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OZET

Siit ¢ocuklarinda anne siitiiyle beslenmenin, invitro lokosit fonksiyonlarina et-
kisi incelendi. Anne siitii alan ve almayan ¢ocuklarin, serum opsonik aktivitesi, loko-
sitlerin fagositoz indeksi, bakterisidal aktivitesi ve NBT boyasini indirgeme yetenegi
aragtirildi.

Anne siitii alan bebeklerde Staphylococcus aureus'a kargi opsonik aktivite
yiiksek bulundu. Lokositlerin fagositik ve bakterisidal aktivitesi ise, gerek anne sii-
tiiyle gerekse yapay beslenenlerde degigiklik gostermedi. Buna kargiik NBT—testi
yapay siitle beslenen ¢ocuklarda iki kat artmis olarak bulundu.

Sonug olarak; IGkositlerin antibakteriyel fonksiyonlarimin anne siitii almayan
¢ocuklarda azalmis olmasi, bu ¢ocuklarin enfeksiyonlara duyarliiinin artmasina
neden olabilecegini diigiindiirmiigtiir.

SUMMARY
Human Milk and Invitro Leukocyte Functions

In infants the effect of feeding of colostrum and milk on their invitro
leukocyte functions were determined. Serum opsonic activity, phagocytic and bac-
tericidal activities of leukocytes of breast- fed and formula- fed infants were exami-
ned. NBT- dye reduction ability of leukocytes were also investigated in two groups.

The opsonic activity againts Staphylococcus aureus had increased in breast —
fed infants. There was no difference between two groups in phagocytic and killing
activities of leukocytes. But NBT-test increased two fold positivity in formula - fed
infants.

This study indicates that leukocytic antibacteriel function decreased in for-
mula - fed infants and this may be an additional mechanism of infant's increased
susceplibility to infection.
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GIRIS

Kolostrum ve anne siitii ile beslenme, bebegin enfeksiyonlara direnme giiciinii
pasif olarak arttirmaktadir' 2. Bilesimindeki laktoferrin, lizozim, bifidus faktori,
antistafilokoksik faktor, a, — antitripsin, interferon, immunglobulinler, C; ve C,
komplemanlari gibi humoral savunma faktorlerine ek olarak canh hiicreleri de kap-
samaktadir’ ©. Bu hiicreler arasinda makrofajlar, kolostrum korpuskiilleri, polimorf
niiveli 16kositler (PNL), B ve T lenfositleri ile epitel hiicreleri bulunmaktadir. Siitte
¢ok miktarda olan salgisal- IgA, annenin sindirim ve solunum sistemindeki lenfoid
hiicrelerle karsilasan antijenlere karsi olugturulmus 6zgiil antikorlardr” -2 .

Humoral ve hiicresel bagisikhik, Ozgiil ve honspesifik olarak kazamlabilir.
Nonspesifik bagisiklifin gezici hiicresel elemanlarindan olan monosit ve PNL'lerin
fagositoz fonksiyonu, dort asamada olugmaktadir® ( Sekil 1).

Bakterinin fagositler tarafindan alinmas: enerji gerektiren bir olaydir. Bu ener-
ji anaerobik glikoliz ve heksoz monofosfat santi (HMPS) ile saglanir. Fagositozu
izleyerek gelisen biyokimyasal olaylar sirasinda olusan hidrojen peroksid (H, 0,);
pentoz santim aktive eder, bir kismi katalaz enzimi ile suya doniisiir yada fagozom
icine girip myeloperoksidaz enzimi ve halojenler ile birleserek bakteriyi oldiiriir. Or-
tama Nitroblue tetrazolium (NBT) boyasi konulursa; fagosit icinde H, 0, tarafin-
dan indirgenerek, lacivert-siyah renkli bir madde olarak sitoplazmada ¢oker'°.

