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Ö z e t 

Bu çalışmada, sepsis tanısıyla İzlenen ve yaşları 12 saat 
ile 30 gün (1().89±8.45 gün) arasında değişen 24 olguda kan 
kültürü altın standart kabul edilerek, kandan hazırlanan kon
santre varmaların Gram ve akridin oranj (AO) boyanma 
sonuçları karşılaştırıldı. Amacıma; yenidoğan sepsisinde spe
sifik mıkrobival ajanın tanısında AOLS {akridin oranj lökosit 
sitospin) testinin kullanılabilirliğini belirlemek ve kan 
kültürüyle Gram ve AO boyama arasındaki ilişkiyi ortaya koy
maktır Olgularımızın 12'sinde ("¿50) kan kültüründe çeşitli 
bakteriler üredi. Sitospin santrifüj yöntemiyle hazırlanan yay
malar Gram ve AO'la bayandı. Yaymalarda iki veya daha fazla 
mikroorganizma görülmesi pozitif olarak kabul edildi. Sitospin 
santrifüjle hazırlanan yaymaların AOLS ile incelemesinde kan 
kiilıürü pozitif 12 olgunun 11'inde (% 91) bakteri görülürken, 
kültür negatif 12 olgudan yalnızca ikisinde (%16.6) bakteri 
saptandı. Sitospin santrifüjle hazırlanan yaymalar Gram boya
mayla incelendiğinde kan kültürü pozitif olguların dördünde 
(%33.3) bakteri gözlenirken, kültür negatif 12 olgunun ikisinde 
(%I6.6) bakteri suptandı. Testlerin hassasiyet ve özgüllükleri 
sırasıyla AOLS testinde %91 ve %84, sitospin santrifüj yayma 
Gram horama testinde %5() ve %S3 idi. Sonuç olarak AOLS 
testinin Gram boyamaya nazaran daha üstün olduğunu, 
yenidoğan sepsisinde bakterilerin erken dönemde tanınmasın
da oldukça kullanışlı olduğunu ve antımikrobiyal ilaç. seçi
minde kliuisvenlere daha fazla yardımcı olacağını vurgulamak 
isleriz. 
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Summary 

The study group consisted of 24 patients aged from 12 
hours to 30 days (mean I0.89±8.45 days), who were followed 
with the diagnosis of sepsis. 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 (5()"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%) of the patients 
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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Yenidoğan sepsisinde kl inik bulgular spesifik 
olmadığından hastalığın erken dönemde tanı konul
ması önemli bir problemdir (1,2). Tanıda, anormal 
klinik bulgularla birlikte kan kültüründe mikroor-
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ganizmanın üretilmesi esas olmakla birlikte, çoğu 
merkezde tam amacıyla beyaz küre sayısı, periferik 
kan yayması , sedimantasyon hızı, serum C R P ve 
haptoglobulin düzeyi ve nitroblue tetrazolium 
( N B T ) testi gibi nonspesifik testler de yaygın 
olarak kullanılmaktadır (1,3). Bunlardan başka yine 
bakteriyemınin tanısında, seyrek de olsa bafı-kot 
tabakanın yayma yapılarak Gram, metilen mavisi 
veya akridin orange (AO) ile boyanarak incelen
mesi tekniği ve A O L S (akridin oranj lökosit 
sitospin) testi gibi yöntemlerin de kullanıldığı b i 
linmektedir (4-6,). Akr id in orange (AO) , bakteri
lerle yayma zeminindeki hücre ve artıklar arasında 
belirgin derecede farklı boyanma oluşturan ve 
örneklerin direkt mikroskobik incelemesinde Gram 
boyamaya göre üstünlüğü bulunan fmorokrom bir 
boyadır (7,8). 

Daha önceki çal ışmalarımızdan birinde A O L S 
(akridin oranj lökosit sitospin) testinin yenidoğan 
dönemi dışındaki akut bakteriyel menenjitte etken 
olan mikroorganizmaların belirlenmesinde oldukça 
kullanışlı bir yöntem olduğu ortaya konmuştu (9). 
Diğer bir araşt ı rmamızda ise yenidoğan dönemi 
dışındaki sepsisli olgularda A O L S testinin Gram 
boyamaya nazaran daha hassas bir yöntem olmakla 
birlikte kan kültürüyle karşılaştırıldığında fazla du
yarlı bir test olmadığı belirlenmişti (10). Bu çalış
mamızda ise; yenidoğan sepsisinde kan kültürü al
tın standart kabul edilerek, kandan hazırlanan kon
santre yaymalar Gram ve AO ile boyanarak 
sonuçları karşılaştırıldı. Amacımız ; yenidoğan sep
sisinde spesifik mikrobiyal ajanın tanısında, A O L S 
testinin kul lanı labi l i r l iğ ini belirlemek ve kan 
kültürü ile Gram ve AO boyama arasındaki ilişkiyi 
ortaya koymaktır. 

