INFEKTIF ENDOKARDIT
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Infektif Endokarditin Histopatolojik ve Mikrobiyolojik Tanis::
«Testi Yapmak Degil Dogru Yapmak Onemli»

Infektif Endokarditin Tanisinda Kanda ve Dokuda Molekiiler
YOntemler:
Ne Kadar Yararh?
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Insidans: ~3,6/100.000, E/K>2/1, Mortalite ~%16

Otopsi Hastaligin
Erigilebilen bulgulan ve isminin ve
en eski bildiri Vejetasyon Kliniginin
teorileri tanimlanmas:
! ! !
1554: Jean 1646: Lazare | |1835: Jean-
Francois Femel, Riviere, Fransa: | Baptiste
Fransa: Bouillaud,
Endokarditin Fransa:
Kiinik n Endokardiyum”
bulgularina dair | | DY e “endokardit”
ilke bildiri lisimlendirmesi,
1799: Xavier semptomlarin
Bichat, Fransa: | tamimlanmas:
"Doku
inflamasyonu™
1806: Jean
Nicolas
Corvisart,
Fransa:
"Vejetasyon™
teriminin
kullamimas:
1809: Allan
Burns,
ingiltere:
Vejetasyonlarin
“biiyiime”
dedil “yumru”
oldudu

1554

“Lokal™
enfeksiyondan
“Sistemik™
enfeksiyona
gecis

1852: Willian
Senhouse Kirkes,
ingiltere:
Dolasima gegen
vejetasyon
parcalannin uzak
organlara
ulasmasiyla
ortaya ¢gikan
semptomlar
1858-1871:
Rudolph
Virchow,
Almanya:
“Embolizm”
teriminin
kullamimas ve
fibrin
vejetasyonun
mikroskopta

incelenmesi

I

1648: Anton von
Leeuwenhoek:
Mikroskobun
icadh

P!

Laennec:
“silindirik™
steteskopun
icadh

Endokarditin 1. Parazitik Kapak .
etkeni arganizmalar lezyonlanmin emlmlrdit Kan ﬁH"’“_BII'F_‘
“ldiriici bir 2. Giris kapist predispozan —— kiiltiirleri m yanleriyle
zehir- 3. Dolasimla faktdr olarak olusturulmas: tanimlanmas:
yayilma tammlanmasi
! b | |
1861: Jean- 186% 1878: Karl 1878: Ottomar | | 1881-1886: 1885-1908:
Martin Charcot Emmanuel Koester, Rosenbach, Arnold Netter William Osler,
ve Alfred Winge, Norvec: | | Almanya: Uzun | | Polonya: ilk ve Joseph Kanada:
Vulpian, Fransa: "Parazitik siire anormal endokardit Grancher, E'c_l':'h'd't“l'.
Organizmalar organizmalar™ | | mekanik hayvan modeli | | Fransa: Aseptik | | “isim babasi”.
bilinmiyor. ciltten girip saldinlara 1886: Viadmir kan Vejetaasyonun
Hastanin kanla kalbe maruz kalan Wyssokowitsch | | Grmeklemesi ve | | non-bakteriyel
“tifoidal” ulasir. kapakgiklar, ve Johannes Killtiri. trombotik
semptomianndan| | 1872: Hjalmar | | bakterilericin | | Orth, Almanya: | | Otopside kan
endokardda Heiberg, elverisli bir Hasarl1 Kiiltirleri ve
devamh retilen | | Norvec: vatak olusturur | | kapakgiklan vejetasyonlarda| |2idadi.
“olddnich zehir™ Puerperal olan ayni Endo_l(aldlll.
sorumiu endokarditte hayvanlarda organizmalanin | | kardiyak ve
"vibrio"larin kana verilen iiretilmesi. sistemik klinik
giris yeri uterus bakteriler Grancher'in semptomian ile
1878: Edwin endokardite hastalig tammiadi.
Klebs, neden olabilir | | “infektif 1909: Thomas
Almanya: Tiim endokardit” Horder, Ing_lltere:
endokarditier olarak Valvulopati
enfeksiybz isimlendirmesi | | varhdu, oral-
orijinlidir intestinal giris
kapilan, mikotik
anevrizmalar,
streptokoklann
hakimiyeti
1865 1909
1865: Louis Pasteur, 1882: Hans 1890: Louis
Fransa: "Jerm Christian Gram, Malasez, Fransa:
teorisi” Mikroplar, Danimarka: Gram Cam enjektiniin
enfeksiyon boyama yontemi icadh

hastalikdanm neden
olur ve yayihriar.
1865: Robert Koch,
Almanya: "Koch
postiilatlan™
Spesifik mikroplar
spesifik hastaliklar
olustururlar

Tarm kriterleri

|

1981: Von Reyn 1994: Durack
ve ark.: Beth ve ark.: Duke
Israel Kriteleri Kriterleri

2000: Li ve ark.
Modifiye Duke

Kriterleri

1950

1953: DNA'nin 1967: Tth!as l?mck: . 1976: T. aquaticus'un 1982: Mikroarray

ikili sarmal Ekstremofilik bir bakteri termostabil DNA teknolojisi kullanilarak
yaprsimin kesfi 'olan Thermus aguaticus'un polimerazinin isolasyonu yapilan ilk calisma

izolasyonu

(Taq polimeraz)

1977: Sanger sekanslama
ydnteminin tammlanmas

yayimland:

1983: Kary Mulis PCR
teknidini kesfetti
1985: PCR teknigini
kullanan ilk calisma
Science dergisinde
yayimlandi.

