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1. GIRiS

Sepsis, mikroorganizma veya toksinlerinin normalde steril
olan dokularda bulunmasi ve burdan kana ge¢mesi sonucu vicudun bu
invazyona verdigi yanittir. Sepsis yillar boyunca tedavi agisindan ciddi
problemler olusturan ve yuksek mortaliteye neden olan bir sorundur.
Mortalite 1960'larda %100 iken, gunumuzde erken tani ve tedavi ile
mortalite azalmistir. Ancak halen ¢ocuklarda 6lim nedenleri arasinda ilk
on neden igindedir. ABD' de her yil 250.000 erigkin sepsis nedeniyle
kaybedilmektedir.'?

Sepsise  bagll  dlimlerde yas, enfeksiyon etkeni,
enfeksiyonun kazanildi§i yer ve altta yatan primer hastalik dnemlidir.
Septik soklu hastalarda mortalite degismekle beraber yaklasik %40 olarak
bildirimektedir.® Erken tani ve tedavi prognoz yéniinden énemlidir. Sepsis
konagin enfeksiyona kargi yaniti olarak tanimlanmaktadir. Sistemik
inflamatuvar yanit sendromu (SIYS) eriskinler icin gelistiriimistir.* Sepsise
neden olan patojenlerin sikligi enfeksiyonun edinildigi yere gore degisiklik

gosterir.>®

Toplumda sepsis olgularinda en sik gorilen etkenler
Escherichia coli, Streptococcus pneumoniae ve Staphylococcus
aureus’tur. Hastane icinde gelisen sepsis olgularinda gorilen
mikroorganizmalar arasinda birinci sirada gram negatif mikroorganizmalar
gelmekle birlikte gram pozitif mikroorganizmalar ve mantarlar giderek

artan oranda sepsise neden olmaktadirlar.’



Sepsis tanisinda kan kulturtu en degerli yontem olarak kabul
edilmektedir. Fakat kiltirde kontaminasyona bagl yalanci pozitiflik oldugu
gibi, fatal bakteriyel enfeksiyona ragmen kan Kkualtiri negatif de
olabilmektedir. Bununla beraber kan kulturinde Ureme olmasi igin en az
24-48 saat, negatif olduguna karar verebilmek igin ise , en az 72 saat
gecmesi gerekmektedir. Bu ise sepsis olgularinda tedaviye baslanmasi

icin uzun bir zamandir.®

Son yillarda sepsis etkenlerini saptamak ve tanisini koymak
amaciyla molekuler yontemler de kullaniimaya baslanmistir. Bu
calismada; sepsis olusturulan deneysel hayvan modellerinde tek veya
coklu etken varhginda gergek zamanli PZR yoénteminin etkinligi

arastinimistir.



2. GENEL BILGILER

Sepsis, Yunanca curime, kokusma ve bozulma anlamina
gelmektedir. Eski c¢aglarda bir yaranin hava ile temasindan sonra
curimesi ve kan akimina katilmasi ile bu tablonun olustuguna inaniimakta
idi. Koch, Pasteur, Semmelweis ve Lister enfeksiyon ile iligkili bilgileri
acikladiktan sonra, enfeksiyonun sepsise neden oldugu anlagiimistir.
Ondokuzuncu yuzyilldan sonra, O6zellikle 1914’de Schottmueller’in
caligsmalariyla sepsisin bakteri enfeksiyonuna bagh oldugu kabul edilmeye
baslamistir.’

Sepsis hastasi ¢oklu organ yetersizligine girerse, tablo 6lim
ile sonucglanmaktadir. Amerika Go6gus Hastaliklari Uzmanlari  Koleji
(ACCP) ve Yogun Bakim Toplulugu'nun (SCCM), konsensus
konferansinda sepsis, “enfeksiyonun yarattigi sistemik inflamasyon yaniti

sendromu (SIYS)” olarak tanimlanmistir.*°

Sepsis, homeostatik mekanizma ile endotel kaybina neden
olmakta, bunun yanisira dolagsim sisteminin fonksiyonlarini ve hucre igi
homeostazisi bozmaktadir. Organ disfonksiyonu ve 6lim sebebi, hicre
hipoksisi ve apoptozdur. Sepsis spektrumu icerisinde yer alan bazi

tanimlamalar asagida aciklanmaktadir.’

Enfeksiyon: Normalde steril olan bir dokuda, vicut
sivilarinda veya bosgluklarinda mikroorganizmalarin  varligi  olarak
tanimlanir. Fakat bu duruma konagin inflamatuvar yanitinin eslik etmesi

mutlaka gerekli degildir. Tablo asemptomatik, subklinik olarak da



seyredebilmektedir. Bu tanimlar hala 1991 uzlasi toplantisinda tarif edildigi
gibi kullaniimaktadir, ancak mikemmel bir kapsami olmadidi da
soylenebilmektedir. Bu kapsam diginda kalan enfeksiyonlara Clostridium
difficile kolitini, ekzotoksinlerle olusan hastaliklari ve mikrobiyolojik olarak
dogrulanamamig, enfeksiyondan guglu bir sekilde suphelenilen sepsisi

ornek olarak gosterebiliriz.*

Bakteriyemi: Kanda bakterilerin varhdginin mikrobiyolojik
kultdr ile gosterilmesidir. Endokardit ve ciddi intravaskuler enfeksiyonlarda
surekli bir bakteriyemi vardir. Diger buttin bakteriyel enfeksiyonlarda gegici
veya aralikli bakteriyemi olabilmektedir. Benzer sekilde kanda diger
patojenlerin varligi da buna uygun olarak viremi, fungemi, parazitemi
olarak adlandirilir. Septisemi, bakteremi ile hemen hemen ayni anlamda
ve zaman zaman birbirinin yerine kullanilan bir deyimdir. Bazi hekimler
tarafindan bakteremiden daha agir, ates ve sistemik yakinmalarin eslik
ettigi klinik tablolar igin kullaniimakta iken, verilerin yorumlanmasinda
karigiklida neden oldugu icin uzlasi toplantisinda kabul edilen tanimlar

arasindan cikariimistir.*

Sistemik inflamatuvar ~ Yanit  Sendromu (SIYS):

Organizmanin gesitli  klinik etkiler tarafindan tetiklenebilen genel
inflamatuar yanitini tanimlamaktadir. Esik duzeyi dusuk ve oldukga 6zgul
olmayan klinik bulgulari icermektedir. Nedeni ne olursa olsun sistemik
inflamasyonu gosteren, altta yatan sebebin hizla arastiriimasini ve erken
taniyi zorunlu kilan belirtiler ve semptomlar toplulugu olarak algilanmalidir.
Bu klinik kriterlere eklenebilecek biyokimyasal parametreleri arastirmak
icin yapilan ¢alismalarda birgok sitokin ve akut faz belirtecinin dolagimdaki
seviyelerinin arttig1 gosterilmistir. Prognozun daha dogru belirlenmesini

saglayacak ve Kklinik uygulanabilirligi arttiracak yeni degiskenler
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bulundukca, SiYS tanimi daha anlamli hale gelecegi dusunilmektedir.
SiYS’nun gelisebilecedi enfeksiyon disi durumlara travmalar, yaniklar,
akut pankreatit ve otoimmin mekanizmalarla gelisen organ hasarlari

ornek gosterilebilir.*

SiYS tanisinda, asadida siralanan dért bulgudan iki veya

daha fazlasinin olmasi aranir. Bunlar;

1. Vucut 1si1s1 > 38°C ya da < 36°C,

2. Kalp hizi > 90 atim / dakika,

3. Solunum hizi > 20 solunum/ dakika ya da PaCO, < 32
mmHg,

4, Lokosit sayisi > 12.000/ mm?3 ya da < 4000 /mm?3 ya

da >%10, geng nétrofillerin saptanmasi.*

Sepsis: Enfeksiyona verilen sistemik inflamatuvar yanittir.
Klinik veya mikrobiyolojik olarak kanitlanmig enfeksiyon varliginda
yukarida tarif edilen SiYS bulgularindan iki veya daha fazlasinin olmasiyla
tani konulmaktadir. Bu terim sistemik inflamasyon bulgularinin dogrudan
enfeksiyona bagl oldugu durumlarda kullaniimalidir. Ayrica sepsisle
birlikte hipoksemi, artmig kan laktat dizeyi, oligiri ve mental durum
degisikligi gibi, organ perfuzyon bozuklugu belirtilerinden en az birinin
bulunmasi durumunda, olgu tanimini vurgulamak icin sepsis sendromu

tanimi yapilmistir.*

AQir Sepsis: Sepsis ile birlikte organ fonksiyon bozuklugu,

hipoperflzyon veya  hipotansiyonun bulunmasi durumudur.



Hipoperfuzyon ve perfizyon bozuklugunda, laktik asidoz, oliguri veya
mental durumda akut degisiklik bulunabilir. Hastalik yalniz bu bulgularla

sinirh degildir.*

Sepsise Bagl Hipotansiyon: Baska bir neden olmaksizin, 90

mmHg’'dan dusUk sistolik arteriyel kan basinci veya 70 mmHg'dan
duguk ortalama arteriyel kan basinci olmasi veya baglangi¢ dizeyinden
en az 40 mmHg'lik digus olmasi sepsisle alakali hipotansiyon olarak

tanimlanmistir.*

Septik sok: Sepsiste, yeterli sivi tedavisine ragmen,
hipotansiyon ile birlikte perflizyon bozuklugu belirtilerinin (laktik asidoz,
oligiri, akut mental degisiklik) devam etmesi durumudur. Perflizyon
bozuklugu belirlendigi zaman inotropik veya vazopressor ilag alanlarda
hipotansiyon olmayabilir.*

Refrakter Septik Sok: Yeterli sivi verilmesine ve farmakolojik

destek (vazopressor ve inotrop destek) tedavisine ragmen bir saatten

daha uzun siiren hipotansiyondur.*

Coklu Organ Yetersizligi Sendromu: Tedavisiz homeostaz

saglanmasinin mumkun olmadigi, birden g¢ok organ veya sistemin

fonksiyonlarinda yetersizlikle karakterize bir sendromdur.*

Bu tanimlarin epidemiyolojik veriler ve bilimsel calismalar

icin ortak bir dil olusturmasi amaclanmistir. Bu nedenle hasta basinda tani
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kriterleri uygulanirken, enfeksiyon diginda pek c¢ok durumda bu klinik
tablonun olusabilecegi veya sepsisin bu kriterlerin 6tesinde ¢ok degisik
sekillerde karsimiza cikabilecegi unutulmamalidir. Ozellikle yasl hastalar
basta olmak uzere, bagisiklik sistemi ¢okmus olan, yogun bakim
hastalarinda, antibiyotik tedavisi almakta olanlarda sepsis farkl bir tablo
olusturabilir. Agiklanamayan bir metabolik asidoz, bilirubin artigi, akut faz
yanitinda artig, trombositopeni, hipotermi, hipotansiyon, tasikardi, genel
durum bozuklugu veya konfluzyon tek basina sepsisin bir gostergesi
olabilir. Ayrica enfeksiyon odagina ve etkene gore de farkli bir klinik

prezentasyon gorilebilir.**

Bu nedenle 2001 yilinda yapilan yeni uzlagi toplantisinda
sepsis tani kriterleri arasina C-reaktif protein, prokalsitonin, laktik asit,
kreatinin, bilirubin gibi bircok biyokimyasal belirtecin artmasi da dabhil
edilmigtir. Yine bu toplantida sepsiste klinik evreleme icin kullaniimak
uzere PIRO (Predisposition, insult infection, respons, organ dysfunction)
sistem adi verilen, onkolojide kullanilan “Tumor nod metastaz” sistemi
(TNM) evrelemesine benzer bir sistem onerilmistir. Bu sistem hentz klinik

kullanima girmemistir.*°

2. 1. Epidemiyoloji

Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'inde her yil yaklasik
500,000 yeni olgu bildiriimekte olup, kaba olim orani % 35tir. Yeni
tahminlere goére yilda 751,000 yeni sepsis olgusunun goéruldaga,
250,000’inin 6liimle sonuglandigi disiiniimektedir.> ABD’de 1979-2000
yillari arasini kapsayan, 22 yillik bir galismada sepsis gortlme sikliginin,
yilhk 9%8.7’lik bir artigla, 82/100,000° den 240/100,000° e c¢iktig!
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gorilmustir. Olim orani 1979-1984 yillari arasinda %28 iken 1995-2000
yillari arasinda %18’e dismustur, fakat toplam kaybedilen hasta sayisi

artmaya devam etmektedir.*®

Turkiye'de vyeterli veri yoktur, ancak ABD’ndeki oranlar
Tarkiye’'nin  ndfusuna uyarlandiginda yilda 100,000 civarinda sepsis
gorilmesi beklendigi séylenebilir. Hacettepe Universitesi'nde yapilan bir
calismada 1983-1989 yillari arasinda, hastanede yatan hastalar arasinda
gram negatif bakterilerle sepsis gorulme sikligi 4.2/1000 ve mortalitesi

%45 olarak bulunmustur.**

Sepsiste mortalite %30 olup, ciddi sepsisten septik soka ve
coklu organ yetersizligi sendromuna dogru ilerleyen olgularda mortalite
artmaktadir. Fonksiyon bozuklugu gelisen organ-sistem sayisi arttikga
mortalite da artar. Dort ve Uzerindeki organ-sistem tutulumu varhginda
mortalite %80’e varmaktadir.’®> Sepsis etiyolojisinde 2000 yilinda gram
pozitifler %52.1, gram negatifler %37.6, polimikrobiyal enfeksiyon %4.7,
mantarlar %4.6, anaeroblar %1.0 seklinde saptanmistir. Sepsisli
hastalarin ¢cogunda kan kdultirlerinde Ureme saptanamamaktadir. Bu
oranlar sepsis evresiyle degismekte olup, sepsiste %17, ciddi sepsiste

%25 ve septik sokta ise % 69 olarak bulunmustur.*®

Avrupa’da 25 Universite hastanesinin katildigi, 9613 kan
izolatinin ve duyarliliklarinin irdelendigi bir caligmada da yine gram pozitif
mikroorganizmalar daha fazla bulunmustur. izole edilen organizmalar ve

yuzdeleri tablo 2. 1’ de goriilmektedir.**



Tablo 2. 1: Avrupa’da en sik izole edilen ilk 15 organizma ve

yiizde oranlan. '

Mikroorganizma

Escherichia coli 20.0
Staphylococcus aureus 17.6
Koagulaz negatif stafilokoklar 17.1
Pseudomonas aeruginosa 5.3
Klebsiella pneumoniae 4.7
Enterococcus faecalis 4.3
Enterobacter spp. 3.9
Candida spp. 2.8
Acinetobacter spp. 2.6
Viridans streptokoklar 2.5
Streptococcus pneumoniae 2.3
Proteus mirabilis 1.7
Serratia spp. 1.6
Klebsiella oxytoca 1.1
Salmonella spp. 1.1

Sadece yogun bakimda saptanan bakteriemi etkenleri
incelendiginde bu oranlarda degisiklikler gorulebilmektedir. Pseudomonas
turlerinde %19’a (%92 Pseudomonas aeruginosa, %8 diger Pseudomonas
turleri), enterokoklarda %12'ye, Candida turlerinde %7’ye varan oranlar

bildirilmistir.**

Fungal sepsis gorilme sikligi bakterilere gore dusuk

olmasina ragmen, gittikce artmaktadir.™®

Paris’te 22 yogun bakim Unitesinin 1993-2000 arasi verileri
taranmis ve sepsis epidemiyolojisi degerlendirilmistir.'®



Almanya’da sepsis gortulme sikhdinin 1000'de 8-15 oldugu,
Avrupa Ortak Pazar ulkelerinde 1995 yilinda 1.5 milyon sepsis teshis
edildigi ve yogun bakim Unitelerindeki hastalarin yaklasik yarisinin
(%44.8) enfekte oldugu, 2000’de septik sokta mortalitenin %55.9 oldugu,
komplike olmayanlarin %40, komplike olanlarin (septik sok, multipl organ
yetmezligi) %80 oraninda kaybedildigi, sepsisli olgular igin yilda 17 milyar
dolar harcandig bildiriimektedir.'’

Toplum kaynakli sepsislerde pyelonefrit, pnomoni, deri-
yumusak doku enfeksiyonlari, kolanjit-kolesistit, menenijit, endokardit en
sik karsilasilan odaklardir. Hastane kaynakli sepsislerde ise Uriner sonda
iligkili pyelonefrit, ventilatorle iligkili pndémoni, karin i¢i enfeksiyon
(sekonder peritonit, apse) ve yabanci cisim enfeksiyonlari (damar igci
kateterler, ventrikilo-peritoneal kateterler) en sik odaklardir. Son 20 yildir
yapilan klinik galismalar hangi hastalarda sepsis gelisebilecegi ve nasil

engellenebilecegi iizerine odaklanmigtir,*819:20:21.22.23

2. 2. Etiyoloji

Sepsis etiyolojisinden bircok bakteriyel etken sorumludur.
Antibiyotiklerin kullanima girmeden 6nce streptokoklar ve stafilokoklar en
sik sepsis nedeni olan bakterilerdi. Antibiyotik doneminde ise gram negatif
bakteriler gittikce artan oranlarda sepsis etkeni olarak izole edilmeye
baglanmistir. Son 10 yilda gram pozitif bakterilerin sepsis etkeni olarak
izole edilme oranlari artmaktadir. Ozellikle stafilokok kaynakl sepsislerin

gériilme sikigindaki artis dikkati gekmektedir.?*%>?°
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Hastane kaynakl sepsislerde en sik izole edilen etkenler;
Staphylococcus aureus, koagulaz negatif stafilokoklar, Enterococcus
turleri, Escherichia coli ve diger barsak bakterileri, Pseudomonas
aeruginosa ve diger nonfermantatif bakteriler, Candida albicans ve diger
Candida turleridir. Toplumda gelisen sepsislerde ise; S. aureus,
Streptococcus pneumoniae, E. coli ve diger barsak bakterileri en sik izole
edilen bakterilerdir. Anaerop bakteriler ve mantarlar, toplumda geligsen
sepsislerde az oranda etken olabilirler.?’

Farkli calismalarda, sepsislerin %20-64’ inde gram negatif
bakterilerin etken oldugu, %27-74'Unde gram pozitif bakterilerin etken
oldugu, %15 ve daha az oranda ise polimikrobiyal etken izole edildigi

gorilmastir. 2

Mantarlardan Candida turleri, sepsis olusturan etkenler
arasinda bakterilerden sonra izole edilen mikroorganizmalardir.
Hastanede yatis suresi uzamis, genig spektrumlu antibiyotik kullanan,
yogun bakimda tutulan, notropeni, diyabet gibi ek faktorlerin bulundugu
olgularda daha sik gortulmektedir. Etkenler basta C.albicans olmak tzere,
C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei ve C. kefyr olarak
siralanabilir. Candida disinda Trichosporon tirleri de sepsis etkeni olarak
izole edilmektedir. Kiuf mantarlarindan basta Aspergillus tirleri olmak
Uzere, zigomigetler ve Fusarium turleri sepsis etkeni olarak karsimiza

cikmaktadir.®
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2. 3. Sepsis Patogenezi

Sepsis mikroorganizma ile konagin immdan, inflamatuvar ve
koagulasyon cevaplarinin etkilesiminin sonucudur. Konak cevaplari ve
enfekte eden organizmanin Ozellikleri (6rnegin siperantijenlerin ve diger
virilans faktorlerinin varhgi, opsonizasyon ve fagositoza direng ve
antibiyotik  direnci) sepsis gelisimini ve sepsisin  sonucunu

etkilemektedir,?* 30332

12



ENFEKSIYON ’

l

Gram negatif bakteriler
Gram pozitif bakteriler
Viriisler, Mantarlar

[~—

Antibiyotikler

g

SALINAN ENDOJENOZ MEDIATORLER

Tiimér nekroz faktor TNF
Protein C

IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-18
Lékotrienler

Trombosit aggrege eden faktér
Prostaglandinler

Bradikinin

Siklooksigenaz

Proteaz

Lipooksigenaz

Oksijen ve nitrojen radikalleri
Doku faktérti

Trombomodulin

Plasminojen aktivatér inhibitor
Doku plasminojen aktivatér

Zayif doku oksijenasyo J

Organ bozuklugu ’

y

Vaskiiler anormallik ’

Miyokarda baski 7J

Jl

d

Hipotansiyon J

Hipertansiyon ’

o

!

