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Ozet

Bu ¢alismada, sepsis tamswla Izlenen ve yaslart 12 saat
(1().89+8.45 giin) arasinda  degisen 24 olguda kan
kiiltiirii  altin  standart kabul edilerek, kandan hazirlanan kon-

ile 30 giin

santre varmalarm  Gram ve akridin oranj (AO) boyanma

sonuglart  karsilastirild. Amacima;  yenidogan  sepsisinde  spe-

sifik  mikrobival ajamin  tamsinda AOLS {akridin  oranj Iokosit
sitospin) testinin kullanilabilirligini belirlemek ve  kan
kiiltiiriivle Gram ve AO boyama arasindaki iliskiyi ortaya koy-
12'sinde  ("¢50)  kan kiiltiiriinde  cesitli

Sitospin  santrifiij yontemiyle hazirlanan  yay-

maktir  Olgularimizin
bakteriler  iiredi.
malar Gram ve AO'la bayandi. Yaymalarda iki veya daha fazla
mikroorganizma  gériilmesi pozitif olarak kabul edildi.  Sitospin
santrifiijle  hazirlanan ~ yaymalarin ~ AOLS ile  incelemesinde  kan
kiilitirii pozitif 12 olgunun 1l'inde (% 91) bakteri goriiliirken,
kiiltiir  negatif 12 olgudan yalnmizca ikisinde (%16.6) bakteri
saptandi.  Sitospin  santrifiijle hazirlanan yaymalar Gram  boya-
dordiinde
(%33.3) bakteri gozlenirken, kiiltiir negatif 12 olgunun ikisinde
(%616.6)  bakteri suptand.
swrasiyla AOLS testinde %91 ve %84, sitospin santrifiij yayma
Gram horama testinde %5() ve %S3 idi. Sonug¢ olarak AOLS

testinin ~ Gram

mayla incelendiginde  kan  kiiltiirii  pozitif olgularin

Testlerin  hassasiyet ve ozgiilliikleri

boyamaya  nazaran  daha istiin  oldugunu,
yenidogan  sepsisinde  bakterilerin  erken  donemde  taninmasin-
da  olduk¢a

minde kliuisvenlere daha fazla yardimci olacagint  vurgulamak

kullamgslh — oldugunu  ve  antimikrobiyal  ilag.  segi-

isleriz.
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Summary:

The study group consisted of 24 patients aged from 12
hours to 30 days (mean 10.89+8.45 days), who were followed
with the diagnosis ofsepsis. In our study, blood culture was ac-
cepted as gold standard, and the results of concentrated blood
smears, stained with acridine orange and Grain staining were
compared. Our purpose was to determine whether AOLC (acri-
dine orange leucocyte cytospin) test v>-as used in the diagnosis of
specific microbial agent in sepsis, and there was a relationship
between blood culture and Gram and AO staining. In 12 (50"i,)
patients, various microorganisms were cultured from blood. The
smears prepared with cytospin centrifuge method were stained
Gram and AO. When two or more microorganisms were observed
in the smear, it was accepted as positive. While bacteria was ob-
served in 11 (91%) of 12 samples, which were prepared concen-
trated and stained with AO staining in the patients with blood
culture positive, the bacteria was observed in two of the patients
with blood culture negative. While bacteria was observed in 4
(33.3%) of 12 samples, which were prepared concentrated and
stained with Gram, it was obseired in two (16.6%) ofthepatients
with blood culture negative. The sensitivity and specificity were
91% and 84%, in the AOLC test, 50% and 83%, and in the Gram
staining test respectively. In conclusion, we would like to stress
that AOLC lest was more superior than Gram staining tests,
AOLC test was more useful to determinate the etiologic agent in
the patients who were thought neonatal sepsis with regard to
Gram staining tests, and AOLC test was more helpful to the clin-

