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OZET

Amag: Sepsis, diinya capinda yiiksek mortalite ve morbiditeye neden olan
ciddi bir saglik sorunudur. Bu ¢aligmada, yeni bir multipleks gercek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu (GZ PZR) esasli sendromik sepsis panelinin patojen tanimlama
etkinligini, rutin yontemler ve MALDI-TOF MS sistemi ile karsilagtirarak, ana
antibiyotik direng genlerinin varligi ile izolatlarin antibiyotik duyarlilik paternlerini
belirlemek amaglanmistir. Ayrica sendromik sepsis panel kullaniminin hem tanimlama
hem de antibiyotik direng durumunun tespit siiresine etkisinin belirlenmesi ile hasta
yonetimine katkis1 degerlendirilmistir.

Gerec ve Yontem: Yogun bakim iinitesinde takip ve tedavi edilen sepsis On
tanili, yatis1 sirasinda SOFA skorunda iki veya daha fazla artis olan 155 hastadan
gonderilen 310 adet kan kiiltiirii 6rnegi ve es zamanl alinmis 155 adet tam kan 6rnegi
¢alismaya dahil edildi. Etken tanimlama, MALDI-TOF teknolojisine sahip VITEK®
MS (bioMérieux, Fransa) ile yapildi. Klinik olarak etken kabul edilen izolatlarin
antibiyotik duyarlilik testleri VITEK® 2 (bioMérieux, Fransa) otomatize sistem ile
calisildi. Rutin kan kiiltiiri isleyisi devam ederken, bir yandan da pozitif sinyal veren
siseler, inkiibasyon siiresini dolduran siseler ve tam kan ornekleri sendromik sepsis
paneli ile calisilmak iizere isleme alindi. Sepsis etkenlerinin ve antibiyotik direnc
genlerinin analizi GZ PZR yontemine dayanan Bio-Speedy Sepsis qPCR MX-30S
Panel (Bioeksen, Tiirkiye) kiti kullanilarak CFX96 Touch Real-Time PCR (BIO-RAD,
ABD) cihazinda {iretici firma oOnerileri dogrultusunda gergeklestirildi. Her iki
yontemle elde edilen sonuglar, tanimlama sonuglarinin ve tespit edilen direng
paternlerinin uyumu, sonug verme siireleri agisindan karsilastirildi.

Bulgular: Bio-Speedy Sepsis g°PCR MX-30S paneli ile tam kan drneklerinden
caligilan PZR testi ile %53, kan kiltur siselerinden galisilan PZR testi ile %90 oraninda
kiiltiirle uyumlu sonuglar elde edildi. Tam kandan ¢alisilan 6rneklerde duyarlilik %
21,43, 6zgullik % 80; kan kiiltiirii sisesinden ¢alisilan 6rneklerde duyarlilik %88;
0zgullik %93 olarak hesaplandi. Sepsis paneli ile ¢alisilan tam kan orneklerinden
yedisinde diren¢ geni saptandi. Bunlardan dort tanesi (%57) antibiyotik duyarlilik
sonuglart ile uyumluydu. Ug¢ oOrnekte ise kiiltir ile uyumsuzluk oldugu icin

antibiyogram sonuglar1 agisindan degerlendirme yapilamadi. Sepsis paneli ile ¢aligilan



kan kultirt orneklerinde ise VRE’lerin (n=4), MRSA’larin (n=1) ve MRKNS’lerin
(n=17) timinde dirence neden olan gen gosterildi. Karbapenem direncli K.
pneumoniae izolatlarmin (n=11) sadece birinde diren¢ geni saptanamadi. Rutin
isleyiste patojenlerin tanimlama stirelerinin ortalamasi 50-74 saat arasinda bulunurken,
antibiyogram sonu¢ verme siire ortalamalari 52-78 saat arasinda bulundu. Sepsis
paneli ile bu strelerin 13-23 saate kadar kisaltilabildigi géraldi. Tum bu faktorler goz
onilinde bulunduruldugunda, patojenleri ve direng genlerini hizli ve hassas bir sekilde
tespit edebilen sendromik sepsis panellerinin, kan kiiltiir analizinde kullaniminin,
ozellikle kritik hasta grubunda hasta sagkalimi agisindan faydali bir yontem

olabilecegi ongoriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Sepsis, sendromik sepsis paneli, kan kultirt, tam kan, PZR,

direnc geni
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ABSTRACT

Aim: Sepsis is a severe global health issue that leads to significant rates of
death and illness. The objective of this study is to assess the effectiveness of a new
multiplex real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) based syndromic sepsis
panel in identifying pathogens. This will be performed by comparing it with standard
methods and the MALDI-TOF MS system. Additionally, the study aims to identify the
presence of important antibiotic resistance genes and determine the antibiotic
susceptibility patterns of the isolates. Furthermore, the effects of applying the
syndromic sepsis panel on patient care, identification, and antibiotic resistance status
and detection time have been evaluated.

Materials and Methods: The study included 310 blood culture samples and
155 concurrent full blood samples from 155 patients who were initially diagnosed with
sepsis and were admitted to the intensive care unit. These patients had an increase of
two or more in their SOFA score at the time of admission. The VITEK® MS
(bioMérieux, France), integrated with MALDI-TOF technology, was used for
pathogen detection. The antibiotic susceptibility testing of the clinically acceptable
isolates were performed using the VITEK® 2 (bioMérieux, France), automated
system. During the ongoing standard blood culture processing, bottles that showed a
positive signal, bottles that had finished their incubation period, and whole blood
samples were subjected to analysis using the syndromic sepsis panel. The Bio-Speedy
Sepsis gPCR MX-30S Panel (Bioeksen, Turkey) kit was used to analyze sepsis
pathogens and antibiotic resistance genes. The analysis was conducted using the
CFX96 Touch Real-Time PCR (BIO-RAD, USA) devices, following the
manufacturer's instructions. The findings produced from both methods were compared
in terms of the agreement in identification results, observed resistance patterns, and
turnaround times.

Results: The PCR test performed on whole blood samples using the Bio-
Speedy Sepsis qPCR MX-30S panel revealed a 53% concordance with culture.
However, the PCR test performed on blood culture bottles demonstrated a higher
concordance of 90%. The sensitivity and specificity of the tests performed on whole

blood samples were 21,43% and 80%, respectively. For samples collected from blood

xii



culture bottles, the sensitivity was 88% and the specificity was 93%. Resistance genes
were identified in seven out of the whole blood samples examined using the sepsis
panel. Out of these, four (57%) matched the antibiotic susceptibility data. In three
samples, the inability to establish concordance with the culture prevented the
evaluation based on antibiogram results. The sepsis panel analysis of the blood culture
samples confirmed the presence of resistance-causing genes in all cases of VRES
(n=4), MRSA (n=1), and MRCNS (n=17). Out of the 11 isolates of carbapenem-
resistant K. pneumoniae, only one didn’t have a detectable resistance gene. In routine
practice, the average duration for pathogen identification was determined to be
between 50-74 hours, whereas the average duration for antibiotic susceptibility results
was between 52-78 hours. The sepsis panel has the potential to decrease these
durations to a range of 13-23 hours. Considering all of this, it is expected that using
syndromic sepsis panels, which can quickly and efficiently identify pathogens and
resistance genes, could be a promising approach for improving patient survival,
particularly for critically ill patients, in the analysis of blood cultures.

Keywords: Sepsis, syndromic sepsis panel, blood culture, whole blood, PCR,

resistance gene
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1. GIRIS VE AMAC

Sepsis tum diinyada yuksek mortalite ve morbidite sebebidir. Sepsisin yillik
goriilme sikligi, son on yilda %S5 ila %13 kadar artmistir. Giiniimiizde bagirsak ve
meme kanserinin her ikisinin neden oldugundan daha fazla 6lime neden olmaktadir.
Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO) 2020 yilinda yayimlanan raporuna gére, 2017
yilinda diinya genelinde yaklasik 48.9 milyon sepsis vakast ve 11 milyon sepsis
kaynakl1 6liim ger¢eklesmistir, bu da global dliimlerin %20'sine denk gelmektedir. Bu
veriler, sepsisin ciddi bir kiiresel saglik sorunu oldugunu gostermektedir (1, 2).
Yapilan ¢alismalarda sepsis distiniildiigii andan itibaren antibiyotik tedavisindeki her
bir saatlik gecikmenin mortaliteyi %9 oraninda artirdigi gosterilmistir (3). Sepsisin
mikrobiyolojik tanisinda, (sistemik inflamatuvar yanit sendromu ile sepsis ayrimi igin)
etkenin belirlendigi kan kiiltirleri anahtar role sahiptir. Sepsiste, tan1 ve antimikrobiyal
tedavinin uygun sekilde yapilabilmesi igin etkenin tanimlanmasi gereklidir. Tanida
kan kiiltiirii altin standart olmakla birlikte hizli tan1 yoniinden yetersiz kalmaktadir.
Kan kdlturi ile sonug alinmasi igin en az 48-72 saat; ge¢ Ureyen bakteriler, anaerop
bakteriler ve mantarlar igin daha uzun siireler gerekir. Pozitif sinyal alindiginda tireme,
tanimlama ve antibiyogram dahil raporlama en erken 36-48 saat iginde yapilabilirken,
kiiltir negatif kararini verebilmek igin en az bes gln beklemek gereklidir. Kan
kiiltiiriinin bir diger dezavantaji ise, Ozellikle antibiyotik alan hastalarda, tanisal
duyarliliginin diisiik olmasidir (4, 5).

Son yillarda direngli bakterilerin yayilmasi nedeniyle ampirik tedavilerin
etkinligi azalmistir. Ayrica ampirik tedavide uzamis genis spektrumlu antibiyotik
kullanim1 da antibiyotik direncine katkida bulunmaktadir. Bu nedenle kan kiiltiir
sonucglarmin en kisa zamanda sonuclandirilmasi; hastalara hizli bir sekilde etkili ve
uygun antibiyotik tedavisi verilmesi, antibiyotik direncindeki artisin engellenmesi,
antibiyotik kullanim siiresi ve hastane yatig siiresinin kisalmasini saglayarak morbidite
ve mortalite lizerine olumlu katki saglayacaktir (6, 7).

Sepsis rehberlerinde hali hazirda kan kiiltiirii altin standart tan1 yontemi olarak
kabul edilmekle beraber, kan kiiltiiriiniin kisitliliklarini gidermek ve sepsisteki hizli
tan1 ihtiyacin1 karsilamak tizere alternatif tani yontemleri gelistirilmeye devam

etmektedir.



Bu calismada, yeni bir multipleks ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
(GZ PZR) esasli sendromik sepsis panelinin (Bio-Speedy® Sepsis qPCR MX-30S
panel) patojen tanimlama etkinligini, rutin yontemler ve MALDI-TOF MS sistemi ile
karsilastirarak, ana antibiyotik diren¢ genlerinin varhigi ile izolatlarin antibiyotik
duyarlilik paternlerini belirlemek amaglanmistir. Ayrica sendromik sepsis panel
kullaniminin hem tanimlama hem de antibiyotik direng¢ durumunun tespit siiresine

etkisinin belirlenmesi ile hasta yonetimine katkist degerlendirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. SEPSISIN TARIHCESI

Sepsis ilk defa Homeros’un siirinde “giirime” anlaminda kullanilmistir.
Hipokrat sepsisi, M.O. 400 civarinda ¢iiriimiis dokularm yol a¢tig1 yaralardaki iltihap
olarak tanimlamistir. Bu donemde, enfeksiyonlarin kotii bir sekilde iyilesen yaralara
bagli oldugu biliniyordu. Galen ise, M.S. 129199 tarihlerinde sepsisi yara iyilesmesi
olarak tanimlamistir. Pasteur, 19. yiizy1l baslarinda mikroorganizmalarin hastaliklara
neden olma yetenegini anlamak amaciyla bir¢ok calisma yapmistir ve sepsisi,
mikroorganizmalarin konak invazyonu sonucu kan yoluyla yayilmasi ile sistemik bir
enfeksiyonun ortaya ¢ikmasi olarak ifade etmistir (8, 9). ilk kez modern sepsis tanimi
1914 yilinda Hugo Schottmiiller tarafindan yapilmistir. Schottmuller sepsisi, kan
dolasimma giren mikroorganizmalarin neden oldugu bir hastalik tablosu olarak
tanimlamigtir (10).

1991 yilinda “American College of Chest Physicians (ACCP)” ve “Society of
Critical Care Medicine (SCCM)” tarafindan ortaklaga yayimlanan sepsis tanimi zaman
icinde yapilan giincellemelerle giiniimiize kadar gelmistir. Yayimlanan ilk tanimda
"Sepsis-1" tanimi, patojen mikroorganizmalarin steril dokulara invazyonu sonucu
gelisen inflamatuvar yanit olarak yapilmigtir. Ates, kalp atis hizinda artis, solunum
hizinda artis gibi belirgin degisiklikler, bu inflamatuvar yanitin klinik belirtileri
arasinda yer almaktadir. “Sepsis-1” tanimi, viicutta sistemik bir inflamatuvar yanitin
varhigint ve bu inflamatuvar yanitin siddetini degerlendirmek amaciyla SIRS
(Systemic Inflammatory Response Syndrome- Sistemik Inflamatuar Yanit Sendromu)
kriterlerini kullanir (11-13).

Sepsisin en son tanmimi 2016 yilinda “The Third International Consensus
Definitions for Sepsis and Septic Shock (Sepsis-3)” adli uluslararasi konsensus
toplantisinda yapilmis ve 2021 yilinda “Surviving Sepsis Campaign: International
Guidelines for Management of Sepsis and Septic Shock™ 2021 kilavuzuyla en giincel
halini almistir (14, 15). “Sepsis-3” tanimi, 6nceki tanimlari revize ederek sepsisi daha
net bir sekilde tamimlamistir. Bu tanimda, sepsis enfeksiyona bagli organ
disfonksiyonu olarak ifade edilmistir ve “Sequential (Sepsis-related) Organ Failure

Assessment (SOFA)” skoru kullanilarak hastanin organ fonksiyonlarinin



degerlendirilmesi esas alinmistir. Sepsis tanisi, SOFA skorunun iki veya daha fazla
artmasi olarak belirlenir. Ayrica, bu toplantida klinik ortamda hizl1 bir sekilde sepsis
riskini degerlendirmek amaciyla kullanilan “Quick SOFA (qSOFA)” kriterleri de
tanimlamaya eklenmistir (12, 16, 17). Bu tanimlarin evrimi siirekli olarak giincel tibbi

literatiir ve bilimsel gelismelerle birlikte sekillenmeye devam etmektedir.

2.2. TANIMLAR

Sepsis, 2016 yilinda SCCM/ESICM sepsis grubu tarafindan yapilan en son
tanim; konagin enfeksiyona kars1 verdigi diizensiz yanita bagl olarak gelisen organ
disfonksiyonu seklindedir (16).

Enfeksiyon, patojen mikroorganizmalarin (bakteri, viriis, mantar veya parazit)
bir konak organizmada kolonize olmasi ve g¢ogalmasi sonucu ortaya ¢ikan bir
durumdur.

Bakteriyemi, kan dolasiminda bakteri bulunmas1 durumunu ifade eder. invazif
bakteriyel bir durumun gostergesi olup, ciddi komplikasyonlara yol acgabilen sepsis
veya septik sokun Onciisii olabilir.

Sistemik Inflamatuvar Yamt Sendromu (SIRS), cesitli yaralanma ve
hastalik durumlarina karst viicudun gosterdigi genel inflamatuvar yaniti tanimlayan
bir klinik sendromdur. SIRS, enfeksiy6z bir ajanin varliginda veya yoklugunda ortaya
cikabilir. SIRS kriterleri sunlardir:

e Ates veya Hipotermi: Viicut sicakligi1 >38°C veya <36°C.
e Tasikardi: Kalp atim hiz1 >90 atim/dakika.
e Takipne veya Hiperventilasyon: Solunum hizi >20 solunum/dakika veya
arteriyel karbondioksit basici (PaCOz) <32 mmHg.
e LoOkosit Sayis1:>12,000/mms3, <4,000/mm?3 veya %10 dan fazla immatur (bant)
notrofil.
SIRS, viicudun asir1 inflamatuvar tepkisini yansitan klinik bir sendromdur. Bu asiri
yanit, enfeksiyon disindaki birgok patolojik durumla tetiklenebilir. Ozellikle
otoimmiin hastaliklar, akut pankreatit, vaskiilitler, tromboembolik olaylar, ciddi
yaniklar ve bazi cerrahi miidahaleler, enfeksiy6z olmayan nedenlerle SIRS'in
baslamasima neden olan faktérlerdir. Bu nedenle, sepsis tanisi i¢in SIRS kriterlerinin

tek basina kullanilmasi artik 6nerilmemektedir (11, 16).



Septik Sok, sepsisin ileri bir evresi olarak tanimlanabilir ve viicudun
enfeksiyona yanitinin  neden oldugu dolasimsal, hiicresel ve metabolik
disfonksiyonlarla karakterizedir. Bu disfonksiyonlar, hastanin yasamin1 tehdit edecek
derecede derindir. Klinik tani kriterleri arasinda, ileri sivi ve vazopressor tedavisine
ragmen, refrakter hipotansiyon ve serum laktat duizeylerinin 2 mmol/L (18 mg/dl )'nin
tizerinde olmasi yer alir (12).

Organ Disfonksiyonu, Ozellikle sepsis baglaminda organ disfonksiyonunu
tanimlamak i¢in SOFA skoru sik¢a kullanilir. SOFA skoru, solunum, koagulasyon,
karaciger, kardiyovaskiiler, santral sinir sistemi ve bobrek islevlerini degerlendirir. Iki
veya daha yuksek bir SOFA degeri disfonksiyonun bir gostergesi olarak kabul
edilmektedir (18).

Coklu Organ Yetmezligi Sendromu- MODS (Multiple Organ Dysfunction
Syndrome), akut bir patolojik surecle karakterize olan progresif organ
disfonksiyonunu tanimlar. Bu durum enfeksiy6z nedenlere, 6rnegin sepsis ve septik
soka veya enfeksiy6z olmayan nedenlere, 6rnegin pankreatite bagl gelisen SIRS gibi
durumlara sekonder olarak ortaya c¢ikabilir. Coklu organ yetmezligi sendromunun
tanimlanmasinda, spesifik organ disfonksiyonu i¢in evrensel olarak kabul edilmis

kriterler bulunmamaktadir (5).

2.3. SEPSIS TANISINDA KULLANILAN SKORLAMA SISTEMLERI

2.3.1. SOFA Skoru

SOFA skoru, “SCCM/ESICM Sepsis Ilgili Problemler Calisma Grubu'nun”
Versailles'da diizenledigi bir konsensus konferansinda 1994 yilinda gelistirildi ve
1996'da yaymlandi. Baslangigta “’Sepsis Ilgili’ Organ Yetmezligi Degerlendirme”
skoru olarak bilinse de ismi, sepsis olmayan kritik hastalardaki uygulama potansiyeli
de g6z Oniine alinarak “’Sirali” Organ Yetmezligi Degerlendirme” skoru olarak
degistirildi. SOFA skoru, hizla hem klinik uygulamada hem de bilimsel ¢alismalarda
sik¢a kullanilan bir skorlama yontemi haline geldi (18, 19).

Ozellikle yogun bakim ve acil kliniklerinde, hastalarin organ disfonksiyonunun
degerlendirilmesi i¢in kullanilan bir skorlama sistemidir. Hastalarin prognoz takibini
degerlendirmek ic¢in de kullanilir. Skor; solunum, koagiilasyon, karaciger,

kardiyovaskiiler, santral sinir sistemi ve bobrek olmak tizere alt1 farkli organ sistemini



degerlendirir. Her organ sistemi i¢in belirli kriterler dogrultusunda 0'dan 4'e kadar

puanlama yapilir, burada 0 en iyi durumu ve 4 en kotii durumu ifade eder (Tablol).

Toplam puan, hastanin genel durumunu ve organ yetmezligi derecesini gosterir;

yuksek skor, artan organ disfonksiyonuna ve koti prognoza isaret eder (16).

