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OZET

Trombosit transfiizyonlarn giiniimiizde trombosit sayisinda azalma ve/veya
trombosit fonksiyonlarinda bozulma ile giden cesitli kanamali hastaliklarin
tedavisinde ve/veya proflaksisinde, oOzellikle malign hastaliklarin tedavisinde
izlenen yogun kemoradyoterapiden sonra agiga c¢ikan aplazi donemlerinde en
onemli destek tedavisidir.Trombosit siispansiyonlar1 goniillii bagis¢ilardan alinan
tam kanin santrifiigasyon yontemi ile elde edilir.Bu sekilde elde edilen trombosite "
Random Bagis Trombositi " denir.

Random bagis trombositlerinin hazirlanma asamalarinda asepsi ve kapali
ortam kosullarina uyulmasina ragmen saklama siiresinin dort giinii asmast,
trombositlerin oda 1sisinda saklanmasi bakteriyel kontaminasyon varliginda iireme
olasiligini arttirmaktadir.Bakteri bulasi farkedilmez ise transfiizyon sonrasi yagami
tehdit eden agir septik tablolar izlenebilir.

Trombosit siispansiyonlarinda bakteriyel kontaminasyonun tam olarak
gosterilmesi igin ¢esitli otomatik kiiltiir sistemleri kullanilmaktadir.Akis sitometrisi
ile bakteri varliginin gosterilmesi miimkiindiir. Ancak hizli ve pratik sekilde
gosterilmesini saglayan standardize edilmis bir yontem bulunmamaktadir.

Kapali ortam kosullarinda hazirladigimiz random bagis trombositlerinde 24
saatlik, normal kosullar altinda ve 5 giin, inkiibasyon sonrasi akis sitometrisi ile
bakteri DNA' larin1 boyayan thiazole orange boyasini kullanarak bakteri varligim
gostermeye calistik.24 saat ve bes giinlik saklama sonrast otomatik kiiltiir
sistemleri ile korelasyonunu aragtirdik.

Anahtar Kelimeler: Random bagis trombositi, bakteriyel kontaminasyon, akis
sitometri
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ABSTRACT

Nowadays, platelet transfusion is the most important supporting treatment at
the period of aplasia emerging after the intense kemoradyotherapy used especially
in the treatment of malign disease, in the treatment and/or prophylaxis of various
hemorrage disease, goes with decreasing of the number of platelet.Platelet
suspansion is obtained by the method of full blood centrifugation which is gotten
from volunteer contributor.Platelet gotten by this method is called "Random
Donation Platelet".

Exceeding four days for storage time in spite of the complying with
conditions asepsi and covered environment in the preparation steps of random
donation platelets, the storage of platelets in room heats.If bacterial contamination
exists, it increases the probability of procreation.If bacteria infect is not noticed,
heavy septic cases treating the vita could be seen after transfusion.

In platelet suspansions, various automatic culture systems is used to
demonstrate bacterial contamination.it is possible to demonstrate the existing of
bacteria with flow cytometer.But there isn't a standart method which shows fast and
practical way.

We will try to show the existing of bacteria by using thiazole orange stain
which colours the DNA of bacteria with in early stages of flow cytometer after the
incubation for 24 hours in random donation platelet made in covered environment
conditions with automatic culture systems after the storage for five days.

Key words: Random donor platelet, bacterial contamination, flow cytometry
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GIRIS ve AMAC

Trombosit transfiizyonlar1 giiniimiizde trombosit sayisinda azalma ve/veya
trombosit fonksiyonlarinda bozulma ile giden ¢esitli kanamali hastaliklarin
tedavisinde ve/veya proflaksisinde yaygin olarak kullanmilmaktadir. Ozellikle malign
hastaliklarin tedavisinde izlenen yogun kemoradyoterapilerden sonra agiga cikan
aplazi donemlerinin en 6nemli destek tedavilerinin basinda gelmektedir.

Trombosit siispansiyonlar1 goniillii bagiscilardan "tam kan alinmasi" veya
"aferez yontemi" ile elde edilmektedir. Alinan tam kan santrifiigasyon yontemi ile
komponentlere (eritrosit + plazma + trombosit) ayrilmaktadir. Bu sekilde elde edilen
trombosite "random bagis trombositi" adi verilmektedir ve 1 iiniteden elde edilen
trombosit sayis1 diisiik oldugu icin 6-8 tanesi havuzlanarak kullanilmaktadir. Aferez
yonteminde ise trombosit 6zel cihazlar yardimu ile periferik kandan ayristirilmakta ve
tek bir bagiscidan terapétik sayida (minimum 3x10 '') trombosit toplanabilmektedir.

Elde edilen trombositler 5 giin siireyle saklanabilmektedir. Trombositlerin
saklanabilmesi i¢cin gaz gecirgen Ozel torbalara alinmis olmasi, saklama boyunca
hareketli ortamda (ajitator, rotator) ve normal oda isisinda (20—240 C ) bulunmasi
gerekmektedir.

Bilindigi gibi kan bakterilerin iiremesi i¢in uygun bir besiyeri 6zelligini
tasitmaktadir. Bu nedenle kan ve kan komponentlerinin alinma ve hazirlanma
asamalarinda asepsi ve kapali ortam kosullarina uyulmasi biiyilkk onem tagimaktadir.
Ancak yine de alman tiim 6nlemlere ragmen bakteri bulasi olabilmekte ve bu durum
farkedilmez ise transfiizyon sonrast yasami tehdit eden agir septik tablolar
izlenebilmektedir. Kan komponentlerin giivenliginde Onemli ilerlemeler olmasina
ragmen transfiizyonla birlikte bakteri infeksiyonun goriilmesi hala ¢oziimlenmemis
bir problem olarak goriilmektedir (1). Kan komponentlerine bagh olarak bakteriler
farkli biiylime kinetigi gosterirler. Plateletler 22 % C de oda 1s1sinda saklandig1 icin
eritrositlerden daha c¢ok bakteri iiremesi beklenir (1). Eritrositler normal kosullar
altnda +4 derece 1sida saklandig: i¢in bu 1s1 bir¢cok bakterinin liremesi i¢in uygun
degildir. Ancak trombositlerin oda 1sisinda saklanmasi bakteriyel kontaminasyon
varliginda iireme olasiligini arttirmaktadir. Bu nedenle trombosit transfiizyonlarindan
sonra septik olgulara eritrositlere gore daha sik rastlanmaktadir.

Trombosit siipansiyonlarinda kontaminasyon orani yaklasik 1/500 olarak
bildirilmekte ve 1/4000 oraninda septik tablo rapor edilmektedir (2,3). Havuzlanan
random bagis trombositlerinde bagisc1 sayisi ve maniiplasyon oram yiiksek
oldugundan aferez trombositlerine gére daha sik kontaminasyonla karsilasilmaktadir
(4,5). Trombosit saklama siiresinin 4 giinii agmas1 da riski ©6nemli Olciide
arttirmaktadir (4,5).



Trombosit siispansiyonundaki bakteri varliginin belirlenmesi transfiizyon
tibbinda hala problem olarak goriilmektedir. Bakterinin belirlenmesi i¢in birkag
teknoloji gelistirilmistir.Scansystem' ™ , FACS ( fluorescenceactivated cell corting)ve
NAT (Nucleid acid Amplification Technology) gibi hizli belirleme metodlar1 bakteri
siispansiyonundaki bakteri varhiginm belirlenmesi icin bir firsat sunar.Bu
teknolojilerle bakteri varliginin belirlenmesi birkac dakika veya saat kisaltilmaktadir

6).

Kan iriinlerindeki en  Onemli enfeksiyon riski  bakteri ile
kontaminasyondur.Ozellikle trombositler 20-24 0C de saklandig1 icin bu risk daha
fazla artmaktadir.Ayrica bakterilerin iiremesi igin biiylime ortamidir. Trombosit
transfiizyonundan sonraki septik reaksiyonlarin riski yaklagik 1:15,000 ve 1:100,000
dir. %16-26,5 ise Oliimciildiir. Trombosit siispansiyonlarinda Staphylococcus
epidermidis, S. Aureus, Bacillus cereus ve Propionibacteria gibi bir¢cok bakteri
tanimlanabilir (6).

Trombosit siispansiyonlarinda renk degisikligi, pihtilagsma, partikiil varlig1 gibi
makroskopi bulgular bakteriyel kontaminasyon olasiligimi diisiindiirmekle birlikte bir
cok olguda bu bulgular izlenememektedir. Bu nedenle bakteriyel kontaminasyonun
gosterilmesi i¢in cesitli otomatik kiiltiir sistemleri (Bact/ALERT, Scansystem, vb.)
kullanilmaktadir (7). Ek olarak gelismis iilkelerde riski en aza indirebilmek icin tiim
trombosit siispansiyonlarma fotokimyasal yontemler yada ultraviole 1s1k yardimi ile
sterilizasyon uygulamalar1 da yapilabilmektedir (8-10). Tiim bu yontemler maliyet
acisindan pahali olmalar1 yaninda kiiltiir yontemlerinin zaman agisindan da onemli
dezavantajlar1 oldugu agiktir.

Giiniimiizde akis sitometresi hematoloji laboratuvarlarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Cesitli kullanim alanlar1 yaninda akis sitometresi ile bakteri
varliginin da gosterilmesi miimkiindiir. Pratik, hizli ve kolay uygulanabilir bir yontem
olmas1 nedeni ile trombosit siispansiyonlarinda akis sitometresi kullanilarak bakteri
varliginin arastirilmasi yeni gelistirilmeye ¢alisilan bir yontem olup bu konuda cok az
sayida yayin bulunmaktadir(11).

