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OZET

Kan dolasimi enfeksiyonlarinda etken olan bakteri ve/veya mantarlara ait nikleik asitlerin dogrudan
klinik 6rneklerde gosterilmesi, hizli tani, erken ve dogru tedavi ve hasta yonetimi agisindan biyiik 6nem
tasimaktadir. Bu calismada, sepsis olusturulmus deney hayvanlarindan alinan 6rneklerin, genel primerle-
rin kullanildig polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile taranmasi, kiltlr sonuclariyla karsilastiriimasi ve PCR
yonteminin bakteriyemi ile fungemili deneklerin ayirmindaki yeterliliginin belirlenmesi amaclanmustir.
Calismaya, standart Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Aspergillus fumigatus ve Candida albicans sug-
lari ile deneysel olarak bakteriyemi (n= 4), fungemi (n= 4) ve polimikrobiyal kan dolagimi enfeksiyonu (n=
4) olusturulmus 12 tavsana ait, farkli zamanlarda (24, 48, 72, 96. saatler) alinan 27 kan ve 36 doku (12
dalak, 12 karaciger, 12 bobrek) olmak tizere toplam 63 6rnek dahil edilmistir. Kontrol olarak ise enfekte
edilmeyen saglikli tavsanlar (n= 4), standart bakteri ve mantar suslarindan hazirlanan siispansiyonlar (n=
15), standart bakteri ve mantar suslari eklenmis insan kani 6rnekleri (n=10) kullanilmigtir. Tim 6rnekler-
de mikroorganizmalara ait DNA'lar gercek zamanl PCR ile arastiriimig, es zamanl olarak kantitatif kulttr-
leri yapilmistir. Bakteriyemili deneklerden alinan 6rneklere gram-pozitif ve gram-negatif PCR protokolle-
ri, fungemili denek 6rneklerine ise panfungal PCR, Aspergillus ve Candida PCR protokolleri uygulanmustir.
Polimikrobiyal enfeksiyon olusturulan deneklerin 6rneklerinde ise tiim PCR protokolleri ayri ayri caligiimis-
tir. Kan orneklerinin 8 (%29.6)'inde kiltur pozitifligi saptanmis, 20 (%74)’sinde PCR ile mikroorganizma-
lara ait DNA gosterilmistir. Ayrica, 11 dalak, 11 karaciger ve 10 bobrek olmak tizere 32 (%89) doku 6r-
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Deneysel Enfeksiyon Olusturulmus Tavsanlarin Kan ve Doku Orneklerinde
Bakteriyel ve Fungal DNA'nin Gosterilimesinde PCR’nin Yeterliligi

neginde de PCR pozitifligi tespit edilmistir. Bakteriyemi ve fungeminin tespitinde kdltir yonteminin du-
yarhhig sirasiyla %30 ve %21.7 iken, PCR yonteminin duyarliidr sirasiyla %69.2 ve %69.5 olarak bulun-
mustur. Uygulanan PCR protokolleri ile, kan kiiltiriinde Greme olmasindan 16.5 saat nce pozitif sonug
alindigi izlenmistir. Koloni stispansiyonlarindan yapilan PCR islemlerinde biitin ornekler pozitif bulun-
mus, duyarlilik alt sinir 30-50 kob/ml arasinda hesaplanmistir. Mikroorganizma eklenmis kan érneklerin-
den yapilan PCR islemlerinde ise alt sinir 50 kob/ml olarak belirlenmistir. Sonug olarak, hayvan modelle-
ri icin gelistirilen bu yontemlerin gercek klinik 6rneklere uygulanmasinin, kan dolasimi enfeksiyonlarinin
erken tanisinda yararl olacagi, ancak verilerin ileri klinik calismalarla desteklenmesi gerektigi kanisina va-
rilmustir.

Anahtar sézciikler: Kan dolasimi enfeksiyonu; bakteriyemi; fungemi; gercek zamanli PCR; deneysel enfek-
siyon.

