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OZET

SEPSIS TANISINDA YENI MOLEKULER YONTEMLERIN KULLANILMASI
Burcu YERTUT
Yiiksek Lisans Tezi, Gaziantep Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Tez Danigmani: Dog. Dr. Yasemin ZER
Haziran 2012, 58 sayfa

Bakteriyemi, ciddi seyirli infeksiyonlardan biri olup, yliksek mortalite ve morbidite
sebebidir. Taninin hizla konarak tedaviye baslanmasi 6nemlidir. Bu ¢alismada
bakteriyemi tanisinda kan kiiltiiri ve PCR testinin sonuglar1 karsilastirilmstir.
Calisma Gaziantep Universitesi T1p Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuarma
gonderilen 6rnekler ile prospektif olarak yapildi. Haziran-Eyliil 2011 tarihleri arasinda
kan kiiltiirii istenen hastalardan es zamanli olarak sepsis paneli ¢alisilarak sonuglari
degerlendirildi. Belirtilen siire icerisinde ¢calismaya 164 hastaya ait 6rnek alindi. Kan
kiiltiirii BacT-Alert (Biomerieux) tam otomatik kan kiiltiirii sistemine alindi.
Bakterilerin tanimlanmasinda Vitek2 (Biomerieux) tam otomatik bakteri tanimlama
sistemi kullanildi. Molekiiler olarak bakteriyel DNA varhigi multiplex real-time PCR
(LightCyler SeptiFast, Roche Diagnostics) ile hazir bir kit kullanarak arastirildi.
Caligmaya alinan hastalarin, 77'si kadin (% 46.95), 87'si erkek (% 53. 04) olarak
bulundu. Hastalar 1-92 yaslar1 arasinda idi.

Calismaya alinan kan kiiltiirii 6rneklerinin 113'sinde (% 68.2) lireme saptanmazken, 51
ornekte (% 31.09) bir mikroorganizma saptandi. Kan kiiltiirli 6rneklerinde en fazla
tespit edilen bakteri KNS olarak bulunmustur (n: 27, % 52.9).

Molekiiler yontemle bakteriyemi etkeni arastirdigimiz 164 hastanimn, 114'tinde (% 69.5)
herhangi bir etken saptanmazken, 50 (% 30.5) drnekte bir ve/veya iki etken
saptanmistir. Molekiiler olarak en fazla saptanan mikroorganizma KNS olarak
bulunmus olup, tespit edilen 53 mikroorganizmanin 18'inde (% 35.2) olusturdugu
bulundu.

Her iki yontemle 164 6rnegin 95’inde benzer sonuca ulagilmis (uyum % 57.9), 68
ornekte farkli sonuclar alinmistir. Kan kiiltiiriinde tireme olmayan 30 6rnekte
molekiiler olarak bir etken saptanmig, molekiiler olarak bir etken saptanmayan 31
ornekte de kan kiiltiirlinde tireme bulunmustur. Her iki yontemle de 8 drnekte farkl
etkenler saptanmastir.

Anahtar kelimeler: Bakteriyemi, kan kii
Itiirti, real-time PCR, sepsis, tani
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ABSTRACT

EXAMINATION OF NEW MOLECULAR METHODS IN SEPSIS DIAGNOSIS
Burcu YERTUT
Master Thesis, University of Gaziantep, Institute of Medical Sciences
Department of Microbiology
Thesis Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Yasemin ZER
June 2012, 58 pages

Bacteriemia is among infections with severe course and cause of high mortality and
morbidity. Quick diagnosis and commencement of treatment bears importance. This
study compared blood culture and PCR test results in diagnosing bacteriemia.

The study was prospectively conducted on samples sent to Microbiology Laboratory of
the University of Gaziantep, Research and Application Hospital of Medicine Faculty.
Of the patients that were required blood culture between the dates of June and
September 2011, sepsis panel was implemented simultaneously and the results were
then evaluated. Samples of 164 patients were taken within the indicated period of time.
Blood cultures were taken to fully automated BacT-Alert (Bieomerieux) blood culture
system. Fully automated Vitek2 (Biomerieux) bacterial identification system was used
to define bacteria. Molecular bacterial DNA presence was investigated by utilizing a
ready-to-use multiplex real-time PCR (LightCyler SeptiFast, Roche Diagnostics) Kit.
Of the patients included in the study, 77 were female (46.95%), and 87 were male
(53.04%). Ages of the patients ranged between 1 and 92.

Of the blood culture samples included in the study, was not isolated in 113 (68.2%),
one microorganism was established in 51 samples (31.09%). The most identified
bacteria in blood culture samples was found to be CNS (n: 27, 52.9%).

Of 164 patients we investigated to find bacteriemia agent by molecular method, no
agents were established in 114 (69.5%), one and/or two agent(s) were found in 50
(30.5%) samples. Molecularly the highest established microorganism was found to be
CNS, and it was concluded to comprise 18 (35.2%) of 53 found microorganisms.
Similar results were obtained for 95 of 164 samples by both methods (compliance
57.9%), and 68 samples gave different results. Molecularly, one agent was established
in 30 samples in which no isolation was found in blood culture; and isolations were
detected in the blood cultures of 31 samples found with molecularly. Different agents
were determined in 8 samples by both methods.

Keywords: Bacteriemia, blood culture, real-time PCR, sepsis, diagnosis



1. GIRIS ve AMAC

Bakteriyemi ve/veya sepsis, en ciddi seyirli enfeksiyon tiirlerinden biri olup, yiiksek
mortalite ve morbidite ile seyreder. Etken olan bakteriler hastaneden hastaneye
degisiklik gostermektedir. Spesifik etkenin saptanmasi ig¢in gecen siire icerisinde
genellikle, rehberlerde 6nerilen ampirik tedavi protokolleri uygulanir. Ancak rasyonel
tedaviye ne denli hizli baslanir ise prognozun o denli iyi oldugu bircok c¢alisma ile
desteklenmistir. (1)

Sepsis, Hippocrates zamaninda tanimlanmis bir klinik tablodur (1). Buna ragmen
tablonun kompleks ve karmasikligi giiniimiizde dahi terminolojisinde zaman zaman
farkli ifadelerin kullanilmasina neden olmaktadir (2, 3). Kanda bakteri bulunmasi
bakteriyemi olarak ifade edilirken, bakteriyemi tablosunun uzun siireli devami sonucu,
immiinolojik mekanizmalarm da olaya katilmasiyla beliren tablo sepsis olarak
tanimlanir. Bakteriyemi gegici bir tablo olabilecegi gibi, klinik anlamda en u¢ nokta
sayilabilen, genellikle ¢oklu organ yetmezligine neden olan sepsis (SIRS; systemic
inflammatory response syndrome), septik sok tablosuna dek ilerleyebilir. Klinik olarak
ayr1 tablolar olarak ifade edilen bu kavramlar, rutin kullannmda birbiri yerine de
kullanilmaktadir (3).

Sepsis toplum kaynakli veya hastane kaynakli (nozokomiyal) olarak ikiye ayrilir. Bir
hastanin hastaneye yattiktan 48-72 saat sonra alinan kan kiiltiirlerinde klinik olarak
anlamli kan kiiltiir pozitifligi nozokomiyal bakteriyemi olarak isimlendirilir (4).
Bakteriler, viriisler, mantarlar, parazitler sepsise neden olabilecegi gibi, agir travma
veya pankreatit gibi noninfeksiyoz olaylarda da gelisebilmektedir. Olgularin yarisinda
etken gosterilememesine karsin, bu grubun ¢ogunlugunun antibiyotik tedavisine yanit
vermesi, bu hastalarda da etkenin bakteriyel oldugunu diisiindiirmektedir (5).

Sepsis, septik sok ve organ yetmezligi gibi sepsis ile ilgili klinik tablolarin gercek
insidansini vermek {ilkemiz i¢in oldugu gibi diger iilkeler i¢in de zordur. Bunda klinik
tablonun taniminda goriis birligi olmamasinin yaninda, hastaligin bildirimi zorunlu bir
hastalik olmamasimin da rolii biiyiiktiir. Bu nedenle gergek rakamlar vermek zordur.

Buna ragmen, sepsis g



oriilme sikliginda son yillarda birgok tilkede 6nemli artislar oldugu dikkati ¢ekmektedir.
ABD’de yilda 70.000-300.000 sepsis olgusu goriildiigii ve 30.000-100.000 olgunun
sepsis nedeniyle kaybedildigi belirtilmektedir. Hollanda’da bir tiniversite hastanesinde
yapilan ¢aligmada, hastaneye yatirilan her 1000 hastanin 13.6’sinda sepsis sendromu
gdzlenmistir (6). Ulkemizde sepsis ile ilgili en genis ¢alisma Hacettepe Universitesi’nde
yapilmistir. 1983-1989 yillar1 arasindaki yedi yillik donemdeki Gram negatif
bakteriyemi olgular1 degerlendirilmis, yatan hastalar arasinda insidans1 4.2/1000 ve
mortalitesi % 45 olarak bulunmustur.(6)

Bakteriyemi tanisinin ivedilikle konup, tedaviye baslanmasi ile prognoz arasinda, erken
tani, erken tedavi, iyi prognoz seklinde bir korelasyon vardir. Bundan dolay: tani
amaciyla kullanilan ¢ok sayida test gelistirilmistir.(6)

Bakteriyemi tanisinda nonspesifik tani testlerinin kullanimi yaygimdir. Prokalsitonin,
beyaz kiire sayisi, CRP diizeyi gibi 6zgiil olmayan testler bu gruptadir.Ancak bunlar
klinik de tam1 koymak igin yeterli olmayabilir. Rutin laboratuarda bakteriyeminin
spesifik tanisi, etkenin kan kiiltiiriinde tiretilmesiyle konmaktadir. Bu tan1 yontemi halen
altin standart olarak kabul edilmektedir. Kan kiiltiiriinde etkenin saptanabilmesi i¢in en
gelismis sistemlerde dahi belirli bir siireye gereksinim vardir. Siire disinda, 6rnegin
almma zamani, hastalarin antibiyotik aliyor olmasi, izolasyonlar1 zor olan bakteriler gibi
sebeplere bagl olarak her zaman etkenin saptanmasinin miimkiin olmamasi gibi bazi
faktorler kan kiiltiirii testlerinin baslica dezavantajlaridir.(6)

Son yillarda bir¢ok alanda oldugu gibi bakteriyemi tanisina yonelik molekiiler testler
gelistirilmig, aym1 anda c¢ok sayida etkenin saptanabildigi multiplex PCR testleri ile
taniya yeni bir boyut kazandirilmistir. Biz de bu ¢alismada bakteriyemi tanisinda altin
standart kabul edilen kan kiiltiirii testleri ile molekiiler olarak etkenlerin saptanmasini
saglayan hazir bir multipleks PCR testini Kkarsilastirarak, tanisal degerini ve rutinde

kullanima uygunlugunu irdelemeyi amagladik. (6)



2. GENEL BIiLGILER

Kanda bakterinin bulunmasina bakteriyemi, bakteriyemi sonucu viicutta olusan
sistemik inflamasyon bulgularinin 6n planda oldugu klinik tabloya da sepsis denir.
Bakteriyemi ve/veya sepsis birbiriyle ilgili ancak farkli klinik tablolardir. Bu klinik
tablolarmm en onemli 6zelligi, kanda bir bakterinin varlig1 ve yiiksek morbidite ve
mortaliteye sebep olmalaridir.(1)

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

sendromuna (MODS) iliskin evrensel tanimlamalar gelistirilmistir (2).

2.1. Tanimlar

2.1.1. Enfeksiyon; mikroorganizmalarin varligina ya da bunlarin normalde steril olan
konak dokusuna invazyonuna karsi olusan inflamatuvar yanitla karakterize bir
mikrobiyal fenomendir.

2.1.2. Bakteriyemi; kanda canli bakterinin bulunmas1 durumudur.

2.1.3. Sistemik inflamatuar Yamt Sendromu (SIYS veya SIRS); degisik ciddi klinik
bulgularla kendini gosteren sistemik inflamatuar yanittir. Bu yanit asagidaki durumlarm
iki ya da daha fazlasiyla kendini gosterir:

e Viicut 1s1s1; >38 °C ya da <36 °C

e Kalp hizi; >90 atim/dk

e Solunum sayist; >20/dk ya da PaC0,<32 mmHg

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

hiicre formlarmn goriilmesidir.



2.1.4. Sepsis; Enfeksiyona sistemik inflamatuvar cevap sepsis olarak isimlendirilir.
Infeksiyon sonucu SIRS bulgularinm iki veya daha fazlasinm bulunmasidar.

2.1.5. Ciddi Sepsis; birlikte organ disfonksiyonu, dolasim yetmezligi ya da
hipotansiyonun bulundugu sepsis durumudur.

2.1.6. Septik Sok; uygun sivi replasmanma karsm hipotansiyon ve sokun gozlendigi
sepsis tablosudur.

2.1.7. Multipl organ yetmezligi (MODS); sepsis, septik sok ile birlikte bozulmus
organ fonksiyonu, eriskin solunum yetmezligi sendromu (ARDS), bobrek yetmezligi,
karaciger yetmezligi ve yaygmn damar i¢i pihtilasma (dissemine intervaskiiler

koagiiiasyon; DIK) gibi klinik durumlarin bulunmasidir (3).

2.2. Etiyoloji

Sepsise neden olan mikroorganizmalarin sikligi, sepsisin hastane i¢ci ya da hastane
disinda gelismis olmasina gore degisiklik gosterir.

Toplumda kazanilmis sepsis olgularinda en sik rastlanan etken mikroorganizmalar;
Escherichia coli, Streptococcus pneumoniae ve Staphylococcus aureus’tur (6). Hastane
icinde gelisen sepsise neden olan mikroorganizmalar ise yillara gore bazi degisiklikler
gostermistir. Antibiyotiklerin kullanim alanina girmesinden onceki 1950°1i yillarda
Gram pozitif bakteriler 6n swrada olup siklikla S. aureus ve Streptococcus pyogenes
etken olarak saptaniyordu. Ancak antibiyotiklerin kullanima girmesi ile bu Gram pozitif
bakterilerin neden oldugu hastaliklar tedavi edilebilir hale gelmis ve 1960, 70 ve 80’li
yillarda Gram negatif bakteriler gittik¢e artan oranda (olgularin % 50’sinden fazlasinda)
sepsis etkeni olarak izole edilmeye baslanmustir (6). Degisik ¢alismalarda; Gram
negatif bakterilerin sepsisli hastalarda % 20-64, Gram pozitif bakterilerin ise % 27-74
arasinda etken olarak izole edildigi bildirilmistir. Gram negatif bakteriyel sepsislerde en
sik etkenler, siklik sirasina gore; E. coli, Enterobacter spp., Pseudomonas spp., Proteus
spp., Acinetobacter spp. ve Klebsiella spp. ile diger nadir Gram negatif bakterilerdir.
Gram pozitif bakteriyel sepsislerde ise; koagiilaz negatif stafilokoklar, S. aureus ve
enterokok tiirleri en sik etken olarak izole edilmektedir (6). Hastane kaynakli sepsis

etkenleri ve rastlanma oranlar1 Tablo1’de gésterilmistir (7).



Tablo 1. Hastane kaynakli sepsis etkenleri ve rastlanma oranlari

Etiyoloji Oran
(%)

Gram pozitif bakteriler 30-50

Metisilin duyarli S. Aureus 14- 24
Metisilin direngli S. Aureus 5-11
Diger stafilokok tiirleri 1-3
S. pneumoniae 9-12
Diger streptokok tiirleri 6-11
Enterococcus spp. 3-13
IAnaeroplar I-2
Diger Gram pozitif bakteriler 1-5

Gram negatif bakteriler 25-30
E. coli 9-27
P. aeruginosa 8-15
K. pneumoniae 2-7
Diger enterobakterler 6-16
H. influenzae 2-10
Anaeroplar 3-7
Diger Gram negatif bakteriler 3-12
Mantarlar 2-5
Candida albicans 1-3
Diger kandida tiirleri 1-2
Parazitler 1-3
Viriisler 2-4

Son yillarda yapilan ¢alismalarda Gram pozitif bakterilerin, 6zellikle stafilokok

sepsislerinin goriilme sikliginda artis dikkati ¢cekmektedir. Bakteri spektrumunun tekrar
Gram pozitif mikroorganizmalara kayma nedenleri arasinda hizla kullanima giren
tiglincli kusak sefalosporinler ve kinolonlar gibi Gram negatif bakterilere ¢ok etkili yeni

antibiyotiklerin kullaniminin artmasi, tibbin artan olanaklar1 ile daha uzun yasama



imkani saglanan kanser, kollajen doku hastaligi gibi hastaliklar1 olan kisilerde uzun
stireli kalic1 intravaskiiler kateter uygulamasinin artmasi, degisik viicut i¢i protez (kalga,
diz gibi eklem protezleri, kalp kapakgiklari) kullaniminmn artmasi, kronik ambulatuvar
periton diyalizi gibi yontemlerin gelistirilmesi sayilabilir. Bir¢ok viicut bolgesinde
yabanct materyallerin kullanima girmesi ile, bu materyale yapisabilme 6zelligi olan
koagiilaz negatif stafilokoklarin etken olduklar1 sepsis insidansinda 6nemli bir artig
olmustur. Sepsis olgularinda enterokoklara da giderek daha sik rastlanmaktadir. Bu
durum, genis spektrumlu beta-laktam antibiyotiklerin uzun siireli kullanimi ile paralellik
gostermektedir (8).

