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OZET

Sepsis, bir cok sistemi tutan, 6zellikle hemodinamik degisikliklere yol
acan, sok, organ fonksiyon bozuklugu ve organ yetmezligine kadar giden
oldartcl bir enfeksiyon hastaligidir. Kan kaltira duyarhiliginin disuk olmasi
nedeniyle sepsis supheli hastalarin 6nemli bir kisminda etken izole
edilememekte, bu durum tani ve tedavi konusunda sorunlara yol agmaktadir.

Bu galismada amacimiz kan kulttru sistemlerine gore daha hizli ve
daha duyarl sonuglar verdigi iddia edilen multipleks real time polimeraz zincir
reaksiyonu ydnteminin (LightCycler™ SeptiFast) tanisal performansini ve
tedaviye olasi etkilerini degerlendirmektir.

Calismaya nozokomiyal sepsis tanisi alan 67 hastadan toplam 78
sepsis atagina ait ornek dahil edildi. Ates ve herhangi bir sepsis bulgusu
olmayan 22 eriskin ile kontrol grubu olusturuldu. Sepsis tanisi alan 24’0
kadin(%36), 43’0 erkek(%64) eriskin hastada yas ortalamasi 55,7(21-95) idi.

Sepsis ataklarinda kan kultlru ile etken mikrooganizmayi saptama
orani %32 olarak, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile etken
mikroorganizmayi saptama orani ise %44,9 olarak bulundu.

Kan kultiri ve PCR’1I birlikte degerlendirdigimizde, 78 sepsis
ataginda toplam 65 mikroorganizma turu izole edildi. Bu turlerin 19 tanesi her
iki yontem ile ayni atakta izole edildi. Kan kultlrl ile PCR’Iin saptayamadigi
8i etken, 4'U kontaminasyon olarak degerlendirilen toplam 12
mikroorganizma tirl, PCR ile ise kan kulltirinin saptayamadidi 33’U etken,
biri kontaminasyon olarak degerlendirilen toplam 34 mikroorganizma tara
saptandi.

Sepsis ataklarinda kan kultirG ile PCR sonuglarini kendi aralarinda
karsilastirdigimizda, iki yontem arasinda istatistiksel olarak orta derecede
uyum oldugu géruldi(Kappa degeri: 0,445, p<0,001). Kan kultart ve PCR
tarafindan saptanan mikroorganizma turlerini ele aldigimizda iki yontem
arasindaki uyumun istatistiksel olarak yeterli olmadigi belirlendi(Kappa
degeri: 0,160, p=0,07).



Toplam 78 sepsis ataginda PCR sonuglari nedeniyle retrospektif
olarak degerlendirme yapildiginda tedavi degisikligi yapilabilecek 10 atak
(%12,8) olduguna karar verildi.

Yogun bakim Uniteleri gibi sepsis tanisinin sik konuldugu ve
antibiyotik kullaniminin yaygin oldugu bdlimlerde sepsis ataklarinda kan
kultarine ek olarak SeptiFast yonteminin kullaniimasinin faydali olabilecegini
dusunmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Sepsis, multipleks real time PCR, kan kultura.



SUMMARY

Diagnostic Performance of Multiplex Real Time PCR and Blood
Culture in Diagnosis of Sepsis

Sepsis is a multisystem disease, typically leading to hemodynamic
changes, shock, organ dysfunction and organ failure and can be life
threatening. Causative microorganisms can not be isolated in the most of
sepsis suspected patients because of the low sensitivity of blood culture.
Therefore, it leads to problems in the diagnosis and treatment of disease.

The aim of this study is to evaluate the diagnostic performance and
the possible effects over treatment of multiplex real time PCR(LightCycler
SeptiFast) analysis which is suggested to be faster and more sensitive
results incomparison to blood culture systems.

A total of 78 sepsis attacks from 67 patients with nosocomial sepsis
and a control group of 22 adults without any signs of fever and sepsis were
included in this study. Of 24 sepsis patients were female (36%) and 43
patients were male (64%) and the median patient age was 55.7 (21-95)
years.

The rates of detecting microorganism in sepsis attacks by blood
culture and PCR analysis were 32% and 44.9% respectively.

Total of 65 strains were isolated by both methods during 78 sepsis
attacks. 19 of these strains were isolated by both blood culture and PCR
analysis at the same sepsis attack. 8 of 12 strains considered as causative
and 4 as contaminant, were isolated by blood culture, but not by PCR
method. PCR analysis detected a total of 34 microorganisms, one of them
was considered as contamination, which can not be isolated from blood
culture.

There was moderate concordance between two methods’ results

during sepsis attacks statistically (kappa value: 0,445, p<0,001). According to



detected types of microorganisms, there was not sufficient concordance
between the blood culture and PCR analysis (kappa value: 0,160, p=0,07).

Retrospective evaluation of all 78 sepsis attacks showed that in 10
(%12,8) of them, modification in treatment could be done.

As results of our data, it can be considered that SeptiFast method
can be useful in addition to blood culture system in intensive care units where
sepsis is often diagnosed and in the departments where antibiotics are used
widespreadly.

Key words: Sepsis, multiplex real time PCR, blood culture.



GiRiS

Sepsis, bir ¢ok sistemi tutan, 6zellikle hemodinamik degisikliklere yol
acan, sok, organ fonksiyon bozuklugu ve organ yetmezligine kadar giden
olduricu bir enfeksiyon hastaligidir.

Sepsis tedavisinin esasini antimikrobiyal tedavi olusturur. ideal olani
kultir ve antibiyogram sonuglarina gore antimikrobiyal ajan baglamaktir.
Ancak kan kdltara duyarliiginin disuk olmasi nedeniyle sepsis supheli
hastalarin ¢ogunda etken izole edilememektedir. Etken izole edilse bile
mikroorganizma identifikasyonu ve antibiyotik duyarlilik testleri en erken 48
saatte sonuglanabileceginden baslangig tedavisi ampirik olarak yapilmaktadir
(2).

Septik hastalarin en az % 10’'unda genis spektrumlu ampirik
antibiyotik  kullanilmasina ragmen, sorumlu oldugu iddia edilen
mikroorganizmayi kapsayan antimikrobiyal tedavi verilememektedir (2).

Ampirik tedavi sonrasi yapilacak tedavi dizenlemesi hasta sagligi
acisindan son derece onemlidir. Ancak kullandigimiz kiltlr sistemleri tedavi

ayarlanmasinda ortalama 1-2 gunluk gecikmeye neden olmaktadir (3).

Tanimlar

Gecgmis vyillarda sepsis ve sepsis ile ilgili klinik tablolarin
tanimlanmasinda sepsis, septisemi, bakteriyemi, sepsis sendromu,
endotoksemik sok ve septik sok gibi farkl terimler kullaniimistir. Bu hastaligin
taniminda farkli terimlerin kullaniimasi, yapilan arastirmalarda sepsis
insidansi, prevalansi, ve tedavi sonuclarinin karsilastirimasinda onemli
farkhliklar dogurmustur (4).

Kavram kargasasini onlemek, ortak dil olugturmak igin American
College of Chest Physicians ve Society of Critical Care Medicine
(ACCP/SCCM), 1991 yilinda yaptiklari ortak bir toplantida sepsis ve ilgili
klinik tablolari gézden gegirmislerdir (5).



Bu toplantida sepsis tanimi, enfeksiyon tanimi ve sistemik
enflamatuar cevap sendromu (SIRS) tanimi getiriimistir. Sepsiste
enfeksiyonun siddeti ise sepsis, agir sepsis ve septik sok olarak kategorize
edilmigtir. Septisemi, sepsis sendromu ve direngli sok tanimlamalarinin kafa
karistirici ve 6zgul olmamasindan dolayi kullaniimasi 6nerilmemistir (5).

ACCP/SCCM uzlasi konferans tanimlari su sekilde yapiimistir (Sekil-
1).

Bakteriyemi "
Diger
Enfeksiyon Fungemi Sepsis SIRS Travma
Parazitemi Yaniklar
Viremi
Pankreatit
Diger

Sekil-1: 1992 ACCP/SCCM uzlasi konferans tanimlari (5).

Enfeksiyon: Mikroorganizmalarin, normalde steril konak dokularda
bulunmasi veya dokulara invazyonu sonucu gelisen bir enflamatuvar
cevaptir.

Bakteriyemi: Canli bakterinin dolasimda bulunmasidir. Bakteriyemi
tanisi kan kaltar pozitifligi ile konur.

Sistemik Enflamatuvar Cevap Sendromu (SIRS): Enfeksiy6z
olaylara karsi veya yanik, pankreatit gibi enfeksiyon disi durumlarda viicudun
olusturdugu immun yanitlar dizisidir. SIRS tanisi igin asagidakilerden iki veya
daha fazlasinin hastada bulunmasi gerekir.

1. Vicut sisinin > 38°C veya < 36°C olmasi (ates veya
hipotermi),

2. Kalp atim hizinin > 90/dk olmasi (tasikardi),



3. Solunum sayisinin > 20/dk olmasi (tasipne) veya arteriyel
karbondioksit basincinin  (PaCO;) < 32 mm/Hg olmasi
(hiperventilasyon),

4. Lokosit sayisinin > 12000/mm? (Idkositoz) veya < 4000/ mm?®
(I6kopeni) olmasi veya periferik yaymada > %10 bant
formunun bulunmasi,

Sepsis: Enfeksiyona karsi olusmus sistemik enflamatuvar yanittir.
Enfeksiyon sonucu SIRS bulgularinin iki veya daha fazlasinin bulunmasi
durumudur.

Agir (ciddi) sepsis: Sepsis ile birlikte organ fonksiyon bozuklugu,
hipoperfizyon veya hipotansiyonun bulunmasi durumudur. Hipoperfizyon
veya perfuzyon bozuklugunda, laktik asidoz, oliguri veya mental durumda
akut degisiklikler bulunabilir. Sepsise bagdli hipotansiyon ise sistolik kan
basincinin 90 mmHg’nin altina dismesi veya dider nedenler olmaksizin,
bilinen sistolik kan basincinin 40 mmHg’den daha fazla asagi dismesidir.

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

ACCP/SCCM uzlasi konferansindaki (1992) tanimlar Uzerinde de
hala tartismalar yapilmaktadir. Ozellikle de yaygin enflamasyonu tanimlayan
SIRS kavrami hastanede yatan pek c¢ok hastada saptanan, enfeksiyon
disinda bir cok nedenlere (pankreatit, yanik, travma gibi)  bagl olarak
gelisebilen, dolayisiyla yeterince 6zgul olmayan bir tanimdir. Agir sepsis ve
septik sok tanimini yapmak da her zaman kolay olmamaktadir. Organ
disfonksiyonunu saptamak bazi hastalarda zor olabilir; 6érnedin sedatize bir
hastada santral sinir sistemi disfonksiyonu saptanamaz. Septik sok ise
‘yeterli sivi tedavisine” ragmen hipotansiyonun devam etmesi olarak
tanimlanmig, ancak burada vyeterli sivi tedavisinin ne kadar oldugu

belirtiimemigtir. Ayrica sok yeterli oksijenin saglanamamasi sonucu, kan



basinci normal iken de gelisebilir; dolayisiyla sok taniminin sadece kan
basincina gore yapilmasi da dogru degildir (1).

Sepsis fizyopatolojisini daha iyi yansitan tanimlara ihtiyag
oldugundan 2001 yilinda Society of Critical Care Medicine (SCCM),
European Society of Intensive Care Medicine (ESICM), American College of
Chest Physicians (ACCP), American Thoracic Society (ATS) ve Surgical
Infection Society (SIS) katilimiyla uluslar arasi sepsis tanimlari konferansi
yapilmistir (Tablo-1). Bu konferans sonucunda 1992 tanimlari gegerli olmakla
birlikte, 6zellikle klinik calismalara alinan hastalari daha iyi tanimlamak ve
siniflamak amaci ile bazi eklemeler dusunulmustir. Sepsiste klinik evreyi
belirlemek i¢cin PIRO kavrami (Predisposition Insult Infection Response
Organ Dysfunction) ortaya konulmustur. Ayrica sepsis tani kriterleri arasina
C-reaktif protein, prokalsitonin, laktik asit, kreatinin, bilirubin gibi birgok
biyokimyasal olgutte artisin da dahil edilmesi dnerilmistir. Sonug olarak bu
toplantida da sepsis icin altin standart olmadigi, énerilerin ancak hasta yatagi

basinda klinisyenin karar vermesine yardimci olacagdi goérulmuastur (6).



Tablo-1: SCCM/ESICM/ACCP/ATS/SIS uluslar arasi sepsis tanimlari
konferansinda (2001) kabul edilen kriterler (1).

Enfeksiyon
Gosterilmis veya slphe edilen enfeksiyon ve asagidakilerden bazilari:

Genel parametreler
Ates (viicut i1sis1 >38.3°C) veya hipotermi (viicut isis1 <36°C)
Kalp atim hizi >90/dk veya yas i¢in normal degerden >2 standart sapma
Takipne >30/dk
Mental durum degigikligi
Belirgin 6dem veya pozitif sivi dengesi (24 saatte >20ml/kg)

Hiperglisemi (diyabetin olmadidi durumlarda plazma glukozu >110mg/dl veya
7,7 mMI/I)

Enflamatuvar parametreler
Lokositoz (beyaz kiire sayisi >12000/mm?)
Lékopeni (beyaz kiire sayisi < 4000/ mm?®)
>%10 immatlr formun oldugu normal beyaz kiire sayisi
Plazma CRP’nin normal degerden >2 standart sapma
Plazma prokalsitonin (PCT) degerinin normal degerden >2 standart sapma

Hemodinamik parametreler
Arteriyel hipotansiyon ( sistolik kan basincinin <90 mmHg, ortalama arteriyel
basincin <70 veya sistolik kan basincinin yetigkinlerde >40 mmHg dismesi
veya yasa gore normal degerden <2 standart sapma olmasi)
Mikst ven6z oksijen satlrasyonu >%70
Kardiyak indeks >3.51 min-1 m-2

Organ disfonksiyon parametreleri
Arteriyel hipoksemi (PaO,/FIO, <300)
Akut oligiiri (en az 2 saat idrar cikisi <0.5 mL/kg*h™ veya 45 mM/I
Kreatininde 20,5 mg/dl artis
Koagllasyon anormallikleri (internasyonel normalizasyon orani (INR) >1.5
veya aktive parsiyel tromboplastin zamani >60 s)
ileus (bagirsak seslerinin olmamasi)
Trombositopeni (trombosit sayisi <100000 /mm?®)
Hiperbilirubinemi (plazma total bilirubin >4 mg/dl veya 70 mmol/l)

Doku perfiizyon parametreleri
Hiperlaktatemi (>3 mmol/l)
Kapiller dolugta azalma veya deride renk degisikligi




Bu kriterlerin yani sira g¢alismada kullanilacak bazi terimlerin
tanimlari su sekildedir.

Kan dolagsimi enfeksiyonlari: Agir sepsis ve septik sok olgularinin
%30-40’Indan sorumludur ve iki grupta ele alinabilirler. Primer kan dolagimi
enfeksiyonu enfeksiyon odaginin bilinmedigi durumdaki kan dolagimi
enfeksiyonu veya damar ici kateter ile iligkili kan dolagimi enfeksiyonudur.
Sekonder kan dolagsimi enfeksiyonu bagka bir enfeksiyon odagdina bagh
olarak gelisen kan dolasimi enfeksiyonudur (7).

Hastaliklari 6nleme ve kontrol merkezi (CDC), hastane enfeksiyonlari
surveyans tanimlamalarinda primer kan dolasimi  enfeksiyonlarini,
laboratuvar olarak kanitlanmis kan dolasimi enfeksiyonu ve klinik sepsis
olarak iki grupta ele almigtir.

Laboratuvar olarak kanitlanmis kan dolagsimi enfeksiyonu tanisi
icin asagidaki durumlardan birinin olmasi gerektigi belirtiimistir.

1. Hastanin kan kaltirinden patojen oldugu bilinen bir
mikroorganizmanin izole edilmesi ve bu mikroorganizmanin bagka bir yerdeki
enfeksiyon odagi ile iligkili olmamasi,

2. Ates (>38°C), titreme veya hipotansiyondan biri ve asagidakilerden
birinin olmasi,

a. Cilt flora Uuyesi bir mikroorganizmanin (Bacillus turleri,
Propionibacterium tarleri, koagulaz negatif stafilokoklar, difteroidler veya
mikrokoklar) iki farkli kan Kkultirinde Uremesi ve baska bir bdlgedeki
enfeksiyonla iligkili olmamasi,

b. Hastada intravaskiler bir cihaz varsa kultirde cilt flora Gyesi bir
mikroorganizmanin Uremesi ve doktorun uygun antimikrobik tedavi
baslamasi,

c. Kanda mikroorganizmaya ait antijenin saptanmasidir.

Klinik sepsis tanisi igin ise baska bir nedene baglanamayan ates
(>38°C) veya hipotansiyon (sistolik kan basinci <90 mmHg) veya oligiiri (<20
mi/saat) olmasi ve asagidakilerin timinun olmasi gerektigi belirtilmistir.