Tablo 1. SOFA Kriterleri

Puan 0 1 2 3 4
PaO2/FiO,, <200 solunum <100 solunum
>400 <400 <300 .. .
mmHg destegi ile destegi ile
Platelet sayisi,
> 150 <150 <100 <50 <20
x10%/uL
Bilirubin, mg/dL ~ <1.2 1.2-1.9 2.0-5.9 6.0-11.9 >12.0
r ) Dopamin >15
Dopamin  Dopamin 5.1-
veya
OAB <5 veya 15 veya o
) OAB <70 Y o epinefrin>0.1
Kardiyovaskiiler  >70 dobutamin  epinefrin <0.1
mm Hg veya
mm Hg (tim veya o
. norepinefrin
dozlar) norepinefrin
>0.1
<0.1
Glaskow koma
15 13-14 10-12 6-9 <6
skalasi
Kreatin, mg/dL <1.2 1.2-1.9 2.0-3.4 3.5-4.9 >5.0
idrar cikisi,
<500 <200
mL/gln

OAB:Ortalama arter basinci

2.3.2. Hizhh SOFA (Quick SOFA, qSOFA) Skoru

Yogun bakim {initeleri disinda, hastane disi, acil servis ve genel hastane

kosullarinda yatak bagi kullanilan hizli SOFA skoru diger skorlama sistemlerine gore

daha basaril1 ve kolay uygulanabilir bir skorlama sistemidir. Siipheli enfeksiyonu olan

hastalarda sepsis iliskili prognozun belirlenmesinde kullanilir. Enfeksiyon siiphesinde

gSOFA kriterlerinin iki veya daha yiiksek olmasi sepsis siiphesini kuvvetlendirir



(Tablo 2). Bu durumda SOFA skoru degerlendirilmeli ve organ disfonksiyonu
acisindan hasta takip edilmelidir (16).

Tablo 2. gSOFA Skoru

Solunum sayis1 (>22/dk) 1 puan
Mental durum degisikligi (GKS<15) 1 puan
Sistolik kan basinci (<100 mmHQ) 1 puan

Singer M, Deutschman CS, Seymour CW, Shankar-Hari M, Annane D, Bauer M, et al. The Third
International Consensus Definitions for Sepsis and Septic Shock (Sepsis-3). JAMA 2016;315(8):801-

10°den uyarlanmistir.

2.3.3. EWS (Early Warning Score-Erken Uyari Skoru) ve MEWS Skoru

(Modified Early Warning Score-Modifiye Erken Uyar1 Skoru)

Ik olarak 1997°de Morgan ve ark. tarafindan EWS skoru gelistirilmistir (20,
21). 1999 yilinda Stenhouse ve ark. tarafindan modifiye edilerek giiniimiizde de yaygin
olarak kullanilan MEWS halini almistir. Akut hastalik risklerini smiflayan bu
skorlardan MEWS sepsis basta olmak iizere, yatislar1 sirasinda istenmeyen klinik
durumlara maruz kalan hastalarda morbidite ve mortalite gostergesi olarak
kullanilmaktadir (22). Bu skorlama sistemi, hastanin solunum hizi, kalp atig hizi, kan
basinci, viicut sicakligi ve biling durumu gibi temel fizyolojik parametreleri kullanir

(21).

2.3.4. NEWS Skoru (National Early Warning Score-Ulusal Erken Uyari

Skoru)

2012 yihinda Ingiltere'de National Health Service (NHS) tarafindan
gelistirilmis, 2017 yilinda NEWS2 olarak giincellenmis bir skorlama sistemidir.
Hastalarin klinik durumunu degerlendirmek ve potansiyel klinik kotiilesmeleri erken
tespit etmek amaciyla kullanilir. Alt1 temel fizyolojik parametreyi (solunum hizi,
oksijen saturasyonu, kan basinci, kalp hizi, viicut sicakligi, biling durumu)

degerlendirir ve bu bulgulara dayanarak bir skorlama yapar (23).



2.3.5. APACHE Skoru (Acute Physiology and Chronic Health Evaluation

Score- Akut Fizyolojik ve Kronik Saghk Degerlendirmesi Skoru)

[k olarak 1981°de Knaus ve ark. (24) tarafindan tanimlanan APACHE skoru
yogun bakim finitelerinde yatan hastalarin hastalik siddetini ve mortalite riskini
degerlendirmek igin yaygin olarak kullanilan bir skorlama sistemi olmustur.
Hesaplamasi ii¢ temel bilesenin bir araya getirilmesiyle yapilir: akut fizyolojik skor,
hasta yast ve kronik saglik durumu. Daha sonra APACHE II, 11l ve IV skorlar
gelistirilmistir (25, 26).

2.3.6. LOD skoru (Logistic Organ Dysfunction Score)

Yogun bakimlarda organ disfonksiyonunu ve morbiditeyi tahmin eden bir
skorlama sistemidir. Kullanimi karmasik oldugu icin ginumizde ¢ok tercih
edilmemektedir. Ancak Klinik  arastirmalarda  organ fonksiyonunu
degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. LOD skoru, alti organ sistemini (norolojik,
kardiyovaskiiler, renal, pulmoner ve hepatik sistem) sifir ile bes arasinda puanlayarak

degerlendirmektedir (27).

2.4. SEPSIS BiYOBELIRTECLERI

Sepsis tanisinda kullanilan biyobelirtegler, sistemik inflamasyonun enfeksiyoz
nedenlerini diger inflamatuvar durumlardan ayirt etmek amaciyla kullanilan
molekiillerdir. Tan1 konulmasinda, tedavi yanitinin degerlendirilmesinde ve prognoz

takibinde 6nemli rol oynarlar (28).

2.4.1. Prokalsitonin (PCT)

1993 yilinda, Assicot ve ark. prokalsitonini mikrobiyal enfeksiyonlara bagli
sistemik inflamasyonun tanist ve prognozu i¢in bir belirte¢ olarak tanimlamigtir (29).
Normal fizyolojik sartlarda, tiroid bezi C hiicreleri tarafindan salgilanan prokalsitonin,
sistemik inflamasyon durumunda, bakteriyel endotoksinlere yanit olarak karaciger
hiicreleri, bobrek hcreleri, adipositler ve kas hiicreleri de dahil olmak (izere
parankimal hiicreler tarafindan salgilanir ve kalsitonin hormonunun peptit dnctsudur
(30-32). Serum PCT seviyesinin >0,5 ng/ml olmasi, sistemik bir enfeksiyonun ve olasi

sepsisin bir gostergesi olarak kabul edilir. PCT genellikle inflamasyon basladiktan



sonra iki-dort saat iginde yiikselmeye baslar ve yaklasik 24-36 saatte zirveye ulasir.
PCT'nin 25-30 saatlik bir serum yar1 6mrii vardir ve inflamasyon sonlandiginda serum
konsantrasyonu hizla diiser. PCT yiiksekligi ve yiiksek kalma siiresi hastalik siddeti
ile iliskilidir ve genellikle bakteriyel ve fungal enfeksiyonlarda, viral enfeksiyonlara

gore daha yuksek seyretmektedir (29, 33).

2.4.2. C- Reaktif Protein (CRP)

1930 yilinda, Tillet ve ark. CRP’yi Streptococcus pneumoniae pnémonisi olan
bir hastanin serumundan elde edilen ve pndmokoklarin C-polisakkaridlerini presipite
eden bir protein “fraction C protein” olarak tanimlamistir (34, 35). Hepatositler
tarafindan sentezlenen ve enfeksiyon sirasinda IL-6 tarafindan indiiklenen bir akut faz
reaktanidir (35).CRP genellikle inflamasyon basladiktan sonra alti-sekiz saat iginde
yiikkselmeye baslar ve yaklasik 36-50 saatte zirveye ulasir. CRP' nin 19 saatlik bir

serum yar1 omrii vardir ve karaciger tarafindan metabolize edilir (35, 36).

2.4.3. Interlokin-6 (IL-6)

Eskiden B lenfosit uyaric1 faktor 2 olarak da adlandirilan IL-6, temelde T
lenfositler olmak tizere B lenfositler, monositler, fibroblastlar, endotel hucreleri,
astrositler ve mezengial hiicreler tarafindan salgilan proinflamatuvar bir sitokindir (37,
38). Enfeksiyon sirasinda notrofillerin {iretimini ve aktivasyonunu, B ve T lenfositlerin
cogalmasmi, diferansiyasyonunu ve immiunglobulin Gretimini stimile eder.
Hepatositleri stimule ederek akut faz proteinlerinin de sentezini saglar (39). Yuksek
IL-6 seviyeleri siddetli sepsis riski, organ disfonksiyonu ve mortalite ile iliskilidir (40,
41).

2.4.4. Eritrosit Sedimantasyon Hizi (ESH)

Edmund Biernacki tarafindan 1897 yilinda bulunan ESH, eritrositlerin
plazmada ¢okme hizinin tespitine dayanir. Gebelik, menstriiasyon ve yaslilik gibi
fizyolojik durumlarda yiikselebilecegi gibi birgok inflamatuvar hastalikta da akut faz
yanit1 olarak artar. Smirli kullanimi1 olan ve spesifik olmayan ESH, sepsis i¢in diger
biyobelirteglerle karsilastirildiginda daha az etkilidir ve sepsis tanisindaki

kullaniminin azaldigi goriilmektedir (42, 43).



2.4.5. Serum Laktat DUzeyi

Laktat, hiicre icinde anaerobik metabolizmanin bir yan iiriiniidiir ve sistemik
diizeyde hipoperfiizyon durumu olusturan klinik durumlarda seviyesi artar (44).
Sepsisi septik soktan ayirmak icin yaygin olarak kullanilan bir biyobelirtectir. Yeni
tan1 kriterlerinde ileri s1v1 ve vazopressor tedavisine ragmen, refrakter hipotansiyon ve
laktik asit konsantrasyonunun 2 mmol/L (18 mg/dL)’den yiiksek olmas1 septik sok
tanis1 koydurur (12). Yiiksek laktik asit konsantrasyonlar1 septik hastalarda artmis
mortalite ile iliskilidir (45).

2.4.6. Pentraksin 3 (PTX 3)

1990'larda  kesfedilmis olan PTX3, makrofajlar, dendritik hiicreler,
fibroblastlar, mezangiyal hiicreler ve glial hiicreler tarafindan salgilanir. Yap1 ve
fonksiyon olarak CRP’ ye benzeyen bir akut faz proteinidir (46). Enflamasyonun erken
evresinde klasik kompleman yolunu aktive ederek makrofajlar ile dendritik hiicreler
tarafindan patojenlerin taninmasini saglar (47, 48). Enfeksiyon durumunda, PTX3
plazma seviyeleri; sepsisin ve organ disfonksiyonunun siddeti ve mortalite ile dogru
orantilidir. Song ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada mortalite tahmininde SOFA

skoruna {istiin bulunmustur (49).

2.4.7. Triggering Receptor Expressed on Myeloid Cells-1 (TREM-

1/sTREM-1(soluble)

Myeloid hicreler Uzerinde ifade edilen tetikleyici reseptér-1 (TREM-1),
immunglobulin super ailesinin bir Gyesidir. Enfeksiyon sirasinda inflamatuvar yanitta
rol alan noétrofil, monosit ve makrofajlarin ylzeyinde bulunan bir transmembran
glikoproteinidir (50). Bakteri ve mantarlara maruziyet sonrasit aktive fagositler
tarafindan salgilanir (51). Septik hastalarda STREM-1, anlamli derecede yiiksek ve
hastalik siddeti ile dogru orantili bulunmustur (52).

2.4.8. Presepsin (sCD14)

CD14 (Cluster of Differentiation 14), monosit ve makrofajlarin hiicre

membranlarinda bulunan bir glikoproteindir. Lipopolisakkaritler (LPS) ile LPS
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baglayici proteinler (LPB) i¢in bir reseptdr gorevi goriir. Bakteriyel enfeksiyonlarin
tanisinda oldukga spesifik bir biyobelirtegtir, ¢unki; bakteriyel fagositoz sonucu
mikroorganizmalarin lizozomal enzimler tarafindan pargalanmasiyla Uretilir. Sepsis
erken tanisinda kullanilan presepsinin, prognoz tahmininde ve sepsisin erken tanisinda

prokalsitonine gore daha iistiin oldugu gosterilmistir (28, 53, 54).

2.4.9. Notrofil CD64

Fc reseptor 1 (FcR1) olarak da bilinen CD64, nétrofillerde imminglobulin G
‘nin Fc kismina yiiksek afinite ile baglanan bir membran glikoproteinidir. Enfeksiyon
varhiginda proinflamatuvar sitokinlere yanit olarak dort-alt1 saatte salgilanmaya baslar,
yedi gunde normal seviyesine doner. Erken sepsis tanisinda kullanilan
biyobelirteclerden biridir (55).

2.4.10. Endokan (Endothelial cell specific molecule-1, Endotelyal hiicre

6zgul molekdl 1, ESM-1)

Akciger ve bobreklerde vaskiiler endotelyal hiicreler tarafindan saliman bir
dermatan siilfat proteoglikanidir. Sepsis patogenezinde de rol oynayan endokanin
plazma seviyesi sepsis durumunda artar ve tanida yardimcidir (56). Sepsis siddeti ve

organ-spesifik yetmezlik i¢in prognoz gostergesi olarak da kullanilmaktadir (57).

2.4.11. Pro-adrenomedullin

Adrenomedullin, 1993 yilinda Kitamura ve ark. tarafindan kesfedilen endojen
vazodilator peptittir  (58). Yar1 Omrii daha uzun olan pro-adrenomedullin
adrenomedullinin  prekursorudir. Kalsitonin  ailesinin  bir  tyesi olan pro-
adrenomedullin vaskiiler endotel hiicreleri ve diiz kas hiicreleri tarafindan iiretilir.
Adrenomedullin seviyeleri, hastaligin ilk asamalarinda organ disfonksiyonunun
siddetinin degerlendirilmesi, sistemik inflamatuvar yanitin takibi, sepsisten septik
soka gegisi ve septik hastalarmda mortalite riskinin belirlenmesinde kullanilabilir (59).

Sepsis tani, tedavi ve prognoz takibinde kullanilan bir¢cok biyobelirteg
mevcuttur; ancak, bunlarin higbiri tek bagina yeterli 6zgiilliik veya duyarlilik diizeyine

sahip degildir. Kombine kullanimlarinin sepsis tani, tedavi ve prognoz takibinde daha

11



faydali olacag diistiniilmektedir. En yaygin kullanilan biyobelirtegler PCT ve CRP’dir
(28, 60).

2.1. SEPSIS TANISI

Sepsis 3 tanimina gore, enfeksiyon siiphesi olan hastalar gSOFA skoru ile hizli
bir sekilde degerlendirilmelidir. gSOFA skoru, iki veya daha yuksek bir skora sahip
hastalar sepsis agisindan arastirilmalidir. Sepsis tanisi i¢in, siipheli ya da kanitlanmis
bir enfeksiyon varligiyla birlikte gSOFA skorunun iki veya daha yiiksek olmasi ve
SOFA skorunda iki puanlik bir artigin olmasi gerekmektedir. Sepsis tanisi olan
hastalarda ileri s1v1 ve vazopressor tedavisine ragmen refrakter hipotansiyon (ortalama
arteriyel basing <65 mm Hg) ve yiiksek serum laktat diizeyi (>2 mmol/L) olmasi ise

septik sok tanis1 koydurur (15).

2.2. SEPSIS TANI YONTEMLERI

Sepsisin kesin tanis1 etkenin kandan izole edilmesi ile konulmaktadir. Sepsis
klinik tanisinin mikrobiyolojik olarak dogrulanmasinda (sepsise yol agan etkenin
belirlenmesinde) kullanilan tani1 yontemleri; kan kiiltiir, niikleik asit temelli

yontemler ve proteomik temelli yontemlerdir (61).

2.2.1. Standart Kan Kultirt Laboratuvar Yonetimi

2.2.1.1. Set Kavram ve Orneklerin Alinmasi- Preanalitik Siireg

Kan kiiltiirleri, klinik mikrobiyoloji laboratuvarlari i¢in en kritik 6rneklerden
biridir. Sepsis tanisinda etkenin kandan izole edilmesinde kan kiiltiirleri altin standart
yontemdir. Laboratuvarda yliksek kaliteli kan kiiltiirii sonuglarmin elde edilmesi 6rnek
alimindan sonuglarin degerlendirilmesine kadar olan preanalitik, analitik ve post
analitik siireclerin dogru yonetilmesine baglhdir. En sik hata, kan 6rneginin alinmast
ve laboratuvara ulastirilmasini kapsayan preanalitik siiregte meydana gelir.

"Bir kan kiiltiirii seti" terimi, tek bir vendz girigsimle alinan kanin, kiiltiir i¢in
ayrilan siselere dagitilmasini ifade eder. Bu set, ideal olarak bir aerobik ve bir
anaerobik siseyi icermelidir. Hem aerobik hem de anaerobik sigeleri barindiran
setlerin, sadece aerobik sise igeren setlere gore stafilokok turlerinin,

Enterobacteriaceae ailesi ve anaerobik bakterilerin tespit oranini artirdigi gozlenmistir
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(62). Hastanin mevcut klinik tablosu, muhtemel enfeksiyonun tiirii ve tedaviye yonelik
acil ihtiya¢ gibi faktorlere bagh olarak, ideal kan kiiltiirii seti sayisinda degisiklikler
olabilir. Tek bir kan kiiltiiri setinin kullanilmas1 genellikle yetersizdir ve yenidogan
donemi disinda Onerilmez. Tek bir kan kiiltiirii sisesi kullanimi, koagiilaz negatif
stafilokoklar (KNS), Corynebacterium spp. ve Bacillus spp. gibi potansiyel
kontaminantlarin, gercek bakteriyemi etkenlerinden ayirt edilmesinde yetersiz
kalabilir. Bu sebeplerle, dogru ve giivenilir bir tani igin birden fazla kan kiiltiirii setinin
alinmas1 6nemlidir. Yetiskin hasta grubunda her kan kiiltiirii seti i¢in alinmasi gereken
optimal kan hacmi 20-30 mL'dir. Pediatrik hasta grubunda ise mikroorganizma
varligini tespit etmek i¢in en az 2 mL kan 6rnegi alinmas1 gereklidir. Bu hastalarin
toplam kan hacmi ve kilosu g6z 6niinde bulundurularak, alinabilecek en yiiksek kan
hacmi miktarimin alinmasi, kan kiiltiirii sonuglarinin dogrulugu agisindan énemlidir.
Alman her mililitre kanda organizma tespit oran1 %1-3 oraninda artar. Kan kiiltiirii
duyarliligin1 etkileyen en onemli faktorlerden biri alinan kan miktaridir. Sepsis,
osteomiyelit, menenjit, pnédmoni ve piyelonefrit gibi acil tedavi gerektiren durumlarda,
antimikrobiyal tedaviye baslamadan o©nce iki farkli damardan ardisik olarak
maksimum hacimde iki kan kiiltiirli setinin alinmasi 6nerilir. Eger kelebek kan alma
seti tercih ediliyorsa, kanin ilk olarak aerobik siseye inokiile edilmesi, “vacutainer”
veya enjektor kullaniminda ise oncelikle anaerobik siseye inokiilasyonun yapilmasi
tavsiye edilmektedir. Atesin baslamasindan onceki 30-60 dakikalik donem, kanda
mikroorganizma konsantrasyonunun en yiiksek oldugu zaman dilimidir. Bu zaman
dilimini 6nceden tahmin etmek her zaman miimkiin olmayabilir. Dolayisiyla, ates
yiikselmeye bagladiktan sonra miimkiin olan en kisa stirede kan kiiltiirii alinmalidir (4,
62-65). Kan kalturleri genellikle cevresel veya ciltte bulunan mikroorganizmalarla
kontamine olur. Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI- Clinical and
Laboratory Standards Institute) tarafindan Onerilen kan kiiltiirii kontaminasyon
oranlarinin %3' iin altinda tutulmasidir (66, 67). Kontaminasyonun dnlenmesinde en
onemli faktorlerden biri etkili cilt antisepsisidir. Etkili cilt antisepsisi igin sirasiyla;
%70 izopropil alkol igeren steril gazli bir bezle en az 30 saniye boyunca kuvvetlice
silinmeli, 30 saniye kurumasi beklendikten sonra %1-2 iyot tenturi, %10 povidon
iyodin veya %2 klorheksidin glukonat igeren steril gazli bir bezle, merkezden disa

dogru konsantrik halkalar ¢izerek cilt silinmelidir. Etki etmeleri i¢cin kan almadan 6nce
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iyot tentlrl ve povidon iyodin igin bir-iki dakika; klorheksidin glukonat igin bir dakika

beklenmesi dnerilmektedir (62, 68).

2.2.2. Kan Kiiltiirii Inkiibasyon Yontemleri

2.2.2.1. Kan Kiiltiiriiniin Manuel Sistemler ile Inkiibasyonu

Geleneksel manuel yontemlerde, kan kiiltiirii siselerine 6érnek alinir ve bunlar
belirli bir stire (genellikle yedi giin) inkiibasyona birakilir. Her giin, siseler mikrobiyal
iireme belirtileri (hemoliz, gaz olusumu, besiyerinin bulaniklig1 veya belirgin koloni
olusumu vb.) agisindan makroskopik olarak degerlendirilir. Mikrobiyal {ireme belirtisi
varliginda, siselerdeki mikroorganizmalarin tespiti icin Gram boyama ve kiiltiir yapilir
(68). Monofazik olan bu yontem daha sonralar1 modifiye edildi. Broth besiyeri ve
agar1 bir arada iceren (Castaneda siseleri) bifazik sistemler olan “Septi-Chek” (Becton
Dickinson, USA), “Opticult” (Becton Dickinson, USA) ve “Oxoid Signal” (Oxoid
Unipath, England) kan kiiltiirii sistemleri gelistirildi.