2000

Molekiiler Tani
Kriterleri
Eklensin mi????

Habib G. Infective Endocarditis; Springer International 2016’dan uyarlanmigtir




Etkenler

un... Bugun...
eptokoklar %17-41 * S. aureus %25-311
. aureus %15-23 * Viridans streptokoklar %30
s S %5-15 * KNS 1 t

- %5-'1} - * E. faecalis Al.

">
%3-8 " HACEK 3
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Tablo 1. Tiirkiye’de 1974-2017 Yillan Arasinda Izlenmis Infektif Endokardit Olgularini iceren Calismalarin Ozellikleri

= S =
o ; o 8 § .4 % 2|z|5 8 F &
g m , % 2 o = 52 5§35 28 3 #2181l 3 5 2
32 ® 35 @ m & 3 o » 3 3 3|2l s m F

5 g~ 252 & 9 8 & 5> 58 & _|=]14 = 2 &
Arastirmacilar Donem Sehir @ % & 8B £ & & & B2 g5 & & & f g1 8 8 2
Isik et al. (126) 1997-2001 Istanbul 14 41 70 61 23 24 24 54 1100 70
Kiclikates et al. (46) 2005-2010  Istanbul 22 47 55 55 41 0 36 27 9 9 J 50 | 100 18
Kaya et al. (47) 2005-2012  Sanlurfa 24 41 50 13 4 83 21 17 4 33| 21§ 37 8
Inanc et al. (49) 2006-2007 Kayseri 27 47 63 67 M4 33 1 4 11 4 45 1 19 15
Caylan et al. (48) 1997-2001 Trabzon 32 47 73 22 37 22 19 9 78 | 25 41
Zencir et al. (33) 2000-2015 Aydin 59 59 43 32 39 27 100 27
Tugcu et al. (34) 2000-2007  Istanbul 68 51 59 40 56 3 12 41 28 4 25 15 0 21 )59 28 84 25
Sucu et al. (35) 1997-2007 Gaziantep 72 45 57 36 29 3 27 10 23 4 4 36 § 28 100 15
Heper ve Yorukoglu (36)  1995-1999 Ankara 74 25 66 66 14 4 21 29 15 7 | 1 18
Cancan-Gursul et al. (32) 2006-2013 lzmir 80 51 70 12 0 225 75 49 27 25 20 17 12| 51 | 56 15
Agca et al. (37) 2009-2014 Bursa 85 52 56 22 40 13 27 8 2 11 5 6| 32])27 100 36
Tasbakan et al. (38) 2007-2017 Izmir 100 52 65 132 3 425 18 32 11 26 14
Erbay et al. (39) 2002-2008 Ankara 107 45 71 44 34 27
Akil et al. (40) 2005-2012 Cok Merkezli 112 45 50 18 17 8 54 50 35 29 16 16 | 13 90 29
Simsek-Yavuz et al. (50) 2015-2016 Cok Merkezli 112 55 70 12 33 4 8 13 31 15 35 22 8 1 29556 35 77 28
Adademir et al. (41) 1997-2004  Istanbul 119 39 69 39 20 2 24 22 11 9 3 3 |57(]76 100
Cay et al. (42) 2008-2011 Ankara 121 55 53 14 42 10 18 33 16 21 7 6 | 29 | 38 100 24
Turak et al. (43) 1997-2012 Ankara 157 59 55 15 42 9 30 13 22 7 6 | 29 | 39 100 26
Leblebicioglu et al. (30)  2002-2012 Cok Merkezli 158 47 51 39 0 28 6 11 11 6 § 34 ] 51 31
Ozveren et al. (44) 1985-2011 Istanbul 174 39 79 15 15 2 29 6 47 § 100 16
Kocabas et al. (45) 2009-2012 lzmir 194 48 66 22 12 31 6 30 16 6 43 | 52 100 20
Cetinkaya et al. (29) 1974-1999 Ankara 228 36 55 64 20 0 0.4 27 24 14 6 57] 50§37 12 53 23
Elbey et al. (31) 2005-2012 Cok Merkezli 248 47 55 28 30 6 29 21 6 11 11 5 375 54 100 33
Simsek-Yavuz et al. (4) 2004-2015  Istanbul 325 47 58 34 44 1 56 3 36 20 2 19 7 501 2252 23 8 27
Toplam 1974-2017 Turkiye 2712 47 61 37 27 2 7 9 31 21 5 19 9 7 § 37 | 50 25 90 24