ician to choose antimicrobial drug.
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Yenidogan sepsisinde klinik bulgular spesifik
olmadigindan hastaligin erken donemde tani konul-
mas1 dnemli bir problemdir (1,2). Tanida, anormal
klinik bulgularla birlikte kan kiltiirinde mikroor-
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ganizmanin Uretilmesi esas olmakla birlikte, ¢ogu
merkezde tam amaciyla beyaz kiire sayisi, periferik
kan yaymasi, sedimantasyon hizi, serum CRP ve
haptoglobulin diizeyi ve nitroblue tetrazolium
(NBT) testi gibi nonspesifik testler de yaygin
olarak kullanilmaktadir (1,3). Bunlardan baska yine
bakteriyeminin tanisinda, seyrek de olsa bafi-kot
tabakanin yayma yapilarak Gram, metilen mavisi
veya akridin orange (AO) ile boyanarak incelen-
mesi teknigi ve AOLS (akridin oranj 1dkosit
sitospin) testi gibi yontemlerin de kullanildigt bi-
linmektedir (4-6,). Akridin orange (AO), bakteri-
lerle yayma zeminindeki hiicre ve artiklar arasinda
belirgin derecede farkli boyanma olusturan ve
orneklerin direkt mikroskobik incelemesinde Gram
boyamaya goére istiinliigi bulunan fmorokrom bir
boyadir (7,8).

Daha o6nceki g¢aligsmalarimizdan birinde AOLS
(akridin oranj l16kosit sitospin) testinin yenidogan
donemi disindaki akut bakteriyel menenjitte etken
olan mikroorganizmalarin belirlenmesinde oldukga
kullanisli bir yontem oldugu ortaya konmustu (9).
Diger bir arastirmamizda ise yenidogan ddnemi
disindaki sepsisli olgularda AOLS testinin Gram
boyamaya nazaran daha hassas bir yontem olmakla
birlikte kan kiiltiiriiyle karsilastirildiginda fazla du-
yarlt bir test olmadigi1 belirlenmisti (10). Bu c¢alig-
mamizda ise; yenidogan sepsisinde kan kiiltiiri al-
tin standart kabul edilerek, kandan hazirlanan kon-
santre yaymalar Gram ve AO ile boyanarak
sonuglar1 karsilastirildi. Amacimiz; yenidogan sep-
sisinde spesifik mikrobiyal ajanin tanisinda, AOLS
testinin  kullanilabilirligini belirlemek ve kan
kiltird ile Gram ve AO boyama arasindaki iliskiyi
ortaya koymaktir.

Gere¢c ve Yontem

Caligsmaya hastanemiz yenidogan servisinde
sepsis tanisiyla izlenen 24 olgu alindi. Olgu-
larimizin hepsinde idrar tetkiki, tam kan sayimi,
periferik kan yaymasi, serum C-reaktif protein
(CRP) olgimii ve beyin omurilik sivist incelemesi
yapilip, kan kiltird i¢in 6rnek alindi. Beyaz kiire
sayisi, Abbott CELL-DYN ® 1700 otomatik tam
kan sayim aygitiyla yapildi; normal kabul edilen alt
ve st sinirlar 5000/mm’ ile 15.000/mm’ idi.
Periferik kan yaymasinda, immatiir/total ndotrofil
(I/TN) oran1 %10'dan yiiksek ise sola kayma olarak
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kabul edildi. Serum CRP diizeyi, Aster 2 cihazinda,
Biosystems firmasinin 31021 nolu solisyonlariyla
turbidimetri yontemiyle c¢alisildi; 6 mg/dl iizerinde-
ki degerler pozitif kabul edildi. Kan kiiltiiri i¢in 20
mi %0.025 oraninda SPS (sodyum polyanethol sul-
fonate) igeren beyin, kalp ve et suyu inflizyon
(Bram-heart infusion broth) vasatlar: kullanild: (11).