Akis sitometri kan bankaciliginda yaygin olarak kullanilir. Trombosit
siispansiyonlarinda ve eritrositlerde 16kositlerin degerlendirilmesinde, trombosit
aktivasyon markirlarm Olciimiinde ve trombosit siispansiyonlarinda bakterinin
Olciimii ve degerlendirilmesinde kullanilir (11).

Bu calismanm amaci random bagis trombositlerinde 24 saatlik 37 derecede
inkiibasyon sonrasi erken donemde akis sitometresi ile bakteri varligin1 gostermeye
calismak ve 5 giinliik saklama sonras1 otomatik kiiltiir sistemleri ile korelasyonunu
arastirmaktir.



GENEL BILGILER

2.1. Trombositler

2.1.1. Yap1

Trombositler megakaryositlerin fragmentasyonundan kaynaklanan 2-5 pm
capinda, 0,5-1 um kalinliginda, 5-7 pm3 hacminde, nukleus icermeyen, bikonveks,
yuvarlak yada hafif oval seklinde olan hiicrelerdir (12).Trombositler kemik iliginin en
biiyiik hiicreleri olan megakaryositlerden meydana gelen ve periferik kandaki en
kiiciik hiicreler oldugu icin kan pulcuklar1 adi ile de amilan cok fonksiyonlu
hiicrelerdir(vaskiiler). Viicutta total 10'? diizeyinde bulunmasina karsin dolasan
kandaki trombositler yaklasik 7 mL kadar hacim olusturmaktadirlar. Dolasan
trombositler total trombosit kitlesinin 2/3’iinti olusturmakta olup olup, geri kalan
1/3’t dalakta sekestre edilir ve her iki havuz denge halindedir (12). Dolasan
trombositlerin degisim oram giinde litrede 35x10° diizeyinde olup ortalama yasam
stireleri 7-10 giindiir (13).

Trombositler icinde tiim aminoasitler bulunur. Trombositlerin nukleusu
olamadig: halde bu aminoasitleri kullanarak protein sentezleyebilir. Protein sentezinin
mitokondrial niikleik asitler sayesinde gerceklestigi diisiiniilmektedir. Trombositlerin
membranlar1 sialik asidden zengindir. Bu trombosit yiizeyine (-) elektrik yiik
kazandirmaktadir.

Trombositler May Griinwald/Giemsa ile boyanan yaymalrda kiiciik, yuvarlak,
bazen elonge, diizensiz pargaciklar olarak goriiliirler.Azurofilik mor graniilasyon,
yaklasik 30 lekeden ibaret olarak mavi sitoplazmadan ayrimlanabilir. Aktivasyon
basladiktan sonra graniiller santralize olur ve sitoplazma homojen bir hal alir
(13).Graniiller elektron mikroskobunda yuvarlak sekilli, yaklagitk 300 nm
boyutlarinda, tek bir membranla c¢evrili birer yogunluk olarak goriiliirler.

2.1.1.1. Trombosit Graniilleri
Alfa graniiller, yogun cisimcikler ve lizozomlar olmak iizere 3 tip graniil
tanimlanmugtir. Bunlarin igerikleri ve islevleri Tablo 2.1’de dzetlenmistir.

Alfa Graniiller: Alfa graniiller trombositlerdeki azurofilik graniillerin yaklasik
%85’ ini olustururlar. Alfa graniillerin icerdigi ¢ok sayidaki substans iki grup halinde
toplanabilir.ilk grup spesifik trombosit proteinlerini, ikinci grup ise plazma ya da
doku molekiillerini igerir.Bunlar, ya prokoagiilan etki gostererek, ya trombositlerin
adezyon ve agregasyonlarini uyararak, ya da onarim progeslerini hizlandirarak
hemostaz aktivatorii islevi gosterirler.Bu faktorler, saliverme fazi sirasinda
trombositlerden c¢evre ortama salmirlar(13). ‘Grey trombosit syndrome’ olarak
bilinen, agregasyon yitimi ve hemorajik diyatezle sonuglanan tabloda trombositlerde
alfa graniil eksikligi s6z konusudur (14).



Yogun Graniiller: Tiim graniillerin %10’unu kapsar. Tipik olarak, vezikiiler
membrandan belirgin bir halo ile ayrilan opak partikiiller olarak goriiliirler. Merkezi

Tablo2.1. Trombosit graniillerinin igerikleri ve islevleri

ALFA GRANULLER

1.Spesifik Proteinler
PF-4 heparinin notralizasyonu
adezyonun ve agregasyonun uyarilmasi
bazofillerden histamin saliveriliginin uyarilmasi
notrofil, monosit ve fibroblastlar iizerine kemotaktik etki
16kosit elastazin aktivasyonu
kollejenaz inhibisyonu
cesitli glikozaminoglikanlarin fiksasyonu

B-TG antiheparin etki
fibroblastlar tizerine kemotaktik etki (PGI, sentez inhibisyonu)
PDGF fibroblast ve diiz kas hiicrelerinin ¢cogalmasinin uyarilmasi

Notrofil, monosit, fibroblast ve diiz kas hiicrelerine kemotaktik etki
Trombospondin agregasyon ve fibrin olusumu
Hiicre-hiicre etkilesimi
Hemagliitinasyon
2.Plazma ya da Doku Molekiilleri
Fibrinojen  agregasyon ve koagiilasyon
Faktor V koagiilasyon
VWF adezyon
Fibronektin adezyon
Trombospondin adezyon ve agregasyon
Epinefrin vazokonstriksiyon ve agregasyon
Plazminojen fibrinoliz
HMWK yangi, koagiilasyun aktivasyonu

YOGUN CiSIMCIKLER
ADP adezyon ve agregasyo
ATP enerji deposu
Kalsiyum sekil degisikligi, hareket, PG sentezinin aktivasyonu,
koagiilasyonu
Serotonin vazokonstriksiyon, agregasyon

Antiplazmin koagiilsyon

LiZOZOMLAR

Asit hidrolazlar sikatrizasyon sirasinda hemostatik pihtinin ortadan
kaldirilmasi

partikiildeki yogunlugun, olduk¢a bol miktarda kalsiyumun bulunmasina bagli oldugu
diistiniilmektedir. Kalsiyumdan baska yogun cisimcikler adenozin difosfat (ADP),
adenozin trifosfat (ATP) ve serotonin gibi release sirasinda salinan ¢esitli maddeleri



depoladigi gibi, katekolaminler, pirofosfat ve ortofosfatlar1 da icerir (14). Yogun
cisimcikler, endojen ADP salimina sekonder agregasyonun olmaysisi ile karakterize
Hermansky Pudlak sendromunda eksiktir (14).

Lizozomlar: Daha az sayida olup yalnizca asit fosfotaz, aril siilfataz gibi sindirici
enzimlerden birinin varliginda gosterilebilir. Skatrizasyon sirasmnda hemostatik
tikacin eliminasyonunda rolleri vardir.(14).

2.2. slev

Trombositlerin en Onemli islevi damarlarda zedelenme meydana geldigi
zaman mekanik bir tika¢ olusumunu saglamaktir. Bunu adezyon, sekresyon,
agregasyon ve progkoagiilan 6zellikleri ile gerceklestirirler.

2.2.1. Trombosit Adezyonu

Kan damarlarinda olusan hasar sonucu subendotelyal bag dokusunun aciga
cikmasi ile trombositler bu bolgeye yapisirlar (adezyon). Trombositler ile damar
duvar1 arasinda olusan etkilesim sirasinda bircok adezyon molekiilii rol alir. Von
Willebrand faktdr (vVWF) bir yandan subendotelyal mikrofiller ile baglanirken diger
yandan trombosit membranindaki glikoprotein Ib (GPIb) ile baglanir. GP IIbllla
reseptor kompleksi de trombositlerin vWF araciligi ile damar duvarina yapigmalarini
saglayan ikinci bir baglanma noktasini olusturur. Subendotelyal bolgedeki kollajen
molekiillerine yapigsma ise GPIa aracilig ile olmaktadir. Trombosit adezyonu sonrasi
olusan bir dizi metabolik reaksiyon ile trombositlerde saliverme, sekil degisikligi ve
agregasyon olusumu baslamaktadir. Trombositler daha kiiresel bir sekil almaktadirlar
ve uzun pseudopodlar olusturarak trombosit-trombosit ve trombosit-damar
etkilesimlerini arttirmaktadir (15,16).

2.2.2. Trombosit Saliverme (Release) Reaksiyonu

Trombositlerin kollojen ile karsilasmalar1 ve/veya trombin etkisi ile
graniillerde bulunan ADP, serotonin, fibrinojen, lizozomal enzimler, beta
tromboglobulin (§ TG), trombosit faktor-4 (PF4) gibi maddeler saliverirler.

Alfa graniil glikoproteinleri ve bu proteinlerin saliveriligi, trombosit
aktivasyonu icin son derece duyarli bir gosterge olarak kullanilmaktadir. Ciinkii bu
substanslar yogun graniillerin saliverilisi i¢cin gerekli uyaridan daha diisiik uyar ile
saliverilebilirler.

Ayrica kollajen ve trombinin etkisi ile trombosit prostoglandin sentezi artar.
Protein kinaz C araciligi ile protein fosforilasyonunu aktive eden diagilgliserol ve
intraselliiler kalsiyum iyonlarmnin salmimina yol acan inosital trifosfat saliverilmesi
olusur. Ayrica tromboksan A, (TX A; ), cAMP diizeylerini diisiirerek saliverme
reaksiyonun u arttirir (15,16).

2.2.3. Trombosit Agregasyonu



Ortama salinan ADP ve tromboksan A; ile hasarli bolgede daha fazla sayida
trombositlerin agregasyonu gerceklesir. Yeni katilan trombositler de aktive olarak
daha fazla saliverme reaksiyonuna yol acarlar ve olusan bu pozitif geri beslenme
sayesinde hasarli endotelyal alanda yeterince biiyiikk bir plak olusumu saglanir
(15,16).

