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1. GIRIS

Bakteriyemi, viremi ve fungemi sirasiyla, bakteri, virlis ve mantarlarin dolagim
sisteminde bulunmasidir (Reimer ve ark., 1997; Koneman ve ark., 2006; Trevino ve
Ross, 2007). Sepsis, birgok sistemi tutan, 6zellikle hemodinamik degisikliklere yol
acan, sok, organ fonksiyon bozuklugu ve organ yetmezligine kadar giden oldiricl
bir enfeksiyon hastaligidir (Doganay, 1996; Carvalho ve Trotta, 2003; Urganc1 ve
Sayek, 2005).

Dolagim sistemi enfeksiyonlari, antimikrobiyal ve destekleyici tedavilere ragmen
morbidite ve mortalitenin 6nde gelen nedenleri olmaya devam etmektedir. Bu
nedenle dolagim sistemi enfeksiyonlarinin erken tanist ve uygun tedavi edilmesi
klinik agidan 6nemlidir. Kan kdlttrleri, siipheli enfeksiyon vakalarinda mikrobiyal
etiyolojiyi tanimlar ve tedavinin yonlendirilmesinde rol oynar (Mylotte ve Tayara,
2000; Tabriz ve ark., 2004; Gonsalves ve ark., 2009).

Toplumda ileri yas grubunun artmasi, kronik hastalig1 olanlarin yasam siirelerinin
uzamasi, bagisiklik sistemini baskilayici ilaglarin kullanimin yayginlagsmasi ve teshis
ve tedavi amaci ile uygulanan invaziv girisimlerdeki artis, sepsis goriilme sikligini
artiran faktorlerdendir. Yatak kapasitesi fazla olan, yogun bakim birimleri bulunan
ve invaziv islemlerin sik yapildigi hastanelerde hastane kaynakli sepsis daha fazla

gorilmektedir (Doganay, 1998).

Bakteriyemi ve fungemi tespitinde kan kiiltiirii altin standart olmaya devam
etmektedir. Son yillarda birgok gelisme ile kan kiiltiirlerinde patojen tespit orani
arttirilmistir. Bunlar; yeni sivi besiyerlerinin gelistirilmesi, besiyerlerine biyime
faktorlerinin ilave edilmesi ve blyime inhibitorleri/metabolik drunler/antibiyotik
kalintilarinin nétralizasyonudur. Otomatize kan kiiltiir cihazlari, besiyerinde lreyen
mikroorganizmalarin olusturdugu karbondioksidi floresan ya da kolorimetrik
sensorler ile dlgmektedir. Kan kilturi pozitifligi i¢in ortalama tespit siiresi hala
ortalama 15 saattir (2,6-127 saat) (Jansen ve ark., 2000; Ecker ve ark., 2010; Mancini
ve ark., 2010; Venkatesh ve ark., 2010).



Dolasim sistemi enfeksiyonlarinda kan kiiltiirii pozitifligi, kiiltirii yapilabilen
mikroorganizmalarla sinirlidir. Konvansiyonel kan kiiltiirlerinin degeri, yavas ya da
zor treyen (Orn; Bartonella spp., Francisella tularensis, Mycoplasma spp., gesitli
kifler ve Nocardia spp.) veya Kkiiltiirii yapilamayan (Orn; Coxiella burnetii,
Rickettsia  spp., Chlamydia pneumoniae, Legionella ~ pneumophila)
mikroorganizmalar i¢in simirlidir. YOntemin duyarlilig: antibiyotik tedavisi alanlarda,
bakteriyel ve mantar yiikii diisiik oldugunda azalir. Cilt florasi nedeni ile yalanci
pozitiflik olusabilir. Yalanci pozitiflik oranit kullanilan besiyeri ve cihaza gore
degismekle birlikte %1,4-6,2 arasindadir (Ecker ve ark., 2010; Mancini ve ark.,
2010; Tsalik ve ark., 2010). Sonuglarin ge¢ ¢ikmasi ve yalanci negatif sonuglar
dolagim sistemi enfeksiyonlarinin tanisinda kan Kultiiriiniin  ideal test olmasini
engellemektedir. Sonug olarak daha hizli, duyarli ve 6zgiil testlerin gelistirilmesine
calisilmistir (Klouche ve Schroder, 2008; Ecker ve ark., 2010).

Yalanci pozitif kan kiiltiirleri, sonuglar1 yorumlamada hatalara yol agmakta, bunun
sonucunda da wuygunsuz antibiyotik kullanimina, ilave laboratuvar testleri
uygulanmasina, hastanede kalig siiresinin uzamasma ve tetkik ve tedavi
maliyetlerinin artisina neden olmaktadir (Trautner ve ark., 2002, Previsdomini ve
ark., 2012).

Dolagim sistemi enfeksiyonlarina neden olan mikroorganizmalarin yelpazesi oldukga
genistir. Staphylococcus aureus, koagiilaz negatif stafilokoklar (KNS), Escherichia
coli, diger Enterobacteriaceae ailesi tyeleri, Pseudomonas aeruginosa ve Candida
albicans en sik enfeksiyon etkenleridir (Weinstein ve ark., 1997; Zhao ve ark., 2009;
Pien ve ark., 2010).

Kan kiltiirleri yavas sonug veren, asir1 emek isteyen ve gercekten sepsis olan

vakalarin %30-50’sinde negatif sonug veren testlerdir (Previsdomini ve ark., 2012).

Klinik ¢aligmalar molekiiler yontemlerle bakteriyemi tespitinin zaman ve duyarlilik
agisindan yarar sagladigini ortaya koymaktadir (Klouche ve Schroder 2008; Gaibani
ve ark., 2009; Ecker ve ark.,2010; Mancini ve ark., 2010).

2



Molekiler yontemler patojenleri tur dizeyinde identifiye eder (Hansen ve ark.,
2009). Molekdler analizlerde otomasyon, hiz ve verimligi arttirir, kontaminasyon
kontroliinii saglar ve emek ihtiyacini azaltir. Yeni molekiiler teknikler yeni

patojenlerin bulunmasini saglayabilir (Tsalik ve ark., 2010).

Bu c¢alismada, BACTEC otomatize kan kiiltiir cihazinda (BD Diagnostics, ABD)
ureme sinyali veren ancak rutin mikrobiyolojik inceleme sonucunda (ireme
goriilmeyen (yalanci pozitif) kan kiiltiir siselerinde, polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) ve DNA dizi analizi yontemleri ile bakteri ve mantar varliginin arastirilmasi

amaglanmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Dolasim Sistemi Enfeksiyonlari

Birgok bakteri, virlis, mantar ve parazit, enfeksiyon seyri sirasinda dolagimda
bulunabilir. Mikroorganizmalar dolasimda siirekli, aralikli ya da gegici olarak
bulunabilir ve viicuttaki tiim organlar1 tehdit edebilir. Dolasim sisteminin
mikroorganizmalarca invazyonu enfeksiyon hastaliklarinda onemli bir yeri teskil
eder. Dolagim sisteminin mikrobiyal invazyonu sok, ¢oklu organ yetmezligi, yaygin
damar i¢i pithtilasma (Dissemine intravaskiiler koagiilasyon, DiK) ve 6lim gibi ciddi
sonuglar ile sonuglanabilir (Mancini ve ark., 2010). Her yil yaklagik 200.000
bakteriyemi ve fungemi vakasi tespit edilmekte olup, bunlarin mortalite oran1 %35-
60’dir. Bu nedenle, etken patojenlerin erken tespiti ve identifikasyonu mikrobiyoloji
laboratuvarinin en 6nemli gorevlerinden biridir. Kan kulttrleri 6zgul etiyolojik teshis

icin altin standarttir (Forbes ve ark., 2007; Riedel ve ark., 2008).

Laboratuvarlar tarafindan kandan mikroorganizmalarin tespit edilebilmesi bazi
faktorlere baghidir. Bunlar; bakteriyemi tipi, 6rnek toplama yontemleri, alinan kan
hacmi, kan kiiltiirlerinin alinma zamani ve sayisi, sonuglarin yorumu ve hasta
populasyonunun tipidir (Cigek ve ark., 2005; Hall ve Lyman, 2006; Forbes ve ark.,
2007; Riedel ve ark., 2008; Patel ve ark., 2011).

2.1.1. Tamimlar

Enfeksiyon: Patojen mikroorganizmalarin, konak dokularinda bulunmas: veya

dokulara invazyonu sonucu gelisen inflamatuvar cevaptur.

Sistemik Inflamatuvar Cevap Sendromu (SIRS): Enfeksiyona ve enfeksiyon dist
nedenlere (pankreatit, yanik, multiple travma ve doku yaralanmalari, iskemi,
hemorajik sok, immiinolojik nedenli doku hasarlari, vb.) bagli gelisen, agir klinik
durumlara viicudun olusturdugu inflamatuvar bir yanittir. SIRS tanisi igin asagidaki

kriterlerin en az ikisinin bulunmasi gerekir:
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1.Vicut 1sis1 (oral) : >38 °C veya <36 °C

2.Kalp hiz1 : >90/dk

3.Solunum sayisi : >20/dk veya PaCO;: <32mmHg

4.Lokosit sayist : >12000/mm3 veya <4000/mms, periferik yaymada comak

formunun >%10 olmasi.

Sepsis: Sepsis, bir¢ok sistemi tutan, 6zellikle hemodinamik degisikliklere yol agan,
sok, organ fonksiyon bozuklugu ve organ yetmezligine kadar giden, sok gelistigi
takdirde mortalitesi yiiksek olan bir enfeksiyon hastaligidir (Doganay, 1996;
Carvalho ve Trotta, 2003; Urganct ve Sayek, 2005; Mancini ve ark., 2010).
Enfeksiyona verilen sistemik inflamatuvar yamttir. Enfeksiyon sonucu SIRS

bulgularimin iki veya daha fazlasinin bulunmasidir. (Doganay, 1996).

Agir sepsis: Sepsis ile beraber organ fonksiyon bozuklugu, hipoperfiizyon (laktik

asidoz, oligiiri, mental durum degisikligi) veya hipotansiyonun bulunmasidir.

Septik sok: Sepsiste, yeterli sivi tedavisine ragmen, hipotansiyon ve perflizyon

bozuklugu belirtilerinin devam etmesidir.

Sepsise bagh hipotansiyon: Sepsiste sistolik kan basincinin 90 mmHg’ nin altina
diismesi veya diger nedenler olmaksizin, bilinen sistolik kan basincinin 40

mmHg’dan daha fazla diismesidir.

Coklu organ yetmezligi sendromu: Birden ¢ok organda bakteriyemi sonucu gelisen

yetmezlik durumudur.

Bakteriyemi, viremi, fungemi: Dolagim sisteminde sirasiyla bakteri, viris ve
mantarlarin bulunmasidir (Reimer ve ark., 1997; Koneman ve ark., 2006; Trevino ve
Ross, 2007). Dolasim sisteminde bu organizmalarin dolagmasi semptomlar verebilir;
ya da vermeyebilir. Eger hastada herhangi bir belirti yoksa bu “sessiz” ya da
“subklinik” olarak isimlendirilir. Buna karsin sepsis (septisemi) denilen ates, titreme,

kiriklik, tasikardi, hiperventilasyon ve toksisite ya da bitkinlik ile karakterize bir
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durum gorulebilir. Semptomlar mikrobiyal toksin ve/veya inflamatuvar hicrelerin
rettigi sitokinlerin salinimina baghidir. Hem gram negatif hem de gram pozitif
bakteriler sepsise neden olabilir (Koneman ve ark., 2006). Bakteriyemi ¢ogu kez
hastanede yatis, invaziv girisimler ya da ¢esitli miidahaleler ile iligkilidir (Trevino ve
Ross, 2007). Fakat bakteriyemilerin iigte birinde organizma kaynagi

belirlenemeyebilir (Koneman ve ark., 2006).

Bakteriyemi genellikle sistemik fizyolojik cevap ile sonuglanir. Bu cevaplar; sepsis
(enfeksiyona sistemik cevap), ciddi sepsis (sepsise eslik eden organ fonksiyon
bozuklugu, hipotansiyon ya da doku hipoperflizyonu) ve septik sok (sepsise eslik
eden inat¢1 hipotansiyon) gibi durumlardir. Oliim riski bu siralama ile gittikge artar
(Trevino ve Ross, 2007). Septik hastalarin %70’inden fazlasinda enfeksiyonun kesin
klinik belirtilerine ragmen kan kiiltiirleri negatif olabilir (Trevino ve Ross, 2007,

Previsdomini ve ark., 2012).

2.2. Bakteriyemi Simiflandirilmasi

2.2.1. Kaynaklandig1 Yere Gore Simiflandirma

Kaynaklandigi yere gore bakteriyemiler “primer” ve “sekonder” olarak simiflandirilir.
Primer bakteriyemi, enfekte kalp kapaklar1 ya da intravendz kateter gibi
endovaskiler bir kaynaktan ortaya ¢ikarken; sekonder bakteriyemi, pnémonisi olan
bir hastanin akciger gibi ekstravaskiiler kaynakli enfeksiyondan ortaya c¢ikar

(Koneman ve ark., 2006; Trevino ve Ross, 2007; Paolucci ve ark., 2010).

Bilinmeyen orjinli bakteriyemiler primer ve sekonder bakteriyemiye gore daha kotu

prognoz gosterirler (Erbay ve ark., 2003; Trevino ve Ross, 2007).



2.2.2. Etkene Gore Simiflandirma

Bakteriyemi kan dolasimmna invaze olan spesifik patojen ya da genel
mikroorganizmalara gore siniflandirilabilir. Gram pozitif bakteriyemi S. pneumoniae,
S. aureus ya da Enterococcus faecium gibi organizmalar ile olusurken, gram negatif
bakteriyemi E. coli ya da P. aeruginosa gibi bakteriler ile olusur. Anaerobik
bakteriyemide etken siklikla Bacteriodes fragilis iken, polimikrobiyal bakteriyemi
birden fazla organizma ile olusur. Bakteriyemilerin bu sekilde siniflandirilmasi,
bakteriyeminin kdkeni icin ipucu saglayabilir Ve organizmalar ¢ogalmadan 6nce bile
tedaviye yol gosterebilir. Ornegin hastanede yatan hastalarda KNS bakteriyemisi
siklikla kalic1 vaskiiler alet ile iliskilidir. Enterokoklar ve gram negatif bakterilerle
olusan polimikrobiyal bakteriyemi ise siklikla bagirsak perforasyonu ile
gastrointestinal floranin kan dolasgimina gegmesi sonucu olusur (Trevino ve RoSS,
2007). Son yillarda anaerobik izolat sayisi azalirken mantar ve KNS sayisi
artmaktadir (Weinstein ve ark., 1997; Cockerill ve ark., 2004; Koneman ve ark.,
2006).

2.2.3. Kazanilma Yerine Gore Siniflandirma

Toplum kaynakli bakteriyemi, toplumda yasayan bireylerde olusurken; hastane
kaynakli bakteriyemi hastanede yatan ya da huzurevi gibi devamli bakim
merkezlerinde yasayan hastalarda olusur (Siegman-Igra ve ark., 2002; Koneman ve
ark., 2006; Trevino ve Ross, 2007). Hastane kaynakli bakteriyemi, hastaneye
kabulden en az 72 saat sonra bakteriyeminin olugsmasi olarak tanmimlanmaktadir
(Doganay, 1998; Siegman-lgra ve ark., 2002; Trevino ve Ross, 2007). Bazi
bakteriyemiler  genellikle toplum kaynaklidir. Ornegin S. pneumoniae
bakteriyemilerinin  %90’dan fazlasi toplum kaynaklidir. P. aeruginosa ya da
enterokok turleri gibi siklikla 6zel direng mekanizmalari ile ¢oklu antimikrobiyale
kars1 direng gosteren mikroorganizmalarin neden oldugu bakteriyemi ise blyuk

olasilikla hastane kaynaklidir (Siegman- Igra ve ark., 2002; Trevino ve Ross, 2007).



2.2 4. Siireye Gore Siiflandirma

Bakteriyemik olay stiresine gore bakteriyemi; gegici, aralikli ya da siirekli olabilir
(Koneman ve ark., 2006; Forbes ve ark., 2007; Trevino ve Ross, 2007; Steifert, 2009;
Mancini ve ark., 2010). Toplanan kan kiiltiirlerinin sikligi, alim zamani ve sayist
hastanin bakteriyemi tipine bagli olarak sonug¢ verebilir ya da vermeyebilir (Trevino
ve Ross, 2007).

Gegici bakteriyemi, kendiliginden olusabilecegi gibi, normal flora ile kolonize olan
aglz, gastrointestinal sistem ve iirogenital sistem gibi bazi viicut bolgelerine
muidahale sonucu da olusabilir (Koneman ve ark., 2006; Forbes ve ark., 2007;
Trevino ve Ross, 2007; Steifert, 2009; Mancini ve ark., 2010). Enfekte dokulara
mudahele, kontamine mukozal yiizeyler ile ilgili islemler ve nonsteril yerler ile ilgili
ameliyatlar bu duruma neden olabilir (Forbes ve ark., 2007; Steifert, 2009). Gegici
bakteriyemi dental, kolonoskopik ya da sistoskopik islemlerden kisa siire sonra

olusabilir (Trevino ve Ross, 2007; Mancini ve ark., 2010).

Aralikl bakteriyemi, bakterinin enfekte alandan belirli araliklarla kana salinmasi ile
olusur (Koneman ve ark., 2006). Baz1 bolgelerde abse varliginda goriilebilecegi gibi
meningokoksemi ve gonokoksemi gibi kesin enfeksiyon tirlerinin de klinik
gostergesidir (Trevino ve Ross, 2007; Steifert, 2009; Mancini ve ark., 2010).
Menenjit, pndmoni, piyojenik artrit ve osteomiyelite neden olan etkenler
enfeksiyonun erken doneminde kandan izole edilebilirler (Forbes ve ark., 2007;
Steifert, 2009; Mancini ve ark., 2010).

Surekli bakteriyemi, organizmalar intravaskuler kaynaktan geldigi zaman ya da
dolasimda yogun olarak bulundugu zaman olusur (Trevino ve Ross, 2007; Steifert,
2009; Mancini ve ark., 2010). Septik sok, bakteriyel endokardit ve diger
endovaskiiler enfeksiyonlarda organizmalar kan akiminda siirekli bulunurlar
(Koneman ve ark., 2006; Forbes ve ark., 2007; Mancini ve ark., 2010). Her ne kadar
enfekte intravendz kateter ya da septik trombus gibi endovaskiler kaynaklar strekli

bakteriyemi ile sonuglansa da en yaygin siirekli bakteriyemi ile sonuglanan klinik

8



tablo enfektif endokardittir (Trevino ve Ross, 2007). Ayrica 6zgiil enfeksiyonlarin
erken evreleri boyunca (tifoidal ates, brusellozis ve leptospirozis) bakteriler kan

akiminda siirekli bulunurlar (Forbes ve ark., 2007).

2.3. Sebepler (Etkenler)

2.3.1. Bakteriler

Kandan en sik izole edilen bakteriler koagiilaz negatif stafilokoklar (KNS), S. aureus
ve Enterococcus turlerini de igeren gram pozitif koklardir. Son on yilda mantar
tirleri ve KNS sayisi artarken klinik olarak belirgin anaerobik izolat sayisi azalmistir

(Weinstein ve ark., 1997; Cockerill ve ark., 2004).

Kandan bakteriyel tirlerin izolasyonu, daha 6nceden bulunan, gizli ya da teshis
edilmemis tiimorlerin varligin1 gosterebilir. Neoplastik hastaliklarla iligkili olan
organizmalar Clostridium septicum ve diger Clostridium tlrleri, Streptococcus bovis,
Aeromonas hydrophila, Plesiomonas shigelloides ve Campylobacter spp.’dir.
Streptococcus anginosus grubu bakteriler kandan izole edilirse abse varligi

g6zo6niinde bulundurulmalidir (Beebe ve Koneman, 1995; Forbes ve ark., 2007).

2.3.2. Mantarlar

Fungemi genellikle bagisikligi baskilanmig hastalarda gorilir ve ciddi bir klinik
tablodur. Candida tiirleri hastane kaynakli kan enfeksiyonlarinin %8-10"undan izole
edilir. C. albicans en sik izole edilen turdur. Malessezia furfur, yeni doganlardan ve
lipit takviyeli parenteral nutrisyon alan hastalardan izole edilir (Plaller ve Diekama,
2004). Lokositler iginde dreyen Histoplasma capsulatum haric mantarlar kan
hicrelerini istila etmezler, fakat kanda bulunmalar1 viicutta herhangi bir yerde
enfeksiyon odagi bulundugunu gosterir. Kanda bulunan mantarlar konagin tim
organlarina yayilabilir. Cogaldiklar1 yerde normal dokulan istila eder ve toksik
tirinler iretirler. Mantarlarin kan dolagimina giris yerleri, gastrointestinal Sistem ya

da mukoza biitiinliigii bozulan diger sistemler, hasarli cilt, primer enfeksiyon
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odaklari, akcigerler, diger organlar ve intravaskuler kateterlerdir (Forbes ve ark.,
2007).

