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OZET
Giris ve Amag

Bakteriyemi ve sepsis hizlica hayati tehdit edebilecek boyutlara ulasabilen ve
yuksek mortaliteyle seyreden hastaliklardir. Bu ylzden hizlica etkenin belirlenmesi
ve tedaviye baslanmasi gerekir. Bu calismada kan kdltiriinde treyen gram olumlu
bakterilerin tanimlanmasinda kultir sonrasi MALDI TOF MS tanimlama yontemi,
lizis filtrasyon sonrasi MALDI TOF MS (LFM) tanimlama yontemi ve mikroarray
yontemi olmak tzere u¢ yontemin birbiri ile karsilastirilmasi ve ayrica tanimlanan

etkenlerin mikroarray yontemi ile direnc profillerinin belirlenmesi amaclanmistir.

Gereg ve YOntem

Calismaya Agustos 2016-Ekim 2016 tarihleri arasinda Ege Universitesi Tip
Fakdiltesi Hastanesi eriskin yogun bakim dnitelerinde takip edilen hastalardan alinmis
olan ve gram pozitif Greme saptanan 40 kan kultlri sisesi dahil edildi. Kan kulttri
sisesinin pozitif sinyal vermesi sonrasinda; subkultur ve kiltir kolonisinden MALDI
TOF MS ile tanimlama, siseden alinan érnektenlizis filtrasyon sonrasi MALDI TOF
MS ile tanimlama ve Nanosphere Verigene System BC-GP mikroarray test yontemi

ile tanimlama islemleri uygulandi ve sonuglar birbirleriyle karsilastirildi.

Bulgular

Kiltir sonrasi MALDI TOF MS identifikasyonu ile LFM identifikasyonu
karsilastirildiginda uyum %75 (30/40) olarak hesaplanmistir. Kiltir sonrasi MALDI
TOF MS identifikasyonu ile mikroarray sonuglari birbiriyle karsilastirildiginda uyum
%90 (36/40) hesaplanmistir. LFM ile mikroarray yontemlerinin birbirleri ile
benzerligi %83.3 (30/36) bulunmustur. Her (¢ yontemin birlikte tutarh sonug verdigi
orneklerin orani ise %67.5 (27/40 ) olarak hesaplanmistir.

Sonug ve Tartisma

Calismada elde edilen verilere dayanilarak, hem lizis filtrasyon hem de
mikroarray test yontemlerinin sepsisli hastalarda hizli tani agisindan yararh oldugu
degerlendirilmistir. Her iki yontemin birbirlerine Ustinlikleri veya eksiklikleri

bulunmaktadir. Calismamizin sonucunda, lizis filtrasyon sonrasi MALDI TOF MS
I



tanimlama yonteminin maliyet etkinlik, hiz, veritabani genisligi, gram boyamaya
gereksiniminin olmamasi nedeniyle rutinde kutle spektrofotometrisi kullanabilen
laboratuvarlar icin rutin kullanima girebilecek bir yontem oldugunu dusinulmustr.
Lizis filtrasyon sonrasi MALDI TOF MS tanimlama yontemiyle, filtrasyon islemi
sonrasinda filtreden yapilan stspansiyondan calisilacak otomatize duyarlilik test
yontemi kombine edilirse konvansiyonel yontemlerle tanimlama ve duyarlilik igin
gerekli olan 48-72 saatlik sure yerine yaklasik 9-10 saatte sonu¢ verebilmek mimkdn

olacaktir.



ABSTRACT

Introduction

Bacteremia is the presence of viable bacteria in the circulating blood. Sepsis
can be described as an infection causing damage to tissues and organs. If it is not
diagnosed rapidly and not treated, it causes shock, multiple organ failure, and
eventually death. Bacteriemia and sepsis can rapidly reach the dimensions that can
threaten life and have high mortality. Therefore, it is necessary to determine the
etiological agent rapidly and start treatment. The aim of the study is to compare three
methods for the identification of the bacteria in blood culture: Post-culture MALDI
TOF MS, MALDI TOF MS (LFM) after lysis filtration and microarray method.
Determination of the resistance profiles by microarray method was the additional

objective of the study.

Materials and Methods
Between August 2016 and October 2016, 40 blood culture bottles in which

gram positive bacteria were detected from patients in adult intensive care units of
Ege University Hospital were included in the study. After obtaining positive signals
from the blood culture bottles, three methods were used for identification: MALDI
TOF MS from subculture, MALDI TOF MS after lysis filtration directly from the
liguid sample and Verigene System BC-GP microarray (Nanosphere Inc.
Northbrook, ABD) test method.

