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SEPSISIN MiKROBiYOLOJiK TANISINDA FARKLI
YONTEMLERIN KARSILASTIRILMASI

OZET

Amag: Sepsis ciddi seyirli enfeksiyonlardan biri olup, yiksek mortalite ve morbidite
sebebidir. Taninin hizla konarak tedaviye baglanmasi énemlidir. Bu ¢alismada sepsisin
tanisinda mikroarray tabanli bir yontem ile rutin kan kdltiri ydntemlerinin
karsilastirilmas1 amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanelerinde servis ve yogun
bakim iinitelerinde yatmakta olan hastalardan gelen, teknigine uygun olarak alinmis kan
kalturleri BacT/Alert3D (bioMerieux, Fransa) otomatize kan kulturu sisteminde inkiibe
edildi. Ureme oldugu saptanan 52 kan kiiltiirii sisesinden uygun besiyerlerine alt
kiiltiirler yapild1 ve rutin tanimlama testleri uygulandi. Ureme olan siselerden ayn1 anda
mikroarray yOntemi ile c¢alisilmasi amaciyla 1ml kan alindi ve saati not edilerek
Verigene sisteme ( Nanosphere, Inc., Northbrook, IL, USA ) yerlestirildi. On iki Gram-
pozitif bakteri ve 3 direng genini tespit eden Verigene Gram-pozitif kan kiltirt ( BC-
GP ) testi ve 9 Gram-negatif bakteri cins/tlrl ve 6 antibiyotik direng genini tespit eden
Verigene Gram-negatif kan kalttrt ( BC-GN) testi kullanilarak sonuglar degerlendirildi.
Bulgular: Calismaya dahil edilen 31’1 kadin (% 59,6), 21’1 erkek (% 40,4) hastanin yas
ortalamasi 45.78 (0-89) idi. Hastalarin % 74’ nozokomiyal % 26’s1 toplum kaynakli
sepsis tanisi aldi. Sepsis atagi sirasinda laboratuvara gonderilen kan kultrlerinin rutin
sonuglar1 mikroarray yontemi sonuclart ile karsilastirildiginda, iki yontem arasinda
istatistiksel olarak yuksek oranda (%96) uyum oldugu goriildii. Ayni zamanda
sonuglanma stireleri ortalamalar1 bakimindan karsilastirildiginda, iki yontem arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu goriildii ( p< 0.001 ).

Sonug: Verigene kan kaltlrQ testlerinin sik karsilagilan patojenler igin uygun ve dogru
bir yontem oldugu belirlendi. Ayrica bu yontemin hastalarin tedavi siirelerini azaltma
potansiyeline sahip oldugu sonucuna varildi. Sepsis tanisinin sik konuldugu, antibiyotik
kullaniminin yaygin oldugu boéliimlerde klinisyene hizli sonug¢ verebilmesi biiyiik
avantajdir. Rutinde bu sistemin kullaniminin 6niindeki en biiylik engel yiiksek maliyeti
olarak gorulmektedir.

Anahtar kelimeler: Kan kiltird, mikroarray yontemi, sepsis
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COMPARISON OF DIFFERENT METHODS IN THE
MICROBIOLOGICAL DIAGNOSIS OF SEPSIS

ABSTRACT

Aim: Sepsis, is one of the severe infectious diseases and is the cause of high mortality
and morbidity. It is important to diagnose rapidly and start therapy. In this study, we
aimed to compare results of routine blood tests and a method which is microarray based
in diagnosis of sepsis.

Materials and Methods: We incubated blood cultures with BacT/Alert3D
(bioMerieux, Fransa) automated blood culture system which are taken technically
correct from patients who are taking medical care services and intensive care units in
Erciyes University Medical School. Subcultures were made to appropriate media from
52 growth-detected blood cultures and routine identification tests were applied. At the
same time we took 1 ml blood sample from growth-detected blood cultures and studied
with Verigene system ( Nanosphere, Inc., Northbrook, IL, USA ) by recording time.
We evalutued the results using Verigene Gram-positive bacteria blood culture tests
( BC-GP ) which can detect 12 Gram-positive bacteria and 3 drug resistance gene and
Verigene Gram-negative bacteria blood culture tests ( BC-GN ) which can detect 9
Gram-negative bacteria and 6 drug resistance gene.

Results: Thirty-one female patients (59.6 %) and 21 male patients (40.4%) were
included in this study and the mean age was 45.78 (0-89) years. 74% of patients were
diagnosed with nosocomial sepsis and 26% were diagnosed with community acquired
sepsis. When we compared the routine blood culture test results taken in the sepsis
attack with the microarray method results, statistically high rate (96%) of coherence was
found. Meanwhile when we compared the average completion time between these tests
we found a statistically significant difference ( p< 0.001 ).

Conclusion: We determined that Verigene blood culture tests are convenient and
accurate for the commonly encountered pathogens. Also concluded that this method
have the potential for reducing the duration of the treatment of patients. It is an
important advantage of this test can provide fast results to clinicians in the departments
where sepsis is diagnosed and antibiotic theraphy is used commonly. The biggest
challenge of this method is its high cost for using routinely.

Key Words: Blood culture, microarray method, sepsis
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1. GIRIS VE AMAC

Bakteriyemi ve/veya sepsis, en ciddi seyirli enfeksiyon tirlerinden biri olup, ylksek
mortalite ve morbidite ile seyreder. Spesifik etkenin saptanmasi i¢in gecen siire
icerisinde genellikle, renberlerde 6nerilen ampirik tedavi protokolleri uygulanir. Ancak
etkene yonelik tedaviye ne denli hizli baglanir ise prognozun o denli iyi oldugu birgok
calisma ile desteklenmistir. Bakteriyemi gecici bir tablo olabilecegi gibi, klinik
anlamda en ug nokta sayilabilen, genellikle ¢oklu organ yetmezligine neden olan sepsis
( SIRS; systemic inflammatory response syndrome ), septik sok tablosuna ilerleyebilir
(2).

Kanda bakteri bulunmas1 bakteriyemi olarak ifade edilirken, bakteriyemi tablosunun
uzun siireli devami sonucu, immiinolojik mekanizmalarin da olaya katilmasiyla beliren
tablo sepsis olarak tanimlanir. Sepsis toplum kaynakli veya hastane kaynakli
(nozokomiyal) olarak ikiye ayrilir. Bir hastanin hastaneye yattiktan 48-72 saat sonra
alinan kan kiltiirlerinde klinik olarak anlamli kan kiiltiir pozitifligi nozokomiyal
bakteriyemi olarak isimlendirilir (2). Bakteriler, virsler, mantarlar, parazitler sepsise
neden olabilecegi gibi, agir travma veya pankreatit gibi noninfeksiydz olaylarda da

gelisebilmektedir (3).

Sepsis, septik sok ve organ yetmezligi gibi sepsis ile ilgili klinik tablolarin gercek
insidansini vermek zordur. Buna ragmen, sepsis goriilme sikliginda son yillarda birgok
tilkede 6nemli artigslar oldugu dikkati ¢ekmektedir. ABD’de yilda 70.000-300.000
sepsis olgusu goriildiigii ve yaklasik 250.000 olgunun sepsis nedeniyle kaybedildigi
belirtilmektedir (3). Sepsise bagli 6limlerde yas, enfeksiyon etkeni, enfeksiyonun

kazanildig1 yer ve altta yatan primer hastalik 6nemlidir (4).



Rutin laboratuvarda bakteriyeminin spesifik tanisi, etkenin kan kiiltiirlinde
Uretilmesiyle konmaktadir. Bu tami yontemi halen altin standart olarak kabul
edilmektedir. Kan kiiltiiriinde etkenin saptanabilmesi i¢in en gelismis sistemlerde dahi
belirli bir siireye gereksinim vardir. Siire diginda, 6rnegin alinma zamani, hastalarin
antibiyotik aliyor olmasi, izolasyonlari zor olan bakteriler gibi sebeplere bagl olarak
her zaman etkenin saptanmasinin miimkiin olmamas1 gibi bazi faktorler kan kiltiiri
testlerinin baslica dezavantajlaridir. Bununla beraber kan Kkiltirinde etkenin
saptanarak, duyarlilik testlerinin c¢alisilmas1 yaklasik 2-5 gunlik bir sire
gerektirdiginden, giliniimiizde spesifik etkeni ayni giin icerisinde saptayabilen ve
saptanan etkenin major direng paternlerinin ¢alisilabilecegi molekuler testler de

kullanima sunulmustur (3).

Sepsis tanisinin ivedilikle konup, tedaviye baslanmasi ile prognoz arasinda, erken tani,

erken tedavi, iyi prognoz seklinde bir korelasyon vardir.

Bu c¢alismada sepsisin erken tanisinda mikroarray tabanli bir yontemin rutin kan
kiltirii  yontemleri ile karsilastirllmast ve erken taninin klinige katkisinin

degerlendirilmesi amaglanmaistir.



2. GENEL BIiLGILER

Sepsis Yunanca’da c¢iiriime ve kokusma anlamina gelmektedir. Tarihi olarak sepsis
konakta patojen mikroorganizmanin veya onun biyolojik olarak aktif Grlnlerinin
varligi anlamina gelmektedir. Ates ve hipotansiyon gibi klinik sekellere yol agan
inflamatuar cevabin gelismesinde, olusan bu iirtinler etkilidir (5). Endotel kaybinin

yan1 sira dolagim sistemi fonksiyonlar1 ve hiicre i¢i homeostazis bozulmaktadir.

Sepsis, bir ¢ok sistemi tutan, 6zellikle hemodinamik degisikliklere yol agan, sok, organ
fonksiyon bozuklugu ve organ yetmezligine kadar gidebilen 6ldiiriicii bir enfeksiyon

hastaligidir (3). Organ disfonksiyonu ve 6liim sebebi, hiicre hipoksisi ve apoptozdur.

Sepsise eslik eden klinik tabloyu ilk kez, M.O. 400 yilinda tanimlayan Hippocrates,
“akut bir hastalikta ekstremitelerin sogumasi kotii bir belirtidir” ifadesini kullanmigtir
(1). Bu tamimlamadan yaklasik 24 asir sonra giiniimiizde, sepsis fizyopatolojisindeki
gelismelere karsin, terminolojideki karmaganin siirdiigli gézlenmektedir. 1991 yilinda
Society of Critical Care Medicine ve American Collage of Chest Physicians’in
konsensus toplantisinda enfeksiyon, bakteriyemi, sistemik inflamatuar yanit sendromu
(SIRS), sepsis, septik sok ve multipl organ disfonksiyon sendromuna (MODS) iliskin

evrensel tanimlamalar gelistirilmistir (6).
2.1. TANIMLAR

2.1.1. Enfeksiyon: Mikroorganizmalarin varligina ya da bunlarin normalde steril olan
konak dokusuna invazyonuna karst olusan inflamatuvar yanitla karakterize bir

mikrobiyal fenomendir.



2.1.2. Bakteriyemi: Kanda canli bakterinin bulunmasi durumudur.

2.1.3. Sistemik Inflamatuar Yamt Sendromu (SIYS veya SIRS): Degisik ciddi
Klinik bulgularla kendini gosteren sistemik inflamatuar yanittir. Bu yanit asagidaki

durumlarin iki ya da daha fazlasiyla kendini gosterir:
e Viicut 1s1s1; >38 °C ya da <36 °C
e Kalp hizi; >90 atim/dk
e Solunum sayisi; >20/dk ya da PaC0,<32 mmHg

e Beyaz kiire sayist; >12.000 hiicre/mm?, <4000 hiicre/mm? ya da >%10 immatiir

hiicre formlarinin gorilmesidir.
2.1.4. Sepsis

Enfeksiyona sistemik inflamatuvar cevap sepsis olarak isimlendirilir. Enfeksiyon

sonucu SIRS bulgularinin iki veya daha fazlasinin bulunmasidir.
2.1.5. Agir (ciddi) Sepsis

Sepsis ile birlikte organ fonksiyon bozuklugu, hipoperfiizyon veya hipotansiyonun
bulunmasi durumudur. Hipoperfiizyon veya perfiizyon bozuklugunda, laktik asidoz,
oligiiri veya mental durumda akut degisiklikler bulunabilir. Sepsise bagli hipotansiyon
ise sistolik kan basincinin 90 mmHg’nin altina diismesi veya diger nedenler

olmaksizin, bilinen sistolik kan basincinin 40 mmHg’den daha fazla diismesidir.
2.1.6. Septik Sok

Sepsis bulgularina ek olarak yeterli sivi tedavisine ragmen, hipotansiyon ile birlikte
perflizyon bozuklugu belirtilerinin (laktik asidoz, oligiiri, akut mental degisiklik)
devam etmesi durumudur. Perflizyon bozuklugu belirlendigi zaman inotropik veya
vazopressor ila¢ alanlarda hipotansiyon olmayabilir. Bu hastalar yine de septik sokta

kabul edilir.
2.1.7. Multipl organ yetmezligi (MODS)

Sepsis, septik sok ile birlikte bozulmus organ fonksiyonu, erigkin solunum yetmezligi
sendromu (ARDS), bobrek yetmezligi, karaciger yetmezligi ve yaygin damar igi
pihtilagma (dissemine intervaskiler koagulasyon; DIC) gibi klinik durumlarin

bulunmasidir (6).



ACCP/SCCM uzlas1 konferansindaki (1992) tanimlar {izerinde tartismalar olmasi
sonucunda, sepsis fizyopatolojisini daha iyi yansitan tanimlara ihtiya¢ oldugundan
2001 yilinda ve 2012 yilinda Society of Critical Care Medicine (SCCM), European
Society of Intensive Care Medicine (ESICM), American College of Chest Physicians
(ACCP), American Thoracic Society (ATS) ve Surgical Infection Society (SIS)
katilimiyla uluslararasi sepsis tanimlari konferans: yapilmistir (Tablo 1). 2001
konferans1 sonucunda 1992 tanmimlar1 gegerli olmakla birlikte, O6zellikle klinik
caligmalara aliman hastalar1 daha i1yi tanmimlamak ve siniflamak amaci ile bazi
eklemeler diisiinilmiistir. Ayrica sepsis tani kriterleri arasina C-reaktif protein,
prokalsitonin, laktik asit, kreatinin, bilirubin gibi bir¢ok biyokimyasal 6l¢iitte artisin da
dahil edilmesi Onerilmistir (7). 2012 konferansi sonucunda ise 2001 konferansinda

kabul edilen kriterler lizerinde ufak degisiklikler yapilmistir (8).



Tablo 1. SCCM/ESICM/ACCP/ATS/SIS uluslararasi sepsis tanimlar1 konferansinda
(2012) kabul edilen kriterler (8)

Enfeksiyon
Gosterilmis veya siiphe edilen enfeksiyon ve asagidakilerden bazilari:

Genel parametreler
Ates (viicut 1s1s1 >38.3°C) Veya hipotermi (viicut 1s1s1 <36°C)
Kalp atim hiz1 >90/dk veya yas i¢in normal degerden >2 standart sapma
Takipne >30/dk
Mental durum degisikligi
Belirgin 6dem veya pozitif sivi dengesi (24 saatte >20ml/kg)
Hiperglisemi (diyabetin olmadigi durumlarda plazma glukozu >110mg/dl veya 7,7 mM/I)

Enflamatuvar parametreler
Lokositoz (beyaz kiire sayist >12000/mm°)
Lokopeni (beyaz kiire sayist < 4000/ mm®)
>%10 immatiir formun oldugu normal beyaz kiire sayis1
Plazma CRP’nin normal degerden >2 standart sapma
Plazma prokalsitonin (PCT) degerinin normal degerden >2 standart sapma

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

Organ disfonksiyon parametreleri
Arteriyel hipoksemi (PaO,/F10, <300)
Akut oligiiri (en az 2 saat idrar ¢ikis1 <0.5 mL/kg™h™ veya 45 mM/I
Kreatininde >0,5 mg/dl artis
Koagiilasyon anormallikleri (internasyonel normalizasyon orani (INR) >1.5 veya aktive
parsiyel tromboplastin zaman1 >60 s)
Ileus (bagirsak seslerinin olmamasi)
Trombositopeni (trombosit sayis1 <100000 /mm3)
Hiperbilirubinemi (plazma total bilirubin >4 mg/dl veya 70 mmol/I)

Doku perfuizyon parametreleri
Hiperlaktatemi (>1 mmol/l)
Kapiller dolusta azalma veya deride renk degisikligi




2.2.EPIDEMIYOLOJi

Olgu tanimlarinda farkli kriterler ve hesaplamalarda farkli yontemler kullanilmasi
nedeni ile epidemiyolojide farkli rakam ve oranlarla karsilasilmaktadir. Bununla

birlikte sepsis ve agir sepsis olgularinda bir artis oldugunu sdylemek miimkiindiir (9).

Sepsis insidansinin artiginda rol oynayan faktorler: 1. HIV ile enfekte kisiler, kanserler,
yashilik ve organ transplant hastalar1 gibi sepsise zemin hazirlayan duruma sahip
hastalarin yasam siirelerinde ve insidansinda artis 2. Intravaskiiler kateterler ve iiriner
kateterler gibi tibbi protezlerin kullaniminin artmasi ve 3. Viriilan ve ¢ogul direngli
patojenlerin se¢ilmesine zemin hazirlayan antimikrobiklerin yaygin ve uygun olmayan

sekilde kullanimini igerir (10).

Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’inde her yil yaklasik 500.000 yeni olgu
bildirilmekte olup, kaba 6liim oran1 % 35°tir. Yeni tahminlere gore yilda 751.000 yeni
sepsis olgusunun goriildiigi, 250.000’inin 6limle sonuglandigr diisiiniilmektedir (11).
Sepsis insidansinda ise % 13.7 oraninda artis izlenmistir. Genel niifusa gore
hesaplandiginda 100.000 niifus i¢in 1979 yilinda 82.7 olan olgu sayisi, 2000 yilinda
240.4 olarak bulunmustur (12).

Avrupa’da 2002 yilinda yapilan, 24 iilkeyi ve 198 yogun bakim tiinitesini kapsayan bir
calismada toplam 3147 hasta ¢alismaya alinmis ve sepsis insidanst %37.4 olarak

bulunmustur (13).

Ulkemizde yogun bakim iinitelerinde yapilan calismalarda ise nozokomiyal

bakteriyemi ve sepsis insidansi %7.6 — 17.2 arasinda bildirilmektedir (14-16).
2.3. PATOGENEZ

Sepsis mikroorganizmanin konak defansi ile etkilesimi sonucu olusan karmasik bir
olaydir. Sepsisin siddetini mikroorganizmanin viriilans faktorleri ve konagin immiin

yanit1 belirler. Sepsis i¢in predispozan faktorler Tablo 2° de 6zetlenmistir (3).



Tablo 2. Sepsis olusumunda predispoze faktorler

Konaga ait faktorler

Terapotik faktorler

Altta yatan 6liimciil hastalik
Yas (yenidogan, >65 yas)

Primer hastalik (Siroz, DM*,
KBY**, KKY*** vb.)