ABSTRACT

Direct demonstration of bacterial and/or fungal nucleic acids in the clinical samples of patients with
blood stream infections is crutial in terms of rapid diagnosis, early and accurate therapy and patient ma-
nagement. This study was aimed to determine the presence of bacteria and fungi by polymerase chain
reaction (PCR) in the clinical samples of experimental sepsis induced animals, to compare the results
with culture and to evaluate the efficiency of PCR in the discrimination of bacteremia and fungemia. A
total of 12 rabbits experimentally infected with standard strains of Staphylococcus aureus, Escherichia co-
li, Aspergillus fumigatus and Candida albicans to generate bacteremia (n= 4), fungemia (n=4) and poly-
microbial blood stream infection (n= 4), were included in the study. A total of 63 specimens of which
27 were blood and 36 were tissue (12 spleen, 12 liver, 12 kidney) samples were collected at 24, 48, 72
and 96th hours of infection. Uninfected healthy rabbits (n= 4), colony suspensions of standard bacteri-
al and fungal strains (n= 15) and human blood samples contaminated with standard bacterial and fun-
gal strains (n= 10) were used as controls. Microbial DNAs were searched by using real-time PCR in all
the samples, and quantitative cultures were performed simultaneously. Gram-positive and gram-negati-
ve PCR protocols were performed for the samples of bacteremic animals, whereas panfungal PCR, Asper-
gillus and Candida PCR protocols were performed for the samples of animals with fungemia. All of tho-
se PCR protocols were applied separately for the samples of polymicrobial blood stream infection cases.
Culture positivity was detected in 8 (29.6%) of the blood samples and bacterial and/or fungal DNAs we-
re demonstrated in 20 (74%) of the blood samples by PCR. Microbial DNAs were also detected in 32
(89%) of 36 tissue samples (11 spleen, 11 liver, 10 kidney). Sensitivity rates of culture method to detect
bacteremia and fungemia were 30% and 21.7%, respectively, whereas those rates were 69.2% and
69.5% for PCR, respectively. All PCR protocols gave positive results 16.5 hours before the blood cultu-
res. Amplification of DNA from colony suspensions yielded positive results for all of the samples with a
lower detection limit ranged between 30-50 cfu/ml. Detection limit of all PCR applications was 50
cfu/ml for simulated blood samples. It was concluded that the adaptation of the tested PCR method to
the clinical samples obtained from patients might help to the early diagnosis of blood stream infections.
However, further clinical studies are necessary to support the results of this study.

Key words: Blood stream infection; bacteremia; fungemia; real time PCR; experimental infection.

GIRis
Kan dolasimi enfeksiyonlarinin tanisinda altin standart yontem, otomatik kan kiltdr

sistemlerinin kullanilmasi, Greme saptanan siselerden Gram boyama yapilmasi, alt kilttr
(pasaj) alinmasi ve iireyen kolonilerin fenotipik olarak tanimlanmasidir’. Ureyen mikro-
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organizmanin antimikrobiyallere duyarliiginin incelenmesi bitin siireci tamamlayan
son basamaktir. Bitiin stirecin en buyik kisitlayici 6zelligi bir ile bes is glint gerektirme-
sidir. Bu nedenle kultirtin yer aldigi islemler iyi bir altin standart yontem olamamakta-
dir'. Geleneksel kiiltiir 6-48 saat arasinda zaman gerektirmekte ve bakteri kaynakli sep-
sislerde %30, mantar kaynakl sepsislerde ise %50 oraninda negatif sonug alinabilmek-
tedir?. Bu nedenlerle klinikte calisan hekimler siklikla ampirik tedavi baglanmasi yéniinde
kritik kararlara zorlanmaktadir?3.

Bakteriyemi veya fungeminin hizli tanisi mikrobiyoloji laboratuvarinin en 6nemli go-
revlerinden biridir>*. Hizli mikrobiyolojik tanida en énemli yéntem olarak tanimlanan
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) hasta dokularinda var olan mikrobiyal DNA'yi goster-
mektedir®. Hastanin tedavi almasiyla mikroorganizmanin canliigini yitirmesi DNA'nin
gosterilmesini engellemez. Kan dolasimi enfeksiyonu etkeni olan bakteri veya mantarla-
ra ait nukleik asitlerin dogrudan klinik 6rneklerde gosterilmesi, erken tani ve tedavinin
diizenlenmesini saglayacaktir. Bu yaklagim, gereksiz ila¢ kullanilmasini engelleyecek, te-
davinin suresini azaltacak, hastanede kalis stiresini kisaltacak ve direng gelismesini engel-
leyecektir®. Sepsisli hastada hizli molekiiler ydntemlerin klasik tani yéntemleriyle birlikte
kullaniimasi, uygun ve yeterli tedaviye en hizli sekilde baglanmasini saglayacaktir®.