Septi-Chek ve Opticult kan kualtirt sistemi, bifazik agar sistemidir. Sistem,
beyin-kalp infiizyon buyyon ve triptik soy buyyon iceren kan kiiltiiri sisesi kullanir ve
bu sise agar yiizeyli ikinci bir plastik hazneye baglanacak sekilde tasarlanmustir.
Kiiltiir, sise ters gevrilerek, sivi besiyerinin agar i¢eren bolmeye girmesi ile yapilir.
Sise daha sonra inkiibasyonun devam etmesi igin tekrar dik olarak yerlestirilir. Ureme
makroskopik olarak incelenir. Bifazik sistemin mayalar1 ve 6zellikle {iremesi zor olan
bakterileri tespit etmede iyi performans gosterdigi bildirilmistir.

Oxoid Signal sistemi tek siseli bir kan kilturd sistemidir. Kanin siseye inokiile
edilmesinin ardindan, seffaf plastikten yapilmis sinyal iinitesi sisenin {ist kismina
takilir. Mikroorganizma varliginda metabolizma sonucu agiga ¢ikan COz2 ile sisenin
iist kismindaki basing artar ve kan-sivi besiyeri karisimu silindir i¢indeki igne boyunca
yiikselir, boylece pozitif kiiltiire isaret eden bir sinyal olusur.

Wampole Isostat/Isolator Sistemi (Alere, Waltham, MA), sivi besiyeri
kullanmayan tek ticari kan kultird sistemidir. Kan hiicrelerinin lizisine sebep olan 6zel
bir tiip kullanilan bu sistemde alinan kan santrifiij edildikten sonra, kalan sediment kat1
besiyerine dogrudan inokiile edilir. Ozellikle mayalar, filamentoz mantarlar,

mikobakteriler, Bartonella henselae gibi firsat¢1 patojenlerin saptanmasinda iyi
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performans gostermektedir. Bu sistemin potansiyel avantaji, bakteriyemi veya

fungemi diizeyini kantitatif olarak saptamasidir (69-71).

2.2.2.2. Kan Kiiltiir Siselerinin Otomatize Sistemler ile Inkiibasyonu

Giiniimiizde, kan Kkiiltlirii siselerinin inkiibasyonu ve mikroorganizma
Uremesinin izlenmesinde, genellikle slrekli monitérize otomatize kan kultiri
sistemleri tercih edilmektedir. Bu sistemlerin Ucii FDA (Food and Drug
Administration- Gida ve ila¢ Dairesi) tarafindan onaylanmistir ve piyasada yaygin
olarak kullanilmaktadir: BACTEC (Becton Dickinson, ABD), BacT/Alert
(bioMérieux, Fransa) ve VersaTREK (Thermo Scientific, ABD) (4, 70). Sepsis
tanisinda kan kdltirinden otomatize sistemlerle etken mikroorganizmalarin
saptanmast i¢in belirlenen standart inkiibasyon siiresi bes giindiir (62). Bu otomatize
sistemler tarafindan kan kiiltiir sigeleri her on dakikada bir 6nceden programlanmis
pozitiflik parametrelerine gore analiz edilir ve sistem tarafindan yorumlanarak, tireme
bulgusu oldugunda pozitif sinyal verir. Inkiibasyonun baslangicindan pozitifligin
saptandig1 zamana kadar gecen siireye pozitiflik zamanimi ifade eden “time to
positivity (TTP)” adi verilir. Pozitif sinyalin ardindan siseler miimkiin olan en kisa
siirede cihazdan cikarilmali ve isleme alinmalidir. Bes giin boyunca pozitif sinyal

alinmazsa sonug “lireme olmadi” olarak raporlanir (4, 5, 70).

Tablo 3. Otamatize Kan Kiiltiir Sistemleri ve Kullanilan Kan Kiiltiir Siseleri (4)

Kan Kultur Mikrobiyal Uremenin o FDA Onaylh | Maximum
. . . . Sise Cesitleri Ek Bilgiler ) .
Sistemi Tespit Yontemi Endikasyonlar Hacim
BACT/ALERT Adsorban polimerik
FA PLUS ve regine boncuklari igeren Kan veya 10 ml
m
BACT/ALERT aerobik ve anaerobik SVS*
Artan CO2 FN PLUS ortam
seviyelerinden kaynaklanan —
BACT/ALERT Pediatrik, standart
BACT/ALERT | pH diisiistiniin neden oldugu ) Kan 4ml
PF PLUS aerobik
kolorimetrik degisikligin
tespiti BACT/ALERT
ON ve ] Kan veya
Standart aerobik 10 ml
BACT/ALERT SVS*
SN
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Kan Kultir Mikrobiyal Uremenin . FDA Onayl | Maximum
) ) ; ) Sise Cesitleri Ek Bilgiler ) )
Sistemi Tespit Yontemi Endikasyonlar Hacim

Adsorban polimerik
BACTEC Plus
. regine boncuklari i¢eren
Aerobik ve . . Kan 10 ml
. aerobik ve anaerobik
Anaerobik
ortam
Pediatrik, adsorban
Artan CO2 BACTEC polimerik regine
] Kan 5ml
Seviyelerinden kaynak|anan Pedler Plus boncuklari 1geren
BACTEC .
pH diisiistiniin neden oldugu aerobik ortam
floresan degisikligin tespiti BACTEC
Standart Standart aerobik ve K 10mlve 7
an
Aerobik ve anaerobik ml
Anaerobik
BACTEC Mikobakteriyel/mantar
. Kan 5ml
Myco/F Lytic ortami
REDOKS 1 ve y i Kan veya
Aerobik ve anaerobik 10 ml
2 SVS*
Gaz tiiketimi veya REDOX 1ve 2 | Aerobik ve anaerobik, Kan veya 5
m
VersaTREK Uretiminden kaynaklanan EZ DRAW dogrudan kan asilama SVS*
basing degisikliginin tespiti Kan, SVS*
VersaTREK ) )
Mikobakteriyel ortam veya islenmis 1ml
Myco .
ornek

*SVS: Steril Viicut Sivisi

Gonzalez MD, Chao T, Pettengill MA. Modern Blood Culture: Management Decisions and Method
Options. Clin Lab Med. 2020 Dec;40(4):379-392. doi: 10.1016/j.cl.2020.07.001. Epub 2020 Sep 19.
PMID: 33121610; PMCID: PMC7501519. den uyarlanmigtir (4).

2.2.3. Pozitif Kan Kiiltiirii Siselerinin Analizi

2.2.3.1. Gram Boyama ve Kat1 Besiyeri Ekimleri

Pozitif sinyal alman kan kiiltiriinden yapilacak ilk ve en etkili islem Gram
boyamadir. Kan kiiltlirlerindeki mikroorganizmalarin belirlenmesinde en hizli ve en
basit yontemdir. Gram boyama sonugclari, se¢ilen ampirik antimikrobiyal tedavinin
uygunlugunu degerlendirmeye yardimci olur (72). Gram boyama ile birlikte, kati
besiyerlerine de ekim yapilir. Bu ekimler genellikle %5 koyun kanli agar ve ¢ikolata
agar gibi zengin besiyerleri kullanilarak yapilir. Gram negatif bakteriler i¢in, segici

besiyerleri olan MacConkey agar veya eosin-metilen mavisi agar gibi 6zel besiyerleri

16



de kullanilabilir. Ayrica, maya hiicrelerinin goriildigi siselerde, tanimlama igin
Sabouraud dextrose agar kullanilabilir. Pozitif sinyal alinan siseler, eger anaerobik kan
kiiltiirii sisesi ise, anaerobik bir ortamda inkiibe edilmek iizere ek olarak Schaedler
kanli agar, anaerobik bazal agar veya Brucella kanli agar gibi anaerobik besiyerlerine

ekim yapailabilir (62).

2.2.4. Bakteri Tanimlama Yontemleri

2.2.4.1. Konvansiyonel Yontemler

Gram pozitif bakterilerin tanimlanmasinda, katalaz, koagiilaz, safrada erime,
eskulin hidrolizi ve L-pirolidonil B-naftilamid (PYR) gibi biyokimyasal testler; Gram
negatif bakterilerin tanimlanmasinda ise glikoz fermentasyonu, ureaz, oksidaz, indol,
aminoasit dekarboksilasyonu gibi biyokimyasal testler kullanilarak tanimlama
yapilmaktadir. Gram pozitif, Gram negatif, nonfermenter, maya ve anaerob gibi belirli
mikroorganizma gruplarini igeren ticari manuel biyokimyasal tanimlama sistemleri de
gelistirilmistir. Bu sistemler arasinda API (bioMérieux, Fransa), BBL Crystal (Becton
Dickinson, ABD), BBL Enterotube Il (Becton Dickinson, Almanya), RaplD
(Remel/Thermo- Fisher Scientific, USA) ve Microbact (Oxoid, Ingiltere) gibi ticari
kitler bulunmaktadir (73).

2.2.4.2. Otomatize Sistemler

Bakteriyel izolatlarin tanimlanmasinda otomatize sistemler, gtiniimiizde bircok
klinik tan1 laboratuvarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Piyasada bulunan bu
sistemler, biyokimyasal reaksiyonlar, yag asidi analizi ve DNA dizileme gibi farkl
yaklagimlara dayanmaktadir. En sik kullanilanlar VITEK 2 (bioMérieux, Fransa),
Phoenix (Becton Dickinson, ABD) ve Microscan Walkaway (Beckman Coulter, ABD)
otomatize tanimlama ve antimikrobiyal duyarlilik sistemleridir.

VITEK 2, iireme bazli, floresan ve kolorimetrik tabanl bir teknolojiyle ¢alisan
tam otomatize bir tanimlama sistemidir. Mikrobiyal tanimlama kartlarinda meydana
gelen biyokimyasal reaksiyonlar, optik bir sinyal Gretir ve bu sinyalin
degerlendirilmesine dayanir. Bilinmeyen mikroorganizmanin standart slispansiyonu,
cihazin ig¢ine yliklenir ve ardindan kart cihaz iginde inkiibe edilir. Cihazin optik

okuyucusu tarafindan bu reaksiyonlar 15 dakikada bir okunur. VITEK 2 veri
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tabanindaki sonuglar, bilinen tiirlere 0zgli reaksiyonlarla karsilastirilarak
mikroorganizmanin tanimlanmasimi saglar. VITEK 2 cihazindaki antimikrobiyal
duyarlilik testleri ise, broth mikrodiliisyon esasina dayanir ve seri diliisyonlarin
otomatik olusturulmasi cihaz tarafindan gerceklestirilir. Onceden hazirlanan bakteri
slispansiyonu, kapiller araciligtyla test kuyucuklarina aktarilir ve burada bulunan
antimikrobiyal ajanlarla etkilesime girer. Kuyucuklarda c¢ogalan bakterilerin
olusturdugu bulaniklik, tiirbidimetrik yontemle Olcilir. Elde edilen Greme verileri,
bilgisayar algoritmalar1 tarafindan dogrudan veya niteliksel olarak yorumlanir ve
Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIK) degeri belirlenir (73-75).

Phoenix ID panelleri, geleneksel yontemlerin modifikasyonlarina dayanan
testlerden olusur. Bu testler, substratlarin fermentasyon, oksidasyon, degradasyon ve
hidrolizini igerir. Phoenix otomatize sistemi, bakteri tanimlamasinda tek karbon
kaynagi substratlarin yani sira kromojenik ve florojenik substratlari1 da kullanir. Olusan
substrat reaksiyon profiline gore, Phoenix veritabani1 organizma tanimlamasi yapar ve
dogruluk yiizdeleri ile sonu¢ raporuna yansitir. Antibiyotik duyarliliginin
belirlenmesinde ise broth mikrodilisyon yéntemini baz alan Phoenix AST panelleri
kullanilir (76).

Microscan Walkaway sistemi, mikrotitre kuyucuklarin1 igeren panellerle
calisir. Panellere manuel olarak inokule edilen bakterilerin tanimlanmasi, florojenik
ve florometrik reaksiyon prensiplerine dayanir. Florojenik reaksiyonlarda, bakteriye
6zgu bir enzim varhiginda floresan bilesigin serbest kalmasi neticesinde floresan
Ozellik ortaya ¢ikar. Florometrik reaksiyonlar ise pH degisikliklerini tespit eder;
ortamm asit diizeyindeki artis pH'da diismeye ve sonucta floresansta azalmaya neden
olur. Benzer fenotiplere sahip tiirler, floresan salinim oranlarinin 6l¢iimiiyle ayrilir.
Kolorimetrik optik sistem, her okuma dongiisiinde alt1 farkli dalga boyunda okuma
yaparak her kuyucuktaki reaksiyonu en iyi ayirt eden dalga boyunu secer. Paneller,
35°C'de 15-18 saat inkiibasyonun ardindan goérsel olarak veya otomatik okuyucu
tarafindan okunarak yorumlanabilir. Bu sistem ayni panelde es zamanli olarak broth

mikrodiliisyon yontemiyle antimikrobiyal duyarlilik testlerine de olanak saglar (75).

2.2.4.3. Kutle Spektrometrisine Dayali Yontemler
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Kiitle spektrometrisi, farkli bilesiklerin kiitle ve yiik oranlarmni analiz etmek
icin kullanilan bir analitik tekniktir. Bu teknik, cesitli iyonizasyon ve saptama
sistemlerine dayanir. Biyomolekiillerin analizinde en yaygin kullanilan yontem,
Matriks Aracili Lazer Desorbsiyon Iyonizasyon Ugus Zamani Kiitle Spektrometrisi
(Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time Of Flight Mass Spectrometry,
MALDI-TOF MS)’dir. Ulkemizde kullanilan iki MALDI-TOF MS sistemi vardir:
MALDI Biotyper (Bruker Biotyper; Bruker Daltonics, Bremen, Almanya) ve VITEK
MS (bioMérieux, Fransa). MALDI-TOF MS, o6rnek materyalin lazer atislariyla
matriks i¢inde ¢oziillip iyonlagmasi temeline dayanir. Numuneler, matriks icinde
hazirlanir ve lazerin etkisiyle iyonlasir. Olusan iyonlar, hizlandirilarak dedektore
ulagir. Dedektore ulagmak igin gereken ugus siiresi (TOF), bilesen proteinlerin
kiitlesine ve yiikiine baghdir. Kiitle/yiik orani ve dedektore ulasan sinyalin yogunlugu
birlikte bir kiitle spektrumu olusturur. Elde edilen kiitle spektrumu referans veri
tabanindakilerle karsilastirilarak mikroorganizma cins ve tiir diizeyinde tanimlanir.
MALDI-TOF MS sistemi ile koloniden tanimlamanin disinda kan ve idrar gibi
orneklerden direkt olarak tanimlama da yapilabilmektedir. Bu sistem ayni zamanda
bakterilerde antibiyotik direng mekanizmalarmin dogrudan saptanmasi ve sekans

tiplerinin belirlenmesinde de kullanilabilmektedir (77-79).

2.2.4.4. Kan Kulttirinde Molekiler Yontemler
Mikroorganizmalarin tamimlanmasinda kullanilan molekiiler teknikler,

hibridizasyona dayali ve amplifikasyona dayali yontemler olarak ikiye ayrilabilir (80).

I. Hibridizasyona dayah yontemler

Pozitif sinyal veren kan kiiltlirlerinde patojenlerin saptanmasi i¢in uygun
hibridizasyon yontemleri arasinda prob matriksleri ve floresan in-situ hibridizasyon
(FISH) yontemleri bulunmaktadir. Hibridizasyon prob yontemlerinde, ribozomal
RNA'ya (rRNA) baglanarak, hedef niikleik asidin varligmni tespit etmek {iizere
florokrom ile igsaretlenmis oligoniikleotid problar kullanilir. Cinse veya tiire 6zgii olan
bu problarin floresan sinyali, mikroskop altinda degerlendirilir. Hibridizasyona dayali
bir yontem olan PNA FISH (AdvanDx), Staphylococcus spp., Enterococcus spp.,

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa ve Candida spp.
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gibi yaygin patojenlerin tanimlanmasinda %95 ila %100 arasinda degisen duyarlilik

ve Ozgiilliige sahiptir (81).

ii. Amplifikasyona dayah yontemler

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), amplifikasyona dayali yontemler arasinda
en yaygin kullanilan yontemdir (54). PZR tek bir mikroorganizmay1 veya ayni anda
test edilen mikroorganizma panellerini hedefleyebilir (4). Mikroorganizmalarin
tanimlanmasinda PZR ile ¢ogaltilan hedef gen bolgeleri; ribozomal RNA (16S rRNA,
23S rRNA, 5S rRNA), Intergenic spacer region (ITS), 1s1-sok proteinleri (HSP60, HSP
65, groEL, groER), antibiyotik direng genleri ve 6zgiil hedeflerdir (82).

Standart bir PZR testi, belirli bir gen bolgesinin milyonlarca kopyasinin
cogaltilmas1 prensibiyle ¢alisir. Bu, bir ¢ift oligontikleotid primerin kullanilmasiyla
gerceklestirilir. Herhangi bir enfeksiy6z etkenin tanimlanamadigi numunelerde
muhtemel etkeni saptayabilmek igin genis kapsamli tarama testlerine ihtiyag duyulur.

Broad Range PZR yontemi ile, tiim bakteriler icin ortak olan korunmus gen
(16S RNA) bolgeleri hedeflenir. Bu yontemle kandaki bakteriyel DNA varligi tespit
edilebilir ancak spesifik tanimlama yapilamamaktadir. Spesifik tanimlama igin
amplifikasyonun adindan amplikonlar, dizi analizi veya spesifik problarla
hibridizasyon gibi ikincil yontemlerle tanimlanabilmektedir.

Real-time PZR (Ger¢ek Zamanl PZR/GZ PZR), ¢cogaltilan DNA miktarini her
amplifikasyon dongiisiinde gercek zamanli olarak izleyen bir molekiiler tani
yontemidir. Bu yoOntemde, amplifikasyon driinlerinin es zamanli olarak
goriintiilenmesi iki ana yaklasimla gergeklestirilir; spesifik olmayan floresan boyalar
ve floresan etiketli sekans spesifik oligonikleotit problar. Spesifik olmayan floresan
boyalar (SYBR green, Evagreen, etidyum bromir), cift iplikcikli DNA'ya
baglandiklarinda floresans verirler ve amplifikasyon tiriinlerinin miktarini belirlemek
icin kullanilirken; oligoniikleotit problar hedef sekansa spesifik olarak baglanir ve
amplifikasyon sirasinda floresan sinyalini artirir. Bu problar arasinda, hidroliz problar1
(TagMan problar), sa¢ tokasi problari (hairpin problar) ve floresan rezonans enerji
transferi (FRET) problar1 bulunur. GZ PZR testleri, kisa siirede sonug verir ve yuksek
tekrarlanabilirlik gosterir. Yiksek sensitivite ve spesifiteye sahiptir. Bu ydntem,

enfeksiydz patojenlerin  tanimlanmasi, suslarin tiplendirilmesi, antimikrobiyal
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duyarlilik profillerinin belirlenmesi, toksin {iiretiminin saptanmasi, mRNA-gen
ekspresyon analizleri ve spesifik gen ve alellerin tespitinde yaygin olarak kullanilan
giivenilir bir molekdiler tan1 yontemidir.

Multipleks PZR ile ¢esitli spesifik 6zelliklere sahip farkli primer ¢iftleri ayni
reaksiyonda kullanilabilmektedir. Bdylece bir klinik 6rnekte iki veya daha fazla sayida
mikrobiyal etkenin veya aymi etkenin farkli alt tiplerinin varligi ayni1 anda
arastirilabilmekte, hatta reaksiyon karigimima internal kontroller eklenerek tiim
amplifikasyonlar ayni reaksiyon kosullarinda tek tiip icerisinde ve tek basamakta
gerceklestirilebilmektedir. Gunimuzde genis bir patojen dizisini tespit edebilen
multipleks molekiiler tani testlerinin gelistirilmesi ile “sendromik panel yaklagimi”
ortaya ¢ikmistir. Sendromik panel yaklasimi ile sepsis tanisinda kullanilan ticari
sistemler Tablo 4’ de 6zetlenmistir (6, 82-84).

Terminal restriksiyon-fragment uzunluk polimorfizmi (T-RFLP) analizi ve tek
iplik¢ik konformasyon polimorfizmi (SSCP) analizi genellikle mikroorganizmalarin
tiplendirilmesinde kullanilir. Kan kiiltiirlerinde {ireyen patojenlerin tanisinda nadiren
kullanilmislardir. Izotermal transkripsiyon aracili teknik sadece kan kiiltiirlerinde

tiremis Candida turlerinin hizl tanisi i¢in kullanilmistir (80).

