel fonksiyonlarının anne sütü almayan 
çocuklarda azalmış olması: bu çocukların enfeksiyonlara duyarlılığının artmasına 
neden olabileceğini düşündürmüştür. 

SUMMARY 

Human Milk and Invitro Leukocyte F unct ions 

In infants the e{fect of {eeding of coloslrum and milk on their invitro 
leukocyte functions were determined. Serum opsonic activity, phagocytic and bac
tericidal activities of leukocytes of breast- {ed and form ula- {ed infants were exami
ned. NBT- dye reduction ability of leukocy tes were also investigated in two groups. 

The opsonic ac tivity again ts Staphylococcus aureus had increased in breast 
{ed infants. There was no dif{erence between two groups in phagocytic and hilling 
activities of leukocytes. Bul NB T-test increased two {old positiuity in formula - fed 
infants. 

This study indicates that leukocytic antibacteriel function decreased in for
mula - fed infants and this may be an addilional mechanism of infant's increased 
susceptib ility to infection. 
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GIRIŞ 
Kolostrum ve anne sütü ile beslenme, bebejtin enfeksiyonlara direnme gücünü 

pasif olarak arttırmaktadır 1 
-
3

• Bileşimindeki laktoferrin, lizozim, bifidus faktörü, 
antistafilokoksik faktör, aı - antitripsin, interferon, immunglobulinler, c3 ve c4 
komplemanlan gibi humoral savunma faktörlerine ek olarak canlı hücreleri de kap
samaktadır2 -6. Bu hücreler arasında makrofajlar, kolostrum korpuskülleri, polimorf 
nüveli lökositler (PNL), B ve T lenfositleri ile epitel hücreleri bulunmaktadır. Sütte 
çok miktarda olan salgısal- IgA, annenin sindirim ve solunum sistemindeki lenfoid 
hücreler! e karşılaşan antijenlere karşı oluşturulmuş özgül antikodardır 7 

• 
8 

• 

Humoral ve hücresel bajtışıklık, özgül ve hanspesifik olarak kazanılabilir. 

Nonspesifik bajtışıklıjtın gezici hücresel elemanlanndan olan monosit ve PNL '!erin 
fagositoz fonksiyonu, dört aşamada oluşmaktadır9 (Şekil 1). 

Bakterinin fagositler tarafından alınması enerji gerektiren bir olaydır. Bu ener
ji anaerobik glikoliz ve heksoz monofosfat şantı (HMPS) ile sajtlanır. Fagositozu 
izleyerek gelişen biyokimyasal olaylar sırasında oluşan hidrojen peroksid (H2 0 2); 

pentoz şantını aktive eder, bir kısmı katalaz enzimi ile suya dönüşür yada fagozom 
içine girip myeloperoksidaz enzimi ve halojenler ile birleşerek bakteriyi öldürür. Or
tama Nitroblue tetrazolium (NBT) boyası konulursa; fagosit içinde H20 2 tarafın
dan indirgenerek, lacivert-siyah renkli bir madde olarak sitoplazmada çöker1 0

• 

Düşük dojtum ajtırlıklı bebeklerde, serum opsonin defektine bajtlı olarak, 
lökositlerin bakterisidal aktivitesinin azaldıltı gösterilmiştir 1 ı . Lökositlerin bakte
riyi alma ve hücre içinde öldürme fonksiyonu, yenidojtan ve prematüre bebeklerde 
genellikle normaldir1 2 ·ı 3 • Ayrıca birçok hastalık durumlannda örnejtin; sepsis 

ı 4 ·ı 5
, radyasyon tedavisi ı 6

, ajtır yanıkiarı 7
, malnütrisyon ı 8 , demir eksiklijti ane

misi, bazı ilaçların kullanımı ı 9 ve genetik hastalıklarda 2 0 da granülasit aktivitesinin 
bozuklujtu bildirilmektedir. 

Bu çalışmanın amacı: Anne sütü alımı ile bakteri ölümü için gerekli basamak
ların nasıl etkilendiğini ve dolayısıyla çocuk lökositlerinin invitro antibakteriyel 
fonksiyonlarını araştırmak olacaktır . 
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GEREÇ ve YÖNTEM 
Rastgele örnekleme yoluyla seçilen 24 sa~lıklı süt çocu~ çalışmaya alındı. 