Genel primerlerin kullanildigi biitiin bakteriler veya mantarlar icin ortak gen bolge-
lerinin hedeflendigi, tarama amach molekiler yontemler gelistirilmistir. Bu yontemle-
rin esasi, genomda korunmus gen bodlgelerinin ¢cogaltilmasina dayanmaktadir. Bakte-
rilerin 16S, mantarlarin 18S ribozomal DNA gen bdlgesi bu amacla kullaniimakta ve
amplifikasyon sonrasinda ¢ogaltilan bolge (amplikon) tanimlanarak mikroorganizma
isimlendirilmektedir’. Zor ve geg lreyen bakterilerin tanisinda PCR yonteminin kulla-
nilmasi yaygin bir yaklasimdir; ancak standart bir ticari yontemin bulunmamasi nede-
niyle invazif mantar enfeksiyonlarinin tanisinda PCR yontemi rutin olarak kullanilama-
maktadirS. Molekiiler yéntemlerin deneysel modellerde kullaniimasiyla elde edilecek
bilgiler klinik durumlarda yararl olabilir ve insan enfeksiyonlarinin daha iyi irdelenme-
si icin gereklidir. Genel primerler kullanilarak yapilan PCR ile sepsisli hastada etkenin
bakteri veya mantar olarak ayrilmasi, erken donemde uygun antimikrobiyal tedavinin
baslamasina yardim edecek ve mortaliteyi azaltarak, bakim giderlerini diisiirecektir. Bu
calismada, sepsis olusturulmus deney hayvanlarindan alinan 6rneklerin genel primer-
lerin kullanildigi PCR ile taranmasi, klasik kiltir sonuclari ile karsilastirilmasi ve PCR
yonteminin bakteriyemi ile fungemili deneklerin ayinmindaki yeterliliginin belirlenme-
si amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM

Calismamizda, sepsis olusturulan tavsanlardan elde edilen kan ve doku orneklerinde
bakteri veya mantar DNA'lari gercek zamanli PCR yontemiyle arastirildi. Mikroorganiz-
ma olarak; A.fumigatus ATCC 204305, C.albicans ATCC 10231, S.aureus ATCC 6538 ve
E.coli ATCC 10536 referans suslari kullanildi. Mantarlar Sabouraud-Dekstroz agar (SDA)
plaklarinda 37°C’de 24 veya 72 saat, bakteriler ise kanl agar plaklarinda 48 saat inkiibe
edilerek Uretildi. Calismada, mantarlar icin ortak (panfungal) PCR, Aspergillus PCR ve
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Candida PCR; bakteriler icin gram-pozitif PCR ve gram-negatif PCR olmak tizere bes fark-
Il reaksiyon yuratildi.

Deneysel Enfeksiyon Modeli

Calisma, Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onay alinarak gercekles-
tirildi ve deneyler etik ilkelere uygun sekilde yapildi. Bu amacla Gazi Universitesi Tip Fa-
kiltesi Deneysel Arastirmalar Merkezi biinyesinde yetistirilmis 16 adet “New Zealand” ir-
ki tavsan kullanildi. Tavsanlar her kafeste bir veya iki denek olacak sekilde, ortam isisi 20-
25°C olan bir uretim unitesinde beslendi; 12 saatlik karanhk ve aydinlk uygulamasi ya-
pildi. Deneklerin su ve besine serbestce ulasmalari saglandi.

Tavsanlar asagida belirtildigi sekilde dort gruba ayrildi:
1. Saglkh kontrol grubu (n= 4): Denekler enfekte edilmedi.

2. Fungemi (F) grubu (n= 4): Iki denek 10° konidya/ml Aspergillus, 2 denek 10° ma-
ya/ml Candida ile enfekte edildi.

3. Bakteriyemi (B) grubu (n= 4): Iki denek 108 bakteri/ml E.coli ve 2 denek 108 bakte-
ri/ml S.aureus ile enfekte edildi.

4. Polimikrobiyal kan dolasimi enfeksiyonu (PE) grubu (n= 4): Tim denekler bakteri
ve mantar karisimiyla enfekte edildi.

Bakteri ve mantar karisimlari kulak veninden enjeksiyonla verildi. Denekler 96 saat ta-
kip edildi; 24, 48, 72 ve 96. saatlerde kulak veninden kan ornegi alindi. Deney 96. saat-
te sonlandirildi; denekler anestezi altinda feda edildi ve kan, dalak, bobrek, karaciger 6r-
nekleri topland/’.

Orneklerden DNA izolasyonu

Kan 6rnekleri icin, eritrosit parcalama tamponu [10 mM Tris (pH 7.6), 5 mM MgCl,, 10
mM NaCl] ve ardindan Iokosit parcalama tamponu [T0 mM Tris (pH 7.6), 10 mM EDTA,
50 mM NaCl, %0.2 SDS, proteinaz K 100 mg/ml] kullanildi. Ornekler 6nce 65°C’de 2 sa-
at, sonra proteinaz K aktivitesini durdurmak icin 95°C’de 10 dakika bekletildi ve 10.000x
g’'de santrifijj edildi. Elde edilen DNA fenol-kloroform-izoamil alkol (25:24:1) yéntemi (FKi)
ile saflastirildi. DNA iceren (st sivi 5nce 150 pl FKi, sonra 200 ul Ki (24:1) icinde santrifijj
edildi. DNA'nin ¢oktirilmesi icin 200 pl etil alkol icinde 10.000x g’de 30 dakika cevrildi.
Kuru DNA 30 pl Tris ve EDTA (TE) icinde stspanse edildi. Elde edilen tim DNA'lar spekt-
rofotometrede (NanoDrop, Thermo Scientific, ABD) 6lciildii ve -20°C’de saklandi®.