Konak savunma
mekanizmalarinin zayiflamasi
(n6tropeni, malignite,
disproteinemiler, kortikosteroid
ve diger immunosupressif
tedaviler)

Genis travma ve yaniklar

Lokal enfeksiyonlar

YBU’nde bakim
Invaziv damar kateterleri

Fazla miktarda parenteral mayi
veya kan ve kan urunleri
verilmesi

Hemodiyaliz

Diger invaziv kateter ve
enstriimantasyonlar (uriner
kateter ve enstrimantasyon,
entubasyon, endotrakeal tip,
mekanik ventilator)

Biiyiik cerrahi girisimler

e Septik abortus, lohusalik

e Yakin gecmiste uygun olmayan
antibiyoterapi

*DM: Diabetes Mellitus
**KBY:Kronik Bobrek Yetmezligi
***KKY:Konjestif Kalp Yetmezligi

Dolasima girerek sepsise neden olan mikroorganizmalar, genellikle damar dis1 bir
enfeksiyon odagindan kaynaklanir. Bazen de enfeksiyon damar ici kateter, septik
tromboflebit, bakteriyel endarterit, endokardit, mikotik anevrizmalar ve damar
greftlerinden kaynaklanabilir (3). Sepsislerde en sik primer enfeksiyon odagini; {iriner
sistem, genital sistem, solunum sistemi, deri ve yumusak doku, karin i¢i ve damar igi

kateterler olusturur.

Toplum kokenli sepsislerde en sik giris kapisi solunum sistemi ve driner sistemdir.
Nozokomiyal sepsislerde en sik giris kapisi intravaskiiler ve triner kateterlerdir.

Yogun bakim iinitelerinde ise nozokomiyal pndmoniler 6n plandadir (3).



2.3.1. Mikrobiyal faktorler

Sepsis etkeni olan bakterilerin ¢ogunlugu endojen floradan kaynaklanmaktadir. Sepsis
ve onun sonucu olarak gelisen klinik tablolarin olusmasinda, bakteriyel invazyon ile
beraber bakteriyel hiicresel yapilarin ve toksinlerin de énemli rolii vardir. Bu hiicresel

yapilar ve toksinler organizmada degisik biyolojik sistemleri aktive eder.

Gram-negatif  bakterilerin hiicre duvarindaki endotoksin, formil peptidler,
ekzotoksinler, proteazlar sepsise neden olurken, Gram-pozitif bakterilerin
ekzotoksinlerinin, enterotoksinlerinin, hemolizinlerinin, peptidoglikanlar ve lipoteikoik
asit yapilarinin immun sistemi uyarabildikleri bilinmektedir. Mantarlarin hiicre
duvarindaki yapisal elemanlar1 (mannan, galaktomannan gibi) ile SIRS sirecini
baslattiklar1 tahmin edilmekle birlikte, fungal enfeksiyonlar da sepsise neden

olabilmektedir (17,18).

Bakteriyel endotoksinler arasinda etkisi en iyi bilinen yap1 Gram-negatif bakterilerin
dis membraninin bir bileseni olan lipopolisakkarit (LPS) yapisindaki endotoksinlerdir.
LPS monosit, makrofaj ve nétrofillerin yuzeyindeki CD14 reseptérlerine baglanarak
aktive olmalarin1 saglar. Boylece inflamatuvar mediyatdrlerin salinimina neden olarak
sepsis tablosunu olusturur. Lipopolisakkarit CD14 pozitif olmayan hiicreleri de aktive
edebilir (18). LPS’ in konakg¢1 hiicreleri ile etkilesmesi sonucunda kompleman ve
koagiilasyon sistemi aktive olur (19). Aym1 zamanda monosit, makrofa; ve diger
hiicreler tarafindan sitokinlerin tiretimi ( IL-1, IL-6, IL-8, TNF-0a, PAF gibi ) , bunlarin
da prostaglandin ve lokotrienlerin iiretimini uyarmast da LPS’ lerin konakgiyla

etkilesimi sonucu gerceklesir.

Endotoksin disinda diger baz1 bakterilerde bulunan toksinler, Gram-pozitif bakteri ve
mantar hiicre duvar yapilari ve viriisler de sepsis kaskadini baglatabilme potansiyeline

sahiptirler.

Gram-pozitif bakterilerde endotoksin mevcut degildir. Gram-pozitif bakterilerde
bulunan ekzotoksinler siiperantijen 6zelligi gosterip, ayrim yapmadan MHC (major
histokompatibilite kompleksi ) Class Il ile ve T-lenfosit 10 reseptéri (TCR) Vb
alaninin kisith bir boliimilyle baglanabilmektedir (18,20). Gram-pozitif bakteriler
hiicre duvar1 komponentlerinden peptidoglikanlar ile tanimlanirlar ve bakteri toksinleri
(ekzotoksinler) aciga cikartirlar. Gram-pozitif ya da negatif sepsis klinik olarak
birbirinden farkli degildir.



2.3.2. Konaga ait faktOrler

Enfeksiyona kars1 konagi koruyan savunma mekanizmalar1 kisaca anatomik bariyerler,
hlcresel immunite, spesifik ve nonspesifik humoral immunite olup bunlardan birinin
dahi bozulmasi, lokal ve sistemik enfeksiyona sebep olabilir. Konagin sepsise cevabi
mikrobiyal sinyal molekulleri, lI6kositler, humoral mediyatorler ve vaskiler endotel

arasindaki kompleks olaylardan olugmaktadir (19).
2.3.3. Medyator salinimi

Lipopolisakkarit reseptOriiniin tanimlanmasina kadar Gram-negatif bakterilerin septik
cevabi nasil baglattiklar1 anlasilamamisti. Giliniimiizde bu olaym lipopolisakkarit

baglayici protein (LBP) ve opsonik reseptor olan CD14’e bagli oldugu anlagilmustir.

Dolasimda bulunan LPS, LPS-baglayici protein ile kompleks olusturur. LPS-LBP
kompleksi kendisi icin reseptor olan CD14’e tutunur (20). Mikroorganizmalardaki
patojen ile iligkili molekiiler paternler, basta antijen sunan hiicreler olmak iizere dogal
immiin sistem igerisinde yer alan hiicrelerin yiizeyinde bulunan, patern taniyan
reseptorler (pattern recognition receptors [PRRs]) olarak adlandirilan reseptorler
tarafindan taninir (21,22). Ve dogal immiin cevap olusur. PRR’ler yapisal olarak farkli
proteinler olup birkag reseptor ailesini (Toll-like reseptor, kollajendz lektinler)
meydana getirirler. Hicre iginde CD14 yoklugunda, LPS’ye karsi hiicresel yanit
transmembranda bulunan Toll-like reseptér’e baglidir. TLR, sitokin ve diger

medyatdrlerin sentez ve salinimina onciiliikk eden sinyal yollarini uyarir.

TLR’ler sonunda nuikleusa nukleer faktor kappa B (NF-xB) translokasyonu ile

sonuclanan intrasitoplazmik sinyal sistemini baslatir (22).

Insanda giiniimiize kadar TLR’lerin 10 tipi tanimlanabilmistir (20). Immiin sistem
hiicreleriyle birlikte epitel, endotel, kalp kas1 ve yag hiicresi gibi ¢esitli hiicrelerin de
patojenleri TLR’ler araciligiyla tanidigi gézlenmistir. Bunun yaninda farkli mikrobiyal
yapilarin, farkli TLR’lere baglandigi bilinmektedir. Toll-like reseptor-2 (TLR-2)
Gram-pozitif bakterilerin peptidoglikanini, lipoteikoik asidini, TLR-4 Gram-negatif
bakterilerin lipopolisakkaridini tanidigi biliniyor (20,21). TLR-2 veya TLR-4’ln
mikroorganizmalarin epitoplarina baglanmasi hiicre i¢i sinyal iletim yollarini uyararak
sitozolik NF-kB’nin aktivasyonuna neden olur. Aktive NF-kB sitoplazmadan niikleusa

giderek TNF-a ve IL-1B gibi proinflamatuvar sitokinlerin ve IL-10 gibi anti
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inflamatuvar sitokinlerin transkripsiyonunu artirir. TNF-a ve IL-1f adaptif immiin

cevabi aktive eder. Ancak konakta direkt ve indirekt hasara da neden olurlar (20,22).
2.3.4. Fosfolipid Kaynakh Medyatorler

Bu medyatorler otokoidler veya kisa siireli lokal hormonlar olarak da bilinen
inflamasyon ve hemostazda gorevli metabolitlerdir. Arasidonik asit bir poliansatiire
yag asidi olup hiicre membran fosfolipidlerinin fosfolipazlarla yikilmasi sonucunda
olusur. Olusan arasidonik asitin metabolizmas1 lipoksijenaz ve siklooksijenaz olmak

uzere iki yol izleyebilir.

Lipoksijenaz ile olusan {irlinler l6kotrienlerken, siklooksijenaz ile olusan iiriinler
prostaglandinlerdir.  Lokotrienlerden LTC,, LTD4, LTE,; vazokonstriksiyon,
bronkospazm, permeabilite artis1 yaparken LTB,; kemotaksiste gorev almaktadir.
Prostaglandinlerden olan prostasiklin (PGl,) trombosit kiimelenmesini inhibe ettigi
gibi vazodilator etki de gosterir. Tromboksan (TXA;) ise vazokonstruktif etkili olup
trombosit kiimelenmesini indikleyici etki gosterir. PGD;,, PGE;, PGF,’ nin etkileri

ortak olup vazodilatasyonla 6deme neden olurlar (19).

Trombositleri aktive eden faktér (PAF), fosfolipid kdkenli diger bir medyatordiir.
Trombositlerin aktive olmasimi saglarken vaskiiler permeabiliteyi artirir. Lokosit
agregasyonunu, adezyonunu, kemotaksisi uyarip diger medyatdrlerin salinimina

neden olur.
2.3.5. Vaskiler Endotel Aktivasyonu

Normal sartlarda endotel antikoagulan ve antitrombotik 6zelliklere sahiptir. Bu
Ozellikleri doku faktorl inhibitorleri, nitrik oksit, prostosiklin ve trombomodilin
salinimi ile gergeklesir. Sepsis gelistiginde ise inflamasyonun kaynagi ve hedefi haline
gelir. Medyatorlerin asir1 salinimi sonucunda endotelde hasarlanma meydana gelir.

Boylelikle sepsisin klinik bulgular1 ve komplikasyonlart olugsmaya baslar (20).
2.3.6. Sitokinler

Sepsiste ilk salinan proinflamatuvar sitokin TNF-o (Ttimor nekroz faktor) *dir. TNF-a
sepsiste olaya katilan pek c¢ok sitokinden sadece birisidir. IL-1p sepsisin
agirlasmasinda rol almakta olup TNF-o ile biyolojik olarak baglantilidir. Iki sitokin
sinerjistik etkiyle inflamasyonu artirarak klinik bulgularin biiyiik kisminin ortaya

¢ikmasina neden olurlar (20).
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Proinflamatuvar sitokinler notrofiller ve endotel hicreleri Gzerindeki adezyon
molekiillerinin ekspresyonunu uyarir. Sitokinler ndétrofil, monosit, makrofa; ve
trombositlerin endotel hiicrelerine baglanmak iizere aktivasyonunu saglar (21). Bu
hiicrelerden salinan medyatorler endotel hiicrelerinde hasara yol acarak vaskiiler
permeabilitenin artmasina neden olurlar. Bu permeabilite artis1 ile protein igerigi bol
mayi akciger ve diger dokularda toplanir. Saglam endotel ylizeyinin sagladigi
prokoagiilan ve antikoagiilan dengesi sepsis olusmasi ile bozulur ve boylelikle
sitokinler koagilasyonu da uyarir. Sepsiste aktive endotel hiicrelerinin sentezledigi
potent bir vazodilator olan nitrik oksit septik sokta anahtar bir medyator olarak rol

oynar. IL-10 makrofajlar1 inaktive eder, antiinflamatuvar etkisi de mevcuttur (21,22).

TLR’lerin aktivasyonuyla sinyalizasyon kaskadi baslar ve NF-«B aktive olur. Bu
aktivasyonla birlikte TNF-o, IL-1, IL-6 ve IL-12 ile IL-8 gibi proinflamatuvar
sitokinler salinir (22). Yapilan arastirmalar, TNF-a, IL-1, IL-12, IL-6, IL-8 ve IFNy 'y1
genellikle proinflamatuvar sitokinler olarak agiklarken, IL-4, IL-13 ve IL-10'u da

antiinflamatuvar etkili sitokinler olarak agiklamaktadir.
2.3.7. Kompleman Sistemi

Bakterinin plazma ile temasi, patojen yiizeyindeki kompleman sistemlerinin aktive
olmasina neden olabilir. C3a ve C5a endotelyal doku uzerine etkili aktive kompleman
komponentleridir. Bunlardan &zellikle C5a, lizozomal enzimlerin ve toksik oksijen
radikallerinin salinmasina ve damar duvarinin hasara ugramasia sebep olmaktadir.
C5a’ya cevap olarak damar boyunca polimorf niveli l6kositlerin migrasyonu ve
vaskiiler permeabilite artisina bagli olarak damar disina sizintt da gergeklesir.

Boylelikle vaskiiler mikrotrombiis olusmasi kolaylasmaktadir (17,22).
2.3.8. Koagulasyon Faktorleri

Viicudumuzda yaklasik 1000 m2’lik yiizeye sahip olan endotel ¢ok dinamik bir organ
olup, kan ile doku arasinda bir yiizey meydana getirmektedir. Normal sartlarda endotel
tromborezistandir. Antikoagiilan 6zelligi, endotel hiicre ylizey proteinleri ve salinan
antikoagiilan molekiillere bagh olarak gerceklesir. Glnlimuzde kabul goéren endotel
hiicrelerinin doku ile kan1 birbirinden ayirmasi yaninda, damar tonusu, koagiilasyon ve

inflamasyon cevabinin regiilasyonunda da dnemli bir gorev aldigidir (23).
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Sepsiste inflamasyon, koagiilasyon ve fibrinoliz arasindaki iligkinin anlasilmasiyla
birlikte hemostatik dengenin bozulmasi ve yaygin damar i¢i koagiilopatinin organ
disfonksiyonu ve yetersizliklerinde rol almasinin bulunmasiyla, hem sepsis

patofizyolojisi hem de tedavisinde yeni bakis agilari ortaya ¢ikmustir (24).

Sepsiste koagiilopatinin olusmast mikroorganizma ve toksinlerinin direkt etkisiyle, ya
da TNF-a, IL-1 gibi sitokinlerin indirekt olarak endoteli hasarlamasiyla baslamaktadir.
Bu hasarla subendotelyal doku etkilenir ve kollajenaz salinir. Sepsiste doku faktoriine
bagl olarak faktér VII ‘nin aktive olmasiyla ekstrensek koagiilasyon baslar (24,25).
Endotoksin, TNF-a, IL-1B ve diger endojen mediyatorler koagiilasyon sisteminin
aktivasyonuna neden olur. Hageman faktori (Faktér XII)’nin aktivasyonu sonucu
plazminojen plazmine donusir ve intrensek koagilasyon tetiklenir. Sonugcta tiketim
koagulopatisi (DIC-dissemine intravaskiiler coagiilopati) gelisebilir ve spontan

kanamalara sebep olabilir.

Normal sartlarda asir1 koagiilasyon, antitrombin (AT III), trombomodiilin, Protein C,
Protein S ve doku faktor yolu inhibitorii (TFPI) gibi bazi tabii antikoagulanlarla
onlenmektedir. Sepsiste endotel hasarindan dolayr trombin olusmasi yaninda
trombomodilin ve endotel protein C reseptéri (EPCR) fonksiyonu bozulur ve bundan
antikoagulan sistem de etkilenir. Boylece koagulasyonun aktive olurken fibrinoliz de
inhibe olur. Sepsiste tiikketim artig1 ve yapimdaki azalma nedeniyle Protein C ve AT III
seviyesi diisiis gosterir. Boylece prokoagiilan ve antikoagiilan denge bozulur,

prokoagulan aktivite 6n plana ¢ikar (24,25).

Fibrinolitik aktivitede artis olup, koagiilasyon sisteminin aktivasyonu ile
mikrotrombiisler olusur. Bu mikrotrombiisler, kan akisinin azalmasina neden olarak
yasamsal organlarda disfonksiyona neden olur. Sok ile birlikte kontrol edilemeyen
koagulasyon aktivasyonu, tromboz, trombosit ve koagulasyon faktérlerinin (Faktor 11,
V, VII) tiketimi ile sonuclanan DIC tablosu meydana gelebilir. Bu tablo kendini cilt
ve mukoza kanamalar1 ile gostermektedir. DIC, sepsisli hastalarda prognozun koti
oldugunun isaretidir. Sepsisli hastalarda mortalite DIC gelisenlerde %77 iken,

gelismeyenlerde %32 olarak ifade edilmektedir (3,24).
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2.3.9. Apopitozis

Sepsiste organ disfonksiyonlar1 ve oliimden, hiicre hipoksisi ve apopitoz (programli
hiicre 61imi) sorumlu goriilmektedir. Intestinal epitel hiicreleri gibi hizli prolifere olan
hiicre popiilasyonlarin1 selektif olarak smirlayan fizyolojik bir mekanizma olan
apopitozis sepsiste hizlanmaktadir. Endotoksin, sitokinler ve reaktif oksijen tiirleri gibi
cesitli inflamatuvar medyatorler ile temas eden parankimal ve endotelyal hiicreler stres

gen ekspresyonu yaparak, hizlandirilmis apopitozis ile yok edilmeye baslar (3,24).
2.4. ETYOLOJI

Sepsise neden olan mikroorganizmalarin sikligi, sepsisin hastane i¢i ya da hastane

disinda gelismis olmasina gore degisiklik gosterir.

Toplumda kazanilmis sepsis olgularinda en sik rastlanan etken mikroorganizmalar;
Escherichia coli, Streptococcus pneumoniae ve Staphylococcus aureus’tur. Hastane
kaynakli sepsise neden olan mikroorganizmalar ise yillara gore bazi degisiklikler
gostermistir. Antibiyotiklerin kullanim alanina girmesinden 6nceki 1950°li yillarda
Gram-pozitif bakteriler 6n sirada olup siklikla S. aureus ve Streptococcus pyogenes
etken olarak saptaniyordu. Ancak antibiyotiklerin kullanima girmesi ile Gram-negatif

bakteriler gittik¢e artan oranda sepsis etkeni olarak izole edilmeye baslanmistir (3,25).

Son 10 yilda Gram-pozitif bakterilerin sepsis etkeni olarak izole edilme oranlari
artmaktadir. Ozellikle stafilokok kaynakli sepsislerin goriilme sikligindaki artis dikkati
cekmektedir (12,26).

Farkli ¢alismalarda, sepsislerin %20-64" (inde Gram-negatif bakterilerin etken oldugu,
%27-74’Unde Gram-pozitif bakterilerin etken oldugu, %15 ve daha az oranda ise
polimikrobiyal etken izole edildigi goriilmiistiir (25).

Gram-negatif bakteriyel sepsislerde en sik etkenler, siklik sirasina gore; E. coli,
Enterobacter spp., Pseudomonas spp., Proteus spp., Acinetobacter spp. ve Klebsiella
spp. ile diger nadir Gram-negatif bakterilerdir. Gram-pozitif bakteriyel sepsislerde ise;
koagulaz negatif stafilokoklar (KNS), S. aureus ve enterokok tiirleri en sik etken

olarak izole edilmektedir (3).