Kalttr Temelli
identifikasyon

Protein Temelli
identifikasyon

Pozitif Sinyal
Kan Kiiltiiri < Hibridizasyon FISH
Negatif Sinyal

Patojen Spesifik
PZR

Spektrometri

Nukleik Asit
Temelli
Kan identifikasyon

Broad Range PZR

Broad Range PZR
Amplifikasyon
EDTA'li kan Amplifikasyon P—
Multipleks PZR

Patojen Spesifik
PZR

RFLP

Sekil 1. Sepsis Tan1 Yontemleri Algoritmasi

Peters RP, van Agtmael MA, Danner SA, Savelkoul PH, Vandenbroucke-Grauls CM. New
developments in the diagnosis of bloodstream infections. The Lancet Infectious Diseases 2004;
4(12):751-60’den uyarlanmustir.
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Tablo 4. Sepsis Tanisinda Kullanilan Ticari Sistemler (62)

Tanimlama Yoéntemi Saptanabilen Tanimlanan Test
Ticari ismi Prensibi Etken Sayis Diren¢ Geni | Sonuclanma
Sdresi (sa)

Pozitif Kan Kulttrinden Uygulananlar
MALDI-TOF MS Kitle Yizlerce - <1

Spektrometrisi
PNA- Floresan Bazli 10 - 1,5-3
FISH(AdvanDx, Hibridizasyon
ABD)
AccuProbe (Gen- Kemiliiminesan 5 - <1
Probe, ABD) DNA prob

(rRNA)

HYPLEX (BAG, Multipleks 10 mecA
Almanya) PZR+

hibridizasyon
PLEX-ID BAC Broad Range >300 -
(Abbott Molecular, PZR+ ESI-MS*
ABD)
StaphPlex (Qiagen, Multipleks Staphylococcus mecA 5
ABD) PZR+ aureus (S.

mikroarray aureus)
Staph SR (BD Multipleks PZR S. aureus mecA 1-2
GeneOhm, ABD)
Prove it sepsis Multipleks 60 bakteri mecA, vanA/B 3
(Mobidiag, PZR+ 13 mantar
Finlandiya) mikroarray
Verigene Gram Nikleik asit 9 Gram (-) CTX-M, NDM, 2,5
negatif - pozitif temelli 13 Gram (+) KPC, OXA,
bakteri(Nanosphere, mikroarray VIM, mecA,
ABD) vanA/B
Filmarray (Biofire, GZ-Multipleks 26 bakteri IMP, KPC, 1
ABD) PZR 7 mantar OXA-48,
NDM, VIM,
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mcr-1, CTX-M,

mecA/C,
vanA/B
Xpert MRSA/SA GZ-Multipleks S. aureus mecA 1
(Cepheid, ABD) PZR
GenMark Dx ePlex GZ-Multipleks | 21 Gram (+) | CTX-M, IMP 15
(Roche, Isvigre) PZR 22 Gram (-) KPC, NDM,
16 mantar OXA-23,
OXA-48, VIM,
mecA, mecC
vana, vanB
Tam Kandan Uygulananlar
Xpert MRSA/SA GZ-Multipleks S. aureus mecA 1-15
(Cepheid, ABD) PZR
Septifast (Roche, GZ-Multipleks 14 bakteri mecA 4-5
Isvigre) PZR 5 mantar
VYOO (SIRS Lab, Multipleks 32 bakteri - 8
Almanya) PZR+jel 7 mantar
elektroforezi
SepsiTest (Molzym, Broad Range | >345 bakteri ve - 8-12
Almanya) PZR+ mantar
sekanslama
Magicplex (Seegene, GZ-Multipleks 90 bakteri mecA, vanA/B 4-6
Kore) PZR 6 mantar
PLEX-ID (Abbott Multipleks ~800 bakteri ve | mecA, vanA/B, 6
Molecular, ABD) PZR/ESI-MS mantar KPC

*ESI-MS: Electrospray lonization Mass Spectrometry

Kan Dolasimi Orneklerinin Laboratuvar Incelemesi Rehberi. Klinik Mikrobiyoloji Uzmanlik

Dernegi(KLIMUD) 2022 ‘den uyarlanmisgtr.

2.3. SEPSIS ETKENIi MiKROORGANIZMALAR

Sepsis ve septik sok toplum kaynakli, saglik hizmetleriyle iligkili veya hastane

kaynakli enfeksiyonlara sekonder olabilir (85). En yaygin nedenler arasinda pndmoni,

intraabdominal enfeksiyonlar ve idrar yolu enfeksiyonlar1 yer almaktadir (86). Ayrica

cerrahi islemler sonrasinda, kateterler, vaskiiler protezler, protez kalp kapaklar1 ve
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dokulara yerlestirilen yabanci cisimler sonrasinda ve intravendz ila¢ kullanimina bagh
sepsis gelisebilir. Etken mikroorganizmalar bakteri, mantar veya polimikrobiyal
olabilir. Sepsise en sik neden olan patojenler bakteriyel etkenlerdir. Son 25 yilda gram
pozitif bakterilerin sepsisin en yaygin nedeni oldugu bildirilmistir (87).

En sik sepsis etkeni olan mikroorganizmalar;

e Gram-pozitif bakterilerden; koagiilaz negatif stafilokok tiirleri; o6zellikle
Staphylococcus  epidermidis,  Staphylococcus aureus,  Streptococcus
pneumoniae ve Enterococcus spp.,

e Gram-negatif bakterilerden; Escherichia coli, Klebsiella spp., Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter spp., Enterobacter spp.,

e Anaerobik bakterilerden; Bacteroides, Fusobacterium spp., peptostreptokoklar
ve Clostridium spp.,

e Mantarlardan; en sik etken maya mantarlar1 olup, siklikla Candida turleridir.
Kiif mantarlarmin kandan saptanmasi daha nadirdir. Kan kiiltiiriinden izole
edilen kiif mantarlar1 siklikla Fusarium, Acremonium, Scedosporium tiirleridir
(62, 88, 89).

2.4. SEPSIS RISK FAKTORLERI VE KLINiK BULGULARI
2.4.1. Sepsis Risk Faktorleri
e <l yas veya>75 yas olmak
e Konjenital ya da kazanilmis immiin yetmezlik
e Kemoterapi tedavisi
e Transplantasyon
e Immiin sistemi bozan durumlarin varhig: (diyabet, orak hiicre anemisi,
splenektomi)
e Uzun sureli kortikosteroid tedavisi
e Son alt1 hafta icinde gegirilen cerrahi veya invazif islem
¢ Yogun bakimda yatis
e Cilt bitiinliigiinde bozulma (kesikler, yaniklar veya cilt enfeksiyonlarina bagli)
e Intravendz ilag kullanimi

e Intravendz kateter veya sondasi
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e Son alt1 hafta icinde hamile olan, dogum yapan veya diisiik yapan kadinlarda;
ozellikle asagidaki eslik eden durumlarin varlig;
o Gestasyonel diyabet, diyabet ve diger komorbiditeler,
o Sezaryen, forsepsle dogum ve invazif prosediirler,
o Uzun siireli membran riptiiri,
o A grubu streptokok enfeksiyonu olan biriyle yakin temas,

o Vajinal kanamanin devam etmesi ve kotii kokulu vajinal akinti (90-92).

2.4.2. Sepsis Klinik Bulgulari

Sepsisin semptom ve bulgular1 spesifik degildir. Sepsis vakalarinda genellikle
gbzlemlenen semptomlar arasinda hipotansiyon, tasikardi, ates ve lokositoz yer alir.
Hastanin durumu agirlastikc¢a, soguk deri, siyanoz gibi sok belirtileri ve oligiiri, akut
bobrek hasari, mental durumda bozulma gibi organ disfonksiyonlar1 ortaya ¢ikar. Bu
semptomlar, pankreatit veya akut solunum yetmezligi sendromu gibi ¢esitli
hastaliklarda da goriilebileceginden, sepsis tanisinda spesifik degildir. Sepsiste altta
yatan hastaliga, primer enfeksiyon odagina ve sistemik inflamasyona bagl belirti ve
bulgular klinik tabloya hakimdir. Oksiiriik ve nefes darligi, pnomoniyi; opere edilen
bolgede agr1 ve piirillan akinti, altta yatan bir apse olabilecegini distindirebilir.
Sepsisle iliskili primer enfeksiyon odaklari solunum yolu/akciger parankimasi (%43),
uriner sistem (%16), abdomen (%14), nedeni bilinmeyen ates iliskili bas bolgesi (%14)
ve diger bolgeler/nedenler (%13) seklindedir (1). Sistemik inflamasyon bulgulari zaten
SIRS tani kriterleri olarak kullanilmakta olup yukarida bahsedilmistir (13).

2.5. SEPSIS TEDAVI VE TAKIBI
2021 yilinda giincellenen “Surviving Sepsis Campaign: International
Guidelines for Management of Sepsis and Septic Shock” kilavuzunun sepsis tedavi ve
takip onerileri su sekildedir:
e Sepsis ve septik sok tibbi acil durumlardir. Tedavi ve reslsitasyonun hemen
baslanmasi
e Detayli klinik muayene ve fizyolojik degiskenlerin (nabiz, kan basinci,
arteriyel oksijen satiirasyonu, solunum hizi, viicut 1s1s1, idrar cikisi) takibi ve

monitérizasyonu
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Sepsis kaynakli hipoperfiizyon veya septik soklu hastalar icin resiisitasyonun
ilk Ug saati icinde en az 30 mL/kg intravendz (i.v.) kristaloid s1v1 verilmesi
Vazopressor ihtiyact olan septik soklu yetiskinler i¢in 65 mmHg’lik bir
baslangi¢ hedef ortalama arter basinci

Vazoaktif ajan olarak ilk tercih olan norepinefrinin kullanilmasi; bulunmadigi
durumlarda, alternatif olarak epinefrin veya dopamin kullanilmasi
Norepinefrin tedavisi (0,01-3 mcg/kg/dk i.v. infiizyon) altinda yetersiz OAB
seviyelerine sahip septik soklu yetigkinlerde, norepinefrin dozunu artirmak
yerine vazopressin eklenmesi

Yeterli sivi resiisitasyonu ve vazopressor tedavinin hemodinamik stabiliteyi
yeniden saglayamamasi durumunda i.v. kortikosteroidler (hidrokortizon)
kullanilmasi

Muhtemel septik soku olan veya sepsis olasilig1 yiiksek olan yetiskinler igin,
antimikrobiyal tedavinin hemen, ideal olarak tan1 konulduktan sonraki bir saat
icinde, 6ncesinde iki set kan kiiltiirii alinarak baglanmasi

Sok klinigi olmayan septik hastalarda, mevcut tablonun sebebi olabilecek, altta
yatan enfeksiyoz velveya enfeksiyoz olmayan sebeplerin incelenmesi; eger
sebep saptanamadiysa, ilk (¢ saat i¢inde antibiyoterapi baslanmasi
Antibiyotik tedavisinin muhtemel tim patojenleri kapsamasi i¢in bir veya daha
fazla antimikrobiyal ile ampirik genis spektrumlu tedavi planlanmasi

Sok klinigi olmayan ve enfeksiyon ihtimali diisiik eriskin hastalarda; vakanin
yakindan takip edilmesi ve bu siireg i¢inde de antibiyoterapinin ertelenmesi
Stres tilserine bagl gastrointestinal kanama riski tasiyan sepsis veya septik sok
hastalarinda, proton pompa inhibitorleri veya histamin-2 reseptor
antagonistlerinin profilaksi amaciyla kullanilmasi

Kontraendikasyon yoksa venéz tromboemboli riski i¢in disiik molekiil
agirlikli heparin profilaksisi uygulanmasi

Sepsis iliskili akut respiratuvar distres sendromu (ARDS) tanili erigkin
hastalarda, mekanik ventilasyonda, viicut agirligina gére 6 mL/kg tidal hacim
uygulanmasi

Kan glukoz diizeyi kontroliinde, ardarda iki kan glukoz diizeyi >180 mg/dL

oldugunda insiilin baglanmasi1 6nerilmektedir (14, 15).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz, tek merkezli ve prospektif olarak tasarlandi. Calisma Ankara
Bilkent Sehir Hastanesi 2 No’lu Klinik Arastirmalar Etik Kurul Baskanlig: tarafindan
09/08/2023 tarih ve E2-23-4626 sayili karari ile onayland1 (Ek-1). Bilgilendirilmis
gonillii onam formu hastalardan veya hasta yakinlarindan yogun bakim iinitesine
yatigt sirasinda alindi. Calisma, rutin tani akigini ve klinik yansimasini etkilemeyecek

sekilde gergeklestirildi.

3.1. CALISMAYA DAHIL EDILEN NUMUNELER

Calismaya Ekim 2023-Subat 2024 tarihleri arasinda Ankara Bilkent Sehir
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na MH-2 yogun bakim tnitesinde (YBU) takip
ve tedavi edilen sepsis siipheli, yogun bakim iinitesine yatisi sirasinda SOFA skorunda
iki veya daha fazla artis olan 155 hastadan gonderilen 310 adet kan kilturi 6rnegi (2
set; aerob 1 ve aerob 2) ve es zamanl alinmig 155 adet tam kan 6rnegi dahil edildi.
Pozitif sinyal veren kan kiiltiir siselerinden sinyal alindiginda; sinyal alinmayan kan
kiiltiir siselerinden ise besinci giiniin sonunda sendromik sepsis paneli calisildi. Tlk
testleri negatif sonuglanmasina ragmen sepsis siiphesi devam eden (atesi diismeyen
vb..) hastalarin besinci giinden sonra yeniden gonderilen kan kiltiirii siseleri/seti ve
tam kan ornekleri ¢alismaya dahil edildi. Ayni hastadan bes giin iginde alinan

tekrarlayan kan kiiltiirii ve tam kan érnekleri galismaya dahil edilmedi.

3.2. VERI TOPLAMADA UYGULANAN YONTEMLER

Calismaya dahil edilen hastalarin sepsis tanisi ile ilgili klinik ve laboratuvar
verilerinin takibi icin hasta arastirma takip formu kullanildi (Bkz. EK..). Formda;
hastalarin arastirma sira numarasi, 6rnek numarasi, adi-soyadi, dogum tarihi, cinsiyeti,
on tamisi, MH-2 YBU vyatis tarihi, viicut 1s1s1, kalp hiz1, solunum hizi, PaCOz, laktat
seviyesi, CRP, prokalsitonin, lokosit sayisi, ESH, kullandigi ilaglari, komorbid
hastaliklar1, kan kiiltiri ve tam kan alma tarihi/saati, sinyal verme saati/siiresi, Gram
boyama sonucu, MALDI-TOF MS sonucu ve sonu¢ verme tarihi/saati, VITEK 2

antibiyogram sonucu ve sonug verme tarihi/saati, antibiyogram direng profili, sepsis
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sendromik panel test sonucu ve sonug verme siiresi, YBU de yatis siiresi, kan kiiltiirii

alim1 sirasinda kullandigi antibiyotik(ler) kaydedildi.

3.3. ORNEK TOPLAMADA UYGULANAN YONTEMLER

Her hastadan bir tam kan 6rnegi ve en az iki set aerob kan kiiltiirii 6rnegi asepsi
sartlarma uygun olarak alindi. Kan aliacak bolge; 6nce 30 saniye %70’lik izopropil
alkolli steril gazli bez ile kuvvetlice ileri geri siirtiilerek silindi, 30 saniye kurumasi
beklendi; sonra %1-2’lik povidon iyot ve steril gazli bez ile merkezden disa dogru
konsantrik halkalar cizilerek silindi, bir-iki dakika kurumasi beklendi. Toplanan uygun
hacimdeki kan siselere aktarildi; antikoagiilanla karismasi igin siseler nazikge ileri geri
karistirildi. Kan ornekleri alindiktan sonra laboratuvara transfer edilerek islemlere

baslandi.

3.4, MIKROBIYOLOJi LABORATUVARI RUTIN KAN KULTURU
TANIMLAMA YONTEMLERI

Sepsis siiphesi olan hastalarm YBU’de BACT-ALERT kiiltiir siselerine
(bioMérieux, Fransa) hastanemizin standart klinik kan kaltirt proseddrlerine uygun
olarak alinan kan 6rnekleri (en az iki set olacak sekilde) mikrobiyoloji laboratuvarina
ulastiktan sonra Ornek kabulleri yapildi. Ardindan o&rnekler inkiibasyon icin
BACT/ALERT 3D (bioMerieux, Fransa) cihazina yiiklendi. Es zamanli alinan tam kan
ornekleri de en geg ii¢ giin iginde galisilacak sekilde +4°C° de muhafaza edildi. Bes
gunlik inkibasyon sirecinde pozitif tireme sinyali alinan siselerden Gram boyama
(bioMerieux, Fransa) islemi gergeklestirildi ve Gram boya sonucuna gore klinige
panik deger bildirimi yapildi. Kiiltiir i¢in kat1 besiyeri olarak % 5°lik koyun kanl1 agar
(Bio Cell, Turkiye ve Aklab, Tirkiye) kullanildi. Ekim yapilan plaklar 37°C’de %5
CO2’li ortamda 24 saat inkiibe edildi. Besiyerinde iireyen ve etken kabul edilen
mikroorganizmalar i¢in tanimlama ve antibiyotik duyarlilik testleri gerceklestirildi.
Etken tanimlama, MALDI-TOF teknolojisine sahip VITEK® MS (bioMérieux, Fransa)
ile yapildi. Kanli agarda tiremis olan bakteri kolonisi 6ze ile alinarak MALDI-TOF
MS slaytlarindaki kuyucuklara yayildi. Uzerine 1 ml CHCA (a-Siyano-4-
hidroksisinamik asit) matriks soliisyonu damlatildi. Slaytlar kuruduktan sonra

VITEK® MS (bioMérieux, Fransa) cihazma yerlestirildi ve degerlendirmeye alindu.
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Tanimlama sirasinda, kontrol susu olarak E. coli ATCC 8739 susu kontrol susu olarak
kullanildi. Klinik olarak etken kabul edilen izolatlarin antibiyotik duyarhlik testleri
VITEK®2 (bioMérieux, Fransa) otomatize sistemi ile firma énerilerine uygun olarak
caligildi. Besiyerindeki kolonilerden 0,5 McFarland standart siispansiyonu hazirlandi
ve VITEK kartlarina inokiile edildi. Stipheli sonuglar disk difiizyon yontemi ile manuel
olarak teyit edildi. Etken/kontaminant ayirmmi KLIMUD (Klinik Mikrobiyoloji
Uzmanlik Dernegi) Kan Dolasimi Ornekleri Rehberi (62)’nde belirtilen kriterlere gore
yapildi. Etken tanimlama ve raporlama siireleri kaydedildi. Rutin kan kiiltiirii isleyisi
devam ederken, bir yandan da pozitif sinyal veren siseler, inkiibasyon suresini
dolduran siseler ve tam kan ornekleri sendromik sepsis paneli ile ¢alisilmak tizere

isleme alindu.

3.5. SENDROMIK SEPSIiS PANELI iLE TANIMLAMA

3.5.1. Nukleik Asit Ekstraksiyonu

Molekiiler mikrobiyoloji laboratuvarinda Niikleik Asit Ekstraksiyon Kiti
(Bioeksen, Tiirkiye) kullanilarak Zybio EXM3000 (Zybio Inc., Cin) cihazinda Uretici

firma Onerilerine uygun olarak nukleik asit izoloasyonu gergeklestirildi.

Kit igerigi
1.Ekstraksiyon kartusu
2.Manyetik ¢ubuk kilifi
3.Proteinaz K

4.STL-B

Nukleik asit izolasyon prosediirii

1.Ekstraksiyon kartuslari kartus standina yerlestirildi.

2.Kartuslarin bir numarali kuyularina 15 pL Proteinaz K pipetlendi.

3.Daha sonra tizerine 200 pL tam kan 6rnegi pipetlendi (Kan kiiltiir siselerinden
calisilmadan 6nce 25 pL 6rnek, 200 pLL STL-B ile karistirildi. Vorteks (Biosan,
Letonya) cihazinda 10 sn karistirildiktan sonra 200 uLL 6rnek alinarak kartusa
pipetlendi).

4.Kartus standi cihaza yerlestirildi.
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5.Manyetik ¢ubuk kiliflar1 cihazda ilgili boliime yerlestirildi.
6.Cihaz calistirildi.

Kan kaltir 6rnekleri igin dokuz dakikalik ZYBIO-B-200 izolasyon programi
kullanilirken, tam kan Ornekleri i¢in 16 dakikalik ZYBIO-CS-B-200 izolasyon
programi kullanildi. Islem sonucunda kartusun alti numarali kuyusunda 80-100 pL
izolat elde edildi.