2.3.3. Parazitler

Parazitler diger doku ve organlara goc¢ ederken gecici olarak kan akiminda
bulunabilirler ve kanda bulunmalar1 sirasinda hastada klinik belirtilere neden
olabilirler. Ornegin Toxoplasma gondii takizoidleri kanda bulunabilir, Dipetalonema,
Mansonella, Loa Loa, Wuchereria ve Brugia ile enfeksiyon sirasinda periferal kanda
mikroflaryalar gorulebilir. Malaryal parazitler konak eritrositleri ve hepatik
parankimal hucreleri istila eder. Etkene karsi konagin immiin yaniti da zararli etkiler
yaratabilir (Forbes ve ark., 2007).

2.3.4. Virusler

Bazi viriisler, hastaligin belli evrelerinde kanda dolasabilirler. Bu viriislerden kan
hucrelerini enfekte edenler Epstein Barr Viris (EBV) (lenfositleri istila eder),
Cytomegaloviris (CMV) (monosit, polimorfontkleer hiicreler ve lenfositleri istila
eder), Human Immunodeficiency Virls (HIV) (kesin T lenfosit ve belki makrofajlar
kusatir) ve diger human retroviriisler (lenfositlere saldirir)’dir. (Forbes ve ark.,
2007).

2.4. Epidemiyoloji

Bacillus pyocyoneus (simdiki adi P. aeruginosa) ile olusan ilk bakteriyemi vakasi
Brill tarafindan 1899 yilinda raporlanmistir. On yil sonra 40’dan daha az vaka, takip
eden bes yil boyunca 30°dan daha az vaka bu sayiya ilave olmustur. 1950-2003
yillar1 arasinda septiseminin mortalite oran1 yaklasik 40 kat artarak 6lim nedenleri

arasinda 10. siraya tirmanmistir (Trevino ve Ross, 2007).

Sepsis ve septik sok insidansi her yil artmakta ve yilda 200.000°den fazla 6lume
neden olmaktadir. ABD’de her yil yaklagik 250.000 dolasim sistemi enfeksiyonu
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bildirilmektedir (Flayhart ve ark., 2007). Bu say1 miyokard enfarktiisi, inme ya da
kanser Oliimlerinden fazladir. Bakteriyemik hastalarda septik sok insidansi etkenin
patojenitesi, bakteriyemi kaynagi, konagin bagisiklik sisteminin baskilanma durumu
ve eslik eden hastalik varligina bagli olarak %210-30 oraninda degismektedir.
Bakteriyemide sok olmaksizin mortalite, bakteriyemi kaynagina gore %10-20
arasindadir. Bakteriyeminin seyrini etkileyen faktorler; 70°’den ileri yas,
polimikrobiyal etiyoloji, hastada kanser, AIDS, renal yetmezlik varligi, respiratuvar
sistem ya da bagirsak kaynakli bakteriyemi, kaynagin belirlenememesi ve uygunsuz

antimikrobiyal tedavidir (Trevino ve Ross, 2007).

2.5. Risk Faktorleri

Artmig bakteriyemi insidans nedenleri; Secilmis hasta populasyonunda azalmis
immun yeterlilik, invaziv prosedur uygulamalari, hasta yasi, ila¢ tedavi yontemleri

olarak siralanabilir (Forbes ve ark., 2007; Trevino ve Ross, 2007).

Bakteriyemi, 0Ozellikle hematolojik malignensisi olan, bagisikligi baskilayict
kemoterapi alan ve kemik iligi transplantasyonu gegiren hastalarda siktir. Bunun
nedeni, azalmig noétrofil sirkiilasyonu, kemoterapiye bagli gastrointestinal mukoza
ozelliginde bozulma ve takiben normal floranin kan dolasimina invazyonudur.
Diabet, siroz vb. kronik hastalig1 olan kisiler ile bagisiklig1 baskilayici tedavi alanlar
(romatoid artritte glukokortikoid alimi gibi) da bakteriyemi gelisimi agisindan artmig
risk altindadir (Erbay ve ark., 2003; Cicek ve ark., 2005; Koneman ve ark., 2006;

Trevino ve Ross, 2007).

Kalicr alet, respirator ve invaziv teshis prosediirlerinin artmig kullamimi bakteriyemi

olusumunda rol oynayabilir (Koneman ve ark., 2006; Trevino ve Ross, 2007).
Uriner, gastrointestinal ve biliyer sistem ameliyatlar1 yerlesik floramin yayilimini

engellemekle gorevli olan mukozal bariyerlerin bozulmasindan dolayr bakteriyemi

ile sonuglanabilir (Trevino ve Ross, 2007; Rebelo ve ark., 2011).
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Bakteriyemi insidans oranlar1 bimodal dagilim gosterir. Cocuk yas grubunda
bakteriyemi oraninin artmast humoral immunitedeki defektlere baglidir. Oysa yasl
populasyonunda diyabet gibi eslik eden bir durumda, immun durumdaki azalma ile
bakteriyemi olusmaktadir. Sonu¢ olarak ilerlemis yas hem bakteriyemi hem de

mortalite igin bir risk faktortdir (Trevino ve Ross, 2007; Rebelo ve ark., 2011).

Genis spektrumlu antibiyotik tedavisi normal floray1 baskilar ve kolonizasyona
yardim eder. Boylece direngli bakteriler ile invazyon olur (Trevino ve Ross, 2007).
Steroidler ve antikanser kemoterapatikler gibi bagisiklik sistemini baskilayici ilaglar
hastalar i¢in bakteriyemi acisindan risklidir (Koneman ve ark., 2006; Trevino ve
Ross, 2007; Rebelo ve ark., 2011).

2.6. Mikrobiyoloji

Son 25 yildir bakteriyemiden sorumlu organizma profilleri degismistir. 1960-
1970°de E. coli ve P. aeruginosa gibi gram negatif organizmalar bakteriyemide en
sik izole edilen etkenler iken; 1980-1990°da gogu bakteriyemi S. aureus, KNS ve
Enterococcus tiirleri gibi gram pozitif organizmalar ile olusmaya baglamistir. Son
yillarda kan dolagiminin bakteriyel invazyonuna ilaveten, vakalarda C. albicans gibi
fungal etkenlerin 6nemleri giderek artmaktadir. Bu mikrobiyolojik degisiklik
muhtemelen hastalarin sahip oldugu risk faktOrlerine baglidir. Duyarli hasta
profilinin degigmesi ile bakteriyemiden sorumlu organizmalar da degigmistir. MRSA
bakteriyemisi 1970’lerde nadir gorulirken, glnumizde bakteriyemi gelisen
hastalarin %40’ indan fazlasinin etkenidir (Karchmer, 2000; Kuehnert ve ark., 2005;
Hadler ve ark., 2012). Vankomisine direngli enterokok (VRE) ve genislemis
spektrumlu B-laktamaz (GSBL) sentezleyen gram negatif bakteriler daha sik izole
edilmektedir (Karchmer, 2000; Tacconelli ve ark., 2004; Chen ve Hsueh, 2012).

Toplumdan edinilmis sepsiste sik karsilasilan etkenler streptokoklar, Staphylococcus
aureus ve E .coli iken, hastaneden edinilmis sepsiste karsilasilan etkenler siklikla
Pseudomonas spp., Klebsiella spp., E. coli, S. aureus ve enterokoklardir (Weinstein
ve ark., 1997; Erbay ve ark., 2003).
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Immunizasyon uygulanarak enfeksiyon olusturma riski azaltilan bazi organizmalar
da daha nadir bakteriyemi nedenleri arasina girmistir. Mesela, daha Onceden
cocuklarda bakteriyemi ve sepsisin major nedeni olan H. influenza b ve S.
pneumoniae ile olusan enfeksiyonlarin insidansi, as1 kullanimi ile %95 azalmistir

(Hall ve Lyman, 2006; Trevino ve Ross, 2007).

Bakteriyemi  mikrobiyolojisi  {lizerine  yapilan ¢aligmalar  polimikrobiyal
enfeksiyonlarin insidansinin arttigin1 gostermektedir. 1930’larda hemen hemen tiim
bakteriyemi vakalar1 tek bir organizma ile olusurken 1990’1n baslarinda bakteriyemi
vakalarinin yaklagik %210’unun birden fazla mikroorganizma igerdigi bildirilmistir
(Hall ve Lyman, 2006). Polimikrobiyal bakteriyeminin mortalitesi monomikrobiyal
bakteriyemiye gore daha yuksektir. Polimikrobiyal bakteriyemi igin predispozan
faktorler, intravendz ilag kullanimi, yanik ve gastrointestinal sistem kaynakli
faktorlerdir. Ozellikle bagisiklig1 baskilanmis hastalarda, alkolizm, grantlositopeni,
genis yaniklar, diyabet, kronik renal yetmezlik ve iskemiye neden olan vaskiler
yetersizlik gibi durumlarda risk artmaktadir. Polimikrobiyal enfeksiyonlarin ¢ogunda
B. fragilis izole edilmektedir. Bazi antimikrobiyallere B. fragilis’in dogal olarak

direncli olusu bakteriyemi mortalitesinin artis1 agisindan bir risktir.

Mikrobiyologlarin 6nemli miicadelelerinden biri de bagisiklig1 baskilanmig hastalarin
kan kiiltiirlerinin islemleridir. AIDS’li hastalarda kandan izole edilen 6nemli patojen
tirler mikobakteriler, Bartonella henselae, Corynebacteriun jeikeium, Shigella
flexneri, nadir Salmonella tirleri, Histoplasma capsulatum, Cryptococcus
neoformans ve Cytomegalovirus’tir (Adeyemi ve ark., 2010; Varma ve ark., 2010;
Crump ve ark., 2011). Bagisikligi saglam konakta siklikla kontaminan olarak
degerlendirilen Corynebacterium jeikeium bagisikligi baskilanmis hastalarda
bakteriyemi sebebidir (Forbes ve ark., 2007; Ifantidou ve ark., 2010).
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2.7. Patogenez

Bakteriyemi patogenezi, enfekte olan patojenin giris yeri ve hastanin bagisiklik
sisteminin durumuna baglhdir. Bakteriyemi genellikle normal cilt ya da mukozal
bariyerin bozulmas1 ve kan dolagimina bakteriyel invazyon ile olugmaktadir. Bu
bozulma travma, yanik ya da iskemi nedeni ile derideki ¢atlak artisi, viral enfeksiyon
vb. ile epitelyal hattin bozulmas1 ya da ameliyat, enstrumentasyon ya da kalici alet
yerlestirme gibi iyatrojenik bir durumla olusabilir. Diger bir neden de fokal
bakteriyel enfeksiyon sirasinda olusan lokal inflamasyon, 6dem ve doku yikimi ile
etraftaki vaskiiler yapilarin bozulmasi ve kan dolasimi invazyonu ile bakteriyemi

gelismesidir.

Bakteriyemi gelisimini takiben hastanin bagisiklik sistemi antikorlar araciligi ile
enfeksiyonu kontrol altina almaya caligir. Antikorlar mikroorganizmalar1 opsonize
eder ve fagositler ile beraber kompleman aracili 61diirmeyi tetikler. Bunlara ek olarak
lenfatikler, bobrekler ve dalaktaki genis vaskiiler yataklardaki siizme mekanizmalar1
organizmalar1 tutabilir. Eger bu savunma mekanizmalar1 basarisiz olursa iki ana
komplikasyon olan metastatik enfeksiyon ve/veya septik sok olusur. Kan dolagiminin
invazyonu organizmalarin biitiin viicuda yayilmasi ile sonuglanabilir. Ornegin, S.
pneumoniae bakteriyemisi meninks enfeksiyonu ile pndmokok menenjitine neden
olabilir. S. aureus bakteriyemisi metastatik enfeksiyon ya da abse gelisimine,
endokardit, osteomiyelit, septik artrit, hepatik abse ya da piyomiyozite neden olabilir

(Cosgrove ve ark., 2003; Karchmer ve Bayer, 2008).

Sepsis ve septik sok bakteriyeminin diger bir olasi sonucudur. Gram negatif
bakteriler gram pozitif bakterilere gore daha sik septik soka neden olsa da her iki
grubun da sepsis, ciddi sepsis, septik sok ve 6liim riskleri benzerdir. Her iki durumda
da bakteriyel membran komponentlerinin (gram negatif organizmalarda membran
lipopolisakkaritleri [LPS], gram pozitif organizmalarda lipoteikoik asit ve
peptidoglikan) makrofajlarla etkilesimi, TNF, IL-1, IL-6 ve diger proinflamatuvar
sitokinlerin salinimina neden olur. Sonugta endotelyal aktivasyon; vaskiiler

permeabilite, kan akimi ve notrofil gogiinde artis gergeklesir. Bu cevaplar
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enfeksiyonun kontroliinii saglar ve antiinflamatuvar medyatorler yikici sistemik
inflamatuvar reaksiyonu Onler. Sepsis ve septik sokta bu regiilasyonda ortaya ¢ikan
dengesizlik, mikrovaskiler anormallik ve endotel hasarina neden olur. Sirasiyla,
azalmis doku perfiizyonu, komplemen aktivasyonu ve ¢oklu organ yetmezligi gelisir
ve septik sok ve dliimle sonuglanan yaygin damar ici pihtilasmasi (DIK) gozlenir
(Trevino ve Ross, 2007).

2.8. Dolasim Sistemi Enfeksiyonu Tipleri

En sik bakteriyemi ve sepsis gelisimine neden olan odaklar, enfekte intravendz
kateterler, Uriner sistem, akciger ve gastrointestinal sistemdir (Trevino ve Ross,
2007). Dolasim sistemi enfeksiyonlari iki ana kategori altinda incelenir:

e Intravaskiiler (Kardiyovaskiiler sistemden koken alir)

e Eksravaskiiler (Diger enfeksiyon bolgelerinden lenfatik sistem ile kan

dolasimina gegen bakteriler ile olusur) (Forbes ve ark., 2007; Akalin, 2007).

2.8.1. Intravaskiiler Enfeksiyonlar

Intravaskiiler enfeksiyonlar, enfektif endokardit, mikotik anevrizma, stpuratif
tromboflebit ve intravaskiiler kateter iligkili bakteriyemileri kapsar. Bu
enfeksiyonlarda vaskiiler sistem iginde organizmalar kan akiminda siirekli bulunurlar

(Forbes ve ark., 2007; Mancini ve ark., 2010).

2.8.1.1. Enfektif Endokardit

Endokardit ile iligkili organizmalar yaygin olarak viridans streptokok, S. aureus ve
protez kalp kapaklarinda KNS’dir (Koneman ve ark., 2006; Forbes ve ark., 2007;
Trevino ve Ross, 2007). Streptococcus sangius ve Streptococcus mutans en sik izole
edilen streptokokal endokardit nedenleridir (Forbes ve ark., 2007). Artan oranda
intravaskiiler kateter kullanim1 sonucu vaskiler protezler ile S. epidermidis ve diger
KNS’ler deriden kan akimina ulasir ve kalp kapagi ve vaskiler endotelyumda

cogalirlar (Forbes ve ark., 2007). Semptomlari olan bazi vakalarda etyolojik ajani
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elde etmek zor ya da miimkiin degildir (kiiltiir negatif endokardit). Chlamydia
pneumoniae, Coxiella burneti ve Bartonella turleri gibi bazi mikroorganizmalarin
geleneksel kan kultir teknikleri ile elde edilememesi bunun nedeni olabilir (Gdoura
ve ark., 2002; Koneman ve ark., 2006).

2.8.1.2. Mikotik Anevrizma ve Supuratif Tromboflebit

Bu iki intravendz enfeksiyon, damar duvarmdaki hasarlanmis endotelyal hiicrelerden
kaynaklanir. Siipiiratif endokardit hospitalize hastalarda artmis intravendz kateter

kullanimmin komplikasyonu olarak gosterilmektedir (Forbes ve ark., 2007).

2.8.1.3. Kateter lliskili Dolasim Sistemi Enfeksiyonlar:

Kateterler giris yerine komsu olan dokuda kolonize olan bakteriler i¢in giris noktasi
ya da mikrobiyal mikrokolonileri barindiran yabanci bir cisim gorevi yapabilir
(Koneman ve ark., 2006). En yaygin etyolojik ajanlar ciltte bulunan organizmalardir
(Koneman ve ark., 2006; Forbes ve ark., 2007). Kateter iligkili dolagim sistemi
enfeksiyonlar1 tiim semptomatik bakteriyemilerin %19’udur (Trevino ve Ross, 2007;
Seifert, 2009). Infiizyon iliskili bakteriyemiler P. aeruginosa ve E. cloacae gibi gram

negatif organizmalar ile olusur (Koneman ve ark., 2006; Trevino ve Ross, 2007).

2.8.2. Eksravaskuler Enfeksiyonlar

Lenfatik sistem, bakterilerin dolagim sistemine girmelerinde kullandiklar1 bir bagka
yoldur. Klinik olarak Onemli bakteriyemi vakalarinin bircogu ekstravaskuler
enfeksiyon sonucu olugmaktadir. Organizmalar akciger gibi lokal enfeksiyon yerinde
cogalmaya baglayinca lenfatikler ile drene olabilir ve kan akimina ulasabilirler.
Genellikle kan akimi igindeki organizmalar karaciger, dalak ve kemik iligindeki
retikiiloendotelyal sistem (RES) ve dolagimdaki fagositik hiicreler tarafindan etkili ve
hizli bir gekilde ortadan kaldirihir. Fakat enfeksiyon lokal olarak kontrol altinda
tutulamazsa mikroorganizmalar dolasima yayilir ve bakteriyemi ve fungemiye neden

olurlar. Bakteriyemi igin en sik giris bolgeleri genitodriner sistem (%25), solunum
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sistemi (%20), abseler (%10), cerrahi yaralar (%5), safra sistemidir (%5) (Forbes ve
ark., 2007; Seifert, 2009).

Ekstravaskiiler kokenli bakteriyemi olugma olasiligi; enfeksiyonun yerine, siddetine
ve etken organizmaya baglidir. Lokalize enfeksiyon yerinden kan akimina siklikla
hiicum eden organizmalar, Enterobacteriaceae ailesi Uyeleri, S. pneumoniae, S.
aureus, Neisseria gonorrhoeae, anaerobik kok, Bacteriodes, Clostridium, beta
hemolitik streptokok ve Pseudomonas’tir (Forbes ve ark., 2007).

2.8.2.1. Uriner Sistem Enfeksiyonlar

E. coli en yaygin bakteriyemi nedenidir (Trevino ve Ross, 2007).

2.8.2.2. Pndbmoni

Pnomoni ile es zamanli bakteriyemi olusturan organizmalar S. pneumoniae, H.

influenza, S. aureus, P. aeruginosa ve E. aerogenes’tir (Trevino ve Ross, 2007).

2.8.2.3. intraabdominal Enfeksiyonlar

Bakteriyemilerin %5 ini olugturur (Trevino ve Ross, 2007).

2.8.2.4. Cilt Enfeksiyonlar:

Seliilitli hastalarin %2’sinde S. aureus, S. pyogenes ve Streptococcus agalactia

bakteriyemiye neden olur (Trevino ve Ross, 2007).

2.8.2.5. Kas-Iskelet Enfeksiyonlar1

S. aureus’un neden oldugu akut osteomiyelit ¢ogunlukla gecgici bakteriyemi

nedenidir. S. aureus ya da A grubu beta hemolitik streptokok gibi viriilan
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organizmalar ile olusan protez eklem enfeksiyonlar1 sepsis ve dliime neden olabilir

(Trevino ve Ross, 2007).

2.8.2.6. Santral Sinir Sistemi Enfeksiyonlar

S. pneumoniae ya da N. menengitidis’in neden oldugu akut bakteriyel menenjit

genellikle gegici bakteriyemiye neden olur (Trevino ve Ross, 2007).

2.9. Sepsis Klinik Belirti ve Bulgular

Septisemi belirti ve bulgulari, yiiksek ya da diisiik viicut sicakligi, tisime-titreme,
hiperventilasyon, mental durum degisiklikleri ve diyaredir. Ciddi gostergeler,
hipotansiyon, DIK, sok ve organ yetmezligidir (Forbes ve ark., 2007; Trevino ve
Ross, 2007).

Diger semptomlar arasinda santral sinir sistemi perfiizyonu azalmasina baglh
deliryum, stupor ya da ajitasyon, bulanti ve kusma yer alir. Hastalarin %38’den
fazlasinda oligiiri ve aniiri ile beraber akut bobrek yetmezligi olabilir (Trevino ve
Ross, 2007).

Yagh hastalarda bakteriyemik epizod sirasinda ates olmayabilir veya hafif ates
olabilir (Cicek ve ark., 2005, Riedel ve ark., 2008). Ayrica yenidoganlar ve
kortikosteroid ya da nonsteroid antiinflamatuvar ilag alanlar da sepsise atesle karsilik

vermeyebilirler, hatta hipotermik olabilirler (Cicek ve ark., 2005).

