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OZET
SEPSIS ETKENLERININ SAPTANMASINDA, KULTUR YONTEMINE GORE
REAL -TiIME PZR( POLIMERAZ ZINCiR REAKSiIYON)’NiN TANI
DEGERININ ARASTIRILMASI
OZLEM OGUC SANLI
UZMANLIK TEZi
KONYA-2013
Amag:  Sepsis etkenlerinin saptanmasinda, kiiltiir yontemine gore Real-time PZR

(Polimeraz zincir reaksiyon)’nin tani degerinin kiyaslanarak arastirilmasidir.

Yonetim: Calisma Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na sepsis 0n tanisiyla takip edilen hastalarin gonderilen kan
ornekleri ile prospektif olarak yapildi. Kasim 2012-Mart 2013 tarihleri arasinda kan
kiltiirii istenen hastalardan es zamanli olarak sepsis paneli c¢alisilarak sonuglari
degerlendirildi. Belirtilen siire icerisinde calismaya 100 hastaya ait 6rnek alindi. Kan
kiiltiirii BacT-Alert (Biomerieux) tam otomatik kan kiiltiirii sistemine alindi. Bakterilerin
tanimlanmasinda Vitek2 (Biomerieux) tam otomatik bakteri tanimlama sistemi kullanildu.
Molekiiler olarak bakteriyel DNA varligi multiplex real-time PZR (LightCyler SeptiFast,

Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) ile hazir bir kit kullanarak arastirildi.

Bulgular: Sonugta c¢aligmamizda Real-time PZR yonteminin kan kiiltlirline gore
duyarlilig1 (sensivite) %44,7, 6zgilligl (spesifite) %77, pozitif prediktif degeri (PPV)
%S53,1 negatif prediktif degeri (NPV) %75 olarak tespit edilmistir.

Sonu¢: Molekiiler testler hizli ve duyarli sonug¢ alinabilen testler olmasina ragmen,
antimikrobiyal direng verilerinin saglanamamasi, PZR analizi kapsaminda olan hedef
patojen sayisinin sinirliligina bagh olarak ve maliyetinin yiiksek olmasindan dolay1
yontemin kullanilabilirligi sinirlanmaktadir. Sonug¢ olarak, konvansiyonel ve molekiiler
yontemler beraber uygulandiginda, hizli ve uygun antimikrobiyal tedavi saglanarak,

antibiyotik direncinde azalma ve daha iyi klinik yanit elde edilecektir.

Anahtar kelimeler: Sepsis, kan kiiltiirii, real-time PCR, tan1
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ABSTRACT

RESEARCH ON DIAGNOSTIC VALUE OF REAL-TIME PCR (POLYMERASE
CHAIN REACTION) IN COMPARISON WITH CULTURE METHOD TO
DETECT AGENTS FOR SEPSIS

OZLEM OGUC SANLI

KONYA-2013

Objective: To search diagnostic value of Real-time PCR (Polymerase chain reaction) in

comparison with culture method to detect agents for sepsis.

Method: The study was carried out with samples which have been sent to Microbiology
Laboratory of Necmettin Erbakan University, Meram Faculty of Medicine prospectively.
Sepsis panel was studied from the patients whom blood culture has been ordered between
November, 2012 and March, 2013 simultaneously and results were assessed. Samples
belonging to 100 patients were included into the study within specified period. Blood
culture was taken into BacT-Alert (Biomerieux) full automated blood culture system.
Vitek2 (biomerieux) full automated bacteria identification system was used to identify the
bacteria. Presence of bacterial DNA molecularly was analyzed by using a ready-to-use kit
with multiplex real-time PCR (LightCyler SeptiFast, Roche Diagnostics, Mannheim,

Germany).

Findings: In our study, sensitivity of Real-time PCR method was detected as 44,7%,
specificity was detected as 77%, positive predictive value (PPV) was detected as 53.1%,

negative predictive value (NPV) was detected as 75% when compared with blood culture.

Result: Although molecular tests are rapid and sensitive results may be obtained by these,
they would not replace with conventional blood culture due to lack of antimicrobial
resistance data, limitation of number of target pathogens and high costs. Therefore, when
combined with blood culture, molecular analysis will provide an urgent and appropriate

antimicrobial treatment, decrease antibiotic resistance and cause better patient outcomes.

Key Words: Sepsis, blood culture, real-time PCR, diagnosis
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KISALTMALAR VE SIMGELER

ACCP: American College of Chest Physicians
DNA: Deoxyribonucleic Acid

KNS: Koagiilaz Negatif Stafilokok

MODS: Multiple Organ Disfonksiyon Sendromu
PZR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

SCCM: Society of Critical Care Medicine
SIRS: Systemic Inflammatory Response Syndrome

YBU: Yogun Bakim Unitesi



1. GIRIS VE AMAC

Sepsis, infeksiyona karsi gelisen sistemik inflamatuar yanit olarak tanimlanmaktadir.
Gilinlimiizde tibbi teknoloji ve antimikrobiyal tedavideki gelismelere ragmen ozellikle
yogun bakim iinitelerinde (YBU) sepsis, hayat:1 tehdit edici énemli bir problem olmaya

devam etmektedir.

Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde 6liim nedenleri arasinda oniigiincii sirada
olup YBU’nde ise ikinci siradadir. Ulkemizde de hastanede yatan hastalarda ozellikle
YBU’nde, sepsis énemli bir infeksiyon problemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. YBU’nde
yatan hastalarin dnemli bir kism1 sepsis nedeniyle kaybedilmektedir. Yasayan hastalarda
ise yasam kalitesinde azalma olugmaktadir (Balk 2000). Toplumda ileri yas grubunun
artmasi, kronik hastalii olanlarin yasam siirelerinin uzamasi, immiinosupresif ilaclarin
yaygin kullanilmasi, teshis veya tedavi amaciyla invaziv girisimlerdeki artis, sepsis

goriilme sikligini arttiran faktorlerdendir (Doganay 1998).

Sepsise neden olan mikroorganizmalarin  spektrumu oldukca  genistir.
Staphylococcus aureus, Koagiilaz negatif stafilokoklar (KNS), Escherichia coli ve diger
enterobacteriaceae ailesi lyeleri, Pseudomonas aureginosa ve Candida albicans en sik

infeksiyon etkenleridir.

Sepsislerde primer infeksiyon odagimi siklikla {iriner sistem, genital sistem,
solunum sistemi, deri ve yumusak doku, karin ve damar ici kateterler olusturur. Hastane
disinda gelisen sepsislerde en sik giris kapist solunum sistemi ve {iiriner sistem iken,
nazokomiyal sepsislerde damar i¢i kateter ve {iriner sonda iglemleri ilk siralarda
gelmektedir. Yogun bakim birimlerinde ise nazokomiyal pndmoniler primer infeksiyon

odagi olarak 6n plana ¢ikmaktadir (Pittet 1997).

Bu nedenle sepsisin erken tanist ve uygun tedavi edilmesi klinik agidan 6nemlidir.
Kan kiiltiirleri slipheli infeksiyon vakalarinda mikrobiyal etyolojiyi tanmladigir gibi

tedavinin yonlendirilmesinde de rol oynamaktadir (Mylotte ve Tayara 2000, Tabriz 2004).

Ancak dolagim sistemi infeksiyonlarnin yorumlanmasi ve tedavisinde bazen
giicliiklerle  karsilagilmaktadir.  Deride  bulunan  mikroorganizmalarin  yanlis
yorumlanmalarindan sakinmak i¢in kan alma yontemi Onemlidir. Yalanci pozitif kan

kilttirleri klinik olarak yorumlamada hatalara yol ag¢makta, uygunsuz antibiyotik



kullanimina, ilave laboratuar testlerine, uzun siireli hastanede kalma ve maliyet artisina

sebep olmaktadir (Trautner 2002).

Sepsiste patojenlerin hizli tespiti ve uygun antibiyotik tedavisinin baglanmasi
mortalite hizin1 etkilemektedir. Real-time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile etkenler
7-15 saatte identifiye edilirken, bakteriyel kiiltiir de 24-72 saatte sonug¢ alinmaktadir
(Wallet 2010).

PZR’da kontaminasyon daha diisiik orandadir ve kiiltlirden bagimsiz olarak
etkenlerin tespitine izin vermektedir. Ote yandan, molekiiler testler antibiyotik kullanimina
bagli veya mikroorganizmanin canliligini etkileyen bir durum oldugunda bundan
etkilenmeyip mikrobiyal DNA varhigim tespit ederken, geleneksel kiiltiir yontemleri

olumsuz etkilenir ve mikroorganizmay1 saptama sansi azalmaktadir ( Lucignano 2011).

Bu caligmadaki amacimiz, hastanemizde yogun bakim {initelerinde yatmakta olan
sepsis siipheli hastalarin kan orneklerinde etken mikroorganizmalar kiiltiir yontemi ve

Real-time PZR yontemiyle belirlemek ve sepsis oranlarini ortaya koymaktir.



2. GENEL BILGILER

Sepsis, birgok sistemi etkileyen, hemodinamik degisikliklere yol acan; sok, coklu
organ fonksiyon bozuklugu ve organ yetmezligine kadar gidebilen dliimciil bir infeksiyon
hastaligidir. Hastalarin hastaneye yatiglarindan 48—72 saat sonra ortaya ¢ikan sepsis klinik
tablosu ise nozokomiyal sepsis olarak tanimlanir. Sepsis klinigi; hafif sepsis bulgularindan,
septik sok, multiorgan yetmezligi ve Oliime kadar giden genis bir klinik tabloyu

kapsamaktadir ( Doganay 2002).

Sepsis, infeksiyona sistemik inflamatuar yanit olarak tanimlanir. Ge¢mis yillarda sepsis ve
ilgili klinik tablolarin tanimlanmasinda bakteremi, septisemi, sepsis, sepsis sendromu ve
septik sok gibi farkli terimler kullanilmistir. Bu hastaligin taniminda goriis birliginin
olmamasi, sepsis ile ilgili arastirmalarda; sepsis insidansi, prevalansi ve tedavi sonuglarinin
karsilagtirilmasinda 6nemli farkliliklar dogurmustur ( Balk 2000, Matot ve Sprung 2001).
American College of Chest Physicians (ACCP) ve The Society of Critical Care Medicine
(SCCM) 1991 yilinda sepsisle ilgili tanimlar1 giincellemisler ve bu tanimlar 1992 yilinda
yayimlanmistir ( Bone 1992).

2.1. Tammmlar (Bone 1992)
Infeksiyon

Mikroorganizmalarin, normalde steril konak dokularinda bulunmasi veya

invazyonu sonucu gelisen inflamatuar yanittir.
Bakteriyemi

Canli bakterilerin dolagimda bulunmasidir. Bakteremi tanisi kiiltiir pozitifligi ile

konur.
Sistemik inflamatuar yanit sendromu (SIRS)

Asagidaki durumlardan iki veya daha fazlasinin bulunmasidir:

1. Viicut 1s1s1nin > 38 °C veya < 36 °C olmasi,

2. Kalp atim hizinin > 90/dakika olmasi,

3. Solunum hizinin > 20/dakika veya PaCO2 < 32 mmHg olmasi,
4. Lokosit sayisinin >12000/mm3 veya < 4000/mm3 veya periferik



yaymada % 10’un iizerinde band formunun bulunmasidir.
Sepsis

Sepsis, sistemik inflamatuar yanit ile infeksiyonun bir arada goriilmesidir.

Infeksiyona bagli SIRS bulgularindan iki veya daha fazlasinin bulunmasidir.
Agir sepsis

Sepsis ile birlikte organ fonksiyon bozuklugu, hipoperfiizyon veya hipotansiyonun
bulunmasidir. Hipoperfiizyon ve perflizyon bozuklugunda, laktik asidoz, oligiiri veya

mental durumunda akut degisiklik bulunabilir.
Septik sok

Sepsiste yeterli sivi tedavisine ragmen, hipotansiyon ile birlikte perfiizyon
bozuklugu belirtilerinin (laktik asidoz, oligiiri, akut mental degisiklik) devam etmesi

durumudur.
Multiple organ disfonksiyon sendromu (MODS)

Akut hastalik tablosu icinde olan hastada organ fonksiyon degisikliklerinin

bulunmasidir. Bu klinik tabloda tedavisiz homeostaz saglanamaz.

ACCP, SCCM, "European Society of Intensive Care Medicine (ESICM)",
"American Thoracic Society (ATS)" ve "Surgical Infection Society (SIS)’in 2001 yilinda
yaptiklar1 ortak toplantida sepsis ile ilgili tanimlar yeniden gozden gegirilmistir. Sepsis tani

kriterleri oluturulmustur (Levy 2001).
2001 ACCP/SCCM Konsensus Sepsis Tam Olgiitleri;

Gosterilmis veya siiphelenilen infeksiyon ve asagidakilerden bazilar::
Genel parametreler

— Ates (Viicut sicakligi > 38.3°C)

— Hipotermi (Viicut sicaklig1 < 36°C)

— Kalp atim hiz1 > 90/dakika veya yas i¢in normal degerden >2 SD

— Takipne > 30/dakika

— Mental durum degisikligi



— Belirgin 6dem veya pozitif sivi dengesi (24 saatte >20 mL/kg)

— Hiperglisemi (diabetin olmadigi durumlarda plazma glukozu>110mg/dL veya 7,7
mM/L)

inflamatuar parametreler

— Lokositoz (Beyaz kiire sayisinin > 12.000/uL)

— Lokopeni (Beyaz kiire sayisinin < 4.000/uL)

— Immatiir formun %10°dan fazla oldugu normal beyaz kiire sayis1

— Plazma C reaktif proteinin normal degerden > 2 SD fazla olmas1

— Plazma prokalsitonin degerinin normal degerden >2 SD

Hemodinamik parametreler

— Arteriyel hipotansiyon (sistolik kan basincinin < 90 mmHg, ortalama arteriyel basincin
<70 veya sistolik kan basincinin yetiskinlerde > 40 mmHg diismesi veya yasa gore normal
degerden <2 SD olmasi)

— Miks ven6z oksijen satiirasyonu > %70

— Kardiyak indeks > 3.51 dakika/m®

Organ disfonksiyon parametreleri

— Arteriyel hipoksemi (PaO2/FiO2 < 300)

— Akut oligiiri (en az iki saat idrar ¢ikis1 < 0.5mL/kg/saat veya 45mM/L)
— Kreatininde > 0,5 mg/dL artis

— Koagiilasyon bozukluklari (internasyonel normalizasyon orani (INR)
> 1,5 veya aktive parsiyel tromboplastin zamani (aPTZ) > 60 saniye

— Ileus (barsak seslerinin olmamasi)

— Trombositopeni (trombosit sayis1 < 100.000/uL)

— Hiperbilirubinemi

Doku perfiizyon parametreleri

— Hiperlaktatemi (> 3 mmol/L)

— Kapiller dolusta azalma veya deride renk degisikligi
SD: Standart deviasyon



2.2. EPIDEMIiYOLOJi

Giliniimiizde tibbi teknoloji ve antimikrobiyal tedavideki gelismelere ragmen
ozellikle yogun bakim {initelerinde (YBU) sepsis, hayat: tehdit edici énemli bir problem
olmaya devam etmektedir. Sepsis ABD’nde tiim 6liim nedenleri arasinda 13. sirada yer

alirken YBU’nde yatan hastalar i¢inikinci en sik 6liim nedenidir.

Ulkemizde de hastanede yatan hastalarda ozellikle YBU’nde, sepsis énemli bir
infeksiyon problemi olarak karsimiza c¢ikmakta ve hastalarin 6nemli bir kismi sepsis
nedeniyle kaybedilmektedir. Yasayan hastalarda ise yasam kalitesinde diisme

goriilmektedir (Sevim 2011).

Vincent ve arkadaslar1 (2006) yaptiklar1 bir calismada Avrupa YBU’lerindeki
sepsis oranim %37 olarak saptanuglar ve bu hastalarin %56 smin dahili YBU’lerindeki
hastalar oldugunu bildirmislerdir. Ulkemizde 1983-1989 yillar1 arasindaki yapilan, sadece
Gram negatif bakteriyemilerin degerlendirildigi bir c¢alismada insidans1 4.2/1000 ve

mortalitesi % 45 olarak bildirilmistir (Uzun 1992).