Refrakter sok

P N

Coklu organ bozuklugu ’

oLUM

Sekil 2.1: Sepsis Patogenezi.*

IYILESME

13



2. 4. Dogal Bagisikhk

Konagin cevaplari dodal ve kazanilimisg bagisiklik sistemi
cevaplarn olarak siniflandirilabilir. Dogal bagisiklik, antijene 6zgu yanit
baglamadan o6nce mikroorganizmalarin ¢ogalmasini ve yayilmasini
Onlemek Uzere gorev yapmaktadir. Dogal bagisiklik sistemi monositler,
makrofajlar, nétrofiller, dendritik hicreler, dogal oldurtct htcreler (NK),

kompleman, akut faz proteinleri ve sitokinlerden olusmaktadir.?°3%3

Mikroorganizmalardaki “patojen ile iligkili molekuler kaliplar”
(PAMP) basta antijen sunan hicreler olmak Uzere dogal bagisiklik
sistemin icerisinde yer alan hucrelerin ylzeyinde bulunan “kalip tanima
reseptorler” (PRRs) olarak adlandirilan reseptdrler tarafindan taninmakta

ve baglanmaktadirlar, #30-31:3234

Konak hucredeki PRR’ler birkag reseptor ailesinden (6rnegin
‘Toll-like reseptérler (TLR), kollajendz lektinler) olusmaktadirlar.?® PAMP
bu paterni taniyan reseptore baglandiginda bazi hiicre ici sinyal yollarini
aktive eder bu da transkripsiyon faktorlerinin (NF-kB, AP-1) aktivasyonu ile
sonuglanir.  Transkripsiyon faktorleri  bagisikhk cevap genlerinin
ekspresyonunu ve sonucta sitokinler, kemokinler ve adezyon molekdlleri
gibi gesitli efektdér molekillerin salinimini ve/veya ekspresyonunu kontrol

etmektedirler.3%3!

Aktive NF-kB sitoplazmadan g¢ekirdege giderek sitokinlerin
transkripsiyonu baslatan bdlgelere baglanir, timor nekrozis faktor-a (TNF-

a) ve interlokin-1B8 (IL-1B) gibi proinflamatuar sitokinlerin ve IL-10 gibi

14



antienflamatuar sitokinlerin transkripsiyonunu artirir. Sitokinler naétrofilleri,
monositleri, makrofajlari ve trombositleri endotel hicrelerine baglanmak

tizere aktive eder.?®*°

Bu efektor hucrelerden salinan proteazlar, oksidanlar,
prostaglandinler ve |6kotrienler gibi mediatérler endotel hicrelerinde
hasara yol acarak vaskuler gecirgenligini artirir, proteinden zengin 6dem

sivisinin akcigerler ve diger dokularda toplanmasina neden olurlar.?*3°3

2. 5. Kazanilmis Bagisikhk

Mikroorganizmalar 6zgul himoral ve hucresel kazanimig
bagisiklik cevaplari uyararak bagisiklik cevabini artirmaktadirlar. B
hicrelerinin olusturdugu immanglobulinler mikroorganizmalara baglanarak
antijen sunan hucreler tarafindan bunlarin dogal oldurucu hucreler ve

notrofillere sunumunu kolaylastirmaktadir.”

Yardimci (CD4+) T hicreleri tip 1 (Thl) ve tip 2 (Th2)
hicreler olarak ikiye ayrilmaktadir. CD4+ T hucreleri aktive oldugunda
inflamatuar veya antienflamatuar sitokinleri salgilamaya programlanmigtir.
Thl hcreleri TNF-a, IL-1B, IFNy ve IL-2 gibi proinflamatuar sitokinleri,
Th2 hicreleri IL- 4 ve IL-10 gibi antiinflamatuar sitokinleri salgilarlar. CD4+
T hucrelerin cevabinin Th1 veya Th2 &zelliginde olmasini belirleyen
faktorler bilinmemektedir.®* Ancak cevabin tipi enfekte eden organizmaya,
bakteriyel inokulumun buydklagine ve enfeksiyon bolgesine gore

degisebilmektedir.?**2
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2. 6. Klinik Belirtiler ve Bulgular

Sepsis evresine gore klinik belirti ve bulgular degismektedir.
Klinik tablo bir evreden digerine gecebilmektedir. Tablo 2. 2’de sepsisde
en sik gorulen klinik belirti ve bulgular gérilmektedir. Bu belirti ve bulgular
olan hastalarin kan kultart, varsa enfeksiyon odagindan kaltir 6rnekleri
alinmali ve uygun tedavi baslanmalidir. Sepsisli hastalarin buyuk
¢ogunlugunda vicut isisi yukselmekte, ates ile beraber titreme de
gOzlenmektedir. Bazi hastalarda vucut i1sisi normal sinirlarda olabilecegi
gibi, hipotermi de gorulmektedir. Sepsise bagl hipotermi, bebeklerde, ileri
yaslarda, Uremi veya alkolizm gibi altta yatan kronik hastaligi olan
hastalarda gorulmektedir. Hipotermi sepsiste koétu prognozun bir isareti
olarak yorumlanmaktadir. Notropenik ve immin yetmezlikli hastalar
sistemik enfeksiyona yatkindirlar. Bu hastalarda ates gorulmeden sepsis
gelisebilmektedir. Hipotansiyon, oligtri, trombositopeni ve kanamanin
g6zlenmesi, bu hastalarin sepsis yonunden degerlendiriimesini

gerektirmektedir.>>%7

Tablo 2. 2: Sepsiste klinik belirtiler ve bulgular.

Belirti ve Bulgu Komplikasyon

Ates veya hipotermi Hipotansiyon

Usiime ve titreme Kanama

Hiperventilasyon Trombositopeni

Tagikardi Lokopeni

Deri lezyonlari Organ yetersizligi:

suur degisikligi Akciger: ARDS
Bobrek: Oliguri, andri, asidoz
Karaciger: Sarilik
Kalp: Konjestif yetmezlik
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Hiperventilasyon, sepsisin en erken belirtisi olabilmektedir.
Ates, titreme ve diger belirtiler daha sonra gelir. Yogun bakim Unitelerinde
devamli takip edilen hastalarda hiperventilasyon ve respiratuvar alkaloz
gbzlenmesi, ilk planda sepsisi diisiindiirmelidir.*”*° Merkezi sinir sistemi
tutulumu olmaksizin mental degisikliklerin olmasi sepsiste 6nemli bir
bulgudur. Oryantasyon bozuklugu, konflizyon, laterji, ajitasyon ve suurda

kiintliik seklinde klinik tablo ortaya cikabilir.*"-3®

2. 7. Sepsis Tanisi

Daha onceden sepsis tanisinda enfeksiyonun mikrobiyolojik
olarak kanitlanmasi hatta bakteriyemi sarti aranmakta idi. Gunumuzde
sepsis tanisi i¢in mikrobiyolojik kanit gerekli degildir. Mikrobiyolojik
bulgularin klinik bulgularla es zamanli olarak ortaya ¢ikmadigi ve kultur
sonucunun beklenmesinin 6nemli zaman kaybina neden oldugu, ve
esasen cesitli nedenlerle ¢ok sayida olguda mikrobiyolojik kanita
ulasilamadigi anlagiimistir. Ancak, sepsis hastalarinda mikrobiyolojik tani
bircok yonden onem tasimaktadir ve vazgecilmezdir. Erken baslanan
uygun antibiyotik tedavisi hastaligin seyrini olumlu etkileyen en temel
kriterlerden  birisidir. Daha sonra etkenlerin saptanmasi lokal
epidemiyolojik  bilgilerin ortaya konulmasinda, enfeksiyon kontrol
onlemlerinin olusturulmasinda, ampirik tedavilerin uygun segiminde ¢ok
onemli katkilar saglamaktadir. Son yillarda ¢ok daha iyi anlagildigi Uzere
sepsis sureci dinamik bir surectir ve hastalik surecinde etkenler
degisebilmekte, tabloya yol acan yeni etkenler ortaya c¢ikabilmektedir.
Etkenleri bilmek daha farkli tedavi olanaklarinin kullaniimasini

saglayabilecektir.*%41 4243
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Sepsis tanisi iki baglik altinda incelenmektedir:

2.7.1. Sepsis aviricl tanisinda kullanilan testler

Sepsis tanimi olduk¢a karmasiktir. Sepsis klinigi ile ¢ok
sayida klinik tablo karigabilmektedir. Pankreatit, politravmalar, yanik,
pulmoner emboli, miyokard enfarktliisti, venéz tromboz, tiroid krizi, akut
adrenal yetmezlik, organ reddi, kan drlnleri ile tedavi, sitokin
uygulamalari, malign hipertermi, tumor lizis sendromu, subaraknoid
kanama sepsis ile karigabilecek tablolarin baslicalaridir. Notrofil yaniti
ayirici tanida kullaniimaktadir. Notrofillerin sadece sayimi degil, periferik
yaymada sola kayma bulgusunun aranmasi da onerilmelidir. Sitokinlerin
(6zellikle IL-1, IL-6, TNF-a, IL-8) ve bunlarla iligkili reseptorlerin artisi ile
sepsis arasinda iligki tam olarak kurulamamig ve bu sitokinlerin sepsis disi

birgok hastalikta ciddi olarak arttig belirlenmistir.*>*3

Meningokoksemi gibi bazi sepsis formlarinda TNF-a
duzeyleri yuksek ve mortalite ile iligkili bulunmasina karsin sitokin yanitinin
dalgalanan bir sureci oldugu ve bazi sepsis formlarinda olgulemeyecek

seviyelerde sitokin yaniti olustugu gdzlenmistir.**4°

CRP, baslica karacigerde sentezlenen, IL-6, IL-1B ve TNF-a
uyarisiyla salgilanan, 6zellikle bakteri eradikasyonunda ¢ok onemli islev
gOren bir akut faz proteinidir. Uyari sonrasi ortalama dort-alti saat sonra
salgilanmaya baglamakta ve 36-50 saatte en Ust dizeye ulagsmaktadir.
Sepsis tanisinda CRP sinir degeri olarak 50-100 mg/L UGzeri kullaniimig

fakat kesin bir sinir-deger tanimlanmamistir. Sepsis tanisinda duyarhlik
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%68-98.5 arasinda, 0zgullik %40-78 arasinda bulunmusgtur. Tek bir
Olcimle sepsis tanisi konulmasinin guvenilir bir parametre olmadigi ve
sepsis prognozu konusunda da vyeterli bilgi vermedigi sonucuna
variimigtir. Ge¢ donemde artmasi nedeniyle sepsis gibi ¢ok dinamik bir
surecgte faydall olmayacagi, sepsis disl bir cok nedende yukselebilmesi
(travma, yanik, cerrahi) nedeniyle 6zellikle YBU hastalarinda sepsis tani

testi olarak kullanilamayacagi sonucuna ulasilmistir.*®4’

Prokalsitonin (PKT), normalde tiroid C hicrelerinden
salgilanan kalsitoninin propeptididir. Normalde plazmada 5-50 pg/ml gibi
¢ok dusuk miktarlarda bulunur. Bakteriyel lipopolisakkarid uyarisi ile
mononukleer hicrelerden ve TNF-a, IL-6 uyarisi ile karaciger
hucrelerinden sentezlendigi saniimaktadir. Uyaridan Ug¢-dort saat sonra
artis baslar ve pik degere yaklasik alti saatte ulasir. Yarilanma omru, 25-
30 saattir. Bobrek yetmezliginde bu sire %30 kadar uzamaktadir. Viral
enfeksiyonlar, inflamatuvar olaylar ve lokalize bakteriyel enfeksiyonlar hafif
artisa yol agarken sistemik bakteriyel enfeksiyonda artmaktadir. Sepsis
icin tani koydurucu sinir deger tam olarak olusturulamamigtir. Hasta
gruplari ve sinir deger farkhliklarindan dolayi yapilan ¢alismalarda sepsis
tanisinda PKT duyarlhligi  %65-97, 06zgulligl %48-94 arasinda
bulunmustur.*®*” PKT>2 ng/ml (izeri degerlerinin adir sepsis, >11.6 ng/ml
degerlerin septik sok taniminda kullanilabilecegi belirtilmistir.*® Yogun

bakimda, yenidogan sepsisinde basarili oldugu diisiiniilmektedir.*°

Bircok ¢alismada CRP ve PKT kiyaslandiginda genelde PKT
sepsis tanisi ve enfeksiyon kaynakli olmayan SiYS ile sepsis ayriminda
daha basarli bulunsa da bu konu tartigmalidir. Sepsisin agirhgi ve
prognozunu gostermek agisindan PKT daha basarili bir parametre olarak

tanimlanmistir. Simon ve arkadaslari yaptiklari metaanaliz sonucunda,
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hastaneye yatirilan hastalarda bakteriyel enfeksiyonlarin tanisinda PKT

seviyesi dlclimiinii CRP dl¢iimiine kiyasla daha basarili bulmuslardir.*

Endotoksin, gram negatif bakteri hicre duvarinin
lipopolisakkarid (LPS) yapisindaki hucre duvar yapisi olup mononikleer
hdcrelerin uyarisi ile sepsis olusumunda temel uyaran olarak goérev
yapmaktadir. Tedavide kullanilan antibiyotiklerin de endotoksin salinimini
uyardiklar saptanmistir.>® Limulus lizat testi ile endotoksin 6lctimii, gram
negatif bakteriyemi ve sepsislerde denenmis tanisal degerinin dusuk
oldugu gdsterilmistir.>?

Neopterin, monosit-makrofaj sistemi uyarisini gdsteren bir
gostergedir. Viral enfeksiyonlarin goésteriimesinde, HIV enfeksiyonunun
ilerleyiginde, ayrica malignitelerde (6zellikle multiple miyelom), aktivasyon
gOstergesi olarak, kalp yetmezligi, organ-reddi, koroner arter hastaliginda
faydali bir test olarak saptanmis ve sepsis olgularinda prognoz yénunden

fikir verici olabilecegi belirtiimistir.>®

Sepsis tanisi ya da sepsisin dngorulmesi konusunda yeni bir
kavram olan PIRO evrelendirmesinde, yatkinlik (P: Predisposition)
kavrami ele alinabilmektedir. Yatkinlik; altta yatan faktorler (alkol
kullanimi, arterioskleroz, vb.) yaninda genetik faktorlerle de iligkili
bulunmus ve bazi genetik Ozelliklerin (Toll-like reseptér genleri gibi)

sepsise yatkinlik ydniinden arastiriimasi giindeme gelmistir.>*>°
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2.7.2. Sepsis etkenini tanimlayici testler

Sepsis tanisi konuldugunda ikinci énemli adim odagin ve
etkenin gdsterilmesidir. Klasik mikrobiyolojik ydntemler bazi sorunlari
¢cozumlemede yetersiz kalmaktadir. Kolonizasyon-enfeksiyon ayrimi, flora
bakterilerinin steril bélgede Uretilmesinin yorumu, polimikrobiyal Gremede
izlenecek yol belirlenmis  degildir. Etken taniminda sorunlar
yasanmaktadir. Asil énemli sorun ise 6zellikle son 48 saatte baslanan
antibiyotik tedavisinin kualtir sonuglarini etkilemesidir. Odagi belirlemek
icin sistemik muayene en temel yol g0stericidir. Bu inceleme sirecinde
cerrahi ve diger yaralar (dekubit) mutlaka gézden gegiriimeli, kateter giris
yeri ve ekstremiteler incelenmeli ve flebit, selllit gibi enfeksiyonlar
saptanmalidir. Sinuzit akla gelmeli, g6z dibi 6zellikle Candida sepsisi
surecinde saptanan endoftalmi yéninden degerlendirimelidir. ishal
varhiginda Clostridium difficile, puralan idrar varliginda (sondali hastalarda
ayrim ¢ok zor olsa da) uriner enfeksiyon akla getirilmelidir. Tim bu
degerlendirmeler tamamlaninca mutlaka en az iki adet kan kultirti ve odak
olarak belirlenen bolgelerden kuiltur 6rnegi alinmahdir. Laboratuvar ile
iletisim saglanmali, 6zel etkenler yodninden inceleme gerekliliginde
laboratuvara iletiimeli ve laboratuvar pozitif sonuglari en kisa surede
klinige bildirilmelidir. Gram preparati uygun antibiyotik tedavisinde temel

yol gosterici olarak kullaniimalidir.*24%°0>7

Sepsis stiphesi olan her hastada kan kualtirt alinmalidir. Kan
kaltart ates ve titreme doéneminde mimkuln oldugunca ¢abuk ve mutlaka
antibiyoterapi 6ncesinde alinmahldir. En az iki sise alinmasi dnemlidir.
Kateter varliginda kateter ve periferden es zamanh olarak alinarak
laboratuvara gonderilmeli ve alinis yerleri siselerde belirtimelidir. Kateter

yok ise 15-30 dakika arayla alinan iki kan kultlri ya da ayni anda farkh
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venlerden alinan kan kultura kullanilabilir. Endokardit olasihgl varsa ya da
nadir patojenler dusunullyorsa 6-8 sise alinmasi Onerilir. Rutin olarak

daha fazla kan alinmasi 6nerilmez.*®

Kan kultirlerinde kontaminasyon c¢ok ciddi bir sorundur.
Ortalama %3-5 arasinda kontaminasyon oranlari bildirilmektedir.
Kontaminasyon, etkeni yanlis tanimlamaya yol acgabilecegi gibi, yanlis
bakteriyemi tanisina ve buna bagli gereksiz antibiyotik kullanimina, yatis

siiresinde uzamaya ve ciddi maliyet artisina neden olmaktadir.*®

Hastanelerde en sik sepsise neden olan yabanci cisim
santral venoz kateterlerdir. Kateter kaynakli enfeksiyonu tanimlamak igin
cesitli yontemler kullaniimistir. Kateter ve periferden kantitatif kan kultard
yapmak, giris yerinden suruntl / apse ornegi kultira, cikarilan kateterin
boyanarak incelenmesi, kateter iginden fircalama yontemi ile 6rnek alarak
cahisilmasi kullanilabilecek bazi yéntemlerdir. Fakat ginimuzde en sik
kullanilan yontem, ¢ikarilan kateter pargasinin petri plagindaki besiyerinde
dort-bes kez yuvarlanmasi ile ekim yapiimasidir. Ureyen koloni sayisi (15
ve daha fazla koloni anlamli) ile tani konulmasini dneren Maki yontemi ve

limen icinden sivi gegirerek sonikasyon ya da vorteksleme sonrasi ekimi

2-3
ongoren kantitatif kateter kalturi 210  koloni anlamli) en sik kullanilan
yontemler olmustur. Fakat son vyillarda kateter ¢ikariimadan kateter
kaynakli bakteriyemi tanisinda faydali olabilecek sistemler 6n plana

59,60

gecmigtir.
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2. 8. Sepsis Prognozu