Sepsis olgularinda en sik izole edilen anaerop ectken Bacteroides fragilis ve

Fusobacterium tiirleridir. Diger anaeroplara daha az siklikla rastlanir (3).
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Mantarlardan Candida tiirleri, sepsis olusturan etkenler arasinda bakterilerden sonra
izole edilen mikroorganizmalardir. Hastanede yatis siiresi uzamis, genis spektrumlu
antibiyotik kullanan, yogun bakimda tutulan, nétropeni, diyabet gibi ek faktorlerin
bulundugu olgularda daha sik goriilmektedir. Etkenler basta C.albicans olmak Uzere,
C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei ve C. kefyr olarak siralanabilir.
Candida disinda Trichosporon tirleri de sepsis etkeni olarak izole edilmektedir. Kuf
mantarlarindan basta Aspergillus turleri olmak tizere, Zygomycetes ve Fusarium tirleri

sepsis etkeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir (27).
2.5. HASTANE KAYNAKLI BAKTERIYEMI

Hastaneye yattiktan 48-72 saat sonra ortaya ¢ikan bakteriyemilerdir. Hastane kaynakli
bakteriyemi, hastane enfeksiyonlar1 arasinda mortalitesi en yiiksek olan ve invaziv
girisimlere paralel olarak sikliginda artis saptanan enfeksiyon tiirleridir. Her yil
ABD'de 250.000 insanin yagsamiyla sonlanan 6nemli mortalite nedenidir. Nozokomiyal
bakteriyemiler ¢ogunlukla kateter kullanimu ile iliskilidir. Uriner kateter kullanimi da

sorumlu tutulur.
Hastane kaynakl1 bakteriyemiler primer ya da sekonder gelisebilir (28).
2.5.1. Primer bakteriyemi

Pozitif kan kultlri elde edildigi zaman, hastada ayni bakterinin iretildigi bagka bir
anatomik odagin bulunmamasi durumu primer bakteriyemi olarak tanimlanir. Bu
hastalar klinik olarak bakteriyemi bulgularin1 tasiyan ve Kkiiltiir sonuglar
kontaminasyon olasilig1 disinda bulunan hastalar1 kapsar. Ates (>38°C), titreme ve
hipotansiyon gibi bulgulardan en az biri bulunmalidir. Bakteri kan kiiltiiriinden izole
edilmis olmali ve bu patojen viicudun bir baska bolgesinde enfeksiyon etkeni olarak
sorumlu tutulmamalidir. izole edilen bakterilerin deriden kontamine olan bakteriler de
olabilecegi goz ardi edilmemelidir. Deride kolonize olabilen birgok bakteri kiltirde
kontaminasyon ya da gergek etken olarak karsimiza ¢ikabilir. Deri ve ¢evreden en sik
bulasabilen mikroorganizmalar; koagiilaz negatif stafilokoklar, difteroidler, Bacillus

spp., Propionibacterium spp., ve Micrococcus tirleridir (29)
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2.5.2. Sekonder bakteriyemi

Viicudun herhangi bir anatomik yerindeki enfeksiyon odagindan kaynaklanan
bakteriyemilerdir. Laboratuvar olarak, enfeksiyon odagindan alinan kiiltiirde ve kan
kiiltiirlerinde ayn1 bakterinin izole edilmesi ile tan1 konur. Damar ici kateter yerinde
piiriilan tromboflebit olmasi ya da kizariklik, hassasiyet, piiriilan akinti ile karakterize
lokal kateter enfeksiyonlar1 sonucunda gelisen bakteriyemiler sekonder bakteriyemi
olarak degerlendirilmektedir. YBU hastalarinda yaygin olup, mortalite ve morbidite ile

yakindan iligkilidir (29).
2.6. KLINIiK BELIiRTi VE BULGULAR

Sepsis evresine gore klinik belirti ve bulgular degismektedir. Ates veya hipotermi,
lisime ve titreme, tasikardi, hiperventilasyon, deri lezyonlari, suur degisikligi

gorulebilmektedir.

Bu belirti ve bulgular1 olan hastalarin kan kiiltiirii ve varsa enfeksiyon odagindan
kiiltiir Ornekleri alinmali, uygun tedavi baglanmalidir. Sepsisli hastalarin biiyiik
cogunlugunda ates ile beraber titreme de gozlenmektedir. Hipotermi sepsiste koti
prognozun isaretidir. Sepsise bagli hipotermi, bebeklerde, ileri yaslarda, iremi veya
alkolizm gibi altta yatan kronik hastalig1 olan hastalarda goriilmektedir. Notropenik ve
immiin yetmezIlikli hastalar sistemik enfeksiyona yatkindirlar. Bu hastalarda ates
goriilmeden sepsis gelisebilmektedir. Hipotansiyon, oligiiri, trombositopeni ve
kanamanin gozlenmesi sepsisin komplikasyonlar1 olarak karsimiza ¢ikar, bu hastalarin

sepsis yonlnden degerlendirilmesi gerekmektedir (30-32).

Hiperventilasyon, sepsisin en erken belirtisi olabilmektedir. Yogun bakim iinitelerinde
takip edilen hastalarda hiperventilasyon ve respiratuvar alkaloz gézlenmesi, ilk planda
sepsisi diistindiirmelidir (32). Merkezi sinir sistemi tutulumu olmaksizin mental
degisikliklerin olmasi1 sepsiste Onemli bir bulgudur. Oryantasyon bozuklugu,
konfuzyon, laterji, ajitasyon ve suurda kiintliikk seklinde klinik tablo ortaya g¢ikabilir
(32,33).

2.6.1. Sepsiste Organ Yetmezligi

Sepsiste olayr baglatan neden mikroorganizmalar veya toksinleri olsalar da,
organizmanin asirt yaniti, yaygin inflamasyon, ¢ogul organ disfonksiyonu ve organ

yetersizlikleri ile klinik tablo olusur. Sepsiste birgok organda patolojik degisiklikler
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goriilebilir. En fazla organ hasar1 akcigerler, karaciger, bobrekler, kalp ve
bagirsaklarda goriiliir. Bu degisiklikler, bakteriyel invazyon, bakteriyel toksinler ve
enzimlerin direkt etkisi, medyatorler araciligi ile olusan etki, perfiizyon bozuklugu ve

DIC sonucu gelisen patolojik degisikliklerdir.

Histopatolojik degisiklikler; konjesyon, 6dem, fibrin trombiisleri, hemoraji ve nekroza
kadar giden lezyonlarla karakterizedir. Otopsi ¢alismalarinda akcigerlerden sonra en
sik gastrointestinal sistemde lezyon varligi gosterilmistir. Karaciger biyopsilerinde
intrahepatik kolestaz ve minimal hepatoselliiler nekroz gosterilmistir. Bobrekteki

hasara bagli azotemi, akut tiibiiler nekroz, bobrek yetmezligi gelisebilir (34).
2.7. SEPSIS TANISI

Sepsis tanis1 koyduran spesifik bir test yoktur. Hastalardan dikkatli anamnez alinmasi
ve klinik belirtilerin iyi degerlendirilmesi ile tan1 konulur. Oncelikli olarak hastada
sepsise predispozan faktorler degerlendirilmelidir. Hastaya uygulanmis cerrahi
mudahaleler, transplantasyon, immiinsupresif tedavi, kemoterapi alim1 gibi durumlar
ve seyahat dykiisii arastirilmalidir. Immunsuprese, nétropenik hastalarda inflamatuvar

cevap Yyetersizdir.

Endurasyon, fluktliasyon, lokal 1s1 artis1, reaktif lenfadenopati ve eksudasyon gibi
bulgular gozlenmeyebilir. Bu nedenle bu hastalarda primer enfeksiyon odaginin
belirlenmesi ve sepsis tanisi oldukca zordur (30-32). Fizik muayene dikkatli yapilmali,
semptom ve bulgular ¢ok iyi degerlendirilmelidir. Tanmi laboratuvar bulgular ile

desteklenmelidir.
Sepsis tanisi iki baglik altinda incelenmektedir:
2.7.1. Ayiric1 tamda kullanilan testler

Sistemik inflamatuar yanit sendromu (SIRS) olusturan hastaliklar ayirict tanida
distintilmelidir. Akut pankreatit, multiple travmalar, yanik, vaskiilitler, pulmoner
emboli, miyokard enfarktisu, diabetik ketoasidoz, akut adrenal yetmezlik, masif
aspirasyon ve atelektazi, malign hipertermi, timor lizis sendromu, subaraknoid
kanama ve akut DIC nedenleri sepsis ile karigsabilecek tablolarin baslicalaridir (3,31).
Hematolojik olarak saptanan bulgular genellikle l6kositoz ve sola kayma olarak

3

goriiliir. Lokosit sayisi ¢ogu zaman 12000/mm” Ustinde seyretmekle birlikte bazen

16komoid reaksiyon goriilebilir ve 1kosit sayist 50-100 bin/ 19 mm? kadar ulasabilir.
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Bunun yaninda I6kosit sayisiin 4000/mm® altma indigi 16kopeni de goriilebilir.
Ozellikle yenidoganlarda, yashilarda ve diger kemik iligi rezervi yetersiz olan

hastalarda I6kopeni goralir.

Sepsiste eritrosit yapimi ve serum demiri azalir. Sepsis tablosu uzun siirmezse anemiye
sebep olmaz. DIC gelisen hastalarda, tan1 koyduracak spesifik bir test yoktur. Bu
ylizden tanmida birden c¢ok testten yararlanilir. Trombosit sayisinda hizli diisiis,
protrombin zamani ve aktive parsiyel tromboplastin zamaninda uzama, fibrin yikim
tirtinlerinde artis, koagllasyon inhibitorlerinin (‘antitrombin 111 ve protein C ) azalmasi
DIC tanist koydurur (3,33,34)

Kan gaz1 takibi sepsiste dnemli olup, erken donemde respiratuvar alkaloz hakimken
genellikle sonrasinda metabolik asidoz gelisir. Kan Ure azotu ve kreatinin seviyesinin
artis1 sik rastlanan bir durumdur. Sepsiste azotemi ve oligiiri genellikle akut tiibiiler
nekroz nedeniyle geligir. Sepsisli hastalarda karaciger fonksiyon testleri de bozulur.
Ancak hepatobiliyer sistem tutulumu olmadan da bu durum gergeklesebilir. Ozellikle
direkt biliriibin artis1 ile beraber hiperbiliiribinemi, alkalen fosfataz ve transaminaz

seviyelerinde orta derecede artis gézlenir (36,37).

SIRS’1in enfeksiydz ve nonenfeksiydz nedenlerini ayirt edebilmek icin c¢esitli
laboratuvar testleri giindeme gelmistir. Prokalsitonin (PCT), C-reaktif protein (CRP),
TNF-0, soluble tiimér nekrozis faktor reseptorleri, IL-1, IL-1 reseptor antagonisti, 1L-
6, IL-8, E-selektin, soluble interseliler adezyon molekilu 1, protein C, 16kosit elastaz,
granulosit koloni stimilan faktér (G-CSF), kompleman 3a, eritropoetin, serum amiloid

protein, neopterin, plazma nitrit/nitrat konsantrasyonu bunlarin baslicalaridir (3).

Bunlar igerisinde SIRS’1n enfeksiydz ve nonenfeksiyoz nedenlerinin ayriminda PCT

ve CRP daha yararli bulunmustur (38,39).

CRP, baslica karacigerde sentezlenen, IL-6, IL-1B ve TNF-a uyarisiyla salgilanan,
ozellikle bakteri eradikasyonunda ¢ok dnemli islev goren bir akut faz proteinidir. Uyar1
sonrasi ortalama dort-alt1 saat sonra salgilanmaya baslamakta ve 36-50 saatte en (st
diizeye ulagmaktadir. Sepsis tanisinda CRP sinir degeri olarak 50-100 mg/L (zeri
kullanilmis fakat kesin bir sinir deger tanimlanmamistir. Sepsis tanisinda duyarlilik
%68-98.5 arasinda, Ozgiillik %40-78 arasinda bulunmustur. Tek bir ol¢iimle sepsis
tanis1 konulmasinin giivenilir bir parametre olmadig1 ve sepsis prognozu konusunda da
yeterli bilgi vermedigi sonucuna varilmistir. Ge¢ donemde artmasi nedeniyle sepsis
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gibi ¢ok dinamik bir siirecte faydali olmayacagi, sepsis dist bir cok nedende
yiikselebilmesi (travma, yanik, cerrahi) nedeniyle dzellikle YBU hastalarinda sepsis

tani testi olarak kullanilamayacagi sonucuna ulasilmistir (40).

Prokalsitonin (PKT), normalde tiroid C hiicrelerinden salgilanan kalsitoninin
propeptididir. Normalde plazmada 5-50 pg/ml gibi ¢ok diisiik miktarlarda bulunur.
Bakteriyel lipopolisakkarid uyarist ile mononiikleer hiicrelerden ve TNF-a, IL-6
uyarisi ile karaciger hiicrelerinden sentezlendigi sanilmaktadir. Uyaridan {ig-dOrt saat
sonra artig baglar ve pik degere yaklasik alti saatte ulasir. Yarilanma omrii, 25-30
saattir. Bobrek yetmezliginde bu siire %30 kadar uzamaktadir. Viral enfeksiyonlar,
inflamatuvar olaylar ve lokalize bakteriyel enfeksiyonlar hafif artisa yol acarken
sistemik bakteriyel enfeksiyonda artmaktadir. Sepsis icin tan1 koydurucu sinir deger
tam olarak olusturulamamistir. Hasta gruplar1 ve simir deger farkliliklarindan dolay1
yapilan calismalarda sepsis tanisinda PKT duyarlilign %65-97, ozgilligi %48-94
arasinda bulunmustur (40). Yogun bakimda, yenidogan sepsisinde basarili oldugu

diistiniilmektedir (41).

Bir¢ok calismada CRP ve PKT kiyaslandiginda sepsisin agirligt ve prognozunu
gostermek acisindan PKT daha basarili bir parametre olarak tanimlanmistir. Simon ve
arkadaglar1 yaptiklar1 metaanaliz sonucunda, hastaneye yatirilan hastalarda bakteriyel
enfeksiyonlarin tanisinda PKT seviyesi 6l¢iimiinii CRP 6l¢timiine kiyasla daha basarili

bulmuglardir (42).
2.7.2. Sepsis Etkenini Tanimlayici Testler
2.7.2.1. Kan kaltaru

Sepsisin etiyolojik tanis1 primer enfeksiyon odagindan yapilan kiiltiir ve kan kiiltiirleri
ile konur. Hastalarda belirlenebilen bir enfeksiyon odagi varsa, oradan alinan
materyalden yapilan preparatta veya kandan hazirlanan “buffy coat” preparatinda,
Gram boyama ile etken gosterilebilir. Sepsis tanist i¢in altin standart etkenin kan

kaltarande Uretilmesidir (3).

Kan kiltiirii alirken; dogru yerden, dogru zamanda, dogru teknikle, yeterli miktarda
ornek alinmali, laboratuvara dogru kosullarda ulastirilmalidir. Hastalarda ates piki
tahmin edilemediginden semptomlar baslar baslamaz (ates, lisiime vb) kan kiiltiirleri

alabilir. Ates yoklugunda; lokal enfeksiyonu olan hastalardan (pndmoni, menenjit,
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osteomyelit gibi), bobrek yetmezligi ve agiklanamayan 16kositozu olan hastalardan,
immiin sistemi bozulmus veya yogun bakim altindaki hastada aciklanamayan
pulmoner, renal veya hepatik fonksiyon bozuklugu, agiklanamayan hemodinamik

bozukluklari olan hastalardan kan kiiltiirii alinabilir (43).

Kan kiiltiirleri, aseptik kosullarda ve antibiyotik verilmeden 6nce, degisik venlerden en
az li¢ set alinmali, aerop ve anaerop kosullarda inkiibe edilmelidir (1). Optimal sonug
icin iki kan kiiltiir seti arasindaki siirenin 30-60 dakika olmasi tavsiye edilmektedir.
Kan kiiltiirii  6rnegi alimirken, kontaminasyon nedeniyle olusabilecek yanlis
pozitiflikleri onlemek icin cilt antisepsisine dikkat edilmesi gerekmektedir. Cilt
florasinda yer alan KNS gibi mikroorganizmalar kateter ile iligkili bakteriyeminin de
etkeni olabileceginden; Ozellikle vaskiiler kateteri olan hastalarda izole edildiginde
bunlarin etken veya kontaminasyon olduguna karar vermek zor olabilmektedir (44).
Kontaminasyon, etkeni yanlis tanimlamaya yol agabilecegi gibi, yanlis bakteriyemi
tanisina ve buna bagli gereksiz antibiyotik kullanimina, yatig siiresinde uzamaya ve

ciddi maliyet artisina neden olmaktadir (45).

Her ne kadar giinlimiizde gelismis kan kiiltiirii sistemleri antibiyotiklerin etkilerini
azaltacak sekilde diizenlenmisse de, kan 6rnegi almadan 6nce antibiyotik kullanilmasi
yanlis negatif sonuglarin alinmasina neden olabilmektedir. Serody ve ark. (46)
yaptiklar1 c¢alismada, kemik iligi transplantasyonu sonrasi febril notropeni gelisen
hastalarda, ates baslangicinda kan kiiltiirii pozitifligini %11, parenteral antibiyotik

baslanmasindan sonra ise %#4.6 olarak bulmuslardir.

Kan kalturd  sistemleri ile tiim sepsis olgularinda etken mikroorganizmalar
tiretilememektedir. Hastalarin yasina, immiin durumuna, yattigi boliime gore sepsis
siipheli hastalarda kan Kkiiltiirinlin duyarlili@ ile ilgili ¢ok farkli sonuglar elde
edilmistir. Son yillarda, sepsis siipheli degisik hasta gruplarinda yapilmis olan
caligmalarda kan kiiltiirii pozitifliginin %50’yi pek asamadig goriilmektedir (47, 48).

Uremeyi etkileyen en 6nemli faktorlerden bir tanesi de aliman kan miktaridir. Kanin
igerisinde bazi inhibitér maddeler vardir bu ylizden besiyeri kan orani onemlidir.
Eriskinlerde her bir kan kiiltiirii sisesi i¢in 8-10 ml 6rnek alinmasi gerekir. Pediatrik
yas grubunda ise, erigkinlere gore daha diisiikk miktarda kan alindigindan, diisiik bakteri

yiikii nedeni ile kan kiiltiiriiniin duyarlili§inin daha da azaldig bildirilmistir (49).
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Modern kan kiiltiiri sistemleri ile kiiltiir sisesinde liremenin oldugunu isaret eden
pozitif sinyal, ekim sonrasi ortalama birka¢ giin sonra almabilmektedir. Ureme

olmadigini anlamak i¢in ise en az 5 giin beklenmesi gerekmektedir (50).

Etken olan mikroorganizmalar, olgularin %90’inda kan kiiltiirii sistemlerinde ilk 48
saat i¢inde pozitif lireme sinyali alinmasina neden olmaktadir. Ancak pozitif sinyal
sonrasi tretilen mikroorganizmanin identifikasyonu ve antibiyogrami i¢in ek olarak
birkac giin daha gerekmektedir. Bu nedenle mevcut kan kaltlra sistemleri, prognostik
Oonemi olan erken tedavi yonetiminin de yapilabilmesine yeterince olanak

saglamamaktadir (50).
Kan kiiltiirii icin kullanilan yontemler

Manuel yontemlerde: Laboratuvarda hazirlanmis ya da ticari olarak satilan agzi
kapali, igerisinde tripticase soy, brain-heart inflizyon ve columbia besiyerleri gibi olasi
etkenlere en kisa siirede ulasmak amaciyla kullanacak zengin vasatlar igeren siseler
kullanilir. Bazi siseler hem sivi hem de kati kisimlari igerir (bifazik). Giinliik
izlemlerle bulaniklik olusumu, kanin hemolizi, siv1 ya da kat1 besiyerinde iiremelerin
gozlenmesi gibi lireme izlemi yapilir. Ayrica kor pasajlar ile lireme takibi yapilabilir.
Is yogunlugunun yiiksek oldugu laboratuvarlarda tek siselerin siirekli izlemleri ve

pasajlar1 sorun olmaktadir (43).