Karaciger, bobrek ve dalak 6rneklerinden DNA elde edilmesi icin doku 6rneklerinin
0.1-0.5 g’lik parcasi 1.5 ml’lik santrifiij tiplne alindi ve eritrosit parcalama basamadi kan
orneklerindeki gibi uygulandi. Bundan sonraki basamaklarda “High Pure Viral Nucleic
Acid Kit” (Roche, Almanya) kullanildi. Ust sivi 200 pl baglama tamponu icine konuldu;
50 pl proteinaz K icinde 72°C’de 10 dakika bekletildi. Ornek filtre izerine aktarildi,
8000x g’de 1 dakika santrifiij edildi. Daha sonra toplama tlpu uzaklastirildi, filtre yeni
bir tipe aktarildi. inhibitérlerin uzaklastirlmasi ve yikama basamaklarindan sonra DNA'l
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filtre icerigi 50 pl TE iceren tupe stzdiruldu ve -20°C’de saklandi. Doku 6rneklerindeki
DNA miktarlar da kan &rneklerinde oldugu gibi 8lciildi’.

Gercek Zamanl PCR

Bu yontem, panfungal, Aspergillus, Candida, gram-pozitif ve gram-negatif mikroor-
ganizmalar icin olmak Uzere bes farkli sekilde uygulandi. Panfungal PCR iglemi SYBR
Green kullanilarak erime egrisi analiziyle, digerleri “TagMan” hidroliz probu kullanila-
rak “absolute quantification” analiziyle gerceklestirildi. Biitiin PCR islemleri LightCyc-
ler® 2.0 cihazinda (Roche, Almanya) yapildi. Her érnek birbirinden bagimsiz olarak
dort kez calisildi. PCR isleminde hedef bdlge olarak mantarlarda 5.8S rDNA, bakteri-
lerde 16S rRNA bolgeleri belirlendi. Bu bolgelere yonelik en az li¢ primer prob seti de-
nendi ve en 6zgul sonucu veren kombinasyon secildi. Problar 5’ uglarindan 5-karbok-
sifloresan (FAM) ve 3’ uclarindan N,N,N_,N_-tetrametil-6-karboksirodamin (TAMRA)
ile isaretlendi. Bakteriler icin ortak 5’-CAA CGC GAA GAA CCT TAC C-3’ ve 5-ACG
TCA TCC CCA CCT TCC-3' primer cifti ile, gram-pozitif prob olarak 5’-FAM-ACG ACA
ACC ATG CAC CAC CTG-TAMRA-3’ ve gram-negatif prob olarak 5-FAM-ACG ACA
GCC ATG CAG CAC CT-TAMRA-3’ secildi'®. Panfungal primer cifti ITS1 5’-TCC GTA
GGT GAA CCT GCG G-3' ve ITS4 5’- TCC TCC GCT TAT TGA TAT G-3’ kullanildi. As-
pergillus primerleri olarak 5'-CTG TCC GAG CGT CAT TG-3' ve 5’-TCC TCC GCT TAT
TGA TAT-3’, Aspergillus probu olarak 5’-FAM-AGC CGA CAC CCA ACT TTA TTT-TAM-
RA’" secildi. Candida primerleri olarak 5’-CCT GTT TGA GCG TCRTTT-3’ ve 5-TCC TCC
GCT TAT TGA TAT-3’, Candida probu olarak 5’-FAM-CAT TGC TTG CGG CGG TA-TAM-
RA-3’ secildi'!. Panfungal PCR islemi 10 pl’lik karisim icinde 2.5 ul DNA, 5 ul SYBR Gre-
en karigim tamponu icinde her bir primerden 100 pmol icerecek sekilde hazirlandi.
Amplifikasyon islemi; 95°C’de 7 dakika denatiirasyonu takip eden 45 dongliden
(95°C’de 15 saniye, sicaklik degisimi 20°C/saniye; 55°C’de 20 saniye, sicaklik degisi-
mi 20°C/saniye; uzama 72°C’de 10 saniye, sicaklik degisimi 20°C/saniye) olustu. Eri-
me egrisi analizi 55-90°C arasinda (sicaklik degisimi 0.2°C/saniye) basamakli olarak
gerceklestirildi. TagMan sistemi kullanilan panfungal PCR disindaki diger gercek za-
manli PCR islemleri 10 pl’lik karisim icinde 2.5 pyl DNA, 5 pyl TagMan Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems), her bir primerden 500 nM ve probdan 250 nM ice-
recek sekilde hazirlandi. Amplifikasyon islemi 95°C’de 10 dakika denatiirasyonu takip
eden 50 donguden (95°C’de 10 saniye, 60°C’de 40 saniye) olustu. Degerlendirme
“absolute quantification” analiziyle yapildi.