Sepsis olgularmda en sik izole edilen anaerop etken Bacteroides fragilis ve
Fusobacterium tiirleridir. Diger anaeroplara daha az siklikla rastlanir (6). Ayrica son
yillarda sepsis olgularmin yaklasik % 5’1 basta Candida tiirleri olmak iizere mantarlarla
gelismektedir. Bu durumu hazirlayan risk faktorleri arasinda uzun siireli genis
spektrumlu antibiyotik kullanimi, parenteral hiperalimentasyon, intravaskiiler kateter
uygulamasi ve kortikosteroid tedavisi sayilabilir (8, 9)

National Nosocomial Infection Surveillance (NNIS) verilerine gore hastane kokenli
sepsis gelisen hastalarm % 65’inde tek, % 20’sinde ise birden fazla mikroorganizma
(polimikrobiyal sepsis) saptanmaktadir (8).

Gram negatiflerin neden oldugu, kiltiir-pozitif enfeksiyonlarm % 50'sinde, Gram
pozitiflerde ise % 25 oraninda septik sok tablosu geligir (10, 11).

Splenektomize bir hastada ilk akla gelecek sepsis etkenleri H. influenzae, pnomokok,
meningokok ve Capnocytophaga olmalidir. immunsuprese konakta 6zellikle ndtropeni
varliginda P. aeruginosa akla gelmeli fakat ¢ok genis bir yelpazenin etken olabilecegi
de hatirlanmalidir. Tamamen saglikli birinde ani baglayan sepsis tablosunda oncelikle
pnomokok ve meningokok olasiligi akla gelmelidir. (10,11)

Yenidogan sepsisi erken (< 7giin) ya da gec baslangi¢h olabilir. Etkenler intrauterin
doneminde ya da dogum sirasmnda ve sonrasinda bulasabilirler. Bu tabloda grup B
streptokoklar (GBS) ve E. coli 6ncelikle hatirlanmalidir.(10,11)

Mycobacterium avium-intracellulare AIDS olgularinda sepsis nedeni olabilir.
Mycobacterium tuberculosis’in de sepsis klinigi olusturabilecegi belirtilmistir.

Viruslar arasinda CMV e sepsis olgularinda 6zellikle sik rastlanmaktadir.

Candida cinsi mantarlar giderek daha ¢ok sepsis etkeni olarak saptanirken intravenoz
lipid soliisyonlar1 ile beslenen hastalarda Mallessezia furfur sepsis etkeni olarak ortaya

cikabilir. Yanik hastalarinda Fusarium cinsi mantarlar da sepsis olusturabilirler.



Parazitler i¢inde Plasmodium falciparum’un etken oldugu sitma olgularinda sepsis

klinigi belirlenmistir (12).

2.3. Hastane Kaynakh Bakteriyemi

Hastaneye yattiktan 48-72 saat sonra ortaya ¢ikan bakteriyemilerdir. Bazi arastiricilar,
saglik bakimi ile iliskili bakteriyemilerin de hastane kaynakli bakteriyemi grubuna
sokulmas1 gerektigini One siirmiistiir. Saglik bakimiyla iligkili bakteriyemiler, uzun
stireli bakim merkezlerinde tedavi goren hastalar, ayaktan tedavi uygulanan hastalar ya

da evde bakimi yapilan hasta gruplarindan olusmaktadir (13).

Hastane kaynakli bakteriyemi, hastane enfeksiyonlar1 arasinda mortalitesi en yiiksek
olan ve invaziv girisimlere parelel olarak sikliginda artis saptanan enfeksiyon tiirleridir.
Her y11 ABD'inde 250.000 insanin yasamiyla sonlanan onemli mortalite nedenidir.
Nozokomiyal bakteriyemiler cogunluklu kateter kullanimu ile iligkilidir. Uriner kateter
kullanim1 da daha az oranda da olsa sorumlu tutulur.

Hastane kaynakli bakteriyemiler primer ya da sekonder gelisebilir. (13)

2.3.1. Primer bakteriyemi

Pozitif kan kiiltiiri elde edildigi zaman, hastada ayni bakterinin iiretildigi baska bir
anatomik odagin bulunmamasi durumu primer bakteriyemi olarak tanimlanir. Primer
bakteriyemi oranlart CDC'nin National Nosocomial Infection Surveillance (NNIS)
verilerinde % 64'liik oran ile daha 6n siralarda yer almaktadir. Primer bakteriyemiler,
laboratuvar tarafindan konfirme edilmis enfeksiyonlar olabilecegi gibi, CDC tarafindan
belirtildigi gibi klinik sepsis olarak da tamimlanabilir (14). Klinik sepsis NNIS

verilerinde bildirilen bakteriyemi olgularmi ancak % 5'ini olusurmaktadir.
2.3.1.1. Laboratuvar tarafindan dogrulanmis kan dolasim sistemi enfeksiyonu

Bu hastalar Kklinik olarak bakteriyemi bulgularin1 tasiyan ve kiiltiir sonuglar1
kontaminasyon olasiligi disinda bulunan hastalar1 kapsar. Ates (>38 °C), titreme ve
hipotansiyon gibi bulgulardan en az biri bulunmalidir. Bakteri kan kiiltiiriinden izole
edilmis olmali ve bu patojen viicudun bir baska bolgesinde enfeksiyon etkeni olarak
sorumlu tutulmamalidir. izole edilen bakterilerin deriden kontamine olan bakteriler de

olabilecegi g6z ardi edilmemelidir. Deri kontaminasyonunun ekarte edilmesi i¢in; bu



bakteriler farkli zamanlarda alinmis olan en az iki kan kiiltiiriinden soyutlanmali ve
mikroorganizmalar viicudun bir baska bdlgesinde enfeksiyon etkeni olmamali, bakteri
tek bir kan kiiltiiriinden izole edilmis olmasma karsm hastada intravaskiiler bir aletin
kullanim1 s6z konusu olmali ve klinisyenin mevcut tablo igin antibiyotik kullanmak
ihtiyac1 hissetmesi gerekmektedir. Deride kolonize olabilen bir¢ok bakteri kiiltiirde
kontaminasyon ya da gergek etken olarak karsimiza ¢ikabilir. Deri ve ¢evreden en sik
bulasabilen mikroorganizmalar; koagiilaz negatif stafilokoklar; difteroidler; Bacillus

spp., Propionibacterium spp., ve Miccrococcus tiirleridir.(14)

2.3.2. Sekonder bakteriyemi

Viicudun herhangi bir anatomik yerindeki enfeksiyon odagindan kaynaklanan
bakteriyemilerdir. Laboratuvar olarak, enfeksiyon odagindan alinan kiiltirde ve kan
kiiltiirlerinde ayni1 bakterinin izole edilmesi ile tan1 konur. Damari¢i kateter yerinde
ptiriilan tromboflebit olmas1 ya da kizariklik, hassasiyet, piiriilan akint1 ile karakterize
lokal kateter enfeksiyonlar1 sonucunda gelisen bakteriyemiler sekonder bakteriyemi

olarak degerlendirilmektedir.(14)

2.5.2.1. Intravaskiiler Kateter ile iliskili Bakteriyemi

Ozellikle YBU’lerinde hemodinamik monitdrizasyon ve intravendz tedavi gereksinimi
nedeniyle siklikla santral vendz kateterler kullanilmaktadir. Bu kateterlerin kullanimi
ile iliskili bakteriyemiler YBU hastalarinda yaygm olup, mortalite ve morbidite ile
yakindan iligkilidir.(14)

2.4. Epidemiyoloji

Sepsis ve/veya bakteriyemi insidansini bilmek tam olarak miimkiin degildir. ABD’de
yilda 70.000-300.000 sepsis olgusu goriildiigii ve 30.000-100.000 olgunun sepsis
nedeniyle kaybedildigi belirtilmektedir. Bir egitim hastanesinde yapilan caligmada,
hastaneye yatirilan her 1000 hastanin 13.6’sinda sepsis sendromu goézlenmistir (6).
Ulkemizde 1983-1989 yillar1 arasindaki yapilan, sadece Gram negatif bakteriyemilerin



degerlendirildigi bir ¢alismada insidans1 4.2/1000 ve mortalitesi % 45 olarak
bildirilmistir (15).

Hastane disinda gelisen sepsislerde etkenler i¢in en sik giris kapist deri, yumusak doku
ve solunum yollaridir. E. coli sepsisi ise en sik iriner sistem enfeksiyonlardan
kaynaklanmaktadir (16). Hastane kaynakli sepsisler gittikce artan siklikta
goriilmektedir. Toplumda ileri yas grubunun artmasi, kronik hastaligir olan hastalarin
yasam siirelerinin uzamasi, immunosupressif ajanlarin kullanilmasi, tan1 veya tedavi
amaciyla invazif tekniklerin yaygin Kullanilmasi sepsis goriilme sikligini artirmaktadir.
Nozokomiyal sepsisin goriilme siklig1 hastaneden hastaneye degismektedir. Yatak
kapasitesi fazla olan ve invazif girisimlerin yaygin uygulandig: hastanelerde daha sik

goriilmektedir.

2.5. Patogenez ve Patoloji

Sepsis patogenezi karmasik bir olaydir. Bakterinin organizmaya yerlesmesi, konak
defansi ile etkilesimi sonucu hastalik ortaya ¢ikar. Hastaligin ortaya ¢ikisini, konagin
immiin sistemi ve bakteriyel virulans faktorleri belirler. Sepsis igin predispozan

faktorler Tablo 2’de 6zetlenmistir (6).

Tablo 2. Sepsis olusumunda predispoze faktorler

Konaga Ait Faktorler Terapotik Faktorler
¢ Altta yatan 6liimciil hastalik +* YBU’nde bakim
% Yas (yenidogan, >65 yas) % Invaziv damar kateterleri

% Primer hastalik (siroz, DM', KBY? KKY? | # Fazla miktarda parenteral mayi veya kan ve

vh.) kan tUrlnleri verilmesi
«* Konak savunma mekanizmalarmin | < Hemodiyaliz
zayiflamasi (ndtropent, malignite, | & Diger invaziv kateter ve enstriimantasyonlar

disproteinemiler, kortikosteroid ve diger (iiriner  kateter ~ ve  enstriimantasyon

immunosupressif tedaviler) entiibasyon,  endotrakeal tiip, mekanik

%* Genis travma ve yaniklar ventilator)

%+ Lokal enfeksiyonlar %+ Bilyiik cerrahi girisimler
¢+ Septik abortus, lohusalik

%* Yakin gegmiste uygun olmayan antibiyoterpi

"Diabetes mellitus, “kronik bobrek yetmezligi, *konjestif kalp yetmezligi




2.5.1. Konaga ait faktorler ve enfeksiyonun giris kapisi: Sepsise neden olan
bakteriler dolasima genellikle damar dis1 bir enfeksiyon odagindan yayilim sonucu
girer. Bazen de enfeksiyon damar i¢i kateter, septik tromboflebit, bakteriyel endarterit,
endokardit, mikotik anevrizmalar ve damar greftlerinden kaynaklanabilir (17).
Sepsislerde en sik primer enfeksiyon odagmi; {iriner sistem, genital sistem, solunum
sistemi, deri ve yumusak doku, karin i¢i ve damarigi kateterler olusturur.

Primer enfeksiyon odaginin diger anatomik yerlerde yerlesmesi daha az orandadur.
Hastane disinda gelisen sepsislerde en sik giris kapisini solunum sistemi ve iriner
sistem olusturur iken, nozokomiyal sepsislerde ise damar i¢i kateter ve iiriner kateter
enfeksiyonlar1 olusturmaktadir. YBU’lerde ise nozokomiyal pnomoniler 6n plana
cikmaktadir (17, 18).

Enfeksiyona karsi konagi koruyan savunma mekanizmalarinin bozulmasi, lokal veya
sistemik enfeksiyonlara zemin hazirlar. Konak savunma mekanizmalarini {i¢ kategoride
toplayabiliriz; anatomik bariyer, hiicresel defans (fagositik hiicreler, lenfositler),
spesifik ve nonspesifik hiimoral defans (17).

Bakteriyel enfeksiyonlara karsi organizmayi koruyan en Onemli savunma sistemi
anatomik bariyerdir. Saglam deri ve mukozalar mikroorganizmalarin daha derin dokuya
girmelerini engeller. Travma, yanik veya perkiitan damar ici kateterler bu bariyeri kirar.
Gastrointestinal mukoza ve diger mukozalar sitotoksik ilaglar ve radyasyon
tedavisinden zarar goriirler. Diger Onemli bir savunma mekanizmasi ise viicut
sekresyonlar1 ve bunlarin salgilandiklar1 alanda sirkiile olmalaridir. Sirkiilasyondaki
bozulma, o anatomik bélgede doku basmcinin artmasina, kan akimmin azalmasina ve
bakteriyel proliferasyona neden olur. Safra yollar1 enfeksiyonlari, postobstriiktif
pnoémoniler ve bazi liriner sistem enfeksiyonlar1 buna 6rnek gosterilebilir. (17,18)

S. pneumoniae, H. influenza, Neisseria meningitidis ve S. aureus genellikle
belirlenebilen herhangi bir fokal enfeksiyon odagi olmadan bakteriyemi yapabilir. Gram
negatif basiller ise, kronik hastalik varligi, uzun siire YBU’sinde kalma, invaziv
girisimler, hemodiyaliz uygulanmasi basta olmak {izere predispozan faktorlerden biri

olmadan nadiren bakteriyemiye neden olurlar ( 17, 18).

2.5.2. Mikrobiyal faktorler: Sepsis etkeni olan bakterilerin ¢ogunlugu endojen
floradan kaynaklanmaktadir. Enfeksiyonun gelismesinde bakteriyel virulans faktorleri
(adherans, seruma direng, antifagositik ytizey, hiicre i¢inde canliligin1 koruma, enzim ve

toksinler gibi) 6nemli rol oynar.
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Sepsis ve onun sonucu olarak gelisen Klinik tablolarin olusmasinda, bakteriyel invazyon
ile beraber bakteriyel hiicresel yapilarin ve toksinlerin de onemli rolii vardir. Bu
hiicresel yapilar ve toksinler organizmada degisik biyolojik sistemleri aktive eder.
Sepsisteki fizyopatolojik degisikliklerden sorumlu endojen mediyatorlerin  agiga
cikmasmi saglar (19, 20). Endojen mediyatorlerde septik sok tablosunun olugmasina
neden olur. Septik sok olusumunda bakterilere ait belli basli yapilar Tablo 3’de
gosterilmistir (21).

Tablo 3. Septik Sok Patogenezinde Rol Oynayan Bakteriyel Yapilar

Bakteriyel yap1 Kaynak Ornek
e Endotoksin (LPS, lipid A) Biitiin gram negatif bakteri E.coli sepsisi
e Menengokoksemi
e Peptidoglikan Biitiin bakteriler
e Lipoteikoik asit Gram pozitif bakteri
e Ekzotoksinler S. aureus, S. pyogenes
e Siiperantijenler S. aureus, S. pyogenes

o Toksik sok sendromu toksini-1
o Enterotoksin A-F
o Pirojenik ekzotoksin A+C,
e Enzimler
o Streptokokal pirojenik ekzotoksin S. pyogenes

o Fosfalipaz C Clostridium perfringens

Cesitli bakteriyel komponentler (kapsiil polisakkaridleri, peptidoglikan yapi, lipoteikoik
asit, protein A ve endotoksin) in vitro kompleman kompenentlerini ve koagiilasyon
sistemlerini aktive eder (20-22). Etkisi en iyi bilinen bakteriyel yap: Gram negatif
bakterilerin hiicre duvarinda yer alan lipopolisakkarid yapisindaki endotoksinlerdir.
Lipopolisakkarid yapisinda yer alan lipid A yapisi, biitin Gram negatif bakterilerde
ortak olup, endotoksemiden sorumludur (19, 23). Endotoksin, toksik sok sendromu
toksini-1 (TSST-1), pirojenik ekzotoksin A, Gram pozitif bakteri veya mantar hiicre

duvari yapilari, mantar antijenleri de sepsis kaskadini baglatabilir (24-26).
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2.6. Fizyopatoloji

2.6.1. Normal konagin enfeksiyona cevabi

Bakteri epitel bariyerini gectikten ve dokuya ulastiktan sonra, doku makrofajlari, mast
hiicreleri ve dendritik hiicreler ile karsilasir. Bu hiicrelerden lokal enflamatuvar cevabi
olusturacak olan mediyatorler salinir. Bu mediyatorler lokal enflamasyon, kapiller
gecirgenlikte ve kan akiminda artig, notrofil infiltrasyonu ve agriya neden olur. Ek
olarak, aktive makrofajlar ve endotel hiicrelerinden eksprese edilen doku faktoriiniin
baglattig1 fibrin birikimi, enfekte dokuyu smirlamakta ve kan dolagimi invazyonu
onemli dlgiide engellenmis olmaktadir. Kan dolasimindaki nétrofiller ise fagositozda rol
almaktadir.(27,28)

Viicudun enfeksiyona karsi sistemik cevabi genellikle kan dolagimindaki enflamasyonu

baskilamaktadir. Sistemik cevap baslica beyin ve karacigerden kontrol edilmektedir.

