T.C.
HACETTEPE UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBI MiKROBiYOLOJi ANABILIiM DALI

ATESI YUKSEK OLAN HASTALARDA
KANDA BAKTERI VARLIGININ
UNIVERSAL PRIMERLER KULLANILARAK
HIZLI SAPTANMASI

Dr. Havva Ozlem ALTAY

UZMANLIK TEZi

Olarak Hazirlanmistir

ANKARA
2014






T.C.
HACETTEPE UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBI MiKROBiYOLOJi ANABILIiM DALI

ATESI YUKSEK OLAN HASTALARDA
KANDA BAKTERI VARLIGININ

UNIVERSAL PRIMERLER KULLANILARAK
HIZLI SAPTANMASI

Dr. Havva Ozlem ALTAY

UZMANLIK TEZi

Olarak Hazirlanmistir

TEZ DANISMANI
Prof. Dr. Cumhur OZKUYUMCU

ANKARA
2014



TESEKKUR

Bu tez ¢alismasinin planlanmasi ve ilerlemesinde destek ve katkilarindan 6tiirii tez

danisman1 hocam Prof. Dr. Cumhur OZKUYUMCU’ya tesekkiir ederim.

Tezin yapilmasi siirecinde biiyiik yardimi ve destegi olan Prof. Dr. Ahmet PINAR’a

tesekkiir ederim.

Prof. Dr. Sevtap ARIKAN AKDAGLI ve Dog. Dr. Alpaslan ALP’e yardim ve

yorumlarindan dolay1 tesekkiir ederim.

Mikrobiyoloji  Anabilim Dali’ndaki uzmanlk egitimimde emegi geg¢en tiim

saygideger hocalarima ve bdliim personeline tesekkiir ederim.
Birlikte calistigim tiim asistanlara candan arkadasliklari i¢in tesekkiir ederim.

Hayatimin her aninda sevgilerini ve desteklerini hep hissettiren annem Sabriye
ALTAY, babam Alim ALTAY ve canim kardesim Betlil ALTAY a tim kalbimle

tesekkiir ederim.

Daima yanimda olan, esim Berkay AKISOGLU’na destegi, anlayis1 ve sevgisi igin

tiim kalbimle tesekkiir ederim.



OZET

Bakteriyemi ve sepsis hayati tehdit eden kosullardir ve hizli tan1 gereklidir.
Uygunsuz antibiyotik tedavisi, yiiksek mortalite oranlari ile iliskili olmanin yani sira,
antibiyotik direnci ve uzun siire hastanede yatisa bagli ekonomik kayba neden
olmaktadir. Kandaki mikroorganizmalarin saptanmasinda, giiniimiizde altin standart
tan1 yontemi kan kiiltiirtidiir. Pozitif sinyal elde edilmesi i¢in gereken siire yaklasik
12-48 saattir. Bu siireye altkiiltiir ve tanimlama i¢in gecen zaman da eklendiginde
ortalama 48-72 saat sonra sonug verilebilmekte bu nedenle hasta ampirik tedavi
almak zorunda kalmaktadir. Kiiltiir amaciyla gonderilen 6rneklerde pozitiflik orani
%10-15 civarindadir. Bu nedenle hastalarin biiyiik bir kismina ampirik tedavi
uygulanmasi, gereksiz antibiyotik kullanimi ve buna baglh direncin en 6nemli
nedenlerinden birini olusturmaktadir. 16S rRNA geninin korunmus bdlgelerini hedef
alan tiniversal primerler ile Real-time PCR bir¢ok ¢aligmada kullanilan molekiiler ve
modern bir yaklagimdir. Bu ¢alismada ilk agsama olarak, kandan en sik izole edilen 13
bakterinin iiniversal primerler ve Gram ayirici floresan problar ile duyarlilik sinirlar
saptanmugtir. Ikinci asamada, yogun bakimda yatmakta olan hastalardan kan kiiltiirii
ile es zamanlh alinan kan Orneginde bakteri varligi ve Gram Ozellikleri tiniversal
primerler ve Gram ayirici floresan problar ile kullanilarak multipleks Real-time PCR
ile saptanmustir.(Duyarlilik %100, 6zgiillik % 97) Kan orneginin laboratuvara
ulagsmasindan itibaren 2 saat i¢inde drnekte bakterinin varligi/yoklugu ve varsa Gram
ozelligi ile ilgili sonug elde edilmistir. Kanda mikroorganizma varliginin erken ve
dogru tespiti yogun bakim {initesinde yatan hastalarin optimal yOnetimi ig¢in
gereklidir. Calismada kullanilan yontemle pozitiflik saptanan hastalarda ileri
molekiiler tanimlama yontemlerinin kombine kullanimi, saatler i¢inde klinisyenin
hedefe yonelik antimikrobiyal secimini kolaylastiracak ve gereksiz antibiyotik

kullaniminin 6nlenmesini saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: Multipleks Real time PCR, yogun bakim {initesi,

bakteriyemi, tiniversal primer

Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimitarafindan

desteklenmistir. (Proje No: 013 D01 101 002)



ABSTRACT

Bacteremia and sepsis are lifethreating conditions and early pathogen detection is
crucial to decrease mortrality and inappropriate antibiotic therapy. Latter not only
promotes the emergence of drug-resistant bacteria but also leads to longer hospital

length of stay with a high economic burden.

Currently, gold standard for detecting microorganisms in blood is blood culture.
Getting a positive signal takes approximately 12 to 48 hours. If we add the duration
of subculture and identification of bacteria, it would take approximately 48 -72 hours
in total. Long hours of waiting for results necessitates starting an emprical therapy.
Positivity rate of samples sending for culture is approximately 10-15%. Emprical
therapy for the majority of cases is one of the most important causes of unnecessary
antibiotic use and resulting antibiotic reistance. Real time PCR with universal
primers targeting the protected regions of 16S rRNA is a molecular and modern
approach used in several studies. As a first step in this study, sensitivity for 13 most
commonly isolated bacteria is detected with universal primers and fluorescent
probes. In second step, presence and Gram features of bacteria in blood samples
taken simultaneously with blood culture from ICU patients were investigated with
multiplex real time PCR using universal primers and fluorescent probes. (Sensitivity
100%, specifity 97%) 1-2 hours from reaching of blood sample to lab, test resulted
about the presence/absence and Gram feature of bacteria. Early and accurate
identification of microorganisms in blood is neccesary for optimal management of
patients in ICU. Combined use of advanced molecular diagnostic tests facillitates the

choice of targeted antimicrobial agent, and avoids from unnecessary antibiotic use.

Keywords: multiplex Real Time PCR, intensive care unit, bacteremia, universal

primer
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1. GIRIS
Bakteriyemi ve sepsis hayati tehdit eden kosullardir. Uygunsuz antibiyotik

tedavisi yliksek mortalite oranlar ile iliskili oldugundan hizli tan1 ¢ok 6nemlidir. (1)

Kanda mikroorganizma varligi, altin standart tan1 yontemi olan kan kiiltiiri
ile saptanir. Giiniimiizde, geleneksel kan kiiltlirii yontemleri yerini biiyiik Slgiide
otomatize sistemlere birakmis durumdadir. Kan kiiltiirii siseleri 6zel besiyeri igeren
ortamlardir. Ureyen bakterinin varhigi, cogalma sonucu agiga ¢ikan CO2 miktarmin
stirekli Ol¢timii ile saptanir. Pozitif sinyal elde edildiginde hemen Gram boyama
yapilir ve ardindan manuel veya otomatize sistemlerde iiretilerek ve uygun
biyokimyasal testler yapilarak bakteri tanimlanir. Pozitif sinyal elde edilmesi i¢in
gereken siire yaklasik 12-48 saat olup ardindan yapilan altkiiltiir ve tanimlama i¢in
ortalama 48-72 saat gerekmektedir. (2) Kiiltiir amaciyla gonderilen orneklerde
pozitiflik % 10-15 civarinda oldugu ve bu dénemde hastalarin ampirik tedavi aldigi
diisiiniiliirse, hastalarin biiylik bir kismima ampirik tedavi uygulanmasi, gereksiz
antibiyotik kullanimi ve buna bagli direncin en Onemli nedenlerinden birini

olusturmaktadir. (3)

Real-time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) gibi niikleik asit
amplifikasyon testleri uygulamasi kolay, yiiksek duyarlilikli, hizli ve enfeksiyon
hastaliklar1 tanisinda kullanimi giderek yayginlasan testlerdir. (4) Universal primerler
16S rRNA geninin korunmus bélgelerini hedef alir. (5) Uygun primer ve problar
kullanilarak yapilan Real-time PCR sayesinde kan Orneginin laboratuvara
ulagmasindan itibaren 2 - 4 saat icinde ornekte bakterinin varligi/yoklugu ve varsa

Gram 6zelligi klinisyene bildirilebilir.

Bu ¢alismada ilk asama olarak, kandan en sik izole edilen 13 bakterinin,
literatiirde en fazla kullanilan tiniversal primerler ile saptama sinirlari belirlenmistir.
Calismanin ikinci asamasinda ise yogun bakimda yatmakta olan hastalardan kan
kiiltiiri ile es zamanlhi alinan kan Orneginde bakteri varligit ve Gram ozellikleri
tiniversal primerler kullanilarak multipleks Real-time PCR ile saptanmistir. Sadece

pozitiflik saptanan hastalarin giincel molekiiler bakteri tanimlama yontemleri ile



kontrol edilmesinin, hasta yonetiminin daha maliyet-etkin olmasini saglayacagi

diisiincesiyle ¢alisma planlanmustir.

2. GENEL BILGILER
Kanin mikroorganizmalarla invazyonu ile karakterize olan kan dolasimi
enfeksiyonlar1 (KDE), tim diinyada Oliimlerin 6nemli bir nedenidir. KDE’de
cogunlukla travma sonrasi, damar i¢i cihazlardan veya birincil odakta olusan

enfeksiyonlardan kaynaklanan patojenler viicuda dagilmaktadir. (6)

Insan viicudunun ¢esitli bolgelerinde bulunan, insana zarar vermeyen, hatta
bazi yararlar saglayan mikroorganizma topluluklari normal flora olarak tanimlanir.
Normal flora, patojen mikroorganizmalara kars1 korunmada ve bagisiklik sisteminin
uyarilmasinda gorev alir. Bununla birlikte, bagisiklik sisteminin baskilanmasi
durumunda veya yukarida sayilan nedenlerden otiirii normal flora iiyeleri kan gibi
steril viicut sivilarinda bulundugu zaman patojen olabilir. Bu firsat¢t patojenlerin
yani sira normal floraya ait olmayan kesin patojenler de enfeksiyon hastaligina neden

olabilir.

Enfeksiyon hastaliklartyla iligkili klinik, genellikle ates, istah kaybi,
yorgunluk ve kas agrilar1 gibi genel belirtileri igerir. Belirtiler cogunlukla hastalik
veya mikroorganizma 6zgiil degildir. Bu nedenle, ¢esitli viicut 6rneklerinde etkenin

tespiti ve tanimlanmasi i¢in laboratuvar testleri kullanilir. (7)

Sistemik bakteriyel enfeksiyonlarin hizli tespiti, hasta tedavisinin dogru
yonetimi ve dogru antimikrobiyal uygulanabilmesi i¢in kritik 6neme sahiptir. (8)
KDE o6zellikle nakil sonrasinda, nétropenik hastalarda ve yogun bakim {initesinde
(YBU) yatan hastalarda yiiksek morbidite ve mortalite ile iliskilidir. (9) Yetersiz
ampirik antimikrobiyal tedavi uygulamasinin yiiksek mortalite oranlarinin yanisira

daha uzun siire hastanede yatis ile iliskili oldugu gosterilmistir. (10, 11)

Sag kalim, tedavi baglama zamanindan ve baslanan antimikrobiyal tedavinin
uygunlugundan oldukca etkilenir. (12) Uygunsuz antibiyotik tedavisi direncin ortaya
cikist ile iligkili oldugundan, etken mikroorganizmanin direng profilinin hizlh

saptanmasi tim toplumun koruyucu tibbi ile iliskilendirilebilir. (13)



KDE morbidite ve mortalitesinde en 6nemli neden, vakalarin % 30-40’1inda
agir sepsis ve septik sok tablolarinin meydana geliyor olmasidir. (14) Avrupa'da her
yil yaklasik 135.000 hastanin sepsis iliskili komplikasyonlarla 6ldiigii tahmin
edilmektedir. (15) Sepsisin erken tanist ve uygun antimikrobiyal tedavinin erken
saglanmas1 agir sepsis ve septik sok gelisiminin azaltilmasi i¢in kritik faktorlerdir.
(16) Uygunsuz veya yetersiz ampirik antimikrobiyal verilmesinin sepsisli hastalarda
sonucun en onemli bagimsiz belirleyicisi oldugu bildirildiginden, kan dolasimi
enfeksiyonlarinin hizli teshisi ve idaresi basarili bir tedavi i¢in ¢ok dnemlidir. (17)
Ote yandan, mevcut yontemlerle hastalarin sadece % 50-70'inde etken

mikroorganizma tanimlanabilmektedir. (18)

flaca direngli mikroorganizmalarla gelisen enfeksiyonlarm yiikselen sikligi
nedeniyle antibiyotik secimi komplike hale gelmistir. Gilincel yayinlar etken
mikroorganizma tiirii ve ila¢ duyarlilik profilinin hizla belirlenmesinin 6nemini
vurgulamaktadir. (19) Mikroorganizmalarin ¢ogu i¢in antibiyotik direng profillerinin
periyodik incelemesi ile tahmin edilebilir yerel antibiyotik direnc¢ kaliplar1 varken,
anlamli bir kisminda tiire 6zgii antibiyotik endikasyonu vardir. (20) Sonug olarak, tiir
tanimlamas1 neticesinde elde edilen veriler, antibiyotik duyarlilik testlerinin
sonuglanmasini beklerken antibiyotik tedavisini yonlendirmek i¢in kullanilabilir.
Mikroorganizma tiiriinii hizli tanimlayan bir yontem, ciddi hastaliklarin erken
teshisinde faydali olacak, bu sekilde zamaninda ve kesin tedavi saglamakla beraber
genis spektrumlu antibiyotik kullanimini 6nemli 6l¢iide azaltarak, hasta yonetiminin

yanisira enfeksiyon kontroliinde de faydali olacaktir.