Simsek Yavuz S. ve ark. infektif Endokardit Ulusal Uzlasi Raporu. KLIMiK Derg 2019; 32(Suppl 1): 2-116
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Nadir Etkenler T17(%2,5-31)

Coxiella burnetii (%37) e Chlamydia spp. (<%1)
Brucella spp. (Bizde: %5-33) * Mycoplasma spp. (<%1)
Bartonella spp. (%12) * Legionella spp. (<%1)
Tropheryma whipplei (%2-3) * Mycobacterium spp. (<%1)
HACEK (%1-3) * M. chimaera salginlan!!!!

Mantarlar (%1-2) * Nutrisyonel varyant streptokoklar

* Candida spp, Histoplasma spp., Aspergillus spp. * Abiotrophia, Granulacitella

)  Aneroblar
Enterobacteriaceae

e Cutibacterium acnes



Tanm: Modifiye Duke Kriterleri (>1994-2000)

* Patoloji kriterleri * Minor kriterler
» \Vejetasyon/intrakardiyak apse kiltliriinde mikroorganizma o Predispozan kalp hastaI|§|

uremesi veya histolojik incelemede mikroorganizma/aktif

» >38 °C ates

endokardit bulgulari olmasi

* Vaskiiler olaylar

* Major kriterler
 Immiinolojik olaylar

* Pozitif kan kultirleri [En az iki ayri kan kiiltiiriinde
» Mikrobiyolojik kanit (kiiltiir/seroloji)

endokardit etkeni tipik mikroorganizmalarin iiretilmesi/ iE

uyumlu MO’larin siirekli iiretilmesi] * Supheli ekokardiyografi
* C. burnetii tek sise kiiltiir pozitifligi veya
seropozitifligi [anti-Faz I IgG titresi >1:800 olmasi]

* Endokardiyal tutulum gosterilmesi



Mikrobiyolojik Tam I¢in Elimizde Ne Var?

J J‘/ ‘ : 1. giin Mikroskopi “wew‘ﬁ g T L
: ' am boyam lL“
» Kan kultiirii Nboram, MM
Seroloji {.‘%I

* Kapakg¢ik dokusu kultiri e (@)

Kultir Ornekten ADT  TB/Mantar kiiltiiri Viris kiltiri

——

* Seroloji ® p—

- mekten | l_l_
* Molekiler tani MM

.o .o Mikroskopi Biyokimyasal ID  Antijen tayini ADT
e Kandan, kiiltiirden, kapake¢ik dokusundan -
. Ormekten (Kan veya kapakgik dokusu)
Saatler 7 Kiiltiirden
* Genis menzilli, etkene 6zgul PZR y

* Prob hibridizasyon...




-

Kan Kiiltiirii - [
%40-60 vakada POZITIF \

 Tanida altin standart

* ideali 24 SAAT icinde FARKLI VENLERDEN alinan UC SET m

 Onceki haftalarda antibiyotik kullanim éykiisii olan hastalarda daha fazla set!!!
* Antibiyotik tedavisi baslamadan once!!! (veya kesildikten 7-10 giin sonra!!!)

* Her sette bir aerobik ve bir anaerobik sise

* Her sisede TAM 10 ml kan

» Setler arasinda ozellikle beklemek gerekmez!!!

*Prendergast BD. Heart 2006; 92: 879-885
**Liesman et al. J Clin Microbiol 2017; 55: 2599-2608
***Tattevin et al. Medecine et maladies infectieuses 2015; 45: 1-8



Kiiltiir-negatif Endokardit (%2-40-2>%71)

e Kiiltiir alinmadan 6nce antibiyotik kullanimi (%50)

* Nazli/zor lireyen/ilireme icin 6zel gereksinimleri olan/iiretilemeyen

mikroorganizmalarla enfeksiyon (%20)
» Coxiella burnetii (%28-37), Bartonella spp. (%12-28), Tropheryma whipplei (%6)
* Chlamydia/Chlamydophila spp., Legionella spp., Mycoplasma spp. (¢cok nadir)

* Brucella spp. (%5-33), Neisseria spp., Nocardia spp., Mycobacterium spp. (¢ok ¢ok nadir)
pp

* HACEK, Nutrisyonel varyant streptokoklar, Anaeroblar (C. acnes), Mantarlar



Kiiltiir-negatif Endokardit (%2-40-2>%71)

* Kana az sayida mikroorganizma karismasi

* Pre-analitik/Analitik hatalar:

* Yanlis zamanlama/ yetersiz hacimde kan/ yetersiz sayida kiiltiir/ sette yetersiz sise/ uygun
olmayan transport sartlari/ yetersiz inkiibasyon/uygun pasaj yapilmamasi/ yetersiz
tanimlama...