G e r e ç ve Y ö n t e m 

Çalışmaya hastanemiz yenidoğan servisinde 
sepsıs tanısıyla izlenen 24 olgu alındı. Olgu
larımızın hepsinde idrar tetkiki, tam kan sayımı, 
periferik kan yayması , serum C-reaktif protein 
(CRP) ölçümü ve beyin omurilik sıvısı incelemesi 
yapılıp, kan kültürü için örnek alındı. Beyaz küre 
sayısı, Abbott C E L L - D Y N ® 1700 otomatik tam 
kan sayım aygıtıyla yapıldı; normal kabul edilen alt 
ve üst sınırlar 5000/mm 3 ile 15.000/mm 3 idi . 
Periferik kan yaymasında, immatür/total nötrofıl 
(İ/TN) oranı %10'dan yüksek ise sola kayma olarak 

kabul edildi. Serum C R P düzeyi, Aster 2 cihazında, 
Biosystems firmasının 31021 nolu solüsyonlarıyla 
turbidimetri yöntemiyle çalışıldı; 6 mg/dl üzerinde
ki değerler pozitif kabul edildi. Kan kültürü için 20 
mi %0.025 oranında SPS (sodyum polyanethol sul
fonate) içeren beyin, kalp ve et suyu infüzyon 
(Bram-heart infusion broth) vasatları kullanıldı (11). 

A O L S testi için steril antikoagulan bir madde 
olan "etilen diamin tetraasetat" ( E D T A ) içeren tüp
lere 0.5 ml kan alındı, daha sonra aynı miktar kana 
1.5 ml hipotonik formal serum fizyolojik (%10 for-
malinli 0.025 Molar sodyum klorid) eklenerek erit
rositler hemoliz edildi (6,12). Sitospin santrifüj 
yöntemiyle hazırlanan yaymalar AO ve Gramla 
boyandı . 

Sitospin santrifüj tekniği: Sitospin santri
füjünde Hettich-Univcrsal zentrifugen firmasının 
1274 numaralı horizontal tüpleri kullanıldı (13). 
Çal ışmaya başlamadan önce lam, horizontal tüp ve 
kağıt filtre şeritleri uygun şartlarda sterilize edildi. 
Yarım mi kan örneği, sitospin santrifüj üzerine yer
leştirilmiş olan horizontal tüp aracılığıyla cam slayt 
üzer inde santrifüj edilerek yoğunlaş t ı r ı ld ı . 
Horizontal tüp ile cam slayt arasına yerleştirilmiş 
kağıt filtre şeridin horizontal tüp içerisinde olan 
süpema tan sıvıyı absorbe ederek hücreleri ve 
mikroorganizmaları yayma üzerinde 7 mm çaplı bir 
alanda topladığı bilinmektedir. Yarım ml kan 
örneği 2000 devir/dakika hızında (400xg) 10 daki
ka süreyle santrifüj edilerek her bir boyama yönte
mi için ikişer adet yayma hazırlandı (7). 

AO boyayı hazır lama ve boyama tekniği: AO 
boya solüsyonu, 20 mg AO stok boyasına, 190 ml 
sodyum asetat tamponu [100 ml 1 M o l a r 
C H 3 C O O N a . 3 H 2 0 ve 90 ml 1 Molar hidroklorık 
asit (HC1) stok solüsyonu] eklenerek hazırlandı. 
Solüsyonun son pH'sı 3.5 oluncaya kadar HC1 ek
lenerek AO konsantrasyonunun 100 mg/L olması 
sağlandı. Sitospin santrifüjde hazırlanan yaymalar 
önce havada kurutulup metil alkolle 2 dakika 
süreyle saptandı, daha sonra yine 2 dakika süreyle 
AO boyasıyla boyandı ve musluk suyuyla yıka
narak kurumağa bırakıldı (14,15). 

Mikroskobik inceleme: Hazırlanan yaymalar 
nikon optiphot 2 immünfloresan mikroskopta mavi 
mor renkte filtre kullanılarak x l 0 0 , x400 ve x l 0 0 0 
büyü l tmede incelendi. Yaymalar i k i göz l emc i 
tarafından birbirinden bağımsız olarak en az 5 daki-
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ka süreyle incelendi. B i r yaymada ik i veya daha 
fazla mikroorganizma görüldüğünde pozitif olarak 
kabul edildi (14,15). 