Otomatize sistemler: Bilgisayar destegi ile farkli iireme indikatérlerinde meydana
gelen degisimlerin izlenmesi esasina dayanir. Inkiibatdr ve siirekli calkalama prensibi
ile sigeler siirekli takip edilir. Sise icerisindeki O, miktarinin azalmasi veya CO;
miktarinin artmasiyla degisen kolorometrik veya florometrik Ol¢iimler saglanir. Bu
sistemlerde siirekli izleme nedeniyle kan kiiltlirlerindeki pozitifligin daha erken

dénemde saptanmaktadir.

Belirli grup mikroorganizmalar icin 6zel siseler mevcuttur. Anaeroblar, mantarlar,
tuberkiiloz gibi. Ayrica pediatrik ve eriskin siseleri vardir. Bazi siseler antibiyotiklerin
absorbsiyonu saglayan maddeler icermektedir. Yaygin olarak kullanilan ii¢ cesit
otomatize kan kiltilirii sistemi vardir. Bunlar, BacT/Alert, BACTEC ve ESP olup, her
ticii de iilkemizde pazarlanmaktadir. Bu sistemlerde lireme tespit edildigi noktada
cihaz alarm ile uyarir. Siselerden laboratuvarin g¢alisma prensipleri dogrultusunda

boyama ve pasajlar yapilir. Bakterilerin tiplendirilmesi ve antibiyotik duyarlilik testleri
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tamamlanir. Otomatize sistemlerin bakterileri iiretmekte daha bagarili oldugu ve daha

hizli izolasyon sagladigi belirtilmektedir (43).
2.7.2.2. Molekuler yontemler

Gunumuzde hizli tanimlama ve is ylikiinlin azaltilmas1 amaciyla direk olarak kandan
bakteriyel etkenlerin tanimlanmasi ile ilgili aragtirmalar yapilmaktadir. PCR teknikleri
kullanilarak etkenin ayni giin igerisinde tespit edilmesi, major diren¢ paternlerinin

molekdler olarak saptanmasi olduk¢a heyecan verici géziikmektedir (51).

PCR, DNA igerisinde yer alan ve dizisi bilinen iki segment arasindaki 6zgiin bir
bolgeyi enzimatik olarak ¢ogaltmak (amplifikasyon) i¢in uygulanan tepkimelere
verilen ortak bir isimdir. YOntem basitce tlp icerisinde nukleik asitlerin uygun
kosullarda cogaltilmas1 esasmna dayanir. Bir ¢esit "in vitro klonlama" olarak da
tanimlanan PCR; 94-98°C araliginda gerceklestirilen denatiirasyon, 37-65°C araliginda
gerceklestirilen baglanma (annealing) ve 72°C’de gergeklestirilen uzama (elongasyon)
asamalarindan olusur. Bu dongiilerin belirli sayida tekrarlanmasi ile ¢cok sayida hedef

DNA elde edilir.

Multipleks PCR’da ¢oklu primer setleri kullanilarak ayni anda birden fazla hedef
DNA’nin ¢ogaltilabilmesine imkan saglanmis olur. Multipleks PCR daha az zamanda
daha ¢ok hedef bolge amplifikasyonu gerceklestirebildiginden kullaniglt bir inceleme
yontemidir. Ancak 6nemli derecede optimizasyon gerektirir. Bu nedenle calisma

proseddiriiniin standardizasyonu igin ¢cok sayida deneme yapilmasi gerekmektedir.

Cogaltilan PCR frilinlerinin goriintiilenmesi klasik olarak jel elektroforezi ile
yapilmaktadir. Jel elektroforezi nispeten yavas bir yontem oldugundan daha hizli ve
kantitatif 6l¢ctimler yapabilen es zamanli PCR (real time PCR) yontemleri kullanilmaya
baslanmistir. Real time PCR’da temel olarak floresan madde ile isaretli problar
kullanilmaktadir. DNA amplifikasyonu olustukca, reaksiyonda kullanilan floresan
isaretli problardan i1smlar yayilir. Yayilan bu isinlar da 6zel dedektOrler vasitasiyla

degerlendirilir (51).

MALDI-TOF MS (Matrix-assisted desorption ionization-time of flight mass
spectrometry), molekiil tanimlamasini, bakterinin iginde bulundugu kristalize bir
matriksin lazer ile 1ginlanmasi sonras1 vakumlu bir tiip i¢cinden gegen iyonlarin ugus

zamanina gore yapar. Proteomik teknoloji kullanilarak dakikalar igerisinde bakteri ve
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mantarlar proteomik profillerine gore tanimlanmaktadir. Bu yontem ilk olarak bakteri
tanimlamas1 yapmak iizere mikrobiyolojide kullanim alani bulmustur. Yeni olarak
bakterilerde antimikrobiyal direncini saptamak {izere de mikrobiyolojide kullanimina
dair umut verici ¢aligmalar vardir. MALDI-TOF MS ile diren¢ saptama en yaygin
olarak, direngli ve duyarli izolatlar arasindaki spektra farki ortaya konarak

yapilmaktadir (52).

Pozitif kan kiiltiir siselerinden hizli mikroorganizma tanisi i¢in kullanilan,
amplifikasyonun olmadigi, niikleik asit temelli bir yontem floresan in situ
hibridizasyondur (FISH). Sentetik oligomer yapidaki peptid niikleik asit problar
(PNA) floresanla igaretlidir; bakteri ve mantarlarin DNA ve RNA yapilarina baglanir
(53).

DNA mikroarray’i cam, plastik veya silikon ¢ip gibi kat1 bir yiizeye tutturularak sirali
bir sekilde (array) olusturulmus mikroskobik DNA spotlaridir. Bir mikroarray’de bu
spotlardan onbinlerce bulunabilir. Yiizeye tutturulan bu DNA parcalari (genellikle 20-
100 niikleotid uzunlugunda) prob olarak tanimlanmistir. Mikroarray teknolojisi,
DNA’nin bir substrata baglanip bilinen bir gen ya da fragment ile prob hazirlanmasi
seklinde tanimlanabilecek ‘Southern Blotting’ tekniginden tiiretilmistir. Bu yeni
teknikte membran yerine camin kullanilmasi, radyoaktivitenin yerini fluoresan
isaretlerin almast ve Dbaglanmay1 saglayacak yoOntemlerin hassaslasmasiyla
calismalarin verimi ve eclde edilen bilgilerin miktar1 artmistir. Komplementer
oligoniikleotidler kullanarak ¢ok sayida hedef niikleik asit dizisini ayn1 anda saptama
potansiyelinden dolay1 Mikroarray teknolojisi, antimikrobiyal direncinin tanisinda da
umut verici bir yontemdir. Sepsiste etiyolojik taniya olanak saglayan mikroarray
yontemi ticari olarak da elde edilebilir hale gelmistir. Bu amagla kullanilan ve

tizerinde aragtirmalar yapilan bir {irlinlin 6zellikleri agagida agiklanmaistir.
Verigene® Blood Culture assay (Nanosphere Inc. Northbrook, IL, USA)

Verigene® Kan Kultirt Nukleik Asit Testi: Kan dolasimi enfeksiyonuna sebep
olabilecek potansiyel patojenik bakterilerin es zamanli saptanmasi ve tanimlanmasi

icin kalitatif, multipleks, in vitro diagnostik bir testtir.

Sepsis siiphesi nedeni ile alinan kan kiiltiirlerinde, iireme varligim1 gosteren pozitif
sinyal alindiktan sonra sinyale neden olan mikroorganizmanin konvansiyonel
yontemlerden daha hizli bir sekilde identifikasyonuna olanak saglar.
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Verigene mikroarray yontemi ile se¢ilmis mikroorganizmalarda daha kisa siirede, daha

duyarli sonuglarin elde edilebilecegi gosterilmistir (54).

Sistem asagida belirtilen iki modiilden olusur: Verigene Processor SP ve Verigene
Reader. Verigene Processor SP, numune analizini otomatiklestirir: (i) Numune
Hazirlama — pozitif kan kultlrd numunelerinden hiicre lizisi ve manyetik boncuk
tabanl niikleik asit ekstraksiyonu ve (ii) Hibridizasyon — bir mikroarray formatindaki
ve araci hedefe 0Ozel yakalama DNA'sinin bakteriyel DNA hibridizasyonu ve
yakalanmis bakteriyel niikleik asitlere altin nanopartikiillii prob hibridizasyonu.
Yakalama sahalarinda bagli altin nanopartikiil problarinin giimiis giliglendirmesi
Verigene Reader tarafindan yliksek etkilikle optik olarak degerlendirilen altin-giimiis

agregatlar ile sonuglanmaktadir.
2.8. PROGNOZ

Fonksiyon bozuklugu gelisen organ sistem sayisi arttikca ve sepsis evresi ilerledikce
mortalite oran1 da artmaktadir. Yapilan caligmalarda sepsis evreleri ile ilgili mortalite
orant SIRS’te %6-27, sepsiste %10-36, agir sepsiste %18-52, septik sokta %46-82

arasinda bulunmustur (3).

Etkene bagli olarak, en yliksek mortalite P. aeruginosa sepsislerinde bildirilmektedir.
Gram-negatif bakteriyel sepsislerde oliim orami %45-50, Gram-pozitif bakteriyel

sepsislerde %20-30, anaerop sepsislerde ise %15-30 oraninda bulunmustur (3).

Prognozu etken mikroorganizma kadar konagin durumu da belirlemektedir. Sepsis
prognozunu altta yatan hastalik (ndtropeni, hipogammaglobulinemi, diabet, alkolizm,
bobrek yetmezligi, solunum yetersizligi), tedavi bagladiginda enfeksiyona bagh
komplikasyonlarin gelismis olmas1 (sok, aniiri gibi), bakteriyeminin siddeti
(polimikrobiyal bakteriyemi), enfeksiyon kaynagi, enfeksiyonun gelistigi yer
(nozokomiyal), hastanin yattigi servis (yogun bakim (nitesi), antibiyotik tedavisinin
uygunlugu, tedavinin baslanmasina kadar gecen zaman, ileri yas gibi bir¢ok faktor

etkileyebilmektedir (3,32).
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2.9. TEDAVI

Tedavinin basaris1 dogru ve erken klinik tani, etkenin saptanmasi, destekleyici ve
etkene yoOnelik uygun tedavinin erken baslanmasi, altta yatan hastaligin ortadan

kaldirilmasi veya diizeltilmesine baglidir. Sepsis tedavisi bes baslikta incelenebilir (1).
1. Destek tedavisi
a. Solunum destegi
b. Hemodinamik destek ve sok tedavisi
c. DIC tedavisi
2. Antimikrobiyal tedavi
3. Enfeksiyon odaginin kaldirilmasi
4. Altta yatan hastaligin tedavis
5. Diger tedavi girisimleri
2.9.1. Destek tedavisi

Sepsiste destek tedavisi antimikrobiyal tedavi kadar 6nemlidir. Hasta tecrlbeli
personel tarafindan yogun bakim sartlarinda takip edilmelidir. Hemodinamik
dengelerin saglanmasi, replasman tedavileri uygulanmasi ve monitdrizasyonla takip
tedavinin ana pransibidir Hastalarda mutlaka hava yolu ag¢ik tutulmali, idrar takibi i¢in
uriner kateter ve parenteral tedavi igin de damar i¢i kateter yerlestirilmelidir. Septik
soktaki hastalarda hemodinamik degisiklikleri takip etmek amaciyla arteryal kateter,

santral venoz kateter gibi invaziv iglemler uygulanabilir (3).
2.9.2. Antimikrobiyal tedavi

Sepsis tedavisinin esasin1 antimikrobiyal tedavi olusturur. Ideal olami kiiltiir ve
antibiyogram sonugclarina gore tedaviye baslamaktir. Ancak bu durum genellikle sepsis
icin gecerli olamamaktadir. Daha 6nce belirtildigi gibi kan kiiltiiriiniin duyarliliginin
diisiik olmas1 nedeniyle sepsis silipheli hastalarin cogunda etken izole edilememektedir.
Etken izole edilebilse bile sonuglar en erken 48 saatte gelebileceginden, gecen her bir
saatin prognoz agisindan son derece onemli oldugu sepsiste baslangi¢ tedavisi ampirik

olarak yapilmaktadir (3).
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Ampirik tedavide uygun antibiyotiklerin kullanimi ¢ok Onemlidir. Antibiyotik
secerken primer enfeksiyon odagi, epidemiyolojik faktorler, altta yatan hastaliklar,
enfeksiyonun hastane veya toplum kokenli olmasi, sik izole edilen bakterilerin
antibiyotik duyarlilig1 gibi durumlar goz 6niinde bulundurulmalidir. Segilen antibiyotik
bakterisit etkili olmalidir ve damar yolundan verilmelidir. Baslangic ampirik
tedavisinin iki uygun antibiyotigin kombinasyonu seklinde olmasi1 gerektigi konusunda
fikir birligi vardir. Bu antibiyotik kombinasyonundaki ama¢ hem Gram-negatif, hem
Gram-pozitif bakteri enfeksiyonlarni igine alacak genis spektrum elde etmek,
polimikrobiyal enfeksiyonlara etkili olmak, diren¢ gelisimini dnlemek ve sinerjistik

etki elde etmektir (3).

Giliniimiizde kullanilan kan kiiltiir sistemlerinde etiyolojik bilgileri verse bile, bu
sonuglarin ge¢ elde edilmesi nedeniyle ampirik tedavi yetersizligini ve bunun
sonucunda gelisen olumsuz prognozu diizeltmek i¢in ge¢ kalinabilmektedir. Yetersiz

antimikrobiyal tedavi artmig mortalite oranina sebep olmaktadir (55).

Kan kiltiriinde sonuglarin ge¢ elde edilmesinin bir diger olumsuz sonucu ise
hastalarin potansiyel tehlikeleri olan antimikrobiyal tedaviyi uzun siire kullanmak
zorunda kalmalaridir. Uzun siireli antibiyotik kullaniminin hastaya toksik yan
etkilerinin yaninda diger bir unutulmamasi gereken konu da direng¢ gelisimi tlizerine
olan olumsuz etkleridir. Hastanelerde antibiyotiklerin yaygin olarak kullanilmasi
hastane mikroflorasinda 6nemli degisikliklere neden olmaktadir. Bu sayede
mikrofloradaki duyarli bakteriler ortadan kaldirilirken, direngli suslar seleksiyona
ugramaktadir. Direncli suglarin artis1 ise hastanede kalim siiresini, tedavi maliyetlerini

ve mortaliteyi artirmaktadir (56).

Yukarida sayilan sebeplerden dolayr ampirik tedavi sonrasi yapilacak tedavi

diizenlemesi hasta saglig1 agisindan son derece dnemlidir.

Bu calismada amacimiz kan kiiltiirii sistemlerine gore daha hizli ve duyarli sonuglar
verdigi bildirilen kan kultiiri nikleik asit testinin (Verigene® Nanosphere) tanisal

performansini ve tedaviye olasi etkilerini degerlendirmektir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan TTU-
13-4670 no’lu proje ile desteklendi. Ve bu calisma Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Arastirmalar Etik Kurulu’nun izni ( 21 Mayis 2013 tarih, karar no: 2013-362 )
ile yapildi.

Bu ¢alismaya, Temmuz 2014 - Ocak 2015 tarihleri arasinda, Erciyes Universitesi Tip
Fakdiltesi Hastanelerinde servis ve yogun bakim iinitelerinde yatmakta olan Enfeksiyon

Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji Uzmani tarafindan sepsis tanis1 konulan hastalar
dahil edildi.

1. Hastalardan gelen, teknigine uygun olarak alinmis kan kiiltiirleri BacT/Alert3D
(bioMerieux, Fransa) otomatize kan kiiltiirii sisteminde inkiibe edildi. Ureme oldugu
saptanan siselerden uygun besiyerlerine alt kiiltiirler yapildi ve rutin tanimlama testleri

uygulandi.

2. Konvansiyonel yontemlerle tir diizeyinde belirlenen mikroorganizmalar otomatize
sistemle Phoenix ™ 100 (Becton Dickinson, Diagnostic Instrument System, USA) ile

tiir dlizeyinde tanimlanarak dogrulanmaistir.

3. Ureme olan siselerden ayni anda mikroarray yontemi ile ¢alisilmasi amaciyla 1ml
kan alind1 ve saati not edilerek Verigene sisteme (Nanosphere, Inc., Northbrook, IL,
USA) yerlestirildi.

4. Verigene sistemden (Nanosphere, Inc., Northbrook, IL, USA) ¢ikan sonug saati not
edilerek servisine bildirildi.

5. Hastalarin demografik o6zelliklerine hastane otomasyon yoOnetim sisteminden

ulasildi.
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6. Hastalardaki enfeksiyon odagi, sepsisin siddeti, kan kiiltiirii ve mikroarray yontemi
ile saptanan mikroorganizmalarin etken olup olmadigi, tedavide yapilabilecek olasi
degisiklikler calisma ekibinde bulunan Enfeksiyon Hastaliklart uzmani tarafindan

degerlendirildi.
Kan kiiltiirii teknigi

1.Cilt antisepsisi: Palpasyondan sonra kanin alinacagi ven bolgesi %70°lik alkol
iceren pamukla, minimum 30 sn siire ile silindi ve kurumasi beklendi. Sonra iodine
solusyonu (%1-2’lik tentiirdiyot veya %10’luk povidine iodine) kan alinacak yerin
merkezinden perifere dogru daireler ¢izecek sekilde uygulandi, 1-3 dk kurumasi

beklendi ve ayn1 islem tekrarlandi.

2.Siselerin hazirh@i: Kan kiiltiirii siselerinin lastik tipasi steril degildir, bu nedenle
tizerindeki plastik kapak agilip, %70’1lik alkol veya iodine soliisyonu ile temizlendi.

Antiseptik, setlere 1 dk uygulandi.

3.Kan alma ve siseye inokiilasyon: Kan alma esnasinda veya kan almadan once,
venin palpasyonu gerekebilecegi i¢in eldivenin parmak uglarina da iodine sollisyonu
uygulandi1 veya steril eldiven kullanildi. Eriskin hastalar i¢in yaklasik 10 ml, ¢ocuklar
icin 1-5 ml kan alind1. Ekilen kan miktarinin besiyerine oraninin 1/10 ile 1/5 arasinda
olmasma dikkat edildi. Kan alma islemi bittikten sonra iyot artiklarindan irritasyon
olusmamasi i¢in hastanin derisi %70 alkol ile temizlendi. Ornekler hizla laboratuvara

gonderildi.
Kan kualttri sistemi

Kan kalturu ornekleri BacT-Alert 3D tam otomatik kan kulturt sisteminde inkibe
edildi. BacT/Alert 3D mikrobiyal saptama sistemi, bakteriyemi/fungemi oldugundan
stiphenilen hastalardan alinan numunelerin iiremelerini aerobik ya da anaerobik olarak
stirekli izleyen, numuneleri inklibe eden ve calkalayan tam otomatik, kolorometrik bir
sistemdir. Numune cihaza yerlestirildikten sonra, pozitif veya negatif olarak saptanana
kadar periyodik olarak, cihazin icinde takip edilir. Ureme oldugunun saptanmasi
durumunda (pozitif bir sonug) cihaz tarafindan sesli alarm verilir. Bir numunede
belirtilen sure icerisinde, herhangi bir mikrobiyal Greme gorilmez ise negatif olarak
bildirilir.
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Tek kullanimlik BacT/Alert siseleri, kati-faz reflektometrelerle sirekli izlenen
karbondioksit sensorlerine sahiptirler. BacT/Alert bilgi islem sistemi sensor
okumalarini denetler ve hangi numunelerin negatif, hangilerinin pozitif olduguna karar

veren bir veritabanina sahiptir.