Tan1 laboratuvarlar1 patojenlerin tanimlanmasi i¢in gereken siireyi azaltmak
icin yogun cabalar harcamaktadir. Ne yazik ki, geleneksel mikrobiyolojik tanimlama
ve ila¢ duyarlilik tespiti yontemleri, hizli tedavi kararlarmi yonlendirmek igin

genellikle ¢ok zaman alicidir.

2.1 Tamimlar

Bakteriyemi olarak belirtilen kanda bakterilerin varligi, 1897°de Libman
tarafindan, streptokok hastaliinin seyrinde kanli ishal olan iki c¢ocukta
tanimlanmistir. (21) Dokuz yil sonra, kan materyalinin nasil islenecegini de igeren

700 kan kiiltiirtinden olusan bir dizi yaymlamistir. (22)



Kanda diger patojenlerin varligi da benzer sekilde viremi, fungemi,
parazitemi olarak adlandirilir. Septisemi, bakteriyemi ile hemen hemen ayn1 anlamda
ve zaman zaman birbirinin yerine kullanilan bir terim olmakla beraber, verilerin
yorumlanmasinda karigiklifa neden oldugu icin American College of Chest
Physicians (ACCP) ve Society of Critical Care Medicine (SCCM) tarafindan 1991
yilinda yapilan ortak bir toplantida kabul edilen tanimlar arasindan ¢ikarilmistir. (23)
Bakteriyemilerde kanda bakterilerin varliginin gosterilmesi gerekli olsa da figte
birinde organizma kaynagi belirlenemeyebilir. Bakteriyemileri iice ayirmak
miimkiindiir:

1) Gegici Bakteriyemi: Siklikla normal floranin bir pargasi olan
organizmalarin membranlara minimal travma neticesinde kana karismasi
ile olusur (dis firgalama, medikal islemler vb.)

2) Aralikli Bakteriyemi: Ampiyem, peritonit veya septik artrit gibi viicut
bosluklarinin enfeksiyonlar1 veya ekstravaskiiler abselerden bakterilerin
viicuda periyodik olarak yayilmasi ile olusur.

3) Siirekli Bakteriyemi: Genellikle enfekte endotel (bakteriyel endokardit,
anevrizma vb.) veya enfekte donanim (arteriovendz fistiiller vb.) gibi
intravaskiiler enfeksiyon varliginda olusur. (24)

Bakteriyemi kanda bakteri varhi@idir ancak enfeksiyon bolgesi veya
kaynagina dair onemli bir klinik bir agiklama igermemektedir. (25) ABD Gida ve
Ilag Idaresi (FDA) rehberleri bakteriyemi yerine ‘kan dolasimi enfeksiyonu’ terimini
tercth eder, ¢iinkii kan dolasimi enfeksiyonu terimi klinik ve mikrobiyolojik

kriterlere dayali bir tan1 gerekliligini ortaya koymaktadir. (26)
Geleneksel olarak, kan dolagimi1 enfeksiyonlari iki kategoriye ayrilabilir:

1) Primer kan dolagimi enfeksiyonlari: Tanimlanabilir bir enfeksiyon odag:
olmayan hastalarda kaynag: bilinmeyen kan dolasimi enfeksiyonlar1 ve intravaskiiler

kateter iligkili kan dolasimi1 enfeksiyonlarini tanimlar.

2) Sekonder kan dolasimi enfeksiyonlari: Baska bir bolgede enfeksiyonla

iligkili mikroorganizmanin neden oldugu kan dolagimi enfeksiyonlarini tanimlar. (27)



Sistemik enflamatuar yanit sendromu (SIRS) adi verilen sistemik
enflamatuvar bagisiklik tepkisi, kan dolasiminda patojen bakteri varlifinda ortaya
cikarak viicutta ciddi hasara neden olabilir. Nedeni ne olursa olsun, dogal immiin
yanitin ~ sistemik  aktivasyonundan kaynaklanan kompleks bulgular igin
kullanilmaktadir. (28) Asagidaki klinik semptomlardan en az iki tanesi mevcut

oldugunda SIRS oldugu kabul edilir:

e Viicut 1sisinin 38°C’den yliksek veya 36°C’den diisiik olmas1 (ates
veya hipotermi)

e Kalp atim hizinin 90 atim/dakika’nin iizerinde olmasi (tasikardi)

e Solunum sayisinin 20 solunum/dakika’nin iizerinde olmasi (tasipne)
veya PaCO2’nin 32 mmHg’ nin altinda (PaC0O2<4.3 kPa) olmas1

e Lokosit sayisinin  12.000/mm*’tin  {stiinde (I6kositoz) veya
4.000/mm?*’iin altinda (l6kopeni) veya periferik dolasimda immatiir
notrofillerin oraninin %10’dan ¢ok (sola kayma) olmasi. (28)

Kan dolasimi enfeksiyonlarinin en tehlikeli klinik tablosu sepsis ve septik
soktur. Kanitlanmis enfeksiyon ile birlikte SIRS tanist sepsis olarak adlandirilir. Agir
sepsis, sepsise organ disfonksiyonu, hipoperfiizyon veya hipotansiyon eslik etmesi
olarak tanimlanir. Septik sok ise, yeterli s1v1 tedavisine ragmen hipotansiyon goriilen

ciddi sepsistir ve 6liimden 6nce son asamadir.

2.2 Epidemiyoloji

Kan dolasimi enfeksiyonlarmin ger¢ek insidanst bilinmemekle birlikte
Amerika Birlesik Devletleri'nde, her yil yaklasik 750,000 hastada, %20-70 arasinda
degisen bir mortalite orani ile birlikte KDE gelistigi tahmin edilmektedir. (29, 30)
ABD’de tiim 6liimlerin 10. siradaki nedenidir, (tiim niifusun her 100 000 bireyinde
50.37 6liim). (31) Baz1 ¢alismalar, KDE insidansinin yogun bakim {initesinde %1
(32) ve kemik iligi transplantasyon alicilarinda % 36 civarinda oldugunu bildirmistir.
(33) Kaba 6liim hizinin YBU hastalarinda % 80 civarinda oldugu rapor edilmis ve bu
popiilasyonda kan dolagimi enfeksiyonlar1 ile dogrudan iliskilendirilen 6liim oram

%16-40 olarak tahmin edilmistir. (34)



2.3 En Sik Goriilen Mikroorganizmalar

Hem klinik belirtilerin taninmasit hem de etkenin tespiti KDE’nin akut
doneminde son derece Onemlidir. Bu sayede zamaninda ve yeterli tedavi ile
hastalarda agir sepsis veya septik sok gelisimini 6nleme firsati olacaktir. (35) ABD
tilke
Epidemiyolojik Oneme Sahip Patojenlerin Kontrolii, SCOPE) hastane KDE'den

hastanelerinde yapilan  bir siirveyans calismasinda (Siirveyans ve
sorumlu patojenler arasinda, Gram-pozitif bakteriler % 65 ve Gram-negatif bakteriler
% 25 siklikta bulunmustur. (36) Koagiilaz-negatif Stafilokoklar (KNS), S. aureus ve

Enterokoklar en sik izole edilen diger etkenlerdir. (37)

SENTRY Antimikrobiyal Surveyans Programi (1997-2000) verilerine gore
ABD’de 2000 yilinda bildirilen sepsis vakalaridaki tiim izolatlarin %89-92’sinin
sebebi 10 bakteriyel tiirdiir. Mikroorganizmalarin siralamalart Kuzey Amerika ve
Avrupa genelinde benzer bulunmustur. (38) Tablo 1.1’de SENTRY (1997-2000)
verilerine gore Kuzey Amerika ve Avrupa’da en sik goriilen 10 mikroorganizma

gosterilmistir.

Tablo 1. 1 SENTRY (1997-2000) verilerine gére Kuzey Amerika ve Avrupa’da en

sik goriilen 10 mikroorganizma

KUZEY AMERIKA (%) | AVRUPA (%)
1 |S. aureus 26,0 | E. coli 22,4
2 | E.coli 17,7 | S. aureus 19,5
3 | Koagiilaz Negatif Stafilokoklar 11,5 | Koagiilaz Negatif Stafilokoklar | 14,6
4 | Enterococcus spp. 10,2 | Klebsiella spp. 7,3
5 | Klebsiella spp. 7,6 | Enterococcus spp. 7,2
6 | B veya viridans grubu streptokoklar | 5,1 | P. aeruginosa 6,1
7 | S. pneumoniae 4,4 | Enterobacter spp. 4,2
8 | P. aeruginosa 4,3 B veya viridans  grubu | 3,5

streptokoklar

9 | Enterobacter spp. 3,7 | S. pneumoniae 2,9
10 | Serratia spp. 1,6 | Acinetobacter spp. 2,5

Toplam 92,1 | Toplam 90,2




2.4 Kan Kiiltiirleri

Kan dolasimi enfeksiyonu tanisinda mevcut altin standart olan kan kiiltiirii
testi kandaki canli mikroorganizmalarin tespitine dayanmaktadir. Kan kiiltiirlerinin
islenmesi ve degerlendirilmesi klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda merkezi bir role
sahiptir. (39) Kan kiiltiirlerinden organizmalarin izolasyonu, genellikle acil
antibiyotik tedavisi gerektiren ciddi bir enfeksiyon gostergesidir. Geg¢misten
giinimiize kan kiiltiiri islemi i¢in en uygun sartlar1 olusturmak ve ydntemin
duyarliligin etkileyen faktorleri tanimlamak i¢in ¢ok sayida calisma yapilmistir. (40)
Glincel rehberler bakteriyemi veya fungemi siiphesi olan hastalarin kan kiiltiirleri

icin genel ilkeleri ve prosediirleri saglamaktadir. (41)

Geleneksel teknikler, kanin zenginlestirilmis siv1 besiyeri (triptik soy broth ve
peptonlar) ve regine igeren 6zel siselerde inkiibasyonundan sonra patojenin izole
edilmesi, tanimlanmasi ve antibiyotik duyarlilik testlerinin uygulanmasina

dayanmaktadir.

2.4.1 Kan Kkiiltiirii prosediirleri

Aerobik kan kiiltiirii sisesi iceriginde, zenginlestirilmis triptik soy broth ve
cesitli antibiyotikleri (6rn, B-laktam antibiyotikler, gentamisin, ve vankomisin)
ortamdan uzaklastiran regineler bulunmaktadir. Kan kiiltiirii cihazinda inkiibe edilen
mikroorganizmalar kiiltiir ortamindaki besinleri kullandik¢a ortamdaki karbondioksit
miktar1 artmaktadir. Bu artis sensordeki floresan tarafindan emilen 151tk miktarinin
azalmasima neden olmakta ve cihaz gorsel ve sesli olarak pozitif sinyal vermektedir.
(42)

Otomatik kan kiiltiir sistemlerinde pozitif bir sonu¢ sinyali, kan kiiltiiri
sisesinde mikrobiyal lireme oldugunu gosterir. Sonrasinda mikroorganizmanin Gram
0zelligi ve morfolojisi Gram boyama yapilarak tespit edilebilir ancak organizmalarin
kesin tanimlanmasi i¢in ¢esitli agar plaklarina alt kiiltiirleri yapilarak saf koloni elde
edilmeli ve bundan sonra metabolik 6zelliklerini tanimlayan biyokimyasal testler ya
da Matriks Yardimli Lazer Iyonizasyon Kiitle Spektrometre (MALDI-TOF)
analizleri yapilmalidir. Son asamada, elde edilen saf koloni antibiyotik duyarlilik

degerlendirilmesi i¢in kullanilabilir.



Yukarida bahsedilen geleneksel mikrobiyolojik tekniklerle,
mikroorganizmanin tespit edilmesi icin genellikle 6-18 saat, tanimlanmasi ve
antibiyotik duyarlilik paterninin belirlenmesi i¢in ek olarak 24-48 saat gereklidir. Bu
siire bazi mikroorganizmalar i¢in daha uzundur. Hekim tarafindan inkiibasyon
stiresinin uzun oldugu bilinen mikroorganizma varlig: siiphesi olan olgularda bu siire

14-21 giine dek uzatilabilir. (43)

2.4.2 Kan Kkiiltiiriiniin avantajlar

Etken patojenin dogru tanimlanmasi ve mikroorganizmalarin antimikrobiyal
profilinin belirlenmesi KDE'nin yonetiminde gereklidir ¢linkii her iki parametre
antibiyotik tedavisine rehberlik i¢in biliylik onem tasimaktadir. Organizmalarin
antimikrobiyal duyarliliklar1 farklidir ve basarili tedavi dogru ilaglarin uygun
zamanda verilmesine baglidir. Burada bahsedilen iki 6zellik, mevcut altin standardin
degeri olarak goriilebilir ¢iinkii simdiye kadar gelistirilmis baska higbir teknik bu

teshis parametrelerinin her ikisini birden sunamaz.(44)

Kan kiiltiirii sonuglari, ampirik tedavi stratejisini olusturmak icin bir temel
gorev listlenmesi agisindan onemli bir epidemiyolojik aracgtir. O giine kadar ve o
zamandaki kan dolasimi enfeksiyonlarinda tanimlanmis en yaygin patojenlerle ilgili
bilgiler yogun bakim, onkoloji ve hematoloji gibi enfeksiyonun sik goriildiigi
boliimlerde bilinmeyen atesli bir hastanin ampirik tedavisinde klinisyene yol

gosterecektir.

2.4.3 Kan Kkiiltiiriinii olumsuz etkileyen faktorler

Prognostik agidan bakildiginda pozitif kan kiiltiirii sonuclari enfeksiyona
kars1 konagin savunma mekanizmalarinin yetmezliginin énemli bir kanit1 ya da
birincil enfeksiyon bolgesinin tedavisindeki yetersizligin gostergesidir. (45) Sepsis
tan1 ve tedavisinde kan kiiltiirlerinin 6nemi goéz Oniine alindiginda, bu teknolojinin
klinik ve teknik gereksinimleri ve sinirlamalarini anlamak i¢in konuya Onem

verilmelidir.

