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OZET

Giris ve amag¢: Bu calismada, aferez trombosit silispansiyonlarindaki bakteriyel
kontaminasyon otomatize sisteme uyumlu 6zel trombosit kiiltiir siseleri ve flow

sitometri yontemi ile arastirilmas1 amaglanmastir.

Materyal ve Metot: Sakarya Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi
Transfiizyon Merkezinde hazirlanan rutinde alinan 50 adet aferez trombosit
siispansiyonu ile standart suslar ve klinik izolatlarin kullanildig1 33 aferez trombosit
slispansiyonu bakteriyel kontaminasyon yoniinden incelenmistir. Bes farkli standart
sus ve 6 farkl klinik izolat ile spike ornekler (100, 10', 10? CFU/ml) hazirlandiktan
sonra (1 ml bakteri siispansiyonu+1 ml trombosit siispansiyonu) BacT/ALERT® BPA
sigselerine ekildi. Eszamanli olarak oda 1sisinda ve 35+£2°C’de 16-18 saat inkiibe
edilen ornekler, flow sitometri cihazi ile analiz edildi. 1nk1'ibasy0n sonrasi sonra 3
kez dondurup ¢6zme ile trombositler pargalandi ve 500rpm/3dk santrifiij islemini
takiben pelletten flow sitometrik analiz yapildi. Rutinde aliman 50 adet aferez
trombosit silispansiyonu alindigi giin 6zel trombosit kiltir siselerine ekilerek
otomatize kan kiiltlir sistemine konuldu ve ayni drnekler oda 1sisinda ve 35+2°C’de

tutularak flow sitometrik yontemle 1, 3 ve 5. giinlerde) analiz edildi.

Bulgular: Standart suglar ve klinik izolatlarla hazirlanan spike orneklerin tiimiinde
BacT/ALERT® BPA ile 12-18 saatte pozitiflik saptandi. Oda 1sisinda inkiibe edilen
orneklerden S.aureus (klinik ve standart sus), E.fecalis (standart sus) ve P.
aeruginosa klinik izolatt kullanilan 12 0&rnekte (%36); etiivde inkiibe edilen
orneklerden 22’sinde (%66) flow sitometrik analizde bakteriyel kontaminasyon
saptandi. Spike Orneklerin 9’unda (%13) saptanmadi (E.coli, S.epidermidis ve
E.fecalis). BacT/ALERT® BPA ile 50 aferez trombosit érneginin 1’inde pozitiflik
(Bacillus simplex) saptandi. Bu 6rneklerde flow sitometri ile pozitiflik saptanmadi.

Sonu¢: Trombosit siispansiyonlarinda bakteriyel kontaminasyonun belirlenmesi
amactyla kullanilan 6zel kan kiiltiirii siseleri ve flow sitometri yontemi arasinda
yiiksek oranda uyum goézlenmistir. Ancak flow sitometri yonteminin bu alanda

kullanimi1 ¢ok yeni oldugundan daha genis ve kapsamli ¢alismalara ihtiya¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: transfiizyon giivenligi, kan bileseni, trombosit slispansiyonu,
bakteriyel kontaminasyon, flow sitometri

viii



SUMMARY

Introduction and aim: In this study, it is aimed to investigate bacterial
contamination in apheresis platelet suspensions by automated system compatible
blood culture bottles and flow cytometry method.

Material and Method: 50 apheresis platelet suspension and 33 apheresis platelet
suspension using standard strains and clinical isolates were examined for bacterial
contamination in the routine prepared at the Transfusion Center of Sakarya
University Training and Research Hospital. Spike samples (10°, 10, 10> CFU / ml)
were prepared with 5 different standard strains and 6 different clinical isolates (1 ml
of bacterial suspension + 1 ml of platelet suspension) and planted in BacT /
ALERT® BPA bottles. Samples incubated simultaneously at room temperature and
35 £ 2 ° C for 16-18 hours were analyzed by flow cytometry device. After
incubation, platelets were broken down by freezing and thawing 3 times and flow
cytometric analysis was performed from the pellet following 500rpm / 3min
centrifugation. On the day of taking 50 apheresis platelet suspension taken in routine,
they were placed in special platelet culture bottles and placed in the automated blood
culture system, and the same samples were kept at room temperature and 35+ 2 ° C

and analyzed by flow cytometric methods on days 1, 3 and 5).

Findings: All of the spike samples prepared with standard strains and clinical
isolates were positive with BacT / ALERT® BPA in 12-18 hours. Of the samples
incubated at room temperature, S. aureus (clinical and standard strain), E.fecalis
(standard strain) and P. aeruginosa clinical isolate was used in 12 samples (36%);
Bacterial contamination was detected in flow cytometric analysis in 22 (66%) of the
incubated samples in the oven. It was not detected in nine of spike samples (13%)
(E.coli, S.epidermidis and E.fecalis). Of the routine 50 apheresis platelets, BacT /
ALERT® BPA showed only one positivity (Bacillus simplex). No positivity was
detected in these samples by flow cytometry.



Conclusion: A high degree of compliance was observed between the special blood
culture bottles and flow cytometry method used to determine bacterial contamination
in platelet suspensions. However, since the flow cytometry method is very new to
use in this field, larger and more comprehensive studies are needed.

Keywords: transfusion safety, blood component, platelet suspension, bacterial
contamination, flow cytometry



1. GIRIS VE AMAC

Kan ve kan iriinleri ile tedavi hayat kurtarict oldugu kadar kan alicilarinda
olusturdugu enfeksiyon hastaliklari bakimindan da Onem tasgimaktadir (Kaya,
Alanoglu, Polat ve Sipahi 2009). DSO giivenli kanmn tanimini; verildigi kiside
herhangi bir tehlike yada hastalik olusturmayan, enfeksiyon etkenlerini veya zararli
yabanci maddeleri igermeyen kan olarak yapmaktadir (Kocazeybek 2003). Ancak
giiniimiizde alinan tiim Onlemlere ragmen bir¢ok tiirde patojen bulast kan
transfiizyonlari ile olabilmektedir (Savasc¢t ve Aver 2016). Kan tirlinleri tam kandan

veya “aferez” yontemiyle elde edilebilir (Ozdemir ve Apak 2009).

Aferez yonteminin Ustlinliigli tam kan toplama yoOntemlerine goére daha fazla
miktarda istenilen kan iiriiniinii saglamasidir (Ozdemir ve Apak 2009). Kan
iriinlerinde taramas1 yapilan patojenler disinda farkli mikroorganizmalarla da bulag
olabilmektedir. Kan ve kan firiinlerinde bakteriler ile bulasan sepsis nadir olmasina
ragmen mortalite riski yiiksek oldugundan biiylik bir énem tasimaktadir (Tekin
2011). Kan toplama i¢in etkili aseptik tekniklerin ortaya ¢ikmasiyla, daha sonra tam
kanin toplanmasi ve kan bilesenlerine islenmesi i¢in steril kapali sistemlerin
uygulanmas1 ve kirmizi kan hiicresi (RBC) depolanmasi i¢in etkin sogutma
kullanilmas: daha 6nce gozlemlenen transfeksiyon iliskili septik olaylarin goriilme

sikligini azaltmistir (Blajchman and Goldman 2001).

Trombositler siispansiyonlarinin bakteri ile kontaminasyonu, tarama yapilmasina
ragmen, kan transflizyonunun baslica mikrobiyolojik riskidir. Trombosit
siispansiyonlarindaki  bakterilerin  taranmast bulag sikligi1  Onemli  Slgiide
azaltabilecektir. Oda sicakliginda saklanmasi ve bakteriler ig¢in yeterli besin iiriini
olusturmasi agisindan trombositler risk altindadir (Korte 2011). Trombositlerin
depolandig: sicaklik, 22°C'nin, en azindan ¢ogu bakteri tiirli icin bakteri liremesini
kolaylastirmast daha muhtemeldir (Blajchman and Goldman 2001). Fransa’da
transfiizyona bagli oldugundan siiphenilen 18 Oliimden 10’unun sebebi olarak
bakteriyel kontaminasyonlu trombositler gosterilmistir. Bu nedenle, bu risk, tarama

prosediirii uygulandiktan sonra kan nakli ile bulasan viriisler i¢in gézlemlenenden



onemli Ol¢lide daha biiyiiktiir (Munksgaard, Albjerg, Lillevang, Gahrn-Hansen and
Georgsen 2004).

Trombositlerin transfiizyonu ile bulasan enfeksiyonlarinin orani 1:20.000 ile
1:100.000 olarak hesaplanmistir (Vollmer 2012). Trombositlerin saklama giin
stireleri llkeler arasi farklilik gostermekle birlikte bu degerli {irlintin depolanma
stiresinin 7 gline ¢ikartilabilmesi ayni1 zamanda giivenliligin saglanmasi yoniinde
calismalar yayginlasmaktadir (Caram-Deelder, Kreuger, Jacobse, Van Der Bom and
Middelburg 2016). Bunlardan birisi; bu {iriinlerde bakteriyel kontaminasyonun
aragtirtlmasidir.  Bakteriyel kontaminasyon olmadigi  gosterilen trombosit

stispansiyonlarinin kullanim 6mrii 7 giin olmaktadir (Munksgaard et al. 2004)).

BacT/ALERT® ve Becton Dickinson® (Biomerieux, Fransa ve Becton Dickinson,
ABD) otomatize kan kiiltiir sistemi ve 6zel trombosit kiiltiir siseleri ABD’de FDA
(Food and Drug Administration) tarafindan onaylanmistir. Bu siseler ve sistemler
kullanilarak trombosit siispansiyonlarinda bakteriyel kontaminasyonun taranmasi
yakin zamanda kullanima girmis olup, giderek yayginlagmakatadir. Baz1 yayinlarda
bakteriyel kontaminasyonun taranmasinin transfiizyonla alakali bakteriyel

enfeksiyon insidansini azalttigi vurgulanmaktadir (Munksgoard et al.2004).

Ayni zamanda bazi c¢alismalarla flow sitometri yontemi ile de bakteriyel bulas
tespitinin yapilabilece§i bdylece enfeksiyon oraninin azaltilip raf siiresinin
uazatilabilecegi yoniinde de ¢alismalar da mevcuttur (Vollmer, Engemann, Kleesiek
and Dreier 2011).

Bu tez ¢alismasinda; otomatize kan kiiltiir sistemine uyumlu kan kiiltiir siseleri ve
flow sitometri yontemi kullanilarak aferez trombosit siispansiyonlarindaki bakteriyel
kontaminasyonun arastirilmasi ve bdylece trombosit siispansiyonlarinin raf dmriiniin

5 giinden 7 giine ¢ikarabilabilmesi amag¢lanmistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. KAN TRANSFUZYONUNUN TARiHi HAKKINDA BiLGIiLENDIRME

Transfiizyonun konu edildigi ilk tarihi kaynak 15.yiizyillda Stefano Infessura
tarafindan yazilmistir. Olmek iizere olan Papa VIIL. Innocent 1492 yilinda iic
cocugun kanmi para karsilifinda alarak i¢mistir. Ancak gerek Papa gerekse
cocuklarin 6liimii ile sonlanan bu denemeden sonra gecen yillar i¢inde 17. Yiizyilda
insan kan dolagim sistemini W.Harwey‘in tariflemesi iizerine hayvan deneyleri
baslatilmigtir. Bu denemeler sonrasinda kayitlara gegen ilk insana yapilan
transfiizyon Fransa’da bir hekim tarafindan geng¢ bir hastaya kuzu kani nakledilerek
yapilmis ve basarili olmustur. Ancak daha sonra ki denemeler 6liimle neticelenince
yaklasik iki asir boyunca transfiizyon denemelerine ara verilmistir (Ozdemir ve Apak

2009).

19. yiizyila gelindigi zamanlarda ingiliz hekim James Blundell tarafindan tasarlanan
ve Impellor ad1 verilen bir cihaz gelistirilip transfiizyonlar basar1 ile gergeklestirilir.
1901 yilinda kan gruplarinin tanimlanmasi ile de bu alanda biiyiikk gelismeler
birbirini takip eder.