Kan Dolasimi Enfeksiyonunun Dogrulanmasi ve Koloni Orneklerinden PCR

Tavsanlardan alinan bitin kan oOrnekleri pediatrik kan kiltur siselerinde
(BacT/ALERT®3D system, bioMerieux, Fransa) inkiibe edildi. Ureme olan siselerden SDA
ve kanli agar plaklarina pasaj yapild.

Mikroorganizmalar, klasik mikrobiyolojik yontemler kullanilarak tanimlandi. Tavsanla-
ra uygulanan bakteriyemi veya fungeminin siddetini gostermek icin deneklerin kan or-
neklerinden kantitatif kiltir yapildi.
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PCR isleminin duyarliigini belirlemek tizere bakteri ve mantar kolonileri serum fizyo-
lojik icinde siispanse edildi. Bu karisimlardan DNA izolasyonu yapildi ve bitin PCR ba-
samaklar uygulandi. Bu karisimlar deneyin pozitif kontroli olarak kullanildi. Toplam 15
koloni karisimi (lict E.coli, gl S.aureus, Ugl Aspergillus, G¢u Candida ve gl tim mikro-
organizmalar) hazirlandi. Mikroorganizma karigimlari seri olarak sulandirildi ve 102 ile
10" arasinda hiicre/ml iceren bir pozitif kontrol seti olusturuldu. Her bir konsantrasyon-
dan 100 pl besiyerine ekilerek olusan koloniler sayildi. Olusturulan setin bitin konsant-
rasyonlarina PCR iglemleri uygulandi.

Bakteri ve Mantar Eklenmis Kan Ornekleri

PCR isleminin duyarlihgini belirlemek (izere ayrica saglikli kisilerden alinmis 5 ml kan 6r-
nedi icine 10° maya/ml veya 108 bakteri/ml mikroorganizma icerecek sekilde S.aureus
ATCC 6538, E.coli ATCC 10536, A.fumigatus ATCC 204305 ve C.albicans ATCC 10231 sis-
pansiyonu eklendi. Toplam 10 adet kan 6rneginin ikisi E.coli, ikisi S.aureus, ikisi Aspergillus,
ikisi Candida ve ikisi de bitiin mikroorganizmalari icerecek sekilde hazirlandi. Kan 6rnekle-
ri de koloni 6rneklerinde oldugu gibi seri olarak sulandirildi ve bir pozitif kontrol seti olus-
turuldu. Her bir konsantrasyondan kiiltiir yapilarak Gireyen koloni miktari belirlendi.

BULGULAR

Calismamizda enfekte edilen tavsanlarda 12 saat sonra hareket azligi baslamis ve B
grubundaki bitin denekler 48 saat icinde kaybedilmistir. F grubunda bir tavsan, PE gru-
bunda (g tavsan 72 saat icinde kaybedilmistir. Buna goére B grubunda mortalite hizinin
48 saat icinde %100, F grubunda 72 saat icinde %25, PE grubunda ise 72 saat icinde
%75 oldugu gordlmustir.

Kan ve Doku Orneklerinin Kiiltiir Sonuclari

Tavsanlari enfekte etmek icin kullanilan bakteri ve mantar kolonilerinin aynisi feda edilen
deneklerin kan ve doku kdltlrlerinden izole edilmistir. Kan 6rneklerinde ortalama bakteri yi-
kii 10* koloni olusturan birim (kob)/ml iken, mantar yiikii 102 kob/ml olarak hesaplanmis-
tir. Deneklerin karaciger, dalak ve bébrek érneklerinde saptanan bakteri yiikii sirastyla 103,
10% ve 102 kob/ml, mantar yiikii ise sirasiyla 10%, 102 ve 10" kob/ml olarak belirlenmistir.
Bazi tavsanlarin kan orneklerinin kiltiiriinde Greme olmamustir (Tablo ). Kan klttrinde ya-
lanci negatiflik 6zellikle F ve PE olusturulan gruplarda gérilmisttr. Kontrol grubundaki de-
neklerin hicbirisinin kan ve doku 6rneginde bakteri veya mantar tremesi olmamustir.