Uremenin otomatik saptanmasi ya da kiiltiir ortaminin zenginlestirilmesi gibi
cesitli teknik unsurlarin stirekli iyilestirilmesi sayesinde kan kiiltiirli isleminin tanisal

performansinda 6nemli gelismeler saglanmistir. Buna ragmen klinik mikrobiyoloji



laboratuvarinda geleneksel kiiltiir tabanli yontemlerin tibbi degerini sinirlayan gesitli

faktorler vardir:

Omek hacmi (46), 6rnek alimindan inkiibasyona kadar olan zaman (47),
liremenin zaman alic1 olmasi, yavas veya zor lireyen mikroorganizmalarin varligi ve
ornek alinmadan once antimikrobiyal tedavinin baslamis olmasi (48) yalanci-negatif
sonuclara yol agarak kiiltiirlerin hassasiyetini azaltabilirken (49), kontaminasyon
nedeniyle yanlis pozitifliklerin olusmasi nedeniyle de kiiltiirlerinin 6zgilligi sekteye

ugramaktadir. (50)

KDE teshisinin iyilestirilmesi i¢in ¢ok sayida girisim yapilmistir ve
gelistirilmeye ve degerlendirilmeye devam etmektedir. (51) Buna ragmen, simdiye
kadar kan kiiltiirii temelli yaklasimi tamamen degistirme yetenegine sahip alternatif

bir tan1 araci yoktur.

2.4.3.1 Kan hacmi

KDE tanis i¢in kan kiiltiiriiniin saptama yetenegi, kullanilan kan hacmi ve
toplanan numunelerin sayisi ile ilgilidir. Farkli ¢aligmalar kan kiiltiirii siselerine
eriskinlerden en az 20-30 ml kan inokiilasyonunu destekler, c¢ilinkii KDE’de
mikroorganizma yiikii ¢ok diisiik olabilir. (52) Eriskin hastalar i¢in ayr1 venlerden en

az 2 set siseye alinmis 24-30 ml kan kullanilir.

Kiiglik ¢ocuklarda kan dolasimi enfeksiyonlarinin eriskinlere gére ¢ok daha
biiyiik bir mikroorganizma yiikiine sahip oldugu tahmin edilmektedir. (53) Daha
once bebeklerde ve ¢ocuklarda kan kiiltiirleri i¢in uzman onerileri yenidoganlardal-2
ml, bebekler i¢in 2-3 ml, biiyiikk ¢ocuklar i¢in 3-5 ml ve ergenler i¢in10-20 ml
toplanmas1 seklindeydi. (54) Bununla birlikte, yeni Oneriler, pediatrik kan
kiltiirlerinin hacminde, ¢ocugun viicut agirligi ve tahmini toplam kan hacminin esas
olmasi1 gerektigini gostermektedir ve yenidoganlar, bebekler ve kii¢iik ¢ocuklar igin

toplam kan hacminin % 1'den fazlasinin alinmamasi 6nerilir. (55)

Bir kan kiiltiirii setindeki pozitif sonu¢ KDE tahmin etmek icin yeterli
degildir. Bir kan kiiltiirti yapildig takdirde verim % 65, birbirini takip eden iki kan

kiiltliriiniin verim % 80,4 ve ti¢lincii gergeklestirilirse %95,7 verime ulagilir. (56)
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2.4.3.2. Kesin tammmlama i¢in gereken siire

Bir enfeksiyonun etiyolojisinin dogrulanmasi, patojenin tanimlanmasi ve
antimikrobiyal direng profilinin belirlenmesi igin en az 24-72 saat gerekli oldugu igin
mevcut kiiltiir temelli yontemler kliniklerin isteklerini yerine getirememektedir. (57)
Sepsis vakalarinin ¢ogunda kan kiiltiiri negatiftir, bu nedenle uygulanan
antimikrobiyal tedavi ampiriktir. (58) Kan kiiltiirleri ile sonuglarin elde
edilebilmesinde gecikme olmasi nedeniyle ampirik antibiyotik tedavisindeki

degisiklikler kiiltiir sonuglarindan ziyade hastanin klinik yanitina gore yapilmaktadir.

(59)

2.4.3.3 Gii¢ iireyen patojenler

Yavas veya giic lireyen organizmalar i¢in kan kiltiirlerinin duyarlilig:
genellikle olduk¢a kotiidiir. Whipple hastaligi (Tropheryma whipplei), kedi tirmigi
hastalig1 (Bartonella spp.), Q-atesi (Coxiella burnetii) ve riketsiyoz (Rickettsia spp.)
gibi sistemik hastaliklara neden olan patojenler bu duruma ornektir. (60) Bu
mikroorganizmalarin ¢ogu kan kiltliri negatif enfektif endokarditin olasi
etkenleridir. (61) Bu yavas veya gii¢ iireyen patojenlerin varligi tanimlama siirecinde
ciddi bir gecikmeye neden olarak uzun siireli ve yetersiz ampirik antimikrobiyal
tedaviye yol acabilir. Buna ek olarak, baz1 invazif enfeksiyonlarin kiiltiirle tanisi
diisiik duyarliliga sahiptir ve ¢ogu zaman sonuglar uzun bir siire boyunca elde
edilemez. Bu enfeksiyonlar notropenik hastalarda siklikla meydana geldigi igin,

tedavi edilmemis enfeksiyonlarda mortalite yiiksektir.

2.4.3.4 Antimikrobiyal tedavi sonrasi alinan kan ornegi

Yalanci-negatif kan kiiltiirleri ile sonuclanan bir diger potansiyel karistirici
faktor, kan numunelerinin antimikrobiyal tedavinin baslamasindan sonra alinmasi
nedeniyle hassasiyetin biiylik miktarda azalmasidir. (62, 63) Profilaktik antibiyotik
alan ve ates gelisen hastalarda KDE riski yliksektir, ancak kan kiiltlirlerinin bir¢ok
durumda negatif kalmasi nedeniyle tani zordur. (64) Kan kiiltiirlerinde
antibiyotiklerin inhibitor etkisinin iistesinden gelmek icin, regine ihtiva eden besiyeri
iceren Ozel bir kiiltiir ortam1 gelistirilmistir. Bu regineler pozitif yiiklii ilaglara
baglanan katyon degisimli regineler ve antimikrobiyal ajanlarin hidrofobik

bolgelerine baglanan polimer emici recineler olmak {izere iki tiptir. Yeni nesil
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sistemler her iki regineyi bir arada kullanarak kiiltiirde bakteriyel tiremeye

antibiyotiklerin onleyici etkisini azaltip duyarlilikta artis saglamay1 amaglamaktadir.

2.4.4 Kan kiiltiiriinde kantitasyon

Mikrobiyolojide  kantitatif ~ Glglimler miimkiin  oldugunca  yaygin
kullanilmaktadir. Cesitli 6rnek tiirlerinin kat1 besiyeri {izerinde kantitasyonu
kullanilarak yillardir yapilan arastirmalar, bu o6l¢iimlerin degerli klinik bilgiler
sagladigin1 gostermistir. (65) Ancak, kandaki bakteri miktarin1 geleneksel kiiltiir
yontemleri ile elde etmek zordur ve klinik laboratuvarlarda nadiren uygulanmaktadir.
S1v1 kiiltiir siselerinin pozitif olmasi i¢in gerekli olan zaman bakteri yiikii acisindan
bir tahmin saglar, ancak zayif bir kantitatif Ol¢iidir ve mevcut olan
mikroorganizmanin tiirli, 6rnek alimindan cihaza yiiklenme zamani gibi faktorlerden

etkilenir.

2.5 Kan Dolasim1 Enfeksiyonlarinda Uygulanan Niikleik Asit Temelli Teshis
Yontemleri

Kan dolasimi1 enfeksiyonlarinda bulunan mikroorganizmalarin saptanmasi ve
tanimlanmast i¢in molekiiler tekniklere olan ilgi gliniimiizde oldukg¢a fazladir.
Geleneksel kiltir temelli yaklasimlarin 6rnek analizi sirasindaki  gecikme,
mikroorganizmalarin tanimlanmasinda calisana 6zgii uzmanlik faktorleri, personelin
agir is yiki ve yavas veya zor iireyen mikroorganizmalarla ilgili kisitlamalar

nedeniyle, molekiiler teknikler kan kiiltiirtine gore daha kullanigli goriinmektedir.

Kan dolagim1 enfeksiyonlari, mortalitesi yiiksek bir klinik durum olan septik
sok ile iligkili oldugundan hiz biiyilk Onem tasimaktadir. Ayrica kanda
mikroorganizma varliginin tanisinda niikleik asit temelli teknolojilerin kullanilmasi,
hizlandirilmis zaman-sonug egrisine olanak saglayarak klinisyenin erken dénemde
uygun antibiyotik tedavisi baglamasina yardimcit olur ve genis spektrumlu

antibiyotiklerin gereksiz yere kullanimini engeller. (66)

Son zamanlarda, otomatik DNA ekstraksiyon ve Real-time PCR teknikleri
yogun bakim iinitesinde yatan septik hastalarda kandan PCR testinin kullanimini
kolaylastirmistir. (67) Klinik 6rneklerin PCR ile analizinde ana hedefler hastalik

slirveyansini, uygun antibiyotik tedavisine erken rehberligi ve hasta yOnetimini
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geligtirmektir. Niikleik asitlerin tespitine dayali patojen saptanmasi ve tanimlanmasi
icin daha yeni teknoloji kullanan molekiiler analizlerin, birkac saatte sonug¢ vermesi,
az Oornek hacmi gerektirmesi, yiiksek verim saglamasi, ve mikrobiyolojik yikiin
hesaplanmasi gibi ¢esitli olumlu yanlar1 bulunmaktadir. (68) Real-time PCR
yonteminin kan, plazma, beyin-omurilik s1visi ve diger klinik 6rneklerdeki bakteriyel
DNA’y1 tespit ederek sepsis, menenjit ve septik artrit gibi ciddi enfeksiyon siiphesi
olan hastalardan alinan kiiltiir negatif Orneklerde etkeni tamimladigir bilinmekle
beraber PCR testinin rutinde uygulanabilirligi ve klinik degeri ile ilgili heniliz az

sayida bilgi mevcuttur (69-72)

PCR’in ana avantajlar1 duyarhilik, patojenlerin kiiltiire olabilmesinden
bagimsizlik ve tanisal sonuglar1 elde etmedeki hizidir. Ayrica duyarlilik, 6zgilliik,
pozitif ve negatif prediktif degerleri karsilastirilabilir. (73) Bugiine kadar biiyilik
gelismeler saglanmis olsa da patojen tanimlanmasi ve antimikrobiyal duyarlilik

paternini eszamanl belirleyen ideal bir teknik hala yoktur. (74)

2.5.1 PCR ve Real-time PCR

PCR, 1987 yilinda Kary Mullis tarafindan gelistirilmis olup, molekiiler
parmak 1zi olarak gorev yapan DNA’nin igerisinde yer alan, dizisi bilinen iki
segment arasindaki 6zgiin bir bolgeyi enzimatik olarak ¢ogaltmak i¢in uygulanan in-
vitro tepkimelere verilen ortak bir isimdir. (75,76) DNA niikleotid, tampon ve
primerlerin varliginda, 1sitya dayanikli polimeraz tarafindan kopyalanir. Primerler,
hedef dizinin uglarinda bulunan tamamlayict kisa DNA oligomerleridir. DNA ikili
sarmalinin yiiksek sicaklikla birbirinden ayrilmasindan sonra sicaklik diistirtiliir ve
bu sayede oligoniikleotid primerler DNA'nin tamamlayict bdlgelerine hibridize olur.
PCR soliisyonundaki DNA polimeraz enzimi yliksek sicakliklarda caligabilen bir
enzimdir ve ikili sarmalin agilmasi icin kullanilan yiiksek sicaklia dayanabilir.
Primerlerin baglanmasindan sonra sicaklik polimerizasyonun gerceklesmesi igin
uygun bir dereceye getirildiginde DNA polimeraz enzimi DNA kopyalarini iireterek
DNA ipliklerini uzatir. Sarmallar tekrar denatiire edilir, yeni primerler baglanir ve
DNA sentezi tekrar gergeklesir. DNA'nin her bir kopyasi, orijinal DNA dizisinin {isli
amplifikasyonu ile sonuglanan bir kalip olarak hizmet vermektedir. Bu islem genelde

20 ila 50 dongii tekrarlanir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/DNA
http://tr.wikipedia.org/wiki/Enzim
http://tr.wikipedia.org/wiki/Tepkime
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Amplifiye edilmis DNA {iriiniiniin DNA boyalar1 veya floresan probla
saptanmasiyla kombine edilmis PCR olan Real-time PCR'min gelistirilmesi,
molekiiler teshis alaninda onemli firsatlar sunmaktadir. (77) Real-time PCR'de,
niikleik asit amplifikasyonu ve saptamasi sirasinda kontaminasyon riskini en aza
indirmek icin, tiim reaksiyonlar ayni kapali kap icinde gergeklestirilir. Buna ek
olarak, geleneksel PCR yontemi ile karsilastirildiginda performansin kolayligi, hizi,
yiiksek hassasiyet ve ozgiilliik seviyeleri Real-time PCR'yi enfeksiyon hastaliklarinin
geleneksel kiiltiir temelli tanisina alternatif olabilen cazip bir yaklagim haline

getirmistir.

Cift sarmalli DNA iiriinlinlin goriintiilenmesi i¢in en geleneksel yontem
SYBR Green boyasi ile niikleik asitin tespit edilmesidir SYBR Green yontemi 6zgiil
degildir ancak farkli amplifikasyon iiriinlerinin erime sicakliginin belirlenmesi igin

bir erime egrisi analizi saglayabilir.