Ulkemizde ise 1938 yilinda Cerrahpasa tip fakiiltesi doktorlarindan Burhanettin
Toker tarafindan ilk transflizyon gergeklestirilmis olup daha sonrasinda kan bankalar:

kurulmasi adina 6nemli adimlar atilmistir.

Gilintimiizde de kan transfiizyonun giivenliginin artirilmasina yonelik tarama testleri,
hemovijilans ¢alismalari, yayinlanan rehberler araciligi ile kan bankaciligi ve
transfiizyon tibbindaki gelismeler tim hiziyla devam etmektedir (XXI.Ulusal Kan
Merkezleri ve Transfiizyon Tibb1 Temel Kurs Kitab1 2018).



2.2.KAN BILESENLERI

Kan bilesenleri kan komponentlerini igerdigi gibi plazma fraksiyon fiiriinlerini de
icinde bulundurur. Kan komponentleri eritrosit, 10kosit, trombosit siispansiyonlari,
plazma ve kriyopresipitattir. Bu komponentleri tam kandan ayirma islemi,
komponentlerin kendilerine 6zel graviteleri dikkate alinarak belirli bir hiz ve siirede
santrifiij edilme prensibine dayanir. Kan bilesenleri ayni zamanda aferez
yontemiylede hazirlanabilir (Hemsireler Icin Mikrobiyoloji 2010, Dogu, Sar1, Ertiirk,
Hacioglu ve Keskin 2015 ).

Ortalama olarak bir insanda 70 ml/kg kan bulunmaktadir. Kanin, %50-%60°1 sivi
iken kalan kisim hiicrelerden olusmaktadir. Kanin s1vi kismina plazma denmektedir
ve plazmanin %90’a yakini sudan olusur. Bunun disindaki kismi ise glukoz,
aminoasitler, iyonlar, proteinler ve hormonlardir. Plazmadan fibrinojen ve pihtilasma

faktorlerini uzaklastirdigimizda ise geriye serum kismi kalir (Giin R. 2019 ).
2.2.1. Tam Kan

Basiscidan alindiktan sonra herhangi bir ayristirma islemi yapilmadan sadece
antikoagiilan eklenerek hazirlanan iriine “tam kan” adi verilmektedir. Kan alma
islemi yeni tamamlandigi sirada tam kanin iginde eritrosit, trombosit, 16kosit, plazma
proteinleri ve pihtilagsma faktorleri bulunur. Tam kan alindiktan sonra 24 saat iginde
trombosit islevleri bozulur, koagiilasyon faktorleri (6zellikle faktér V ve VIII) azalir.
Transfiizyon tibbinda tam kanin kullanim alan1 ¢ok sik degildir. Saglikli bagis¢cidan
alman bir iinite tam kan yaklasik olarak 450 ml kan igerir ve kan saklama
torbalarinda, buzdolabinda 1-6°C arasinda 24 saate kadar muhafaza edilir. Bu sekilde
hazirlanan kana “taze tam kan “denir (Ozdemir ve Apak 2009). Hastalara
transflizyondan 6nce ABO ve Rh uygunlugu ile capraz karsilastirma yapilarak test
edilmesi gerekir (Fasano and Luban 2008).

2.2.2. Eritrosit Siispansiyonu

Eritrosit siispansiyonlar1 tam kanda bulunan kirmizi kan hiicrelerini ve plazmanin da
1/4’ini icerir. Buzdolabinda 2-6°C 1sida saklanir. Kan saklama torbasina eklenen
koruyucu soliisyonun 6zelligine gore eritrosit siispansiyonlart 42 giine kadar

muhafaza edilebilir. Eritrosit siispansiyonlari kullanilirken immiin sistemi zayif



hastalar i¢in 1sinlama, bakteriyel kontaminasyonu azaltmak amaciyla Iokosit
filtrasyonu ya da alerjik reaksiyonlar agisindan dnlem almak adma yikama islemi
yapilabilir. Ancak SF ile yikama islemi uygulanan eritrositler 24 saat iginde
kullanilmalidir (Cavusoglu, Bora Giines, Pars 2014, Ulusal Kan ve Kan Bilesenleri
Hazirlama, Kullanim ve Kalite Rehberi 2016 ).

2.2.3. Taze Donmus Plazma

Bagiscidan alindiktan sonra ayrisma islemi uygulanmasindan en ge¢ 8 saat
sonrasinda -18 derecede dondurulur. Icerisinde kan plazma iiriinlerini fibrinojen de
dahil bulundurur. Saklama derecesine gore depolanma giinii degisir (-18-25 °C
arasinda 3 ay -25°C’nin altinda 3 yil saklanabilir). Cozdiirme islemi 36-38°C’de
gerceklesir ve ¢oziildiikten sonra bakteriyel kontaminasyonu engellemek igin hizli bir
sekilde transfiizyonu gergeklestirilmelidir (Cavusoglu ve ark. 2014, Ulusal Kan ve
Kan Bilesenleri Hazirlama, Kullanim ve Kalite Rehberi 2016).

2.2.4.Graniilosit

Bagis¢ilardan aferez yontemi ile alinarak hazirlanan bu triin 200-300 ml plazma ile
karistirilarak uygulamaya hazir hale getirilir. Hazirlanmasinin yiiksek maliyete sahip
olusu, yliksek dozda kullaniminin gerekliligi ve dnemli yan etkilerinin varlig1 sebebi

ile kullanim alani sinirhidir.

Graniilositlerin transfiizyonu i¢in optimize edilmis bir siire veya doz kriteri
bulunmamaktadir ve klinik yararinin gosterilmesi i¢in 4-7 giin transflizyon devam
ettirilmelidir. 20-24°C’de saklanmali ve miimkiin olabilecek en kisa siirede aliciya
transfiize edilmelidir. Saklama siliresi bilesen hazirlandiktan sonra 8 saati

geememelidir (Oztiirk 2005, Gezer 2015).
2.2.5.Kriyopresipitat

Taze donmus plazmanin yiiksek devirde santrifiij edilmesiyle elde edilir. Faktor VIII,
XIIT ve faktor VIII von Willebrand faktor ve fibrinojen igerir. Derin dondurucuda -
18°C’de 3 ay siireyle saklanabilir. Kriyopresipitat da taze donmus plazmalar gibi
eritildikten sonra hemen kullanilmalidir. Hastaya transfiize edilmeden ABO

uygunlugu agisindan bakilmalhidir (Cavusoglu ve ark. 2014).



2.2.6.Trombosit Siispansiyonu

Trombosit siispansiyonlari tam kan ya da aferez yontemi olmak iizere iki farkli
seklide hazirlanabilmektedir. Ancak trombosit sayis1 agisindan aralarinda fark vardir
(5-6 tinite random trombosit siispansiyonunun 1 {inite aferez trombosit

slispansiyonuna denk gelir).

Kullanim agisindan dikkat edilmesi gereken hususlar; kan bankasindan alinmig
siispansiyonun 30 dakikada transflizyonunun gercgeklestirilmesi, sogukta kalmasi

durumunda trombositler bozulacagindan asla buzdolabina konmamasi seklinde

siralanabilir (Gezer 2015 ).

Trombosit siispansiyonlarinin transfiizyon karari i¢in gerekebilecek kosullar su
seklide siralanabilir (T.C Saglik Bakanligi Ulusal Kan ve Kan Uriinleri Rehberi,
2011-2014):

1. Trombosit fonksiyon bozukluklari

- Kardiyak by-pass ameliyatlari

- Bobrek ve karaciger yetmezlikleri

- Konjenital trombosit fonksiyon bozuklugu

- Asetilsalisilik asit, tiklodipin, klopidogrel gibi ilaglarin kullanimi
2.Trombositopeni durumlari

- Platelet sayisinin 10°/ pl‘nin altinda oldugu durumlar

- Platelet sayist 20.000/ul‘nin altinda ve es zamanli ates, enfeksiyon, pihtilagsma

bozuklugu, 16kositoz gibi durumlarin olmast
- Akut platelet yapim bozuklugu olan hastalardaki mevcut kanama

- Sepsis ve yaygin damar i¢i pithtilasma (Disseminated Intravascular Coagulation-

DIC) tablosundaki bir hastada kanamanin varligi

- Trombotik Trombositopenik Purpura (TTP) ve Hemolitik Uremik Sendrom

(HUS)“da tiim tedavilere ragmen kanamanin devam etmesi



Tam kandan hazirlanan trombosit siispansiyonuda iki farkli yolla edilir. Aralarindaki

fark igerdikleri eritrosit 16kosit ve trombosit i¢eriginden kaynaklanmaktadir.

1) Trombositten Zengin Plazma’dan Trombosit Siispansiyonu; tam
kandan elde edilen trombositten zengin plazmanin yeniden santrifiij
edilmesiyle elde edilen siispansiyondur. Yaklasik olarak 0.55x10"
icermektedir.

2) Buffy Coat’tan Trombosit Siispansiyonu; Top&bottom (alt-iist)
baglantili torbalar kullanilarak elde edilen eritrosit ve plazmanin
uzaklastirilmasiyla, geriye kalan buffy coat kismima 50-70ml plazma
eklenerek hazirlanan siispansiyon diisiik hizda santrifiij edilir ve optik
ekstraktorlerle plazma ve trombosit tabakasi buffy coattan ayrilarak
hazirlanir (XXI. Ulusal Kan Merkezleri ve Transfiizyon Tibb1 Kurs
Kitab1 2018).

Aferez teknigi ile hazirlanan iirlinler hiicre ayirici cihazlar tarafindan gergeklestirilir.
Aferez kelime anlami olarakta ayirma/uzaklastirma anlamina gelmektedir. Aferez
tekniginde kan bagiscidan ya da hastadan alinarak hiicre ayirici cihaz ile ayrilir ve
geri kalan kistm hastaya ya da bagisciya geri verilir. iki farkli amacla aferez

uygulamasi yapilmaktadir.
A. Terapotik aferez; hasta bireyleri tedavi etmek amaciyla yapilan afereze denir.

B. Bagisc1 aferezi; kan bagisgilarindan bilesen elde etmek maksadiyla yapilan
afereze denir.

Aferez sisteminde hedef bilesen, bu isleme 6zel hazirlanmis tek kullanimlik setler ve

bu setlerle uyumlu cihazlarla 3 teknik prensibinde ¢alisilarak elde edilir.
1.santrifligasyon teknigi
2 filtrasyon teknigi
3.adsorbsiyon teknigi

En ¢ok kullanilan teknik santrifiigasyondur. Bagis¢1 aferezlerinde kullanilan
cihazlarda 6zellikle santrifiigasyon teknigi tercih edilmektedir. Bu teknikle istenilen

iriin uygun torbaya aktarilirken kalan bilesenlerin bagisgiya geri verilmesi



saglanabilmektedir (XXI. Ulusal Kan Merkezleri ve Transfiizyon Tibb1 Kurs Kitab1
2018).

2.2.6.1.Havuz Trombosit Siispansiyonu

Tek tnite olarak tam kandan hazirlanan trombosit siispansiyonunun 4-8’li olarak
steril bir sekilde bir araya gelmesiyle olusan {iriindiir. Bu sekilde hazirlanan
slispansiyon bir terapotik doza karsilik gelmektedir (XXI. Ulusal Kan Merkezleri ve
Transfiizyon Tibb1 Kurs Kitab1 2018).

2.2.6.2.Aferez Trombosit Siispansiyonu

Tek bir bagiscidan hiicre ayirici cihazlar yardimiyla aferez yontemiyle elde edilen
bilesendir. En ¢ok yapilan bagisc1 aferez tiiriine 6rnektir. Ortalama olarak 2-8 x 10*
arasinda trombosit verimi almabilmektedir. Islem 1.5-2.5 saat arasinda
degismektedir. Bir {inite aferez trombosit yaklasik olarak 6-8 random bagisct
trombosit slispansiyonuna denk gelmektedir. Ayni zamanda tek bagis¢idan {iriiniin
hazirlanmasi enfeksiyonu azaltmada 6nemli rol oynamaktadir (XXI. Ulusal Kan

Merkezleri ve Transfiizyon Tibb1 Kurs Kitab1 2018).