Bunlardan 13 bebek anne sütü, ll bebek yapay besleniyordu. Anne sütüne ek olarak 
yapay beslenme de alan bebekler ilk guruba dahil edildi. Bebeklerin yaşları 4- 12 ay
lar arasında de~işmekteydi. Anne sütü alan çocukların 5'i kız, S'i erkek, yaş orta
laması 6.6 ay ( 4-10) idi. Yapay beslenen 4 kız, 7 erkek süt çocu~unun yaşlan ise 
4.5 - 12 ay (ortalama 7.6) arasında de~işti. Anemi, malnütrisyon, raşitizm, genetik 
hastalık ve ilaç kullanımı yoktu. Lökosit fonksiyonları incelenecek bu olguların se
ç imi için, sağlam çocuk polikliniğimize aylık kontrol için getirilen bebekler ön ça
lışmaya alındı. Klinik muayene, laboratuvar ve radyolojik incelemeler yapıldı. 

Lökosit fonksiyonlarının incelenmesi : 
1- Test materyelinin hazırlanması : 

a) Çalışmada gerekli olan lökosit süspansiyonlan, anne ve bebeklerden steril 
şartlarda, 0.1 ml heparin (Liquemine - Roche, 1 ml /5000 U) konulmuş silikonlu 
cam tüplere alınan 10 ml venöz kandan elde edildi. Kanın şekilli elemanları, tüplere 
7 ml dekstran solüsyonu (Macrodex - Baxter) eklenerek, ortalama bir saatte çöktü
rüldü. üstteki sıvı steril bir pipet yardımıyla alınıp, 2000 devirde 10 dakika santri
füje edildi. D ipte kalan çöküntü fenol kırmızı sı katılmış Hanks solüsyonu 2 ı ile, 
5 X 106 /ml PNL olacak şekilde sulandırıldı2 2 • Sayının uygunlu~ mikroskop ta 
5000 lökosit/mm3 sayılarak ayarlandı. 

b} Opsonik ak tivite için kullanılan serumlar, sağlıklı beş yetişkinden alınan 

taze serumların karıştırılıp, küçük tüpler içinde- 20°C de dondurulmasıyla hazır
landı. Gerektikçe deney s.ırasında kullanıldı. 

c) Test bakterisi olarak coagulase positive Staphylococcus aureus kullanıldı . 

Adı geçen bakterinin 20 saatlik huyyon kültürleri, dakikada 1500 devirde 15 daki
ka santrifüje edildi. Sediment Hanks solüsyonunda 40 x 106 bakteri /ml içerecek şe
kide sulandırıldı2 2 • Bakterinin yo~nluğu özel bir eşel yardımı ile ayarlandı. 

2- Opsonik aktivite : 
Annelerio lökositleri kullanılarak, bebek serumlarının fagositoz indeksinin 

saptanması şeklinde yapıldı 1 8 • Imi hücre, lml bakteri ve 0.2ml opsonin karışımı, 
steril silikonize cam tüpler içinde, 3.7°C lik otomatik çalkalayıcıda inkübe edildi. 
Bu karışımdan, fagositik aktiviteyi saptamak için 0,30,60,120 dakikalarda yayma 
preparatlar yapılarak Giemsa boyasıyla boyandı. Yüz adet PNL immersiyon objek
t ifi altında incelenerek fagosite edilmiş bakteriler sayıldı. Toplam sayıdan bir PNL 'e 
düşen bakteri sayısı (fagositik aktivite) bulundu. 

3- Fagositik aktivite : 
Bebek lökositlerinin fagositoz indeksi bulundu. Normal yetişkin serumu op

sonin olarak kullanıldı2 3 • 

4-- Bakterisit aktivite: 
Quie ve arkadaşlannın kullandığı yönteme göre, Bhuyon ve arkadaşlarının 

modifiye ettikleri şekliyle saptandı 2 3 
• 

24
. Her fagositik karışırndan 0.2ml alınıp 

l. Sm l steril distile suyla karıştırılıp kuvvetle çalkalanarak, lökositlerin parçalanıp 
bakterilerin açığa çıkması sağlandı. Süspansiyonlar tekrar sterli distile suyla ıo -s 
oranında sulandırıldıktan sonra O.lml agar besiyerine ekildi. Petri ku tuları 37° C de 
40 saat etüvde bekletilip stafilokok kolonileri sayıldı. Rakamlar ml'deki bakteri sa
yısına çevrilerek PNL '!erin bakterisit aktivitesi saptandı. 
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5- Kantitatif NBT - lndirgenme Testi: 
Park ve arkadaşlannın uyguladıkları yönteme göre yapıldı 1 0

• Yüz PNL içinde, 
NBT granülü kapsayan hücre sayısı bulundu. 

Beslenme farkı tüm deneyierin bitiminde, istatistik değerlendirme sırasında 
gözönüne alındı. Gruplar Student'in t. testi ile kıyaslandı. Farklılıklar p değeri 0.05 
den az veya eşitse anlamlı olarak değerlendirildi. 