Sepsis etkenlerinin ve antibiyotik direng genlerinin analizi Bio-Speedy Sepsis
gPCR MX-30S Panel (Bioeksen, Tiirkiye) kiti kullanilarak CFX96 Touch Real-Time
PCR (BIO-RAD, ABD) cihazinda gergeklestirildi. Test kitinin ve striplerin igerigi
Tablo 5 ve Tablo 6 *da gosterilmistir.

Tablo 5. Bio-Speedy Sepsis gPCR MX-30S Panel Kit igerigi

SE Strip Spesifik Nkleik Asit Amplifikasyonu ve Tespiti 96 adet SE strip
2X gJPCR Mix gPCR testi i¢in optimize edilmis kullanima hazir mix  96x 90 puL
NTC Negatif Kontrol 1x1000 pL
PC-SE Pozitif Kontrol (PC) 1x500 pL

Tablo 6. Bio-Speedy Sepsis gPCR MX-30S Panel Strip Kuyu Icerigi

Kuyu Icerigi Kanal Hedef
SE

FAM  Staphylococcus aureus
HEX  Pseudomonas spp.

A: SPCV Oligo Mix
ROX  vanA - Vankomisin direnci
CY5 Candida krusei
FAM Candida glabrata

B: CRVS Oligo Mix ~ HEX  Insan (Internal Kontrol-1C); RNase P

ROX  vanB - VVankomisin direnci
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Kuyu icerigi

C: KPAC Oligo Mix

D: HKOC Oligo Mix

E: CRE Oligo Mix

F: LEMC Oligo Mix

G: SES Oligo Mix

H: ENES Oligo Mix

Kanal
CY5
FAM
HEX
ROX
CY5
FAM
HEX
ROX
CY5
FAM
HEX
ROX
CY5
FAM
HEX
ROX
CY5
FAM
HEX
ROX
CY5
FAM
HEX
ROX
CY5

Hedef
Staphylococcus spp.
Pseudomonas aeruginosa
Candida albicans
Klebsiella pneumoniae
Acinetobacter baumannii
Haemophilus influenzae
Klebsiella oxytoca
Candida parapsilosis
OXA-48 - Karbapenem direnci
KPC - Karbapenem direnci
NDM - Karbapenem direnci
VIM - Karbapenem direnci
IMP - Karbapenem direnci
Listeria monocytogenes
Enterococcus faecalis
mecA+C - Metisilin direnci
Candida tropicalis
Stenotrophomonas maltophilia
X
Enterobacterales
Streptococcus spp.
Enterococcus faecium
Escherichia coli
Neisseria meningitidis

Streptococcus pneumoniae
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3.5.2. Bio-Speedy Sepsis qPCR MX-30S Paneli ile PZR Reaksiyonun

Kurulmasi

1. Test edilecek her numune i¢in Tablo 6’da gosterilen sekilde bir SE strip (0,2
ml’lik sekiz kuyucuklu beyaz serit) kullanildi. Bununla birlikte tiim ¢alismalarda birer
adet NTC ve PC stripleri de ¢alismaya eklendi. Stripler reaktif eklenmeden &nce
santriftjlendi.

2. Temiz PZR odasinda SE striplerinin her bir kuyucuguna 10 pL. gPCR mix
pipetlendi.

3. Daha sonra Simif [IA biyogiivenlik kabininde bir SE stribinin her
kuyucuguna 5 uL NTC pipetlendi. Kalan SE striplerine, kuyucuklarin her birine bir
ornek olacak sekilde 5 pL ekstrakte edilen nikleik asit 6rnegi pipetlendi. Son SE
stribinin her kuyucuguna ise 5 uL. PC-SE pipetlendi.

4. Tupler serit kapak ile kapatilarak spin santrifiij cihazinda (Frontier, Ohaus,
ABD) santrifiijlendi.

5. Stripler CFX96 Touch Real-Time PCR (BIO-RAD, ABD) cihazna
yerlestirildi.

6. Reaksiyon i¢in uygun 1s1 dongii profili olusturuldu ve galisma baslatilda.

Reaksiyon kurulum igerigi Tablo 7°de ozetlendi. Amplifikasyon iglemi Tablo 8’de
belirtilen 1s1-dongi protokoliine uygun olarak gerceklestirildi.
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Tablo 7. Reaksiyon Kurulum Icerigi

Reaksiyon Kullanilacak Strip
Tipi
) 90 ul
2XgPCR Mix
Hasta SE Rxn
Numunesi | Her hasta igin birer strip Ornekten elde edilen 45 U]
niikleik asit ekstrakti :
Negatif ] 90 ul
SE Rxn 2XgPCR Mix
Kontrol ) )
Her ¢alisma igin birer strip
(NTC) NTC 45 ul
- 4 90 ul
Pozitif 2XgPCR Mix
SE Rxn
Kontrol . i bi ) 5
er calisma i¢in birer stri 5
(PC) b PC-SE "

Kuyucuk igerigi 5 pl,

Kuyucuklara dagitilacak miktar 15 pul (10 ul qPCR Mix, 5 upl niikleik asit
ekstrakti/NTC/PC-SE)

Toplam reaksiyon hacmi 20 pl

Tablo 8. GZ-PZR Is1 Dongii Protokolii

Basamak Dongii Sayisi Sicakhik Sdre
Ters
o 1 déng 52°C 3dk
Transkripsiyon
Pre-inklibasyon 1 dongi 95°0C 10 sn
Denattirasyon 12 Touchdown Dongusu: 95°C 1sn

Dongli basina baglanma
Baglanma/Uzama 67-56 °C 15 sn
sicakliginda 1°C azalma

Denatiirasyon 950C 1sn
Baglanma/Uzama 30 dongii 550C 15 sn
Tespit (Okuma) FAM/ HEX/ ROX/ CY5

33



Tablo 9. Bio-Speedy® Sepsis gPCR MX-30S panel hedefleri

Gram Pozitif Bakteri

Gram Negatif Bakteri

Mantar

Diren¢ Geni

Staphylococcus aureus
Enterococcus faecium
Enterococcus faecalis
Streptococcus pneumoniae

Listeria monocytogenes

Staphylococcus spp.

Streptococcus spp

Escherichia coli.

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella oxytoca

Pseudomonas aeruginosa

Acinetobacter baumannii

Stenotrophomonas
maltophilia

Haemophilus influenzae

Neisseria meningitidis

Enterobacterales

Pseudomonas spp

Candida glabrata
Candida tropicalis
Candida krusei
Candida albicans

Candida
parapsilosis

Van A- Vankomisin
direnci

Van B- Vankomisin
direnci

Mec A+C -
Metisilin direnci

OXA-48 -
Karbapenem
direnci

KPC- Karbapenem
direnci

NDM -
Karbapenem
direnci

VIM - Karbapenem
direnci

IMP- Karbapenem
direnci

OXA-48: Oksasilinaz-48, KPC: Klebsiella pneumoniae karbapenemazlari, NDM :New Delhi Metallo-

beta-laktamaz, VIM: Verona integron-Kodlu Metallo-beta-laktamaz, IMP: Imipenemaz Metallo-beta-

laktamaz

3.5.3. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Sonug¢ dosyalari, Uretici tarafindan saglanan “Sigmoida” yazilimi ile agildu.

Analizler yazilim tarafindan otomatik olarak gerceklestirildi. Yazilim ile elde edilen

caligma sonuglarin yorumu Tablo 10°da gosterildi.

Pozitif: Test edilen Ornek, test edilen etken icin diisiik pozitif, pozitif veya

yiiksek pozitiftir.

Negatif: Test edilen 6rnek, test edilen etken icin negatiftir.
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Kontaminasyon: Herhangi bir NTC test kanalinda Cq<30 degerinin elde

edilmesi. Analiz tekrar edilmelidir.

Gegersiz: IC ve diger tiim hedefler “Tespit Edilmedi” ise ayn1 hastadan yeni

bir numune ile test tekrar edilmelidir.

Tablo 10. Test Sonuglarmnin Yorumlanmasi

Etken

IC

Sonuclarin Yorumlanmasi

Pozitif (+) | Pozitif (+) veya Negatif (-)

Sonuglar GECERLI,
Etken tespit edildi.

26<Cq<30 Diisiik Pozitif
16<Cq=<26 Pozitif
Cqg<16 Yiiksek Pozitif

Negatif (-) Pozitif (+)

Sonuglar GECERLI, Etken tespit edilemedi.

Tablo 11. Kit Kontrollerinin Beklenen Performansi

Kontrol Amaci Beklenen Sonu¢ ve Cq Degeri
Turu IC(HEX) Etken
NTC | qPZR sirasinda kontaminasyon kontrolii | Tespit edilmedi (Cq yok) Tespit edilmedi (Cq
yok)
PC Reaktif stabilite kontroli Tespit edildi (Cq <30) Tespit edildi (Cq <30)
IC Orneklerde niikleik asit ekstraksiyonu ve | Tespit edildi (Cq <30) Eger IC | Etken sonug yorumlama

qPZR’nin kontrolini izlemek igin

“Tespit edilmedi” ise etken | kriterlerine gore “Tespit

Cq’sunu kontrol edin.

edildi” ise IC gegerlidir.

Bir numunede birden fazla parametre (ila¢ direng genleri hari¢) pozitif sonug

verdiginde:

e Endiistiik Cq veren parametre belirlendi (Min Cq).

e Diger parametrenin Cq degeri - Min Cq <7 ise her iki parametre icin

pozitif sonug verildi.

e Diger parametrenin Cq degeri - Min Cq > 7 ise Cq degeri yiiksek olan

parametre i¢in negatif sonug verildi.
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Ilag gen hedefleri (VanA,VanB, OXA-48, KPC, NDM, VIM, IMP, mecA/mecC),
C.krusei, C. glabrata, C.albicans, C.parapsilosis, C. tropicalis gen hedefleri igin:
o (qdegeri <26 ise pozitif olarak rapor edildi.
e (Cq degeri >26 ise negatif olarak rapor edildi.
Diger tiim gen hedefleri i¢in:
e (Cq degeri <23 ise pozitif olarak rapor edildi
e (Cq degeri >23 ise negatif olarak rapor edildi

“Threshold dongii sayisin1” (Cq) hesaplamak igin tiretici tarafindan onerilen
esik (threshold) seviyesi CFX96 touch TM cihazi i¢in 200 RFU (Relative Fluorescence
Unit)’dur. Amplifikasyon sonrasinda, Sigmoida yazilimi yaninda, tiim amplifikasyon
egrilerinin sekilleri incelendi ve cihaz yazilimi tarafindan numuneye bir Cq degeri
atanmigsa ya da egri sigmoidal ise Cq degeri son degerlendirme i¢in kullanildi.
Sigmoidal olmayan egriler negatif olarak degerlendirildi.

Kan kiltiiric sisesi 6rneklerinden yapilan multipleks GZ PZR ve tam kan
orneklerinden direkt multipleks GZ PZR sonuglart ile rutin bakteriyolojik tanimlama
yontemleri ile elde edilen sonugclar ve her ti¢ yontemin raporlama siireleri not edilerek
karsilastirildi. Konvansiyonel yontemler esas alinarak multipleks GZ PZR y6nteminin

sepsiste erken taniya katkis1 degerlendirildi.

3.5.4. Istatistiksel Analiz

Caligsma verileri, giinliik olarak Microsoft Excel 2024 programina kaydedildi.
Elde edilen veriler IBM SPSS Statistics (Statistical Package for Social Sciences)
versiyon 22 programi (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) kullanilarak analiz edildi. Sepsis
saptanan hastalarin demografik ve klinik 6zellikleri ile ilgili tanimlayici istatistikler
sunuldu. Calismada; siklik ve yiizde dagilimlar1 degerlendiririldi. Karsilastirilan
yontemlerin raporlama siireleri incelendi; raporlama siire dagiliminin normalligi
arastirildi; her bir yontem igin raporlama siiresi aralifi ve ortalamasi sunuldu.
Konvansiyonel yontemler ve degerlendirme kriterleri referans alinarak tam kandan ve
kan kiltiirii siselerinden yapilan GZ PZR yoénteminin duyarlilik, 6zgillik, pozitif
prediktif deger (PPD), negatif prediktif deger (NPD) ve dogruluk oranlari1 asagidaki

tablo ve formiillere gore degerlendirildi. Ayn1 zamanda kan kiiltiirii ve kan kultiiri
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siselerinden yapilan sepsis panel yontemi etken bazinda karsilastirilarak, duyarlilik ve

ozgiillik degerleri belirlendi.

Gecerli Referans Test

Degerlendirilen
Test

Pozitif Negatif
Pozitif a (Gercek Pozitif) | b (Hatali Pozitif)
Negatif ¢ (Hatal1 Negatif) | d (Gergek Negatif)

Duyarlilik = a/(a+c) x100
Ozgiilliik = d/ (b+d) x100

PPD = a/(a+b) x100
NPD= d/(c+d) x100

Dogruluk (gecerlilik) = a+d / (a+b+c+d) x100

Sepsis tanisinda kullanilan yontemler arasindaki farkin istatistiksel yonden

anlamliligi, Ki-kare veya Fisher’s exact test ile Student t testi kullanilarak

degerlendirildi. Verilerin analizinde p degerinin 0,05’in altinda olmasi istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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4.1. Cahisma Popiilasyonu

4. BULGULAR

Calismamiz Ekim 2023-Subat 2024 tarihleri arasinda dort aylik bir siirecte

prospektif olarak gergeklestirildi. Sepsis 6n tanisi ile MH-2 yogun bakim {initesinde
tedavi goren 61 (%39) kadin, 94 (%61) erkek toplam 155 hasta calismaya dahil edildi.

Hastalarin yas aralig1 18-93; yas ortalamasi 62, medyani 69 idi. Yas araliklarina gore

dagilimi Tablo 12’°de gosterildi.

Tablo 12. Hastalarin yas araliklarina gére dagilimi

Yas Araliklar n %
18-35 28 18
36-65 41 26
66-80 60 39
>80 26 17

Sepsis On tanist diisiiniilen hastalarin altta yatan enfeksiyon kaynaklari

incelendiginde siklik sirasina gore ilk ikisi kaynagi bilinmeyen sepsis (n=91; %59) ve

alt solunum yolu enfeksiyonu (n=44; %28) olarak tespit edildi (Tablo 13).

Tablo 13. Altta yatan enfeksiyon kaynaklari

Enfeksiyon Kaynag n %
Kaynagi bilinmeyen 91 59
Alt solunum yolu 44 28
Uriner sistem 10 7
Intraabdominal 5 3
Immiinsupresyon 3 2
Deri ve yumusak doku 2 1
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Sepsis on tanili olan hastalarin klinik bulgular1 Tablo 14’de verilmistir.

Tablo 14. Sepsis parametreleri sinir degerleri ve hastalarin dagilimi (n=155)

Klinik Alt simir deger n Ust simir deger n Ortalama deger  Minimum-
Bulgular maximum deger
Viicut Sicakhign <36 °C 1 >38 °C 3 36,5°C 36-39 °C

Kalp hizt 90-100/dk 28 >100/dk 55  96/dk 54-155/dk
Solunum sayis1  <12/dk 5 >20/dk 40  19/dk 10-40/dk

PaCO, <35 mmHg 46 >45 mmHg 37 40 mmHg 21,9-62,9 mmHg
Laktat >2 mmol/L 45 - - 2,1 mmol/L Max:31,1mmol/L
CRP >5 mg/L 151 - - 136 mg/L Max:333,2mg/L
Prokalsitonin >0,16 pg/mi 129 - - 16 pg/ml Max: 465 pg/mi
Lokosit <4000/mm3 7 >12000/mm; 61  12,34x10%/mm? 0,36-112x10°

Not: Tek sinir degeri olan parametrelerin maximum degerleri verilmistir.

Sepsis On tanili hastalarin kan Ornegi alimi sirasinda 6 (%4) hastanin
antibiyotik almadigi; 149 (%96) hastanin ise antibiyotik tedavisi altinda oldugu tespit
edildi. Takip edilen hasta grubunda, yogun bakim iinitesinde ortalama yatis stiresi 40
gundur (min. 1- max. 145). Hastalarin %48'i (n=75), yogun bakimda yatarken hayatini
kaybetti. Yirmi iki (%14) hasta kismi iyilesme gostererek taburcu edildi, geriye kalan
hasta grubunun yogun bakim ihtiyaci sona erdikten sonra serviste takiplerine devam
edildi.

4.2. Laboratuvar Bulgular:

4.2.1. Kan Kiiltiirii Sonuclar:

Takip edilen kan kiiltiir siselerine konvansiyonel yontemlerin ilk basamagi olan
Gram boyama islemi yapildi. Kan kiiltlirii sigselerinden (Aerob 1) yapilan Gram
boyama sonuclarina gore 74 (%47)’linde mikroorganizma goriilmedi. Kirk dordiinde
gram pozitif kok, 23’linde gram negatif basil, 10’unda maya, dérdiinde gram pozitif
difteroid basil goruldu.
Kan kiiltiirii siselerinden (Aerob 2) yapilan Gram boyama sonuglarina goére 69
(%44,5)’ unda mikroorganizma goriilmedi. Kirk altisinda gram pozitif kok, 25’inde

gram negatif basil, altissnda maya hiicresi, dordiinde gram pozitif difteroid basil,
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uclinde gram pozitif kok ve gram negatif basil, birinde maya hicresi ve gram pozitif

kok, birinde maya hiicresi ve gram negatif basil gértldu (Tablo 15).

Tablo 15. Kan kultri siselerinden yapilan Gram boyama sonuglari

Morfoloji Aerob 1 Aerob 2 Toplam
(n;%) (n;%) (n;%)
Mikroorganizma gorilmedi 74 (%47,74) 69 (%44,52) 143(%46)
Gram pozitif kok 44 (%28,39) 46 (%29,68) 90(%29)
Gram negatif basil 23 (14,84) 25 (%16,13) 48 (%15,4)
Gram pozitif difteroid basil 4 (%2,58) 4 (%2,58) 9 (%2,9)
Maya hiicreleri 10 (%6,45) 6 (%3,87) 16 (%5,1)
Gram pozitif kok ve Gram - 3 (%1,94) 3 (%l1)
negatif basil
Maya hicresi ve Gram pozitif - 1 (%0,64) 1 (%0,3)
kok
Maya hiicresi ve Gram negatif - 1 (%0,64) 1(%0,3)
basil
Toplam (n) 155 155 310

Sinyal verme sureleri gram negatif basil, gram pozitif kok, gram pozitif
difteroid basil ve maya hiicreleri i¢in sirasiyla ortalama 11,5 saat, 19 saat, 52 saat ve
21,5 saat olarak tespit edildi.

Ureme sonuglar1 degerlendirildiginde; Aerob 1 kan Kkiiltiirii siselerinden
yapilan ekimlerin 74 (%47,7)’tinde ireme olmadi. Yetmis sekiz 6rnekte (%50,3) kan
kiiltiir sisesinde tek etken, ti¢ Ornekte (%2) kan kiiltiir sisesinde iki etken tiredi. Siklik
sirasina gore ilk bes etken KNS (34;%42), A. baumanii (6; %7), E. faecium(6; %7),
E. coli (5;%6) ve K. pneumoniae (5;%6) olarak izole edildi (Tablo 16).