1. Kan kdlturd alinmamis olmasi veya alinmis ise kultirde Ureme

olmamasi veya antijen saptanmamasi,



2. Baska bir bolgede enfeksiyon olmamasi,

3. Doktorun sepsis igin uygun antimikrobik tedaviyi baslamasi (7).

Yine CDC’nin tanimlarina goére sekonder kan dolagimi
enfeksiyonu demek igin asagidaki kriterlerden ikisi de olmalidir.

1. Bir veya daha fazla kan kuilturinde cilt flora Uyesi digindaki
mikroorganizmalardan birinin Gremesi,

2. Bir bagka enfeksiyon odagindan izole edilen mikroorganizma ile
kandan izole edilen mikroorganizmanin ayni olmasi (7).

Kateter ile iligkili kan dolagimi enfeksiyonu, intravaskuler kateteri
olan ve periferik venden alinan kan kulttrlerinin birinde veya daha fazlasinda
Ureme saptanan, enfeksiyonun klinik bulgularina sahip (ates, titreme ve/veya
hipotansiyon) ve kan dolasimi enfeksiyonuna neden olabilecek baska bir
enfeksiyon odagi olmayan (kateter hari¢) bir hastadaki bakteriyemi veya
fungemidir. Kateter ile iliskili kan dolasimi enfeksiyonu tanisi i¢in asagidaki
durumlardan biri olmahdir.

1. Kateterin yari kantitatif (215 cfu) veya kantitatif (=100 cfu)
kiltirinde Ureme ve periferik venden alinan kan Kkuiltirinde tir ve
antibiyogrami ayni mikroorganizmanin dremesi,

2. Periferik kan ve santral ven6z kateterden ayni anda alinmis olan
kan kultarlerinde, kateterden alinmis olan kandaki tGremenin periferik kana
gore kantitatif olarak en az 5 kat fazla olmasi,

3. Periferik kan ve santral vendz kateterden ayni anda alinmis olan
kan kulturlerinde, santral ven6z kan kuiltarinde Ureme sinyalinin periferik
kana gore en az 2 saat erken alinmasidir (8).

Sepsis gelistigi yere gore, toplumda gelisen sepsisler ve hastane
kaynakli (nozokomiyal) sepsisler olarak ikiye ayrilabilir. Nozokomiyal sepsis
hastaneye yatistan 72 saat sonra ortaya ¢ikan sepsistir (1).

Gunumuzde kullanmis oldugumuz kriterler ve tanimlar ya CDC
tanimlari gibi surveyans amaciyla ya da sepsis uzlasi toplantisi kriterleri veya
uluslar arasi sepsis grubu kriterleri gibi calismalarda ortak dil olusturmak

amaci ile olusturulmustur. Bu nedenle hasta baginda karar verirken bu kriter



ve tanimlardan kabul edilebilir duyarhlik ve/veya 6zgllluk beklemek her

zaman mumkun olmayabilir.

Epidemiyoloji

Olgu tanimlarinda farkh kriterler ve hesaplamalarda farkli yontemler
kullanilmasi nedeni ile epidemiyolojide farkli rakam ve oranlarla
karsilagilmaktadir. Bununla birlikte sepsis ve agir sepsis olgularinda bir artis
oldugunu séylemek mumkundur (9).

GUnumuzde toplumda ileri yas grubunun artmasi, kronik hastaligi
olan hastalarin yasam surelerinin uzamasi, teshis veya tedavi amaci ile
invazif girisimlerin yaygin kullaniimasi, immunsupresif ilaglarin, kemoterapi
ve transplantasyonun daha fazla uygulanmasi gibi nedenler ile, 6zellikle de
nozokomiyal sepsis olgularindaki artis dikkat cekmektedir. Nozokomiyal
enfeksiyonlarda gorulen bu artisin nedenlerinden birinin de klinisyenlerin
sepsisi daha iyi tanimasi ve daha fazla tani koymasi oldugu da
dusundlmektedir (1).

Amerika Birlesik Devletlerin’de (ABD) yapiimis bir ¢calismada 1979-
2000 wyillar1 arasinda hastane c¢ikig verilerine dayanilarak 750.000.000
hastaneye yatis icin 10.319.418 sepsis olgusu hesaplanmigtir (%1,3). Sepsis
insidansinda ise % 13,7 oraninda artis izlenmistir. Genel nlfusa goére
hesaplandiginda 100.000 nifus igin 1979 yilinda 82.7 olan olgu sayisi, 2000
yilinda 240.4 olarak bulunmustur (Sekil-2) (10).
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Sekil-2: 1979-2000 yillar arasinda cinsiyete gore populasyona uyarlanmis
sepsis insidansi (10).

Yogun bakim Unitesine yatirilan hastalar, ciddi hastaliklari ve yapilan
invazif girisimler nedeniyle hastane enfeksiyonlarinin gelismesine daha
yatkindirlar. Bu hastalarda en sik gorulen hastane enfeksiyonlari ventilatorle
iligkili pndmoni, kan dolasimi ve Uriner sistem enfeksiyonlaridir (11).

Avrupa’da 2002 yilinda yapilan, 24 Ulkeyi ve 198 yogun bakim
Unitesini kapsayan bir ¢alismada toplam 3147 hasta calismaya alinmis ve
sepsis insidansi %37,4 olarak bulunmustur (12).

Ulkemizde yogdun bakim Unitelerinde yapilan calismalarda ise
nozokomiyal bakteriyemi, sepsis insidansi %7,6-17,2 arasinda bildiriimektedir
(13-17).

Patogenez

Sepsis mikroorganizmanin konak defansi ile etkilesimi sonucu olusan
karmasik bir olaydir. Sepsisin siddetini mikroorganizmanin virtlans faktorleri
ve konagin immun yaniti belirler. Dolagsima girerek sepsise neden olan
mikroorganizmalar, genellikle damar disi bir enfeksiyon odagindan yayilim
sonucu girer. Enfeksiyon bazen de intravaskuler kateter, septik tromboflebit,
bakteriyel endarterit, endokardit, mikotik anevrizmalar ve damar greftlerinden

kaynaklanabilir (1).



Toplum kokenli sepsislerde en sik giris kapisi solunum sistemi ve
uriner sistemdir. Nozokomiyal sepsislerde en sik giris kapisi intravaskuler ve
uriner kateterlerdir. Yogun bakim Unitelerinde ise nozokomiyal pnémoniler 6n
plandadir (1).

Sepsis ve septik sokun en 6nde gelen mikrobik nedeni SIRS’e yol
acgan olaylar dizisini baglatan gram negatif bakterilerle olan enfeksiyonlardir.
Bakteri kanda sadece gecici olarak bulunabilir; bundan dolayl sepsis ve
septik sok her zaman bakteriyemi ile birlikte degildir. Gram negatif bakteri
hdcresinin bir ic komponenti olan lipopolisakkarid (LPS), sitokin salinimi ile
sonuglanan kaskadin baslamasi ve septik sok ile birlikte olan erken fizyolojik
degisikliklerden sorumludur. Dolasimda bulunan LPS ya bakterisidal
permeabilite artirici protein(BPIl) ya da LPS-baglayici protein ile kompleks
olusturabilir. LPS-LPS baglayici protein kompleksi kendisi i¢in reseptor olan
CD14 ile baglanirken, LPS-BPI kompleksi tahrip edilir. LPS-LPS baglayici
protein kompleksi ile CD14 bir kez baglandiginda, CD14 sonunda nukleusa
nikleer faktér kappa B(NF-kB), translokasyonu ile sonuglanan
intrasitoplazmik sinyal sistemini baglatir. NF-kB, nukleusta bulundugu zaman
tumor nekroz faktér alfa(TNF-a), interékin-1(IL-1), IL-2, IL-6, IL-8, trombosit
aktive edici faktor(PAF) ve interferon gama(lFN-y) gibi cesitli sitokinlerin
transkripsiyonunu baglatan bir transkripsiyon faktorididr. Bunlar ve nitrik
oksid, intraseluler adezyon molekulleri, prostaglandinler, ve Iokotrienleri
iceren diger potansiyel mediyatorler septik sokun patogenezinde dogrudan
veya dolayl olarak yer alirlar (18).

Sepsis sendromu gram pozitif bakteriler, virGsler, protozoonlar,
riketsiyalar ve helmintler (bu mikroorganizmalarin higbiri LPS icermez) ile de
olusabilir. Bu durumlarda, sitokin induksiyonu icin alternatif yollar
uyariilmaktadir. Peptidoglikan ve teikoik asid iceren gram pozitif bakteriler
alternatif kompleman yolunu dogrudan aktive edebilir. Alternatif kompleman
yolu aktive oldugunda fagosit aktivasyonu kadar, inflamatuvar sitokinlerin
uretimine yol agan, lenfosit proliferasyonu ve aktivasyonu da induklenir.
Gram pozitif bakterilere ait komponentler de dogrudan sitokin Uretimini

indukler; hem peptidoglikan hem de lipoteikoik asid monosit ve
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makrofajlardan IL-1 salinimini indukleyebilir, ve lipoteikoik asid buna ek
olarak TNF-alfa ve IL-6 salinimini indukler. Diger bakteriyel toksinler de
sitokin Uretimini uyarma kapasitesine sahiptirler. Gram pozitif bakterilerdeki
enterotoksinler ve ekzotoksinler dogrudan IL-1, IL-6 ve TNF-alfa salinimina
neden olabilirler. Bundan baska stafilokoklara ait toksik sok sendrom toksin-
1(TSST-1) LPS’e gore daha fazla IL-1 salinimina yol acar (18).

Sepsise neden olan mikroorganizmaya bakilmaksizin, inflamasyon
yapici sitokinlerin salinimi ile karakterize yaygin son yol aktive olur ve bu
ates, hipotansiyon, organ perfuzyonunda azalma ve diger potansiyel

komplikasyonlarla sonuglanir (18).

Risk Faktorleri

Enfeksiyonlara kargi organizmayi koruyan en dnemli defans sistemi
anatomik bariyerlerdir. Saglam deri ve mukozalar, mikroorganizmalarin daha
derin dokulara ilerlemesini engeller.

Travma, yanik veya perklUtan intravaskuiler kateterler bu bariyerleri
kirar. Gastrointestinal mukoza ve diger mukozalar sitotoksik ilaglar ve
radyasyon tedavisinden zarar gorurler. Tablo-2’de sepsis igin risk faktorleri

yer almaktadir.
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Tablo-2: Sepsis igin risk faktorleri (1).

Konaga ait faktorler

Altta yatan élimcul hastalik
ileri yas

Siroz

Diabetes mellitus

Kronik bébrek hastaligi
Grandilositopeni

Genis travma ve yaniklar
immiin siipresif tedavi

Lokal enfeksiyonlar

Tedaviye ait faktorler

Yogun bakim dnitesinde yatis

Damar ici kateter varligi

Yuksek miktarda parenteral sivi kan veya kan artnleri verilmesi
Hemodiyaliz

Uriner kateter varlig

Entibasyon, endotrakeal tip, mekanik ventilator varligi

Blyuk cerrahi girisimler

Etiyoloji

Sepsis etkeni mikroorganizmalarin  ¢ogu endojen floradan
kaynaklanmaktadir.  Antibiyotikler  kullaniimadan o6nceki donemlerde
streptokoklar ve stafilokoklar en sik sepsis nedeni olan bakterilerdi.
Antibiyotik déneminde ise gram negatif bakteriler gittikge artan oranlarda

sepsis etkeni olarak izole edilmeye baglanmigtir. Son yillarda ise gram pozitif
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bakterilerin orani tekrar artmaya baglamistir, ayrica fungal enfeksiyonlardaki
artis da dikkati cekmektedir.

Toplum kokenli sepsislerde en sik etkenler Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli ve diger bagirsak bakterileridir.
Nozokomiyal sepsislerde ise en sik etkenler olarak S. aureus, koagulaz
negatif stafilokoklar(KNS), Enterococcus turleri, E. coli, Pseudomonas
aeruginosa, diger nonfermentatif bakteriler ve Candida turleri 6ne
ctkmaktadir (19).

Martin ve ark’inin(10) yaptigi ¢alismada etiyolojik agidan 1979-1987
yillan arasinda gram negatif bakteriler daha yuksek oranda iken, daha
sonraki yillarda gram pozitif bakterilerin 6ne ¢iktigi gorulmektedir. 2000 yili
izolatlarina bakildidinda; gram pozitif bakteriler %52.1, gram negatif
bakteriler %37.6, polimikrobiyal %4.7, anaerobik bakteriler %1 ve mantarlar
%4.6 olarak bulunmustur. Mantarlarin insidansi 1979 yilindan 2000 yilina
gelindiginde %207 oraninda artmigtir (Sekil-3).

225,000
—— Gram negatif bakteriler

-=— Gram pozitif bakteriler
150,000 -~ Mantar
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Sekil-3: Etken olan patojenlere gére ABD’deki sepsis olgulari (10).
Avrupa’da yogun bakimlarda yapilan ¢ok merkezli bir c¢alismada

gram pozitif bakteriler %40, gram negatif bakteriler %38 ve mantarlar %17

oraninda etken olarak saptanmistir. Yine ayni calismada en sik enfeksiyon

odagi olarak %68 akcigerler, %22 batin, %20 kan ve %14 Uriner sistem

bulunmustur (12).
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Ulkemizde yapilan bir galismada toplum kaynakli sepsislerde en sik
etkenler olarak E. coli, S. aureus, S. pneumoniae izole edilmistir (20). Yine
ulkemizde nozokomiyal bakteriyemilerde en sik etkenler Staphylococcus spp.
Enterococcus spp. ve E. coli olarak saptanmistir (21). Bir bagka ¢alismada
nozokomiyal sepsis olgularinda % 48,7 oraninda gram negatif bakteriler (en
sik P. aeruginosa ve E. coli) sorumlu iken, % 47,9 oraninda gram pozitif

bakteriler (en sik S. aureus) etken olarak gorulmustur (22).

Klinik ve Komplikasyonlar

Sepsisin en sik belirti ve bulgulari ates, hipotermi, Usume, titreme,
hiperventilasyon, tagikardi, deri lezyonlari ve hipotansiyondur. Ancak bu klinik
belirti ve bulgular, sepsisin evresine goére ve hastanin yasi, altta yatan
hastaligi, immun sistemi gibi faktorlere bagl olarak da degiskenlikler gosterir.

immiinstpresif ve nétropenik hastalarda enflamatuvar yanit zayif
oldugundan bu hastalarda endlrasyon, fluktuasyon, lokal i1si artigl, reaktif
lenfadenopati, ekstidasyon gibi bulgularin tespit edilemeyebilecegdi de akilda
tutulmalidir.

Sepsiste  tum  organlarin  fonksiyonlari  etkilenebileceginden
hipotansiyon, kanama, trombositopeni, |0kopeni, organ yetmezligi, akut
respiratuar distres sendromu (ARDS), dissemine intravaskuler koagulasyon
(DIK), oliguiri, aniiri, metabolik asidoz, sarilik, konjesif kalp yetmezligi gibi cok

sayida komplikasyon gelisebilmektedir (1).

Tani

Hastalardan dikkatli anamnez alinmasi, klinik belirti ve bulgularin iyi
degerlendiriimesi sepsisin erken tanisini koymak agisindan énemlidir. SIRS
tani kriterlerinin (tasikardi, tasipne, I6kositoz veya ldkopeni, ates veya
hipotermi) yani sira suur degisikligi, hiperbilirubinemi, metabolik asidoz,

trombositopeni, yeni gelisen deri lezyonlari sepsis tanisi igin ipuglari olabilir.
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Klinik tani, laboratuvar bulgulari ile de desteklenmelidir. Sepsiste klinik
evrelere gore farkli laboratuvar bulgular gozlenir (1).

Hematolojik olarak genellikle 10kositoz ve sola kayma gorulur (I6kosit
sayisi >12.000/mm°). Bazen I6komoid reaksiyon da gériilebilir (I6kosit sayisi
50-100.000/mm?). Ancak ozellikle yenidoganlarda, yashlarda, alkoliklerde,
kemik iligi rezervi yeterli olmayan hastalarda I6kopeni de gorulebilir (I6kosit
sayisi <4.000/mm?) (1, 23).

Periferik yaymada, notrofillerde toksik granulasyon, Dohle cisimleri
ve vakuolizasyon gorulir. Toksik granulasyon ve Dohle cisimleri bakteriyemi
icin spesifik kabul edilmemekte, fakat vakuolizasyon bakteriyeminin onemli
bir isareti olarak kabul edilmektedir. Sepsiste eritrosit yapimi azalir, eger
enfeksiyon uzamaz ise bu anemiye neden olmaz (1).

Disemine intravaskiler koagllasyon (DIK) gelisen hastalarin
laboratuvar tanisinda kullanilacak spesifik bir test yoktur. Tanida birgok
testten yararlanilir. Trombosit sayisinda hizl diisiis veya 100000/mm? altinda
olmasi, protrombin zamani ve aktive parsiyel tromboplastin zamaninda
uzama, plazma fibrin yikim Granlerinde artis ve koagulasyon inhibitdrlerinin
(antitrombin 1Il ve protein C) plazma seviyelerinin azalmasinin gosterilmesi
DIiK tanisini koydurur. DIK gelisen hastalarin periferik kan yaymasinda,
eritrositlerde parcalanma ve sistositler gorulir. Plazma fibrinojen seviyesi,
sepsisin erken doneminde normal sinirlarda olabilir, ginku bu protein akut
faz reaktanidir. Agir sepsislerde hipofibrinojenemi gelisir (1).