2.6.1.1. Sistemik cevabin santral sinir sisteminden kontrolii

Santral sinir sistemi (SSS)’ne mikrobiyal invazyon ile ilgili bilgiler iki yolla
gelmektedir. Oncelikle enfekte veya enflame dokulardan uyarilar hipatalamus ve beyin
sapina, iletilir ve hipotalamik-pituiter-adrenal (HPA) aks, otonomik sinir sistemi ve
hipotalamik termoregulatuvar merkez uyarilir. ikinci olarak kan dolasimindaki
mediyatorler (IL-1, TMF, IL-6, interferonlar, prostaglandin E2) kan beyin bariyerini
gegerler. SSS’nin ti¢ major efferent yolu (HPA, sempatik ve parasempatik sinir sistemi)
kan dolasimimdaki enflamasyonu inhibe eder ve termoregalatuvar merkez viicut 1sismni

artirarak antimikrobiyal aktiviteyi saglar (27, 28).

2.6.1.2. Sistemik cevapta karaciger ve dalagin rolii

Karaciger anatomik olarak, bagirsak mukozasindan translokasyona ugrayip portal
dolagima giren mikroorganizmalarin uzaklastirilacagi bolgede yerlesmistir. Dalak ise
esas olarak opsonize olan mikroorganizmalari filtre etmektedir. Dolagimdaki TNF, IL-1,
IL-6 ve diger sitokinler hepatositlerin enfeksiyona kars1 akut faz ve metabolik cevabini
indiiklemektedir. Karaciger ayn1 zamanda SSS’e mikrobiyal invazyon ile ilgili
uyarilarin gitmesinde de rol oynar. Dolayisiyla karaciger dogal immiinitede anahtar rolii

oynamaktadir.(27,28)

12



2.6.1.3. Akut faz cevab1

Infeksiyon ve diger streslere akut sistemik cevabim bes kategoride incelenebilir; anti-
enfektif cevap, anti-enflamatuvar cevap, metabolik cevap, prokoagulan cevap ve
termoregiilasyon. Bunlar, aslinda septik sok tablosunun olusumunun basamaklaridir.
Anti-enfektif cevap: Akut lokositoz, epinefrin, kortizol, IL-10 ve diger mediyatorler
aracilig1 ile olmaktadir. Kemik iligindeki nétrofillerin salinmasinda granulosit koloni
stimule edici faktér (GSF) ve diger sitokinler rol oynamaktadir. Dolasan nétrofiller
enfeksiyon bolgesine giderler ve enflamasyonun aktive ettigi endotele tutunurlar. Daha
sonra enfekte doku igine girerler.(27,28)

Anti-enflamatuvar cevap: Notrofilleri indiikleyen mekanizma, inflame olmayan damar
endoteline yapismalarint inhibe eder. Boylelikle notrofillerin  enfekte olmayan
dokularda gereksiz birikmesini 6nlerler. Enflamasyonu 6nleyen diger cevaplar sitokin
antagonist (IL-IRa, soluble TNF reseptorleri) diizeylerinin kanda artmasi, diger anti-
enflamatuvar mediyatorler (epinefrin, kortizol, MSH, adrenokortikotropik hormon, IL-
4, 6, 10, 13, transforming growth faktor-3, CRP), proteaz inhibitorleri ve
antioksidanlardir (27, 28).

Metabolik cevap: Stres durumunda pekg¢ok mekanizma kan sekeri diizeyinin
kontroliinii saglar. Epinefrin, kortizol ve diger karsit diizenleyici hormonlar pankreas
beta hiicrelerinden insiilin salimmi artwrrr ve karacigerde glikogenoliz ve
glukoneogenezi uyarir. insiilin direnci kaslardan glukoz alimmi azaltir ve kas
katabolizmasina neden olur. Bu karsit diizenleyici hormonlar ayni1 zamanda lipolizi
(dolayisiyla kanda serbest yag asid ve gliserol diizeyleri artar) ve kas proteolizini
indiikler. Adipositlerde gelisen lipoliz hormon duyarhi lipazin aktivasyonu ile
olmaktadir; lipoprotein lipaz inhibe olur. Dolasimda trigliserid diizeyleri artar. Kas
proteolizi sonucu aminoasidler salinir ve bunlar hepatik glukoneogenezde ve akut faz
proteinlerinin olusturulmasinda kullanilir.(27,28)

Prokoagulan cevap: Enflamasyon ve koagiilasyon birbiriyle yakin iliskidedir.
Enflamasyonun indiikledigi prokoagulan cevap apse olusumuna ve gecikmis
hipersensitivite reaksiyonuna neden olur. Enflamasyonun indiikledigi monosit ve
endotel hiicrelerinin yiizeyinden, doku faktor salinimi trombin, yani faktoér Vlla ve Xa,
olusumunu baglatir. Bunun yaninda fibrinolizi inhibe eden plazminojen aktivator

inhibitor-1 (PAH) tiretimi artar.(27,28)
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Son yillarda endotel hiicre ylizey proteini olan protein C’ye ilgi artmustir. Protein C
trombin trombombine baglaninca aktive olur. Aktive protein C, reseptorii olan endotel
protein C reseptorii (EPCR)’nden ayrilir ve protein S’ye baglanir. Bu baglanma sonucu
olusan kompleks, faktér Va ve VlIla’y1 inaktive eder. Boylelikle trombin aktivasyonu
bloke edilmis olur. Akut faz cevabi swrasinda protein C ve antitrombin III serum
albumin konsantrasyonu ile paralel diiser. Bu antikoagiilanlar ayn1 zamanda negatif akut
faz reaktanidir. Ugiincii dogal antikoagiilan olan protein S, dolasimda bulunan ve pozitif
akut faz reaktani olan C4b’ye baglanir ve seviyesi diiser. Paradoks olarak diisiik
diizeylerde trombin protein C’yi aktive ederek pihtilagsmayi inhibe eder (27, 28).
Termoregulatuvar cevap: TNF, IL-6 ve diger pirojenler ates olmadigi donemlerde de
kanda bulunmaktadir. Infeksiyon ile ilgili termogenez lokal enflamasyon ile
termoregulator merkeze wuyarilarin tasindigi noral afferentlerin  uyarilmasi ile
indiiklenmektedir. Viicut 1sisii artiran fizyolojik cevap ise titremeler ve periferik
vazokonstriksiyon ile kan akiminin ekstremitelerden i¢ organlara dogru olmasidir.
Viicut 1sisindaki artisin konaga pekcok faydalari vardir. Bakteri iiremesini inhibe
ederken notrofil ve makrofajlarin bakterisidal aktivitesini artirmaktadir. Ayrica
termogenez sirasinda kan akiminin i¢ organlarda artmasi enfekte dokunun kanlanmasini

da artirmaktadir (27, 28).

2.6.2. Infeksiyona patolojik: konak cevabi

2.6.2.1. Mikrosirkiiler disfonksiyon: Agir sepsisteki hastalarda perfiize olan kiigiik
damarlarin orani1 azalmistir. Mikrosirkiilasyondaki degisiklikten eritrosit ve aktive
noétrofillerin permeabilitesinin azalmasi, noétrofil agregasyonu ve mikrotromboz so-
rumludur.(28)

2.6.2.2. Damar endotelinde aktivasyon ve hasarlanma: Agir sepsis ve septik sokta
diffiiz endotel hasar1 esastir. Damar endoteli sepsis patofizyolojisinde ii¢ olayda rol
almaktadir; damar tonusu, damar gecirgenligi ve koagiilasyon. Endotel aktivasyonu
veya hasarlanmasi kan basinci, sivi kagisi ve koagiilasyonda gbzlenen anormalliklere
neden olur. Agir sepsiste kapiller gecirgenlikte artis organ disfonksiyonuna neden olur.
Bu, 6zellikle akut akciger hasar1 veya periferik 6demde gozlenmektedir. Dokulardaki
endotel hiicre yapisi ve fonksiyonlar1 birbirinden farklilik gdstermektedir. Bundan
dolay1 deri, iskelet kasi, dil gibi kolay incelenebilen dokular agir sepsiste onemli 6lgiide
etkilenen akciger, bobrek, karaciger ve beyin dokularindaki degisiklikleri yansitmaz
(28).
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2.6.2.3. Sitokinler ve mediyatorler

Bakteri hiicre duvarinda yer alan bir¢cok antijenik yapilar ve toksinler, dolagimdaki
mononiikleer fagositler, endotel hiicreleri ve diger hiicrelerden birgok giicli
mediyatorlerin salinimini baslatirlar. Bunlarm en 6nemlileri; TNF-a, IL-1, 2, 6, 8 ve
trombosit aktive eden faktor (PAF)’diir.(22)

Sepsiste aragidonik asit metabolitleri de 6nemli rol oynar. Siklooksijenaz yolla
prostoglandinler ve tromboksan A2, lipooksijenaz yolla ise l6kotrienler agiga ¢ikar.
Endotoksin, TNF ve IL-1-gibi mediyatorler arasidonik asit metabolitlerinin agiga
citkmasmi ve sentezini aktive eder. Tromboksan A2 kuvvetli vazokonstriktér ve
prostoglandinler ise vazodilator etkiye sahiptir. Arasidonik asit metabolitleri, ates,
tasikardi, takipne, ventilasyon perflizyon bozuklugu ve laktik asidoz olusumunda rol
alirlar. IL-1 ve IL-6, T hiicrelerini aktive eder. Gama interferon, IL-2, IL-4 ve graniilosit
monosit koloni stimule eden faktor (GM-CSF) olusur. Bu esnada koagiilasyon kaskadi
ve kompleman sistemi de aktive olur (22, 24, 28).

Enfeksiyona sistemik cevap bu salinan mediyatorler tarafindan olusturulur. Bu
mediyatorlerin  bir kismi proenflamatuvar (TNF, IL-l, IL-8) ve bir kismi ise
antienflamatuvar (IL-4, IL-10) 6zellige sahiptir. Sepsis patogenezinde rol oynadigi
bilinen proenflamatuvar, antienflamatuvar sitokinler ve diger molekiiller Tablo 5’de
goriilmektedir. Normalde sitokin cevabi belli bir diizen igerisinde diizenlenir. Bu
diizenin bozulmasini proenflamatuvar reaksiyon veya kompensatuvar anti-enflamatuvar
reaksiyon takip eder. Bu reaksiyonlarin sonucu olarak da sepsis klinik tablosu ortaya
cikar (22, 24, 27).

2.7. Tam

Hastalardan dikkatli hikaye alinmasi, Klinik belirti ve bulgularin iyi degerlendirilmesi,
sepsisin erken tanismi koydurur. Ozellikle sepsise zemin hazirlayan alt hastaliklarin
veya predispozan faktorlerin; cerrahi girisim, transplantasyon, kemoterapi veya travma
gibi durumlarin belirlenmesi, hastalarin degerlendirilmesinde 6nemlidir. Hastalarin
seyahat hikayeleri, herhangi bir cevresel enfeksiyon kaynagi ile temas, belli bir
enfeksiyon hastaligi olasilig1 agisindan ipucu verir. Hastalarin fizik muayeneleri titiz
yapilmali, semptom ve bulgular ¢ok iyi degerlendirilmeli, klinik tani laboratuvar

bulgular: ile desteklenmelidir. Gram negatif, Gram pozitif ya da funguslarla olusan
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enfeksiyonlarda klinik tablo aymdir. Ozellikle deride saptanabilecek bazi bulgular
etkenin belirlenmesinde 6nemli olabilir. Meningokoksemide makiil, petesi, purpuralar,
gonokoksemide ellerde petesi, piistil ve papiiller ile poliartrit, S. aureus
enfeksiyonlarinda septik emboliler, P. aeruginosa sepsislerinde ektima gangrenosum
izlenebilir. Ozellikle immunsupresif konakta Candida, Trichosporon sepsislerinde
deride kirmizi-pembe nodiiler, firsat¢1 kiif sepsislerinde (Fusarium, Aspergillus,...)
nekrotik odaklar izlenebilir (29).

Bakteriyemi tanisinda etkenin gosterilmesine yonelik direk tami testleri veya klinik
tablonun seyriyle ilgili ¢esitli immiinolojik proteinlerin gosterilmesine yonelik spesifik
olmayan 2 farkli test kullanilmaktadir.

1. Non-sfesifik testler; biyokimyasal testler, 16kosit, CRP, prokalsitonin, kan gazi,
endotoksin seviyesi......

2. Spesifik testler; kan kiiltiirii (altin standart), molekiiler testler.

2.7.1. Non-Spesifik Testler

2.7.1.1. Tam kan sayimi, koagiilasyon testleri

Sepsiste klinik evrelere gore farkli laboratuvar bulgular1 gézlenir. Hematolojik bulgular;
genellikle 10kositoz ve sola kayma goriiliir. Lokosit sayisi 12.000/mm? iistiindedir.
Bazen lokomoid reaksiyon goriilebilir ve 15kosit sayist 50-100 bin/ mm® kadar ulasr.
Lokosit sayisi 4.000/mm?® altma inen 16kopeni durumlar1 da goriilebilir. Ozellikle
yenidoganlarda, yaslhlarda, alkoliklerde ve diger kemik iligi rezervi yeterli olmayan
hastalarda 16kopeni goriiliir. (30)

Periferik yaymada, notrofillerde toksik graniilasyon, Dohle cisimleri ve vakuolizasyon
goriilir. Toksik graniilasyon ve Dohle cisimleri bakteriyemi igin spesifik kabul
edilmemekte, fakat vakuolizasyon bakteriyeminin 6nemli isareti kabul edilmektedir.
Sepsiste eritrosit yapimi azalir, eger enfeksiyon uzamaz ise bu anemiye neden olmaz.
Serum demiri de azalir. (30)

DIK gelisen hastalarda, laboratuvar tanida kullanicak spesifik bir test yoktur. Tanida
birden ¢ok testten yararlanilir. Trombosit sayisinda hizhi diisiis veya 100.000/mm?®
altinda olmasi, protrombin zamani ve aktive parsiyel tromboplastin zamaninda uzama,
plazma fibrin yikim tiriinlerinde artig ve koagulasyon inhibitérlerinin (antitrombin 11 ve
protein C) plazma seviyelerinin azalmasmin gosterilmesi DIK tanismi koydurur. Plazma

fibrinojen seviyesi, sepsisin erken doneminde normal Sinirlarda olabilir, ¢iinkii bu
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protein akut faz reaktamdir. Agir sepsislerde hipofibrinojenemi gelisir. DIK gelisen
hastalarin periferik kan yaymasinda, eritrositlerde pargalanma goriiliir (30).

2.7.1.2. Biyokimyasal testler

Kan gazlari, sepsis takibinde 6nemlidir. Erken donemde respiratuvar alkaloz, daha sonra
metabolik asidoz gelisir. Kan iire nitrojeni (BUN) ve kreatinin seviyesi, s0k varhginda
veya olmadan da artabilir. Sok durumunda azotemi ve oligiiri genellikle akut tubiiler
nekroz sonucu gelisir. Idrar sedimentinde fazla miktarda tubiiler epitel ve graniiler
silendirler goriiliir. Hepatobiliyer sistem tutulumu olmadan da sepsisli hastalarda
karaciger fonksiyon testleri bozulabilir. Ozellikle direkt biliriibin artis1 ile beraber
hiperbiliiribinemi, alkalen fosfataz ve transaminaz Seviyelerinde orta derecede artis
goriiliir (30-32).