Eritemat6z alanla ¢evrili santral nekrotik alandan olusan ektima gangrenosum
Pseudomonas bakteriyemisi ile iligkilidir. Bazi laboratuvar bulgularinin degismesi de
bakteriyemi gostergesi olabilir. Bunlar trombositopeni, I6kositozis ya da l6kopeni,
laktik asidoz, hipoglisemi ya da hiperglisemi, anormal karaciger fonksiyon testleri
(0zellikle hiperbilirubinemi), koagllopati, CRP yiiksekligi, haptoglobulin ve

fibrinojende artmadir (Trevino ve Ross, 2007).
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Sok, septiseminin en ciddi komplikasyonudur. Klinik goértinim hipotansiyon,
tasikardi, bobrek, beyin, karaciger ve akciger gibi hayati organlarin fonksiyonlarinda

bozulma, asit-baz dengesi ve kanama bozukluklaridir (Trevino ve Ross, 2007).

DIK, sepsisin bir komplikasyonudur. DIK’e bagli kanama, tromboz, organ
yetmezlikleri, pihtilasma testi bozukluklar1 ve trombositopeni goriiliir (Forbes ve
ark., 2007).

2.10. Bakteriyemi ve Sepsiste Tan1

Kan Kultir Sistemleri

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarinin en 6nemli goérevlerinden biri kan kaynakli
patojenlerin tespiti ve identifikasyonudur (Thorpe ve ark., 1990; Nolte ve ark., 1993;
Ziegler ve ark., 1998; Durmaz ve ark., 2003; Karahan ve ark., 2006; Forbes ve ark.,
2007; Wallet ve ark., 2009; Weinstein ve Doern, 2011). Laboratuvarin bu konudaki
basaris1 klinisyenin basarisini ve hastanin bir an Once iyilesmesini saglayacak,
hastanede yatma siiresini kisaltacak ve tedavi ve bakim masraflarim azaltacaktir

(Basustaoglu ve Gtin, 1998).

Kan kiltird, bakteriyemi ve fungemi tespitinde altin standart tan1 yontemidir (Hall
ve Lyman, 2006; Fenollar ve Raoult, 2007; Mancini ve ark., 2010; Patel ve ark.,
2011). Genellikle ii¢ set kan kiiltiirii alinmas1 onerilmektedir. Kan kiiltiirleri ortalama
olarak kanda 1 KOB/ml bakteri ve mantar1 tespit edebilme yetenegine sahip en
duyarli yontem olarak kabul edilir. Dezavantajlari; islemlerin tamamlanmasinin 1-5
gin surmesi ve pozitif sonu¢ alinmasi i¢in kan Orneginin en az 8 saat
inkiibasyonunun gerekmesi ve yalanci negatif sonu¢ almaolasiligidir (Klouche ve
ark., 2008; Ecker ve ark., 2010; Tsalik ve ark., 2010; Kaleta ve ark., 2011). Kan
kiiltiirlerinin pozitif prediktif degerleri, 6zellikle tekrarlayan kiiltiirlerde ayn1 bakteri
tespit  edildiginde yiliksektir  (%98). Bununla birlikte, dolasim sistemi
enfeksiyonlarinin yaklagik %30-40"inda kan kulttrleri pozitif bulunur (Klouche ve

ark., 2008; Towns ve ark., 2010). Bunun nedeni enfeksiyonun lokal olmasi, yetersiz
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miktarda kan alinmasi ya da hastanin kiiltiir alinmadan 6nce antibiyotik kullanmasi
olabilir. Ayrica dolasim sistemi enfeksiyonlarinda kan kiltiirii pozitifligi kiiltiiri
yapilabilen mikroorganizmalarla sinirlidir. Yavas iireyen mikroorganizmalar ve bazi
zor lreyen bakterilerde, bakteriyel ve mantar yiikii diisiik oldugunda, onceden
antimikrobiyal ve antimikotik tedavi alanlarda kan kiiltiirlerinin duyarlihigi diser
(Peters ve ark., 2004; Fenollar ve Raoult, 2007; Klouche ve ark., 2008; Jarvinen ve
ark., 2009; Stefani, 2009; Ecker ve ark., 2010; Mancini ve ark., 2010).

Kan kiiltiiriiniin li¢ ana amac1 vardir. Bunlar,

1. Enfeksiydz etiyolojiyi dogrulamak
2. Etiyolojik etkeni tanimlamak
3. Antibiyotik tedavisini yonlendirmek olarak sayilabilir (Wayne 2007).

Son 20 yilda mikroorganizmalarin saptanma ve tanimlanmasinda geleneksel kan
kiiltiir sigelerine dayali yontemlerden uzaklagilmis, otomatize sistemlerin kullanimina
dogru bir yonelim goriilmistiir. Kan kiltirlerinde otomasyon ilk kez 1970’11 yillarin
basinda yar1 otomatik kan kiiltiirii cihazlarinin kullanimi ile baglamistir. Otomasyon
egilimi siirekli monitorize kan kiiltiiri sistemlerinin kullanilmaya baglamasi ile hiz
kazanmistir. Bu cihazlardaki gelismeler, veri tabanlarinin genislemesi, tan1 koyma
zamanini azaltan teknolojilerin uygulanmasi ve laboratuvarlarda verilerin yorumu,
saklanmas1 ve yoOnetilmesini saglayan yazilimlarindaki onemli ilerlemeleri

icermektedir (Hascelik, 2008).

1990 yillarinda otomatik siirekli monitorize kan kiiltiirii sistemlerinin gelistirilmesi,
geleneksel manuel yontemlerden uzaklagma egilimini hizlandirmistir (Hasgelik,
2008).

Surekli monitorize kan kiltur sistemlerinin avantajlari:

e Laboratuvarda is giicliini azaltir. (Glinkii sadece pozitif kiiltiir oldugu zaman
teknisyenin ¢aligmasini gerektirir).

e Yanlis pozitif sonu¢ ve psddobakteriyemileri azaltir.
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e Tespit hizin1 ve mikroorganizma tespit oranini arttirir (Ziegler ve ark., 1998;
Koneman ve ark., 2006; Karahan ve ark., 2006).

Dezavantajlart:

e Bazi sistemler i¢in kisith veri tabani olmasi,

Sinirli besiyeri olanaklari,

Biiyiik cihazlar olmasi ve buna bagli laboratuvarda yer sorunu ve

Pahali olmalaridir (Reimer ve ark., 1997; Koneman ve ark., 2006).

2.10.1. Kan Kultiri Alim Endikasyonlar:

Dolasim sistemi enfeksiyonlari, hastaya en {iist diizeyde yararli olunabilmesi i¢in
laboratuvar ve klinik bulgularin birlikte degerlendirilmesinin en fazla gerekli oldugu

enfeksiyonlardan birisidir (Cicek ve ark., 2005).

Kan kultirl alimi i¢in standardize edilmis endikasyonlar bulunmamaktadir. Ates,
kan kultirt alnmasimn en sik nedenidir. Usiime, tasikardi, takipne gibi kanda
mikroorganizma varligint disunduren Kklinik durumlarda, agiklanamayan ates ve
hipotansiyon oldugunda ve notropeni srasinda ates ortaya ikarsa kan Kkulturd
alinmaktadir. (Stimerkan, 1998; Cicek ve ark., 2005)

Ates yoklugunda; lokal enfeksiyonu olan (pndmoni, menenjit, osteomyelit gibi),
aciklanamayan Iokositozu olan, bobrek yetmezlikli hastalardan, bagisiklik sistemi
bozulmus veya yogun bakim altinda agiklanamayan pulmoner, renal ve hepatik
fonksiyon bozuklugu olanlardan, agiklanamayan hemodinamik bozukluklar: olan
hastalardan kan kiiltiiri alinabilir (Stiimerkan, 1998, Cigek ve ark., 2005).

Kan kiltird teknolojilerindeki biyuk ilerlemeler ile mikroorganizmalarin saptanma
ve identifikasyon sureleri kisalmistir. Bununla birlikte kan kiltir sonuglarinin
yorumlanmasinda sorun olan pek ¢ok faktor vardir. Yalanci pozitif kan kiiltiirleri

klinik olarak yorumlamada hatalara yol agmakta, uygunsuz antibiyotik kullanimina,
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ilave laboratuvar testlerinin uygulanmasina, uzun siireli hastanede kalisa ve tedavi

maliyetlerinin artigina sebep olmaktadir (Cigek ve ark., 2005; Hall ve Lyman, 2006).

2.10.2. Kan Kiiltiirii Alim Teknigi

Kiltir igin kan, hekimler, tibbi teknolojistler, egitilmis flebotomistler, hemsireler ve
diger saglik personeli tarafindan alinmalidir. Kan kiiltiirti aliminda mutlaka steril
eldiven giyilmelidir. Kan aliminda ilk girisim basarisiz olmussa yeni bir enjektor
kullanilmalidir. Kan periferal venlerden vendz ponksiyon yoluyla alinabilir. Venoz
ponksiyondan oOnce, kan kiiltlir sigesinin kaucuk basligi %70 alkolle dezenfekte
edilmelidir. Iyot kaugugun yapismi bozacagindan tercih edilmemelidir. Venoz
ponksiyon i¢in uygun bdlge secildikten sonra, turnike uygulanmali ve ven palpe
edilmeli, %70’lik alkolle deri temizlenmeli, kuruduktan sonra merkezden perifere
dogru %10’luk povidon iyodin veya %1-2’lik iyot uygulanmalidir. Sonra tekrar
alkolle merkezden perifere dogru silinerek iyot uzaklastiriimalidir. Kan alan kisi
dezenfeksiyondan sonra cildi tekrar palpe etmemelidir. Kan bircok degisik yolla
alinabilir. Tercih edilen yontem fazla voliim alan enjektorlerle kan almaktir. Birgok
flebotomist enjektorle birlikte kelebek kullanmayi tercih etmektedir. Fakat bu
yontem pihtilasmayr artirmaktadir. Kan kiiltlir sigelerine direkt kan alimi
onerilmemektedir. Cilinkii kan kiiltiir giselerindeki vakum Onerilen kan voliimiinden
daha fazlasinin kan kiiltiir ~ sisesine aspire edilmesine neden olur. Istenilen
miktarda kan alindiktan sonra igne damardan ¢ekilmeli ve giseye inokiile edilmelidir.
Pihtilagmayr 6nlemek i¢in inokiille edilen siseler birkag dakika yavasca
calkalanmalidir (Mylotte ve Tayara, 2000; Weinstein, 2003; Cigek ve ark, 2005).

Son zamanlarda damardan kan alinmadan o©nce klorheksidin kullanilmasi
Onerilmektedir (Forbes ve ark., 2007; Hascelik, 2008). Kontaminasyonu azaltmak
icin cilt temizliginde kullanilan maddeye bakilmaksizin titiz bakim ve aseptik
tekniklerin kullanilmasi gereklidir. Ayrica periferik kandan alinan kan 6rneklerinin
kataterden almman kan Orneklerine gore kontaminasyona neden olan

mikroorganizmalar1 tiretme olasilig1 daha dustiktiir (Hasgelik, 2008).
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Kan kiiltiirleri doktor, hemsire, ozel egitimli teknisyen gibi tecriibeli saglik
gorevlileri tarafindan alinmalidir. Kan1 alacak olan kisi bu iglem sirasinda eldiven
giymelidir. Ayrica cilt temizligi yapildiktan sonra tekrar palpasyon yapilmamali,
yapilacaksa eldivenin parmak kisimlar1 dezenfekte edilmeli ve kan kiiltiir siselerinin
agizlar1 da dezenfekte edilmelidir (Resim 2.1.) (Cicek ve ark., 2005; Koneman ve
ark., 2006).

Kan kulttrindn dizgin sonug vermesi icin dikkat edilecek hususlar sunlardir:

e Kan kiltiir siseleri kullanilmadan 6nce hasar ya da renk degisikligi agisindan
kontrol edilmeli, kontaminasyonu gosteren gaz desiklikleri var mi diye
bakilmalidir.

e Sigelerin son kullanim tarihleri kontrol edilmeli, giinii ge¢mis siseler
kullanilmamalidir.

e Kan kiiltiir setleri farkl1 anatomik bdlgelerden alinmalidir.

e Kiiltiir i¢in kan venlerden alinmali, yiilksek kontaminasyon riski olan arteriyel
ya da vendz kateterlerden kan alinmasindan kaginilmalidir.

e Ornek alinmadan 6nce cilt dezenfekte edilmelidir.

e Alinan ornekler bekletilmeden hizla, tercihen iki saat icinde, laboratuvara
gonderilmeli, eger bekletilecekse oda sicakliginda saklanmalidir.

e Tiim kan kiiltiir siselerine hastanin adi, soyadi, alim tarihi, saat, alinan yer

yazilmahdir (Wayne, 2007; www.biomerieux-diagnostics.com/upload/Blood
Culture_Booklet.pdf).

Resim 2.1. Kan kiiltiir alinma teknigi
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2.10.3. Kan Kiiltiirii Sonuclarim Etkileyen Teknik Degiskenler

2.10.3.1. Kan Kiiltiirii Miktari

Siseye inokiile edilen kan miktar1 dolasim sistemi enfeksiyonlarinin saptanmasinda
en 6nemli faktorlerden biridir (Forbes ve ark., 2007; Bouza ve ark., 2007; Hascelik,
2008; Gonsalves ve ark., 2009; Paolucci ve ark., 2010; Lin ve ark., 2012).
Erigkinlerdeki dolasim sistemi enfeksiyonlarinin, her 10 ml’lik kanda <1
mikroorganizma ile ortaya c¢ikabilecegi kanitlanmigtir. Kan kiiltlirliniin tanisal
etkinligi ile kiiltir i¢in alman kan miktar1 arasinda dogrudan bir iligki vardir
(Cockerill ve ark., 2004; Bouza ve ark., 2007; Nicolas, 2008; Towns ve ark., 2010;
Previsdomini ve ark., 2012). Yetiskinlerden her kiiltiir seti i¢cin 20-30 ml kan
alinmasi Onerilmektedir (Hascelik, 2008; Cockerill ve ark., 2004; Koneman ve ark.,
2006; Bouza ve ark., 2007; Mancini ve ark., 2010; Paolucci ve ark., 2010; Patel ve
ark., 2011). Eger bir sette iki tane sise kullaniliyorsa her sise i¢in 10 ml kan konmas1
yeterlidir (Koneman ve ark., 2006).

Bebeklerde ve kiiciik ¢cocuklarda dolasim sistemi enfeksiyonlarinin saptanmasi igin
kan miktarinin 6nemi son yillarda belirgin hale gelmistir. Saptama orami bir
caligmada 6 ml kanda 2 ml kandakinin iki kati olarak saptanmistir (Isaacman ve ark.,
1996). Cocuklarda diisiik diizey bakteriyemi oldugu tespit edilmis ve bu hasta
grubunda dolagim sistemi enfeksiyonunun tespiti i¢in ¢ocuktaki kan miktarinin % 4-
4,5’unun alinmasimin gerektigi onerilmistir (Forbes ve ark., 2007; Hasgelik, 2008).
Ancak kii¢iilk ve prematiire bebeklerde bu miktar1 almak miimkiin olmayabilir.
Infantlar ve kiiciik cocuklardan kiiltiir i¢in genellikle 1-5 ml kan alinir (Paolucci ve
ark., 2010). Cocuklar i¢in yapilmis 6zel kan kiiltiir siseleri mevcuttur (Forbes ve ark.,
2007; Paolucci ve ark., 2010).

2.10.3.2. Besiyeri

Kan kiiltiirleri i¢in en ¢ok kullanilan besiyeri soya fasulyesi kazein buyyondur

(soybean casein digest broth). Mayalar ve bazi bakterilerin saptanmasi i¢in beyin
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kalp inflizyon sivi besiyeri de esdeger ya da daha iyidir (Forbes ve ark., 2007;
Hascelik, 2008).

2.10.3.3. Kanin Siv1 Besiyerine Orani

Insan kam iginde bulunan lokositler, kompleman ve lizozim gibi birgok madde
mikrobiyal liremeyi inhibe edebilir. Kan 6rnegi alindig1 sirada antimikrobiyal tedavi
altinda olunmasi da iiremeyi etkiler. Kanin sivi besiyerine oraninin en az 1:5
olmasinin, muhtemelen dogal inhibitor madde konsantrasyonunu azaltarak ve
antimikrobiyal ajanlar1 subinhibitor diizeyine diisiirerek teshisi kolaylastirdig:
gosterilmistir (Cicek ve ark., 2005; Forbes ve ark., 2007; Hascelik, 2008). Recine
iceren bazi ticari besiyerleri 1:5 oramindan daha az kan:sivi besiyeri oranina ihtiyag
duyabilir. Bazi firmalar kiiciik ¢ocuklardan az miktarda kan alinabilecegini goz
ondnde bulundurarak, 1:5°ten 1:10’a kadar oranlarda kan:sivi besiyeri oranini
saglamak i¢in, az miktarda siv1 besiyeri ile yapilmis pediatrik kan kiiltiirii siselerini
piyasaya slirmiislerdir. Bu siselerdeki sivi besiyerleri H. influenza’nin iiremesini
arttirmak i¢in X ve V faktorleri ile desteklenmis ve Neisseria tirlerinin daha iyi
saptanmasi i¢in sodyum poliaetol sulfonat (SPS) konsantrasyonlar1 azaltilmistir. Bu
siseler popiiler hale gelmesine ragmen bunlarin konvansiyonel kan kiiltiirii sigelerine
gore daha fazla treme sagladiklari ya da mikroorganizmalar1 daha erken

saptadiklarina dair az sayida veri bulunmaktadir (Hascelik, 2008).

2.10.3.4. Antikoagulanlar

Kan kiiltiriindeki tireme kan pihtilasmasi ile azalabilir. Bu nedenle biitiin sivi
besiyeri bazl kan kiiltiirii besiyerleri antikoagiilan icerir. Heparin, EDTA ve sitratin
antikoagiilan olarak kullanimi tavsiye edilmez. Ciinkii bazi mikroorganizmalarin
uremesini engellerler. %0,025-0,05 konsantrasyonundaki SPS en sik kullanilan
antikoagiilan maddedir (Koneman ve ark., 2006; Forbes ve ark., 2007; Hascelik,
2008). Pihtilagmanin inhibe edilmesine ek olarak SPS lizozimi inhibe eder,
aminoglikozid antibiyotikleri inaktive eder. Fibrinojen, 3-lipoprotein, 31-C globulin

ve diger serum komponentlerini presipite eder. Kompleman kaskadi ve fagositozu
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inhibe eder. SPS’nin bazi olumsuz o6zellikleri de vardir. N. gonorrhoeae, N.
meningitidis, Gardnerella vaginalis, Streptobacillus moniliformis,
Peptostreptococcus anaerobius, Francisella tularensis ve Moraxella catarrhalis’in
tiremesini inhibe ettigi gosterilmistir. Besiyerine %1 jelatin eklenmesi SPS’nin bu
inhibitor etkilerini engeller (Koneman ve ark., 2006; Forbes ve ark., 2007; Pien ve
ark., 2007; Hascelik, 2008). Genel olarak yiiksek konsantrasyonda SPS gram pozitif
koklarin iiremesini arttirmig, fakat gram negatif bakterilerin iremesini inhibe etmistir
(Hascelik, 2008).

2.10.3.5. Antimikrobiyallerin Nétralizasyon ve Inaktivasyonu

Birgok hasta, kan ornekleri alinmadan dnce antimikrobiyallerle tedavi edildiginden
ve bu durum da test duyarliligini azaltacagindan, bazi iireticiler bu ajanlar1 baglayan,
absorbe eden ya da bu maddeleri inaktive eden kimyasallar iceren besiyerleri
tasarlamiglardir. Bazi besiyeri igerikleri antimikrobiyal ajanlari baglamak veya
absorbe etmek i¢in yapilmig katki maddeleri igermekte, bdylece mikroorganizmalarin
tiremesini arttirmaktadir (Paolucci ve ark., 2010; Towns ve ark., 2010). BACTEC
kan kultari sistemi (BD Diagnostics, ABD) kiglik cam boncuklar (izerinde
antibiyotik baglayici re¢ine kullanirken, BacT/Alert kan kiltirt sistemi (BioMerieux
Inc., Fransa) aktif komiir tozu kullanmaktadir. Her iki sistemde de bu katki
maddelerini iceren kiiltiir ortami, katki maddesi igermeyen ortama kiyasla 6zellikle
stafilokok ve mayalar gibi ¢esitli mikroorganizmalarin saptanmasini arttirmis ve
antimikrobiyal tedavi alan hastalarda iiremeyi arttirmistir. Ote yandan regine ve aktif
komiir tozu iceren besiyerinde, katki maddesi igermeyen besiyerine oranla daha fazla
koagllaz negatif stafilokok kontaminasyonu saptanabilir (Forbes ve ark., 2007;
Hascelik, 2008; Roh ve ark., 2012).

