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BAKTERIYEL SEPSISIN NOTROFIL FONKSIYONLARINA ETKISI
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OZET

Sepsis, yogun bakim tinitelerinde mortalitenin en onemli nedenlerindendir. Notrofiller, bakteriyel ajanlara kars: dogal
immiin savunmada onemlidir ve sepsis patogenezinde rol oynayan hiicrelerdir. Bu ¢calismada sepsisli hastalarda notrofil fonk-
siyonlarinda gozlenen degisikliklerin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla sepsis tanist almg 10 hastaya ait notrofillerin fa-
gositik aktivitesi ve oksidatif patlama kapasiteleri arastirilimsg ve elde edilen sonuglar saglikli kontrollere ait notrofil ornekleri
ile kiyaslanmistir. Fagositik aktivite ve oksidatif patlama kapasiteleri flow sitometri yontemi ile degerlendirilmistir. Fagositik
aktivite, sepsisli hastalarda saglikl kontrollere gore azalmis olarak tespit edilirken, notrofillerde oksidatif patlama kapasitesi
sepsisli hastalarda artmis olarak bulunmugstur. Calismamizin sonuglarina gore, sepsisli hastalarda notrofil fonksiyonlarimda
bir bozulma olmaktadir ve bu durumun sepsisli hastalarda prognozu ve tedaviyi etkileyebilecegi diistintilmiistiir.

Anahtar sozciikler: bakteri, notrofil fonksiyonu, sepsis
SUMMARY
The Effects of Bacterial Sepsis on Neutrophil Functions

Sepsis is one of the leading causes of mortality in intensive care unit. Neutrophils play an important role in the inna-
te immun defense against bacterial agents and sepsis pathogenesis. The aim of this study was to evaluate the changes of
neutrophil functions in patients with sepsis. Therefore, we evaluated neutrophil phagocytic activity and oxidative burst capa-
city in 10 patients with sepsis and compared the results with those of healthy control group. Phagocytic activity and oxida-
tive burst capacity were assessed by flow cytometry. Neutrophil phagocytic activity was decreased in patients with sepsis com-
pared to control groups. Whereas oxidative burst capacity was increased in patients with sepsis. These results indicate that
there is an impairment in neutrophil function in patients with sepsis and it is considered that this condition may affect the
prognosis and treatment of patients with sepsis.

Keywords: bacteria, neutrophil function, sepsis

GIRIS en 6nemli hiicre tipidir ve bakterinin alimi, 6l-

diiriilmesi ve yok edilmesinden sorumludur(®.

Sepsis, infeksiyona sistemik inflamatuvar Bu fonksiyonlarii fagositoz ve oksidatif patla-
yamnit bulgularinin eglik etmesi, agir sepsis ise ma sirasinda reaktif oksijen tirtinlerinin olustu-
organ yetmezligi veya fonksiyon bozuklugu ve- rulmasi araciligiyla gergeklestirirler®). Notrofil-
ya kaybi ile seyreden sepsis tablosu olarak ta- lerin esas fonksiyonlar1 fagositoz olmasina rag-
nimlanmaktadir(®1D. Yogun bakim iinitelerinde men, oksidatif patlama da bakterisidal aktivite
bakim ve antimikrobiyal tedavi se¢eneklerinin ile iligkilidir. Bu hiicrelerin sayilar1 normal bile
artmis olmasina ragmen, sepsis hala 6nemli bir olsa fonksiyonlarinda goriilen bozukluk, infek-
mortalite nedenidir(12.13), siyonlara karsi duyarliligin artmasma ve ciddi
Notrofiller, bakteriyel infeksiyonlara kars: infeksiyonlarin gelismesine neden olur(1214),
gelisen akut inflamatuvar yanita aracilik eden Ayrica, notrofil fonksiyonlarinda olusan gene-
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tik ve edinsel bozuklugun nozokomiyal infeksi-
yonlarin gelisimine zemin hazirladig diisiintil-
mektedir(15).

