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Mikrobiyal DNA tayini ile kolorektal anastomoz
kacaklarinin erken tanisi

Early diagnosis of colorectal anastomotic leakages by detection
of bacterial genome
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AMAC

Mikrobiyal infeksiyonlarin ve intestinal bakteriyel translo-
kasyonun coklu organ yetmezligine yol acan en énemli etken-
ler oldugu dusunulmektedir. Ancak bakteri kultirleri bu
komplikasyonlarin bulundugu hastalarda cogunlukla negatif
olarak sonuclanmaktadir. Calismamizda deneysel bir anasto-
moz kacagl modeli olusturup, denek kaninda etken patojenin
(Escherichia coli) DNAsi1 PCR ile tespit ederek, bu islemin
anastomoz kacaklarinin onceden tanmmasini saglayabilecek
bir yéntem olup olamayacagini arastirmak istedik.

GEREC VE YONTEM

Bu amacla 40 sican, kontrol, anastomoz ve kacak grubu
olarak u¢ gruba aynldi. Kontrol grubuna sadece laparotomi,
anastomoz grubuna kolon rezeksiyonu ve anastomoz yapildi.
Kacak grubunda ise kolon rezeke edildi, ancak anastomoz yapi-
hirken limenin bir kismu acik birakildi. Islem oncesinde, isle-
min tcunct ve altinct ginlerinde deneklerden kan ornekleri
alind1. Bu érneklerden DNAlar elde edildi ve Escherichia coli'ye
uygun primerlerle reaksiyona tabi tutularak bu patojenin varh-
g1 arastrildr. Istatistiksel analiz, Fisher'in kesin ki-kare testi'yle
her bir grupta kanlarinda mikrobiyal DNA saptanan deneklerin
karsilastirlmasiyla  yapildi. Gruplar arasindaki fark P degeri
0.05ten kuctik oldugu durumlarda anlaml olarak kabul edildi.

BULGULAR

Kacak grubundan tcunct ve altinc1 gunlerde alinan kan
orneklerinde diger gruplara gore anlamh derecede fazla oran-
da Escherichia coli DNAsina rastlandi.

SONUC

PCR'1n bakteriyemiyi kolaylikla saptayabildigi, bu 6zelli-
giyle de anastomoz kacaklarinin daha once farkedilmesini
saglayacak bir yontem olabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar sozciikler: Polimeraz zincir reaksiyonu, bakteri-
yemi, bakteriyel genom, anastomoz kacagt

BACKGROUND

Microbial infections and translocation of intestinal bac-
teria are thought to contribute to multiple system organ fa-
ilure, but bacterial cultures are often negative in patients
with this complication. The purpose of this study was to de-
termine the sensitivity of PCR for detecting microbial DNA
in the blood of animals after conducting an experimental
model of anastomotic leakage.

METHODS

Fourty rats were divided into three groups as follows:
Control Group; simple laparotomy group, Anastomosis
Group; colon resection and anastomosis group, and Leaka-
ge Group; group with colon resection and an anastomosis
leaving a 5 mm opening. Blood was drawn form rats before
the procedure, and postoperative 3rd and 6th days. DNAs
were extracted from these samples and PCR techniques we-
re used to amplify genes of Escherichia coli. Statistical
analysis for the percentage of rats with microbial DNA in
the blood for all groups was done by Fisher’s exact chi- squ-
are test. The difference among groups was considered sig-
nificant if the P value was less than 0.05.

RESULTS

Most of the detected Escherichia coli genes were from
the Leakage Group, and the detection rate was significant
compared to other groups.

CONCLUSION
We suggest that PCR could be a useful adjunct tool for
immediate diagnosis of anastomotic leakages.