2.3.KAN URUNLERI iLE BULASAN ENFEKSIYONLAR

Kan nakli ile bulagan enfeksiyonlar iilkemizde ve diinyada alinan tiim giivenlik
Onlemlerine ragmen transfiizyon tibbi i¢in halen dnemini korumakta olan sorundur.
Insan Immiin Yetmezlik Viriisiiniin riski ve énemi anlasildiktan sonra, kan nakli ile
bulasabilecek diger etkenlere karsida farkindalik artmustir. Bakteri, viriis, mantar,
parazit ve prionlar olmak iizere bulasta etken olabilecek farkli mikroorganizmalarda
bulunmaktadir. Bu patojenlerin 6nemli 6zelliklerinden biri kan ve kan iriinlerinde
ozelliklerini koruyabilmeleri ve dolasimda uzun siire kalabilmeleridir. Bu da
enfeksiyonlarin bulagin1  kolaylagtiran bir faktor olmaktadir. Bu etkenlerden
arindirilmig  kan {irtinleri hazirlayabilmek i¢in rehberlerle standartize edilmis
yontemler kullanilmaktadir. Ulkelere gore degiskenlik gdstermekle birlikte, dondr
sorgulama formu, tarama testleri ve iiriin giivenligini saglama da bakteri tespit ve
azaltma yontemleri kullanilarak kan tirinlerinin alicida higbir bulasa sebep olmadan

transflizyonun saglanmasi tiim diinyada ve iilkemizde amag¢lanmaktadir (Ulusal Kan



ve Kan Bilesenleri Hazirlama, Kullanim ve Kalite Rehberi 2016, Hemovijilans

Hemsireligi Ve Transfiizyon Giivenligi, 2019).
2.3.1. Kan Nakli ile Bulasan Viriisler

Transfiizyonla bulasan enfeksiyonlar grubuna tiim mikroorganizmalar dahil olsa da
en fazla sorunu olusturan mikroorganizmalar viriislerdir. Transfiizyonla gegen viral
enfeksiyonlarin ortak 6zellikleri kulugka siirelerinin uzun olmasi, pencere donemine
sahip olmalari, etkenin kan ve kan iiriinlerinin saklama kosullarinda canliliklarini
siirdiirebilmeleri, asemptomatik seyirli olmalar1 sayilabilmektedir. Transfiizyon
tibbinda karsimiza ¢ikan en 6nemli sorun ise serolojik negatiflik donemde, viriisiin
pencere doneminde olmasi ama bulas riskinin ortaya ¢ikmasidir. Cok duyarli testlerin
mevcut olmasina ragmen viral gostergelerin negatif oldugu donem halen mevcuttur

(XXI. Ulusal Kan Merkezleri ve Transflizyon Tibb1 Kurs Kitab1 2018).

Transflizyonla en fazla bulas goriilmiis virtisler; Hepatit B Viriisii (HBV), Hepatit C
Viriisii (HCV), Insan Yetmezlik Viriisii Tip % (HIV %)’dir. Bu viriislere ek olarak
cografik bolgelere gore dnem arz eden Insan T Hiicresi Lenfotropik Viriisii 1/11
(HTLV-V/1I) de bulas riski tasimaktadir. Bu viriislerden daha az siklikta goriilse bile,
Hepatit A Viriisii (HAV), Hepatit D Viriisii (HDV), Hepatit G Viriisii (HGV),
Transfiizyonla Bulasan Viriis (TTV), Insan Parvoviris B19 (HPV B19),
Sitomegaloviriis (CMV), Epstein-Barr Viriis (EBV), Insan Herpes Viriisii Tip 6
(HHV-6), Insan Herpes Viriisii Tip 8 (HHV-8)’dir. Bu yazilanlarin disinda da bazi
etkenlerden bulas bildirilmistir. Ornegin Kuzey Amerika’dan Bati Nil Viriisii’niin
transflizyonla bulas1 bildirilmistir (Tekin 2011, Savas¢1 ve Avcr 2016, XXI. Ulusal
Kan Merkezleri ve Transfiizyon Tibb1 Kurs Kitab1 2018).

2.3.1.1. HIV

AIDS’e uzanan bir tablo ile sonuglanan HIV viriisii transflizyonla bulasan
enfeksiyonlar arasinda 6nemli bir yer tutmaktadir. Zaman i¢inde transfiizyonla bulasi
gelistirilmis ileri testlerle engellenmesine ragmen halen daha transfiizyonla bulag
vakalar1 gelismis lilkelerde dahi mevcuttur. HIV viriisiiniin cinsel yolla, damar ici
uyusturucu kullananlarda, dogum ve emzirme ile anneden bebege, kan ve kan
triinleri nakli ile bulagi disinda da bulas sebebi belli olmayan olgularda tespit

edilmistir (Babayigit ve Bakir 2004). Kan nakli ile bulasi engellemede yapilan rutin



testler negatif oldugu donemde dahi bagisc1i enfekte ve bulastirict olabilir.
Cogunlukla enfekte bireyler hastaliklarinin farkinda degillerdir. Klinik bulgu
goriilmediginden dolay1 risk grubunda goriilen (intravendz ilag kullanan, escinseller,
fazla cinsel partneri olanlar) siiphenilen bireylerden kan bagisi kabul edilmemelidir
(Blood Banking and Transfusion Medicine, 2nd Edition, 2007, XXI. Ulusal Kan
Merkezleri ve Transfiizyon Tibb1 Kurs Kitab1 2018).

2.3.1.2.HBV

Transfiizyon sonrasi bulas olusturma riski yiiksek bir viral enfeksiyon olan HBV,
1970 yillarin sonundan itibaren taranmasi zorunlu hale geldigi i¢in, ayn1 zamanda
duyarli testlerin artmasi, bireylerin agilanma programlarinin alinmasi gibi stratejilerin
olmas1 sayesinde giderek azalan bir orana sahip olmustur. Biiylik ¢ogunlugunun
engellenmesine ragmen giiniimiizde halen hepatit B bulasi goriilebilmektedir (XXI.
Ulusal Kan Merkezleri ve Transfliizyon Tibb1 Kurs Kitab1 2018). Taramasi zorunlu
testin sadece HbsAg‘ye 0zgii olmasi bulas riski agisindan risk olmaktadir. Yapilan
arastirmalarda anti-Hbc‘nin pozitif bulundugu erken doénemlerde ¢ogunlukla
HbsAg‘de pozitif bulunmustur (Adverse Effect of Transfussion 2013). Ancak
Hepatit B prevelansi yiiksek olan iilkelerde Anti-HBc¢ pozitif bireyleri bagis¢1 olarak
kabul etmemek ciddi oranda bagis¢1 kaybina sebep olacagindan ve Anti-HBc pozitif
bireylerin ¢ok kiiciik bir kisminda bulas riski olacagindan daha duyarli olan HBV
DNA ile HBV taranmasi daha uygun ve giivenilir olacaktir. Tiim bu ¢aligmalardaki
sikintilar gdz Oniine alindiginda flebotomi Oncesi bagisgilar sarilik yOniinden
sorgulanmalidir. Sarilik  Oykiisii  bulunan bagiscilardan kan bagist  kabul
edilmemelidir. Farkli bir onlem olarakta sik transfiizyon yapilacak bireylere HBV
asisinin yapilmasi uygundur (Douglas and Taswel 1991, XXI. Ulusal Kan Merkezleri
ve Transflizyon Tibb1 Kurs Kitab1 2018). Ayrica, herhangi bir nedenle HBsAg pozitif
bir kan veya kan triinii bir alictya verilmisse miimkiinse ilk 24 saatte, degilse en gec
72 saat igerisinde, bu da mimkiin degilse yedi giin igerisinde Hepatit B

hiperimmiinglobulini (HBIG) uygulanmalidir (Avci, Turhan ve Cinar 2000).
2.3.1.3.HDV

HDV eksik bir viriistiir ve alicida bir enfeksiyon olusturabilmesi i¢in HBsSAg‘ninde

varhigina gerek duyulur. Bu sebepten dolay1 kan bagis¢ilarinda HBsAg taramasinin
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yapilmasi, HDV’nin bulasi agisindan da koruma saglar (Adverse Effect of
Transfussion 2013).

2.3.1.4. HCV

Tanimlanan hepatit viriislerinin arasinda kroniklesme orani en yiiksek olan HCV’dir.
Ne yazik ki halen hepatit C viriisii i¢in as1 ya da antiserum bulunamamistir. HCV’nin
pencere donemi de diger enfeksiyonlara gore daha uzundur. HCV‘de transfiizyon
Oncesi rutin taranan testler arasindadir. Pencere doneminin uzunlugu sebebiyle
talasemi ve diyaliz hastalarinda hepatit C prevelans: yiiksektir (XXI. Ulusal Kan
Merkezleri ve Transflizyon Tibb1 Kurs Kitab1 2018). Son zamanlarda transfiizyon
oncesi HCV Ag ve HCV RNA testlerinin uygulamaya baslanilmasi pencere
donemini oldukgca kisaltmis ve bulas riskinin azalmasim saglamistir (Aver 1Y ve ark.

2000).
2.3.1.5.CMV

CMV (sitomegaloviriis), saglikli bireylerde semptom vermeden gecirebilecegi gibi
hafif atesin eslik ettigi hafif bir hastalik tablosu da olusturabilmektedir. Kan
bilesenlerinin transfiizyonu ile dmiir boyu bulas s6z konusu olabilmektedir. CMV
icin bulasta ciddi risk gruplari arasinda, immunsuprese alicilar, yenidoganlar, fetiisler
ve transplantasyon hastalar1 sayilabilir. Bu hastalarda bu virlis mortal
seyredebilmektedir. Bu sebepten dolay1 6zel grup alicilar igin CMV negatif kan
tirtinleri tercih edilmelidir ( Blood Banking and Transfusion Medicine, 2nd Edition,
2007). Ulkemizde CMV negatif bagis¢1 orani oldukga diisiik oldugundan ve bu
enfeksiyon 16kositler araciligi ile bulastigindan risk grubundaki alicilar i¢in kan ve
kan {riinii tranfiize edilmeden o©nce I6kosit filtresi kullanmak bulas orani
diisiirmede etkin bir yol olmaktadir. Ote yandan risk grubunda ki alicilar igin
antiviral ila¢ ve/veya immunglobulin ile de profilaksi baslanarak bulas riski
azaltilabilir. Kan {irlinlerinin 1smmlanmasi da bu enfeksiyonun bulastiriciligim
engellememektedir. Ancak donmus ve degliserolize eritrositlerde CMYV bulasi
olmamaktadir. Yikanmis siispansiyonlarda ise bu risk devam etmektedir (XXI.
Ulusal Kan Merkezleri ve Transfiizyon Tibb1 Kurs Kitab1 2018).
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2.3.1.6.HTLV-1 ve HTLV-II

Yillar igerisinde tarama testlerindeki gelismelere paralel olarak bulas oraninin 10
kata yakin azaldig1 bilinen bir viriistiir. Diinyanin bazi1 boélgelerinde endemik olan
viriistin tilkemizdeki durumu tam olarak bilinmemektedir. Tiirkiye’de ege bolgesinde
yapilan bir calismada 50.000 dondr taranmis 2 adet dogrulanmis pozitiflik
saptanmistir. Fransa i¢in ise 1/5.000.000 oraninda bulas oldugu saptanmistir. Bu
virlisler i¢in rutinde tarama testi ABD ve Japonya’nin da i¢inde bulundugu bazi
iilkelerde uygulanmaktadir. Ulkemizde rutinde bu test uygulanmamaktadir (XXI.
Ulusal Kan Merkezleri ve Transfiizyon Tibb1 Kurs Kitabi 2018).

2.3.1.7.Hepatit A Viriisii

Hepatit A virilisii bulagtiginda hasta da semptom genellikle goriilmez ve bu viriis
kanda 2 hafta kalir daha sonra viriise karsi antikorlar olusur ve Omiir boyu
koruyuculuk saglar. Transfiizyonla bulas nadir goriilmektedir. Ulkemizde asilama
prosediiriiniin varligi ve c¢ocukluk caginda ¢ogu kisinin hastaligi gecgirmis olmasi
sebebiyle kanda antikor pozitifliginin varligi bulasin nadir olmasinda etkendir (XXI.