2.10.3.6. Inkiibasyon Atmosferi

Geleneksel kan kiltir( seti bir aerobik ve bir anaerobik olmak Uizere iki kan kiltr{
sisesinden olugmalidir. Bir tanesi aerob ve fakdiltatif anaerobik bakterilerin tremesini

saglayacak, digeri ise fakiiltatif organizmalar ve ayni1 zamanda zorunlu anaeroblarin
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da tremesini destekleyecek sekilde tasarlanmistir (Cigek ve ark., 2005; Hall ve
Lyman, 2006; Grohs ve ark., 2007). Aerobik kan kiiltiirii siseleri genellikle siselerin
ist boslugunda cesitli mikroorganizmalarin tiremesini desteklemek icin belirli
miktarlarda karbondioksit ilave edilmis ortam igerir. Anaerobik kan kiiltiirii
siselerinin st boslugunda ise genellikle karbondioksit ve nitrojen bulunurken oksijen
bulunmaz. Son yillarda zorunlu anaeroblarin neden oldugu bakteriyemilerin
oranindaki diisiis nedeniyle bazi arastirmacilar, kiltlr setindeki anaerob kan kulttr
siselerinin rutin kullaniminin gereksiz oldugunu ifade etmislerdir (James ve Al-Shafi,
2000; Hall ve Lyman, 2006; Grohs ve ark., 2007; Chiarini ve ark., 2008). Bunun
yerine daha sik goriilen aerobik ve fakiiltatif anaerobik organizma ve mayalarin
saptanmasini arttirmak ve yetigkinlerden en az 20 ml kan ile kan kiiltiirii yapilmasini
saglamak i¢in ikinci bir aerob sisenin kullanimimi 6nermektedirler (James ve Al-
Shafi, 2000; Koneman ve ark., 2006; Hasgelik, 2008). Anaerobik sise sadece
anaerobik bakteriyemiler i¢in yiiksek risk altinda olan hastalarda secici olarak
kullanilabilir. Ancak son zamanlarda yapilan bir c¢alismada, iki aerobik gise
kullanilmasina kiyasla bir aerobik ve bir anaerobik siseye yapilan ekimin
mikroorganizmalarin saptanmasinda artig sagladigi bulunmustur (Patel ve ark.,
2011). Sadece aerobik sigelerin ya da daha geleneksel olan acrobik ve anaerobik sise
¢iftinin kullanim1 hala tartisma konusudur (Hascelik, 2008; Weinstein ve Doern,
2011).

2.10.3.7. Sisenin Calkalanmasi

Sisenin ¢alkalanmasi liremeyi arttirir ve aerobik siselerden kan kiiltlirii pozitifligini
hizlandirir. Ticari olarak bulunan butin surekli monitorize kan kiltir sistemlerinin

siseleri galkalanmaktadir (Hascelik, 2008).

2.10.3.8. Pasajlar

Genellikle geleneksel kan kiiltiirii islemi, bir gecelik inkiibasyon sonunda ve kiiltiir
negatif oldugu durumda inkiibasyon dénemi sonunda Gram boyamasi ve aerobik

kiltir siselerinin kor pasajini gerektirir. Manuel sistemlerdeki anaerobik kultur
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siselerinin ve cihazli sistemlerdeki biitiin sigelerin kor pasaji gereksizdir (Hasgelik,
2008). Kan kiltird pozitif sinyal verirse pasajlar %5 koyun kanli agar, MacConkey

agar, cikolata agar ve Sabouroud dextroz agara yapilmalidir.

2.10.3.9. Inkiibasyon Siiresi

Rutin durumlarda geleneksel kan kdltirlerinin 7 giunden fazla inkibe edilmesine
gerek yoktur. Otomatize kan kiiltiirii sistemleri ile ilgili ¢aligmalar birgok patojenin
saptanmasinda 5 giinliik inkiibasyonun yeterli oldugunu gostermektedir (Bourbeau
ve Pohlman, 2001; Bourbeau ve Foltze, 2005; Hall ve Lyman, 2006; Hascelik, 2008;
Weinstein ve Doern, 2011). Bazi arastirmacilar, belirli sistem ve besiyerlerinde 3-4
guinlik inkiibasyon siiresinin yeterli oldugunu savunmaktadir (Reisner ve ark., 1999;
Bourbeau ve Pohlman, 2001; Bourbeau ve Foltze, 2005; Hasgelik, 2008). Ancak
inkiibasyonun siiresi standart olarak 5 giin olarak kalmistir. Enfektif endokardit
stiphesinde inkiibasyonun siiresini uzatmak Onerilmekteyse de, standart 5 gunlik
inklibasyon siiresi i¢inde endokardit dis1 dolasim sistemi enfeksiyonlarinin %99,5’i
ve endokardit epizodlarinin tamami tespit edilebilmistir (Hasgelik, 2008; www.
biomerieux-diagnostics.com/upload/Blood_Culture_Booklet.pdf). Candida tiirlerinin
saptanmasinda da inkiibasyon siiresinin arttirilmasina gerek olmadigi gortilmiustiir.
Ancak Candida glabrata ve Cryptococcus neoformans igin yaymlanmis veriler
yeterli degildir (Hascelik, 2008).

2.10.4. Kan Kiiltiir Sonuclarim Etkileyen Klinik Uygulamalar

2.10.4.1. Cilt Antisepsisi ve Kontaminasyonun Onlenmesi

Kan kiiltiirtinlin pozitif ¢ikmasinin kontaminasyondan ziyade enfeksiyonun bir delili
olmasi, kan alinirken uygulanan cilt antisepsisinin etkinligine ya da kan kateterden
alimmyorsa bu kateterin antisepsisinin etkinligine baghdir. Katatere bagh
bakteriyemilerin en dnemli etiyolojik ajan1 ve aym zamanda en sik kan kiiltiirii
kontaminant1 olan KNS’lerin kan kiltirii kontaminanti olarak tiremesi, hem

klinisyeni yanlis yonlendirir hem de gereksiz masrafa neden olur (Trautner ve ark.,
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2002; Weinstein, 2003; Hall ve Lyman, 2006; Gonsalves ve ark., 2009). En sik
kontaminant olan KNS, bagisiklig1 baskilanmig hastalarda ve intravaskiiler kateteri
olan hastalarda primer patojen olmaya baglamistir (Weinstein 2003; Hall ve Lyman,
2006; Gonsalves ve ark., 2009). Kontaminasyonun azalmasi hem mikrobiyoloji
laboratuvarlari i¢in hem de saglik sistemi i¢in anahtar bir konudur (Hascelik, 2008).
Bakteriyel kontaminantlar ile olusan yanlis pozitif sonuglar, gereksiz antibiyotik
kullanimina, hastanede kalig siiresinin uzamasina ve direngli mikroorganizmalarin
secilmesine neden olur (Trautner ve ark., 2002; Hall ve Lyman, 2006; Gonsalves ve
ark., 2009; Previsdomini ve ark., 2012).

Kan kilturlerinde en sik ireyen kontaminantlar insanin dogal mikrobiyal florasinda
bulunan mikroorganizmalardir ve kan kultir kontaminasyon oranini azaltmada en
onemli faktor dikkatli cilt temizligidir. Yetersiz cilt antisepsisi ile iligkili olarak kan
kultir kontaminasyonundan sorumlu organizmalar, KNS, Corynebacterium spp.,
Propionibacterium spp., Bacillus anthracis digindaki Bacillus spp., Micrococcus spp.
ve viridans streptokoklardir. (Weinstein MP, 2003; Cicek ve ark., 2005).

Kontaminasyon oraninin (kontamine kan kiiltiir set sayisi/toplam olarak alinan kan
kiiltiir sayis1) <%3 olmasi, iyi kan kiiltiirii alinmas: i¢in referans deger olarak kabul
edilmektedir (Weinstein 2003; Koneman ve ark., 2006; Forbes ve ark., 2007;
Hascelik, 2008; Towns ve ark., 2010; Weinstein ve Doern, 2011).

2.10.4.2. Kiiltiirii Yapilms Kan Orneklerinin Sayisi

Kiiltir i¢in alman 20 ml kanin kullanildig: geleneksel kan kltur sistemleri ve surekli
monitorize kan kiiltiir sistemleri ile yapilan ¢aligmalarda, yetiskinlerde iki ya da U¢
kan kaltir seti ile dolasim sistemi enfeksiyonlarmin saptanacagi gosterilmistir
(Cicek ve ark., 2005; Koneman ve ark., 2006; Forbes ve ark., 2007; Lee ve ark.,
2007; Hascelik, 2008; Mancini ve ark., 2010; Towns ve ark., 2010; Weinstein ve
Doern, 2011; Patel ve ark., 2011). Tek kan kiltir seti alinmasinin Oniine
gecilmelidir. Tek 6rnek i¢in alman kan, bazi enfeksiyonlarin teshisi igin yetersiz

olacaktir (Patel ve ark., 2011; www.biomerieux-diagnostics.com/upload/Blood
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_Culture_Booklet.pdf). 20 ml kan alinarak olusturulan ii¢ set ile bakteriyemilerin
%99°u, iki set ile bakteriyemilerin %88’i, bir set ile bakteriyemilerin %80’i tespit
edilebilmektedir (Lee ve ark., 2007; Patel ve ark., 2011. Genelde ¢ogu laboratuvar
her set i¢in iki kan kiiltiir sisesini kullanmaktadir. Ancak ti¢ kan kiiltiir sisesinden
olusan iki set patojenlerin tespit edilmesini daha da arttirir (Patel ve ark., 2011).
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) klavuzuna gore iki kan kaltir
sigesinden olugan iki set ile bakteriyemilerin %90-95’1, iki kan kiiltiir sisesinden
olusan ti¢ set ile bakteriyemilerin %95-99°u tespit edilebilir (Towns ve ark., 2010).
KNS, viridans grup streptokok veya difteroidlerin tek kan kiltiriinde Gremesi
genelde kontaminasyonu diislindiiriir. Fakat bazen bu durum klinik olarak onemli
enfeksiyonlar1 da isaret edebilir. Bu gibi durumlarda pozitif sonucu yorumlamak
zordur (Hasgelik, 2008; Gonsalves ve ark., 2009). Antibiyotik tedavisi alan
hastalarda, her biri 16-20 ml kan alinarak olusturulan ii¢ siseden olusan iki kan kltdr
seti veya ikinci gun iki set kiiltiir alinmas1 6nemli etiyolojik ajanlarin tespitini saglar.
Kiltiir sisteminin bu sekilde uygulanmasi inkiibasyon donemi wuzun olan
organizmalarin {iremesini saglar (Forbes ve ark., 2007; Patel ve ark., 2011). iki ya da
iic set kiiltiir alinmig ancak 24 saat inkiibasyon sonrasi kiiltiirler hala negatifse ve
hasta hala septik ise 2-3 ilave Kkiltir seti alinabilir (Lee ve ark.,, 2007;
www.biomerieux-diagnostics.com/upload/Blood_Culture_Booklet.pdf). Subakut
bakteriyel endokardit durumunda {i¢ kiiltiir seti alinip sonug negatif olursa ertesi gin
tekrar iki ya da ii¢ set kiiltiir alinmas1 organizma tespit oranini arttirir (Cigek ve ark.,

2005; Towns ve ark., 2010).

Her septik epizodda rutin olarak (¢ setten fazla kan kiltiirii alinmasi kontaminant ve
klinik olarak 6nemli izolatlar arasinda ayrim yapmaya yardim etmemektedir. Bundan
dolay1 24 saat icersinde rutin olarak ti¢ kan kiiltiirlinden fazla kiiltiir alinmasi pozitif
sonuglarda anlamli bir artisa sebep olmamakta, maliyeti ve laboratuvarin is yiikiini
artirmakta ve hastada hastane kaynakli anemiye (flebotominin sebep oldugu) neden
olmaktadir (Cicek ve ark., 2005; Koneman ve ark., 2006; Bouza ve ark., 2007).
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2.10.4.3. Kan Kultirlerinin Alinma Zamani ve Kan Hacmi

Kan alinma zamani diger faktorler kadar onemli degildir. Ciinkii organizmalarin
cogu kana surekli ve sabit oranda birakilirlar. Kan 6rneklerinin tiimiiniin ayn1 anda
alinmasi ya da araliklarla alinmasi arasinda fark saptanamamistir (Li ve ark., 1994;
Forbes ve ark., 2007; Paolucci ve ark., 2010). Bakteriyemiler iigiime titreme ile
iliskilendirilmis olsa da genellikle bakteriyemi atesten once olusur ve kan kiiltiirii
alma istegini baslatan ise atestir. Ancak mikroorganizmalar ates yiikselmeden 30-60
dakika once kanda en fazla bulunduklari i¢in en iyi kan alinma zamani tiglime
titremelerin basladigi atesin ortaya ¢ikmasindan dnceki zamandir (Siimerkan, 1998;
Riedel ve ark., 2008). Bazi otoriteler kiiltiir i¢in kan aliminin birbirini izleyen
araliklarla yapilmasini 6nermiglerse de bazi ¢caligmalarda belirli araliklarla alinan kan
orneklerinde iireme agisindan bir fark olmadigi gosterilmistir (Cigek ve ark., 2005;
Hascelik, 2008; Paolucci ve ark., 2010). Kan alma zamanina hastanin klinik durumu
ve olas1 taniya gore karar verilmelidir. Sepsiste ve genel durumu stabil olmayan bir
hastada tedavinin baslayabilmesi i¢in kan kiiltiiriiniin hemen alinmas1 gerekir. Stabil
olan bir hastada subakut enfektif endokarditten siiphelenilirse aralikli olarak birden

cok kan 6rnegi alinabilir (Hasgelik, 2008).

Otoriteler organizma tespiti i¢in kan alinma zamaninin degil toplam hacmin dnemli
oldugu sonucuna varmiglardir (Koneman ve ark., 2006; Forbes ve ark., 2007;
Gonsalves ve ark., 2009). Alnan kan hacmi arttikga bakteriyemi tespit sansi
artmaktadir (Bouza ve ark., 2007; Patel ve ark., 2011). Almnan fazladan her bir ml
kan igin bakteriyemi tespit sans1 %3-5 artmaktadir (James ve Al-Shafi, 2000; Bouza
ve ark., 2007). Kan miktarinin az olmasi yalanci negatif sonuglar alinmasina neden
olabilir (Gonsalves ve ark., 2009). Antibiyotik tedavisi verilen hastalarda kan
kultird bir sonraki dozdan hemen Once alinmahdir (www.biomerieux-

diagnostics.com/upload/Blood_Culture_Booklet.pdf; Cicek ve ark., 2005).

Kan kiiltiirlerinin tekrarlanma standartlariyla ilgili rehberler yoktur. Ilk kiiltiir
sonuglarina gore, tekrarlanmis kiiltiir sonuglarinin analizi yapildiginda, kontaminant

veya negatif kiiltiirii olan hastalarin tekrar kiiltiirlerinin pozitif olmadigi goriilmiistiir
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(Tabriz ve ark., 2004; Cigek ve ark., 2005). Ayrica tekrar kiiltiirleri pozitif olan pek
cok hastada da aymi patojen izole edildigi saptanmistir. Bir goriis birligine varip
onaylanincaya kadar tekrar kiiltiirlerinin su kriterlere bagli olarak alinmasi

Onerilmigtir:

1. Yeni septik epizod. Ornegin ates paterni i¢inde yeni bir ates veya sepsisle
uyumlu yeni hemodinamik degisiklikler olmasi.

2. Sipheli endokardit.

3. S. aureus bakteriyemisi, kandidemi ve gram negatif basillerin sebep oldugu
bakteriyemilerde kan kiiltiir pozitifliginin izlenmesi.

4. S. aureus, Enterococcus spp., gram negatif basil veya diger gii¢ tedavi edilen
mikroorganizmalarin sebep oldugu endokardit veya diger endovaskiiler
enfeksiyonlarda tedaviye cevabin dogrulanmasi.

5. Baz1 vakalarda periferal ven ve kateter giriginden antibiyotige baglamadan
once almmis kan kiiltiirleri ile intravaskiiler kateter iligkili bakteriyeminin
tanisin1 dogrulamak (Tabriz ve ark., 2004; Cicek ve ark., 2005).

Su durumlarda ise tekrar kiiltiirlerinin alinmasi gereksizdir:
Yeni bulgular olmadan devam eden ates

Enfeksiydz olmayan etiyolojiye dayandirilan yeni bir ates

Sepsisi destekleyen klinik bulgular olmaksizin I6kositoz

P w D oe

Sistemik bulgular ve semptomlar olmaksizin kolonizasyon veya fokal
enfeksiyon (Tabriz ve ark., 2004; Cigek ve ark., 2005).

2.10.5. Kan Kulturua Sistemleri

2.10.5.1. Manuel Sistemler

Piyasada Ui¢ manuel kan kiiltiirii sistemi bulunmaktadir.

1. Septi-Chek (BD Diagnostics, ABD)
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2. Oxoid Signal (Remel Inc., ingiltere)
3. lIsolator (Wampole laboratuvarlari, ABD)

2.9.10.1.1. Septi-Chek Sistemi (BD Diagnostics, ABD)

Geleneksel kan kiiltiirlerine ig giicii azaltic1 bir alternatif olarak gelistirilmistir ve
pasajlarin manuel olarak yapilmasi gereklidir. Seffaf plastik silindir igindeki agar
kaplanmis raketin geleneksel sivi besiyeri igeren kiiltlir sisesine tutturulmasi
sonucunda klasik Castenada siselerine benzer iki fazli sistemden meydana gelir
(Resim 2.2.) Siseler ¢alkalamali ya da ¢alkalamasiz inkiibe edilir ve makroskobik
olarak gunde bir ya da iki kez mikrobiyal tireme varlig1 incelenir. Bir¢ok Septi-Chek
stv1 besiyeri igerigi vardir. Agar bolmesi, cikolata agar, MacConkey agar ve malt
agar olarak tc agar icerir (Koneman ve ark., 2006; Hascelik, 2008). Mantar ve
mikobakteriler i¢in de 0©zel agarlar eklenebilir. Siseyi agmadan ya da igne
kullanmadan pasaj yapilmasini saglar ve biiyilk miktarda buyyonun pasaji yapilmis
olur. Septi-Chek sistemi S. pneumoniae’nin tespitini arttirir (Forbes ve ark., 2007).

Resim 2.2 Septi-Chek sistemi iki fazli kan kiiltiir siseleri

2.9.10.1.2. Oxoid Signal (Remel Inc., Ingiltere)

Tek sisede manuel kan kiiltlir sistemidir ve geleneksel kan kiiltlirlerine is giicli
azaltic1 bir alternatif olarak gelistirilmigtir. Kan, geleneksel sekilde sisenin igine
inokiile edildikten sonra, sigenin lizerine seffaf plastik sinyal iinitesi baglanir. Sisenin
boynunun iizerinden kayan bir iist plastik kol, bu sinyal {initesine sikica tutunur.

Unitenin iginde bulunan uzun igne, kan-siv1 besiyeri karisim diizeyinin altina uzanir.
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Eger sigenin i¢cinde mikrobiyal lireme gergeklesirse olusan karbondioksit gigenin {ist
boslugunda toplanir. Bu atmosfer basincini arttirarak kan-sivi besiyeri karisimini
ignenin i¢inden seffaf plastik sinyal silindirin i¢ine dogru iter ve giinliik olarak
siseleri inceleyen mikrobiyoloji uzmani tarafindan gozle belirlenebilir (Resim 2.3.)

Sadece bir besiyeri igerigi piyasaya siirlilmiistiir. Normale gore daha fazla yalanci

pozitif sonug vermektedir (Koneman ve ark., 2006; Hascelik, 2008).

Resim 2.3 Oxoid Signal kan kiiltiir sistemi sigse ornegi

2.10.5.1.3. Isolator Kan Kaultirt Sistemi (Lizis Santrifugasyon Sistemi)

(Wampole laboratuvarlari, ABD)

Kiiltiir ortam1 olarak sivi besiyeri kullanmayan tek ticari sistemdir. Bu sistem lizis
santrifliigasyon prensibine dayanir. Kan, kan hiicrelerini eritici sollisyon olarak
saponin, kopurmeyi engelleyen polipropilen glikol, antikoagilan olarak SPS,
koagllasyon ve kompleman kaskadini inhibe etmeyi saglayan kalsiyum iyon
selasyonu icin EDTA ve kan islenmesindeki santrifiij basamagi esnasinda tampon
gorevi goren florokarbon iceren isolator tiipe inokile edilir (Koneman ve ark., 2006;
Forbes ve ark., 2007; Hasgelik, 2008). Kan lize ve santrifij edildikten sonra, tlp
isostat sisteminin igine yerlestirilir (Resim 2.4.) (Hascelik, 2008). Isolator rutin
bakteriyel patojenlerin saptanmasi i¢in kullanilabilir. Ancak orneklerin 8 saat iginde
hazirlanmamasi durumunda anaeroblar, Haemophilus tlrleri, Listeria monocytogenes

ve pnomokoklarin saptanmasinda sistemin duyarhiliginin azaldigi tespit edilmistir
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(Forbes wve ark., 2007; Hascgelik, 2008). Mayalarin, dimorfik mantarlarin,
mikobakterilerin ve Bartonella tiirlerinin saptanmasinda iyi bir sistemdir (Hascelik,
2008; Weinstein ve Doern, 2011). S. pneumoniae, diger streptokoklar, Pseudomonas
aeruginosa ve anaerob izolasyonunda diger sistemler kadar iyi degildir (Hasgelik,
2008; Weinstein ve Doern, 2011).