* Non-infeksiyoz endokardit

* Neoplastik, otoimmiin, alerjik (%3)



Mikrobiyolojik Tan1 Neden Onemli?

* Tedavinin dogru yonlendirilmesinde mikrobiyolojik tani 6nemli!!!

* Mikrobiyolojik tani olmadiginda/geciktiginde morbidite ve mortalite T

* %52,4 vs %19,6 (p<0,05)*

* Kiiltiir-negatif iE hastalarinin ~1/3’ti tani konduktan sonraki yil icinde ex!

Murashita et al. Eur J Cardiothorac Surg 2004; 26: 1104-1111.



Kiiltiir-negatif Endokarditte Tam

e SEROLOJI

* Coxiella burnetii, Bartonella spp., Brucella spp., Aspergillus spp.

 Legionella spp., Mycoplasma spp., Chlamydia/Chlamydophila spp.—~> Kanit YOK

e MOLEKULER TESTLER

» Kandan/kan kiltiiriinden/kapakgik dokusundan ¢alisilabilir

* PZR (16S rDNA analizi veya etkene 6zgiil konvansiyonel veya ger¢ek zamanli PZR analizi)

e HISTOPATOLOJIK iINCELEME

* Kapake¢ik dokusundan



Molekiiler Testler

Endokardit slipheli hastada rutin kan kiiltiirleri/seroloji ile sonu¢ alinamadiginda
MOLEKULER YONTEMLER giivenilir tani saglar

« Ozellikle antibiyotik tedavisi alanlarda ve nazl lireyen organizmalarin tanimlanmasinda

Duyarlilik ve 6zgullugu yuksek

Tespit siniri ~1-10 kopya

Kandan/ kapakcik dokusundan (taze/frozen/parafin blok)/ kiiltiirden/

vejetasyonlardan/ trombiisten/ emboli dokusundan calisilabilir

Genis menzilli PZR + sekans analizi veya organizmaya 6zgul PZR
* Kapake¢ik dokusunda organizmaya 6zgiil PZR duyarliligi > genis menzilli PZR

Liesman et al. J Clin Microbiol 2017; 55: 2599-2608
Millar et al. Heart 2016; 102: 796-807



Molekiiler Testler
N

' Kantitatif PZR \

KARMAGSIKLIK




PZR Z; -~ cC G \ J111LLL

B A T l 95°C - iplikcikler ayrilir 1. Denatiirasyon

/ Kalip DNA/RNA Primerler Serbest niikleotidler
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e kSt ra kSiyo nu . @ l 55°C - Primerler kaliba baglanir 2. Tutunma/Yapigma \

E

Jel Elektroforezi

Taq Polimeraz Tampon/su J

|

l 72°C - Yeni iplikcik sentezlenir 3. Uzama

=

PZR dongiisii

Termal Dongii Cihazi

SURE: 4-6 saat
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Gercek Zamanh (Kantitatif) PZR

> * G Tutunma/Yapisma

5 — y
S I = == §" Primer ve prob cDNA
Mo 7 7 7T T TSI T TS SR ke tut . @ -
= e i C. is inversely related to the number of target bacteria.
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. > Ayrilma ) S (,,,, e
S = &' Bastiriat molektilden
§ SEIZZ77777727727773 @ ayrhas e florcon Cycle threshold (C,) is the number of PCR cycles for the
Y - pnn—— sinyal agiga cikar X
fluorescent sianal to reach a threshold value.
*0 Qe ?
a®_9° Polimerizasyonun
ppe— ® i tamamlanmasi .
S =arr ‘: g PZR iiriin sentezi SURE: 1_4 saat
E , tamamlanir ve her
dongtide floresan

sinyal artar
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| Uriin saflastirma

Urin saflagtirma

Figure 2: Analysed data

SURE: 12-24 saat




Endokarditte Molekiiler Tani

* Genis menzilli PZR + sekans analizi

* 16S rDNA, 23S rDNA, 165-23S IS, rpoB, ITS-18S rDNA, 28S
rRNA, 5.8S rRNA

0 i i HH ‘ “ : ' "n ! ‘; ."uz‘y'rlw‘-y ‘;"Iw'll "“.',‘,"'-",1‘: ’1"‘.‘"’}“\ '\/,:.I‘\li‘;i“"‘. m"‘~|".“' I
* Korunmus bolgelerle sinirh = Universal primerler kullanilabilir ARl \_‘ ! L — M
ﬂ \ﬂ“ ||r P ‘L“ IM ' J H .‘\H\ il |1 \H 0" ; l\

* Yeterince dizi ¢esitliligine sahip = Tiir diizeyinde ayirici tani i .