Ulusal Kan Merkezleri ve Transfiizyon Tibb1 Kurs Kitab1 2018).
2.3.1.8. Transfiizyonla Bulasan Diger Viriisler

Epstein-Barr virlisii, Human Herpes virlis 6 ve 8 gibi virlisler de transfiizyonla
bulasabilir. Lokosit filtresi kullanimi bu viral enfeksiyonlar1 biiyilk oranda
onlemektedir. Hepatit G virlisii (HGV), Transfiizyonla Bulasan viris (TTV) de
transflizyonla bulagabilir. Ayrica burada adi gegmeyen ve hastalik sirasinda kanda
bulunabilen bagka viral ajanlar [MSRV (multiple sclerosis-associated retrovirus),
SEN-V, Enterovirus vb.] da transfiizyonla bulasabilir (Bihl F, Castelli D, Marincola
F, Dodd RY, Brander C. 2007, XXI. Ulusal Kan Merkezleri ve Transfiizyon Tibb1
Kurs Kitab1 2018).

2.3.2.Kan Nakli {le Bulasan Bakteriyel Enfeksiyonlar

Kan bilesenleri ile bakteriyel bulag nadir olmakla birlikte bulas goriildiigiinde sonug
daha oliimciil olabilmektedir. Transfiizyon esnasinda bulas goriildiigiinde dakikalar
icinde sepsis ve septik sok gelisebilmektedir. Bakteriyel bulas nadir olsa da viriis ve

parazitlerden daha sik goriiliir. Bakteriyel kontaminasyonun nadir goriilmesinin
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sebebleri arasinda; kan saklama torbasinin icerisinde sitrat bulunmasi, kanin +4°C’de
buzdolabinda saklanmasi, kanin igerisinde antikorlarin, l6kositlerin de bulunmasi
sayilabilir. Bakteri bulas1 riskini etkileyen diger faktorlerde alicinin immiin durumu,
bulasan bakteri sayisi, alicinin antibiyotik kullanma hali olarak s6ylenebilir (Brecher
ME and Hay SN 2005 XXI. Ulusal Kan Merkezleri ve Transfiizyon Tibb1 Kurs
Kitab1 2018).

Kan iirtinlerinin kontamine olma sebebleri {iriin hazirlarken olabildigi gibi tamamen

bagisc1 kaynaklida olabilmektedir.

Uriin hazirlarken; kan torbalarmimn hazirlanmasi sirasinda, iiretim asamasi, nakil
asamast gibi durumlarda ki uygunsuz kosullara bagli olarak olabilecegi gibi,
bagiscinin flebotomi bolgesindeki lezyonlara ya da kan alimi sirasinda antisepsiye
uyulmamasi hallerinde de goriilebilir. Ayn1 zamanda kanin bilesenlerine ayrilmasi,
hazirlanmasi, 1sitilmasi, transportu, kanin takilmasi durumlarinda da bulas
goriilebilmektedir (XXI. Ulusal Kan Merkezleri ve Transflizyon Tibb1 Kurs Kitab1
2018).

Tablo 1. Transfiizyonun enfeksiyon komplikasyonlari (Hemovijilans Hemsireligi

ve Transflizyon Giivenligi Kitab1 2019).

TRANSFUZYONUN ENFEKSiYON KOMPLIKASYONLARI

Bakteriyel Viral Paraziter Fungal Prionlar

Sepsis ve septik sok HIV 7 Sitma Candida Creutzfeld Jacob Hast
Staphylococcus spp. HBV Toksoplazmoz tirleri (CJH)

(KNS) HCV Babezyoz Aspergillus  Variant CJH (BSE)
Spiroketler HDV Chagas Hastalig sp. Diger insan prion
(T.pallidum, B. HAV Filariazis Penicillium  hast.

burgdorferi) CMV Leismaniazis sp.

Yersinia enterocolitica HTLV Y% (Kala-Azar) Diger

Pseudomonas sp. Parvovirus Diger kan-doku

Serratia sp. B19 parazitleri

Brucella sp. Bati Nil

Rickettsia sp Viriisii

Legionella sp EBV

Chlamidya sp. HHV 6/8

Streptococcus spp. TTV

Mikrococcus spp HGV

Bacillus spp Diger viriisler

Difteroidler

Listerioz

Achromobacter spp.

E. coli

Enterobacter

agglomerans

Salmonelloz

Citrobacter freundii
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2.3.2.1.Bakteriyel Kontaminasyon Tespit Yontemleri

Bakteriyel enfeksiyonlar genellikle transfiizyonun bitimini takiben 4 saat iginde
yiiksek ates, 120/dk {izeri nabiz ile tansiyon diizensizliklerini de igeren bir tablo ile
belirti vermektedir. Alictya verilen kan bileseni ile alici kanindaki kiiltiirde ayni
bakterinin varliginin tespiti ile bakteriyel kontaminasyon tespit edilmis olur (The

Clinical Use of Blood Handbook 2001).

1) Bakteriyel kontaminasyonun tespitinde aynmi zamanda gorsel inceleme
yapilmasida basit ve Onleyici tedbirler arasindadir. Kontaminasyon kontrolii
acisindan bilesen renk, bulaniklik, ptht1 varlig1 agisindan gozlenebilir. Ancak
akilda tutulmas1 gereken nokta belirli bir diizeyin altinda (10° CFU/ml ve alt1)

bulas durumunda bu belirtiler gézlenemeyebilir.

2) Bir diger yontem bakterilerinin varliginda tiiketimin artmasina bagli pO;

azalmasi olacaginda pO; dl¢limiiniin yapilmasidir.

3) Kullanim agisindan pratik olmamasina ragmen uygulanabilecek yontemler
arasinda gram veya akridin oranj ile boyama, fluoresan mikroskopi teknikleri

sayilabilir.

4) Oda 1sisinda saklama kosuluna sahip oldugundan risk olusturan trombosit
siispansiyonlar1 iginse goOrsel bir test olan “swirling” , ya da “girdap
fenomeni” denen uygulama yapilabilir. Saklama torbasinda (10° - 10° CFU/m
tizeri) bakteri iirediyse pH diiseceginden trombosit torbasi dik konumda
tutuldugunda girdap hareketi yaparak torbanin altina dogru akmasi beklenen
trombositlerde bu hareket goriilmez. Kontaminasyon olmadigi durumlarda da
bu hareket goriilmeyebilir ancak maliyetinin olmamasi agisindan kolaylikla

uygulanabilecek bir yontemdir.

5) Biyokimyasal yontemlerde bulas gosterebilir ancak bu yontemde de bakteri
sayisinin (10 - 108 CFU/ml iizeri ) belirli bir diizeyin iistiinde olmasi

gerekmektedir.

6) Bakteri miktarinin 10-100 CFU/mI gibi oldugu durumlarda dahi saptamanin
miimkiin oldugu otomatize kiiltlir sistemleri gelistirilmis olmasina ragmen

pahali olusu, standartize edilmemis olusu acisindan dezavantajlara sahip bir
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tespit yontemidir. Ancak iilkemizde de kalite kontrolii agisindan trombosit
siispansiyonu  iireten  merkezlerde, kullanima  sunulan trombosit
siispansiyonlarinin %5’inde, trombosit siispansiyonu iiretilmiyorsa tiim kan

bagis sayisinin %1°1 kiiltiir yapilmas1 zorunlulugu getirilmistir.

7) Molekiiler biyolojik tekniklerde bulasi saptamada kullanilabilmektedir.

8)

Bakteri DNA ve RNA’smin tespitine yonelik yiiksek duyarliliga sahip
olmasina ragmen maliyeti yiiksek bir yontem oldugundan dez avantaja sahip
bir test sayilmaktadir (XXI. Ulusal Kan Merkezleri ve Transfiizyon Tibbi
Kurs Kitab1 2018).

Lateral flow yontemi (Verax PGD) de bakteriyel kontaminasyon tespitinde
kullanilmaktadir (Jacobs MR, Smith D, Heaton WA, Zantek ND and Good
CA 2011).

2.3.2.2.Bakteriyel Kontaminayonun Onlenmesi

Bakteriyel kontaminayonun ciddi mortaliteye sahip olusu alinacak tedbirlerin de ne

denli 6nemli oldugu fikrine bizi gétiirmektedir. Alinacak tedbirler Sekil 1’de

goriilmektedir. Bakteri kontaminasyonunu oOnlemek i¢in patojen inaktivasyon

yontemleri de uygulanabilir. Amatosalen ve riboflavin yontemi en ¢ok kullanilan

patojen inaktivasyon yontemleridir. Ancak maliyetinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle

diinya genelinde yaygin kullanilmamaktadir (Rutter ve Synder 2019, Hemovijilans

Hemsireligi ve Transfiizyon Giivenligi Kitab1 2019)
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Hemovijilans
Sistem ile
izlenebilirlik

Transfiizyon I¢in
Kriterlerin Belirlenmesi

Patojen Inaktivasyon,
Uygun Kosullarda Depolama

Mikrobiyolojik Tespit Testlerinin
Yapilmasi

Kalite Kontrol Asamalar1
Bagisct Secimi

Sekil 1. Bakteriyel Kontaminasyonu Onleyici Basamaklar (Bihl et al. 2007°den
uyarlanmstir).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1.CALISMANIN AMACI

Transfiizyon tibb1 agisindan 6nemli bir kan bileseni olan trombosit siispansiyonlari,
oda 1s1sinda 22-24°C de saklanmalar sebebiyle hem bakteriyel kontaminasyon riski
olusturmakta hem de 5 giin gibi kisa bir siirede kullanilmadiklar1 takdirde imha
edilmektedirler. Son yillarda bakteriyel kontaminasyonun hizli bir sekilde saptanmasi
amaglanmaktadir. Herhangi bir yontemle bakteriyel kontaminasyonun aragtirlimasi
durumunda trombosit siispansiyonlarmin saklama siiresi de 7 giine ¢ikmaktadir.
Mevcut durumda; BacT/ALERT® ve Becton Dickinson® (Biomerieux, Fransa ve
Becton Dickinson, ABD) otomatize kan kiiltiir sistemi ve 06zel trombosit kiiltiir
siseleri ¢ok yaygin olmasa da kullanilmaya baglanmistir. S6z konusu trombosit
siispansiyonlarina 6zel iki kan kiiltiiri sisesinden otomatik kan kiiltiirii cihazinda 5
giin inkiibasyonun sonunda pozitif sinyal alinmadigi taktirde negatif kabul
edilmektedir. Iki sistem de buna gére valide edilmistir. Bu siselerden 6nce normal
kan kiltiir siseleri ayn1 amacla kullanilmakta idi. Ancak daha kisa siirede sonug
veren PCR ve lateral flow gibi yontemlere ilaveten flow sitometri yontemi de az
sayida yayinda kullamlmistir (Vollmer 2011-2012,Miiller et al. 2014). Ulkemizde
flow sitometri yontemi kullanilarak trombosit silispansiyonlarinda bakteriyel

kontaminasyonun arastirildigi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu tez ¢alismasinda; otomatize kan kiiltiir sistemine uyumlu kan kiiltiir siseleri ve
flow sitometri yontemi kullanilarak aferez trombosit siispansiyonlarindaki bakteriyel
kontaminasyonun arastirilmast ve boylece trombosit siispansiyonlarinin raf dmriiniin

5 gilinden 7 giine ¢ikarabilabilmesi amaglanmustir.
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3.2.ETIK KURUL ONAYI

Bu calisma icin Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Etik
Kurul’undan 12.2.2018 tarih ve 233 sayili onay alimmistir. Calisma Sakarya
Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Merkez Kampiisii Tibbi Mikrobiyoloji

laboratuvarinda yuriitilmiistiir.

3.3.CALISMADA KULLANILAN MALZEMELER

— Koyun Kanli Agar (Firat Medikal, Istanbul, Tiirkiye)
— Mikropipet ve mikropipet ucu (sar1, beyaz)

— 12ml steril polipropilen tiip

— Sml steril cam tiip

— 1.5ml ependorf tiip

— Etiiv (EN 500, Niive, Ankara, Tiirkiye)

— Aferez trombosit siispansiyonlarinin 6rnek torba kismindaki trombositler
— 5 cc’lik enjektor

— Propidium iyodiir boyasi

— Syto 9 boyas!