2.2.4. Prokoagiilan Aktivite

Trombositlerin saliverme reaksiyonu ve agregasyonu takiben aciga c¢ikan
trombosit faktor-3 koagiilasyonun iki dnemli basamaginda rol oynamaktadir. Aktive
faktor IX ve VIII ile birlikte faktor X aktivasyonunda rol alan trombosit faktor-3, ayni
zamanda aktive faktor X ve V ile birlikte protrombinin trombine doniistiiriilmesi
basamaklarinda yer almaktadir (15,16).

2.3. Trombosit Siispansiyonlari
Trombosit siispansiyonlar1 hazirlanma sekillerine gére random bagis trombosit
slispansiyonu ve aferez trombosit siispansiyonu olarak adlandirilmaktadir(17).

Transfiizyon amaciyla hazirlanan trombosit siispansiyonlar: ya rutin tam kan
verildikten sonra ya da aferez sistemleri kullanilarak elde edilirler. Rutin tam kandan
trombosit hazirlanmasi i¢in ABD’de Once trombositten zengin plazma elde edilip bu
lriiniim santrifiij edilmesi yontemi kullanilirken, Avrupa’da ise biiyiik Olciide once
buffy coat elde edilmesi ve bunun resiispanse edildikten sonra santrifiij edilmesi
yontemi tercih edilmektedir. Bunlardan ilkine ‘trombositten zengin plazma trombosit
konsantresi’, ikincisine ise ‘buffy coat trombosit konsantresi’ denilmektedir. Bu iki
tiir iirtine ortak olarak yaygin bir sekilde ‘random bagis trombosit konsantresi’
denilmektedir. Hangi yontemle hazirlanirsa hazirlansin bir iinite tam kandan elde
edilen trombosit siispansiyonu ortalama bir erigkinde gerekli trombosit sayisi artigi
icin yeterli sayida trombosit icermedigi icin bunlarin 4-6’sinm bir araya getirilmesi
gerekmektedir. Bu sekilde birlestirilmis random dondr trombositlerine ‘havuzlanmig
trombositler’ denilmektedir. Aferez sistemleri ile elde edilen trombosit konsantreleri
ise tek bir vericiden elde edilmekte ve yaklasik olarak havuzlanmis trombosit
triiniindeki kadar trombosit icermektedir. Bu iirline ‘aferez trombosit konsantresi’
veya ‘tek dondr trombosit konsantresi’ adi verilir (tablo 2.2).



Tablo 2.2. Trombosit Siispansiyonlar1 ve Igerikleri

Icerdigi Uriinler Aferez Tek Unite Havuz -6 Unite-
Trombosit

Enaz 3.0x10" 0.55x10"! 3.3x10"
Ortalama 4.2x10" 0.70x10" 4.2x10"
Lokosit 1x10°7 7.5x10’ 5x10°
Eritrosit Nadir Degisken <5 ml

Volim (ml) 200-300 50-70 300

HLA uygunlugu Evet Evet Hayir

Trombosit siispansiyonlarmin transfiizyonunda belirleyici ozellikler; hastanin
trombosit sayisi, klinik tablosu, kanama varlig1 ve hastanin kendi trombositlerinin
fonksiyonel durumudur. Transfiizyon; kanama varliginda terapotik amacla veya
profilaksi amaci ile yapilabilir. Trombosit sayisinm 20.000/ul’nin iistiinde oldugu
durumlarda ciddi derecede spontan kanama riski diisiiktiir. Ciddi diizeyde kanamalar
genellikle trombosit sayisinin 10.000/ul’nin altinda, fatal kanamalar ise trombositler
5.000/ul’nin altinda ise goriilmektedir (17).

Trombosit siispansiyonu hazirlandiktan sonra iki yontemle saklanir; ajitasyon
(calkalama) ve dondurma. Ajitasyon en sik kullanilan yontemdir. Trombosit
siispansiyonlar1 20-24° C’de, ikinci kusak gaz gecirgen torbalarda siirekli calkalanarak
saklanir. Bu sekilde hem agregatlar 6nlenir, hem de trombositlerin plazma ile siirekli
karigmas1 saglanir. Saklama siiresi 5 giindiir. Ajitasyon 0zel cihazlarla yapilmalidir.
Trombositler besinci giiniin sonunda %?20-25 oraninda canlih@mi kaybederler.
Trombosit siispansiyonlar1 bir miktar da plazma icerir. FV ve FVIII’de orta derecede
azalma harig, koagiilasyon faktorleri aktivitesi iy1 korunur; fakat pH azalir. Dondurma
icin kriyoprotektif olarak dimetilsulfoksit (DMSO) kullanilir. Hizli eritmeden sonra
trombositlerin canlilik oran1 %50’ye diiser. Pahali ve etkinligi az olan ve yaygin
kullanilmayan bir yontemdir (18).

2.3.1. Random Bagis Trombosit Konsantresi

Goniilli bagiscilardan alinan tam kan santrifiigasyon yontemi ile eritrosit,
plazma ve trombosit komponentlerine ayrilir. Bu sekilde elde edilen trombosite
‘random bagis trombositi’ ad1 verilir. Bir tiniteden elde edilen trombosit sayis1 diisiik
oldugu i¢in 6-8 tanesi havuzlanarak kullanilmaktadir.

Random bagis trombosit siispansiyonlar1 bir iinite tam kandan santrifiijleme
yontemi ile hazirlanir. Bir iinitenin hacmi 50-70 ml olup icerisinde en az 5.5x10'°
trombosit bulunur. Random bagis trombosit siispansiyonlar1 KIT hastalarinda
kullanilmadan 6nce siklikla 16kositten armdirilir ve havuzlanirlar. Eger
havuzlanmislarsa 4 saat icerisinde transfiize edilmelidirler. Random bagis trombosit
slispansiyonu transfiizyonunda terapotik doz genel olarak her 10 kg icin bir iinite
random bagis trombosit siispansiyonu olarak belirlenir (normal bir eriskinde ortalama
5-7 inite). 70 kg agwrhginda bir eriskinde bir iinite random bagis trombosit
slispansiyonu trombosit sayisint 5.000/ul kadar arttirir (18).



Bir iinite tam kandan hazirlanan trombosit konsantresi yaklagik 50-70 ml
plazma icerir. Modern tekniklerle trombosit sayis1 0.8x10'" ¢ikarilabilmektedir (19).
ABD’de Food Drug Administration (FDA), test edilen iinitelerin %75’ inde trombosit
sayisinm en az 0.55x10"" olmasini sart koymaktadir (20).

Random bagis trombosit konsantresi ikinci jenerasyon torbalarda 5 giine kadar
saklanabilir. Trombositlerin saklanabilmesi i¢in gaz gecirgen Ozel torbalara alinmis
olmasi, saklama boyunca ajitator veya rotator gibi hareketli ortamda ve normal oda
1sisinda (20-24° C ) bulunmasi gerekmektedir.

2.3.2. Aferez Trombosit Konsantresi

Aferez trombosit siispansiyonlaria tek bagisct trombosit siispansiyonlarida
denilir ve bir bagiscidan sitaferez prosediirii ile toplanan bu kan iiriinii en az 3x10"
trombosit igerir. Bu sayr 6 ilinite random bagis trombosit siispansiyonun igerdigi
trombosit sayis1 kadardir. Komponent icinde 200 ml kadar plazma bulunur. Aferez
trombosit siispansiyonunda bulunan 16kosit ve trombosit miktar1 kullanilan aferez
teknigine baghdir (21). Yeni tekniklerle toplanan bazi tek bagis¢1 trombosit
slispansiyonlar1 lokositten son derece fakirdirler. Bir iinite tek bagis¢1 trombosit
siispansiyonu 70 kg erigkin bir hastada trombosit sayisini ortalama olarak 30.000/ul
arttirr.

Goniilli bagiscilardan trombosit 6zel cihazlar yardimi ile periferik kandan
ayristirilmakta ve tek bir bagiscidan terapotik sayida (minumum 3x10" ) trombosit
toplanabilmektedir. Bir iinite aferez trombosit konsantresi 200-300 ml plazma icinde
3.0x10" ila 6.5x10"" trombosit icermektedir (20). FDA standartlarma gore test edilen
orneklerin %75’inde aferez trombosit konsantrelerinin en az 3x10''  trombosit
icermesi gerekmektedir (20).

Bir aferez trombosit iinitesi yaklasik olarak tam kandan hazirlanan 6 iiniteye
esdeger miktarda trombosit icermektedir. lyi bir iiriin elde edildiginde orijinal aferez
initesi ikiye ayrilabilir. Bu durumda her bir iinitenin bagimsiz olarak minumum
standartlar1 karsilamasi gerekir (22).

Aferez trombosit konsantresi kullanilan setin 6zelligine gore 3 veya 5 giin
saklanabilir (23).

2.3.3. Trombosit Siispansiyonunda Kalite Kontrol

Taze ve oda 1s1sinda ajitatdrde beklemekte olan trombosit siispansiyonlarmdan
alinan orneklerde canlilik, 151k mikroskobu veya elektron mikroskop altinda morfoloji
caligmalari, sitokin miktarlari, trombosit fonksiyonlar1 caligilabilir.

Tam kandan agik sistemle hazirlanan trombosit siispansiyonlarinin 24 saat
icinde kullanilmasi1 gerekirken, kapali sistemde hazirlanan iiriinler plastik ve gaz
gecirgen torbalarda oda sicakliginda (20-24° C) hafif ajitasyon altinda 5 giin
saklanabilir.