Notrofiller ve tiriinleri sepsis patogenezin-
de 6nemli rol oynarlar(16). Nétropeninin infeksi-
yonlara ve sepsise duyarlilig1 arttirdi1 ve not-
rofil fonksiyonlarinda yapilacak iyilestirmelerin
sepsisli hastalarin tedavilerinde yarar saglaya-
cag1 distiniilmektedir. Notrofiller mikroorga-
nizmalarla aktive edildiginde proinflamatuvar
sitokin {iiretimi, graniiler enzimlerin salinimi,
nitrik oksit (NO) ve reaktif oksijen triinlerinin
olusumuna neden olurlar. Noétrofiller sepsis si1-
rasinda aktive olup sayica artip antimikrobiyal
etki olustururken, bir yandan da olusturduklar1
reaktif oksijen trtinleri ve NO araciligiyla ko-
nakta doku hasarina neden olabilirler®7). Not-
rofillerin sepsisde yararli ve zararl etkileri var-
dir. Calismalarda, sepsisin baslangi¢ donemle-
rinde bakteriyemiyi baskiladig1 ve organ fonksi-
yonlarmin korunmasi igin nétrofillerin gerekli
oldugu, ancak sepsisin daha sonraki donemle-
rinde notrofil fonksiyonlar:1 sonucu olusan
drinlerin, organlar icin zararh etkiler olustur-
dugu bildirilmistir®. Bu ikili etkinin varligi,
sepsis sirasinda uygulanacak olan tedavi yakla-
simlarmin notrofil fonksiyonlarina olan etkileri-
nin iyi bilinmesi gerektigini gostermektedir. Bu
nedenle, sepsis sirasinda notrofil fonksiyonla-
rinda olusan degisikliklerin tam olarak saptan-
mas1 gerekmektedir.

Calismamizda notrofillerin sepsisde oyna-
dig1 roliin tam olarak tespit edilebilmesi igin,
notrofil fonksiyonlarinda sepsis sirasinda olu-
san degisikliklerin arastirilmas: amaglanmuistir.
Bu nedenle, Gram negatif sepsis tanis1 konulan
hastalardan izole edilen nétrofillerin fonksiyon-
lar1 incelenmis ve elde edilen veriler saglikl ki-
silerin notrofil fonksiyonlarindan elde edilen
degerlerle karsilastirilmistir.

GEREC VE YONTEM

Hasta grubu: Calismamizda CDC®) ve
2001 uzlag1 toplantis110) kriterlerine gore sepsis
tanis1 konulan 10 hastaya ait heparinli kan 6r-
nekleri kullanilmugtir. Altta yatan kronik bir
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hastalif1, anestezi, cerrahi stres gibi faktorler
bulunmayan, ila¢ uygulanmamus, nétrofil say-
lar1 normal degerlerde olan hastalar ¢alisma
kapsamina alinmistir. Kontrol grubu olarak sag-
likl1 10 goniilliiye ait periferik kan 6rnegi kulla-
nilmis ve kanlar alindiktan sonra bekletilmeden
calismaya gegilmistir. Hasta ve kontrol grubu
20-55 yas grubu olarak belirlenmistir.

Fagositik aktivite: Notrofillerin fagositik
aktivitesi flow sitometri (FC 500, Coulter, ingil-
tere) yontemi ile Ol¢iilmiistiir. Heparinize tam
kan ornekleri iki ayr tiipe konduktan sonra, 1:1
oraninda Ficoll (Sigma, ABD) ile karistirilip, 45
dk. oda 1sisinda bekletilmistir. Lokositlerin bu-
lundugu iist tabaka alinarak trypan blue (Sig-
ma, ABD) boyasi ile 16kosit canliligi % 98 olarak
belirlenmistir. Lokositler 2 ayr1 tiipe konularak
kontrol ve test tiipleri hazirlanmistir. Lokositle-
rin bulundugu test ve kontrol tiiplerine fosfat
tamponlu tuzlu su (PBS, Gibco, Almanya) ve
dihydrorhodamine-123 (Biochemika, ABD) ek-
lenip, tiipler 5 dk. 37°C’de su banyosunda bek-
letilmistir. Daha sonra test tiiptine Escherichia coli
(5x10? E.coli/ml), kontrol tiiptine PBS eklenmis,
0. dk.’da flow sitometri cihazinda grantilosit ka-
pist alinarak FL1’deki ortalama floresan kanal
sayisinda olusan degisiklikler degerlendirilmis-
tir. Ornekler tekrar su banyosuna kaldirilip 20
dk. sonra flow sitometri cihazinda yeniden
FL1’deki ortalama floresan kanal sayisinda olu-
san degisiklikler incelenmis ve 0. dk.da elde
edilen degerlere boliinerek fagositik aktivite de-
gerlendirilmistir®).