Gilinlimiizde, floresan problarin kullanimi, hedef DNA'nin duyarli ve 6zgiil
saptanmasina izin vermistir. ilk floresan problar TagMan problaridir. Bu problar 5'
ekzoniikleaz problari olarak da adlandirilan 5' raportor floresan boya ve 3' engelleyici
boya ihtiva eden kisa oligoniikleotidlerdir. Prob ve hedef molekiil arasindaki
hibridizasyon siirdiigii siirece raportor floresan boyanin sinyal olusturmasi, 3’ ugtaki
engelleyici boya tarafindan engellenmektedir. Raportor floresan boyanin 11k sinyali
tiretebilmesi i¢cin Taq DNA polimeraz ile engelleyici boyanin ayrilmis olmasi
gerekir. Primer sentezi sirasinda probun baglandigi noktaya gelindiginde, sentezin
devam edebilmesi i¢cin Tag DNA polimeraz enzimi 5’—3’ niikleaz aktivitesi ile
probu 5’ ugtan yikmaya baglar. Boylece raportdr florokrom serbest hale geger ve
sinyal olusturur. Probun hedef DNA'nin komplementer zincirine baglaniyor olmasi
teknolojinin 6zgilliigiinii saglar. Amplifikasyon iirliniiniin birikmesi ger¢cek zamanl
olarak izlenir ve her dongii sirasinda mevcut DNA miktariyla ilgili sinyalde bir

degisiklik olusturur. (78)

Floresan problar kullanilarak niikleik asit saptamasinda kullanilan diger prob
tirlerinden biri olan floresan rezonans enerji transferi (FRET) yetenegine sahip
hibridizasyon problarinda, 6zgiil problardan biri 3’ ucundan floresan boya ile isaretli

(dondr boya), digeri 5’ ucundan alic1 boya ile isaretlidir. Bu tiir problara dual
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hibridizasyon problar1 adi verilir ve uzunluklart 30 niikleotide kadar olabilir. Lineer
hibridizasyon problar1 kullanilarak Real-time PCR ile amplifikasyonun saptanmast,
direkt hibridizasyon esasina dayanir. Baglanma sonrasinda ikinci probun 5’ ucundan
sentez olmamasi i¢in bu uca bir fosfat baglanmistir. Problar hedef bolge iizerinde
birbirine yakin yere (1-5 niikleotid uzaklikta) baglanir ve isaretli uglar yanyana
gelmis olur. Iki boyanin yanyana gelmesiyle agiga cikan enerji, ikinci prob
tizerindeki alic1 boyay1 etkileyerek floresan olusumuna neden olur. Olusan floresan
miktari, ortamdaki hibridizasyonun derecesine (PCR ile olusan {iriin miktarina) bagh
olarak artar. Her PCR dongiisiiniin diisiik sicaklik basamaklarinda prob hedef
DNA’ya baglanarak 1gima saglar, yiiksek sicaklik basamaklarinda hedeften ayrilir.
Her dongiide, problarin baglanabilecegi hedef DNA miktar1 arttig1 icin, sinyal
miktar1 da artar. (79,80)

2.5.2 Universal primerler

Universal primerler, bakteri ve arkelerin farkli tiirleri arasinda 16S rRNA
genindeki yliksek Ol¢iide korunmus bolgeleri hedef aldigi i¢in filogenetik
calismalarda ve klinik 6rneklerden bakterilerin saptanmasinda kullanilir. (81) Carl

Woese 16S rRNA kullanimina 6nciiliik etmistir. (82)

Ideal olarak, KDE igin gelistirilecek hizli bir yontemin mevcut tan1 standartt
olan kan kiiltiirtine fonksiyonel olarak esdeger olmasi ve klinikte 6nemli tiim
patojenleri tespit edebilmesi istenir. Bu amagla, molekiiler deneylerde bakteriler i¢in
16S rRNA geni veya 16S-23S rRNA interspacer bolge geni ya da mantarlar i¢in 18S
ve 28S rRNA geni gibi iniversal hedefler tanimlama icin yaygin olarak

kullanilmaktadir. (83,84)

16S rRNA geninin sekanst yaklasik 1550 baz ¢ifti uzunlugundadir ve bu
DNA segmentleri, hemen hemen tiim bilinen bakteri tilirlerini tanimlamak ig¢in
kullanilabilen yiiksek degiskenlikteki dizileri igerir. (85) Bu bolgeler bakteri
tanimlanmasi i¢in yarar saglayabilecek tiire 6zgili imza dizileridir. Bunun bir sonucu
olarak, 16S rRNA gen sekanslamasi, bakteri tanimlamasinda fenotipik yontemlere
hizli1 ve ucuz bir alternatif olarak tibbi mikrobiyolojide yaygin hale gelmistir. Bu
baslangicta bakterileri tespit etmek i¢in kullanilmis, ancak, daha sonra 16S rRNA

sekanslamasi ile mikroorganizmalarin tamamen yeni bir tiir ve hatta cins olarak
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yeniden siniflandirilmasi yetenegine sahip oldugu bulunmustur. (86, 87) Ayrica,
kiiltiirii yapilamamis veya zor olan tiirleri tanimlamak icin kullanabilme 6zelligi de
bulunmaktadir. 16S rRNA geni mikroorganizma tanimlanmasi ve siniflandirmasi igin
standart olarak kullanilmistir. Bunun nedeni, mikroorganizmalarin tamaminda
bulunmasi ve korunmus degisiklikler gostermesidir. Cogu bakteri ve arke igin 16S
rRNA geni dizilerinin sekanslar1t NCBI gibi ortak veri tabanlarinda mevcuttur. (89-

91)

2.5.3 Kan kiiltiirleri veya klinik orneklerden niikleik asitlerin saflastirilmasi

Giivenilir ve tekrarlanabilir sonuglar elde etmek icin, uygulanan hedef DNA,
yiiksek saflikta ve yeterli miktarda olmalidir. (92) Hedef mikroorganizmanin niikleik
asitlerinin 6rnek materyalinden saflagtirilmasi tiim tanimlama siirecinde en kritik
adimlardan biridir ve {i¢ asamal1 prosediir (mikroorganizmanin par¢alanmasi, segici
baglanma ve DNA'nin eliisyonu) gerektirir. (93)

Yiiksek miktarda insan DNA'smna gore patojen DNA konsantrasyonunun
diisiik olmasi, hasta 6rnekleri veya kiiltiir ortam1 i¢inde PCR-inhibe edici bilesikler
bulunmas1 ve reaktiflerde kontaminan olarak bakteriyel veya fungal DNA varlig
bakteri ve mantar hastaliklarinin molekiiler tanis1 sirasinda karsilagilan 6nemli
zorluklardir. (94-96)

Klasik saflastirma yontemi olan fenol / kloroform ekstraksiyonu sonrasi
etanolle presipitasyon toksiktir ve ¢ok sayida ornek islenmesi i¢in pratik degildir.
Son yillarda, bircok ticari kit ve otomatik DNA izolasyon araglar1 gelistirilmis ve
degerlendirilmistir. Bunlar baslica spin-kolon tabanli ekstraksiyonu kullanmaktadir.
Kolon piirifikasyon kullanilarak DNA ekstraksiyonu (i) kaotropik tuzlar ile
proteinlerin denatiirasyonu sonucu niikleik asitlerin serbest birakilmasi, (i) bir silika
jel membran {iizerine adsorpsiyon yoluyla niikleik asitlerin ayrilmasi, (iii) denatiire
proteinlerin ve diger bilesiklerin bertaraf edilmesi i¢in, yiiksek tuz konsantrasyonlu
tampon ile yikama ve (iv) disiik tuz konsantrasyonlu tampon ile bagli DNA'nin
eliisyonu basamaklarindan olusur. Yapilan ¢alismalarda, tiim mikroorganizmalarin
tespit edilmesi ve her hasta numunesine uygulama i¢in optimal olan tek bir DNA
izolasyonu yonteminin olmadigini gosterilmistir. (97)

Kan kiiltiirleri gibi kiiltiiri yapilmis hasta numuneleri yiiksek bir bakteri veya

mantar yiikli igerir, ancak antikoagiilan ve antikomplementer ajan sodyum
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polyanethol stilfonat (SPS) gibi inhibitér maddeler PCR uygulamalarini etkileyebilir.
(98) Pozitif kan kiiltiirlerinde yiiksek miktarda mikroorganizma elde edilmesinin yani
sira, MRSA ve S. pneumonia gibi yasami tehdit eden patojenlerin daha hizli

tanimlanmasi ve antibiyotik duyarlilik paternleri saglanabilir. (99, 100)

Enfeksiyoz etkenin hizli bir sekilde saptanmasini kolaylagtirmak igin,
oncesinde inkiibasyon adimi olmadan hasta 6rneklerinin dogrudan islenmesi tercih
edilir. Tam kan, plazma ya da serum gibi orneklerden niikleik asit ekstraksiyonu,
diistik bakteriyel DNA miktarina kars1 yiikksek insan DNA miktar1 nedeniyle zor
olabilir. Buna ek olarak, tam kanda da ¢ok sayida PCR inhibe edici madde
bulunmaktadir. (101)

2.5.4 Pozitif kan Kkiiltiirlerinden patojenlerin tamimlanmasi icin niikleik asit
tabanh yontemler

Kan kiiltiirii ortaminda iireme agamasindan sonra patojenlerin molekiiler
tanimlanmasi hibridizasyon-temelli veya amplifikasyon temelli teknikler ile en kolay
sekilde elde edilebilir. Kan Kkiiltlirlinde ilk tireme gerekli olmasma ragmen, bu
yontemlerin ¢ogu esas olarak patojenlerin tanimlanmasi ya da belirli direncli
genlerinin tespiti i¢cin gerekli zamani kisaltir. Molekiiler tanimlama, kan kiiltiirtinde
en sik bulunan bakteriyel enfeksiyonlarin daha hizli tanisin1 saglasa da, kisaltilmis

islem siiresinin klinik etkisi halen belirgin degildir.

Giinlimiizde geleneksel kan kiiltiiriinde iireme saptandiktan sonra multipleks
PCR veya genis kapsamli amplifikasyon sonrasi sekans analizi genel bir uygulama
degildir c¢iinkii patojenleri molekiiler tekniklerle belirlemek geleneksel tanimlama
tekniklerine kiyasla pahali ve zahmetli oldugu i¢in ¢cok daha iyi bir klinik yarar ya da
maliyet etkinligi vermez. Ancak, uygulanabilirlikleri biiyiik olasilikla yakin

gelecekte artiracaktir.

2.5.5 Orneklerden dogrudan patojenlerin tespit ve tammlanmasi icin niikleik
asit tabanh yontemler

Tam kan Ornekleri iizerinde dogrudan uygulanabilir molekiiler teknikler
kanda mevcut olan organizmanin ve ila¢ direnci ile iliskili genlerin hizli tespit

edilmesi icin en iyi secenektir. lyi tasarlanmis ve klinik olarak dogrulanmis bir
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yontem klasik kiiltiir-temelli yontemlere gore daha kisa bir islem siiresine olanak
saglayacaktir. Kan kiiltiirline uygulanan molekiiler tekniklerde oldugu gibi, patojene
Ozgii, genis kapsamli ve multipleks yontemler de dahil olmak iizere ¢ok sayida

saptama stratejisi tarif edilmistir.

2.5.5.1 Patojene 0zgii PCR / cinse 0zgii PCR

Bu yontemler, nadiren faydali olmasina ragmen, nazli bir patojen veya yavas
tireyen mikroorganizma varligindan siiphelenildigi zaman diisiiniilebilir. Tam kandan
S. pneumoniae DNA’simin saptanmasi buna bir 6rnektir ¢iinkii bu bakterinin kiiltiire
dayal1 teshisi zor olabilir. Cesitli calismalar, bu enfeksiyonu diislindiiren bir hikayesi,
radyolojik pnomoni bulgular1 bulunan, antibiyotik tedavisi alan ancak negatif kan
kiiltirleri olan hastalarda PCR ile S. pneumoniae’nin daha iyi saptandigini
gdstermistir. (102, 103) Invazif mantar enfeksiyonlar1 gibi hayati tehdit eden bir
enfeksiyondan siiphe edildiginde de hizli tan1 gereklidir ve patojene 6zgii PCR’1n

yararli olabilecegini 6ne siiren giincel yaymlar mevcuttur. (104)

2.5.5.2 Genis kapsamh PCR yontemleri

Genis kapsamli PCR yontemleri, kanda bakteri veya mantarlarin iiniversal
tespiti i¢in gelistirilmistir. Bunlar, bakterilerin 16S ya da 23S rRNA geni ve
mantarlarin 18S rRNA geninin amplifikasyonuna dayanmaktadir. Cesitli bakteri
tiirlerinde lireme hizina bagli olarak bu genlerin farkli kopya sayilar1 bulunur. Teorik
olarak, kanda herhangi bir bakteri ya da mantar DNA’s1 varliginda 16S, 23S ya da
18S rRNA geninin korunmus boélgelerine dayanan PCR bunlarin tespitine imkan
yaratir. DNA’nin amplifikasyonundan sonra, amplikonlar kapiller sekans analizi,
pirosekanslama veya Ozel problarla hibridizasyon gibi farkli yontemlerle tespit
edilebilir. (105)

2.5.5.3 Multipleks PCR yontemi

Multipleks PCR, amplifiye edilecek olan sinir bolgesini baglamak ig¢in
tasarlanmig bir primer karigimi kullanilarak, ayni anda, ayni 6rnekteki birden fazla
DNA hedefinin amplifiye edilmesini amaclar. Bu teknik, klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda KDE tanisi i¢in rutin kullanimda en ¢ok umut vericidir. (106) Bu
yontemde hedeflenen ribozomal DNA'nin kodlanmayan bdlgeleri, yliksek oranda

korunmus genler arasinda lokalizedir, mikroorganizmalarin cins ve tiirleri arasinda
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yiikksek seviyede heterojenlik gosterir ve primerlerden olusan smirli bir havuzu

kullanarak yiiksek diizeyde tanimlama saglar. (107)

2.5.6 Bakteriyel yiik tespiti

Klinik bakteriyolojide, Real-time PCR deneyleri ¢ogunlukla kalitatif
saptamada ve mikroorganizmalarin tanimlanmasinda kullanilir. Bununla birlikte,
dogrudan oOrneklerden patojenlerin kantifikasyonu hastaligin ciddiyeti, tedaviye
yanit1 ve sonucu gibi klinik parametrelerle korelasyona olanak verebilir. Bakteriyel
veya fungal DNA yiikii ile hastalik siddeti arasindaki korelasyonu kanitlamak igin

yapilmis az sayida ¢aligsma vardir.