Trombosit  siispansiyonlarinda  eritrosit ~ ve  lokosit  bulunmasi,
alloimmiinizasyon, enfeksiyon bulasi, nonspesifik immiin siipresyon, febril non
hemolitik reaksiyonlara yol acabilir. Trombosit siispansiyonlarina karigsmis 1okiisitleri
arindirma islemi cihazin kendi Ozellikleri arasmnda bulunabilir. Ayrica aferez
isleminden hemen sonra kan bankasinda lokosit filtreleri kullanilabilir veya hasta
basinda 16kosit filtrasyonu yapilabilir. Bu metodlarla lokositle beraber %4-18
oraninda trombosit kaybi da olusur. Uriiniin 1smlanmasida bir 16kodeplesyon
metodudur. Avrupa Toplulugu 16kodeplesyon kriterlerine gore elde edilen {iiriinlerin
%75’ inde her 3x10'" trombosit miktar: i¢in karigmasi en fazla 5.0x10° olmalidir(24).

2.3.4. Trombosit Siispansiyonunda Kontaminasyon

Viriisler basta olmak iizere bakteriler, parazitler, riketsiyalar ve funguslarda az
da olsa transfiizyonla bulasirlar (25).1998-2000 yillar1 arasinda Amerikan Association
of Blood Banks (AABB) ve Control of Disease Centre (CDC) ortak calismalarinda
tek dondr trombosit yontemiyle elde edilen trombositlerin transfiizyonu ile 9.98
(olgu/milyon iinite), random bagis trombosit yontemiyle elde edilen trombositlerin
transfiizyonuyla 10,64 (olgu/milyon iinite), eritrositlerin transfiizyonu ile 0,21
(olgu/milyon iinite) olguda bakteriyemi saptanmistir (26).%0,2-0,5 oraninda olan kan
ve kan iirlinleriyle bakteriyel bulas, bagiscidaki asemptomatik infeksiyon sonucu
(brucelloz, salmonellaz, spiroket infeksiyonlar1 gibi) veya gecici bakteriyemi
sonucunda (stafilokok, streptokok, pseudomonas spp., citrobakter spp. gibi )
gelisebilir (27).

Kanda bakteriyel kontaminasyonun kaynagi her zaman kolaylikla
tanimlanamamistir. Kaynak bazen septik bolimde tanimlanan, vericinin kolundan
veya kan toplama torbasinin yiizeyinde bulunan organizmanin tesadiifii olarak bulasi
gosterilebilir. Bakteriyel kontaminasyonun kaynagma deri, kan, tek kullanimlik
malzemeler ve cevresel etkenler dahil edilir.

Trombosit konsantrelerinin saklama kosullarindan dolayr bakterinin genis
cesitlilikte biiylimesini saglar. Trombosit siispansiyonlarindaki kontaminasyonun %4-
72 oldugu rapor edilmistir (27).

Bakteriyal etkenlerden Trepanoma pallidum’un buzdolabinda 72 saati gecen
kanlarda infektivitesini kaybettigi kabul edilir; ancak spiroket miktar1 kanda fazla ise
6 giine kadar canli kaldiklari ileri siiriilmiistiir (28).

2.3.4.1. Trombosit Siispansiyonunda Bakteriyel Kontaminasyon

Kan komponentlerinde bakteriyel kontaminasyonuna verici bakteriyemi, tam
kan toplanmas: sirasmdaki kontaminasyon, kan toplama torbasinin kontaminasyonu
ve kan komponentlerini ayirma sirasindaki kontaminasyon neden olur.

Bakteri iceren kan ve kan iirlinlerinin transfiizyonu sonucu ortaya c¢ikan sepsis,
nadir olan bir olay olmasma karsin 6liim riski tagimasi Onemini arttirmaktadir.
Bakteriler viriis ve parazitlere gore kan ve kan iiriinlerini daha ¢ok kontamine ederler.
Kan iirtinlerinin bakterilerle kontaminasyon riski yaklasik %0,2-0,5’tir. Biiyiik
kisminda bakteri sayis1 az oldugu icin klinik bulgu ortaya ¢ikmayabilir. Fransa’da



trombositopeni nedeniyle trombosit siispansiyonu verilenlerde risk diger gruplara
gore daha yiiksek bulunmustur (29).

Kan toplanmasi swrasindaki kontaminasyon trombosit siispansiyonlarinda
bakteri kontaminasyonun en biiyiik nedenidir. Kontaminasyon ya {iriiniin
hazirlanmas1 asamasinda veya bagiscidaki bakteriyemi sonucunda olusabilir. Kan
torbalarinm, antikoagiilan-koruyucu  sivilarm  veya kan alim  setlerinin
kontaminasyonu sonucu ortaya ¢ikabilir. Yetersiz deri antisepsisi nedeniyle bagis¢inin
deri floras1 veya flebotomi bolgesindeki bie cilt lezyonundan kaynaklanan
kontaminasyondanda kaynaklanabilr. Ayrica bilesen hazirlanmasi sirasinda kanin
santrifiijlenmesi, bilesenlere ayrilmasi veya saklanmasi swrasmnda laboratuarda
kontaminasyon olusabilir. ~ Baslica asemptomatik enfeksiyon, kiiciik cerrahi
girisimler, dis cekimi, apse drenaji, endeskopi gibi olaylar sonucu bagis¢ida
bakteriyemi olusabilir. Dis enfeksiyonlari, kiiciik apseler, diyare gibi olaylara bapl
orakta bagisct kaninda bakteriyemi olusur ve bagiscidan alinan kan kontamine
olabilir. En riskli iirlin trombosit siispansiyonudur. Kontaminasyon hazirlanma
sirasimnda olusabilir ve kontamine iiriin oda 1sisinda saklandigindan dolay: kolayca
tireyebilir. Genel kontaminasyon orani %35 dolaylarindadir.

Trombosit siispansiyonuna bulagmis Staphylococcus spp. (%42), Escheriche
coli (%9), Bacillus spp. (%9), Salmonella spp. (%9), Streptococcus spp. (%12),
Serratia spp. (%38), Enterobacter spp. (%7-0) ve diger organizmalar (%4) dahil
organizmalar tamimlanmustir. Yaklasik olarak organizmalarin %56’s1 gram pozitif ve
cogu aerob olarak tanimlanmustir (30).

Trombosit siispansiyonlar1 aliciya bakterinin ge¢isinden sorumludurlar. Daha
once yapilan calismalar Ingiliz kan komponentlerinde Ulusal Bakteriyoloji
Laboratuar1 tarafindan gergeklestirilmistir. Bakteriyel kontaminasyon orani
havuzlanmis random trombosit siispansiyonunda (191°de bir) %0,5 ve aferez
trombosit siispansiyonunda ( 436°da bir) %0,2 olarak bulunmustur (31).

Kan ve kan iiriinlerinin saklanma siiresi uzadik¢ca kontaminasyon riskide
artmaktadir. Bu nedenle ABD’de trombosit siispansiyonlarinin saklama siiresi
1986’da 7 giinden 5 giine indirilmistir.(kurs) 1980’li yillarinda trombosit
slispansiyonlar1 7.giin sonuna kadar saklanmaktaydi. Bununla beraber FDA sepsis ve
bakteriyel kontaminasyon sikligmin artmasindan dolayr 5 giin saklanmasini uygun
gOormiistiir.

2.3.5. Stafilokoklar

Gram-pozitif kok morfolojisindeki bakterilerin 6nemli bir bolimii iginde
bulunduran Micrococcaceae familyasinda Micrococcus, Planococcus, Staphylococcus
ve Syomatococcus cinsleri yer alir. Stafilokoklar katalaz pozitif, gram pozitif koklar
icinde primer olarak klinik ©neme sahip olan genus i¢indedirler. S. aureus
stafilokoklar i¢inde en viralan turdur. Koagulaz negatif stafilokoklardan da insanda
en fazla infeksiyona neden olanlar S. Epidermidis, S. Haemolyticus, S. Saprophyticus
ve S. Lugdunensis’dir (32).
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Stafilokoklar ilk kez 1878 yilinda Robert Koch trarafindan tanimlanmustir.
1880 yilinda Ogston tarafindan ‘mikrokoklar, aktiviteleri diisilk ve yayilma alanlari
simirlt oldugunda yiizeysel supuratif inflamasyona yol acan, ancak etkinlikleri daha
fazla olursa ve yayilma olanagi bulurlarsa septisemi ve pyemi olusturan
mikroorganizmalardir’ seklinde patojen oldugu sdylenmistir. Bu tanimin iizereinden
gecen yillara ve bilimdeki gelismeler ragmen S. aureus halen tehlikeli bir patojen
olma 0zelligini gostermektedir. Hastane ve toplum kokenli S. aureus infeksiyonlarmin
goriilme siklig1 giderek artmaktadir. Coklu ila¢ direnclerinden dolayr tedavisi
giiclesmektedir (33).

Stafilokoklar deri ve mukozal yiizeylerin normal florasinda bulunmaktadir.
Normal saglikli erigkinlerin yaklasik olarak %15’1 devamli olarak S. Aureus
tasiyicisidir. Bu oran hastanede yatan hastalarda, saglik calisanlarinda, diabet, egzema
ve ila¢ bagimliligi gibi durumlarda daha yiiksektir. Toplumun %60°1 ise belirli
araliklarla burunlarinda S. aureus tasirlar (34,35).

Stafilokoklar 0,5-1,5 um capinda, yuvarlak, hareketsiz, sporsuz, kati
besiyerinde biribirine bakan iki dik yilizeyde béliinerek iireyen ve yavru hiicrelerin
birbirinden ayrilmasi sonucu iiziim salkimina benzeyen, sivi besiyerinde diplokoklar
veya kisa zincirler halinde goriilen mikroorganizmadir (32,36).