Sepsis tanisinda kullanilan  biyokimyasal testlerden ozellikle ikisi (CRP ve

prokalsitonin) rutinde sik kullanilan ve duyarl testler olarak kabul edilmektedir.

2.7.1.3. CRP

CRP ile ilgili bilgiler 1930 yillarina dayanmaktadir. 1930 yilinda Tillet ve Francis adli
iki aragtirmacinin S. pneumoniae nin C polisakkaridine baglanarak agliitinasyon yapan
bir “etmen” saptadiklari ve buna C-Reaktif protein (CRP) adim1 verdikleri
bildirilmektedir. Oncelikle yalnizca pndmokok enfeksiyonu olanlarda bulundugu
diistiniilen bu etmenin daha sonralar1 pnomokok enfeksiyonuna 6zgiil olmadigi, diger
akut faz proteinleri gibi kanda az miktarda bulundugu ve enfeksiyon ve inflamasyonla
diizeyinin hizla artig1 gosterilmisir (33, 34). CRP; karacigerden sentezlenen ve birbirine
0zdes ve nonkovalan bagla baglanmis bes alt birimden olusan 11.800 dalton agirhiginda
bir proteindir (33). insan CRP’sinin alt birimi 206 aminoasitten olusan bir yapidir.
Enfeksiyon ve inflamasyonda CRP iiretimi IL-6, IL-1 ve TNF-o gibi birtakim
sitokinlerce uyarilir. Bu uyar1 ile komplemen aktivasyonu ve fagositik hiicre
fonksiyonlarmimn diizenlenmesi saglanir (33, 34). CRP’nin enfeksiyona 6zgii olmayan
bir gosterge olmasina karsin bakteriyel enfeksiyonlarda en yiiksek seviyeye ulagmasi,
kronik inflamatuvar olaylarin akut alevlenmelerinde yiikselmesi genis kullanim alani
saglamaktadir. Inflamasyon ve doku hasarmnim ¢dziinmesini izleyerek CRP diizeylerinin
hizla diismesi bakteriyel enfeksiyonlarda CRP’nin sagaltima yaniti degerlendirmede
kulaniomimni1 da giindeme getirmistir (34). CRP diizeyinin 0Olglimii  bakteriyel

enfeksiyonlarm saptamasinin 6nem tasidigi yenidogan donemi, ndtropenik hastalar,
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kemik iligi transplantasyonu ve sepsiste 6zellikle dnemlidir. CRP'nin neonatal sepsiste
kulanimiyla ilgili olarak, basarili bulan caligmalar yani sira erken tanida yeterli
olmadigin1 gosteren g¢alismalar da vardir (34, 35). CRP’nin kullanimini sinirlayan
baslica dezavantaji enfeksiyona 06zgiil olmamasi, infeksiydz dist nedenlerle de

yiikselebilmesidir (35, 36).

2.7.1.4. Prokalsitonin

Prokalsitonin (PCT), kalsitonin 6nciil hormonudur. Infeksiyonlar sirasinda PCT’deki
artis tesadiifen kesfedilmistir ve bu kesif PCT’nin bakteriyel enfeksiyonlarin bir
belirteci olarak kullanilmasina yol agmistir (37).

1980’11 yillarm sonlarinda tiroid kanserleri ve bazi akciger karsinomalarinda kalsitonin
gibi PCT’nin de arttigi gosterilmistir. Yine ayni yillarda ciddi enfeksiyonu olan
hastalarda immunoreaktif kalsitonin degerlerinin yiiksek oldugu belirlenmistir (37).
PCT diizeylerinin agir sepsis, septik sok gibi durumlarda ¢ok fazla yiikseldigi sonraki
yillarda dogrulanmistir. Buna karsin viral enfeksiyonlar, alerjik reaksiyonlar, otoimmiin
hastaliklar, neoplastik hastaliklar, hafif cerrahi islemler gibi bakteriyel olmayan sistemik
inflamasyonlarda ve lokal bakteriyel enfeksiyonlarda PCT artisinin anlamli olmadigi
bulunmustur. Ayrica bakteriyel endotoksinler ve proinflamatuvar sitokinlerle ve travma
veya kardiyojenik sok gibi olaylar sonucunda da PCT iiretiminin uyarildig1 klinik ve
deneysel arastirmalarla kanitlanmustir (38).

Normal metabolik durumda hormonal olarak aktif kalsitonin, tiroid bezinin C hiicreleri
tarafindan PCT’nin intraselliiler olarak proteolitik islemden gegirilmesi sonrasinda
uretilir ve salgilanir (38, 39). Ciddi bakteriyel enfeksiyonlarda plazma kalsitonini
anlaml diizeyde degismezken, PCT plazma konsantrasyonlar1 yiikksek bulunmustur (37,
38). Bakteriyel enfeksiyonlarda artmis olarak iiretilen PCT’nin kaynaginin tiroid
bezinin C hiicreleri olmadig1 diisiiniilmiis, tiroidektomi uygulanan hastalarda yiiksek
PCT seviyelerinin saptanmasida bu goriisiin dogrulugunu kanitlamistir (37-39). Daha
sonra inflamatuvar nedenli PCT’nin akciger, karaciger, bagirsaklar ve pankreasta
bulunan néroendokrin hiicrelerden salindigi bulunmustur (38, 40, 41). Dolasimdaki kan
hiicrelerince salinmadigi dasaptanmugtir (42).

Prokalsitonin {iretimi bakteriyel endotoksinler, ekzotoksinler ve baz1 sitokinler
tarafindan uyarilabilmektedir. Deneysel kosullarda bakteriyel endotoksinler ve TNF-a,

en gi¢lii PCT indiikleyicileridir (38, 41). Saglikli goniillillerde yapilan intravendz
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bakteri endotoksin injeksiyonundan 2-4 saat sonra plazmada PCT artis1 saptanmis, 24-
48 saat sonra yliksek olarak kalarak iki giin sonra bazal seviyesine indigi gosterilmistir
(38, 43). PCT nin 0.5 ng/mI’nin istiindeki tiim degerleri patolojik kabul edilmektedir
(38). paraziter olmayan hastaliklarda PCT degerleri genellikle <2 ng/ml olarak bulunur.
Ciddi bakteriyel enfeksiyonlarda ve sepsiste PCT plazma konsantrasyonlari 1 ng/ml’den

1000 ng/ml’ye kadar degisen diizeylerde saptanmistir (38).

2.7.2. Spesifik Tam1 Yontemleri

Sepsis tanisinda enfeksiyon kaynagini olusturan odak belirlenmeye ¢alisilmalidir. Odagi
belirlemek yoniinden sistemik muayene en temel yol gostericidir. Bu inceleme
stirecinde cerrahi ve diger yaralar (dekiibit) mutlaka gézden gecirilmeli, kateter giris
yeri ve ekstremiteler incelenmeli ve flebit, seliilit gibi enfeksiyonlar saptanmalidir.
Siniizit akla gelmeli, g6z dibi 6zellikle kandida sepsisi siirecinde saptanan endoftalmi
yoniinden degerlendirilmelidir. Ishal varhginda Clostridium difficile, piiriilan idrar
varliginda tiriner enfeksiyon akla getirilmelidir. Tiim bu degerlendirmeler tamamlaninca
mutlaka kan kiiltiirii ile beraber odak olarak belirlenen bolgelerden de kiiltiir alinarak
incelenmelidir. Enfektif bolgeler saptanarak bakteriyemi kaynagi olup olamadiklarinimn

saptanmasi tedaviye yanit ve prognozla yakinen ilgilidir (44, 45).

2.7.2.1. Kan Kkiiltiirii

Sepsis siiphesi olan her hastada kan kiiltiirii alinmalidir. Kan Kiiltiiri, sepsis ve
bakteremilere yol agan mikroorganizmalarm izole edilmesi amaciyla kullanilan 6nemli
bir tan1 yontemidir (46). Cogu zaman pozitif bir kan kiltirii sonucu, klinisyeni
dogrudan taniya yoneltebilmektedir (47). Kan kiiltiirii alimirken uygulanacak temel
prensipler testin degerini artiracaktir.

Kan kiiltiirii alirken; dogru yerden, dogru zamanda, dogru teknikle, yeterli miktarda
ornek alinmali, laboratuvara dogru kosullarda ulagtirilmalidir.

Kan kiiltiirii almak i¢cin endikasyonlar ¢esitlidir ve standardize edilmemistir. Ates kan
kiiltiiri alinmasinin en sik nedenidir. Ayrica lisiime, tasikardi, tasipne gibi kanda
mikroorganizma varligini diistindiiren klinik durumlarda, infeksiydz olmayan nedenlerle
aciklanamayan ates ve hipotansiyon oldugunda ve nétropeni sirasinda ates ortaya
cikarsa kan kiiltiirii alinmaktadir. Deneysel ¢alismalarda kanda en fazla mikroorganizma

sayisinin ates veya Usiime titremelerin baslamasindan 1-2 saat once oldugu
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bulunmustur. Bu nedenle ates pikinden 1.5 saat once kan kiiltiirii alinmasi idealdir.
Bununla birlikte ates piki tahmin edilemediginden semptomlar baglar baslamaz (ates,
tsime vb) kan kiiltiirleri alnabilir. Ates yoklugunda; lokal enfeksiyonu olan
hastalardan (pndmoni, menenjit, osteomyelit gibi), bobrek yetmezligi ve agiklanamayan
Iokositozu olan hastalardan, immiin sistemi bozulmus veya yogun bakim altindaki
hastada agiklanamayan pulmoner, renal veya hepatik fonksiyon bozuklugu,
aciklanamayan hemodinamik bozukluklar1 olan hastalardan kan kiiltiiri alinabilir (48,
49).

Kan kiiltiirii i¢in 6rnek alinirken en sik antekubital venler kullanilir. Eger hastada
intravenoz Kateter varsa antekubital vene ek olarak kateterden de kan kiiltiirii alinir. Bu
daha cok kateter iligkili bakteriyemi varliginin arastirilmasida bagvurulan bir yoldur.
Kan kiiltiirlerinde cilt flora bakterilerinin bakteriyemi etkeni olarak karsimiza ¢ikmasi
nedeniyle ciltten ya da ortamdan kontaminasyonun engellenmesi i¢in alim teknigi ¢ok
onemlidir. Kani alacak kisi kendini kanla bulasan enfeksiyonlardan korumak icin
eldiven giymelidir. Once kanm aliacag bdlge % 70’lik etil veya isopropil alkol ile
silindikten sonra 30 saniye beklenir. Daha sonra tercihen iyot ile silinerek bir dakika
beklenir. Silme islemleri merkezden g¢evreye dogru yuvarlaklar gizerek yapilir. Daha
sonra kapal1 sistem vakum ignesi veya enjektor yardimiyla kan alinir. Damar iizeri ve
cevresi silindikten sonra tekrar palpe edilmez. Palpe edilecekse bile parmak uglar1 tekrar
dezenfektanlarla silinmis olmalidir. Kan kiiltiiri siseleri hasta basinda hazir olmalidir.
Hangi sise cinsi uygunsa o kullanilir. (48,49)

Hastadan kan alindiktan sonra kiiltiir sisesine konmadan 6nce kimi arastirmacilar igne
degistirme (Switch Needle Teknigi) yapilmasinin kontaminasyon olasiligini azaltacagini
bildirmektedir. Bu teknigin kontaminasyon oranlarmi disirdigiinii gosteren bazi
calismalara karsin, azaltmadigini bildiren ¢alismalar da vardir. Bu nedenle genellikle
igne degistirilmeden siseye inokiilasyon yapilmaktadir. Ayrica ignenin degistirilmemesi
kan alan kisiye igne batmasi riskini de azaltmaktadir (48).

Kan, siselerin i¢ine konmadan siselerin agzi alkol ile silinmelidir. Ticari siselerin
iizerinde aerobik, anaerobik, mantar, eriskin veya pediatrik olduguna dair, kullanicinin
kigiye ve olasi etkene gore kulanabileceg notlar bulunur. (48)

Uremeyi etkileyen en dnemli faktorlerden bir tanesi de alinan kan miktaridir. Kanin
icerisinde bazi inhibitér maddeler vardir bu yiizden besiyeri kan oran1 dnemlidir. Kan

kiiltiirii siselerinde 1:4 veya 1:10 oraninda kan besiyeri orani kabul edilebilir oranlardir.
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Ticari olarak kullanilan sigselerde her sise basina alinacak miktar optimum 8-10 ml°dir.
Her seferde en az iki set (aerobik-anaerobik siseden olusan) kan alinmalidir.

Laboratuvara miimkiin oldugunca bekletilmeden (beklemesi igin gerekli siire oda
isisinda gegirilmelidir) ulastirilmasi gereken kan kiltiiri siseleri mevcut sistemlerin
Ozelliklerine gore isleme alinir. Amag¢ kanda bulunan bakterilerin besiyeri igerisinde
inkiibator 1s1sinda {iretilmesi ve lireyen bakterinin tespit edilmesidir. Bakteri iiretilmesi
bakteriyeminin gosterilmesinden baska etkenlerin antibiyotik duyarlilik durumunun
tespitini miimkiin kilar. Mikrobiyoloji laboratuarlarmim en hizli ve dncelikli davranmasi
gereken durumlardan bir tanesi kan kiiltirii Gremelerinin tespitidir ve antibiyotik

duyarlhilik testlerinin dogru olarak uygulanmasidir. (48,49)

2.7.2.1.A. Kan Kkiiltiirii icin kullanilan yontemler: Kan kiltiirii 19.yiizyilldan beri
enfeksiyon hastaliklarinin tanisinda kullanilmistir. Belli basli sistemleri 3 baslikta
siralayabiliriz;

1- Manuel (konvansiyonel) sistemler

2- Lizis santrifiigasyon sistemi

3- Otomatize surekli izlemeli sistemler

Manuel yontemlerde: laboratuvarda hazirlanmis ya da ticari olarak satilan agzi1 kapal,
icerisinde tripticase soy, brain-heart infiizyon ve columbia besiyerleri gibi olasi
etkenlere en kisa siirede ulasmak amaciyla kullanacak zengin vasatlar iceren siseler
kullanilir. Baz1 siseler hem sivi hem de kati kisimlari igerir (bifazik). Giinlik izlemlerle
bulaniklik olusumu, kanin hemolizi, sivi yada kat1 besiyerinde iiremelerin gézlenmesi
gibi tireme izlemi yapilir. Ayrica kor pasajlar ile iireme takibi yapilabilir.

Ticari olarak satilan bazi siselerin agzinda giinliikk inkiibasyonlar1 miimkiin kilan ek
diizenekler veya iireme indikatorii olan ek aparatlar bulunur. Is yogunlugunun yiiksek

oldugu laboratuvarlarda tek siselerin siirekli izlemleri ve pasajlari sorun olmaktadir.

Lizis santrifiigasyon sistemi: iilkemizde talep olmadigindan pek kullanilmamis olan
bir sistemdir. Kan Kkiiltiirlerinin alindig1 siselerde kanin sekilli elemanlarinin
parcalanmasimi saglayan maddelerle temasini takiben santrifugasyon yapilir ve agar
plaklarina ekilir. Mantar ekimlerinde basarili oldugu tespit edilmistir. Erken miidahale

edilmezse S. pneumoniae ve Haemophilus tiirlerini iiretmede yetersiz kalmaktadir.
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Otomatize sistemler: bilgisayar destegi ile farkli iireme indikatorlerinde meydana
gelen degisimlerin izlenmesi esasma dayanir. Inkiibator ve siirekli calkalama prensibi
ile sigeler siirekli takip edilir. Sise icerisindeki O, miktarinin azalmasi veya CO;
miktarmin artmastyla degisen kolorometrik veya florometrik Slglimler saglanir. Yakin
gecmise kadar kullanilan radyometrik 6l¢lim yontemleri, radyoaktif atiklardan dolay1
giiniimiizde kullanilmamaktadir. Bu sistemlerde siirekli izleme nedeniyle kan
kiiltiirlerindeki pozitifligin daha erken donemde saptanmaktadir.

Belirli grup mikroorganizmalar igin 6zel siseler mevcuttur. Anaeroblar, mantarlar,
tuberkiiloz gibi. Ayrica pediatrik ve eriskin siseleri vardir. Baz1 siseler antibiyotiklerin
absorbsiyonu saglayan maddeler icermektedir.

Yaygin olarak kullanilan {i¢ ¢esit otomatize kan kiiltiiri sistemi vardir. Bunlar,
BacT/Alert, BACTEC ve ESP olup, her tigii de tilkemizde pazarlanmaktadir.