Tanisinda etken bakteri yiikii ile birlikte klinik semptomlarin degerlendirildigi
bazi hastaliklarda (idrar yolu enfeksiyonlar1) patojenlerin kantifikasyonu esastir.
Ayrica, bu sayede kontaminan bakteriler ile gercek patojenlerin ayrimi miimkiin

olabilir.

Patojenlerin miktar tayini, kan ve BOS gibi hasta numunelerinde
aragtirtlmistir. (108) Bu yaymnlarda tarif edilen en 6nemli sorunlardan biri canli ve
6li hiicreler arasinda ayirim eksikligidir. (109) Ayrica, bakteriyel DNAmin kokeni
belirsizdir ve antibiyotik alan hastalarda yorumlanmasi sorunlara neden olabilir.
Antibiyotiklerin uygulanmasindan sonra, yasayan bakteri miktar1 azalir ancak
bakteriyel DNA varligi devam etmektedir. Bu nedenle, bakteriyel DNA ytikiiniin

tespitinin klinik degeri heniiz tam olarak aydinlatilmis degildir.

2.5.7 Niikleik asit tabanh yontemlerin bashca yetersizlikleri

Steril bir 6rnekleme ydntemi ve optimize edilmis bir numune hazirlama
protokolii niikleik asit tabanli yontemlerde DNA hedeflerini elde etmek i¢in ¢ok
onemlidir. (110) Yiiksek duyarhiliklar1 nedeniyle, genel olarak PCR teknikleri ve
16S rRNA tabanli tespit sistemleri, 6zellikle yanlis pozitif sinyallere yol agcan DNA
kontaminasyon sorunlarina yatkindir. (111) Havada bulunan ve tasinma nedeniyle
olan kontaminasyonlarin yani sira, DNA'nin arka planinda bulunan polimerizasyon
enzimi, niikleotidler, primerler, tampon ve su dahil reaktiflerle PCR ciddi sekilde
bozulabilir. (112) Bir numunede patojen hiicre sayist diisiikse ve analitik sistemin

saptama sinirindaysa bu ozellikle onemli hale gelir. (113) Kompleks biyolojik
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numunelerin ¢ogu hem patojenlerin 6zgiil ve hassas belirlenmesi i¢in dnemlidir, hem
de molekiiler yontemleri inhibe eden maddeler igerir. (114, 115)

PCR reaktiflerindeki DNA kontaminasyonunun uzaklastirilmasi, fiziksel,
kimyasal ve enzimatik yaklasimlarla miinkiin olsa da inhibitdrlerin tamamen
uzaklastirilmas1 zor ve zaman alicidir. DNase'larin ve restriksiyon enzimlerinin
kullanimi klinik &rneklerin {iniversal 16S rRNA monitérizasyonunda yanlig-pozitif
oranlarin ortadan kaldirilmasi i¢in gelecek vaat eden bir arag olarak Onerilmistir.
(116) Ancak tiniversal 16S rRNA yonteminde ultraviyole radyasyon, UV radyasyon
ile birlikte 8-Methoxypsoralen uygulamasi, DNase ve restriksiyon enzimleri gibi
DNA dekontaminasyon yontemleri arasinda oldukca degisken DNA eliminasyon
etkinligi ve saptama duyarliliginda kayip saptanmistir. (117)

Ticari olarak elde edilen PCR reaktifleri, kontaminasyonlarinin diisiikligi
nedeniyle tercih edilir olmaktadir. Uygun bir preanalitik set ve tan1 kontrolleri setinin
Onemi, bakteri tespit sisteminin yanlis-pozitif ve yanlis-negatif sonuclar ile ilgili

etkinligi ve dogrulugunun izlenmesinde daha fazla hissedilecektir. (118)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Referans Suslar

Calismada kan dolagimi enfeksiyonlarinda en sik rastlanan 13 referans sus
kullanmilmistir:  Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228, Enterococcus faecalis ATCC 19433, Enterococcus faecium ATCC
19434, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Streptococcus pyogenes ATCC 19615,
Streptococcus agalactiae ATCC 13813, Streptococcus pneumoniae ATCC 49619,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Acinetobacter baumanii ATCC 19606,
Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 33495 ve Proteus
mirabilis ATCC 43071

3.2 Bakteri Diliisyonlarimin Hazirlanmasi

Referans suslarin her biri %5 koyun kanli agara (Salubris A.S., Istanbul)
ekilerek 35°C’de, % 5-10 CO2’li etiivde, 24 saat inkiibe edilmistir. Steril SF i¢ine
eklenen taze bakteri kolonileri 108 CFU/mL yogunluga gelecek sekilde (0,5
McFarland) ayarlanmistir. Bu siispansiyondan steril SF kullanilarak 10! CFU/mL’ye

ulasana kadar 10 katlik seri diliisyonlar hazirlanmistir.

3.3 Hasta ve Géniilliilerden Ahnan Kan Ornekleri
Calismaya Subat - Mayis 2014 tarihleri arasinda, erigkin saglikli gontilliiler ve
Hacettepe Universitesi Hastanesi Yogun Bakim Uniteleri’nde yatmakta olan
eriskin hastalar dahil edilmistir.

Arastirmaya dahil edilmis hastalarin ve goniillilerin 6zellikleri:

1. Yogun bakim iinitesinde yatmakta olan, bir 6l¢iimde 38,3°C ve iizeri veya
bir saat boyunca yapilan ol¢iimlerde 38,0°C ve {izeri atesi olan eriskinler
(202 kisi)

2. Son 30 giinde antibiyotik kullanimi olmayan, akut hastalik gecirmemis,
38,0°C alt1 atesi olan, bilinen kronik hastaligi olmayan goniillii eriskinler

(15 kisi)
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3.4 Goniillillerden Alinan Kanlara Bakteri Diliisyonlarinin Katilmasi
Calismamiz boyunca goniillillerden mor kapakli, EDTA iceren tiiplere 5 ml
kan alinmustir. Ik asama olarak, géniilliilerden alinan kan 6rnekleri havuzlanip 1,5
ml’lik ependorflara 900 ul ayrilmistir. Her bir 900 pl kanin iizerine 13 bakterinin
ATCC suslarindan hazirlanan ilgili diliisyonlardan (10%,102,10%10%10° ve pozitif
kontrol olarak 10%) 100 pl eklenerek 10°,10%,102,10%,10* ve pozitif kontrol olarak 10’
diliisyonlarina ulagilmistir. Ayrica diliisyonlarin her birinden % 5 koyun kanli agara
100 pl ekim yapilmig, 35C’de %5-10 CO2’li etiivde 24 saat inkiibe edilerek
mililitrede koloni olusturan {nite (CFU/ml) sayisi hesaplanmistir. Bu bakteri
diliisyonu eklenmis kan ornekleri tiniversal primer ve prob setleri ile Real-time PCR

yapilarak saptama sinirlar1 belirlenmistir.

3.5 Yogun bakimda yatan hastalarin taranmasi

Yogun bakimda yatmakta olan hastalardan, hekim tarafindan kan kiiltiiriiyle
es zamanl aliman ve mor kapakli, EDTA igeren tiipe konulan 2 ml kan incelenmistir
ayrica girisimsel bir islem yapilmamistir. I¢ Hastaliklari YBU, Anestezi ve
Reanimasyon YBU, Noéroloji YBU ve Genel Cerrahi YBU’nde yatmakta olan
hastalardan klinik mikrobiyoloji ve molekiiler mikrobiyoloji laboratuvarlarina
gonderilen kan 6rnekleri giin i¢inde alindig1 takdirde hemen, mesai saatleri disinda
alindiginda +4°C’de saklandiktan sonra DNA ekstraksiyonu ve saflagtirilmasi
yapilmistir. Elde edilen satf DNA molekiilleri PCR islemine alinana dek -20°C’de
saklanmustir.

(Calismaya dahil edilen hastalardan alinan kan kiiltiirii 6rnekleri ise Hacettepe
Universitesi T1ip Fakiiltesi Klinik Bakteriyoloji Laboratuvar1 Kan Kiiltiirii Calisma
Talimatlarina gore Klinik Bakteriyoloji ekibi tarafindan degerlendirilmis, ¢aligma
sirasinda arastirma ekibi tarafindan herhangi bir miidahalede bulunulmamistir.
Sonuglar otomatize bilgi sisteminden alinarak molekiiler yontem sonuglariin
istatistiksel degerlendirilmesinde kullanilmistir.

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Bakteriyoloji Laboratuvar1 Kan
Kiiltiirii Caligma Talimatlarina gore gelen kan kiltiirii siseleri BACT/ALERT 3D
cihazina firmanin 6nerdigi sekilde yiiklenir. Cihaz pozitif veya negatif sinyal verene
kadar inkiibe edilir. Pozitif sinyal veren siselerden hemen Gram boyama yapilarak,

sonucu klinisyene kritik deger olarak bildirilir. Bu sirada ayni siseden % 5 koyun
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kanli agar, EMB ve c¢ikolata agara ekimler yapilarak 35°C’de %5-10 CO2’li etiivde
inkiibe edilir. Ureyen koloniler, VITEK MS cihazinda firma protokollerine gore ve

diger manuel biyokimyasal testlerle (katalaz, koagiilaz, CAMP vb.) degerlendirilir.

2.6 Orneklerden Bakteriyel DNA Ekstraksiyonu ve Saflastiriimasi

Molekiiler ¢alismalar i¢in hasta 6rnekleri ve goniillillerden alinmis kanlara
katilan bakterilerin DNA’lar1i, High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche
Diagnostics, Almanya) kullanilarak manuel olarak ekstrakte edilmis ve
saflagtirillmistir.  Kullanilan bu kitle, spin-kolon yontemi ile DNA izolasyonu
yapilmistir. Bu sekilde niikleik asitler santrifiijle bir membran filtreye tutturularak

saflastirilmistir. Bakteriyel DNA’larin izolasyonu i¢in kullanilan soliisyonlar ve

maddeler:

Isopropanol 100 pl
Proteinaz K 40 pul
Lizozim 5ul
“Binding buffer” ( Baglama tamponu) 200 pl
“Inhibitor Removal buffer” ( Inhibitdr uzaklastiric1 tampon) 500 pl
“Wash buffer” ( Yikama tamponu) 500 pl
“Elution buffer” ( Ellisyon tamponu) 200 pl

Izolasyon Basamaklart:

1. DNA izolasyonu yapilmis bakteri siispansiyonu veya EDTA’ll tiipe
alinmis hasta Orneginden 200 pl 15 ml’lik niikleaz icermeyen
mikrosantrifiij tiipiine alindi.

2. 5 pl lizozim soliisyonu (20 mg/ml lizozim;20 mM Tris-HCI, pH 8.0; 2
mM EDTA; %]1.2 triton) eklenerek 37°C’de 15 dk inkiibasyona birakildi.

3. 200 pl “Binding buffer” ve 40 ul proteinaz K eklenerek vortekslendi ve
70°C’de 10 dk inkiibasyona birakildu.

4. Karisima 100 pl isopropanol eklenerek 15 sn vortekslendi.
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5. Karigimin tamami filtre tiiptine (HighPure spin kolon) aktarildi ve 1 dk
boyunca 10.000 rpm’de santrifiij edildi.

6. Filtre tiipiine 500 pl “Inhibitor removal buffer” eklendi. 1 dk boyunca
10.000 rpm’de santrifiij edildi.

7. Filtre tiiptine 500 pl “Wash buffer” eklendi. 1 dk boyunca 10.000 rpm’de
santrifiij edildi. Bu yikama basamagi iki kez tekrar edildi.

8. Filtrede kalan alkolii uzaklastirmak igin, filtre {lizerine hi¢bir madde
eklenmeden bos filtre son hizda 10 saniye santrifiij edildi.

9. Filtre tipiine 200 pl “Elution buffer” eklendi. Oda 1sisinda 1 dk
tutulduktan sonra 1 dk boyunca 10.000 rpm’de santrifiij edilerek DNA saf
olarak elde edildi. Bu sekilde elde edilen saf DNA molekiilleri PCR

islemine alinana dek -20°C’de saklandi.

3.7 Bakteriyel Universal Primerler ve FRET Prob Dizaynlar1

Bakteriyel DNA’nin multipleks amplifikasyonu i¢in kullanilan primer ¢ifti,
RWOI1 ve DG74, farkli bakteri gruplar1 arasinda yiiksek oranda korunmus olan 16s
rRNA sekansimi amplifiye eder. Kullanilan hibridizasyon problari, Gram-negatifler
icin LCRed 640 ve Gram-pozitifler i¢in LCRed705 boyalariyla isaretlenmis olup 640

ve 705 kanallarinda verdigi sinyallerle saptanan bakterinin Gram 06zelligini ayiric

niteliktedir.
Primer/Prob Sekans
RWOL1 (Forward Primer) 5’-AAC TGG AGG AAG GTG GGG AT3
DG74 (Reverse Primer) 5’-AGG AGG TGA TCC AAC CGC A-3
Gram-Anchor Prob 5’-CGG AGG AAG GTG GGG ATG ACG TCA A-FL
Gram-Pozitif Prob 5’-L.CRed705-TCA TCA TGC CCC TTACG-P
Gram-Negatif Prob 5’-LCRed640-TCA TCA TGG CCC TTA CG-P
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3.8 Real-time PCR

Goniilliilerden alinmis kana eklenmis 13 standart bakterinin 10°, 10%, 102, 10%, 10* ve
107 diliisyonlarinin DNA’larin1 saptamak ve 202 hasta 6rneginde DNA varligim
arastirmak amaciyla “LightCycler 2.0” cihazt (Roche Diagnostics, Almanya)

kullanilmistir.