AOLS testi igin steril antikoagulan bir madde
olan "etilen diamin tetraasetat" (EDTA) igeren tiip-
lere 0.5 ml kan alindi, daha sonra ayni miktar kana
1.5 ml hipotonik formal serum fizyolojik (%10 for-
malinli 0.025 Molar sodyum klorid) eklenerek erit-
rositler hemoliz edildi (6,12).
yontemiyle hazirlanan yaymalar AO ve Gramla

Sitospin santrifiij

boyandi.

Sitospin santrifiij teknigi: Sitospin santri-
Hettich-Univcrsal
1274 numaralt horizontal tiipleri kullanildi (13).

fiijiinde zentrifugen firmasinin
Caligmaya baslamadan 6nce lam, horizontal tiip ve
kagit filtre seritleri uygun sartlarda sterilize edildi.
Yarim mi kan Ornegi, sitospin santrifiij iizerine yer-
lestirilmis olan horizontal tiip araciligiyla cam slayt
edilerek

Horizontal tiip ile cam slayt arasina yerlestirilmis

iizerinde santrifij yogunlastirildi.
kagit filtre seridin horizontal tiip igerisinde olan
siipematan siviyr absorbe ederek hiicreleri ve
mikroorganizmalar: yayma iizerinde 7 mm ¢aplt bir
alanda topladigi bilinmektedir. Yarim ml kan
6rnegi 2000 devir/dakika hizinda (400xg) 10 daki-
ka siireyle santrifiij edilerek her bir boyama ydnte-

mi i¢in ikiser adet yayma hazirland1 (7).

AO boyay! hazirlama ve boyama teknigi: AO
boya soliisyonu, 20 mg AO stok boyasina, 190 ml
sodyum asetat tamponu [100 ml 1 Molar
CH,COONa.3H,0 ve 90 ml 1 Molar hidroklorik
asit (HC1) stok soliisyonu] eklenerek hazirlandi.
Soliisyonun son pH'st 3.5 oluncaya kadar HC1 ek-
lenerek AO konsantrasyonunun 100 mg/L olmasi
saglandi. Sitospin santrifiijde hazirlanan yaymalar
once havada kurutulup metil alkolle 2 dakika
siireyle saptandi, daha sonra yine 2 dakika siireyle
AO boyasiyla boyandi ve musluk suyuyla yika-
narak kurumaga birakild: (14,15).

Mikroskobik inceleme: Hazirlanan yaymalar
nikon optiphot 2 immiinfloresan mikroskopta mavi
mor renkte filtre kullanilarak x100, x400 ve x1000
biyiltmede incelendi. Yaymalar iki gdzlemci

tarafindan birbirinden bagimsiz olarak en az 5 daki-
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ka siireyle incelendi. Bir yaymada iki veya daha
fazla mikroorganizma goriildigiinde pozitif olarak
kabul edildi (14,15).

Istatistiksel yontem: Kan kiiltiirii altin standart
kabul edilerek, AO'la
sonuglan, mikrobiyoloji laboratuvarmm bildirdigi

boyanmis yaymanin
kan kiltirii, sitospin yaymanin Gram boyamasi,
CRP, beyaz kiire sayist vc sola kayma sonuglariyla
karsilastirildi. Ayrica sitospin santrifiijle hazirlanan
yaymalarin boyama ydntemleri vc diger laboratu-
var sonuglarinin hassasiyet, 6zgiillik, pozitif tah-
min degeri (PTD) ve negatif tahmin degeri (NTD)
hesaplandi.

Bulgular

Caligsmaya alinan 24 olgunun 9'u (%37.5)
erkek, 15'i (%62.5) kiz olup, yaslar1 12 saat ile 30
giin (10.89+8.45 giin) arasinda degismekteydi.