— Accuri c6 Becton Dickinson flow sitometri cihazi

— BacT/ALERT®™ BPA Kan kiiltiir sisesi

— BacT/ALERT" otomatize kiiltiir cihazi

3.4. BacT/ALERT® KULTUR SISESi VE FLOW SIiTOMETRI iCiN
ORNEKLERIN HAZIRLANMASI

Calismada 33 adet spike o6rnek ve 50 adet klinik 6rnek incelendi. Simiilasyon
caligmalarinda laboratuvarimiz kiiltiir koleksiyonunda bulanan standart bakteri
suslarindan, Escherichia coli ATCC 25922™, Klebsiella pneumoniae ATCC
700603™, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853™, Enterococcus faecalis ATCC
29212™ Staphylococcus aureus ATCC 29213™ ve ayni bakterilerin klinik izolatlar1
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kullanildi. Bunlara ilaveten Staphylococcus epidermidis klinik izolat1 da simiilasyon
caligmalarinda kullanilmigtir. Tiim bakteri suslar1 %5 koyun kanli agar plaklarina
ekildi ve 35-37°C'de 16-18 saat inkiibe edildi. Her bakteri i¢in fotometrik yontem
kullanilarak (DensiCHEK plus, bioMérieux, Fransa) 0.5 McFarland yogunlugunda

bakteri siispansiyonlar1 hazirlandi.

Seri diliisyonlar yapilarak son konsantrasyonda 10°, 10*, 10> CFU/ml olacak sekilde
bakteri siispansiyonlar1 hazirlandi. Bakteri siispansiyonlarindan 1 ml alinarak 1 ml
trombosit iizerine eklendi. Hazirlanan bu trombosit+bakteri siispansiyonlar1 steril
tiiplere alinarak oda 1sisinda ve etiivde 16-18 saat inkiibe edildikten sonra 6rnekler
flow sitometri yontemiyle analiz edildi. Es zamanli olarak trombosit+bakteri
siispansiyonu 6rnegi de BacT/ALERT® BPA kiiltiir sisesine (bioMérieux, Fransa)
ekilerek otomatik kan kiltir cihazina (BacT/ALERT®, bioMérieux, Fransa)

yiiklendi. Kiiltiir siselerinin pozitif sinyal verme siireleri kayit altina alindi.

16-18 saat inkilbasyon f;“
) -
| —

Bakteri + Trombosit sUsp.

0.5 McFarland 3 farkh dilisyon (10°, 10, 102 CFU/ml) Pozitif sinyal alinma zamani

Sekil 2. Spike 6rneklerin analiz siiregleri
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300l 300 ul 300 ul 300 ul 300 ul 300 ul 300 ul 300 ul

NN

10’ 10° 10° 10* 10° 10? 10* 10°

Sekil 3. Bakteri dilisyonlarinin hazirlanmasi

Calismanin diger kisminda ise hastanemiz Transfiizyon Merkezinde rutin alinan
aferez trombosit siispansiyonu Ornekleri bakteriyel kontaminasyon yoniinden
BacT/ALERT® BPA Kkiiltiir sisesine (bioMérieux, Fransa) ekilerek otomatik kan
kiiltiir cihazinda (BacT/ALERT®, bioMérieux, Fransa) ve flow sitometrik yontemle
incelendi. Aferez trombosit slispansiyonu torbasinin numune alma kismindan 5 ml
ornek almarak kiiltiir sisesine ekim yapildi ve otomatize kan kiiltiir sistemine
yerlestirildi. Kan kiiltiirii cihazinda bes giin siire ile inkiibe edilen ve pozitif sinyal
alinmayan Ornekler ireticinin Onerileri dogrultusunda negatif kabul edildi. Ayni
aferez trombosit siispansiyonundan 1 ml 6rnek etiivde, 1 ml 6rnek de oda isisinda

inkiibasyona birakildi. Ornekler 1, 3 ve 5. giinlerde flow sitometri ydntemiyle analiz
edildi.

Flow sitometrik yontemle analiz edilecek tiim 6rneklerden (spike 6rnekler ve rutin
aferez trombosist siispansiyonlari) 1ml alindi ve 3 defa dondurup c¢oziilerek
trombositlerin lizisi saglandi. Daha sonra 500rpm’de 3dk santrifiij edildikten sonra
stipernatant kisim atildi. Geriye kalan pelletten 100ul alinarak 900pul fosfat tamponu
ile karistirildi. Bu siispansiyondan 100ul alinarak 20pl Syto+20ul PI ile boyanarak
15 dakika karanlikta bekletildikten sonra flow sitometri cihazinda (Accuri C6,
Becton Dickinson, ABD) okutuldu. Her bir 6rnek igin pozitif kontrol ve negatif
kontrol kuyucugun dot blot goriintiisii kaydedildi. Her bir bakteri+trombosit
slispansiyonu ile rutin aferez trombosit siispansiyonu drneklerinin dot blot goriintiisti

pozitif ve negatif kontroliin dot blot goriintiisii ile karsilastirildi.

Flow sitometri ¢alismalarinda igin her bir 6rnek degerlendirilmeden 6nce galisilacak

olan her bir bakteri 10° olacak sekilde diliie edildi. Bu diliisyondan 100 pl alinarak
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20ul Syto+20ul PI ile boyanarak 15 dakika karanlikta bekletildi. Pozitif kontrol
olarak flow cihazinda okutuldu. Negatif kontrol olarak da daha 6nce negatif oldugu

bilinen trombosit siispansiyonu drnekleri kullanilda.
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4. BULGULAR

4.1. BAKTERILERIN UREME KONTROL SONUCLARI

4.1.1 Escherichia coli suslarinin iireme kontrol sonuclar:

Escherichia coli ATCC 25922 susu icin flow sitometrik yéntem ve BacT/ALERT®

otomatize kan kiiltiir sistemi arasinda uyum saptanmamistir. BacT/ALERT®

otomatize kan kiiltiir yéntemi ile tiim diliisyonlarda (10°, 10', 10%) 16-18 saat icinde

tireme saptanirken es zamanli yapilan flow sitometrik incelemelerde pozitiflik

goriilmemistir. Sekil 4’de flow sitometrik yontemle elde edilen dot blot goriintii

grafikleri gosterilmistir.

Plot 2: AD2 NEGATIF KONTROL Plot 2: AD1 POZITIF KONTROL
A GATE) [No Gating] B

GATE [No Gaing]

! i o -t 2 P w2 ! wl P s 5 o st 2
FLA-H FL1-H
C Piot 2: FOS ETOV 10-2 1-10 D Piot 2: EO6 ODA 10 -2 1-10

GATE @ [No Gating] ~ GATE @ [No Gating)

BAKTERI
0.0%

Sekil 4. E. coli ATCC 25922 susu igin bir gece inkiibasyon sonrasi dot blot

goriintiileri

A. Bakteri ile kontamine edilmeyen trombositlerin dot blot goriintiisii

B. Escherichia coli ATCC 25922 susu igin dot blot goriintiisii

22



C. Etiivde bir gece inkiibe edilen, 10% bakteri ile kontamine edilmis 6rnegin dot
blot goriintiisii
D. Oda 1sisinda bir gece inkiibe edilen, 10° bakteri ile kontamine edilen Grnegin

dot blot goriintiisii

E.coli klinik izolat i¢in hazirlanan 6rneklerde BacT/ALERT® otomatize kiiltiir
sistemde tiim dillisyonlar (100, 10", 102) icin 16-18 saat i¢ginde lireme saptanirken, es
zamanli yapilan flow sitometrik incelemede etiivde bir gece inkiibe edilen
orneklerden 10" ve 10° bakteri ile kontamine edilenlerde iireme saptandi. Diger
orneklerde iireme saptanamamustir. Sekil 5’de flow sitometrik yontemle elde edilen

dot blot goriintii grafikleri gosterilmistir.

Plot 2: B01 NEGATIF KONTROL

FSCH

B Plot 2: B02 POZITIF KONTROL
A ~ CGATE’ (No Gating] « (GATE’ [No Gating)
] P x: —=
3 - TROMBOSIT
a 1 04%°
T .
= 3 = :-
o I~ r
g 7 ® Ty
S d 5 o s
3 g v
e B o> : -
RITTTOTIE T TrROIT T T roonm : ISR A2 01 SUN S R R E L S iRl
w2 2 s 0 A ‘*5‘”3 2 o 1
¥ FL1-H
C Plot 2: €05 ETOV 10-1 D piot 2 €03 oDA10-2
«~ (GATE [No Gating] ~ V(GATE " [No Ga:ting]
s =7 b

Sekil 5. E.coli klinik izolat i¢in bir gece inkiibasyon sonrasi dot blot goriintiileri

A. Bakteri ile kontamine edilmeyen trombositlerin dot blot goriintiisii
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B. E.coli klinik izolat i¢in dot blot goriintiisii

C. Etiivde bir gece inkiibe edilen, 10* bakteri ile kontamine edilmis ornegin dot
blot goriintiisii

D. Oda 1sisinda bir gece inkiibe edilen, 10° bakteri ile kontamine edilen Grnegin
dot blot goriintiisii

4.1.2. Klebsiella pneumoniae suslarinin iireme kontrol sonuglari

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 susu icin BacT/ALERT® otomatize kan
kiiltir yontemi ve etiivde inkiibe edilen orneklerin flow sitometrik yontem ile
incelenmesinde %100 uyum saptanmistir. BacT/ALERT®  otomatize kan kiiltiir
yontemi ile tiim diliisyonlarda (10°, 10, 10%) 12-18 saat i¢inde iireme saptanirken es
zamanli yapilan flow sitometrik incelemelerde de etiivde inkiibe edilen 6rneklerde
iireme saptanmistir. Ancak oda 1sisinda inkiibe edilen O6rneklerde flow sitometrik
yontem ile lireme saptanamadi. Sekil 6’da flow sitometrik yontemle elde edilen dot

blot goriintii grafikleri gosterilmistir.

A Ploe 2: B0t NEGATIF KONTROL B Plot 2: A02 POZITIF KONTROL
GATE ' [No Gating] - GATE = [No Ganng)

FSCH
FSC-H

D%

LLLL AL L L L

Y

T Ty T T T Ty
w2 wd % t
FLI.H
C Picet 2: COS etlv 10 - 2 D Plce 2: A0S ocis 10- 2
e GATE @ [No Gating) 5 GATE  [No Gatingl
o ~= < -
TROMBOSIT

FLI-H

Sekil 6. Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 susu igin bir gece inkiibasyon sonrasi
dot blot goriintiileri

A. Bakteri ile kontamine edilmeyen trombositlerin dot blot goriintiisii
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B. Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 susu igin dot blot goriintiisii

C. Etiivde bir gece inkiibe edilen, 10% bakteri ile kontamine edilmis 6rnegin dot
blot goriintiisii

D. Oda 1sisinda bir gece inkiibe edilen, 10° bakteri ile kontamine edilen 6rnegin
dot blot goriintiisii

Klebsiella pneumoniae klinik izolat icin hazirlanan orneklerde BacT/ALERT®
otomatize kiiltiir sistemde tiim diliisyonlar (10°, 10%, 10%) i¢in 12 -18 saat i¢inde
tireme saptandi. Es zamanli yapilan flow sitometrik incelemede etiivde inkiibe edilen
ornekler icin 10* ve 10% bakteri ile kontamine edilen drnekler i¢in lireme saptanirken
diger ornekler icin iireme Saptanamamaistir. Sekil 7 ‘de flow sitometrik yontemle elde

edilen dot blot goriintii grafikleri gosterilmistir.