Key words: Polymerase chain reaction, bacteriemia, bac-
terial genome, anastomotic leakage
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Kolorektal cerrahide en 6nemli ve korkulan
komplikasyonlardan biri anastomoz ayrismasi ve
ona bagl pelviperitoneal sepsistir."? Anastomoz
kacaklar1 karsimiza klinik veya subklinik olarak
cikabilirler. Subklinik kacaklar klinik kacaklara
gore daha yuksek oranda gorulmelerine ragmen
erken tani her zaman mumkun olmaz.”* Distal
kolon rezeksiyonu ve kolorektal anastomozlardan
sonra hastanin yasamim tehlikeye sokacak boyut-
taki kacak orani 9% 3-15 arasindadir."® Mortali-
te oranini kacagin erken taninmasi ve yandas has-
taliklar belirler. Kolorektal cerrahide mortalitenin
%30-50’sinden anastomoz kacaklar1 sorumludur.

Anastomoz kacag tanist klinik ya da radyolojik
yontemlerle konulabilir. Periton irritasyonu veya
sepsis bulgusu olmayan stabil hastalar uygun anti-
biyotiklerle ve destek tedavilerle takip edilebilirler.
Batn icinde koleksiyon gelisen hastalara ikinci bir
cerrahi islem gerekebilecegi gibi tek basina perku-
tan drenaj da yeterli olabilir."*" Ancak anastomoz
kacag1 tanisin1 koymak her zaman kolay olmamak-
tadir. Minimal bir kacagin standart radyolojik yon-
temlerle gorantilenememesi ve bazen klinik belir-
ti ve bulgularin son derece sessiz seyretmesi, has-
tanin bir anda sepsise girmesine yol acabilir.'* "

Bu sebeple, klinik olarak hentiz kacak stphesi-
nin olmadig1 durumlarda cerrahlar1 6nceden uya-
racak bir yonteme gereksinim vardir. Deneysel pe-
ritonit modellerinde bakteriyeminin ¢ok cabuk
olustugu bilinmektedir. Anaerobik bakteriyeminin
kan kiiltarleri ile 1-6 saat icinde, aerobik bakteri-
yeminin ise 3-24 saat icinde tespit edilebildigi gos-
terilmistir.®® Kolorektal anastomoz kacaklarinda
olusabilecek bakteriyeminin hizli teshisi ile alina-
bilecek onlemler sayesinde mortalite ve morbidite
azaltilabilir. Ancak bir cok mikrobiyal patojenin
kaltird icin en az 2-5 gun gereklidir.®! Kultir so-
nuclar1 beklenirken baslanilan ampirik antibiyotik
tedavisi ise gerek maliyeti arttirmasi, gerekse bas-
ka direncli mikrobiyal patojenlerin ortaya ¢ikmasi-
na yol actigindan ayri bir dezavantajdir."” Gunu-
muzde, infektif organizmanin varligim belirlemek
icin nukleik asitlerin tespitine dayali teknikler
onemli oranda artmistir. Polimeraz zincir reaksiyo-
nu (polymerase chain reaction; PCR) teknigi ile
kolorektal floraya ait mikrobiyal DNA'nin hasta ka-
ninda tayini bu konuya bir ¢oztm olabilir.

Bu dustncelerle; deneysel bir anastomoz ka-
cag1 modeli olusturarak, denegin kan érneginden
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kolon florasina ait mikroorganizmalarin DNAsin1
PCR ile tespit etmeye calisarak, bu islemin anasto-
moz kacaklarinin erken taninmasini saglayabile-
cek bir yontem olup olmadigin arastirdik.

GEREC VE YONTEM

Bu calisma Haydarpasa Numune Egitim ve Aras-
tirma Hastanesi Deneysel Tip ve Arastirma Labora-
tuvar ve Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakilte-
si Saglhik Bilimleri Enstittisi Deneysel Tip ve Arastir-
ma Merkezi (DETAM) Genetik Ana Bilim Dali La-
boratuvarr'nda gerceklestirildi. Deneylere baslama-
dan énce Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvam Etik Kurulu'nun onay1 (28.02.2003 tarih
ve 09.2003.Mar say1l karar) alind.

Calismada 200-275 gr agirhgindaki 40 adet
Wistar  Albino sican kullanildi. Deney o6ncesi t¢
haftalik surede sicanlar laboratuvar kosullarina
alistirildilar (22°C + 2°C, 12 saat aydinlik/ karan-
lik). Standart yem ve su ile beslendiler.