Resim 2.4 Isolator kan kultlirG sistemi

2.10.5.2. Surekli Monitorize Otomatik Kan Kultir Sistemleri

Ticari olarak satigta bulunan biitiin siirekli monitorize kan kiiltiir sistemlerinin bir¢ok
ortak Ozelligi vardir (Hasgelik, 2008). Manuel ve ilk otomatik sistemlerde oldugu
gibi bu sistemler ayn1 zamanda peritoneal sivi gibi diger steril viicut sivilarindan
mikroorganizmalarin iiremesini saptamak i¢in de kullanilmigtir (Forbes ve ark.,
2007).

Cihazli sistemler sunlardir:

1. BacT/Alert sistemi (BioMerieux Inc, Fransa)

2. BACTEC sistemi (BD Diagnostics, ABD)

3. Versa-TREK sistemi (Thermo Scientific, ABD)
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2.10.5.2.1. BacT/Alert Sistemi (BioMerieux Inc., Fransa)

[k siirekli monitorize kan kiiltiir sistemidir ve ilk kez 1990 yilinda piyasaya
stiriilmiistiir. Sistem 1999 yilinda orijinalinden daha az yer kaplayan ve teknisyenin
manipulasyonunu kolaylagtiran dokunmatik ekranli bilgisayar1 ile BacT/Alert 3D
olarak yenilenmistir (Resim 2.5.). Her inkiibator modiilii 120 ya da 240 kiiltiir siselik
bir kapasiteye sahiptir (Koneman ve ark., 2006; Hascelik, 2008). Her sisenin alt
kisminda, kan-sivi besiyeri karigimindan gisenin ig¢indeki karbondioksit miktarini
gosteren  karbondioksite-yarigecirgen membran ile ayrilmis  kolorimetrik
karbondioksit sensorii bulunur (Thorpe ve ark., 1990; Reisner ve ark., 1999; Saito ve
ark., 2004; Koneman ve ark., 2006; Forbes ve ark., 2007; Hasgelik, 2008). Inkiibator
iinitesinde, her sisenin konuldugu {initenin altinda 151k veren ve 1s1k algilayan
diyotlar vardir (Hasgelik, 2008). Bolmelere sigeler alt kism1 agagida olacak sekilde
yerlestirilir ve her bolme inkiibator, ¢alkalayici ve dedektOr olarak gorev yapar. Her
bolme horizontal raflar1 olan iki diziden olusur ve yavas sekilde ileri geri sallanir
Sensor tarafindan. 10 dk aralarla renk degisikligi olgiiliir (Thorpe ve ark., 1990;
Koneman ve ark., 2006). Mikroorganizma Uremesi ve metabolizma sonucu
karbondioksit olusmasi, yansiyan 1sik miktarin1 degistirir, sisenin algilayicisi renk
degistirir. Olusan karbondioksitin erimesi ile serbest hidrojen iyonu olusur. Serbest
hidrojen iyonu sensorde renk degisikligi yapar (mavi-yesil-sar1). Yansitmadaki
degisiklik cihaz tarafindan Slgiliir. Bilgi cihazin bilgisayarma aktarilir (Thorpe ve
ark., 1990; Koneman ve ark., 2006; Forbes ve ark., 2007). Bilgisayarin pozitif kiiltiir
tespit edildiginde sonucu bildirmek i¢in ¢ok sayida algoritmasi vardir. Bunlar,

1- Yansitma belli bir esigin tizerine ¢iktiginda,

2- Cihaz karbondioksit diizeyinde dogrusal bir artig tespit ettiginde,

3- Karbondioksit tretim seviyesinde bir artis oldugunda bildirilir.

Sistem siselerinin bircok besiyeri igerigi mevcuttur.

1- 40 mI’lik katkil triptik soya buyyonu igeren standart aerobik (SA) ve anaerobik
(SN) besiyerleri: 10 mI’ye kadar kan alabilmektedirler.
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2- Beyin-kalp kati pargalar1 eklenmis peptonla zenginlestirilmis triptik soya
buyyonu, ve kandaki antimikrobiyallere ve diger indirgeyici maddelere baglanarak
onlar1 inaktive eden aktif kdmir tozu iceren 30 ml’lik aerobik FAN (FA) ve 40
ml’lik anaerobik FAN (FN) besiyerleri

3- Fazla miktarda kan alinamayan ¢ocuk ve yaslh hastalar i¢in piyasada bulunan,
beyin-kalp kati1 pargalar1 eklenmis pepton ile zenginlestirilmis triptik soya buyyonu
ve aktif komiir tozu iceren daha diigiik hacimli (20 ml) FAN besiyeri

Genel olarak sistem, elde edilen sonu¢ ve mikroorganizmalarin tanisindaki hiz
acisindan diger ticari siirekli monitorize kan kiiltiir sistemlerine benzerdir.
BacT/Alert besiyerleri su anda, cam sigelerle ayn1 performans 6zelliklerini gosteren
seffaf, kirilmaya direngli plastik siselerde sunulmaktadir (Resim 2.6) (Mirrett ve ark.,
2005; Petti ve ark., 2005; Grohs ve ark., 2007; Hascelik, 2008).

Resim 2.5 BacT/Alert 3D kan kultlr sistemi

37



Resim 2.6 BacT/Alert kan kiiltir plastik siseleri

2.10.5.2.2. BACTEC 9000 (BD Diagnostics, ABD)

Sistem, U¢ cihaz segenegi sunmaktadir: 9240 cihazinin iretici modiili 240 sise
alirken, 9120 cihazinda her modiil 120 sise almaktadir. Kiigiik laboratuvarlar icin
firma 50 sise igeren tezgah iistii 9050 cihazini satmaktadir (Daxboeck ve ark., 2004;
Hascelik, 2008).

BACTEC sistemi BacT/Alert sistemine benzer sekilde her kiiltiir sisesinin dibinde
bir karbondioksit algilayicis1 icermektedir. Fakat BacT/Alert’ten farkli olarak
BACTEC sistemi mikroorganizmalarin tiremesini saptamak i¢in floresan duyarh bir
mekanizma kullanmaktadir (Cockerill ve ark., 1997; Reisner ve ark., 1999; Qion ve
ark., 2001; Koneman ve ark., 2006; Karahan ve ark., 2006; Forbes ve ark., 2007
Hascelik, 2008; bd 2009; Mancini ve ark., 2010). Karbondioksit membran sadece
karbondioksite gecirgendir. Iyon, besiyeri icerigi ve kana gegirgen degildir (Nolte ve
ark., 1993). Karbondioksit miktar1 arttiginda, buna bagl olarak floresanstaki artig
cihaz tarafindan saptanmaktadir (Nolte ve ark., 1993; Cockerill ve ark., 1997;
Durmaz ve ark., 2003; Koneman ve ark., 2006; Hascelik, 2008). Olusan
karbondioksit sensor igine diflize olunca ¢6ziiniir ve hidrojen iyonu olusur. Hidrojen
iyonu pH’y1 azaltir ve sensorden floresans artisina neden olur (Nolte ve ark., 1993;
Forbes ve ark., 2007). Buradaki ana tanimlama kriteri, floresans miktarindaki
artmadir (Hascelik, 2008). Bu sistemde de siseler 10 dakikada bir monitorize edilir
(Resim 2.7.) (Nolte ve ark., 1993; Koneman ve ark., 2006; BD, 2009).
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Resim 2.7 BACTEC kan kulttr sistemi

BACTEC sistemi bir¢ok besiyeri igcerigine sahiptir.

1- 40 ml soya fasulyesi kazein digest buyyonu igeren standart aerobik ve anaerobik
besiyeri

2- 25 ml soya fasulyesi kazein digest buyyon ve antibiyotik baglayan regineli cam
boncuklar igeren standart aerobik ve anaerobik plus besiyeri

3- 40 ml soya fasulyesi kazein digest buyyonu ve litik madde igeren anaerobik litik
besiyeri

4- Cocuk hastalar igin gelistirilmis 40 ml soya fasulyesi kazein digest buyyon ve
antibiyotik baglayan re¢ineli cam boncuklar igeren recineli besiyeri

5- Mantarlar ve mikobakterileri ileri sekilde saptamak icin gelistirilen fakat ayni
zamanda bakteriyel patojenleri de Gretebilen Myco/F-Lytic besiyeri (Resim 2.8)

5 ml alan ¢ocuk siseleri hari¢ biitin BACTEC siseleri, 10 ml’ye kadar kan
alabilmektedir. Sistem diger cihazli sistemler ile hem hassasiyet hem de pozitif

kiiltiirlerin belirlenmesindeki hiz agisindan benzerdir (Hascelik, 2008).
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Resim 2.8 BACTEC kan kiiltiir siseleri

2.10.5.2.3. Versa-TREK (Trek Diagnostic System, Amerika) (ESP Sistemi)

Diger ticari sistemler ile ayni1 teknolojiyi kullanmaktadir. Baz1 yonlerden BacT/Alert
ve BACTEC sisteminden farklilik gostermektedir. Bu sistemde, siseler cihaza
yerlestirildikten sonra sisenin baslik boslugunda mikroorganizmalar tarafindan
iretilen veya tiiketilen gazlarda (oksijen, hidrojen, nitrojen ve karbondioksit) olusan
basing degisiklikleri doniistiirticii ile takip edilir (Resim 2.9) (Reisner ve ark., 1999;
Koneman ve ark., 2006; Forbes ve ark., 2007; Hasgelik, 2008). Aerobik (REDOX1)
siseler her 12 dk’da, anaerobik (REDOX2) siseler her 24 dk’da bir kontrol edilir.
Basincin zamana kars1 degerleri, tireme egrileri elde etmek i¢in kullanilir ve pozitif
kultirler cihazin algoritmalarina gore belirlenir. Aerobik siselerdeki kan-buyyon
karigimi her sisede bulunan ufak paslanmaz ¢elik karistirma cubugu ile yapilir.
Anaerobik siseler ise diger iki sistemde aerobik kiiltiirlerde oldugu sekilde karigtirilir.
Versa-TREK sisteminde aerobik sisede temel kiiltiir besiyerine soya kazein-pepton
buyyon eklenmistir ve anaerobik sisede modifiye proteaz-pepton buyyon yer
almaktadir (Resim 2.10) (Hascelik, 2008).

Resim 2.9 Versa-TREK kan kultur sistemi
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Resim 2.10 Versa-TREK kan kiiltiir siseleri

Otomatize kan kultur sistemlerinin tireme saptama yontemleri, aldiklar1 sise sayisi,

test dongii sayilar1 ve ¢alkalama hizlar1 birbirinden farklidir. Tablo 2.1°de otomatize

sistemlerin bu 6zellikleri karsilagtirilmistir.

Tablo 2.1 Ticari olarak mevcut olan strekli monitorize kan kultlir sistemlerinin

Ozellikleri

Sistem Uremeyi saptayan yéntem | Modiil kapasitesi (sise saysi) Test atli(r;guw Calkalama tipi / hizi
BacT/Alert 240 Karbondioksit,Kolorimetrik 240 10 Sallama/34
BacT/Alert 120 Karbondioksit,Kolorimetrik 120 10 Sallama/34
BacT/Alert 3D Karbondioksit, Kolorimetrik 240 10 Sallama/34
BACTEC 9240 Karbondioksit, Floresans 240 10 Sallama/30
BACTEC 9120 Karbondioksit, Floresans 120 10 Sallama/30
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BACTEC 9050 Karbondioksit, Floresans 50 10 Devamli rotasyon

12 aerobik
Versa-TREK Manometrik 96-240 Vorteksleme aerobik
24 anaerobik

12 aerobik
Versa-TREK Manometrik 528 Vorteksleme aerobik
24 anaerobik

2.11. Dolasim Sistemi Enfeksiyonlarinin Hizh Tanisinda Yeni Teknolojiler

Bakteriyel ve fungal dolasim sistemi enfeksiyonu insan sagligi i¢cin Onemli bir
tehdittir. Sepsisli hastalarda mortalite oran1 %35-60 arasindadir (Riedel ve ark.,
2008; Stefani, 2009). Septik sokta mortalite saatler i¢inde artmaktadir. Uygun
antimikrobiyal tedavinin erken baslamas1 agir bakteriyel ve fungal enfeksiyonlardaki
mortalite ve morbiditeyi azaltmada tek ve en 6nemli faktordir. Etkin tedavideki her
saatlik gecikme yasama sansinda %7,6’lik azalma ile iliskilidir. Etkin antibiyotik
tedavisinin birinci saatte baglanmasi ciddi sepsiste sagkalim oranim arttirmaktadir.
(Klouche ve ark., 2008; Ecker ve ark., 2010; Tsalik ve ark., 2010; Kaleta ve ark.,
2011). Bu nedenle kandaki mikrobiyal patojenlerin hizli tespiti ve antibiyotik
duyarlilik testlerinin yapilmas1 hayati dneme sahiptir (Peters ve ark., 2006; Klouche

ve ark., 2008; Ecker ve ark., 2010; Mancini ve ark., 2010; Kaleta ve ark., 2011).

Dolagim sistemi enfeksiyonlarinin tanisinda altin standart olan stirekli monitorize kan
kultir sistemleri, Gram boyama, subkiiltiir yapilmasi ve biyokimyasal ve
immunolojik identifikasyon ve antibiyotik duyarlilik testleri yapilmasi igin
mikroorganizmalarin iretilmesini saglar (Klouche ve ark., 2008; Ecker ve ark., 2010;
Mancini ve ark., 2010; Tsalik ve ark., 2010; Kaleta ve ark., 2011). Bununla birlikte,
kiilltir  temelli mikrobiyolojik tan1 prosediirleri yavas ve zor {reyen
mikroorganizmalar i¢in sinirh duyarliliga sahiptir. (Peters ve ark., 2004; Klouche ve
ark., 2008; Ecker ve ark, 2010) Ayrica antibiyotik alan hastalarda
duyarlihigidiisiiktiir (Fenollar ve Raoult 2007; Miller ve ark., 2011). Polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) gibi nikleik asit amplifikasyonuna dayali hizli teknolojiler ya da
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spesifik patojenler i¢in gelistirilen hibridizasyon problari, akim sitometrisi, protein
karakterizasyonu temeline dayali kiitle spektrofotometrisi vb. yontemlerle saatler
hatta  dakikalar icinde patojen  mikroorganizmalarin  identifikasyonu
yapilabilmektedir. Hizli teknolojilerin mortalite, morbidite, ekonomik yuk ve
gereksiz antibiyotik kullaniminin azalmasina katkida bulunabilecegi bildirilmektedir
(Peters ve ark., 2004; Klouche ve ark., 2008; Wallet ve ark., 2009; Mancini, 2010;
Tsalik ve ark., 2010; Kaleta ve ark., 2011).

Patojenlere spesifik nukleik asit ve proteinlerin tespitine yonelik testler, tespit
stiresinin kisalmasi, duyarliligin artmasi ve antibiyotik ve antimikotik tedavi
alanlarda baskilayic1 etkiyi azaltici etkiye sahiptir. Ancak molekuler teknikler
glinlimiizde tek tan1 yontemi olmaktan ziyade kan kiiltiirlerine paralel olarak kiiltiirii
yapilamayan organizmalar ve kiiltiir sonuglari elde edilmeden once bazi ilag
direnglerinin anahtar belirteglerinin gosterilmesi i¢in kullanilmaktadir. Tum ilag
direncleri hala belirlenememekte, ancak metisilin, vankomisin ve karbapenem
direngleri molekiiler teknikler ile bakilabilmektedir (Peters ve ark., 2006; Klouche ve
ark., 2008; Ecker ve ark., 2010; Mancini ve ark., 2010; Matsuda ve ark., 2011).

Bakteriyel ve fungal primerler kullanarak korunmus hedef DNA bdlgelerinin tespiti
ile tiir diizeyinde tanimlama 20 yil once tanimlanmis ancak zahmetli olmalar1 ve
karmasik teknolojileri nedeni ile rutin tetkikler i¢ine girememislerdir (Klouche ve
ark., 2008). Son zamanlarda daha hizli, standardize edilmis, bazen dogrudan klinik
materyale uygulanabilen, secilmis antimikrobiyal diren¢ genlerinin tespiti de
yapilabilen multipleks PZR yontemleri gelistirilmistir. Bunlara 6rnek olarak, kandan
direkt olarak calisilan Septifast (Roche, Basel, Isvigre) ve VYOO (SIRS-Lab, Jena,
Almanya) ve pozitif kan kiiltiirlerinden c¢aligilan Hyplex Bloodscrean (BAG, Lich,
Almanya) verilebilir (Klouche ve ark., 2008; Ecker ve ark., 2010; Mancini ve ark.,
2010). Tibbi 6nemi olan bakteri ve mantarlarin identifikasyonu i¢in kullanilan bir
baska yaklagim, degisik spektrofotometrrik yontemler kullanilarak yapilan proteomik
profillemedir. “Matrix-Assisted Laser Desorption-lonization Time of Flight, Mass
Spectrometry” (Matriks ile Desteklenmis Lazer Desorpsiyon Iyonizasyon Ugus
Zamam Kiitle Spektrometresi [MALDI-TOF MS)) ile patojenik mikroorganizmanin
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tipik protein profili belirlenerek bakterinin cins ve tiir diizeyinde hizli ve giivenilir

identifikasyonu yapilabilir (Klouche ve ark., 2008; Mancini ve ark., 2010).

Kiltiir metodlarma karsi niikleik asit ya da proteomik temelli patojen tespit
teknolojilerinin secimi 6ncesinde dikkate alinmasi gereken bazi 6nemli noktalar
vardir. Bunlar arasinda yontemlerin patojen tespit oranlari, canl ve 61i organizmalari
ayirt edebilme yetenegi, antimikrobiyal duyarlilik testi yapilabilmesi, sonu¢ alma
zamani, metodun teknik karigikligi, toplam maliyet, zaman ve emek yer alir

(Klouche ve ark., 2008).

Kandan mikrobiyal patojenlerin direkt nikleik asit temelli tespit ve identifikasyonu
dolagim sistemi enfeksiyonlarinin hizli tanisi i¢in umut verici testlerdir (Klouche ve
ark., 2008; Ecker ve ark., 2010; Mancini ve ark., 2010). Halen pahali ve teknik
olarak dikkat gerektiren teknolojiler olmasina ragmen etkene yonelik multipleks
PZR, patojen mikroarray ve proteomik profilleme enfeksiyoz hastalik tanisinda
onemli ve hizli yontemler olup yiiksek verimlilikte tanisal ara¢ gelistirilmesinde
umut vaat etmektedir (Klouche ve ark., 2008). Uc faktdr dolasim sistemi
enfeksiyonlarinin rutin tamisinda molekiiler tekniklerin tek bagina uygulanmasina

engel olmaktadir:

1- Yiksek kontaminasyon riski, enfeksiyondan sonra nikleik asitin uzun sure
devamlilig1 ve gecici bakteriyemi varlig,

2- Diisiik bakteriyel yiik ve kesin bakteri ve mantar tespiti i¢in smirli analitik
sensitivite,

3- Rutin antimikrobiyal duyarlilik testlerinin yoklugudur (Klouche ve ark.,
2008).

Yontemin genis bir yelpazede patojen identifikasyon yetenegi olmasi, standart kiiltiir
bazli identifikasyon ve antibiyotik duyarlilik sonuglarinin yerine konulamaz. Fakat
dolagim sistemi enfeksiyonlarimin tanisindaki gelismelerde yardimci olarak
kullanilabilir (Klouche ve ark., 2008).
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Dolasim sistemi enfeksiyonlarinin hizli tanisindan en fazla yarar saglayacak
hastalar; ylksek bakteriyel yiikten dolayr pediatrik hastalar, notropenikler,
transplantasyon ya da yogun bakim hastalar1 ve yavas tireyen/kiiltiirii yapilamayan ya
da intraselliiler bakteri ve mantar ile olusabilecek enfeksiyon i¢in yiiksek risk tagiyan

hastalardir (Klouche ve ark., 2008).

Molekiler yontemler patojenleri identifiye eder ve tir duzeyinde bilgi verir.
Otomasyon molekiler analizlerde, hiz ve verimligi arttirir, kontaminasyon
kontroliinii saglar ve emek ihtiyacini azaltir. Yeni molekiiler teknikler yeni buluslara

neden olabilir ve yeni patojenler bulunabilir (Clarridge, 2004; Woo ve ark., 2008).

2.11.1. 16S rRNA Gen Dizi Analizi

Bakteriyel patojenlerin fenotipik yodntemlerle identifikasyonu, izolatlar atipik
biyokimyasal 0zellikler gosteriyorsa, biyokimyasal olarak inaktiflerse, Gretilmeleri
zor veya ge¢ oluyorsa ya da mimkin degilse, tan1 i¢in harcanan zaman hasta
agisindan 6nemli ise oldukga zor bir streg¢ haline gelebilir (Drauncourt ve ark., 2000;
Woo ve ark., 2008).