Bu sistemlerde tireme tespit edildigi noktada cihaz alarm ile uyarir. Siselerden
laboratuvarin ¢alisma prensipleri dogrultusunda boyama ve pasajlar yapilir. Bakterilerin
tiplendirilmesi ve antibiyotik duyarlilik testleri tamamlanir. Otomatize sistemlerin
bakterileri tlretmekte daha basarili oldugu ve daha hizli izolasyon sagladigi

belirtilmektedir.

2.7.2.1.B. Alinacak kan kiiltiirii sayisinin belirlenmesi

Eriskin hastalar i¢in her septik epizodda iki veya ii¢ ayr1 set kan kiiltiirii alinmalidir. Bu
say1 ¢esitli faktorlere baghdir. Birincisi; bakteriyemi ve fungemi epizodlarmin % 95’den
fazlasi iki veya ii¢ kan kiiltiirii alind131 zaman saptanmaktadir. Ikincisi; rutin olarak her
septik epizod i¢in birden fazla kan kiiltiirii alinmali ve yeterli voliimde ilave edilmelidir.
Ucgiinciisii; klinik olarak &nemli ve kontaminant mikroorganizmalar arasmda ayrim
yapmada klinisyene yardim eder (48, 49). Optimal sonu¢ i¢in iki kan kiiltiir seti
arasmdaki siirenin 30-60 dakika olmasi tavsiye edilmektedir (48, 50). Es zamanl olarak
alinan ¢ok sayida kan kiiltiirii ile ard arda 24 saatte alman kan kiiltiirleri arasinda
organizmanin tesbiti agisindan fark olmadig1 gosterilmistir (51). Genelde her bir vendz
ponksiyonda en az iki siseye kan alinmasi pratiktir. Bir sette bir aerop bir anaerop sise
bulunmaktadir. Bununla birlikte her iki sisenin de aerop olmasi bir aerop bir anaerop
siseden olusan setten daha ¢ok Onerilmektedir (50). Eger hasta antibiyotik tedavisi
aliyorsa kandaki ilag konsantrasyonunun en diisiik oldugu, bir sonraki dozdan hemen
once alinmasma dikkat edilmelidir. Kan kiiltiir setleri arasindaki zamanlama ¢ok

onemlidir. Her septik epizodda rutin olarak {iigden fazla kan kiiltiiri alinmasi

22



kontaminant ve klinik olarak Onemli izolatlar arasinda ayrim yapmaya yardim
etmemektedir. Bundan dolay: 24 saat igersinde rutin olarak ii¢ kan kiiltiirinden fazla
kiiltiir alinmasi, endokarditler disinda pozitif sonuglarda anlamli bir artisa sebep
olmamakta, maliyeti, laboratuvarin ig yiikiinii artirmakta ve nozokomiyal anemiye

(flebotominin sebep oldugu) neden olmaktadir (49-52).

2.7.2.1.C. Kan kiiltiirii alma teknigi

Kan kiiltiirlerinde kontaminasyon ¢ok ciddi bir sorundur. Ortalama % 3-5 arasinda
kontaminasyon oranlar1 bildirilmektedir. Kontaminasyon, etkeni yanlis tanimlamaya yol
acabilecegi gibi, yanlis bakteriyemi tanisina ve buna bagli gereksiz antibiyotik
kullanimina, yatis siiresinde uzamaya ve ciddi maliyet artisina neden olmaktadir (53).
Yapilan bir calismada hemokiiltiir yanlis pozitiflik orani ortalama % 6.4 bulunmus,
YBU’nde %10 iizerinde bu oranin ¢ikabildigi, en sik yanls pozitiflik nedeni bakterinin
koagiilaz negatif stafilokok oldugu ve cok ciddi laboratuvar maliyetine neden oldugu
gosterilmistir (54). Yeterli voliimde kan alinmamasi da yalanci negatifligin en major
nedeni olarak bildirilmektedir(48-50, 55)

Ozellikle hastanelerde en sik bakteriyemi kaynagi santral vendz kateterler olmaktadir.
Kateter kaynakli enfeksiyonu tanimlamak i¢in ¢esitli metodlar kullanilmistir. Kateter ve
periferden kantitatif kan kiiltiiri yapmak, giris yerinden siiriintii/apse 6rnegi kiiltiirt,
cikarilan kateterin boyanarak incelenmesi, kateter icinden firgalama yontemi ile 6rnek
alarak caligilmasi kullanilabilecek bazi yontemlerdir. Fakat giinlimiizde en sik ¢ikarilan
kateter segmentinin petri plagindaki besiyerinde 4-5 kez yuvarlanmasi sonrasinda
saptanan koloni sayis1 (15 ve daha fazla koloni anlamli) ile tan1 konulmasmi 6neren

Maki yontemi ve liimen i¢inden sivi gegirerek sonikasyon ya da vorteksleme sonrasi

ekimi Ongeren kantitatif kateter kiiltiirii (2102_3 koloni anlamli) en sik kullanilan
metodlar olmustur. Fakat son yillarda kateter ¢ikarilmadan kateter kaynakli bakteriyemi
tamsinda faydali olabilecek sistemler 6n plana gegmistir (56, 57). Uremeyi sinyal ile
izleyen kan kiiltiirii sistemlerinde es zamanli alinan perifer ve kateter kan kiiltiirlerinde
eger kateterden alman kan kiiltiirli 2 saat ya da daha erken bir saatte sinyal veriyorsa
kateter kaynakli enfeksiyonu saptamak yoniinden son derece faydali bulunmuslardir
(56, 58). Santral venoz kateter disinda diger damar i¢i kateterler hatta periferik vendz
kateterler de zaman zaman enfeksiyon odagi olabilirler ve 6zellikle YBU hastalarinda

dikkatle izlenmeleri gerekir (59).
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Nereden bakilirsa bakilsin kan kiltlirii  sepsis hastasina yaklasimda en temel
uygulamadir. Gergek etkeni saptamak ve antimikrobiyal duyarlilik konusunda yol
gostermek asamasinda tartigmasiz gerekli olan kan kiiltiirli ne yazik ki zaman gerektiren
bir testir. Son yillarda kan kiiltiriindeki tiremelerin sonucunu hizla belirleyen hatta
kismen antibiyotik duyarliligi saptayan (siseden Mec A geni ile stafilokok metisilin
duyarlilig1 saptanmasi) testler gelistirilmektedir. Sisede iireme varliginda spektroskopi
ile etkeni tanimlamak yaninda floresans yontemler kullanarak hizli hibridizasyon
(FISH) ya da etken spesifik polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemleriyle hizli tani
konulabilmektedir. Bu yoOntemler giinlimiizde standardize edilmemis deneme

asamasinda yontemlerdir (60).

2.7.2.2. Molekiiler yontemler

Giinlimiizde hizli tanimlama ve is yiikiiniin azaltilmas1 amaciyla direk olarak kandan
bakteriyel etkenlerin tanimlanmasi ile ilgili arastirmalar yapilmaktadir.

PCR teknikleri kullanilarak nukleik asit amplifikasyonu ile bakteriyemik hastalarda
bakterilerin 16SRNA geninin amplifiye edilmektedir. Etkenin ayn1 giin igerisinde tespit
edilmesi, major diren¢ paternlerinin molekiiler olarak saptanmasi olduk¢ca heyecan
verici goziikmektedir.(60)

Multiplex PCR yontemi ile 6zellikle sik bakteriyemi etkeni olan mikroorganizmalara
0zgii olarak primer hazirlanmaktadir. Daha az miktarda kan 6rnegi kullanilmakta ve
daha hizl1 sonuca ulasilmaktadir.

Yontemin en onemli kisitlayici tarafi, kontaminasyon, cansiz bakteriyel DNA’y1 da

saptamasindan dolay1 yasanan yorum sikimtis1 ve kuskusuz maliyettir.(60)

2.8. Tedavi

Tedavinin basarist dogru ve erken klinik tani, etiyolojik tanimnin konulmasi, destekleyici
ve etkene yonelik uygun tedavinin erken baglanmasi, altta yatan hastaligin ortadan
kaldirilmasi veya diizeltilmesine baghdir Giincel sepsis tedavisi;

1. Infeksiyon kaynagmmin belirlenmesi, etkenin belirlenmesi ve enfeksiyon odagmin
kontrol edilmesi

2. Uygun antibiyotik tedavisinin baslanilmasi

3. Hemodinamik fonksiyonlarin diizeltilmesi ve devam ettirilmesi

4. Oksijenlenme ve solunumun desteklenmesi

24



5. Antitrombotik, profibrinolitik, antiinflamatuvar tedavi
6. Metabolik destek

7. Kritik hastalarda komplikasyonlarin 6nlenmesi

2.8.1. Antimikrobial Tedavi

Kan kiiltirii alindiktan intravendz antimikrobial tedaviye hemen baglanilmalidir.
Antibiyotik tedavisinin erken baglanilmasinin mortalite iizerine etkisi vardir (61, 62).
Sepsiste baglangic antimikrobial tedaviye hemen daima ampirik olarak baslanir. Sepsis
mortalitesi yiiksek bir hastalik oldugundan baslangi¢ antimikrobial tedavi mutlaka olas1
tiim etkenleri kapsayacak sekilde genis tutulmalidir (63, 64).

Sepsiste antibiyotik se¢imi ¢ogu kez ampirik olarak yapilir. Hastanin yas1, enfeksiyonun
kazanildig1 yer ve klinik bulgular bu secimi etkiler. Kan kiiltiirii ve fokal enfeksiyon
odaklarindan alinan kiiltiir sonuclar1 elde edildigi zaman antimikrobiyal tedavi yeniden
diizenlenir.(63,64)

Yenidogan doneminde toplum kaynakli sepsis tedavisinde ampirik olarak, ampisilin+
aminoglikozid, sefotaksim (veya seftriakson)+ampisilin veya sefotaksim (veya
seftriakson) + aminoglikozid baslangi¢ tedavisinde kullanilir. Yenidogan doneminden
sonra toplum kaynakli sepsisin ampirik tedavisinde sefotaksim veya seftriakson tek
basina yeterlidir. Eger sepsise Gram pozitif bir mikroorganizma ile olusan veya
etiyolojisi belli olmayan menenjit eslik ediyorsa, bu durumda etkenin penisiline direngli
S. pneumoniae olma olasiligi nedeniyle tedaviye vankomisin eklenmesi gerekir. Hastane
kaynakli sepsiste veya altta sepsis olusumuna yatkinlik yaratacak bir hastaligin
varliginda antibiyotik se¢imi hastanin yattig1 iinitede goriilen mikroorganizmalar,
antibiyotik duyarliliklar1 ve altta yatan hastaligin cinsine gore belirlenmelidir.

Tedavinin ne kadar siirdiiriilmesi gerektigi konusunda kesin bir fikir birligi yoktur.
Tedavi siiresine klinik cevaba, laboratuar sonuglarina, fokal enfeksiyon odagmin
varligma ve eslik eden klinik sorunlara gore karar verilmelidir. Toplum kdkenli sepsiste
7-10 giinliik tedavi yeterlidir. Klinik diizelme olduktan 5 giin sonra tedavi kesilebilir.
Diger hasta gruplarinda tedavi siiresi hastaya gore ayarlanmalhdir. Tedavi
baslanmasindan sonraki 24-48 saat i¢inde alman kan kiiltiirleri negatif olmaldir. Eger
kiiltiirler pozitif kalmaya devam ediyorsa enfekte kateter, endokardit, enfekte trombiis,
yeterli tedavi edilememis bir fokal enfeksiyon odagi, ila¢ direnci, yanlis ilag dozu

kullanim1 gibi durumlar nedeniyle hastanin yeniden degerlendirilmesi gerekir.
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Ampirik tedavi baglanan bir hastada klinik kotiilesme olmasi durumunda antibiyotik
tedavisinde basarisizlik yaninda klinik kotiilesmeye yol acabilecek degisik nedenlerin
degerlendirilmesi gerekir. Antimikrobial tedavi basarisizligin nedenleri sepsis etkeninin
ampirik tedavinin spektrumuna girmemesi, diisiik doz veya lokal enfeksiyon bdlgesine
antimikrobial ilacin yetersiz perfliizyonu veya ila¢ antagonizmasi olabilir. Ancak
sepsiste ortaya c¢ikan semptomlar inflamasyon sisteminin aktivasyonuna bagli
oldugundan sorumlu etkenin eradike edilmesi her zaman klinik diizelmeye yol agmaz.
Sepsis nedeniyle ortaya ¢ikan organ yetmezlikleri, geri doniisiimsiiz septik sok, yetersiz
destek tedavisi, eslik eden ek tibbi sorunlar, adrenal yetmezlik, lokal enfeksiyon
odagmnin ortadan kaldirilmamasi veya siiper enfeksiyon gibi durumlar da Kklinik

kotiilesmenin nedenleri olabilir.

2.8.2. Fokal infeksiyon Odagimin Ortadan Kaldirilmas:

Sepsis, bazen lokal bir enfeksiyon odagindan (menenjit, pnémoni, apse, cilt
enfeksiyonu, apandisit, gangrenéz bir ekstremite, nekrotik bir doku, barsak
perforasyonu, septik artrit, osteomiyelit, vs.) kan yayimi sonrasinda gerceklesir. Bazen
de viicuttaki bir yabanci cismin enfekte olmasi (kateter enfeksiyonlari, enfekte
protezler, vs.) ve etkenin buradan dolasima karigmasi sonrasinda ortaya ¢ikabilir. Sepsis
tanis1 konan her hasta lokal bir enfeksiyon odagi varligi yoniinden degerlendirilmelidir.
Bu gibi durumlarda eger enfeksiyon odagi dogrudan miidahale edilebilecek durumda ise
hastanin baslangi¢ tedavisi yapilip hasta uygun hale getirildikten sonra odagin en kisa
stirede ortadan kaldirilmasi veya kaynak enfekte bir yabanci cisim ise yabanci cismin
hemen ¢ikartilmasi gerekir. Eger intravaskiiler bir kateter enfeksiyon kaynagi ise yeni
damar yolu acilinca enfekte intravaskiiler kateterin hemen c¢ikartilmasi gerekir. Bu
islemler yapilirken hastanin fizyolojik dengesini en az bozacak ydntem tercih
edilmelidir. Ornegin perkiitan bir drenaj yapilabiliyorsa bu cerrahi drenaja tercih
edilmelidir. Hastanin cerrahi islem i¢in baska bir iiniteye nakledilmesinin ve yapilacak
islemin getirecegi riskler (6rnegin: kanama) diisiiniilmelidir. Bu risklere kars1 gerekli

Onlemler alinmalidir.
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2.8.3. Destek Tedavisi
Glinlimiizde sepsis ve septik sok destek tedavisi hedef yonelimli tedavi bigiminde
uygulanmaktadir. Bu tedavide hemodinamik dengelerin saglanmasi, replasman

tedavileri uygulanmasi ve monitorizasyonla takip tedavinin ana pransibidir (65).

2.9. Prognoz

Sepsis tedavisinde yeni gelismelere ragmen O6lim orani hala yiiksektir. Degisik
caligmalarda 6liim oran1i % 20-80 arasinda bildirilmektedir (66, 67). Bu ¢alismalarda
farkli 6liim oranlarmin bildirilmesi ¢alisma gruplarinin heterojen olmasina baghdir.
Gram negatif bakteriyel sepsislerde 6lim orani % 45-50 (68, 69). Gram pozitif
bakteriyel sepsislerde % 20-30 (70, 71) ve anaerop sepsislerde ise 6liim oran1 % 15-
30°dur (72). Sok, DIK, ARDS ve diger organ yetmezligi komplikasyonlari gelistiginde
olim oranm1 % 70-90 arasinda degismektedir (15, 73, 74). Etkenlere gore de o6liim
oranlart farklilik gosterir. En yiiksek Olim oran1 P. aeruginosa sepsislerinde
bildirilmektedir (15, 74, 75).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamizda Haziran-Eyliil 2011 tarihleri arasmda Gaziantep Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi mikrobiyoloji labarotuvarina kan kiiltiirii 6rnekleri gelen hastalar
caligmaya dahil edildi. Kan kiiltiirii 6rnekleri laboratuara kabul edilen hastalardan, es
zamanlt olarak molekiiler testlerin ¢alisilmasi amaciyla EDTA’L tiipe kan 6rnekleri
almmistir. Hastalarin demografik 6zelliklerine hastane otomasyon yonetim sisteminden

ulagilmistir.
3.1. Kan Kiiltiirleri

Kan kiltiirii 6rnekleri BacT-Alert 3D (Biomerieux) tam otomatik kan kiltiiri
sisteminde  inkiibe edildi. BacT/Alert 3D mikrobiyal saptama sistemi,
bakteremi/fungemiye oldugundan siiphenilen hastalardan alinan numunelerin
iiremelerini aerobik ya da anaerobik olarak siirekli izleyen, numuneleri inkiibe eden ve
calkalayan tam otomatik, kolorometrik bir sistemdir. Numune cihaza yerlestirildikten
sonra, pozitif veya negatif olarak saptanana kadar periyodik olarak, cihazin i¢inde takip
edilir. Ureme oldugunun saptanmasi durumunda (pozitif bir sonug) cihaz tarafindan
sesli alarm verilir. Bir numunede belirtilen siire igerisinde, herhangi bir mikrobiyal
iireme goriilmez ise negatif olarak bildirilir.