Ulkemizde 2010 yilinda yapilan bir ¢aligmada bir yillik siirede YBU’lerine kabul
edilen 470 hastanin 81’inde (%17.2) hastane kaynakl1 sepsis saptanmis olup mortalite orani

%63 (51/81) olarak hesaplanmistir (Sevim 2011).
2.3. ETYOLOJI

Sepsisli hastalarda antimikrobiyal tedavi se¢iminde olasi infeksiyon odagi ve bu
odakta en sik infeksiyona neden olabilecek mikroorganizmalarin bilinmesi gerekmektedir.
Sepsiste akciger infeksiyonlart en sik kargilasilan primer infeksiyon odagidir. Bunu
sirastyla primer kan dolagim infeksiyonlari, intraabdominal ve iiriner sistem infeksiyonlari
izlemektedir. Vakalarmn%10-30’unda primer odak belirlenememektedir. Infeksiyonun
kesin kanit1 olarak kabul edilen kan kiiltiir pozitifligi ise olgularin ancak %30-50’sinde

saptanmaktadir (Koksal 2005).

Sepsise neden olan mikroorganizmalar, sepsisin hastane i¢i veya hastane disinda
gelismesine gore degismektedir. Alberti ve ark 'nin ( 2002) yaptig1 bir ¢alismada toplum
kaynakli sepsiste Gram pozitif koklar en sik etken olarak tespit edilmistir. Martin ve
arkadaslar1 (2003) hastane ve YBU’den kaynakli sepsiste en sik etken Gram negatif

bakterileri saptamiglardir.



1979-1987 yillar1 arasinda sepsiste Gram negatif bakteriler en sik etkenler
iken(Stimerkan 1998), 2000 yilinda Gram pozitif bakterilerin daha sik olarak (%52,1)
etken oldugu goriilmektedir (Esel 2003).

Fungal mikroorganimalarin sikliginda ise 2000 yilina gelindiginde %207 oraninda

bir artis olmustur (Akalin 2001).

Gram-negatif bakteriler i¢inde en sik karsilagilan etkenler Escherichia coli,
Klebsiella pneumonia ve Pseudomonas aeruginosa’dir. Gram-pozitif mikroorganizmalara
bagli kan dolagimi infeksiyonlarinin yarisindan S.aureus ve koagiilaz-negatif stafilokoklar
sorumludur, bunu enterekoklar ve pndmokoklar izlemektedir. Candida tiirleri basta olmak

lizere mantarlar olgularin yaklasik %5’inde sepsis etkeni olmaktadir (Fish 2002).

Sevim ve ark (2011)’nin 470 hastada yaptig1 bir calismada Gram negatifler %64
(52 hasta), Gram pozitifler %21 (17 hasta), funguslarin %7 (5 hasta) oraninda sepsise

neden oldugunu bildirmislerdir.

Belli klinik tablolarda olas1 etken mikroorganizmanin bilinmesi antibiyotik
se¢iminde son derece onemlidir. Tablo 2.1.’de sepsiste sik rastlanan etkenler belirtilmistir

(Zarakolu ve Akova 2005).



Tablo 2.1: Sepsiste sik rastlanilan etkenler

Konagin durumu

Olasi etkenler

Normal konak

Yenidogan

Yaslilik

Uriner sistem anomalisi
Alkolizm
Siroz

Aspleni

Diyabet

Hipogammaglobulinemi

Yanik
Kistik fibrozis
AIDS

Solid organ
transplantasyonu
Intravaskiiler
enstriimantasyon
Kronik steroid

kullanimi

Postoperatif donem

Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Neisseria
meningitidis, Staphylococcus aureus
Grup B Streptococcus, Listeria monocytogenes, Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae
Streptococcus influenzae,

pneumoniae, Haemophilus

Staphylococcus aureus, Enterobacteriaceae, Listeria
monocytogenes

Escherichia coli, Enterobacteriaceae

Klebsiella spp., Streptococcus pneumoniae

Gram-negatif ¢comaklar, Vibrio, Yersinia, Salmonella
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Neisseria
meningitidis, Capnocytophagia canimorsus

Escherichia coli, Pseudomonas spp., mukormikozis
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Neisseria
meningitidis, Escherichia coli

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa

Cogul direngli Pseudomonas spp. ve Burkholderia spp.
Pneumocystis carinii, Pseudomonas spp. (pnémoni etkeni),
Mycobacterium avium intracellulare kompleks

Gram-negatif bakteriler, Sitomegaloviriis (CMV)

Staphylococcus aureus, koagiilaz-negatif stafilokoklar

Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae

Staphylococcus aureus, Enterobacteriaceae, hastane infeksiyonu

etkeni gram-negatif bakteriler




2.4. Sepsis Patogenezi

Sepsis patogenezi karmagik bir olaydir. Mikroorganizmanin viicuda yerlesmesi,
konak defansi ile etkilesimi sonucu hastalik ortaya c¢ikar. Hastaligin ortaya ¢ikisini,
konagin immiin sistemi ve bakteriyel virulans faktorleri belirler. Sepsis i¢in predispozan

faktorler Tablo 2.2.’de 6zetlenmistir (Doganay 1998).

Tablo 2.2: Sepsis olusumunda predispoze faktdrler

Konaga Ait Faktorler Terapotik Faktorler
e Altta yatan Sliimciil hastalik e YBU’nde bakim
e Yas (yenidogan, >65 yas) e Iinvaziv damar kateterleri

e Primer hastalik (siroz, DM, KBY, KKY, | ¢ Fazla miktarda parenteral mayi veya kan
vb.) ve kan triinleri verilmesi

e Konak savunma mekanizmalarinin | ¢ Hemodiyaliz

zayiflamast  (notropeni,  malignite, | @ Diger invaziv kateter ve
disproteinemiler, kortikosteroid ve diger enstriimantasyonlar (liriner Kkateter ve
immunosupressif tedaviler enstriimantasyon, entiibasyon,
e (Genis travma ve yaniklar endotrakeal tiip, mekanik ventilator)
e Lokal enfeksiyonlar e Biiyiik cerrahi girisimler

e Septik abortus, lohusalik
e Yakin ge¢miste uygun olmayan

antibiyoterapi

2.4.1. Konaga ait faktorler ve infeksiyonun giris kapisi

Sepsise neden olan mikroorganizmalar dolagima genellikle damar dis1 bir
infeksiyon odagindan yayilim sonucu girmektedir. Bazen de infeksiyon damar i¢i kateter,
septik tromboflebit, bakteriyel endarterit, endokardit, mikotik anevrizmalar ve damar
greftlerinden kaynaklanabilir. Enfeksiyona karst konagin savunma mekanizmalarinin
bozulmasi, lokal veya sistemik enfeksiyonlara zemin hazirlar. Konak savunma
mekanizmalarini; anatomik bariyer, hiicresel defans (fagositik hiicreler, lenfositler),
spesifik ve nonspesifik hiimoral defans olmak iizere {i¢ boliimde toplayabiliriz (Gullberg

1989).




Bakteriyel infeksiyonlara karsi organizmayi koruyan en onemli savunma sistemi
anatomik bariyerdir. Saglam deri ve mukozalar mikroorganizmalarin daha derin dokuya
girmelerini engeller. Travma, yanik veya perkiitan damar i¢i kateterler bu bariyeri kirar.
Gastrointestinal mukoza ve diger mukozalar sitotoksik ilaglar ve radyasyon tedavisinden
zarar gorirler. Diger 6nemli bir savunma mekanizmasi ise viicut sekresyonlar1 ve bunlarin
salgilandiklar1 alanda sirkiilasyonudur. Sirkiilasyondaki bozulma, o anatomik bdlgede kan
akimmin azalmasimna doku basincinin artmasima ve bakteriyel proliferasyona neden

olmaktadir (Gullberg 1989, Hoge 1991).

Agir sepsis ve septik sok infeksiy6z ajana karst konagin inflamatuar ve
prokoagiilan tlirde yanitin1 gdsteren bir tablodur. Sepsis triadi sistemik inflamasyon,
koagiilasyon ve bozulmus fibrinolizdir. Sepsis fizyopatolojisinde, mikrobiyal patojenler ve
inflamatuvar yanit yer almaktadir. Yapilan aragtirmalarda dokularda olusan infeksiyon ve
travmatik hasar sonucu viicutta hiimoral sistemin aktive oldugu ve gesitli sitokinlerin

salindig1 gosterilmistir. (Bone 1991, Cohen 2002)

Sonug, sistemik inflamatuvar yanit, hemostatik degisiklikler ve organ hasarinin
ortaya ¢ikmasidir. Mikroorganizmalarin bazi antijenik yapilar1 ve toksinleri inflamasyonu
baslatir (Tablo 2.3). Uzerinde en ¢ok arastirma yapilan toksin gram negatif bakteri

endotoksinleridir.

Lipopolisakkarid yapisindaki endotoksinin lipid A bolimii Gram(-)’lerde
toksisiteden sorumludur. Ayrica gram pozitif bakterilerin hiicre duvar1 yapisal
komponentleri (peptidoglikan ve teikoik asitler), kapsiil antijenleri ve ekzotoksinler (S.
aureus’un toksik sok sendromu toksinleri (TSST), S. pyogenes’in pirojenik toksinleri, P.
aeruginosa’nin ekzotoksin A’s1), mantarlarin hiicre duvari antijenleri, viral veya paraziter
antijenler inflamasyona neden olabilir. Bu antijenik yapt ve toksinler dolasimdaki
mononukleer fagositik hiicreleri CD14 reseptoriine baglanarak uyarirlar. Monositlerden
tiimor nekrozis faktér (TNF), interlokin 1 (IL-1), IL-6, IL-8 ve trombositleri aktive eden
faktor (PAF) salinir. IL-1 ve IL-6 T hiicrelerini aktive ederek y-interferon, IL-2, IL-4,
granulosit-monosit-koloni-stimulan faktorlerin (GM-CSF) salgilanmasini saglarlar (Bone

1991, Cohen 2002).
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Tablo 2.3: Sepsis patogenezinde rol oynayan yapilar (Doganay 1998)

Bakteriyel yap1 Kaynak Ornek

E. coli isi
Endotoksin (LPS, lipid A) Biitiin gram negatif bakteri coli sepsisi

Meningokoksemi
Peptidoglikan Biitiin bakteriler
Lipoteikoik asit Gram pozitif bakteri
S. aureus a- hemolizin
. S. pyogenes Streptolizin - O
Ekzotoksinler E.coli E. coli hemolizini
Aeromonas spp Aerolizin
TSST-1
St S. aureus E'nte.rot.oksin A-F '
S. pyogenes Pirojenik ekzotoksin
A+C, SPE*
. S. pyogenes 1L-1b konvertaz
Enzimler Clostridium perfringens Fosfolipaz C

*SPE: Streptokokal pirojenik ekzotoksin
*TSST-1: Toksik sok sendromu toksini-1

Bu sitokinler lokal infeksiyonun simirlanmasinda c¢ok yararli olurken, biiyiik
miktarlarda sentezlenerek dolasima karismalar1 yaygin endotel hiicre hasari ile sonuglanir.
Endotoksinin direkt etkisi veya sitokinlerin uyarimi ile tromboksan, prostoglandin ve
l6kotrienler gibi aragidonik asit metabolitlerinin salinmasi kapiller permeabilite artigina
neden olur. Endotel hasari, kapiller permeabilite artisi, kanin mikrosirkiilasyonda
gollenmesi, dolasimdaki kan volumiiniin azalmasi sok ve organ yetersizligi ile sonuglanir.
Endotoksin ayrica kompleman sistemini de aktive eder. A¢iga ¢ikan C3a ve C5a bazofil ve
mast hiicrelerini uyararak, histamin basta olmak iizere ¢ogu hipotansiyona neden olan
vazoaktif bazi mediatorlerin salgilanmasina neden olur. Endotel hiicresi tarafindan
salgilanan, daha oOnce endotel deprese eden faktor olarak bilinen nitrik oksit (NO)

sepsisteki yaygin vazodilatasyondan sorumludur (Bone 1991, Cohen 2002).
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Tablo 2.4: Sepsis patogenezindeki mediatdrler (Cohen 2002)

Sitokinler Temel etkileri
TNF-a, IL-1, IL-6, IL-18, Notrofil, lenfositler ve vaskiiler endotelin
IL-12, IL-15, MIF, HMGB-1 aktivasyonu;

TNF, MIF, HMGB, IL-10 hiicresel adezyon
molekiillerinin aktivasyonu,
prostaglandinlerin indiiksiyonu, nitrik oksit
sentaz ve akut faz  proteinlerinin
aktivasyonu, ates (IL-10 bu etkilerin hepsini
engelleyici bir etkiye sahiptir)

Kemokinler Inflamatuar hiicrelerin mobilizasyonu ve
IL-8, MIP-1, MIP-1, MCP-1, MCP-3 aktivasyonu, makrofaj aktivasyonu

Lipid Mediyatorler Vaskiiler endotelin aktivasyonu, vaskiiler
Tromboksan A2, PAF, tonusun diizenlenmesi, ekstrensek
Prostaglandinler, Lokotrienler koagiilasyon kaskadinin aktivasyonu

Doku faktorii (TF)

Oksijen Radikalleri Antimikrobik

Siiperoksid ve hidroksil radikaller NO etki,vazokonstriksiyon/vazodilatasyon

MIF: Migration inhibitory factor, HMGB: High mobility group B, MIP: Macrophage inflammatory protein,
MCP: Macrophage chemotactic protein, IL: Interlokin, TNF: Tiimor nekroz faktorii, PAF: Platelet aktive

edici faktor.

Endotoksin etkisi ile aktive olan sistemlerden biri de koagiilasyon sistemidir.
Sepsiste hiicrelerden salinan sitokinlerin ¢ogu trombin yapimini uyarmakta, baslangicta
ekstrinsik yol ve daha sonra faktor XII aktivasyonu ile intrinsik koagiilasyon sistemi aktive
olmaktadir. Mikrovaskiiler yatakta fibrin trombiisleri olusarak, organ yetersizligine neden
olur. Pihtilagma proteinlerinin tiiketimi kanamaya yol a¢gmakta, hastalarda hem kanama,
hem trombiis gelisimi birlikte goriilmektedir. Diger taraftan fibrin, plazmin tarafindan
parcalanarak fibrinolizise neden olmaktadir. Dissemine intravaskiiler koagulasyon (DIK)
olarak tanimlanan bu tablo sepsisteki kotii prognozun en 6nemli gostergelerin biridir (Bone

1991, Cohen 2002).
2.5. Anti-enflamatuar Yanit

Sepsiste ortaya ¢ikan asir1 inflamatuar yanit, zit etki gosteren molekiil, mediator ve
sitokinlerle dengelenmeye, diizenlenmeye c¢alisilir. Anti-inflamatuvar sitokinlere 6rnek
olarak TNF reseptorleri ve IL-1 reseptor antagonistleri verilebilir. IL-10 anti-inflamatuvar

sitokinlerin prototipidir. Bu yanitlara ek olarak metabolik aktivitede belirgin bir artis
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(kortizol iiretiminde artma, katekolamin salimiminda artma), akut faz proteinlerinin
indiiksiyonu, endotel aktivasyonu, adezyon molekiillerinin artisi, prostanoidler ve
trombosit aktive edici faktoriin salinimi da meydana gelir. Septik hastalarda bagisikligin

baskilanmasinin 6nemli bir nedeni de lenfosit apopitozudur.

Ek olarak bu hastalarda B ve CD4 lenfosit subgruplarinda da azalma goriiliir.
Septik hastalarin 6nemli bir kisminda goriilen T-hiicre yanitinda azalma ve anerji, ilk basta
ortaya ¢ikan pro-inflamatuvar yaniti dengelemeye yonelik asir1 bir kars1 yanittir (Tablo
2.5). Bu durum aynm1 zamanda daha sonra ortaya cikabilecek organ yetersizliginin

gelisimine de neden olabilir (Bone 1991, Hotchkiss ve Karl 2003).