3.1. KULLANILAN BESIiYERLERI

3.1.1. Kanh Agar

Icerigi (g/ 1)
Spesifik Pepton ........ccccvvvevvvieiiececien, 10.0
Liver digest .....c.ccovveviiiriieee s 2.5
Yeast eXtract ......cccccovvveiiieiiiiiiie 5)
Sodium chloride ..........coeviiiiiiciiicns 5
AGAT oo 10
pH 7,3+0,2

Kanli agar, genel iiretim besiyeri olarak kullanildi.
a. Kanli agar besiyeri, ticari toz besiyerinden {ireticinin tarif ettigi sekilde hazirlandi.

b. 40 gram toz 1 litre distile su icerisinde 5-10 dakika calkalanarak tamamen

¢ozlinmesi saglandi.
c. Otoklavda ( Nuve, SteamArt, 90 L ) 121°C’de 15 dakika steril edildi.

d. Besiyeri sicakligi 45-50°C’ ye diistiikten sonra %5 steril defibrine insan kani ilave

edildi. Karistirilarak homojenizasyon saglandiktan sonra steril plaklara dokiildii.
e. Kullanilincaya kadar +4°C’de muhafaza edildi.

3.1.2. Eozin Metilen Blue Agar

Icerigi (g/ 1)

PEPLON ..o 10.0
LaKLOZ ..o 10.0
Dipotasium hidrojen fosfat ...............co....... 2.0
EOSINY oo 0.4
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Metilen blue ......ooveeeeeeeeeeeeeeeee e, 0.06

pH 6.8+0,2
Eozin Metilen Blue Agar (EMB), Gram- negatif bakterilerin iiremesinin saglanmasi ve
iireyen bakterilerin laktozu fermente etme 6zelliginin belirlenmesi amaciyla kullanildi.
a. EMB, ticari toz besiyerinden iireticinin tarif ettigi sekilde hazirlandi.

b. 37.5 gram toz, 3.75 gram bakteriyolojik agar 1 litre distile su icerisinde 5-10 dakika

calkalanarak tamamen ¢6zlinmesi saglandi.

c. Otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildikten sonra 20’ser ml steril plaklara
dokalda.

d. Kullanilincaya kadar +4°C’ de muhafaza edildi.

3.1.3. Mueller-Hinton Agar

Icerigi (g/ 1)
Dehidate infusion ...........ccocveriiineiennn 300.0
Casein hidrolisate-asidiC ...........c.ccccccuruennen 17.5
AGAC i 17.0
SEArCh .o 15
Heart extract paste .........ccccoevevvivenniiesineene 5
pH 7,4

Mueller-Hinton Agar (MHA), antibiyotik duyarlilik testleri i¢in kullanildi.

a. MHA besiyeri, ticari toz besiyerinden lireticinin tarif ettigi sekilde hazirlandi.
b. Otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi.

c. Steril plaklara 4 mm kalinlikta olacak sekilde dokuldu.

d. Kullanilincaya kadar + 4°C’de muhafaza edildi.
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3.1.4. Triple Sugar Iron Agar

Icerigi (g/ 1)

KAZEIN ..o 5

Enzymatic digest of animal tissue ................ 5

PEPLON ..o 10

DEXIrOzZ .....ccvviviiiiiii i 1

LAKLOZ ..o 10

SUKIOZ ..o 10

Ferrik amonium sitrat .............ccccoovrernnnnne 0.2
Sodyum KIOIUF .....coeeiiiiiiiieeeeseec e 5

Sodyum Tiosulfat ........cccceevevvviveiieieiiens 0.3
Fenol Red .......coovviiiiiice e 0.025
AGAC o 13.5
pH:7.3 +0,2

Triple Sugar lIron (TSI) Agar, bakterilerin glukoz, laktoz ve siikroz sekerlerini

fermente etme, gaz ve H,S olusturma o6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla kullanilda.
a. Temel besiyeri tartildi, distile su i¢inde benmaride hafif 1sitilarak eritildi.

b. pH: 7.4’e ayarland:.

c. Tiiplere 5 ml miktarlarda dagitildi.

d. Otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi.

e. Steril cam tiiplere yaklasik 3’er cm dip ve yatik boliim olusacak sekilde dokiildii.
f. Kullanilincaya kadar +4°C’ de muhafaza edildi.

Testin Yapihisi

a. Tek koloniden igne 6ze ile tiip tabanmma 0.5 mm kalacak sekilde batirma ekimi

yapildi, koloni ayn1 zamanda yatik yiizeye de ekildi.

b. 37°C’de etiivde 24 saat inkibe edildi.
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3.1.5. Simmon’s Sitrat Agar

Icerigi (g/ 1)
Mononamonyum fosfat ............ccccceeveiiienns 0.2
Sodyum KIOrid .......ccoovveiiiniieeeceen, 5.0
Sodyum sitrat tribasic ..........cccoeveveriieiieenncns 2.0
Magnesium sulfat ...........cccccooeevveieiieien 0.2
Brom timol mavisi ..o, 0.08
AGAT i 15
Sodyum amonium fosfat ............c.ccoeveinnenn 0.8

Simmon’s Sitrat Agar, bakterilerin karbon ve enerji kaynag: olarak sitrati kullanma

Ozelliklerini belirlemek amaciyla kullanildi.
a. Ticari toz besiyerinden {ireticinin tarif ettigi sekilde hazirlandi.

b. pH: 6.9’a ayarlandi. Tiiplere 5 ml miktarlarda dagitildi; agizlar1 pamuk tikag ile
kapatildu.

c. Otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi.

d. Tiipler yatik durumda, yiizeyi egimli olacak sekilde katilastirildi.
e. Kullanilincaya kadar +4°C’ de muhafaza edildi.

Testin Yapilisi

a. Tek koloniden igne 6ze ile besiyeri yiizeyine ekim yapildi.

b. 37 °C’de etlivde 24 saat inkube edildi.

3.1.6. MIL (Motitility-indol-lysine) Besiyeri

Icerigi (g/ 1)
Peptic digest of animal tissue ................... 10.0
Casein enzimatic hidrolisate ..................... 10.0
DEXIIOZ ...oooiiiiiiiieiie e 1.0
Yeast eXtract ........ccoevvieiiiiiieiec e 3.0
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L-lisine hidroclorid ..o, 10.0

Ferric amonium Sitrat ..........ccoccoeevrerveene, 0.5
Brom cresol purple ........cccoovveveiieineienen, 0.02
AGAT i 2.0
Ph:6.5+0.2

MIL besiyeri, bakterilerin hareket karakteri, triptofandan indol ve indol asetik asit

olusturma ve lizin dekarboksilasyon 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla kullanildi.
a. Ticari toz besiyerinden Ureticinin tarif ettigi sekilde hazirlandu.

b. 36.5 gram toz 1 litre distile su igerisinde 5-10 dakika calkalanarak tamamen

¢ozlinmesi saglandi.

c. Otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi.

d. Steril cam tiplere dokuldu.

e. Kullanilincaya kadar +4°C’de saklanda.

Testin Yapihs

a. Tek koloniden igne 6ze ile besiyerine batirma ekimi yapildi.
b. 37 °C’de etlivde 24 saat inkube edildi.

3.1.7. MIO (Motility-indol-ornitin) Besiyeri

Icerigi (g/ 1)
Peptic digest of animal tissue ............... 10.0
Casein enzimatic hidrolisate ...................... 10.0
DeXIrOZ ....oovviiiiiiiiieee e 1.0
Yeast eXtract ........ccoevvieieiiiiiiee 3.0
Ferric amonium Sitrat ...........ccoeeveniieneennns 0.5
Brom cresol purple ........ccccovvieiiiiiinn, 0.02
L-ornitin hidroclorid .........ccccoooveiiiniinene 5.0
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AGAr oo 2.0

Ph: 6.5+0.2

MIO besiyeri, bakterilerin hareket karakteri, triptofandan indol ve indol asetik asit

olusturma ve ornitin dekarboksilasyon 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla kullanildi.
a. Ticari toz besiyerinden {ireticinin tarif ettigi sekilde hazirlandi.

b. 31 gram toz 1 litre distile su igerisinde 5-10 dakika calkalanarak tamamen

¢oziinmesi saglandi.

c. Otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi.

d. Steril cam tiplere dokuldu.

e. Kullanilincaya kadar +4°C’ de saklandi.

Testin Yapilisi

f. Tek koloniden igne 6ze ile besiyerine batirma ekimi yapildi.
g. 37 °C’de etuvde 24 saat inkiibe edildi.

3.1.8. Bile Esculin Agar

Icerigi (g/ 1)

Beef extract..........cooeoiiiii i3
Peptone.......cooveiiiii D
Bovinebile.........coooiiii i 40
Ferric citrate..........ooooviii i 0,5
AGar.. . 15
Esculin 1
Ph:7.0

Bile esculin agar, bakterilerin safra varliginda iireyebilme ve eskiilini hidroliz etme

ozelliklerini belirlemek amaciyla kullanildi.
a. Temel besiyeri tartildi, distile su i¢inde benmaride hafif 1sitilarak eritildi.

b. Otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi.
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¢. Sogutulmus karisimin tizerine distile su iginde eritilmis ve steril edilmis eskilin

eklendi.

d. pH: 7.0’a ayarlandi. Tiiplere 5 ml miktarlarda dagitildi; agizlar1 pamuk tikag ile
kapatildu.

d. Tipler yatik durumda, ylizeyi egimli olacak sekilde katilastirildi.
e. Kullanilincaya kadar +4°C’ de muhafaza edildi.

Testin Yapihisi

f. Tek koloniden igne 6ze ile besiyeri yilizeyine ekim yapildi.

g. 37 °C’de etiivde 24 saat inkiibe edildi.

3.1.9. PYR (L-pyrolidonyl-beta-naphthylamide) Agar

Icerigi (g/ 1)

Beef heart, infusion from .....................500
Peptic digest of animal tissue ....................20
DeXtrose .......covvvviiiiiiiiiii el 2

Sodium chloride ..., 2

Disodium phosphate ...........................0.4
Sodium carbonate ...................oeeene 2.5
Chromogenic mixture...........................0.1
AGar. .. 15
Ph: 7.8+0.2

PYR agar besiyeri, bakterinin PYR maddesini hidroliz etme 6zelliginin belirlenmesi

amaciyla kullanildi.
a. PYR agar, ticari toz besiyerinden iireticinin tarif ettigi sekilde hazirlandi.
b. 52 gr toz, 1 litre distile su igerisinde tamamen ¢dziinmesi saglandi.

c. Otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildikten sonra 20’ser ml steril plaklara
dokulda.

d. Kullanilincaya kadar +4°C’ de muhafaza edildi.
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Testin Yapilisi

e. PYR 1i plak besiyerine incelenen streptokokun saf kiiltiiriinden ekimi yapild.

f. 37 °C’de etiivde 24 saat inkibe edildi

3.2. KULLANILAN CiHAZLAR VE DiGER GERECLER

Kan kultir cihaz1 (BacT/Alert 3D, bioMerieux, Fransa)

Phoenix ™ 100 (Becton Dickinson, Diagnostic Instrument System, USA)
Verigene® Blood Culture assay (Nanosphere Inc., Northbrook, IL,USA)
Gram boyama seti (kristal viyole, liigol, denatiire alkol, sulandirilmis fuksin)
Mikroskop (Nicon, Japonya)

Etiiv (Memmert, LODING 100-800, Macherey Nagel)

McFarland cihazi (Becton Dickinson, USA)

Vortex wisemix (VM-10,Wisd, Almanya)

Ekuvyon

Bunzen beki

Plastik 6ze

2 ml.’lik steril tek kullanimlik kapakli ependorf tiipleri

Steril pudrasiz tek kullanimlik eldiven

3.3. BAKTERI iZOLASYONU VE TANIMLANMASI

Merkez laboratuvarimiza gelen kan kiiltiirleri kan kiiltiirii cihazinda bes giin boyunca
inkibe edildi. Bu sire icinde pozitif iireme sinyali veren siselerden kanli ve EMB
besiyerlerine ekim yapildi. Ureyen kolonilerden Gram boyama yapildi. Gram-negatif
kolonilerden laktoz pozitif olanlar biyosimik testlerle, laktoz negatif olanlar Phoenix

otomatize sistemiyle tanimlandi. Gram-pozitif koloniler ise konvansiyonel yontemlere

ek olarak Phoenix otomatize sistemiyle tanimlandi.
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3.3.1. Konvansiyonel yontemler

3.3.1.1. Gram boyama

Preperat Hazirlanmasi

Temiz bir lam {izerine 6ze ile bir damla steril fizyolojik tuz ¢ozeltisi damlatildi.
Oze bek alevinde sterilize edilerek, sogumast i¢in kisa siire beklendi,

Steril 6ze ile kat1 besiyerinden bir miktar bakteri kolonisi alind,

Bakteri kolonisi lam iizerine damlatilmis su ile karigtirildi,

Oze bek alevinde sterilize edilerek yerine kondu,

Preparat havada kurutuldu,

Bir pens yardimiyla bir ucundan tutulan lam bek alevinden 3 kere gegirilerek

fiksasyon yapildu.

Boyama

Uygulamada hazirlanan preparat iizerine kristal violet damlatilarak 1-2 dakika
beklendi,

Su ile hafifce yikanarak boyanin fazlasi akitildi,

Lugol ¢ozeltisi damlatilarak 1 dakika bekletildi, strenin sonunda lugol ¢ozeltisi
akitildi.

Preparat % 95’lik etil alkol ile 10-15 saniye yikandi.

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

oyandi.

Damitik su ile ile iyice yikanip ve kurutma kagidi ile hafifce suyu alinarak

kurumaya birakildi.

Immersiyon objektifi ile ile mikroskopta incelendi.

3.3.1.2. Katalaz testi

a. Kat1 besiyerinde (kanli agar hari¢) {iremis olan mikroorganizma kolonilerinden

platin 6ze ile yeterli miktarda alinarak temiz bir lamin Gzerine konuldu.

b. Uzerine, % 30’luk hidrojen peroksitden bir damla damlatildi.
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c. Hidrojenperoksit katilmasindan sonra hava kabarciklarin goriilmesi pozitif reaksiyon

olarak degerlendirildi.

Katalaz pozitif olan koloni Staphylococcus, katalaz negatif olan ise Streptococcus

olarak degerlendirildi.
3.3.1.3. Koagulaz testi

a. Bir deney tiipii i¢cine 1 ml, fizyolojik tuzlu su ile 1:5 oraninda sulandirilmis tavsan

plazmasi konuldu.
b. Kanli agardan 6ze ile alinan bir koloni tiip igerisinde ezildi.

c. 37 °C’de etiivde 4.8.24.saatlerde pihtinin olugmasi pozitif reaksiyon S.aureus olarak

degerlendirildi.

Staphylococcus aureus’un diger stafilokoklardan ayrilmasi amaciyla kullanildi.
3.3.1.4. Basitrasin duyarhlik testi

a. Kuskulu bakteri kanli agar besiyerine ekildi.

b. Her birinde 0.04 {inite basitrasin i¢eren diskler ekim alani {izerine yerlestirildi.
c. 37 °C’de etiivde 24 saat inkiibasyonun ardindan zon caplar1 degerlendirildi.
Stafilokoklar basitrasine direngli iken mikrokoklar duyarlidir.

S.pyogenes basitrasin duyarli iken diger streptokoklar duyarlidir.

3.3.1.5. Trehaloz mannitol testi

a. Deney tiiplerine i¢ine s1v1 halde trehaloz ve mannitol sekerleri hazirlandi.

b. Kanli agardan 6ze ile alinan bir koloni tiip igerisinde ezildi.

c. 37 °C’de etuvde 24 saat inkiibasyonun ardindan mor renkte olan sivinin sar1 renge

doniismesi pozitif reaksiyon olarak degerlendirildi.
Stafilokoklarin sekerden asit olusturma 6zelligini belirlemek amaciyla kullanildi.

S.epidermidis diger koagiilaz negatif stafilokoklarin aksine trehaloz ve mannitoli

kullanmaz.
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3.3.1.6. Safrada erime testi

a. Deneyde kuskulu bakterinin fizyolojik tuzlu suda ezilmesiyle hazirlanmis bakteri

stispansiyonu kullanildi.
b. Iki deney tiipii alinds; birincisine bakteri siispansiyonu ve safra konuldu

ikincisine bakteri suspansiyonu ve fizyolojik tuzlu su konuldu.
c. Tiipler 37 °C’lik etiive kaldirildi.

d. Iki saatin sonunda birinci tiip durulasmis olmasi pozitif reaksiyon S.pneumoniae

olarak degerlendirildi.

S.pneumoniae’nin diger streptokoklardan ayirt edilmesi amaciyla kullanildi.
3.3.1.7. Optokine duyarhlik testi

a.Kuskulu bakteri kanli agar besiyerine ekildi.

b. 0.5ug optokin igeren diskler ilk ekim alanina yerlestirildi.

c. 37 °C’de ve %5 lik CO; ‘li ortamda 24 saat inkiibasyonun ardindan disk ¢ap1
Olciilerek degerlendirme yapildi. Disk ¢apt 16 mm ve iizerinde ise duyarl

S.pneumoniae olarak degerlendirildi.
S.pneumoniae’nin diger streptokoklardan ayirt edilmesi amaciyla kullanilda.
3.3.1.8. CAMP testi

a. %5 koyun kanli agar besiyerine ¢ap boyunca bir ¢izgi ekimi seklinde eldeki

S.aureus ekimi yapildi.

b. Bu ekim ¢izgisinin iki yanina ¢izgiye dik yonde ve ona dokunmadan 2-3mm
yakinindan baslayarak kuskulu bakterinin ve CAMP olumlu oldugu bilinen
S.agalactia’nin ¢izgi ekimi yapildu.

c. S.aureus ekim ¢izgisi boyunca beta hemoliz olusmustur. Pozitif kontrol
(S.agalactia) ekim ¢izgisi boyunca olusan beta hemoliz ok ucu seklinde genisleme

gostermistir.
d. Incelenen Streptokoklar bu yénde degerlendirildi.
B gurubu beta hemolitik streptokoklarin (S.agalactia) diger streptokoklardan ayirt

edilmesi amaciyla kullanildi.

39



3.3.1.9. Safral eskiilinli agar testi

a. Incelenen koloniden igne 6ze ile alman drnekten besiyerinin yiizeyine ¢izgi ekimi

yapildi.

b. 37 °C’de inkiibasyonu sonucu besiyerinde siyahlasma olusmasi pozitif reaksiyon

olarak degerlendirildi.

D grubu streptokoklarin diger streptokoklardan ayirt edilmesi amaciyla kullanildi.
3.3.1.10. PYR hidrolizi testi

a. PYR 1i plak besiyerine incelenen streptokokun saf kiiltiiriinden ekimi yapildi.

b. 37 °C’de etlivde 24 saat inkiibe edildikten sonra Ureyen kolonilerin izerine PYR

aytract (N,N dimethylamino cinnamaldehyd+deterjan) damlatildi.

¢. PYRnin hidrolizi sonucu olusan betanaphtlylamine’in ayiragla reaksiyona girmesi

sonucu parlak kirmizi renk pozitif reaksiyon olarak degerlendirildi.