İstatistiksel yöntem: K a n kültürü altın standart 
kabul edilerek, A O ' l a b o y a n m ı ş yayman ın 
sonuçlan, mikrobiyoloji laboratuvarmm bildirdiği 
kan kültürü, sitospin yaymanın Gram boyaması , 
CRP, beyaz küre sayısı vc sola kayma sonuçlarıyla 
karşılaştırıldı. Ayrıca sitospin santrifüjle hazırlanan 
yaymaların boyama yöntemler i vc diğer laboratu-
var sonuçlarının hassasiyet, özgüllük, pozit if tah
min değeri (PTD) ve negatif tahmin değeri (NTD) 
hesaplandı. 

Bulgular 
Çalışmaya alınan 24 olgunun 9'u (%37.5) 

erkek, 15'i (%62.5) kız olup, yaşları 12 saat ile 30 
gün (10.89±8.45 gün) arasında değişmekteydi . 

Laboratuvar incelemesinde, olguların 16'smda 
(%66.6) lökositoz, üçünde (%12.5) lökopeni, 17' 
sinde (%70.8) sola kayma, 13'ünde (%54.16) toksik 
granülasyon pozitifliği, 14'ünde trombositopeni 
(%58,3) vc 18'inde (%75) serum C R P yüksekliği 
saptandı. Toplam 24 olgunun 12'sinde (%50) kan 
kültüründe üreme saptandı. İzole edilen bakteriler; 
enterokok (3), Klebsiel la (2), Escherichia col i (2), 

Şaban Y Ü K S E L ve Ark. 

koagülaz-negat i f stafılokok (T), Staphylococcus 
epidermidis (1), A grubu beta hemolitik streptokok 
(1), enterobakter (1) ve nonfermentatif bakteri (1) 
idi. 

Sitospin santrifüjle haz ı r l anan yaymalar ın 
A O L S ile incelemesinde kan kültürü pozitif 12 ol 
gunun 1 l'inde (%91) bakteri görülürken, kültür 
negatif 12 olgudan sadece ik i (% 16.6) olguda bak
teri saptandı. K a n kültürü negatif olan ik i olgumuz
da bakteri saptanması bu olguların hastanemize ge
tirilmeden önceki dönemde antibiyotik kullanmış 
olmalarıyla ilişkili olduğu kanısındayız. 

Sitospin santrifüjle hazırlanan yaymalar Gram 
boyamayla incelendiğinde kan kültürü pozitif olgu
ların dördünde (%33.3) bakteri gözlenirken, kültür 
negatif 12 olgunun ikisinde (%16.6) bakteri sap
tandı. Serum C R P düzeyi kan kültürü pozitif 12 ol 
gunun l l ' i nde (%91), kültür negatif sekiz olgunun 
ise yedisinde (%87.5) yüksek saptandı. Beyaz küre 
sayısı, kan kültürü pozit if olguların dokuzunda 
(%75) yüksek veya düşük, kültür negatif vakaların 
ise yedisinde (%58) anormaldi. Ayrıca kan kültürü 
pozitif olguların dokuzunda (%75) sola kayma sap
tanırken, kültür negatif olguların sekizinde (%66.6) 
sola kayma vardı (Tablo 1). 

Tablo 1. Olgularımızda kan kültürü ile diğer tanı testleri arasındaki ilişki 

K a n Kül türü 

Testler P o z i t i f (n: 12) 

(%) 

Negat i f (n: 12) 

n (%) 

Toplam (n: 24) 

n (%) 

A O L S 
Poz i t i f 
Negat i f 

Sitospin santrifüj y a y m a n ı n 
G r a m boyamas ı 

Pozi t i f 
Negat i f 

C R P (mg/dl) 
Y ü k s e k 
Normal 

Beyaz küre sayısı 
Anormal 
Normal 

Sola kayma 
Var 
Yok 

11 

1 1 
1 

9 
3 

9 
3 

(% 91) 
(% 8) 

(% 33) 
(% 66) 

(%91) 

(% 8) 

(% 75) 
(% 25) 

(% 75) 
(% 25) 

2 
10 

2 
10 

7 
5 

7 
5 

8 
4 

(% 16) 
(% 83) 

(% 16) 
(% 83) 

(% 58) 
(%41) 

(% 58) 
(%41) 

(% 66) 
(% 33) 

1.3 
11 

18 
6 

16 
8 

17 
7 

(% 54) 
(% 45) 

(% 25) 
(% 75) 

(% 75) 
(% 25) 

(% 66) 
(% 33) 