Kan gazlar sepsis takibinde onemlidir. Erken donemde respiratuvar
alkaloz, daha sonra metabolik asidoz gelisir. Kan dre nitrojeni (BUN) ve
kreatinin seviyesi sok varliginda veya olmadan da artabilir. Sok durumunda
azotemi ve oliguri genellikle akut tubuler nekroz sonucu gelisir. Hepatobiliyer
sistem tutulumu olmadan da sepsisli hastalarda karaciger fonksiyon testleri
bozulabilir. Ozellikle direkt bilirubin artisi ile beraber hiperbilirubinemi, alkalen
fosfataz ve transaminaz seviyelerinde orta derecede artis gorular (1, 23).

SIRS'’In enfeksiydz ve nonenfeksiydz nedenlerini ayirt edebilmek igin
cesitli laboratuvar testleri gindeme gelmistir. Prokalsitonin (PCT), C-reaktif

protein (CRP), TNF-a, soluble timdér nekrozis faktor reseptorleri, IL-1, IL-1
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reseptor antagonisti, IL-6, IL-8, E-selektin, soluble interselller adezyon
molekultu 1, protein C, I0kosit elastaz, granulosit koloni stimulan faktor (G-
CSF), kompleman 3a, eritropoetin, serum amiloid protein, neopterin, plazma
nitrit/nitrat konsantrasyonu bunlarin baglicalaridir (1).

Bunlar icerisinde SIRS’In enfeksiyoz ve nonenfeksiyoz nedenlerinin
ayriminda PCT ve CRP daha yararli bulunmustur (24 - 26).

Etiyolojik Tani

Sepsisin etiyolojik tanisi primer enfeksiyon odagindan yapilan kultar
ve kan kulturleri ile konur. Hastalarda belirlenebilen bir enfeksiyon odagi
varsa, oradan alinan materyalden yapilan preparatta veya kandan hazirlanan
“buffy coat” preparatinda, gram boyama ile etken gosterilebilir. Sepsis tanisi

icin altin standart etkenin kan kultirinde Uretilmesidir (1).

Kan Kulturu

Gunumuzde kan dolasimi enfeksiyonlari etiyolojik tanisinda altin
standart kan kultaradur (27). Canli bakteri ve mantarlari Uretebilen, ayrica
antibiyotik duyarhligi ¢alisiimasina imkan veren kan kultura, klinisyenler igin
en 6nemli tani ve dogrulama yéntemi olarak kullaniimaktadir (28, 29).

Kan kdaltarleri, aseptik kosullarda ve antibiyotik verilmeden once,
degisik venlerden en az Ug¢ set alinmali, aerop ve anaerop kosullarda inkiube
edilmelidir (1). Kan kultirid o6rnegi alinirken, kontaminasyon nedeniyle
olusabilecek yanlis pozitiflikleri 6nlemek icin 6rnek alimi sirasinda cilt
antisepsisine ¢ok dikkat edilmesi gerekmektedir. Cilt florasinda yer alan KNS
gibi mikroorganizmalar kateter ile iligkili bakteriyeminin de etkeni
olabileceginden; 6zellikle vaskller kateteri olan hastalarda izole edildiginde
bunlarin etken veya kontaminasyon olduguna karar vermek zor
olabilmektedir (30, 31).

Kan kdltard sistemleri ile tum sepsis olgularinda etken

mikroorganizmalar Uretilememektedir. Hastalarin yasina, immin durumuna,
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yattigi bolume gore sepsis supheli hastalarda kan kultiranan duyarlihdi ile

ilgili ¢cok farkli sonuglar elde edilmistir. Son yillarda, sepsis supheli degisik

hasta gruplarinda yapilmig olan ¢alismalarda kan kalturu pozitifliginin %50’yi

pek agsamadigi gorulmektedir (Tablo-3).

Tablo-3: Sepsis 6n tanili olgularda kan kulturt pozitifligi oranlari (29, 32-44).

Calisma Kan kultiira pozitifligi orani
M. Previsdomini ve ark. 2012 (32) %19,5
F. Bloos ve ark. 2010 (33) %16,5
C. Dierkes ve ark. 2009 (34) % 24
L. Pasqualini ve ark. 2012 (29) %14,5
P. Josefson ve ark. 2011 (35) %13,5
N. Mancini ve ark. 2008 (36) %20,4
M. Avolio ve ark. 2010 (37) %30
B. Lucignano ve ark. 2011 (38) %10,3
H. Westh ve ark. 2009 (39) %17
U. Lodes ve ark. 2012 (40) %20,3
F. Wallet ve ark. 2010 (41) %10
E. Tschiedel ve ark. 2012 (42) %17
K. Yanagihara ve ark. 2010 (43) %38
M.V. Mauroa ve ark. 2012 (44) %40,5

Kan kultara sistemlerinin duyarhligini azaltan diger bir neden de

uremesi nispeten daha yavas ve gug¢ olan mikroorganizmalardir. Benzer

sekilde invazif fungal enfeksiyonlara bagli sepsis olgularinda da etken

mantarlarin Uretilme orani disuk bulunmustur (45, 46).

17




Her ne kadar gunumizde gelismis kan Kkudlturd sistemleri
antibiyotiklerin etkilerini azaltacak sekilde duzenlenmisse de, kan Ornegi
almadan o6nce antimikrobiyal tedavi kullaniimasi yanlis negatif sonuglarin
alinmasina neden olabilmektedir.

Serody ve ark.(47) yaptiklari ¢galismada, kemik iligi transplantasyonu
sonrasi febril nétropeni gelisen hastalarda, ates baslangicinda kan kulttra
pozitifligini % 11, parenteral antibiyotik baglanmasindan sonra ise %4,6
olarak bulmuslardir.

Dogal olarak alinan kan o6rnegi miktari arttikca, kan kadltirinin
duyarhiligi da artacaktir. Ancak eriskinlerde her bir kan kultiru sisesi icin 8-10
ml o6rnek alinmasi gerektigi dusunuldigunde bunu gergeklestirmenin,
Ozellikle de yogun bakimda yatan hastalarda zor oldugu gorulmektedir (33).
Pediatrik yas grubunda ise, erigkinlere gore daha dusik miktarda kan
alindigindan, dusuk bakteri yuklu nedeni ile kan kulturintin duyarlihdinin
daha da azaldigi bildirilmigtir (48).

Modern kan kultlra sistemleri ile kiltlr sisesinde Gremenin oldugunu
isaret eden pozitif sinyal, ekim sonrasi ortalama birkag gln sonra
alinabilmektedir. Ureme olmadigini anlamak igin ise en az 5 giin beklenmesi
gerekmektedir (49).

Kan dolasimi enfeksiyonu etkeni olan mikroorganizmalar, olgularin
%90’'Inda kan kultart sistemlerinde ilk 48 saat icinde pozitif Greme sinyali
alinmasina neden olmaktadir (50). Ancak pozitif sinyal sonrasi Uretilen
mikroorganizmanin identifikasyonu icin ek olarak birka¢g gin daha gerektigi
dusunulince, surecin hala istenilen seviyede hizli islemedigi gorulmektedir.
Bu nedenle mevcut kan kultird sistemleri, prognostik 6nemi olan erken
tedavi yonetiminin de yapilabilmesine yeterince olanak saglamamaktadir
(51). Nitekim Carrigan ve ark. yaptiklari ¢calismada, tanidaki gecikme veya
yanhgliklar nedeniyle kan dolagimi enfeksiyonlarinin yaklagsik %25’inde
yetersiz tedavi yapildigini, dolayisiyla mortalitenin belirgin olarak arttigini

gOstermiglerdir (52).
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Prognoz

GUnumuzde sepsis, yogun bakim Unitelerindeki en sik 6lum
nedenidir. ABD’de her yil yaklasik 100.000 kisinin yasamini sepsis ve
komplikasyonlari nedeniyle yitirdigi tahmin edilmektedir (53).

Sepsis tani ve tedavisindeki gelismeler nedeni ile mortalite orani
eskisine gore biraz dugsmus olmakla birlikte hala yuksektir (10). Degisik
calismalarda olum orani %Z20-80 arasinda bildirilmektedir. Farkli 6lim
oranlarinin bildiriimesi, ¢galigma gruplarinin heterojen olmasi ile iligkilidir (1).

Fonksiyon bozuklugu gelisen organ sistem sayisi arttikca ve sepsis
evresi ilerledikce mortalite orani da artmaktadir. Yapilan ¢alismalarda sepsis
evreleri ile ilgili mortalite orani SIRS’te %6-27, sepsiste %10-36, agir sepsiste
%18-52, septik sokta %46-82 arasinda bulunmustur (4).

Etkene bagl olarak, en yuksek mortalite P. aeruginosa sepsislerinde
bildirilmektedir. Gram negatif bakteriyel sepsislerde 6lum orani %45-50, gram
pozitif bakteriyel sepsislerde %20-30, anaerop sepsislerde ise %15-30
oraninda bulunmustur (1). Sonug¢ olarak sepsisin prognozunu etken

mikroorganizma kadar konagin durumu da belirlemektedir (Tablo-4).
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Tablo-4: Sepsiste prognozu etkileyen faktorler (1).

Altta yatan hastalik
Notropeni
Hipogamaglobulinemi
Diabetes Mellitus
Alkolizm
Bobrek yetmezligi
Solunum yetmezligi
Tedavi basladiginda enfeksiyona bagli komplikasyonlarin gelismis
olmasi (sok, anuri gibi)
Bakteriyeminin giddeti (polimikrobiyal bakteriyemi)
Enfeksiyon kaynagi
Enfeksiyonun gelistigi yer (nozokomiyal)
Hastanin yattigi servis (yogun bakim)
Antibiyotik tedavisinin uygunlugu
Tedavi baslamasina kadar gegen sure

ileri yas

Tedavi

Tedavinin basarisi dogru ve erken klinik tani, etkenin saptanmasi,
destekleyici ve etkene yonelik uygun tedavinin erken baslanmasi, altta yatan
hastaligin ortadan kaldiriimasi veya dizeltiimesine baglidir. Sepsis tedavisi
bes baslikta incelenebilir (1).

1. Destek tedavisi
. Solunum destegi
. Hemodinamik destek ve sok tedavisi
. DIK tedavisi
. Antimikrobiyal tedavi

. Enfeksiyon odaginin kaldiriimasi

A WO N O T O

. Altta yatan hastaligin tedauvisi
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5. Diger tedavi girigsimleri

Antimikrobiyal Tedavi

Sepsis tedavisinin esasini antimikrobiyal tedavi olusturur. ideal olani
kaltar ve antibiyogram sonuglarina gore tedaviye baglamaktir. Ancak bu
durum genellikle sepsis i¢in gecgerli olamamaktadir. Daha dnce belirtildigi gibi
kan kdltirinin duyarhliginin  dislik olmasi nedeniyle sepsis suUphel
hastalarin cogunda etken izole edilememektedir. Etken izole edilebilse bile
sonuglar en erken 48 saatte gelebileceginden, gegen her bir saatin prognoz
acgisindan son derece onemli oldugu sepsiste baslangi¢c tedavisi ampirik
olarak yapilmaktadir (1).

Ampirik tedavide uygun antibiyotiklerin kullanimi ¢ok 6nemlidir.
Antibiyotik secerken primer enfeksiyon odagdi, epidemiyolojik faktorler, altta
yatan hastaliklar, enfeksiyonun hastane veya toplum kokenli olmasi, sik izole
edilen bakterilerin antibiyotik duyarlihgr gibi durumlar g6z ©Onlnde
bulundurulmalidir. Segilen antibiyotik bakterisit etkili olmalidir ve damar
yolundan verilmelidir. Baslangigc ampirik tedavisinin iki uygun antibiyotigin
kombinasyonu seklinde olmasi gerektigi konusunda fikir birligi vardir. Bu
antibiyotik kombinasyonundaki ama¢ hem gram negatif, hem gram pozitif
bakteri enfeksiyonlarini igine alacak genis spektrum elde etmek,
polimikrobiyal enfeksiyonlara etkili olmak, direng gelisimini 6nlemek ve
sinerjistik etki elde etmektir (1).

Ancak septik hastalarin en az %10’unda genis spektrumlu ampirik
antibiyotik  kullanilmasina ragmen, sorumlu oldugu iddia edilen
mikroorganizmayi kapsayan antimikrobiyal tedavi verilememektedir (2).
Yetersiz antimikrobiyal tedavi ise sepsiste beklenildigi gibi artmis mortalite
oranina sebep olmaktadir (54, 55).

GuUnumuzde kullandigimiz kan kultlr sistemlerinin duyarlihdr disuk
oldugundan, ampirik tedavinin yetersizligini giderecek gerekli etiyolojik
bilgileri her zaman saglayamamaktadir. Kan kaltur sistemleri etiyolojik bilgileri

verse bile, bu sonuglarin gec¢ elde edilebilmesi nedeniyle ampirik tedavi
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yetersizligini ve bunun sonucunda gelisen olumsuz prognozu duzeltmek igin
gec kalinabilmektedir (56).

Ampirik tedavinin diger dnemli bir sorunu da ne zaman kesileceqgi
veya degistirilecegidir. Sepsisli hastalarin tedavisi igin kanita dayall
kilavuzlarin merkezinde kan kultura yer almaktadir. Ancak kan kuilturi
duyarhihgr dusuk oldugundan ve sonuglari ge¢ elde edilebildiginden erken
tedavi yonetimine yeterince yardimci olamamaktadir. Dolayisiyla hasta
kacinilmaz sekilde gereksiz, potansiyel tehlikeleri olan antimikrobiyal tedaviyi
uzun sureli kullanilmak zorunda kalmaktadir (57).

Uzun sureli antibiyotik kullaniminin hastaya toksik yan etkilerinin
yaninda diger bir unutulmamasi gereken konu da dire¢ gelisimi Uzerine olan
olumsuz etkisidir (58). Hastanelerde antibiyotiklerin yaygin olarak kullaniimasi
hastane mikroflorasinda onemli degisikliklere neden olmaktadir. Bu sayede
mikrofloradaki duyarli bakteriler ortadan kaldirilirken, direngli suslar
seleksiyona ugramaktadir (59). Direngli suslarin artigi ise hastanede kalim
suresini, tedavi maliyetlerini ve mortaliteyi artirmaktadir (58).

Yukarida sayilan sebeplerden dolay1 ampirik tedavi sonrasi yapilacak
tedavi diuzenlemesi hasta sagligr agisindan son derece Onemlidir.
Gunumuzde genel olarak tedavi dizenlemesi pozitif kan kultlrd sonucu veya
diger Kkulltur sonuclari ile yapiimaktadir. Ancak kullandigimiz  kultir
sistemlerinin, tedavi diizenlenmesinde ortalama 1-2 gunlik gecikmeye neden
oldugu bildirilmektedir (3).

Yeni Tani Yontemleri

Baslangigtaki ampirik antibiyotik tedavisinin uygun olmasi prognozu
belirgin derecede olumlu etkilemektedir. Bu nedenle hayati tehdit eden
sepsisin etiyolojik tanisina yonelik daha hizli, daha yuksek pozitif ve negatif
prediktif degere sahip yeni testlere ihtiyag dogmustur. Bu amacla mikrobiyal
DNA’nin PCR ile saptanmasi en Umit verici yaklagsimlardan birisi olarak
degerlendirilmistir (60, 61).
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PCR, DNA icerisinde yer alan ve dizisi bilinen iki segment arasindaki
0zgun bir bolgeyi enzimatik olarak ¢ogaltmak (amplifikasyon) icin uygulanan
tepkimelere verilen ortak bir isimdir. Yontem basitge tlp igerisinde nukleik
asitlerin uygun kosullarda g¢ogaltiimasi esasina dayanir. Bir gesit "in vitro
klonlama" olarak da tanimlanan PCR; 94-98°C araliginda gercgeklestirilen
denaturasyon, 37-65°C araliginda gerceklestirilen baglanma (annealing) ve
72°C’'de gercgeklestiriien uzama (elongasyon) asamalarindan olusur. Bu
dongulerin belirli sayida tekrarlanmasi ile ¢ok sayida hedef DNA elde edilir.

Multipleks PCR’da ¢oklu primer setleri kullanilarak ayni anda birden
fazla hedef DNA'nin ¢ogaltilabilmesine imkan saglanmis olur. Multipleks PCR
daha az zamanda daha c¢ok hedef bodlge amplifikasyonu
gergeklestirebildiginden kullanigh bir inceleme yodntemidir. Ancak O6nemli
derecede optimizasyon gerektirir. Bu nedenle c¢alisma prosedurinin
standardizasyonu igin ¢gok sayida deneme yapilmasi gerekmektedir.

Cogaltilan PCR Urlnlerinin - géruntilenmesi  klasik olarak jel
elektroforezi ile yapilmaktadir. Jel elektroforezi nispeten yavas bir yontem
oldugundan daha hizli ve kantitatif dlgcimler yapabilen es zamanlh PCR (real
time PCR) yontemleri kullanilmaya baslanmistir. Real time PCR’da temel
olarak floresan madde ile isaretli problar kullanilmaktadir. DNA
amplifikasyonu olustukga, reaksiyonda kullanilan floresan isaretli problardan
Isinlar yayilir.  Yayllan bu sinlar da 0zel dedektorler vasitasiyla
degerlendirilir.