\' i ol |
Lﬁ&&hu‘ﬂ‘\_’ﬂ ‘1ul“ Bt mh_L_lJ”' i

yapmak miimkiin i
* GenBank lizerinde erisime ac¢ik genis bir sekans veri tabani mevcut
* Organizmaya ozgul PZR = T CE\/ -
X =X 2y _
* C. burnetii, Bartonella spp., T. whipplei g{’f? \ﬁa\ =]
K{t/ =

A



Genis menzilli PZR? Organizmaya 6zgiil PZR?

Genis menzilli PZR + sekans analizi Organizmaya o6zgul PZR
* Bakteri: 16S rDNA « Kanda duyarliligi>genis menzilli PZR
« Kapakgik dokusunda duyarhilik > kan » Kapakcik dokusunda duyarlilik >kan

» Kapakeik duyarlihk %41-96, 6zgiilliik %95-100 C. burnetii

* Kan duyarlilik %14, 6zgulluk %77-100 Bartonella spp.

 Mantar: 18S rDNA, ITS bolgesi T. whipplei

* Ozgiilliik %13 (tespit edilen mantarlarin Legionella spp., Mycoplasma spp.,

yaklasik %50’si kontaminant!!!) Brucella spp., C. acnes, ...



Kan m1? Kapakc¢ik dokusu mi?

Duyarlilik ve Duyarlilik ve
ozgulluk<kapake¢ik ozgulluk>kan




Kandan Direkt Tani

e «In-house» PZR

* Ticari yontemler

e Hedefler???

Kan kiltir
sisesinden

Kandan

PCR inhibitors <
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Opota et al. Clin Microbiol Infect 2015; 21: 323-331



SeptiFast

Vyoo
SepsiTest
Magicplex :

FllmArra

Verigene

Prove-it Sepsis

Fish

MALDI-TOF

Traditional Blood Culture

Bl &iood culture (8h or longer)
Microarray
DNA Purification
- PCR Amplification
| Result Generation

Gram-Staining and Phenotypic identification

I/

7 >

2 4 6
Time to result (h)

10 12// days

Eur J Microbiol Immunol 2014; 1: 1-25



Roche Diagnostics Turkey  Fochecom

Ana Sayfa Hakkimizda Faaliyet Alanlani Uriinler nsan Kaynakiar Bilgi Toplumu Hizmetleri

listizim

Sita Hantss) + +Yan Boyutu- -

|Arama...

LightCycler® SeptiFast Test MGRADE (CE-

1VD)

LightCycier® SeptiFast Test MGRADE (CE-IVD)

LightCycler® SeptiFast Test MGRADE, kana kansimg
patojenlerin sebep oldudu enfeksiyonlann (Sepsis) hizh,
glvenilir ve erken tamsina imkan veren bir testtir. Sepsisin
etkin tedavisi ancak sebeg olan patojenin erken ve kesin
identifikasyonu e mimkondds. GinOomiz kogyullannds
kullarilan kKQitGr yantemler bem geg hem de goduniukla
Negatif sonug verdikler igin Szellikie kritk hastalann

+ Uranler
» Tedav| Alanlan

» Profesyonel Diagnostik
) Molekller Diagnostik
+ Kan Bankacilidi
' HEAV & CT/NG
+ Mikreblyolo)l
» MRSA
MTB
| Sepsis
» Viredoji
v Genetik ve Onkolafi
+ Uygulamal Bifimier
¢+ Doku Diagnostigl
Diyabet BSIUmd

Roche

tedavisinde uygun ve erken tedaviye ydnlendirmekte
yetersiz kalabifmektedir,

Patojenlerin LightCydler® Seplifast Test MGRADE testi ile
6 saat icerisinde tesbit edilebilmesi, bakteremi/Tungemninin
hizh ve erken tamsinm konmasmea yardima olur, erken
donemde uygun antibiyotik tedavisine gecilmesini sadlar
ve gereksiz genig spektrumiu antibiyotik kuBanimm

LightCy

engeflemis olur.

LightCyclers Septifast Test MGRADE testi, hastane kaynakh Sepsise sebep olan ve en sik gbrilen 25 patojeni 6
saatten kisa sure icerisinde sadece 1 5mil K-EDTA kandan tesbit etmektedir.