Stafilokoklarin tireme 1s1 aralig1 oldukca genistir (6.5°C-45°C).Optimal iireme
isilart 30°C-37°C’dir. pH:7-7,5 arasinda 1iyi irerler. Aerop ve fakiiltatif anaerob
bakterilerdir.Kanli agarda 18-24 saatte yuvarlak, diizgiin yiizeyli, 1-4 mm c¢apinda,
hafif konveks S koloniler yaparlar. S. aureus kanli agarda f-hemoliz yapar. Cukulata
agarda da benzer sekilde iirerler (36).

2.3.5.1. Stafilococcus Aureus

Staphylococcus aureus, insan sagligi i¢in 6nemli bir patojendir. Ciddi ve
hayat: tehdit edici enfeksiyonlar basta olmak tiizere, bircok viicut bolgesindeki
bakteriyel yangilardan siklikla soyutlanmasmnin yanmda antibiyotik secimi ve
kullaniminda bu mikroorganizmadaki yiiksek ve genis spektrumlu diren¢ nedeniyle
sorunlar yaganmaktadir (34).

Staphylococus  aureus  sepsislerinde  pulmoner tutulum yiiksektir.
Staphylococcus aureus enfeksiyonlarinda klinik tablo aniden degisebilmekte ve hizla
ilerleyerek  komplikasyonlara yol acgabilmektedir. = Staphylococcus aureus
pnomonilerinin %42’si 1 yasin altindadir. 1 yas altindaki pnomonilerde ise en sik
patojen ajan staphlococcus aureustur (37).

S. aureus konak hiicre morfoloji ve fonksiyonunu etkileyen cok sayida
ekzoenzim, membran-aktif protein (hemolizin ve lokosidinler), toksin {iretme
yetenegine sahiptir. Bu toksinler sayesinde konak dokuda yayilim, invazyon,
siiperantijen 6zellikleriyle de toksik etki saglanir (36).

Staphylococcus aureus infeksiyonlarinda en biiyiik risk faktorii bakterinin
burundaki kolonizasyonu olmasina ragmen, S. aureus tasiyiciligmi belirleyen
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faktorler tam olarak bilinmemektedir. S. aureus hem hastane hem de hastane disinda
gelisen enfeksiyonlarda 6nemli rol oynamaktadir. En sik deri enfeksiyonlarina neden
olmakla beraber solunum sistemi enfeksiyonlari, endokardit, osteomyelit gibi degisik
enfeksiyonlarda da rol oynamaktadir. Enfeksiyon olusturma potansiyeli ve epidemi
yapma riskleri nedeniyle tastyicilik halk saglig1 yoniinden 6nemlidir. Antibiyotiklere
kisa siirede direng gelistirmesi tedavide 6nemli sorunlara yol agmaktadir (34-35).

S. aureus, degisik antibiyotiklere kars1 farkli yollardan direncli hale gelebilir.
Genetik olarak ¢ok yonlii olmalari, bu direncin altyapisinin olusmasinda 6nemli rol
oynar(34). Yiiksek antibiyotik direnci, tedavi basarisin1 azaltirken, hastalarin
mortalite, morbidite ve hastanede yatis siirelerinin artisina neden olmaktadir (38).

S. aureus’a bagli kan-dolasimi infeksiyonu insidansi giderek artig
gostermektedir. Hastanede kazanmilmis bakteriyemi ve toplumdan kazanilmis
bakteriyemi olarak iki grupta incelenebilir. Hastaneden kazanilmis bakteriyemi,
hastaneye yatistan 2 giinden sonra kazanilan bakteriyemidir. Toplumdan kazanilmis
bakteriyemi, hastaneye yatisin ilk 2 giiniinde veya basvuru esnasinda saptanan
bakteriyemidir. Bu iki bakteriyemi birbiriyle giderek oOrtiismeye baslamistir. Bu
yiizden ‘toplum baslangicli bakteriyemi’ olarak adlandirilabilir (36).

2.3.6. Akis Sitometrisi

Akis sitometrisi, temel olarak hiicrelerin biiyiikliigiine, vizkositesine ve
graniilaritesine bagl olarak tek hiicre seviyesinde arastirma imkam saglamaktadir
(39). Ik olarak kan hiicrelerin sayimi 1934’te Moldovan tarafindan fotoelektrik
alicimin gelistirilmesi ile baslamistir. Modern akim sitometri, bilgisayar teknolojisi,
optik ve elektronik alandaki teknik gelismeler, monoklonal antikorlarin iiretimi,
sitokimyasal boyamalar ve florokrom kimyasindaki gelismelerin birarada uygulamasi
sonucu ortaya ¢ikmustir (39).

Akis sitometrisi bir¢ok sistemin birlesmesinden olusmustur. Bunlar; 6rnek
toplayici ve tasiyict sistem, akis sistemi (sheat fluid), 151k kaynagi (lazer kaynagy),
sferik ve capraz silindirik filtreler, odaklama aynalari, sinyal dedektorleri (optik
sinyal ve elektrik sinyalleri), bilgisayar (data toplanmasi, saklanmasi, sunumu ve
analizi) ve ayirma mekanizmasi (cell sorting) dir (40).

Akis sitometrisi ile bir Ornegin analizinde hiicrelerin siispansiyon haline
getirilmesi ve hiicrelerin florokrom boyalarla konjuge edilmis monoklonal antikorlar
ile isaretlenmesi ana kuraldir (sekil-1). Siispansiyon halindeki isaretli hiicreler ve
partikiiller (mikroorganizmalar, kromozomlar ve hiicreler) hava basinci ile Sheath
fluid i¢inden gecirirlir. Sheat fluid icindeki sivinin akis1 ¢ok hizli oldugundan yiiksek
bir basing olusturur ve bu basing ile hiicreler cam veya quartzdan yapilmis akis kabini
(flow chamber) ne gelirler. Bu kabinin geometrik sekli ve sivinin laminar akisi,
hiicrelerin tek bir sira halinde gecisini saglamaktadir ve tek sira halindeki hiicreler
lazer 1s18indan gecerek goriiniir hale gelirler. Bu gecis esnasinda hiicreye bagh
florokrom aktiflenir ve bu enerjiyle 151n yayar ( sekil-2.1). Bu yayilan i1smin
yogunluguna gore hiicre boyutu i¢ yapisi, yiizey morfolojisi ve hiicrelerin canliligi
hakkinda bilgi edinilir. Aktiflenme sonucu ortaya c¢ikan floresan fotodiodlarla
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toplanir, Foto Multiplier Tiipler (Photo Multiply Tubes PMT’s) ile elektrik sinyaline
cevrilerek amplifiye edilir ve sonuclar bilgisayara iletilir (41).

SCI I'I'IPFE
Sheath

Flow Chomber

Laser Optics

Sekil-2.1: Akis Sitometrisinin Semast

Akis sitometriside lazer kaynagi olarak; argon iyonu, crypton, helium-
cadmium, helium-neon veya daha yiiksek yogunluktaki 151k kaynaklari kullanilir.
Isaretlemede kullanilan problar (floresan bagli monoklonal antikor veya kromofor)
lazer 15181 ile aktive olduklarindan 151 yayarlar ve bu sayede dedekte edilebilirler.
Genellikle lazer kaynagi olarak argon iyonu kullanilir ve fluorescein isothiocyanate
(FITC), propidium-iodide (PI), ethidium-bromide, acridine orange, phycoerytrin
(PE)’in 488 nm’de aktivasyonu saglanir. Bu problarin emisyonlar1 farklidir. 2 renkli
immiinfloresan boyamalarda genellikle yesil floresan veren FITC ve kirmizi floresan
veren PE kullanilmaktadir (42). FITC, FL1 (Florasan Isin- Fluorescent Light) filtre
trafindan emilirken PE’ de FL2 filtre tarafindan emilmektedir (tablo2.3).

Tablo 2.3. Florokromlarin sa¢ilim ve emilim degerleri (nm)

Florokrom Sacilim Emilim
FITC 468-505 504-541
PE 486-575 568-590

Akis sitometrisinde 4 fotodedektor vardir; Forward Angle Light Scatter
(FALS), Right Angle Light Scatter (RALS), yesil floresan ve kirmizi floresan.
Forward Scatter (FS,FALS) oOnden sacilimi saglar ve hiicre boyutunu yani
biiytikliigiinii gosterir.Side Scatter (SS,RALS) ise yandan sacilimi saglar ve i¢ yapiyi
yani graniilariteyi gosterir. Bu bilgiler, bilgisayar yardimi ile histogramlar seklinde
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kolere edilerek incelenebilmektedir. Hiicreler tek sira halinde alicilarin Oniinden
gectigi icin, ¢cok kisa bir siire i¢cinde binlerce hiicrenin her birinin 6zellikleri tek tek
kaydedilmektedir. ~ Histogramlar  {izerinde  biiyliklik ve  graniileritelerine
(FALS/RALS) gore degisik alanlarda toplanan hiicre populasyonlarini secerken
kapilama islemi i¢cin Gate veya Bitmap kullanilir. Gate ile ilgili populasyon monitérde
rectilinear sekilde isaretlenirken Bitmap ile oval veya poligonal sekilde isaretlenir
(42).

Floresan ile baglanmig monoklonal antikorlar kullanilarak incelenen
hiicrelerin iizerindeki antijenik yapilar tanmnabilmektedir. Boylece hiicre ylizey
isaretleri saptanarak normal veya patolojik hiicrelerin tiplendirilmesi yapilabilmekte
ve hastalik durumlarinda tedavilere verdikleri yanitlar monitorize edilebilmektedir.
Akis sitometrisi ile siispansiyon haline getirilebilen her hiicre populasyonu iizerinde
calisma yapmak olasidur.