Denekler 3 gruba ayrildi: Grup I (Kontrol gru-
bu, n: 10), Grup 11 (Anastomoz grubu, n:15), Grup
III (Kacak grubu, n:15). Anestezi intraperitoneal
olarak uygulanan 100 mg/kg ketamin HCI (Keta-
lar, flakon, Parke-Davis, Eczacibasi, Istanbul-Ttir-
kiye) ve 0.75 mg/kg klorpromazin (Largactil, am-
pul, Rhone-Poulenc, Eczacibasi, Istanbul-Tirkiye)
enjeksiyonu ile saglandi.

ilk gin tum deneklerden kan o¢rnekleri alindi.
Kontaminasyona yol agmaksizin yeterli miktarlar-
da kan almak zor oldugundan, kan alma islemi ya-
pilirken her seferinde farkli bir bolge kullanild.
Ilk kan ornegi icin sag femoral ven kullanild. Is-
lem oncesi kan alinacak bolge polivinilpirolidon
iyot (Batticone®, Adeka, Turkiye) ile iyice silindik-
ten sonra tiras edildi. Tkinci defa silme islemi ya-
pildiktan sonra femoral kesiyle loja girilerek femo-
ral vene ulasildi. Kan, 24G anjiyoket yardimiyla
steril bir sekilde icinde antikoagulan olarak 2-5 pl
Na2EDTA bulunan 2 ml'lik Eppendorf tuplerine
alindi. Femoral bolge yine aseptik sartlar altinda
kapatildi. Tam kan ornekleri DNA ayristirma isle-
mi yapilana kadar +4°C'de saklandi. Daha sonra
deneklere karin trasi yapilip polivinilpirolidon iyot
ile iyice silindikten sonra ortahat laparotomisi uy-
guland1. Birinci gruba sadece laparotomi yapilda.
Batin acilip hicbir islem yapilmaksizin tekrar kapa-
tild1 (Kontrol grubu). Tkinci gruptaki deneklere ise
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laparotomi yapildiktan sonra sol kolon distalinden
rezeke edilerek yine ayni seviyeden 6/0 Vicryl® si-
tir (Ethicon,, Germany) ile tek kat tizerinden de-
vaml dikis teknigi ile anastomoz yapildi (Anasto-
moz grubu). Uctinct gruba da, grup I'de oldugu
gibi rezeksiyon ve anastomoz uygulandi. Ancak
anastomozun antimezenterik tarafinda yaklasik 5
mm’lik bir aciklik birakilarak anastomoz kacagi
modeli olusturuldu (Kacak grubu).

Deneklerden 3. ve 6. gunlerde tekrar kan or-
nekleri alindi. Ikinci oérnekleme icin sol femoral
ven kullanildi. En son kan 6rnegi ise intrakardiyak
ponksiyonla, denekler sakrifiye edilecek sekilde
alind1.

PCR ISLEMI

Tam kan ornekleri (1 ml) yeni steril tuplere ak-
tarildi ve kirmizi kuireler lizise ugratildi. DNA izo-
lasyon kitindeki (Roche) uretici firmanin ayrintih
protokolu uyarinca DNAlar ayristirildi. Elde edi-
len DNAlar daha sonraki islemler icin -20°C’de
saklandi. DNA miktar tiim vakalarda spektrofoto-
metre (Beckman Instruments) ile olculdii.

Calismada, Escherichia coli'nin uidA geninden
elde edilen, b-glukuronidaz’a 6zgu 2 c¢ift oligonuk-
leotid primer kullanildi. Oligonukleotidler P1 (5-
ATC ACC GTG GTG ACG CAT GTC GC-3’) ve P2
(5°-CAC CAC GAT GCC ATG TTC ATC TGC-3)
PCR'1m ilk dongiistinde 486-bp fragmanini ampli-
fiye etmek i¢in kullanildilar. Polimeraz zincir reak-
siyonu Tablo 1'deki gibi hazirlandi. Termodongu
cihazinda (Perkin Elmer Cetus); 94 °C’de 5 dakika
denatuirasyon sonrasinda; 25 dongu boyunca:
94°C’de 2 dakika denatirasyon, 65°C'de 1 dakika
primer baglanmasi, 72°C’de 2 dakika primer uza-
masl, 72°C'de 5 dakika siiresince sonlanma tepki-
mesi icin beklendi. Program bitiminde uranler ci-
hazdan alindi. On pl amplifikasyon urinit 2 ml
bromfenol mavisi ile karistirildi ve etidyum bro-
mur c¢ozeltisi eklenmis olan jelde 1 saat 15 dakika
boyunca tutuldu. Elektroforez islemi sonucunda
jel transiliminator tizerine alinarak UV 15181 altin-
da (304 nm) bilgisayarli kamera yardimu ile gorun-
tilendi ve fotografi cekildi. Amplifiye edilen
DNAnin agirhg kontrol DNAlar ve molekul agir-
lig1 standarti (DNA belirteci olarak @x174 DNA/
BsuRI [Haelll] belirte¢ 9 kullanild) ile karsilastiri-
larak degerlendirildi (pozitif kontroller ‘Minne-