(% 70) 
(% 29) 
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Tablo 2. Scpsisli olgularımızda tam testlerinin değerlendirilmesi 

Testler Hassasiyet Özgü l lük P T D N T D 
% % % % 

A O L S 91 84 83 92 
Sitospin santrifüj y a y m a n ı n G r a m boyamas ı 50 83 66 55 

C R P 91 41 61 45 
Beyaz küre 75 41 64 62 
Sola kayma 75 33 52 57 

PTD : Pozitif tahmin değeri 
NTD: Negatif talimin değeri 

Çalışmamızda, A O L S testinin hassasiyet ve 
özgüllüğünün Gram boyamaya göre daha yüksek 
olduğu saplandı. A O L S ile C R P düzeyi karşılaştı
rıldığında ise, A O L S testinin özgüllüğü yüksek ol 
makla birlikte, hassasiyetin her ik i testte eşit olduğu 
görüldü (Tablo 2). 

Çal ışmamızda sepsisle birlikte olguların i k i 
sinde konjenital hipotiroidi, birer olguda ise Down 
sendromu ve atrial septal defekt vardı. Olguların 
sekizi (%33.3) eksitus oldu. 

T a r t ı ş m a 

Bakteriycminin hızlı tanısında bafı-kot taba
kanın yayma yapılarak incelenmesi tekniği ilk kez 
1944 yılında Humphrey (16) tarafından tanımlan
mıştır. Daha sonraki yıllarda konuyla i lg i l i değişik 
merkezlerden çok sayıda çalışma bildirilmiş ve 
bakteriycminin erken tanısında Gram ve metilen 
mavisinin yanısıra özellikle AO ile boyalı bafı-kot 
tekniğinin üstünlükleri ve önemi üzerinde durul
muştur (4,5,17,18). AO ile boyamanın süt çocuk
larında, daha büyük çocuklarda ve erişkinlerde fay
dasının kısıtlı olduğu bildirilmiştir (18,19). AO ve 
Gram boyalı bafı-kot yaymalar ın büyük çocuklarda 
yenidoğanlara göre daha az başarılı olmasının ne
deni ycnıdoğan sepsisindc bakteri konsantrasyo
nunun daha yüksek olmasıyla ilişkili olabileceği 
bildirilmiştir (2). Daha önce yayımlanan ve yaşları 
45 gün ile 11 yıl arasında değişen sepsisli 22 olgu-
luk bir çal ışmamızda, A O L S testinin Gram boya
maya göre daha hassas bir yöntem olmakla birlikte 
kan kültürüyle karşılaştırıldığında fazla duyarlı bir 
test olmadığı gösteri lmiş; bu nedenle bakterilerin 
belirlenmesinde hazı r lanan yaymalar ın AO ile 

boyandıktan sonra Gram boyamayla da boyan
masının uygun olacağı sonucuna varılmıştı (10). 

Bafı-kot yaymanın AO ile boyama tekniğinin 
özellikle yenidoğan sepsisinin hızlı bir şekilde 
değerlendiri lmesinde oldukça hassas ve özgül bir 
test olduğu ve olguların %89'unda bakteriycminin 
belirlenebildiği, ayrıca tekniğin erken dönemde ve 
uygun antibiyotik seçiminde yardımcı olabileceği 
ve yaymada devam eden pozitifliğin fatal gidişle 
birlikte o lduğu bi ldir i lmişt i r (2,5). K i l e vc 
arkadaşlarının (6) yenidoğan sepsisiyle i lg i l i çalış
masında, A O L S testinin özgüllük ve pozitif tahmin 
değerinin oldukça yüksek olduğu, ancak nötrofil 
sayısı, C R P ve N B T ' d c n daha az hassas olduğu 
kaydedilmiş ve tek başına hiç bir testin hassasiyet, 
özgüllük ve pozitif tahmin değerinin A O L S , C R P 
ve N B T testlerinin birlikte verdikleri sonuç kadar 
yüksek olmadığı saptanmıştır. 

Çal ışmamızda, A O L S testinin hassasiyet ve 
özgüllüğünün Gram boyamaya göre daha yüksek 
olduğu, A O L S ile C R P karşılaştırıldığında, A O L S 
testinin özgüllüğü yüksek olmakla birlikte, has
sasiyetin her ik i testte eşit olduğu belirlendi. Bu ne
denle A O L S testinin Gram boyamaya nazaran daha 
üstün ve bakterilerin erken dönemde tanınmasında 
oldukça kullanışlı olduğunu vc antimikrobiyal ilaç 
seçiminde klinisyenlere daha fazla yardımcı ola
cağını vurgulamak isteriz. 
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