S.pyogenes ve D grubu enterokoklarin diger streptokoklardan ayirt edilmesi amaciyla
kullanildi

3.3.1.11. Biyosimik testler

EMB besiyerinde laktoz pozitif koloni 6zelligi gosteren bakteriler; TSI besiyerinde
glukoz, laktoz ve sikroz kullanimi ile gaz ve H,S olusturmasi, sitrat besiyerinde
sodyum sitrat kullanimi, MIO ve MIL besiyerlerinde lizin ve ornitin dekarboksilaz

reaksiyonlari ile indol iiretimi yoniinden degerlendirildi.
3.3.1.11.a. TSI besiyerinin degerlendirilmesi

Hafif alkali ortamli olarak hazirlanan TSI besiyeri, igerdigi fenol kirmizisi sayesinde
alkali ortamda kirmiz1 gériiniimdedir. Inokiile edilen bakteri, TSI ortaminda bulunan
karbonhidratlar1 fermente ettigi taktirde ortamin pH’s1 aside kaymakta ve asit ortamda
fenol kirmizisi sar1t bir renge doniismektedir. Eger inokiile edilen bakteri
karbonhidratlardan hicbirini kullanmazsa ortamin pH’s1 alkali kalmakta yani
besiyerinin rengi kirmizi olarak devam etmektedir. Dip ve yatik kisimdaki renk
degisimine gore bakterilerin karbonhidratlar1 fermente edip etmedigi degerlendirildi.
Ayrica siyah renk olusumu bakterilerin H,S olusturdugu, besiyerinde hava kabarciklari

veya ¢atlamalarin varlig1 ise gaz olusturdugu yoniinde degerlendirildi.

40



3.3.1.11.b. Sitrat besiyerinin degerlendirilmesi

Bakteri sitrat1 karbon kaynagi olarak kullaniyorsa inkiibasyon siiresi sonunda, normal
durumda koyu yesil renkli olan sitrat besiyeri, Prusya mavisi rengine doner. Rengin
maviye doniismesi pozitif reaksiyon, besiyeri renginin degismemesi negatif reaksiyon

olarak degerlendirildi.
3.3.1.11.c. MIL ve MIO besiyerlerinin degerlendirilmesi

Bakteri inokiile edilmis olan besiyerleri 37°C’de 16-20 saat inkibe edildikten sonra
besiyeri lUstiine kovaks ayiract damlatildi. Normal durumda sar1 renkli olan kovaks
ayiract kirmizi-pembe bir renk degisimine ugrarsa pozitif reaksiyon, bdyle bir renk
degisimi gozlenmezse negatif reaksiyon olarak degerlendirildi. Mor olan besiyeri
renginin degismemesi bakterinin lizin ve ornitin dekarboksilaza sahip oldugunu, rengin
sartya doniisiimii bu enzimler yoniinden negatif oldugunu gosterdi. Bakterinin sadece
ekim ¢izgisi lizerinde iiremesi hareketsiz, ekim c¢izgisi disina dogru iireme ve

besiyerinin bulaniklagmasi hareketli oldugunu gosterdi.
3.3.2.Phoenix otomatize sistemi

Uretici firmanin direktifleri dogrultusunda, plaklardan alman yeterli miktardaki
koloniler AST Broth solisyon tupinin igerisinde, tiirbidometre cihaz1 (BD,
PhoenixSpec, Nephelometer, USA) kullanilarak son bulanikligi 0,5 McFarland
standard yogunlugunda olacak sekilde siispanse edildi. Ardindan, standardize ID Broth
soliisyonundan 25 ul pipet yardimiyla, 6nceden hazirlanan AST Broth soliisyon tiipiine
aktarildi. Daha sonra, elde edilen soliisyonlar BD PhoenixTM PMIC/ID-70 ve BD
PhoenixTM NMIC/ID-99 paneller icerisindeki uygun kuyucuklara inokule edildi ve
Phoenix cihazina dikkatlice yerlestirildi. Inkiibasyon siiresi sonunda identifikasyon ve
antibiyogramlar1 tamamlanan 6rneklerin degerlendirilmesi BD EpiCenter™ yazilimi

kullanilarak yapilda.
3.3.3. Molekuler yontemler
Verigene® Blood Culture assay (Nanosphere Inc. Northbrook, 1L, USA)

Calismada, kan dolasimi1 enfeksiyonuna sebep olabilecek potansiyel patojenik Gram
negatif / pozitif bakterilerin es zamanli tanimlanmasi i¢in kalitatif ve multipleks bir
yontem olan Verigene sistem kullanildi. Bu test siirekli kan kiiltiiri izleme sistemi

tarafindan pozitif olarak tanimlanan ve Gram negatif / pozitif bakteri iceren
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BacT/Alert Standard Aerobic kan kiiltiirii siseleri kullanilarak dogrudan kan kiiltiirii ile
gergeklestirildi. Kan kiltlirii cihazinda pozitif sinyal verdikten sonra c¢ikarilan

siselerden alinan kan 6rnekleri Gramla boyanarak uygun olan testle ¢alisildi.

Verigene® Gram-Negatif Kan Kiiltiirii Nikleik Asit Testi (BC-GN)

Bakteriyel cinsler ve tirler Direng genleri
Acinetobacter spp. CTX-M
Citrobacter spp. KPC
Enterobacter spp. NDM
Proteus spp. VIM
Escherichia coli IMP
Klebsiella pneumoniae OXA

Klebsiella oxytoca
Pseudomonas aeruginosa

Serratia marcescens

Verigene® Gram-Pozitif Kan Kltirii Nikleik Asit Testi (BC-GP)

Bakteriyel cinsler ve tirler Direng genleri
Micrococcus spp. mec-A
Listeria spp. van-A/van-B

Staphylococcus aureus
Staphylococcus eidermidis
Staphylococcus lugdunensis
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pyogenes
Streptococcus agalactiae
Streptococcus anginosus grup
Enterococcus faecalis

Enterococcus faecium
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Sistem asagida belirtilen iki modiilden olusur: Verigene Processor SP ve Verigene
Reader. Verigene Processor SP, asagidakiler de dahil olmak iizere BC-GN ve BC-GP
numune analizini otomatiklestirir: (i) Numune Hazirlama — pozitif kan kdltard
numunelerinden hicre lizisi ve manyetik boncuk tabanli niikleik asit ekstraksiyonu ve
(it) Hibridizasyon — bir mikroarray formatindaki ve araci hedefe 6zel yakalama
DNA'siin bakteriyel DNA hibridizasyonu ve yakalanmis bakteriyel niikleik asitlere
altin nanopartikiilli prob hibridizasyonu. Yakalama sahalarinda bagli altin
nanopartikiil problarmin giimiis gii¢lendirmesi Verigene Reader tarafindan yiiksek

etkilikle optik olarak degerlendirilen altin-glimiis agregatlar ile sonu¢lanmaktadir.

Verigene Reader ayrica test siireci boyunca bilgi saklamak ve izlemek igin Verigene

Sistemi i¢in kullanici arayiizii ve merkezi kontrol birimi olarak da kullanilmaktadir.

Verigene Processor SP, BC-GN ve BC-GP uygulamak icin, Ekstraksiyon Tepsisi,
Kullanim Tepsisi ve Verigene Test Kartusu gibi tek kullanimlik malzemeler kullanir.
Ayr bir Pipet Ucu kabi diizenegi, deney sirasinda reaktiflerin transfer edilmesi ve

karistirilmasi i¢in kullanilan iki pipet ucundan olusur.

Bir numuneyi, tek kullanimlik materyalleri Verigene Processor SP'ye ylikleyerek,
pozitif kan kultiri numunesi ekstraksiyon tepsisine pipetlendi. Daha sonra Test
Kartugsu numarasi ile numune bilgileri girilerek Verigene Reader'da test protokoli
baslatildi. Testin tamamlanmasindan sonra, Test Kartusunun substrat slayti Verigene

Reader'a yerlestirilerek test sonuglar1 degerlendirildi.

Ekstraksiyon Tepsisi, Kullanim Tepsisi ve Test Kartusunu igeren kitler Gram Negatif

(BC-GN) ve Gram Pozitif (BC-GP) igin ayr1 olarak geldi.
Verigene® Kiti icerigindeki malzemeler:
Verigene® Test Kartusu

Her test kartusu yikama soliisyonlari, oligonlkleotid prob sollisyonu ve sinyal
amplifikasyon soliisyonlar1 gibi bir test sonucu elde etmek i¢in gerekli tiim reaksiyon

soliisyonlariyla 6nceden doldurulmus halde geldi.
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Verigene® Ekstraksiyon Tepsisi (Pipet Ucu Kabi Diizenekleri ile)

Her ekstraksiyon tepsisi lysis/baglayici tampon, digestive enzimleri, yikama
soliisyonlar1 ve tampon soliisyonlar1 gibi niikleik asitlerin ekstraksiyonu ve test sonucu

elde etmek i¢in gerekli tiim soliisyonlarla 6nceden doldurulmus halde geldi.
Verigene® Kullanim Tepsisi

Her bir kullanim tepsisi sindirim enzimleri ve niikleik asitlerin ekstraksiyonu ig¢in
gerekli ¢ozeltiler ve onceden yiiklenmis olarak geldi. BC-GP tepsisinde B.subtilis

proses kontrolii de dahildi.

Calisma sirasinda bu malzemeler dondurulmadan 2-8 °C sicaklikta saklandi. BC-GN

testi kullanim tepsisi iiretici talimatlarina uygun olarak dondurucu da saklandi.
Yontemler
A. Numune toplama, isleme, saklama

1. Otomatize kan kiiltlir sisteminde inkiibe edilen sise pozitif sinyal verdiginde

cikarildi.
2. Pozitif kan kultlr( sisesinden Gram boyama yapildi.

3. Gram-negatif bakteri i¢in, kan kiiltiirii medianin 700 pL'si BC-GN kullanilarak test
edildi.
Gram-pozitif bakteri i¢in, kan kiiltiirli medianin 350 pL'si BC-GP kullanilarak test
edildi.
4. Test numunesi hacmini almadan 6nce bir ka¢ defa (>4) cevirilerek kan kalttr

sisesinin iyice karismasi saglandi.

5. Pozitif kan kdltirlerinin alt kdltirlemesi, hassasiyet testi, BC-GN ve BC-GP
tarafindan saptanmayan organizmalarin tanimlanmasi, karma biiylimeyi ayrimlagtirma

ve diren¢ markeri tiirlerinin 6zel bir organizma ile iliskilendirilmesi igin gereklidir.

6. Pozitif kan kiiltliri sisesi medias1 tekrar kullanilabilme ihtimaline karsi 24 saate
kadar 2—-8°C'de saklandi.
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B. Test prosediru
1. Calisma alaninin test icin hazirlanmasi

Ornekleri hazirlamadan énce ve hazirladiktan sonra vorteks karistiricilar, santrifiijler,
pipetler, tezgah iistleri ve kullanilan diger ekipmanlar hav birakmayan bir dezenfektan

bezle silindi.
2. Test kurulumu

a) Bir Ekstraksiyon Tepsisi, Pipet Ucu Kabi1 Diizenegi, Kullanim Tepsisi ve Test
Kartusu buzdolabindan ¢ikarildi. Kullanim tepsisi dondurucuda saklanmigsa, tamamen

coziilene kadar en az 10 dakika oda sicakliginda bekletilildi.

b) Verigene Processor SP'in (Sekil 1) on tarafinda bulunan siyah renkli ACMA/
KAPAMA diigmesine basarak c¢ekmece diizenegi acildi. Sarf malzemelerini

yiiklemeden 6nce giimiis rengi kilide basarak ¢ekmece kelepgesi kaldirildi.

Cekmece duizenegini agmak
i¢in kullanilan
ACMA/KAPAMA diigmesi

1.7y
Cekmece kelepcesini
kaldirmak i¢in buradan
tutuldu

Sekil 1. Verigene Processor SP

3. Ekstraksiyon Tepsisini yukleme

a) Ekstraksiyon tepsisini yiiklemeden once depolama sirasinda yerlesen manyetik
bilyeleri tekrar siispansiyon haline getirmek i¢in tepsi iyice ¢alkalandi. Bilyeleri igeren
kab1 inceleyerek, tam yeniden siispansiyon haline gelip gelmedigi kontrol edildi.

Bilyeler siyah renkli oldugundan manyetik bilyeleri igeren kuyucuk kolaylikla ayirt
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edilebiliyordu. Yeterli yeniden siispansiyonun ardindan reaktiflerin her bir kuyucugun

altina yerlesmesini saglamak icin tezgahin iizerinde tepsiye hafifce vuruldu.

b) Ekstraksiyon tepsisi ¢ekmece diizenegindeki uygun lokasyonuna yiiklendi (Sekil 2).
Ekstraksiyon tepsisi dogru bi¢cimde yiiklendiginde 6rnek yiikleme kuyucugu ¢ekmece
diizeneginin sag tarafina konumlaniyordu. Ekstraksiyon tepsisini yerlestirdikten sonra

seviyesini ayarlamak i¢in koselerden bastirildi.

Ekstraksiyon tepsisi

yiikleme kab1

Sekil 2. Ekstraksiyon tepsisini yiukleme

4. Pipet Ucu Kab1 Diizenegini Yiikleme

a) Pipet ucu kab1 diizenegi iki pipet ucu ve kaucuk pipet kapagi igeren plastik bir
tutucudur. Her bir pipet ucu iist kisminda bir O-halka igerir (Sekil 3).

Pipet kapagi

Sekil 3. Pipet ucu
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b) Pipet ucu kab1 diizenegini kullanmadan 6nce, her bir pipet ucunun O-halkasi kontrol
edildi ve kauguk pipet kapaginin uglar arasinda dik ve diiz bir sekilde oturdugu
dogrulandi.

c¢) Pipet ucu kab1 diizenegi ¢ekmece diizenegindeki uygun lokasyonuna yerlestirildi
(Sekil 4). Yonlendirme igin ¢ekmece diizeneginin istiinde her bir pipet ucunun

yerlesmesi i¢in iki delik vardi.

Pipet ucu kabi
diizenegi

Sekil 4. Pipet ucu kabi diizenegini yiikleme

5. Kullanim Tepsisini yiikleme
a) Kullanim Tepsisi dondurularak saklanmigsa 10 dakika oda sicakliginda ¢ozdiiriildi.
b) Reaktifleri cokeltmek icin tezgahta tepsiye hafifce vuruldu.

¢) Kullanim tepsisi ¢ekmece diizenegindeki uygun lokasyonuna yerlestirildi. Tepsi

diizgiin bir sekilde yiiklendiginde diiz oturmaliydi.

d) Bir elimizle ¢ekmeceyi desteklerken, ¢ekmece kelepgesi tepsilerin {izerine algaltilip
kilitlendi (Sekil 5). Cekmece kelepgesi diizgiin bir sekilde kapatildiginda ¢ekmece

diizenegi iizerine kilitlendi ve glimiis kilide basmadan kelepge kaldirilamadi.
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Cekmece
kelepcesini
indirme

Sekil 5. Cekmece kelepgesini indirme

6. Test Isteme

Testler Verigene Reader araciligiyla istendi.

a. Verigene Reader'a giris yapildi.

b. Daha 6nce olusturulmus bir oturumdan test istemi yapildi.

c. Oturum ID diigmesine basild1 ve veri giris klavyesini kullanarak bilgileri girildi

d. Reader'a takili barkod tarayiciy1 kullanip barkodu tarayarak test kartusu numarasi

girildi.

7. Bir Test Kartusunun Yiiklenmesi

a) Bir elimizle kartusun tutacagini tutup, diger elimizin avug igiyle basing uygulayarak
kapak geriye dogru biikiilerek ¢ikarildi. Kapagin ¢ikarilmasi sirasinda valf plakasinin

hareket etmemesine dikkat edildi.
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Test kartusunun kapagi, kartusu Processor SP icine yerlestirmeden hemen o©nce
cikarildi (Sekil 6).

Kartus kapagini
¢ikarmak i¢in buradan
cekildi

DO AR
00501381

Kapagi ¢ikarirken valf
plakasinin hareket
etmemesine dikkat

Sekil 6. Kartusun kapagini ¢cikarma

b) Yiiklemeden once reaktifleri kartusa yerlestirmek i¢in sag elimizin isaret parmagiyla

kartusun barkodlu ucuna vurma islemi uygulandi (Sekil 7).

Sekil 7. Kartusa vurma
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¢) Durma noktasina ulasincaya kadar test kartusu Verigene Processor SP'nin

hibridizasyon modiiliine yerlestirildi (Sekil 8) .

Sekil 8. Kartusu yerlestirme

8. Ornegin Yiiklenmesi

a) Ornek numarasini tarayarak veya Reader'in dokunmatik klavyesi ile manuel olarak
ornek numaras1 Reader'a girildi. Ornek numarasini dogrulamak icin ‘Evet’ diigmesine

basildi. Ekstraksiyon ve Hibridizasyon segeneklerinin tiimii segildi (Sekil 9).

x Assign Sample

Sample
' Please enter
Cartridge: 02104633 20-006-022
m Test BC-GN 2 2013-04-07
' @ ' Extraction 1109120214
Armplification
______ Accept?
@ | Hybrisization n

Sekil 9. Ornegin Yiiklenmesi
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b) Sonraki iletisim kutusunda, bu hedefler i¢in sonug raporlamayi etkinlestirmek i¢in

listeden bakteri tiirleri veya direng¢ markerleri secildi. Dogrulamak i¢in Evet diigmesine
basild1 (Sekil 10) .

So01:00 pom.
Select Results to Report

Cartr - Sample: 19403 - li'
Cartridge: 02104633
Test BO-GN

‘ @ ' Acinetobacter

MENU

' Citrobacter | A ‘

‘ @ ' Enterohacter

' Froteus

@ E coll

i P.aenginosa

‘ @' k. oxytoca

| K. pneumaoniae

@ S. marcescens

Accept?

1 Salect Al

Sekil 10. Hedeflerin secimi

¢) Kan kaltard hafifce calkalandi ve kan kiiltiiriiniin Gram Negatif i¢in 700 pL'si Gram

Pozitif i¢in 350 pL'si ekstraksiyon tepsisindeki ornek yiikleme kuyucugunun altina
pipetlendi (Sekil 11).

Ornek yiikleme
kuyucugu

Sekil 11. Ekstraksiyon tepsisi
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d) Processor SP'de bulunan ACMA/KAPAMA diigmesine basilarak ¢ekmece diizenegi
kapatildi. Processor her bir sarf malzemenin diizgiin bir bigimde yiiklendigini ve 6rnek

islemeye baslandigini otomatik olarak dogrulayana kadar beklendi.

9. Test caliymasinin tamamlanmasindan sonra

a) Verigene Reader test tamamlandiginda kullaniciyr bilgilendirmek i¢in bir halka
olusturdu ve Processor SP "Prosediir Tamamlandi. Cekmece A¢ilmaya Hazir" mesajini

gorilntiiledikten sonra test kartusu Processor SP'den ¢ikarildi.
b) ACMA/KAPAMA diigmesine basarak ¢ekmece diizenegi acildi.
c) Test kartusu ¢ikarilip ve hemen yanina yerlestirildi.

d) Test kartusunu yaninda tutarken, reaktif paketini ayirip substrat1 ¢ikarildiktan sonra

30-60 saniye boyunca kurumasi i¢in yaninda tutuldu (Sekil 12).

