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SUMMARY: Ozdemir MA, Oztiirk MA, Giines T, Arslan D, Sonu H. (Department
of Pediatrics, Erciyes University Faculty of Medicine, Kayseri, Turkey).
Endogenous granulocyte colony-stimulating factor in neonatal sepsis and
relationship with neutrophil count. Cocuk Saglhig1 ve Hastaliklar1 Dergisi 2004;
47: 237-243.

The aim of this study was to determine plasma levels of granulocyte colony-
stimulating factor (G-CSF) and the relationship with leukocyte count, neutrophil
count, results of cultures and sepsis scores in neonatal sepsis. forty-three
newborns with gestational ages between seven hours and 37 days with sepsis
were included in the study. The severity of sepsis was reevaluated using Tollner’s
scoring system. We analyzed complete blood count, peripheral blood film and
plasma G-CSE. Blood and cerebrospinal fluid cultures were obtained. Plasma
G-CSF levels were determined with double sandwich enzyme immunoassay
method at first and 20t days. Endogenous G-CSF levels were increased in
patients who had increased sepsis score as well as in patients with neutropenia
and leukopenia and who were blood culture positive for gram negative
microorganisms. G-CSF levels were also increased in acute phase of infection
versus late phase, and in preterm infants who had poor prognosis versus term
babies. There was an inverse and linear correlation between neutrophil count
and G-CSF levels. This study has shown that bacterial toxins are an important
stimulator of G-CSF production possibly by a feed-back mechanism, and
premature infants are capable of producing sufficient levels of G-CSE
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OZET: Calisma, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Yenidogan
Unitesi'nde izlenen gebelik yaslar1 28-40 hafta arasinda degisen 43 hastada
yapildi. Klinik olarak sepsis tanis1 almis, %77’si kiiltiir pozitifligi ile kanitlanmig
hasta grubunda gebelik yas, kan Kkiiltiiriinde iireyen mikroorganizma tiirii,
16kosit sayis1, notrofil sayisi, sespis skoru ve prognoz ile birinci ve yedinci giinde
calisilan endojen G-CSF diizeyleri arasindaki iliski belirlenerek yenidogan
sepsisinde gelecekte muhtemel sikotin tedavisine 1sik tutulmasi amaglandi.
Endojen G-CSF diizeyinin, I6kosit-notrofil sayilarinin diisiikliigii, sepsis skoru
yiiksekligi, kiiltiirde gram negatif bakteri liremesi gibi faktorlerce pozitif yonde
etkilenerek yiikseldigi bulundu. G-CSF diizeyinin enfeksiyonun akut déneminde
yiikselip diizelme déneminde diistiigii ve prognozu kétii olan hastalarda yiiksek
olarak kaldig1 goriildii. Prematiire bebeklerin matiir yenidoganlardan daha
yiiksek diizeylerde G-CSF yapabildigi ve notrofil sayisi ile endojen G-CSF diizeyi
arasinda ters ve lineer korelasyon oldugu goriildii. Bu ¢alisma ile bakteri
endotoksinlerinin 6nemli bir G-CSF uyaricis1 oldugu G-CSF’nin enfeksiyon
esnasinda akut faz reaktani gibi davrandigi, notropenik bebeklerin yeterli G-
CSF vyapabildikleri tesbit edildi.

Anahtar kelimeler: Yenidogan sepsis, sitokinler, nétrofil sayisi.

Yenidoganlarda mortalite ve morbidite neden-  Yenidoganlarda enfeksiyon riski olusturan
lerinin basinda sepsis gelmektedir. Bakteriyel onemli nedenlerden birisi de notrofillerin
sepsis siklig1 zamaninda dogmus bebeklerde niteliksel ve niceliksel eksikligidir. Siklikla
%0.1-1 arasinda degisirken bu oran diisitk  yenidogan sepsisine eslik eden nétropeni
dogum agirlikli bebeklerde 50 kat artabilir!-3. prognozu olumsuz yonde etkiler. Bu yilizden
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yenidogan sepsisinin morbidite ve mortalitesini
azaltmak amaciyla graniilosit transfiizyonlari
veya rekombinant sitokin destegi ile nétrofil
yapiminin uyarilmasi uygulamalar1 da vardir#-.