FALS/RALS histogrami ile hiicre siispansiyonundaki farkli populasyonlar
birbirinden ayrilabilir. Ornegin periferik kanda lenfositler biiyiikliik bakimindan
kiiciiktiir ve az graniilarite gosterirler, monositler orta biiylikliikte ve orta graniilarite
gosterirken, graniilositler ise hem biiyiik hem de graniilarite acisindan digerlerinden
daha biiyiik ve daha fazla graniilariteye sahiptirler (sekil-2.2)
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Sekil-2.2 : FALS/RALS histograminda periferik kan hiicre dagilimi
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GEREC VE YONTEM

3.1. Cahsma Grubu

Bu calisma Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, Kan Bankasi ve Merkez
Laboratuarinda gerceklestirilmistir. Kan bankasma gelen goniillii bagis¢ilardan alinan
tam kan, santrifiigasyon yontemiyle komponentlerine ayrilarak random trombosit
siispansiyonlar1 elde edilmistir. Elde edilen random trombositlerin 4 tanesi
havuzlandiktan sonra bu caligmada havuzlanmis 100 adet random bagis trombositi
kullanilmistir. Bagis¢ilardan elde edilen trombosit siispansiyonlar1 sadece caligma
icin kullanilmistir. Herhangi bir sekilde hastalara transfiize edilmemistir. Trombosit
siispansiyonlarinin bakteri ile kontaminasyonu Merkez Laboratuar1 Mikrobiyoloji
Bolimiince saglanan Dbakteriler ile gergeklestirilmistir. Analiz i¢cin Merkez
Laboratuar1 Akis Sitometri Unitesi’de bulunan akis sitometri cihazi kullanilmustir.

3.2. Cahsmada Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler
Cihazlar
o Akis sitometresi (BD FacsCalibur)
Bactec otomatik kiiltiir cihaz1
Trombosit saklama dolab1
Inkiibator
Vorteks
Etiiv
Malzemeler
Thiazole orange
Aerob kan kiiltiir siseleri
Hiicre eritici (lysing ) solusyon
Akis sitometri analiz tiipii
Transfer torba

3.3. Yontem

Goniilli bagiscilardan alinan kan santrifiigasyon yontemi ile komponentlerine
ayrilarak random bagis trombositi hazirlandi ve bunlarin 4 tanesi havuzlanarak
havuzlanmis random trombositler elde edildi. Hazirlanan havuzlanmis random bagis
trombositleri kapali ortam kosullarinda (steril birlestirici) 2 esit torbaya (A ve B
torbalar1 ) boliindii. Her iki grup torbalarmin bakteri kontaminasyonu i¢in
Staphylococcus aureus kullanildi. 0,5 Mcfarland bulanikliginda S. aureus
sispansiyonu hazirlandi. Logaritmik dilisyon yapilarak 0,5 Mcfarland bulanikliginda
10> ve 10° S. aureus siispansiyonu elde edildi. Hazirlanan random bagis
trombositlerden 50 ser torbaya (A1-50 ve B1-50) 10%, diger 50 ser torbaya (A51-100
ve B51-100) ise 10° S. aureus inokule edildi. A torbasi normal kosullar altinda (oda
1s1s1+ajitasyon) 1 giin, B torbasi ise 5 giin siireyle saklandi. A torbalarinda 1.giin ve B
torbalarinda 5. giin sonunda akis sitometri ile bakteri varligi arand1 ve orneklerde es
zamanli aerob kan kiiltiir siselerinde kiiltiir yapildi.
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Ayrica pozitif kan kiiltiirii 6rneklerinde kanli besi yerine pasaj yapilarak
bakteri boyamas: yapildi ve lireyen patojen ajanin cinsi belirlendi.

3.4. Akis Sitometrik Analiz

A ve B torbalarindan alman ornekler BDFACS Calibur akis sitometrisinde
tanimlanan ‘lyse and wash’ yontemine gore hazirlandi. Trombositler bu yontemde
kullanilan lycing solusyonu ile parcalandilar. Bakteri varligmi gostermek iginde
bakteri DNA’larim1 boyayan thiazole orange boyasi kullanildi. SSC versus FL1
histogramu ile seg¢ili pozitif alanda (gating) bakteri varligi tespit edildi.

A torbasinin 24 saat ve B torbasinm 5. giin sonunda alman Ornekten akis
sitometri analiz icin kullanilan calisma tiiplerine 50 pL konuldu. Uzerine 500 pL
thiazole orange antikoru eklendi. Ornekler 30 dk oda sicakh@nda ve karanhik bir
ortamda inkiibasyona birakildi. Takiben iizerine 1mL lysing solusyonu eklenerek 15
dk tekrar oda sicakliginda ve karanlik bir ortamda inkiibe edildi.

Akis sitometri ile bakteri varligmin tespiti icin side scatter ve Fl-1 (thiazole
orange) histogrami kullanildi. Bakteri icermeyen 20 6rnek kullanilarak pozitif analiz
alan1 belirlendi. (sekil 3.1).
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3.5. istatistik

Istatistik analizler SPSS hazir istatistik paket programi (SPSS for Windows,
Version 15.0, SPSS Inc., U.S.A ) kullamlarak gerceklestirildi. Degisik zaman
dilimlerinde alinan 6rneklerde (sifirinci giin, birinci giin ve besinci giin sonunda ) akis
sitometri cithazinda trombositlerde bakteriyel kontaminasyonun analizinde ve bactec
cihazinda kan Kkiiltiirlerinin sonuglarimin degerlendirilmesinde normal dagilima
uygunluklar1 degerlendirildi. Normal dagilimin saglanamadigi durumlarda non-
parametrik ‘Mann Whitney U Test’ kullanildi. 0.05 den kiigiik p degerleri anlamli
kabul edildi.
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BULGULAR

4.1.Hazirlanan havuzlanmg trombosit siispansiyonlariin bakteri
inokiilasyonundan onceki akis sitometri ve Bactec kiiltiir sonuclari

Calisma i¢in hazirlanan 100 adet havuzlanmis random bagis trombositi A ve B
torbalarina kapali kosullar altinda ayrildiktan hemen sonra alinan 6rneklerin tiimiinde
akis sitometresi ile bakteri varlig: calisildi ve hi¢bir 6rnekte bakteri varligini gosteren
pozitif analiz bolgesinde % 1 in iizerinde floresans yogunlugu izlenmedi. Es zamanlh
Bactec kan Kkiiltiir cihazinda inkiibasyon yapilan A ve B torbalarindan 20 ser

tanesinde herhangi bir iireme saptanmadi (Tablo 4.1 ve 4.2).

4.2. A torbalariminin bakteri inokiilasyonundan sonraki 1.giin akis sitometri ve
Bactec kiiltiir sonuclar

10* bakteri inokiile edilen torbalarin (A1-50) hepsinde de 1.giin sonunda akis
sitometresi ile pozitif analiz alani i¢inde bakteri varligi saptandi (Tablo 4.3). Bu
orneklerde es zamanli yapilan Bactec kiiltiirlerinin hepsinde iireme oldu. Ureyen
mikroorganizmalardan hazirlanan pasajlarda bakterilerin S. Aureus oldugu saptandi.

Tablo 4.3. 10 bakteri inokiile edilen torbalarin (A1-50) 1. giin degerleri

ortalama | ortanca std hata |std. sapma minumum maksimum
n=50 n=50 n=50 n=50 n=50 n=50
% % % % % %

A(1-50) | 12.16 11.50 0.55 3.89 5 22

10° bakteri inokiile edilen torbalarm (A51-100) hepsinde de 1.giin sonunda
akis sitometresi ile pozitif analiz alani i¢inde bakteri varligi saptandi (Tablo 4.4). Bu
orneklerde es zamanli yapilan Bactec kiiltiirlerinin hepsinde iireme oldu. Ureyen
mikroorganizmalardan hazirlanan pasajlarda bakterilerin S. Aureus oldugu saptandi.

Tablo 4.4. 10° bakteri inokiile edilen torbalarin (A11-100) 1. giin degerleri

ortalama |ortanca std hata | std. sapma | minumum maksimum

n=50 n=50 n=50 n=50 n=50 n=50

% % % % % %
A(51-100) |25.40 23.00 1.80 12.77 10 80
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10° bakteri inokiile edilen torbalarmn bakteri oranlarinin (median (min-max) %
23 (10-80)) 10? bakteri inokiile edilen torbalardan (median (min-max) % 12 (5-22))
anlamli olarak daha yiiksek oldugu saptandi (p<0.0001).

4.3. B torbalarmminin bakteri inokiilasyonundan sonraki 5.giin akis sitometri ve
Bactec kiiltiir sonuclar

10* bakteri inokiile edilen torbalarin (B1-50) hepsinde de 5.giin sonunda akis
sitometresi ile pozitif analiz alani i¢inde bakteri varligi saptandi (Tablo 4.5). Bu
orneklerde es zamanli yapilan Bactec kiiltiirlerinin hepsinde iireme oldu. Ureyen
mikroorganizmalardan hazirlanan pasajlarda bakterilerin S. Aureus oldugu saptandi.

Tablo 4.5. 10” bakteri inokiile edilen torbalarin (B1-50) 5. giin degerleri

ortalama |ortanca std hata | std. sapma | minumum maksimum
n=50 n=50 n=50 n=50 n=50 n=50
% % % % % %

B(1-50) 43.06 43.00 1.46 10.34 19 58

10° bakteri inokiile edilen torbalarin (B51-100) hepsinde de 5.giin sonunda
akis sitometresi ile pozitif analiz alani i¢inde bakteri varligi saptandi (Tablo 4.6). Bu
orneklerde es zamanli yapilan Bactec kiiltiirlerinin hepsinde iireme oldu. Ureyen
mikroorganizmalardan hazirlanan pasajlarda bakterilerin S. Aureus oldugu saptandi.