SONUÇLAR 

Ortalama opsonik aktivite değerleri , anne sütü alan bebek serumlannda yük
sek bulundu (Tablo l, Şekil 2). (120 dak. p = 0.05). Anne sütü alan grupta, deney or
tamına katılmış olan 40x106 /ml bakterinin yüzde 77.5 'i polimorf nüveli lökositler 
(5x106 /ml) tarafından fagosite edilmiştir. Diğer grupta bu sayı yine 120 dakika so
nunda ancak yüzde 40 'a ulaşabildi. 

Tablo: 1 
Opsonik Aktivite (Bir PNL'deki Bakteri Sayısı) 

İnkübasyon Süresi 30 dak. 60 dak. 120 dak. 

Anne sütü alan ( 13) 4.8 + 1.53* 5.0 + 0 .64 6.2 + 1.47 
Yapay süt alan (ll) 2.3 + 0.48 4.5 + 1.64 3.2 + 0.61 
p O.l> p> 0.05 0.4> p>0.35 p = 0.05 

(*)Ortalama De~er +Standart Hata 

o 
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Ortamda normal insan seromu opsonin olarak konulmuşsa, fagositik aktivite 
de~erleri her iki gunıpta da farklı bulunmadı (Tablo II, Şekil 3). Her PNL'deki orta
lama bakteri sayılannın benzerlikleri görülmektedir. Guruplar arasında istatistiksel 
olarak da fark yoktu. 

lnkübasyon Süresi 

Anne sütü alan (13) 
Yapay Beslenen (ll) 
p 

Tablo: II 
Fagositik Aktivite Sonuçları 

30. dak. 

2.4 + 0.48 
2.4 + 0 .69 
p= 0.5 

o 

60dak. 

4.6 + 0.74 
4.6 + 0 .75 
0.3> p>0.25 

120 dak. 

7.1 + 1.48 
9.3 + 2.03 
0 .2> p> 0 .15 

120 dak. 
Şekil q : Fagosit'fz indeksi 

Hücreye alınmış bakterilerin öldürülme yüzdesi, anne sütüyle beslenen çocuk
larda biraz yüksek olmakla birlikte anlamlı bir fark yoktu. Sonuçlar Tablo III ve Şe
kil4 'de verilmiştir. 

Tablo: III 
Bakterisidal Aktivite Sonuçlan (yüzde olarak) 

lnkübasyon Süresi 

Anne sütü alan (13) 
Yap ay Beslenen ( 1 O) 
p 

60dak. 

55.5 + 4.47 
57 .4 + 5.28 

0 .4>p> 0.35 

l20dak. 

79.8 + 3.26 
75.4 + 4.50 

0.25> p> 0. 2 
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NBT boyasının lökositler tarafından indirgeme yeteneği yapay sütle beslenen 
bebeklerde yüksek bulundu. Ortalama değerler anne sütü alanlarda 6.4+3.4 iken, 
ikinci gurupta 13.6+4.0 idi. P değeri O.l> p> 0.05 bulundu. 

TARTIŞMA 

Anne sütü doğal bir besin olmasına karşın, çağlar boyunca seçim ve gereksi
nim yönünden evrensel bir çocuk besini olmamıştır2 s. Sanayileşmiş toplumlarda 
son 50 yıldır gözlenen anne sütü alımındaki sürekli azalma, az gelişmiş ülkelere de 
yayılma eğilimindedir2 6 • Klinik gözlemler ve karşılaştırmalı çalışmalar, sütle bes
lenme türünün bebek ölümleri ve hastalık tipi ile sıklığı üzerinde etkili olduğunu 
göstermiştir2 7

-
2 9

• Ayrıca Dünya Sağlık örgütü (WHO) 'nün raporunda; Şili kırsal 
bölge çocuklarında, anne sütüyle beslenmenin azalması ile ölüm oranının yükseldiği 
bildirilmektedir3 0

. Anne sütündeki antimikrobik faktörler formül mamalar ile sağ
lanamamaktadır. 

Bu süt faktörlerinin bazılarının bebek organizmasındaki etkisi tam açıklanma
mış olmakla birlikte, anne sütüyle beslenen bebekler enfeksiyon hastahklarına (özel
likle solunum ve sindirim sistemi) daha dirençlidirler. 