Graniilosit-koloni stimiile eden faktor (G-CSF),
notrofil olusumu ve fonksiyonunun diizen-
lenmesinde fizyolojik olarak 6nemli rol oynar.
Hayvanlar {izerinde yapilan calismalarda G-
CSF’in hematopoetik notrofil 6nciil koloni
bliylimesini diizenledigi, kemik iligi notrofil
depo havuzundan salinimi uyardigi, kemotaksis,
oksidatif metabolizma ve fagositozu arttirdigi
gosterilmistir’. Yenidogmus farelerde
olusturulan beta hemolitik streptokok
sepsisinde, antibiyotik ile birlikte insan
rekombinan G-CSF (rhG-CSF) kullanilmasinin
tek basina antibiyotik kullanimina gore
mortaliteyi énemli derecede azalttig1 goriil-
mistiirs. Son yillarda yapilan ¢alismalarda
yenidogan sepsisinde rhG-CSF kullanilmasinin
nétropenik olmayan hastalarda bile klinik
sonuglart olumlu yonde etkiledigi bildiril-
mektedir?-12. Ayrica preeklamptik anneden
dogan bebeklerde goriilen inatci nétropeninin
tedavisinde de G-CSF kullanilmasinin faydali
oldugu gosterilmistir!3.

Yenidogan doénemindeki belirli nétropenik
durumlarda faydali oldugu ileri siirtilerek
kullanilmas1 6nerilen G-CSF'nin bebeklerdeki
endojen profili ve bunu etkileyen faktorlerle
ilgili ¢cok az sey bilinmektedir. Notropenik
yenidoganlara rhG-CSF verilmeden &nce ve
verildikten sonra serum ve idrar G-CSF
diizeyleri ¢alisilmis notropenik yenidogan
bebeklerin endogen G-CSF konsantrasyon-
larinin ¢ok yiiksek oldugu belirlenmistir.
Sonugta rhG-CSF tedavisinin G-CSF reseptor-
lerinin doymus durumda olmasi durumunda bir
fayda saglamayacagi sonucuna varilmistir!4.

Bu ¢alismada yenidogan {initemizde izledigimiz
sepsisli yenidogan bebeklerin serum G-CSF
diizeylerini tan1 konuldugu sirada ve bir haftalik
tedaviden sonra Ol¢iilerek, bunlarin es zamanli
total 16kosit notrofil sayilari, sepsise neden olan
mikroorganizma tiirleri ile iligkisi arastirilmistir.

Materyal ve Metot

Calisma Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Yenidogan Yogun Bakim Unitesi'nde,
modifiye Tollner skorlamasinal® gére sepsis
tanist almis 23 matir, 20 prematiir bebekte
yapildi. Hastalarin 17’si kiz, 26’s1 erkek olup,
gebelik yaslar1 28-40 hafta, postnatal yaslari yedi
saat ile 37 gilin arasindaydi.
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Hastalarin tam kan sayimi, periferik kan yaymasi
ile kan, idrar ve beyin omirilik sivist kiiltiirleri
alindi. Serum C-reaktif protein (CRP) degerleri
calisildi. Hastalarin ilk sepsis tanisi aldiginda
birinci giin ve bundan bir hafta sonra (yedinci
glin) serum G-CSF diizeyleri ¢alisildi. G-CSF
diizeyi ol¢limiinde R&D System firmasinin
arastirmalarda kullanilmak iizere hazirlanmis
olan “Quantikine” marka “Sandwich” tipi ELISA
kiti kullanildi. Kitin maksimum o&l¢tigl st
diizey 2500 pg/ml idi. Yenidogan doéneminde
ortalama l6kosit sayis1 10.000/mm?3, ortalama
notrofil sayis1 4000/mm? olarak verildigi icin
sepsis klinigine ragmen sonuglar1 bu degerlerin
altinda olanlar nétrofil ve 16kosit cevabr iyi
olmayanlar, sonuglar1 bu degerlerin {izerinde
olanlar nétrofil ve 16kosit cevabr iyi olanlar ve
total notrofil sayis1 1500/mm?3'den az olanlar ise
notropenik olarak kabul edildilé. Hastalar
asagidaki sekilde gruplandirilarak sonuglari ona
gore degerlendirildi:

— Lokosit sayis1 >10.000/mm3 (I6kosit cevabi iyi
olan) ve <10.000/mm3 (lokosit cevabr iyi
olmayan),

— Notrofil sayis1 >4000/mm3 ve <4000/mm?,
— Sepsis skoru =11 ve <11,

- Kan kilttirinde gram negatif bakteri iire-
yenler, gram pozitif bakteri iireyenler ve
lireme olmayanlar.