A Plot 2: A10 NEGATIF KONTROL B Plot 2: A0S POZITIF KONTROL
- GATE [No Gaing]

GATE [No Gating]

M

FL1-H FLA-H |
C  Plot 2: 206 ETOV 101 D  rioe 2: 203 0DA ISISI 10-2
~ UGATE) [No Gating] -, (GATE " [No Gating)

Sekil 7. Klebsiella pneumoniae klinik izolat1 i¢in bir gece inkiibasyon sonrasi dot
blot goriintiileri

A. Bakteri ile kontamine edilmeyen trombositlerin dot blot goriintiisii
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B. Klebsiella pneumoniae klinik izolat1 i¢in dot blot goriintiisti

C. Etiivde bir gece inkiibe edilen, 10* bakteri ile kontamine edilmis ornegin dot
blot goriintiisii
D. Oda 1sisinda bir gece inkiibe edilen, 10° bakteri ile kontamine edilen Grnegin

dot blot goriintiisii

4.1.3. Pseudomonas aeruginosa suslarmin iireme kontrol sonugclari

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 susu i¢in tireme kontrol sonuglart
incelendiginde flow sitometrik yontem ve BacT/ALERT® otomatize kan kiltiir
sistemi arasinda etiivde inkiibe edilen Ornekler i¢in yiiksek oranda uyum
saptanmustir. BacT/ALERT® otomatize kan kiiltiir yontemi ile tim diliisyonlar (10°,
10', 10%) i¢in 16 -18 saat i¢inde iireme saptandi. Etiivde inkiibe edilen 10° digindaki
diliisyonlarda (10", 10%) iireme saptandi. Ancak oda 1sisinda inkiibe edilen drnekler
icin flow sitometrik yontemle iireme saptanamamistir. Sekil 8’de flow sitometrik

yontemle elde edilen dot blot goriintii grafikleri gosterilmistir.

26



Plot 2: AD3 negatif kontrol 11020 s Plot 2: AD1 POZITIF KONTROL

A GATE ' [No Gating) ~ (GATE " [No Gating]
2] : ~=7 o T -7
1 TROMBESIT I IRoMBOSIT [/
4 24%" Y, 4 0.0%~” '
- - Bn) £ ——— " e et
= N b .
“} = ‘\_ ~
T = S ks , x 3 ,
o Ts--3 : p o :
g At ! - O 5 4 .
gl === “BAKTERI Ayt T BRRTERI
= i 0,0% = - 1,1%
- - - - ° :
T T TorrTTmT T T rrrymm T T T i
c'&,,:c.z wt w5 b1 ”5»3 2 't 2 B
FL1-H FL1-H
G Plot 2: E08 ETUV 10- 2 PELLET 1-10 D  Piot 2: €02 0DA 10- 2 PELLET 110
«~ V(BATE [No Gating] «+« UBGATE  [No Gating]
ST = <5

-
-

/

ROMBESIT
BT i3

Sekil 8. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 susu igin bir gece inkiibasyon
sonrasi dot blot goriintiileri

A. Bakteri ile kontamine edilmeyen trombositlerin dot blot goriintiisii
B. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 susu i¢in dot blot goriintiisii

C. Etiivde bir gece inkiibe edilen, 10 bakteri ile kontamine edilmis ornegin dot
blot goriintiisii
D. Oda 1sisinda bir gece inkiibe edilen, 10% bakteri ile kontamine edilen 6rnegin

dot blot goriintiisii
Pseudomonas aeruginosa Klinik izolati1 i¢in hazirlanan 6rneklerde BacT/ALERT®

otomatize kan kiiltiirii sisteminde tiim diliisyonlar (10°, 10, 10?) i¢in 16 -18 saat

icinde Uireme saptandi. Es zamanli yapilan flow sitometrik incelemede etiivde ve oda
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1sisinda 16-18 inkiibe edilen 6rneklerin tiimii i¢in de tireme saptanmistir. Sekil 9°da

flow sitometrik yontemle elde edilen dot blot goriintii grafikleri gosterilmistir.
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Sekil 9. Pseudomonas aeruginosa klnik izolat igin bir gece inkiibasyon sonrasi dot

blot goriintiileri

A

Bakteri ile kontamine edilmeyen trombositlerin dot blot goriintiisii

B. Pseudomonas aeruginosa klinik izolat i¢in dot blot goriintiisii

blot goriintiisii

dot blot goriintiisii
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4.1.4. Staphylococcus aureus suslarinin iireme kontrol sonuclari

Staphylococcus aureus ATCC 29213 susu i¢in iireme kontrol

incelendiginde flow sitometrik yontem ve BacT/ALERT® otomatize kan kiiltiir

sistemi arasinda etiivde ve oda 1sisinda inkiibe edilen 6rneklerin tiim diliisyonlar

icin %100 oranda uyum saptanmustir. BacT/ALERT® otomatize kan kiiltiir yontemi

ile tlim diliisyonlar ( 10°%, 10, 102) icin 16 -18 saat icinde lireme saptandi. Eg zamanl

olarak flow sitometrik inceleme yapilmistir. Sekil 10°da flow sitometrik yontemle

elde edilen dot blot goriintii grafikleri gosterilmistir.
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Sekil 10. Staphylococcus aureus ATCC 29213 susu i¢in bir gece inkiibasyon sonrasi

dot blot goriintiileri

A. Bakteri ile kontamine edilmeyen trombositlerin dot blot goriintiisii

B. Staphylococcus aureus ATCC 29213 susu igin dot blot goriintiisii
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C. Etiivde bir gece inkiibe edilen, 10° bakteri ile kontamine edilmis 6rnegin dot
blot goriintiisii
D. Oda sisinda bir gece inkiibe edilen, 10° bakteri ile kontamine edilen Ornegin

dot blot goriintiisii

S.aureus klinik izolat i¢in hazirlanan 6rneklerde BacT/ALERT® otomatize kiiltiir
sistemde tiim diliisyonlar ( 10°, 10%, 10%) icin 16 -18 saat i¢inde iireme saptandi. Es
zamanl yapilan flow sitometrik incelemede etiivde ve oda 1sisinda inkiibe edilen
orneklerin tiimii i¢in lireme saptanmistir. Sekil 11°de flow sitometrik yontemle elde

edilen dot blot goriintii grafikleri gosterilmistir.

Flot 2: &0 NEGATIF KONTROL Flot 2: A0S POZITIF KONTROL
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Sekil 11. S. aureus klinik izolat i¢in bir gece inkiibasyon sonrasi dot blot goriintiileri

A. Bakteri ile kontamine edilmeyen trombositlerin dot blot goriintiisii

B. S. aureus klinik izolat icin dot blot goriintiisii

30



C. Etiivde bir gece inkiibe edilen, 10° bakteri ile kontamine edilmis 6rnegin dot
blot goriintiisii
D. Oda sisinda bir gece inkiibe edilen, 10* bakteri ile kontamine edilen Ornegin

dot blot goriintiisii

4.1.5 Enterococcus spp. suslarinin iireme kontrol sonuglari

Enterococcus faecalis ATCC 29212 susu igin {ireme Kkontrol sonuglar
incelendiginde flow sitometrik yontem ve BacT/ALERT® otomatize kan kiiltiir
sistemi arasinda etiivde ve oda 1sisinda inkiibe edilen o6rnekler i¢in %100 oranda
uyum saptanmustir. BacT/ALERT® otomatize kan kiiltiir yontemi ile tim diliisyonlar
(10° 10%, 10?) i¢in 16 -18 saat icinde iireme saptanmistir. Es zamanli olarak flow
sitometrik inceleme yapilmistir. Sekil 12°de flow sitometrik yontemle elde edilen dot

blot goriintii grafikleri gosterilmistir.
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Sekil 12. Enterococcus faecalis ATCC 29212 susu i¢in bir gece inkiibasyon sonrasi
dot blot goriintiileri
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A. Enterococcus faecalis ATCC 29212 susu i¢gin dot blot goriintiisii
B. Bakteri ile kontamine edilmeyen trombositlerin dot blot goriintiisii

C. Etiivde bir gece inkiibe edilen, 10° bakteri ile kontamine edilmis ornegin dot

blot goriintiisii
D. Oda sisinda bir gece inkiibe edilen, 10% bakteri ile kontamine edilen Ornegin

dot blot goriintiisii

E.facealis klinik izolat i¢in hazirlanan drneklerde BacT/ALERT® otomatize kiiltiir
sistemde tiim diliisyonlar ( 10°, 10%, 10) icin 16 -18 saat i¢inde iireme saptandi. Es
zamanl yapilan flow sitometrik incelemede etiivde ve oda 1sisinda inkiibe edilen
orneklerin higbirinde {ireme saptanamamustir. Sekil 13’de flow sitometrik yontemle

elde edilen dot blot goriintii grafikleri gosterilmistir.
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Sekil 13. E. faecalis klinik izolati i¢in bir gece inkiibasyon sonrasi dot blot
goriintiileri
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A. Bakteri ile kontamine edilmeyen trombositlerin dot blot goriintiisii
B. E. faecalis klinik izolati i¢in dot blot goriintiisii

C. Etiivde bir gece inkiibe edilen, 10% bakteri ile kontamine edilmis ornegin dot
blot goriintiisii
D. Oda 1sisinda bir gece inkiibe edilen, 10° bakteri ile kontamine edilen 6rnegin

dot blot goriintiisii

4.1.6. Staphlylococcus epidermidis i¢in iireme kontrol sonuclar:

Staphlylococcus epidermidis klinik izolat i¢in hazirlanan érneklerde BacT/ALERT®
otomatize kiiltlir sistemde tiim diliisyonlar (100, 101, 102 ) igin 16-18 saat i¢inde
tireme saptandi. Es zamanli yapilan flow sitometrik incelemede etiivde ve oda
1isisinda inkiibe edilen 6rneklerin higbirinde ireme saptanamamustir. Flow sitometrik
incelemeler icin kontroller tekrarlanmasina karsin sonucta degisiklik goriilmedi.
Sekil 14’de flow sitometrik yontemle elde edilen dot blot goriintlii grafikleri

gosterilmistir.
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Sekil 14. S.epidermidis klinik izolat1 igin bir gece inkiibasyon sonrasi dot blot
goriintiileri

A. S.epidermidis klinik izolat1 i¢in dot blot goriintiisii
B. Bakteri ile kontamine edilmeyen trombositlerin dot blot goriintiisii

C. Etiivde bir gece inkiibe edilen, 10% bakteri ile kontamine edilmis ornegin dot
blot goriintiisii
D. Oda 1s1sinda bir gece inkiibe edilen, 10? bakteri ile kontamine edilen Ornegin

dot blot goriintiisii
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Tablo 2. Spike 6rneklerin BacT/ALERT® BPA siseleri ve flow sitometrik analiz
sonuglari.

ODA ISISI (22-24°C) ETUV (35-37°C) BacT/ALERT® BPA
SUSLAR 150 30t 10?2 10° 10t 102 10° 10" 102
E.coli
ATCC negatif negatif negatif negatif negatif  negatif pozitif pozitif pozitif
25922™
K.pneumoniae
ATCC negatif negatif negatif = pozitif  pozitif  pozitif pozitif pozitif pozitif
700603™
P.aeruginosa
ATCC negatif negatif negatif negatif ~ pozitif  pozitif pozitif pozitif pozitif
27853™
E.faecalis
ATCC pozitif ~ pozitif pozitif  pozitif — pozitif  pozitif pozitif pozitif Pozitif
29212™
S.aureus
ATCC pozitif  pozitif pozitif  pozitif  pozitif  pozitif pozitif pozitif Pozitif
29213™
K.pneumoniae . . . . - L. .. .. ..
Klinik izolat negatif negatif negatif negatif  pozitif  pozitif pozitif pozitif Pozitif
P.aeruginosa o . - - - - . - -
Klinik izolat pozitif  pozitif pozitif pozitif  pozitif  pozitif pozitif pozitif Pozitif
S.aureus S S S S . - . - s
Klinik izolat pozitif  pozitif pozitif pozitif  pozitif  pozitif pozitif pozitif Pozitif
E.faecalis . . . . . . . .. ..
Klinik izolat negatif negatif negatif negatif negatif  negatif pozitif pozitif Pozitif
KIir[\EiE(i);I(JIat negatif negatif negatif pozitif  pozitif  pozitif pozitif pozitif Pozitif
S.epidermidis . . . . . . . L. L.
Klinik izolat negatif negatif negatif negatif negatif  negatif pozitif pozitif Pozitif

BacT/ALERT®™ BPA trombosit siispansiyonuna 6zel kan kiiltiir siseleri ile tiim spike
orneklerde (n=33, standart suslar ve klinik izolatlar dahil) ve tim diliisyonlarda (10°,
10", 10°) iireme saptand1 (Tablo 2). Bu deneysel ¢alismada BacT/ALERT® BPA

yonteminin %100 duyarli oldugu saptandi.