PCR bazli teknolojiler son iki dekatta tanida oldukga yodun bir
sekilde kullaniimaya baslanmistir. Sepsiste etiyolojik taniya olanak saglayan,
multipleks real time PCR yoOntemleri ticari olarak da elde edilebilir hale
gelmistir. Bu amagla en sik kullanilan ve Uzerinde arastirmalar yapilan iki

aranun ozellikleri asagida acgiklanmistir.

Prove-it™ Sepsis (Mobidiag, Finlandiya)

Sepsis suphesi nedeni ile alinan kan kultlrlerinde, Greme varligini

gosteren  pozitif sinyal alindiktan sonra sinyale neden olan
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mikroorganizmanin konvansiyonel yontemlerden daha hizli bir gekilde
identifikasyonuna olanak saglar. Pozitif kan kultird sisesinden DNA
ekstraksiyonu yapildiktan sonra genis aralikta PCR (broad range PCR) ile
DNA amplifikasyonu gergeklestiriimekte; takiben tabaninda mikroarray iceren
reaksiyon tuplerinde PCR drunlerinin  deteksiyonu saglanmaktadir.
Mikroarrayler patojen spesifik sekanslar igerir ve bunlarin PCR drunleri ile
hibridizasyonu sonucu bakteriyel patojenler identifiye edilir. Bu metot ile
sepsis etyolojisinde yer alan patojenlerin  %90’indan fazlasininin
saptanabildigi, klasik identifikasyon sitemleri ile de %90’dan fazla uyumlu
oldugu gosterilmigtir. Bu yontemin en énemli avantaji standart biyokimyasal
yontemlerle identifikasyon yapan sitemler ile karsilastirilinca tani suresini 12
saat ile 21 saate kadar azaltmasidir. Ancak calismaya baslamak igin kan
kaltird  sisesinden  pozitif Greme sinyalinin  alinmasini  beklemek

gerekmektedir (46).

LightCycler™ SeptiFast (Roche Diagnostics, Mannheim,

Almanya)

Direkt olarak kan érneginden yaklasik 6 saatte, sepsis ile iligkili 25
onemli bakteri ve mantar tiri DNA’sinin varligini saptayabilen multipleks real
time PCR temelli bir yontemdir. Sipheli kan dolasimi enfeksiyonlarinda
patojenin tanimlanmasinda ilk Conformité Europeénne (CE) onayi alan ve
Uzerinde en ¢ok ¢alisma yapilan multipleks real time PCR bazli sistemdir (27,
62).

SeptiFast ile secilmis mikroorganizmalarda daha kisa surede, daha
duyarli sonugclarin elde edilebilecegi gosterilmistir (39).

Bu calismada amacimiz kan kultura sistemlerine gore daha hizli ve
duyarli sonuglar verdigi bildirilen multipleks real time PCR yonteminin
(LightCycler™ SeptiFast) tanisal performansini ve tedaviye olasi etkilerini

degerlendirmektir.
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GEREG VE YONTEM

Bu galisma Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Arastirmalar Etik
Kurulu’nun izni (08 Mart 2011 tarih, karar no: 2011-6/9) ile yapild1.

Calismaya Katilan Hasta ve Gondullu Gruplari

Uludag Universitesi Saglik Uygulama Arastirma Merkezi'nde 14
Mayis 2012 ve 7 Kasim 2012 tarihleri arasinda yatmakta olan (en az 3 gun),
18 yas Uzeri, Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji Uzmani
tarafindan nozokomiyal sepsis tanisi konulan ve onami alinan hastalar
calismaya dahil edildi. Ayni hastanin yatisi sirasinda tekrarlayan sepsis
ataklari olmasi durumunda ayni hastadan tekrar érnek alinmasi igin arada en
az bir hafta bulunmasina dikkat edildi.

Kisaca sdzel bilgi verildikten sonra hasta onam formlari hastalarin
kendilerine veya yakinina okutuldu ve imzalatildi. istenmesi durumunda
gerekli ek izahatlar da sézel olarak yapildi.

Kontrol grubu, ates basta olmak Uzere herhangi bir sepsis bulgusu

olmayan ve onami alinan saglikli erigkinlerden segildi.

Geregler

Steril EDTA'h kan alma tupl (Vacuette K3E K3EDTA) (Greiner bio-one,
Almanya )

Pipet (10, 200, 1000 mikrolitre) (Gilson, Fransa)

Pipet (5000 mikrolitre) (Thermo scientific, ABD)

Pipet ucu (DNAaz ve RNAaz icermeyen, 10, 200, 1000 mikrolitre) (Greiner
bio-one, Almanya)

Pipet ucu (DNAaz ve RNAaz icermeyen, 5000 mikrolitre) (Thermo scientific,
ABD)

Ependorf tipu (1,5 mililitre) (DNAaz ve RNAaz icermeyen) (Neptune, ABD)
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Biyolojik kabin (Shinsaeng, Finetech, Guney Kore)

Sogutucu blok (Roche Diagnostics, Almanya) (Sekil-4)

Pudrasiz vinil eldiven (Birset, Turkiye)

Camasir suyu

Derin dondurucu -20 °C (Senocak, Turkiye)

SeptiFast Lys MGRADE kiti (Roche Diagnostics, Alimanya) (Sekil-4)
MagNA Lyser cihazi (Roche Diagnostics, Almanya) (Sekil-4)

SeptiFast Prep MGRADE kiti (Roche Diagnostics, Almanya) (Sekil-4)
Thermomixer cihazi (Eppendorf, Aimanya) (Sekil-4)

Kuru 1s1 blogu (Biosan, Bio TDB — 100, Letonya) (Sekil-4)

Santrif(j cihazi (Rotina 420R, Hettich zentrifugen, Almanya)

LightCycler SeptiFast MGRADE kiti (Roche Diagnostics, Almanya) (Sekil-4)
Sogutucu blok (Roche Diagnostics, Almanya) (Sekil-4)

Kapiller tup (100 mikrolitre) (Roche Diagnostics, Almanya) (Sekil-4)
LightCycler 2.0 cihazi (Roche Diagnostics, Aimanya) (Sekil-4)

LC Carousel Centrifuge 2,0 cihazi (Roche Diagnostics, Almanya) (Sekil-4)
Bilgisayar (Hewlett packard, ABD)

SeptiFast Identification software (SIS) (Roche Diagnostics, Almanya)
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SeptiFastPrep kit

MagNA Lyser Kuru st blogu Thermomixer LC Carousel Centrifuge 2,0

Kapiller tlpler

LT

Sogutucu blok LightCycler 2.0

Sekil-4: PCR yonteminde kullanilan kit ve cihazlar.
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Yontemler

LightCycler™ SeptiFast Sistemi (Roche Diagnostics, Mannheim,

Almanya)

Calismada direkt olarak kandan, kan dolasimi enfeksiyonlarina

sebep olan en yaygin 25 patojenin tanisina imkan saglayan real time
multipleks PCR sistemi (LightCycler™ SeptiFast) kullanildi (Tablo-5).

Tablo-5: SeptiFast sisteminin saptayabildigi mikroorganizmalar.

Gram negatif bakteriler

Gram pozitif bakteriler

Mantarlar

Escherichia coli

Klebsiella
(pneumoniae/oxytoca)

Serratia marcescens

Enterobacter
(cloacael/aerogenes)

Staphylococcus aureus
Koagtilaz Negatif
Stafilokoklar (KNS)*
Streptococcus spp.**

Streptococcus
pneumoniae

Candida albicans
Candida tropicalis

Candida parapsilosis

Candida krusei

Proteus mirabilis Enterococcus faecium Candida glabrata
Pseudomonas Enterococcus faecalis Aspergillus fumigatus
aeruginosa

Acinetobacter baumannii

Stenotrophomonas
maltophilia

* KNS (Koagiilaz Negatif Stafilokoklar): S. epidermidis, S. haemolyticus S. hominis subsp.
novobiosepticus, S. pasteuri, S. warneri, S. cohnii subsp. urealyticum, S. hominis subsp.
hominis, S. lugdunensis, S. cohnii subsp. cohnii, S. capitis subsp. ureolyticus, S. capitis
subsp. capitis, S. caprae,S. saprophyticus, S. xylosus, S. saprophyticus subsp.
saprophyticus,

** Streptococcus tiirleri: S. pyogenes, S. agalactiae, S. mitis, S. anginosus, S. bovis, S.
constellatus, S. cristatus, S. gotdonii, S. intermedius, S. milleri, S. mutans, S. oralis, S.
parasanguinis, S. salivarius, S. sanguinis, S. thermophilus, S. vestibularis, S. viridans.

Sistemde patojenlerin identifikasyonu tir spesifik problar araciligi ile
yapillmaktadir. Bu problar bakterinin ribozomal DNA’sinin 16S ve 23S
bdlgeleri arasindaki ve fungal genomun 18S ve 5,8S ribozomal bdlgeleri
arasindaki internal transkribe spacer (ITS) bolgesini hedefler. Amplifikasyon

boyunca spesifik PCR drunlerinin gogalmasi, es zamanlh (real time) olarak
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floresan boya ile isaretli hibridizasyon problarindan yayilan isimalarin élgumu
ile saptanmaktadir.

Analiz 3 basamaktan olusmaktadir.

1. Kan o6rneklerin mekanik ve kimyasal lizisi ile DNA’nin ekstrakte
(izole) edilmesi.

2. Hedef DNA’nin 3 paralel reaksiyon ile (gram pozitif bakteri, gram
negatif bakteri ve mantar) real time PCR ile amplifikasyonu.

3. Spesifik hibridizasyon problari ile kontrol ve orneklerin otomatize

olarak identifikasyonu.

Ornek Alimi

Kan kultard igin kan alinan ayni periferik venden, PCR ile g¢alismak
icin de 3 ml kan drnegi alindi ve steril EDTA'l tiplere konuldu. Kan kaltura
siseleri ile beraber o6rnekler en kisa surede Mikrobiyoloji Merkez 7/24
Laboratuvari’'na iletildi. Burada ornekler buzdolabinda +4°C’de bekletildi. En

ge¢ 3 gun igerisinde de DNA ekstraksiyonu islemine baglandi.

DNA Ekstraksiyonu

Kontaminasyondan kaginmak igin tum molekuler islemler Uretici
firmanin dnerileri dogrultusunda uygulandi.

Ornek hazirlamasi islemi laminer akim altinda biyolojik kabinde
gerceklestirildi. Kullanim dncesi biyolojik kabin camasir suyu ile temizlendi.
UV’den etkilenmeyen malzemeler ve biyolojik kabin en az 1 saat UV altinda
bekletilerek kontaminasyona neden olabilecek mikroorganizma DNA’larindan
arindirildi. Calisma boyunca pudrasiz eldiven kullanildi.

SeptiFast Lys MGRADE kitinin icerisinden cikarilan, cam ve seramik
boncuklar iceren lizis matriksi (LM) flakonunun igine 1500 mikrolitre kan
orneg@i aktarildi ve sonrasinda MagNA Lyser cihazina yerlegtirildi. MagNA

Lyser cihazinin 70 saniye 7000 pm ayarinda ¢alismasi saglanarak hucrelerin
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mekanik lizisi gergeklestirildi. Mekanik lizisi gergeklestirilen érnekler cihazin
disinda oda sicakliginda 10 dakika bekletildi.

SeptiFast Prep MGRADE Kkiti icerisinden, her bir drnek icin 5’er tane
olacak sekilde 15 mililitrelik falcon tupleri ¢ikarildi, Gzerlerine hastanin adi,
soyadl ve protokol numarasi yazildi. Daha sonra her bir hasta igin falcon
tiplerine 1'den 5’e kadar numara verildi.

Birinci falcon tupune 150 mikrolitre proteinaz K (PK) eklendi. MagNA
Lyser cihazindan c¢ikarilan lizis matriksi flakonununda mekanik olarak
parcalanmis kan oOrneginden 1000 mikrolitre, proteinaz K eklenmis 1
numarali falcon tiipline aktarildi. icerisinde kan drnegi ve proteinaz K olan 1
numaral falcon tiipii kisa sireli olarak vortekslendi. Daha dnce -20°C’de
saklanirken oda sicakliginda ¢6zinmeye birakilan internal kontrol (IC)
homojenizasyon saglamak amaciyla kisa siireli olarak vortekslendi. internal
kontrolden 10 mikrolitre alinip 1 numarali falcon tiplne eklendi ve internal
kontrol eklenmis halde bulunan 1 numarali falcon tupuU kisa slre vortekslendi.

internal kontrol, Uretici firma tarafindan LightCycler SeptiFast
MGRADE kiti igcerisinde bir flakonun icinde hazir olarak bulunmaktadir.
internal kontrol hedef DNA’dan farkli, sentetik cift zincirli DNA molekli
karisimi icermektedir. Tum o&rneklerin mekanik lizisininden hemen sonra
eklenen internal konrol, ekstraksiyon ve amlifikasyon islemleri uygun sekilde
yapllmis ise analiz kisminda da goértlmektedir. Bdylece internal kontrol
sayesinde DNA ekstraksiyonu ve amplifikasyonu asamalarinin dizgin
yapilip yapilamadigi kontrol edilebilmektedir.

SeptiFast Prep MGRADE kitinden ¢ikarilan, guanidinium thiocyanate
iceren 2 flakon lizis tamponu (LB), 1 numaral falcon tiptne eklendi ve kisa
sure vorteks ile karistirildi. Lizis tamponu eklenen 1 numarali falcon tupu
Eppendorf Thermomixer cihazinda 56°C’de 15 dakika boyunca 500 rpm’de
calkalandi.

Eppendorf Thermomixer cihazindan c¢ikarilan 1 numaral falcon
tipune SeptiFast Prep MGRADE kitinden c¢ikarilan 1 flakon baglayici tampon

(BB) eklendi ve kisa sure vortekslendi.
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SeptiFast Prep MGRADE kitinde bulunan, fiberglas yapisinda olan
ve DNA'y1 tutabilme 6zelligine sahip filtre kolonlar, bog durumdaki 2 numarali
falcon tupune yerlestirildi.

icerisinde 6rnek, proteinaz K, internal kontrol, lizis tamponu (LB) ve
baglayici tampon (BB) bulunan 1 numarali falcon tupundeki karisimin ilk
yarisi (2,7 mililitre), filtre kolon yerlestiriimis olan 2 numarali falcon tipune
aktarildi. Uzerine karigim eklenmis filtre kolonlu 2 numarali falcon tipi 1900
g'de, 1 dakika santrifuj edildi. 1 numarali falcon tipUndeki karigimin ikinci
yarisi da (2,7 mililitre) santrifjden c¢ikarilan filtre kolonlu 2 numarali falcon
tupUne aktarildi, bu sefer 1900g’de, 3 dakika santrifuj edildi. Bdylece santriflj
sirasinda karigsim filtre kolondan gecerken, igcerisinde varsa DNA'lar filtreye
yapismig oldu.

Filtre kolon, 2 numarali falcon tlupunden c¢ikarildiktan sonra bos
durumdaki 3 numarall falcon tupune yerlestrildi. Filtre kolon yerlestirilmis 3
numarall falcon tliplne, 50% guanidinium thiocyanate, 40% etanol iceren 1
flakon inhibisyon uzaklastirma tamponu (IRB) eklendi; 4200g’'de, 2 dakika
santriflj edildi. Filtre kolon iceren 3 numaral falcon tupline %0.2 NaCl, 80%
etanol iceren 1 flakon yikama tamponu (WB) eklendi ve 4200g’de, 10 dakika
santriflj edildi.

Santriflj edilen 3 numarali falcon tlipunden c¢ikarilan filtre kolon, bos
durumdaki 4 numaralh falcon tupline vyerlestirildi ve Uzerine bir sey
eklenmeden 4200g’de, 1 dakika santrifij edildi.

Santriflij sonrasi 4 numarali falcon tipunden c¢ikarilan filtre kolon, 5
numarali falcon tlipiine yerlestirildi. Daha 6nceden kuru isi blogunda 70°C’de
isitiimis halde bekletilen elisyon tamponundan (EB) 300 mikrolitre alinip,
filtre kolon yerlestiriimis 5 numaral falcon tlptne eklendi. Elisyon tamponu
(EB) eklenmis filtre kolonlu 5 numarali falcon tlpl oda sicakhiginda 5 dakika
bekletildikten sonra 4200g’de 2 dakika santrifuj edildi.

Yiksek sicakliktaki elisyon tamponu (EB) ile beraber filtre kolondan
stizilen ve 5 numaral falcon tliplnin dibinde biriken sivinin tamami 6rnek

bilgileri Gzerine yazilmis steril ependorf tlplerine aktarildi.
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DNA ekstraksiyonu yapilan ornekler, amplifikasyon yapilana kadar

derin dondurucuda -20°C’de saklandi.
DNA Amplifikasyonu

Kontaminasyon riskini azaltmak igin DNA ekstraksiyonu ve
amplifikasyonu farkli odalarda ¢alisildi. Ortam 6nceden gamasir suyu ile
temizlendi ve kullanilacak malzemeler steril edildi. Tek seferde 1 pozitif
kontrol, 1 negatif kontrol ve 8 6rnek amplifiye edildi.

LightCycler SeptiFast MGRADE kitinin igerisinde - 20°C’de bekleyen
flakonlardan Uretici firmanin dnerileri dogrultusunda gram pozitif bakteriler,
gram negatif bakteriler ve mantarlar igin 3 ayri master miks hazirlandi.