Gram (-) Gram (+) Fungt

* Escherichis coll * Staphylococcus aursus » Candicle altvcans

* Nobsiella (pneumoniae / oxytoca) * CoNS (Coagulase nogative * Candida tropicalis

« Sevratia marcescens Staphylococa)* * Condicla parapadoss
« Enterobacter (oscae / aerogenss) * SUepLococcus preumonise « Candlicha krused

* Proteus mirabilis * Straptococcus spp** « Candida glabvata

* Pyoudomonas aeruginoss * Enterococcus faecksm * Aspergilius hurrvgatus
* Acinetobacter baumani * Enterococcus faecalis

* Stenotrophomonas maltophdia

*S apifommdie, § Nosnolytiows <5 pyogenss £ agatactioe, £ s



Home Products Lab Diagnostics

Home » Products » Moiecular Diagnosis » Whole Biood » Sepsis

» Products

Molecular Diagnosis
Whole Blood

Sepsis
Mycobacteraemia
Body Fluids/Swabs/Tissues
Universal Microbe Detection
Microbe Differentiation
Automated Molecular Diagnosis
Sample Storage

Technology and References

Contract Research  Downloads

Contact  Research Products

SO

Molzym

Molecular Diagnostics

|search..
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Sepsis-causing strains among the =345 microorganisms detectable by SepsiTest™ *

Gram-negative

Achromobacter
Acinefabacter
Actinohacilius
Asromonas
Aggregafibacier
Alcaligenes
Alferomonas
Anaplasma
Bacteroides
Bifidobacteriunt
Brevibacferium
Brevundimaonaszs
Buricholderia
Butyriwibrio
Campplobacter
Chiantydophila
Citrobacter
Comramanas
Dweiftia

Ehrlichia
Entferobacter
Eschenchia
Flavabactenum
Haemophilus
Hafmig
Helicobaofar
Klabziels
Leptospira
Megazphaers

Speacies
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Bacteria
Gram-negative Species
Methylobhscferium 1
Moraxella 2
MMorganealls 1
Meizzaria 2
Oohrobacfrum 2
Fantoes 2
Fasfeurells 1
FPhaotobactferium 1
Fleziomonas 1
Frotews 2
FPzeudomonas 18
Rahnella 1
Ralstonia 3
Riemernzila 1
Salmonealia 2
Serralia 4
Shawanelila 3
Ephingomanas 1
Stencfrophomonas 1
Witwric T
XManthomaonas 1
Yarzinia 2
Sum: 114

Gram-positive

Staphylococous

Weizsaila
Sumi:

Species

5]
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128

Yeasts

Candida albicans
Candids glabrafs

Candids krusei

Candids parapsilosis
Candids fropicaliz
Crypfococcus necformmans

= I comipkete 51 o1 spedckss ks avallabio on request

\
!

WL

..._J‘l;\IL-. |_.n"IL'. -.'.‘

|,
Ly




Far i witrn Diaguare bee Une
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Simulta Identification
27 anlg Tanr;:g

Targets

BIOMEIRIEUX o FimArray Blood Cutture Wontfication (BCID) Panl tests tor
a comprehonave list of 24 pathogons and 3 antbwoic sesistanoe
gorws. The FimArmay istrumont infogratos sarglo propariiion
arpiication, dotoction and andlysts 1o ono sergka systom Sl
Toguines tvo mitos of hands-on lme and hes o ol o S

YOUR CHALLENGES SOLUTIONS PRODUCTS ES ABOUT US O o0t n o

Siemple: 2 mintos of hareds on e
. . Easy: No procte massuing of plputting reguied
Homa * FilmArrsy® multiplex PCR system

¥e bp 3 Fast: Turnaourd fime of about 1 how
Comprehensive: 77 targel BCID Paret

ALL PRODUCTS FOR: Antimicrobial Resisiance Management Bacteria FilmArray Fungi Gl pathogens Sepsis Managemeni Baclerial
infections Molecular diagnestics Multiplex testing Real-time amplification Centralized tesiing Fungal infechons Gl infeclions Sepsis

FilmArray® multiplex
PCR system

Multiplex PCR system for fast, easy and
comprehensive testing

FilmArray” Blood Culture Identification Panel

1 Test. 27 Targets. All in about an hour.

The FilmArray~ system is an FDA, CE-IVD, and TGA

cerfified multiplex PCR system that integrates G G Antibioti
sample preparation, amplification, detection and Positive m Resistance
analysis Bacteria Bacteria Genes
¢ Simpile: 2 minutes of hands-on ime _ =
e Easy- No precise measuring or pipetfing required : Acksiobectsy Set Y an:rs mech - meficiin resistant
¢ Fast Tumaround time of about an hour [ staa monooytopanes Harmophils ridsrose Cankie gatvata vaAS - ancomyon resstantd
e Comprehensive: Tests for a variety of pathogens Staphylococcus Nesses Terwpis Canoieds knssel KPC - carbapenem resstant
that cause respiralory, bloodstream, Stapiylococous ases Pseudbmonas aErgnoss Canoids pagpsioss
gastrointestinal infections and meningitis- Streptococcus Enterchacteriacess Cardicts Sopicalls
encephalitis as well anfimicrobial resisiance St g E o o =
genes Sheptococous preumoris FeteT el TR
Septococous pyogenes Ketsels oniocs
Ketsela preumonae
Proteus

Carat: mamrcc~ane



Kapakcik Dokusunun Incelenmesi

e HISTOPATOLOJIK iINCELEME

e KULTUR

Duyarlilik (%8-33) ve ozgulliigii (%56-94) diisiik

Vakalarin %6-26’sinda pozitif

Yalanci pozitiflik (kontaminasyon) oranlari ¢ok yiiksek (%28-36)
Endokardit siiphesi haricinde kapakgik kiiltiiri YAPILMAMALI!!!
Miimkiinse KULTUR yerine MOLEKULER testlere dncelik verilmeli!!!