Standart suslarla hazirlanan spike Orneklerin flow sitometrik analizinde; E.coli
standart susu i¢in oda 1sisinda ve etiivde, K.pneumoniae standart susu i¢in oda
1s1sinda, P.aeruginosa standart susu i¢in oda 1sisinda tiim diliisyonlarda ve etiivde
inkiibe (16-18 saat) edilen 6rneklerin 10° CFU/mI konsantrasyonunda trombosit
siispansiyonlarindaki bakteri varlig1 tesbit edilemedi. Bunu disindaki tiim 6rnekler ve

tiim diliisyonlarda trombosit siispansiyonlarindaki bakteri varlig: tesbit edildi (Tablo
2).

Klinik izolatlarla hazirlanan spike Orneklerin flow sitometrik analizinde;

S.epidermidis ve E.faecalis i¢in tiim diliisyonlarda oda 1sis1 ve etiivde 16-18 saat
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inkiibasyon sonrasi trombosit siispansiyonlarindaki bakteri varlig1 tesbit edilemedi.
E. coli klinik izolat1 i¢in oda 1sisinda, K.pneumoniae klinik izolati i¢in oda 1sisinda
tiim diliisyonlarda ve etiivde inkiibe (16-18 saat) edilen Srneklerin 10° CFU/mI
konsantrasyonunda trombosit siispansiyonlarindaki bakteri varligi tesbit edilemedi.
Bunu disindaki tim ornekler ve tim dillisyonlarda trombosit slispansiyonlarindaki

bakteri varligi tesbit edildi (Tablo 2).

Calismamiza dahil ettigimiz rutinde alinan 50 adet aferez trombosit siispansiyonu
orneginin sadece birinde (%2) BacT/ALERT® otomatize kan kiiltiirii sisteminde
pozitif sinyal alindi. Bu ornekte iireyen bakteri VITEK MS sistemi ile Bacillus
simplex olarak tanimlandi. Flow sitometrik incelemede bu ornek de dahil tim

orneklerde igin oda 1sisinda ve etiivde 1, 3 ve 5. giinlerde pozitiflik saptanmadi.

Sekil 15°de klinik 6rneklerin 1. glin dot blot goriintii grafikleri, Sekil 16’de 3.glin dot
blot gorintii grafikleri, Sekil 17°de de 5. Giin dot blot goriintii grafikleri

gosterilmistir.
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Sekil 15. Klinik 6rnekler icin 1.gilin dot blot gdriintii grafikleri
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Sekil 16. Klinik drneklerin 3. giin dot blot goriintii grafikleri
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Sekil 17. Klinik 6rneklerin 5. giin dot blot goriintii grafikleri
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5. TARTISMA VE SONUC

Transfiizyonla bulasan bakteriyel enfeksiyonlar, viral etkenler kadar sik
goriilmemekle birlikte mortalitesi viral enfeksiyonlardan daha fazladir. Trombosit
siispansiyonlar1 da oda 1sisinda saklama kosulu sebebiyle transflizyon tibb1 agisindan
ciddi tehdit olusturmaktadir (Hemovijilans Hemsireligi ve Transfiizyon Giivenligi

Kitab1 2019).

Flow sitometri yonteminin mikrobiyoloji alanindaki kullanimi 30 yil Oncesine
dayanmaktadir. Son zamanlarda bu ydntemin sik kullanilmaya baslanmasi 6nemli
gelismeleri de beraberinde getirmistir (Steen et al. 1982). Ulkemizde flow sitometri
ile trombosit slispansiyonlarinda bakteriyel kontaminasyonun arastirildig bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu tez ¢alismasinda, transfiizyon tibb1 acisindan 6nemli bir sorun
olan trombosit siispansiyonlarina bakteriyel bulasin hastaya verilmeden once kisa
stirede (1-2 saat) flow sitometri ile tespit edilmesi amaglanmistir. Trombosit
slispansiyonlarina bulasta siklikla deri floras: iiyelerinin varlig: tespit edildiginden,
kontaminasyonun arastirildigi ¢aligmalarda o6zellikle bu bakteriler segilerek
baglanmistir (Agzie, Niguse, Tsegay, Kahsay and Mahmud 2019). Bu tez
calismasinda da trombositlerle bulasi bildirilen bakterilerden se¢im yapilarak, bu

bakteriler iizerinden spike drnekler hazirlanmigtir.

Bakteriyel kontaminasyonun tespiti ve 6nlenmesi agisindan birgok caligmada FDA
onayl kiiltiir sisesi olan BacT/ALERT® trombosit siispansiyonlarma 6zel kiiltiir
siseleri kullanilmistir. Farkli yontemlerin arastirilldigi ¢aligmalarda da, incelenen
yonteme ek olarak BacT/ALERT® yontemi arastirilmustir (Jacobs et al.2005, Levy,
Neal and Herman 2018).

BacT/ALERT® trombosit siispansiyonlar1 i¢in 6zel kan kiiltiir siseleri ile tarama
yontemi kullanilarak kontamine trombositlerin transflizyonunun engellendigi
Munksgaard et al. tarafindan bildirilmistir. Bazi iilkelerde depolama siiresi bakteriyel
tespit yontemine bagli olarak 5 giinden 7 giine de ¢ikarilabilmistir (Munksgaard et al.
2004). Ancak Castro et al. BacT/ALERT® yonteminin trombosit siispansiyonlarinin

depolanma siiresini 5 giinden 7 giine ¢ikarmada tek basina yeterli olamayacagini
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savunmuslar ve ek bir yonteme ihtiya¢ oldugunu vurgulamislardir (Castro, Bueno,
Barea and Gonza’lez 2005). Bunun aksine 10 yillik bir ¢alisma sonucunda;
BacT/ALERT® yonteminin trombosit stispansiyonlarinda bakteriyel
kontaminasyonun saptanmasinda basarili oldugu ve raf Omriiniin 7 giine
uzatilmasinda tek basina yeterli oldugu savunulmaktadir (Korte 2011). Ancak
BacT/ALERT® sisteminin 24 saatten daha fazla inkiibasyon siiresi gerektirdigi
bildirilmistir (Jhonson, Moriwaki and Jhonson 2017). Bu tez ¢alismasinda;
BacT/ALERT® trombosit siispansiyonuna 6zel kan kiiltiir siseleri ile tiim spike
orneklerde (n=33, standart suslar ve klinik izolatlar dahil) ve tiim dilisyonlarda (10°,
10, 10%) 12-18 saatte iireme saptand: (Tablo 2). Bu yéntemin oldukca etkin ve
duyarli bir yontem oldugu soylenebilir. Ayrica az sayida bakteri varligini bile 24

saatten kisa bir siirede saptayabildigi gdsterilmistir.

Trombosit siispansiyonlarin bakteriyel kontaminasyonun flow sitometrik yontemle
arastirlldigl ¢alisma sayist oldukca azdir. Bu c¢aligmalarda farkli flow sitometri
cihazlart ve farkli lizis soliisyonlari kullanilmistir. Flow sitometrik ¢alismalarda
trombositlerin par¢alanmast O6nemli bir sorundur. Bazi c¢aligsmalarda ticari,
bazilarinda ise kimyasal lizis soliisyonlar1 kullanilmistir. Bunlar genellikle maliyeti
artiran unsurlardir. Bu nedenle ¢alismamizda pratik ve her laboratuvarda kolaylikla
yapilabilecek olan ii¢ defa dondurup ¢6zme islemi ile trombositlerin pargalanmasini

sagladik.

Dreier et al. flow sitometri yontemi ile (BACTIFLOW, biomerieux, Fransa)
bakteriyel kontaminasyonu arastirdiklar1 c¢alismalarinda 4 bakteri tiriiniin (K.
pneumoniae, S. aureus S. epidermidis, B. cereus) standart suslarini segerek bunlarla
spike 6rnekler iizerinde calisma yapmuslardir. Standart suslarla, 10%-10° ve 10°-10*
CFU/ml konsantrasyonlarda spike Ornekler hazirlayarak 37°C’de 15dk + 30°C’de
15dk inkiibasyon sonrasi Bactiflow cihazi ile analiz etmisler ve bu bakterilerin
timiinii flow sitometrik yontemle saptayabilmislerdir. Bu calismada Bactiflow
cihazinda kullanilan bazi ticari kitler kullanmiglardir. Flow sitometrinin kisa siirede
sonug veren, duyarli ve ucuz bir yontem oldugunu bildirmislerdir (Dreier, Vollmer

and Kleesiek 2009).
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Mohr et al. 10 farkli standart bakteri susu (P. aeruginosa, B. cereus, E. cloaca, E.
coli, K. pneumoniae, P. acnes, S. aureus, S. epidermidis, Y. enterocolitica, S.
marcences) ile 1-10 CFU/ml konsantrasyonda spike ornekler hazirlamiglar ve 64
saate kadar ajitatorde oda 1sisinda inkiibe etmislerdir. E. cloaca ve P. acnes diger
suslarla hazirlanan spike 6rneklerde flow sitometri cihazi (BD FAC-SCAN, ABD) ile
bakteri varligin1 21 saate kadar inkiibasyon siiresinde saptayabilmislerdir. E. cloaca
ve P. acnes gibi yavas iireyen bakterileri ise daha uzun inkiibasyon siirelerinde
saptamiglardir. Bu arastirmacilar, flow sitometri yontemi ile trombosit
stispansiyonlarindaki bakteri varliginin saptanabilecegini rapor etmislerdir. Ancak
yavas iireyen bakteriler icin inkiibasyon siiresinin 1-2 giin daha uzatilmas1 gerektigini

belirtmislerdir ( Mohr et al. 2006).

Jhonson et al. 5 farkli bakteri susu (E. coli, S. aureus, S. epidermidis, S. agalactia, S.
marcences) ile yaklasik olarak 10%-10° CFU/mI konsantrasyonda spike ornekler
hazirlamiglar ve 37°C’de 5dk inkiibasyon ve 4dk 16000g’de sonrasinda flow
sitometri cihazi ile analiz yapmislardir. Flow sitometrinin kisa siirede sonu¢ veren

etkin ve duyarli bir yontem oldugunu vurgulamislardir (Jhonson 2017).

Bu tez ¢alismasinda standart suslarla hazirlanan spike Orneklerin flow sitometrik
analizinde; E.coli standart susu i¢in oda 1sisinda ve etiivde, K.pneumoniae standart
susu i¢in oda 1sisinda, P.aeruginosa standart susu igin oda 1sisinda tiim diliisyonlarda
ve etiivde inkiibe (16-18 saat) edilen orneklerin 10° CFU/mI konsantrasyonunda
trombosit siispansiyonlarindaki bakteri varligi tesbit edilemedi. Bunu disindaki tiim

ornekler ve tiim dillisyonlarda trombosit siispansiyonlarindaki bakteri varligi tesbit
edildi.

Gram pozitif ve gram negatif bakterilerin saptanmasinda anlamli bir fark

goriilmemistir.

Klinik izolatlarla hazirlanan spike Orneklerin flow sitometrik analizinde;
S.epidermidis ve E.faecalis i¢in tiim diliisyonlarda oda 1sis1 ve etiivde 16-18 saat
inkiibasyon sonrasi trombosit siispansiyonlarindaki bakteri varlifi tesbit edilemedi.
E. coli klinik izolat1 i¢in oda 1sisinda, K.pneumoniae klinik izolat1 i¢in oda 1sisinda

tim diliisyonlarda ve etiivde inkiibe (16-18 saat) edilen oOrneklerin 10° CFU/mI
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konsantrasyonunda trombosit siispansiyonlarindaki bakteri varlig1 tesbit edilemedi.
Bunun disindaki tiim ornekler ve tiim diliisyonlarda trombosit slispansiyonlarindaki

bakteri varlig1 tesbit edildi (Tablo 2).