PCR i¢in hazirlanan karisimin igerigi su sekildedir:

Su 9,8 ul
Forward Primer RW01(10 pmol) 0,5 ul
Reverse Primer DG74(10 pmol) 0,25 ul
Gram Pozitif prob 0,15 ul
Gram Negatif prob 0,15 ul
Gram Anchor prob 0,15 ul

FastStart DNA Master"-YS HybProbe-Mix (Roche Diagnostics, Almanya) 4 ul

“LightCycler” cihazi i¢in hazirlanmig 6zel kapiller tiiplere, soguk blok
tizerinde bu karisimdan 15 pl dagitilmistir. Her bir tiipe 5 pl ekstraksiyonu yapilmis
DNA eklenmis ve cihazla birlikte temin edilen 6zel santrifiij cihazinda (Roche
Diagnostics, Almanya) 3000 rpm’de 15 sn santrifiij yapilmistir. Kapiller tiipler
“LightCycler 2.0” cihazina yerlestirilmistir.

Her Real-time PCR testinde saglikli goniillillerden alinmis ancak bakteri
eklenmemis bir negatif kontrol kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak “American Type
Culture Collection” (ATCC) 29213 numarali S. aureus, 25922 numarali E. coli veya
33495 numarali K. pneumoniae ATCC 10’ diliisyonlarindan elde edilmis DNA

kullanilmastir.
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“LightCycler 2.0” ile uygulanan PCR protokolii su sekilde ayarlanmistir:
On denatiirasyon: 95%C°de 10 dk
Amplifikasyon (37 dongii): 95%C’de 10 sn ( Denatiirasyon)
55%C°de 10 sn ( Baglanma)
72°C’de 20 sn ( Polimerizasyon)
Erime egrisi: 95°C’de 10 sn
50°C’de 10 sn
95°C’de 10 sn

Sogutma: 95%C°de 10 sn
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4. BULGULAR
Calismaya katilan goniillillerden alinan kana katilmis ATCC suslarinin
10°,10%, 102, 103 ve 10* diliisyonlar1 i¢in %35 koyun kanl agarda 24. saatte iireyen

koloni sayilarina gore saptama duyarliliklar1 Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.1 Goniillilerden alinan kana katilmis ATCC suslarimin  saptama

duyarliliklar
CFU/mlI

S. pyogenes ATCC 19615 40
E. faecium ATCC 19434 130
E. faecalis ATCC 19433 260
S. pneumoniae ATCC 49619 160
S. aureus ATCC 29213 60
S. epidermidis ATCC 12228 50
S. agalactiae ATCC 13813 120
L. monocytogenes ATCC 7644 610
E. coli ATCC 25922 220
K. pneumoniae ATCC 33495 320
P. aeruginosa ATCC 27853 190
A. baumanii ATCC 19606 90
P.mirabilis ATCC 43071 150

Calismaya Subat-Mayis 2014 aras1 Dahiliye YBU, Genel Cerrahi YBU,
Anesteziyoloji ve Reanimasyon YBU ve Néroloji YBU’de yatmakta olan hastalar
dahil edilmistir. Farkli boliimlerde yatan olgular tek grup altinda degerlendirilmis
olup, yontem bazinda degerlendirilme yapildig i¢in ayni hastadan alinan birden fazla
kan 6rnegi ¢alismada kabul edilmistir. Toplamda 93 farkli hastadan 202 tam kan

ornegi ve kan kiiltiiri degerlendirilmistir.

45 erkek ve 48 kadindan olusan 93 farkli hastanin yas ortalamasi 62,1 ve ates
ortalamast 38,4°C bulunmustur. En diisiik ve en yiiksek verilerini de iceren yas ve

ates ortalamalar1 Tablo 4.2°de verilmistir.



ortalamalari
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Tablo 4.2 93 farkli hastanin en diisiik ve en yiiksek verilerini de igeren yas ve ates

Say1 (n) | En diisiik En yiiksek | Ortalama
Ates (°C) | 202 38,0 39,5 38,4
Yas (Yil) |93 21 93 62,1

Calismada degerlendirilen 202 kan kiiltiiriin 167 tanesinde 5 giinliik
inkiibasyon sonucu bakteri veya mantar liremesi goriilmemistir. 12 6rnekte Gram
negatif bakteri, 18 Ornekte Gram pozitif bakteri ve 5 Ornekte mantar iiremesi
olmustur. Kan kiiltiirli yonteminin bakteri iiremesi agisindan pozitiflik yiizdesi
% 14,8 hesaplanmigtir. Bakteri {lireyen Ornekler icin {ireme siireleri
degerlendirildiginde en kisa 10 saat 21 dakika, en uzun 32 saat 10 dakika (ortalama
19 saat 48 dakika) oldugu goriilmiistiir. Tablo 4.3°te hastalardan alinan kan kiiltiirii

orneklerinde lireme sonuglari goriilmektedir.

Tablo 4.3 Hastalardan alinan 202 kan kiiltiirii 6rneginde tireme sonuglari

Sayi (n) | Yiizde(%)
Negatif 167 82,7
Gram (-) bakteri 12 59
Gram (+) bakteri 18 8,9
Mantar 5 2,5
Toplam 202 100,0

Polimikrobiyal tireme 3 ornekte goriilmiistiir. 2 6rnekte A. baumanii ve K.
pneumoniae, 1 6rnekte S. epidermidis ve E. faecium iiremistir. Polimikrobiyal {ireme
yiizdesi % 1,5 bulunmustur. Tablo 4.4’te hastalardan alinan kan kiiltiirii 6rneklerinde

cins veya tiir diizeyinde lireme sonuglar1 goriilmektedir.
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Tablo 4.4 Hastalardan alinan 202 kan kiiltiirii 6rneginde cins veya tiir diizeyinde

lireme sonuglari

Cins/tiir Say1 (n) Yiizde (%)
A. baumanii 3 1,5
A. baumanii + K. pneumoniae 2 1,0
C. albicans 3 1,5
C. guillermondii 1 0,5
C. parapsilosis 1 0,5
E. aerogenes 1 0,5
E. cloacae 1 0,5
E. faecalis 1 0,5
E. faecium 3 1,5
E. faecium + S. epidermidis 1 0,5
E. cloacae 1 0,5
E. coli 1 0,5
K. pneumoniae 1 0,5
Koagiilaz Negatif Stafilokok 9 4,5
P. mirabilis 1 0,5
S. aureus 1 0,5
S. epidermidis 3 1,5
S. maltophilia 1 0,5
Negatif 167 82,7
Toplam 202 100

Calismada degerlendirilen 202 kan Orneginin 167 tanesinde multipleks
Real-time PCR sonucu negatif bulunmustur. 14 ornekte (% 6,9) Gram negatif
bakteri, 21 ornekte (%10,4) Gram pozitif bakteri DNA’s1 varligina dair bulgu
alimmugtir. Calismada kullanilan Real-time PCR yonteminin pozitiflik yiizdesi %17,3
hesaplanmistir. Tablo 4.5’te hastalardan alinan kan oOrneklerinde Real-time PCR

sonuclar1 goriilmektedir.
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Tablo 4.5 Hastalardan alinan kan 6rneklerinde Real-time PCR sonuglari

Say1 (n) | Yiizde(%)
Negatif 167 82,7
Gram (-) prob | 14 6,9
Gram (+) prob | 21 10,4
Toplam 202 100,0

Calismada standart yontem olarak kan kiiltlirii kullanilmig olup Real-time
PCR sonuglar1 karsilastirilmali olarak degerlendirilmistir. Bakteri iiremesi agisindan
duyarlilik % 100, 6zgillik % 97, pozitif prediktif deger % 85 ve negatif prediktif
deger % 100 olarak hesaplanmistir. Hastalardan alinan kan kiiltiirii 6rneklerinde
bakteri iireme sonuglar1 ve kan Orneklerinde Real-time PCR sonuglari

Karsilastirilmali olarak Tablo 4.6’da verilmistir.

Tablo 4.6 Hastalardan alinan kan kiiltiirii 6rneklerinde bakteri tireme sonuglar1 ve

kan orneklerinde Real-time PCR sonuglar1 karsilastirilmali sonuglari

Kan kiiltiirii, n (%)

Negatif Gram (-) Gram (+)
Real-time PCR, | Negatif 172(97,0) | O 0
n (%) Gram (-) 2(1,2) 12 0
Gram (+) 3(1,8) 0 18
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Goéniilliillerden alinan kanlara katilmis ATCC suslarmnin 104103, 107, 10! ve
10° diliisyonlar1 igin multipleks Real-time PCR ile 705 veya 640 kanallarinda
saptama sonuglar1 elde edilmistir. Pozitif konrol olarak ilgili bakterinin 10’
diliisyonu, negatif kontrol olarak bakteri katilmamis goniilli kanmi kullanilmistir.

Sekil 4.1-13’te grafikler ve Ct degerleri gosterilmektedir.

Sekil 4. 1 Goniillilerden alinan kana katilmig S. pyogenes ATCC 19615
susunun 104, 103, 102, 10 ve 10° diliisyonlar1 i¢in multipleks Real-time PCR ile
saptama sonuglarii gostermektedir. (pk: Pozitif kontrol, nk: Negatif kontrol)

0.34+
W nk
0.29- B :pyogenes pk 1203
. = ppogenes 104 1764
-4 0.24 B :pyogenes 103 2102
L= B :progenes 102 2564
F| Ll B :pyogenes 101 3043
a2 B :pyogenes 100 [»32.00]
w0144
Bt
(=]
= oo
0.04+
-0.014

1 2 3 4 &5 & 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 25 27 256 29 30 31 32 33 34 35 36 37
Dingiiler

Sekil 4. 2 Goniillillerden alinan kana katilmis E. faecium ATCC 19434
susunun 104, 108, 102 10! ve 10° diliisyonlar1 icin multipleks Real-time PCR ile
saptama duyarlilhigini gostermektedir. (pk: Pozitif kontrol, nk: Negatif kontrol)

0.46
nk.

041 & faecium pk 14.65
035 efaecium 104 1908
& faecium 103 2413

;ﬁ‘ 031 W efeecum102 2381
= pzs{ M efascium 101 33200
= .
g oo W e faecium 100
w
@ 016
S
& 011
0.0

0.01

1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 25 27 256 29 30 31 32 33 34 35 36 37
Dingiiler
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Sekil 4. 3 Goniilliilerden aliman kana katilmig E. faecalis ATCC 19433

susunun 104 103, 102, 10' ve 10° diliisyonlar1 i¢in multipleks Real-time PCR ile

saptama duyarliligin1 géstermektedir.(pk: Pozitif kontrol, nk: Negatif kontrol)

Floresans (705)

016 Bk
o1a] W = fascalis pk 2014
e faecalis 104 24.38
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0.06

0.04

0.02

0 e
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Sekil 4. 4 Goniillillerden alinan kana katilmis S. pneumoniae ATCC 49619

susunun 104, 103, 102, 10! ve 10° diliisyonlar1 i¢in multipleks Real-time PCR ile

saptama duyarliligini1 gostermektedir. (pk: Pozitif kontrol, nk: Negatif kontrol)

Floresans (705)

0.35

0.25

0.23

015

013
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Dingiiler
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Sekil 4. 5 Goniillilerden alinan kana katilmig S. aureus ATCC 29213

susunun 10% 103, 10% 10! ve 10° diliisyonlar1 i¢in multipleks Real-time PCR ile

saptama duyarliligini gostermektedir. (pk: Pozitif kontrol, nk: Negatif kontrol)

Floresans (705)
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Dongiiler
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Sekil 4. 6 Goniillillerden alinan kana katilmis S. epidermidis ATCC 12228
susunun 104 103, 102, 10' ve 10° diliisyonlar1 i¢in multipleks Real-time PCR ile
saptama duyarliligini géstermektedir. (pk: Pozitif kontrol, nk: Negatif kontrol)

0.314
W ok
oap| W sepidemicspk 1578 |
: 3 epidemmidiz 104 21.72
;n“ a1 B s epidemidis 103 24.88
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Sekil 4. 7 Goniillilerden alinan kana katilmis S.agalactiae ATCC 13813
susunun 104, 103, 102, 10! ve 10° diliisyonlar1 i¢in multipleks Real-time PCR ile
saptama duyarliligin1 gostermektedir (pk: Pozitif kontrol, nk: Negatif kontrol)
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pz1{ Mk
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Sekil 4. 8 Goniilliilerden alinan kana katilmis L. monocytogenes ATCC 7644
susunun 104, 103, 102, 10* ve 10° diliisyonlar1 icin multipleks Real-time PCR ile
saptama duyarliligini gostermektedir (pk: Pozitif kontrol, nk: Negatif kontrol)

025 W

023 M listeiapk  19.20
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Sekil 4. 9 Goniillillerden alinan kana katilmig E. coli ATCC 25922 susunun

104, 103, 10% 10' ve 10° diliisyonlar1 i¢in multipleks Real-time PCR ile saptama

duyarliligin1 gostermektedir. (pk: Pozitif kontrol, nk: Negatif kontrol)
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Sekil 4.10 Goniillilerden alinan kana katilmig K. pneumoniae ATCC 33495

susunun 104 103, 102, 10 ve 10° diliisyonlar1 i¢in multipleks Real-time PCR ile

saptama duyarlihigim gostermektedir. (pk: Pozitif kontrol, nk: Negatif kontrol)

02 W o
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Sekil 4.11 Goniilliilerden alinan kana katilmis P. aeruginosa ATCC 27853

susunun 10% 103, 10% 10! ve 10° diliisyonlar1 i¢in multipleks Real-time PCR ile

saptama duyarliligini gostermektedir. (pk: Pozitif kontrol, nk: Negatif kontrol)
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Sekil 4.12 Goniillilerden alinan kana katilmis A. baumanii ATCC 19606

susunun 104 103, 102, 10! ve 10° diliisyonlar1 i¢in multipleks Real-time PCR ile

saptama duyarliligini géstermektedir. (pk: Pozitif kontrol, nk: Negatif kontrol)
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Sekil 4.13 Goniillillerden alinan kana katilmis P.mirabilis ATCC 43071

susunun 104 103, 102, 10! ve 10° diliisyonlar1 i¢in multipleks Real-time PCR ile

saptama duyarlihigimi gostermektedir. (pk: Pozitif kontrol, nk: Negatif kontrol)
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Multipleks Real-time PCR ile degerlendirildiginde kanal 640 ile elde edilen
floresans Gram negatif bakteri DNA’s1 varligini, kanal 705 ile elde edilen floresans
Gram pozitif bakteri DNA’s1 varligin1 gostermektedir. 202 hastanin tam kan
ornekleri her iki kanalda degerlendirilmis olup 19, 40, 41, 48, 64, 70, 78, 83, 102,
103, 123, 132, 135, 136, 141, 148, 168, 175, 177, 182 ve 190. hastalarda Gram
pozitif, 24, 25, 46, 61, 66, 75, 86, 91, 99, 108, 118, 137, 152 ve 161. hastalarda Gram
negatif DNA varligina dair pozitif sinyal elde edilmistir. Sekil 4.14-22°de multipleks
Real-time PCR sonug grafikleri gosterilmektedir. Pozitif konrol olarak E. coli ATCC
25922 , K. pneumoniae ATCC 33495ve S. aureus ATCC 29213 10’ diliisyonlarindan
elde edilmis DNA, negatif kontrol olarak bakteri katilmamis goniillii kan

kullanilmustir.