Guniimuzde molekiiler yontemler, bakteriyel identifikasyon icin fenotipik testlere
yardimct olarak kullanilmaktadir. En iyi yontem DNA-DNA hibridizasyon teknikleri
olmakla birlikte; yontem zaman alici, zor ve pahali oldugu igin 16S rRNA gen
dizisinin analizi kullamlmaktadir (Janda ve Abbott, 2007). 16S rRNA geni, bUtin
bakterilerde birden fazla kopya halinde bulunan ileri derecede korunmus bir bolgedir.
16S rRNA geni iizerinde rastgele olusan degisiklikler, tiirlerin birbirinden ayrildig:
zamani dogru bir sekilde yansitir. Arastirmalar i¢in kullanilabilecek buyiikliktedir
(yaklasik 1500 bg). Iyi korunmus ve heterojen bélgeler tasir. Korunmus bolgeler,
tim bakterilerde ayn1 gen bolgesinin amplifikasyonunu saglayan PZR primerleri
olusturulmasini saglar. Diger yandan, dizi farklilig1 gosteren bolgeler izolatlari, cins
veya tur diizeyinde siniflandirmay: saglar (Janda ve Abbott, 2007; Petti, 2007). 16S
rRNA dizi analizi yeni patojenlerin kesfinde, yeni cins ve tirlerin belirlenmesinde,

taksonomik giincellemelerin yapilmasinda, kiiltiirde iiretilemeyen, biyokimyasal
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olarak inaktif olan, nazli veya yavas iireyen mikroorganizmalar tarafindan
olusturulan veya olusturulma ihtimali olan enfeksiyonlarda etken belirlenmesinde,
antibiyotik tedavisi alan hastalarda etkenin belirlenmesinde, steril érneklerde etkenin
hizli bir sekilde belirlenmesinde, biyokimyasal profilleri belli bir bakteri tirt ile
eslesmeyen izolatlarda, ticari sistemlerle diisiik olasilikli eslesmeler veren
izolatlarda, insanlarda enfeksiyon olusturduguna dair sinirli bilgi bulunan tiirlerin
tespiti durumunda cins ve tur identifikasyonunun saglanmasinda kullanilabilir
(Drauncourt ve ark., 2000; Woo ve ark., 2008). Yontemin cesitli avantaj ve
dezavantajlar1 vardir. Secici olmadigindan 6rnekte bulunan herhangi bir bakteriyi
(kilturde tretilemeyen biyokimyasal olarak inaktif olan, nazli veya yavas iireyen,
iremek icin Ozel gereksinimleri olan, hasarlanmis veya canliligini kaybetmis)
identifiye edebilir. Hizli1 sonug¢ verir. Standart tani testlerinin negatif bulundugu
durumlarda alternatif bir tan1 aracidir. Antibiyotik tedavisi baglanan hastalarda 16S
rRNA dizi analizi ile pozitif sonu¢ alinmasi olasiligt PZR ve kiiltiire oranla
istatistiksel olarak daha anlamlidir. Niikleotid dizisinin degerlendirilmesi fenotipik
ozelliklere kiyasla daha net ve kesin sonug¢ verir. Modern cihazlardan elde edilen
sekans elektroferogramlari, elektronik formatta arsivlenebilir ve daha sonra yapilacak
laboratuvar ve epidemiyolojik c¢aligmalarda  kullanilabilir.  Dezavantajlari
arasinda,pahali olmasi, teknik donanim ve deneyimli personel gerektirmesi, bazi tiir
ve alt tiirlerin ayrimimi saglayacak yeterli ayrim giiciine sahip olmamasi sayilabilir.
Baz1 bakteriler (Campylobacter, Bacillus, Corynebacterium turleri), 16S rRNA
analizi ile sadece cins diizeyine kadar tanimlanabilmektedir. Bunun nedeni, tir igi
degiskenligin az olmasi, belli bir cins igerisindeki farkli tiirlerin 16S rRNA gen
dizilerine veritabaninda yeterince yer verilmemesi, belli bir cins icindeki tiirleri
birbirinden ayiracak yeterince dogrulayacak biyokimyasal test bulunmamasi veya
organizmanin bilinen bir tlr ig¢inde heniiz isimlendirilmemis bir tiir olmast gibi
nedenler olabilir. Yontem uygulanmasi i¢in standart klavuzlar yoktur ve sonuglarin
degerlendirilecegi veri tabani bulunmamaktadir. Mikroorganizmalarin 16S rRNA
dizi analizi ile dogru bir sekilde isimlendirilebilmesi igin; veritabanlarinda o
organizmaya ait glivenilir dizilerin yer almas1 ve bu dizilere dogru isimlerin verilmis
olmasi gereklidir. GenBank gibi herkesin kullanimima agik veritabanlarinda,

denetleme ve giincelleme yapilmamasi nedeniyle mevcut verilerdeki hata paylari
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ylksektir. Veritabanina kaydedilen standart suslarin dogru isimlendirilmemesi,
isimlendirme ve taksonomide yapilan degisikliklerin veritabanina yansitilmamasi

durumunda yanlis isimlendirme ortaya ¢ikmaktadir (Petti, 2007; Woo ve ark., 2008).

16S rRNA analizi, klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda bakterilerin identifikasyonu
icin rutin yontemlerle beraber kullanilabilecek yararli bir yontemdir. Ancak, analiz
uygulamalar1 ve sonuglarinin yorumlanmasi i¢in genel kabul gérmiis bir kilavuz ve

tamamlanmig 16S rDNA dizi veritabani bulunmamaktadir (Drauncourt ve ark.,

2000).

2.11.2. ITS Gen Dizi Analizi

Mantarlar da klasik yontemler ile biyokimyasal olarak, morfolojik gortinim ve
mikroskopik incelemeler ile tiplendirilmektedir. Mantarlar gibi 6karyotik hiicrelerde
de bakteriyel 16S rRNA gen bolgesi gibi rDNA gen bolgesi tanimlanmigstir. Onemli
mantarlarin gen bolgeleri bakteriler kadar iyi sistematize edilmemistir. Ancak
molekiiler teknikler ile mantarlarin hizli tespit ve tanisi yapilabilmektedir. 18S, 5.8S
ve 28S bolgesinde bulunan ITS1 ve ITS2 bolgeleri bu amagla kullanilabilir. 18S ile
5.8S bolgesi arasinda ITS1, 5.8S ile 28S bolgesi arasinda ITS2 yer almaktadir. ITS
bolgeleri Candida, Aspergillus, kriptokok gibi 6nemli tirleri identifiye etmekte
kullanilabilir (Petti, 2007; Bellemain ve ark., 2010).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Geregler

3.1.1. Kimyasal Madde ve Malzemeler

Borik asit (H3BO3;, Amresco, Amerika)

DNA purifikasyon kiti, Roche High Pure PCR Product Purification Kit (Roche,
Almanya)

dNTP karisimi (200mM stok, Vivantis, Malezya)

Etidyum bromid (Amresco, Amerika)

Etilen diamin tetra asetik asit, EDTA (C1oH14N2Na,Og, Merck, Almanya)

Fungal ITS1 ve ITS4 primer dizileri (Biomer, Almanya)

Litikaz (Immuno Yeast Lytic Enzyme — Arthrobacter luteus- MP Biomedicals Inc.)
Magnezyum klortir, MgCl, (50mM, Vivantis, Malezya)

Molekdiler agaroz (Vivantis, Malezya)

Molekdler buyikluk belirteci (Bio Basic Inc. 50 Loading 50 — 1000 bp DNA Marker
H,, Bio Basic, Kanada)

Molekdiler blyuklik belirteci (O’Range Ruler 50 bp DNA Ladder, Fermentas,
Litvanya)

Sekans temizleme kiti, Agencourt CleanSEQ (Beckman Coulter Genomics,
Amerika)

Si1gir serum albiimini, BSA (molekiiler ¢alisma i¢in, I mg/ml, Fermentas, Litvanya)
Sodyum hidroksit, NaOH (Merck, Almanya)

Sodyum sitrat, Natrium citricum neutrale, NasCe¢HsO; + 5 1/5 H,O (Merck,
Almanya)

Tag DNA Polimeraz (Vivantis, Malezya)

10 X Taq Tampon, 10 X Vi BufferA (MgCl,’siiz) 50 mM KCI, 100mM Tris HCI,
(pH 9.1 at 20 C°), % 0,1 Triton ™ X-100 (Vivantis, Malezya)

Trisma base (NH,C(CH,OH)3, Sigma, Amerika)

Tris-HCI (C4H11:NO3-HCI, Applichem, Danimarka)

Y ukleme solusyonu (6X O’Range DNA Loading Dye, Fermentas, Litvanya)
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16S rRNA fD1, 800R ve 610R primer dizileri (Biomer, Almanya)

3.1.2. Araglar

Buzdolabi1 (Regal, Tiirkiye)

Derin dondurucu (Argelik, Turkiye)

Elektroforez gii¢ kaynagi (EC Apparatus corporation EC 250-90, Amerika)
Elektroforez tanki (Thermo EC340 Minicell primo, Amerika)
Enjektor 2,5 mI’lik (Ayset, Turkiye)

Eppendorf tipleri 1,5 ml (Neptine CLP, Meksika )

Etliv (Heraeus, Almanya)

Fotograf makinesi (Canon Power Shot G5, Kanada)

Hassas terazi (Sartorius, Almanya)

Kuru sitic1 blok (Techne DR-1 Block DB2A, Ingiltere)
Manyetik karistirict (Velp Scientifica, Italya)

Mikrodalga firin (Beko, Tiirkiye)

Otomatik pipetler (Thermo, Amerika)

pH metre (Hanna, Portekiz)

Steril 200 pl PZR tiipt (Thermo, Amerika)

Steril 200 ul pipet uclar1 (Thermo, Amerika)

Steril 1000 pl pipet uglar1 (Thermo, Amerika)

Sogutmali mikrosantrifiij cihaz1 (Hermle Z233 MK-2, Almanya)
Su banyosu (Techne, Ingiltere)

Termal déngii cihazi (Techne TC-412, Ingiltere)

UV transilluminator (Vilber-Lourmat TFX-20M, Fransa)
Vorteks (Velp Scientifica, italya)

3.1.3. Tampon ve Cozeltiler

Alkali Yikama Soliisyonu
0,5 M NaOH
0,05 M Nasitrat

49



Tris-EDTA (TE) Tamponu pH=8
10 mM Tris-HCI
1 mM EDTA

TBE (Tris-Borik asit-EDTA) 10X pH=8
890 mM Tris HCI

890 mM Borik asit

20 mM EDTA

TBE 0.5X
100 ml 10X TBE tamponu 1900 ml distile su ile sulandirilir.

3.2. YOontemler

Bu calisma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cebeci Merkez Mikrobiyoloji
Laboratuvari, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Molekiiler Tani ve Arastirma Laboratuvar1 ve Ankara Universitesi Biyoteknoloji

Enstitiisii Laboratuvarinda yiiritilmiistir.

3.2.1. Kan Kulturleri

Calismada, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cebeci Hastanesi Merkez
Mikrobiyoloji Laboratuvarindan Mart 2005 ile Agustos 2008 tarihleri arasinda
toplanan 218 tane yalanci pozitif kan kiiltiir sisesi kullanilmistir. Bu kan kiiltiir
siseleri, BACTEC (BD Diagnostics, ABD) otomatize kan kiiltiir cihazinda tireme
sinyali veren ancak rutin mikrobiyolojik incelemeler i¢in kanli agar, MacConkey
agar, cikolata agar ve saboraud dekstroz agara yapilan ekim sonrasinda iireme
saptanamayan siselerdir. Siselerin hepsi, ¢alisma tarihine kadar +4 °C’de muhafaza
edilmigtir.

Caligmaya alian yalanci pozitif kan kiiltiir siselerinden baska, standart sus olarak
S.aureus ATCC 25923, E.coli ATCC 25922, Candida albicans ATCC 10231 inokile

edilen kan kiiltiir siseleri ile, cihazda ureme sinyali verip Gram pozitif ve Gram
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negatif bakteri ve Candida spp. liremesi tespit edilen ikiger adet kan kiiltiir sisesi
pozitif kontroller olarak ¢alismaya almmustir. inokulasyon yapilmamus iki kan kiiltiir

sigesi negatif kontrol olarak kullanilmigtir.

3.2.2. Kan Kiiltiir Siselerinden DNA Ekstraksiyonu

Caligmaya alinan 218 tane kan kiiltiir sisesinden olas1 bakteri ve mantar DNA’sinin
elde edilmesi igin iki ayr1 yontemle DNA ekstraksiyonu yapildi. DNA
ekstraksiyonunda, literattirde belirtilen alkali yikama/lizis metodu kullanildi (Millar
ve ark., 2000).

Bakteriyel DNA Ekstraksiyonu:

1. Kan kiiltiir sisesinden 500 ul kan 1,5 ml’lik steril tiipe alind1. Uzerine 1000 ul
alkali yikama soliisyonu eklendi ve karisim 10 dakika kuvvetle ¢alkalandu.

2. 13000 xg’de 5 dakika santriftijlendi.

3. Ustteki sivi dokiildii ve c¢okelti {izerine 500 ul 0,5 M Tris-HCI eklenip
vortekslendi.

4. Tekrar 13000 xg’de 5 dakika sanriftjlendi.

5. Ustteki sivi atildi ve Tris-HCI ile yikama islemi tekrarland1 (3 ve 4.
basamaklar).

6. Cokelti Gzerine 100 pl TE tamponu eklendi.

7. Tup 100 °C’de 1 saat inkibe edilip -20 °C’de 30 dakika donduruldu. 100
C®de ¢Ozdiiriildiikten sonra kisaca vortekslendi.

8. 7. Basamaktaki kaynatma-dondurma iglemi bir kez daha tekrarlandi.

9. 13000 xg’de 15 dakika santrifijlendi.

10. Ustte olusan sivi kisim temiz bir tiipe alimip PZR yapilana dek -20 °C’de

sakland.

Fungal DNA Ekstraksiyonu:
1. 1-5. Basamaklar bakteriyel DNA ekstraksiyonunda belirtilen sekilde yapildu.
2. Cokelti uzerine 500 pl TE ve 5 pl litikaz (0,5 mg/ml) eklendi ve 30 °C’de 1

saat inkibe edildi.
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3. Bakteriyel DNA ekstraksiyonundaki 7-10. basamaklar uygulandi.
3.2.3. PZR Protokolu
3.2.3.1. Orneklerin Hazirlanmas:
Ekstraksiyon iglemleri sonucunda elde edilen DNA’lar bakteriyel 16S ribozomal
RNA geni ve fungal ITS gen bolgesinin PZR ile amplifikasyonu i¢in sablon olarak
kullanildi.
3.2.3.2. Primerlerin Secilmesi
PZR isleminde bakteriyel 16S rRNA geninin amplifikasyonu icin Universal fD1,
800R primerleri; fungal ITS bdlgesinin amplifikasyonu igin ITS1 ve ITS4 primerleri
kullanildi. Bu primerler ile yapilan PZR islemi sonunda bakteri i¢in 800 b¢ ve mantar
i¢in 500 be’lik tiriin olugsmaktadir. Bakteriyel 16S rRNA geni sekans analizi igin fD1

ve 610R primerleri kullanilmistir. Primer dizileri tablo 3.1’de verilmistir.

Tablo 3.1 PZR ve sekans analizinde kullanilan primerler

Gen Primer Bg biiyiikligii
16S rRNA fD1 (5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3)
800R (5’-GAG TAC CAG GGT ATC TAA TCC-3) ~ 800
610R (5’-TAC CGC GGC TGC TGG CAC-3’) ~ 600

Fungal ITS | ITSL (5-TTC GTA GGT GAA CCT GCG G-3°)
ITS4 (5°-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3°) ~ 500

3.2.3.3. PZR Amplifikasyonu

Bakteriyel 16S rRNA geninin amplifikasyonu igin PZR karisimi, toplam hacim 50 pl
olacak sekilde 10X PZR tamponu (50 mM KCI, 100mM Tris HCI, % 0,1 Triton ™
X-100), 1.5 U Taq DNA polimeraz, 50 pmol fD1 ve 800R primerleri, 1,5 mM

MgCly, 200 pM dNTP’nin herbirinden, %0,5 BSA (1mg/ml) ve 7,5 pl DNA sablonu
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icerecek sekilde hazirlanmistir. Amplifikasyon islemi otomatik termal dongii
cihazinda (Techne TC-412, Ingiltere) su sartlar altinda gerceklestirilmistir: 94 °C’de
5 dakika ilk denatiirasyonu takiben “touchdown” PZR protokolii uygulanmistir. 2
siklus 94 °C’de 1 dakika denatiirasyon, 58 °C’de 1 dakika baglanma, 72 °C’de 1
dakika uzama; 2 siklus 94 °C’ de 1 dakika denatiirasyon, 56 °C’de 1 dakika
baglanma, 72 °C’de 1 dakika uzama; 35 siklus 94 °C’de 1 dakika denatiirasyon, 54
°C’de 1 dakika baglanma, 72 °C’de 1 dakika uzama uygulanmig, 72 °C’de 7 dakika

son uzamay1 takiben elde edilen PZR drtinleri %2 agaroz jel elektroforezine tabi

tutulmustur.

Bakteri PZR Karisimi

dH,0 — 25,45 pl
10X Tampon — Sul
50 mM MgCl; — 1,5ul
2000pM dNTP stok — Sul
20 pmol fD1 primeri — 2,5ul
20 pmol 800R primeri — 2,5ul
5U/ul Taqg DNA Polimeraz  — 0,3 pl
1mg/ml BSA — 0,25 pl
DNA — 7.5ul
Toplam hacim — 50 pl

Bakteri PZR Program

[k denatiirasyon

94 C°de 5 dakika

Denatlirasyon 94 C°de 1 dakika
Baglanma 58 C°de 1 dakika 2 siklus
Uzama 72 Cde 1 dakika
Denatlrasyon 94 C°de 1 dakika
Baglanma 56 C°de 1 dakika 2 siklus
Uzama 72 Cde 1 dakika
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Denatlirasyon 94 C°de 1 dakika

Baglanma 54 C°de 1 dakika 35 siklus
Uzama 72 Cde 1 dakika

Son Uzama 72 Cde 7 dakika

Saklama 4 C>de en fazla 24 saat

Fungal ITS bolgesi amplifikasyonu igin uygulanan PZR analizi i¢in PZR karigimi
toplam hacim 50 pl olacak sekilde hazirlanmistir. Karisim 10X PZR tamponu , 1.5 U
Tag DNA polimeraz, 50 pmol ITS1 ve ITS4 primerleri, 1,5 mM MgCl,, 200 uM
dNTP’nin herbirinden, %0,5 BSA (1mg/ml) ve 7,5 ul fungal DNA icerecek sekilde
hazirlanmigtir. PZR iglemi otomatik termal dongii cihazinda su sartlar altinda
gerceklestirilmigtir: 94 °C’de 5 dakika ilk denatiirasyonu takiben toplam 35 siklus
olacak sekilde 95 °C’de 1 dakika denatiirasyon, 55 °C’de 1 dakika baglanma ve 72
°C’de 1,5 dakika uzama uygulanmis, 72 °C’de 5 dakika son uzamayi takiben olusan

PZR urunleri%?2 agaroz jel elektroforezine tabi tutulmustur.

Fungal PZR Karisimi

dH,0 — 25,45 pl
10X Tampon —5ul
50mM MgCl, — 1,5l
2000pM dNTP stok —5ul
20 pmol ITS1 primeri —2,5ul
20 pmol ITS4 primeri —2,5ul
5U/ml Taq Polimeraz — 0,3 ul
1 mg/ml BSA — 0,25 pl
DNA — 7.5 ul
Toplam hacim — 50 pul
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Fungal PZR Program
[Ik Denatiirasyon 94 C°de 5 dakika

Denatirasyon 95 Cde 1 dakika

Baglanma 55 C°de 1 dakika 35 siklus
Uzama 72 Cde 1,5 dakika

Son Uzama 72 C° de 5 dakika

Saklama 4 C2de en fazla 24 saat

3.2.3.4. PZR Urunlerinin Degerlendirilmesi

Elde edilen PZR drinlerinin 10 pl’si, 2ul yikleme solisyonu (6X O’range DNA
Loading Dye, Fermentas, Litvanya) ile karistirilarak 0,5X TBE ile hazirlanan ve 10
mg/ml etidyum bromid ile boyanan %2’lik agaroz jele yiklendi. Elektoforez iglemi,
100V altinda 2 saatte gerceklestirildi. Jel, UV transilluminatér (Vilber-Lourmat
TFX-20M, Fransa) altinda incelendi. PZR {irliniiniin biytikligii, DNA biiyiiklik
belirteci (Bio Basic Inc. 50 Loading 50 — 1000 bp DNA Marker H; veya Fermentas
O’Range Ruler 50 bp DNA Ladder) bantlar1 ile karsilastirilarak degerlendirildi ve

fotograf makinesi (Canon Power Shot G5, Kanada) ile goriintulendi.

3.2.4. PZR Uriinlerinin Sekans Analizi I¢in Temizlenmesi

Bant gorilen PZR drlnleri, DNA purifikasyon kiti (High Pure, Roche, Almanya)
kullanilarak iireticinin talimatlar1 dogrultusunda temizlendi. Bunun i¢in,
1. 100 pl PZR drinu Uzerine 500 pl baglama tamponu eklendi ve iyice
karigtirildi.
2. Temiz mikrosantrifiij tiipli icine filtre tlipli yerlestirildi ve bu karisim filtre
Uzerine aktarildi.
3. 30-60 saniye 13000 xg’de santrifujlendi.
4. Filtre tiipliniin alt kisminda milkrosantrifiij tlipli i¢inde biriken s1vi dokiildi
ve filtre yeniden yerlestirildi.
5. 500 pl yikama tamponu eklendi ve 13000 xg’de 1 dakika santriftjlendi.
6. Alttaki siv1 dokiildi ve 200 pl yikama tamponu eklendi.
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7. Tekrar 13000 xg’de 1 dakika santrifiijlendi.