Kan ve Doku Orneklerinin PCR Sonuglari

Deneyin ilk 24 saatinde tavsanlardan alinan kan ornekleri degerlendirildiginde; B gru-
bunda E.coli verilen iki denekte gram-negatif bakteri DNA'si, S.aureus verilen iki denekte
ise gram-pozitif bakteri DNA'si pozitif bulunmustur. F grubundan bir denegin kan orne-
ginde Aspergillus DNA, bir denegin kan orneginde Candida DNA pozitif olarak saptan-
mistir. PE grubundaki bir denegin kan 6rneginde gram-negatif, gram-pozitif, Aspergillus,
Candida ve panfungal PCR sonuglari pozitif bulunmustur. PCR ile es zamanh yapilan kiil-
tlr sonuclari Tablo I'de verilmistir.
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Tablo I. Calisma Gruplarinin Kdltiir ve PCR Sonuglari

24. saat 48. saat 72. saat 96. saat
Pozitif Negatif Pozitif Negatif Pozitif Negatif Pozitif Negatif

Bakteriyemi Kan kaltdri 3 1
(B) grubu Kan PCR 4 -
(n=4) Dalak PCR 3 1 4*
Karaciger PCR 3 1 4*
Bobrek PCR 2 2 4*
Canli denek sayisi 4 0 0 0
Fungemi Kan kiltird 1 3 1 3 1 2 1 2
(F) grubu Kan PCR 2 2 3 1 3 - 3 -
(n=4) Dalak PCR 3
Karaciger PCR Ehi
Bobrek PCR 3r*
Canli denek sayisi 4 4 3 3
Polimikrobiyal Kan kdltiri - 4 1 2 - 1 - 1
kan dolasimi Kan PCR 1 3 2 1 1 - 1 -
enfeksiyonu Dalak PCR 1**
(PE) grubu Karaciger PCR 1**
(n=4) Bobrek PCR 1
Canli denek sayisi 4 3 1 1
Saghkh Kan kaltiri - 4 - 4 - 4 - 4
kontrol (K) Kan PCR - 4 - 4 - 4 - 4
grubu Dalak PCR 4
(n=4) Karaciger PCR 4
Bobrek PCR 4
Canli denek sayisi 4 4 4 4

* Bakteriyemi grubunun 48. saat doku PCR calismalari 6lii deneklerden alinan 6rnekler ile yapilmistir.
** Fungemi ve PE gruplarindaki deneklerin doku PCR sonuglari, deneyin tamamlanip deneklerin feda edildigi 96.
saate aittir.

Deneyin 48. saatinde B grubunda canl denek kalmadigi icin 61l denek dokularindan
DNA izolasyonu yapilmig ve bu orneklerde enjeksiyon yapilan bakteriye gore gram-ne-
gatif veya gram-pozitif PCR pozitif bulunmustur. B grubundaki deneklerde 6lu katiligi
gelistigi ve kan pihtilastigi icin alinan kan 6rneklerinden DNA izolasyonu basarisiz olmusg
ve bu orneklere PCR uygulanmamistir. F grubundaki dort denegin kan 6rneklerinde ise,
enjeksiyon yapilan mantara gore bir Aspergillus ve iki Candida PCR pozitif bulunmustur.
Aspergillus verilen bir denekte PCR negatif sonuc vermistir. PE grubunda canli kalan tg¢
denegin ikisinin kan 6rneginde gram-negatif, gram-pozitif, Aspergillus, Candida ve pan-
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fungal PCR sonuclari pozitif olarak tespit edilmistir. PCR ile es zamanh yapilan kan kaltur
sonuclari Tablo I'de sunulmustur.

Deneyin 72. saatinde F grubunda sag kalan li¢ tavsandan alinan kan 6rneklerinde, en-
jeksiyon yapilan mantara gore bir Aspergillus ve iki Candida PCR pozitif bulunmus; PE
grubunda sag kalan tek tavsanin kan orneginde ise fungal ve bakteriyel PCR sonuclari
pozitif olarak tespit edilmistir. Deneyin 96. saatinde F grubunda Ui¢, PE grubunda bir de-
nek sag kalmis; bu deneklerin feda edilmesinden sonra alinan kan orneklerinde, 72. sa-
atteki orneklerden elde edilen sonuclarla uyumlu PCR sonuglari alinmigtir. F grubunda ti¢
denege ait karaciger, dalak ve bobrek doku orneklerinde enjeksiyon yapilan mantara go-
re Aspergillus veya Candida PCR pozitif bulunmusg; PE grubunda kalan tek denegin doku
orneklerinde de fungal ve bakteriyel PCR yontemleri pozitif sonug vermistir.

Saglikh kontrol grubundaki dort denegin 24, 48, 72 ve 96. saat kan ornekleri ile 96.
saat doku orneklerinin hicbirinde bakteriyel veya fungal PCR pozitifligi bulunmamustir.