Tablo 2.5: Sepsiste inflamatuar medyatorler (Karaali ve Tabak 2009)

Konak hiicre Proinflamatuvar Diizenleyici  Anti-inflamatuvar
mediyatorler medyatérler  medyatorler
Monosit/makrofaj TNF-a, IL-1, IL-8, [FN-y, IL-6 IL-1Ra
doku faktdrii, prostonoidler, IL-12 sTNFr
lokotrienler, PAF, NO TGF-b
Notrofiller integrin ekspresyonu, BPI,
superoksit, TNF a - IL-1 defensinler,
asikloksiasilhidrolaz
Lenfositler IFN-y, TNF- a IL-12 IL-4, IL-10,
sIL-2r
Endotel hiicresi selektin, VCAM, ICAM, NO,
doku faktori
Trombositler serotonin, prostonidler PDGF
Plazma koagulasyon kaskadi, CRP, LBP
komponentleri kompleman aktivasyonu,
bradikinin

BPI, bakteriyel/permebilite arttiran protein; CRP, C-reaktif protein; ICAM, hiicre i¢i adezyon molekiilii; [FN-
Y., interferon gama; IL-1Ra, interlokin-1 reseptdr antagonisti; LBP, lipopolisakkarid baglayan protein; NO,
nitrik oksit, PAF, trombosit aktive eden faktoér; PDGF, trombositten acgiga ¢ikan biiylime faktorii; sIL-2r,
solubl IL-2 reseptorii; STNFr, solubl TNF reseptorii; TGF-b, transforming biiyiime faktorii; TNF, timor

nekroz faktorii; VCAM, damar hiicre adezyon molekiili

2.5 Labaratuvar Tan1

Sepsis tanisinda etkenin gosterilmesine yonelik direk tani1 yontemleri veya klinik
tablonun seyriyle ilgili ¢esitli immiinolojik proteinlerin gosterilmesine yonelik spesifik

olmayan yontemler kullanilmaktadir. (Yiice 2005)
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a) Non-spesifik yontemler; biyokimyasal testler, 16kosit, CRP, prokalsitonin, kan gazi,

endotoksin seviyesinin belirlenmesi

b) Spesifik yontemler ; Bu yontemler igerisinde altin standart kan kdiltiirii olup digeri ise

molekiiler yontemlerdir.
a) Non-spesifik yontemler
Tam kan sayimi, koagiilasyon testleri

Sepsiste klinik evrelere gore farkli laboratuvar bulgulari gozlenir. Hematolojik
bulgular; genellikle Iokositoz ve sola kayma goriiliir. Lokosit sayist 12.000/mm’
iistindedir. Bazen 16komoid reaksiyon gériilebilir ve 16kosit sayis1 50-100 bin/ mm® kadar
ulasir. Lokosit sayis1 4.000/mm3 altina inen 16kopeni durumlari da gériilebilir. Ozellikle
yenidoganlarda, yaslilarda, alkoliklerde ve diger kemik iligi rezervi yeterli olmayan
hastalarda lokopeni goriiliir. Periferik yaymada, nétrofillerde toksik graniilasyon, Dohle
cisimleri ve vakuolizasyon goriiliir. Sadece vakuolizasyon bakteriyeminin dnemli bir
isareti kabul edilmektedir. Sepsiste eritrosit yapimi ve serum demiri de azalir. Fakat eger

infeksiyon uzamaz ise bu anemiye neden olmaz.

Plazma fibrinojen seviyesi, sepsisin erken doneminde normal simirlarda olabilir,
clinkii bu protein akut faz reaktanidir. Agir sepsislerde hipofibrinojenemi gelisir (Yiice

2005).
Biyokimyasal testler

Kan gazlari, sepsis takibinde dnemlidir. Erken donemde respiratuvar alkaloz, daha
sonra metabolik asidoz gelisir. Kan iire nitrojeni (BUN) ve kreatinin seviyesi, sok
varliginda veya olmadan da artis gosterebilir. Sok durumunda akut tubiiler nekroz sonucu
azotemi ve oligiiri gelisir. (Yiice 2005). Sepsis tanisinda kullanilan biyokimyasal testlerden
ozellikle CRP ve prokalsitonin rutinde sik kullanilan ve duyarli testler olarak kabul

edilmektedir.
CRP

Karacigerden sentezlenen ve birbirine 6zdes ve nonkovalan bagla baglanmis bes alt

birimden olusan 11.800 dalton agirliginda bir proteindir. Enfeksiyon ve inflamasyonda
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CRP iiretimi IL-6, IL-1 ve TNF-a gibi birtakim sitokinlerce uyarilir (Hansson ve Lindguist
1997).

CRP’nin enfeksiyona 0Ozgii olmayan bir gosterge olmasina karsin bakteriyel
enfeksiyonlarda en yiiksek seviyeye ulasmasi, kronik inflamatuvar olaylarin akut
alevlenmelerinde  yiikselmesi genis kullanim alan1  saglamaktadir. Bakteriyel
enfeksiyonlarda tedavi sonrast CRP’nin hizli diisiisii, sagaltima yaniti degerlendirmede

kulanimini da giindeme getirmistir (Clyne ve Olshaker 1999).

CRP diizeyinin 6l¢iimii sepsiste 6zellikle onemlidir. CRP’nin kullanimini sinirlayan
baslica dezavantaji infeksiyona 0zgiil olmamasi, infeksiydoz dis1 nedenlerle de

yiikselebilmesidir (Whang 1998).
Prokalsitonin

Prokalsitonin, 116 aminoasitten olusan, molekiiler agirligit 13 kDa olan bir
proteindir tiroid bezinde sentezlenen kalsitoninin prohormonu olarak kabul edilmektedir.
Infeksiyonlar sirasinda PCT’deki artis tesadiifen kesfedilmistir ve bdylece PCT’nin
bakteriyel infeksiyonlarin bir belirteci olarak kullanilmaya baglanmistir (Gendrel ve

Bohuon 2000).

Prokalsitonin iiretimi bakteriyel endotoksinler, ekzotoksinler ve bazi sitokinler tarafindan
uyarilabilmektedir. Cok yiliksek PCT degerleri sadece ciddi akut bakteriyel
infeksiyonlarda, bazen de ¢oklu organ yetmezlik sendromu (Multiple Organ Dysfunction
Syndrome-MODS) ve sepsisin hiperinflamatuvar evresinde goriiliir. PCT degerleri agir
sepsis olgularinda normal diizeye inmemekte, sonraki hafif yiikselmeler ise ¢ogunlukla

kotii prognozu ve devam eden inflamasyonu gostermektedir (Gtinal ve Barut 2009).
b) Spesifik tan1 metodlar:

Sepsis tanisinda infeksiyon kaynagini olusturan odak belirlenmeye g¢alisiimalidir.
Odagi belirlemek yoniinden sistemik muayene en temel yol gostericidir. Bu inceleme
stirecinde cerrahi ve diger yaralar (dekiibit) mutlaka gézden gegirilmeli, kateter giris yeri
ve ekstremiteler incelenmeli ve flebit, seliilit gibi infeksiyonlar saptanmalidir. Tiim bu
degerlendirmeler bittiginde mutlaka kan kiiltiirii ile beraber odak olarak belirlenen

bolgelerden de kiiltiir alinarak incelenmelidir. Enfektif bolgeler saptanarak bakteriyemi
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kaynagi olup olamadiklarinin saptanmasi, tedaviye yanit ve prognozla yakindan iliskilidir

(Llewelyn 2001, Vidaur 2004).

Kan Kiiltiiri

Sepsiste tanisinda etkenlerin izole edilmesinde, altin standart kiiltiir yontemidir

(Sankar 2008).

Cogu zaman pozitif bir kan kiiltiiri sonucu, klinisyeni dogrudan taniya
yoneltebilmektedir. Kan kiiltiirii alinirken uygulanacak temel prensipler testin degerini
artiracaktir. Kan kiiltiirii alirken; dogru yerden, dogru zamanda, dogru teknikle, yeterli

miktarda 6rnek alinmali, laboratuvara dogru kosullarda ulagtiriimalidir.

Tanida altin standart olan kan kiiltlirlinlin duyarliligi en yiiksek %50-80 olarak

verilmektedir (Gerdes 2004).

Bakteriyel kiiltiirde en erken sonu¢ 24-72 saatte alinmaktadir ve kan kiiltiiriinde
iireyen az miktarda bakteri kontaminasyon olarak degerlendirilir. Fakat sepsiste
patojenlerin hizli tespiti ve uygun antibiotik tedavisinin baglanmasi mortalite hizini

etkilemektedir (Wallet 2010).

Yine de sepsis siiphesi olan her durumda antibiyotik tedavisi baglanmadan 6nce kan

kiiltiirti alinmalidir.
Kan kiiltiirii alinirken dikkat edilecek noktalar:
- Kan olabildigince kemoterapiye baglamadan 6nce alinmalidir.

- Bakteriler hastaligin erken doneminde ve birinci haftanin sonuna kadar kanda ¢ok sayida

bulunurlar.

- Hastaligin seyri esnasinda ve 6zellikle bakterilerin belirli odaklardan kana yayildiklari
durumlarda bakterilerin kanda en ¢ok bulunduklar saatler, ates yilikselmelerinden hemen

onceki zamandir.

- Hemokiiltiir i¢in alinan kan ne kadar fazla miktarda olursa ve bir giin i¢inde ne kadar ¢ok

kez alinirsa mikroorganizmalarin iiretilme olasilig1 o kadar artar.
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- Biiyiikler i¢in giinde belirli araliklarla 3 kez 10-15’er ml ya da ayn1 anda viicudun degisik

venalarindan 3 kez kan alinarak ekilmesi basar1 sansini arttirir.

- Cocuklarin kan hacmi az olup bakteriler daha yogun miktarlarda olduklarindan alinan kan
miktarmin fazla olmasia gerek yoktur. Ug kez ve her defasinda 2-5 ml kan almnip ekilmesi

yeterlidir

- Agir septisemili olgularda sagaltimdan hemen o6nce iki ayr1 koldan alinan 10’ar ml kan

ayr1 ayr1 ekim yapilir.

Ideal olarak tiim kiiltiirlerin %5-10 CO, iceren atmosfer ortaminda birisinin aerop
digerinin anaerop olarak iretilmeleri uygundur. Aerop ve fakiiltatif anaerop bakteriler de

CO; li ortamlarda daha iyi iirerler.(Bilgehan 2004)

Kan kiiltiirii almada kullanilacak bolgeler dikkatli bir sekilde secilmeli ve uygun bir
sekilde temizlenmelidir. Kan kiiltiirleri alinirken iyi bir deri antisepsisinin uygulanmasi
gerekir. Aksi halde deride kolonize olan KNS’ler, Corynebacterium gibi etkenler
kontaminasyona neden olur (Stimerkan 1998). Bu nedenle kan Kkiiltiirii i¢in kan alinirken

uygun prosediiriin izlenmesi ¢ok onemlidir; (Sankar 2008, Bilgehan 2004).
a) Kani alacak kisi egitimli olmal1 ve steril eldiven giymelidir.

b) Kanin alinacagi 5 cm ¢apindaki bolge, once % 70’lik etil veya isopropil alkol ile
silindikten sonra 30 saniye beklenir. Daha sonra tercihen povidoneiodine ile sonra tekrar
alkol ile temizlenmelidir, silme islemleri dairesel olarak ve icten disa olacak sekilde

uygulanir.
c¢) Deri 1 dk kadar kurumaya birakilir

d) Igne ile dnce deri delinir. Sonra aym deligin altina gelmeyecek sekilde damar igine
girilerek 10-15 ml kan alimir. Once lastik turnike ¢dziiliir sonra igne damardan cikarilir.

Deri %70 lik alkol ile silinir ve deligin tizerine tampon bastirilir.

e) Alinan kan, Once anaerop besiyerinin lastik tikaci igne ile gecilerek kanin yarisi
birakilir. Sonra ayni sekilde aerop besiyerine ekim yapilir. Dikkat edilecek husus ekilen

kan miktarinin besiyeri miktarina oraninin 1/5 ve en az 1/10 olmasidir.
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f) Bebeklerden kan vena jugularisten alinir. Bunun i¢in bebek bir muayene masasina
yatirilir. Bas1 sarkitilir. Bu esnada vena jugularis belirginlesir. Dezenfeksiyon isleminden

sonra kan alinir

Kan Kkiiltiirii icin kullamilan yontemler: Kan kiiltiirii 19.ylizyildan beri enfeksiyon

hastaliklarinin tanisinda kullanilmaktadir. Belli basli sistemleri 3 baglikta siralayabiliriz;
1- Manuel (konvansiyonel) sistemler

2- Lizis santrifiigasyon sistemi

3- Otomatize siirekli izlemeli sistemler

Manuel yontemler: Laboratuvarda hazirlanmis ya da ticari olarak satilan agzi kapali,
igerisinde tripticase soy, brain-heart inflizyon ve columbia besiyerleri gibi olas1 etkenlere

en kisa siirede ulasmak amaciyla kullanacak zengin vasatlar igceren siseler kullanilir.

Bazi sigeler hem sivi hem de kati kisimlari igerir (bifazik). Her giin siv1 besiyeri
kat1 kismin lizerine yaydirilip dogrultarak kati besiyerine ekim yapilir. Giinliik izlemlerle
bulaniklik olusumu, kanin hemolizi, s1v1 yada kat1 besiyerinde liremelerin gézlenmesi gibi

tireme izlemi yapilir. Ayrica kor pasajlar ile tireme takibi yapilabilir.

Ticari olarak satilan bazi siselerin agzinda giinliik inkiibasyonlar1 miimkiin kilan ek
diizenekler veya iireme indikatorii olan ek aparatlar bulunur. Is yogunlugunun yiiksek

oldugu laboratuvarlarda siselerin siirekli izlemleri ve pasajlar1 sorun olmaktadir.

Lizis santrifiigasyon sistemi: Talep olmadigindan pek kullanilmamis olan bir sistemdir.
Kan kiiltiirlerinin alindig1 siselerde kanin sekilli elemanlarinin pargalanmasini saglayan
maddelerle temasini takiben santrifugasyon yapilir ve agar plaklarina ekilir. Mantar
ekimlerinde basarili oldugu tespit edilmistir. Rutin bakteriyel patojenlerin saptanmasi i¢in
kullanilabilir; ancak, 6rneklerin 8 saat i¢inde hazirlanmamasi durumunda anaeroblari, S.
pneumoniae ve Haemophilus tirleri gibi mikroorganizmalarin iiretilmesinde yetersiz
kalmaktadir (Murray 2007).

Otomatize kan Kiiltiir sistemleri

Bu tiir kan kiiltiir sistem ve yontemlerin ortaya ¢ikmasi ile hemokiiltiir sonuglarinin

daha saglikli alinmasinda ve 6zellikle kontaminasyonlarin 6dnlenmesinde biiyiik agamalar
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saglanmistir. Uretilen bakterilerin cesitli otomasyon sistemleri ve yontemleri ile de ¢ok
cabuk identifikasyonlar1 ve antibiotik duyarliliklarinin saptanmasi, sagaltimi ¢ok g¢abuk
gereken septisemi olaylarinda, kinik basariy1 biiyiik capta olumlu yonde etkilemistir.
Merkez mikrobiyoloji  laboratuvarimizda BACT/ALERT kan  kiltiir  sistemi
kullanilmaktadir. Bu sistemde genis iiretme 6zelligi bulunan besiyeri var olup 10 ml kan
alabilecek kapasitededir. Ureyen mikroorganizmalar CO, olustururlar. Her sisenin
tabaninda CO,’ye duyarli bir kimyasal ayira¢ bulunmakta olup bu, kan ve besiyerinin
bulundugu boliimden tek yonlii gecise izin veren bir membran ile ayrilmistir. CO,
olustugunda ayiracin rengi yesilden sariya doner. Siselerin yerlestirildikleri aygit otomatik
olarak calisan g¢alkalayicili bir enkiibatér olup kapasitesine gore 120-240 adet hemokiiltiir
sisesi alir. Aygitin kapis1 kapatilinca her 10 dakikada bir, her sise icin 6zel diyotlardan
saliman bir 1s1n, sisenin endikatoriine yoneltilir. Yeterli CO, olusmasi nedeniyle eger
endikatoriin rengi degismis ise, aygita baglantili olan bilgisayarda o sisenin kod’unu da

belirten bir sinyal alinarak hangi sisede tireme olmus oldugu anlasilir (Bilgehan 2004).

Siselerden laboratuvarin ¢alisma prensipleri dogrultusunda boyama ve pasajlar
yapilir. Bakterilerin tiplendirilmesi ve antibiyotik duyarlilik testleri tamamlanir. Otomatize
sistemlerin bakterileri iiretmekte daha basarili oldugu ve daha hizli izolasyon sagladigi

belirtilmektedir.