8. Filtre tlipli yeni bir 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiptine alind1.

9. 50-100 pl elusyon tamponu eklendi ve 13000 xg’de 1 dakika santriftjlendi.
10. Temizleme sonrasinda elde edilen DNA’lar DNA dizi analizinde kullanilmak

uzere +4 °C’de sakland.

3.2.5. DNA Dizi Analizi

3.2.5.1. Sekanslama Dongusu

DNA sekans islemine baglamadan 6nce sekans dongusl yapildi. Temizlenmis PZR
tiriinii 94 °C’de 4 dakika denatiire edilerek zincirler birbirinden ayrildi. Daha sonra
toplam hacim 20 ul olacak sekilde 5 pl premiks (igerigi asagida yazili), 3,2 pmol
primer, 50-100 ng’lik 5 pl piirifiye PZR iriinii ve kalan miktar1 da 8 pl ddH,O
konularak sekanslama karigimi hazirlandi. Premiks (Beckman Coulter GenomeLab
DTCS Quick Start Kit, ABD), 10X sequencing reaction buffer, dNTP karigimi,
ddUTP Dye Terminator, ddGTP Dye Terminator, ddCTP Dye Terminator, ddATP
Dye Terminator, DNA polimeraz enziminden olusmaktadir. Hazirlanan karigim PZR
cihazina konularak 94 °C’de 3 dakika ilk denatlirasyonu takiben 34 dongu olacak
sekilde 96 °C’de 20 saniye denatiirasyon 48 °C’de 20 saniye yapisma ve 60 °C’de 4

dakika uzama olacak sekilde sekans dongiisii gerceklestirildi.

3.2.5.2. Uriinlerin Temizlenmesi ve Sekans Cihazina Yiiklenmesi

Sekans dongiisinden alman oOrnekler Agencourt CleanSEQ (Beckman Coulter,
Amerika) sekans temizleme Kkiti ile temizlendi. Bunun igin, “AB gene plak”
(Beckman Coulter, Amerika) igine konulan 20 pl PZR drlnuniin Gzerine, iginde
manyetik boncuk bulunan “Agencourt CleanSEQ” soliisyonundan 20 pl ve %85’lik
etanolden 62 pl eklendi ve 7-8 defa pipetaj yapildi. Bu plak, manyetik boncuklari
tutmayr saglayan miknatisli “SPRI (Solid Phase Reversible Immobilization) plak”
tizerinde, ilizerine bastirilarak 10 dakika beklendi ve "SPRI plak” lizerinde manyetik

boncuklara dokunmadan, pipetle alkol uzaklastirildi. Tekrar %85’lik alkolden 100 pl
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eklendi ve 3 dakika lizerine bastirilarak beklendi. Alkol tekrar uzaklastirildi. “AB
gene plak” “SPRI plak” iizerinden alind1 ve ters gevrilip oda kosullarinda 10 dakika
kurutma islemi gerceklestirildi. Uzerlerine 40 ul taze 6rnek yiikleme soliisyonu
(Sample loading solution, SLS: formamid igerir) eklendi ve kuyucuklarin igi
temizleninceye kadar pipetaj yapilarak ornegin iyice ¢dziinmesi saglandi. Cozlinen
ornekler “AB gene plak’tan “Beckman sample plak” (Beckman Coulter, Amerika)
tzerine aktarildi. Orneklerin iizerine birer damla mineral yag damlatild1 ve diger
kuyucuklar da SLS ile dolduruldu. Beckman tampon plaginin (Beckman Coulter,
Amerika) dortte ticii dolacak sekilde tampon eklenip plak CEQ 8000 (Beckman
Coulter, Amerika) otomatik dizi analizi cihazina yiiklendi. Cihazin bagli bulundugu

bilgisayar aracilig1 ile sonuglarin ¢iktilar (elektroferogram) elde edildi.

3.2.5.3. Sekans Analizi Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Analiz sonucunda elde edilen niikleotid dizileri, elektroferogramlarin goézle
degerlendirilmesi ile kontrol edildi. Her iki yonde yapilan sekans analiziyle elde
edilen diziler eslestirildi. Dogrulanan diziler, internette yer alan BLAST programi
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html) kullanilarak Gen bankasinda
kayith dizilerle kargilastirilda.
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4. BULGULAR

Calismada, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Cebeci Merkez
Mikrobiyoloji Laboratuvarina Mart 2005 ile Agustos 2008 tarihleri arasinda gelen
218 yalanct pozitif sinyal veren sise kullanilmistir. Bu siire icinde laboratuvara
toplam 53942 kan kiiltiir sisesi gelmistir. Bu siselerin 46453 tanesinde (%86) (reme
olmamustir. Geri kalan 7489 sise (%14) pozitif Greme sinyali vermistir. Bu 7489
sisenin 7271 (%97,1) tanesinde pasajlarda tireme gbzlenmis, 218 tanesinde (%2,9)
rutin mikrobiyolojik incelemeler sonucu ilireme olmamistir. Yalanci pozitiflik orani

tim siseler iginde %0,4, gergek pozitiflik oran1 %1 1,1°dir.

Universal bakteriyel 16S ribozomal RNA gen bdlgesi igin yapilan PZR islemi

sonucunda 218 drnegin alt1 tanesinde (%2,75) iiriin gézlenmistir (Resim 4.1).
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Resim 4.1 Universal bakteriyel 16S rRNA gen bdlgesi igin yapilan PZR fotografi.
[M: Molekuler buyiiklik belirteci (O’Range Ruler 50 bp DNA Ladder, Fermentas,
Litvanya)], NK: Negatif kontrol, PK: Pozitif kontrol

Fungal “internal transcribed spacer” (ITS) gen bélgesi i¢in yapilan PZR islemi

sonucunda 218 6rnegin higbirinde bant elde edilmemistir (Resim 4.2).
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Resim 4.2 Fungal ITS gen bolgesi igin yapilan PZR fotografi. [M: Molekiiler
biyiklik belirteci (O’Range Ruler 50 bp DNA Ladder, Fermentas, Litvanya)], NK:
Negatif kontrol, PK: Pozitif kontrol

Universal bakteriyel 16S ribozomal RNA iki yonli bélgesi igin yapilan PZR islemi
sonucunda bant elde edilen alti tane 6rnegin DNA dizi analizi sonucunda elde edilen
nukleotid dizileri internette yer alan BLAST programi
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html) kullanilarak Gen bankasinda
kayith dizilerle kargilagtirilda.
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Resim 4.3 Bir 6rnege ait DNA dizi analizi elektroferogram goruntisu.

Kargilagtirma sonucunda elde edilen eslesmeler asagida verilmistir.
1. 6rnek (369 baz)
e 353/371 uyumlulukla (%96) Actinomyces odontolyticus ATCC 17982,
e 352/371 uyumlulukla (%95) Actinomyces odontolyticus FO309,
e 322/356 uyumlulukla (%91) Jonesia denitrificans DSM 20603 olarak
bulundu.
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2. 0rnek (407 baz)

e 402/407 uyumlulukla (%99) Campylobacter coli,

e 402/407 uyumlulukla (%99) Campylobacter jejuni,

e 397/407 uyumlulukla (%98) Campylobacter lari olarak bulundu.
3. 0rnek (443 baz)

e 430/447 uyumlulukla (%97) Paracoccus denitrificans,

e 426/445 uyumlulukla (%96) Rhodobacter capsulatus,

e 422/448 uyumlulukla (%95) Rhodobacter sphaeroides olarak bulundu.
4. 6rnek (315 baz)

e 288/310 uyumlulukla (%93) Hoeflea phototrophica,

e 294/319 uyumlulukla (%93) Mesorhizobium spp.,

e 293/318 uyumlulukla (%93) Mesorhizobium loti,

e 294/320 uyumlulukla (%92) Brucella abortus olarak bulundu.
5. ornek (88 baz)

e 87/88 uyumlulukla (%99) Haemophilus influenza,

e 85/87 uyumlulukla (%98) Haemophilus parasuis,

e 85/87 uyumlulukla (%98) Aggregatibacter actinomycetemcomitans olarak

bulundu.

6. ornek (397 baz)

e 365/395 uyumlulukla (%93) Cellulomonas flavigena,

e 365/398 uyumlulukla (%92) Sanguibacter keddieii,

e 360/397 uyumlulukla (% 91) Janibacter spp. olarak bulundu.
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5. TARTISMA

Bakteriyemi ve sepsis ylksek mortalite ve morbiditeyle seyreden, erken tam konulup
tedavi edildiginde mortalite oranlarinin azaldig: klinik bir tablodur. Bakteriyeminin
hizli tanisi, olast etkenin izolasyonu, antimikrobiyallere duyarliliinin saptanarak
gerekli tedavinin diizenlenmesi ve sagkalim agisindan 6nem tagir (Obara ve ark.,
2011). Bakteriyemiye bagli mortalite oranlar1 merkezden merkeze degismekle
beraber %12-80 arasinda olup ortalama %35 civarindadir (Erbay ve ark., 2003;
Mehli ve ark., 2007; Paolucci ve ark., 2010). Bu hastalarda hizli1 ve dogru antibiyotik
tedavisi 6nemli olup, yetersiz tedavi mortalite riskini 5 kat arttirmaktadir (Pletz ve

ark., 2011; Bloos ve ark., 2012).

Dolagim sistemi enfeksiyonlarinin yaklasik %30-40*da kan kiltirleri pozitif bulunur
(Klouche ve ark., 2008; Towns ve ark., 2010). Bizim ¢alismamizda kan kiiltiirlerinin
pozitiflik oran1 %14 bulunmusgtur. Luzzaro ve ark.’nin ¢alismasinda pozitiflik orani
%18,1 olarak bulunurken, iilkemizde yapilan c¢alismalarda bu oran %8,6-32,95
arasida bildirilmistir (Demir ve ark., 2003; Durmaz ve ark., 2003; Sucu ve ark., 2005;
Yiice ve ark., 2005; Sevim ve ark., 2007; Kurtoglu ve ark., 2008; Wilke ve Azak,
2011). Pouzitiflik oramnin diisiik olmasinin nedeni enfeksiyonun lokal olmasi,
yetersiz miktarda kan alinmasi, kan kiiltiiriiniin uygun zamanda alinmamasi, hastanin
kiiltiir alinmadan &nce antibiyotik kullanmasi olabilir. Ozellikle ¢ocuk acile bagvuran
hastalardan kan kiiltirii aliminin rutin bir yaklasim olmasi da pozitiflik oranmnin
diisik olmasmna agiklar. Yavas iireyen mikroorganizmalar, bazi zor iireyen
bakterilerde, bakteriyel ve mantar yiikii diisiik oldugunda, 6nceden antimikrobiyal ve
antimikotik tedavi alanlarda pozitiflik oran1 azalabilir (Peters ve ark., 2004; Fenollar
ve Raoult, 2007; Klouche ve grk., 2008; Casalta ve ark., 2009; Jarvinen ve ark.,
2009; Ecker ve ark., 2010; Mancini ve ark., 2010).

Kan kiiltiir sistemlerinde yalanci pozitif sinyal verme oramt % 0,3-10,4 arasinda
degismektedir (Nolte ve ark., 1993; Smith ve ark., 1995; Cockerill ve ark., 1997;
Ziegler ve ark., 1998; Qian ve ark., 2001; Demir ve ark., 2003; Durmaz ve ark.,
2003; Daxboeck ve ark., 2004; Sucu ve ark., 2005; Mehli ve ark., 2007). Bizim

61



caligmamizda da 7489 Ureme sinyali veren siseden 218’i (%2,9) yalanci pozitif
olarak degerlendirildi. Bu donem igerisinde degerlendirilen tiim siseler dikkate

alindiginda yalanci pozitiflik oran1 %0,4 idi.

Kan hiicrelerinin trettigi CO, miktarindaki artma ya da I6kosit dizeylerinin yliksek
olmasi, otomatize kan kultlr sistemlerinde yalanci pozitif sinyal olusmasina neden
olabilir (Nolte ve ark., 1993; Qian ve ark., 2001; Daxboeck ve ark., 2004). Ayrica
liremesi yavag ve zor olan ya da kiiltiirii yapilamayan mikroorganizmalarla anaerobik
mikroorganizmalarin varlig1 da yalanci pozitif sinyale neden olabilir. S. pneumoniae
gibi bazi bakteriler pargalanmaya yatkindir ve sinyal varligina ragmen pasajlarda
iireme olmayacagi i¢in yalanci pozitif sinyal olarak degerlendirilir (James ve Al-
Shafi, 2000; Qian ve ark., 2001; Marlowe ve ark., 2003; Karahan ve ark., 2006). Kan
kiltiir siselerinin fabrikasyon asamasinda ¢evrede bulunabilen ve insanlarda
enfeksiyon yapmayan mikroorganizma DNA’lar1 ile kontamine olmasi ile DNA
fragmanlarinin sigelerde bulunmasi sonucu da cihaz pozitif sinyal vermis olabilir
(Fredricks ve Relman, 1998; Karahan ve ark., 2006). Kulturlerin pozitif sinyal verip
pasajlarda lireme olmamasinin bir bagka nedeni antibiyotik kullanimi ile bakterilerin

L-formuna doniismesi olabilir (Karahan ve ark., 2006).

PZR’da etken tespit edilip kan kiiltliriiniin negatif olmasinin nedeni kiiltiiriin
antibiyotik alimi1 sonrasi alinmasi olabilir. Ancak kiiltiir pozitif olup PZR negatif
sonuglar da olabilir. Bunun nedeni hasta 6rneginde bulunan inhibitér maddelerin
etkisidir (Tsalik ve ark., 2010). DNA ekstraksiyonu sirasinda kullanilan etanol de
PZR’nin negatif ¢ikmasina neden olabilir (Tsalik ve ark., 2010). PZR sirasinda
16kosit sayisinin 30.000/mm?® ve iizerinde olmasi PZR’yi inhibe edebilir. Bunun
nedeni bakteriyel DNA/insan genomik DNA oranmin diisiik olmasidir (Jordan ve
Durso, 2005; Wallet ve ark., 2010).

Kan kulttrleri, nispeten uzun siirede sonug¢ alinmasina ragmen sepsis tanisinda altin
standarttir (Sevim ve ark., 2007; Gaibani ve ark., 2009; Bauer ve Reinhart, 2010;
Paulocci ve ark., 2010; Tsalik ve ark., 2010; Wallet ve ark., 2010; Pletz ve ark.,

2011; Bloos ve ark., 2012). Ornekler, cihaz sinyal vermedigi siirece bes giine kadar
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sistemde tutulmaktadir (Tsalik ve ark., 2010; Obara ve ark., 2011). Ureme olan kan
kiiltirinden patojenlerin identifikasyonu ve antibiyotik duyarlilik testlerinin
yapilmasi yaklagik 24-72 saat surmektedir (Dierkers ve ark., 2009; Paulocci ve ark.,
2010; Tsalik ve ark., 2010; Wallet ve ark., 2010; Hettwer ve ark., 2011; Obara ve
ark., 2011; Lodes ve ark., 2012). Bu gecikme nedeniyle sepsis tanisini klinisyenler
siklikla klinik semptomlara gore koymakta ve antibiyotik tedavisine klinik duruma
gore baslamaktadirlar (Lehmann ve ark., 2010; Wolk ve Dunne, 2011). Gram
boyama sonuglarina goére klinisyen tedaviyi yonlendirmektedir. Ancak  genis
spektrumlu ampirik tedavi, mortalite hizinin artmasina ve antibiyotik direncine neden
olmaktadir. (yavas, zor iireyen, kiiltiirii yapilamayan organizmalar ve polimikrobiyal
etken varliginda siire daha da uzamaktadir) (Wolk ve Dunne, 2011). Yavas ve zor
Ureyen organizmalarla ortaya ¢ikan bakteriyemilerde, invaziv fungal enfeksiyonlarda
ve kan almadan once antibiyotik tedavisi alanlarda kan kulturlerinin duyarlilig
distiktir (Gaibani ve ark., 2009; Paolucci ve ark., 2010; Pletz ve ark., 2011).
Yenidoganlarda az miktarda kan alinmasi ve buna bagh bakteriyel yiik
diisiikliigiinden duyarlilig: diigiiktiir (Gaibani ve ark., 2009). Pozitiflik oran1 alinan
kan miktari, antibiyotik tedavisi, steril sartlarda alinmasi ve transport sartlarindan

etkilenir (Bloos ve ark., 2012).

Kan kiiltiirlerinde etken mikroorganizmanin tespiti i¢in molekiler tekniklerin
kullanim1 ile, zor ve yavag lireyen organizmalar igin duyarlilik ve Ozgilligiin
arttirilmasi, kisa siirede sonu¢ alinmasi ve antibiyotiklerin inhibitor etkisinin ekarte
edilmesi amaglanmaktadir (Dierkers ve ark., 2009; Gaibani ve ark., 2009; Lilienfeld-
Toal ve ark., 2009; Tsalik ve ark., 2010; Pletz ve ark., 2011; Bloos ve ark., 2012).
Kiiltirden bagimsiz molekiler teknikler kultirde yavas ve zor iireyen bakteri ve
mantar enfeksiyonlarinda tanida yardimcidir (Bauer ve Reinhart, 2010).

Konvansiyonel  yontemlerle  molekuler  yontemlerin  kan  kiltlrlerinde
mikroorganizma tespit etme oranlarini arastiran ¢aligmalarda genel olarak molekdler

yontemler ile daha fazla mikroorganizma tespit edilmistir (Tablo 5.1.)
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Tablo 5.1 Cesitli ¢alismalarda konvansiyonel yontemler ile molekiiler yontemlerin

mikroorganizma tespit etme oranlar1

Molekiler yéntemler (%) | Konvansiyonel ydntemler (%) Kaynak
33 20,4 Mancini ve ark., 2008
27,4 21 Dierkers ve ark., 2009
88 37 Westh ve ark., 2009
34,7 16,5 Bauer ve Reinhart, 2010
25 12,8 Lehhman ve ark., 2010
27 15 Obara ve ark., 2011
30,2 14,5 Bloos ve ark., 2012
39,9 20,3 Lodes ve ark., 2012

Ote yandan kan Kkiiltiiriiniin PZR’a avantaji iireme tespit edilince antibiyotik
duyarlilik testlerinin yapilabilmesidir (Westh ve ark., 2009; Paolucci ve ark., 2010;
Pletz ve ark., 2011).

Caligmalar sonucunda PZR’nin, kan kiiltiirlerine ilave olarak kullanilabilecegi
sonucu ¢ikmistir (Westh ve ark., 2009; Hettwer ve ark., 2011; Bloos ve ark., 2012).
PZR kan kiiltiirlerine ilave olarak enfeksiyonda hizli identifikasyonda kullanilabilir
(Tsalik ve ark., 2010). Molekiler teknikler kan kulttrlerinin yerine konulamaz,
ciinkii antibiyotik duyarlilik testlerinin yapilmasina olanak vermez (Gaibani ve ark.,
2009; Pletz ve ark., 2011). PZR, kiltur negatif vakalarda etkili antibiyotik tedavisinin

erken baglanmasi i¢in klinik olarak yararli olabilir (Obara ve ark., 2011).

Yalanci pozitif sinyal veren otomatize sistemlerde kan kiiltiirlerinden PZR ile DNA
bakilmasi gesitli literatiirlerde 6nerilmektedir (Qian ve ark., 2001; Daxboeck ve ark.,
2004; Karahan ve ark., 2006; Jordan ve ark., 2009; Wallet ve ark., 2010). Qian ve
ark. (2001) calismalarinda yalanci pozitif sinyal veren siselerde 16S rDNA ile

arastirma yaptiklarinda hicbirinde bakteri tespit edemediklerini bildirmislerdir.
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Marlowe ve ark., (2003) yalanci pozitif sinyal veren siselerde DNA prob yontemi ile
bakteri tespit edemediklerini bildirmiglerdir. Daxboeck ve ark. (2004) yalanc1 pozitif
sinyal veren siselerde bakteriyel 16S rDNA ve fungal 18S rDNA yOntemi ile bakteri
tespit edememislerdir. Karahan ve ark. (2006) calismalarinda bakteriyel PZR ile
yalanci pozitif sinyal veren sgiselerin %9,6’sinda bakteri tespit etmislerdir. Bizim
caligmamizda da yalanci pozitif sinyal veren siselerin %2,75’inde PZR ile bakteri

tespit edilmisgtir.