PCR Yontemlerinin Duyarlihg

Uygulanan bes farkli PCR isleminin duyarliligini belirlemek icin hem koloni siispansi-
yonlari hem de mikroorganizma eklenmis kan drnekleri calisiimistir. Koloni 6rneklerinden
yapilan gram-negatif, gram-pozitif, Aspergillus, Candida ve panfungal PCR yontemlerinin
duyarlilik alt sinirlar sirastyla 30, 40, 50, 50 ve 40 kob/ml olarak bulunmustur. Mikroor-
ganizma eklenmis kan orneklerinden yapilan gram-negatif, gram-pozitif, Aspergillus,
Candida ve panfungal PCR yontemlerinin duyarlilik alt sinirlar ise sirasiyla 50, 50, 50, 50
ve 100 kob/ml olarak belirlenmistir. Bakteri kolonisinden yapilan stspansiyonlarda fun-
gal DNA, mantar kolonisinden yapilan stispansiyonlarda bakteri DNA'si elde edilmemis,
yani capraz pozitiflik bulunmamugstir.

Kan kilttrinde treme olmasindan 16.5 saat 6nce kanda mikrobiyal DNA PCR ile gos-
terilmistir. Duyarlhk ve 6zgullik hesaplamasi icin kontrol grubuna ait kan ve doku o6r-
nekleri negatif kontrol olarak kabul edilerek disarida birakilmistir. Bakteriyemi, fungemi
ve ikisi birlikte bulunan deneklere ait bakteri veya mantar DNA'lari, pozitif olmasi bekle-
nen 27 kan ve 36 doku (12 dalak, 12 karaciger, 12 bobrek) 6rnedi olmak tzere toplam
63 ornek PCR ile cahsilmistir. Kan kiltirt yapilan 27 6rnegin sadece sekizinde mikroor-
ganizma Uremis; buna gore kan kilttrinin duyarlihdr %29.6 olarak hesaplanmistir. Bak-
teriyemili deneklerin kan kultiriinde bakteri izole edilme yiizdesi %30 iken, fungemili
deneklerde bu oran %21.7 olarak tespit edilmistir. Kandan yapilan PCR isleminde, 27
kan 6rneginin 20’sinde pozitiflik saptanmis ve duyarlihk %74 olarak hesaplanmistir. Bak-
teriyemili ve fungemili denekler icin kandan PCR testi yapiimasinin duyarliigi ayri ayri
hesaplandiginda, bakteriyemi icin %69.2, fungemi icin %69.5 olarak saptanmistir. Do-
ku ornekleri dikkate alindiginda PCR yonteminin duyarlh@i; karaciger ve dalak ornekleri
icin %91.6 (11/12), bobrek ornekleri icin ise %83.3 (10/12) oraninda izlenmistir.

TARTISMA

Kan dolagimi enfeksiyonlari (KDE)'nda hizli taninin yapilabilmesi icin, etken mikroor-
ganizma kan veya doku orneklerinde gosterilebilmelidir. Molekdler tani, hasta kaninda
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enfeksiyon etkenine ait DNA'nin gosterilmesi ve tanimlanmasi stireclerini icerir. KDE'nin
tanisinda altin standart kan kiltiri yontemidir; ancak kantitatif sonug verilemedigi, ya-
vas ve zaman alici oldugu bilinmektedir. Kan kiltirinin kisitlayici 6zellikleri arasinda; (a)
etkenin izolasyonu ve tanimlanmasi icin en az iki giin gerekmesi; (b) mantarlar gibi ya-
vas ve glg tireyen mikroorganizmalarin kan kiltiirinde tanimlanmasinin zor olmasi; (c)
antimikrobiyal tedavi baslanmasi ile kan kilturinin duyarlihginin belirgin olarak azalma-
st ve (d) cok etkenli enfeksiyonlarin kiiltiir ySntemiyle nadiren dogrulanmasi yer alir®. Us-
telik bakteri veya mantar etkenlerinin ancak yarisi kan kulttirinde izole edilebilmekte-
dir'2. Bu nedenlerden dolay! molekiiler ve/veya kiiltiir disi diger yontemler, tek baslari-
na olmasa da, giin gectikce daha ¢ok tercih edilir duruma gelmektedir'?'”. Calismamiz-
da deneysel olarak bakteriyemi ve fungemi olusturulan tavsanlardan alinan ve pozitif ol-
masi beklenen 27 kan orneginin sekizinde kultir, 20’sinde PCR pozitifligi saptanmis ve
duyarhlik oranlari genel olarak sirasiyla %29.6 ve %74 olarak hesaplanmistir. Bu oranlar,
bakteriyemi ve fungeminin tespitinde kiltir icin sirasiyla %30 ve %21.7 iken, PCR icin
sirastyla %69.2 ve %69.5 olarak belirlenmistir. Doku 6rneklerinde ise PCR’nin duyarlihgi
daha yuksek (32/36; %89) saptanmistir.