Sepsis tedavisinde yeni gelismelere ragmen 6lim orani hala
yuksektir. Degisik c¢alismalarda o6lim orani  %20-80 arasinda
bildirimektedir.*?” Gram negatif bakteriyel sepsislerde 6lim orani %45-
50,142>263981 gram pozitif bakteriyel sepsislerde %20-30,*%? ve anaerop
sepsislerde ise 6lim orani %15-30'dur.®® Sok, yaygin damar ici pihtilasma
(DiIK), Akut Solunum yetmezligi Sendromu (ARDS) ve diger organ
yetmezligi komplikasyonlari gelistiginde oOlum orani %70-90 arasinda
degismektedir.}*3"%* Etkenlere gore lim oranlari da farkhlik gésterir. En
yiuksek o6lim orani P.aeruginosa sepsislerinde bildirilmektedir.**3"%°
Sepsis prognozunu Altta yatan hastalik (nétropeni, hipogammaglobulinemi,
diabet, alkolizm, bébrek yetmezIligi, solunum yetersizligi), tedavi basladijinda
enfeksiyona bagh komplikasyonlarin gelismis olmasi (sok, anuri gibi),
bakteriyeminin  giddeti  (polimikrobiyal bakteriyemi), enfeksiyon kaynagi,
enfeksiyonun gelistigi yer (nozokomial), hastanin yattigi servis (yogun bakim
Unitesi), antibiyotik tedavisinin uygunlugu, tedavinin baglanmasina kadar gegen

zaman, ileri yas gibi bircok faktor etkileyebilmektedir,**37%°

2. 9.Tedavi

Sepsis tedavisi ti¢c ana baslik altinda incelenmektedir.®®

2.9. 1. Uygun antimikrobiyal tedavi

Sepsisin antimikrobiyal tedavisinde kullanilacak ajanlar,

bakterisitik 0zellikte olmali ve damar i¢i yoldan kullaniimalidir. Ancak,
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antimikrobiyal tedaviye baslamadan o©nce kultlr icin uygun o6rnekler
alinmalidir. Supheli kateter varsa cikarilmah ve semi kantitatif kalttr
yapilmalidir. Sepsis tablosunda antimikrobiyal tedaviye baslamak icin
kaltar-antibiyogram  sonuglarint  beklemek zaman kaybina neden
olacagindan, en kisa surede olasi kaynaga gére ampirik olarak secilecek

bir ajan ile tedaviye baslanmalidir.®®

Ampirik antimikrobiyal secimi icin degisik kaynaklarda cesitli
Oneriler bulunmaktadir. Sepsisli hastalarda cesitli faktorler géz 0Ontne
alinarak secilebilecek olan ampirik antibiyotikler Tablo 2.3' de
Ozetlenmistir. Aslinda her hekim; bulundugu sartlari, hastasina ait
faktorleri ve calistigi  bdlgedeki/kurumdaki  antimikrobiyal direng
durumlarini g6z oOnunde tutarak ampirik antibiyotik tedavisine karar

vermelidir.®®

Ayrica, ampirik olarak hangi antimikrobiyal ajan secilirse
secilsin, elde edilecek olan kiltir ve antibiyogram sonucuna goére tedavi
yeniden duzenlenmelidir. Sorumlu etken saptandiktan sonraki donemde,
belirli bazi endikasyonlar haricinde kombine tedavinin monoterapiye

Ustunligi gosteriimemistir.®®

Mantarlar ile olusan bir sepsis s6z konusu ise antifungal
tedavi baglanmalidir. Antibakteriyel tedaviye ragmen, atesin yedi giinde
dismemesi ve enfeksiyon kaynaginin saptanamamasi halinde, hastalara

ampirik olarak antifungal tedavi baslanmasi gerekebilir.®®
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Garey ve arkadaglar yaptigi ¢alismada, kandidemi tanisi
konulan hastalarda Candida’nin kuiltirde saptanmasi ile flukonazol
baslanmasi arasinda gegen suUre saptanarak bu sidrenin 6lum oranina
etkisi arastirmiglardir. Kultdr pozitifliginin  saptandigi  sifirnci  gtinde
tedaviye baglanan hastalarda 6lum oranina %15, birinci giinde tedaviye
baglananlarda %24, ikinci giinde tedaviye baslananlarda %37, daha sonra

baslananlarda ise %41 olarak bulunmustur.®®
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Tablo 2. 3: Sepsisli hastalarda ampirik antibiyotik segcenekleri

Akciger
Streptococcus
pneumoniae
AT IR GLGHIIM Haemophilus influenzae
etkenler Legionella

Chlamydia pneumoniae

Moksifloksasin veya
gatifloksasin veya
azitromisin +
sefotaksim veya
seftazidim

Secenekler

Aerop gram-negatif
basiller

Hastane kdkenli
etkenler

imipenem-silastatin
veya
meropenem veya
sefepim

Secenekler

Karin

E.coli
Bacteriodes fragilis

imipenem-silastatin
veya meropenem
veya Pip-Tazo *
AG*

Aerop gram-negatif
basiller
Anaeroplar
Candida turleri

imipenem veya
meropenem veya
Pip-Tazo = AG

Kaynak
Deri- yumusak doku

Streptococcus
pyogenes
Staphylococcus aureus
polimikrobiyal

Vankomisin +
imipenem veya
meropenem
veya Pip-Tazo

S. aureus
(MRSA)
Aerop gram-negatif
basiller

Vankomisin +
sefepim

Uriner sistem

Klebsiella tirleri
E.coli
Enterobacter
tarleri
Proteus tirleri
Enterokoklar

Siprofloksasin
veya
levofloksasin

Aerop gram-
negatif
basiller

Enterokoklar

Vankomisin +
sefepim

Meninksler

Neisseria meningitidis
Streptococcus
pneumoniae
Listeria
Haemophilus
influenzae

Vankomisin +
seftriakson veya
sefepim

Aerop gram-negatif
basiller
Stafilokoklar

Vankomisin +
Sefepim

*. Pip-Tazo: Piperasillin- tazobaktam , AG: Aminoglikozid
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2. 9. 2. Cok yonlu destek tedavisi

2. 9. 2. a. Baglangig¢ resusitasyonu

Sepsis tanisi konulduktan sonra ilk alti saat icinde santral
vendz basincin 8-12 mmHg'da, ortalama arteryal basincin 65 mmHg veya
Uzerinde tutulmasi, idrar miktarinin 0.5 m/kg/saat veya tzerinde tutulmasi,
santral vendz (superior vena kava) ya da mikst vendz oksijen
satiirasyonunun %70 veya Uzerinde tutulmasi igin kristalloid ya da kolloid
replasmani yapilmaktadir. Hastanin kan degerleri gozden gegirilerek
gerekirse Hct = %30 olacak sekilde eritrosit suspansiyonu verilmesi
ve/lveya dobutamin inflizyonu yapilmasi gerekebilir (maksimum doz: 20
ug/kg/dakika).®

2.9. 2. b. Sivi tedavisi

Baslangic resusitasyonunu takiben hasta monitorize
edildikten sonra, sivi tedavisi her hastada devam ettiriimelidir. Sivi

tedavisinde kristalloidler veya kolloidler kullanilabilir.®®

2.9. 2. c. Kan urnu aktarimi

Sepsisli hastalarda pihtilagsma faktorlerinin eksikligi halinde
artmig protrombin zamani [International Normalized Ratio (INR)] veya

artmig parsiyel tromboplastin zamani, tabloya aktif kanama da eklenmigse
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veya invaziv girisim planlaniyor ise; taze donmus plazma transfuzyonu

onerilmektedir.%®

Sepsisli hastalarda antitrombin kullanimi 6nerilmemektedir.
Faz Ill calismalarda sagkalim Uzerine olumlu etkisi gosterilememigtir.
Ustelik, heparin ile birlikte yilksek dozda kullanildiginda, kanama riskini de
arttirmaktadir. Sepsisli hastalarda trombosit sayisi 5000/mm3 altinda ise,
trombosit sispansiyonu transfiizyonu yapilmahdir. Fibrinojen degeri 50
mg/dL altinda ise veya aktif kanama var ve fibrinojen 100 mg/dL altinda
ise kriyopresipitat verilmelidir. Notrofil sayisinin 100'Un altina inmesi
halinde G-CSF ve GM-CSF uygulanabilir. Poliklonal imminglobulin
kullanimi ile ilgili yapilmig olan genis kapsamli ¢caligsmalarda sepsise bagl
O0lum ve septik sok gelisimi oranlarinda anlamli fark bulunamamistir. Bu
yuzden, sepsisli hastalarda poliklonal immunglobulin  kullanimi

onerilmemektedir.®®

2.9. 2. d. Vazopresorler

Sepsisli hastalarin hemodinamik destegi igin uygun ve yeterli
sivi tedavisi temel yaklasimdir. Ancak, septik soktaki hastalarin bir
kisminda yeterli sivi tedavisine ragmen yeterli kan basinci ve organ
perflizyonu saglanamayabilir. Bu durumda vazopresor ajanlara gereksinim
duyulur. Uygun sivi tedavisine ragmen ortalama arteryel basing 70
mmHg'nin altinda ise vazopresor kullaniimalidir. Noradrenalin ya da
dopamin, ilk tercih edilen vazopresor ilaclardir. Yeterli destege ragmen
kardiyak “output” istenilen dlizeye erisemez ise, inotropik olarak
dobutamin kullanilabilir. Kan basinci disukligl halinde dobutamin ile

vazopresor tedavi kombine edilmelidir.®®
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2.9. 2. e. Sepsis kaynaginin kontrolu

Sepsis tablosundaki her hasta enfeksiyon odagi acisindan
da degerlendiriimeli, gerekirse bu yonde konsiltasyonlar alinmalidir. Bu
amagcla; apse olusumlari, nekrotik dokular, fistiller, hasta viicuduna
yerlestiriimis olan her turli aparat sepsis kaynagi olmalari agisindan

kontrol edilmeli ve saptanan tiim riskler ortadan kaldiriimalidir.®®

2. 9. 2. f. Steroid kullanimi

Sepsisli hastalarda adrenal yetersizlik geligebilir. La Rosa’nin
derlemesinde sepsiste kisa sireli yiksek doz kortikosteroid tedavisinin
faydali olmadigi, fakat uzun sire dusik doz kortikosteroid kullaniminin

vazopresor bagimli septik sokta faydali oldugu rapor edilmistir.®®

2. 9. 2. g. Aktive protein C (rhAPC) kullanimi

Coklu organ yetmezligi gelismis, septik sok veya sepsise
badli solunumsal distres sendromu gelismis veya “Acute Physiology and
Chronic Health Evaluation 1l (APACHE II)” skoru 25'in Uzerinde olan
yuksek riskli hastalarda; kanama riskine bagli kontrendikasyon yok ise,

rhAPC kullanimi onerilir.®®
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2. 9. 2. h. Kan glikozunun kontrolu

Baslangic resusitasyonu saglandiktan sonra, kan glikoz
dizeyi mutlaka 150 mg/dL’nin altinda tutulmahdir. Bu amacla gerekirse
yogun insulin tedavisi uygulanmali ancak, hipoglisemi riski nedeniyle kan
glikoz diizeyinin siki bir sekilde takibi ihmal edilmemelidir.®

2. 9. 2. 1. Stres Ulseri profilaksisi

Stres  Ulseri  profilaksisi  tum  sepsisli  hastalarda
uygulanmalidir. Profilaksi H, reseptdr blokerleri veya sukralfat ile
yapilabilir, fakat H;, reseptor blokerleri daha etkili bulunmustur. Etkinligi
kargilastirmali calismalarla tayin edilmemis olmakla birlikte, proton pompa

inhibitorleri de kullanilabilir.®®

2. 9. 2.]. Derin ven trombozu profilaksisi

Sepsisli hastalara, heparin ile derin ven trombozu profilaksisi
uygulanabilir. Heparinin kontrendike oldugu hallerde (trombositopeni, ciddi
koagulopati, yakin zamanda kafa i¢ci kanama hikayesi, halen aktif kanama
bulunmasi vs.) mekanik profilaksi uygulanir. Bu amagcla varis goraplari

kullanilabilir.®®
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2. 9. 3. Sepsiste deneysel tedaviler

1. Ketokonazol: Tromboksan sentetaz inhibitord olan
ketokonazolin ilk 24 saatte verildigi takdirde ARDS insidansi ve

mortaliteyi azalttigi gdsterilmistir.%%697°

2. Anti-TNF: TNF etkisini ¢egitli yollarla engellemek
amagclanmistir. Birinci yol TNF salinimini engellemektir. Bu konuda
pentoksifilin ile ilgili calismalar vardir, erken donemde kullanimina bagli
olarak TNF diizeylerini azalttigi gésterilmistir. ikinci yol Anti-TNF
monoklonal antikorlarinin kullaniimasidir. Doza bagimli olarak TNF
dizeylerinde azalma saglanmig, 28 gunlik mortalitede fark
saptanmamasina ragmen organ yetmezligi gelisiminde belirgin azalma
g6zlenmistir. Uglincl yol ise Anti-TNF reseptorleridir. Yiiksek dozlarda
mortaliteyi arttirdiklari goérilmus, bu etkinin uzamig TNF ekspozisyonuna
bagli TNF ve reseptorler arasindaki bagin zayiflamasi ile olustugu

aciklanmistir.”

3. Anti IL-1: IL-1 reseptor antagonisti (IL-1ra), IL-1'in reseptor
membranina baglanmasini inhibe eder. Doza bagimli olarak mortalitede
azalma gorllmis ancak daha sonra yapilan g¢alismalarda olumlu sonug

alinamamustir.”

4. Anti-PAF: Platelet aktivator faktor (PAF) antagonistleri ile
mortalitede fark gézlenmemistir. Ancak, prostaglandin E’'nin sagkalima
katkisi olmasa da, oksijenlenmeyi arttirdigi, ventilatér bagimlihgini

azalttigi gosterilmistir.”®
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5. Antioksidan tedaviler: SOD infuzyonu ile farelerde
endotoksin etkilerine karsi korunma saglandigi gosterilmistir. Ayrica N-
Asetil sisteinin antioksidan etkisinden yola c¢ikilarak cesitli galismalar

yapiimistir.”?

6. Surfaktan: ARDS'de dogal surfaktanin mortaliteyi doza

bagimli olarak azalttigi gdsterilmistir.”

7. NO: Solunan NO pulmoner damarlarda selektif dilatasyona
neden olur, sag ventrikul ejeksiyon fraksiyonunu arttirir ve sag ventrikal

diastol sonu volimini azaltir.”

8. IL-8, IL-6, Doku faktéri antikorlari ile ilgili hayvan

calismalari devam etmektedir, heniiz insanlar {izerinde denenmemistir.”?

2. 10. Sepsis Etkenlerinin Molekuller Yontemlerle

Tanimlanmasi

Kaltur her ne kadar mikroorganizma tanisinda altin standart
olarak 6nemini korumaya devam etse de, dezavantajlardan dolay! nukleik
asit saptanmasina dayali yeni tani yontemleri gindeme gelmistir. Nikleik
asit saptanmasi igin en ¢ok kullanilan yéntem, hedeflenen gen bdlgesinin
¢ogaltiip goérintilenmesine dayanan polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR)'dur.”™

1980 yilinda Kary Mullis tarafindan tasarlamis olan PZR
teknigi molekuler arastirmalarin yapilmasinda buyuk kolayliklar saglamis
ve ginimiizdeki PZR calismalarinin temelini atmistir’®. PZR, 6zgiil
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primerler araciligi ile, bir DNA parcasinin ¢ogaltiimasina dayanan in vitro
bir ydontemdir. Bu reaksiyonda temel olarak ¢ogaltiimasi planlanan hedef
bdlgenin iki ucundaki DNA dizilerini 6zgul olarak taniyip, karsi iplikgiklerini
hibridize eden iki oligonukleotid primer, primerlere baglanip bunlara 3'
ucundan nukleotidleri ekleyerek sentez yapacak olan DNA polimeraz,
sentez icin gerekli olan deoksinukleosid trifosfatlar (ANTP), polimerazin
calismasi icin gerekli olan tampon maddeler ve kofaktdr olan Mg*? iyonlari

kullaniimaktadir.”

PZR 'da reaksiyonun gergeklesmesi icin kucgiuk miktarda
hedef DNA igceren drnek, calisma sollisyonu icerisine ilave edilir. Daha
sonra, yuksek isi ile ornekteki hedef cift sarmal DNA'nin tek sarmal
DNA'ya dondsmesi saglanir. Bu basamak denattrasyon adini alir. Tek
DNA iplikgiklerinin karsiti, 20-30 baz cifti (b¢) uzunlugundaki sentetik
oligonukleotid diziler, DNA/RNA heterodubleksini olusturmak Uzere primer
gibi kullanilir. Spesifik bir bdlgenin amplifikasyonu igin hedefi sinirlamak
amaci ile ikinci bir primer kullanilir. Primerlerden birisi, ssDNA zincirinde
baglatici bolgeyi olustururken, ikincisi de diger zincir Uzerindeki
sonlandirici bdlgeye baglanir. Bu asama ise baglanma (annealing)
asamasidir. Taqg DNA polimeraz enziminin yardimi ile, primerlerin
baglandigi bodlgeden itibaren her ssDNA zincirinin komplementeri
olusturulur. Bu agsama da uzama (extention) asamasidir. Bu asamalarin
sonunda iki adet dsDNA olusur. Olusan dsDNA 'lar, yeni amplifikasyon
icin kahp gorevini Ustlenir. Bu islem 30 siklus tekrarlandi§i zaman, birkag

saat icerisinde, hedefin milyarlarca kopyasi elde edilebilir.”®
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Sekil 2.2: Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) basamaklar
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Sekil 2.3: Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) "

Gergek zamanh (Real Time) PZR ise, reaksiyon boyunca
veri toplanmasi ve analizin ayni anda devam etmesi demektir. Yani bu

reaksiyonda amplifikasyon ve analiz birlikte yapiimaktadir. DNA boyalari
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ya da floresan problar gibi analiz icin gerekli olan reaktifler, PZR
karisimina amplifikasyondan once eklenmektedir. Veriler amplifikasyon
suresince ayni tip iginden ve ayni cihaz ile toplanmaktadir. Ornek
transferi, reaktif eklenmesi ve jel ayirimi yoktur. Bu reaksiyon drunlerinin
kalitatif ve kantitatif analizlerinde diziye 6zgul olmayan floresan boyalardan
ya da diziye 6zglin problardan vyararlanildigi igin, sonuglar aninda
alinmakta, kontaminasyon riski azaltilmaktadir. Miktar tayini ise érnekteki

6zgill sekansin saf miktari dlciilerek yapiimaktadir.”’

Gergek zamanh PZR kimyasi amplifikasyonun, reaksiyonun
erken fazlarinda ortaya g¢ikmasina olanak saglamaktadir. Reaksiyonun
kinetiklerini PZR' nin erken fazlarinda o&lgebilmek, geleneksel PZR' a

kiyasla kesin bir avantaj saglamaktadir.”’

Geleneksel PZR yontemlerinde amplifikasyonu tanimlamak
icin agaroz jeller kullaniimaktadir. Agaroz jelde sonuglar, reaksiyonun bitis
noktasinda elde edilmektedir. Bitis noktasinin belirlenmesi ise ¢cok zaman
almaktadir. Gunlerce sonug elde edilemeyebilir. Ortaya ¢ikan sonuglar
tam, kusursuz dedgildir. Cunkd bitis noktalari 6rnekten ornege cesitlilik
gostermektedir. Jellerin ¢cozimleyemedigi bu cesitliligi gercek zamanl
PZR tanimlayabilir.”’

Gergek zamanli PZR (Real-Time PCR);

> Bilgileri eksponensiyel buytime fazinda topladigindan,

> Floresan sinyallerde artis, Uretilen amplikonlarin
miktari ile dogru orantili oldugundan,

» Prob bir amplikonun sdrekli amplifikasyonunu

sagladigindan,
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» Genig tanimlama arahgi oldugundan,
» PZR islemlerine gerek duyulmadigindan geleneksel

PZR ydntemlerine oranla daha avantajli bir yéntemdir.””