Tablo 4.6. 10° bakteri inokiile edilen torbalarin (B1-50) 5. giin degerleri

ortalama |ortanca std hata | std. sapma | minumum maksimum

n=50 n=50 n=50 n=50 n=50 n=50

% % % % % %
B(51-100) |57.36 53.50 2.57 18.18 28 94

10° bakteri inokiile edilen torbalarin bakteri oranlarinin (median (min-max) %
54 (28-94)) 10? bakteri inokiile edilen torbalardan (median (min-max) % 43 (19-58))
anlamli olarak daha yiiksek oldugu saptandi (p<0.0001).

4.4. A ve B torbalarimmnin bakteri inokiilasyonundan sonraki 1. ve 5.giin akis
sitometri sonuclari

10° bakteri inokiile edilen B torbalarin (B51-100) 5.giin bakteri oranlarinimn
(median (min-max) % 54 (28-94)) 10° bakteri inokiile edilen A torbalarmin (A51-
100) 1. giin degerlerinden (median (min-max) % 43 (19-58)) anlamli olarak daha
yiiksek oldugu saptandi (p<0.0001)(tablo4.7).
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10% bakteri inokiile edilen B torbalarin (B1-50) 5.giin bakteri oranlarmin
(median (min-max) % 54 (28-94)) 10° bakteri inokiile edilen A torbalarinin (A1-50)
1. giin degerlerinden (median (min-max) % 43 (19-58)) anlaml olarak daha yiiksek
oldugu saptandi (p<0.0001)(tablo4.7).

Tablo 4.7. 10” ve 10°S. aureus inokule edilen A ve B torbalarinin akis sitometri degerleri

10* 10°

A(1-50) B(1-50) A(51-100) B(51-100)
ortalama 12,16 43,06 25.40 53.36
ortanca 11,5 43,00 23.00 53.50
std. Sapma 3.88 10.34 12.76 18.17
std. Hata 0.55 1.46 1.80 2.57
minimum 5 19 10 28
maksimum 22 58 80 94

Tablo 4.1. 10° S. aureus inokule edilen random bagis trombositlerin akis sitometri ve bactec
kan kiiltiir sonuglari

Inokiilasyon Inokiilasyon Inokiilasyon Inokiilasyon

oncesi sonrasi 1. giin oncesi sonrasi 5. giin
sira sira

Akis Akis Akis Akis

Sitometri Sitometri Sitometri Sitometri

(% ) Bactec |( % ) Bactec (% ) Bactec | ( % ) Bactec
Al 0.14 negatif 9 pozitif | Bl 0.11 negatif 38 Pozitif
A2 0.13 negatif 10 pozitif | B2 0.12 negatif 49 Pozitif
A3 0.12 negatif 15 pozitif | B3 0.13 negatif 44 Pozitif
Ad 0.13 | negatif 17 pozitif | B4 0.12 | negatif 33 Pozitif
A5 0.05 | negatif 6 pozitif | BS 0.05 | negatif 19 Pozitif
A6 0.11 negatif 5 pozitif | B6 0.11 | negatif 40 Pozitif
A7 0.17 negatif 8 pozitif | B7 0.15 negatif 53 Pozitif
A8 0.5 negatif 13 pozitif | B8 0.40 negatif 27 Pozitif
A9 0.55 negatif 12 pozitif | B9 0.51 negatif 43 Pozitif
A10 | 0.55 | negatif 10 pozitif | B10| 0.63 | negatif 45 Pozitif
All 0.32 11 pozitif | B11 0.35 40 Pozitif
Al12 0.68 9 pozitif | B12 0.60 38 Pozitif
Al3 0.85 12 pozitif | B13 0.76 42 Pozitif
Al4 0.47 18 pozitif | B14 0.40 30 Pozitif
Al5 0.03 13 pozitif | B15 0.05 50 Pozitif
Al6 0.99 12 pozitif | B16 0.90 40 Pozitif
Al17 0.13 8 pozitif | B17 0.14 30 Pozitif
Al8 0.39 10 pozitif | B18 0.37 56 Pozitif
A19 0.15 12 pozitif | B19 0.13 45 Pozitif
A20 0.58 6 pozitif | B20 0.54 33 Pozitif
A21 0.20 10 pozitif | B21 0.20 24 Pozitif
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A22 0.38 11 pozitif | B22 0.35 43 Pozitif
A23 0.28 15 pozitif | B23 0.25 57 Pozitif
A24 0.31 17 pozitif | B24 0.29 58 Pozitif
A25 0.67 pozitif | B25 0.59 33 Pozitif
A26 0.83 22 pozitif | B26 0.79 38 Pozitif
A27 0.06 14 pozitif | B27 0.09 55 Pozitif
A28 0.54 12 pozitif | B28 0.50 27 Pozitif
A29 0.05 18 pozitif | B29 0.08 56 Pozitif
A30 0.29 10 pozitif | B30 0.25 45 Pozitif
A31 0.55 pozitif | B31 0.52 40 Pozitif
A32 0.13 10 pozitif | B32 0.15 53 Pozitif
A33 0.19 16 pozitif | B33 0.17 35 Pozitif
A34 0.35 17 pozitif | B34 0.31 56 Pozitif
A3S 0.34 15 pozitif | B35 0.37 45 Pozitif
A36 0.53 10 pozitif | B36 0.52 36 Pozitif
A37 0.17 11 pozitif | B37 0.15 43 Pozitif
A38 0.18 10 pozitif | B38 0.19 57 Pozitif
A39 0.45 11 pozitif | B39 0.49 58 Pozitif
A40 0.80 pozitif | B40 0.79 39 Pozitif
Ad1 0.35 negatif 13 pozitif | B41 0.39 negatif 55 Pozitif
A42 0.32 negatif 20 pozitif | B42 0.38 negatif 41 Pozitif
A43 0.23 negatif 15 pozitif | B43 0.27 negatif 58 Pozitif
A44 0.43 negatif 18 pozitif | B44 0.48 negatif 50 Pozitif
A45 0.23 negatif 13 pozitif | B45 0.28 negatif 31 Pozitif
Ad6 0.13 negatif pozitif | B46 0.15 negatif 48 Pozitif
A47 0.12 negatif 10 pozitif | B47 0.15 negatif 58 Pozitif
A48 0.34 negatif 15 pozitif | B48 0.38 negatif 53 Pozitif
A49 0.24 negatif 18 pozitif | B49 0.28 negatif 34 Pozitif
A50 | 0.25 | negatif pozitif | B50 | 0.30 | negatif 32 Pozitif

Tablo 4.2. 10° S. aureus inokule edilen random bagis trombositlerin akis sitometri ve bactec kan

kiiltiir sonuglart

Inokiilasyon Inokiilasyon Inokiilasyon Inokiilasyon

oncesi sonrasi 1. giin oncesi sonrasi 5. giin
sira sira

Akis Akis Akis Akis

Sitometri Sitometri Sitometri Sitometri |Bactec

(% ) Bactec |( %) Bactec (% ) Bactec | ( % )
A51 0.18 negatif 24 pozitif | B51 0.15 negatif 40 pozitif
A52 0.19 negatif 25 pozitif | B52 0.23 negatif 55 pozitif
AS53 0.23 negatif 16 pozitif | B53 0.24 negatif 38 pozitif
A54 0.27 negatif 18 pozitif | B54 0.29 negatif 43 pozitif
ASS 0.19 negatif 22 pozitif | B55 0.18 negatif 45 pozitif
A56 0.18 negatif 22 pozitif | B56 0.19 negatif 54 pozitif
AS7 0.18 negatif 23 pozitif | BS57 0.23 negatif 46 pozitif
A58 0.27 negatif 13 pozitif | B58 0.32 negatif 28 pozitif
A59 0.18 negatif 17 pozitif | B59 0.19 negatif 44 pozitif
A60 0.18 negatif 29 pozitif | B60 0.17 negatif 50 pozitif
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A61 0.38 23 pozitif | B61 0.38 30 pozitif
A62 0.1 27 pozitif | B62 0.13 93 pozitif
A63 0.63 80 pozitif | B63 0.58 94 pozitif
A64 0.98 16 pozitif | B64 0.89 51 pozitif
A65 0.34 41 pozitif | B65 0.39 77 pozitif
A66 0.16 17 pozitif | B66 0.18 64 pozitif
A67 0.23 51 pozitif | B67 0.25 88 pozitif
A68 0.17 30 pozitif | B68 0.19 43 pozitif
A69 0.04 19 pozitif | B69 0.11 43 pozitif
A70 0.05 22 pozitif | B70 0.04 34 pozitif
A71 0.14 24 pozitif | B71 0.17 40 pozitif
AT2 0.50 25 pozitif | B72 0.51 43 pozitif
A73 0.14 43 pozitif | B73 0.15 75 pozitif
A74 0.11 41 pozitif | B74 0.13 53 pozitif
A75 0.06 32 pozitif | B75 0.07 57 pozitif
A76 0.05 33 pozitif | B76 0.06 60 pozitif
A77 0.04 45 pozitif | B77 0.06 88 pozitif
A78 0.04 22 pozitif | B78 0.09 40 pozitif
A79 0.69 23 pozitif | B79 0.71 65 pozitif
A80 0.11 41 pozitif | B80 0.14 68 pozitif
AS81 0.07 16 pozitif | B81 0.13 47 pozitif
AS82 0.17 41 pozitif | B82 0.17 93 pozitif
AS83 0.09 25 pozitif | B83 0.11 94 pozitif
A84 0.17 24 pozitif | B84 0.18 58 pozitif
A85 0.57 25 pozitif | B85 0.58 78 pozitif
A86 0.03 19 pozitif | B86 0.04 47 pozitif
A87 0.22 41 pozitif | B87 0.23 46 pozitif
AS88 0.10 12 pozitif | B88 0.11 67 pozitif
A89 0.31 13 pozitif | B89 0.32 39 pozitif
A90 0.33 15 pozitif | B90 0.34 85 pozitif
A91 0.20 negatif 11 pozitif | B91 0.21 negatif 60 pozitif
A92 0.33 negatif 13 pozitif | B92 0.34 negatif 61 pozitif
A93 0.81 negatif 28 pozitif | B93 0.79 negatif 73 pozitif
A94 0.11 negatif 18 pozitif | B94 0.12 negatif 56 pozitif
A9S 0.11 negatif 19 pozitif | B95 0.13 negatif 48 pozitif
A96 0.02 negatif 14 pozitif | B96 0.05 negatif 73 pozitif
A97 0.12 negatif 16 pozitif | B97 0.13 negatif 38 pozitif
A98 0.02 negatif 14 pozitif | B98 0.05 negatif 66 pozitif
A99 0.15 negatif 32 pozitif | B99 0.16 negatif 44 pozitif
A100 0.59 negatif 10 pozitif | B100 0.60 negatif 46 pozitif
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Akis sitometri ile random bagis trombositlerinde S. aureus {liremesinin
belirlenmesinde birinci ve besinci giin arasinda farklilar gozlendi. Ayrica 10° S.
aureus inokule edilen ve 10° S. aureus inokule random bagis trombosit torbalar
arasinda anlaml olarak fark gozlendi. Akis sitometri cihazinda bakteri sayis1 arttikca
random bagis trombositlerinde bakteri tiremesi daha hizli ve cabuk gozlenmesi artt.
Random bagis trombosit torbalarin S. aureus ile inkiibasyon siiresi uzadikca akis
sitometri ile analiz daha kolay gerceklesti. Akis sitometri cihazi ile random bagis
trombosit torbalarinda daha kisa siirede bakteri belirlendi.