Sonuglarin istatistiksel degerlendirilmelerinde;
Student t, Mann-Whitney U, Kruskal-Wallis ve
Wilcoxon t testleri kullanildi.

Bulgular

Calismaya alinan bebeklerden altisinda erken
neonatal sepsis, 25 bebekte ge¢ neonatal sepsis
ve 12 bebekte de nosokomial enfeksiyon vardi.
Onyedi sepsisli hastada, erken membran riip-
tlirii, korioamnionit, peripartum maternal ates,
annede iiriner sistem enfeksiyonu gibi risk
faktorlerinden birisi vardi.

Basvuru aninda veya servisteki izlem sirasinda
nétropeni bulunan 13 (%30) hastanin dokuzu
prematiir, dordii matiirdii. Gebelik yaslarina
gore degerlendirildiginde, noétropeni 20
prematiir bebegin dokuzunda (%45), 23 matiir
bebegin dordiinde (%17) bulundu. Sepsis skoru
11 hastada 11<, 32 hastada =11 idi.

Sepsisli hastalarda birinci giin ortalama G-CSF
diizeyleri ortalama 1298 + 170 pg/ml olarak
bulundu. Prematiir ve matiir hastalarin birinci
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Tablo I. Gebelik yaslarina goére birinci giin G-CSF
diizeylerinin karsilastirilmasi

G-CSF diizeyleri (pg/ml)
n Ortanca (dagilim) T p*
2500 (39-2500)

Prematiir 20
2.057 <0.05

Matiir 23 390 (39-2500)

*Student t testi.

glin plazma G-CSF diizeyleri karsilastirildiginda
prematiir bebeklerin G-CSF diizeyleri matiir
bebeklerin G-CSF diizeylerine gore istatistiksel
anlamli olarak anlamli derecede yiiksek bulundu
(p<0.05, Tablo I).

Plazma G-CSF diizeyleri, hem matiir hem
prematiir l6kopenik hastalarda, 16kositozlu
olanlardan daha yiiksekti. Matiir sepsisli grupta
fark istatistiksel olarak anlamli idi (p<0.05,
Tablo II).

Notrofil sayilar esas alinarak birinci giin plazma
G-CSF diizeyleri karsilastirildiginda; nétrofil
cevabi iyi olmayanlarda (nétrofil < 4000) daha
yiksek degerler elde edilmekle beraber,
aralarindaki fark matiir grupta istatistiksel
olarak anlamli idi. Biitlin hastalar esas alin-
diginda birinci giin G-CSF diizeyleri nétropenik
olanlarda nétropenik olmayanlardan anlamli
olarak yiiksek bulundu (p<0.05 ve p<0.01,
Tablo III).

Sepsis skoru =11 olan prematiirelerde daha
belirgin olmak iizere birinci giin plazma G-CSF
diizeyi sepsis skoru <11 olanlardan daha yiiksek
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idi. Fakat aralarindaki fark istatistiksel olarak
anlamli degildi (p>0.05, Tablo IV). Yedinci giin
alinan plazma Orneklerinde sepsis skoru =11
olan prematiire ve matiir septik hastalarin
plazma G-CSF diizeyleri sepsis skoru <11 olan-
lardan yiiksek idi. Aralarindaki fark istatistiksel
olarak anlamli idi (p<0.05, Tablo IV).