2. 11. DNA Boyalari Kullanilarak Gergek Zamanlh PZR

Cift zincirli DNA’ya baglanan floresan boyalar ile
uygulanmaktadir. Ozgiil olmayan gift zincirli DNA’nin ¢ogaltiminda en g¢ok
“SYBR green I” ydntemi kullanilir. Bu yontemde kullanilan floresan boya
sadece c¢ift zincirli DNA'ya baglandigindan, ¢ogalan DNA miktarindaki
artisa paralel olarak gergcek zamanli PZR cihazinda okunan floresanin
miktari da es zamanli olarak artar. “SYBR green |” en fazla kullanilan boya
cesididir, 497 nm dalga boyunda yukseltgenir ve 520 nm dalga boyunda
indirgenir. Cift sarmal DNA’nin kiguk oluguna baglanan boya, 30
amplifikasyon dongusi sonrasi yalnizca aktivitesinin %6’sini kaybeder.
Cogaltimin basinda reaksiyon karisiminda ¢ift zincirli DNA molekuli,
primerler ve “SYBR green |” boyasi bulunmaktadir. Bagli olmayan serbest
DNA molekull ¢ok az bir floresan isima yapar. Primerler baglanip uzama
basladiginda boya molekulu ¢ift zincirli DNA'nin arasina girer ve floresan
yayllimi baslar. Baslangigtaki déngu boyunca sinyal zayiftir; Gran miktar
arttikca floresan miktari hizla artar ve bu artis “real-time” cihazinin
monitérinden izlenebilir. Bu yontem optimize edilmis PZR sartlarinda ve
dizayni iyi yapimig primerler ile ¢ok fazla sayida hedef genin
cogaltiimasina olanak verir. Floresan isaretli problara ihtiya¢g géstermedigi
icin maliyeti ucuzdur. Bunun yani sira yontemin dezavantajlari da vardir.
istenmeyen PZR runlerinin - cogalmasi ile yine floresan aciga
¢tkacagindan, her zaman istedigimiz DNA’nin ¢ogdaldigini isaret etmez,
yanhg pozitif sonu¢ almak mimkindir. Ortamda hedef DNA dizisi

olmadidinda, primerlerin birbiri ile baglanmalari sonucunda “primer
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dimer’leri olarak adlandirilan ve ¢ift zincirli DNA bdlgelerinin olusumu ile
floresan 1sima gozlenebilir. Codaltilan DNA'nin istenilen hedef bdlge olup
olmadidini anlayabilmek igin DNA’larin erime egrisi analizlerinin (Melting
curve) vyapimasi gerekmektedir. Erime egrisi analizi yapilmak
istendiginde, cihaz PZR tuplerini yavasca isitmaya baslar. Cift zincirli DNA
birbirinden ayriimaya basladiginda (melting temperature=Tm) floresan
boya serbest kalir ve okunan floresan miktari da diser. Her bir DNA’nin
belirli bir erime sicaklhigi ('Tm' derecesi) vardir. Bu erime sicakligi, ¢cogalan
DNA pargalarinin uzunluguna ve igerdigi GC/AT oranina baglidir. Spesifik
olmayan drunlerin c¢odalmasinda (primer dimer’lerinde) aranan DNA
parcasinin Tm derecesi arasinda farkhlik olacaktir. Tm derecesinin farkh
olmasi her urunun kendine 6zgu uzunlugu ve gen dizisi icermesindendir.
Bu yuzden Tm sicakligi her drin icin Ozeldir. Cogunlukla bu yéntemle
bilinmeyen iki DNA dizisi karsilastiriimak istendiginde givenilir bir sekilde

kullanilabilir.”®

2. 12. Ozgiil Problar Kullanilarak Gergek Zamanh PZR

Hedefe 0Ozgul problar ile testin ozgullugu artirilmistir.
Problardan biri 3" ucundan floresans boya ile isaretli donér boya (donor
dye), digeri 5’ ucundan alici boya (acceptor dye) ile isaretlenmigtir. Problar
hedef amplikonlar Uzerinde birbirine yakin (1-5 nukleotit uzaklkta) yere
baglanmakta ve isaretli uglar yan yana gelmektedir. iki boyanin yan yana
gelmesiyle aciga ¢ikan enerji ikinci prob Uzerindeki alici boyayi etkileyerek

floresans olusumuna yol agmaktadir.”

“Fluoresance resonance energy transfer, (FRET)” olarak

adlandirilan bu enerji transferi sonucunda olusan floresans miktari,
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ortamdaki hibridizasyonun derecesine diger bir ifade ile PZR siklusu

suresince olusan amplikonlarin miktarina bagli olarak artmaktadir.”

TagMan sisteminde ise 5 ve 3’ uglarindan florokrom
maddelerle isaretli tek bir prob kullaniimaktadir. Prob’un 5 ucunda
raportor florokrom (6-carboxyfluorescein= 6-FAM), 3’ ucunda ise
baskilayici florokrom (6-carboxy-tetramethyl-rhodamine=TAMRA)
bulunmaktadir. Prob, tek sarmal hale getirilen hedef molekll Uzerinde,
primerlerin baglanma bolgesinin arasinda kalan yere baglanir. Prob-hedef
molekul arasindaki hibridizasyon devam ettigi surece raportor florokrom
maddenin sinyal olusturmasi, 3’ uctaki baskilayici florokrom tarafindan
engellenmektedir. Primerlerin hedef niukleik asite baglanmasini takiben
baglatilan primer uzamasi prob’un baglandigi noktaya kadar geldiginde,
sentezin devam edebilmesi icin Tag DNA polimeraz enzimi 5—3’ nukleaz
aktivitesini kullanarak probu 5 ugtan yikmaya baslar. Boylece raportor
florokrom serbest hale gecer ve sinyal olusturur. Her siklusta Uretilen

amplikon miktarina paralel olarak sinyal siddeti de artmaktadir.”

RIIN « g womfiamn

complementary strand b PS
Ta
NV

3' template DNA 5'

Sekil 2. 4: TagMan Sistemi”®
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2. 13. Cok Hedefli ( Multipleks) PZR

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) teknolojisinin  bir
versiyonu olan ¢ok hedefli PZR yontemi, bircok enfeksiyonun tanisinda
kullaniimaya baslanmistir.?® 1988'de Chamberlian ve ark. tarafindan
tanimlanan ¢ok hedefli PZR delesyonlari, mutasyonlari ve polimorfizmleri

iceren bircok DNA analizlerinde uygulanmistir.®*

Bu yontemle; amplifikasyon tipl icerisine Kklinik 6rnekte
bulunabilecek her mikroorganizma icin 6zgul olan birden fazla primer
konarak c¢oklu sonug¢ elde edilmektedir. Ayrica, bakteri ya da mantar geni
uzerindeki farkh hedef bolgeler igin 6zgul olan primerler kullanarak, ¢ok
sayida hedef ayni zamanda c¢ogaltabilmektedir. Her bir primer ciftine
Ozgul, farkh buyuklukteki amplifikasyon drunlerinin  agaroz jelde
g6zlenmesi ile klinik drnekte mikroorganizmalarin varligi ve tanimi ayni

anda yapilabilmektedir.8%-

Cok hedefli (mdaltipleks) PZR yodntemi 6nemli derecede
optimizasyona gerek duymaktadir. Degisik hedeflerin ayni reaksiyon
sartlarinda amplifikasyonunu saglamak i¢in kullanilacak primerlerin dikkatli
secilmesi, baglanma isilarinin birbirine uygun olmasi, birbirleriyle
dimerizasyona girmemeleri gibi bazi 6nemli sartlari gerceklestiriimesi
gereklidir. Farkl primer ciftlerinin en iyi konsantrasyonlarinin segimi ve
belirli olmayan amplifikasyonlarin Onlenmesi igcin bircok deneme

gerekmektedir.”
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Geregler

3.1.1. Cihazlar

Etlv ( elektro-mag, Turkiye)
Otoklav ( Sanyo, Japonya)

Nanodrop cihazi (Thermo Scientific, ABD)
LightCyclerg 2.0 ( Roche, Almanya)

Mikropipetler ve ucglari ( Expell, Meksika- Beta PetteTM,
ABD)

Buzdolabi (Argelik, Turkiye)

Derin dondurucu (Ugur, Turkiye)

Sinif 2 biyoguvenlik kabini (Metis biyoteknoloji, Turkiye)
Santrifij cihazi (BOECO, Almanya)

Mikrosantrifij ( Beckman Coulter, Almanya)

Kuru blok ( Bio TDB-100, Almanya)

Cam esyalar, 6zeler, bisturiler, kapillerler, enjektor
BacT/ALERT@® 3D (BioMerieux, ABD)

Mikropipetler ve uclari (Beta pette™ , ABD)

Hayvan modelleri (Tavsan, GUDAM)
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3. 1. 2. Kimyasallar

Tavsan anestezisi icin ksilazin %2 (Alfasan international B.
V. Hollanda)

Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) ( Fluka Biochemica,
isvigre)

Kanli agar besiyeri (Oxoid, England)

Fenol (Sigma, Almanya)

Kloroform ( Kimetsan, Turkiye)

izoamilalkol ( Merck, Almanya)

Saf etanol ( Rirdel, Almanya)

EDTA (Fluka Biochemica, Isvigre)

Sodyum klorid (Sigma, Almanya)

TRIS (C4H11NO3) 1KG ( Amresco®, Kanada)

Magnezyum klorid ¢ozeltisi (MgCly) (AppliChem, Almanya)
Sodyum Dodesil Sulfat (SDS) (AppliChem, Almanya)
Sodyum klorur soltisyonu (Eczacibasi-Baxter H.U, Turkiye)
Agar ( Himedia, Hindistan)

Pediyatrik kan siseleri (BioMerieux, ABD)
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3. 1. 3. Kullanilan kitler

High Pure Viral Nucleic Acid Kit (ROCHE, Almanya)

Heliosis kiti ( Metis, Turkiye)

3. 1. 4. Kullanilan primerler ve enzimler

Bakteri primerleri (Eurogentec, Belgika)

Mantar primerleri (Metabion, Almanya)

LightCyclerg DNA Master SYBR green | (ROCHE, Almanya)

LightCyclerg FastStart DNA Master HybProbe (ROCHE,

Almanya)

3. 1. 5. Besivyerleri

3. 1. 5. a. Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) Besiyeri (pH

=5.6)

1 litre SDA igin: SDA toz 47 g
Agar 59
Distile su 1L

121°C' de 15 dk otoklavda sterilize edilmis, sonra petri

plaklarina dagitilip, oda isisinda katilagmaya birakilmigtir.
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3. 1. 5. b. Kanh agar besiyeri ( pH =7.3)

1 litre kanh agar i¢in:  Kanli agar toz 409

Agar 59

121°C' de 15 dk otoklavda sterilize edilmig, sonra 45-50°C’ye
sogutulmustur, Gzerine %5-7 defibrine koyun kani eklenmistir. Daha sonra

petri plaklarina dagitilip, oda isisinda katilagmaya birakiimistir.

3. 1. 6. Mikroorganizma suUspansiyonlari

3. 1. 6. a. Kullanilan mikroorganizma suspansiyonlari

i. Mantar Stspansiyonu.
ii. Bakteri Sispansiyonu.

iii. Mantar ve Bakteri Stispansiyonu.

3. 1. 6. b. Kullanilan mikroorganizma suspansiyonlarin

hazirlanmasi

3. 1. 6. b. i. Mantar solusyonlari

500 pL SF icerisinde 1 McFarland yogunlukta (10° CFU/mI)
Candida albicans ve Aspergillus fumigatus solusyonlari hazirlanmigtir.
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3. 1. 6. b. ii. Bakteri solusyonlari

500 pL SF icerisinde 1 McFarland yogunlukta (10® CFU/mI)

E.coli ve S.aureus solusyonlari hazirlanmigtir.

3. 1. 6. b. iii. Mantar ve bakteri stispansiyonu

Yukarida hazirlanan bakteri ve mantar solusyonlari

karistirilarak hazirlanmigstir.

3. 1. 7. Ekstraksiyon ortaminda kullanilan soliisyonlarinin

hazirlanmasi

3. 1. 7.a. 100 ml Fenol-kloroform-izoamil alkol (25: 24: 1)

hazirlanmasi

50 ml fenol: 24 ml kloroform: 1 ml izoamil alkol karistirilarak
hazirlanmistir. Hazirlandiktan sonra kap siki bir sekilde kapatiimistir ve
+4°C de saklanmistir.
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3. 1. 7. b. 100 ml kloroform-izoamil alkol (24: 1) hazirlanmasi

96 ml kloroform 4 ml izoamil alkol ile karistirilarak
hazirlanmistir. Hazirlandiktan sonra kabin agzi siki  bir sekilde

kapatiimigtir ve +4°C de saklanmistir.

3.1.7.c. %70'lik etanol hazirlanmasi

70 ml saf etanol alinmig, 30 ml d2H20O ile 100 mlye

tamamlanmis ve +4 °C de muhafaza edilmistir.

3. 1. 7. d. H,0: Otoklavda sterilize edilmistir.

3. 1. 7. e. Saf etanol (%100)

3. 1. 7. f. Eritrosit par¢calama tamponu (EPT) hazirlanmasi

TRIS 10 mM
Magnesium Chloride 5mM
Sodium Chloride 10 mM
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3. 1. 7. g. Lékosit pargalama tamponu (LPT) hazirlanmasi

TRIS 10 mM
EDTA (pH:8) 30 mM
SDS % 0.5

Distile su ile 100 mI'ye tamamlanir.

3.2.YOntem

Gazi Universitesi Tip Fakdltesi blinyesindeki GUDAM’ dan
alinan 14 tavsan ile Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Mikoloji laboratuvarinda bulunan kiltir koleksiyonlarindan
saglanan iki mantar kdkeni ve iki bakteri kdkeni bu calismaya dahil
edilmigtir.

3. 2. 1. Mikroorganizma kokenleri

3. 2. 1. a. Mantar Kokenleri: Candida albicans ATCC 10231
ve Aspergillus fumigatus ATCC 204305

3. 2. 1. b. Bakteri Kokenleri: Escherichia coli ATCC 10536 ve
Staphylococcus aureus ATCC 6538
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3. 2. 2. Kiltir koleksiyvonundaki 6rneklerin canlandiriimasi

Kaltur koleksiyonundan segilen drneklerin canlandiriimasi
amaci ile, maya 6rnegi (Candida albicans) siklohekzimit iceren SDA
besiyerine pasajlanmig ve 37°C' de 24 saat inkibe edilmistir. 24 saatin
sonunda Ureme go6zlenmeyen ornekler 37°C' de 48 saat inkiibasyona
birakilmistir. Koleksiyondan secilen kuf ise (Aspergillus fumigatus)
siklohegzimit icermeyen SDA besiyerine pasajlanmig, hizli bir treme elde
edebilmek amaci ile tipki mayalar gibi 37°C' de 24 saat inkibe edilmistir.

Bakteri o6rnekleri (Escherichia coli ve Staphylococcus
aureus) kanli agar besiyerine pasajlanmis ve 37°C de 24 saat inkube
edilmistir.

3. 2. 3. Hayvan modeli

Deney hayvani olarak, her biri 2.7-3 kg agirliginda, erkek,
Yeni Zelanda 1irki tavsanlar kullaniimistir. Kullanilan butin hayvan
deneyleri Gazi Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurul onayi ile
yapilmistir (Onay No G.U.ET-09.032). Her kafeste iki adet tavsan olacak
sekilde, 12/24 saat aydinlik ve karanlik uygulanmigtir, oda isisi 20-25 °C
de tutulmustur. Tavsanlar standart yemle, yeme ve suya kolaylikla
olasabilecek sekilde (add libitum) beslenmigtir. Deneklerin temiz igme
suyu her gun degistirilmigtir.
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3. 2. 4. Hayvan modellerinde sepsis olusturma

On dort tavsan alindiktan sonra dort gruba ayrilimigtir.
Gruplar A, B, C ve kontrol grubu (S) olarak adlandiriimigtir. A, B ve C
gruplarinin her birinde doérder , kontrol grubunda ise iki adet tavsan
bulunmaktaydi.

Her gruba (kontrol grubu hari¢) farkli mikroorganizma
suspansiyonlari kulaktan intraven6z yolla enjekte edilmistir. A grubundaki
tavsanlara mantar suspansiyonu enjekte edilmistir; A grubunun ikisine
Candida albicans 10° maya/mlI'den 1ml, ikisine Aspergillus fumigatus 10°
konidya/ mI'den 1ml enjekte edilmistir. B grubundaki tavsanlara bakteri
sispansiyonu enjekte edilmistir; ikisine E. coli 10° bakteri/ml'den 1 ml,
ikisine de S. aureus 10® bakteri/ml'den 1 ml enjekte edilmistir. C grubuna
ise mantar ve bakteri stispansiyonlarini esit oranlarda karistirarak enjekte

edilmistir.

Suspansiyonlar enjekte edildikten sonra; tavsanlar gozlem
altinda tutulmustur. Mantar suspansiyonu enjekte edilen A grubundaki
tavsanlardan bir tanesi deneyin 72. saatinde 6Imistir. Olen tavsan %
70’lik etil alkol ile silindikten sonra steril makas ve penset yardimi ile
acilmistir. Olen tavsanin bobrek, dalak, karaciger dokusu ve kan érnekleri
alinmigtir. Canli kalan tavsanlarin kan ornekleri kulak veninden alinmistir.
Canh kalan diger t¢ tavsanin ikisi 96. saatin sonunda, son tavsan ise
durumu koétl oldugu icin  anestezi altinda oOldUrdimustar.  Butdn

tavsanlardan hem kan hem de doku ornekleri alinmistir.
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Bakteri suspansiyonu ile enjekte edilen B grubundaki dort
tavsanin tUmi 48. saatin sonunda 6lmus ve her birinden kan ve doku

ornekleri alinmistir.

Bakteri ve mantar suspansiyonu ile enfekte edilen C
grubundaki tavsanlardan g tanesi 48. saatin sonunda 6lmus, kan ve doku
ornekleri alinmistir. C grubundan geri kalan son tavsan ise 72. saatin
sonunda 6lmus ve benzer sekilde bunlardan da kan ve doku drnekleri

alinmigtir.

Kontrol grubundaki iki tavsan ise enfekte edilmemis, deneyin
sonlandirildigi 96. saatin sonunda oldurtlerek kan ve doku ornekleri
alinmistir. Tavsanlardan alinan tim kan ve doku &rnekleri -20°C de

saklanmigtir.

3. 2. 5. Orneklerden total DNA eldesi

3. 2. 5. a. Kan drneklerinden total DNA eldesi

Kan orneklerinden DNA eldesi icin fenol-kloroform-izoamil
alkol (FKIi) yéntemi kullaniimistir. FKi yéntemini uygulamadan once,
kandan eritrosit ve I0kositler uzaklastiriimistir. Asagidaki asamalara gore

yapimigtir;
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3. 2. 5. a. I. Eritrosit pargalama tamponu (EPT) agsamasi

Kan oOrneklerinden eritrositleri uzaklastirmak amaciyla

eritrosit parcalama tamponu kullaniimistir.

1. Her kan orneginden 300 pL temiz ependorflara alinmistir.

N

. Uzerine 900 pL EPT sollsyonu eklenmistir.

w

. Ependorflar 15 saniye boyunca vortekslenmisgtir.

D

. Ornek 10,000 xg' de bes dakika santrifiij edilmistir.

(&)}

. Ust sivi dokilup, gokelege tekrar 500 puL EPT eklenmigtir.

[o2]

. Vortekslenen drnekler 10,000 xg' de bes dakika santrif(j

edilmistir.

3. 2. 5. a. ii. Lokosit parcalama tamponu (LPT) agsamasi

EPT asamasi bittikten sonra, kan orneklerinden Idkositleri
uzaklastirmak amaciyla Iokosit par¢calama tamponu kullaniimistir.