Aerob 2 kan kiiltiirii siselerinden yapilan ekimlerin ise 69 (%44,5)’unda lireme
olmadi. Yetmis dokuz 6rnekte tek etken, yedi 6rnekte iki etken tiredi. Siklik sirasina
gore ilk bes etken KNS (41;%48), K. pneumoniae (9;%10,5), A. baumanii (6; %7), E.
coli (6;%7) ve E. faecium (6,%7) olarak izole edildi. Calismaya alinan 310 kan kiiltiir
sisesinden toplam 177 etken izole edildi. Patojen dagilimi Tablo 16 ve Tablo 17°de,
kan kulttrunde ureyen KNS izolatlarinin dagilimi Tablo 18’de verilmistir. Kan kiiltiirti

siselerindeki polimikrobiyal iiremelerin dagilimi ise Tablo 19°da verilmistir.
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Tablo 16. Kan kiiltiiriinde tireyen mikroorganizmalarin dagilimi (Aerob 1)

Candida tropicalis
Candida albicans
Candida keyfr

Candida auris

Candida parapsilosis
Citrobacter coseri
Enterobacter ludwigii
Providencia stuartii
Proteus mirabilis

Pantoea agglomerans
Leclercia adecarboxylatas
Pseudomonas aeuroginasa
Klebsiella oxytoca
Klebsiella pneumoniae
Escherichia coli

Acinetobacter baumanii
Corynebacterium spp
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium

Streptococcus pneumoniae
Staphylococcus aureus
Koagiilaz negatif stafilokoklar

m Kan kiiltiiriinde iireyen mikroorganizmalarin dagilimi (Aerob 1)

40
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Tablo 17. Kan kulttriinde tireyen mikroorganizmalarin dagilimi (Aerob 2)

Candida tropicalis
Candida albicans
Candida auris

Candida parapsilosis
Citrobacter coseri
Enterobacter ludwigii
Providencia stuartii
Proteus mirabilis
Pseudomonas aeuroginasa

Klebsiella oxytoca

Klebsiella pneumoniae
Escherichia coli

Acinetobacter baumanii
Corynebacterium spp
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Microbacterium flavescens
Streptococcus pseudopneumoniae
Streptococcus pneumoniae

Staphylococcus aureus

Koagiilaz negatif stafilokoklar

B Kan kiiltiiriinde tireyen mikroorganizmalarin dagilimi (Aerob 2)

Tablo 18. Kan kdlttrtunde treyen KNS izolatlarinin dagilimi

izolat n (Aerob 1) n (Aerob 2)
Staphylococcus hominis 13 19
Staphylococcus epidermidis 9 13
Staphylococcus haemolyticus 8 8
Staphylococcus capitis 2 1
Staphylococcus pettenkoferi 1 -

Aerob 1°de bir izolatta tiir diizeyinde tanimlama yapilamamustir.
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Iki etken iireyen Aerob 1 siselerinin birinde E. faecium + S. hominis, birinde
A.baumanii + E. faecalis, birinde de E. faecium + S. haemolyticus birlikteligi goriildii.
Iki etken iireyen Aerob 2 siselerinin birinde E. faecium + S. haemolyticus, birinde E.
faecium + S. hominis, birinde E. faecalis + K. pneumoniae, birinde C. auris + E.
faecalis, birinde A. baumanii + S. haemolyticus, birinde ise A. baumanii + E. faecalis
birlikteligi goriildii (Tablo 19).

Tablo 19. Kan kiiltiirii siselerindeki polimikrobiyal {ireme durumu

Aerob 1 Aerob 2
E. faecium ve S. haemolyticus E. faecium ve S. haemolyticus
A.baumanii ve E. faecalis E. faecium ve S. hominis
E. faecium ve S. hominis E. faecalis ve K. pneumoniae

C. auris ve E. faecalis

C. parapsilosis ve S. hominis

A. baumanii ve S. haemolyticus

A. baumanii ve E. faecalis

Kan Kkalttriinde dreyen cilt flora bakterilerinin etken-kontaminant ayriminda
KLIMUD Kan Dolasim Ornekleri Rehberi'ne gore en az iki sette iireyen
mikroorganizmalar etken, tek sette tUreyen mikroorganizmalar ise kontaminant olarak
degerlendirildi. Kan kiiltiirlerindeki kontaminasyon oran1 %13,8 (43/310) olarak tespit
edildi. Kontaminant olarak izole edilen mikroorganizmalar sirasiyla; S. hominis
(n=15), S. epidermidis (n=9), S.haemolyticus (n=9), Corynebacterium spp. (n=6), S.
capitis (n=3), S. pettenkoferi (n=1), Microbacterium flavescens (n=1) olarak tespit
edildi.

4.2.2. Sepsis Panel Sonuglari
Calismaya dahil edilen hastalardan 155 tam kan 6rnegi ve 310 kan kiiltiirii sisesi 6rnegi

Bio-Speedy Sepsis gPCR MX-30S Panel (Bioeksen, Tiirkiye) kiti ile ¢alisildi.
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4.2.2.1. Tam kan- Sepsis panel

Sepsis On tanili hastalardan alinan 155 tam kan 6rneginde calisilan sepsis panel
testi ile; 32 (%20,6) hasta 6rneginde pozitif sonug elde edildi. Yirmi yedi 6rnekte tek
etken, dort ornekte iki etken (S. aureus + K. pneumoniae, Enterobacterales +
Staphylococcus spp., Enterobacterales +E. coli, K. pneumoniae + Enterobacterales)
bir 6rnekte (i¢ etken (Enterobacterales + Pseudomonas spp. + P. aeruginosa) saptandi.
En sik saptanan etkenler; K. pneumoniae, S. pneumoniae, E. coli ve C. parapsilosis
olarak tespit edildi (Tablo 20).

Tablo 20. Tam kandan yapilan sepsis paneli ile elde edilen etken dagilimi

Tam kan- Sepsis panel sonucu n
K. pneumoniae 8
E. coli 3
A. baumanii 1
Enterobacterales 9
Pseudomonas spp. 1
P. aeruginosa 1
E. faecium 1
1
3
3
1
4
2

S. aureus
Streptococcus spp.
S. pneumoniae
Staphylococcus spp
C. parapsilosis
C.tropicalis

Tam kandan calisilan sendromik sepsis paneli ile altin standart yontem olan
kan kiiltiirii sonuglar1 etkenleri saptama yoniinden karsilastirildiginda, 15 6rnekte kan
kiiltiirinde tireme vardi ve panel sonuglart da bununla uyumlu olarak pozitifti. Altmis
sekiz Ornekte kan kiiltiiriinde {ireme olmadi ve panel sonuglar1 da bununla uyumlu
olarak negatifti. Elli bes 6rnekte kan kiiltiiriinde tireme olurken, panel sonucu negatif
bulundu. On yedi 6rnekte ise kan kaltirinde Greme olmazken, panel sonuglari
pozitifti. Sepsis panel testinin duyarlilik oran1 %21,43, 6zgiillik oran1 % 80, PPD %
46,88, NPD % 55,28 ve dogruluk oran1 % 53,55 olarak bulundu. Iki yontem arasinda
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etkenleri saptama yonunden istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmadi (p
degeri=0.985) (Tablo 21).

Tablo 21.Tam kan ile kan kultlrt-sepsis panel yontemlerinin etkenleri saptama

yoOniinden karsilastirilmasi

Kaltar
Ureme var Ureme yok Toplam
Pozitif 15 17 32
Sepsis Panel | Negatif 55* 68 123

Toplam 70 85 155
Duyarlilik % 21,43
Ozgulluk % 80
PPD % 46,88 p degeri=0.985
NPD % 55,28
Dogruluk % 53,55

*Kan kiltiriinde Pantoea agglomerans (n=1), Microbacterium flavescens (n=1), Corynebacterium
spp.(n=6), C.keyfr (n=1), C. auris (n=3) Uremesi saptanan etkenler panelde yer almadiklar: i¢in GZ

PZR ile negatif olarak raporlananlar grubuna dahil edilmistir.

Tam kandan ¢alisilan sepsis paneli ile tespit edilen direng genleri ve kan kiiltiirti
antibiyogram sonuglar1 karsilagtirildi. Direng genlerinin dagilimi Tablo 22°de
gosterilmistir. Yedi ornekte sepsis paneli ile direng geni saptandi. Bunlardan dort
tanesi (%57) antibiyotik duyarlilik sonuglarina gére uyumluydu. Ug drnekte ise kiiltiir
ile uyumsuzluk oldugu i¢in antibiyogram sonuclar1 agisindan degerlendirme
yapilamadi (Tablo 23).

Tablo 22. Tam kandan yapilan sepsis paneli ile tespit edilen direng genlerinin dagilimi

Tam kan- Sepsis panel direng¢ sonucu n

OXA-48 - Karbapenem direnci

NDM - Karbapenem direnci

KPC - Karbapenem direnci
OXA-48 + NDM - Karbapenem direnci

I I

VIM - Karbapenem direnci
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Tablo 23. Tam kan-Sepsis panel diren¢ geni ve kan kiltiri antibiyogram direng
sonuglarinin karsilastirilmasi (Antimikrobiyal direng saptanmasinda VITEK-2 ile

sepsis panel sonuglarinin Karsilastiriimasi )

Ornek Kultir-Direng Sepsis panel-Direng Uyum (Direng
No Acisindan)
24....62 | P.stuartii- MP orta duyarli, | C.parapsilosis - OXA-48 | +

IMP ve ETP direncli pozitif
25....19 | K. pneumoniae- MP, IMP ve | K. pneumoniae pozitif, | +

ETP direncli OXA-48 ve NDM pozitif
25....84 K. pneumoniae- MP, IMP | K. pneumoniae pozitif, | +

ve ETP direngli OXA-48 ve NDM pozitif
25....02 | Kdltirde A.baumanii- MP, | Tam kan negatif, OXA- | +

IMP direngli 48 ve NDM pozitif
25....29 | Kilturde KNS K. pneumoniae pozitif, | Degerlendirme

KPC pozitif yapilamadi

25....72 | Kilturde Greme yok E.coli  diisiik pozitif, | Degerlendirme

NDM diisiik pozitif yapilamadi

25...47 | Kilttrde C.auris Tam kan negatif, VIM | Degerlendirme

diigiik pozitif yapilamadi

MP:Meropenem, IMP:imipenem, ETP:Ertapenem

4.2.2.2. Kan kalttiru- Sepsis panel

Kan kiiltiir siselerinden c¢alisilan GZ PZR esashi sendromik sepsis paneli ile
altin standart yontem olan kan kiiltlirii sonuglar1 etkenleri saptama yOniinden
karsilastirildi. Aerob 1 kan kiiltiirii siselerinde 70 6rnekte kan kiiltiiriinde iireme vardi
ve panel sonuglart da bununla uyumlu olarak pozitifti. Altmis sekiz ornekte kan
kiiltiirinde tireme olmadi ve panel sonuglar1 da bununla uyumlu olarak negatifti. On
bir drnekte kan kiilturinde Greme olurken, panel sonucu negatif bulundu. Alt1 6rnekte
ise kan kultirtinde Greme olmazken, panel sonuglar1 pozitifti. Aerob 2 kan kultlrd
siselerinde 77 Ornekte kan kiiltiiriinde tireme vardi ve panel sonuglari da bununla
uyumlu olarak pozitifti. Altmis bes 6rnekte kan kiiltiiriinde iireme olmadi ve panel

sonuglar1 da bununla uyumlu olarak negatifti. Dokuz 6rnekte kan kiiltiiriinde tireme
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olurken, panel sonucu negatif bulundu. Dort 6rnekte ise kan kiltiriinde treme
olmazken, panel sonuglari pozitifti.

Kan kiiltiirii siselerine total (acrob 1 + aerob 2) olarak bakildiginda 147 érnekte
kan kiiltiiriinde tireme vardi ve panel sonuglar1 da bununla uyumlu olarak pozitifti. Yiiz
otuz ti¢ 6rnekte kan kiiltiirlinde lireme olmadi ve panel sonuglar1 da bununla uyumlu
olarak negatifti. Yirmi 6rnekte kan kultirinde Greme olurken, panel sonucu negatif
bulundu. On 6rnekte ise kan kiltlrinde treme olmazken, panel sonuglart ise pozitifti.
Duyarlilik, 6zgiilliik, PPD, NPD, dogruluk oranlar1; Aerob 1, Aerob 2 ve total olarak
ayr1 ayr1 hesaplandi. Sirasiyla duyarlilik %86,41, %89,53, %88,02; 6zgiilliik %91,9,
%94.,2, %93; PPD %92,1, %95,06, %93,63; NPD %86,08, %87,84, %86,92; dogruluk
%89,03, %91,61, %90,3 olarak bulundu. (Tablo 24, Tablo 25, Tablo 26). Etken
saptama acisindan karsilastirildiginda tiglinde de istatistiksel a¢idan anlamli fark

bulundu (p degeri <0,05).

Tablo 24. Kan kdltiri ve kan kalturi-sendromik sepsis paneli ile elde edilen

sonuglarin karsilastirilmasi-1

Kan Kalttru (Aerob 1)
Ureme var Ureme yok Toplam
_ | Pozitif 70 6 76
Sepsis paneli i
Negatif 11 68 79
(Aerob 1)
Toplam 81 74 155
Duyarlilik %86,41
Ozgullik % 91,9
PPD %92,1 p<0,05
NPD %86,08
Dogruluk %89,03
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Tablo 25. Kan kiltird ve kan kiltiri-sendromik sepsis paneli ile elde edilen

sonuclarin karsilagtirilmasi -2

Kan Kultard (Aerob 2)
Ureme var Ureme yok Toplam
_ | Pozitif 77 4 81
Sepsis paneli :
Negatif 9 65 74
(Aerob 2)
Toplam 86 69 155

Duyarlilik %89,53

Ozgullik % 94,2

PPD % 95,06 p<0,05
NPD % 87,84
Dogruluk % 91,61

Tablo 26. Kan kulturd ve kan kulturi-sendromik sepsis paneli ile elde edilen

sonuclarin karsilastirilmasi-3

Kan Kulturt (Aerob 1+ Aerob 2)
Ureme var | Ureme Yok Toplam
) ) Pozitif 147 10* 157
Sepsis paneli :
Negatif 20 133 153
(Aerob 1+ Aerob 2)
Toplam 167 143 310
Duyarlilik % 88,02
Ozgiillik % 93
PPD % 93,63 p<0.05
NPD % 86,92
Dogruluk % 90,3

*Tekrarlanan kiiltiirlerinde tireme olmada.

Kiiltiirde iireme olmay1p panel ile pozitiflik saptanan 10 6rnegin tekrarlanan
kan kiiltiirii ekimlerinde iireme olmadi.

Kan kiltiri- kan Kkaltird  sepsis panel yontemlerinin  etken bazinda
karsilastirilmasi, duyarlilik ve 6zgiilliik degerleri Tablo 27¢de verilmistir. Gram pozitif

etkenlerde duyarlilik %83-100 arasinda, 6zgiillik %96-100 arasinda; Gram negatif
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etkenlerde duyarlilik %92-100, 6zgullik %96-100 arasinda; mayalarda duyarlilik %0-
100, 6zgullik %98-100 arasinda bulundu.

Tablo 27. Etken bazinda kan kiltiiri- kan kiltirt sepsis panel yoéntemlerinin

karsilagtirilmasi; duyarlilik ve 6zgiillik degerleri

Mikroorganizma  Kan kalturd (+) Sadece Sadece kan Duyarhhk Ozgiillik
ve panel (+) panel (+)  kdltart (+) (%) (%)
(n) (n) (n)
KNS 62 4 13 %83 %97
S. aureus 3 0 0 %100 %100
S. pneumoniae 2 0* 0 %100 %100
E. faecium 12 5 0 %100 %96,4
E. faecalis 6 2 0 %100 %98,5
K. pneumoniae 14 6 0 %100 %96
K. oxytoca 2 0 0 %100 %100
E. coli 11 3 0 %100 %98
A. baumanii 11 1 1 %92 %99
Pseudomonas spp. 3 4 0 %100 %97
C. albicans 2 1 0 %100 %99
C. parapsilosis 7 2 0 %100 %98,5
C.tropicalis 2 0 0 %100 %100
C. krusei 0 3 0 %0 %98

*]ki 6rnekte panel ile Streptococcus spp. pozitifligi saptand, kiiltiirde {ireme olmadi

Sadece panel ile Staphylococcus spp. pozitif bulunan dort 6rnegin kiiltiir sonuglari
asagida verilmistir.
1. Kultdr sonucu; C. parapsilosis- panel sonucu; Staphylococcus spp. (yuksek
pozitif), C. parapsilosis (pozitif)
2. Kultur sonucu; P. aeuroginasa- panel sonucu; Pseudomonas spp. (yuksek
pozitif), Staphylococcus spp. (yuksek pozitif), P. aeruginosa (pozitif)
3. Kiltur sonucu; K. oxytoca- panel sonucu; Staphylococcus spp. (pozitif),
K.oxytoca (pozitif)

4. Kaultdr sonucu; C. auris -panel sonucu; Staphylococcus spp. (pozitif)
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Kan kaltirinde Gremesi saptanan Pantoea agglomerans, Microbacterium
flavescens, Corynebacterium spp., C.keyfr ve C. auris ¢alisilan sepsis paneli ile
saptanamamaktadir.

Kan kdlturiinde treyen Citrobacter coseri, Enterobacter ludwigii, Proteus mirabilis,
Providencia stuartii, Leclercia adecarboxylatas panel ile tir dizeyinde
saptanamamakta; ancak Enterobacterales ailesi olarak rapor edilmektedir.

On bes ornekte (%4,8) kan kiiltiirii tanimlamasiyla panel sonuglari1 arasinda
uyumsuzluk bulundu (Tablo 28). Uyumsuz olan 6rneklerin %53 ’iinii (n=8) KNS’ler
olusturdu. Uyumsuz olarak tanimlanan dort 6rnekte polimikrobiyal lireme vardi ve

KNS’ler panel ile saptanamazken eslik eden diger etkenler tespit edildi.

Tablo 28. Rutin kan kiiltiiri tanimlama ile uyumsuz panel sonuglari

Ornek No Standart Kiiltiir Tanimlama Panel tanimlama
Sonuglar sonugclar

25....57 C. parapsilosis Negatif
25....61-1 S. epidermidis Negatif

25....81 S.epidermidis Negatif
25....61-2 S. hominis Negatif

24....04 S. hominis Negatif

24....64 S. hominis Negatif

25....08 S. hominis Negatif
24....12-1 S. hominis Negatif
24....12-2 S. hominis Negatif

24....44 S. pseudopneumoniae Negatif
25....30-1 A. baumanii E. faecium Yuksek Pozitif

25....89 S. hominis, E. faecium E. faecium Yuksek Pozitif

25....75 S. hominis, C. parapsilosis C. parapsilosis Pozitif
25....30-2 E. faecium E. faecium Yuksek Pozitif

S. haemolyticus
25....28 E. faecium E. faecium Yuksek Pozitif

S. haemolyticus
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4.2.3. Antibiyotik Diren¢ Sonuglari

Laboratuvarimizda rutinde kullanilan VITEK-2 otomatize sistemi ile elde
edilen gram negatif izolatlarda direng saptanan antimikrobiyaller ve panel ile saptanan
diren¢ genlerinin sonuglarma Tablo 29°da yer verilmistir. En yaygin karbapenem
direncine Enterobacterales ailesi icinde, K. pneumoniae (11, %78,5) ve P. stuartii

(2,%100) izolatlarinin sahip oldugu gériildii. Tiim A. baumannii izolatlar1 karbapenem

direngli idi. E. coli izolatlarinda ise karbapenem direncine rastlanmadi.

Tablo 29. Gram negatif izolatlarda antimikrobiyal diren¢ durumu

VITEK-2 Sepsis Panel
Mikroorganizma n | KOL CZA MP IMP ETP | OXA- NDM VIM KPC IMP
R*  R¥* R¥* R¥ex Reex |48

E. coli 11 - - - - - = - - - -
K.pneumoniae 14 8 1 11 7 11 |9 4 - 2 1
K. oxytoca 2 - - - - - = - - - -
Pseudomonas 3 - - 3 3 NA | - - - - -
spp.

A. baumannii 12 6 NA 12 12 NA | 2 3 2 - -
P.stuartii 2 - - 28 2 2 2 - - - -
E. ludwigii 2 - - - - - - - - - -
P. mirabilis 2 NA - - - - 2 - - - -
C. coseri 2 - - - - - 2 - - - -

P.agglomerans 1

*Kaolistin (KOL) mikrodiliisyon yontemiyle galigilmustir.

**Seftazidim-avibaktam (CZA) disk difiizyon yontemi ile caligilmigtir

***MP: Meropenem, IMP: Imipenem ve ETP: Ertapenem VITEK-2 otomatize sistemi ile ¢aligtimistir.

3kiside orta duyarli
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Sepsis paneli ile OXA-48 geni pozitif bulunan K. pneumoniae ve P. stuartii
izolatlarinin tiimii VITEK-2 otomatize sistemi ile en az bir karbapeneme direncli
bulundu. Dort izolatta NDM geni, bir izolatta ise KPC geni (yuksek pozitif) OXA-48’
e ek olarak saptandi. Karbapenem direngli bir K. pneumoniae izolatinda KPC geni ve
IMP geni birlikte saptandi. VITEK-2 otomatize sistemi ile en az bir karbapeneme
direncli bulunan bir izolatta ise panel ile direng geni saptanmadi.

P. mirabilis ve C. coseri izolatlar1t VITEK-2 otomatize sistem ile karbapenem
direncli bulunmazken panel ile OXA-48 geni yuksek pozitif bulundu. VITEK-2
otomatize sistem ile karbapenem direnci saptanmayan E.coli izolatlarinda panel ile
herhangi bir direng¢ geni saptanmadi.