Diisikk dogum agirlikhi bebeklerde, serum opsonin defektine bagh olarak,
1okositlerin bakterisidal aktivitesinin azaldig1 gosterilmistir'!. Lokositlerin bakte-
riyi alma ve hiicre icinde dldiirme fonksiyonu, yenidogan ve prematiire bebeklerde
genellikle normaldir' 2+'3. Ayrica bircok hastahik durumlarinda ornegin; sepsis

14.15 radyasyon tedavisi' ¢, agir yamklar' 7| malniitrisyon'®, demir eksikligi ane-

misi, bazi ilaglarin kullanimi' ® ve genetik hastaliklarda®® da graniilosit aktivitesinin
bozuklugu bildirilmektedir.

Bu galigmanin amaci: Anne siitii alimi ile bakteri 6liimii icin gerekli basamak-
larin nasil etkilendigini ve dolayisiyla ¢ocuk l6kositlerinin invitro antibakteriyel
fonksiyonlarini arastirmak olacakftir.

. Kemotaksi

. Opsonizasyon

. Bakterinin fagositozu

Fagosom

Graniillerin fagosoma agilmasi

. Bakterinin oliimii ]
(H; 0, +Myeloperoksidaz enzimi+I )

Sekil 1 : Fagositoz
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GEREC ve YONTEM

Rastgele ornekleme yoluyla secilen 24 saghkl siit cocugu ¢alismaya alindi.
Bunlardan 13 bebek anne siitii, 11 bebek yapay besleniyordu. Anne siitiine ek olarak
yapay beslenme de alan bebekler ilk guruba dahil edildi. Bebeklerin yaslarn 4- 12 ay-
lar arasinda degismekteydi. Anne siitii alan ¢ocuklarin 5'i kiz, 8'i erkek, yas orta-
lamas: 6.6 ay (4-10) idi. Yapay beslenen 4 kiz, 7 erkek siit ¢ocugunun yaslan ise
4.5 - 12 ay (ortalama 7.6) arasinda degisti. Anemi, malniitrisyon, ragitizm, genetik
hastalik ve ila¢ kullamimi yoktu. Lokosit fonksiyonlar: incelenecek bu olgularin se-
¢imi i¢in, saglam ¢ocuk poliklini§imize aylik kontrol ic¢in getirilen bebekler 6n ¢a-
lismaya alindi. Klinik muayene, laboratuvar ve radyolojik incelemeler yapildi.

Lokosit fonksiyonlarinin incelenmesi :

1— Test materyelinin hazirlanmasi:

a) Calismada gerekli olan 16kosit slispansiyonlarn, anne ve bebeklerden steril
sartlarda, 0.1 ml heparin (Liquemine - Roche, 1 ml/5000 U) konulmus silikonlu
cam tiiplere alinan 10 ml venoz kandan elde edildi. Kanin sekilli elemanlar, tiiplere
T ml dekstran soliisyonu (Macrodex - Baxter) eklenerek, ortalama bir saatte ¢oktii-
riildii. Ustteki smv1 steril bir pipet yardimiyla alimp, 2000 devirde 10 dakika santri-
fiije edildi. Dipte kalan c¢okiintii fenol kirmizisi katilmis Hanks soliisyonu?! ile,
5 X 10°/ml PNL olacak sekilde sulandirildi®?. Sayimn uygunlugu mikroskopta
5000 16kosit/mm?> sayilarak ayarlandi.

b) Opsonik aktivite i¢in kullanilan serumlar, saghiklh bes yetiskinden alinan
taze serumlarin kanstirihp, kiiciik tiipler icinde — 20°C de dondurulmasiyla hazir-
landi. Gerektikce deney sirasinda kullanildi.

c) Test bakterisi olarak coagulase positive Staphylococcus aureus kullanildi.
Adi gegen bakterinin 20 saatlik buyyon kiiltiirleri, dakikada 1500 devirde 15 daki-
ka santrifiije edildi. Sediment Hanks soliisyonunda 40 x 10°bakteri/ml icerecek ge-
kide sulandirildi® 2. Bakterinin yogunlugu 6zel bir esel yardimu ile ayarlandi.