Fow sitometri ile oda 1sisinda inkiibe edilen 6rneklerde daha diisiik oranda pozitiflik
saptanmistir. Uygulanan oda 1sisinda bir gecelik inkiibasyonda bakterilerin daha
fazla oranda yeterli sayiya ulasamadiklari sOylenebilir. Ayrica trombosit
siispansiyonlarinin oda 1sisinda bekletilmesinin bakterilerin liremesini kolaylastirdigi
ve uygun ortam sagladig ifade edilse de etiivde inkiibasyona gore daha az oranda
tredigi goriilmiistiir. Flow sitometrik analizlerde oda 1sisinda inkiibasyonun uygun

olmadig1 sdylenebilir.

Calismamiza dahil ettigimiz rutinde alinan 50 adet aferez trombosit siispansiyonu
6rneginin sadece birinde (%2) BacT/ALERT® otomatize kan kiiltiirii sisteminde
pozitif sinyal alindi. Bu ornekte iireyen bakteri VITEK MS sistemi ile Bacillus
simplex olarak tanimlandi. Flow sitometrik incelemede bu ornek de dahil tim
orneklerde igin oda 1sisinda ve etiivde 1, 3 ve 5. giinlerde pozitiflik saptanmadi. Bu
bakterinin 16-18 saatlik inkiibasyon siiresinde yeterli sayida tiremedigi ve daha uzun

inkiibasyon siireleri uygulanmasi gerektigi sdylenebilir.

BacT/ALERT® kiiltiir yontemi kullanilarak taramanim yapildigi bir ¢alismada bulas
1/5000 olarak tespit edilmistir (Kleinman 2006). Yine Hollanda da yapilan farkl bir
caligmada 28.104 trombosit tarandiginda 203 adet ornekte (%0.7) pozitif sinyal
alinmistir (Boekhorst, Beckers, Vos, Vermeij and Rhenen 2005). Bu tez ¢alismasinda
BacT/ALERT® otomatize kan kiltiirii sistemi ile sadece bir rutin aferez trombosit
siispansiyonu Orneginde (%?2) bakteriyel kontaminasyon saptanmistir. Genel bir
¢ikarim yapabilmek i¢in daha ¢ok sayida ve daha uzun siirelerle ¢aligsmalara ihtiyag
vardir. Ancak bununla bile en azindan trombosit siispansiyonlarinda bakteriyel
kontaminasyonun aragtirilmas: gerektigi, konunun ne kadar énemli oldugu ve ithmal

edilmemesi gerektigi sdylenebilir.

Vollmer et al. 472 adet aferez trombosit siispansiyonunu Bactiflow ve
BacT/ALERT® sistemi ile bakteriyel kontaminasyon yoniinden analiz etmisler ve
BacT/ALERT® sistemi ile 2 ornekte pozitiflik saptamuslardir (Vollmer 2011).

Bactiflow yontemi ile bu Orneklerin birinde pozitiflik saptayamamislardir. Flow
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sitometrik analizleri donasyonun 4.giinii yapmislardir. Bu tez ¢alismasinda
donasyonun 1, 3 ve 5. giinlerinde flow sitometrik analizler yapilmistir. Yine VVollmer
et al. 1956 trombosit siispansiyonunu Bactiflow ve BacT/ALERT® sistemi ile
bakteriyel kontaminasyon yoniinden analiz etmislerdir. BacT/ALERT® sistemi ile 4
ornekte pozitiflik saptamislardir. Bactiflow yontemi ile sadece bu 6rneklerin ikisinde

pozitiflik bulmuslardir (Vollmer 2012).

Miiller et al. 25 ay siireyle 34.631 trombosit siispansiyonunu (26.411 random siisp,
8.220 aferez siisp) Bactiflow sistemi ile bakteriyel kontaminasyon yoniinden
donasyonun 3.giinili analiz etmisler ve ilk asamada 228 6rnekte, ikinci asamada ise 24
ornekte pozitiflik saptamislardir. Bunlarin sadece 12’sinde BacT/ALERT® sistemi ile
bakteriyel kontaminasyon saptanmustir. Ilgili makalede yanlis pozitiflik oranini
%0.03 olarak bildirmislerdir. Bu ¢alismada Bactiflow sisteminin bakteriyel
kontaminasyonu taramak amaciyla basarili oldugunu rapor etmislerdir. Bactiflow
sistemi ile galisilirken ticari olarak satilan kitler ve lizis soliisyonlar1 kullanilmigtir

(Miiller et al. 2014).

Flow sitometri diginda farkli bir yontem olarak 6zel bir sistem olan Scansystem’in
denenerek bakterilerin tespit edilmeye c¢alisildigi pilot bir calismada da sonuglar
basarili bulunmus, trombositlerin kan merkezinden ¢ikisinda hizli bir sekilde

taranarak bulagin engellenebilecegi vurgulanmigtir (Schmidt 2005).

Bazi ¢alismalarda lateral flow yontemi ile ¢alisan ve hizli sonug veren bir ticari {iriin
(Verax PGD, ABD) kullanilmistir (Jhonson et al.2017). Bu iiriiniin hizli ve kullanigh
oldugu, ancak relatif olarak daha diisiik duyarliliga sahip oldugu belirtilmistir
(Stormer and Vollmer 2014, Jhonson et al.2017 ). Bu iiriiniin 10°-10* CFU/mI

altindaki bakteri konsantrasyonlarinda duyarliliginin diistiigii rapor edilmistir.

Kolorimetrik yontemle 6lgiim yapan ticari bir {iriin olan BacTx (Immunetics, ABD)

icin de Verax’a benzer ozelliklere sahip oldugu bildirilmistir (Jhonson et al.2017).
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Tablo 3. Trombosit siispansiyonlarin bakteriyel kontaminasyonun arastirildigi yontemler ve karsilastirmali 6zellikleri

KULTUR YONTEMLERI (ERKEN ORNEK ALIMI)

Metot FDA/ Saptama Analitik Yanhs- Ornek Hazirlama/
(Uretici Pt leri Hassasiyet Pozitiflik - Sonu¢ Verme Avantajlar Dezavantajlar
Firma) CE-IVD Prensipleri CFU/ml Oram (%) Hacim Zamam . .
Reaktifler ~Ekipmanlar
Orneklem hata riski,
BacT/Alert Otomatize kan kiiltiirii 5 dk / bakteri Yiiksek hassasiyet bakteriyel yiike bagl sonug
(BioMerieux) Evet (CO; iiretiminin 1-10 0.03-0.36  4-10ml yiikiine bagli 2 X <4€ 15000€ < Kolay performans alma siiresi,
kolorimetrik tespiti) olarak Otomasyonu klinik degeri sinirli (bugiine
kadar negatif)
Bactec Otomatize kan kiiltiirii
(BD Hayir (CO; iiretiminin 1-10 0.10 4-10 ml - - - - «“
Biosciences) florimetrik tespiti
VersaTrek Otomatize kan kiiltiiri -
(Trek Hayir  (kiiltiir sisesindeki basing 10-20 Bellrtillmem 4 ml - - - - «“
Diagnostics) degisiminin tespiti) $
Haemonetics - .
Ekim sonunda oksijen .. .
Pall eBDS gy tiketiminin 1 000835 23m  Delirtilmemis/ : : : “
(Haemonetics - . 24-30 h
) elektrokimyasal tespiti
HIZLI YONTEMLER (GEC ORNEK ALIMI)
. . Hizly, kolay.
. Flow sitometri (canli I ’ - .
Bactiflow hiicrelerin 300500  0.05-057  iml 5dk/1h 4€ s4000¢ dustk omeklem - Digitk duyarlilik, ek bir
(BioMerieux) e . hata riski, yiiksek yonteme ihtiyag
goriintiilenmesi) - S
klinik verimlilik
(ngx Evet I'Bii’lz’tgil'zgilkl_;ist \'/;/gr?'/a GcF.’;:Nl-Ols&l-OA 05115  05ml 5dk/1.5h 18€ ; “ «
Biomedical flow 1'05 o ) )
Inc.)
2 Bakteriyel bazi 6rn.>10° _—
(Im?T?SrT:tics) Evet peptidoglikanin Be'"ti"mem 1ml 1h - ; « «
kolorimetrik tespiti 10%-10* §
NAT ve 16S
rDNA Niikleik asit 0.5- 80000~ « “«
realtime PCR Evet amplifikasyonu 20-35 2.4ml 30-60dk /4 h 6€ 100000 €
(In-House)

GN= Gram Negatif GP= Gram Pozitif

* Dreier et al. 2009 ve Stérmer and Vollmer 2014 kaynaklarindan uyarlanmustir.
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Ayrica “Pall enhanced bacterial detection system (Pall eBDS)” sisteminin
BacT/ALERT® ile benzer duyarlilik oranlarma sahip oldugu vurgulanmustir. Ancak
BacT/ALERT® ve Pall eBDS 24 saatten daha fazla inkiibasyon siiresi gerektirdigi
bildirilmistir. Trombosit siispansiyonlarin bakteriyel kontaminasyonun arastirildigi
yontemler ve karsilagtirmali 6zellikleri Tablo 3’te sunulmustur (Stérmer and VVollmer
2014). Trombosit siispansiyonlarinda bakteriyel kontaminasyonun saptanmasi igin
0zel olarak gelistirilen Becton Dickinson siseleri ile ilgili heniiz bir ¢alismaya

ulasilamamustir.

Daha fazla sayida bakteri susu ve Ornek incelenememis olmasi, inkiibasyon
siirelerinin  daha uzun tutulamamis olmasi, sadece aferez trombosit
siispansiyonlarinda analizlerin yapilmasi bu c¢alismanin kisitlayici faktorleri olarak

sayilabilir.
Sonuglar;

BacT/ALERT" sisteminin trombosit siispansiyonlarinda bakteriyel kontaminasyonun

tespitinde oldukga duyarli oldugu tesbit edilmistir.

Flow sitometri yontemi, trombosit siispansiyonlarinda bakteriyel kontaminasyonun

tespitinde ve taranmasinda basarili bulunmustur.

Flow sitometrik analizler, 6rneklerin hazirlanma siiresi de dahil 2 saat gibi kisa bir

stirede sonuglanmaktadir.

Flow sitometrik analizlerin maliyeti disiiktiir. Bu c¢alismada uygulanan dondurup
¢ozme yoOntemi ile trombositlerin par¢alanmasi maliyetleri daha da uygun hale

getirmistir.

Flow sitometri cihazi olan laboratuvarlarda oncesinde her bakteri ig¢in ayri ayri
optimizasyon ¢alismalar1 yapilarak rutinde kolaylikla uygulanabilir. Hatta hastaya

transfiizyon dncesi de yapilabilir.

Trombosit siispansiyonlarinda heniiz tek basmna flow sitometrik analiz yapilarak,

depolanma siiresinin 7 giine ¢ikartilabilecegi sdylenemez.
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Yeterli tireme sayisina ulagsmis bakteri varlig1 s6z konusu oldugunda flow sitometri
yontemiyle yiliksek oranda saptanabilmektedir. Ancak az sayida bakteri varliginda,

bakteriyel kontaminasyonu saptama orani diigmektedir.

Trombosit siispansiyonlarinda ve diger kan iirlinlerinde bakteriyel kontaminasyonun

arastirilmasi giivenli kan transfiizyonu saglanmasi agisindan 6nemlidir.

Bakteriyel kontaminasyonun engellenebilmesi i¢in tarama sistemleri kullanmanin
yaninda dondr se¢iminin dikkatli yapilmasi, dezenfeksiyon uygulamalarinin

aksatilmamasi gerekmektedir.

Flow  sitometri  yonteminin  trombosit  siispansiyonlarinda  bakteriyel
kontaminasyonun tespitinde ve taranmasinda kullanimi konusunda daha fazla sayida

kapsamli ¢aligsmalara ihtiya¢ vardir.
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Etkin Bakim; Sifir Enfeksiyon Sempozyumu 26 Mart 2019, Sakarya

Universitesi Kiiltiir ve Kongre Merkezi, Sakarya.

Mikrobiyota Calistayr 10 Mayis 2017, Sakarya Universitesi Kiiltiir ve Kongre

Merkezi, Sakarya.
VI11- Diger Bilgiler

Organizasyonunda katkida bulundugu bilimsel toplantilar

Diger iiyelikleri
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