Substrat

tutucu

-

Sekil 12. Substratin ¢ikarilmasi

10. Sonuglar analiz etme

a) Koruyucu bandi substrat tutucudaki slaytin arkasindan ¢ikarildiktan sonra Reader'in

barkod tarayicisi ile tutucunun barkodu okutuldu.
¢) Substrat tutucu Reader'a yerlestirildi.

e) Substrat tutucu Reader'a diizgiin bir bi¢imde yerlestirildikten sonra substrat

bolmesinin kapagi kapatildi.

f) Analizin tamamlanmas1 beklendi.
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3.4. ANTIiBiYOTIiK DUYARLILIGININ ARASTIRILMASI
3.4.1. Disk diftizyon testi

a. Inokiilum, kiiltiir plaklarinda {iremis olan bakteri kolonilerinden bir miktar alinarak
steril serum fizyolojik icerisinde 0.5 McFarland standart bulaniklikta olacak sekilde

hazirland.
b. Bu siispansiyon steril ekiivyon yardimiyla MHA besiyeri yiizeyine inokiile edildi.

c. Plaklarin kurumasi beklendikten sonra iizerlerine iireyen mikroorganizmaya uygun olan

antibiyotik emdirilmis kagit diskler yerlestirildi.

d. 35 C°’de 18-24 saatlik inkiibasyonu takiben antibiyotik disklerinin etrafinda olusan

inhibisyon zon ¢aplar1 dl¢tildii.
e. CLSI kriterlerine gore elde edilen sonuglar yorumlandi

3.4.2. Phoenix otomatize sistemi

Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerin antibiyogram ve diren¢ profilleri 3.3.2.de

belirtildigi sekilde iiretici firmanin onerileri dogrultusunda calisildu.
Istatistiksel analiz

Veriler bilgisayar ortaminda SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IIl., USA) programi
yardimiyla degerlendirildi. Nicel verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk
testiyle test edildi. Verilerin istatistiksel analizinde, kategorik veriler icin Pearson ki-

kare testi, nicel veriler i¢in Paired t testi ve unpaired t testi kullanild.

Kategorik veriler say1 ve yiizde olarak, nicel veriler aritmetik ortalama £SD olarak

gosterildi. Tiim analizlerde p<0,05 degerleri anlamli kabul edildi.

Mikroarray yontemi ve rutin sonuglarinin uyumu Kendall’s tau-b analizi ile

degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismaya, Temmuz 2014 - Ocak 2015 tarihleri arasinda, Erciyes Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastaneleri’nin servis ve yogun bakim iinitelerinde yatmakta olan ve sepsis
tanist alan 52 hasta dahil edildi. Caligmaya dahil edilen 31’1 kadin (% 59,6), 21°1 erkek
(% 40,4) hastanin yas ortalamasi 45.78 (0-89) idi. Hastalarin % 74’1 nozokomiyal %
26’s1 toplum kaynakli sepsis tanist aldi. En sik altta yatan hastaliklarin hipertansiyon
ve diabetes mellitus oldugu goriildii. Hastalarin bazilarinda birden ¢ok sayida altta
yatan hastalik mevcut iken, % 17.3” {linde altta yatan herhangi bir hastalik yoktu
(Tablo 3).

Tablo 3. Sepsis tanisi alan olgularin altta yatan hastaliklar

Altta yatan hastalik n(%)
Diabetes Mellitus 11(21.2)
Hipertansiyon 16 (30.8)
Hematolojik malignite 13(25.0)
Kronik bobrek hastalig 7(13.4)
Kronik akciger hastalig 7(13.4)
Kronik kalp hastaligi 4(7.7)
Solid organ malignitesi 5(9.6)
Merkezi sinir sistemi, serebrovaskiler hastalik 3(5.8)
Diger ( Respiratuar distres sendromu, Pemfigus ) 2(3.8)
Yok 9(17.3)
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Hastalarin 25’1 (% 48.1) yogun bakim iinitelerinde yatmakta iken, 27’si (% 51.9)
yogun bakim dis1 kliniklerde yatmaktaydi. Sepsis atagi geciren hastalarin 31°1 (% 59.6)
mekanik ventilasyon desteginde idi. Hastalarin 23’tinde (% 44.3) {iriner kateter ve

37’sinde (% 71.2) santral ventz kateter mevcut idi (Tablo 4).

Tablo 4. Predispozan faktorler

Predispozan faktorler n(%)

Mekanik ventilasyon 31(59.6)
Santral venoz kateter 37(71.2)
Uriner kateter 23 (44.3)
Sitotoksik tedavi 15(28.8)
Notropeni 12 (23.1)
Cerrahi 0yku 9(17.3)
Diger islemler (Perkutan transhepatik kolanjiografi, sant drenaj) 9(17.3)

Sepsisi siddetine gore degerlendirdigimizde ataklar sirasinda hastalarin % 40.4°0
sepsis, % 38.4°1 agir sepsis, % 21.2°si septik sokta idi. Hastalarin yatis yerine gore
sepsisin siddetini siniflandirdigimizda, yogun bakimda sepsis gelisen hastalarda, agir
sepsis ve septik sok oranlar1 daha yiiksek bulundu (Tablo 5). Bu fark istatistiksel
olarak da anlamli kabul edildi ( p < 0.001).

Tablo 5. Sepsis ataklarinin gelistigi klinikler ve sepsis siddeti

Sepsis siddeti
Sepsis Agir Septik | Toplam
sepsis sok

Yogun bakim sayl 19 5 3 27
dis1 (%) | (70.3) (185) (11.2) [(100.0)

Klinik |Yogun bakim sayl 2 15 8 25
Uniteleri (%) | (8.0) (60.0) (32.0) [(100.0)

Toplam sayl 21 20 11 52
(%) | (40.4) (38.4) (21.2) [(100.0)

Ki-kare degeri ( X?) =20.750 (p<0.001)
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Hastalarin tamaminda C-Reaktif Protein (CRP) degerlerinin yiiksek oldugu saptandi.
CRP degerlerinin ortalamasi yogun bakim hastalarinda 150.0 iken, yogun bakim dis1
kliniklerde 143.8 olarak saptandi. Istatistiksel olarak bu farkin anlamli olmadig

gorulda ( p=0.809).

Sepsis ataklarina en sik neden olan enfeksiyon odagimin yogun bakimda akciger,
yogun bakim disinda ise liriner sistem ve santral vendz kateterler oldugu saptandi.

Toplam 18 hastada enfeksiyon odagi saptanamadi (Tablo 6).

Tablo 6. Sepsis ataklari sirasinda mikrobiyolojik olarak dokiimante edilmis enfeksiyon

odaklar1
Yogun bakim | Yogun bakim dis1 Toplam
n(%) n(%) n (%)
Akciger 9(36.0) 1(3.7) 10 (19.2)
Uriner sistem 1(4.0) 4(14.8) 5(9.7)
Santral vendz kateter 1(4.0) 5(18.5) 6(11.5)
Batin 4(16.0) 2(74) 6(11.5)
Deri ve yumusak doku 4(16.0) 3(11.1) 7(13.5)
Odak saptanamayan 6(24.0) 12 (44.5) 18 (34.6)
Toplam 25 (100.0) 27 (100.0) 52 (100.0)

Sepsis atagi sirasinda laboratuvara gonderilen kan Kkiiltiirlerinin rutin sonuglar1
Mikroarray yontemi sonuclart ile karsilastirildiginda, iki yontem arasinda istatistiksel

olarak yiksek oranda ( %96 ) uyum oldugu goriildii (Tablo 7).
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Tablo 7. Mikroarray yontemi ile rutin sonuglarin uyumu

Sonug Mikroarray Rutin
yontemi yontem
n(%) n(%)
Escherichia coli 10(19.2) 9(17.3)
E.coli, Klebsiella pneumoniae 1(19) 2(3.8)
E.coli, Klebsiella oxytoca 0(0.0) 1(1.9)
E.coli, Acinetobacter spp. 2(3.8) 2(3.8)
E.coli, Pseudomonas aeruginosa 1(19) 1(1.9)
P.aeruginosa 5(9.6) 5(9.6)
Acinetobacter spp. 4(7.7) 4(7.7)
K. pneumoniae 4(7.7) 4(7.7)
Enterobacter spp. 4(7.7) 4(7.7)
Enterobacter spp, E.coli, K.oxytoca 1(19) 0(0.0)
Proteus spp. 2(3.8) 2(3.8)
Serratia marcescens 1(19) 1(19)
Stapylococcus aureus 4(7.7) 4(7.7)
Stapylococcus epidermidis 3(5.8) 3(5.8)
Streptococcus pneumoniae 2(3.8) 2(3.8)
Enterococcus faecalis 2(3.8) 3(3.8)
E.faecalis, E.faecium 1(1.9) 0(0.0)
Stapylococcus spp, E.faecium 1(19) 1(19)
Streptococcus pyogenes 1(19) 1(19)
Streptococcus agalactiae 1(19) 1(19)
Micrococcus spp. 1(19) 1(19)
Leuconostoc lactis 0(0.0) 1(19)
Negatif 1(1.9) 0(0.0)
Toplam 52 (100.0) 52 (100.0)

Genel uyum oran1 = % 96

tau-b degeri = p < 0.001

57



Sepsis atagi sirasinda laboratuvara gonderilen 52 kan kiiltiiriinden 48’inde aym
mikroorganizma tdrleri izole edildi. Mikroarray yontemi ile negatif olarak
degerlendirilen bir kan kultiriinde rutinde Leuconostoc lactis adli bakteri izole edildi
ve kontaminasyon olarak degerlendirildi. Diger iic kan kultlriinde ise mikroarray

yontemi ile rutin yontemler arasinda farkli sonuglar elde edildi (Tablo 8).

Tablo 8. Mikroarray yontemi ile rutin yontemler arasindaki farkli sonuglar

Mikroarray yontemi Rutin yontem
1 E.coli E.coli, K.pneumoniae
Sonug 2 E.coli, K.oxytoca Enterobacter spp E.coli, K.oxytoca
3 E.faecalis, E.faecium E. faecalis
4 Negatif Leuconostoc lactis*

*Kontaminasyon

Mikroarray yontemi ile belirlenen direng profili rutin sonuglarla karsilastirildiginda, iki
yontem arasinda istatistiksel olarak ylksek oranda (%96) uyum oldugu goriildii
(Tablo 9).

Tablo 9. Mikroarray yontemi ile rutin sonuglarin direng uyumu

Sonug Mikroarray yontemi Rutin yontem
n(%) n(%)
GSBL* 7(135) 6(11.3)
Karbapenem direnci 9(17.3) 10(19.2)
Karbapenem direnci, GSBL* 3(5.8) 3(5.8)
Metisilin direnci 4(7.7) 5(9.6)
Vankomisin direnci 1(1.9) 1(1.9)
Negatif 28 (53.8) 27 (51.9)
Toplam 52 (100.0) 52 (100.0)

* GSBL: Genisletilmis Spektrumlu Beta-Laktamaz
Genel uyum orani = % 96.6
tau-b degeri = p < 0.001
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Mikroarray yontemi ile belirlenen direng geni profilinde; 10 CTX-M geni ( GSBL ), 10
OXA geni ( karbapenem direnci ), iki VIM geni ( karbapenem direnci ), dért mecA

geni ( metisilin direnci ), bir de vanA geni pozitifligi saptandi.

Rutin yontemlerle Stapylococcus epidermidis izole edilen ve metisilin direncli olarak
degerlendirilen bir kan kultirinde mikroarray yontemi ile mecA diren¢ geni

gosterilemedi.

Diger bir kan kiiltiiriinde ise rutinde izole edilen E. coli karbapenem direncli olarak
degerlendirilirken, mikroarray yontemi ile CTX-M direng geni pozitif (GSBL) olarak

gosterildi. Yontemler arasindaki bu farkliliklar uyumsuzluk olarak yorumlandi.

Uremelerin oldugu kan kiiltiirlerinde pozitif sinyal verme siiresi ortalama 32.6 saat,
ornek alimindan bakteriyel tanimlama islemi sonug¢lanana kadar gecen silire ortalama
60.0 saat olarak hesaplandi. Mikroarray yontemi ile tanimlama siiresi 6rnegin cihaza

yuklenmesi de dahil ortalama 2.5 saat strdi (Tablo 10).

Tablo 10. Mikroarray yontemi ile rutin sonuglarin ortalama siireleri

Mikroarray yontemi Rutin yontem

Ortalama sure (saat) 2.5 60.0
p <0.001

Mikroarray yontemi ile rutin kan kiiltiiri yontemleri, sonu¢lanma stireleri ortalamalari
bakimindan karsilastirildiginda, iki yontem arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

oldugu goriildii (p <0.001).
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5. TARTISMA

Bakteriyemi ve sepsis, tanisinda zorluklarla karsilasilabilen, mortalitesi yiiksek bir
sliregtir. Bakteriyemilere bagli mortalite % 20-50 arasinda bildirilmektedir (57,58).
Mortalitede gozlenen bu oransal fark kuskusuz, hastaneler arasindaki basta teknik
donanim ve saglik hizmetlerinde sunulan farkli hizmet sekillerine bagli olmakla
beraber, oranlar1 etkileyen en 6nemli faktoriin ¢caligmalarda alinan hasta popiilasyonlari
oldugu soylenebilir. Toplum kaynakli bakteriyemilerde mortalite daha diisiikken,
nozokomiyal bakteriyemilerde daha yiiksektir. Ayrica farkli hastanelerde farkli direng
profillerine sahip etkenlerin varligi da prognozu etkilemektedir. (57,58)

Bakteriyemiye neden olan mikroorganizmalarin dagilimiyla ilgili olarak yapilan
calismalarda, kan kiiltiirlerinden Gram-negatif bakterilerin % 20-64, Gram-pozitif
bakterilerin ise % 27-78 oraninda izole edildigi bildirilmektedir (3, 57). Oranlar
arasindaki ciddi farkliliklar etkenlerin hastaneden hastaneye de§ismesinin yani sira,
farkl1 hasta gruplarim1 (hastane kaynakli, toplum kaynakli, kateter iliskili vb.)
icermesine baglanmaktadir (2). Ulkemizde yapilan ¢alismalarda Yiicel P. ve ark. (60)
Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteri oranlarini sirasiyla % 28.1 ve % 59.3 olarak,
Duman Y. ve ark (61) % 68.5 ve % 31.5 olarak, Kaya ve ark. (62) ise % 62.2 ve %
37.8 olarak bildirmislerdir. Izole edilen Gram-pozitif bakteriler icerisinde KNS bir ¢ok
calisgmada en sik izole edilen etken olup, izolasyon orani % 40-50 arasinda
bildirilmistir (61-64). Bu c¢alismalarda Gram-pozitif bakterilerden 2. en sik etken
Enterokoklar, Gram-negatif bakterilerden ise en sik etken Escherichia coli olarak
bildirilmistir (61-64). Nosocomial Infections Surveillance ( NNIS ) ve SCOPE ¢aligsma
gruplar1 ABD’de de nozokomiyal bakteriyemilerde en onemli etkeni KNS olarak
bildirmislerdir (65).
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Universitemizde, bakteriyemilerde kan kiiltiiri ~kontaminasyon oranlarinin
belirlenmesi, hastane ve toplum kokenli enfeksiyonlarin epidemiyolojik, klinik ve
mikrobiyolojik 6zelliklerinin karsilastirilmas: amaciyla yapilan calismada, gercek
bakteriyemi oran1 %12.1 iken, kontaminasyon orani %10.7 olarak bulunmustur. Bes
yiiz altmis yedi enfeksiyon ataginin %73.4’1 hastane kaynakli iken %26.6 s1 toplum
kaynakli olarak belirlenmistir. Hastane kaynakli enfeksiyonda en sik izole edilen
mikroorganizmalar stafilokok (%44, metisin direncli %69.4), enterokok (%15), E. coli
(%12.5) iken, toplum kaynaklida ise en sik Brucella spp (%21.9), E.coli (%19.2) ve S.
aureus (%14.6, metisilin direngli %9.1) izole edilmistir. Mortalite oranlar1 ise hastane
kaynakli enfeksiyonda %16.6 iken toplum kaynaklida %13.9 olarak bildirilmistir.
Olime en sik neden olan mikroorganizma hastane kaynakli enfeksiyonda
P.aeruginosa, toplum kaynakli enfeksiyonda ise S.pneumoniae olarak belirlenmistir.
Bu c¢aligmada kontaminasyon oranlari ¢ok yiiksek olarak bulunmustur. Bu nedenle
direngli bakterilerin de yayilmasim1 Onlemek i¢in enfeksiyon kontrol calismalarina

O6nem verilmesi gerektigi sonucuna varilmstir (66).

Sepsise neden olan etiyolojik etkenlerin tanimlanmalar1 i¢in dogru tamisal testler
onemlidir. Kan kiiltlirii sistemleri klinisyenler i¢in en onemli tan1 ve dogrulama
yontemidir (65,66). Ancak kan kiiltiir sitemlerinin duyarlilig1 istenen seviyede degildir.
Son yillarda sepsis tanili degisik hasta gruplarinda yapilmis olan ¢alismalarda kan

kiiltiirii pozitifliginin %50’yi pek agsamadig1 bildirilmistir (46,47, 68—-70).

Kan kiiltiirii i¢in gerekli kan voliimiinii 6zellikle yogun bakim hastalarinda ve pediatrik
yas grubunda her zaman elde etmek miimkiin olmamaktadir. Bu durum beklenildigi
gibi kan kiiltiirtiniin duyarliligin1 daha da disiirmektedir (71). Gunumuzdeki kan kalttr
sistemlerinin en Onemli dezavantajlarindan biri de sonuglarin yeterince hizli
alimamamasidir. Kiiltiir sisesinde liremenin oldugunu isaret eden pozitif sinyalin
alinmas1 birka¢c giin siirebilmekte ve daha sonrasinda mikroorganizmanin
tanimlanmasma yonelik islemler nedeniyle de bu silirece birkag giin daha
eklenmektedir. Bu durum da her bir saatin yasamsal oneme sahip oldugu sepsis
hastalarinda yeterince hizli tedavi diizenlenmesi yapilamamasina, dolayisiyla

prognozun koétllesmesine yol agabilmektedir (72,73).
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Erken tan1 konarak tedaviye baglanmasinin mortalite oranlarin1 6nemli 6lgiide azalttigt
bildirilmektedir (72,73). Kumar ve ark.(74) septik sok vakalarinda tanida her bir
saatlik gecikme sonucunda olusan hipotansiyon ile tedavi basarisinin % 8 azaldigini
bildirmislerdir. Tan1 ve prognoz arasindaki dikkat ¢ekici bu korelasyondan dolay1, hizli

sonuca varmay1 saglayan yeni tan1 yontemleri kullanima girmistir.

Yeni tanisal teknolojiler kan dolasimi enfeksiyonlarina neden olan patojenleri kan
kiltirinden kisa siirede tespit etmek igin gelistirilmistir. Bunlar Fluorescent in
situ hybridization (FISH), Polymerase chain reaction (PCR), MALDI-TOF mass
spectrometry (MS), Microarray ve Sekans analizi yontemleri olarak sayilabilir.
Arastirmalar bu teknolojiler kullanilarak saglik giderlerinin diistigiinii ve dogru

antimikrobiyal tedavi kullaniminin arttigini1 géstermektedir (75).

Calismamizda; direkt olarak kan Orneginden, ortalama 2.5 saatte, sepsis ile iligkili
onemli bakteri tiirlerinin DNA’sin1 saptayabilen, mikroarray temelli yontemi
(Verigene® System Bloodstream Infection Tests Nanosphere, Inc. Northbrook, IL,
USA) ( Gram-pozitif ve Gram-negatif ) test ettik.

Mikroarray tabanli uygulamalarin klinik kullanimindaki etkisi arastirma alanindaki
uygulamalara gore giderek artmaktadir. Teknolojik gelismeler is akislarim
basitlestirerek ve sonuclanma siirelerini kisaltarak mikroarray uygulamalarini klinik
kullanimda daha pratik hale getiriyor. Kan dolagimi enfeksiyonlarinda kan kiiltiirtinde
patojen bakterileri belirlemek i¢in son zamanlarda gelistirilmistir. Gram-pozitif ve
Gram-negatif bakteriler ve antibiyotik diren¢ belirtegleri i¢in tasarlanmis mikro-dizi-
bazli in vitro tanisal testlerdir. Bes dakikadan daha kisa bir siirede ¢alismaya hazir hale

getirilen otomatize sistemlerdir (75).