2— Opsonik aktivite:

Annelerin l6kositleri kullanilarak, bebek serumlarmin fagositoz indeksinin
saptanmasi seklinde yapildi' ®. Iml hiicre, 1ml bakteri ve 0.2ml opsonin karisimi,
steril silikonize cam tiipler iginde, 37°C lik otomatik ¢alkalayicida inkiibe edildi.
Bu kanigimdan, fagositik aktiviteyi saptamak icin 0,30,60,120 dakikalarda yayma
preparatlar yapilarak Giemsa boyasiyla boyandi. Yiiz adet PNL immersiyon objek-
tifi altinda incelenerek fagosite edilmis bakteriler sayildi. Toplam sayidan bir PNL'e
diigen bakteri sayisi (fagositik aktivite) bulundu.

3— Fagositik aktivite:

Bebek Iokositlerinin fagositoz indeksi bulundu. Normal yetigkin serumu op-
sonin olarak kullanildi®?.

4-- Bakterisit aktivite:

Quie ve arkadaslarinin kullandigi yonteme gore, Bhuyon ve arkadaglarinin
modifiye ettikleri sekliyle saptandi®®-?*. Her fagositik kangmdan 0.2ml alinip
1.8ml steril distile suyla kanigtirthp kuvvetle calkalanarak, 16kositlerin parcalamp
bakterilerin agiga ¢ikmasi saglandi. Siispansiyonlar tekrar sterli distile suyla 107
oraninda sulandinldiktan sonra 0.1ml agar besiyerine ekildi. Petri kutular: 37°C de
40 saat etiivde bekletilip stafilokok kolonileri sayildi. Rakamlar ml'deki bakteri sa-
yisina ¢evrilerek PNL 'lerin bakterisit aktivitesi saptandi.
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5— Kantitatif NBT — Indirgenme Testi:

Park ve arkadaslarinin uyguladiklari yonteme gore yapildi' . Yiiz PNL icinde,
NBT graniilii kapsayan hiicre sayisi bulundu.

Beslenme farki tim deneylerin bitiminde, istatistik degerlendirme sirasinda
gozoniine alindi. Gruplar Student'in t. testi ile kiyaslandi. Farklihklar p degeri 0.05
den az veya esitse anlaml olarak degerlendirildi.

SONUCLAR

Ortalama opsonik aktivite degerleri, anne siitii alan bebek serumlarinda yik-
sek bulundu (Tablo I, Sekil 2). (120 dak. p = 0.05). Anne siitii alan grupta, deney or-
tamina katilmis olan 40x10° /ml bakterinin yiizde 77.5'i polimorf niiveli l6kositler
(5x10° /ml) tarafindan fagosite edilmistir. Diger grupta bu sayi1 yine 120 dakika so-
nunda ancak yiizde 40'a ulagabildi.

Tablo: I
Opsonik Aktivite (Bir PNL'deki Bakteri Sayisi)
inkiibasyon Siiresi 30 dak. 60 dak. 120 dak.
Anne siiti alan (13) 4'8"% 153" 50 ¥ 0.64 6.2-F =1 47
Yapay siit alan (11) 2.3 ¥ 0.48 45 F 1.64 3.2 ¥ 0.61
P 0.1>p>0.05 0.4>p>0.35 p=10.05

(*) Ortalama Deger + Standart Hata

---Anne giitl} alan
—Yapay beslanen

o

bir PNL*deki bakteri sayis

' _‘—._-.
5 T ______..-o—-"'" —
.
0 P i
20 50 120 dak.

Sekil 2 : Opsonik aktivite sonuglar
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Ortamda normal insan serumu opsonin olarak konulmussa, fagositik aktivite
degerleri her iki gurupta da farklh bulunmadi (Tablo II, Sekil 3). Her PNL'deki orta-
lama bakteri sayillaninin benzerlikleri gorilmektedir. Guruplar arasinda istatistiksel
olarak da fark yoktu.