1. EPT basamagi sonrasinda kalan ¢okelek Uzerine 10 uL

proteinaz K (100 mg/ml) ve 100 uL LPT eklenmisgtir.
2. Ornekler 65°C de iki saat inklibe edilmistir.

3. Daha sonra 95°C de bes dakika daha inkibasyona
birakilmigtir.

4. Butin ornekler 10,000 xg' de bes dakika santrifij
edilmistir.
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5. Ust sivi temiz bir ependorfa alinmigtir.

3. 2. 5. a. iii. Fenol- kloroform- izoamil alkol (FKi) ile

saflagtirma yontemi

FKI yontemi organik bir izolasyon yontemidir. Nukleik asit
solUsyonundan proteinleri uzaklastirmak i¢in standart bir yontemdir. Fenol,
organik bir ¢ézucudur ve DNA ve RNA’ nin protein gibi diger hicresel
yapilardan ayrilmasini saglar. Fenol negatif yukludur ve negatif yikli DNA
‘yi itip, tupun Ust kisminda, pozitif yuklU proteinlerin ise tupun alt kisminda
toplanmasina neden olur. Boylece, Ust akdz tabakada hidrofilik olan DNA
ve RNA,; alt organik fazda hidrofobik olan protein, lipid gibi yapilar toplanir.
DNA’ nin fenol i¢cinde ¢oziUnmesinin engellenmesi igin fenol notral pH’ da

olmalidir.

Fenol—kloroform-izoamil  alkol izolasyonunda  yuksek
molekuler agirlikli, kismen saf olarak nukleik asit elde edilmesi
saglanabilir. izole edilen DNA cift sarmallidir. Ancak bu yéntemde, ¢ok
fazla ornek aktarmasi gerektigi icin kontaminasyon riski fazladir. Ayrica
fenol gibi oldukca zararli ve toksik kimyasallarin kullanimini gerektirir. FKi

protokoli agamalari:

1. LPT agsamasinin sonunda, temiz ependorfa alinan Ust sivi
tizerine 150 uL FKi (25:24:1) eklenmistir.

2. Ornekler 15 saniye boyunca vortekslenmistir.
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3. 14.000 rpm’ de 5 dakika santrifuj edilmis ve supernatant

dipteki bulanik ¢okeltiye dokunmadan, temiz taplere alinmigtir.

4. Uzerine 200 pL Ki (24 :1) eklenmig ve vortekslenmistir.

5.14.000 rpm’ de bes dakika santriflj edilmis ve supernatant
dipteki bulanik ¢okeltiye dokunmadan, temiz taplere alinmigtir.

6. Her 50 uL supernatant icin 125 pL %100’luk etil alkol
eklenmistir.

7.14.000 rpm’ de 20 dakika santrifuj edilmistir.

8. Bu sefer supernatant dokulmus, ¢okelege 200 uL %70’ lik
etil alkol eklenmigtir. Bu sekilde yikama ikinci defa tekrar edilmigtir.

9. 14.000 rpm’ de bes dakika santrifuj edilmis.

10. Ependorf icersindeki alkol, ependorfta hi¢c damla

kalmayacak sekilde alinmis ve kurutmaya birakilmistir.
11. Kuruyan DNA’nin Utzerine 30 uL Tris ve EDTA (TE) ile

hazirlanan 6rnek ¢cozme tamponu eklenmistir.

12. Elde edilen total DNA miktarlari DNA olcim cihazinda
(NanoDrop, ABD) dlgllerek DNA varligi kontrol edilmistir. daha sonra
DNA’lar -20° C de saklanmisgtir.

3. 2. 5. b. Doku 6rneklerinde total DNA eldesi

Tavsanlardan alinan  bobrek, karacier ve dalak
dokularindan DNA elde edilmesi i¢in High Pure Viral Nucleic Acid Kit
(Roche, Almanya) kullaniimigtir.
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islem bu protokole gére yapilmistir;

1. 0.1-0.5 g doku steril tipe alinmigtir.

2. Doku 6rnegi Uzerine EPT eklenmistir. Yukarida anlatildigi

sekilde EPT basamagi uygulanmigtir.

3. Kalan c¢okelek tzerine 200 puL baglama tamponu (Binding

Buffer), ve 20 uL proteinaz K (100mg/ml) eklenmigtir.

4. 10 dakika 72°C de inkube edilmigtir. Bu karisim daha

sonra toplama tupleri Uzerindeki filtrelerin Gzerine aktariimigtir.
5. Bir dakika 8000 xg’ de santrifij edilmigtir.
6. Toplama tupu icindekileri ile birlikte atiimistir.
7. Filtre yeni toplama tipune dikkatlice aktariimigtir.
8. 500 pL inhibitér uzaklastirma tamponu konulmustur.
9. Bir dakika 8000 xg 'de santrifij edilmigstir.
10. Toplama tupu icindekileri ile birlikte atiimigtir.
11. Filtre yeni toplama tupune dikkatlice birlegtirilmigtir.
12. 450 pL yikama tamponu eklenmisgtir.
13. Bir dakika 8000 xg’ de santrifij edilmigtir.
14. Toplama tupu igindekileri ile birlikte atilmigtir.
15. Filtre yeni toplama tupune dikkatlice birlestirilmigtir.

16. Bir kere daha 450 pL yikama tamponu eklenmistir.

17. Bir dakika 8000 xg’' de santrifuj edilmistir. Devam ederek
10 saniye 13.000 xg’ de santrifuj edilmigtir.

18. Toplama tupu icindekileri ile birlikte atiimistir.

19. Filtre 1.5 ml'lik ependorf tipune dikkatlice aktariimistir.
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20. 50 pL stizme (elution) tamponu eklenmisgtir.

21. Bir dakika 8000 xg’ de santriflij edilmistir.

22. Elde edilen total DNA miktarlari DNA oOlgcum cihazinda
(NanoDrop, ABD) olgulerek DNA varligi kontrol edilmistir, daha sonra
DNA’lar -20° C de saklanmistir.

3. 2. 5. c. Koloniden ve kontamine edilen hasta kanindan
total DNA eldesi

Tavsan modeli yaninda, bakteri ve mantar kolonilerinden
DNA elde edilmis ve bu koloni érnekleri de incelenmistir. Bir Gguncu ornek
tipi olarak da, hasta kani drneklerine mantar ve bakteri kolonileri ekleyerek

kontamine edilen 6rnekler hazirlanmistir.

Koloniden total DNA eldesi asamasinda, iki tane mantar
kokeni (C. albicans ATCC 10231 ve A. fumigatus ATCC 204305) ve iki
tane bakteri kokeni (E. Coli ATCC 10536 ve S. aureus ATCC 6538)
kullanarak DNA izole edilmistir. Koloni ve kontamine edilen hasta kan
ornekleri icin Heliosis kiti (Metis, Turkiye) izolasyon yontemini kullanilarak

DNA'’lar izole edilmisgtir.

3. 2. 5. c. i. Koloniden total DNA izolasyonu

1. Her koloniden 6ze ile bir miktar alip 100 pyL serum
fizyolojik icinde ¢dzulmusgtur.
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2. Uzerine 100 uL parcalama (digestion buffer) soliisyonu ve

5 pL proteinaz K (100mg/ml) eklenmigtir.

3. Ornek 65°C de iki saat ya da 55°C de (¢ saat inkiibe

edilmigtir.

4. Daha sonra 95°C de 10 dakika inkibe etmeye devam
edilmistir.

5. 10.000 rpm’ de bir dakika santrifuj edilmistir.

6. TUipUn dibine degmeden ust sividan 100 uL temiz tuplere
aktariimistir.

7. Uzerine 400 pL DNA erime/baglama (Binding buffer)

solUisyonu eklenmigtir. Pipetle bes- alti kez karistirilip lizis yapiimigtir.
8. Karisim 65°C de 10 dk’ y1 takiben +4°C de bekletilmistir.
9. Ependorf tupun kapaklari agilmadan 6nce spin santriflj

edilmigtir. Uzerine 500 pL DNA ¢oktirme soliisyonu eklenmistir ve sonra

bes- alti kez bir asagi bir yukari karistiriimigtir.
10. 15 dk 13,000 rpm’ de santrifij edilmigtir.

11. Ust kisim pipetle tekrar tamamen alip, vakumlu santrifjj
ile (yaklasik iki- bes dakika) kurutulmustur.

12. Son olarak 50 pL DNA 06rnek c¢o6zme tamponu ile

sulandirilmistir.

13. Elde edilen total DNA miktarlari DNA Olgum cihazinda
(NanoDrop, ABD) Oolculerek DNA varligi kontrol edilmistir, daha sonra
DNA’lar -20° C de saklanmistir.
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3. 2. 5. c. ii. kontamine hasta kanindan DNA izolasyonu

1. Her kan 6rneginden 300 pL alip, Gzerine 1000 uL eritrosit

parcalama tamponu (EPT) eklenmistir.
2. Ornek -20°C de bes dakika bekletilmistir.
3. 10,000 rpm’ de U¢ dakika santrifuj edilmigtir.

4. Ust sivi pipetle alip atilmistir. Cokelek lizerine tekrar 1000
uL (EPT) eklenmigtir.

5. Ornek -20°C de bes dakika bekletilmistir.
6. 10,000 rpm’ de Uc¢ dakika santrifuj edilmigtir.

7. Ust sivi pipetle gekip atildiktan sonra ¢okelegin tizerine 100

ML digestion buffer ve 5 pL proteinaz K (100mg/ml) eklenmistir.

8. Ornek 65°C de iki saat ya da 55°C de (¢ saat inkiibe

edilmistir.

9. Daha sonra 95°C de 10 dakika inkibasyona devam
edilmigtir.

10. 10.000 rpm’ de bir dakika santrifuj edilmistir.

11. Uzerine 400 pL DNA Erime/ Baglama Solusyonu
eklenmistir. Pipetle begs- alti kez karigtirilip lizis yapilmistir.

12. Karigim 65°C de 10 dakikakyr takiben +4°C de
bekletilmistir.

13. Ependorf tupun kapaklari agilmadan o6nce spin santrif(j
edilmistir. Uzerine 500 yL DNA ¢oktiirme soliisyonu eklenmis ve sonra

bes- alti kez bir agsagi bir yukari karistirilmigtir.

14. 15 dakika 13,000 rpm’ de santrifuj edilmigtir.
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15. Ust kisim pipetle tamamen alinip, tzerine 500 yL DNA

yilkama sollisyonu eklenmistir.
16. Bes dakika 13,000 rpm’ de santrifuj edilmistir.

17. Ust kisim tekrar tamamen alip, vakumlu santrifiij ile

(yaklasik iki-bes dakika) kurutulmustur.

19. Son olarak 50 pL DNA 06rnek ¢6zme tamponu ile

sulandirilmistir.

20. Elde edilen total DNA miktarlari DNA Olgcum cihazinda
(NanoDrop, ABD) dlgulerek DNA varligi kontrol edilmistir, daha sonra
DNA'’lar -20°C de saklanmistir.

3. 2. 6. Orneklerin DNA’larinin gercek zamanli PZR

cihazinda codaltiimasi

Cogaltma basamagi icin en az 10 ng/uL DNA kullaniimistir.
Cogaltma icin LightCycler (Roche diagnostics, Tenay, Turkey) cihazi ve
LightCycler yaziliminin 4.0 versiyonu kullaniimistir. Deneklerin kan ve
dokularindan, kontamine edilen hasta kan o6rneklerinden ve koloniden
(reaksiyonda pozitif ve negatif kontrol olarak kullaniimigtir) elde edilen
DNA’ lar; bakteri ve mantar grubu olarak ikiye ayriimigtir. Bakteri grubu,
hem gram pozitif hem de gram negatif olarak ayriimistir ve DNA
¢ogaltmasinda bu gruba 6zgul primer ve problar kullaniimistir. Mantar
grubu ise, hem kuf (Aspergillus) hem de maya (Candida) olarak ayrilmistir

ve DNA ¢ogaltmasinda bu gruba 6zgul primer ve problar kullaniimistir.
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Tablo 3. 1: Gergek zamanli PZR’ da kullanilan primer ve problar

Primer 5'-3" yonunde dizi
Candida primer forward CCT-GTT-TGA-GCG-TCR-TTT
Candida primer reverse TCC-TCC-GCT-TAT-TGA-TAT
Candida probe 6-FAM-CAT-TGC-TTG-CGG-CGG-TA-TMR
Aspergillus primer forward CTG-TCC-GAG-CGT-CAT-TG
Aspergillus primer reverse TCC-TCC-GCT-TAT-TGA-TAT
Aspergillus probe 6-FAM- AGC-CGA-CAC-CCA-ACT-TTA-TTT-TMR
Pan- bakteriyel primer forward CAA-CGC-GAA-GAA-CCT-TAC-C
Pan- bakteriyel primer reverse ACG-TCA-TCC-CCA-CCT-TCC
Gram pozitif prob 5-FAM-ACG-ACA-ACC-ATG-CAC-CAC-CTG-TMR
Gram negatif prob 5-HEX-ACG-ACA-GCC-ATG-CAG-CAC-CT-TMR

Gergek zamanh PZR iki farkli sekilde gergeklestirilmigtir:

1. Erime egrisi (Melting curve) analizi yapilan uygulamalar:
Pan-bakteriyel PZR, ¢cok hedefli (Bakteri+Mantar) PZR.

2. Prob teknolojisi kullanilan uygulamalar: Gram negatif PZR,
gram pozitif PZR, Candida PZR, Aspergillus PZR.

Erime egdrisi analizi yapildigi zaman amplifikasyon karisimi,
kalip DNA, FastStart DNA SYBR Master karisim tamponu, her bir bakteri
veya mantar primerler (Eurogentec, Belgika) igerecek sekilde
hazirlanmistir.

Prob iceren teknoloji kullanilacagi zaman amplifikasyon
karigimi, kalip DNA, FastStart DNA Master HybProbe karigim tamponu,
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her bir bakteri veya mantar primeri (Eurogentec, Belcika) ve problari
(Eurogentec, Belcika) icerecek sekilde hazirlanmigtir.

Karisim malzemeleri -20° C de saklanmis. Karisim +4° C de
sogutulan kursun blok iginde hazirlanmig. Kurgsun blok karigim odasinda
(temiz oda) 6rnek sayisi kadar kapiller ile doldurulmustur. Karigim
malzemesi sogutucudan cikarildiktan sonra, tupler alt Ust edilerek
karistinimistir (fazla vorteksden yapilmadan). Enzimler
vortekslenmemigtir. Primerler, MgCl, ve su vorteks ve spin yapimigtir.
Spin yapilmadan taplerin kapaklari agilmamigtir.

Tablo 3. 2: Bakteri primerleri kullanarak; sepsis tanisi igin
hazirlanan TagMan PZR karigimi

Karigim 1X 15X
Su 2 UL 30 pL
MgCl, (25mM) 1 pL 15 pL
S. aureus/ E.coli Fw primer 1 pL 15 pL
S. aureus/ E.coli Rev primer 1 pL 15 L
S. aureus/ E.coli probe 0.5 pL 7.5 pL
Enzim 2 uL 30 uL

Toplam Hacim 7.5 uL 112.5 uL

59



Tablo 3. 3: Mantar primerleri kullanarak; sepsis tanisi igin

hazirlanan TagMan PZR karigimi

‘ Karisim 1X 15X ‘
Su 2 uL 30 pL
MgCl, (25mM) 1 pL 15 L
Candida/ Aspergillus Fw primer 1 pL 15 pL
Candida/ Aspergillus Rev 1 pL 15 L
primer

Candida/ Aspergillus probe 0.5 uL 7.5 uL
Enzim 2 uL 30 uL

Toplam Hacim 7.5 pL 112.5 pL

Her 6rnek icin hazirlanan ana karisimdan 7.5 ul, DNA’ dan
ise 2.5 pl kapillerlere eklenmigtir. Amplifikasyon kontrolli icin sadece
karisimdan 10 uL bir kapiller igerisine konulmus (iginde DNA yoktur). Buna
negatif kontrol kabul edilmis ve sadece bu kapillerin kapagi karisim
odasinda (temiz oda) kapatiimistir. Digerleri ise kursun blogun iginde
ekstraksiyon odasinda bulunan biyoguvenlik kabini (Metis biyoteknoloji,
Turkiye) igine gotiriimis ve orada DNA 6rnegi eklenmistir. Ornekler hizli
bir sekilde spin santrifij edilerek LightCycler® 2.0 ( Roche, Almanya)

cihazina yerlestirilmigtir.

Prob  kullanildigi i¢cin  amplifikasyon U¢ asamada
gerceklestiriimistir; denattrasyon (98 ’de 10 saniye, sicaklik degisimi
10°C/saniye), hibridizasyon (zaman ve sicaklik primerlere bagli, sicaklik
degisimi 5-20°C/saniye), uzama (72°C'de primerlere goére degdisen
zamanlarda, sicaklik degisimi’C20 /saniye). Gergcek zamanli PZR

amplifikasyonu sonrasinda, “absolute quantification” analizi incelenmigtir.
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3. 2. 7. Bazi 6rneklerde DNA’larin cok hedefli PZR ile

gosterilmesi

Master SYBR green | (ROCHE, Almanya) kiti kullanilarak
kan, doku ve koloni 6rnegi gibi bazi 6rneklerde mantar ve bakteri DNA’lari
bir arada, tek reaksiyonda gosterilmigtir.