Oksidatif patlama: Oksidatif patlama ka-
pasitesi de flow sitometri yontemi ile 6l¢iilmiis-
tir. Heparinize tam kan ornekleri iki ayr tiipe
almmus, PBS ile diltie edildikten sonra dihydro-
rhodaminel23 eklenmis ve tiiplerden biri uya-
rilmamuis kontrol tiipii olarak, biri de uyarilmis
test tlipli olarak kullanilmustir. Tipler 15 dk.
37°C’de su banyosunda bekletildikten sonra test
tiiptine phorbolmyristate acetate (PMA, Bioche-
mika, ABD) eklenmistir. Kontrol ve test tiipleri
tekrar 15 dk. 37°C’de su banyosunda inkiibe
edildikten sonra tiipler 400xg’de 5 dk. santrifiij
edilmis, stipernatan uzaklastirilmis ve flow sito-
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metri cihazinda graniilosit kapisi alinarak oksi-
datif indeks hesaplanmigtir®:

Oksidatif indeks: Test tiiptindeki hticrele-
rin ortalama floresan kanal say1s1/kontrol tiiptin-
deki hiicrelerin ortalama floresan kanal sayis1.

istatistiksel analiz: Sonuglarin analiz edil-
mesinde MannWhitney U testi ve Wilcoxon Sig-
net Ranks kullanilmistir. p < 0.05 degerleri an-
laml1 olarak kabul edilmistir.

BULGULAR

Mikroorganizmalar: BACT/ALERT 3D
(bioMerieux, ABD) otomatize kan kiltir siste-
mi ile sepsis tanisi konulan 10 hastanin ti¢tinden
metisiline direngli ~ Staphylococcus — aureus
(MRSA), besinden Acinetobacter baumannii, iki-
sinden Klebsiella spp. izole edilmistir.

Fagositik aktivite: E.coli ile uyarilan sep-
sisli hasta notrofillerinin fagositik aktivitesinin
saglikli kontrollere gore istatistiksel olarak an-
lamli bir azalma gosterdigi saptanmistir
(p<0.05). Gram negatif ve Gram pozitif bakteri
ile infekte hasta gruplarimin nétrofillerinin fago-
sitik aktivitesi arasinda bir fark goriilmemistir
(p=0.304).

Oksidatif patlama: Oksidatif patlama si-
rasinda olusan reaktif oksijen tiriinlerinin tireti-
minin PMA ile stimiilasyonu sonrasi, saglikl
kontrollere gore sepsisli hasta nétrofillerinin ok-
sidatif patlama kapasitelerinin istatistiksel ola-
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Sekil: Sepsis ve kontrol grubu nétrofillerinin fagositoz ve oksi-
datif patlama sonuglarinin karsilagtiriimas: (ortalama + ortala-
manin standart hatast).
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rak anlamli diizeyde bir artig gosterdigi tespit
edilmistir (p<0.05). Bu artisin sepsisde izole edi-
len bakteri tiiriinden bagimsiz oldugu ve Gram
negatif veya Gram pozitif bakteriyel sepsisleri-
nin her iki grubunda da oksidatif patlamanin
arttigy, iki grup arasinda anlamli bir fark gozlen-
medigi tespit edilmistir (p=0.425) (Sekil).

TARTISMA

Notrofiller, dogal bagisikligin énemli hiicresel
efektorleridir. Notrofillerin antimikrobiyal et-
kinliklerinde; oksijenin, reaktif oksijen tirtinleri-
ne doniistligii oksijene bagimli mekanizmalar
onemli yer tutmaktadir(!). Bu hiicrelerin say1
veya fonksiyonlarinda olusacak bozukluklarin
infeksiyon hastaliklarina yatkinlig: arttirdigi ve
yayihmim kolaylastirdigi diistiniilmektedir(12).
Ayrica notrofillerin hiicre i¢i 6ldiirme aktivite-
sindeki bozukluklar veya yetersizlikler 6zellikle
yogun bakim tinitelerinde yatan immiin sistemi
baskilanmis ve sepsis tanist konulmus hastalar-
da mortaliteyi arttirmaktadir.

Sepsisli hastalarda notrofil fonksiyonlarmn-
da goriilen degisiklikleri belirlemek icin yapti-
gimiz calismada, sepsisli hasta notrofillerinin
fagositik aktivitesi istatistiksel olarak anlamli
derecede azalmistir (p<0.05). Martins ve ark.(12)
S.aureus ile yaptiklari fagositik aktivite deneyin-
de sepsisli hasta notrofillerinde fagositik aktivi-
tenin arttigini, Wenisch ve ark.(18) ise E.coli'nin
kullanildig1 durumda nétrofillerin fagositik ak-
tivitesinde azalma oldugunu bildirmislerdir.