Cok etkenli KDE, 6zellikle bagisiklik sistemi bozulmus konaklarda gorilmekte ve tek
etkenli enfeksiyonlarindan iki kat daha fazla mortalite ile seyretmektedir'>'8. Calisma-
mizda, bakteriyemi olusturulan deney hayvanlarinin tamami ilk 48 saat icinde; fungemi
olusturulan deneklerin ise 1 (%25)'i ilk 72 saat icinde kaybedilmistir. Polimikrobiyal en-
feksiyon grubunda ise 72. saatte mortalite hizi (%75) bakteriyemiden az, ancak funge-
miden yuksek olarak saptanmustir. Bu veriler, New Zealand irki tavsanlarin bakteriyemi-
ye daha duyarli oldugunu disiindirmistir; ancak tavsanlardaki mortalitenin insanlar-
dan farkl olacagr aciktir. Cok etkenli KDE, tedavi icin birden fazla genis spektrumlu an-
timikrobiyal kullanilmasini gerektirdiginden klinisyen icin de ayricalikli bir tablodur. Us-
telik antibiyotik kullanimi sirasinda enfeksiyon etkenlerinin dogru tanisinda bazi sorunlar
olabilir'. Son yillarda molekiiler testlerin, konvansiyonel yéntemlerin basarisiz oldugu
kosullarda uygulanabilecegdi ve buyiik ya da kiiclik butiin laboratuvarlar icin diizenlene-
bilecegi ifade edilmektedir?®. Bu arastirmada, deneysel olarak enfekte edilen tavsanlarda
bes farkh gercek zamanl PCR protokoli ile gram-negatif, gram-pozitif, panfungal, Asper-
gillus ve Candida PCR testleri her 6rnek icin ayri ayr cahsilmistir. Calismamizin temel
amaci, deneysel bir modelde bakteriyemi, fungemi ve cok etkenli enfeksiyonlarda PCR
yonteminin bakteri ve mantarlara ait DNA taramasindaki performansini belirlemektir. Ta-
rama icin bakterileri gram-negatif ve gram-pozitif olarak ayirabilen bir primer-prob es-
lestirmesi tercih edilmis; mantarlar icin de panfungal tarama uygulanmistir. Bu nedenle
calismamiz genis spektrumlu (broad-range) tarama yapabilen bir PCR uygulamasi olarak
kabul edilebilir. Etkenleri tek tek aramaktansa, bu tir bir tarama yapilmasi testin maliye-
tini dugirmustar. Calismada gram-negatif, gram-pozitif, Aspergillus ve Candida PCR yon-
temlerinin duyarlilk alt siniri 50 kob/ml olarak bulunurken, panfungal PCR icin bu deger
100 CFU/ml olarak belirlenmis; yontemler arasinda capraz reaktivite saptanmamistir.

Birden fazla patojenin birlikte veya tek tek gosterilmesi, etkene 6zgtil veya ¢ok hedef-
li (multipleks) molekiler sistemler ile mimkiin olmaktadir. Sepsis tanisinda tek etkene
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yonelik sonug verebildikleri icin etkene 6zgil sistemler yetersiz kalmaktadir. Bu sorunu
asabilmek icin cok hedefli DNA arayan cesitli ticari sistemler [6rn. SeptiFast (Roche), Sep-
siTest (Molzym), VYOO (SIRS-Lab)] gelistirilmistir?'-23, Calismamizda kullandigimiz sis-
tem cok hedefli bir PCR uygulamasi degildir. Birka¢ ayri basamakta birden fazla mikro-
organizmanin tanimlanmasina yonelik olarak tasarlanmistir. Ancak bakteri ve mantarla-
rin ayni basamakta, tek test tlipu icinde saptanabilecegdi sekilde cok hedefli (multipleks)
bir sistem olarak gelistirilmesi mimkuindir.

Enfeksiyonun erken doneminde, 6rnegin atesin yiikseldigi ilk glinde, hasta 6rnekleri-
nin mikroorganizma DNA'lar agisindan taranmasi, etkenin gram-pozitif ya da gram-ne-
gatif bir bakteri ve/veya mantar oldugunun belirlenmesi ve sonucun ayni giin klinisyene
bildirilmesi, dogru ve hizli tedavinin baglanmasi ve hasta yonetimi agisindan buyik
énem tasimaktadir?®. Bu calismada béyle bir taramanin yapilabilecegi PCR protokolleri
tanimlanmugtir. Bu calismanin en 6nemli sinirlamasi, yontem karsilastirmasina dayali bir
calisma olarak planlanmasi nedeniyle, hastalara ait klinik 6rneklerin kullanilmamis olma-
sidir. Dolayistyla, klinik 6rnekler secilerek yapilacak olan genis ve karsilastirmali prospek-
tif calismalarla bu verilerin desteklenmesi gerekmektedir. Sonug olarak, deneysel model
orneklerinde uygulanan bu PCR yontemlerinin, gelecekte planlanacak olan klinik calis-
malar icin yol gosterici olacagi disunulmusgtdr.
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