Calismamizda yalanci pozitif sinyal veren 218 sisenin altisinda (%2,75) bakteriyel
16S rRNA PZR ve DNA dizi analizi yontemleri ile bakteri identifiye edilmistir.
Sekans analizi sonrasi yaptigimiz karsilastirmalar ile birer sisede Actinomyces
odontoyticus, Campylobacter jejuni/coli, Paracoccus denitrificans, Brucella abortus,
Haemophilus influenza ve Cellulomonas flavigena varlhigi tespit edilmistir. Bu
bakterilerin pasajlarda {irememesinin nedeni hastalarin antibiyotik almasina baglh
olarak bakterilerin L-forma doniismesi veya iiremelerinin inhibe olmus olmasi
olabilir. Rutin olarak kullanilan besiyerleri L-form bakterileri (retmekte yetersiz
kalmaktadir. Bagka bir neden de anaerobik veya mikroaerofilik sartlarda inkiibasyon

yapilmamasi olabilir.

Sekans analizi sonucu identifiye edilen Actinomyces, Campylobacter ve
Haemophilus tiirleri anaerobik ya da mikroaerofilik sartlarda inkiibasyon
yapilmamasina ve 6zel besiyerlerine ekim yapilmamasina bagli, Brucella ise yavas
ve zor ureme Ozelligi, yeterli stre inkibe edilmemesi ve 6zel besiyerlerine ekim
yapilmamasi ya da kan kiiltiir siselerinin besiyeri 6zelligine baglh olarak tirememis

olabilir.

PZR ile negatif buldugumuz siselerde de mikroorganizma olabilir. PZR’1 inhibe eden
inhibitor varhigi, yliksek 16kosit sayisina bagl olarak hedef DNA/total DNA oraninin
diistikliigii vb. durumlar mikroorganizma oldugu halde negatif sonuclara neden

olabilir.
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Actinomyces odontolyticus anaerobik, fakiltatif anaerob, sporsuz, kapnofilik,
hareketsiz, gram pozitif bir bakteridir (Cone ve ark., 2003; Lau ve ark., 2004).
Agizda dis yiizeylerinde, dis plaklarinda goriilebilir. Firsat¢1 bir patojendir. Miikoz
membranlardan yayilabilir. Ayrica rahim i¢i ara¢ kullanan kadmlarin genital
sisteminden ve protezlerden de izole edilmistir. Dis absesi olan kisilerde kana
yayillim olabilir ve gecici bakteriyemi goriilebilir. Bagisiklik sistemi baskilanmis,
kemoterapi alan, organ transplantasyonu yapilan kisilerde bakteriyemi yapabilir
(Cone ve ark., 2003; Sarkonen ve ark., 2005). Actinomyces tirleri daha ¢ok Brucella
agar gibi anaeroblar icin selektif besiyerlerinde iirer. Kanli agarda da anaerob
sartlarda inkiibe edilirse iireme olur (Cone ve ark., 2003). Actinomyces odontolyticus
tespit ettigimiz hastanin immunsupresif olup olmadigini bilemedigimiz ve hastada
altta yatan bir durum var mu gosterilemedigi i¢in gergekten etken mi yoksa dig
tedavisi vb. bir miidahaleyi takiben gelisen gegici bakteriyemi sirasinda mi tespit

edildiginin ayrimini yapmak miimkiin olmamustir.

Campylobacter tiirleri hareketli, gram negatif, kivrik basillerdir (Guevera ve ark.,
1994; Cruz ve ark.,, 2010). 42 °C’de, Ozel besiyerlerinde %5-10 CO, iceren
mikroaerofilik ortamda urerler. Anaerobik kan Kkulturlerinde daha iyi (reme
gosterirler. Etken olabildigi halde kan kiiltiirinde tespit edilememesinin nedeni 42 °C
yerine 37 °C’de inkiibe edilmesi olabilir (Morris ve ark., 2008). Campylobacter
jejuni ve C. coli tiirleri saghkli insanlarda gastroenterit etkenidir, bakteriyemiye
neden olmazlar. Ancak C. jejuni’nin ¢ok yaslhi ve ¢ok genglerde bagisiklik sistemi
baskilanmig kisilerde (hematolojik malignite ve solid organ timoru olanlarda)
bakteriyemi yaptig1 gosterilmistir (Shandera ve ark., 1992; Guevera ve ark., 1994;
Morris ve ark., 2008; Pacanowski ve ak., 2008; Cruz ve ark., 2010). C. Jejuni,
gastroenterit sonrasi bu predispozan faktorler varliginda intestinal mukazaya penetre
olup bakteriyemi yapabilir (Guevera ve ark., 1994; Morris ve ark., 2008).
Gastroenteritli hastalarda normalde kan kiiltiirii alinmadig1 i¢in gastroenterit
sirasinda ortaya ¢ikmasi muhtemel gegici bakteriyemi esnasinda kan kiiltiiriiniin
alinmis olmasi nedeniyle bu bakteri tespit edilmis olabilir (Shandera ve ark., 1992;
Morris ve ark., 2008; Pacanowski ve ark., 20081 Cruz ve ark., 2010). Ya da drnek
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alinirken hastadan enjektorlerin kontaminasyonu nedeni ile mikroorganizma kan

kiiltiirtine bulagmis olabilir (Morris ve ark., 2008).

Brucella spp. yavas ve zor iireyen, hareketsiz, kiiciikk, gram negatif, fakiiltatif
intraselliiller bir kokobasildir (Bannatyne ve ark., 1997; Yagupsky, 1999; Yagupsky,
2004). Kan kulturlerinde tremesi 30 gune kadar gecikebilir (Bannatyne ve ark.,
1997; Bilgehan, 2004; Stimerkan ve ark., 2001). Pasajlarda tGiremesi de uzun zaman
alir ve yalanci negatif sonuglar alinabilir (Ruiz ve ark., 1997; Yagupsky, 1999;
Stimerkan ve ark., 2001). Kan kiiltiiriinde tiremesini, diisiik CO2 dlzeyi ve kan
kiltirinde bulunan SPS azaltabilir (Ruiz ve ark., 1997; Simerkan ve ark., 2001).
Brucella siiphelenilen vakalarda kiiltiir pasajlart %5 COy’li ortamda inkibe
edilmelidir. Intraselliiler oldugu icin lizis yontemi ile daha kolay tespit edilebilir
(Yagupsky, 2004). Subakut ve kronik hastalik sirasinda ve hasta antibiyotik aliyorsa
kiiltiirleri negatif olabilir (Debeaumont, 2005). Kanda diisiik konsantrasyonda
bulundugu zaman kan kiiltirlerinde tespiti zorlasir (Mantur ve ark., 2008). Bizim
caligmamizda bu hastanin sekans analizinde ilk olasiliklar olarak Hoeflea
phototrophica ve Mesorhizobium spp. eslesmesi saptanmigtir. Mesorhizobium spp.
Gram negatif, aerobik, hareketli, sporsuz basillerdir. Bitkiler Uzerinde bulunurlar ve
insanlarda enfeksiyon yaptiklar1 gosterilmemistir (Jarvis ve ark., 1997). Hoeflea
phototrophica gram negatif, aerobik, kiguk, hareketli basillerdir. Ylzeylerden tespit
edilmistir. Insanlarda enfeksiyon yaptiklar1 gdsterilmemistir (Biebl ve ark., 2006).
Ancak bu bakterilerin insanlarda hastalik etkeni olmaylp cevre kontaminanti

oldugunu disiindiigiimiiz i¢in Brucella tiriiniin etken olabilecegini diisiindiik.

Bir sisede 88 bazlik kisa bir dizi karsilastirmamiza ragmen yuksek uyumlulukla
Haemophilus influenzae olarak identifiye edilmesi nedeniyle etken olarak kabul
edilmistir. H. influenzae kiiciik, pleomorfik, gram negatif, kokobasil yapisinda
fakiiltatif anaerob olarak {ireyebilen bir mikroorganizmadir. Uremek icin X
(protoporfirin 1X) ve V (nikotinamid adenin dinukleotid) faktorlerine ihtiyag gosterir.
Cikolata agarda ya da kanli agarda diger bakterilerin etrafinda satellit olarak, %5
COy’li ortamda yavas ve zor tirer. Normalde ¢ocuklarin iist solunum yolu florasinda

bulunur ve solunum sistemi enfeksiyonlarina neden olur. Nadiren, kafa travmasi
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geciren ve bagisiklik sistemi baskilanmis ¢ocuklarda, yenidoganlarda ve bazen de
saghkli cocuklarda septisemi yapabilir (Ito ve ark., 2011). H. Influenzae tipb igin
yapilan asilama ile enfeksiyonlar1 genelde azalmistir. Ancak tiplendirilemeyen H.
influenzae ile olusan enfeksiyonlara kars1 as1 etkili degildir ve bu tipler bakteriyemi
ile iligkili bulunmustur (Ito ve ark., 2011; Rubach ve ark., 2011). Antibiyotik alim1
sonrasi Kultiirde tespit orami azalir. Kan kiiltiir sisesinin igerigi de 0remesini
etkileyebilir. Baz:1 tiirleri kan kiiltiiri igindeki antikoagiilanlara duyarlidir. Ayrica
sigelerde CO; basinci yiiksek olursa liremesi engellenebilir (Jamal ve ark., 2005). H.
influenzae da gecici bakteriyemi yapabilir ve bu donemde kiiltiirlerde tespit edilebilir
(Matsuda ve ark., 2005).

Paracoccus denitrificans ve Cellulomonas flavigena ¢evre kontaminantidir.
Cellulomonas flavigena gram pozitif, hareketsiz ve korineform yapidadir. Aerobik
ortamda 30 C°’de urer (Abt ve ark., 2010). Bitkilerde Paracoccus denitrificans,
gram negatif, hareketsiz, koktur. Micrococcus denitrificans olarak da isimlendirilir.
Toprakta, canli ve cansiz esyalar {lizerinde bulunabilir (Siddavattam ve ark., 2011).
Bizim c¢alismamizda tespit ettigimiz bu mikroorganizmalarin ¢evre kontaminanti

oldugunu ve dolagim sistemi enfeksiyonu etkeni olmadiklarini diisiinmekteyiz.

Caligmamizin baginda amaglarimizdan biri yalanci pozitif sinyal veren giselerin ait
oldugu hastalarin dosyalarini incelemek ve gelistirecegimiz risk skorlama sistemi
uzerinden yuksek/diisiik risk tasiyan hastalarda molekiiler yontemler ile sonuglarin
degerlendirilmesine karar vermeyi saglamakti. Ancak orneklerimizin toplanmaya
bagsladig1 tarihten sonra hastanemizin kayit sisteminin ti¢ defa degismesi ve arsivde
hasta dosyalarinin diizgiin saklanmamasi nedeni ile hasta bilgilerine verimli bir
sekilde ulasamadik. Bu nedenle sonuglarimizi skorlama sistemi ile iligkilendirmeyi

basaramadik.
Calismamizda hasta dosya bilgilerine ulasamadigimiz icin bu etkenleri tespit

ettigimiz hastalarda altta yatan bagigiklik sistemi baskilanmasi durumu ya da altta

yatan/yandas hastaliklar1 hakkinda fikir sahibi olamadik. Bilgilere ulasabilseydik
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gercekten bakteriyemi etkenleri mi yoksa gecici bakteriyemi sirasinda mi1 bu

mikroorganizmalar1 saptadik tartigilabilirdi.

Universal bakteriyel primerleri ile molekiiler testlerde bakteri varligm tespit
etmemize ragmen iiniversal mantar primerleri ile mantar varligin tespit edemedik.
Bu nedenle {iniversal mantar primerleri ile mantar varliginin arastirilmasi

gereksizdir.

Kandan mikrobiyal patojenlerin direkt nikleik asit temelli tespit ve identifikasyonu
dolagim sistemi enfeksiyonlarinin hizh tanisi i¢in umut vericidir. Patojenlere spesifik
niikleik asit amplifikasyon testleri, tespit siiresinin kisalmasi, duyarliligin artmasi ve
antibiyotik ve antimikotik tedavi alanlarda baskilayici etkiyi azaltic1 etkiye sahiptir.
Ancak molekiiler teknikler giiniimiizde tek tani yontemi olmaktan ziyade kan
kiiltiirlerine paralel olarak kiiltiirli yapilamayan organizmalar ve kiiltiir sonuglar1 elde
edilmeden 6nce bazi ilag direnglerinin gosterilmesi i¢in kullanilmaktadir. Molekiiler
yontemler patojenleri identifiye eder ve tiir diizeyinde bilgi verir. Yeni molekdler

teknikler yeni buluglara neden olabilir ve yeni patojenler bulunabilir.

Kan kiiltiirlerinde molekiiler yontemler ile mikroorganizma arastirmak pahali ve
emek yogun bir istir. Deneyimli personel ve laboratuvarda 6zel donanim gerektirir.
Birden fazla yalanci pozitif sinyal veren hastalarda ve immim yetmezlikli/6zel
konaklarda molekiiler yontemler ile siselerde mikrobiyal DNA arastirilabilir. Tek
yalanci pozitif sise olmas1 durumunda molekiiler testler maliyeti artirir. Bu hastalarda
molekiiler testler yerine, hastanin antibiyotik almadigi donemde ilave kan
kulttrlerinin alinmasi, ilave subkiiltiirler yapilarak siiphelenilmesi durumunda hiicre
duvarmi kaybetmis L-form bakterileri tespit etmek igin hipertonik besiyerlerine ekim

yapilmasi ve anaerobik siselerin kan kiiltiir setlerine eklenmesi yararli olabilir.
Sonug olarak molekiler yontemlerin segilmis vakalarda kan kulttirlerine ilave olarak

kullanilmasinin yararli olabilecegini ve mortalite oranlarini, gereksiz antibiyotik

kullanimini ve maliyet artigin1 azaltacagini diisiinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

1- Calismada, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Cebeci Merkez
Mikrobiyoloji Laboratuvarina Mart 2005 ile Agustos 2008 tarihleri arasinda gelen
53.942 kan kiiltiir sisesi arasindan yalanci pozitif sinyal veren 218 sise kullanilmisgtir.
2- Kan kiiltiirlerinde gercek lireme oram %1 1,1 bulunmustur.

3- Yalanci pozitiflik oran1 %0,4’tiir.

4- Universal bakteriyel 16S ribozomal RNA gen bdlgesi i¢in yapilan PZR islemi
sonucunda 218 6rnegin alt1 tanesinde (%2,75) {lirlin gdzlenmistir.

5- Fungal “internal transcribed spacer” (ITS) gen bdlgesi icin yapilan PZR islemi
sonucunda 218 6rnegin higbirinde bant elde edilmemistir.

6- Universal bakteriyel 16S rRNA gen bdlgesi icin yapilan PZR islemi sonucunda
bant elde edilen alt1 tane Ornegin DNA dizi analizi sonucunda Actinomyces
odontoyticus, Campylobacter jejuni/coli, Paracoccus denitrificans, Brucella abortus,
Haemophilus influenza ve Cellulomonas flavigena identifiye edilmistir.

7- Actinomyces odontoyticus, Campylobacter jejuni/coli, Brucella abortus,
Haemophilus influenzae enfeksiyon etkeni olarak degerlendirilirken Paracoccus
denitrificans ve Cellulomonas flavigena’nin ¢evre kontaminanti oldugu
diistintilmiistiir.

8- Sonug olarak, ii¢ y1l icinde laboratuvara gonderilen tim siselerin %0,007’sinde,
ireme sinyali verenlerin yaklasik %?2’sinde konvansiyonel yontem ile tespit
edilemeyen klinik a¢idan anlamli olabilecek mikroorganizma varlig1 gosterilmistir.

9- Kan kultdrlerinin anaerobik ya da mikroaerofilik ortamda inkiibe edilmemesi,
anaerobik sise kullanilmamasi, 6zel besiyerlerine ekim yapilmamasi bu

mikroorganizmalarin tespitine engel olmus olabilir.
Birden fazla yalanci pozitif sinyal veren hastalarda ve altta yatan immiin yetmezligi

olan secilmis hastalarda molekiiler yontemler ile siselerde bakteri varlig

aragtirilabilir.
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OZET

Yalanci Pozitif Ureme Sinyali Veren Otomatize Kan Kiiltiir Siselerinde
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Yontemi Ile Bakteri ve Mantar Varhiginin
Arastirilmasi

Dolagim sistemi enfeksiyonlar1 antimikrobiyal ve destekleyici tedavilere ragmen
morbidite ve mortalitenin 6nde gelen nedenleri olmaya devam etmektedir. Bu
nedenle erken tanis1 ve uygun tedavi edilmesi klinik agidan dnemlidir. Kan kilturleri
dolasim sistemi enfeksiyonlarmin tanisinda altin standart ydntemdir. Bununla
birlikte, kan kiiltirlerinin degeri yavas ya da zor reyen veya kiiltiirii yapilamayan
mikroorganizmalarda, antibiyotik tedavisi alanlarda, mikroorganizma yiikii disiik
oldugunda azalir. Bu nedenle molekiiler tan1 yontemleri vb. daha hizli, duyarli ve
0zgul testler bu enfeksiyonlarin tanisinda giderek artan siklikta kullanilmaktadir.

Bu c¢aligmada otomatize kan kiiltiir cihazinda iireme sinyali veren ancak rutin
mikrobiyolojik inceleme sonucunda {ireme goriilmeyen (yalanci pozitif sinyal veren)
kan kiiltir siselerinde polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve DNA dizi analizi
yOntemi kullanilarak bakteri ve mantar varliginin aragtirilmasi amaglanmaigtir.

Calismaya, Mart 2005-Agustos 2008 tarihleri arasinda toplanan 53942 kan kultir
sisesinden, BACTEC (BD Diagnostics Systems, Amerika) otomatize kan kaltir
cihazinda tireme sinyali veren ancak rutin mikrobiyolojik ekimler sonrasinda {ireme
saptanamayan 218 “yalanci pozitif” sise alinmistir.

Sigelerde bakteri ve mantar DNA’sinin varlig1 bakteriyel 16S ribozomal RNA geni
ve fungal ITS gen bolgesinin nikleik asit amplifikasyonu ve DNA dizi analizi ile
aragtirilmstir.

218 ornegin altisinda bakteri DNA’s1 tespit edilmis, hicbir sisede mantar DNA’s1
saptanmamigtir.

Bu alti tane o6rnegin DNA dizi analizi sonucunda Actinomyces odontolyticus,
Campylobacter coli/jejuni, Paracoccus denitrificans, Brucella abortus, Haemophilus
influenza, Cellulomonas flavigena identifiye edilmistir. Bunlardan Actinomyces
odontolyticus, Campylobacter coli/jejuni, Brucella abortus, Haemophilus influenza
etken olarak degerlendirilirken, Paracoccus denitrificans ve Cellulomonas flavigena
kontaminant olarak diistiniilmistiir. Sonug¢ olarak, ii¢ yil iginde laboratuvara
gonderilen gigelerin %0,007 sinde, lireme sinyali verenlerin yaklasik %2’sinde klinik
acidan anlamli konvansiyonel yontem ile tespit edilemeyen mikroorganizma varligi
gosterilmistir. Dolagim sistemi enfeksiyonlariin tanisinda molekiler yontemlerin
kullanmas1 maliyet ve is yikii bakimindan anlamli degildir. Ancak ozellikli
hastalarda gerekli durumlarda bu yontemlere bagvurulabilir.

Anahtar Sozcikler: Dolasim sistemi enfeksiyonu, PZR, 16S rRNA, ITS, bakteri,
mantar, sekans analizi, BACTEC.
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SUMMARY

Evaluation of the Presence of Bacterial and Fungal DNA in Subculture-Negative
Automated Blood Culture Bottles with Positive Signals

Early diagnosis and treatment is important for bloodstream infections which are
among the leading causes of morbidity and mortality in all age groups. Blood culture
is the gold standard method in the diagnosis of bloodstream infections. However, the
value of blood culture decreases for slow growing microorganisms, microorganisms
that cannot be cultured, and for patients under antimicrobial treatment and with low
microorganism load. To overcome these difficulties, more sensitive and specific tests
such as molecular methods are increasingly used. The purpose of this study was to
evaluate the presence of bacterial and fungal DNA by using polymerase chain
reaction and DNA sequencing analysis in the blood culture bottles giving signal of
reproduction in automized blood culture device but found to be sterile after
performing subcultures (false positives).

For this purpose, 218 false positive BACTED (BD Diagnostics Systems, America)
automated blood culture bottles out of 53942 blood culture bottles collected between
March 2005 and August 2008 were evaluated by bacterial 16S rRNA and fungal ITS
region PCR and sequence analysis.

None of the bottles contained fungal DNA. In 6 of the false positive bottles (2.8%),
bacterial DNA was determined. DNA sequence analysis of these 6 specimens yielded
the following bacteria: Actinomyces odontolyticus, Campylobacter coli/jejuni,
Paracoccus denitrificans, Brucella abortus, Haemophilus influenza, and
Cellulomonas flavigena. A. odontolyticus, C. coli/jejuni, B. abortus, and H.
influenzae were regarded as ethiological agents. On the other hand P.denitrificans
and C. flavigena were regarded as environmental contaminants. As a result, in only
2% of positive bottles, and 0.007% of all bottles clinically relevant bacteria were
identified by molecular methods.

Using molecular methods for the diagnosis of bloodstream infections is expensive,
and labour-intensive. Its value would be limited for bottles with more than one
pathogen. However, these methods can be used especially for patients with certain
clinical conditions.

Key Words: Bloodstream infection, PCR, 16S rRNA, ITS, bacteri, fungus, sequence
analysis, BACTEC.
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