apolis Medical Center'dan liyofilize halde gelmis
20ml TE tamponunda c¢ozuldu. Negatif DNA i¢in
ise kalip icermeyen DNA kullanildi.).

ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Istatistiksel degerlendirme SPSS for Windows
v.10.0 yazihm programi kullanilarak yapildi. Ba-
gimsiz grup oranlarinin karsilastirilmas icin Fis-
her'n kesin ki- kare testi kullanildi. P<0.05 olan
farkliliklar anlamh olarak kabul edildi.

BULGULAR

Calismamiza 40 denek dahil edildi. Islemler es-
nasinda kaybedilen denek olmadi. Anastomoz ka-
cagl olusturulan deneklere laparotomi yapildigin-
da, kacaklarin hemen hemen tamaminin omen-
tumla sarildigy ve simirlandigr goruldii. Anastomoz
grubundaki iki denekte de benzer bulgular saptan-
dig1 icin, bu deneklerde de minimal bir kacak ol-
dugu dusinildu. Ug kan érneginden, islemler bir-
kac kez tekrarlanmasina ragmen, izole edilen DNA
miktar1 yeterli olmadig icin (yeterli optik dansite
saglanamadi) calisma yapilamadi. Bu sebeple cali-
silan toplam kan sayis1 117 oldu.

Ik gun alinan kan érneklerinde Escherichia co-
li DNAsina hicbir grupta rastlanmadi. Kontrol gru-
bunun 3. ve 6. gun alinan kan orneklerinde de
DNA bandi izlenmedi. Grup II ve IIl'in, 3. ve 6.
gunkt kan orneklerinde toplam 25 vakada PCR
(+) olarak degerlendirildi (Tablo 2).

Anastomoz grubunda tc¢tnct gun alinan kan

orneklerinin 2%si, altinct giin alinan kan ornekleri-
nin ise 4t (+) olarak saptandi. Kacak grubunda ise
dcuncu gun deneklerin 8inde, altinci gun ise
11’inde Escherichia coli band1 goraldu (Sekil 1).
Anastomoz ve kagak gruplarin1 PCR pozitifligi aci-
sindan karsilastirdigimizda hem tctncu gin so-
nuclart (P=0.05), hem de altinci gin sonuclar
(P=0.02) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark oldugu saptandi.
Anastomoz grubunu, kontrol grubuyla karsilastirdi-
gimizda, G¢unca ve altnct ginler arasindaki PCR
pozitifliginin istatistiksel olarak anlaml olmadig1 go-
ruldu (sirasiyla, P=0.4 ve P=0.06). Kontrol grubunu
kacak grubuyla karsilastirdigimiz zaman ise hem
dcunci (P=0.04), hem de alunci gun sonuclan
(P=0.001) arasinda anlamh bir fark bulundu.
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Resim 1. Denek kanlarindan izole edilen E. Koli'lerin
PCR tepkimesi ile elde edilen amplifikasyon urtin
bantlarinin jel elektrofarezdeki goruniimii.
[Stitun 1,3,5 ve 7°deki bantlar pozitif bantlar
(486 bp), sttun 2 belirteci (@x 174 Hae III),
stitun 4 pozitif kontrolit ve stitun 6 negatif
kontrolt gostermektedir.]