Sekil 4.14 1-18. hastalardan alinan kanlarin degerlendirilmesi. Ct degerleri drnegin

yaninda belirtilmistir. (pk: Pozitif kontrol, nk: Negatif kontrol)
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Sekil 4.15 19-42. hastalardan almman kanlarin degerlendirilmesi. Ct degerleri

orneklerin yaninda belirtilmistir. (pk: Pozitif kontrol, nk: Negatif kontrol)
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Sekil 4.16 43-65. hastalardan alinan kanlarin degerlendirilmesi. Ct degerleri 6rnegin

yaninda belirtilmistir. (pk: Pozitif kontrol, nk: Negatif kontrol)
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Sekil 4.17 66-88. hastalardan alinan kanlarin degerlendirilmesi. Ct degerleri 6rnegin

yaninda belirtilmistir. (pk: Pozitif kontrol, Negatif kontrol bu drnekte ¢alismamistir)
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Sekil 4.18 89-111. hastalardan alinan kanlarin degerlendirilmesi. Ct degerleri
ornegin yaninda belirtilmistir. (pk: Pozitif kontrol, nk: Negatif kontrol)
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Sekil 4.19 112-135. hastalardan alinan kanlarin degerlendirilmesi. Ct degerleri

ornegin yaninda belirtilmistir. (pk: Pozitif kontrol, nk: Negatif kontrol)
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Sekil 4.20 136-160. hastalardan alinan kanlarin degerlendirilmesi. Ct degerleri

ornegin yaninda belirtilmistir. (pk: Pozitif kontrol, nk: Negatif kontrol)
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Sekil 4.21 161-183. hastalardan alinan kanlarin degerlendirilmesi. Ct degerleri
ornegin yaninda belirtilmistir. (pk: Pozitif kontrol, nk: Negatif kontrol)
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Sekil 4.22 184-202. hastalardan alinan kanlarin degerlendirilmesi. Ct degerleri
ornegin yaninda belirtilmistir. (pk: Pozitif kontrol, nk: Negatif kontrol)
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5. TARTISMA

Kan dolasimi enfeksiyonlar1 yiiksek morbidite ve mortaliteyle iliskilidir.
Bakteriyemi tespitinde altin standart kan kiiltiiriidiir. Ancak, islem siiresi genellikle
3-15 giindiir (ortalama: 4 giin) ve sadece %10-20’sinde pozitiflige rastlanir. (119)
Etken patojenlerin erken saptanmasi ve uygun antimikrobiyal uygulanmasi sag kalim
icin 6nemli oldugundan, otomatize kan kiiltiirii sisteminde sinyal pozitiflesmeden
once kanda mikroorganizma varli§inin saptanmasi ic¢in ¢esitli molekiiler stratejiler

uygulanmis ve hizli, duyarli ve 6zgil tekniklerin gelismesi icin yeni yoOntemler

Onerilmistir. (120, 121)

PCR bu amagla kullanilabilecek en 6nemli molekiiler araglardan biri olup,
klinik mikrobiyolojide kullanimi yeni bir ¢ag a¢mustir. PCR' a dayali teknikler
arasinda, Real-time PCR virolojide ¢ok sik kullanilmaktadir ve son zamanlarda

bakteriyolojide de giderek artan oranda kullanilmaya baslamistir. (122)

Bakterilerin saptanmasi amaciyla 16S rRNA’nin amplifikasyonunu temel alan
birgok protokol, farkli enfeksiydz alanlardan alinan orneklere uygulanmistir. (123)
Bu yontemlerle dogrudan kan orneklerinden patojen tespitinde hizli ve duyarli bir
saptama saglanabildigi gosterilmistir. (124) Tim bu c¢alismalar kan dolasimi
enfeksiyonu siliphesi olan hastalarda kanda bakteri varliginin PCR' a dayali olarak

tespitinin 6nemli bir klinik arag olabilecegini gostermistir. (125)

Bu caligmada yogun bakimda tedavi goren eriskin hastalarda, yiiksek ates
doneminde alman kan 6rneklerinde bakteriyemi varligi Real-time PCR yontemi ile
arastirillmistir.  Greisen ve arkadaglari tarafindan tanimlanmis iiniversal primerler,
RWO01 ve DG74, farkli bakteri gruplari arasinda yiiksek oranda korunmus olan 16s
rRNA sekansini ¢ogaltmak i¢in kullanilmistir.(126) PCR iiriinleri Wellinghausen ve
arkadaglarinin  yaptigt ¢aligmada kullanilan FRET prob dizileri kullanilarak
multipleks Real-time PCR ile saptanmistir. Kullanilan hibridizasyon problari, Gram-
negatifler i¢in LCRed 640 ve Gram-pozitifler i¢cin LCRed705 boyalariyla
isaretlenmis olup 640 ve 705 kanallarinda verdigi sinyallerle saptanan bakterinin
Gram 6zelligini ayirict niteliktedir. (127) Calismada kullanilan {iniversal primerler ve
floresan hibridizasyon problari ile diisiik miktarlarda DNA'nin hizli tespiti ve dogru

Gram siniflamas1 saglanmis olup, tiim bakteri tiirleri i¢in tek bir protokoliin
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kullanilmast kan orneklerini test etmek i¢in hem zaman hem de maliyet avantaji

saglamistir.

Real-time PCR, biyolojik sivilardan bakteriyel DNA'nin tespit edilmesinde
umut veren bir aractir. Calismada, kan kiiltiinde iireme olan hastalarin tamaminda
(duyarlilik % 100), kanda bakteri varliginin direkt tespiti i¢in multipleks Real-time
PCR yonteminin kullanilabilecegini gosterdik. Literatiirde molekiiler yontemlerin
duyarhliklarinin  %41-100 arasinda degistigi bildirilmekle beraber, bu genis
duyarlilik araliginin nedeni kullanilan molekiiler yontemlerin birbirinden oldukca
farkli olmasidir. (128) Molekiiler yontemlerde gelismeler c¢ok hizlidir ve
caligmamizda en gilincel yontemlerden biri olan FRET problar ile Real-time PCR
yapilmistir. Obara ve arkadaglari tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada 12 kan
kiltiirii pozitif 6rnegin 11°inde (%92) multipleks Real-time PCR pozitif sonug
vermistir. (129) Chen ve ark ise ¢ocuklarda yaptiklar1 bir ¢calismada 15 kiiltiir pozitif

hastanin tamaminda (% 100) iiniversal primerlerle Real-time PCR’da pozitiflik

saptamistir. Bulgularimiz benzer yontemler kullanan molekiiler calismalarla

uyumludur. (130)

Klinik sartlarda enfeksiyon tanisi i¢in molekiiler teknoloji kullanmanin temel
amact patojenlerin erken tespitidir. Caligmanin en Onemli avantaji, bu PCR
teknigiyle DNA hazirlanmasi (35 dk), Real-time PCR reaktiflerinin hazirh@: (15 dk),
PCR ve verilerin analizini (50 dk) kapsayan toplam islem siiresinin, 2 ml tam kan
Orneginin laboratuvara gelmesinden baglayarak 2 saatten az siirmesidir. Floresan
hibridizasyon problari kullanarak uygulanan Real-time PCR, diisiik miktardaki
bakteriyel DNA'nin erken tespitini saglayabilir ve bu sayede analitik duyarlilig1
artirmak amaciyla testten Once kan kiiltlirlerinin zaman harcayan inkiibasyonuna
ihtiyagc duyulmaz. Bu yaklagim sepsis siipheli hastalardan alinan kandaki
mikroorganizmalarin tespitini birkac saat i¢inde saglayan multipleks Real-time PCR
sonuglarina dayanarak ilk tedaviyi verecek klinisyenin hedefe yonelik uygun
antimikrobiyal tedavi secimini kolaylastirarak klinik cevab1 pozitif yonde

etkileyebilir.

Bu calismada otomatize kan Kkiiltiirii sistemiyle sinyalin pozitiflesmesine

kadar ortalama inkiibasyon siiresi 19.48 saatti, Wellinghausen ve arkadaglari
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tarafindan yapilan calismada ise bu siire 19,2 saat idi. (131) PCR i¢in ise drnek
alimindan itibaren DNA izolasyonu ve Real-time PCR testlerini yapmak i¢in gerekli
zaman g0z Oniline alindiginda, otomatize kan kiltir sisteminde sinyalin
pozitiflesmesi ve PCR analizi sonucu arasinda hala ortalama yaklasik 17 saat zaman
farki vardir. Kumar ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢aligmada sepsisli hastalarin
prognozlarinin antibiyotik tedavisinin erken verilmesiyle ciddi anlamda daha iyi hale
geldigi, uygun olmayan antimikrobiyal tedavi hastane mortalitesinin bagimsiz bir
belirleyicisi oldugu ve septik sok varliginda etkili antibiyotiklerin verilmesinde her
bir saatlik gecikme mortalite oranlarinda Olgiilebilir artislara neden oldugu

belirtilmektedir. (132)

Calismamizda degerlendirilen kan kiiltiirii negatif hastalarin sonuglar1 ise en
erken bes glinliik inkiibasyon sonrasinda klinisyene bildirildi. PCR ve geleneksel kan
kiiltiirli metotlarinin sonuca kadarki zaman agisindan direkt karsilastirmasi ve tedavi
icin zaman kazanmanin detayli analizi bu calismanin kapsaminda degildir ancak
calisgmamizda kullandigimiz multipleks Real-time PCR ile klinisyene kanda bakteri
olup olmadig1 sonucu ayni giin igerisinde verilebilmektedir. Bu nedenle, negatif PCR
sonuglarinin 24 saat i¢inde bildirilmesi ayirici tanida klinisyeni sepsis dist nedenlerin
aragtirtlmasina yonlendirerek hasta yoOnetiminde daha etkili karar verilmesini

saglayabilir.

PCR tarafindan saptanan patojenlerin tiir tayininin yapilmasi calismamizin
kapsaminda degildir. Bunun amaclandigi durumlarda amplikonlarin sekanslanmasi,
hibridizasyon veya yeni ticari molekiiler tanimlama yontemlerinin kullanilmasi
gerekmektedir. Amplikon sekanslanmasi ile birlikte diisiiniildiiglinde amplikonlarin
saflagtirmasi, hizli sistemlerde sekanslama ve veri analizi i¢in harcanan ek siire 3-4
saattir. Uremesi zor bakterilerin neden oldugu enfeksiyonu olan hastalarda veya kan
orneklerinin sadece antimikrobiyal tedavi baslandiktan sonra alinabildigi vakalarda
ertesi giin elde edilen PCR sonuglarinin bile c¢ok degerli oldugu goéz oOniinde

bulundurulmalidir. (133)

Calismamizda kullanilan yontemle, saptanan bakteri sadece Gram 6zelligine
kadar tanimlaniyor olsa da kan kiiltiiriiniin pozitiflestigi zaman diliminde de sadece

Gram boyama karakteristiklerinin saptanmas: yapilabilmekte ve etken patojenin
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tanimlanmas1 i¢in ek yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Kullandigimiz molekiiler
saptama yOnteminin hizla gelismekte olan diger molekiiler tanimlama yontemleri ile
birlestirilmesi ayn1 giin iginde klinisyene tiir tanimlamasi1 hatta antibiyotik direnci
hakkinda bilgi verilmesini saglayarak maliyet etkin bir sekilde hasta tedavisinin

yonlendirilmesine katkida bulunacaktir.

Bu calismada, Real-time PCR ile bakteriyemi saptama orani klasik kan
kiiltiirline gore daha yiiksek bulunmustur (sirasiyla % 17,3 ve % 14,8) Sadece
molekiiler yontem ile tespit edilen bakteriyeminin klinik uygunlugunun ne oldugu,
PCR'la saptanan kandaki DNA’nin ger¢ek enfeksiyonu yansitip yansitmadigi,
subklinik bakteriyel enfeksiyonu olan hastalar1 saptamanin klinik 6nemi olup
olmadigi, kan kiiltlirii ve DNA'ya dayali testler arasinda bir karsilastirma yapmak
icin en iyi dizaynin ne oldugu sorulari baglaminda bu sonuglarin irdelenmesi

gereklidir.