Tablo 3. 4: Cok hedefli (Multipleks) PZR karigimi

Karigim 1X 10X

Su 2.5 uL 25uL

MgCl>(25mM) 2 uL 20pL

Candida/ Aspergillus Fw primer 0.5 uL 5uL

Candida/ Aspergillus Rev 0.5 uL 5uL
primer

S. aureus/ E.coli Fw primer 0.5 uL 5uL

S. aureus/ E.coli Rev primer 0.5 uL 5uL

Enzim 1pL 10pL

Toplam Hacim 7.5 uL 75uL

Her 6rnek i¢in hazirlanan ana karisimdan 7.5 ul, DNA’ dan
ise 2.5 pl (mantar+ bakteri DNA’lar1) kapillerlere eklenmistir. Amplifikasyon
kontroll i¢in sadece karigimdan 10 pL bir kapiller igerisine konulmus
(icinde DNA yoktur). Bu kapiller negatif kontrol olarak kabul edilmis ve
sadece bu kapillerin kapagi karisim odasinda (temiz oda) kapatiimistir.
Digerleri ise kursun blogun iginde ekstraksiyon odasinda bulunan
biyoguvenlik kabini (Metis biyoteknoloji, Turkiye) igine goéturilmis ve
orada DNA 6rnegi eklenmistir. Ornekler hizli bir sekilde spin santrifij

edilerek LightCycler® 2.0 ( Roche, Almanya) cihazina yerlestiriimigstir.
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Erime egrisi (Melting curve) analizi yapildigi zaman,
amplifikasyon U¢ asamada gercgeklestiriimistir; denatlirasyon (95C 'de 10
saniye, sicaklik degisimi 10°C/saniye), hibridizasyon (55°C’de 10 saniye,
sicaklik degisimi 5-20°C/saniye), uzama (72°C’'de 15 saniye, sicaklik
degisimi 20C /saniye). Amplifikasyon sonucu erime egrisi analizi ile

incelenmistir.
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Tablo 3. 5: Gergek zamanli PZR' da kullanilan LightCycler
yazilim raporu (SYBR green)

LightCycler Software Version 4

AT Report)
08.10.2009 SYBR GREEN
Experiment
Creaticn Date  08.10.2009 10:32:07 Last Modified Date 08.10.2008 12:06:29
Operator System Admin Cwmer System Admin
Start Time 08.10.2000 11:24.24 End Time 08.10.2008 12:06:28
Run State Completed Saftware Version LCS44.00.23
Macro Macro Owner
Templates Panfungal-SYBR
Run Motes
Programs
Program Name denaturation
Cycles 1 Analysis Mode MNone
Target Held Slope Sec Target Step size Step Delay
{*C) {hh:mm:ss) ("Cls) {"C) {"C) (cycles) Acquisition Mode
a5 00:00:30 20 0 o 1] MNone
Program Name amplification
Cyclas 45 Analysis Mode Quantification
Target Hold Slopa Sec Target Step size Step Delay
(*c) {hh:mm:ss) ("Cls) ("C) ("c) (cycles) Acquisition Mode
a8 00:00:00 20 0 ] 0 Mone
55 00:00:10 20 0 0 4] None
72 00:00:00 20 0 0 4] Single
Program Mame maelting curve
Cycies 1 Analysis Mode  Mejting Curves
Target Hold Slopea Sac Target Step size Step Delay
(*C) (hh:mm;ss) ("cis) (°c) (°c) {cycles)  Acquisition Mode
[+ 00:00:00 20 o 0 0 Mana
85 00:00:15 20 0 0 v] MNone
85 00:00:00 D1 0 4] i} Cantinuous
Program Mame cooling
Cyclas 1 Analysis Mode None
Target Hold Slope Sec Target Step size Step Delay
*C) (hh:mm:ss) (*Cis) (*C}) fid = {oycles) Acquisition Mode
40 00:00:30 20 o o o None
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yazilim raporu (TagMan)

Experiment
Creation Date
Operator
Start Time
Run State
Macro
Templates
Run Notes
Programs
Program Name
Cycles
Target
(°C)
95
Program Name
Cycles
Target
(°C)
95
60

Program Name
Cycles

Target
(°C)
40

07.10.2009 tagman

1t

07.10.2009 14:22:05
System Admin
07.10.2009 15:32:37

LightCycler Software

Last Modified Date 07.10.2009 16:51:01
Owner System Admin
End Time 07.10.2009 16:51:01

Completed Software Version LCS44.0.0.23
Macro Owner
tagman
Denaturation
1 Analysis Mode None
Hold Sec Target Step size Step Delay
(hh:mm:ss) (°C) (°C) (cycles)
00:10:00 0 0 0
Amplification
50 Analysis Mode Quantification
Hold Sec Target Step size Step Delay
(hh:mm:ss) (°C) (°C) (cycles)
00:00:10 0 0 0
00:00:40 0 0 0
Cooling
1 Analysis Mode None
Hold Sec Target Step size Step Delay
(hh:mm:ss) (°C) (°C) (cycles)
00:00:00 0 0 0

Tablo 3. 6. Ger¢gek zamanh PZR' da kullanilan LightCycler

Acquisition Mode

None

Acquisition Mode

None
Single

Acquisition Mode

None

64



3. 2. 8. Kontaminasyona karsi alinan 6nlemler

DNA ekstraksiyonu ve PZR’lari steril kosullarda ve
birbirinden farkl odalarda gergeklestiriimistir. Mikrosantrifij tapleri
otoklavda ve ultraviyoleye (UV) maruz birakilarak steril edilmigtir. Ayrica
tum reaksiyonlar guvenlik kabininde yapilmistir. Reaksiyonda kullanilan
primer ve problar her birinden ara stoklar hazirlanmistir ve reaksiyon
malzemelerini tasiyan mikrotipleri agmadan ©nce spin santriflj
yapilmigtir. Her reaksiyon icin negatif ve pozitif kontroller kullaniimistir.
Batun islemler eldiven kullanarak yapilmistir.

65



4. BULGULAR

4. 1. Sepsis Etkenlerinin Gosterilmesi

4.1.1. Sepsis etkenlerinin kiiltirde Uretilmesi

Tavsanlardan alinan kan Oornekleri pediatrik kan kaltar
siselerine eklenmistir. Kiltirler yedi giin takip edilmistir. Ureme sinyali
veren siselerden, rutinde kullanilan SDA ve kanli agar besiyerlerine
subkulturler yapilimistir. Ureyen bakteriler ve mantarlar laboratuvarda

kullanilan PZR yontemi ile tanimlanmistir.

4.1. 2. Sepsis etkenlerinin dogrulanmasi

Sepsisli tavsanlardan alinan bitin kan orneklerinde, kultGr
ile (konvansiyonel) ve molekuler yontemler ile sepsis tanisi dogrulanmistir.
Tavsanlardan alinan kan o6rneklerinde intravendz olarak verilen
mikroorganizma kolonileri Uretilmistir. Deneklerin kan ve dokularindan elde
edilen DNA’lar hem bakteriyel hem de fungal primerler ve problar
kullanarak ¢ogaltildiginda, enfekte olan gruplarda intravendz olarak verilen
etkenler ile uyumlu sonugclar elde edilmigtir. Kontrol grubunda ise, negatif

sonug elde edilmistir.
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Ayni zamanda gergcek zamanl PZR testin 6zgullik ve
duyarlihgini degerlendirmek ve c¢alismada kullanilan primer ve problarin
etkinligini belirlemek amaci ile pozitif kontrol olarak koloni stispansiyonlari
ve kontamine edilen kan oérnekleri hazirlanmistir. Koloni ve kontamine kan
orneklerinin gergek zamanl PZR test sonuglari Tablo 4.7 ve 4.8 de

gosterilmektedir.

4. 2. Molekuler Yontemlerle Sepsisin Tanimlanmasi

4. 2.1. Nanodrop ile DNA miktari élcimu

Ticari kit ile DNA izolasyonu yapilan orneklerdeki total DNA
miktari NanoDrop (Thermo Scientific, ABD) cihazi kullanilarak

Olctlmustar.
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miktarlari

Tablo 4. 1: Sepsisli kan orneklerinden elde edilen total DNA

Ornek No DNA olgumleri

1 15.2 ng/
2 14.3 ng/
3 18.4 ng/ pl
4 25.7 ng/ pl
5 20.3 ng/ pl
6 23.4 ng/ pl
7 32.7 ng/ pl
8 31.4 ng/ pl
9 35.9 ng/ pl
10 34.2 ng/ pl
11 45.9 ng/ pl
12 37.8 ng/ pl
13 25.0 ng/ pl
14 35.5 ng/ pl
15 30.2 ng/ pl
16 33.8 ng/ pl
17 38.1 ng/ pl
18 43.2 ng/ pl
19 46.5 ng/ ul
20 19.0 ng/ pl
21 31.3 ng/ pl
22 55.1 ng/ pl
23 117.8 ng/
24 38.1 ng/ pl
25 29.4 ng/ pl
26 44.5 ng/ pl
27 50.2 ng/ pl
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miktarlari

Tablo 4. 2: Sepsisli doku 6rneklerinden elde edilen total DNA

Ornek No Dalak Bobrek Karaciger
1 243.1 ng/ pl 85.6 ng/ pl 100.9 ng/ ul
2 310.0 ng/ ul 50.7 ng/ ul 90.9 ng/ pl
3 395.0 ng/ pl 36.7 ng/ pl 189.2 ng/ ul
4 808.8 ng/ pl 61.0 ng/ 109.0 ng/ ul
5 567.9 ng/ ul 58.9 ng/ ul 173.8 ng/ ul
6 312.2 ng/ pl 45.9 ng/ pl 90.8 ng/ pl
7 462.4 ng/ pl 40.7 ng/ pl 149.1 ng/ ul
8 749.4 ng/ ul 71.9 ng/ ul 128.2 ng/ ul
9 630.6 ng/ pl 39.9ng/ pul 224.2 ng/ pl
10 369.2 ng/ ul 90.2 ng/ ul 200.6 ng/ ul
11 567.8 ng/ pl 79.2 ng/ pl 180.5 ng/ ul
12 357.2 ng/ ul 79.5 ng/ ul 152.8 ng/ ul
13 652.9 ng/ pl 106.3 ng/ ul  196.0 ng/ ul
14 415.9 ng/ pl 102.8 ng/ ul  214.6 ng/

Measurement complete

Uszer |

11.05.2010 16:23
Default

260~

240

220

2.00

1.80

1.60

1.20

1.40
~

1.00

10 mm Absorbance

0.80

060

0.40
0.20

0.oo

-0.26

3.7.0 BH209 -0.55/128/32

T 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
220 230 240 250 2k0 270 280 2890 300 310 320 330 340

Wwy'awelength nm

1
350

Sample ID

Sample #

A 230 Zlem Abs|
A-2B0 10 mm path|
A-28010 mm path|

260280

2607230

ngful

Sample Type DMA-50 ﬁl

s
1.281
2,387
1.281
1.84
1.84

117,8

Grafik 4.1: NanoDrop analiz ekrani 6rnek DNA 0&lgim goruntusu (kan

ornegi)
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3.7.0BH203 -0.55128/32

Re-blank Frint Screen | Measurement complete 11.05.2010 16:18
tMeasure - Exit
Elank Print Beport Show Feport User Default
—
Owerlay cantrol | Clear graph each Sample E| Sample Type Dina-50 TI
i
3,50 N
/ \ Sample ID
3.00 / \
5 250
o
el \ Sample # 1
g 200 -
= \ Al 230 2am  Abs| 2010
£ 15[
E \ A:-260 10 mm path| 3,784
T 1.00
\ A-28010 mm path,  2.018
0.50
¥ 260280 1.88
0.00
260230 1.88
-0.42-, ' | | ' | | | | | | | |
220 230 240 250 260 270 280 280 300 310 320 330 340 350
Wawvelength nm ng.fuL 189,2

Grafik 4.2: NanoDrop analiz ekrani 6érnek DNA 6lcum goéruntisid (doku

ornegi)

4. 2. 2. Gercek zamanh PZR’ ile sepsis etkenlerinin analizi

Elde edilen DNA’lar LightCycler (Roche diagnostics, Tenay,
Turkey) cihazinda, bakterilerin 16S rDNA ve mantarlarin 5.8S rDNA gen

bdlgelerine spesifik primerler ve problar kullanilarak ayri ayri PZR iglemine

alinmigtir. Mutlak 6lcim (absolute quantification) yontemi ile analiz

edilmistir. Sonuglar tablolarda sunulmaktadir.
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4. 3. Kontrol Grubunun Sonuglari

Saglikli kontrol gruplarindan (S grubu) alinan kan érneklerinin kaltlrlerinde
ureme olmamistir. Ayrica doku ve kan o6rneklerine uygulanan gercek
zamanh PZR ile higbir 06rnekte bakteri ya da mantar DNA’ si

saptanmamistir.

4. 4. Kan Orneklerinin Gercek Zamanli PZR Test

Sonuglari

PZR ile tam kan o6rneklerinde mantar ve bakteri DNA’si
arastirlmistir. A ve C gruplarindaki (canl ve 6lu) toplam 21 kan 6rnegine
ayri ayri Aspergillus fumigatus ve Candida albicans igin 6zgul PZR
uygulanmigtir. Aspergillus PZR’ da 10 tane (%47.61) ve Candida PZR’ da
ise alti tane (%28.57) pozitif sonug elde edilmistir. B ve C gruplarindan
alinan (canh ve 0Olu) toplam 10 kan Ornegin bakteriler igin PZR ile
incelenmesinde, intraventz S. aureus verilen tim 6rneklerde gram pozitif
PZR (%100) pozitif, E. coli verilen érneklerinin alti tanesinde gram negatif
PZR (%60) pozitif bulunmustur.
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Tablo 4. 3: Sepsisli tavsan kanlarinin ger¢gek zamanlh PZR test

sonuglari
Ornek No Tavsan grubu Mantar
Candida Aspergillus _
1 Al/canlh 24. saat - + & 2
2 A2/canli 24. saat - + * *
3 A3/canl 24. saat = - & 3
4 A4d/canli 24. saat - + * *
5 Al/canl 48. saat = - & 3
6 A2/canli 48. saat - - * *
7 A3/canl 48. saat = - & 3
8 A4d/canli 48. saat - + * *
9 Al/canh 72. saat + = & &
10 A2/canli 72. saat + - * *
11 A3/canl 72. saat = + * B
12 A4/ 6lu 72. saat + * *
13 Al/kesildi 96. saat - + * *
14 A2/ 6101 96. saat - + * *
15 A3 /6l 96. saat - + * B
16 B1/6li 24. saat * * + +
17 B2/6lu 24. saat < * + +
18 B3/6li 24. saat * * + +
19 B4/6lu 24. saat e & = s
20 C1/6l0 48. saat + - - +
21 C2/6l0 48. saat + = = s
22 C3/6l0 48. saat + - - +
23 C4/canl 24. saat - + + s
24 C4/canl 48. saat + - + +
25 C4/6la 72. saat - - + +
26 S1/kesildi 96. saat - - - -
27 S1/kesildi 96. saat - - = =

*

Pozitif sonug¢

: Negatif sonug

*

: PZR Yapilmadi

A: A. fumigatus ve C. albicans siispansiyonu ile enjekte edilen tavsan grubu,

B: E. colive S. aureus siispansiyonu ile enjekte edilen tavsan grubu,

C: Mantar ve bakteri siispansiyonlarini esit oranlarda karigtirarak enjekte edilen tavsan grubu,
S: saghkh kontrol grubu,

Gram-: gram negatif bakteri,

Gram+: gram pozitif bakteri.
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4. 5. Doku Orneklerinin Gergek Zamanlhi PZR Test

Sonuglari

Deneklerden alinan doku (dalak, karaciger ve bdbrek)
orneklerinde PZR ile mantar ve bakteri DNA’ si arastinimistir. A ve C
gruplarindaki toplam sekiz dalak o6rnegine ayri ayri Aspergillus fumigatus
ve Candida albicans PZR yapilmigtir. Aspergillus PZR'da tim &rnekler
(%100) pozitif, Candida PZR'da ise ¢ oOrnekte (%37.5) pozitif

bulunmustur.

A ve C gruplarindaki toplam sekiz bobrek o6rneginde
Aspergillus PZR tim o6rneklerde (%100) pozitif saptanirken, Candida
PZR’da ise bir 6rnekte (%12.5) pozitif saptanmistir. Bu iki grubun sekiz
karaciger orneginde, Aspergillus PZR tim o&rneklerde (%100) pozitif
bulunurken, Candida PZR ¢ drnekte (%37.5) pozitif saptanmistir.

Deneklerden alinan doku &rneklerinde bakteri DNA’sini
saptamak igin yapilan PZR c¢alismalarina B ve C gruplari dahil edilmistir.
Bu iki gruptaki toplam sekiz dalak 6rneginde gram pozitif bakteri (S.
aureus) varhgini saptamak amaciyla yapilan gram pozitif PZR’ da bes
drnekte (%62.5) S. aureus DNA’sI pozitif gozlenirken, yapilan gram negatif
PZR’'da dort 6rnekte (%50) E. coli DNA'’ si pozitif saptanmigtir. Yine bu iki
gruptaki toplam sekiz bdbrek 6rneginin ikisinde (%25) S. aureus DNA’sI

pozitif iken, dért 6rnekte (%50) E. coli DNA’sI pozitif bulunmustur.
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Son olarak ise sekiz karaciger 6rnegi PZR ile galisiimis ve
dort ornekte (%50) S. aureus pozitifken, bes 6rnekte (%62.5) ise E. coli

pozitif gdzlenmigtir.

Tablo 4. 4: Dalak o6rneklerinin ger¢gek zamanlh PZR test

sonuglari

Ornek No Tavsan grubu Mantar Gram - Gram +

Candida Aspergillus

Al -
A2 -
A3 =
A4 -
B1
B2
B3

* | k| k| *

*

w4+ |+ |+ |+
*

++ |+
+ + |+

*| *| *| %
*| *

Olo|NO|ODWNEF

C1

+ |+

H
o
O
N
+ + |+

11 C3
12 C4 -

+ 4|+ |+

14 S2 - - - -

x

Pozitif sonug¢

—: Negatif sonug

*

: PZR Yapilmadi

A: A.fumigatus ve C. albicans siispansiyonu ile enjekte edilen tavsan grubu,

B: E. colive S. aureus siispansiyonu ile enjekte edilen tavsan grubu,

C: Mantar ve bakteri siispansiyonlarini esit oranlarda karigtirarak enjekte edilen tavsan grubu,
S: Saglikh kontrol grubu,

Gram-: gram negatif bakteri,

Gram+: gram pozitif bakteri.
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x

*
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G

G

Tablo 4. 5: Bobrek o6rneklerinin gergek zamanh PZR test

onuglan

Ornek No  Tavsan grubu Mantar Gram - Gram +

Candida Aspergillus

Al =
A2 -
A3 =
A4 -
B1 *
B2 *
B3 *
B4 * - +
C1 =
Cc2 +
C3 =
C4 -
S1 -

* 1 k| k| *
* 1 k| k| *

+ + |+
+

# x| | x4+ + |+

PR e
RIEBlo o ~Nlo s wN e

++ |+ +

=
w

[iny
N
(92}
N
1
1

Pozitif sonug¢
: Negatif sonug¢
: PZR Yapilmadi
: A. fumigatus ve C. albicans silispansiyonu ile enjekte edilen tavsan grubu,
1 E. colive S. aureus siispansiyonu ile enjekte edilen tavsan grubu,
: Mantar ve bakteri siispansiyonlarini esit oranlarda karigtirarak enjekte edilen tavsan grubu,
: Saghikh kontrol grubu,
ram-: gram negatif bakteri,

ram+: gram pozitif bakteri.
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Tablo 4. 6: Karaciger drneklerinin ger¢cek zamanh PZR test

sonuglari

Ornek No Tavsan grubu Mantar

Candida Aspergillus

1 Al - + * *
2 A2 - + * *
3 A3 - + * 7
4 A4 - + * *
5 Bl * * a -
6 B2 * * + -
7 B3 * * + -
8 B4 * * - +
9 C1l + 4 4 4
10 C2 + + + +
11 C3 + + - +
12 C4 - + - -
13 S1 - - - -
14 S2 - - - -

*

Pozitif sonug¢

: Negatif sonug¢

*

: PZR Yapilmadi

A: A. fumigatus ve C. albicans siispansiyonu ile enjekte edilen tavsan grubu,

B: E. colive S. aureus suispansiyonu ile enjekte edilen tavsan grubu,

C: Mantar ve bakteri siispansiyonlarini esit oranlarda karistirarak enjekte edilen tavsan grubu,
S: Saghikh kontrol grubu,

Gram-: gram negatif bakteri,

Gram+: gram pozitif bakteri.
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Tablo 4. 7: Koloni orneklerinin gercek zamanh PZR

sonuglari

Ornekler Mantar Gram- Gram+

Candida Aspergillus

E. coli © & + o

S. aureus * * - +
C. albicans + o * *
A. fumigatus - + * *

+: Pozitif sonug,

—: Negatif sonug,

*: PZR Yapilmadi,

Gram-: gram negatif bakteri,

Gram+: gram pozitif bakteri.

test

Tablo 4. 8: Kontamine edilen Kan drneklerinin gergek zamanli

PZR sonuglan

Ornekler Mantar Gram - Gram +

Candida Aspergillus

E. coli < & + -

S. aureus * * - +
C. albicans + - g &
A. fumigatus - + * *

+: Pozitif sonug,

—: Negatif sonug,

*: PZR Yapilmadi,

Gram-: gram negatif bakteri,

Gram+: gram pozitif bakteri.
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4. 6. Gercek Zamanlh PZR Amplifikasyon Egrileri

Amplification Curves POZI.tI.f
021 Kontrolle
- —
079
05 ...
g L. | Pozitif
O Ornekler
§ 04
g 0,3
3
“ 02 )
o1l Negatif
'C = | ¢mmm  Ornekler
J
2 4 6 © 10 12 14 16 18 20 =22 24 26 28 30 32 34 35 38 40 42 44 45 48 S50

Cycles

Grafik 4. 3: A ve C grubu tavsanlarin A. fumigatus amplifikasyon egrileri
(kan oérnekleri)