TARTISMA

Anastomoz kacaklar1 gastrointestinal cerrahide
en korkulan komplikasyonlardan biridir. Anasto-
moz komplikasyonlar1 hastanede kalis stresini
uzattiklar1 gibi ameliyat sonras1 mortaliteyi de 6
kat artirmaktadir."" Literattirdeki anastomoz ka-
cag1 oranlart % 1-20 arasinda degismektedir.! ' 2!
Oranlar arasindaki bu genis fark anastomoz sevi-
yesinden, kullanilan cerrahi yontemden ve cerra-
hin tecriibesinden kaynaklanmaktadir. Intraperito-
neal anastomozlarin kacak oram % 1-3 arasinday-
ken, ekstraperitoneal anastomozlarda, 6rnegin asa-
g1 anterior rezeksiyon veya koloanal anastomozlar-
da kacak orani % 20’lere ulasmaktadir. "

Anastomoz kacaklarinin erken bulgu ve be-
lirtileri ates, uzamus ileus, lokositoz ve tasikardidir.
Hastanin ameliyat sonras1 durumu beklendigi gibi
gecmiyorsa, anastomoz kacagl mutlaka akla gel-
melidir. Kacak siklikla ameliyat sonrasi 5-7. gtunler
arasinda kendini belli eder. Erken donemde karin
ici yapisiklik olmadigi i¢in enfeksiyon sinirlanma-
digindan bu donemde gelisen kacaklarin morbidi-
tesi ve mortalitesi daha yuksektir. Bir cok kez has-
tada yaygin peritonit hali gortilmez. Bunun yerine
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ileus, ates, tasikardi gibi bir turlit diizelmeyen inf-
lamatuar yanit bulgular1 vardir. Anastomoz kacagi
stiphesi guindeme geldiginde, hasta cabuk ve dog-
ru bir sekilde degerlendirilmeli ve bir an once uy-
gun tedaviye baslanmalidir. Yakin takibe ve ileri
teknolojiye ragmen bazi subklinik kacaklar1 tani-
makta halen guclik cekilmektedir. Bu kacaklarin
cogu kendilerini siirlar. Ancak yandas hastalig
olan, yash veya duskin baz1 hastalarda farkedile-
meyen bu durum bir anda sepsis tablosu haline
dontsebildiginden oldukca onemlidir.

Calismamizda, sessiz seyreden cogu zaman ta-
ninin dahi konulamadig bu tar subklinik kacak-
larda erken taninin PCR yontemiyle konulup ko-
nulamayacagini gostermeye calistik. Hayvan mo-
delimizi insandaki distal anastomoz kacagina ben-
zer bir sekilde olusturduk. Bu ytizden bilinen sep-
sis modellerini kullanmak yerine, deneklerin sol
kolonlarinin en distaline, rezeksiyonu takiben
anastomoz yaptik veya kacak olusturduk. Sepsisin
polimikrobiyal karakteri de distintlerek, belli bir
ajan inokile edilmeksizin canlinin kendi kolon
floras: ile peritoneal kontaminasyon saglandi. Bu
sekilde, bir sepsis modelinden cok bakteriyemi ve-
ya simirli bir peritonit modeliyle calismis olduk.
Cinku amacimiz ilk etapta sepsis olusturmak ye-
rine, batin ici kontaminasyon veya peritonit olus-
tugunda onu mevcut konvansiyonel tani yontem-
lerinden daha erken teshis edebilecek bir yontem
gelistirmekti. Calismamizin sonuclarina bakugi-
mizda, ozellikle kacak grubundaki deneklerde an-
lamli miktarda Escherichia coli genomuna rastlan-
mas1 bu yontemin uygun bir kacak modeli oldugu-
nu gostermektedir.

Bakteriyemik hastalarda kullanilan antibiyotik,
infeksiyon kaynagi, sok, altta yatan hastaliklar, or-
gan yetmezligi gibi bircok neden bagimsiz olarak
mortaliteyi artirmakta oldugundan agir veya du-
rumu bozulmakta olan hastalarda kandaki bakte-
riyi izole etmek oldukca onemlidir. Bakterinin izo-
lasyonu uygun antibiyoterapinin baslamasina ola-
nak saglayacagindan hayat kurtarici olabilir.