Gram pozitif bakteriler, gram negatif bakteriler ve mantarlar igin ayri
ayri hazirlanmig 3 adet pozitif kontrol, LightCycler SeptiFast MGRADE kitinin
icerisinden ¢ikarilip oda sicakliginda ¢ézinmeye birakildi.

LightCycler SeptiFast MGRADE kitinin iginde bulunan negatif kontrol
(NC) icin de kan ornekleri ile ayni DNA ekstraksiyon islemleri uygulandi ve
-20°C’de saklandi. DNA ekstraksiyonu yapilmis hasta ornekleri ve negatif
kontrol oda sicakliginda ¢ézinmeye birakildi.

LightCycler 2.0 cihazi igin 6zel olarak udretiimis 100 mikrolitrelik
kapiller tupler, steril penset yardimi ile sogutucu bloktaki ilgili kuyucuklara
yerlestirildi (Sekil-5).
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Y

Hasta o6rnekleri

Sekil-5: Sogutucu bloktaki kuyucuklarin sematik gésterimi.
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Gram pozitif bakteri, gram negatif bakteri ve mantarlar igin
hazirlanmis master misklerden (MM 2, MM 3, MM 4) 50’ser mikrolitre alinip
soldan saga tum kapiller tuplere dagitildi (Sekil-6).

MM '”‘.-’.
Gram (+) master miks L0000 O O O o
Gram (-) master miks @ O OO OO O O O
Mantar master miks © O O © O O © O

f\\f\\/\\‘\/\/“\uoo

NC P1L P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8

Sekil-6: Master mikslerin dagitiimasi.

Negatif kontrol, hasta ornekleri ve en son pozitif kontrolden 50’ser
mikrolitre dikey olarak ilgili kapiller tuplere dagitildiktan sonra 6zel kapatma

kalemi ile kapiller tiplere kapaklari takildi (Sekil-7).

RC
Gram (+) Pozitif kontrol @b O O O O O O O O O

Gram (-) Pozitif kontrol @ O O O O O O O o o
Mantar Pozitif kontrol @b o O O O O O O O (@)

CHOOO0O0O00O00OO0O

NC P1L P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8

\ \ )
«© !
{'{O@(\ Hasta 6rnekleri

\@@
Sekil-7: Negatif kontrol, hasta drnekleri ve pozitif kontrollerin dagitimi.

Kapagi kapatilmig kapiller tipler 6zel aparatina yerlestirildikten sonra
LC Carousel Centrifuge 2,0 cihazi ile santrifj edildi.

Bilgisayar Uzerinden LightCycler 2,0 cihazi icin gerekli ayarlamalar ve
kontroller yapildi. Santriflij edilmis kapiller tlpler LightCycler 2,0 cihazina

yerlestirildi ve otomatik olarak amplifikasyon islemi baslatildi.
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PCR Sonugclarinin Degerlendiriimesi

Amplifikasyon surecinde spesifik Urlnlerin artisinin gergek zamanli
olarak (real time) saptanmasi icin floresan boya ile isaretli hibridizasyon
problari kullanildi. Spesik PCR uUrunleri artisina bagh olarak olusan ve yayilan
floresan 1gimalar, cihaz tarafindan 4 farkl algilama kanalinda (610, 640, 670
ve 705 nm) olguldu.

Amplifikasyon tamamlandiktan sonra PCR Urunlerinin 6zgullGgunu
daha da pekistirmek icin erime egrisi (melting curve) analizi yapildi. Manuel

olarak erime pikleri (Tm) belirlendi (Sekil-8).
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Sekil-8: Erime egrisi analizi érnegi.

Orneklerin ve kontrollerin erime egrisi analizi, pik yiksekligi gibi
birgcok veri SeptiFast Identification Software (SIS, Roche Diagnostics)
yazilimi ile analiz edildi.

SeptiFast sisteminde prob ve hedef DNA arasindaki homolojinin
derecesine, sekans (dizi) uzunluguna bagl olarak erime egrisinde
degisiklikler olmaktadir.

SIS yazilimi gram pozitif bakteriler icin erime piklerini (Tm) ve
amplifikasyon egrisi gegis noktasini (curve crossing point) baz alarak analiz
yapmaktadir. Amplifikasyon egrisi gegis noktasi, KNS ve streptokoklar igin
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kontaminasyon nedeni ile olusabilecek yanlis pozitiflikleri azaltmak igin
degerlendirmeye alinmaktadir. Boylece is akisi sirasindaki kontaminasyon
nedeniyle saptanabilecek dusuk konsantrasyondaki KNS’ler ve streptokoklar
dikkate alinmamaktadir. Gram negatif bakteriler ve mantarlar igin ise sistem

tarafindan erime pikleri (Tm) baz alinarak analiz yapiimaktadir (Sekil-9).

Melting Peaks
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Sekil-9: Erime pikleri (Tm) ve amplifikasyon egrisi gecis noktasi (curve
crossing point).

SIS yazilimi, tim verileri degerlendirdikten sonra otomatik olarak
drnekte saptanan mikroorganizma tiirlerini ekrana yansitti (Sekil-10). internal
kontrol, pozitif kontrol veya negatif kontrol ¢calismadiginda analiz gegersiz

sayildi ve test tekrarlandi.
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Sekil-10: PCR sonug raporu ornegi
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Kan Kiilturia Alma

Klinisyen tarafindan sepsis oldugundan suphelenilen hastalardan,
UU-SK Kan Kuiltirii Alinmasi Talimati’na (Dokiiman kodu: TA-EOK-37. Tarih:
04.05.2012) uygun olarak farkli venlerden, 5-30 dakika ara ile 2 veya 3 kan
kultara orneg@i alindi. Ancak PCR ile karsilastirirken sadece es zamanli kan
kultaru siseleri degerlendirmeye alindi.

Cilt antisepsisi igin girisim yapilacak ven bdlgesi dnce 30 saniye %
70’lik etil alkol veya %60’lik isopropil alkol ile ileri geri hareketler ile silindi,
Sonra en az 30 saniye %1-2 povidon iyodin solusyonu veya %Z2’lik klor
heksidin solusyonu ile merkezden perifere daireler cizilerek uygulandi.
Uygulamay takiben antiseptik etkinin olugsmasi igin 1,5-2 dakika beklendi.

Kan kaltur sisesi olarak BACTEC PLUS (+) Aerobic/F (Becton,
Dickinson and Company, Sparks, MD, ABD) kullanildi. Ornek alinmadan
once kan kultur sisesinin Uzerindeki plastik kapak kaldirihp %70’lik alkol ile
silindi. Her bir kan kuiltar sisesi icin 8-10 mililitre kan alindi. Kan kultar
siselerine kan konulduktan sonra da, lastik tipa Uzerindeki olasi kanin
temizlenmesi igin tekrar %70’lik alkol ile silindi.

Kan kultlr siselerinin oda sicakliginda 2 saat icinde laboratuvara
ulastiriimasina 6zen gosterildi. Laboratuvarda kan kulttr siseleri Bactec 9240
(BD, Sparks, MD, ABD) sisteminde inklbe edildi. Burada sisedeki pH
degisimleri cihaz tarafindan 7 gin boyunca her 10 dakikada bir kaydedildi.
Pozitif sinyal alinan siselerden %5 koyun kanli agara (BD BBL™) pasaj
yapildiktan sonra 35°C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Olusan koloniler Gram
boyanma 0&zelligine goére ilgili otomotik identifikasyon paneline (BD
Phoenix™ PMIC/ID-70 ve BD Phoenix™ NMIC/ID-99) 0,5 McFarland
bulaniklik olusacak sekilde aktarildi. Paneller PhoenixTM 100 BD sisteminde
(BD, Sparks, MD, ABD) inklbe edildi ve degerlendirildi.
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Kan Kulturu Digsindaki Diger Kulturler

Klinisyenin istegi dogrultusunda alinan diger orneklerden de rutin
mikrobiyolojik prensiplere bagh kalinarak kiiltiirler yapildi. Ureme oldugunda

mikroorganizma identifikasyonu yapildi ve antibiyotik duyarlihdi ¢aligildi.

Bilgilerin Toplanmasi

Hastada ornek alimi sirasinda ates, tansiyon, nabiz bilgileri; Uriner
sonda, ventilator, santral vaskuler kateter varhigi 6rnek alan kigi tarafindan
kaydedildi.

Hastalara ait demografik (yas, cinsiyet, boy, kilo) ve klinik bilgiler;
immunsUpresyon  durumu, gecirilmis operasyon bilgileri, kullandigi
antibiyotikler, Glasgow koma skoru, APACHE Il skoru hasta dosyasindan
elde edildi ve Enfeksiyon Hastaliklari Konsultani’na dogrulatildi.

Hastalarin biyokimyasal ve hematolojik laboratuvar bilgileri hastane
ici elektronik bilgi islem sisteminden elde edildi.

PCR 06rnegi ile es zamanli olarak alinan kan kualttrt sisesine iligkin
ayrintih bilgiler (kan kualtir pozitifligi zamani, GUreme sonucu vb.) ve yakin
dénemdeki olasi enfeksiyon odaklarina iligkin kaltir sonuglari Mikrobiyoloji
Laboratuvari kayitlarindan elde edildi.

Hastalardaki enfeksiyon odagi, sepsisin siddeti, kan kultiri ve PCR
ile saptanan mikroorganizmalarin etken olup olmadigi, tedavide yapilabilecek
olasi degisiklikler calisma ekibinde bulunan Enfeksiyon Hastaliklari Uzmani
tarafindan degerlendirildi.

Elde edilen PCR sonuglari, ¢calisma sona erene kadar Mikrobiyoloji

Laboratuvari ve klinisyenler ile paylasgiimadi.
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Verilerin Degerlendirilmesi

Sepsis siddeti (sepsis, agir sepsis, septik sok): ACCP/SCCM’nin
1991 yilinda yaptiklari ortak bir toplantida aldiklari kararlar dogrultusunda,
konsultan enfeksiyon hastaliklari uzmani esliginde degerlendirildi.

Etken patojen: Kontaminasyon olmayan kan kultira Uremeleri
gercek enfeksiyon etkeni olarak kabul edildi. PCR ile saptanan
mikroorganizmanin gercek enfeksiyon etkeni olup olmadidi retrospektif
olarak; enfeksiyon odagi, kan kultlrt ile uyumu ve diger klinik 6érnek kulttr
sonuglarina bakilarak degerlendirildi.

Kan kiiltiiri kontaminasyonu: Epidermis florasinda yer alan
mikroorganizmalar (KNS’ler, difteroidler, streptokok turleri vs.) es zamanli
olarak alinan iki kan kultirl sisesinden sadece birisinde Uremis ise, 48 saat
icinde alinan iki kan kulturinden sadece birisi pozitif ise, olasi enfeksiyon
odaklarinda (vaskuler kateter vb.) ayni mikroorganizma Urememis ise sonug
kontaminasyon olarak degerlendirildi.

PCR kontaminasyonu: PCR ile saptanan KNS ve streptokok turleri
asagidaki kriterlere gore kontaminasyon olarak kabul edildi:

1. Es zamanli alinan kan kultarl negatif,

2. Kan kultarindeki kontaminan Ureme igin gegen zaman >24 saat,

3. Diger kulttrlerde mikroorganizma uremesi yok.

Onceden antibiyotik tedavisi aima ve almama: Ornek alimindan
onceki 48 saat icinde antibiyotik tedavisi alan hastalar “6nceden antibiyotik
tedavisi almig” olarak tanimlandi.

Ornek alimindan onceki 48 saat icinde antibiyotik kullanmayan
hastalar ise “Onceden antibiyotik tedavisi almamis” olarak tanimlandi.

PCR ile tedavi degisikligi: PCR ile saptanan mikroorganizmanin
lokal antimikrobiyal duyarlihk profili dikkate alinarak iki arastirmaci
tarafindan bagimsiz olarak degerlendirildi.

Saptanan mikroorganizma kullanilan antibiyotiklerin en az birine
duyarli ise ampirik tedavi uygun olarak nitelendirildi, degil ise tedavi

degisikligi gerekli denildi.
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PCR henuz sepsis tanisinda altin standart olmadigi igin ve sinirli
sayida mikroorganizmayi saptayabildigi icin PCR negatif sonuca gore

yapilabilecek deeskalasyonlar dikkate alinmadi.

istatistiksel Analiz

statistiksel analizler SPSS 13,0 (Chigago, IL) programinda yapildi.
Kategorik degiskenlerin gruplar arasi karsilastirmalari igin Fisher’in ki-kare
testi kullanildi.

Kan kudltard ve PCR yontemleri arasindaki uyum Cohen’in kappa

katsayisi kullanilarak degerlendirildi.

39



BULGULAR

Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi’'nde 14 Mayis 2012 ve
07 Kasim 2012 tarihleri arasinda yatmakta olan ve nozokomiyal sepsis tanisi
alan 67 hastadan toplam 78 sepsis atagina ait 6érnek ¢alismaya dahil edildi.
Calismaya dahil edilen 24’0 kadin(%36), 43'U erkek(%64) eriskin hastada

yas ortalamasi 55,7(21-95) idi.

Kontrol grubu olarak 11'i kadin(%50), 11’i erkek(%50) toplam 22
saglikli eriskinden 6rnek alindi. Kontrol grubunda yas ortalamasi 39 (28-62)
idi. En sik altta yatan hastaliklarin hipertansiyon ve diabetes mellitus oldugu

gorildu. Hastalarin bazilarinda birden ¢ok sayida altta yatan hastalik mevcut

iken, % 29,8’inde altta yatan herhangi bir hastalik yoktu (Tablo-6).

Tablo-6: Nozokomiyal sepsis tanisi alan olgularin komorbid hastaliklari.

Altta yatan hastalik Sayi Yuzdesi
Diabetes Mellitus 10 %14,9
Hipertansiyon 16 %23,8
Kronik akciger hastaligi 9 %13,4
Kronik kalp hastaligi 6 %8,9
Kronik renal yetmezlik 5 %7,4
Merkezi sinir sistemi ve serebrovaskuler hastalik | 9 %13,4
Hematolojik malignite 5 %7,4
Solid organ malignitesi 8 %11,9
Solid organ transplantasyonu 5 %7,4
Diger (romatoid artrit, talasemi mindr) 2 %2,9
Yok 20 %29,8
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Hastalarin  55'i(%82) yogun bakim dnitelerinde yatmakta iken,
12'si(%18) yodun bakim digi kliniklerde yatmakta idi. Yogun bakim
unitelerindeki hastalar agirlikli olarak Anestezi ve Reanimasyon béluminde
tedavi gormekteydi (n: 45).

Yogun bakimda yatan ve sepsis atagl geciren hastalarda APACHE Il
skoru ortalama 18,4 (7-43) olarak hesaplandi.

Sepsis atagl geciren hastalarin 63'0(%80,7) mekanik ventilasyon
desteginde idi. Hastalarin 71'inde(%91) Uriner sonda ve 64’unde(%82)
santral venoz kateter mevcut idi.

Sepsisi siddetine goére degerlendirildigimizde ataklar sirasinda
hastalarin %29,5'i sepsis, %38,5’i agir sepsis, %32’si septik sokta idi.
Hastalarin yatis yerine gore sepsisin siddetini sinifladigimizda, yogun
bakimda sepsis gelisen hastalarda, agir sepsis ve septik sok oranlari daha
yuksek bulundu (Tablo-7).

Tablo-7: Sepsis artaklarinin gelistigi bélumler ve sepsis siddeti.

Yogun bakimda gelisen sepsis ataklari (n: 64)

Sepsis 13 (%20,3)
Agir (ciddi) sepsis 27 (%42,2)
Septik sok 24 (%37,5)

Yogun bakim disi kliniklerde sepsis ataklari (n: 14)

Sepsis 10 (%71,4)
AQir (ciddi) sepsis 3 (%21,5)
Septik sok 1 (%7,1)

Her ne kadar hastalarin tamaminda oOlgum yapilamamis olsa da,
Olcim yapilabilen sepsis ataklarinin gogunda C-Reaktif Protein (CRP) ve

prokalsitonin (PCT) degerlerinin ylksek oldugu saptandi (Tablo-8).
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Tablo-8: Sepsis atagi sirasinda hastalarin CRP ve PCT degerleri

C-Reaktif Protein (CRP) olculen atak sayisi:

54

CRP >0,5 mg/dL

CRP >5 mg/dL

54 (%100)

45 (%83,3)

Prokalsitonin (PCT) ol¢llen

atak sayisi:

38

PCT >0,5 ng/dL

PCT >2ng/dL

34 (%89,4)

23 (%60,5)

TUm sepsis atagi geciren hastalarda 28 gun igerisinde mortalite orani

%41,7, hastane igi mortalite orani ise %49,2 olarak bulundu. Daha ayrintili

irdeledigimizde yogun bakimda yatanlarda(%44,4) ve septik $ok(%66,6)

olgularinda 28 gun icinde mortalite oraninin daha yuksek oldugu belirlendi.

Sepsis ataklarina en sik neden olan enfeksiyon odagdinin yogun

bakimda akciger, yodun bakim disinda ise uriner sistem ve santral vendz

kateterler oldugu saptandi. Bazi hastalarda birden ¢ok enfeksiyon odagi

bulunmasina ragmen, 14 hastada enfeksiyon odagi saptanamadi (Tablo-9).