Tek kullanimlik BacT/Alert siseleri, kati-faz reflektometrelerle siirekli izlenen
karbondioksit sensorlerine sahiptirler. BacT/Alert bilgi islem sistemi sensér okumalarini
denetler ve hangi numunelerin negatif, hangilerinin pozitif olduguna karar veren bir
veritabanina sahiptir.

BacT-Alert kiiltiir siseleri tek kullanimlik, plastik kapakli steril siselerdir. Her sise
mikrobiyal iiremenin gostergesi CO2’1 saptayan bir sensiire sahiptir. Siselerin, 77 cc
kapasitesi olup, aerobik, anaerobik ve pediyatrik kullanim igin planlanmis sekilleri
vardir. Siselerin i¢ tabaninda kolorometrik CO; sensorii bulunur. Bakteri liremesinin
olmasi ile CO; oranindaki degisiklik sensorlerce algilanir ve cihaz sofware’i ekrandan

tireme varligini gosterir.
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Aerobik siseler, vakum altinda CO; iceren kompleks aminoasitleri ve karbonhidrat
substratlar1 igeren triptik soya besiyeridir (40 ml). Antikoagiilan olarak sodyum
polianethol sulfonat ( % 0.035) igerir.

Anaerobik siseler; vakum altinda CO; ihtiva eden hava atmosferinde kompleks
aminoasidleri ve karbonhidrat substratlar1 iceren triptik soya besiyeridir (40 ml).
Antikoagulan olarak sodyum polianethol sulfonat (% 0.035) ihtiva etmektedir.
Pediatrik siseler; vakum altinda CO, ihtiva eden nitrojen atmosferinde kompleks
aminoasidleri ve karbonhidrat substratlar1 iceren beyin kalp inflizyon besiyeridir (20

ml). Antikoagulan olarak sodyum polianetholsulfonat (% 0.02) igerir.

3.2. Bakterilerin tanimlanmasi

Ureme sinyali veren kan kiiltiirii siseleri, cihazdan ¢ikarildi. Bek alevi yaninda, sise
kapaklari, alkollii pamukla silindikten sonra, siselerden enjektor ile yaklasik 1 ml kadar
kan 6rnegi alindi. Alinan 6rneklerin, % 5 koyun kanli agar (Biomerieux, Fransa), eosin
metilen blue (EMB) agar (Sigma) ve ¢ukulata agara ekim yapildi. Plaklar, 37 °C’lik
etiivde 24-48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siireleri sonunda konvansiyonel yontemler
(Gram boyama, katalaz testi, oksidaz testi, plazma koagiilaz) ve Vitek 2 Compact
(Biomérieux, Fransa) tam otomatik bakteri tanimlama sistemi kullanarak tanimlamasi
yapild.
Kanh Agar: Hazir ticari olarak satilmakta olan ve 90 mm c¢apinda, plastik petri
icerisinde, % 5 koyun kani igeren Mueller Hinton agar kullanildi (Biomérieux, Fransa).
Eosin Metilen Blue Agar: Toz halinde ticari olarak satilmakta olan EMB agar, bir
balon igerisinde 1 litre distile suya 36 gram eklenip 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak
hazirlandi. El yakmayacak sicakliga (40-50 °C’ye) diistiigiinde daha onceden steril
etmis oldugumuz cam petrilere (70-90 mm ¢apinda) 0.4 mm kalinlikta olacak sekilde
dokiildii ve besiyeri oda 1sisinda donduktan sonra plaklar ters ¢evirerek buzdolabinda
+4 °C’de muhafaza edildi. Ekim yapmadan 6nce oda 1sisinda bir siire beklettikten sonra
ekimler yapild.
EMB besiyerinin igerigi (gr/L.);

e Pepton 10.0,

e di-Potasyum hidrojen fosfat 2.0,

e Laktoz 5.0,
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e Sukroz 5.0,

e Eosin 0.4,

e Metilen Blue 0.07,
e Agar-agar 13.5

Cukulata Agar: Toz halinde ticari olarak satilmakta olan Gelose Mueller Hinton 2

(MH2-D) agardan (Biomérieux, Fransa) steril bir balon igerisine 1 litre suya 38 gram

olacak sekilde konuldu ve 121 °C’de 15 dakika otoklavlandi. Otoklavdan ¢ikdiktan

sonra besiyerinin sicaklig1 50-55 °C’ye diistiigiinde % 5 oraninda insan kani (tam kan)

eklendi. Kani ekler eklemez balonu yavas hareketlerle alev iizerinde ¢alkalayarak 1smnin

etkisiyle eritrositlerin par¢alanmasi ve sonugta besiyerinin renginin kahverengi olmasini

sagland1. Steril cam plaklara besiyerini dokerek ve besiyerinin donmasini bekledikten

sonra buzdolabinin +4 °C bdlmesinde muhafaza edildi. Ekim yapilmadan once oda

1s1sinda bir siire beklettikten sonra ekimleri yapildi.

Cukulata agar icerigi,

e Gelose Mueller Hinton 2 (MH2-D) Agar (Biomérieux, Fransa)

e % 5 Insan kani; kan bankasindan torba kan olarak temin edildi.

3.2.1. Konvansiyonel Yontemler

3.2.1.1. Gram boyama (76, 77)

Preperat Hazirlanmasi

Temiz bir lam tizerine 6ze ile bir damla steril fizyolojik tuz ¢6zeltisi damlatildi.
Oze bek alevinde sterilize edilerek, sogumasi i¢in kisa siire beklendi,

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

Bakteri kolonisi lam {izerine damlatilmis su ile karstirilds,

Oze bek alevinde sterilize edilerek yerine kondu,

Preparat havada kurutuldu,

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

fiksasyon yapildi.
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Boyama

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

Su ile hafifce yikanarak boyanin fazlasi akitildi,

Lugol ¢6zeltisi damlatilarak 1 dakika bekletildi, siirenin sonunda lugol ¢ozeltisi
akitildi.

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

Preparat, saf sudan gegirildikten sonra sulu karbol fuksin ¢ozeltisi ile 10-30
saniye boyandi.

Damitik su ile ile iyice yikanip ve kurutma kagidi ile hafif¢ce suyu alinarak
kurumaya brrakild.

Immersiyon objetifi ile ile mikroskopta incelendi.

Kullanilan cozeltiler

Kristal violet ¢ozeltisi:

Kristall violet 0.50 gr
Damitik su 100.00 ml

Lugol cozeltisi

Iyot 1.00 gr
KI 2.00 gr
Damitik su 300.00ml

3.2.1.2. Katalaz Testi (78)

Kati1 besi yerinde (kanli agar harig) tiremis olan mikroorganizma kolonilerinden
platin 6ze ile yeterli miktarda alinarak temiz bir lamin {izerine konuldu.
Uzerine, % 30’luk hidrojen peroksitden bir damla damlatildi.

Hidrojenperoksit katilmasindan sonra hava kabarciklarin goriilmesi pozitif

reakiyon olarak degerlendirildi.

Stipheli durumlarda mikroskop altinda muayene yapilarak degerlendirildi.

3.2.1.3. Oksidaz testi (79, 80)

Bu test, mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen ve intraselliller olan oksidase

enziminin (sitokrom C oksidase) varligin1 ortaya koymada kullanilir. %1’lik
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tetramethyl-p-phenlenediaminie dihyrochloride bir kurutma kagidina emdirilip, 6ze ile
alman bir koloninin bu kagida siiriilmesine takip eden saniyeler igerisinde renk
degisiminin olup olmamasma bakilir. Mavi rengin olugmasi bakterinin oksidaz enzimi
iirettigini gosterir. Hig bir renk degisikliginin olmamasi negatif olarak degerlendirilir.

Ureyen bakterilerin kanli agardaki kolonileri iizerine hazir olarak temin edilen substrat
emdirilmis (tetramethyl-p-phenlenediaminie dihyrochloride) strip (Oxoid), degdirilerek
olusan renk reaksiyonu 1-2 dakika icerisinde degerlendirildi. Kagit tizerinde mavi, mor

rengin olusmasi oksidaz pozitif olarak degerlendirildi.

3.2.1.4. Koagiilaz Testi: Calismamizda lamda koagiilaz testi yapildi. Lam tiizerine bir
damla latex koagiilaz (Oxoid) damlatildi. Uzerine test edilecek bakteri ile siispansiyon
yapildi. Iyice karistirildiktan sonra agliitinasyon varligi pozitif reaksiyon olarak

degerlendirildi.

3.2.2. Bakterilerin Biyokimyasal Ozellikleri

Bakterilerin biyokimyasal 6zellikleri Vitek 2 (Biomerieux, Fransa) tam otomatik bakteri
tanimlama sistemi ile belirlenmistir. Vitek 2 sistemi bakterilerin ve mayalarin
tanimlanmasinda kullanilan, kolorometrik, bilgisayar destekli bir yontemdir. Tanimlama
liyofilize kartlara, 0.5 McFarland bulanikliginda bakteri siispansiyonunun dagitilmasi,
8-16 saat 35.5 = 1.0 °C’de cihazm inkiibatoriinde inkiibasyondan sonra kuyucuklardaki
biyokimyasal verilerin toparlanip, veri tabanindaki datalarla karsilastirilmasiyla yapilir.
Tanimlama amaciyla, GN (Gram negatif) tanimlama karti, GP (Gram pozitif)

tanimlama kart1 ve maya (yeast) tanimlama kart1 kullanilmistir.

Vitek 2 GN Identifikasyon Paneli

e Ala-Phe-Pro Arylamidase e Glutomyl Arylamidase pNA
e Adanitol e Glucose

e L-Pryrolydonyl-Arylamidase e Gamme-Glutamyl-transferose
e L-Arabitol e Fermantation/Glucose

e D-Cellobiose e Beta-Glucosidase

e Beta-Galactosidase e D-Maltose

e H>S Production e D-Mannitol

e Beta-N-Acetyl-glucosaminidase e D-Mannose
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Vitek 2 GP identifikasyon Paneli

Beta-Xylosidase
Beta-Alanine arylamidase pNA
L-Prolin arylamidase
Lipase

Palatinose

Tryosine Arylamidase
Urease

D-Sorbitol
Saccharase/Sucrose
D-Tagatose

Citrate

Malonete
5-Keto-D-Gluconate
L-Lactate alkalinisation

Alpha-Glucosidase

D-Amygdalin
Phosphatidilinositol
Phospholipasa-C
D-Xylose

Arginine dihydrolase-1
Beta- galactosidase
Alpha-Glucosidase
Ala-Phe-Pro Arlamidase
Cyclodextrine
L-Aspartate Arylamidase
Beta galactopyranosidase
Alpha-Mannosidase
Phosphatase

Leucine Arylamidase

L-Proline Arylamidase

Succinate-alkalinisation
Beta-N-acetyl-galactosaminidase
Alpha-Galactasidase
Phosphatase
Glycine-Arylamidase
Ornithine-Decarboxylase
Lysine-Decarboxylase
L-Histidine assimilation
Coumarate
Beta-Glucuronidase
Glu-Gly-Arg-Arylamidase

L-Malate assimilation

L-Lactate assimilation

Beta Glucuronidase
Alpha-galactosidase
Alanine-arylamidase
Tyrosine Arylamidase
D-Sorbitol

Urease

Polymixin B resistance
D-Galactose

D-Ribose

L-Lactate

Lactose
N-acetyl-D-glucosamine
D-Maltose

Bacitracin Resistance
Growth In 6.5 % NacCl
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D-Mannitol e Salicin

D-Mannose Sacharose/sucrose

Methyl-B-D-Glucopyranosidase D-Trehalose

Pullulane
D-Raffinose
0/129 Resistance

Arginine Dihydrolase 2

Optochin resistance

Vitek 2 Yeast identifikasyon Paneli

e L-Lysine-arylamidase e L-Sorbose

e L-Malate e L-Rhamnose

e Leucine Arylamidase e Xylitol

e Arginine Gp. e D-Sorbitol

e Erythritol e Saccharose /Sucrose

e Glycerol e Urease

e Tyrosine arylamiidase e Alpha-Glucosidase

eBeta-N-acetyl- glucosaminidase e D-Turanose

e Arbutine e D-Trehalose

e Amygdaline e Nitrate

eD-Galactose e L Arabinose

e Gentiobiose e D-Galacturonate

eD-Glucose e Esculin Hydrolyse

el actose e L-Glutamate

eMethyl-A-D-Glucopyranoside e D-Xylose

eD-Cellobiose e DlI-Lactate

eGamma-glutamyl-transferas e Acetate

e D-Maltose e Citrate (sodium)

eD-Raffinose e Glucuronate

ePnp-N-Acetyl-Bd- e L-Proline
Galactosominidase-1 e 2- Keto-D-Gluconate

eD-Mannose e N-Acetyl-Glucosamine

eD-Melibiose e D-Gluconate

eD-Melezitose
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3.2.3. Molekiiler Yontemler

DNA izolasyonu ve amplifikasyonu Septi-Fast (Roche Diagnosis) hazir ticari kiti ile

yapildi

LightCyler Septi-Fast Testi ile 3 asamada tanimlama yapilds,

Mekanik lizis ve DNA saflastirmasi ile 6rnek hazirlanmast,

3 paralel reaksiyonda (Gram pozitif bakteri, Gram negatif bakteri, mantar)
hedef DNA'nin ger¢ek zamanli PCR amplifikasyonu ve spesifik hibridizasyon
problart araciligiyla Sl¢lim,

Orneklerin ve kontrollerin otomatik tanimlanmast,

3.2.3.1. DNA izolasyonu

Her bir hastadan alinan, 1.5 mlI’lik EDTA’l1 kan 6rnekleri kullanildi.  Bu yontemi

kullanarak, kan oOrnegi mekanik olarak (cam ve seramik boncuklar) ve kimyasal

(guanidinyum tiosianat ve proteinaz K) yontemle pargalanir; saflastirilmis DNA daha

sonra cam elyaf lizerine baglh ve yiiksek sicaklikta sulandirildi. DNA izolasyonu high

pure PCR template preparation kit (Roche) ile manuel olarak yapildu.

Ependorf tiip igine 200 pul tam kan 6rnegi ve tizerine 200 pl binding buffer ve

40 ul proteinase K eklendi ve iyice vortekslendi.

Hazirlanan miks 70 °C ' de 10 dakika bekletildi.

Bu miks tizerine 100 ul isopropanol eklendi ve iyice vortekslendi.

Hazirlanan karisimin tamami collection tube (filtreli kolonlarin i¢inde
bulundugu) aktarildi.

Collection tiiplere alinan 6rnekler 8.000 g 'de 60 saniye santriftij edildi.
Santrifiij edilen filtreler yeni collection tiiplere aktarildi ve tizerlerine 500 pl
inhibitor removal soliisyon eklendi.

Collection tiipler 8.000 g'de 60 saniye santrifiij edildi.

Santrifij edilen filtreler yeni collection tiiplere aktarildi ve lizerilerine
500 pl wash buffer eklendi.

Collection tiipler 8.000 g'de 60 saniye santrifiij edildi.

Ayni collection tiiplerin tizerilerine tekrar 500 pl wash buffer eklendi.

Collection tipler 8.000 g'de 60 saniye santrifiij edildi.
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e Santrifiij edilen filtreler yeni collection tiiplere aktarildi ve iizerlerine
soliisyon eklenmeden 13.000 g'de 10 saniye santrifiij edildi.

e Sonrasinda filtreler 1.5 ml'lik steril ependorf tiiplere aktarilarak tizerlerine
200 pl elution buffer eklendi ( 70 °C 1s1da bekletilmis).

e 8.000 g'de 60 saniye santrifiij edildi. Bu islem sonunda 1.5 ml'lik steril ependorf
tiplerin dibinde elde edilen saf DNA (200 pl) -20 °C’de amplifikasyon

asamasina dek bekletilir.

Reaktif Hazirlama

Proteinase K hazirlama: Proteinase K sisesine 4.5 ml. distile su eklendi ve
vortekslenerek kullanima hazir hale getirildi. 500 pl’lik aliquotlara ayrilarak -20 °C’de
muhafaza edildi.