Tablo: Il
Fagositik Aktivite Sonuclan
inkiibasyon Siiresi 30. dak. 60 dak. 120 dak.
Anne siitii alan (13) 2.4 ¥ 0.48 46 ¥ 0.74 71 ¥ 1.48
Yapay Beslenen (11) 2.4 ¥ 0.69 4.6 ¥ 0.75 9.3 + 2.03
P p=05 0.3>p>0.25 0.2>p>0.15

-
o

bir PNL'dekl bakteri sayisa
un

(o]

30 60 120 dak.
Sekil 3 : Fagositoz indeksi .

Hiicreye alinmis bakterilerin Oldiiriilme yiizdesi, anne siitiiyle beslenen ¢ocuk-
larda biraz yiiksek olmakla birlikte anlaml bir fark yoktu. Sonuglar Tablo III ve Se-
kil 4'de verilmistir. t

Tablo: III
Bakterisidal Aktivite Sonuglan (yiizde olarak)
inkiibasyon Siiresi 60 dak. 120 dak.
Anne siitii alan (13) 55.6 * 4.47 79.8 ¥ 3.26
Yapay Beslenen (10) 57.4 + 5.28 75.4 ¥ 4,50
P 0.4>p>0.35 0.25>p>0.2
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len bakteri ylsdesi

80 120 dakika

Sekil 4 : Bakterisidal aktivite
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Sekil 5 : NBT - testi sonuglarn



NBT boyasinin 16kositler tarafindan indirgeme yetenegi yapay siitle beslenen
bebeklerde yiiksek bulundu. Ortalama degerler anne siitii alanlarda 6.473.4 iken,
ikinei gurupta 13.674.0 idi. P degeri 0.1>p>>0.05 bulundu.

TARTISMA

Anne siitii dogal bir besin olmasina karsin, ¢aglar boyunca se¢im ve gereksi-
nim yoniinden evrensel bir gocuk besini olmamistir®®. Sanayilesmis toplumlarda
son 50 yildir gozlenen anne siitii alhmindaki siirekli azalma, az gelismis iilkelere de
yayilma egilimindedir?®. Klinik gozlemler ve karsilagtirmah ¢alismalar, siitle bes-
lenme tiiriinlin bebek oliimleri ve hastahk tipi ile sikli1 iizerinde etkili oldugunu
gostermistir’ 7 ~2°. Ayrica Diinya Saghk Orgiitii (WHO) niin raporunda; Sili kirsal
bdlge gocuklarinda, anne siitiiyle beslenmenin azalmasi ile 6liim orammin yiikseldigi
bildirilmektedir’®. Anne siitiindeki antimikrobik faktorler formiil mamalar ile sag-
lanamamaktadir.

Bu siit faktorlerinin bazilarinin bebek organizmasindaki etkisi tam ag¢iklanma-
mi§ olmakla birlikte, anne siitiiyle beslenen bebekler enfeksiyon hastaliklarina (6zel-
likle solunum ve sindirim sistemi) daha direnclidirler.

Bakteri 6liimii i¢in bir¢cok farkh basamagin olaya katildig1 bilinmektedir
Bunlar arasinda kemotaksi, 16kosit membraninda saglam reseptor yerleri bulunma-
s1, zara normal olarak yapisabilme, fagositik vakuollerin olusumu, lizozomal graniil-
lerin vakuole bosalmasi, oksidatif metabolizmanin uyarilmasi ile bakterinin vakuol-
de sindirilmesi sayilabilir. Bu basamaklarin herhangi birinin etkilenmesi, 16kosit

- fonksiyonlarinda defektlere neden olabilir.