Birgok besiyeri igerigi mevcuttur: 40 ml’lik katkili triptik soya buyyonu(TSB)
iceren standart aerobik (SA) ve anaerobik (SN) besiyerleri ve bunlar 10 ml’ye kadar kan
alabilmektedirler; peptonla zenginlestirilmis TSB, BHI kat1 parcalar1 eklenmis ve kandaki
antimikrobiyal maddelere ve diger indirgen maddelere baglanan veya inaktive eden aktif
komiir tozu igeren 30 ml’lik aerobik FAN(FA) ve 40 ml’lik anaerobik FAN(FN)
besiyerleri; ve fazla miktarda kan alinamayan cocuk ve yash hastalar icin piyasada
bulunan, pepton ile zengilestirilmis TSB ve BHI kati parcalar1 eklenmis ve aktif komiir

tozu iceren daha diisiik hacimli (20 ml) FAN besiyeri (Murray 2007).
Molekiiler yontemler

Mikroorganizmalarin  tiplendirilmelerinde en gii¢lii, etkin ve giivenilir
yaklagimlardan biri DNA temelli yontemlerdir. Son teknolojik gelismeler, 6zellikle in vitro

sartlarda niikleik asit ¢ogaltilmasi ve tespitine imkan saglayan yontemler, tibbi tani ve
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tedavi protokollerinde 6nemli reformlar saglamistir. Bunlar niikleik asit prob hibridizasyon

yontemleri ve niikleik asit amplifikasyon (NAA) yontemleridir.

NAA yontemlerinden, DNA/RNA iizerindeki spesifik gen bolgelerinin hedef
alindig1 hedef (target) amplifikasyon yontemleri igerisinde ilk ve en Onemli olani

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) dur (Durmaz 2001).
Polimeraz zincir reaksiyonu(PZR)

PZR ozellikle kiiltiirii yapilamayan bir¢ok mikroorganizmanin direkt tanisinda
oldukca basar1 saglamaktadir. Ilk olarak Kary Mullis (1993)’in Thermus aguaticus’dan
izole edilen termostabil Tag DNA polimerazi, PZR tekniginde basari ile uygulamasi,
spesifik DNA dizilerinin in vitro sartlarda ¢ogaltilmasini miimkiin hale getirmistir (Durmaz

2001).
Prensibi

PZR, niikleik asitlerin in vitro sartlarda replikasyonu igin gelistirilmis, test tiip
sistemidir. In vivo sartlarda béliinen bir hiicrede DNA’nin replikasyonu cesitli enzimler
tarafindan diizenlenen ve genomun kopyalanmasi ile sonuglanan bir iglemdir. PZR de in
vivo ¢ogalma Ornek olarak alinmigstir. Yalnizca DNA polimeraz enzimi yardimi ile
genomun tamami degil, spesifik bolgelerin kopyalanmasi gerceklestirilir. Bir PZR
reaksiyonu hedef DNA, iki oligoniikleotid primer, 1siya dayanmikli DNA polimeraz, esit
olarak karigtirilmis deoksiriboniikleotid trifosfatlar (AINTP, dATP, dCTP, dGTP ve dTTP),
MgCl,, KCI ve bir Tris-HCI tampon igermektedir.

PZR basitge li¢ olayin bir dongii halinde tekrarlanmasindan olusur. Bunlar;

- Denatiirasyon: Cift iplikli DNA’ nin birkag saniye 94-96°C 1s1 ile tek iplikli
DNA’ya ayrilmasidir. Molekiiller arasi hidrojen baglarinin kirilmasi ile meydana

gelir.

- Primer baglanmasi (Annealing): Ornek, birka¢ dakika 30-60 °C’de tutularak,
primerin (spesifik sentatik oligoniikleotidler) ssDNA’daki hedef bolgelere
hibridizasyonu saglanir. Bu, hidrojen baglarinin yardimi ile olur. Baglanma 1sis1

sadece DNA/DNA eslesmesine imkan saglayacak kadar yiiksek olmalidir.
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- Uzama (Extension): Polimeraz enzimi yardimi ile ssDNA kaliplarina baglanan
primerlerin 5°—3’ yonde uzatilmasidir. DNA polimeraz, soliisyonda bulunan dATP,
dTTP, dCTP veya dGTP molekiillerinden diziye gelmesi gerekeni primerden baglamak

tizere baglar. Uzatma icin optimal 151 65-72 °C dir.

Baglanma sikluslarini takiben, orijinal DNA segmenti yeni komplementer DNA’lar ve yeni
kalip DNA’lar olusturur. Boylece her PZR siklusunda mevcut spesifik DNA miktar: iki
katina ¢ikmaktadir. Bu islem 30 defa tekrarlanarak milyardan fazla hedef DNA eldesi
miimkiin hale gelir ( Durmaz 2001).
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Sekil 2.1: PZR basamaklar1 (Birben 2006)

95°C

bt o i ) 8 R L [

(A) Sicakligi arttirllan DNA’nin iki zinciri birbirinden ayrilir. (B) Sicakligin diismesi ile

primerlerin baglanmasi ve uzatma gergeklesir. (C) Yeni olusan iki zincir. (D) Bu artis iissel

olarak devam eder

Ozellikle hizli mikrobiyolojik tan1 igin PZR ydntemine dayali teknikler yiiksek duyarliliga

sahip olup kiiltiir yontemiyle saptanamayan mikroorganizmalarin saptanmasina olanak
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vermektedir. Mikroorganizmanin genetik materyali kanda, serobrospinal sivida veya doku

orneklerinde saptanabilir (Koksal 2005).

Caligmamizda Real-time PZR yontemiyle sepsis On tanili hastalarin kanindan etken

mikroorganizmalari identifiye etmeye ¢aligtik.
Real-time PZR

Niikleik asit amplifikasyonu ile es zamanli olarak artis gosteren floresans sinyalin

Olciilmesiyle kisa siirede, kantitatif sonug verebilen PZR yontemidir.

Sisteminin bir uygulamasinda; yalnizca ¢ift zincirli DNA’ya baglandiklarinda floresans
veren boyalar kullanilarak, amplifikasyona bagli DNA artis1, ortaya ¢ikan floresansin
miktar1 ile Olclilmektedir. Primerin baglanmasimi takiben gergeklestirilen uzama
asamasinda hedef DNA’nin ¢ift sarmal hale gelmesiyle DNA’ya baglanan ‘cyber
green’(floresans boya) miktar1 artmakta ve buna bagh olarak yayilan floresans miktarinda
artis gozlenmektedir. PZR amplifikasyonunun ardindan sicaklik yavas yavas yiikseltilerek,
belirli araliklarla tiipteki floresans miktar1 kaydedilir. Real-time PZR kisa siirede kantitatif
sonu¢ verebilmektedir. Tiipler agilmadan tamiya gidildigi i¢in kontaminasyon riski
diistiktiir. Elektroforeze gerek kalmadan amplifikasyon esnasinda sonug¢ alinabilmektedir.

(Durmaz 2001)

Molekiiler yontemlerin tanisal mikrobiyolojide kullaniminin 3 amaci vardir: Sonucun hizli
alimmasi, konvansiyonel yontemlerle saptanamayan mikroorganizmalarin saptanmasi ve

test duyarliliginin yiiksek olmasidir.

2.6 TEDAVI

Sepsis ve septik sok tablolarinin tan1 ve tedavisi miimkiin oldugunca dinamik bir sekilde ve
vakit kaybedilmeden gergeklestirilmelidir. Bu kapsamda, sepsis riski tagiyan hastalar klinik
olarak dikkatli takip edilmeli, bulgular miimkiin oldugunca erken degerlendirilip taniya

yonelik tetkikler hemen gerceklestirilmelidir (Koksal 2005).
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1. Infeksiyon kaynaginmin belirlenmesi, etkenin belirlenmesi ve enfeksiyon odaginin

kontrol edilmesi

2. Uygun antibiyotik tedavisinin baslanilmasi

3. Hemodinamik fonksiyonlarin diizeltilmesi ve devam ettirilmesi
4. Oksijenlenme ve solunumun desteklenmesi

5. Antitrombotik, profibrinolitik, antiinflamatuvar tedavi

6. Metabolik destek

7. Kritik hastalarda komplikasyonlarin 6nlenmesi

2.6.1 Antimikrobiyal Tedavi

Sepsis tedavisinde antibiyotik se¢imi, infeksiyonun gelisim yeri(toplum kokenli-
nazokomiyal); konagin Ozellikleri, sepsisin kaynagi dikkate alinarak ve olasi etken
diistintilerek akilc1 bir sekilde planlanir. Ayrica hastanin yatmakta oldugu birimin kan ve
diger kiiltiirlerinde iiretilen etkenler ve diren¢ durumlar1 tedavide dikkate alimmalidir

(Koksal 2005).

Sepsiste baslangi¢ antimikrobial tedaviye hemen daima ampirik olarak baslanir. Uygun
antimikrobiyal tedavinin zamaninda baglamasi prognozu olumlu yonde etkiler. Sepsis
mortalitesi yiiksek bir hastalik oldugundan baslangi¢ antimikrobial tedavi mutlaka olas1

tiim etkenleri kapsayacak sekilde genis tutulmalidir.

Uygun kiiltiirleri aldiktan sonra, agir sepsisin tespitinden itibaren ilk bir saat icinde
intravendz antibiyotik tedaviyi baglamak gerekir. Antimikrobiyal ajan varsayilan
infeksiyon kaynagina gecebilmelidir ( Dellinger 2004).

Ciddi seyirli sepsis olgularinda “deeskalasyon” olarak adlandirilan, genis spektrumlu
antibiyotikler ile baglay1p, kiiltiir sonuglarina gore dar spektrumlu antibiyotige ge¢is yoluna
basvurulur. “Deeskalasyon” tedavisinin mortalite oranlarin1 azalttig1 ileri siiriilmektedir

(Oztiirk 2006 ).
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Agir sepsis ve septik soklu hastalarda antifungal ajanlarin da amprik kullanimi
onerilmemektedir. Antifungal tedavi genis spektrumlu antibakteriyel tedaviye yanit

alimamayan veya kanitlanmis fungal infeksiyonlarda kullanilmahidir (Kéksal 2005).

Altta yatan hastalilk ve buna bagli olarak konagin savunma mekanizmalarindaki
bozukluklar bazi mikroorganizmalarla daha sik infeksiyon goriilmesine neden olabilir .
Nozokomiyal sepsisli olgularda hastanin izlendigi hastane veya klinigin son alt1 ayda kan
kiiltiirlerinde iireyen bakterilerin antibiyotik duyarlilik durumlarinin bilinmesi uygun

ampirik antibiyotik tedavisi i¢in énemlidir (Doganay ve Unal 2003).

Sepsisli hastalarda antimikrobiyal tedavi se¢iminde olasi infeksiyon odagi ve bu odakta en
sik infeksiyona neden olabilecek patojenleri bilinmesi gerekmektedir. Primer infeksiyon
odaginin belirlenmesi hem farmokolojik hem de farmokolojik olmayan tedavi
stratejilerinin  se¢ilmesinde ve klinik sonucun basarisinda son derece Onemlidir.
Baktereminin eslik ettigi nazokomiyal pnomonilerde agir sepsis ve septik sok riski en
yiiksektir. Intraabdominal infeksiyonlar, polimikrobiyal bakteremiler, postoperatif yara
infeksiyonlarinda agir sepsis riski yiiksek, intravaskiiler katetere bagl sepsis ve iirosepsiste
ise diigiiktiir (Koksal 2005,Fish 2002).Infeksiyon odaklarina gére &nerilen antibiyotik

tedavileri 6zetlenmistir(Tablo 2.6).

Tablo 2.6: Infeksiyon odaklarina gére dnerilen antibiyotik tedavi (Koksal 2005)

Infeksiyon odag: Antibiyotik tedavisi
Akciger
Toplum kdkenli pndmoni Ugiincii veya dordiincii kusak sefolosporin/

Beta-laktam+beta-laktamaz
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Nazokomiyal pnémoni

Intraabdominal ve pelvik
Toplum kdkenli veya

nazokomiyal

Uriner sistem

Toplum kokenli

Nazokomiyal

Deri ve yumusak doku

Toplum kokenli seiilit

Nazokomiyal yanik inf.

Bas1 yarasi

Cerrahi alan

Nazokomiyal intravaskiiler

odak

Intravaskiiler kateter

inhibitorii/karbepenem+aminoglikozid/kinolon/makrolid

Antipsddomonal penisilin/ii¢iincii veya
dordiincii kusak sefolosporin/karbepenem/beta-
laktam+beta-laktamaz

inhibitoriitaminoglikozid/kinolon/makrolid

Metronidazol/klindamisin+aminoglikozid/aztreonam/
Kinolon/iigiincii kusak sefalosporin veya beta-

laktam+beta-laktamaz inhibitorii veya karbepenem

Ucgiincii kusak sefolosporin/kinolon/aztreonam/beta-
laktam-+beta-laktamaz inh.+aminoglikozid
Antipsddomonal {i¢iincii veya dordiincii kusak
sefolosporin/beta-laktam+beta-laktamaz

inh./karbepenem+aminoglikozid/kinolon/aztreonam

Antistafilokoksik penisilin/birinci kugak
sefolosporintaminoglikozid

Glikopeptid+antipsddomonal beta-laktam+aminoglikozid
Metronidazol/klindamisin+iigiincii kusak
sefolosporin/aminoglikozid/kinolon/aztreonam+glikopeptid
Antistafilokoksik penisilin veya glikopeptid-+ii¢iincii kusak
sefolosporin/aminoglikozid/kinolon veya beta-

laktam-+beta-laktamaz inh./karbepenem=glikopeptid

Antistafilokoksik penisilin veya glikopeptid+
ticlincii veya dordiincii kusak

sefalosporin/aminoglikozit/kinolon/aztreonam/karbepenem
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/linezolid

Infeksiyon odag: bilinmiyor

Toplum kdkenli veya Metronodizol/klindamisin+iigiincii kugak

nazokomiyal sefolosporin/dordiincii kusak
sefolosporin/aminoglikozid/kinolon/aztreonam veya
karbepenem/beta-laktam+beat-laktamaz inh./ligiincli kusak

sefolosporin/dordiincii kusak sefolosporin

Tablo 2.6.(devam) Infeksiyon odaklarina gore dnerilen antibiyotik tedavi

Metisilin direnci dikkate alinmalidir

Yakin zamanlara kadar hep tartisilagelen bir konu, sepsiste ampirik tedavide tek ya
da kombine antibiyotik uygulamasi olmustur. Ancak giiniimiizde 6zellikle tiglincii kusak
sefalosporinler, karbapenemler, beta-laktamaz inhibitorlii genis spektrumlu penisilinler ve
dordiincii kusak kinolonlar, genis spektrum saglama amaciyla antibiyotiklerin kombine
edilme gerekliligini ortadan kaldirmistir. Ancak sinerji ve diren¢ gelisimini Onleme
amactyla ciddi Pseudomonas infeksiyonlarinda kombinasyon tedavisi hala tercih

edilmektedir (Zarakolu ve Akova 2005).

Tedavi siiresi tipik olarak 7-10 gilin arasinda olmali ve klinik yanita gore

degerlendirilmelidir.( Dellinger 2004)

2.6.2 Hemodinamik Destek Tedavi

Yetersiz doku perflizyonu ve oksijenizasyon, ¢oklu organ yetmezligine gidiste
onemli faktorlerdir. Erken donemde agresif bir sivi resiisitasyonu, kardiyovaskiiler
stabilitenin temininde baglangi¢ basamagidir. Mevcut hipotansiyon erken donemde hizli bir
stv1 resiisitasyonuna siklikla cevap verir. Bu ilk resiisitasyonda sivi ihtiyacit ¢ok fazla
olbilir ve yeterli dolum basing¢larina ulagsmak, ilk basamak tedavide hayati 6nem tasir.Daha

sonra kardiovaskiiler stabilite saglanamazsa vasopressor ajanlar tedaviye eklenir.(Koksal

2005)

2.6.3 Solunumsal Destek Tedavi

Sepsis olgularinin %25-42” sinde akut akciger hasar1 goriilmektedir. Agir sepsis ve
septik sokta birgok hastada bu klinik tablo, akut solunum sikintis1 sendromu(ARDS) na
ilerleyebilmektedir. Sepsisteki hastalarda klinik tablonun ARDS ile komplike olmasinin
mortaliteyi %60 diizeylerine yiikselttigi bildirilmektedir.
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Bu hastalarin takip ve tedavisinde mekanik ventilasyon destegi ihtiyacinin erken dénemde

degerlendirilmesi birincil basamagi olusturur. (Kdksal 2005)

3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismaya Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar
Etik Kurulundan 2011/250 no’lu karar1 ile onay alindi. 121518004 no’lu proje ile
Necmettin Erbakan Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatérliigii tarafindan

desteklendi.