Results

The consistency of LFM identification and microarray method compared to
post-culture identification MALDI TOF MS was 75% (30/40) and 90% (36/40)
respectively. The similarity of LFM and microarray method was 83.3% (30/36). In
67.5% (27/40) of the bottles three methods gave consistent results.

Discussion

Based on the data obtained from the study, it was concluded that both lysis
filtration and microarray test methods were useful for rapid diagnosis in patients with
sepsis. Both lysis filtration and microarray test methods have advantages an

disadvantages. As a result of our study, it is concluded that MALDI TOF MS
\Y



identification method after lysis filtration can be used in laboratories with mass
spectrophotometer due to its cost efficiency, speed and database width, By
combining MALDI TOF MS after lysis filtration and automatic susceptibility testing
method which is made from suspension after filtration, it is possible to give results in

about 9-10 hours instead of 48-72 hours.
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KISALTMALAR

MALDI TOF: Matrix assisted light desorption ionization time of flight

MS: Kiitle spektrofotometrisi

LFM: Lizis filtrasyon sonrasi uygulanan MS MALDI TOF

SIRS: Sistemik inflamatuar yanit sendromu

MODS: Multipl organ disfonksiyon sendromu

ARDS: Eriskin solunum yetmezligi sendromu

DM: Diabetes Mellitus

KBY:: Kronik Bobrek Yetmezligi

KKY: Konjestif Kalp Yetmezligi

LPS: Lipopolisakkarit

TNF: Tumor nekrozis faktor

PAF: Platelet aktive edici faktor

MHC: Major histokompatibilite kompleksi

KNS: Koagiilaz negatif stafilokoklar

CHCA: 4-hydroxy-o-cyanocinnamic asit

PZR: Polimeraz zincir reaksiyonu

PBP: Penisilin binding protein



1.GIRIS ve AMAC

Bakteriyemi kanda bakteri bulunmasidir. Sepsis ise konagin infeksiyona olan
immun yanitinin doku ve organlara hasar vermesi ile ortaya c¢ikan, erken tani
konulmaz ve tedavi edilmezse soka, ¢coklu organ yetmezligine, sonugta da 6lime yol
acan hastalik olarak ifade edilebilir (1). Bakteriyemi ve sepsis hizlica hayati tehdit
edebilecek boyutlara ulasabilen, yiiksek mortaliteyle seyreden ve saglik
harcamalarina buyik etkisi olan ciddi klinik tablolardir (2).

Sepsisin insidansi tam olarak bilinmemekle birlikte, goérilme sikhginda ve
bakim maliyetlerinde son yillarda énemli artislar oldugu dikkati ¢cekmektedir. Dinya
capinda yilda yaklasik 20-30 milyon yeni vaka goruldigu bildirilmistir. Tiptaki tim
gelismelere ragmen mortalite hala %30-60 arasinda seyretmektedir (3). ABD’de
“Ulusal Hastaneden Taburculuk Arastirmasi’’ndaki verilere gére 2000-2008 yillari
arasinda sepsis nedeniyle hastaneye yatislar yaklasik iki kat artmistir (4). Yine
ABD’de yilda 750.000 yeni sepsis vakasi goruldigu ve yilda yaklasik 215.000
olgunun sepsis nedeniyle kaybedildigi belirtilmektedir. ABD’de sepsis olgularinin
tedavisi icin yillik ortalama 16,7 milyar dolar harcanmakta ve bu rakam her yil %1,5

oraninda artis géstermektedir (5).

Sepsiste ilk 24 saat icinde uygun ve etkili antimikrobiyal tedaviye baslanmasi
prognoz ve mortalite acisindan son derece buyik bir 6neme sahiptir. Sepsisli
hastalarda mikroorganizma izole edilene kadar gegen surede genellikle hastanin
Klinigine uygun ampirik tedavi protokolleri uygulanir. Etkene yonelik dogru
antibiyotik tedavisine ne kadar erken baslanir ise prognozun da o derecede iyi oldugu
ve mortalitenin azaldigi bircok calisma ile gosterilmistir. Antimikrobiyal tedavi
almayan ya da yanlis tedavi alan olgularda 6lim oranlari kaybedilen her saat basina
%7 oraninda artis gostermektedir (6,7).