Kan kiiltiirii ile uyumsuz sonuglarda KAN KULTURU sonuglar dikkate alinmali!

e MOLEKULER INCELEME



’l \

Table 2 The validity of PCR and real-time PCR methods
were investigated in the studies.

Author/Year Validity test n
Sensitivity Specificity PPY NPy  Yalues
Marin 96% 95.3% 98.4% 88.5% 177
* Hizli sonug [36] 2007
Vollmer 80.6% 100% 100% 71% 357
135] 2010
. one Kuhn 85% — — = 30
° [44] 2011
Guvenlllr tanl Harris 67% 91% 96% 46% 169
[40] 2014
.e Miller 92% 77.8% 92% 77.8% 68
* Yiiksek duyarhilik (%96-100) [41] 2016
Vondracek  81% 100% — = 57
[45] 2009
* Yiiksek 6zgulliik (%95-100) Wisdpalx R =~ = W
Bosshard 82.6% 100% 100% 76.5% 63
[25] 2001
: 5 . g H Breitkopf 1.2% 00% 00% 34.8% 52
» Kandan/kiiltiirden/dokudan calisabilme e ‘ L
Guern 72.7% 94.7% — = 82
[47] 2014
.o es es El-Kholy 88.3% 92% 79.1% 95.8% 156
o Kiiltlirii yapilamayan/zor yapilan 48 2010
Greub 61% 100% 100% 74% 245
[49] 2002
organizma lari tanimlama PPV = positive predictive value.
NPV = negative predictive value.

Faraji et al. Kaohsiung J Med Sci 2018; 34: 71-78.



Molekiiler Tanmi-Dezavantajlar

 Standardize DEGIL

* Yalanc pozitiflik (kontaminasyon!) YALANCI NEGATIFLER

 Yalanci negatiflik (inhibitorler!) o

» Canli/6lii mikroorganizma ayriminin yapilamamasi

® o
* Etken/kontaminasyon ayriminin yapilamamasi GE:CEKPoziﬁHE:
(0] (¢]

» Antibiyotik duyarliliklarinin degerlendirilememesi*

 Ozel donanim ve egitimli personel gerekmesi

Duyarlilik = Ozgiilliik=

Gercek Pozitifler Gercek Negatifler

L] Yu kse k m a I iyet (Gergek pozitifler+Yalanci Negatifler)| (Gercek Negatifler+Yalanc Pozitifler)




Yalanci Pozitiflik Nedenleri

Q =l

« Kontaminasyon S( (A
* Floraile “««««
* Cevresel acm

&(

 Olii bakteriler

» Kapakeik dokusunda bakteriyel DNA varhiginin aylar/yillar sebat etmesi
» S. pneumoniae = 7 yil; C. burnetii - 16 yil

 Histolojik bulgusu olmayan dokularin %23’liinde PZR pozitif

* Ozellikle antibiyotik tedavisi alanlarda sik!

Millar et al. Heart 2016; 102: 796-807



Yalanci Negatiflik Nedenleri

* PZR i¢in uygun kapakg¢ik kisminin érneklenmemesi

Q =l |

 PZR inhibitorleri
S( (I

* Teknik hatalar Y ¢ € € b

 Ekstraksiyon sorunlari/DNA’nin diisiik kalitede « « «
olmasi/diger bakteriler ve 6karyotik DNA ile kirlenme &(

* PZR komponenetleri/sartlarinin uygun olmamasi

e Jel elektroforezi hatalari



Duke Kriterlerine Eklenmesi Onerilen Parametreler

* Mikrobiyolojik: * Biyokimyasal:
* Seroloji: * CRP > 100 mg/L
* Bartonella spp. seroloji pozitifligi e ESR’nin normalin >1,5 kati olmasi

e Chl dia spp. seroloji pozitifligi
amydia spp Ji pozititligl * <60y i¢in >30 mm/sa

* Molekdler: * >60y i¢in >50 mm/sa

e Kan veya kapakgikta bakteriyel veya

fungal DNA varhigi (major kriter)

(Millar & Moore. Emerg Infect Dis 2004; 10: 1110-1116)



MAJOR KRITER (. -

Kan kiiltiirii |

Kapakck dokusu cerrahi alarak gkarhildysa

|
Megatif

|

Histopatolojik inceleme

MAJOR KRITER (=

Bartonella seroloji
Tropheryma whipplet PZR, Kan

Coxiella burnetii seroloji ‘

|
if Megatif
|

Kapakclk dokusu cerrahi olarak gkartildrysa Kapakok dokusu cerrahi olarak gkartildysa