Calismaya Kasim 2012-Mart 2013 tarihleri arasinda Necmettin Erbakan
Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Mikrobiyoloji Labarotuvari’na yogun bakim
iinitelerinde sepsis On tanisiyla yatmakta olan hastalarin kan kiiltiirii 6rnekleri dahil edildi.
Kan kiiltiirii 6rnekleri laboratuvara kabul edilen hastalardan, es zamanli olarak molekiiler
testlerin calisilmas1 amaciyla EDTA’I tiipe kan Ornekleri alindi. Hastalarin demografik

Ozelliklerine hastane otomasyon yonetim sisteminden ulasildi.
3.1 Kan Kiiltiirii

Kan kiiltiirii 6rnekleri BacT-Alert 3D (Biomerieux) tam otomatik kan kiiltiirii sisteminde
inkiibe edildi. BacT/Alert 3D mikrobiyal saptama sistemi, bakteremi/fungemiye neden
oldugundan siiphenilen hastalardan alinan numunelerin iiremelerini aerobik ya da
anaerobik olarak siirekli izleyen, numuneleri inkiibe eden ve calkalayan tam otomatik,
kolorimetrik bir sistemdir. Numune cihaza yerlestirildikten sonra, pozitif veya negatif
olarak saptanana kadar periyodik olarak, cihazin iginde takip edildi. Ureme oldugu
saptandiginda (pozitif bir sonug) cihaz tarafindan sesli alarm verildi. Bir numunede 5 giin

stire igerisinde, herhangi bir mikrobiyal {ireme goériilmediginde ise negatif olarak bildirildi.

Tek kullanomlik BacT/Alert siseleri, kati-faz reflektometrelerle siirekli izlenen
karbondioksit sensorlerine sahiptirler. BacT/Alert bilgi islem sistemi sensér okumalarini
denetler ve hangi numunelerin negatif, hangilerinin pozitif olduguna karar veren bir

veritabanina sahiptir.

BacT-Alert kiiltiir siseleri, plastik kapakli steril siselerdir. Siselerin, 77 cc kapasitesi olup,

aerobik, anaerobik ve pediyatrik kullanim ig¢in planlanmig sekilleri vardir. Siselerin i¢
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tabaninda kolorimetrik CO, sensoOru bulunur. Bakteri tiremesinin olmasi ile CO; oranindaki

degisiklik sensorlerce algilanir ve cihaz sofware’i ekrandan lireme varligini gosterir.

Aerobik siseler, vakum altinda CO, iceren kompleks aminoasitleri ve karbonhidrat
substratlar1 igeren triptik soya besiyeridir (40 ml). Antikoagiilan olarak sodyum polianethol
sulfonat ( % 0.035) igerir.

Anaerobik siseler; vakum altinda CO, ihtiva eden hava atmosferinde kompleks
aminoasidleri ve karbonhidrat substratlar1 igeren triptik soya besiyeridir (40 ml).

Antikoagulan olarak sodyum polianethol sulfonat (% 0.035) ihtiva etmektedir.

Pediatrik siseler; vakum altinda CO, ihtiva eden nitrojen atmosferinde kompleks
aminoasidleri ve karbonhidrat substratlari igeren beyin kalp inflizyon besiyeridir (20 ml).

Antikoagulan olarak sodyum polianetholsulfonat (% 0.02) igerir
Bakterilerin tanimlanmasi

Ureme sinyali veren kan kiiltiirii siseleri, cihazdan ¢ikarilarak bek alevi yaninda, sise
kapaklari, alkollii pamukla silindikten sonra, siselerden enjektor ile yaklasik 1 ml kadar
kan 6rnegi alindi. Alinan orneklerin, % 5 koyun kanli agar (Biomerieux, Fransa), Eosin
Metilen Blue (EMB) agar (Sigma) ve Sabouraud dextroz agar(SDA)’a ekim yapildi.
Plaklar, 37 °C’lik etiivde 24-48 saat inkiibe edildi. Bir numunede 5 giin siire igerisinde,
herhangi bir mikrobiyal lireme goriilmediginde ise negatif olarak bildirildi. Kan kiiltiirti
aliminda en 6nemli sorun kontaminasyondur, 6zellikle ciltteki normal florada bulunan
KNS’ler (nadiren de Streptecoccus spp) buna siklikla neden olmaktadir. Bunlarin hastalik
etkeni olabilmesi i¢in kan kiiltiiriinden ayni duyarlilik paternine sahip KNS tiiriiniin en az
iki kez izole edilmesi gerekmektedir. Inkiibasyon siireleri sonunda iireme olanlarda
konvansiyonel yontemler (Gram boyama, katalaz testi, oksidaz testi, plazma koagiilaz) ve
Vitek 2 Compact (Biomérieux, Fransa) tam otomatik bakteri tanimlama sistemi kullanarak

identifikasyonu yapildi.

Kanh Agar: Hazir ticari olarak satilmakta olan ve 90 mm ¢apinda, plastik petri i¢erisinde,

% 5 koyun kani i¢ceren Mueller Hinton agar kullanildi (Biomérieux, Fransa).

Eosin Metilen Blue Agar: Toz halinde ticari olarak satilmakta olan EMB agar, bir balon
icerisinde 1 litre distile suya 36 gram eklenip 12 °C’de 15 dakika otoklavlanarak
hazirlandi. El yakmayacak sicakliga (40-50°C’ye) diistiigiinde daha Onceden steril etmis

29



oldugumuz cam petrilere (70-90 mm ¢apinda) 0.4 mm kalinlikta olacak sekilde dokiildii ve
besiyeri oda isisinda donduktan sonra plaklari ters gevirerek buzdolabinda +4 °C ’de
muhafaza edildi. Ekim yapmadan once oda 1sisinda bir siire beklettikten sonra ekimler

yapildu.

EMB besiyerinin icerigi (gr/L.);

Pepton 10.0,

e di-Potasyum hidrojen fosfat 2.0,

e Laktoz 5.0,
e Sukroz 5.0,
e Fosin 0.4,

e Metilen Blue 0.07,
e Agar-agar 13.5

Cukulata Agar: Toz halinde ticari olarak satilmakta olan Gelose Mueller Hinton 2 (MH2-
D) agardan (Biomérieux, Fransa) steril bir balon igerisine 1 litre suya 38 gram olacak

sekilde konuldu ve 121-C’de 15 dakika otoklavlandi.

Otoklavdan ¢ikdiktan sonra besiyerinin sicakligi 50-55°C’ye diistiigiinde % 5 oraninda
insan kani (tam kan) eklendi. Kani ekler eklemez balonu yavas hareketlerle alev iizerinde
calkalayarak 1smin etkisiyle eritrositlerin parcalanmasi ve sonugta besiyerinin renginin
kahverengi olmasini saglandi. Steril cam plaklara besiyerini dokerek ve besiyerinin
donmasin1 bekledikten sonra buzdolabinin +4 °C bdlmesinde muhafaza edildi. Ekim

yapilmadan once oda 1s1sinda bir siire beklettikten sonra ekimleri yapildi.
Cukulata agar icerigi;
e Gelose Mueller Hinton 2 (MH2-D) Agar (Biomérieux, Fransa)

e % 5 Insan kani; kan bankasindan torba kan olarak temin edildi.
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Sabouraud-Dextroz Agar
Icerigi;
e Dextroz
e Pepton veya Neoptone
e Agar
e Sikloheksimid

e Kloromfenikol

e Safsu

Dekstroz, pepton su ve agar karistirilip sicak su banyosunda eritilir.10 ml asetonda
eritilmis 500 mg sikloheksimid ve 10 ml %95’lik alkolde eritilmis kloromfenikol eklendi.
Ph 6.8-7 ‘ye ayarlanir.Otoklavda 121 derecede 10 dakika sterillendi. Nem

kaybettirmeksizin sogukta 3 ay saklanabilir.

Konvansiyonel Yontemler

Katalaz Testi (Gunn ve ark 1987)

e Katalaz enzimi yapan bakteriler hidrojen peroksiti su ve oksijene ayristirir. Bu

nedenle bu enzim hidrojen peroksit ile aragtirilir.

e Kati1 besi yerinde (kanli agar hari¢) iiremis olan mikroorganizma kolonilerinden

0ze ile yeterli miktarda alinarak temiz bir lamin tizerine konuldu.
e Uzerine, % 30’luk hidrojen peroksitden bir damla damlatildu.

e Hidrojenperoksit katilmasindan sonra hava kabarciklarin goriilmesi pozitif

reaksiyon olarak degerlendirildi.
Stipheli durumlarda gram boyama yapilarak mikroskop altinda degerlendirildi

Koagiilaz Testi: Bu deney ile bagl koagiilaz=kiimelesme faktdrii=clamping factor ortaya
konulmaktadir. Bakteri yiizeyindeki faktoriin plazmadaki fibrinojeni pihtilastirip
Stafilokoklar1 kiimelestirmesi ile sonuglanir. Calismamizda lamda koagiilaz testi yapildi.
Lam iizerine bir damla latex koagiilaz (Oxoid) damlatildi. Uzerine test edilecek bakteri ile
siispansiyon yapildi. lyice karistirildiktan sonra agliitinasyon varligi pozitif reaksiyon

olarak degerlendirildi.
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Oksidaz testi : Bu test, mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen ve intraselliiler olan
oksidase enziminin (sitokrom C oksidase) varligin1 ortaya koymada kullanilir. %1°lik 32
tetramethyl-p-phenlenediaminie dihyrochloride bir kurutma kagidina emdirilip, 6ze ile
alinan bir koloninin bu kagida siiriilmesine takip eden saniyeler igerisinde renk degisiminin
olup olmamasina bakilir. Mavi rengin olusmasi bakterinin oksidaz enzimi {rettigini

gosterir. Hig bir renk degisikliginin olmamasi negatif olarak degerlendirildi.

Ureyen bakterilerin kanli agardaki kolonileri iizerine hazir olarak temin edilen
substrat emdirilmis (tetramethyl-p-phenlenediaminie dihyrochloride) strip (Oxoid),
degdirilerek olusan renk reaksiyonu 1-2 dakika igerisinde degerlendirildi. Kagit iizerinde
mavi, mor rengin olusmasi oksidaz pozitif olarak degerlendirildi. (Michael ve Abbott

2002)
Gram boyama (Bilgehan 2004)
Preperat Hazirlanmasi
e Temiz bir lam tizerine 6ze ile bir damla steril fizyolojik tuz ¢ozeltisi damlatildi.
e Oze bek alevinde sterilize edilerek, sogumasi icin kisa siire beklendi,
e Steril 6ze ile kat1 besiyerinden bir miktar bakteri kolonisi alindi,
e Bakteri kolonisi lam tizerine damlatilmis su ile karstirildi,
e Oze bek alevinde sterilize edilerek yerine kondu,
e Preparat havada kurutuldu,

e Bir pens yardimiyla bir ucundan tutulan lam bek alevinden 3 kere gecirilerek

fiksasyon yapildi.
Boyama islemi

e Uygulamada hazirlanan preparat iizerine kristal violet damlatilarak 1-2 dakika

beklendi,

e Su ile hafif¢e yikanarak boyanin fazlas1 akitildi,
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e Lugol ¢ozeltisi damlatilarak 1 dakika bekletildi, siirenin sonunda lugol ¢ozeltisi

akitildi.
e Preparat % 95°lik etil alkol ile 10-15 saniye yikandi.

e Preparat, saf sudan gecirildikten sonra sulu karbol fuksin ¢ozeltisi ile 10-30 saniye

boyandi.

e Damutik su ile ile iyice yikanip ve kurutma kagidi ile hafifce suyu alinarak kurumaya

birakildi.
Immersiyon objektifi ile mikroskopta incelendi.

Kullanilan cozeltiler
Kristal violet ¢ozeltisi:

e Kiristall violet 0.50 gr

e Damitik su 100.00 ml
Lugol ¢ozeltisi

e lyot 1.00 gr

e KI2.00gr

e Damitik su 300.00ml
Bakterilerin Biyokimyasal Ozellikleri

Bakterilerin biyokimyasal 6zellikleri Vitek 2 (Biomerieux, Fransa) tam otomatik bakteri
tanimlama sistemi ile belirlenmigtir. Vitek 2 sistemi bakterilerin ve mayalarin
tanimlanmasinda kullanilan, kolorometrik, bilgisayar destekli bir yontemdir. Tanimlama
liyofilize kartlara, 0.5 McFarland bulanikliginda bakteri siispansiyonunun dagitilmasi, 8-
16 saat 35.5 £ 1.0 °C’de cihazin inkiibatoriinde inkiibasyondan sonra kuyucuklardaki
biyokimyasal verilerin toparlanip, veri tabanindaki datalarla karsilagtirilmasiyla yapilir.
Tanimlama amaciyla, GN (Gram negatif) tanimlama karti, GP (Gram pozitif) tanimlama

kart1 kullanilmustir.

33



Mantarlarim Tanimlanmasi

Ureme sinyali veren kan kiiltiirii siselerinden maya mantarlar1 i¢in 6zel besiyeri olan
Sabouraud dextroz agar (SDA)’a ekim yapilip 37 °C’de 24-48 saat inkiibe edilerek maya
mantar1 yoniinden incelendi. SDA besiyerinde iiremesi olan plaklardan API ID 32 C

sistemiyle identifikasyon yapildi.

3.2 Real-time PZR
DNA izolasyonu MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit (Roche Diagnostic
GmbH, Mannheim, Germany) ve amplifikasyonu Septi-Fast (Roche Diagnostic GmbH,

Mannheim, Germany) hazir ticari kiti ile yapildi.
LightCyler Septi-Fast Testi ile 3 asamada tanimlama yapildi;

a) Homojenizasyon (MagNA Lyser Sistem ile) ve DNA izolasyonu (MagNA Pure

Compact Sistem ile)

b) 3 paralel reaksiyonda (Gram pozitif bakteri, Gram negatif bakteri, mantar) hedef
DNA'min gergek zamanli PZR amplifikasyonu ve spesifik hibridizasyon problar

araciligiyla olgtim,
¢) Orneklerin ve kontrollerin otomatik tanimlanmasi
DNA izolasyonu

Her bir hastadan alian, 1.5 ml’lik EDTA’lh periferik kan ornekleri kullanildi.
*Ornekler MagNa Lyser cihazinda 70 sn 7000 rpm’de lysis kiti tiiplerinde lizis edildi.
MagNA Lyser Cihazi hiicreleri veya diger biyolojik maddeleri otomatik olarak homojenize
eden cihazdir. Bu cihaz iist faz igeren niikleik asitlerin (NA) ve sonraki aritma,
ekstraksiyon veya analize uygun proteinlerin iiretimini kolaylastirir. MagNA Lyser
Cihazinin calistirilmast sirasinda, 6zel tiiplerle dolu rotor hizla ¢alkalanir. Cihazin
salinmasi tiiplerin i¢indekileri (boncuklar, hiicre malzemesi ve lizin reaktifleri gibi) hafif

bir biikiilme hareketiyle son derece yliksek hizda asagi yukar galkalar.

*5-10 dk. MagNA Lyser soguk blogunda bekletilir. Orta fazda bulunan homojenize olmus
kan materyali, MagNa Pure Compact Cihazina Bakteri DNA protokolii kullanilarak
yiiklendi.
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*Hasta numunelerinin izolasyonu;

Baslangic Hacmi:400pu1

Eliisyon Hacmi:200ul

Internal Kontrol (IC):4ul (Kullanilmadan 6nce IC iyice vorteks edildi.)
*Negatif Kontrol izolasyonu;

High Pure PZR Template Preparation Kit i¢inden Tissue Lysis Buffer kullanildi.
Baslangic Hacmi:400pul1

Eliisyon Hacmi:200pl

Internal Kontrol (IC):4ul (Kullanilmadan 6nce IC iyice vorteks edildi.)

DNA Amplifikasyonu

Hedef secimi; I¢ kisimdaki transkripsiyona ugramis ara (IS S-internal iranscribed spacer)
bolge, bakteri ve mantar 6rneklerinin ayirt, edilmesi i¢in hedef bolge se¢ilmistir. Bakteri ve
mantar genomlarinda ¢esitli operonlar bulundugundan, tekli kopya genlerinden daha
yiiksek bir analitik duyarlilik sunar. Ayrica, ITS ribozomal RNazlardan tiire daha
spesifiktir ve bu nedenle tiirlerin ayirt edilmesi i¢in en uygun olandir. Tiim bakterilerin 16S
ve 23S ribozomal DNA sekanslar1 arasinda ve tiim mantarlarin 18S ve 5.8 S ribozomal

DNA sekanslar1 arasinda yer alir. Saptanabilen bakteriler Tablo 4’te gosterilmistir.