Kan kiltiirlerinde tireyen mikroorganizmaya
gbre hastalarin birinci giin plazma G-CSF
diizeyleri, gram negatif bakteri {ireyen
prematiirelerde en yiiksek, gram pozitif bakteri
iireyenlerde en diislik degerler bulundu. Bakteri
tiremeyenlerde orta derecede yiiksek diizeyler
bulundu. Aralarindaki fark istatistiksel olarak
anlamli idi (p<0.05). Matiir bebeklerde
mikroorganizma tiirii ile G-CSF diizeyi arasinda
fark yoktu (p>0.05, Tablo V).

Tartisma

Yenidoganlarda sepsis siktir ve prognozu
kotiidiir. Sepsis sirasinda notropeni insidansi
%6-62 arasinda bildirilmektedir!7-23. Hasta-
larimizda %30 oraninda nétropeni gorilmiistiir.

rhG-CSF noétropeninin eslik ettigi birgok
hemopoetik, onkolojik ve immiin yetmezlik
durumlarinda basariyla kullanilmaktadir®18.
Roberts ve arkadaslari>* tekrarlayan nétropenik
sepsis donemleri olan ileri derecede prematiire
bebeklerde rhG-CSF ile basarili tedavi sonuglari
aldiklarini bildirmislerdir. Gessler ve arkadas-
lari25> matiir ve prematiir saglikli yenidoganlarda
serum G-CSF konsantrasyonlarinin ilk yedi saat
boyunca gebelik yasla iligkili olarak zirve

Tablo II. Lokosit sayisina gore birinci ve yedinci giin plazma G-CSF diizeylerinin karsilastirilmasi

G-CSF diizeyleri (pg/ml)

Lokosit sayist (mm3) n Ortanca (dagilim) U p*
<10.000 12 2500 (250-2500)
Prematiir 1. giin 61.0 >0.05
>10.000 8 1380 (39-2500)
<10.000 8 412.5 (39-2500)
7. glin 40.0 >0.05
>10.000 7 39.0 (39-240)
<10.000 8 2500 (39-2500)
Matiir 1. glin 96.5 <0.05
>10.000 15 160 (39-2500)
<10.000 14 59.5 (39-2500)
7. giin 64.5 >0.05
>10.000 7 39.0 (39-640)

* Mann-Whitney U testi.
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Tablo III. Noétrofil sayisina gore birinci ve yedinci giin plazma G-CSF diizeylerinin karsilastirilmasi

G-CSF diizeyleri (pg/ml)

Notrofil sayist (mm?) n Ortanca (dagilim) U p*
<4.000 12 2500 (250-2500)
Prematiir 1. giin 61.0 >0.05
>4.000 8 1380 (39-2500)
<4.000 6 412.5 (39-2500)
7. glin 40.0 >0.05
>4.000 9 39.0 (39-760)
<4.000 6 2500 (640-2500)
Matiir 1. giin 87.0 <0.05
>4.000 16 165 (39-2500)
<4.000 11 80.0 (39-2500)
7. giin 72.5 >0.05
>4.000 11 39.0 (39-640)
>1.500 13 2500 (280-2500)
Prematiir+matir 1. glin 270.5 <0.01
<1.500 30 385 (39-2500)

* Mann-Whitney U testi.

Tablo IV. Sepsis skorlarina gore birinci ve yedinci giin plazma G-CSF diizeylerinin karsilastirilmasi

G-CSF diizeyleri (pg/ml)

Sepsis skoru n Ortanca (dagilim) U p*
<11 5 525 (39-2500)
Prematiir 1. glin 56.0 >0.05
211 15 2500 (48-760)
<11 12 39 (39-760)
7. giin 35.0 <0.05
211 3 1320 (640-2500)
<11 6 405 (39-2500)
Matiir 1. glin 58.0 >0.05
=211 17 610 (39-2500)
<11 19 39 (39-2500)
7. giin 48.5 <0.05
=211 3 620 (160-2500)

* Mann-Whitney U testi.

diizeylerine yiikseldigini gostermisler; sepsisli
yenidoganlarda serum G-CSF diizeylerini
1312 = 396 pg/ml bulmuglardir. Calismamizda
da sepsisli yenidoganlarda ortalama G-CSF
diizeyi 1298 + 170 pg/ml olarak Gessler ve
arkadaslarinin?® sonuglarina ¢ok yakin sonuglar
bulunmustur.