Kan kulturinun kandaki mikroorganizmalar
tespit edebilen en hassas yontem oldugu kabul
edilmektedir."*** Ancak bir ¢ok klinisyen ve mik-
robiyolog, antibiyoterapi alan hastalarda, bakteri-
yeminin tam olarak tespit edilemedigini dusiun-
mektedir. Klinik olarak sepsis dustintulen hastala-
rin bir cogunda da kan kulturleri negatiftir. Bu
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durum iki sekilde aciklanabilir; Hastalar bakteriye-
mik olmalarina ragmen bazi sebeplerden dolay1
organizma kultur ortaminda cogalamamaktadir.
Hastanin kan kultira alindigy esnada antibiyotik
kullanmasi, alinan kan 6rneginin yetersiz olmasi,
kultar ortaminda bazi bakteriyostatik faktorlerin
varligl, kimi hassas mikroorganizmalarin kultar
ortaminda canlhliklarimi yitirmesi gibi sebeblerle
bakteriyemi tanisi dogrulanamayabilir. Bir diger
actklama ise, gorunim olarak septik olan bir has-
tanin kan ornegi alimi esnasinda bakteriyemik ol-
mamasl ve genel durumunun pirojenik sitokin ak-
tivitesine bagh olmasidir. Bu olasiliklart ayirt et-
mek gunumuzde hentiz mumkun degildir."*"!
Bakteriyemide erken ve uygun antibiyotik kullani-
mi hasta icin yasamsal degerde oldugundan kan-
daki bakterinin cabuk ve giivenilir bir sekilde ta-
nimlanmasi klinik énem tasimaktadar.

Anastomoz kacagi ve buna bagl karin ici sep-
sis dustinulen hastalarda kan kiltarleri yeterince
yol gosterici olmayabilir, ya da kiltiran sonuclan-
mas1 gecikebilir. Dogru tedavi icin dogru tani ge-
rektiginden bu gibi durumlarda alternatif yontem-
ler gindeme gelmektedir. PCR ve diger dizin bazh
mikrobiyal tani yontemleri bir zamanlar sadece
arastirmalar icin kullanilirken, guntmuzde gide-
rek artan daha yaygin bir kullanim alani bulmus-
tur. Bakteriyemi teshisi icin PCR ile kan analizi ya-
pilmasinin, konvansiyonel immunolojik teknikle-
re ve gram boyamaya gore daha hizh ve daha du-
yarli bir yontem oldugu bildirilmektedir."

Mikrobiyal DNAnn varligin tespit eden bircok
PCR teknigi tarif edilmistir."” Escherichia coli ino-
kulasyonuyla bakteriyemi olusturulan antibiyote-
rapi altindaki sicanlarda, PCR ile kan kulturtne
gore daha yuksek oranda Escherichia coli saptana-
bilmistir."” Reno ve ark.’nmin " 87 hasta tizerinde
yaptiklar1 bir calismada, PCR'1n bakteriyemiyi tes-
pit etmede klasik yontemlere gore daha hizl ve
duyarli oldugu goralmustur. Yogun bakim hastala-
rinda yapilan bir baska calismada, PCR'1in bakteri-
yemiyi tespit etmede kan kiltiirlerine gore daha
ustin oldugu saptanmistir."* Sepsis etiyolojisinde
bakteriyel translokasyon da suclandigindan, bu
konu tzerinde de benzer calismalar yapilmistir.
Bakteriyel translokasyon modellerinde PCR’'in
mikrobiyal DNA tayininde oldukca 6zgul ve du-
yarli oldugu tespit edilmistir."® Yine Kane ve
ark.nin  bir calismasinda, OKT3 tedavisi alan 8

nakil hastasinin kaninda mikrobiyal DNAya rast-
lanmasi bakteriyel translokasyon ile izah edilmis-
tir. Kultur veya southern hibridizasyon yontemle-
riyle 2-3 giinde sonu¢ alinabilen su tahlilleri, PCR
yontemiyle 6-8 saat icerisinde sonuc¢lanmakta-
dir."¥ Bu protokol 50 ml su i¢indeki 1-10 bakteri
(Escherichia coli) hiicresini tespit edebilecek kadar
hassastir.