Yenidogan, IgG antikorlarim anneden plasenta yoluyla alabildigi halde, diger
immunoglobulinler IgA, IgM, kompleman komponentleri ve sicaga dayaniksiz dogal
opsoninler yoniinden fakir olabilir. Anne siitinde de bulunan C; iin bazi kompo-
nentleri kemotaksik faktor, bazilari ise opsonin olarak gorev yapmaktadir. Ayrica,
IgG stafilokok ve streptokok gibi gram - pozitif mikroorganizmalar icin'', IgM
gram- negatif bakteriler icin spesifik opsonindir’ *. Anne siitiiyle beslenen bebekle-
rin kan immunoglobulin diizeyleri, 5'ci giinde yilksek bulunmugtur®'.

Miller'® yenidoganin, komotaksik cevabmin humoral ve hiicresel komponent-
lerini, erigkinlere: kiyasla anlamh derecede diisiik bulmustur. Prematiire bebeklerde
ve bazi yenidoganlarda opsonik aktivite azlif1 saptanmigtir' ! . Fakat yenidogan 16-
kositlerinin fagositik ve bakterisidal aktiviteleri, eriskin diizeyindedir' ' ~'*. Sepsisli
ve stress altinda olan yenidoganlarda ise, fagositoz ve bakterisidal aktivite ile HMPS
aktivite diisiikliigii bildirilméktedir' *-'°. Daha biiyiik olgularda l6kosit fonksiyon-
larin1 etkileyebilen diger bozukluklar arasinda Down sendromu, diabetes mellitus,
lenfoproliferatif hastaliklar, demir eksikligi anemisi, malniitrisyon, is1 ve radyasyon
gibi fiziksel etkenler sayilabilir. Ayrica bazi ilaclarin kullanimi (prednisolon) asidoz,
anoksi, hiperbilirubinemi, elektrolit bozukluklar1 da immatiir 16kosit fonksiyonla-
rinda defektlere neden olabilir' *~'°.

9-15

Caligmamizda yer alan ve yaslar1 4 - 12 ay arasinda degisen saglikh olgular-
dan anne siitii ile beslenmeyen gurupta opsonizasyon eksikligi saptanmistir. Aym
deney opsonin olarak normal yetiskin serumu Katilarak yapildiginda, fagositik ve
bakterisidal aktivite her iki gurupta da benzer sonuclar vermektedir. NBT indirgen-
me testi sonuclari1 yapay beslenen ¢ocuklarda yiiksekti.
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NBT testi (kantitatif ve histokimyasal) kronik graniilomatoz hastalifinin ve
portorlerin tanisinda bir ara¢ olmanin disinda bir enfeksiyonun viral ve bakteriyel
olmasinin ayimminda da kullamilmistir®?. Park ve arkadaslan'® bakteriyel enfeksi-
yonlarin seyrinde, periferik kan notrofil 16kositlerinin, NBT boyasim artar oranda
indirgedigini gosterdiler. Hasta yetiskinlerin aksine, bakteriyal enfeksiyonlu yenido-
ganlarda NBT indirgenmesinde azalma olur' . Fagositoz bakteri yerine lateks parti-
kiilleriyle de uyarilmis ve NBT indirgenmesindeki azalmanin HMPS aktivite diigiiklii-
giine baglh oldugu bildirilmisgtir. Normalde fagositoz olay: sirasinda l6kositin oksida-
tif metabolik aktivitesi ve oksijen tutmasinda ve kullaniminda artis ile birlikte NBT
boyasini indirgeme yetenegi de yiikselmektedir. Bu oksidatif reaksiyonlar sonucu
olugan H, 0, 'in bakteri 6liimii igin gerekli oldugu bilinmektedir' *. Buna gore NBT-
indirgenmesi testi l6kositlerin bakterisidal aktivitesini gosteren bir indeks olabilir.
Fakat deney tiipiindeki bakteri 6liimii tiimiiyle hiicrenin igerisinde degildir®.

Caligmamizdan elde edilen sonuclarla anne siitii, bebegin hastaliklara direnci-
ni artirmada nonspesifik bagisikhigl da olumlu yonde etkilemektedir. Bu yiizden uy-
gun ek besinlerle birlikte verilmesinin 6zendirilip desteklenmesi gerekmektedir.
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