Laboratuvar incelemesinde, olgularin 16'smda
(%66.6) 1okositoz, tigiinde (%12.5) 16kopeni, 17'
sinde (%70.8) sola kayma, 13'inde (%54.16) toksik
graniilasyon pozitifligi, 14'iinde trombositopeni
(%58,3) ve 18'inde (%75) serum CRP yiiksekligi
saptandi. Toplam 24 olgunun 12'sinde (%50) kan
kiiltiriinde iireme saptandi. Izole edilen bakteriler;

enterokok (3), Klebsiella (2), Escherichia coli (2),
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koagiilaz-negatif stafilokok (T), Staphylococcus
epidermidis (1), A grubu beta hemolitik streptokok
(1), enterobakter (1) ve nonfermentatif bakteri (1)
idi.

Sitospin santrifiijle hazirlanan yaymalarin
AOLS ile incelemesinde kan kiiltiirii pozitif 12 ol-
gunun 1 l'inde (%91) bakteri goriiliirken, kiiltiir
negatif 12 olgudan sadece iki (% 16.6) olguda bak-
teri saptandi. Kan kiiltiiri negatif olan iki olgumuz-
da bakteri saptanmasi1 bu olgularin hastanemize ge-
tirilmeden Onceki donemde antibiyotik kullanmis
olmalariyla iliskili oldugu kanisindayiz.

Sitospin santrifiijle hazirlanan yaymalar Gram
boyamayla incelendiginde kan kiiltiirii pozitif olgu-
larin dordiinde (%33.3) bakteri gozlenirken, kiiltiir
negatif 12 olgunun ikisinde (%16.6) bakteri sap-
tandi. Serum CRP diizeyi kan kiiltiri pozitif 12 ol-
gunun 1l'inde (%91), kiiltir negatif sekiz olgunun
ise yedisinde (%87.5) yiksek saptandi. Beyaz kiire
sayisi, kan kiiltliri pozitif olgularin dokuzunda
(%75) yiksek veya diisiik, kiiltir negatif vakalarin
ise yedisinde (%58) anormaldi. Ayrica kan kiiltird
pozitifolgularin dokuzunda (%75) sola kayma sap-
tanirken, kiltiir negatif olgularin sekizinde (%66.6)
sola kayma vardi (Tablo 1).

Tablo 1. Olgularimizda kan kiiltiirii ile diger tani testleri arasindaki iliski

Kan Kiiltiiri

Testler Pozitif (n: 12)
(%)

AOLS

Pozitif 1 (% 91)

Negatif (% 8)
Sitospin santrifiij yaymanin
Gram boyamasi

Pozitif (% 33)

Negatif (% 66)
CRP (mg/dl)

Yiiksek 11 (%91)

Normal 1 (% 8)
Beyaz kiire sayisi

Anormal 9 (% 75)

Normal 3 (% 25)
Sola kayma

Var 9 (% 75)

Yok 3 % 25)

T Klin J Pediatr 1999, 8

Negatif (n:  12) Toplam (n: 24)

n (%) n (%)
2 (% 16) 13 (% 54)
10 (% 83) 11 (% 45)
2 % 16) (% 25)
10 (% 83) (% 175)
7 (% 58) 18 % 175)
5 (%41) 6 (% 25)
7 (% 58) 16 (% 66)
5 (%41) 8 (% 33)
(% 66) 17 % 70)
4 (% 33) 7 % 29)

207



Saban YUKSEL ve Ark.

YENIDOGAN SEPSISINDE AKRIDIN ORANI LOKOSIT SITOSPIN TESTININ KULLANILMASI

Tablo 2. Scpsisli olgularimizda tam testlerinin degerlendirilmesi

Testler Hassasiyet Ozgilliik PTD NTD

% % % %
AOLS 91 84 83 92
Sitospin santrifiij yaymanin Gram boyamasi 50 83 66 55
CRP 91 41 61 45
Beyaz kiire 75 41 64 62
Sola kayma 75 33 52 57
PTD : Porzitif tahmin degeri

NTD: Negatif talimin degeri

Calismamizda, AOLS testinin hassasiyet ve
0zgilligiiniin Gram boyamaya goére daha yiiksek
oldugu saplandi. AOLS ile CRP diizeyi karsilasti-
rildiginda ise, AOLS testinin 6zgilligi yiksek ol-
makla birlikte, hassasiyetin her iki testte esit oldugu
goriildi (Tablo 2).