Tablo-9: Sepsis ataklari sirasinda mikrobiyolojik olarak dokimante edilmis

enfeksiyon odaklari.

Yogun bakim Yogun bakim Toplam
(n:64) disi (n:14) (n:78)

Akciger 41 (%64) 1 (%7,1) 42 (%53,8)
Uriner sistem 18 (%28,1) 3 (%21,4) 21 (%26,9)
Santral venoz kateter 26 (%40,6) 3 (%21,4) 29 (%37,1)
Batin 3 (% 4,6) 1 (%7,1) 4 (%5,1)
Deri ve yumusak doku 6 (%9,3) 0 (%0) 6 (%7,6)
Odak saptanamayan 7 (%10,9) 7 (%50) 14 (17,9)
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Kontrol grubunda kan kultira pozitifligi saptanmadi. Sepsis hasta
grubundaki  4(%5,2) kan kdlturG Uremesi kontaminasyon olarak
degerlendirildi. Sepsis ataklarinda kan kultird ile etken mikrooganizmayi

saptama orani %32 olarak hesaplandi (Tablo-10).

Tablo-10: Sepsis hasta grubu ve kontrol grubundaki kan kultira sonuglari.

Sepsis grubu Kontrol grubu
(n:78) (n:22)

Kan kultlrd pozitif (etken) 25 (%32) 0 (%0)

Kan kultlrd pozitif (kontaminasyon) | 4 (%5,1) 0 (%0)

Kan kiltiri negatif 49 (%62,9) 22 (%100)

PCR ile kontrol grubundaki orneklerden biri pozitif sonug¢ verdi.
Sepsis hasta grubundaki 1 pozitif PCR sonucu kontaminasyon olarak
degerlendirildi. Sepsis ataklarinda PCR’in etken mikroorganizmay! saptama
orani %44,9 olarak hesaplandi (Tablo-11).

Tablo-11: Sepsis hasta grubu ve kontrol grubundaki PCR sonuglari.

Sepsis grubu Kontrol grubu
(n:78) (n:22)
PCR pozitif (etken) 35 (%44,9) 0 (%0)
PCR pozitif (kontaminasyon) 1 (%1,3) 1 (%4,5)
PCR negatif 42 (%53,8) 21 (%95,5)

Sepsis ataklarinda kan kultirG ile PCR sonuglarini kendi aralarinda
karsilastirdigimizda, iki yontem arasinda istatistiksel olarak orta derecede

uyum oldugu gérulda (Tablo-12).
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Tablo-12: Sepsis ataklarinda kan kualturu ve PCR sonuglarinin uyumu.

Kan kiltira | Kan kdltira Kan kaltura [ Toplam
pozitif negatif kont*
PCR pozitif 20 (%25,6) 15 (%19,2) - 35 (%44,9)
PCR negatif 5 (%6,4) 33 (%42,3) 4 (%5,1) | 42 (%53,8)
PCR kont* - 1 (%1,3) - 1 (%1,3)
Toplam 25 (%32) 49 (%62,9) 4 (%5,1) 78 (%100)

Kappa degeri: 0,445 ( p<0,001)

Genel uyum orani: 20+33/78: %67,9 (%95 CI** %58-78)

PCR’in pozitif kan kalttrd ile uyumu: 20/25: %80 (%95 CI** %71-89)

PCR’in negatif kan kulturu ile uyumu: 33/49: %67,3 (%95 CI** %57-78)

*kont: Kontaminasyon **Cl: Guven araligi

Sepsis atadi sirasinda gonderilen 78 kan kulturu ¢iftinden 29’unda
hepsi de bakteri olan toplam 31 mikroorganizma tiirii izole edildi. izole edilen
31 bakteri tirinden 27 tanesi etken olarak kabul edilirken, geriye kalan 4
mikroorganizma tlrinin ise kontaminasyon olduguna karar verildi (1
Corynebacterium matruchotii, 1 Staphylococcus capitis spp. ureolyticus, 2
Staphylococcus epidermidis). Bu sonuglara gore kan kultirinden izole edilen
mikroorganizma turlerinin  %87’si

degerlendirildi (Tablo13).

etken, %13’G kontaminasyon olarak
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Tablo-13: Kan kulturu ile izole edilen mikroorganizma turleri sayisi.

Mikroorganizma Etken Kont* Toplam
Acinetobacter baumannii 4 4
Corynebacterium matruchotii 1 1
Escherichia coli 1 1
Enterococcus faecalis 2 2
Klebsiella oxytoca 1 1
Klebsiella pneumoniae 6 6
Staphylococcus aureus 2 2
Staphylococcus capitis spp. ureolyticus 1 1 2
Staphylococcus epidermidis 3 ) 5
Staphylococcus haemolyticus 3 3
Staphylococcus hominis 2 2
Stenotrophomonas maltophilia 2 2
Toplam 27 (%87) | 4 (%13) | 31 (%100)

* Kont: Kontaminasyon

Kan kualtirunde dreyen, kontaminasyon veya etken olarak kabul

edilen toplam 31 mikroorganizma turt dikkate alindiginda, kan kulturu

digindaki diger kdltir sonuglar ile uyumu %38,7 idi. Sadece etken kabul

edilen 27 mikroorganizma turu dikkate aldigimizda ise kan kultira disindaki

diger kultdr sonuglari ile uyumu % 44,4’e yikseldi (Tablo-14).
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Tablo-14: Kan kultirinde Ureyen mikroorganizmalarin diger bdlgelerden
alinan kulturler ile uyumu.

Diger kiilturler ile Uyumsuz Uyumlu Toplam
A. baumannii 2 2 (2ETAD 4
C. matruchoaotii 1 (1 kont*) - 1
E. coli - 1 (1yara) 1
E. faecalis 2 - 2
K. oxytoca 1 - 1
K. pneumoniae 1 5 (3ETA? 1safra, 1 v.kateter®) 6
S. aureus 1 1 (1idrar) 2
S. capitis spp ureolyticus | 2 (1 kont*) - 2
S. epidermidis 5 (2 kont) - 5
S. haemolyticus 1 2 (2 v.kateter®) 3
S. hominis 2 - 2
S. maltophilia 1 1 (1 v.kateter®) 2
Toplam (etken) 15 (%55,5) | 12 (%44,4) 27
Toplam (kont* + etken) 19 (%61,2) | 12 (%38,7) 31

* kont: Kontaminasyon
@ ETA: Endotrakeal aspirat kiltir
® v kateter: Santral vendz kateter kiiltiiri

Sepsis atagi sirasinda PCR icin alinan 78 6rnedin 36’sinda toplam

53 mikroorganizma turtine ait DNA saptandi. Bu mikroorganizma turlerinin

49’u bakteri, 4 tanesi ise mantar turl idi. Sadece 1 mikroorganizma (KNS)

etken

olarak

kabul

edilmedi.

Dolayisiyla PCR ile

mikroorganizmalarin %98,1’i etken olarak kabul edildi (Tablo-15).

46

saptanan




Tablo-15: PCR ile saptanan mikroorganizma turleri.

Mikroorganizma Etken Kont* Toplam
Acinetobacter baumannii 7 r
Aspergillus fumigatus 1 1
Candida albicans 1 1
Candida parapsilosis > )
Enterobacter cloacae / aerogenes 5 5
Enterococcus faecalis 5 5
Enterococcus faecium 1 1
Escherichia coli ) 2
Klebsiella peumoniae/oxytoca 8 8
Koagtilaz negatif stafilokok (KNS) 13 1 14
Pseudomonas aeruginosa 3 3
Staphylococcus aureus 2 )
Stenotrophomonas maltophilia 2 )
Toplam 52 (%98,1) | 1 (%1,9) 53

* Kont: Kontaminasyon

PCR ile saptanan kontaminasyon ve etken kabul edilen tim
mikroorganizma turlerinin, kan kualtirt digindaki diger kaltur sonugclari veya
mikrobiyolojik incelemeler ile uyumu %54,7 olarak bulundu. Sadece etken
oldugu kabul edilen mikroorganizma turlerinin kan kultira disindaki diger
kultir sonuclari ve mikrobiyolojik incelemeler ile uyumu ise %55,7 olarak
hesaplandi (Tablo-16).
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Tablo-16: PCR ile saptanan mikroorganizmalarin diger vucut bolgelerinden
alinan kulturler ile uyumu.

Diger kiilturler ile Uyumsuz | Uyumlu Toplam
A. baumannii 1 6 (5 ETA? 1 ETA% v. kateter”) 7
Aspergillus fumigatus | _ 1 (1 yiksek serum galaktomannan) 1
Candida albicans - 1 (1v.kateter’) 1
Candida parapsilosis 1 1 (1v. kateter”) 2
E. cloacae / aerogenes | g - 5
Enterococcus faecalis 1 4 (2 yara-pi, 2 v. kateter”) 5
Enterococcus faecium R 1 (1ETA? 1
Escherichia coli - 2 (2 yara-pl) 2
K. peumoniaef oxytoca | 4 7 (1 yara-pi, 2 v.kateter®, 1 safra, 8
2 ETA? 1 ETA® + dren mayii)
KNS 12 (1kont*) | 2 (2 v.kateter”) 14
P. aeruginosa 1 2 (1safra, 1 v.kateter”) 3
S. aureus 1 1 (1 idrar) 2
S. maltophilia 1 1 (1 v.kateter’) 2
Toplam (etken) 23 (%44,2) | 29 (%55,7) 52
Toplam (kont*+etken) | 24 (%445,2) | 29 (%54,7) 53

* kont: Kontaminasyon
& ETA: Endotrakeal aspirat kiltir
® v kateter: Santral vendz kateter kiiltir(

Kan kaltarini ve PCR’1 birlikte dederlendirdigimizde, 78 sepsis
ataginda toplam 65 mikroorganizma turu izole edilmigtir. Bu turlerin 19 tanesi
her iki yontem ile ayni atakta izole edilmistir. Kan kadltari, PCR’In
saptayamadigi 8’i etken, 4'U kontaminasyon olarak degerlendirilen toplam 12
mikroorganizma turana dretmistir. PCR ise kan kultirinin saptayamadigi
33’0 etken, biri kontaminasyon olarak degerlendirilen toplam 34

mikroorganizma tarinu saptamistir (Sekil-11).
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KAN KULTURU PCR

Kan kalttri

Kan kaltird Sadece kan . Sadece
kontaminasyon | kulturd ile U8 IR I PCR ile EC? _
4 | saptanan ortak olarak saptanan ontaminasyon
etken mo. saptanan etken mo. 1
8 etken mo. 33

19

Sekil-11: Sepsis hastalarindan kan kulturu ile ve PCR ile saptanan
mikroorganizma turlerinin sayisi.

Kan kultirl ve PCR tarafindan saptanan mikroorganizma turlerini ele
aldigimizda iki yontem arasindaki uyumun istatistiksel olarak yeterli olmadigi
g6rildu (Tablo-17).

Tablo-17: Kan kultirid ve PCR’In izole edilen mikroorganizmalar bazinda
uyumu.

Kan kilturii | Kan kaltara | Kan  kaltird | Toplam
pozitif negatif kont*
PCR pozitif 19 33 - 52
PCR negatif |8 33 4 45
PCR kont* - 1 - 1
Toplam 27 67 4 98

Kapa degeri: 0,160 p=0,072

PCR’in kan kiltura ile genel uyumu: 19+33/98: %53 (%95 Cl** %43-63)

PCR’in pozitif kan kiltura ile uyumu: 19/27: % 70,3 (%95 CI** %61-79)

PCR’In negatif kan kulturl ile uyumu: 33/67: %49,2 (%95 CI** %39-59)

*kont: kontaminasyon, **Cl: given aralig
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Kan kultirinde Ureyen ve etken olarak kabul edilen mikroorganizma
tirlerinin, PCR ile de saptanmasi orani %70,37 olarak hesaplandi. Ozellikle
Klebsiella peumoniae/oxytoca, Staphylococcus aureus, Stenotrophomonas
maltophilia turlerinde kan kulturt ile PCR sonuglari arasinda daha yuksek
oranda uyum s6z konusu idi.

Ancak kan kudltura ile Gretilen ve etken olarak kabul edilen 27
mikroorganizma turinden 8 tanesi(%29,6) PCR ile saptanamamistir. Bir kan
kaltari setinde ayni anda Uremesi saptanan E.faecalis ve S. epidermidis
bakterileri, etken oldugu dusunulmesine ragmen PCR ile saptanamamistir.
Yine farkli sepsis ataklarinda kan kultura ile Uretilen 2 adet A. baumannii,1
adet E. faecalis, 3 adet KNS turt (S. capitis spp ureolyticus, S. hominis,S.
haemolyitcus) etken olarak kabul edilmesine ve PCR master listesinde yer
almasina ragmen PCR ile saptanamamisgtir.

PCR ile saptanan ve etken olarak kabul edilen 52 mikroorganizma
tirinden sadece 19 tanesi (%36,5) kan kultarinde Uretilebilmistir. Yani PCR
kan kualtirine gore fazladan 33 adet etken oldugu dusunulen mikroorganizma
turt saptadi. PCR 6zellikle Aspergillus fumigatus, Candida albicans, Candida
parapsilosis gibi mantar tirlerini ve Pseudomonas aeruginosa’yl saptamada

kan klltiriinden daha iyi bir performans gdsterdi (Tablo-18).
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Tablo-18: Sepsis ataklarinda kan kultira ve PCR ile saptanan

mikroorganizma turleri.

Mikroorganizma

Sadece

Kan kiulturu

Sadece

saptanan yontem kan kiiltiiri | ve PCR PCR Toplam
A.baumannii 2 (etken) 2 (etken) 5 (etken) 9 (etken)
A. fumigatus 1 (etken) 1 (etken)
C. albicans 1 (etken) 1 (etken)
C. parapsilosis 2 (etken) 2 (etken)
C. matruchotii 1 (kont*) 1 (kont¥)
E. cloacae / aerogenes 5 (etken) 5 (etken)
E. faecalis 2 (etken) 5 (etken) 7 (etken)
E. faecium 1 (etken) 1 (etken)
E. coli 1 (etken) 1 (etken) 2 (etken)
K. peumoniae/ oxytoca 7 (etken) 1 (etken) 8 (etken)
Koagtlaz negatif 4 (etken) + 5 (etken) 8 (etken) + | 17 (etken) +
stafilokok (KNS) 3 (kont) 1 (kont*) 4 (kont*)
P. aeruginosa 3 (etken) 3 (etken)
S. aureus 2 (etken) 2 (etken)
S. maltophilia 2 (etken) 2 (etken)
Toplam 12 19 34 65

(8 etken) (19 etken) (33 etken) (60 etken)

(4kont*) (0 kont*) (1 kont*) (5 kont*)

* kont: Kontaminasyon

Sepsis atagi sirasinda birden fazla mikroorganizma saptanan 2 adet

kan kultira seti var idi. PCR ile ise tek seferde birden ¢gok mikroorganizma

saptayabilme yetenegdinin daha fazla oldugu géruldi. PCR ile 7 6rnekte ayni

anda ikiser tane, 5 Ornekte ise ayni anda 3 tane mikroorganizma turu

saptandi (Tablo-19).
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Tablo-19: Tek seferde birden ¢ok mikroorganizma turld saptanan sepsis

ataklari
Yontem Birlikte izole edilen mikroorganizmalar
Kan kultara E.faecalis + KNS*
Kan kultara E.coli + K. Oxytoca
PCR E.coli + E. faecalis + KNS*
PCR C. parapsilosis + E. cloacae/ aerogenes + KNS*
PCR A.fumigatus + A.baumannii + K. pneumoniae/ oxytoca
PCR A.baumannii + E. cloacae/ aerogenes + KNS*
PCR E. faecalis + E.coli + K. pneumoniae/ oxytoca
PCR E. faecalis + KNS*
PCR E. faecium + A.baumannii
PCR P. aeruginosa + K. pneumoniae/ oxytoca
PCR K. pneumoniae/ oxytoca + KNS*
PCR K. pneumoniae/ oxytoca + E. faecalis
PCR C. albicans + KNS*
PCR A.baumannii + KNS*

*KNS: Koagtlaz negatif stafilokok.

Hem kan kdltard, hem de PCR ile c¢oklu olarak saptanan tim

mikroorganizma turleri etken olarak kabul edildi.

Yogun bakim ve yogun bakim disinda gelisen sepsis ataklarini ayri

ayri degerlendirdigimizde her iki grupta da PCR’in kan kultlirinden daha

yiksek oranda etken mikroorganizma saptandigi goérildi. Ote yandan

PCR’In sepsis ataklarinda etken mikroorganizmayi yakalama orani yogun

bakimda, yogun bakim disina gore daha yuksekti (Tablo-20).

52




Tablo-20: Yogun bakim ve yogun bakim disinda gelisen sepsis ataklarinda
kan kulturt ve PCR'’in etken mikroorganizmayi saptama sayilari ve oranlari.

Yogun bakim (n: 64 ) | Yogun bakim disi (n:14)

Kan kiiltiirti pozitifligi 22 (%34,3) 3 (%21,4)
PCR pozitifligi 30 (%46,8) 5 (%35,7)
(P=1,00)

Ancak istatistiksel olarak yodun bakim ve yogun bakim disinda
gelisen sepsis ataklarinda kan kultiri ve PCR pozitifligi oranlari arasinda
anlamli bir fark bulunamadi (p= 1,00).