Inhibitor Removal Buffer hazirlama: Inhibitor Removal Buffer sisesine 20 ml
% 96’11k absolute etil alkol eklendi ve vortekslenerek kullanima hazir hale getirildi.
Wash Buffer hazirlama: Wash Buffer sisesine 80 ml % 96’lik absolute etil alkol
eklendi ve vortekslenerek kullanima hazir hale getirildi.

Kit igerisinde bulunan Elution Bufferdan ekstraksiyon isleminin son basamaginda
kullanilmak iizere calisti§imiz hasta sayisina yeter miktarda, her hasta i¢in 200 pl

olacak sekil steril ependorf tiip icerisine konularak 70 °C’deki kuru 1s1 blogunda
beklettildi.

3.2.3.2. DNA Amplifikasyonu

Hedef sec¢imi; i¢ kisimdaki transkripsiyona ugramus ara (IS S-internal iranscribed
spacer) bolge, bakteri ve mantar 6rneklerinin ayirt, edilmesi i¢in hedef bolge sec¢ilmistir.
Bakteri ve mantar genomlarmda ¢esitli operonlar bulundugundan, tekli kopya
genlerinden daha yiiksek bir analitik duyarlilik sunar. Ayrica, ITS ribozomal
RNazlardan tiire daha spesifiktir ve bu nedenle tiirlerin ayirt edilmesi i¢in en uygun
olandir. Tim bakterilerin 16S ve 23S ribozomal DNA sekanslari arasinda ve tiim
mantarlarin 18S ve 5.8 S ribozomal DNA sekanslar1 arasinda yer alir. Saptanabilen

bakteriler Tablo 4’te gosterilmistir.
Amplifikasyon; PCR Amlifikasyonundan 6nce, Amphrase (urasil-N-glikosilaz) enzimi

kullanilarak amplikon kontaminasyonu riski azaltilir. Deoksiiiridin iceren DNA

sarmalarint taniyrp bunlarin bozulmasimi katalize eder, ancak deoksitimidin iceren
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DNA'y1 tanimaz. Isleme tabi tutulmus drnekler, icinde PCR amplikasyonunun meydana
geldigi LighCycler® Kapilerler (100 pL) M®RAPE icindeki hot-start Taq polimeraz
iceren amplifikasyon karigimma eklenir. Belirtilen &rneklerin her bir hedefi, jenerik
veya spesifik primerlerle amplifiye edilir. Hedeflerden bir karisim Reaktif
Kontrollerinde olarak amplifiye edilir.

Tablo 4. Septifast testi ile saptanan etkenler

Gram negatif Gram pozitif Mantar
Escherichia coli MRSA (mec-A) Candida albicans
Klebsiella (pneumoniae/oxytoca)’ | KNS Candida tropicalis
Serratia marcescens Streptococcus pneumoniae | Candida parapsilosis
Enterobacter (cloacae/aerogenes)’ | Streptococcus spp.’ Candida glabrata
Proteus mirabilis Enterococcus faecium Candida krusei
Pseudomonas aeruginosa Enterococcus faecalis Aspergillus fumigatus
Acinetobacter baumannii
Stenotrphomonas maltophilia

Yiki tiirii ayrramamaktadir.
“Streptococcus agalaciae, pyogenes, viridans.

Septifast Mastermiks ve LC Kkapillerlerinin Hazirlanmasi; 1 sise RM 1a, RM 1b.
DM G+, DM G-, DM F, RC G+, RC G-, RC F (LC Septifast Kiti i¢cinde) ¢alismadan 15
dakika once disar1 ¢ikarild:

1. RM la haricindekiler, hatifce vortekslendi ve tiimii spin santrifiij yapild1.

2. Tim reaktifler ve deteksiyon miksleri Septifast Cooling Block tizerindeki uygun
yerlerine yerlestirildi.

3. RM 1b'den 600 ul RM laigine ilave edildi ve pipetleme ile hafif¢ce karistirildi.

4. Olusturulan RM'den (Reagent miks) 200 ul DM G+, DM G- ve DM F i¢ine ayr1
ayr1 ilave edildi. Boylelikle Mastermiks G+, MMX G- ve MMX F

olusturulmus oldu.
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5. Septifast Cooling Block iizerindeki uygun noktalara Mgrade Light Cycler
100 ul’ kapillerlerden ilave edildi.

6. Olusturulan MMX’lerden her biri sagdan sola olacak sekilde 50 ul kapillerlere
ilave edildi.

7. MMX'ler ihtiva eden kapiller igine 50 ul DNA ilave edilir.

8. Light Cycler Carousel Centrifige'de santrifiij edilerek Light Cycler cihazina
yiikleme yap1ldi.

PCR Uriinlerinin HybPr be problan tarafindan Ger¢ek Zamanh Olgiimii

Spesifik bir ¢ift HybPr be kullanilarak floresan ile olgiiliir. Floresanla isaretli bu Hyb
problar, amplifikasyon dongiisiiniin birlesme asamasi sirasinda amplifiye edilmis
fragmanin bir i¢ sekansiyla hibritlesir. Yayilan floresan LightCycler® 2.0 Cihazi
tarafindan dort farkli Olgim kanalindan birinde Olgiilir.  Amplifikasyonun
tamamlanmasindan sonra bir erime egrisi analizi gergeklestirilir. Erime sicakligi
TM’leri, prob ile hedef DNA arasindaki uzunluk, sekans ve homoloji derecesine
baglidir. Problar, bir kanalda olgiilen TM'leri ile bu tiirlerin ayirt edilmesi igin

tasarlanmustir.

Tiirlerin ve Kontrollerin Otomatik Tanimlanmasi

Orneklerin ve kontrollerin erime sicakliklar1 (TM) belirlenmis bir tanimlama
yazilimiyla (SeptiFast Tanimlama Yazilimi) analiz edilir ve bir rapor olusturulur.
Calisma akis1 kontaminasyon araligini yansitan diisiik konsantrasyonlarda KNS

goriintiilenmez.
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4. BULGULAR

Haziran-Eyliil 2011 tarihleri arasmnda Gaziantep Universitesi Mikrobiyoloji
Laboratuvarina gelen 164 hastaya ait kan kiiltiirii 6rnegi ¢alismaya alindi. Calismaya
alinan hastalarm, 77'si kadin (% 46.9), 87'si erkek (% 53. 1) olarak bulundu. Hastalar 1-
92 yaslar1 arasinda idi. Calismaya alinan kan kiltiiri 6rneklerinin kliniklere gore

dagilimi Tablo 5'de gosterilmistir.

Tablo 5. Kan kiiltiirii 6rneklerinin kliniklere gére dagilimi

Klinik Say1 (%)
Dahiliye Hematoloji 45 (27.4)
Dahili Yogun Bakim 45 (27.4)
Anesteziyoloji ve Reaminasyon 41 (25)
Beyin Cerrahi 5(3.1)
Genel Cerrahi 3(1.8)
Yetiskin Gastroentoloji 3(1.8)
Ortopedi ve Travmatoloji 3(1.8)
Gogiis Hastaliklari 3(1.8)
Kadin Hastaliklar1 2(1.2)
Yetiskin Romatoloji 2(1.2)
Infeksiyon Hastaliklar: 2(1.2)
Yetiskin Nefroloji 2(1.2)
Cocuk Saghgi ve Hastaliklar1 2(1.2)
Yeni Dogan Yogun Bakim 1 (0.6)
Biiyiik Acil 1 (0.6)
Yetiskin Noroloji 1 (0.6)
KBB Hastaliklar1 1 (0.6)
Plastik ve rekonstruktif cerrahi 1 (0.6)
Pediatrik Onkoloji 1 (0.6)
TOPLAM 164
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Orneklerin kliniklere gore dagiliminin homojen olmadigi, en siklikla hematoloji ve
yogun bakim iinitelerinden 6rnek geldigi saptanmustir.

Calismaya alman kan kiiltiirii 6rneklerinin 113'sinde (% 68.2) lireme saptanmazken, 51
ornekte (% 31.09) bir mikroorganizma saptandi. Kan kiiltiiriinde bulunan sonuglarin

dagilimi Tablo 6.'de gosterilmistir.

Tablo 6. Kan kiiltiiriinde saptanan mikroorganizmalarm dagilimi

MIKROORGANIZMA SAYI (%)
S. haemolyticus 11 (6.7)
S. honmunis ssp. hominis 8(4.9)
S. epidermidis 7(4.3)
A. baumannii 5(3.1)
P. aerugmnosa 3(1.8)
E. coli 4 (2.4)
K. pneumoniae 4(2.4)
Salmonella Group 1 (0.6)
E. faecium 3(1.8)
Kif Mantar1 1 (0.6)
C. albicans 2(1.2)
C. tropicalis 1(0.6)
S. capitis 1(0.6)
UREME YOK 113 (68.9)
TOPLAM 164

Caligmaya alman kan kiiltiirii 6rneklerinin 51’inde (% 31.1) bir bakteri izole edildi. En
fazla izole edilen mikroorganizmalar koagiilaz negatif stafilokoklar (KNS) olarak
bulundu. Orneklerin 11'inde S. haemolyticus, 8'inde S. hominis, 7'sinde S. epidermidis
ve 1 drnekte S. capitis olmak tizere 27 6rnekte (saptanan bakterilerin % 52.9) KNS izole
edildi.
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Kan kiiltiirii laboratuvara kabul edildikten sonra, ayni hastalardan alinan tam kan
orneklerinde molekiiler yontemle de bakteriyemi etkeni arastirildi. 164 hastanin,
114'tinde (% 69.5) herhangi bir etken saptanmazken, 50 (% 30.5) 6rnekte bir ve/veya iki
etken saptanmistir (ii¢ 6rnekte iki etken saptandi).

Molekiiler olarak saptanan bakteriyemi etkenlerinin dagilimi Tablo 7°de gosterilmistir.

Tablo 7. Molekiiler yontemle saptanan sonuglarin dagilimi

MIKROORGANIZMA ADI SAYI (%)
KNS 17 (10.8)
E. cloacae/aerogenes 10 (6)
K. pnemoniae/oxytoca 7(4.2)
S. aureus 5(3.1)
P. aeruginosa 3(1.8)
E. faecium 1(0.6)
E. faecalis 1 (0.6)
A. baumannii 1(0.6)
S. maltophilia 1(0.6)
S. pneumoniae 1 (0.6)
E. coli 2(1.2)
C. krusei 2(1.2)
C. albicans 2(1.2)
NEGATIF 114 (68.3)

TOPLAM 167

Molekiiler olarak en fazla saptanan mikroorganizma KNS olarak bulunmus olup, tespit
edilen 53 mikroorganizmanin 17°sinde (% 32.1) bulundu.

Kan kiiltiirii ve molekiiler olarak, 164 6rnegin 96’sinda benzer sonuca ulasilmis (uyum
% 58.5), 68 ornekte farkli sonuclar alimmistir. Kan kiiltiirii ile molekiiler yontemle ayni

olarak bulunan sonuglar Tablo 8.'de gosterilmistir.
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Tablo 8. Kan kiiltiirii ve sepsis paneliyle ayni bulunan sonuglar

Sonug¢ Kan kiiltiirii Sepsis paneli
KNS ) 5
K. pneumoniae 3 3
P. aeruginosa 2 2
C. albicans 1 1
E. coli 1 1
Ureme yok/negatif 83 83
TOPLAM 95

164 6rnegin 83’tinde (% 50.6) her iki testle de bir etken saptanmadi. Kan kiiltiirii
negatif olarak 113 6rnegin 83’de (% 73.5) molekiiler olarak etken saptanmamis, kan
kiiltiiriinde iireme olan 51 &rnegin 12’sinde (% 23.5) ayni etken saptandi. Iki testin
negatif saptama orani, pozitif saptama oranina kiyasla daha yiiksek diizeyde uyumlu
bulundu.
Kan Kkiiltiirtinde tlreme saptanmayan diger 30 Ornekte molekiiler olarak bir
mikroorganizma saptanmistir. Bunlar;

e KNS:;10 drnekte,

e K. pnemoniae/oxytoca; 2 drnekte,

e E. cloacae/aerogenes; 8 drnekte,

e S. aureus; 4 drnekte,

e E. faecium; 1 6rnekte,

e S. maltophilia; 1 6rnekte,

e S. pneumoniae; 1 6rnekte,

e P. aeruginosa; 1 drnekte,

e C. krusei; 1 ornekte,

e E. coli;1 drnekte olarak bulunmustur.
Molekiiler olarak bir etken saptanmayan 31 Ornekte ise kan kiiltiirinde bir
mikroorganizma saptanmustir. Bunlar;

e 8 ornekte S. haemolyticus,

e 5 ornekte S. epidermidis,
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e 4 ornekte A. bauman
e 6 Ornekte S. hominis,
e 1 6rnekte C. tropical

e 1 6rnekte K. pneumo

nii,

s,

niae,

e 1 o6rnekte Salmonella group,

e | ornekte E. coli,

e | ornekte C. albicans,

e 2 Ornekte E. faecium,

e 1 Ornekte P. aeruginosa

Her iki yontemle de 8 drnekte farkli etkenler saptanmis olup, Tablo 9.’da gosterilmistir

Tablo 9. Kan kiiltiiriinde ve molekiiler olarak farkli saptanan etkenler

Kan kiiltiiriinde saptanan etken

Sepsis panelinde saptanan etken

A. baumannii E. cloacae/aerogenes
S. hominis E. faecalis/A. baumannii
E. coli K . pneumoniae/oxytoca

S. hemolyticus

S. aureus/C. albicans

S. epidermidis K. pnemoniae/oxytoca
E. coli KNS

E. faecium C. krusei/KNS

Kiif Mantar1 E. cloacae/aerogenes

Molekiiler olarak ii¢ Ornekte birden fazla etken izole edilmistir. Bir Ornekte,

E. faecalis/A. baumannii, bir oOrnekte S. aureus/C. albicans,

bir Ornekte de

C. krusei/KNS izole edilmistir. Birden fazla bakteri saptanan bu 3 6rnekte de saptanan

bakterilerin hepsi kan kiiltiirlinden farkl etkenler olarak bulundu.
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5. TARTISMA

Genis spektrumlu antibiyotiklerin kullanima girmesi, hasta popiilasyonundaki
degisiklikler, immunosupresyon, altta yatan hastaliklardaki artig, kateter ve intravenoz
solusyonlarin daha sik kullanilmasi gibi nedenlerle, son yillarda kandan izole edilen
mikroorganizmalarda artis olmustur (6). Bakteriyemi ve sepsis, yiiksek mortalite ve
morbiditeyle seyreden, klinik spektrumu degisik olabilen bir klinik tablodur (81). Coklu
organ yetmezligi ile seyreden ciddi sepsis, koroner bakim iiniteleri disindaki YBU’e
olim nedenleri iginde ikinci siradadir. Amerika Birlesik Devletleri’nde tiim 6kim
nedenleri iginde ise 10. sirada yer almaktadir. Oliim oram 1979-1984 yillar1 arasinda
% 28 iken, 1995-2000 yillar1 arasinda diisiis saptanmistir. Bununla beraber, 6len hasta
sayisinda artis s6z konusudur ve giiniimiizde sepsise bagl 6liim oranlar1 yine de akut
miyokard infarktiisii ve akut inmeye bagli 6liim oranlarindan daha fazladir (82, 83)
Bakteriyemilere bagli mortalite % 20-50 arasinda bildirilmektedir (84, 85). Mortalitede
gbzlenen bu oransal fark kuskusuz, hastaneler arasindaki basta teknik donanim ve saglik
hizmetlerinde sunulan farkli hizmet sekillerine bagli olmakla beraber, oranlar1 etkileyen
en Onemli faktoriin calismalarda alinan hasta popiilasyonlar1 oldugu soylenebilir.
Toplum kaynakli bakteriyemilerde mortalite daha diisiikken, nozokomiyal olarak
edinilmis bakteriyemilerde daha yiiksektir. Ayrica farkli hastanelerde farkli direng
profillerine sahip etkenlerin varhigi da prognozu etkilemektedir. (84,85)

Erken tan1 konarak tedaviye baslanmasmin mortalite oranlarin1 6nemli 6lgtide azalttig
bildirilmektedir. Ornegin kandidemide tedavide 12 saatten fazla gecikmenin mortaliteyi
onemli 6l¢iide arttirdig: bildirilmisitr (86). Kumar ve ark. (62) da septik sok vakalarinda
tanida her bir saatlik gecikme sonucunda olusan hipotansyon ile tedavi basarisinin % 8
azaldigimi1 bildirmistir. Tan1 ve prognoz arasindaki dikkat ¢ekici bu korelasyondan
dolayl, hizli sonuca varmayi saglayan cesitli tan1 yontemleri kullanila gelmistir.
Kuskusuz, etkenin direk saptandigi ve etkene yonelik invitro duyarlilik testlerinin
calisilabildigi kan kiiltiirii yontemleri tiim tani testleri icerisinde altin standarttir.
Bununla beraber kan kiiltiiriinde etkenin saptanarak, duyarlilik testlerinin ¢alisilmasi
yaklagik 2-5 giinliik bir siire gerektirdiginden, giliniimiizde spesifik etkeni ayni giin

icerisinde saptayabilen ve saptanan etkenin major direng¢ paternlerinin ¢aligilabilecegi

44



molekiiler testler de kullanima sunulmustur. Bu ¢alisma da bu molekiiler testlerin
bakteriyemi tanisindaki kullanilabilirligini irdelemek amaciyla planlanmaistir.