Calismamizda sadece atesi yliksek olan erigkin hastalar degerlendirilmis olup,
bes hastada PCR pozitifken (ii¢ hastada Gram pozitif sinyal, iki hastada Gram negatif
sinyal) ayni anda yapilan kan kiiltiiriinde iireme yoktu. Sadece PCR tarafindan
bakteriyemi vakalarmin tespit edildigi Onceki yayinlarda kiiltiirde {ireme
olmamasimin olasi nedenleri tartigilmis, kan Orneklerinin antimikrobiyal tedavi
baslandiktan sonra alinmasi, lireme ortaminin tiirli, 6rnek hacmi ve tekrarlayan kan
kiiltiirlerinin sayisinin bakteriyeminin tespitinde kan kiiltiirlerinin duyarliligim
etkiledigi bildirilmistir. (134) Kantitatif kan kiiltiiri ¢alismalarinin sonuglarina gore,
eriskinlerde klinik olarak anlamli ¢ogu bakteriyemi episodlar1 esnasinda dolasimda
diisiik sayilarda bakteri bulunmaktadir. Werner ve arkadaslan stafilokoksik ve
streptokoksik endokarditi olan eriskin hastalardan alinan kan kiiltiirlerinin %54'inde,

her bir ml kanda 1 - 30 CFU bulundugunu gostermistir. (135)

Calismamizda 108 numarali hastada Gram negatif prob ile DNA varlig
saptanmas1 klinik olarak anlamli goriinmektedir ¢iinkii bu hastada 24 saat sonra
yapilmis olan kan kiiltiirinde A. baumanii ve K. pneumoniae iiremesi olmustur. Bu
sonu¢ ¢ok carpict bir bigimde Real-time PCR analizi ile kan kiiltiiriinden 6nce kanda

bakteri varliginin saptanabilecegini desteklemektedir.
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Yirmi bes numarali hasta ise aspirasyon pnomonisi ile takip edilmekte ve
degerlendirdigimiz 6rnek alindiginda alti glindiir meropenem ve kolistin tedavisi
almaktaydi. Hastanin kan kiiltiirii 6rnegi alinmadan 17 giin 6nce, bes giin dnce ve bir
giin sonra alinan derin trakeal aspirasyon orneklerinde A. baumanii iiremesi oldugu
goriilmistiir. Kan kiiltiirii negatif- PCR pozitif bulunan bu hasta i¢in bulgularimiz
kana enfeksiyon bdlgesinden bakteri gecisi oldugunu akla getirmektedir. Molekiiler
raporlar1 degerlendirirken akilda kalmasi gereken bir nokta, fagositik hiicrelerin
icinde bulunan ya da antimikrobiyaller tarafindan inhibe edilen mikroorganizmalarin
dolasimdaki DNA'larinin tespitinin, enfeksiyondan sorumlu canli mikroorganizma
varhigr anlamma gelmedigidir. Curson ve arkadaglari belirttigi gibi multipleks
tiniversal Real-time PCR teorik olarak yasamayan mikroorganizmalarin serbest
DNA's1 da dahil, kan 6rneklerindeki bakteriyolojik DNA'y1 tespit edebildiginden
PCR'a dayali metodlar kan kiiltiiriinden daha duyarhidir. Pozitif PCR sonucu gegici
bakteriyeminin ya da antimikrobiyal tedavinin tamamlanmasindan bir kag giin sonra

dolasimda hala tespit edilebilen DN Avarliginin gostergesi olabilir. (136)

Bu ¢alismada degerlendirilen FRET prob dizaynli Real-time PCR giivenilir
olarak Gram pozitif ve negatif bakterileri ayristirmaktadir. Onceki caligmalarla
uyumlu bir sekilde, calismamiz PCR sonuglariyla kan kiiltiiriiniin sonug¢larinin
uyumlu oldugunu dogruladi. (137, 138). Bizim ¢alismamizda literatiirdeki bir ¢ok
calismanin aksine PCR negatif kiiltir pozitif 6rnek bulunmamasina ragmen bu
caligmalarda belirtilen nedenlere deginmek gereklidir. (in vivo diisiik veya yliksek

bakteriyemi, PCR engelleyici kan elemanlari )

Ornek alimasi esnasinda in vivo diisiik bakteriyeminin etkisini degerlendiren
Kreger ve arkadaslar1 (139), Gram negatif bakteriyemili 77 hastanin %73"tiniin kan
kiltiirlerinin 10 CFU/ml'nin altinda igerdigini tanimladi. Bagka bir c¢alismada ise
tespit edilme smirlart Gram negatifbakteriler icin 110-460 CFU/ml Gram pozitif
bakteriler i¢in 20-40 CFU/ml bulunmustur. Yaklasik 10 ml'lik tam kanin
inokiilasyonundan sonra uygulanan klasik kan kiiltiiriintin 1 CFU/ kiiltiir sisesi teorik
duyarliligr ile karsilastirildiginda, bakteri yiikii az olan bakteriyemili hastalar igin
molekiiler yontemlerin tanisal degeri kisitlanmaktadir. Lehmann klinik 6rneklerde ve

diisiik miktarda bakteriyel DNA’da Onemli bakteri yiiklerini ayirt etmede sinir
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degerlerini saptamanm 6nemini raporlamistir.(140) Ote yandan yiiksek bakteriyel
DNA konsantrasyonunun da molekiiler saptamay1 inhibe edebildigine dair yayimlar
bulunmaktadir.(141)

Insan kan orneginin molekiiler analizinde diger sorun insan arka plan
DNA’larinin  primerlerle ve problarla capraz reaksiyona girmesi ve PCR
reaksiyonlarini inhibe etmesi olarak gosterilmistir. (142) Bir calismada beyaz hiicre
sayist 30.000/milimetrekiipiin lizerinde iken PCR'im inhibisyonu oldugu ve bu
durumun muhtemelen diisiik diizeydeki bakteri DNA's1 ile yiiksek diizeydeki insan
DNA's1 arasindaki yarigmadan kaynaklandigi bildirilmistir. (143)

Bu c¢alismada sepsisli hastalarda en sik rastlanan 13 bakterinin seri
dilisyonlar1 hazirlanarak saglikli goniilliillerden alinmis kan 6rneklerine eklenmis ve
saptama sinirlart Gram pozitifler igin 40-610 CFU/ml ve Gram negatifler i¢in 90-320
CFU/ml olarak tespit edilmistir. Nadkarni ve arkadaslar1 S. aureus, E. coli ve
P. aeruginosa DNA'larim1 kullanarak yaptigi  Olgiimlerde bu tiirlerin
kromozomlarindaki 16S rRNA operonlarinin kopya sayilarinin farkli olmasindan
otiirli saptama siirlariin farkli oldugunu belirtti. (144) Horz ve arkadaglari1 benzer
sekilde Gram pozitiflerin Gram negatiflerden daha duyarli bir sekilde tespit
edildigini gozledi. (145) Bulgularimiz literatlirdeki c¢aligmalarla uyumlu olsa da,
gozlenen tespit sinirlarindaki farkin nedeni ne olursa olsun, kullanilan sistemdeki
saptama sinirlar1 bakteriyemi tanisini koymada yeterli olup olmadig agik degildir.
Bu konuyla ilgili yapilan ¢aligmalarin ¢ogu prospektif ve gézlemsel bir dizayna sahip
olup literatiirde molekiiler testlerle elde edilen sonuclarinin klinik tedaviyi
yonlendirmesi bakimindan yapilmis ¢calismalarin sayisi ¢ok azdir.

Kan kiiltiirii yeni molekiiler tekniklerin istatistiksel degerlendirmesi i¢in altin
standart olarak kullanilmaktadir ancak kan kiiltiiriiniin kontaminasyonuna bagh
pozitif veya gii¢c lireyen/liremeyen mikroorganizmalara bagli negatif sonuglar, PCR
sonuglarmin dogru degerlendirmesinde bir kisitlama ortaya koymaktadir. (146)
Karahan ve arkadaslar1 otomatik sistemlerle tespit edilen yanlis pozitif kan kiiltiirii
siselerindeki mikrobiyal DNA'nin degerlendirilmesini Onermistir.(147) Peters ve
Nakamura ise Real-time PCR degerlendirmesinin sadece kan kiiltiirii ile degil ayn1
zamanda hastalarin diger mikrobiyolojik kiiltiirleriyle ve klinik verileriyle de uyumlu

olmasini tavsiye etmistir. (148)
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Kan kiltiri i¢in kullanilan kan hacminin patojenlerin iireme oranini
etkiledigi iyi bilinmektedir ve kan kiiltiirii i¢in tercih edilen kan hacmi en az 10
ml'dir. (149) Kiltir i¢in gonderilmis olan kanlarin hacmi ¢alismamizda
degerlendirilmemis olsa da uzun siire hastanede yatan hastalarda yiiksek hacimde
kan almanin zorlugu klinisyenler agisindan bir gergektir. Kan kiiltiirii i¢in gerekli
olan kan hacmiyle karsilastirildiginda multipleks Real-time PCR tek sayida ve az
miktarda kan Ornegi kullanarak mikroorganizmalar1 tespit edebilmesi yontemin

Oonemli avantajlarindan biridir.

Calismamizda, hastalarin kaninda Real-time PCR tarafindan mikrobiyal
DNA'in tespiti klinik verilere, mikrobiyolojik ve radyolojik arastirmalara gore
hastalarin ¢ogunlugunda kanitlanmig ya da muhtemel enfeksiyonlarla iligkiliydi.
Calismamizda PCR pozitif, kiiltiir negatif bes 6rnegin iiclinde saptanan DNA’nin
anlamlilig1 kesin saglanamamistir. Her ne kadar farkli PCR-giivenlik kabinlerinde ve
farkli odalarda ¢alisma adimlar1 yapilsa da, orneklerin kontaminasyonu tamamen
dislanamaz. PCR reaksiyonunun duyarliliinin bir Ornekte diisiik sayilarda
mikroorganizmay1 tespit edebilecek kadar yiiksek olmasi gereklidir. Kan alimi
sirasinda Ornegin ¢evresel veya normal flora mikroorganizmalariyla kontaminasyonu
ya da PCR malzemelerinin kontamine olmas1 6zgiil olmayan sinyallere neden olarak
bakteri tespitinin 6zgiilliigiinii azaltmakta ve yanlis-pozitif sonuglar bulunmasina
neden olmaktadir. (150) Bu calismada 6zgiil olmayan sinyallerden kaginmak ve
analitik duyarlihigr artirmak icin yliksek kaliteli, DNA kontaminasyonu olmayan,
bilimsel literatiirde son zamanlarda tartisilmis olan Onerilere uygun ekstraksiyon

kitleri ve PCR malzemeleri kullanilmistir.

Kontaminasyon olasilig1 otomatik Real-time PCR gibi teknik gelismelerden
sonra anlamli bir sekilde azaltilmis olsa da ¢aligmalarin toplu bir sekilde tek seferde
yapilmasi, laboratuvar ortaminda kontaminasyondan kag¢mmak icin gerekli tiim
onlemlere uyulmasi, ¢alisma esnasinda kiyafet degistirilmesi, laboratuvar yiizeyleri
ve uygulayanlarin  siklikla dekontamine edilmesi Onerilmektedir. (151)

Calismamizda bu oOnlemlerin tamamina dikkat edilmis olmakla beraber, yiiksek
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derecedeki Onlemlere ragmen yontemin laboratuvarda uygulamasi zahmetli

olmamustir.

Giincel molekiiler metotlarin 6nemli bir yetersizligi antibiyotiklere olan
duyarliligin heniiz test edilememesidir. Metisiline direnci gosteren mecA, 3. kusak
sefalosporinlere direnci gosteren bla, florokinolonlara direnci gdsteren mutasyona
ugramis gyr A/B gibi pek ¢ok antibiyotige direnci gosteren genleri tespit eden
yontemler gelistirilmis olmasina ragmen; antibiyotikleri yikan enzimlerin tretilmesi,
bakterideki antibiyotiklerin baglandigi aktif bolgelerin ve ilag atim pompalarinin
degistirilmesi gibi pek c¢ok ila¢ diren¢ mekanizmasi heniiz molekiiler olarak tespit
edilmekten uzaktir. (152) Bu nedenle geleneksel kan kiiltiirii yontemi patojenlerin

antimikrobiyallere duyarliligini saptamak agisindan hala gereklidir.

Real-time PCR yaklasimiyla etken bakterinin saptanmasinin, kan kiiltiiriine
kiyasla daha fazla is giicii istedigi ve daha pahali oldugu unutulmamalidir. Bir hasta
orneginden DNA ekstraksiyonu ve PCR i¢in ornek basina sarf ve reaktif masraflar
oldukca yiiksektir. Ancak, yavas veya zor lireyen patojenlerle enfeksiyondan
siiphelenilen hastalarda ve patojenin hizli saptanmasini amaglayan ciddi klinik
durumlar1 olan hastalarda molekiiler yontemler onemli bir destek tan1 araci
olabilmektedir. Caligmamizda finansal analiz yapilmamis olsa da uygun olmayan
antimikrobiyal tedaviden kaginiliyor olmasi ve morbiditenin azaliyor olmasi ile reel
bir faydadan bahsedilebilir. Ayrica, molekiiler yontemlerin kullanimi yayginlastikca

yiiksek maliyetlerin anlamli bir sekilde diismesinin ka¢inilmaz oldugu gergektir.
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6. SONUCLAR

. Bakteriyel 16S rDNA'nin korunmus bir bdlgesi tiiniversal primerlerle
cogaltilmis olup Gram ayirict FRET prob dizileri kullanilarak multipleks
Real-time PCR ile saptanmustir.

. Kan kiiltiinde iireme olan hastalarin tamaminda (duyarlilik % 100) kanda
bakteri varlig1 saptanmistir. Toplam islem siiresi, 2 ml tam kan 6rneginin
laboratuvara gelmesinden baslayarak iki saatten az siirmiistiir. Bu siire
sonunda bakteri DNA’s1 bulunan 6rnekte Gram 6zelligi belirlenmistir.
Real-time PCR ile bakteriyemi saptama orani klasik kan kiiltiiriine gére daha
yilksek bulunmustur. Sadece molekiiller yontem ile tespit edilen
bakteriyeminin klinik uygunlugunun degerlendirilebilmesi i¢in daha biiyiik,
cok merkezli, randomize kontrollii bir ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
Gliniimiizde kanda mikroorganizma varligini saptayan ve tanimlayan bir¢cok
ticari sistem gelistirilmistir. Bu sistemlerin en biiyiik avantaji hizli olmalaridir
ancak maliyetleri oldukga yiiksektir. Kan dolasimi enfeksiyonlarinda klinik
tipik olmadigindan, slipheli her hasta ig¢in bu molekiiler tekniklerin
kullanilmast maliyet-etkinlik agisindan kabul edilebilir degildir. Ucuz ve
etkili bir molekiiler tarama yontemi ile kombine edildigi takdirde yeni
gelistirilen ticari sistemler 6zel bir hasta grubuna uygulanabilecek olup biiyiik
bir maliyetin 6niine gegilebilecektir. Calismamizin bulgulari bu amaca hizmet

eder nitelikte goriinmektedir.
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