Ornek alimi 6ncesi antibiyotik kullanilan 45 sepsis ataginda kan
kultara pozitifligi %28,8 oraninda, PCR pozitifligi % 46,6 oraninda gergeklesti
(Tablo-21). Fakat istatistiki olarak sepsis atagi oncesi antibiyotik alan ve
almayan hastalar arasinda kan kultari ve PCR pozitifligi agisindan anlamii
bir fark gorilemedi (p=0,725).

Tablo-21: Ornek alimi dncesi antibiyotik alimi olan ve olmayan sepsis
ataklarinda, kan kultart ve PCR yénteminin pozitif sonug verme oranlari.

Antibiyotik alanlarda* | Antibiyotik almayanlarda**
(n: 45) (n:33)

Kan kulturl pozitifligi 13 (%28,8) 12 (%36,3)

PCR pozitifligi 21 (%46,6) 14 (%42,4)

(p=0,725)
*: Kan 6rnegi alinirken antibiyotik alan hastalar.
**:Kan 6rnegi alinirken son 48 saatte antibiyotik almayan hastalar.

Sepsis atadi oOncesi antibiyotik almaya baslamis olgularda kan
kultlrd ile etken oldugu dustnulen 14 mikroorganizma turd saptanmig iken
PCR yontemi ile bu sayl 33 olmustur (Tablo-22). Ancak bu fark istatistiki

olarak anlamli bulunamamistir (p=0,450).
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Tablo-22: Ornek alimi 6ncesi antibiyotik alimi olan ve olmayan sepsis
ataklarinda, kan kulturd ve PCR ile saptanan mikroorganizma turleri sayisi.

Antibiyotik Antibiyotik

alanlarda* (n: 45) almayanlarda** (n:33)
Kan kultard ile saptanan 14 13
mikroorganizma turu sayisi
PCR ile saptanan 33 19
mikroorganizma turQ sayisi

(p=0,450)
*: Kan 6érnegi alinirken antibiyotik alan hastalar
**:Kan érnegdi alinirken son 48 saatte antibiyotik almayan hastalar

Sepsis hastalarinda kan kultiru ve PCR birlikte degerlendirildiginde
sepsis ataklarinda etkeni saptama orani %51,2 olarak bulundu.

Laboratuvarimizda kullandigimiz kan kultira sisteminde bakteri
uremedi demek igin 7 gun beklenmektedir. Laboratuar rutin igleyisi iginde ise
bu c¢alisma dahilindeki kan kultirinde Ureme olmayan siselerde (49 sepsis
hastasi ve 22 kontrol grubunda) ortalama sonuglanma sulresi 185 saat (7 gln
17 saat) olarak hesaplandi.

Sepsis ataklarinda bakteri Ureyen (kontaminasyon ve etken) toplam
29 kan kdltart 6rneginde, dreme oldugunu gdsteren pozitif sinyalin olugsumu
ortalama 37,8 saat (1 gun 13 saat) sonra gerceklesmistir. Bakteri
identifikasyonu ise ortalama 87,2 saatte ( 3 glin 15 saat) gerceklestiriimigtir.

Uremelerin etken oldugu disinilen kan kiltirlerinde (n:25) pozitif
sinyal verme suresi ortalama 37,2 saatte, 6rnek alimindan bakteriyel
identifikasyon sonucglana kadar gecen slre ortalama 84,4 saatte
gerceklesmistir.

Uremelerin kontaminasyon oldugu disinilen 6rneklerde (n:4),
pozitiflik stresi ortalama 41,6 saat, identifikasyon sonuglanmasi ise ortalama
104,7 saat surmusgtar.

PCR ve kan kultart sonuglarinin uyumlu pozitif oldugu érneklerde
(n:18) ortalama pozitif sinyal olusma suresi 38,4 saat, ortalama identifikasyon

suresi ise 87,5 saat olmustur.
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PCR ile mikroorganizma DNA ekstraksiyonu ve identifikasyon siresi
ayni anda caligilan 6rnek sayisina ve deneyim artisina bagh degisiklikler
gOstermis olsa da ortalama 6 saat 15 dakika sirmustur.

Toplam 78 sepsis ataginda PCR sonuglari ile retrospektif olarak
degerlendirme yapildiginda, tedavi degisikligi yapilabilecek 10 atak (%12,8)
olduguna karar verildi. Bu tedavi degisikliklerinden birisi antifungal
degistirilmesi, ikisi mevcut ampirik tedaviye yeni antibiyotik eklenmesi, yedisi
ise gerekli antibiyotiJe daha erken baslanabilmesi seklinde olabilecegi
belirlendi (Tablo-23).

Tablo-23: PCR sonuglarina gore sepsis ataklarinda yapilabilecek tedavi
degisiklikleri.

Antifungal degistirilebilir (n:1)

Aspergillus fumigatus sonucu ogrenildikten sonra flukonazol kesilip
fungizon baglanabilirdi (n:1).

Antibiyotik eklenebilir (n:2)

E.faecalis sonucunun 6grenilmesi ve hastada VREkolonizasyonu dykusu
olmasi nedeniyle teikoplanin kesilip, daptomisin baslanabilirdi (n:1).

PCR ile Enterobacter cloacae/aerogenes sonucu ogrenildikten sonra
sefepim baslanabilirdi (n:1).

Antibiyotik daha erken baglanabilir (n:7)

A. baumannii icin kolistin daha erken baslanabilirdi. Ardisik kan
kultirinde sadece kolitsine duyarli A. baumannii Gremis ancak hasta
ornek alimindan 2 gun sonra kolistin baslanamadan ex olmus (n:1).*

A. baumannii igin kolistin daha erken baslanabilirdi. Hastanin diger
kultirlerinde de sadece kolistsine duyarli A. baumannii Gremeleri olmus
(n:2).*

KNS icin teikoplanin daha erken baslanabilirdi. Es zamanh kan
kultirinde de metisiline direngli KNS tGremesi olmus (n:2).**

S. maltophilia icin trimetoprim/silfometaksazol daha erken baslanabilirdi.
Kan kiltirinde de S. maltophilia Gremesi olmus (n:2).

* Hastanemizde yodun bakim hastalarindan Uretilen Acinetobacter baumanni suslarinin
biyuk kismi kolistin disindaki antibiyotiklere direng gostermektedir.

** Hastanemizde yatan hastalarin gogunda 6zellikle de katetere bagli enfeksiyonlardan izole
edilen KNS’lerin gogu metisiline direngli suslar olmaktadir.
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TARTISMA

Sepsis tanisinda canli bakteri ve mantarlari Uretebilen, ayrica
antibiyotik duyarlihgi ¢alisiimasina imkan veren kan kulttrd, klinisyenler igin
en 6nemli tani ve dogrulama yontemidir (28, 29).

Ancak kan Kkultir sitemlerinin duyarlihgl hala istenen seviyede
degildir. Son yillarda sepsis tanili degisik hasta gruplarinda yapilmis olan
calismalarda kan kualturt pozitifliginin %50’yi pek asamadigi bildirilmistir (29,
32-44).

Kan o6rnegi almadan once antimikrobiyal tedavi uygulanmasi kan
kaltard duyarhliginin daha da azalmasina neden olmaktadir (39).

Kan kultdrd igin gerekli kan volumunu oOzellikle yogun bakim
hastalarinda ve pediatrik yas grubunda her zaman elde etmek mimkin
olmamaktadir. Bu durum beklenildigi gibi kan kiltarindn duyarlihgini daha da
dusurmektedir (33,48).

GUnumuzdeki kan kulltir sistemlerinin en 6nemli dezavantajlarindan
biri de sonuglarin yeterince hizli alinamamasidir. Kultlr sisesinde Uremenin
oldugunu isaret eden pozitif sinyalin alinmasi birka¢ gun surebilmekte ve
daha sonrasinda mikroorganizma identifikasyonuna yénelik islemler
nedeniyle de bu sirece birka¢ gin daha eklenmektedir. Bu durum da her bir
saatin yagsamsal oneme sahip oldugu sepsis hastalarinda yeterince hizli
tedavi dizenlenmesi yapilamamasina, dolayisiyla prognozun kotilesmesine
yol acabilmektedir (51, 52).

Kan kultar sistemlerindeki yetersizlikler nedeniyle sepsis tanisinda
baska metotlar gindeme gelmistir. Calismamizda bu yeni metotlardan direkt
olarak kan érneginden, yaklasik 6 saatte, sepsis ile iligkili 25 énemli bakteri
ve mantar tiriG DNA’sinin varligini saptayabilen, multipleks real time PCR
temelli ydntemi (LightCycler™ SeptiFast) test ettik.

SeptiFast ile birgcok hasta grubunda, yogun bakim Unitelerinde (33,
40, 41, 62-65), yogun bakim disi kiniklerde (29), immiinkompromize veya
notropenik hastalarda (36, 44, 45, 63, 66), hastane genelinde (34, 38, 39, 42,
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43,67) ve toplum kokenli sepsisleri arastirmak igin acile bagvuran hastalarda

(35, 37, 68) pek cok calisma yapilmigtir (Tablo-23).

Tablo-23: SeptiFast kullanilarak yapilan ¢alismalarda sepsis hastalarinin
secildigi gruplar ve ele alinan sepsis ataklarin sayisi.

Calisma Hasta grubu Ornek
sayisl

F. Bloos ve ark. 2010 (33) Yogun bakim hastalari 206

J. Benito ve ark. 2010 (62) Yogun bakim hastalari 106

C. Dierkes ve ark. 2009 (34) Hastane geneli 101

S. Varani ve ark. 2009 (45) immiinkompremize hastalar 154

D. Bravo ve ark. 2011 (63) Notropenik hastalar 33
Yogun bakim hastalari 53

L. Pasqualini ve ark. 2012 (29) Dahiliye kliniginde yatanlar 391

M.V. Mauroa ve ark. 2012 (44) immiinkompromize hastalar 79

P. Josefson ve ark. 2011 (35) Toplum kdkenli sepsis 1093
Solid organ malignitesi olan yogun

L. Dubska ve ark. 2012 (64) 85
bakim hastalari

N. Mancini ve ark. 2008 (36) Hematolojik malignitesi olan hastalar 103

M. Avolio ve ark. 2010 (37) Acil bolimu hastalari 144

B. Lucignano ve ark. 2011 (38) | Cocuk hastanesi geneli 1673
Cerrahi Yogun Bakim Unitesi'nde

P.M. Rath ve ark. 2012 (65) 225
yatan hastalar

L. Ephraim ve ark. 2010 (68) Acil bolimu hastalari 306
Cerrahi Yogun Bakim Unitesi'nde

U. Lodes ve ark. 2012 (40) 148
yatanlar

F. Wallet ve ark. 2010 (41) Yogun bakim hastalari 100

K. Grif ve ark. 2012 (67) Hastane geneli 71

E. Tschiedel ve ark. 2012 (42) Cocuk hastalar 110

D. Maubon ve ark. 2010 (66) Maligniteli eriskin hastalar 110

K. Yanagihara ve ark. 2010 (43) | Hastane geneli 407

H. Westh ve ark. 2009 (39) Cok merkezli 558
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Bizim de hedefimiz agirlikli olarak yogun bakim hastalari ve kismen
yogun bakim digi kliniklerde yatan hastalarda gelisen sepsis ataklari idi.
Yogun bakimda yatan hastalarin altta yatan hastaliklari nedeniyle durumlarin
daha kritik olmasi, genelde antibiyotik kullanirken sepsis atagi gelistiginden
kan kulturinun duyarliliginin azalmis olmasi bu hasta grubuna agirlik
vermemizdeki 6nemli etkenlerdi.

Calismamizda sepsis ataklarinda etken mikroorganizmayi saptama
orani kan kultaru ile %32, PCR ile %44,9 olarak bulundu. SeptiFast ile
yapilan diger c¢alismalarda ise kan Kkudlturd pozitifliginin %8-41, PCR
pozitifliginin %11-41 arasinda degistigi bildiriimektedir (33, 34, 36, 38, 39, 42-
44, 69). Bu calismalara bakildiginda etken yakalama konusunda PCR
yonteminin daha basaril oldugunu sdyleyebiliriz.

SeptiFast ile yapilan diger calismalar ile Kkarsilastiridiginda,
¢alismamizda kan kualturl ve PCR ile pozitiflik saptama oraninin daha yuksek

oldugu gorulmektedir (Tablo-23).

Tablo-23: SeptiFast ile yapilan bazi c¢alismalarda kan kultiri ve PCR
pozitiflik oranlari.

Kan kultaru SeptiFast
pozitifligi pozitifligi
F. Bloos ve ark. 2010 (33) %16,5 %34,7
K. Yanagihara ve ark. 2010 (43) %38,0 %11,3
C. Dierkes ve ark. 2009 (34) %24 %27
N. Mancini ve ark. 2008 (36) %20,4 %33
M.V. Mauroa ve ark. 2012 (44) %40,5 %40,5
A. Vince ve ark. 2008 (69) %20,5 %33,3
B. Lucignhano ve ark. 2011(38) %10,3 %14,6
H. Westh ve ark. 2009 (39) %17 %26
E. Tschiedel ve ark. 2012 (42) %17 %24

Bu durumun nedenlerinden birinin hastanemizde 6zellikle yogun
bakim hastalarinin ¢alisma dénemi boyunca ayni Enfeksiyon Hastaliklari ve

Klinik Mikrobiyoloji konsultani tarafindan takip edilmesi ve o6rneklerin en
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uygun zamanda alinmasi oldugunu dustinmekteyiz. Bunu destekler sekilde
calismamizda sepsis ataklarinin buyuk cogunlugunun gelistigi nispeten daha
yakindan takip edilen yogun bakimlardaki hastalarda kan kualtird ve PCR’In
etkeni yakalama orani yogun bakim disindakilere goére daha yuksek
bulunmustur.

Ote yandan diger calismalardaki hasta popllasyonunun durumu,
sayisi, ¢alismanin retrospektif veya prospektif olarak yapilmasi, antibiyotik
kullanim oranlarinin farklihgi, kullanilan kan kualtur sistemlerinin farkli olusu
gibi nedenlerin de farkliliklara yol agabilece@i goz ardi edilmemelidir.

Calismamizda 15 sepsis ataginda (%19,2) kan kultlra ile herhangi
bir mikroorganizma Uremesi olmamasina ragmen, PCR ile etken oldugu
dusundlen mikroorganizmalar saptanmistir. Degisik oranlarda da olsa PCR
agisindan umut verici olan bu durum birgok ¢alismada da bildirilmistir (Tablo-
24).

Tablo-24: SeptiFast kullanilarak yapilan bazi ¢alismalardaki kan kultara ve
PCR pozitifligi oranlari.

Kan Kan Kan Kan
kaltara | kaltara | kaltara kaltara
negatif | pozitif pozitif negatif
PCR PCR PCR PCR
pozitif negatif | pozitif negatif
F. Bloos ve ark. 2010 (33) %22 %3 %13 %62
M. Avolio ve ark. 2010 (37) %7 %9 %21 %63
C. Dierkes ve ark. 2009 (34) %14 %9 %14 %63
N.Mancini ve ark. 2008 (36) %14 %1 %19 %66
A. Vince ve ark. 2008 (69) %23 %10 %10 %57
Westh ve ark. 2009 (39) %14 %3 %11 %72
E. Tschiedel ve ark. 2012 (42) %13 %6 %11 %70

Bircok calismada oldugu gibi calismamizda da sepsis ataklarinda
PCR ile kan Kkuiltirine goére daha fazla sayida mikroorganizma tart
saptanmistir (29, 36, 38, 39, 43).

Calismamizda kan kdltirinde hic mantar Uremesi olmamasina
ragmen, PCR ile etken oldugu dustnulen 2 adet Candida parapsilosis, 1 adet
Candida albicans ve 1 adet Aspergillus fumigatus tirl saptandi. SeptiFast ile

yapilan baska calismalarda da benzer sekilde PCR ile kan kultlrine gore
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daha yuksek oranda mantar tirt saptandigi belirtiimigtir (34, 36, 38, 43, 44,
68, 69).

Fungal enfeksiyonlar Ozellikle yiksek mortalite oranina sahiptirler
(70). Hastane kokenli mantar enfeksiyonlarinda en sik etken olarak Candida
albicans’i gérmekteyiz. Ancak son yillarda azol grubu antifungaller ile tedavisi
glc olan non albicans Candida turlerinin orani artmaktadir (71, 72). Yine
onemli fungal enfeksiyon etkenlerinden A. fumigatus konvansiyonel kan
kultara yontemleri ile saptanamamaktadir (73).

Calismamizda da 1 adet E. faecium turi PCR ile saptanmasina
ragmen kan kultarinde uretilememigtir. SeptiFast’in E. faecium tlrini kan
kultirine goére daha ylksek oranda saptadigini gosteren bazi galismalar da
mevcuttur (34, 36). E. faecium Ozellikle de vankomisine karsi direng
geligtirebildiginden hastane enfeksiyonlari agisindan ciddi problemlere yol
acabilmektedir.