Deneysel calismalar sekonder peritonitin iki
fazl1 bir enfeksiyon oldugunu ortaya koymaktadir.
Birinci faz Escherichia coli gibi endotoksin ureten
akut peritonit ya da septik/toksik fazla karakterize-
dir. Tkinci ya da kronik apse faz1 ise genellikle Bac-
teroides fragilis gibi zorunlu anaeroblarn etkisi ile
ortaya cikar. Peritonitin mikrobiyolojisi ilk fazlar-
da enfeksiyonun tipi ve kaynag ile ciddi olarak de-
gisiklik gosterir. Sekonder peritonit polimikrobiyal
bir enfeksiyon olup, ozellikle Escherichia coli ve
Bacteroides fragilis gibi intestinal mikroorganizma-
lar izole edilir.® Bu sebeple calismamizda sadece
Escherichia coli genomunu tespit etmekle yetindik.

Sonuclarimiza baktugimizda, kacak grubundaki
Escherichia coli pozitiflik oran1 hem kontrol, hem de
anastomoz grubuna gore anlamh olarak fazlayd.
Deneklerdeki kacaklarin omentumla sinirlandigin
ve hicbir denegin de olmedigini goz ontine alirsak,
bu kacaklarin minimal oldugunu, PCRin bunlarn
tespit etmede oldukca etkin oldugunu soyleyebili-
riz. Anastomoz grubunda ucunct ginde 2, altinc
gunde 4 denekte PCR pozitif olarak degerlendirildi.
Bu deneklerin ikisinde minimal bir kacak gelistigi
dusunuldu ve gercekten laparotomilerinde her iki
denegin anastomozlarinin omentumla sarilmis ol-
dugu goruldii. Diger ikisinde ise boyle bir durumla
karsilasilmadigindan, bu deneklerde ya cok mini-
mal bir kacak gelistigi ya da ameliyat esnasinda
kontaminasyon gelismis olabilecegi varsayildi.

PCR bakteriyel DNAy1 tespit etmede oldukca
basarili bir yontemdir. Bu yontemle DNA kalibinin
100 fg’lik bir kesiti bile tayin edilebilir. Bu da sade-
ce 10 mikroorganizma demektir. Baska bir deyisle
duyarlilig1 cok ytiksek olmasina ragmen dusuk 0z-
gullugit bir dezavantaj olabilir. Bu yontemle olu
mikroorganizmalarin bile DNASs1 tespit edilebilir.
DNA daha evvelden rezorbe edilmis 6lu bir mikro-
organizmaya ya da fagositler tarafindan yakalanmis
ve yok edilmis bir organizmaya da ait olabilir." Te-
orik olarak mumkiin olan bu durumun klinik one-
mi hentiz bilinmemektedir. PCR'1n baska dezavan-
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tajlar1 da vardir. Islem esnasinda farkedilmeyen en
ufak bir kontaminasyon yanlis pozitif reaksiyon ve-
rebilir.® Yanls negatiflik de muamkundur. Bir or-
nekte patojen mevcut olmasina ragmen tespit edi-
lemediyse bir inhibisyon s6z konusudur. Inhibisyo-
nun nedenleri arasinda spesifik olmayan DNA inhi-
bitorlerinin yani sira, Taq DNA polimeraz enzimini
inhibe edici ajanlarin varlig1 da dasunilmektedir.>
2 Bu yanlis negatif ve yanls pozitif sonuclar zaman
icerisinde gelisen teknolojiyle, 6zgtin primerler ve
problar kullanilarak ¢oztimlenebilir.

SONUC

PCR rutin uygulamasi hentz olmayan bir yon-
tem olmasina ragmen mikrobiyal DNAy1 kolay, ca-
buk ve ucuz bir sekilde tespit edebilmektedir. Bu
ozelligi nedeniyle anastomoz kacagi dusunilen ya
da kacak ihtimali yiiksek olan hastalarda bakteriye-
minin erken taninmasi amactyla PCR kullanilabilir.
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