Bakteriyeminin kesin tanisi kan kalturinde etkenin tretilmesiyle konur. Kaltor
gunumizde halen altin standart olarak kabul edilmektedir. Ancak otomatize kan
kaltura sisteminde mikroorganizmanin izole edilmesi ve antibiyotik duyarlilik
testlerinin sonuclanmasi icin sinyal pozitifliginden sonra en az 48-72 saatlik bir slre
gecmesi gerektiginden, hizli sonu¢ verebilen testlere ihtiya¢c duyulmaktadir. Son

zamanlarda etkeni ayni giin igerisinde saptayabilen ve saptanan etkenin tedaviye yon



verici Onemli diren¢ paternlerinin belirlenebilecegi molekuler tabanl testler
kullanilmaya baslanmistir (8,9).

Bu calismada, otomatize kan kultlr sisteminde pozitif sinyal alinan kan kalttr
siselerinde Ureyen bakterinin tanimlanmasi amaciyla kdltir sonrasi matrix assisted
light desorption/ionization time of flight (MALDI TOF MS) tanimlama yontemi,
lizis filtrasyon sonrasi MALDI TOF MS (LFM) tanimlama yéntemi ve mikroarray
yontemi olmak Uzere U¢ yontemin birbiri ile karsilastiriimasi ve ayrica tanimlanan

etkenlerin mikroarray yontemi ile direnc profillerinin belirlenmesi amaclanmistir.

2.GENEL BILGILER

Sepsis, yunanca clriime anlamina gelen soézcukten tiretilmistir. Eski ¢caglarda
bir yaranin hava ile temas etmesi, sonra ¢urimesi ve kan akimina katilmasi ile sepsis
tablosunun olustugu inanci vardi. Koch, Pasteur, Semmelweis ve Lister enfeksiyon
ile ilgili bilgileri aciklamis ve enfeksiyonun sepsise neden oldugu gorisind ilk
ortaya atan kisiler olmustur. Ondokuzuncu vyizyildan sonra 1914 yilinda
Schottmueller calismalari ile sepsisin bakteri enfeksiyonuna bagh oldugu kabul
gdrmeye baslamistir (10).

Gunumuzdeki tanimlara bakilacak olursa sepsis ve bakteriyemi birbiriyle
iliskili fakat farkl klinik tablolardir. Sepsis tanimlamasindaki karisikhigin giderilmesi
amaciyla 1991 yilinda Society of Critical Care Medicine (SCCM) ve American
Collage of Chest Physicians (ACCP)’In konsensus toplantisinda enfeksiyon,
bakteriyemi, sepsis, septik sok, sistemik inflamatuar yanit sendromu (SIRS), ve

multipl organ disfonksiyon sendromuna (MODS) tanimlar gelistirilmistir (11).

2.1. Tanimlar

Enfeksiyon: Mikroorganizmalarin normalde steril oldugu bilinen konak
dokusunda bulunmasina ve konagin mikroorganizmanin invazyonuna karsl

olusturdugu inflamatuar yanit tablosudur.

Bakteriyemi: Kanda bakteri bulunmasidir.



Sepsis: Enfeksiyona karsi olusan sistemik inflamatuar yanittir.

Ciddi sepsis: Sepsise organ disfonksiyonu, dolasim yetmezligi ya da

hipotansiyonun eslik ettigi durumdur.

Septik sok: Uygun sivi replasmanina karsin hipotansiyon ve sokun gozlendigi

sepsis tablosudur.

Sistemik inflamatuar yanit sendromu (SIRS) asagidaki durumlarin iki ya da

daha fazlasinin bulunmasiyla karakterize klinik tablodur:

I. Vicutisisi > 38 °C veya < 36 °C
I.  Kalp hizi > 90 atim/dk
iii.  Solunum sayisi > 20/dk ya da PaCO, < 32mmHg
iv. Lokosit sayisi > 12.000 hiicre/mm?®, < 4.000 hiicre/mm® ya da > %10

immatur hicre formlari

Multipl organ yetmezligi (MODS): Sepsis ve septik sok ile birlikte bozulmus
organ fonksiyonu, eriskin solunum yetmezligi sendromu (ARDS), bébrek yetmezligi,
karaciger yetmezligi ve yaygin damar ic¢i pihtilasma (dissemine intravaskiler
koagiilasyon - DiK) gibi klinik durumlarin bulunmasidir (11).