Calismamizda da sepsis ataklarinda kan kudltarinde hi¢g P.
aeruginosa turd Urememesine ragmen, PCR ile etken oldugunu
disundiguimaz 3 P. aeruginosa turl saptanmistir. SeptiFast’in, kan kultirane
gbre P. aeruginosa turinu kan kdltirine gére daha yuksek oranda tespit
ettigini gosteren calismalar vardir (36, 38). P. aeruginosa ¢ok sayida
antibiyotige kargi direng gelistirebilmesi ile 6zellikle yogun bakim hastalarinda
ciddi problemlere yol agabilmektedir.

Kan kalttrt veya PCR ile saptanan tim mikroorganizma turleri etken
olarak kabul edilmemektedir. Deri saprofitleri, KNS ve streptokok tdrleri
nedeni ile kan kdlturinde yuksek oranda kontaminasyon riski vardir. Ancak
bu mikroorganizmalar kateter iligkili bakteriyemilere de yol agabildiginden
bunlari etken kabul edip etmeme konusunda sikintilar yasanmaktadir.

SeptiFast  sistemi, is akisinin  degisik asamalarindaki
kontaminasyonu vyansitabilecek duslik konsantrasyonlardaki KNS ve
streptokok turleri DNA’sinin algilanmasini onleyecek sekilde tasarlanmistir
(27). Bunu destekler sekilde calismamizda, SeptiFast ile yapilan diger
calismalarda oldugu gibi PCR ile kan kdiltiriine goére daha disik oranda

kontaminasyon saptanmistir (27, 34, 38, 39).
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Calismamizda 22 sagdlikl erigskinden olugan kontrol grubunda kan
kalturinde herhangi bir Ureme olmamasina ragmen PCR ile bir ornekte
Enterobacter cloacae/aerogenes saptandi. Kontrol grubu olarak cerrahi
bolimde yatan hastalardan 111 6rnek alinan bir bagka ¢alismada %3,6 kan
kultar pozitifligine karsin %4,5 PCR pozitifligi satandid bildirilmistir (33).

Bu durum kanda mikroorganizma DNA’si saptamanin sepsis
acisindan ne kadar anlamh oldugu sorusunu gundeme getirmektedir.
Mikrobiyal DNA’'nin, patojen iligkili molekller paternler (PAMP’s) arasinda
oldugu ve Toll-like reseptdor 9 (TLR-9) uzerinden sistemik inflamasyonun,
dolayisiyla sepsis tablosunun baglamasina katkisi olabilecedi bilinmektedir
(74).

Ote yandan enfeksiyona neden olmayan ol bakteri DNA’larinin
yanlis pozitif sonug¢ verebilecedi g6z ardi edilmemelidir. Kandaki DNA
varliginin klinik olarak ne kadar anlamli oldugunun daha iyi anlasiimasi igin
bu konuda daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir.

Calismamizda 5(%6,4) sepsis ataginda kan kultira sistemleri ile
etken oldugu didsundlen mikroorganizmalar Uretilmesine ragmen PCR
sonuglari negatif bulundu. Mikroorganizma bazinda ise kan kiltirinde
uretilen ve etken oldugu dusundlen ancak PCR ile saptanamayan 8
mikroorganizma taru (2 A. baumannii, 2 E.faecalis, 4 KNS) oldu. Kan kultaru
ile etken mikroorganizma Uremesi oldugu halde PCR ile bunlarin
saptanamadigi birgok baska c¢alismada da gosterilmistir (33, 34, 36, 37, 39,
42, 69). Bu nedenle PCR negatif sonuglarina temkinli yaklasiimasi
gerekmektedir.

PCR’In negatif sonu¢ verme nedenlerinden birisi kan kulttiriine goére
alinan kan volUmunun daha dusuk olmasi olabilir. Her bir kan kultlr gigesi
icin 8-10 mL kan alinirken, SeptiFast icin 1,5 mililitre kan kullanilmaktadir.
Ote yandan Uretici firma bu miktarin yeterli oldugunu belirtmektedir.

Mantar ve gram pozitif bakterilerde kalin hicre duvari nedeniyle
DNA'yI agiga c¢ikarmanin daha zor oldugu, dolayisi ile de PCR duyarlihginin

azalabileceg@i belirtilmistir (33). Ancak calismamizda gram negatif hlcre
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duvari yapisina sahip 2 A. baumannii turinun kan kultirinde Uremesine
ragmen PCR ile saptanmamig olmasi bu gorusu sorgulatmaktadir.

PCR surecinde duguk duzeydeki bakteriyel DNA ile yuksek
dizeydeki insan genomik DNA’si arasinda yarigsma (kompetitisyon)
olabilece@i, bunun sonucunda da testin duyarliliginin azalabilecegi
belirtiimigtir (75). SeptiFast ile yapilan bir galismada da I6kosit sayisinin
>30.000/mm? oldugu 3 olguda PCR'in inhibe oldugu gézlenmistir (41). Ancak
calismamizdaki kan kalturu ile etken mikroorganizma Uremesi olup PCR’In
negatif sonug¢ verdigi olgularda Idkosit sayisi ortalamasi tim sepsis
hastalarinin 16kosit sayisi ortalamasindan daha dusuktd ve bu olgularin hig
birinde 16kosit sayisi >30.000 mm? degildi.

PCR yodntemi ile mikroorganizma saptanamamasi teknik nedenlerle
olabilecegi gibi teorik olarak hedef bdlgedeki genetik degisim nedeniyle de
gelisebilir. Bu konuda daha ¢ok galisma yapilmasi gerekmektedir.

Bilindigi gibi mevcut kan kultirl sistemlerinde, érnek alimi 6ncesi
antibiyotik kullanimi duyarlilik azalmasina yol acmaktadir. Ote yandan
mikroorganizma DNA’sinin varligini tespit eden PCR temelli testlerin
antibiyotik kullanimindan etkilenmedigi belirtiimektedir (62). Nitekim SeptiFast
ile yapilan birgok arastirmada antibiyotik alan hastalarda PCR’in kan
kultirinden daha yuksek oranda pozitiflik ve mikroorganizma tirl saptadigi
gosterilmistir (27, 29, 38, 39, 42-44, 69). Bu durumu destekler sekilde
calismamizda da o6rnek alimi oncesi antibiyotik alimi olan sepsis ataklarinda
kan kaltdranun pozitif sonug verme orani(%28,8) PCR ydnteminden(%46,6)
daha dusuk bulundu. Benzer sekilde galismamizda ornek alimi dncesinde
antibiyotik kullanilan sepsis ataklarinda saptanan mikroorganizma turu sayisi
da PCR ile daha fazla olmustur (kan kultlra ile 14 etken tir, PCR ile 33 etken
tar).

Calismamizda sepsis ataklarinda kan kiltirGg ile PCR sonuglarini
kendi aralarinda karsilastirdigimizda, iki yéontem arasinda %67,9 oraninda
uyum oldugu saptandi. Bu uyumun istatistiksel olarak orta derecede oldugu
belirlendi. SeptiFast ile yapilan diger calismalarda kan kultiria ile PCR
arasindaki uyumun %67-85 arasinda degismekte oldugunu gorulmektedir
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(33, 34, 36, 37, 39, 42, 69). Ote yandan calismamizda mikroorganizma
bazinda iki yontem arasinda istatistiksel olarak yeterli uyum s6z konusu
degildi. PCR ile saptanan mikroorganizma tlrl sayisi kan kultirine gore
belirgin olarak daha fazla oldugundan bu durum sasirtici degildir.

Mikroorganizma duzeyinde kan kulturi ve PCR’in birlikte yakalama
orani yuksek olan tdrlerin S. aureus, K. pneumoniae oldugunu saptadik.
Diger calismalarda da S. aureus (37, 38, 44) ve K. pneumoniae (37,44) turleri
icin benzer durumun s6z konusu oldugu raporlanmistir.

Tahmin edilebilecegi gibi tek basina konvansiyonel kan kuilturi
sistemleri yerine SeptiFast ve kan kultiri kombine olarak kullanildiginda,
sepsis ataklarinda daha ylUksek sayida pozitifik ve mikroorganizma turu
saptanmistir (27, 38, 39, 68). Calismamizda da sepsis hastalarinda kan
kultira ve PCR birlikte degerlendirildiginde sepsis ataklarinda etkeni saptama
orani %51,2’ye, saptanan mikroorganizma tlrl sayisi ise 60’a yukselmistir.
Bu artis miktarlari umut verici olsa da etkenin yakalanamadigi diger
hastalardaki tanisal eksiklikleri gidermek i¢cin mevcut sistemlerin
performansinin  artirlmasina veya yeni metotlara ihtiyag oldugu
g6rilmektedir.

Calismamizda SeptiFast ile sonug verme sulresi yaklasik 6 saat 15
dakikada gerceklesmistir. Diger calismalarda da benzer sureler gorulmektedir
(36).

Bazi ¢aligmalarda daha kisa zamanda gergeklesmis oldugu belirtilse
de, calismamizda kan kultlr sisteminin Gremelerin etken oldugu dusinullen
orneklerde pozitif sinyal verme suresi laboratuvar rutininde ortalama 37,2
saatte gerceklesmistir (39, 68). Kan kultlra ile pozitif sinyal alindiktan sonra
identifikasyona yonelik gram boyama, kati besiyerine pasaj yapma, ureyen
mikroorganizmay! biyokimyasal metotlar ile tanimlama islemleri icin de ek
sureler gerekmektedir. Laboratuvar rutinimizde, kan kultura sistemi ile 6rnek
alimindan sonra etken oldugu dusunulen bakterinin identifikasyonu ortalama
84,4 saatte gerceklesmistir. Her ne kadar calisma boyunca kan kulturtinde
urememis olsa da, mantar turleri i¢in bu surenin daha da uzun olabilecegi

asikardir.
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Ozellikle kan kultirinde Gremenin olmadi§i érneklerde sonug verme
suresi oldukgca uzamaktadir. Laboratuvar rutinimizde kan kultaru ile negatif
sonug ortalama 7 gln 17 saatte verildi. PCR’in 6zellikle bu olgularda zaman
acisindan daha avantajli oldugu gorulmektedir.

Her ne kadar SeptiFast daha duyarli ve daha hizli olsa da MRSA
diginda antibiyotik direncini saptayamamaktadir (stafilokoklardaki mec-A geni
disinda). Kan kaltirinin SeptiFast kargisindaki en énemli avantaji antibiyotik
duyarlilik testlerinin ¢aligiimasina, dolayisiyla hedefe yonelik antibiyotik veya
antifungalin baslanmasina imkan saglamasidir (39). Ote yandan kan kultiiri
sonuglari, ampirik tedavi yetersizligi ile iligkili kotu sonugclari etkilemek i¢in ¢ok
gec elde edilmektedir (56).

Yapilan bir ¢alismada septik hastalarin en az %10’'unda genis
spektrumlu ampirik antibiyotik tedavisine ragmen sorumlu oldugu iddia edilen
mikroorganizmay etkileyen antibiyotik kullaniimadigi gosterilmistir (2).

Her ne kadar kuiltar disi yaklagimlarin ampirik antibiyotik tedavisinin
ilk dozunu erteletecek kadar hizli olmamasina ragmen, antibiyotik tedavisinin
tekrar ayarlanmasi veya deeskalasyon suresini blyuk oranda kisaltabilecegi,
dolayisi ile direngli patojenlerin gelisimini, hastanede kalis suresini ve ek
masraflari azaltabilecegi bildiriimistir (76).

Bu nedenle SeptiFast ile yapilan birgcok calismada PCR’In sepsis
ataklarinda tedaviye etkisi degerlendirilmistir. Hizli sonug veren PCR ydntemi
ile sepsis olgularinda uygunsuz tedavinin azaltilabilecegi gértulmustir (34, 41,
42, 44, 63, 66, 67)

Calismamizda olasi tedavi dizenlemeleri retrospektif olarak
degerlendirildi. Bu nedenle tedavi yaklasimindaki degisiklikleri uygulama ve
sonuglarini gérme olanagl bulamadik. Calismamizda tedavi degisikligi
yapilabilecek 10 sepsis atagi (%12,8) olduguna karar verildi. Bu konuda
SeptiFast ile yapilan diger calismalarda da benzeri oranlar elde edilmistir
(Tablo-25).
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Tablo-25: SeptiFast sonucuna gore tedavi dizenlenmesi oranlari.

Calisma Tedavi dlizenlenmesi orani
C Dierkes ve ark. 2009 (34) %7,7

K Grif ve ark. 2012 (67) %11,3

F. Wallet ve ark. 2010 (41) %8

D. Maubon ve ark. 2010 (66) %10

E. Tschiedel ve ark. 2012 (42) %13

Laboratuvar rutininde SeptiFast PCR’In  kullaniminin  énundeki
engellerin baslicalari suboptimal duyarlihgi, egitimli personel ihtiyaci ve
yuksek maliyeti olarak gorulmektedir.

SeptiFast testinin  kapsadidi mikroorganizmalar, kan dolagimi
enfeksiyonlarinin yaklagsik %90’inin nedenidir (54, 58). Ancak etkenlerin
%10’'unu tanimlayamamaktadir. Bunlarin arasinda Salmonella spp.,Shigella
spp., Haemophilus spp., Bacteroides spp., Citrobacter spp., Listeria
monocytogenes, Neisseria meningitidis, Pseudomonas fluorescens gibi
onemli patojenler de yer almaktadir. Gelecekte PCR sistemleri menulerininin
daha da genisletiimesi gerekmektedir. Ote yandan daha énce belirtildigi gibi
SeptiFast master listesinde yer alan mikroorganizmalar da zaman zaman kan
kultirinde Uremesine ragmen PCR ile saptanamayabilmektedir.

Yapilan bir galismada SeptiFastin maliyeti yaklasik olarak kan
kaltara ciftinin 10 kati kadar (sonuglara bagh olarak 7,6 ile 12,6 arasinda
degisebilir) oldugu belirtiimistir(42). Kit maliyeti disinda bu sistem ile
calisabilmek icin 6zel egitiimis personele ve dikkatli performansa ihtiyac
oldugu da wunutulmamalidir. Bu nedenle maliyet etkinlik agisindan
degerlendirme yaparken calisilacak ornek ve personel sayisini da goz
onunde bulundurmak gerekmektedir.

Ozellikle manuel olarak yapilan DNA ekstraksiyon islemleri sirasinda
buyuk bir konsantrasyon, dikkat ve zaman gerekmektedir. Yaklasik 3,5 saat

boyunca ekstraksiyon yapan kisinin sadece bu ise kanalize olmasi gerektigi
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dolayisiyla baska bir is yapamayacagini gozlemledik. Dolayisiyla PCR
calismasinin insan hatasi ve is gucunu azaltacak sekilde tasarlanarak daha
verimli kullanilabilecegini dusinmekteyiz.

Nitekim c¢alismaya basladiktan sonra DNA ekstraksiyonunun
otomatize sistemlerce gergeklestirildigi bir calismanin yapildigini gorduk.
ispanya’da yapilan bu calismada, 106 klinik dérnek Uzerinden kan Kkiltlrd,
manuel SeptiFast ve otomatize SeptiFast sistemleri karsilastiriimistir. Sonug
olarak otomatize SeptiFast sisteminin, manuel SeptiFast sitemine gore tum
calisma suresini 6,54 saatten 3,57 saate indirdigi gorulmuastir. Ayrica
otomatize sistem ile manuel sisteme gore duyarliligin da arttigi belirtilmistir
(62).

Yaptigimiz galisma gibi manuel SeptiFast sistemi kullanilacak ise
guinde 1 kez yapilacagini disindigimuzde en koétu ihtimal ile yaklasik 18
saat sonra sonug¢ alinabilecektir. Bu durum da sure agisindan kan kultar
sistemine gore belli bir avantaj saglanmis olur.

Ote yandan c¢alisma yapacak kisinin calistigi hastanedeki sepsis
atagl sayisi da onemlidir. Merkezimiz gibi 741 yatak kapasitesine sahip
hastanede 7 aylik slre icinde yaklasik 150 adet sepsis atagi gelistigi
dUsundlir ise, bazi gunler hi¢ 6rnek gelmeyecegi asikardir. Bu yluzden 1
personeli sadece bu ig igin gorevlendirmek uygun olmayacaktir.

Otomatize SeptiFast sistemleri, 7 gun 24 saat hizmet veren
mikrobiyoloji laboratuarlarinda rahatlikla kullanilabilir. is yikii daha az
oldugundan personel sikintisi daha az olacaktir, ayrica klinisyene daha kisa
surede sonug verebilecektir.

Calismamiz tek merkezli ve nispeten az sayida hasta ve kontrol
grubu ile yapildigindan dolayi sonuclari genellestiremeyebiliriz ancak
ulkemizde erigkin hastalar Uzerinde yapilan ilk ¢caligmalardan biri oldugu igin
gelecekte yapilacak arastirmalar icin fikir verebilecegi kanaatindeyiz.

Orta ve uzun vadede antibiyotik kullaniminin azaltimasi, yatis
suresinin kisalmasi gibi getirebilecegi potansiyel faydalari distundigumuzde,
Ozellikle yogun bakimlar, hematoloji, onkoloji gibi sepsisin ve antibiyotik

kullaniminin yaygin oldugu bolimlerde ve yeni dogan servisleri gibi alinabilen
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kan miktarinin kisith oldugu bolumlerde sepsis ataklarinda kan kultirine ek

olarak SeptiFast sisteminin kullaniimasinin faydali olacagini dusinmekteyiz.
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