Amplification Curves POZI.tI.f
5 - Kontrol
15]
]
g 35]
R Pozitif
E 25 }_ Ornekler
s
i 1,5
i
0.5 Negatif
o} $===_  Ornekler
2 4 6 & 10 12 14 16 18 20 22 24 25 28 30 32 34 365 35 40 42 44 45 45 50
Cycles

Grafik 4. 4: A ve C grubu tavsanlarin C. albicans amplifikasyon egrileri (kan
ornekleri)
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Pozitif Kontrol
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Grafik 4. 5: B grubu tavsanlarin S. aureus amplifikasyon egrileri (kan

ornekleri)

pozitif kontrol
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Grafik 4. 6: C grubu tavsanlarin S. aureus amplifikasyon egrileri (kan

ornekleri)
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Pozitif kontrol
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Grafik 4. 7: B ve C grubu tavsanlarin E. coli amplifikasyon egrileri (kan

ornekleri)
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Fluorescence (530}

Grafik 4. 8: A ve C grubu tavsanlarin (C. albicans ve A. fumigatus)

amplifikasyon egrileri (doku 6rnekleri)
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Pozitif Kontrol
S. aureus

Amplification Curves
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Grafik 4. 9: B ve C grubu tavsanlarin (E. coli ve S. aureus) amplifikasyon

egrileri (doku drnekleri)

A. fumigatus
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Grafik 4. 10: Cok hedefli (E. coli ve A. fumigatus) PZR amplifikasyon

egrileri (kan 6rnegi)
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C. albicans
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Grafik 4. 11: Cok hedefli ( E. coli ve C. albicans) PZR amplifikasyon egrileri

(kan ornegi)

C2 doku érnegi

Melting Peaks I

| |
Bglile e — E. coli

0116

=
=
=]
&2

0,076

0,036

-(d/dT} Fluorescence (530)
=
()
G2

0,016

[ N_ggatlf
| Ornek

5 & 70 72 74 78 T8 80 82 84 85 88 o0 92 o4
Temperature (°C}

Grafik 4. 12: Cok hedefli ( E. coli ve C2 doku 6rnegi) PZR amplifikasyon
egrileri.
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A.fumigatu
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Grafik 4. 13: Cok hedefli ( E. coli ve A. fumigatus) PZR amplifikasyon

egrileri.
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5. TARTISMA

Sepsis, tanisinda  zorluklarla karsilasilabilen,
mortalitesi yuksek bir sirectir. Sepsise neden olan etiyolojik etkenlerin
tanimlanmalari igin dogru tanisal testler Onemlidir. Konvansiyonel
mikrobiyolojik kulturler zaman alicidir ve bazen sepsis olgularinda negatif
sonuglar verebilmektedir. Dolayisi ile molekiller temelli teknolojiler rutin
klinik laboratuvarlarda kullanim acisindan umut verici testler olarak

degerlendiriimektedir.®

Molekuler yodntemler, kan 6rneklerinde bulunabilen az
miktardaki bakteriyel ve fungal DNA'yl saptayabilmektedir. Sepsis
etkenlerini saptamak icin yuksek duyarllik ve o6zgunlik o6zellikleri
gereklidir. Teknik sinirlamalara ragmen, bu genotipik testler geleneksel
mikrobiyolojik tanilar ile birlikte kullanildiginda yararli olabilmektedir.®*

Gelismekte olan bu tur teknikler igin klinik degerin ve maliyet
etkinliginin degerlendiriimesi gerekir. Yine de, molekiler yontemlerin, kan
dolasim enfeksiyonlarinin tanisinda kullanilan konvansiyonel

mikrobiyolojik tekniklerin yerini almasi beklenmektedir.®

Bu calismada, deneysel hayvan modellerinde olusturulan
sepsise PZR ile tani konulmasi amaclanmigtir. Bakteriyel ve fungal sepsis
varliginda veya birden fazla etkenin bulundugu polimikrobiyal olgularda
PZR testinin degeri arastiriimigtir.
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Gergek zamanli PZR uygulanan sepsisli doku orneklerinde
etkenler tanimlanabilmis, kan orneklerinde ise bazi kisitlamalar ile

karsilasiimigtir.

Benzer calismalar incelendiginde sonuglarin kullanilan
yonteme gore degisiklik gosterdigi ancak genel olarak PZR testinin sepsis

tanisinda yararli oldugu goérulmastar.

Yaptigimiz galismada; sepsisli tavsanlardan (6l ve canh)
elde edilen toplam 25 kan 6rneginde;

A ve C gruplarindaki toplam 21 kan orneginde; Aspergillus
PZR’ da 10 tane (%47.61) ve Candida PZR’ da ise alti tane (%28.57)

pozitif sonug elde edilmistir.

B ve C gruplarindan alinan toplam 10 kan Orneginde; S.
aureus Vverilen tim orneklerde gram pozitif PZR (%100) pozitif, E. coli
verilen orneklerinin alti tanesinde gram negatif PZR (%60) pozitif

bulunmustur.

Kan orneklerinin PZR ile negatif gikmasi DNA kaybina
baglanmistir.

Toplam 36 sepsisli doku 6rneginde; A ve C gruplarindaki
toplam sekiz dalak 0Orneginde Aspergillus PZR'da tum o6rnekler (%100)
pozitif, Candida PZR’da ise U¢ 6rnek (%37.5) pozitif bulunmustur.
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A ve C gruplarindaki toplam sekiz bobrek orneginin timunde
Aspergillus PZR (%100) pozitif saptanirken, Candida PZR ise bir 6rnekte
(%12.5) pozitif saptanmistir.

Ayni gruplarin sekiz karaciger 6rneginde, Aspergillus PZR
tum Orneklerde (%100) pozitif bulunurken, Candida PZR U¢ Ornekte
(%37.5) pozitif saptanmistir.

Aspergillus ve Candida PZR’ sinde pozitiflik oran %64.58

bulunmustur.

A ve C Doku orneklerinin %35.42 Aspergillus ve Candida
PZR ile negatif cikmasi DNA kaybina baglanmigtir.

Ayni doku 6rneklerine ayrica gram negatif ve gram pozitif

PZR uygulanmistir.

B ve C gruplardaki toplam sekiz dalak o6rneginde bes
drnekte (%62.5) S. aureus DNA’si pozitif gozlenirken, dort ornekte (%50)
E. coli DNA'’ sI pozitif saptanmistir.

Yine bu iki gruptaki toplam sekiz bobrek 6rneginin ikisinde
(%25) S. aureus DNA’si pozitif iken, dort drnekte (%50) E. coli DNA'sI

pozitif bulunmustur.
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Son olarak ise 8 karaciger 6rnegi PZR ile ¢alisiimig ve dort
ornekte (%50) S. aureus pozitifken, bes 6rnekte (%62.5) ise E. coli pozitif

gOzlenmistir.

B ve C Doku o6rneklerinin %50.01 gram pozitif ve gram

negatif PZR ile negatif cikmasi DNA kaybina baglanmistir.

Saglikli  kontrol gruplarinin doku ve kan Orneklerine
uygulanan gercek zamanl PZR sonucunda hicbir drnekte bakteri veya

mantar DNA’ s1 saptanmamistir

Davis ve arkadaslari kan kultirindeki bakteri izolatlarinin bir
DNA probu kullanarak direkt tanimlanmasi adl c¢alismalarinda;
AccuProbe’'u (Gen-Probe, San Diego, Calif) kullanarak pozitif kan kalttr
siselerinden  Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae,
Escherichia coli, Haemophilus influenzae, Enterococcus tirleri ve
Streptococcus agalactiae gibi  mikroorganizmalarin  hizli,  direkt
tanimlanmalarini  amagcglamiglardir. Hedef organizmalarin rRNA’larini
saptamak i¢in kemoliminesans DNA probu kullanmiglardir. Klinik santrifij
teknigi ile bakteri peletleri hazirlanmistir. Peletlerde AccuProbe ile toplam
196 klinik ornegi tanimlamiglar, ancak hibridizasyonu gostermek igin
negatif kontrol olarak kullanilan 166 Ornekte basarisiz olmuslardi.
Mikrosantriflj teknigi ile 105 hasta 6rneginden elde edilen peletlerin

hepsini tanimlayabilmislerdir.®

Einsele ve arkadaslari molekuler problar kullanarak kandaki
fungal patojenlerin saptanmasi ve tanimlanmasi adh c¢alismalarinda;

Candida ve Aspergillus tirlerinin saptanmasi ve tanimlanmasi igin bir PZR

87



yontemi gelistirmislerdi. Primer cifti ve turlere 6zgul problar kullanarak
cesitli fungal patojenlerin 18S rRNA gen dizilerini karsilagtirarak, turler
tanimlamiglardir. Bu yontemin duyarliigini ve ézgulligunu 134 fungal ve
85 fungal olmayan izolat ile test etmislerdir. Ayrica amplifikasyonun butun
kuf ve mayalar igin %100 duyarh oldugunu goézlemlemislerdir. Calismanin
sonucunda, tanimladiklari bu PZR yoéntemi ile fungal patojenlerin, hem in
vivo hem de in vitro olarak yuksek duyarlilikta ve 6zgullikte saptandigini

ve tanimlandigini 6ne siirmiislerdir.®°

Mancini ve arkadaglari, hematolojik maligniteli notropenik
hastalarda, sepsisin molekiler tanisi adli ¢alismalarinda; yeni bir ticari
gercek zamanh PZR yontemi (LightCycler SeptiFast; Roche Molecular
Systems) ve kan kaltri kullanarak hematolojik onkolojik hastalardan
aldiklari kan orneklerini test etmislerdir. Calismanin kapsaminda toplam
103 6rnekten 21 6rnek (%20.4) kan kaltiriinde ve 34 6rnek (%33) PZR’da
pozitif bulunmustur. Orneklerin, kan kiltiiriinde negatif fakat molekiler
yontemler ile pozitif gozlenmelerinden dolay! bu iki yaklagim arasinda,
uyum analizi yaptiklarinda dusik baglanti  (%83) oldugunu

gostermislerdir.?’

2009 yihinda Wellinghausen ve arkadaslari, universal 16S
rRNA geni kullanarak tam kan orneklerinde bakteriyeminin tanisi igin PZR
ve dizi analizi yapmislardir. SIYS, sepsis ya da nétropenik atesli 187
hastadan 342 kan 6rneginde bakteriyeminin hizli tanisi igin bir ticari PZR
(SeptiTest; Molzym) testini degerlendirmiglerdir. Bu test, 16S rRNA PZR
pozitif drneklerden, dizi analizi ile bakterilerin tanimlamasini icermektedir.
Kan kultara ile karsilastirildiginda PZR’in tanisal duyarlihigini %87.0 ve
Oozgullugund %85.8 bulmuslardir. Calismanin sonunda SeptiTest ile

bakterilerin hizli saptanmasinin miimkiin oldugunu géstermislerdir.®
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Cin’de Wu ve arkadaslari, yenidoganlarda bakteriyel sepsisin
tanisi  igin gram pozitif veya negatif prob ile gergcek zamanlh PZR
(GSPBRT) uygulamiglardir. Toplam 53 klinik kokenden 25’ini gram pozitif
ve 28’ini gram negatif olarak belirlemigler ve bu turlerin gram prob ile
ayrilabilecegini kanitlamiglardir. Gram-spesifik prob temelli gercek
zamanli PZR (GSPBRT) yontemini sepsis suphesi olan yenidoganlardan
alinan 600 kan 6rneginde degerlendirmigler ve kan kultir sonuglar ile
kargilagtirmiglardir. Kan kadltirinun pozitifik orani %5.67 (34/600)
bulunurken, GSPBRT-PZR yontemin pozitiflik orani %8.33 (50/600)

bulmuslardir.®

GSPBRT-PZR yonteminin bakteriyel enfeksiyonlarin hizl ve
kesin tanisinda faydali bir yontem oldugu ve yenidoganlarin tedavisinde
gereksiz antibiyotik kullanimini engelleyebilecedi diisiiniimistir.®

Yaptigimiz ¢alismada bu makalenin bakteri primer ve prob

dizileri kullanilmigtir.

2009 yiiinda Fransa’da Zhao ve arkadaslari, fungal ve
bakteriyel kaynakli kan dolagsimi enfeksiyonlarinin saptanmasinda
molekiler isaret platformu adli calismalarinda; tibbi agidan dnemli olan
kan dolasimi enfeksiyonu etkenlerinin hizli tanisi icin RNA-bagimli nukleik
asit sekans bazli amplifikasyon ve molekuller isaretleme (NASBA-MB)
kombinasyonundan olusan bir miuiltipleks formati gelistirmiglerdir. Pan-
gram negatif, pan-gram pozitif, pan-fungal, pan-Candida ve pan-
Aspergillus hedefleri ¢ogaltan primer ve problar kullanmiglardir. Bu
platformun dogrulugunu degerlendirmek igin kan kualtur sisesi kullanan
ucuncu basamak hastanelerden 570 klinik drnek toplanmistir.
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Pan-gram pozitif ve pan-gram negatif problar icin tahmine
dayal pozitif ve tahmine dayali negatif degerleri 100, 90.7, ve 99.4, 99.4
bulmuslardir. Multipleks panellerindeki tium problar igin gugla sinyaller

gozlemislerdir.%

Bingold ve arkadaslari agir sepsiste kan dolasimi enfeksiyon
etkenlerinin gergcek zamanl PZR ile saptanmasini arastirdiklari calismada;
108 hastadan alinan 453 kan 6rnegini SeptiFast® Lys kiti, SeptiFast® Prep
kiti ve LightCycler® SeptiFast kiti ile incelemislerdir. PZR sonuglarini kan
kaltar sonuglar ile karsilastirmiglardir. Sonuglara bakildiginda PZR’in
pozitiflik oraninin kan kudltirinden iki kat daha ylksek oldugunu
belirlemislerdir (114’e kargl 58 pozitif 6rnek). Ayrica 18 ornekte PZR ve
kan kultir sonuglarinin farkli oldugunu gozlemislerdir. PZR yontemi ile
klasik kan kalturinU karsilastirdiklarinda, duyarlik ve 6zgulligu sirasiyla
%69 ve %81 bulmuslardir.**

Gebert ve arkadaslart MolYsis kullanarak kan kultar
siselerindeki patojenlerin gercek zamanlh PZR ile saptanmasi igin bir
calisma yapmislardir. Bu ydntemin sepsisli hastalarin prognozunu
artirabildigini ve uygun antimikrobiyal tedavi i¢in olanak sagladigini éne
surmuslerdir. Bu calismada tlre ve cinse 6zgul gercek zamanli PZR
kullanmiglardir. Bu galismada pozitif kan kultart olan 18 6rnegin disinda,
11 ornekte hastalida neden olan organizmayi saptamayi basarmiglardir.
Ayrica kultart negatif olan 83 6rnegin disinda, alti 6rnegin PZR sonucunu
pozitif gdstermislerdir. Calismanin sonunda MolYsis ile DNA’nin
hazirlanmasi ve PZR analizi ile kan kulturundeki patojenlerin hizh

saptanmasinin miimkiin oldugunu belirlemislerdir.??
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Chan ve arkadaslari erken dogan bebeklerde kantitatif PZR
ile gram negatif ve gram pozitif bakteriyel kan dolasimi enfeksiyonlarini
hizli bir sekilde tanimlamiglardir. Toplam 218 enfeksiyon sipheli epizodu
arastirmiglardir. Bunlardan, 42 epizodun kultarana pozitif ve 176 epizodun
kaltarinu negatif bulmuglardir. 22 epizottan 19 tanesini gram negatif
enfeksiyon olarak, 19 epizottan 14 tanesini gram pozitif enfeksiyon olarak
tanimlamiglardir. Geri kalan bir epizodun ise Candida albicans sepsisi
oldugunu belirlemiglerdir. Calismanin sonucunda kan dolasimi ve karin igi
enfeksiyonlardaki gram negatif ve gram pozitif mikroorganizmalarin hizli
tanimlanmasi ve ayirt edilmesi i¢in kullanilan grama 6zgll kantitatif PZR
testinin guvenli ve 6zgul oldugu belirlenmigtir. Ayrica bu test hastalia
neden olan organizmanin virulansini tahmin edilebilmekte, ve boylece

hastalarda tedavinin seklinin belirlenmesine yardimci olmaktadir.*®

2005 yilinda Shang ve arkadaslan yaptiklari ¢alismada, 16S
rRNA genini amplifiye etmis ve mikroarray ile bakterilerin hizli tanisini
yapmiglardir. Sepsis suphesi olan 172 olgu i¢cin PZR—Mikroarray analizi ve
kan kultirana karsilagtirmiglardir. Primer ve problar, bakteriyel 16S rRNA
gen dizisi esas alinarak mikroarray slaytlarinda dizilmistir. PZR ile 172
klinik olgunun 17’sini pozitif bulmuslardir. PZR’'nun pozitiflik orani %9.88
bulunurken, kan kudlturinun pozitiflik orani %4.65 bulunmustur. Kan
kultarinu kontrol olarak kullandiklarinda PZR'in duyarlihgr %100 ve
0zgullugu %97.85 bulunmustur. Bu ¢alismada kullanilan yéntem ile klinik
orneklerde bakteriyel 16S rRNA’larin saptanabilecedini yenidogan sepsis
tanisinda kullanilabildigini, bu yontemin kan kuiltirinden daha yulksek

duyarlilikta ve dzgiillilkte calistigini 6ne siirmislerdir.®*
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Fransa’da 2009 yilinda Khlif ve arkadaslar kandidemi
tanisinda nested ve gergcek zamanh PZR ydntemlerini degerlendirdikleri
calismada; kan dolasimi enfeksiyonlarindaki Candida tarlerinin tanisi igin
gercek zamanh PZR ve nested PZR ile kan kultarand kargilagtirmiglardir.
Sistemik mantar enfeksiyonu riski tasiyan 110 hastadan toplam 200 klinik
ornek elde etmiglerdir. Gergek zamanli PZR iki sekilde yapilmistir;
birincisine Candida cinslerine 6zgul gergcek zamanlh PZR (can-G) adini
vermigler, digerine ise Candida tlrlerine 6zgul gergek zamanli PZR (can-

S) adini vermislerdir. Yéntemde TagMan problari kullanmislardir.®

Yanhs pozitif sonuglara neden olabilecek kontaminasyon
riski engellendiginde ve PZR asamalarindaki zaman kaybini dnleyen
gercek zamanl PZR yapildiginda, kan dolasimdaki Candida tdrlerinin

tanisi igin nested PZR yénteminin uygun oldugu gézlenmistir.®

Avustralya’da Lau ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada, doku
orneklerinde fungal DNA’'nin saptanmasi ve tanimlanmasi igin panfungal
PZR yontemi uygulanmig, fungal DNA’y1 saptamak igin , rDNA dizisinin
ITS1 (internal transcribed spacer 1) bdlgesini hedefleyen bir panfungal
PZR testi gelistiriimistir. invaziv fungal enfeksiyonlara neden olan patojeni
tanimlamak icin PZR sonuglari dizilenmis ve gen bankasindaki diziler ile
karsilastiriimistir. Bu c¢alismada Candida, Cryptococcus, Trichosporon,
Aspergillus,  Fusarium, Scedosporium, Exophiala, Exserohilum,
Apophysomyces, Actinomucor ve Rhizopus turleri tanimlanmistir.
Calismanin sonucunda doku oérneklerindeki mantarlarin kesin tanisi igin
klasik laboratuvar testleri ile birlikte panfungal PZR ydnteminin

kullaniimasi &nerilmistir.%
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Sepsise neden olan patojenlerin hizli saptanmalari igin
gercek zamanli PZR ybénteminin yani sira ¢ok hedefli (multipleks) PZR
yontemi de kullaniimaktadir. Cok hedefli PZR yontemi, kultirlerde tespit
edilemeyen patojenlerin kandan nikleik asit amplifikasyonu ile DNA’larini
saptayabilmektedir. Bu yontem, hastaliga neden olan patojenleri hizl
saptayabildigi igin, sepsisin erken tanisini, hizh ve dogru antimikrobiyal
tedaviye baslanmasini saglar ve bdylece sepsisten kaynaklanan

mortaliteyi azaltabilir.