Amplifikasyon; SeptiFast PZR miksi deoksi timin yerine deoksitiridin igerir. Bdylece
sentezlenen tiim amplikonlar deoksiliridin ihtiva eder. Bu durum da Amphrase in segigi
degradasyon yaratmasini saglar. PZR amlifikasyonundan once, Amphrase (urasil-N-
glikosilaz) enzimi kullanilarak amplikon kontaminasyonu riski azaltilir. Deoksiiiridin
iceren DNA sarmalarini taniyip bunlarin bozulmasini katalize eder, ancak deoksitimidin
iceren DNA'y1 tanimaz. Isleme tabi tutulmus &rnekler, icinde PZR amplikasyonunun
meydana geldigi LighCycler® Kapilerler (100 pl) MGrade igindeki hot-start Taq
polimeraz iceren amplifikasyon karisimina eklendi. Belirtilen orneklerin her bir hedefi,
jenerik veya spesifik primerlerle amplifiye edildi. Hedeflerden bir karisim reaktif

kontrollerinde olarak amplifiye edildi.
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Tablo 3.1: Septifast tani1 paneli

Gram negatif

Gram pozitif

Mantar

Escherichia coli
Klebsiella
(pneumoniae/oxytoca)'

Serratia marcescens

Staphylococcus aureus

KNS

Streptococcus pneumoniae

Candida albicans

Candida tropicalis

Candida parapsilosis

Enterobacter Streptococcus spp. Candida glabrata
(cloacae/acrogenes)’
Candida krusei

Proteus mirabilis Enterococcus faecium

Pseudomonas aeruginosa Enterococcus faecalis Aspergillus fumigatus
Acinetobacter baumannii
Stenotrphomonas

maltophilia

! iki tiirii ayiramamaktadir. 2 Streptococcus agalactiae, pyogenes, viridans

Septifast Mastermiks ve LC kapillerlerinin Hazirlanmasi; 1 sise RM(Reaktif karigimi)
la, RM 1b. DM G+( Ol¢iim karistmi1 Gram Pozitif), DM G-, DM F, RC G+(Reaktif
Kontrolii Gram Pozitif) , RC G-, RC F (LC Septifast Kiti i¢cinde) calismadan 15 dakika

once disari ¢ikarildi
1. RM la haricindekiler, hatifce vortekslendi ve tiimii spin santrifiij yapildi.

2. Tim reaktifler ve deteksiyon miksleri Septifast soguk blogu tizerindeki uygun yerlerine

yerlestirildi.
3. RM 1b'den 600 pl RM la igine ilave edildi ve pipetleme ile hafifce karistirildi.

4. Olusturulan RM'den (Reaktif miks) 200 ul DM G+, DM G- ve DM F igine ayr1 ayri
ilave edildi. Boylelikle Mastermiks G+, MMX G- ve MMX F olusturulmus oldu.

5. Septifast Cooling Block tizerindeki uygun noktalara Mgrade Light Cycler 100 pl’

kapillerlerden ilave edildi.

6. Olusturulan MMX’lerden her biri sagdan sola olacak sekilde 50 ul kapillerlere ilave
edildi.
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7. MMX'ler ihtiva eden kapiller i¢ine 50 pul DNA ilave edildi.

8. Light Cycler Carousel Centrifige'de santrifiij edilerek Light Cycler cihazina yiikleme
yapild.

PZR Uriinlerinin Hibrit(Hyb) problar tarafindan Gerc¢ek Zamanh Ol¢iimii

Spesifik bir ¢ift HybProb kullanilarak floresan ile Olgiildii. Floresanla isaretli bu Hyb
problar, amplifikasyon dongiisiiniin birlesme asamasi sirasinda amplifiye edilmis
fragmanin bir i¢ sekansiyla hibritlesir. Yayilan floresan LightCycler® 2.0 Cihazi
tarafindan  dort farkli Olcim  kanalindan birinde Ol¢iildii.  Amplifikasyonun
tamamlanmasindan sonra bir erime egrisi analizi gergeklestirilir. Erime sicakligi TM’leri,
prob ile hedef DNA arasindaki uzunluk, sekans ve homoloji derecesine baglidir. Problar,

bir kanalda 6lgiilen TM'leri ile bu tiirlerin ayirt edilmesi i¢in tasarlanmistir.
* Ekstra: Her PZR iiriinii kendi T,, derecesi ile karakterizedir.
-Tm derecesi: DNA ¢ift zincirinin %50 sinin tek zincirli oldugu derecedir.

* PZR iriinliniin erimesi, sicaklik arttikga floresan miktarindaki diislisten takip

edilebilir.

» Farkl iiriinler erime egrisi profillerinde farklilik gosterir. Spesifik olmayan iiriinler

ve primer dimerleri ayirt edilebilir.
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Sekil 3.1: Escherichia coli’ nin Tm derecesi ve erime egrisi
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Sekil 3.2: Candida parapsilosis’in Tm derecesi ve erime egrisi
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Sekil 3.3: Koagiilaz negatif stafilokok’un Tm derecesi ve erime egrisi

Erime egrisi pikleri
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Tiirlerin ve Kontrollerin Otomatik Tanimlanmasi

Orneklerin ve kontrollerin erime sicakliklar1 (TM) belirlenmis bir tanimlama
yazilimiyla (SeptiFast Tanimlama Yazilimi) analiz edildi ve bir rapor olusturuldu. Calisma
akis1 kontaminasyon araligini yansitan diisiik konsantrasyonlarda KNS goriintiillenmedigi
icin bu kontaminant mikroorganizmalar i¢in Septifast tanimlama yazilim programinda 6zel
bir yazilim olan CP kesim kurali uygulandi. Aspergillus fumigatus’un ortamdan
kaynaklanan eksojen kontaminasyon olup olmadiginin belirlenmesi i¢cin EORTC 2008

kriterleri kullanildi (Pauv 2008).
CP kesim kurah

SeptiFast Master Listesindeki (SML) organizmalarin bir¢ogu insan viicudunda, kan
alma yoluyla SeptiFast testine aktarilabilecek normal flora olarak mevcuttur. CP kesim
kural1, kontamine edici olduklar1 ve gergek infeksiyon i¢in rastgele ajanlar olmadiklari
varsayimina dayanarak belirli komensal organizlar i¢in pozitif orani azaltan bir yazilim

ozelligidir. CP kesim kurali sadece KNS ve Streptococcus spp'ye uygulanabilir ve 20
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dongiide ayarlanmistir. 20’den az bir CP degeri pozitif bir sonucu temsil ederken, 20’den

fazla bir CP degeri kontaminasyon olarak kabul edilir ve SIS raporunda negatif bir sonug

olarak goriintiilenir. Asagida 8 6rnege ait sonuglarin SIS raporu gosterilmektedir.

Sekil 3.4: Septifast sonug raporu

Specimen Assay | Data Results Flags | Comment
SeptiFast G+) ch05t62.00 hD 59 E. faecalis
-] chE40157.21 hD.72 K. pneumonisefioxytocs
sample 1 5 5
— G(*)  |che40t54.77 hDBE cp8.16 | Cobls from SML
iy i Gl |che40156.05 ho 64 b, preumoniasioxylocs
sample F ChE4D 154,93 hD 23 C. albicans
G(+]___ |chBa0tE1 .25 h247 5. aureus
Sapii . G0 |cheT0t51.00 h 86 E.col
sample 3
F =]
SeptiFast ) e
sample 4 G(:) L
F &
SeptiFast SE_? g
Sﬂmpm‘ a F e
SeptiFast o) e
sample 6 o) o
F =]
SeptiFast SE_? g
sample 7 = o
SeptiFast () e
sample 5 Gf-) L
F &

Testin Analitik Duyarliligi

LightCycler® SeptiFast Test MGRADE’in analitik duyarliligi, saglikli donorlerden alinan
EDTA’l1 kanda 100, 30 ve 3 CFU/mL’lik bir diliisyon serisinin her bir analitinin isabet
orani analizi ile test edilmistir. KNS ve Streptococcus spp (100 CFU/mL) disinda tim

turler

icin  minimum 30 CFU/mL degerinde

edilmigtir.(CFU=coloni forming unit).

Calismada kullanilan ve hazir olan reaktifler

minimum bir

duyarlilik

elde

SeptiFast Lys Kit MGRADE 100 Test
LM (Lizis Matriksi)

cam/seramik partikiiller

MagNA Pure Compact Niikleik Asit | 32 test
Izolasyon Kiti I
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LightCycler® SeptiFast Kit MIGRADE

54 Test

[1a] RM 1a (Reaksiyon Karigimi 1a)

3 U/uL FastStart Taq Polimeraz
<9%0,1 AmpErase (urasil-N-glikosilaz)
enzimi

3x27uL

[1b] RM 1b (Reaksiyon Karigimi 1b)
< %1 Brij

<%0,1 Magnezyum soliisyonu
<%0,1 ANTP

Tris-HCI tamponu

3x620 uL

[2] DM G+ (Olgiim Karisimi1 Gram Pozitif)
<9%0,001 primer, G+ i¢in problar

< %] Brij

Tris-HCI tamponu

3x 126 puL

[3] DM G-(Olgiim Karisimi Gram Negatif)
<9%0,001 primer, G- i¢in problar

< %] Brij

Tris-HCI tamponu

3x 126 uL

[4] DM F (Olgiim Karisimi Mantar)
<%0,001 primer, F icin problar

< %1 Brij

Tris-HCI tamponu

3x 126 pL

[5] RC G+ (Reaktif Kontrolii Gram Pozitif)
<%0,001 G+ i¢cin DNA Kontrol Kalib1
EDTA

Tris-HCI tamponu

1 x 330 uL

[6] RC G- (Reaktif Kontrolii Gram Negatif)
<%0,001 GEDTA i¢in DNA Kontrol Kalib1
Tris-HCI tamponu

1 x 330 pLL

[7] RC F (Reaktif Kontrolii Mantar)
<%0,001 F i¢in DNA Kontrol Kalib1
EDTA

Tris-HCI tamponu

1 x 330 uL

[8] IC (Dahili Kontrol)

<%0,001 G+, G-, F i¢in Islem Kontrol
Kalibinda DNA

EDTA

Tris-HCI tamponu

5x 100 pL

[9] NC (Negatif Kontrol)
< %35 Polietilen glikol 10000
Tris-HCI tamponu

10 x 1600 pL
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3.3 istatiksel Analiz

Istatiksel analiz icin istatistik programi, SPSS 15.0 ( SPSS Inc, ABD, IL) Siiriimii
kullanild1 ve p degeri <0.05 ise anlamli kabul edildi. Sensitivite, spesifite, pozitif prediktif
deger (PPD) ve negatif prediktif deger (NPD) McNemar testi kullanilarak hesaplandi.

4. BULGULAR

Calismaya Kasim 2012-Mart 2013 tarihleri arasinda Necmettin Erbakan
Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Merkez Mikrobiyoloji Labarotuvari’na sepsis 6n
tanistyla gelen 100 hastaya ait kan numuneleri dahil edildi. Calismaya alinan hastalarin
47°s1(%47) kadm, 53°1(%53) erkekti. Hastalar 11-93 yaglari (ortalama 59,84 vyas;
SD=21,2) arasindaydi. Calismaya dahil edilen 6rneklerin kliniklere gére dagilimi tabloda
gosterilmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1: Caligmaya alinan 6rneklerin kliniklere gore dagilimi

KLINIK SAYI
Dahili Yogun Bakim 9
Anesteziyoloji ve Reaminasyon 26
Beyin Cerrahi Yogun Bakim 3
Genel Cerrahi Yogun Bakim 4
Acil Yogun Bakim 40
Noroloji Yogun Bakim 13
Kalp Damar Cerrahisi Yogun Bakim 2
Gogiis Cerrahisi Yogun Bakim 1
Kardiyoloji Yogun Bakim 2
Toplam 100
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Orneklerin en ¢ok (%40) acil yogun bakim iinitesinden geldigi goriilmiistiir.
Caligmaya alian kan kiiltiirli 6rneklerinin 63'inde (%63) iireme saptanmazken, 37 drnekte
(%37) bir mikroorganizma saptandi. Kan kiiltiiriinde saptanan mikroorganizmalarin

dagilim tabloda gosterilmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2: Kan kiiltiirlinde saptanan mikroorganizmalarin dagilimi

Mikroorganizma Say1(%)

Koagiilaz negatif stafilokoklar(KNS) 11(11)
Acinetobacter baumannii 6(6)
Escherichia coli 4(4)
Klebsiella pneumoniae 2(2)
Enterecoccus faecium 4(4)
Enterecoccus fecalis 4(4)
Staphylococcus aureus 1(1)
Candida albicans 1(1)
Candida spp. 1(1)
Candida parapsilosis 2(2)
Candida dubliniensis 1(1)
Ureme Olmayan 63(63)
Toplam 100

Kan kiiltiirii degerlendirilen hastalarin 37’sinde (% 37) bir bakteri izole edildi. En
cok saptanan etken KNS idi (11 ornekte saptandi). Fakat bunlardan 6 tane KNS, kan
alimimmda meydana gelen cilt bulasi olmasi nedeniyle kontaminasyon olarak

degerlendirilmistir.

Benzer sekilde molekiiler yontemle de sepsise neden olan etkenler arastirildi. 100
hastanin, 64'iinde (% 64) herhangi bir etken saptanmazken, 36 (% 36) ornekte bir ve/veya
iki etken saptanmistir (dort Srnekte iki etken saptandi). Iki vakada tespit edilen Aspergillus
fumigatus ortamdan kaynaklanan kontaminasyon olarak kabul edildi.. Molekiiler yontemle

saptanan bakteriyemi etkenlerinin dagilimi gosterilmistir (Tablo 4.3).

43



Tablo 4.3: Real-time PZR yontemiyle saptanan mikroorganizmalarin dagilimi

Mikroorganizma Say1
Koagiilaz negatif stafilokoklar(KNS) 5
Acinetobacter baumannii 2
Escherichia coli 5
K.pneumoniae/oxytoca 7
E.cloacae/aerogenes 3
Staphylococcus aureus 6
Enterecoccus faecium 3
Candida albicans 1
Candida tropicalis 3
Candida parapsilosis 3
Aspergillus fumigatus 2
Negatif 64
Toplam 104

Molekiiler yontemle en fazla saptanan mikroorganizma K.pneumoniae(%18,4)
olarak bulundu. Kan kiiltiirii ve molekiiler yontemle, 100 6rnegin 68’inde benzer sonuca
ulasilmis olup her iki yontem sonuglar istatistiksel olarak karsilastirildiginda (McNemar
test) da p degeri 0.860 bulunmus ve bir farklilik olmadig1 gosterilmistir. Kan kiiltiirii ile
molekiiler yontemle ayni olarak bulunan sonuglar tabloda verilmistir (Tablo 4.4). Kan
kiiltiirii ve PZR’de saptanan mikroorganizmalarin dagilim yiizdeleri grafikte gosterilmistir

(Sekil 3.5).
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Tablo 4.4: Kan Kkiiltiirii ve Real-time PZR ile ayni bulunan sonuclar

Sonu¢ Kan kiiltiirii Real-time PZR
KNS 5 5
K. pneumoniae 2 2
E.coli 3 3
E.faecium 2 2
C.parapsilosis 2 2
C.albicans 1 1
C.tropicalis 1 1
A.baumannii 1 1
Negatif 51 51
Toplam 68 68

Sekil 3.5: Kan kiiltiiri ve PZR’da saptanan mikroorganizmalar ve ylizdeleri

80
70
60 -
50 -
40 A
30 -~
20 +
10 -

M pcr

W kaltar

100 6rnegin 51’inde (%51) her iki testle de herhangi bir etken saptanmadi. Kan
kiiltiiriinde patojen oldugu kabul edilen 32 6rnegin 17’sinde (%53) PZR’la da ayn1 etken
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saptand. Iki testin negatif saptama orani, pozitif saptama oranina kiyasla daha yiiksek

diizeyde uyumlu bulundu (McNemar testi) (Tablo 4.5).

Tablo 4.5: PZR ve Kan kiiltiirii sonuglarinin karsilastirilmasi

e PZR
KAN KULTURU ] _
NEGATIF POZITIF
NEGATIF 51 21
POZITIiF 15 17

Kiiltiirle herhangi bir patojen tespit edilemeyen 17 ornekte, sadece molekiiler
yontemle bir ve/veya iki etken tespit edilmis olup, buna karsin molekiiler yontemin patojen

saptayamadigi 15 6rnekte de kan kiiltiiriinde bir etken tespit edilmistir.