Calismamizda prematiir ve matiir hastalarin
tanisinda birinci giinii G-CSF diizeyleri ile
notrofil sayilar1 arasinda ters bir korelasyon
oldugu gosterilmekle birlikte, [6kosit sayisi ile
G-CSF diizeyi arasinda korelasyon yoktu. Birinci

glin notrofil ve 16kosit sayis1 diistik olanlarda
notrofil ve lokosit cevabi iyi olanlara gore
yliksek G-CSF diizeyleri bulundu. G-CSF
yiiksekligi diisiik 16kosit cevabi olan matiir hasta
grubunda istatistiksel olarak anlamli idi. Tim
yenidoganlar gebelik yasina bakilmaksizin
birlikte degerlendirildiginde notropenik
hastalarda nétrofil cevabi iyi olanlara gore ilk
giin G-CSF diizeyi anlamli olarak yiiksek
bulundu. Yedinci giin notropeni ve 16kopenisi
olan hastalarda yiliksek G-CSF diizeyleri
goriilmekle birlikte, 16kosit ve notrofil cevabi
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Tablo V. Kan kiiltiirlerinde {ireyen mikroorganizmalara gore birinci giin plazma G-CSF diizeylerinin
karsilagtirilmasi

G-CSF diizeyleri (pg/ml)

Mikroorganizma n Ortanca (dagilim) KW p*
Gram pozitif 3 48(39-525)

Prematiir 6.128 <0.05
Gram negatif 12 2500 (160-2500)
Gram pozitif 5 610 (39-2500)

Matiir 0.174 >0.05 U**
Gram negatif 13 390 (39-2500)
Gram pozitif 8 307 (39-2500)

Matiir 141.0 0.08
Gram negatif 25 2500 (39-2500)

* Kruskal-Wallis testi, ** Mann-Whitney U testi.

iyi olan grup ile karsilastirildiginda aralarindaki
fark istatistiksel olarak anlamli degildi (Tablo
II ve III). Notrofil ve G-CSF arasindaki bu iliski,
notropeniye cevap olarak G-CSF’nin arttigini
diistindiirmektedir. Watari ve arkadaslari26
kemoterapi ve kemik iligi transplantasyonu
sonrasi gelisen ndtropeni durumlarinda, Cebon
ve arkadaslar1?’ febril notropenik hastalarda
calismamizda oldugu gibi yiiksek G-CSF
diizeyleri bulmuslardir. Bizim bulgularimiz ile
paralellik arzeden bu durumun agiklamasi
Calhaun ve arkadaslarinin!4 calisma sonug-
larindaki spekiilasyonlar1 dogrular niteliktedir.
Bu grubun degerlendirmesine goére; G-CSF’in
serumdan temizlenmesi spesifik G-CSF
reseptorlerine baglanip onlar1 satiire etmesiyle
miimkiin olmaktadir'4. Burada né&tropeniye
ragmen G-CSF yiiksekligi reseptdrlerin doygun
olmalariyla agiklanabilir.

Bu calismada sepsis skoru yiiksek olan prematiir
ve matlir hastalarda yiiksek G-CSF diizeyleri
bulundu. Yiiksek sepsis skorlu hastalarin G-CSF
diizeyleri diisiik skorlularinki ile karsilas-
tirildiginda birinci giin degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlaml fark goriilmezken,
yedinci gilin degerlerinde sepsis skoru yiiksek
olanlarda G-CSF diizeyleri yiiksekti (Tablo IV).
Bu da enfeksiyonun kontrol altina alinamadig:
durumlarda endojen sitokin diizeyinin yiiksek
kaldigini gosteren onceki ¢alismalara benzerlik
gostermektedir??.28.