Wenisch ve ark.(17) flow sitometri yontemi
ile septik sok tablosu bulunan hasta nétrofilleri-
nin fagositik aktivitesinin azaldigini bildirmis-
lerdir. Barrio ve ark.2) ozellikle slime iireten
S.aureus suslarinin iiretmeyen suslara gore not-
rofillerin fagositik aktivitesini azalttigin1 sapta-
muslardir.

Oksidatif patlama, notrofillerin bakteriyel
infeksiyonlar1 kontrol etmede kullandig1 en
onemli savunma mekanizmasidir. Calismamiz-
da sepsisli hasta notrofillerinin oksidatif patla-
ma kapasitesinde artis saptanmistir (p<0.05).
Sepsisli hasta grubu noétrofillerinde oksidatif
patlama sirasinda olusan reaktif oksijen tiriinle-



rinin saghkli kontrollerin nétrofillerine gore ar-
tis1, sepsis sirasinda noétrofillerde bir aktivasyon
olabilecegini diistindiirmiistiir. Ancak onemli
bir savunma mekanizmasi olan reaktif oksijen
drtinlerinin artmis olmasi, sepsisli hasta notro-
fillerinde hiicre i¢i 6ldiirme aktivitesini olumlu
yonde etkilerken, bu etkinin yiiksek dozda ol-
mas1 durumunda doku hasar1 olusturarak has-
tada yarar disinda zararl etki de olusturabilece-
g1 diistiniilmektedir. Bu durum gesitli ¢alisma-
larda da bildirilmistir(12). Hoesel ve ark.(”) nét-
rofillerin sepsisin baslangi¢ donemlerinde bak-
teriyemi seviyelerini diizenlemede 6nemli oldu-
gunu, ancak daha sonraki donemde nétrofille-
rin reaktif oksijen tiirevlerinin doku ve organ
harabiyetine neden olabilecegini bildirmisler-
dir. Ayn1 grup, sepsisde notrofillerin zararli ve
koruyucu rollerinin olabilecegini saptamislar-
dir. Trautinger ve ark.(10) sepsis geligsen hasta-
larda saglikli gruba gore oksidatif patlama ka-
pasitesinde bir artis goriildiigiinii ve bu aktive ol-
mus notrofillerin sepsis sendromu patogenezinde
onemli rol oynayabilecegini bildirmislerdir.
Martins ve ark.(12) sepsisli hastalarm notro-
fillerinin fagositik aktivite ve reaktif oksijen tiriin
olusumunda ve nétrofillerin erken apoptozisin-
de artis goriildiigiinii saptamislardir. Bu duru-
mun inflamatuvar cevabin regiilasyon mekaniz-
malarina bagl olabilecegini bildirmislerdir.
Muller Kobold ve ark.(13) sepsisde nétrofil
ve monositlerin aktive oldugunu ve aktivasyon
markirlarindaki distikliigiiniin sepsisin kot
prognozu ile iliskili oldugunu bildirmislerdir .
Kaufmann ve ark.() sepsisin kotii seyrettigi
hastalarda noétrofil fonksiyon bozukluklarina
bagli sendromlarin gelistigini bildirmislerdir.
Sonug olarak; calismamizda rutin flow si-
tometri yontemi ile sepsisli hastalarin nétrofil
fonksiyonlar1 belirlenmistir. Sepsisli hasta not-
rofillerinin fagositik fonksiyonlarinda istatistik-
sel olarak anlamli bir azalma ve hiicre i¢i 6ldiirme
aktivitesinde de anlaml bir artig saptanmustir.
Sepsisli hastalarin notrofillerinden serbest
oksijen triinlerinin asir1 artis1 hastaligin prog-
nozunu daha da olumsuz yonde etkileyebilir.
Bunun sonucunda hastalarda agir doku ve or-
gan hasari artabilir. Bu nedenle sepsisli hastala-
rin notrofil fonksiyonlarinin tedavi sirasinda iz-
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lenmesi 6nem kazanmaktadir. Notrofillerde asi-
r1 oksijen tiirevlerinin olusumunu engelleyen
yeni tedavi secenekleri uygulanmasi ile bu has-
talarin tedavilerinden daha olumlu sonuglar ali-
nabilecegi diistintilebilir.
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