Tablo 4.6: PZR ve Kan kiiltiirii analizleri ile tespit edilen patojenler

Patojen Kan kiiltiirti PZR Her iki metodla saptanan
(yalniz) (yalniz)
S.aureus 1 6 0
KNS 0 0 5
E. fecalis 4 0 0
E. faecium 2 1 2
E. cloacae 0 3 0
E. coli 1 2 3
A. baumannii 5 1 1
K. pneumoniae 0 5 2
C. tropicalis 0 2 1
C. albicans 0 0 1
C. dubliniensis 1 0 0
C. parapsilosis 0 1 2
C. spp. 1 0 0
TOPLAM 15 21 17
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Kan kiiltiiriinde tireme saptanmayan diger 17 Ornekte molekiiler olarak 21 etken

mikroorganizma saptanmistir.

5 ornekte PZR yontemiyle, kiiltiirde tespit edilen etkene ek olarak ikinci bir

mikroorganizma tespit edildi (Tablo 4.7 ).

Tablo 4.7: PZR yontemiyle kiiltiir de tespit edilen etkenlere ek bulunan mikroorganizmalar

Ornek sayisi Kan Kiiltiiri Septifast

1.0rnek KNS KNS/A.baumannii
2.0rnek K.pneumonia K.pneumonia/C.tropicalis
3.0rnek C.tropicalis K.pneumonia/C.tropicalis
4.0rnek K.pneumonia K.pneumonia/C.tropicalis
5.0rnek E.faecium E.faecium/P.aeruginosa

Her iki yontemle de tespit edilen etkenler patojen olarak kabul edilip, tek bir mikroorganizma

olarak degerlendirilmistir (Yanagihara 2010).
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5. TARTISMA

Sepsis, infeksiyona karsi gelisen sistemik inflamatuar yanit olarak tanimlanmaktadir.
Hastalarin hastaneye yatiglarindan 48-72 saat sonra ortaya ¢ikan sepsis tablosu ise
nozokomiyal sepsis olarak tanimlanir. Giiniimiizde tibbi teknoloji ve antimikrobiyal
tedavideki gelismelere ragmen o6zellikle yogun bakim iinitelerinde (YBU) sepsis, hayati
tehdit edici onemli bir problem olmaya devam etmektedir. Sepsis Amerika Birlesik
Devletleri(ABD) nde 6liim nedenleri arasinda 13. sirada olup YBU’nde ise ikinci siradadir.
Ulkemizde de hastanede yatan hastalarda 6zellikle YBU’nde, sepsis énemli bir infeksiyon
problemi olarak karsimiza ¢ikmakta ve hastalarin 6nemli bir kismi sepsis nedeniyle
kaybedilmektedir (Balk 2000). Bakteriyemi, tiim septik sok ve siddetli sepsis vakalarinin
%30 ila 40’ma karsiliktir ve morbidite ve mortalitenin Onemli nedenidir. Yeterli
antimikrobial tedavinin baslanabilmesi ve hastanin prognozunu iyilestirmek i¢in kandaki
infeksiyonlarin tanis1 hizli yapilmalidir (Paolucci 2010). Bakteriyemilere bagli mortalite %
20-50 arasinda bildirilmektedir. Toplum kaynakli bakteriyemilerde mortalite daha
diisitkken, nozokomiyal olarak edinilmis bakteriyemilerde daha yiiksektir. Ayrica farkli
hastanelerde farkli direng profillerine sahip etkenlerin varlig1 da prognozu etkilemektedir
(Pirson 2005) (Magadia ve Weinstein 2001).

Tedaviye baslanmasinda gecikmelerin mortalite oranin1 6nemli 6l¢iide arttirdigi
bildirilmektedir. Ornegin kandidemide tedavide 12 saatten fazla gecikmenin mortaliteyi
onemli Olciide arttirdigi bildirilmisitir (Morrell 2005). Tan1 ve prognoz arasindaki dikkat
cekici korelasyondan dolay1, hizli sonuca varmay1 saglayan cesitli tan1 yontemleri kullanila
gelmistir. Etkenin direk saptandigi ve etkene yonelik invitro duyarlilik testlerinin
calisilabildigi kan kiiltlirii yontemleri kan dolasimi infeksiyonlarmin tanisinda halen altin
standart olarak kabul edilmektedir (Lehmann 2008). Ancak uzun siireli inkiibasyondan dolay1
zaman kaybina neden olmaktadir. LC-SF (LightCycler SeptiFast) testi dnceden inkiibasyona
ihtiya¢ duyulmadan dogrudan kanda mikroorganizmalar1 belirlemek icin kullanilan ilk DNA
bazli testtir (Wallet 2010).

Bu ¢alismada toplam 100 hastadan es zamanli olarak hem kan kiiltiirii i¢in hem de LC-
SF testi i¢in kan Ornegi alindi. Kan kiiltlirii 6rneklerinin geldigi kliniklere gore dagilimina
bakildiginda en fazla 6rnegin acil yogun bakim (n: 40, % 40) ve reanimasyon iinitesinden
(n: 26, % 26) gonderilmis oldugu bulunmustur. Bu klinikler uzun siire hastanede yatan ve

yogun bakim gerektiren kritik hastalarin yattig1 servislerdir. Nozokomiyal infeksiyonlarin
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da en fazla goriildiigii hasta grubudur. Calismamizda hastalarin tiimii hastanede yatan
hastalardan se¢ilmis ancak bakteriyemi-fungemi kaynagi nozokomiyal olup olmamasi

acisindan, arastirilmamastir.

Tim septik olgularda, kan kiiltiirlerinde her zaman bir etken saptanamayabilir.
Hastalarin ampirik antibiyotik tedavisi aliyor olmalari, iiremek icin 6zel kosullarin
saglanmas1 gereken bakterilerin bulunmasi, kan kiiltiiriinde gozlenebilen yalanci negatiflik
(ki bu durum az miktarda 6rnek alinmasi, alinan 6rnegin inkiibatére konmadan uzun siire
oda 1sisinda beklemesi ve alim teknigindeki hatalarla iligkilidir) gibi durumlar veya
bakteremi-fungemi bulgusu olmadan ampirik alinan kan kiiltiirii 6rneklerine bagli olarak
etken saptanmayabilmektedir. Daha 6nce Mehli ve arkadaslarinin (2007) yaptigi ¢alismada
kan kiiltiiriinde orneklerin %26.26’sinda iireme saptamistir. Willke ve arkadaslar1 da
(2011) 6rneklerin %12’sinde tireme oldugunu bildirmislerdir. Bu oran bizim ¢alismamizda
%32 olarak bulunmustur.

Bakteremiye neden olan mikroorganizmalarin dagiliminda, zaman iginde
farkliliklar gozlenmistir. Hastane infeksiyonlarina neden olan mikroorganizmalarin ve
bunlarin antibiyotiklere duyarliliklarinin degismesi fakliligin en 6nemli nedenlerindendir.
Antistafilokokal beta-laktamlarin ~ kullanima girmesiyle, 1970’11 yillarda,
Enterobacteriaceae ailesi basta olmak lizere Gram negatif bakteriler en sik karsimiza
cikmaktayken, 1980°’den sonra Gram pozitif mikroorganizmalara daha sik rastlanildig:
gbozlenmistir (Stimerkan 1998). Bu farkliliklar, hastaneden hastaneye, hastanenin
biiytlikliigiine, bakteriyemilerin toplum veya hastane kaynakli olmasina, bakteriyemilerin
kateter kaynakli olmasina ve uygulanan antibiyotik tedavi protokollerine bagl olabilir.
Ulkemizde yapilan gesitli ¢aligmalarda Gram pozitif ve Gram negatif bakteri oranlarmi
siras1 ile Durmaz ve ark.(2003) % 41.07 ve % 44.88, Yiice ve ark. (2005) % 28.1 ve %
59.3, Yurtsever ve ark. (2006) % 71 ve % 27, Sevim ve ark.(2007) % 54 ve % 41, Kaya ve
ark. (2007) % 62.2 ve % 37.8, Duman ve ark. (2011) % 68.5 ve % 31.5 olarak
bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizdaki Gram pozitif ve Gram negatif bakteri oranlar1 ise
%29,7 ve %25,5 olarak tespit edilmistir. Calismamizdaki 6rnek sayisinin diger ¢aligmalara
gore daha az olmasi oranlari etkilemistir.

Kan kiiltiirii sepsis etkenlerinin saptanmasinda halen altin standart oldugu bildirilmektedir.
Yeni teknoloji kan kiiltiirii sistemleri hizli, etkin ve kullanigh sistemlerdir. BACTEC
(Becton Dickinson, florometrik sistem) ve BacT/Alert (BioMeireux, kolorimetrik sistem)

en ¢ok kullanilan sistemlerdir. Kan kiiltiirii aliminda en 6nemli sorun kontaminasyondur,
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Ozellikle ciltteki normal florada bulunan KNS’ler (nadiren de Streptecoccus spp) buna
siklikla neden olmaktadir. Kontaminasyonu en aza indirmek i¢in uygun cilt antisepsisi
yapilmas1 gereklidir. Kan alma iginde gorevli 6zel personel “flebotomist” varlig
kontaminasyon oranlarini azaltmaktadir. Dermatolojik sorun olan bolgeden ve femoral
bolgeden kan kiiltiirii alinmamasi onerilir. Sadece kateterden alinan kan kiiltiirleri yaniltici
sonuclar vereceginden dnerilmez. Kateterden alinmasi siirecinde uygun cilt antisepsisi en
biiylik sorun kaynagidir. Farkli oneriler olmakla beraber, alkol, iyot bilesikleri en ¢ok
kullanilan  antiseptiklerdir. Bu antiseptiklerin dogru uygulanmasinda sorunlar
olabilmektedir. Iyotlu antiseptik kullan1ldiginda kurumasinin (yaklasik 30-60 saniye) ve bu
arada etki etmesinin beklenmemesi, antisepsi uygulanan bolgeye steril eldiven giymeden
tekrar damar palpe etmek amaciyla dokunulmasi en sik yapilan hatalardir. Alinan kan
kiiltiir sisesine aktarilmasinda sisenin kapagi tercihen alkol ile silinmelidir ve bu asamada
iyot dnerilmemektedir. Islem sonunda derideki iyot alkol ile temizlenmelidir .( Magadia ve
Weinstein 2001; Aygiin 2008) Fakat buna ragmen Gram pozitif bakteriler igcerisinde KNS
bir ¢ok calismada en sik izole edilen etkendir ( Mehli 2007, Willke 2011). Bundan dolay1
KNS’lerin cilt florasindan kaynaklanip kaynakalanmadigimin tespit edilmesi gerekir.
Patojen olmasi i¢in kan kiiltlirtinden ayni1 duyarlilik paternine sahip KNS tiiriiniin en az iki
kez izole edilmesi gerektigi bildirilmektedir (ACCP/ SCCM Konsensiis Konferans
Komitesi).

Wallet ve arkadaglarinin (2010) yaptig1 calismada kan kiiltiiriinde saptanan KNS 1 vakada
kan aliminda meydana gelen bir kontaminant olarak kabul edilmistir. West ve arkadaslari (2009) ise
22 vakada kontaminasyon bulmuslar. Bununla birlikte, bizim c¢alismamizda 6 vakada
kontaminasyon goriilmesine ragmen Louie ve arkadaslar1 (2008) tarafindan gerceklestirilen
caligmada 8 drnekte kontaminasyon (S. epidermidis) saptanmistir.

Eksojen kontaminasyon ihtimali, otomatik gercek zamanli PZR gibi teknik gelismelere
bagl olarak 6nemli oranda azalmistir. Bu molekiiler yontem, kan kiiltiiriinden daha hizli bir
sonu¢ vermesine ragmen, bu yontemin mevcut versiyonu, PZR basamag harig; laboratuvar
ortaminda, 6nemli Olclide teknisyen cabasi gerektirmektedir. Sonug olarak, analizlerin
gruplar halinde yapilmast Onerilmektedir. Laboratuvar ortaminda, 0&zellikle kanda
Aspergillus fumigatusun belirlenmesinde kontaminasyonlar1 6nlemek amaciyla dikkatli
olunmalidir (Wallet 2010). Sadece Mancini ve arkadaslar1 (2008) LC-SF testiyle bir hastada
A. fumigatus tespit etmistir. Bizim caligmamiz esnasinda 2 vakada eksojen kontaminasyona
rastlanmugtir. Wallet ve arkadaslarmin (2010) yaptig1 ¢alismada ise higbir eksojen kontaminant

tespit edilmemistir. Calismacilar ise bu durumu hazirlik sathasindaki biiylik dikkat, ¢alisma
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sirasindaki  giysi  degisikligi  yapilmasi ve laboratuar yiizeyleri ile aygitlarin
dekontaminasyonuna baglamislardir.

Bizim ¢alismamizda kan kiiltiiriinde elde edilen sonuglarla molekiiler olarak
saptanan sonuglar karsilastirildiginda 100 hastanin 68’inde benzer sonuglara ulasilmig
olup, uyum % 68 olarak bulunmustur. Saptanan uyumun negatif o6rneklerde daha yiiksek
(% 51), pozitif 6rneklerde daha diisiik (% 17) oldugu gozlenmistir. West ve arkadaslarinin
(2009) yaptig1 ¢aligmada kiiltiirde saptanan 50 tane 6rnek PZR ile tanimlanan tiirlere es
tiirler olarak tanimlanmistir. 359 hastadan elde edilen 558 cift 6rnek degerlendirilmis ve
382 drnekte her iki yontemle de bir etken tespit edilememistir. Iki yontem arasindaki uyum
%71 olarak hesaplanmistir. Grif ve arkadaglar1 (2012) ise her iki analizle, 51 Grnegi
(%71.8) negatif olarak bulmustur. Bes 6rnek ise iki analizde pozitif saptanmis ve kan
kiiltiir yontemi ile PZR analizinin uyum oran1 %78.9 olarak tespit edilmistir. Dierkes ve
arkadaslar1 (2012) kan kiiltiirii ve PZR birlikte 14(%13) 0Ornekte pozitiflik saptarken
69(%65) ornekte negatiflik saptamustir.

Molekiiler yontemlerle, bakterinin canli olmasina gerek duyulmadan DNA
saptanabildiginden hastalarin antibiyotik aliyor olmalari, molekiiler yoOntemlerin
duyarliligin1 etkilememektedir. Bu nedenle pek c¢ok calismada molekiiler yontemle kan
kiltliriine gore daha ¢ok sayida mikroorganizma saptanmistir. Bizim c¢alismamizda 100
numunenin kan kiiltiirii ile 32(%32)’sinde etken tespit edilmisken, PZR ile 38(%38,7)’inde
etken saptanmistir. Lehmann ve arkadaslari (2007) nin ¢alismasinda kiiltiirle 58(12,8)
ornekte, molekiiler olarak 114(%25,2) 6rnekte mikroorganizma tespit edilmistir. Dierkes
ve arkadaglar1 (2012) benzer bir calismada geleneksel kan kiiltiirii ile 23(%22), PZR ile
28(%26) etken saptamislardir. Mancini ve arkadaslarinin (2008) calismasindaki 103
numunenin yirmi biri (%20.4) ve 34’1 (%33) sirasiyla kan kiiltiirii ve PZR ile pozitif
olarak bulunmustur.

Organizmalarin bir¢ogu insan viicudunda, normal flora olarak mevcuttur ve kan
alimi sirasinda her iki teste de aktarilabilmektedir. Bu nedenle, KNS veya Streptococcus
spp., kan kiiltiirii ve PZR tarafindan belirlendiginde, sonraki kriter, bu yiiklerin patojenik
bir enfeksiyonu temsil edip etmedigini belirlemek i¢in uygulanmistir: (1) Testler, KNS’in ,
kan kiiltiirii ve PZR tarafindan tespit edilmesinden 6nce ve sonra 48 saat i¢inde en az iki
kez yapilmissa; (2) KNS ve Streptococcus spp., 48 saat i¢inde ayr1 ayri iki kez uygulanan
iki farkli kan kiiltiiriinde saptanmis ve (3) KNS, Streptocossus spp., 3 kez uygulanan
testlerde iki kez ya da daha ¢ok kez tespit edilmigse, numune sonuglart bu li¢ kriterden

birini karsiliyorsa, numune patojen olarak degerlendirilmektedir (Weinstein 2003).
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West ve ark.(2009) yaptig1 calismada, kan kiiltiirii ile tanimlanan 96 izolattan 22 izolat
kontaminant olarak diisiiniiliirken, PZR ile 186 mikroorganizma tanimlanmis ve bunlardan
12 tanesi kontaminasyon olarak degerlendirilmistir. Paskualini ve arkadaslar1 (2012) ise
kan kiiltiirinde 19 kontaminasyona ragmen PZR ile hi¢ kontaminasyona rastlamamislardir.
Bizim ¢alismamizda da sadece kiiltiirle 6 vakada kontaminasyon goriilmiistiir. Matsushima ve
ark(2012) ise PZR ile 1 vakada, kiiltiirle 5 vakada kontaminasyon tespit etmislerdir.