1991 yilindaki ACCP/SCCM uzlasi konferansindaki tanimlar Gzerinde farkl
gorusler sebebiyle sepsis fizyopatolojisini daha iyi ifade edebilen tanimlamalara
ihtiyac duyuldugu anlasiimistir. Bu nedenle 2001 ve 2012 yillarinda Society of
Critical Care Medicine (SCCM), European Society of Intensive Care Medicine
(ESICM), American College of Chest Physicians (ACCP), American Thoracic
Society (ATS) ve Surgical Infection Society (SIS) gibi topluluklarin katilimiyla
sepsis tanim konferanslari yapilmistir. 2001 konferansinda, daha 6nceki yillarda
belirlenmis  maddeler gecerli olmakla birlikte, C-reaktif protein(CRP),
prokalsitonin(PCT), laktik asit, kreatinin, bilirubin gibi bircok biyokimyasal

parametredeki artisin da sepsis tani kriterlerine eklenmesi onerilmistir. 2012
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konferansi sonucunda ise 2001’de kabul edilen kriterler tizerinde kigtk degisiklikler
yaptimistir (Tablo 1) (12).

Tablo 1. Sepsis, ciddi sepsis ve septik sok i¢in tani kriterleri

Sepsis :Gosterilmis yada stiphe edilen enfeksiyon ve asagidakilerden birden fazlasinin
bulunmasi

Genel

Ates (vucut 1sisi > 38.3°C) veya hipotermi (viicut 1sisi < 36°C)

Kalp atim hizi > 90/dk veya yas i¢cin normal degerden > 2 standart sapma
Takipne (solunum sayisi > 30/dk)

Mental durum degisikligi
Belirgin 6dem veya pozitif sivi dengesi (24 saatte > 20ml/kg)

Hiperglisemi (diyabetin olmadigi durumlarda kan sekerinin >110 mg/dl veya 7,7 mM/I
olmasi)

inflamatuar ,

Lokositoz (beyaz kiire sayisi >12000/mm‘5)

Lokopeni (beyaz kire sayisi < 4000/ mmd)

Normal beyaz kiire sayisi mevcutken immattr form >%210 olmasi
CRP’nin normal degerden > 2 standart sapmasi

PCT’nin normal deferden > 2 standart sapmasi

Hemodinamik

Acrteriyel hipotansiyon:
- Sistolik basincin < 90 mmHg
Ortalama arteriyel basincin < 70 mmHg
Sistolik basincinin yetiskinlerde > 40 mmHg diismesi veya yasa gore normal
degerden < 20 standart sapma olmasi

Organ disfonksiyonu

Arteriyel hipoksemi (PaO2/FI02 <300)
Akut oligiiri (en az iki saat idrar ¢ikisi <0.5 mL/kg™h™ veya 45 mM/I
Kreatininde = 0,5 mg/dl artis

Koagilasyon anormallikleri (INR > 1.5 veya aPTT >605)

lleus (bagirsak seslerinin olmamasi)
Trombositopeni (trombosit sayisi < 100000 /mm3)

Hiperbilirubinemi (plazma total bilirubin > 4 mg/dl veya 70 mmol/l)

Doku perfizyonu
Hiperlaktatemi (>1 mmol/l)
Kapiller dolusta azalma veya deride renk degisikligi

Ciddi sepsis: Sepsis + organ disfonksiyonu
Septik sok: Sepsis + intravendz sivi tedavisine direncli hipotansiyon ya da laktat
yiksekligi




2.2. Patogenez

Sepsis patogenezinde Oncelikle bakterinin organizmaya yerlesimi ve konak
savunmasi ile olan etkilesimi rol oynar. Hastaligin ortaya ¢ikisina, konagin immin
yaniti ve bakteriyel virllans faktorleri etki eder. Sepsis i¢in bazi predispozan
faktorler vardir. Bunlar; altta yatan ciddi hastalik, yas (yenidogan, > 65 yas), primer
hastalik (Siroz, DM, KBY, KKY vb.), konak savunma mekanizmalarinin zayiflamasi
(n6tropeni, malignite, disproteinemiler, kortikosteroid ve diger immunosupressif
tedaviler), genis travma ve yaniklar, lokal enfeksiyonlar, septik abortus, lohusalik,
yakin gecmiste uygun olmayan antibiyoterapi, YBU’nde bakim, invaziv damar
kateterleri, fazla miktarda parenteral sivi veya kan ve kan drinleri verilmesi,
hemodiyaliz, diger invaziv kateter ve girisimler (Uriner kateter ve girisim,
entiibasyon, endotrakeal tup, mekanik ventilator), buyik cerrahi girisimler olarak
Ozetlenebilir (13).