Bakteriyel toksinler sitokin iiretimi i¢in potent
uyaricilardir. Lipopolisakkarit ve endotoksin-
lerin G-CSF ile IL-6 {iretimini uyardig1 in vitro
ve in vivo calismalarla gosterilmistir27.29.
Calismamizda matiir yenidoganlarda, kan

kiiltiirtinde iireyen bakteri tiiriine gore, G-CSF
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmadi. Ancak kan kiiltiirinde gram
negatif bakteri izole edilen prematiire ve matiir
yenidoganlari igeren tiim hasta grubunda
plazma G-CSF diizeylerinin gram pozitif bakteri
izole edilenlerle karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamliliga yakin olarak yiiksek
bulunmasi (p=0.08, Tablo V) bakteri endo-
toksinlerinin G-CSF yapimini uyardigini
bildiren ¢aligsmalarlal429.30 uygunluk goster-
mektedir. Bununla birlikte endotoksinlerin G-
CSF’in reseptorleri doyduktan sonraki etkisinin
endotoksinler tarafindan engellenmesinin
miimkiin oldugu yorumu da yapilabilir.

Calismamizda G-CSF ile nétrofil sayisi arasinda
ters korelasyon oldugunu gosterdik. Sepsis ve/
veya notropeni sirasinda G-CSF ve notrofil
sayis1 arasinda ters korelasyon, bakteri toksin-
lerinin bir taraftan kemik iligi siipresyonu
yaparak notropeniye neden oldugunu, diger
taraftan dogrudan etki ile G-CSF iiretimin
arttirmasi ve notropeniye cevap olarak feadback
mekanizma ile G-CSF yapiminin artmasi
seklinde aciklanabilir. Notrofil sayisinin
yiikselmesi ile G-CSF diizeyinin diismesi ise
toksinlerin viicuttan uzaklasmasi ve/veya
notrofilinin G-CSF’nin viicuttan atilimini
arttirmast seklinde aciklanabilirl426.31. Sepsis ve
notropeninin birarada oldugu bazi hastalarda
yliksek endojen G-CSF diizeylerinin nétropeniyi
diizeltmemesi inefektif G-CSF yapimi; G-CSF
reseptdr uyarilma esiginin artmasi veya
duyarsizligi, artmis G-CSF ihtiyacina karsin
yetersiz G-CSF yapimu gibi ihtimallere bagli
olabilecegi diistiniilebilir. Cairo ve arkadaslari32
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kord kani efekt6r hiicrelerinin G-CSF reseptor
sayis1 ve affinitesinin eriskinlerden farkli
olmadigini bildirdikleri calisma da gbz Oniine
alinirsa sepsisli hastalarda inefektif G-CSF
yapimi ve/veya artmis G-CSF ihtiyaci, yetersiz
cevap ihtimalleri {izerinde durulmasi daha akla
yatkin olabilir. Deneysel ¢alismalarda, yenidogan
mononiikleer hiicrelerinden G-CSF yapiminin
az oldugunun gosterilmesi32.33, Cebon ve
arkadaslarinin?’ nétropenik eriskinlerde belir-
ledikleri G-CSF diizeylerinin ¢alismamizdaki G-
CSF diizeylerinden daha yiiksek olmasi, Gillan
ve arkadaslarinin!® sepsis stipheli yenidogan-
larda rhG-CSF tedavisi ile iyi sonuglar almasi
ve etkili serum G-CSF diizeylerini ¢alis-
mamizdaki G-CSF diizeylerinin ¢ok iistiinde
bulmalari, nétropeninin eslik ettigi yenidogan
sepsisinde inefektif ya da artmis ihtiyaca karsin
yetersiz G-CSF yapimi oldugunu diislin-
diirmektedir.

Her ne kadar calismamizda, septik ve notrofil
cevabi iyi olmayan yenidoganlarda yiiksek G-
CSF bulunduysa da, bu hastalarda rhG-CSF
destegi yapilmayacagini savunmak dogru
olmayacaktir. Clinkii septik hastalarda endojen
G-CSF’nin etkinligi tam olarak bilinmemektedir.
Ayrica bu sitokinin disaridan desteklenmesi ile
septik hastalarda iyi sonuglar alinmis klinik
calismalarin olmasi inefektif G-CSF yapimi
olasiligin1 kuvvetlendirmektedir.

Sonugta; septik ve nétropenik hastalarin
endojen G-CSF’nin nétrofil sayisi ve/veya
fonksiyonlar: {izerine olan etkilerini belirleyen
kapsamli ve ¢ok sayida deneysel ve kinik calisma
yapildiktan sonra rhG-CSF destegi yapilip
yapilmamasina karar verilmesinin dogru olacagi
soylenebilir.
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