Caligmamizda sepsisle birlikte olgularin iki-
sinde konjenital hipotiroidi, birer olguda ise Down
sendromu ve atrial septal defekt vardi. Olgularin
sekizi (%33.3) eksitus oldu.

Tartigsma

Bakteriycminin hizli tanisinda bafi-kot taba-
kanin yayma yapilarak incelenmesi teknigi ilk kez
1944 yilinda Humphrey (16) tarafindan tanimlan-
mistir. Daha sonraki yillarda konuyla ilgili degisik
merkezlerden ¢ok sayida c¢alisma bildirilmis ve
bakteriycminin erken tanisinda Gram ve metilen
mavisinin yanisira dzellikle AO ile boyal: bafi-kot
tekniginin istiinlikleri ve Onemi iizerinde durul-
mustur (4,5,17,18). AO ile boyamanin siit ¢ocuk-
larinda, daha biiyiik ¢ocuklarda ve eriskinlerde fay-
dasinin kisitli oldugu bildirilmistir (18,19). AO ve
Gram boyal1 bafi-kot yaymalarin biiyliik ¢cocuklarda
yenidoganlara gore daha az basarili olmasinin ne-
deni ycnidogan sepsisindc bakteri konsantrasyo-
nunun daha yiiksek olmasiyla iliskili olabilecegi
bildirilmistir (2). Daha 6nce yayimlanan ve yaslari
45 giin ile 11 yil arasinda degisen sepsisli 22 olgu-
luk bir ¢aligmamizda, AOLS testinin Gram boya-
maya gore daha hassas bir yontem olmakla birlikte
kan kiiltiiriyle karsilastirildiginda fazla duyarli bir
test olmadig1 gosterilmis; bu nedenle bakterilerin
belirlenmesinde hazirlanan yaymalarin AO ile
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boyandiktan sonra Gram boyamayla da boyan-
masinin uygun olacagi sonucuna varilmistt (10).

Bafi-kot yaymanin AO ile boyama tekniginin
ozellikle yenidogan sepsisinin hizlt bir sekilde
degerlendirilmesinde oldukg¢a hassas ve 6zgiil bir
test oldugu ve olgularin %89'unda bakteriycminin
belirlenebildigi, ayrica teknigin erken donemde ve
uygun antibiyotik se¢iminde yardimci olabilecegi
ve yaymada devam eden pozitifligin fatal gidisle
birlikte bildirilmistir (2,5). Kile vc
arkadaslarinin (6) yenidogan sepsisiyle ilgili ¢alig-

oldugu

masinda, AOLS testinin 6zgiilliik ve pozitif tahmin
degerinin oldukg¢a yiiksek oldugu, ancak notrofil
sayisi, CRP ve NBT'dcn daha az hassas oldugu
kaydedilmis ve tek basina hi¢ bir testin hassasiyet,
o0zgillik ve pozitif tahmin degerinin AOLS, CRP
ve NBT testlerinin birlikte verdikleri sonu¢ kadar
yiiksek olmadigi saptanmistir.

Calismamizda, AOLS testinin hassasiyet ve
0zgilligiiniin Gram boyamaya gore daha yiiksek
oldugu, AOLS ile CRP karsilastirildiginda, AOLS
testinin 6zgilligi yiliksek olmakla birlikte, has-
sasiyetin her iki testte esit oldugu belirlendi. Bu ne-
denle AOLS testinin Gram boyamaya nazaran daha
istiin ve bakterilerin erken donemde taninmasinda
oldukg¢a kullanisli oldugunu vc antimikrobiyal ilag
seciminde klinisyenlere daha fazla yardimci ola-

cagin1 vurgulamak isteriz.
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