Histopatolojik inceleme, kapakcik Histopatolojik inceleme, kapakcik

Histao

Kalan dokuda molekiiler inceleme
Killtidr ve Gram boyama, kapakicik

patolojik bulgulara gére yénlendinlmis testler

Akut inflamasyon +/- mikroerganizmalar

}

Makrofa) hakimiyetinde kronik inflamasyon  iflamasyon ve mikroorganizma yok

'

MAJOR KRITER? {—

165 rRNA geni PAS-D histopatolojik boyama MNon-enfeksiyiz etiyolojiler
PZR/sekanslama, kapakgik T. whipplei PZR. kapakcik degerlendirilmeli
I | 1 | | |
Pozitif Negatif Pozitif . Negatif
- 165 rRNA geni
;:n.rtnneﬂ"“: ::g:: ':’ PL”;:: PZR/sekanslama, kapakgik
T. whipplei PZR, kapakcik C. burnetii PZR, kapakgk
Diger MO PZR, kapakgik e ana Rtk

Diger MO PZR, kapakgik

Liesman et al. J Clin Microbiol 2017; 55: 2599-2608



Infektif endokardit kuskusu

‘L \A EDTA'l tipe veya
TN Isolator™ tipine | )|  Bartonella spp. kiiltiirii'
Kan kaltara* alinan kan L

Kan kiiltiiri pozitif Kan kiiltard negatif

; /

1. Direkt Gram boyamasi Yapay kapaksa
2. K?nll agara pasaj mikobakteriler icin Kanda genis
3. Sigseden MALDI-TOF ile tanimlama kan kiltira? PCRS Seroloiiler!
v v 3
1, 2 ve 3'U yapabilen hastanede 1 ve 2'yi yapabilen hastanede Negatif
L v 3
MALDI-TOF ile siseden P
tammllam$f3l$ Kanl agarda tureme var' Kanli agarda tireme yok Pozitif
il l ¥ _¥
Staphy[ococcus aureus ile Mlkl’OSkOplde Gram-pozitif Ozgul PCR®
Kanli agarda MALDI-TOf ile “ satelit lireme ¢ zincir yapmisg koklar:
tireme var' veya konvansiyonel Piridoksal diskiyle tireme Abiotrophia spp.? v
Jv yontemlerle Granucitella spp.? ANA
tanimlama 4 Cikolataa : | . 4= .
garina pasaj : 2 :
Duyarlilik testi** |4~ ve %5-10 CO,'li ortamda | ¢ WMikroskopmoa Gin am.-negatlf ARt'ﬁ?-;fg:Lp;criﬁ?:ct)th‘or
inkibasyon koh(X)gEsil(ll?er.
Brucella spp.'"?

Sekil 4. Infektif endokarditli hastada etkenin belirlenmesi icin yapilacak mikrobiyolojik incelemeler icin akis semasi.

Simsek Yavuz S. ve ark. infektif Endokardit Ulusal Uzlasi Raporu. KLIMiK Derg 2019; 32(Suppl 1): 2-116



Gelecek...

* Yeni yontemler...

e Kandan direkt tani...

e Daha az ornekten tani...

 Daha hizli tani...
e Universal hedefler...

e Standardizasyon...

Cheng et al. Ann Clin Microbiol Antimicrob (2018) 17:43

https://doi.org/10.1186/512941-018-0294-5 Annals of Clinical MICFObIOIOgy
and Antimicrobials

RESEARCH Open Access

|dentification of pathogens e
in culture-negative infective endocarditis cases
by metagenomic analysis

Jun Cheng'!, Huan Hu'#', Yue Kang?', Weizhi Chen?, Wei Fang?, Kaijuan Wang', Qian Zhang®, Aisi Fu®,
Shuilian Zhou?, Chen Cheng?, Qingqing Cao?, Feiyan Wang'", Shela Lee?” and Zhou Zhou'”

YENI KRITERLER?!?



Son SOz...

IE tanisi multidisipliner yaklasim gerektirir: Tibbi mikrobiyoloji uzmani mutlaka ekipte yer almalidir!!!
Mikrobiyoloji Laboratuvari, hastanin endokardit siiphesi ile yatirildigindan mutlaka haberdar edilmelidir
Tanida kan kiiltiirii ALTIN STANDARTTIR!!!

Kiiltiir-negatif endokarditte ONCE seroloji > SONRA molekiiler tani énerilir

Molekiiler testler yiiksek duyarlilik ve o6zgiilliige sahiptir

ANCAK molekiiler testlerin de kisithliklari oldugu unutulmamalidir g
Molekiiler test sonuglari MUTLAKA klinik uyum ile birlikte degerlendirilmelidir ' \ |



LABORATUVAR
ANALIZLERI