Cok hedefli PZR yontemi ile yapilan galigmalarin ¢gogunda
SeptiFast testi (LightCycler SeptiFast assay; Roche; Germany)
kullaniimaktadir. Bu test gram pozitif, gram negatif ve mantar olmak tzere

25 patojenin DNA’larini saptayabilmektedir.

Tablo 5.1: Cok hedefli PZR ydntemi olan, ticari SeptiFast

kiti ile tanimlanan mikroorganizmalarin listesi.’’

Gram pozitif bakteriler Gram negatif bakteriler

Koagulaz negatif stafilokoklar * Acinetobacter baumannii Aspergillus fumigatus
Enterococcus faecium Enterobacter aerogenes/ Candida albicans
Enterococcus faecalis cloacae * Candida glabrata

Staphylococcus aureus Escherichia coli Candida krusei
Streptococcus pneumoniae Klebsiella pneumoniae/ oxytoca3 Candida parapsilosis
Streptococcus sp.2 Proteus mirabilis Candida tropicalis

Pseudomonas aeruginosa
Serratia marcescens
Stenotrophomonas maltophilia

1. Staphylococcus hemolyticus, epidermidis= Koagiilaz negatif stafilokoklar
2. Streptococcus agalaciae, pyogenes, viridans= Streptococcus sp,
3. Buiki alttiir arasinda higbir fark yoktur.
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SeptiFast testi hastaliga sebep olan mikroorganizmanin alt
saat igersinde hizli tanimlanmasini saglayabilirken, kan kalttrlerinin gram
boyama sonuglar iki gun, tdrlerin tanimlanmasi ¢ glnde

tanimlanabilmektedir.%®

Daha ¢ok Avrupa ulkelerinde kullanilan bu test pahali bir
testtir. Test bagi maliyeti 200-250 Avro olarak hesaplamaktadir. Ayrica
kullanmasi igin Ustiin teknik yetenek gerekmektedir. Orneklerin islenmesi
asamasinda kolaylikla kontamine oldugu ve bu nedenle ayri bir mekan
gerektigi bildirilmistir. Ote yandan mikroorganizmalarinin antimikrobiyallere
duyarhliklari ile ilgili bilgi saglayamamaktadir. Tedavi dncesi kan kultlra
negatif olan ve ampirik antimikrobiyal tedavi baslanmis hastalarda,
sepsisin hizli etiyolojik tanisi i¢cin SeptiFast testi klinik uygunlugundan

dolayi konvansiyonel killtiir ydntemlerine ilave edilmistir.?®

Bu ticari sistem pahali oldugu icin avantajlarina ragmen
yaygin kullanilmamaktadir. Bu ticari sisteme benzeyen laboratuvar ici (in-

house) protokoller bildirilmistir.

2010 yilinda Wallet ve arkadaslar bu ticari multipleks sistemi
(LightCycler SeptiFast (LC-SF) test; Roche Diagnostic) kullandiklari
calismalarinda; cins duzeyinde dort, tur dlzeyinde 16 patojeni
hedeflemiglerdir. Supheli sepsis nedeni ile alti aydan fazla yogun bakim
Unitesinde kalan 72 hastadan 100 kan kulttrti ve LC-SF sonuglarini elde
etmislerdir. LC-SF testi olgularin %15’inde bakteriyemi ve fungemi
DNA’larn saptanirken, kan kulturlerinin pozitiflik orani %10 bulunmustur.
LC-SF sonuglarina goére; sekiz hastanin baslangi¢ tedavileri yetersiz

oldugundan antibiyotik tedavileri degistiriimistir. Calismanin sonucunda
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LightCycler SeptiFast (LC-SF) testinin, sepsis supheli hastalarin
tedavilerinin dizenlenmesinde degerli bir tamamlayici ara¢ olabilecegi

belirlemislerdir.*®

Louie ve arkadaglarn bakteriyemi ve fungemi tanisinda
birgok organizmanin eszamanli saptanmasini saglayan mdultipleks PZR
yontemini test etmislerdir. Acil servise gelen hastalar, yogun bakim
Uniteleri ve kan dolasimi enfeksiyonu riski olan genel tip servisleri ve
sistemik inflamatuvar yanit sendromu (SiYS) belirtileri gdsteren
hastalardan 200 erigkin (>18 yas) secilmistir. PZR testleri ve kan kultirt
icin tam kan Ornekleri toplamiglardi. PZR sonuglari, kan ve diger kultar
sonuglari ile karsilastirlmistir. Gram negatif ve gram pozitif bakteriler icgin
16S ve 23S rDNA ve mantarlar igcin 18S ve 5.8S rDNA bdlgeleri amplifiye
edilmigtir. Ayrica hedefe 0zgu ve floresan ile isaretlenmis problar
kullanilarak SeptiFast ile miultipleks PZR calismislardir. PZR sonugclarini
37 kan kudltart sonucu ile karsilastirdiklari zaman, PZR'In 45 olguda
onemli bakterileri ve mantarlari saptadigini gozlemlemislerdir. Kan, idrar
ve kateter kulturleri ile PZR sonuglarinin %68 den fazlasinin dogru
oldugunu kanitlamiglardir. Calismanin sonucunda  kan Kkualtarl ile
saptanamayan bakteri ve mantarlarin multipleks PZR yéntemi ile anlaml

bir sekilde saptandigi belirtilmistir.**

Almanya’da 2009 yilinda Dierkes ve arkadaslari yaptiklari bir
calismada, sepsis suUpheli hastalarda patojenlerin hizli saptanmasi igin
ticari multipleks PZR sisteminin klinik 6nemini analiz etmiglerdir. Sepsis
siipheli hastalardan alinan kan 6rnekleri Bactec 9240™ (Becton
Dickinson, Heidelberg, Germany) sistemi ile kulture edilmis ve ayni
ornekler LightCycler SeptiFast testi ile analiz edilmistir. 77 hastadan alinan

101 kan drneginin 63’ Uinde (%62) negatif, 14’ Unde (%13) pozitif sonuglar
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elde edilmis ve dokuzunda (%9) sadece kan kultiri pozitif sonug¢
vermigtir. 14 6rnegin (%13) patojenleri sadece SeptiFast ile saptanmis ve
bes hastada (hastalarin %77) antibiyotik tedavisinin duzeltiimesi ile
sonuglanmigtir. Calismanin sonucunda konvansiyonel kan kulturlerine ek
olarak mdultipleks PZR’iIn da sepsis supheli hastalar icin Kklinigin

yonlendiriimesinde énemli oldugu gériilmistiir.***

Westh ve arkadaslari multipleks gergek zamanl PZR ve kan
kultard yontemlerini kullanarak supheli sepsis hastalarinda kan dolagimi
patojenlerinin tanimlanmasi amaciyla bir galisma yapmislardir. Multipleks
PZR (SeptiFast alpha version) testi kullanarak 20 bakteri ve mantar turinu
tanimlamaya calismiglardir. Kan kultira ve SeptiFast testi icin toplam 359
hastadan 558 6rnek elde etmislerdir. Kan kultirun pozitiflik orani %17 ve
SeptiFast testin pozitiflik orani %26 bulunmustur. Kan kualturlerden 96
mikroorganizma izole edilmis, ve 186 mikroorganizma SeptiFast ile
tanimlanmis ve 231 mikroorganizma iki testin kombinasyonu ile
tanimlanmistir. Kan kdltar ile tanimlanan 96 izolatin, 22’sinin kontamine
oldugu kabul edilmigtir. Geri kalan 74 izolatin, 50’si (%68) hem kan kultura
hem de SeptiFast ile saptanmistir. Kan kultlra pozitif fakat SeptiFast testi
negatif olan 24 izolatin altisinin SeptiFast ile saptanan mikroorganizmalar
listesinde olmadiklari, 18 izolatin ise listede olduklari gorulmugtur.
Calismanin sonucunda SeptiFast ile 186 mikroorganizma tanimlanmis

ancak bunlardan 12’si kontamine olarak kabul edilmistir.*%2

Batlin bu calismalardan anlasilacagi Uzere, sepsis tanisinda
kultar yontemleri yetersiz kalabilmekte, bu nedenle tek hedefli veya cok
hedefli PZR sistemleri tanida umut vaad etmektedir. Molekuler temelli

yontemlerin sepsis tanisi i¢in kullanilmaya baslanmasi ile, supheli ama
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tani konamayan olgularda ampirik antimikrobiyal tedavi yapiimasina gerek

kalmayacak, 6nemli maddi kaynak kazaniimis olacaktir.

Batun bu calismalardan anlagilacagi Uzere, sepsis tanisinda
kultar yontemleri yetersiz kalabilmekte, bu nedenle tek hedefli veya ¢ok

hedefli PZR sistemleri sepsis tanisinda umut vaad etmektedir.

Calismamizda orneklerin buyuk kisminda pozitiflik saglayan

bir molekuiler yontem gelistirilmigtir.

DNA kayiplart DNA eldesinde kullanilan basmaklarin

geligtiriimesi ile duzeltilecektir.

Molekuler yontemler 0Ozellikle polimikrobiyal olgularda
etkenleri tek tek tanimlamada teknolojik destek saglamaktadir. Bu nedenle
sepsis tanisinda nukleik asit saptanmasina dayali ydntemlerin
gelistiriimesi ve kullanimlarinin yayginlastiriimasi, gelecekte yeni tani

sistemlerinin ticari olarak uretilmesine temel olusturacaktir.

97



12.SONUC

Son yillarda sepsis etkenlerini saptamak ve tanisini koymak
amaciyla molekiler yontemler kullaniimaya baglanmistir. Bu ¢alismada ;
sepsis olusturulan deneysel hayvan modellerinde tek veya c¢oklu etken
varliginda gergek zamanli PZR yonteminin etkinligi aragtiriimigtir.

Calismaya on dort tavsan alinmis ve doért gruba ayriimigtir.
Gruplar A, B, C ve saglikli kontrol grubu (S) olarak adlandiriimigtir. A, B ve
C gruplarinin her birinde dort , kontrol grubunda ise iki adet tavsan

bulunmaktadir.

Her gruba (kontrol grubu hari¢) farkli mikroorganizma
suspansiyonu kulak veninden intraventz yolla enjekte edilerek sepsis
olusturulmustur. A grubundaki tavsanlara mantar suspansiyonu; B
grubundaki tavsanlara bakteri suspansiyonu, C grubuna ise mantar ve
bakteri suspansiyonlari esit oranlarda karistirarak enjekte edilmigtir.

Suspansiyonlar verildikten sonra denekler takibe alinmigtir.

Bu calismada, etkenleri saptamak icin esas olarak TagMan
probu kullanilan gergcek zamanli PZR kullaniimigtir. Ayrica mantar ve
bakteri DNA’larini tek ¢alismada gdstermek amaciyla iki ayri primer gifti
ve SYBR green probunu kullanarak c¢ok hedefli (mdaltipleks) PZR
geligtirilmigtir. ~ Ayni  zamanda testin  Ozgullik ve  duyarhligini
degerlendirmek ve c¢aligmada kullanilan primer ve problarin etkinligini
belirlemek amaci ile pozitif kontrol olarak koloni slUspansiyonlari ve

kontamine edilen hasta kan ornekleri kullaniimistir. Sepsisli tavsanlardan
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alinan bitin kan ve doku Orneklerinde, kultir ile sepsis tanisi

dogrulanmigtir.

TUm gruplardan toplam 27 kan ve 42 doku (dalak, bébrek ve
karaciger) ornegi alinmigtir. Bu orneklerden, farkli ekstraksiyon yontemleri
kullanarak DNA elde edilmistir. Elde edilen DNA’larin miktari dlgulmustar.
(NanoDrop; Thermo Scientific. ABD)

Deneklerin kan ve dokularindan elde edilen DNA’lar hem
bakteriyel hem de fungal primerler ve problar kullanarak gogaltildiginda,
enfekte gruplara intravendz olarak verilen etkenler ile uyumlu sonugclar

elde edilmistir.

A ve C gruplarindaki (canh ve 6lu) toplam 21 kan 6érneginde;
Aspergillus PZR’ da 10 tane (%47.61) ve Candida PZR’ da ise alti tane
(%28.57) ) pozitif olmak tzere %76.1 pozitif sonug elde edilmistir.

B ve C gruplarindan alinan (canl ve 6lu) toplam 10 kan
orneginde; intravenodz S. aureus verilen tim drneklerde gram pozitif PZR
(%100) pozitif, E. coli verilen 6rneklerinin alti tanesinde gram negatif PZR

(%60) pozitif olmak tizere %80 pozitif sonug saptanmistir.

Kan orneklerinin PZR ile negatif ¢ikmasi DNA kaybina
baglanmistir.
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Doku o©rneklerinde ise, Aspergillus ve Candida PZR

uygulanmis ve pozitiflik orani %64.58 bulunmustur.

A ve C gruplarindaki toplam sekiz dalak  o6rneginde
Aspergillus PZR’da tim 6rnekler (%100) pozitif, Candida PZR’'da ise U¢
ornek (%37.5) pozitif bulunmustur.

A ve C gruplarindaki toplam sekiz bobrek orneginin timunde
Aspergillus PZR (%100) pozitif saptanirken, Candida PZR ise bir 6rnekte
(%12.5) pozitif saptanmistir.

Ayni gruplarin sekiz karaciger orneginde, Aspergillus PZR
tum orneklerde (%100) pozitif bulunurken, Candida PZR (¢ ornekte
(%37.5) pozitif saptanmistir.

A ve C Doku oOrneklerinin %35.42 Aspergillus ve Candida
PZR ile negatif cikmasi DNA kaybina baglanmistir.

Ayni doku orneklerine ayrica gram negatif ve gram pozitif

PZR uygulanmig ve pozitiflik orani %49.99 bulunmustur.

Bu uygulamaya B ve C gruplari dahil edilmigtir. Bu iki
gruptaki toplam sekiz dalak drneginde bes ornekte (%62.5) S. aureus
DNA's1 pozitif gozlenirken, dort Ornekte (%50) E. coli DNA’ si pozitif
saptanmistir. Yine bu iki gruptaki toplam sekiz bobrek 6rnedinin ikisinde
(%25) S. aureus DNA’si pozitif iken, dort drnekte (%50) E. coli DNA'sI

pozitif bulunmustur.
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B ve C gruplarindaki 8 karaciger ornegi PZR ile ¢alisiimis ve
dort ornekte (%50) S. aureus pozitifken, bes ornekte (%62.5) ise E. coli

pozitif gdzlenmigtir.

B ve C Doku orneklerinin %50.01 gram pozitif ve gram

negatif PZR ile negatif cikmasi DNA kaybina baglanmistir.

Saglikli  kontrol gruplarinin doku ve kan Orneklerine
uygulanan PZR sonucunda higbir drnekte bakteri veya mantar DNA’ si

saptanmamistir.

Buna godre, sepsisin tanisinda kullanilan molekuler
yontemler, kan kultura ile kiyaslandiginda daha hizli sonug verebilen,
Ozgullik ve duyarhligi yuksek testlerdir. Dogru antimikrobiyal tedaviyi
saglayarak, sepsis mortalitesini azaltabilirler. Molekuler yontemlerin hizla
ilerlemesi ile enfeksiyon hastaliklarinin yonetiminde ve tanisinda énemli
bir avantaj saglamaktadir. Ayrica ¢ok hedefli PZR yontemi ile bakteriler
veya mantarlardan secilecek bdlgelerin  gOsterilmesi ile  kdlttr
sonuglarindan 6nce polimikrobiyal sepsis tanisinin koyulmasi mumkin
olabilecektir. Cok avantajli ve ekonomik olan bu yontemin rutin taniya
girebilmesi icin ¢ok sayida Ornegin tekrar tekrar tarandigi genig
caligsmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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7. OZET

DENEYSEL SEPSiIS MODELLERINDE GERCEK
ZAMANLI| POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU (PZR)
ILE ETKENLERIN SAPTANMASI

Sepsis, tedavide ciddi problemler olusturan ve yuksek
mortaliteye neden olan bir hastaliktir. Sepsisin erken tanisi i¢in arastirma
yapmak hizli tanisi igin degerlidir. Sepsisin erken ve c¢abuk tanisini igin

PZR yontemi kullaniimaktadir.

Calismamizda, enfeksiyon etkenlerini tek tek veya

polimikrobiyal seklinde saptamak icin gergek zamanl PZR kullaniimistir.

Bu calismada toplam 14 tavsan kullaniimig ve A, B, C ve
saghkh kontrol grubu S olarak dort gruba ayrilmigtir. C. albicans ATCC
10231 ve A. fumigatus ATCC 204305 A grubu tavsanlara, E. coli ATCC
10536 ve S. aureus ATCC 6538 B grubu tavsanlara, kulak veni yolu ile
enjekte edilmistir. C grubu tavsanlara ise esit oranlarda mantar ve bakteri
suspansiyonlari enjekte edilmigtir. Saglhkh kontrollere ise higbir

mikroorganizma enjekte edilmemistir.

Kan ve doku ornekleri kultire edilmis ve tum c¢alisma
gruplarinda pozitif bulunmustur. Tavsanlarin kan ve doku drneklerinden
DNA'’lar elde edilmistir.
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Ozgiil primer ve problar kullanarak, fungal ve bakteriyel

sepsisin varligi PZR yontemi ile dogrulanmigtir.

Ayrica SYBR green ve erime egirisi (Melting curve)
kullanilarak ¢cok hedefli PZR yontemi gergeklestirilmistir.

Orneklerin  ¢ogunda  patojenler  saptanmis,  kontrol

gruplarinda ise negatif bulunmustur.

sepsisin tanisinda kullanilan molekuler yontemler, kan
kaltart ile kiyaslandiginda daha hizli sonug¢ verebilen, 6zgullik ve

duyarhhgi yuksek testlerdir.

Anahtar Sozcukler: Bakteri, Gergek zamanlh PZR, Mantar,
Sepsis, SYBR green, TagMan
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8. SUMMARY

USING REAL-TIME POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR) FOR
DETECTION OF AGENTS IN THE EXPRIMENTAL SEPSIS MODELS

Sepsis is a disease that cause serious problems in the
treatment and thus it has high mortality rates. Early diagnosis of sepsis is
worth of research, in order to provide rapid diagnosis. PCR methodology

is used for early and prompt diagnosis of sepsis.

In our study, Real-Time PCR was used for the detection of

infectious agents individually or in polymicrobial form.

In this study 14 rabbits were used and divided into four
groups, as; A, B, C and healthy control groups. C. albicans ATCC 10231
and A. fumigatus ATCC 204305 were injected into A group rabbits, while
E. coli ATCC 10536 and S. aureus ATCC 6538 were injected into B group
rabbits. Injections were performed by the ear ven. Equal proportion of
fungi and bacteria suspension was injected into C group of rabbits. None
of the microorganism injected into healthy controls.

Blood and tissue samples were cultured and were found
positive in all working groups. DNA samples were extracted from blood

and tissue samples of the rabbits.
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Using specific primers and probes, the presence of fungal
and bacterial sepsis was confirmed by TagMan PCR. An additional
multiplex PCR assay was performed using SYBR green and melting curve

analysis.

Pathogens were detected in most of the samples, while

control groups were found negative.

Molecular methods that used in the diagnosis of sepsis when
compared with blood culture, can be provide more rapid results, specificity

and sensitivity of these tests are high.

Keywords: Bacteria, Fungi, Sepsis, Real-Time PCR, SYBR

green, TagMan
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