Bactec kan Kkiiltiir cihazi ile random bagis trombositlerinde S. aureus
belirlendi. S. aureus eklenmeden yapilan sifirinct giin sayimda aerob kan kiiltiir sisesi
7 giin siire ile inkiibasyon edildi. 7 giin sonrasinda cihaz alarm vermedi ve sonug
negatif olarak belirlendi. S. aureus eklendikten sonra birinci giiniin ve besinci giiniin
sonunda yapilan analizde ise aerob kan kiiltiir sisesi bir giin bekletildi. 24 saat sonra
pozitif alarm verdi. Aerob kan kiiltiir sisesinden alinan 6rnek ile kan kiiltiir besiyerine
pasaj yapildi. Bir giin boyunca etiivde bekletildi. Kan kiiltiir besiyerinde iireyen
bakteri kolonisinden lama yayma yapildi, gram boyama yapilarak mikroskop altinda
S. aureus tiirii belirlendi.

Bactec kan kiiltiir cihaz1 ve akis sitometri cihazi ile random bagig trombosit
torbalarinda sifirnci1 giinde bakteri iiremesi negatif olarak bulundu. S. aureus
eklendikten sonra ise bactec kan kiiltiir cthaz1 24 saatte pozitif sonu¢ verdi. Akis
sitometri cihazi ise S. aureus iiremesini ylizde olarak kisa siirede verdi. S. aureus
sayisint arttrdigimizda akis sitometri cihazinda S. aureus bakteri artigini
gorebiliyoruz.
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TARTISMA

Trombosit siispansiyonlarinda renk degisikligi, pihtilagsma, partikiil varlig: gibi
makroskopi bulgular bakteriyel kontaminasyon olasiligimi diisiindiirmekle birlikte bir
cok olguda bu bulgular izlenememektedir. Bu nedenle bakteriyel kontaminasyonun
gosterilmesi i¢in ¢esitli otomatik kiiltiir sistemleri (Bact/ALERT, Scansystem, vb.)
kullanilmaktadir (7). Ek olarak gelismis iilkelerde riski en aza indirebilmek icin tiim
trombosit siispansiyonlarina fotokimyasal yontemler yada ultraviole 151k yardimi ile
sterilizasyon uygulamalar1 da yapilabilmektedir (8-10). Tiim bu yontemler maliyet
acisindan pahali olmalar1 yaninda kiiltiir yontemlerinin zaman agisindan da onemli
dezavantajlar1 oldugu agiktir.

Giiniimiizde akis sitometresi hematoloji laboratuvarlarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Cesitli kullanim alanlar1 yaninda akig sitometresi ile bakteri
varliginin da gosterilmesi miimkiindiir. Pratik, hizli ve kolay uygulanabilir bir yontem
olmast nedeni ile trombosit siispansiyonlarinda akis sitometresi kullanilarak bakteri
varliginin arastirilmasi yeni gelistirilmeye ¢alisilan bir yontem olup bu konuda cok az
sayida yayin bulunmaktadir(11).

Kan kiiltiirii, sepsis ve bakteremilere yol agan mikroorganizmalari izole
edilmesi amaciyla kullanilan 6nemli bir tan1 yontemidir(43). Cogu zaman pozitif bir
kan kiiltiirii sonucu, klinisyeni dogrudan taniya yoneltebilmektedir. Ozellikle ampirik
sagaltima yol gosterici olmasi acisindan, bakteremilere yol acan etkenlerin
dagilimmin ve antibiyotiklere duyarliliklarinin belirlenmesi 6nemlidir.

Bakteremi ve sepsis, yiiksek mortalite ve morbiditeyle seyreden, erken tani
konulup tedavi edildiginde mortalite oranlarinin onemli 6lgiide azaldigi bir klinik
tablodur. Kan Kkiiltiirii, bakteriyemi ve sepsise yol acan mikroorganizmalarin
soyutlanmasi amaci ile yaygin olarak kullanilan ©Onemli bir tam1 yOntemidir.
Bakteriyemiye neden olan mikroorganizmalarin dagilimmda, zaman i¢inde
degisiklikler gozlenmistir. Hastanelerde endemik olarak bulunan mikroorganizmalar
ve bunlarin antibiyotiklere duyarlhiliklarinin degismesi bu degisikliklerin en 6nemli
nedenlerindendir. Kan Kkiiltiiriiniin ~ degerlendirilmesinde  ¢esitli  yontemlerin
kullanilmast ile birlikte, pratik, zaman kazandirict olmasi ve kontaminasyon oranini
en aza indiren otomatize sistemler, son yillarda en iyi yontemlerden biri olarak kan
kiiltiirlerinin degerlendirilmesinde oldukga sik kullanilmaktadir.

Trombosit siispansiyonlar1 kan bankalarinda oda 1sisinda saklanmasi gereken
bilesenler oldugu icin bir bulas durumunda i¢cinde bakteri tireme riski +4 derecede
saklanan eritrositlerle kiyaslandigi zaman daha yiiksektir. Giiniimiizde kullanimi
giderek artan trombosit bilesenlerinde bakteriyel kontaminasyon riski biiyilk 6nem
tasimakta ve bu bilesenin 6zellikle immiinsistemi baskilanmis kisilerde sik kullanimi
ise olayin ciddiyetini daha da arttirmaktadir.
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Trombosit bilesenlerinde bakteri varliginin arastirilmasi icin kiiltiir yontemleri
kullanilabilir ancak giinler sonra sonu¢ alinabilir olmasi bu yontemin en biiyiik
dezavantajin1 olusturmaktadir. Bu nedenle kisa siire icierisinde sonu¢ verebilen akis
sitometri yontemi bu agidan avantajli goziikmektedir. Bizim yaptigimiz ¢calismada da
akis sitometrik yontem ile bakteri inokiile edilen tiim iiriinlerde 1. ve 5. giiniin
sonunda bakteri varlig1 saptanabilmistir.

Sonu¢ olarak; akis sitometri ve bactec kan kiiltiir cihazi random bagis
trombositlerinde  bakteriyel kontaminasyonun belirlenmesinde  6nemli  bir
yontemlerdir. Ancak akis sitometri cihazi ile daha hizli ve pratik sekilde bakteriyel
kontaminasyon belirlenebilmesi 6nemli bir avantaj olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
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SONUCLAR

Bizim  c¢alismamizda random  bagis  trombositlerinde  bakteriyel
kontaminasyonun akis sitometri ile gosterilmesi ¢alisilmistir. Bactec kan kiiltiir cihazi
ile karsilastirma yapilmustir.

Hazirlanan random bagis trombositlerine inokiile edilen S. aureus, 24. saat
sonunda ve besinci giin sonunda akis sitometri ve bactec kan kiiltiir cihazi ile analiz
edilmistir. Akig sitometri ile analizde bakteri sayis1 arttikca bakteri miktar: daha 1iy1
gosterilebilmektedir. Random bagis trombosit torbalarinda bakteri inkiibasyon siiresi
arttikca da akis sitometri ile bakteri daha kolay ve kisa siirede belirlenebilmektedir.

Akis sitometri cihazt ile random bagis trombositlerinde bakteriyel
kontaminasyon hizli ve pratik bir sekilde gerceklesmektedir. Bacrec kan kiiltiir cihaz1
ise daha ¢ok zaman isteyen bir yontem oldugu sdylenebilmektedir.

Akis sitometri ve bactec kan kiiltiir cihazi random bagis trombositlerinde
bakteriyel kontaminasyonun belirlenmesinde Oonemli bir yontemlerdir. Ancak akis
sitometri cihaz1 ile daha hizli ve pratik sekilde bakteriyel kontaminasyon
belirlenebilmesi 6nemli bir avantaj olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
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