Calismaya alinan hastalar 1-92 yaglar1 arasinda ve 87’si (% 53.04) erkek ve 77’si
(% 46.9) kadin olarak bulunmustur. Calisma grubu belirli bir zaman dilimi gozetilerek
toplanan hastalardan olusmus olmasina ragmen cinsiyet dagiliminin benzer oldugu
gozlenmistir.

Kan kiiltiirii 6rneklerinin geldigi kliniklere gore dagilimina bakildiginda en fazla
ornegin dahiliye hematoloji servisi (n: 45, % 27.4), dahiliye yogun bakim iinitesi (n: 45,
% 27.4) ve reanimasyon tiinitesinden (n: 41, % 25) gonderilmis oldugu bulunmustur. Bu
klinikler nétropenik, uzun siire hastanede yatan ve yogun bakim gerektiren kritik
hastalarm yattig1 servislerdir. Nozokomiyal enfeksiyonlarm tiimiiniin de en fazla
goriildiigii hasta grubudur. Calismamizda hastalarin tiimii hastanede yatan hastalardan
secilmis ancak bakteriyemi kaynagi nozokomiyal olup olmamasi agisindan,
sorgulanmamustir.

Tim bakteriyemi olgularinda, kan kiiltiirlerinde her zaman bir etken
saptanamayabilmektedir. Intraselliiler patojenler, hastalarin antibiyotik aliyor olmalari,
iiremek i¢in 6zel kosullarin saglanmasi gereken bakteriler, kan kiiltiirii sistemlerinde
gbzlenebilen yalanci negatiflik (ki bu durum daha ¢ok az yada ¢ok ornek alinmasi,
alman Ornegin inkiibatore konmadan uzun siire oda 1sisinda beklemesi gibi alim
teknigindeki hatalarla iliskilidir) gibi durumlar veya bakteriyemi bulgusuna
rastlanmadan ampirik alman kan kiltlirii  Orneklerine bagli olarak etken
saptanmayabilmektedir. Klinigimizde daha once yapilan bir ¢alismada Mehli ve ark.
(87) orneklerin % 26.26’sinda iireme saptamustir. Willke ve ark.’da (88) 6rneklerin
% 12’sinde iireme oldugunu bildirmislerdir. Bu oran bizim ¢alismamizda % 31.1 olarak
bulunmustur.

Bakteremiye neden olan mikroorganizmalarin dagiliminda, zaman iginde degisiklikler
gozlenmistir. Hastanelerde endemik olarak bulunan mikroorganizmalar ve bunlarin
antibiyotiklere = duyarhiliklarinin  degismesi  bu  degisikliklerin  en  onemli
nedenlerindendir. Antistafilokokal beta-laktamlarin kullanima girmesiyle, 1970°li
yillarda, Enterobacteriaceae ailesi basta olmak iizere Gram negatif bakteriler en sik
karsimiza ¢ikmaktayken, 1980°den sonra Gram pozitif mikroorganizmalara daha sik
rastlanildig1 gézlenmistir (49). Ancak durum merkezden merkeze degisebilmektedir. Bu
farkliliklar, hastanenin tipi ve biyiikliigiine, bakteriyemilerin hastane ve toplum

kaynakli olarak ayrilmamasina, bakteriyemilerin i¢inde kateterle iliskili olanlarin
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oranina, hastanede uygulanan antibiyotik tedavi protokollerine bagli olabilir. Yapilan
caligmalarda, kan kiiltiirlerinden Gram negatif bakterilerin % 20-64, Gram pozitif
bakterilerin ise % 27-78 oraninda izole edildigi bildirilmektedir (6, 89, 90). Oranlar
arasindaki ciddi farkliliklar da bahsedildigi gibi, etkenlerin hastaneden hastaneye
degismesinin yani sira, farkli hasta gruplarini (hastane kaynakli, toplum kaynakl,
kateter iligkili vb.) icermesine baglanmaktadir. (49)

Ulkemizde yapilan cesitli ¢alismalarda Gram pozitif ve Gram negatif bakteri oranlarmi
sirasi ile Yurtsever ve ark. (91) % 71 ve % 27, Kaya ve ark. (92) % 62.2 ve % 37.8,
Yiice ve ark. (30) % 28.1 ve % 59.3, Duman ve ark. (93) % 68.5 ve % 31.5 olarak
bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda da kan kiiltiiriinden izole edilen bakterilerin orani
sirastyla % 58.8 ve % 33.3 olarak bulunmustur. Bulgularimizin Tirkiye’deki verilere
benzer oldugu gozlenmistir.

Izole edilen Gram pozitif bakteriler igerisinde KNS bir ¢ok ¢alismada en sik izole edilen
etken olup, izolasyon oran1 % 40-50 arasinda bildirilmektedir (87, 88). Nosocomial
Infections Surveillance (NNIS) ve SCOPE ¢alisma gruplar1 ABD’de de nozokomiyal
bakteriyemilerde en onemli etkeni KNS olarak bildirmektedir (66). Europa Prevalence
Infection Committee (EPIC) verileri de benzer sekildedir (94). Bizim ¢alismamizda da
11’1 S. haemolyticus, 8’1 S. hominis, 7’si S. epidermidis ve 1’i S. capitis olmak tiizere
ireme saptanan Orneklerin % 52.9’unda KNS tiirii bakteriler saptanmistir. KNS
izolasyonu bundan 10-15 yil oOncesine dek ¢ok Onemsenmez, deri florasinin
kontaminasyonu olarak degerlendirilirken, bu gruptaki bakterilerin kateter yilizeyleri
basta olmak tizere gesitli ekipmanlara yapisma ozelliklerinin oldugunun bulunmasiyla
degerlendirmedeki bakis acis1 da degismistir. Kateterler disinda, slime {ireten KNS
izolatlar1 cesitli plastik yiizeyler, ortopedik implantlar gibi hastane ortaminda sik
kullanilan bir¢ok alandan izole edilmektedir. Yine de KNS’nin kontaminasyon
olasiliginin ekarte edilmesi gerekmektedir. Bu amagla kan kiiltiirlinden ayn1 duyarlilik
paternine sahip KNS tiiriiniin en az iki kez izole edilmesi gerektigi bildirilmektedir.
Eger katetere bagh bakteriyemi arastiriliyor ise de, bu durumda es zamanli olarak
kateter ve bir baska periferik damardan kan Kkiiltiirii alinmasi, Orneklerin alinig
zamanmnin da istem kagidina yazilmasi gerekmektedir. Inkiibatére konduktan sonra
ireme zamanin takip edilerek, kateterden alinan kan kiiltiirii 6rneginin diger 6rnekten
en az iki saat oOnce lremesi durumunda, katatere bagli bakteriyemi olarak
degerlendirilmektedir. KNS grubu bakterilerin katetere bagl bakteriyemilerde de en sik

izole edilen bakteriler olarak bildirilmektedir (95).
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Kan kiiltiiriinde saptanan bulgularla molekiiler olarak saptanan bulgular
karsilastirildiginda 164 hastanin 95’inde benzer sonuglara ulasilmis olup, uyum % 57. 9
olarak bulunmustur. Saptanan uyumun negatif 6rneklerde daha yiiksek (% 73.5), pozitif
orneklerde daha diisiik (% 23.5) oldugu gézlenmistir.

Kan kiiltiiriinde tireme saptanmayan 30 6rnekte molekiiler olarak bir etken bulunmustur.
Saptanan bu etkenlerden 10°u KNS, digerleri de iretilmesi agisindan 6zel kosullar
gerektirmeyen c¢esitli bakterilerdir. Bu grupta yer alan bakterilerin kan kiiltiiriinde
saptanamamasi, cilt bulasma (hastanede yatan hastalarin cilt florasinda KNS yani sira
enterik bakterilerin, Pseudomonas tiirlerinin ve mayalarin sik kolonize oldugu
bilinmektedir), bakterilerin sayisinin az olmasindan dolay1 kiiltiirde iirememesine
baglanabilir. Hastalarin almakta olduklar1 antibiyotiklerin de bu sonuca etki ettigi
disiiniilmektedir. Kan kiiltiirli sistemlerine serumdaki antibiyotik diizeyinin kan kiiltiiri
sonuglarma etkisini azaltmak amaciyla cesitli selatdr regineler ilave edilmektedir.
Bununla beraber yogun antibiyotik tedavisi altindaki hastalardaki yiiksek serum
antibiyotik konsantrasyonlarinm, lireme saptanmasi iizerine olumsuz etkisi oldugu
bildirilmektedir. Molekiiler yontemlerle ise, bakterinin canli olmasina dahi gerek
kalmadan DNA saptanabildignden bu durum, molekiiler yontemlerin duyarliligini
etkilememektedir. (95)

Molekiiler olarak etken saptanamayan 31 Ornekte de kan kiiltliriinde bir etken
bulunmustur. Molekiiler testler hizli ve duyarli sonu¢ alinabilen testler olmasina
ragmen, test sonucunu olumsuz etkileyen faktorlerin basinda saptanmaya caligilan
DNA’nin amplifiye olmasmi engelleyen ¢esitli inhibitérler gelir. Hemoglobin
yapisindaki hem molekiilii, heparin gibi antikoagiilanlar ve 6rnekte ¢ok miktarda farkli
DNA’nin olmasi bu inhibitorlerin baslicalarindandir. Kan kiiltiiriiyle saptanan
etkenlerden biri disinda (Salmonella spp.) teorik olarak diger tiim etkenlerin PCR ile de
saptanmas1 beklenirken, saptanamamis olmasinin PCR inhibisyonuna bagli olabilecegi
diisiiniilmiistiir. Antikoagiilan olarak tiiplerde EDTA bulundugundan inhibisyonun diger
faktorlere ilgili oldugu sonucuna varilmistir.(95)

Her iki tan1 yonteminde Orneklerin 8’inde tamamen farkli sonuglar bulunmustur. Bu
durumu agiklayabilmek bizim agimizdan olduk¢a zor olmustur. Kandan izole edilen
etkenlerden 3’1t KNS, 1’1 de kiif mantaridir. Bu etkenlerin tekrarlayan kiiltiirlerde izole
edilip edilmedigi irdelenmediginden, etken mi yoksa kan kiiltiirii 6rneklerinin alinmasi
sirasinda  uygulanan antisepsi ile ilgili olarak kontaminasyon mu oldugu

bilinmemektedir. Molekiiler olarak saptanamamis olmalari, bize ikinci olasilig1 daha
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cok diisiindiirmiistiir. Gegici bakteriyemi, kateter enfeksiyonu, cilt florasmin bulasi,
polimikrobiyal bakteriyemi gibi faktorlerin bu duruma sebep olabilecegi diistiniilmiistiir.
Louie ve ark. (96) 200 hastadan bizim ¢alismamiza benzer bir ¢alismada es zamanl
olarak kan kiiltiirii 6rnegi almiglar ve molekiiler olarak da bakteriyemi etkenlerini bu
calismada kullanilan Septifast testi ile ¢aligmiglardir. 140 (% 70) hastada her iki
yontemle de lireme saptamamis, 45 drnekte her iki yontemle de bir etken bulmus ancak
bunlarin sadece 19’unda ayni etkeni izole etmis 26 6rnekte fark: etkenler bulmustur. Bu
calismada Septifast maliyet etkin olarak bildirilmis ve 6rneklem olarak da PCR ile iki
giin erken baslanan S. aureus tedavisi ile 6.000 dolar az tedavi maliyeti bulundugu
bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda testler arasinda iireme olmayan 6rneklerde % 73.5
uyum saptanirken, tireme olan her iki yontemle 20 6rnekte lireme saptanmis ve bunlarin
12’sinde ayni1 etken, 8’inde farkli etkenler bulunmustur (% 23.5 uyum).

Direk kandan PCR ile etken saptanmasima yonelik ¢alismalarda duyarlilik % 54-100 ve
Ozgiillik % 72-99 olarak bildirilmektedir (70). Molekiiler yontemlerde maliyet,
standardizasyon sorunu, antibiyotik duyarliliimmi belirlenememesi gibi sorunlarin
yaninda, laboratuar kontaminasyonu ve cansiz mikroorganizma DNA’sinin
saptanabilmesi gibi sorunlar oldugu bilinmektedir. Bu bakis agisiyla kan kiiltiiriiniin,
zaman agisindan ge¢ sonug¢ alinmakla birlikte tanisal agidan PCR’dan daha gecgerli bir
tan1 yontemi oldugu diisiintilmektedir.

Kan kiiltiirtiniin bakteriyemi tanisinda hala altin standart oldugu bildirilmektedir. Yeni
gelistirilen kan kiiltiirii sistemleri hizli, etkin ve kullanigl sistemlerdir ve hemokiiltiir
icin genis kullanim alanlar1 bulmuslardir. BACTEC (Becton Dickinson, florometrik
sistem) ve BacT/Alert (BioMeireux, kolorimetrik sistem) en ¢ok kullanilan sistemlerdir.
Kan kiiltiirti aliminda en 6nemli sorun kontaminasyondur. Bu sorunu en aza indirmek
icin en uygun yol uygun bir hemokiiltiir protokolii uygulamaktir. Kan alma isinde
gorevli 0zel personel “flebotomist” varligi kontaminasyon oranlarini azaltmaktadir.
Femoral bdlgeden ve dermatolojik sorun olan bolgeden kan kiiltiirii alinmamas1 onerilir.
Sadece kateterden alman kan kiiltiirleri yaniltici sonuglar vereceginden Onerilmez.
Kateter almmas: siirecinde uygun cilt antisepsisi en biiylik sorun kaynagidir. Farkli
oneriler olmakla beraber, alkol, iyot bilesikleri en ¢ok kullanilan antiseptiklerdir. Bu
antiseptiklerin dogru uygulanmasinda sorunlar olabilmektedir. Iyotlu antiseptik
kullanildiginda kurumasinin (yaklagik 30-60 saniye) ve bu arada etki etmesinin
beklenmemesi, antisepsi uygulanan bdlgeye steril eldiven giymeden tekrar damar1 palpe

etmek amaciyla dokunulmasi en sik yapilan hatalardir. Aliman kanin hemokiiltiir
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sisesine aktarilmasinda sisenin kapagi tercihen alkol ile silinmelidir ve bu asamada iyot
onerilmemektedir. Ignenin degistirilmesinin gerekliligi tartismali bir konudur. Islem
sonunda derideki iyot alkol ile temizlenmelidir (70, 85). Saptanan sonuglarda
kontaminasyonun ekarte edilmesi i¢in uygulanan gesitli parametrelerin bulunmasi yani
sira, her kan kiiltiirii ireme sonucu hasta baginda ve hastaya 6zel olarak yorumlanarak
kesin karar verilmelidir (53, 97).

Infeksiyon hastahiklarinm en ciddilerinden biri olan bakteriyemide spesifik etkenin
saptanarak erken tedaviye baslanmasinin prognoz iizerinde dogrudan etkin oldugu
bilinmektedir. Cesitli indirek tan1 yontemleri (en sik kullanilanlari, 16kosit sayisi, CRP,
prokalsitonindir) siklikla kullanilmaktadir. Bu yontemlerin bakteriyemi diginda bir ¢ok
durumda da saptanmasi duyarhiligini diisiirmektedir. Spesifik tan1 yontemlerinden kan
kiiltiirtinlin  halen bakteriyemi icin en duyarli yontem oldugu, molekiiler olarak
etkenlerin saptanmasina yonelik testlerde yasanan sorunlarin giderilmesiyle, yakin bir
gelecekte daha yaygin kullanilacagi ve daha uyumlu sonuglara ulasilacagi
diisiiniilmektedir. Molekiiler testlerin kullanilmasiyla 1ilgili en o6nemli kisitlayic
faktorlerin alt yapi sorunu ve maliyet oldugu bilinmektedir. PCR yontemlerindeki
gelismeler, robotik sistemlerin gelistirilmesi, konvansiyonel yontemlere nazaran gerekli
laboratuar kosullarin1 nispeten kolaylastrmistir. Maliyetle ilgili de daha genis hasta

gruplarinda ¢alismalar yapilarak maliyet etkinlik arastirilmalidir.
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