Verigene Gram-pozitif kan kuiltiri ( BC-GP ) testinin performansini pediatrik
hastalarda degerlendirmek amaciyla yapilan ¢alismada BC-GP testinin uyumu % 95.8
olarak bildirilmistir. Organizmanin tanimlanmasi ve direng tespiti i¢in gerekli slirenin
rutin yontemlere gore onemli Ol¢iide azaldigi goriilmiis ve BC-GP ‘nin son derece
hassas ve mikrobiyoloji laboratuvarinda rutin is akisina entegre edilebilir bir yontem

oldugu belirlenmistir (76).
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Verigene Gram-pozitif kan kultiri ( BC-GP ) testinin bakteriyemik hastalardaki
tanisal performansini degerlendirmek icin yapilan diger bir calismada ise 118 kan
kiltirii sonucu ileriye doniik olarak incelenmis. Altt mikroorganizma disinda
digerlerinin test paneli i¢inde oldugu (%95.6) goriilmiis. Patojenlerin tespiti ve mecA
geninin belirlenmesinin rutin yontemlerle uyumu sirasiyla %87.6 ve %97.7 olarak
bildirilmistir. Bu calismada, BC-GP testinin ayn1 anda birden fazla etkeni hizli ve
dogru sekilde tanimlayabilmesinin hasta yonetimi ve saglik maliyeti tizerine etkisinin

oldugu sonucuna varilmistir (77).

Dodémont ve ark. (78) Verigene Gram-negatif kan kiltiri ( BC-GN ) testinin tanisal
performansin1 degerlendirmek amaciyla yapilan caligmada, patojenlerin tespiti ve
diren¢ genlerinin belirlenmesinin rutin yontemlerle uyumunu sirastyla %97.4 ve %92.3

olarak bildirmislerdir.

Alby ve ark. (79) yaptig1 calismada pozitif kan kiiltiirlerinden Verigene Gram-pozitif
kan kultiri ( BC-GP ) testi ile tespit edilen streptokoklar ve enterokoklar icin tedavi
algoritmasi gelistirilmesi amaglanmistir. Kiiltiir testinin genel uyumu % 89.7 olarak
bulunmus ve tedavi algoritmasini belirlemek igin yeterli kabul edilmistir. Verigene
sisteminin tanisal performansini degerlendirmek amaciyla yapilan ¢alismalarda kan
kaltard ile mikroarray arasindaki uyumun % 87.6 — 97.4 arasinda degismekte oldugu
gorulmektedir (77-79).

Calismamizda; sepsis atagi sirasinda laboratuvara gonderilen kan kiiltiirlerinde
Verigene sistemi ile patojenlerin tespiti ve direng genlerinin belirlenmesinin rutin
yontemlerle uyumu sirasiyla %96 ve %96.6 olarak bulundu. Rutin yontemlerle
Stapylococcus epidermidis izole edilen ve metisilin direngli olarak degerlendirilen bir
kan kalturinde mikroarray yontemi ile mecA direng geni gosterilemedi. Diger bir kan
kulttriinde ise rutinde izole edilen Escherichia coli karbapenem direncli olarak
degerlendirilirken, mikroarray yontemi ile CTX-M direng geni pozitif (ESBL) olarak

gosterildi.

Pozitif kan kiiltiirlerinde organizmanin tespiti ve antibiyotik duyarlilik durumunun
raporlanmasin1 hizlandirarak klinik sonuglarin gelistirilmesi amaciyla yapilan bir
calismada, 242 kan kiiltiiriinden 249 Gram-pozitif bakteri izole edilmis. BC-GP ile S.
aureus, metisiline duyarli S. aureus ve metisilin direngli S. aureus sirasiyla % 100, %
99 ve % 100 hassasiyetle; ve % 100, % 100 ve % 99.5 ozgiilliik ile tespit edilmis. S.
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epidermidis, metisiline duyarli S. epidermidis ve metisiline direncli S. epidermidis
strastyla %95 , % 80 ve % 96 hassasiyetle ve % 100 6zgiilliik ile tespit edilmis. Kirk
yedi E. faecalis ve E. faecium bakteriyemisini (14/15 olgu) , dokuz S. pneumoniae
olgusunu dogru sekilde belirlemis. BC-GP bes S. mitis / oralis, bir Streptococcus
anginosus grup olan kan kultirlerinde S. pneumoniae olarak sonug vermis. Yanlis
pozitif S. pneumoniae sonuglar1 ‘Streptococcus spp.” olarak raporlanabilir seklinde
degerlendirilmistir. BC-GP’ nin mikroorganizmalari, mecA, vanA ve vanB genlerini
hizli ve dogru tespit edebilmesinin klinik kararlar1 hizlandirmada yardimci olacagi

sonucuna varilmstir (80).

Toplam 102 pozitif kan kiiltiriiniin test edildigi bir bagka calismada, BC-GN testi ile
panel i¢indeki izolatlarin %97.9° unun dogru sekilde tanimlandigi ve izolatlarin
%29.8’inde CTX-M, KMG, VIM ve OXA direng genleri igerdigi tespit edilmis, pozitif
prediktif deger Enterobacteriaceae igin %95.8, Pseudomonas aeruginosa igin %100
olarak bulunmus. Negatif prediktif deger ise sirasiyla %100 ve %78.6 olarak
bulunmustur (81).

Cok merkezli pediatri tnitelerinde yapilmis bir ¢alismada Verigene BC-GN testinin 9
cins/tuir ve 6 antibiyotik direng geni paneli direk pozitif kan kaltirinden
degerlendirilmistir. Vitek MS (bioMérieux, Durham, NC) altin standart organizma
identifikasyonu i¢in kullanilmistir. Kontrol MDR CT-102 mikroarray ( Points BV,
Wageningen, Hollanda Kontrol ) direng belirleyicilerini tespit etmek icin alternatif bir
yontem olarak kullanilmistir. Toplamda 97 kan kiiltiiriinden 104 organizma izole
edilmistir. Kontrol mikroarrayde gosterilemeyen 8/13 kan kiiltiirii BC-GN testi ile
negatif olarak tamimlanmistir, BC-GN testi ile tespit edilemeyen 3/5 kan kultlriinde
birden fazla Gram-negatif mikroorganizma gosterilmistir. Tiim 6 sonug¢ kontrol MDR
CT-102 mikroarray testleri ile dogrulanmistir. Sonug olarak BC-GN testi Gram-
negatif bakteriler ile enfekte pediatrik hastalarda tedavi karari vermeyi hizlandirmak
igin bir potansiyele sahiptir, hassasiyet tatmin edicidir ama karisik Gram-negatif kan

kalturlerinde eksik sonuclar olabilir seklinde yorumlanmustir (82).

64



Caligmamizda; ti¢ kan kiiltiirii 6rneginde rutin yontemlerle mikroarray arasinda farkli
sonuclar elde edildi. Bir 6rnekte Verigene Gram-negatif kan kulturi (BC-GN ) testi ile
E.coli tespit edilirken rutin yontemle E.coli+ K.pneumoniae olarak belirlendi. Ikinci
Ornekte BC-GN testi ile E.coli+ K.oxytoca+ Enterobacter spp. tespit edilirken rutin
yontemle Enterobacter spp. bulunamadi. Ugiincii 6rnekte ise BC-GN testi ile
E.faecalis + E.faecium tespit edilirken rutin yontemle bu sonug¢ E. faecalis olarak

belirlendi.

Hill ve ark. (83) Verigene Gram-negatif kan kultiri ( BC-GN ) testi ile pozitif kan
kultarlerinden 51 Gram-negatif basil ve 14 karbapenemaz enzimi belirlendigini
bildirmislerdir. Test ile organizmanin tanimlanmasi rutin yontemlere kiyasla ortalama
24 saat daha hizli sonuglanmistir. Hastalarin %31.8’inde klinik yonetimin ortalama 33
saat daha erken diizenlenebilecegi belirlenmistir. BC-GN testinin, bakteriyemisi olan
hastalarda acil klinik kararlar verebilmek i¢in olanak saglayan dogru ve hizli bir test

oldugu sonucuna varilmstir.

Verigene Gram-negatif kan kiltirt ( BC-GN ) testinin performansini degerlendiren bir
baska caligmada; pozitif kan kiiltiiriinden hizli tanimlama yapabilen, multipleks bazl
otomatize bir yontem oldugu ve ornek basina 5 dakikas1 manuel olmak tizere toplam 2
saat ¢aligma siiresi oldugu vurgulanmistir. BC-GN testi ile rutin laboratuvar yontemleri
karsilastirildiginda elde edilen veriler, Gram-negatif basillerin ve 6nemli
antimikrobiyal diren¢ genlerinin erken tespitinin hasta yonetiminde etkili oldugunu

gostermistir (84).

Samuel ve ark. (85) yaptiklari c¢alismada 203 hastadan pozitif kan kiiltiirlerinde
stafilokok, streptokok, enterokok tiirlerini iceren 12 farkli bakteriyi ve ii¢ onemli
diren¢ genini Verigene Gram-pozitif kan kualturi ( BC-GP ) testi ile incelemisler.
Sonuglart tanmimlama ve antibiyotik duyarliligt acisindan rutin  yontemlerle
karsilastirmiglar. Yiiz yetmis sekiz monomikrobiyal 6rnekte uyum sirasiyla %94 ve
%97 iken, 25 polimikrobiyal 6rnekte uyum sirasiyla %92 ve %96 olarak bulunmus.
BC-GP testinin dogrudan pozitif kan kiiltiirlerinden rutin yontemlere gore en az 24-48
saat Once, hizli tanimlama ve diren¢ saptama yetenegine sahip oldugu sonucuna

varilmgtir.
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Gram-pozitif bakterileri ve direng genlerini Verigene Gram-pozitif kan kultiri ( BC-
GP ) testi ile hizli sekilde belirleyebilmek amaciyla yapilmis benzer bir baska
calismada da 186 pozitif kan kiiltiirii incelenmis. Sonuglar tanimlama ve antibiyotik
duyarliligr acisindan rutin yontemlerle karsilastirilmis. Uyumsuz sonuglar ek bir
biyokimyasal testle, sefoksitin disk yontemi ile teyit edilmis, BC-GP testi tekrarlanmus.
Baslangicta BC-GP testi ile tanimlanan bakteriler %94.6 rutin yontem sonuglar1 ile
uyumlu bulunmus. BC-GP testi ile bakterilerin tanimlanmasi isleminin 31-42 saat,

duyarlilik sonuglarinin 41-50 saat daha erken olabilecegi gosterilmistir (86).

Gram-pozitif bakteriler igeren pozitif kan kiiltiir sivilarinda dogrudan 12 Gram-pozitif
bakteri ve 3 direng genini tespit eden Verigene Gram-pozitif kan kilturt ( BC-GP )
testinin tanisal dogrulugunu (duyarlilik ve o6zgiillik) degerlendirmek amaciyla ¢ok
merkezli bir ¢alisma yapilmis. Gram-pozitif bakteri iceren 1.252 kan kdlttri Nisan
2011 ve Ocak 2012 tarihleri arasinda bes klinik merkezde test edilmek {iizere
toplanmis. BC-GP testi ile belirlenen 12 cins veya tir hedef bolgeleri igin duyarlilik
ve Ozgiilliik sirastyla %92.6 - %100 ve %95.4 - %100 arasinda bulunmustur. S. aureus
veya S. epidermidis igeren 599 kan Kkiiltiirinde mecA geninin tanimlanmasinda
duyarhilik ve 6zgiilliik sirasiyla sefoksitin diski yontemine gore %98.6, % 94.3 olarak
bulunmus. E. faecium ve E. faecalis igeren 81 kan kultiriinde vanA geninin
tanimlanmasi %100 duyarh ve 6zgiil olarak bulunmus. Tek Gram-pozitif bakteri iceren
kan kilturlerinin yaklagik %7.5’inin (87 /1.157) BC-GP test panelinin i¢inde olmadigi
goriilmiis. Ve birden ¢ok bakteri igeren 95 kan kiiltiiriinde BC-GP testi sonuglari kiiltiir
sonuglari ile %71.6 ( 68 /95 ) oraninda uyumlu olarak bulunmus. YUz yedi ayr1 kan
kaltaranun retrospektif analizinde, BC-GP testi kullanilarak metisiline direngli S.
aureus ve vankomisine direncli Enterococcus spp. ‘nin tanimlanmasinin rutin kiltiir
yontemler ile Kkarsilastirildiginda ortalama 41.8 — 42.4 saat Once tamamlandigi
gosterilmistir. BC-GP testi birden fazla Staphylococcus iceren kultlrlerde belirli bir
bakteri icin mecA genini tespit etme konusunda ve Micrococcus, Corynebacterium,
Bacillus gibi yaygin kontaminantlar1 belirleme konusunda basarisiz bulunmustur. BC-
GP testinin Gram-pozitif bakterilerin kan dolasimi enfeksiyonlarinda metisilin ve
vankomisin direncini dogrudan kan kiiltiirii ile tespit edebilen multipleks bir yontem

oldugu vurgulanmstir (87).
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Verigene Gram-pozitif kan kalttrt ( BC-GP ) testi ile 148 kan kilttrtinin incelenmesi
amaciyla yapilmis bir ¢aligmada; sonuclar konvansiyonel biyokimyasal testlerle ve
matrix-assisted laser desorption ionization—time of flight ( MALDI-TOF) yontemi ile
karsilagtirilmis. Kiiltiir sonuglari ile genel uyum % 95 olarak bulunmus. Verigene BC-
GP testi ile hastalar igin uygun antibiyotik seciminin ortalama 42 saat Once
belirlenebilecegi gosterilmis. Ve bu test ile MRSA veya VRE olan hastalar igin

ortalama 37 saat 6nce izolasyon dnlemlerinin alinabilecegi bildirilmistir (88).

Dogrudan pozitif kan kiiltiirlerinden hizli sekilde organizmalari tanimlamak igin (g
ticari yontemin [QuickFISH (AdvanDx, Woburn, MA), Verigene Gram-pozitif kan
kaltura (BC-GP Nanosphere, Northbrook, IL) ve MALDI-TOF MS ( Bruker
Daltonics, Billerica, MA )] performansin1 degerlendirmek amaciyla yapilmis bir baska
calismada her ilic yontemin de sik karsilasilan patojenler icin uygun ve dogru
yontemler oldugu ayrica tedavi siirelerini azaltma potansiyeline sahip oldugu sonucuna

vartlmigtir (89).

Pozitif kan kiiltiirlerinde dogrudan calisilabilen, organizmanin tanimlanmasi ve direng
profilinin belirlenmesi islemlerini ¢ok kisa siirede gerceklestirebilen iki farkli
molekdler yontem [Verigene® System Bloodstream Infection Tests ( Nanosphere,
Inc., Northbrook, IL, USA ) ( Gram-pozitif ve Gram-negatif ) ve FilmArray® Blood
Culture Identification Panel ( BioFire® Diagnostics, Inc., Salt Lake City, UT, USA )]
karsilastirilmis. Yapilan bu ¢alismalarda her iki panelin de geleneksel yontemlere gore

anlamli olarak hizli ve giivenilir oldugu sonucuna varilmistir (90, 91).

Calismamizda, tremelerin oldugu kan Kkultirlerinde pozitif sinyal verme siresi
ortalama 32.6 saatte gerceklesti. Kan kiiltiirii ile pozitif sinyal alindiktan sonra Gram
boyama, kat1 besiyerine pasaj yapma, iireyen mikroorganizmayi biyokimyasal metotlar
ile tanimlama iglemleri i¢in de ek siireler gerekmektedir. Laboratuvar rutinimizde, kan
kiiltiirii sistemi ile 0rnek alimindan sonra bakteriyel tanimlama islemi sonuglanana
kadar gecen silire ortalama 60.0 saat olarak hesaplandi. Mikroarray yontemi ile
bakterilerin tanimlanma siiresi ornegin cihaza yiiklenmesi de dahil ortalama 2.5 saat
strdd. Mikroarray yontemi ile rutin kan kualtird yontemleri sonuglanma sireleri
ortalamalar1 bakimindan karsilastirildiginda, iki yontem arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir fark oldugu goriildii.
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Verigene testlerinin rutin kan kiiltlirii yontemleri karsisindaki en Onemli avantaji
onemli antibiyotik diren¢ genlerini tespit edebiliyor olmasidir. Bu 6zelligi ile ampirik
antibiyotik tedavisinin yeniden diizenlenmesi, hedefe yonelik tedavinin baslanmasi

konusunda etkin rol oynamaktadir (80, 83, 84, 87).

Rutin kan kiiltiirii yontemleri ile antibiyotik duyarlilik testlerinin c¢alisilmasi,
dolayisiyla hedefe yonelik antibiyotik tedavisinin baglanmasi uzun zaman almaktadir.
Yapilan bir ¢alismada septik hastalarin en az %10’unda genis spektrumlu ampirik
antibiyotik tedavisine ragmen sorumlu oldugu iddia edilen mikroorganizmayi etkileyen

antibiyotik kullanilmadigi gosterilmistir (92).

Her ne kadar kiiltiir dis1 yaklasgimlarin ampirik antibiyotik tedavisinin ilk dozunu
erteletecek kadar hizli olmamasina ragmen, antibiyotik tedavisinin tekrar diizenlenme
stiresini biiylik oranda kisaltabilecegi, dolayisi ile direngli patojenlerin gelisimini,

hastanede kalis siiresini ve ek masraflar1 azaltabilecegi bildirilmistir (78, 93).

Bu nedenle Verigene Gram-pozitif ( BC-GP ) ve Gram-negatif ( BC-GN ) kan kultlr
testleri ile yapilmis olan bir¢ok ¢alismada bu testlerin sepsis ataklarinda tedaviye etkisi
degerlendirilmis ve rutin yontemlere oranla ¢ok kisa siirede sonug¢ verdigi
gosterilmistir (83-86). Hizli sonug¢ veren mikroarray yontemi ile sepsis olgularinda

uygunsuz tedavinin azaltilabilecegi goriilmiistiir.
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6. SONUCLAR

Calismaya dahil edilen 52 hastanin kan kiiltlirii 6rneklerinde Verigene Gram-negatif
kan kultird testi ( BC-GN ) ve Gram-pozitif kan kultird testleriyle ( BC-GP ) ortalama
2.5 saat gibi kisa bir siirede onemli patojenler ve diren¢ genleri ¢alisildi. Mikroarray
tabanli bu yontemle bulunan sonuglar, rutin sonuglarla karsilastirildiginda yiiksek

oranda uyumlu bulundu.

Verigene kan kdltart sistemleri, 7 gin 24 saat hizmet veren mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda rahatlikla kullamlabilir. Is yiikii daha az oldugundan personel
sikintis1 daha az olacaktir, ayrica klinisyene daha kisa siirede sonug verebilecektir.
Rutinde bu sistemin kullaniminin 6niindeki en blyik engel yiksek maliyeti olarak

gorilmektedir.

Calismamiz tek merkezli ve nispeten az sayida hasta ile yapildigindan dolay1 sonuglari
genellestiremeyebiliriz ancak iilkemizde erigskin ve pediatrik hastalar iizerinde yapilan
ilk c¢aligmalardan biri oldugu icin gelecekte yapilacak aragtirmalar igin fikir

verebilecegi kanaatindeyiz.

Orta ve uzun vadede antibiyotik kullaniminin azaltilmasi, yatis stiresinin kisalmasi gibi
getirebilecegi potansiyel faydalar1 disiindiigiimiizde, Ozellikle yogun bakimlar,
hematoloji, onkoloji gibi sepsisin ve antibiyotik kullanimimin yaygmn oldugu
boliimlerde sepsis ataklarinda kan kiiltiiriine ek olarak Verigene sisteminin

kullanilmasinin faydali olacagini diisiinmekteyiz.
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