Laboratuvarimizda rutinde kullanilan VITEK-2 otomatize sistemi ile elde
edilen gram pozitif izolatlardaki antimikrobiyal direng ve panel ile saptanan direng
genlerinin sonuglarina Tablo 30°da yer verilmistir. VITEK-2 otomatize sistemi ile
KNS’lerin %89,5’ inde, S. aureus’larin %33,3’tinde metisilin direnci saptanirken, E.
Sfaecium’larin %33’linde vankomisin direnci saptandi. Sefoksitin direncli KNS
izolatlarinin kan kiiltiiri siselerinden ¢aligilan panel testi ile tim izolatlarda mecA/C
geni ylksek pozitif olarak tespit edildi. Kan Kkiiltiirii isleyisinde direngli oldugu
gosterilen tiim vankomisin direngli enterokoklarin (VRE) panel ile vanA direng genleri

yuksek pozitif olarak bulundu.
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Tablo 30. Gram pozitif izolatlarda antimikrobiyal diren¢ durumu

VITEK-2 Sepsis Panel
Mikroorganizma n
VAR TER FOXR MRS VRE mecA/C vanA vanB
KNS 19* 18 - 17 17* 62° 3¢ -
(%89,5)
S. aureus 3 - - 1 1(%33,3) 1 - -
E. faecalis 6 - - - - - - - -
E. faecium 12 4 3 - 4(%33) 7P 4 -
S. pneumoniae 2 2 - - -

*75 KNS arasinda 19’u klinik olarak etken oldugu diistiniilmiis, antibiyogram ¢aligilmstir. Direng sayilari bu
numuneler i¢in verilmistir.

28KNS’lerden VITEK-2 ile vankomisin diren¢i bulunan érnegin (25....61) panel sonucunda sadece MecA/C
direnci yiiksek pozitif saptandi.

OE faecium’da MecAJ/C direnci pozitif bulunan 7 érnegin 4’iinde kiiltiirde KNS iiremesi de mevcuttu.

¢ 62 drnegin 24’iinde etken kabul edilmedigi i¢in ADT yapilmad. Iki 6rnekte VITEK duyarli olmasina ragmen
panel ile direng geni saptandi. Disk diflizyonla dogrulama yapildi. Sadece birinde sefoksitin direnci bulundu.
4 KNS Uremesi olan VanA saptanan ii¢ érnegin ikisinde (25....31, 25....30) kiltiirde vankomisin direncli
E.faecium iremesi de vardi, birinde (25....29) VITEK-2 ile duyarl: saptandi. Disk difiizyon ve E-test ile
duyarlilik dogrulandi.

R: Resistant (Direngli), VA:Vankomisin, TE:Teikoplanin, FOX:Sefoksitin, MRS: Metisilin Resistant
Stafilokok, VRE:Vankomisin Resistant Enterokok

Kiiltiirde tiremesi olmayan veya farkli etken iiremesi olan sigelerin 11’inde
mecA/C direng geni, U¢linde VanA direng geni, ikisinde NDM direng geni, ticlinde VIM
direncg geni, birinde ise OXA-48 direng geni tespit edildi.

Kltur ve panelde en az bir etken diizeyinde uyumlu ancak direng agisindan
farkli alti 6rnek vardi. Bunlar; kiiltiirde ve panelde Pseudomonas spp. saptanan bir
izolatta mecA/mecC direng geni; kilturde ve panelde A.baumanii saptanan izolatin
birinde mecA/C direnc¢ geni; kiltirde Staphylococcus pettenkoferi Gremesi olup
panelde Staphylococcus spp. ve mecA/mecC direng geni saptanan bir izolatta NDM ve
VIM diren¢ geni; kiltirde A.baumanii Uremesi olup panelde A.baumanii, E. faecium
saptanan bir izolatta VanA direng geni; kultiirde ve panelde C. parapsilosis saptanan

bir izolatta panelde Staphylococcus spp.ve mecA/mecC diren¢ geni; kiltirde ve
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panelde Pseudomonas spp. saptanan bir izolatta panelde Staphylococcus spp. ve

mecA/mecC direnc geni tespit edildi.

Negatif ve pozitif olarak degerlendirilen sepsis panel sonuglarina ait 6rnekler

Sekil 2 ve 3’de gosterilmistir.

Amplification
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Sekil 2. Pozitif sepsis panel sonucu
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Sekil 3. Negatif sepsis panel sonucu- internal kontrol egrisi

4.2.4. Sonug Verme Sureleri
Rutin laboratuvar isleyisinde kan Kkiiltiirlerinde VITEK MS ile tanimlama

surelerinin ortalamalar1 hesaplandiginda; Gram pozitif koklarda sonug verme siiresi
(saat:dakika:saniye) ortalama 53:45:32, Gram negatiflerde 50:12:48, mayalarda
74:21:07, Gram pozitif difteroid basillerde 85:36:20, polimikrobiyal treme olan
siselerde 57:42:00 olarak bulundu.

Rutin laboratuvar isleyisinde VITEK-2 ile antibiyogram sonug verme siresi

ortalamalar1 hesaplandiginda; K. pneumoniae igin (karbapenem direng tespit stiresi)
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ortalama 63:24:26 (n=14), enterokoklar i¢in (vankomisin direng tespit stiresi) 78:42:07
(n=17), S.aureus i¢in (metisilin direng tespit siiresi) 52:34:20 (n=3), KNS’ler i¢in
(metisilin direng tespit suresi) 73:10:37 (saat:dakika:saniye) olarak bulundu.
Sendromik sepsis paneli ile sonu¢ verme siiresi tam kanda izolasyon stiresi 16
dk, kan kiiltiirinde izolasyon siiresi 9 dk, amplifikasyon 45 dk olacak sekilde bir 6rnek
icin ortalama 1,5 saatti. Ortalama pozitif sinyal siiresi dikkate alindiginda gram
negatifler igin ortalama sinyal suresi 13 saat (ort.11,5 sa + panel); gram pozitif koklar
icin ortalama sinyal siiresi 20,5 saat (ort. 19 sa + panel); mayalar icin ortalama sinyal
suresi 23 saattir (ort. 21,5 sa + panel). Kultur negatif dérneklerde sonug verme suresi

bes giine kadar uzarken sepsis paneli ile 1,5 saatte sonug verilebilmektedir.
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5. TARTISMA

Calismamizda GZ PZR esasli sendromik sepsis panelinin patojen tanimlama
etkinligini, rutin yontemler ve MALDI-TOF MS sistemi ile karsilastirarak, ana
antibiyotik direng genlerinin varlig1 ile izolatlarin antibiyotik duyarlilik paternlerini
belirlemek ve sendromik sepsis panel kullaniminin hem tanimlama hem de antibiyotik
diren¢ durumunun tespit siiresine etkisi degerlendirildi. Bu amagla MH-2 YBU’ de
takip ve tedavi edilen sepsis siipheli, yogun bakim {initesine yatis1 sirasinda SOFA
skorunda iki veya daha fazla artis olan 155 hastadan gonderilen 310 adet kan kulturu
ornegi ve es zamanli alinmig 155 adet tam kan 6rnegi ¢alismaya dahil edildi.

Sepsis icin erkek cinsiyette olmanin %25-30 oraninda daha yiksek risk
olusturdugunu gosteren yayinlar mevcuttur ve bu durum pek ¢ok epidemiyolojik
inceleme ve randomize kontrollii galismada da teyit edilmistir (93-96). Calismamizda,
erkek cinsiyet oran1 %61 ile kadin cinsiyete gore yiiksek tespit edildi. Sepsis, her yas
grubunu etkilemekte; ancak, 6zellikle yiiksek risk altindaki yash yetiskinlerde goriilme
sikligt ve mortalite belirgin bir sekilde artis gostermektedir (97). Calisma
grubumuzdaki hastalarin  %56’si1 65 yas istii hastalar olusturdu. Esper ve
arkadaslarinin yapmis oldugu 25 yillik bir ¢alismada, sepsiste en sik karsilasilan
enfeksiyon kaynaklar1 solunum yolu enfeksiyonlar1 (%32) ve iirogenital enfeksiyonlar
(%23) olarak saptanmistir (93); bu bulgular, bizim c¢alismamizin sonuglart ile
benzerlik gostermektedir.

Sepsisin semptom ve bulgular1 spesifik degildir. Sepsis vakalarinda genellikle
gozlemlenen semptomlar arasinda hipotansiyon, tasikardi, ates ve lokositoz yer alir
(1). Biyobelirtecler ise tan1 konulmasinda, tedavi yanitinin degerlendirilmesinde ve
prognoz takibinde énemli rol oynarlar (28). Schupp ve arkadaslari tarafindan yapilan
caligmada sepsis bulgular1 ve biyobelirtecleri arastirilmis olup sepsis parametreleri
ortalama degerleri PCT disinda bizim c¢alismamizla benzer bulunmustur. PCT
ortalamast Schupp ve arkadaglarinin c¢aligmasinda 0,0028 pg/ml iken bizim
calismamizda 16 pg/ml bulundu (98). Calismamizda, prokalsitonin (PCT) seviyesi >
200 pg/ml olan dort hastada sepsise eslik eden metastatik kanser varligi, calismadaki

yiksek PCT ortalamasinin olasi bir sebebi olarak diisiiniildii.
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Sepsis, YBU’de sik karsilasilan ve ciddi morbidite ve mortaliteye neden olan
bir durumdur. Oliim oranlar1 ve ortalama yatis siireleri, hastaligin siddeti, eslik eden
komorbiditeler, sepsisin neden oldugu organ hasari, hastanenin kaynaklari, uygulanan
tedavi protokolleri ve cografi konum gibi bir¢ok faktére bagl olarak degisiklik
gostermektedir.

Padkin ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, sepsisli hastalarin ortalama
medyan YBU vyatis siiresi yaklasik 3,56 giin, medyan hastane yatis siiresi ise 18 giin;
oliim oranlar1 YBU taburculugundan dnce %35, hastanede yatis sirasinda ise %47
olarak bulunmustur (99). Tiirkiye’de yapilan ¢ok merkezli (n=1499) bir ¢alismada
YBU’de takip ve tedavi edilen hastalarin ortalama yatis siiresi 27 giin; 6liim oranlar
ise %46,1 olarak bulunmustur (100). Caligmamizda ortalama yatis siiresi 40 giin,
mortalite orani %48 olarak bulunmus olup, iilkemizde yapilan ¢alisma ile paralellik
gostermektedir.

Kan kiiltiirti siselerinde kullanilan ticari sisteme gore sinyal verme surelerinde
degisiklikler olmakla birlikte yapilan calismalarda ortalama siireler Gram pozitif
bakteriler igin 17,2 saat, Gram negatif basiller i¢cin 10,8 saat ve mayalar icin turine
gore 16-28 saat olarak bildirilmistir (101, 102). Calismamuz literatiirdeki bu bulgularla
paralellik gostermektedir.

Farkli ¢alismalarda kan kiiltiirlerinden en sik izole edilen bakteriler degisiklik
gostermektedir. Ulkemizde gergeklestirilen bir arastirmada, sepsis etkeni oldugu
diistiniilen 208 kan kiiltiirii 6rneginde E. coli'nin en sik izole edilen Gram negatif
bakteri, S. epidermidis'in ise en sik izole edilen Gram pozitif bakteri oldugu
belirlenmistir (103). Bir diger ¢alismada alinan kan kiiltiirlerinin (n=2903) %12,8’i
gercek pozitif iireme, % 2,31 kontaminasyon olarak degerlendirilmistir. Gram pozitif
bakterilerin % 63,1°i KNS’ler, % 17,9’u S.aureus, % 11,5’i E. faecalis, % 4,3’
Streptococcus spp. ve % 3,2’si E. faecium olarak tanimlanmistir. Gram negatif
bakterilerin % 40,1°i E.coli, % 21,81 Klebsiella spp., %14,1’i A.baumannii, % 9,9’u
diger Enterobacterales tiirleri, % 8,5’1 P.aeruginosa, % 5,6’s1 ise diger nonfermenter
tirler olarak saptanmistir. Kan Kdltiirlerinden izole edilen etkenler i¢inde KNS’ler ilk
sirada yer almistir. Farkli calismalarda da bizim calismamizla benzer sekilde kan
kiltura 6rneklerinden en sik izole edilen etkenin KNS’ler oldugu gosterilmistir (104,

105). Bizim c¢alismamizda siklik sirasiyla en sik Gram pozitif koklardan KNS
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(n=75/176), E. faecium (n=12/176), E. faecalis (n=6/176), Gram negatif basillerden K.
pneumoniae (n=14/176), A. baumanii (n=12/176), E. coli (n=11/176) saptandi.
Caligmalar arasindaki mikroorganizma dagilim farkliliklari, hasta popiilasyonunun
ozellikleri, antibiyotik kullanim1 ve direng oranlari, enfeksiyon kontrol uygulamalari,
cografi faktorler, kiiltiir ve mikroorganizma tanimlama yontemlerinin farkliliklari,
calismanin yapildigi donemdeki mikrobiyolojik trendlerin zaman i¢indeki degisimi
gibi birgok fakttre bagl olabilir.

Kan Kkiiltiirlerinde yetersiz cilt antisepsisi nedeniyle kontaminasyon sik
gorilmektedir. Kan kdlturunde izin verilen kontaminasyon orant %?2-3 olmakla
birlikte literatiirde bu oran % 4,9-17,8 arasinda bildirilmistir (104, 106-109). Bizim
calismamizda kontaminasyon orani %13,8 olarak bulunmustur. Kontaminasyon
oranlarinin yiiksek olmasi, saglik personellerinin kan alma islemi sirasinda aseptik
kosullarin saglanmasina yeterli dikkati gostermemeleri ve bu konudaki egitimlerin
yetersiz olusu ile ilgili olabilir. Kontaminasyon oranlarin1 azaltmak i¢in saglik
calisanlarinin aseptik teknikler konusunda diizenli egitim almasi, el hijyenine dikkat
etmesi ve Ornek alma sirasinda tim prosediirlere titizlikle uymast gerekmektedir.
Ornek toplama ve isleme siireglerinin devamli bir sekilde degerlendirilmesi ve
gelistirilmesi de kritik dneme sahiptir. Ayrica YBU’lerinde takip edilen hastalarda
uzun slireli santral vendz kateter veya diger uzun siireli intravendz cihazlarin
kullanimi, mikroorganizmalarin (remesine ve kan dolasimma girmesine sebep
olabilir. Bu durum, gercekte enfeksiyon olmamasina ragmen, kontamine orneklerin
toplanmasina neden olabilir (110). Kan kiiltiirlerinde kontaminasyon olarak en sik
saptanan etkenler genellikle cilt florasindan kaynaklanan bakterilerdir. Bu
mikroorganizmalar arasinda KNS’ler, 6zellikle S. epidermidis dikkat ¢ekerken bunu
S. hominis, S. haemolyticus ve S. capitis izlemektedir. Ayrica, Corynebacterium spp.,
Propionibacterium acnes (yeni adiyla Cutibacterium acnes) ve bazen Bacillus spp.
gibi diger cilt florasi iiyeleri de kontaminant olarak rapor edilmektedir (88, 111-113).
Calismamizda en sik kontaminant olarak izole edilen mikroorganizmalar (n=43/310)
sirastyla; S. hominis (n=15), S. epidermidis (n=9), S.haemolyticus (n=9),

Corynebacterium spp. (n=6) olarak bulundu.
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Yapilan literatiir incelemesi neticesinde, lilkemizde tam kan 6rneginden Bio-
Speedy Sepsis qPCR MX-30S Panel kitinin kullanildig1 herhangi bir ¢alismaya
rastlanmadi.

Carrara ve ark. tarafindan Magicplex (Seegene, Kore) ile dogrudan tam kan
orneklerinden yaptiklar1 caligmada testin duyarliligi %65, 6zgiilligt %92; Loonen ve
ark. caligmasinda ise, ayni testin duyarlilik ve 6zgiilliik degerleri sirasiyla %33 ve %77
olarak daha diisiik bulunmustur (114-116). SepsiTest (Molzym, Almanya), VYOO
(SIRS-Lab, Almanya) ve LightCycler SeptiFast (Roche, Almanya) Kkitlerinin
karsilastirildig1 calismada, duyarlilik oranlar1 sirayla %46,15 (6/13), %38,46 (5/13),
%46,15 (6/13) oOzgiillik oranlar1 sirasiyla %100 (37/37), %100 (37/37), %92,11
(35/38) bulunmustur (117).

Tam kandan dogrudan multipleks PZR ile ¢alisan sepsis panel kitleri arasinda
en yaygin kullanilan ve en sik akademik calismalarin yapildigi SeptiFast (Roche,
Almanya) ile ilgili yaymlar incelendiginde; Dark ve arkadaslari tarafindan yapilan
meta analizde 41 c¢aligsma incelenmis, tam kandan yapilan SeptiFast testinin duyarlilig:
%68, ozgiilligi %86 olarak belirlenmistir. Bu sonuglar, SeptiFast testinin, sepsis
sliphesi olan hastalardaki patojenleri tanimlama konusunda yiiksek bir 6zgiilliige sahip
oldugunu ancak duyarlilik agisindan diisiik performans sergiledigini gostermektedir
(118).

Groep ve ark. SeptiFast ile yaptiklar1 calismada, etken diizeyindeki duyarlilik
oranlar1 %65-100, Gram pozitif ve Gram negatif etkenler igin ise sirasiyla %26 ve %32
olarak, mayalar igin %0-7 arasinda tespit edilmistir. Kiiltiir negatif numunelerde etken
tespitindeki 6zgiilliikk oranlar1 ise %89-100 arasinda bulunmustur. Toplamda 2200 tiir
spesifik PZR testi icinde, kiltir negatif 6rneklerde %4 oraninda yanlis pozitif sonuglar
gbzlemlenmistir (119).

Bir baska meta analiz ¢alismasinda ise SeptiFast testinin bakteriyemi veya
fungemiyi tespit etmedeki toplam (patojen spesifik) duyarlilik oran1 %75, 6zgiilliik
orant ise %92 olarak bulunmustur. Bakteriyeminin saptanmasinda %80 duyarlilik ve
%95 6zglllik; fungemide ise %61 duyarlilik ve %99 6zgiillik gostermistir (120).
Ayrica literatirde PZR/ESI-MS yontemi ile ¢calisgan PLEX-ID BAC testinin (Abott,
ABD) %81-90,5 arasinda duyarlilik, %64-94 arasinda 6zgiilliikk gosterdigini bildiren
caligmalar da mevcuttur (116, 121).
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Ulkemizde yapilan bir calismada Sepsis Patojenleri Primer Probe Reaktifleri
(Anatolia, Tirkiye) kiti kullanilmig; testin tam kandaki duyarliligi %11,67 ve
ozgilligt %96,67 ; kan kiiltiirii sisesindeki duyarliligr %89,58, 0zglllugi %57,14
olarak; etken bazinda degerlendirildiginde ise duyarlilik oranlari % 66,7 -100 ve
0zgiilliik oranlar1 % 80,9 — 100 arasinda bulunmustur (122).

Calismamiza dahil ettigimiz 155 kan Ornegi, kan kiiltiir sonuglar1 ile
karsilastirildiginda duyarlilik oran1 %21,43, 6zgiillikk oran1 %80, dogruluk orani
%53,5 olarak bulundu. Calismamiza dahil ettigimiz hastalarin %96’sinin antibiyotik
tedavisi altinda olmasi patojen yiikiinii molekiiler testlerin tespit edebilecegi seviyenin
altina distirebilir, bu durum testin duyarliliginin diisiik bulunmasinin sebebi olabilir.
Sonuglar, tam kandan yapilan sepsis panel testlerinin kritik hasta popiilasyonlarinda
hizli ve etkili patojen tespitinin potansiyeline dikkat ¢ekmekte; ancak, metodun
duyarliligmin artirilmas1 i¢cin daha fazla c¢aligmaya ihtiyag duyuldugunu
goOstermektedir.

Dogrudan mikrobiyal tiirlerin belirlenmesi amaciyla tasarlanan molekiiler tani
testleri, ayn1 zamanda mecA, vanA-vanB ve genis spektrumlu B-laktamazlar (GSBL)
ile karbapenemazi kodlayan genler gibi gesitli direng genlerini de dogrudan tespit
edebilmekte ve hizli sonug¢ alinmasini saglamaktadir (123). Caligmamizda dogrudan
tam kandan calisilan panel ile yedi 6rnekte direng geni saptandi. Yiizde 57’si
antibiyogram sonuglari ile uyumlu iken kalan 6rnekler de testler arasinda uyumsuzluk
oldugu i¢in degerlendirme yapilamadi.