Bakteri ölümü iç in birç ok farklı hasamağın olaya katıldığı bilinmektedir9 -ı s. 
Bunlar arasında kemotaksi , lö kosit membranında sağlam reseptör yerleri bulunma
sı, zara normal olarak yapışabilme, fagositik vakuollerin oluşumu , lizozomal granül
lerio vakuole boşalması, oksidatif metabolizmanın uyarılması ile bakterinin vakuol
de sindirilmesi sayılabilir. Bu basamakların herhangi birinin etkilenmesi, lökosit 

· fonksiyonlarında defektiere neden olabilir. 
Yenidoğan, IgG antikodarını anneden plasenta yoluyla alabildiği halde, diğer 

immunoglobulinler IgA, IgM, kompleman komponentleri ve sıcağa dayanıksız doğal 
opsoninler yönünden fakir olabilir. Anne sütünde de bulunan c; ün bazı kompo
nentleri kemotaksik faktör, bazıları ise opsonin olarak görev yapmaktadır. Ayrıca, 

IgG stafilokok ve streptokok gibi gram - pozitif mikroorganizmalar için 1 1 
, IgM 

gram- negatif bakteriler için spesifik opsonindir 1 2
• Anne sütüyle beslenen bebekle

rin kan immunoglobulin düzeyleri, 5'ci günde yüksek bulunmuştur3 1 • 

Millerı 3 yenidoğanın, komotaksik cevabının humoral ve hücresel komponent
lerini, erişkin!ere ! kıyasla anlamlı derecede düşük bulmuştur. Prematüre bebeklerde 
ve bazı yenidoğanlarda opsonik aktivite azlığı saptanmıştır1 ı . Fakat yenidoğan lö
kositlerinin fagositik ve bakterisidal aktiviteleri, erişkin düzeyindedir1 1 - ı 4 • Sepsisli 
ve stress altında olan yenidoğanlarda ise, fagositoz ve bakterisidal aktivite ile HMPS 
aktivite düşüklüğü bildirilmektedir1 4 

• 
1 s . Daha büyük olgularda lökosit fonksiyon

larını etkileyebilen diğer bozukluklar arasında Down sendromu, diabetes mellitus, 
lenfoproliferatif hastalıklar, demir eksikliği anemisi, malnütrisyon, ısı ve radyasyon 
gibi fiziksel etkenler sayılabilir. Ayrıca bazı ilaçların kullanımı (prednisolon) asidoz, 
anoksi, hiperbilirubinemi, elektrolit bozuklukları da immatür lökosit fonksiyonla
rında defektiere neden olabilir1 s - 1 9

• 

Çalışmamızda yer alan ve yaşları 4 - 12 ay arasında değişen sağlıklı olgular
dan anne sütü ile beslenmeyen gurupta opsonizasyon eksikliği saptanmıştır. Aynı 

deney opsonin olarak normal yetişkin serumu katılarak yapıldığında, fagositik ve 
bakterisidal aktivite her iki gurupta da benzer sonuç lar vermektedir. NBT indirgen
me testi sonuçları yapay beslenen çocuklarda yüksekti. 
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NBT testi (kantitatif ve histokimyasal) kronik granülomatoz hastalığının ve 
portöderio tanısında bir araç olmanın dışında bir enfeksiyonun viral ve bakteriyel 
olmasının ayırımında da kullanılmıştır3 2 • Park ve arkadaşları 1 0 bakteriyel enfeksi· 
yonların seyrinde, periferik kan nötrofil lökositlerinin , NBT boyasını artar oranda 
indirgediğini gösterdiler. Hasta yetişkinlerin aksine, bakteriyal enfeksiyonlu yenido
ğanlarda NBT indirgenmesinde azalma olur1 4

• Fagositoz bakteri yerine lateks parti
külleriyle de uyarılmış ve NBT indirgenmesindeki azalmanın HMPS aktivite düşüklü
güne bağlı olduğu bildirilmiştir. Normalde fagositoz olayı sırasında lökositin oksida
tif metabolik aktivitesi ve oksijen tutmasında ve kullanımında artış ile birlikte NBT 
boyasını indirgeme yeteneği de yükselmektedir. Bu oksidatif reaksiyonlar sonucu 
oluşan H2 0 2 'in bakteri ölümü için gerekli olduğu bilinmektedir1 4

. Buna göre NET
indirgenmesi testi lökositlerin bakterisidal aktivitesini gösteren bir indeks olabilir. 
Fakat deney tüpündeki bakteri ölümü tümüyle Jıücrenin içerisinde değildir8 . 

Ç iilışmamızdan elde edilen sonuçlarla anne sütü, bebeğin hastalıklara direnci
ni artırmada nonspesifik bağışıklığı da olumlu yönde etkilemektedir. Bu yüzden uy
gun ek besinlerle birlikte verilmesinin özendirilip desteklenmesi gerekmektedir. 
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