Calismamizda molekiiler olarak etken saptanamayan 15 6rnekte kan kiiltiirtinde bir

etken bulunmustur. Molekiiler testler hizli ve duyarli sonug¢ aliabilen testler olmasina
ragmen, testi olumsuz etkileyen faktorlerin basinda saptanmaya calisilan DNA’nin
amplifiye olmasmi engelleyen c¢esitli inhibitorler gelmektedir. Heparin gibi
antikoagiilanlar, hemoglobin yapisindaki hem molekiilii ve 6rnekte ¢cok miktarda farkl
DNA’nin olmasi bu inhibitorlerin baglicalar1 arasindadir. Ayrica kan kiiltiiriiyle saptanan
mikroorganizmalar PZR panelinde olmayan etkenler ise PZR’da tespit edilememektedir
(Unver 2005).Bizim ¢alismanzda kan kiiltiiriinde saptanan etkenler PZR testi kapsaminda
mikroorganizmalar oldugu icin nedenin PZR inhibisyonuna bagli oldugu diisiiniilmiistiir.
Antikoagiilan olarak tiiplerde EDTA bulundugundan inhibisyonun diger faktorlere ilgili
oldugu sonucuna varilmstir.
Lehmann ve arkadaslarinin (2007) yaptig1 calismada PZR ile saptanamayan 18 &rnekte
kan kiiltiiri yontemiyle bir etken saptanmustir. Dierkes ve arkadaslar1 (2012) ise benzer bir
calismada sadece kan kiiltiirliyle 9 vakada etken tespit etmislerdir. Matsushima ve
arkadaslar1 da (2012) bizim calismamiza benzer olarak PZR’la tespit edilemeyen 12
ornekte bir mikroorganizma saptamislardir.

(Calismamizda kan kiiltiiriinde iireme saptanmayan 17 6rnekte molekiiler olarak 21
etken bulunmustur. Bu grupta yer alan bakterilerin kan kiiltlirlinde saptanamamasinin
nedeni, cilt bulagina (hastanede yatan hastalarin cilt florasinda KNS yami sira
streptekoklarin ve mayalarin sik kolonize oldugu bilinmektedir), bakterilerin sayisinin az
olmasindan dolay: kiiltiirde lirememesine baglanabilir. Baz1 hastalarin tedavi nedeniyle
almakta olduklar1 antibiyotikler de bu sonuca etki edebilir. Bu nedenle kan Kkiiltiirii
siselerine serumdaki antibiyotik diizeyinin kan kiiltiirii sonuglarina etkisini azaltmak
amaciyla cesitli selator recineler ilave edilmektedir. Buna ragmen yogun antibiyotik
tedavisi altindaki hastalardaki yiiksek serum antibiyotik konsantrasyonlarinin, iireme
saptanmasi iizerine olumsuz etkisi oldugu bildirilmektedir. Molekiiler yontemlerle ise,

bakterinin canli olmasmma dahi gerek kalmadan DNA saptanabildiginden bu durum,

52



molekiiler yontemlerin duyarliligim etkilememektedir (Unver 2005;Wallet 2010). Bazi
calismalarda 16kosit sayisinin da PZR inhibisyonuna neden olabilecegi sdylenmektedir.
Ozellikle 30000/mm? den daha yiiksek oldugunda bu etkiden bahsedilmektedir. Wallet ve
arkadaslarinin (2010) ¢alismasinda 3 vakada PZR inhibisyonu gozlenmistir. Jordan ve
ark.(2005) nin ¢alismasinda bu durumun, diisiik bakteriyel DNA’ya karsin 16kosit sayisina
bagli olarak insan genomundaki DNA’nin yiiksek seviyesi arasindaki farktan
kaynaklanabilecegi sdylenmistir. Fakat bizim ¢alismamizda hastalarin 16kosit sayis1 takip
edilmedigi i¢in bu konuda bir saptamamiz olmamustir.

Wallet ve arkadaslarinin (2010) ¢alismasinda sadece PZR yontemiyle 11 etken
tespit edilmisken, Lehmann ve ark. (2007)’nin calismasinda kan Kkiiltiiriiyle tespit
edilemeyen 74 mikroorganizma saptanmistir. Bu fazlaligin sebebi Lehmann ve ark’.nin
453 ornekte ¢alismis olmasindan dolayidir. Dierkes ve arkadaslari (2012) ise 106 6rnegin
14°’nde sadece PZR ile etken saptamislardir. Matsushima ve arkadaslari da (2012) bizim
calismamiza benzer sekilde 16 6rnekte sadece molekiiler yontemle etken tespit etmislerdir.

Sepsisin erken tanisi, etken patojenlerin hizli tespiti ve uygun antibiyotik tedaviye
erken baslanmasi sepsise bagli mortalite {izerinde ortak bir etkiye sahiptir. Geleneksel kan
kiiltiirti ve diger numunelerden elde edilen sonuglar, enfeksiyondan siiphe edildigi
donemde veya hastanin ilk muayenesinden sonraki 24-72 saat igerisinde genellikle tespit
edilemezler, bu durum ampirik tedavinin baglanmasini gerektirir. Sepsis siiphesinin ilk 24
saati siiresince, antibiotik tedavisi baglanmasinin vakalarin %10-60 inda uygun olmadigi
bildirilmektedir (yani ,secilmis antibiotiklere direngli bir veya daha fazla sayida patojen
tespit edilmistir) (Harbarth 2003;Ibrahim ve ark 2000). Uygun olmayan antibiyotik
tedavisi, yogun bakim iinitelerinde(YBU) ortaya cikan antibiotik direnci(2) ile birlikte
%10-45(Kollef 2000) lik bir mortalite oraniyla ve daha uzun hastane yatis1 ile
iligkilendirilmistir( Paterson ve Rice 2003). Etken patojenlere yonelik olarak antibiyotik
tedavisinin hedeflenmesi direnci azaltmada onemlidir; fakat potansiyel patojenlerin tespiti
icin, daha hizli ve duyarh tan1 koyucu araglar daha dogru ve uygun antibiyotigin se¢imi
icin gereklidir. Yogun bakim iinitelerine kabul edilen hastalarin kanindaki tiim
enfeksiyonlarin %90’nina neden olan 20 en Onemli bakteriyel ve fungal tiirii kandan
dogrudan tespit etmek i¢in multipleks gergek zamanli PZR testi gelistirilmistir. Ortalama
6 saatlik bir siirede sonu¢ vermektedir (Wallet 2010). Louie ve ark(2008)’da yaptiklar
calismada ortalama patojen saptama zamanmi 6,5 saat olarak bulmuglar. Bizim

calismamizda ise yaklasik 4,5 saatte sonuca ulasilmistir. Test siireleri arasindaki farkliligin
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sebebi izolasyon asamasindan kaynaklanmaktadir. Bizim caligmamizda otomatik DNA
izolasyonu yapilirken diger ¢aligmalarda manuel izolasyon yapilmistir.

Sonugta ¢aligmamizda Real-time PZR yonteminin kan kiiltliriine gore duyarlilig
(sensivite) %44,7, ozgilligi (spesifite) %77, pozitif prediktif degeri(PPV) %53,1 negatif
prediktif degeri(NPV) %75 olarak tespit edilmistir. Wallet ve ark.(2010)’nin yaptiklari
calismada molekiiler yontemin analitik parametreleri; sensitivite, spesifisite, PPV,NPV
sirastyla %40, %88, %27 ve %93 olarak bulunmustur. Lehmann ve ark(2010)’ nin yaptig1
calismada testin analitik degerleri sirasiyla %39, %81, %35, %95 olarak saptanmustir. Grif
ve arkadaslar1 (2012) ise benzer bir ¢alismada, PZR analizinin negatif prediktif degeri
%94; sensitivitesi %63 ve spesifitesi %81 1di. Yapilan ¢aligmalarda molekiiler yontemin
spesifititesi asag1 yukari benzer degerlere sahiptir. Real-time PZR yontemi, biitiin sepsis
patojenleri tespit edememesine ragmen, kan kiiltiir analizi tarafindan belirlenemeyen, ¢ok
onemli olan patojenleri tam olarak saptamigtir. Fakat antibiyotik duyarlilik testi
yapamadig1 i¢in ve belli mikroorganizmalar panelinde olmadigindan dolayr kullanimi
kisitlanmaktadir. Ancak, molekiiller ve kan kiiltiirii analizlerini birlestirerek, patojen
saptamas1 6nemli dl¢ilide artacaktir. Bu hizli patojen saptayan molekiiler yontem geleneksel
kan kiiltiiriiniin tamamlayicisidir. Ozellikle antibiyotik tedavisi Oncesi hastalarda etken
patojenlerin zamaninda tespiti i¢in onerilmektedir (Yanagihara 2010)

Sepsis tanisinda gesitli indirekt tan1 yontemleri (en sik kullanilanlari, 16kosit sayisi,
CRP, prokalsitonindir) siklikla kullanilmaktadir. Bu yontemlerin sepsis disinda bir ¢ok
durumda da saptanmasi duyarliligini diistirmektedir. PZR temelli testlerden elde edilen
sonuglarin klinik anlamlilig1, ancak mevcut klinik ve diger laboratuvar verilerinin tiimiiyle
birlikte degerlendirilmelidir. Spesifik tan1 yontemlerinden kan kiiltiiriiniin  halen
bakteriyemi i¢in en duyarli yontem oldugu, molekiiler olarak etkenlerin saptanmasina
yonelik testlerde yasanan sorunlarin giderilmesiyle, yakin bir gelecekte daha yaygin
kullanilacag1 ve daha uyumlu sonuglara ulasilacagi diisiiniilmektedir. Molekiiler testlerin
kullanilmastyla ilgili en 6nemli kisitlayict faktorlerin alt yap1 sorunu ve maliyet oldugu
bilinmektedir. PZR yoOntemlerindeki gelismeler, otomatik ekstraksiyon sistemlerin
gelistirilmesi, konvansiyonel yontemlere nazaran gerekli laboratuar kosullarini nispeten
kolaylastirmistir. Maliyetle ilgili de daha genis hasta gruplarinda c¢alismalar yapilarak

maliyet etkinlik arastiriimalidir.
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Tablo 5.1 Cesitli ¢alismalardan elde edilen PZR ve Kan kiiltiirii sonuglari

MAKALELER Yil | Galisilan Ornek | PZR(%) KK(%) | Toplam
Calismamiz 2013 100 38(38) 32(32) 70
Dierkes ve ark 2012 106 28(26,4) | 23(21,6) 51
Matsushima ve ark 2012 93 20(21,5) | 12(12,9) 32
Grif ve ark 2012 71 12(16,9) | 8(11,2) 20
Pasqualini ve ark 2012 391 60(15,3) | 57(14,5) | 117
Tsalik ve ark. 2010 306 64(20,9) | 72(23,5) 136
Wallet ve ark. 2010 100 15(15) 10(10) 25
Yanagihara ve ark 2010 407 55(13,5) | 43(10,5) 98
Obara ve ark 2010 78 21(26,9) | 12(15,3) 33
Lehmann ve ark 2010 453 114(25,1) | 58(12,8) | 172
West ve ark 2009 558 186(33,3) | 86(15,4) 282
Mancini ve ark 2008 103 34(33) | 21(20,3) 55
6. SONUCLAR

Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar ve Onerileri su sekilde siralayabiliriz:

1.Ciddi sepsis, YBU de sikligi giderek artan bir 6liim nedenidir. Hizh ve dogru
antimikrobiyal tedavinin baslatilmast mortaliteyi azaltmaktadir. Etiyolojik ajanlarin
saptanmasinda kan kiiltlirii halen altin standart bir tan1 yontemidir. Fakat geleneksel kan
kiiltiirti ve diger numunelerden elde edilen sonuglar, sepsisten siiphe edildigi donemde
veya hastanin ilk muayenesinden sonraki 24-72 saat igerisinde genellikle tespit

edilemezler. Bu durum ampirik tedavinin baglanmasini gerektirir.

2. Sepsis siiphesinin ilk 24 saati siiresince, antibiyotik tedavisi baslanmasinin vakalarin
%10-60 1inda uygun olmadig1 bildirilmektedir fakat potansiyel patojenlerin tespiti igin,
daha hizli ve duyarli tan1 araglarina daha dogru ve uygun antibiyotigin se¢imi igin
gereklidir. Uygun olmayan antibiyotik tedavisi, YBU’lerinde ortaya cikan antibiyotik
direncine sebep olmaktadir. Bu nedenle daha duyarli ve hizli tani1 i¢in molekiiler

yontemlere ihtiyag¢ vardir.

3.Yogun bakim iinitelerine kabul edilen hastalarin kanindaki tiim enfeksiyonlarin

%90°n1na neden olan 20 en 6nemli bakteriyel ve fungal tiirii kandan dogrudan tespit etmek
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icin multipleks gercek zamanli PZR testi gelistirilmistir. Ortalama 6 saat gibi kisa bir

siirede sonu¢ vermektedir. Bizde ¢alismamizda ortalama 4,5 saatte sonuclari elde ettik.

4. Calismamizda multipleks real-time PZR yoOnteminin kan kiiltiirline gore
duyarliligi(sensivite) %44,7, oOzgilligl(spesifite) %77, pozitif prediktif degeri(PPV)
%53,1, negatif prediktif degeri(NPV) %75 olarak tespit edilmistir.

5. Molekiiler yontemlerde, testi olumsuz etkileyen faktorlerin basinda saptanmaya ¢alisilan
DNA’nin amplifiye olmasini engelleyen ¢esitli inhibitérler ( heparin, hem molekiilii vb.)
gelmektedir. Ayrica PZR panelinde olmayan mikroorganizmalar tespit edememektedir. Bu
durumlar molekiiler yontemin duyarliligin1 azaltmaktadir. Oysaki kan kiiltiiriinde boyle bir
kisitlama bulunmamaktadir. Ayrica kiiltliirde zor iireyen ¢esitli mikroorganizmalar i¢in 6zel

besiyerlerine ekim yapilmaktadir. Bu da kiiltiirde identifikasyon sansini arttimaktadir.

6. Molekiiler yoOntemlerde tespit edilen etkene yonelik antibiyotik duyarliliginin
belirlenemiyor olmasi bu yontemin tek basina kullanimini kisitlayan faktorlerden biridir.
Sadece saptanan etkene bagl olarak ampirik antibiyotik se¢imine yardimci olabilir. Fakat
otomatize kan kiiltiir sistemleri etken tespitinden sonraki bu asamada, etkene yoOnelik

antibiyotik duyarlilik testi yaptig1 icin molekiiler yontemlerden bu yoniiyle iistiindiir.

7. Molekiiler testlerin kullanilmasiyla ilgili en 6nemli kisitlayici faktorlerin alt yapi sorunu
ve maliyet oldugu bilinmektedir. Maliyetle ilgili de daha genis hasta gruplarinda ¢aligmalar
yapilarak maliyet etkinlik arastirilmalidir.

8. Hastalarin almakta olduklar1 antibiyotiklerin kan kiiltlir sonucuna etki ettigi
diisiiniilmektedir. Bu nedenle kan kiiltiirii siselerine serumdaki antibiyotik diizeyinin kan
kiltlirii sonuglarina etkisini azaltmak amaciyla cesitli selator regineler ilave edilmektedir.
Buna ragmen yogun antibiyotik tedavisi altindaki hastalardaki yiliksek serum antibiyotik
konsantrasyonlarinin, iireme saptanmasi {izerine olumsuz etkisi oldugu bildirilmektedir.
Molekiiler yontemlerle ise, bakterinin canli olmasina dahi gerek kalmadan DNA
saptanabildiginden bu durum, molekiiler yontemlerin duyarliligini etkilememektedir.

9. Molekiiler testler hizli ve duyarli sonu¢ alinabilen testler olmasina ragmen,
antimikrobiyal diren¢ verilerinin saglanamamasi, PZR analizi kapsaminda olan hedef
patojen sayisinin sinirliligma bagli olarak yontemin kullanilabilirligi kisitlanlanmaktadir.

Sonug¢ olarak, konvansiyonel ve molekiiler yontemler beraber uygulandiginda, hizli ve
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uygun antimikrobiyal tedavi saglanarak, antibiyotik direncinde azalma ve daha 1yi klinik

yanit elde edilecektir.
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