Konvansiyonel kan kultirii yontemleri, sepsise neden olan etkenlerin
tanimlanmasi ve bu etkenlerin antibiyotik duyarlilik profillerinin belirlenmesi igin ¢ok
asamal1 ve zaman alic1 prosediirler gerektirir. MALDI-TOF MS teknolojisinin gelisimi
ile direkt pozitif kan kiiltiirlerinden patojenlerin hizli bir sekilde tanimlanmasi bu
stirecleri hizlandirmigtir. MALDI-TOF MS ile pozitif sinyal veren kan kultri
sisesinden yapilan ¢alismada Orneklerin %93,2 (289/310)’1 tiir seviyesinde dogru
tanimlanmistir. Bu ¢alismada Gram negatif izolatlar tiir seviyesinde %100 dogru
tanimlanirken, Gram pozitif izolatlar igin %88,9 dogru tanimlama orani ile biraz daha
diisiik bir performans elde edilmistir. Ayrica sonu¢ verme suresi de anlaml derecede
kisalmigtir. (124). Ancak, bu teknoloji ile patojenlerin antibiyotik diren¢ durumunun

belirlenmesi miimkiin degildir. ~ Patojenlerin antibiyotik direng profillerinin
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belirlenmesi i¢cin, MALDI-TOF MS ile tanimlama sonrasi ek olarak fenotipik
antibiyotik duyarlilik testleri uygulanmasi gerekmektedir. Bu ek testler, genellikle
sonuglarin alinmas1 i¢in ek 24 saatlik bir siire gerektirmektedir. Bu nedenle,
mikrobiyolojik tani ve antibiyotik yonetimi alaninda, hem hizli tanimlama hem de
direng tespiti saglayabilecek yeni teknolojik ¢oziimler (sendromik paneller)
gelistirilmistir.

Harris ve ark. FISH yodntemine dayanan PNA-FISH (AdvanDx, ABD) ile
yaptiklar1 calismada %98,8 dogruluk orani elde etmis, kiiltiir ile tanimlama 83,6 saat
surerken bu yontemle 11,2 saatte sonu¢ almislardir (125).

Dunbar ve ark. tarafindan gergeklestirilen ve toplam 1642 kan kiiltlir 6rnegi
lizerinde yapilan caligmada, DNA mikroarray tabanli hibridizasyon metodolojisine
dayanan Verigene (Nanosphere, ABD) sistemi kullanilarak Gram pozitif kan kiiltiirii
testinin performans degerlendirmesi sonuglarina gore belirlenen tiim hedeflere yonelik
testin duyarlilik oran1 >%93,1, 6zgtlliik oran1 >%98,2; Gram negatif kan kiiltiirlerinde
duyarlilik oran1 >%92,2 6zgiilliik oran1 >%99,4 olarak belirlemistir. Bununla birlikte,
vanA geninin E. faecalis ve E. faecium ile iliskilendirilmesi durumunda sirasiyla %85,7
ve %93,0, mecA'nin S. epidermidis ile iliskilendirilmesi durumunda %81,5 6zgiillitkk
oranlart gozlemlenmistir. Bu bulgular, Verigene sisteminin genel olarak yiiksek
duyarlilik ve Ozgiilliik oranlarina sahip oldugunu gosterirken, belirli hedef-gen
iliskilerinde bu oranlarin degiskenlik gosterebilecegine isaret etmektedir (126).
Ledeboer ve ark. ayni sistem ile Gram negatif kan kiiltiirlerinde duyarlilik oranini
%92,9-100, ozgiillik oranini %99,5-99,9 olarak belirlemistir. Yontemin c¢alisma
siirelerinin 2,5 saat oldugu bildirilmistir (127).

Kaleta ve ark. yaptig1 ¢alismada PLEX-1D BAC (Abbott Molecular, ABD) kiti
kan kalturlerinden calisilmis ve sepsis tanisinda %95 duyarlilik, %98 ozgiillik
gostermistir. Sonug verme siiresinin ise 4-6 saat oldugu bildirilmistir (128).

Tissari ve ark.’nin multipleks PZR ve DNA mikroarray yontemi ile ¢alisan
Prove-it™ Sepsis (Mobidiag, Finlandiya) kiti ile yaptiklar1 caligmada ise testin
duyarlilig1 %94,7 ve 6zgilligi %98,8, MRSA uyumu ise %100 bulunmustur. Testin,
geleneksel kiiltiir bazli yonteme kiyasla ortalama 18 saat daha hizli sonu¢ verme

suresine sahip oldugu bildirilmistir (129).
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Huang ve ark. GenMark Dx ePlex (Roche, isvicre) Kiti ile yaptiklari ¢alismada
hedeflenen kiiltiir izolatlarinin tespiti i¢in duyarlilik ve PPD, Gram pozitif panel i¢in
%97 ve %99, Gram negatif panel i¢in ise %99 ve %96 olarak belirlenmistir, bu da
strastyla Gram pozitif ve Gram negatif panel i¢cin %96 ve %94'liik genel uyum oranlar1
saglamistir. Hedeflenen direng genlerinin tamami panel tarafindan dogru bir sekilde
tespit edilirken, bu da kan Kkiiltiirlerindeki patojenlerin hizli tanimlanmasinda
mitkemmel tant dogrulugunu gostermistir. Yontemin ¢alisma siiresinin pozitif kan
kilturd sonrasi 1,5 saat oldugu bildirilmistir (130).

So ve ark. tarafindan yapilan ¢caligmada BioFire Blood Culture Identification
paneli (BCID; bioMérieux, France) %93 oraninda (2016/2167) tam uyum gostermis;
hem organizmalar hem de antimikrobiyal diren¢ genleri eslesmis ve hedef disi
organizmalar tespit edilmemistir. TUr diizeyindeki uyumsuzluk %0,6 bulunmustur.
Calismada sadece BCID tarafindan tespit edilen 65 izolat (%3) ve hedef panelde yer
aldig1 halde BCID tarafindan tespit edilmeyen 22 izolat (%]1) varmig. Gram pozitif ve
Gram negatif bakteriler icin tam uyum oranlari sirastyla %93,7 ve %92,5 iken, mayalar
icin daha disiik bir uyum oram (%85,7) rapor edilmistir. BCID paneli ve
konvansiyonel antibiyotik duyarlilik test (ADT) sonuglar1 arasinda vanA/B icin %97,2,
mecA igin %95,1 ve blaKPC igin %99,1 uyum saptanirken, konvansiyonel yontemlere
kiyasla anlamli derecede daha kisa siirede tanimlama yapilabilmistir (131).

Sparks ve ark. tarafindan BioFire Blood Culture Identification panel 2 (BCID;
bioMérieux, France) Kiti kullanilarak yapilan ¢alismada kit, monomikrobiyal
iremelerde kan kiiltiirindeki mikroorganizmalar1  %92,9 oraninda dogru
tanimlamistir. Kan kiiltlirii alinma isleminden organizma tanimlanmasina kadar ge¢en
ortalama stire BCID2 paneli ile 24,6 saat, geleneksel yontemlerle ise 38,2 saat olarak
belirlenmistir (132).

Bio-Speedy Sepsis qPCR MX-30S Panel kiti ile ¢calistigimiz 310 kan kultur
sisesinde 177 etken saptandi. Buna gore panel ile %90,3 dogruluk orani elde edildi.
Kan kiiltiir siselerinin 167 (%54)’sinde tireme saptanirken; panel ile 145 (%48) 6rnekte
pozitif sonug saptandi. Aradaki farkin biiyiik bir kismini klinik olarak 6nemi olmayan,
kontaminant olarak degerlendirilen KNS’lerin panelde negatif sonuglanmasi
olusturdu. Kan kiiltiirii siselerinden ¢alisilan panel ile %88,02 duyarlilik ve %93

Ozgulluk elde edildi. Kiiltiirde tireme olmayip panel ile pozitiflik saptanan 10 drnegin
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tekrarlanan ekimlerinde de iireme saptanmadi. Etken bazinda degerlendirildiginde;
Gram pozitif etkenlerde duyarlilik %83-100 arasinda, 6zgiilliikk %96-100 arasinda;
Gram negatif etkenlerde duyarlilik %96-100, 6zgullik %96-100 arasinda; mayalarda
duyarlilik %0-100, 6zgullik %98-100 arasinda bulundu.

Cesitli aragtirmalar, Enterobacterales'in GSBL iireten suglarina baglh
bakteriyemi vakalarinda hastalarin yiiksek mortalite oranlarina sahip oldugunu
gostermistir (133). Karbapenemler gibi en giiglii antimikrobiyal ajanlari hidrolize
edebilme kapasitesine sahip en 6nemli karbapenemaz enzimleri arasinda KPC, NDM,
VIM, IMP ve OXA enzimleri yer almaktadir. Ozellikle YBU’deki hastalar i¢in biiyiik
risk olusturan ¢oklu ilaca direncli (MDR-CID) Gram negatif bakteriler tarafindan
kaynaklanan kan dolasimi1 enfeksiyonlari, septik sok gibi yasami tehdit eden durumlara
yol agabilen ciddi enfeksiyonlardir (134). Ulkemizde karbapenem direncine neden
olan blaKPC, blaNDM gen bolgelerine sporadik, blaOXA-48 gen bolgelerine ise
endemik olarak rastlanmaktadir (135). Calismamizda da panel ile en sik saptanan
diren¢ geni OXA-48 oldu. En az bir karbapeneme direncli K. pneumoniae ve P. stuartii
izolatlarinin ise tuminde panel ile OXA-48 karbapenem direnci pozitif bulundu.
Karbapenem direncli bir K. pneumoniae izolatinda KPC geni ve IMP geni birlikteligi
saptanirken, karbapenem direngli bir K. pneumoniae izolatinda ise panel ile direng geni
saptanmadi.

Antibiyotik direnci sadece antibiyotik tedavisinin sinirli etkinligi anlamina
gelmemekte, ayn1 zamanda hastanede kalis siiresinin uzamasina ve yiiksek morbidite
ve mortalite oranlarma da yol agmaktadir (136). Avrupa Antimikrobiyal Direng
Gozetim Agi olarak da bilinen EARS-Net 2022 raporuna gore S.aureus ile enfekte
klinik izolatlarda metisilin direnci %1,1-50, E.faecium ile enfekte klinik izolatlarda
vankomisin direnci %0-67,7 arasinda degisen oranlarda bildirilmistir. Bu oranlar g6z
Oniine alindiginda giiniimiizde direng varliginin tespiti onem kazanmaktadir (137).

Calismamizda tim VRE ve MRSA’lar, van A ve mec A/C genleri analiz
edilerek basarili bir sekilde, rutin kiltir yonteminden ¢ok daha kisa siirede
tanimlanmis olup uyum %100 bulundu. KNS’lerde VITEK-2 ile metisilin direngi
saptanan orneklerde panel ile mecA/C geni yiksek pozitif olarak saptandi. Tek bir kan
kaltird setinde reyen KNS’deki mecA direng genini raporlamak, her zaman klinik

olarak avantaj olusturmayabilir. Bu nedenle, direng genlerinin raporlanmasina, takip
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edilen hastalarin 6zelliklerine gore karar verilmelidir. Kultirde Giremesi olmayan veya
farkli etken tiremesi olan siselerin 11’inde mecA/C direng geni, U¢linde VanA direng
geni, ikisinde NDM direng geni, tictinde VIM direng geni, birinde ise OXA-48 direng
geni tespit edildi. Cesitli c¢alismalarda da (138, 139) gosterilmistir ki, bir
mikroorganizmanin genomunda antimikrobiyal diren¢ geninin bulunmasi, bu genin
her zaman aktif olarak ifade edilip direngli bir fenotip olusturacagi anlamina
gelmemekte, genin ifadesi ve iiriind, belirli kosullara bagl olarak degisebilmektedir.
Antimikrobiyal diren¢ genleri arasinda genetik ¢esitlilik bulunabilir. Panelde tespit
edilen gen, direng¢ fenotipine yol agan spesifik bir gen varyanti olmayabilir. Genin
direng olusturma kapasitesini etkileyen, bu genin fonksiyonunu bozan mutasyonlar
olabilir. Epigenetik degisiklikler de genlerin ifadesini etkileyebilir ve
mikroorganizmanin bir antibiyotige karsi direng gosterip gdstermeme durumunu
degistirebilir. Molekiiler tan1 yontemlerinde, ¢esitli teknik nedenlerden dolay1 yanlis
pozitif veya yanlis negatif sonuglar alinabilir. Bu da tespit edilen genin gercekte
mikroorganizma tarafindan ifade edilip edilmedigi konusunda yanilgilara yol agabilir.
Bu nedenlerden dolayi, bir mikroorganizmanin belirli bir antibiyotige kars1 direncgli
olup olmadigini anlamak i¢in genin tespiti tek basina anlamli olmayabilmekte, daha
kapsamli bir degerlendirmenin yapilmasina ihtiya¢ duyulabilmektedir (140).
Calismamizda kan kiiltiir siselerinden ¢alisilan panel testleri ile kan kilturi
arasinda %4,8 oraninda uyumsuz sonu¢ elde edilmis olmasi; hastalarin %96 gibi
yiiksek oranda antimikrobiyal tedavi aliyor olmasma baglandi. Bu bulgu,
antimikrobiyal tedavinin, kan kiiltiirii sonuglarini olumsuz etkileyebilecegi yoniindeki
diistinceleri destekler niteliktedir. Negatif sinyal veren ve kiltir plaginda tireme
olmayan 143 kan kiiltiir sisesinin 10 tanesinde panel ile etken tespit edildi. Bunlarin
dordinde Enterobacteriaceae, Ucunde C.krusei, birinde Enterobacteriaceae +
Streptococcus spp. birinde Streptococcus spp. birinde ise E.coli + Enterobacteriaceae
saptand1. Bu sonuglar g6z dnilinde bulunduruldugunda, kan kiiltiirtinde iireme olmayan
ancak hastanin sepsis belirtilerinin devam ettigi durumlarda, kan kiiltiir sisesi
tizerinden  gergeklestirilen panel testinin  O6nemli ve yararli olabilecegi
degerlendirilmistir. Tam kandan elde edilen drneklerde, kan icerisindeki bakteriyel
yikiin az olmasi1 sebebiyle etken mikroorganizmanin belirlenememesi; buna karsin,

kan kiltiirii sigelerinde inkiibasyon islemi neticesinde bakteriyel yogunlugun
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artmastyla, kan kiiltiirii siselerinden calisilan testlerde, kitin patojeni etkin bir sekilde
tespit edebildigi gozlenmistir.

Calismalardaki farkliliklar, hasta popiilasyonunun ve 6rnek sayisinin farkli
olmasi, ¢alismanin retrospektif veya prospektif nitelikte olmasi, farkli antimikrobiyal
tedavilerin kullanimi, antimikrobiyal tedavi kullanim oranlarinin ve kullanilan kan
kiiltiir sistemlerinin farkliligima bagh olabilir. Hastalarin kullanmis olduklar1
antibiyotik tedavileri veya ornekte bulunan ve baskin olan diger etkenlerin iiremeyi
baskilayabilmeleri sebebiyle kiiltirde Uremeyen etkenler sendromik paneller ile
saptanabilir (141, 142).

Molekiiler tan1 yontemleri, cansiz mikroorganizmalarin genetik materyallerini
de saptama kapasitesine sahiptir. Antibiyotik tedavisi altindaki yogun bakim
hastalarinda 6zellikle polimikrobiyal bakteriyemi varliginda, bir mikroorganizma kan
kiiltiirli ortaminda proliferasyon gosterirken, digeri antibiyotik etkisiyle canliligini
yitirmis ve yalnizca PZR yontemi ile saptanabilir hale gelebilir. BacT/ALERT® FA
Plus ve BacT/ALERT® FN Plus kan kiiltiirii siselerinin iiriin bilgilerinde, sise
igeriginin steril olmasina karsin, Gram boyama ile boyanabilen, canlilik gostermeyen
mikroorganizmalar igerebilecegi belirtilmistir; bu durumlar, molekiler yontemlerle
yapilan analizlerde yanlis pozitif sonuglarin elde edilmesine neden olabilir (143, 144).
Istatistiksel olarak anlamli olmayan bir farkin, pratikte énemsiz oldugu anlamina
gelmeyebilecegi de unutulmamalidir. PZR ile belirli patojenler ¢ok daha hizli tespit
edebilirken, kan kulttiri yontemi daha genis bir patojen yelpazesini tespit edebilir. Bu
durumda, secim, spesifik klinik gereksinimlere gore yapilmalidir.

Sepsis distiniildigi andan itibaren antibiyotik tedavisindeki her bir saatlik
gecikmenin mortaliteyi %9 oraninda artirdig1 gosterilmistir (3). Calismamizda sonug
verme sireleri ortalama 50-85 saat arasinda degismekteydi. Direng tespit siireleri ise
ortalama 52-78 saat olarak bulundu. Bio-Speedy Sepsis gPCR MX-30S Panel kiti ile
bu sureler 1,5 saate kadar diisiirtilebilmektedir. Yeni gelistirilen PZR tabanli sistemler

geleneksel kiiltiir yontemlerine kiyasla bu siireleri oldukc¢a kisaltmaktadir.

65



6. SONUCLAR

Calismamizda, standart kan kiiltiir yonteminden daha hizli sonug veren sendromik
sepsis paneli ile calisilan tam kan Orneklerinde %53, kan kiiltiir siselerinde %90
oraninda kiiltiirle uyumlu sonuclar elde edildi. Bio-Speedy Sepsis qPCR MX-30S
paneli tanimlamanin yani sira birgok direng geni saptama kapasitesine de sahiptir.
Sepsis paneli ile ¢alisilan tam kan Orneklerinden yedisinde diren¢ geni saptandi.
Bunlardan dért tanesi (%57) antibiyotik duyarlilik sonuglari ile uyumluydu. Ug
ornekte ise kultur ile uyumsuzluk oldugu i¢in antibiyogram sonuglari agisindan
degerlendirme yapilamadi. Sepsis paneli ile calisilan kan kiiltiirii 6rneklerinde ise
VRE’lerin (n=4), MRSA’larin (n=1) ve MRKNS’lerin (n=17) tiimiinde dirence neden
olan gen gosterildi. Karbapenem direncli K. pneumoniae izolatlarinin sadece birinde
diren¢ geni saptanamadi. KNS’lerden VITEK 2 ile vankomisin direnci saptanan bir
ornekte vankomisin direng geni saptanmadi. Dirence sebep olan gen bélgesinin Kitin
hedefledigi direng gen bolgelerinin disinda yer almasi1 bu durumun sebebi olabilir. Van
A direng geni saptanan i¢ KNS 6rneginin ikisine eslik eden E.faecium vardi, digeri ise
vankomisin duyarli bulundu (disk difiizyon ve E-test ile de dogrulandi). Panelde tespit
edilen bu genin, direng fenotipine yol acan spesifik bir gen varyanti olmayabilecegi
diisiiniildii. Rutin isleyiste patojenlerin tanimlama siirelerinin ortalamasi1 50-74 saat
arasinda bulunurken, antibiyogram sonug¢ verme siire ortalamalar1 52-78 saat arasinda
bulundu. Sepsis paneli ile bu slrelerin 13-23 saate kadar kisaltilabildigi goriildii.

Molekiiler tant yontemleri, sonuglarin elde edilme zamanii o6zellikle analiz
dogrudan tam kandan yapildiginda ve kan kiiltiiri gereksinimi olmaksizin
gerceklestirilebildiginde 6nemli dl¢iide kisaltabilir. Bununla birlikte, kan igerisindeki
patojen yogunlugunun diisiik olmasi bu siireci teknik ac¢idan zorlu hale getirmekte ve
bu durum genellikle diisiik duyarlilik ile diisiik negatif prediktif degere sebep
olmaktadir. Bu, tam kandan yapilan niikleik asit amplifikasyon testlerinin sepsisi kesin
olarak dislamasmin miimkiin olmayabilecegi anlami tasir. Pozitif kan kilttrinden
yapilan testler, 0zgiil patojen tespitinde daha yiiksek bir duyarlilik saglar, bu da
sonuglarin elde edilme siiresini, geleneksel kiiltiir ve patojen tanimlama yontemlerine

kiyasla 6nemli dlctide kisaltir.
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Calismamiz genis yas skalasinda, yeterli sayida hasta ile ger¢eklestirildigi
diistintilmektedir. Kisitlilik olarak 6rnek alimi sirasinda hastalarin biiyiik bir oraninin
antibiyotik tedavisi altinda olmasinin 6zellikle tam kan ornekleri ile calisilan test
sonuglarimi etkilemis olabilecegi soylenebilir. Bir baska kisitlilik olarak sadece
yetiskin hasta grubu lizerinde gergeklestirilmis olmas1 gosterilebilir. Pediatrik hasta
grubunda daha az hacimde 6rnek ile ¢alisildigindan, bu grubu da kapsayacak sekilde
bir arastirmanin yapilmasi degerli bulgular sunacaktir. Ayrica kiiltiirde liremesine
ragmen panel ile saptanamayan patojenlerin varligi testin duyarliligini etkilemistir.

Tiim bu faktorler goz 6niinde bulunduruldugunda, patojenleri ve direng genlerini
hizli ve hassas bir sekilde tespit edebilen sendromik panellerin, 6zellikle kan kaltir
orneklerinde kullaniminin, kritik hasta grubunda hasta sag kalimi agisindan faydali bir

yontem olabilecegi 6ngoriildu.
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