Sepsis, bakterilerin kan dolasimina damar disi bir enfeksiyon odagindan
yayithmi sonucu girmesiyle ya da benzeri intravaskiiler sebeplerden (damar ici
kateter, septik tromboflebit, endokardit, mikotik anevrizmalar gibi) kaynaklanabilir.
Sepsiste primer enfeksiyon odagi en sik Griner sistem, genital sistem, solunum
sistemi, deri ve yumusak doku ve kateterlerdir. Toplum kokenli sepsislerde en sik
odak solunum sistemi ve Uriner sistem, nozokomiyal sepsislerde ise intravaskiler ve
uriner kateterlerdir. Yogun bakim unitelerinde ise uzun sireli yatislardan dolayi

beklendigi gibi nozokomiyal pnémoniler 6n plandadir (13).

2.2.1. Mikrobiyolojik faktérler ve immun yanit

Sepsisi tetikleyen etken ne olursa olsun (bakteri, mantar, virls ya da parazit)
enfeksiyon ile baslayan bu etki sonucta konakta bir immun yanita neden olur ve bu
yanit patolojinin esasini olusturur. Mikroorganizmaya ait spesifik molekiller
(bakteri duvari komponentleri, endotoksinler, bakteri ve virus genetik elemanlarr)
immun yaniti tetikler. Septik sok patogenezinde rol oynayan bakteriyel yapilar tablo

2 de sunulmustur (14).



Tablo 2. Septik sok patogenezinde rol oynayan yapilar (14)

Endotoksin  Biitiin gram negatif bakteriler
(LPS, lipid A)
Peptidoglikan Butun bakteriler

Lipoteikoik asit Gram pozitif bakteriler

Ekzotoksinler S. aureus (a- hemolizin)
S. pyogenes (Streptolizin — O)
E.coli (E. coli hemolizini)

Aeromonas spp.(Aerolizin)

Superantijenler S. aureus (Toksik sok sendromu toksini-1 Enterotoksin A-F)
S. pyogenes (Pirojenik ekzotoksin A+C)

Enzimler S. pyogenes (1L-1b konvertaz)
C.perfringens (Fosfolipaz C)

Gram pozitif bakterilerin hucre duvari yapisal komponentleri (peptidoglikan ve
teikoik asitler), kapsul antijenleri ve ekzotoksinler [S. aureus’un toksik sok
sendromu toksinleri (TSST), S.pyogenes’in pirojenik toksinleri] gibi bilesenler
inflamasyona neden olur. Gram negatif bakteriyemide ise toksisiteden sorumlu olan
lipopolisakkarid (LPS) yapisindaki endotoksinlerdir. Bu antijenik yapi ve toksinler
dolasimdaki mononukleer fagositik hicreleri CD14 reseptoriine baglanarak uyarirlar.
Monositlerden timor nekrozis faktor (TNF), interlokin 1 (IL-1), IL-6, IL-8 ve
trombositleri aktive eden faktor (PAF) salinir. 1L-1 ve IL-6 T hicrelerini aktive
ederek y-interferon, I1L-2, IL-4, granulosit-monosit-koloni-stimulan faktorlerin (GM-
CSF) salgilanmasini saglarlar. Bu sitokinler lokal enfeksiyonun yenilmesinde ¢ok
yararli olurken, biyuk miktarlarda sentezlenerek dolasima karismalari yaygin
endotel hucre hasari ile sonuclanir. Endotel hasari, kapiller permeabilite artisi, kanin
mikrosirkilasyonda goéllenmesi, dolasimdaki kan volimunun azalmasi sok ve organ
yetersizligi ile sonucglanir(10,14).

Endotoksin ayrica kompleman sistemini de aktive eder. A¢ifa ¢ikan C3a ve
C5a bazofil ve mast hiicrelerini uyararak, histamin basta olmak (zere cogu
hipotansiyona neden olan vazoaktif bazi mediatérlerin salgilanmasina neden olur.



Endotel hicresi tarafindan salgilanan nitrik oksit (NO) sepsisteki yaygin
vazodilatasyondan sorumludur. Sepsiste endotoksin etkisi ile hicrelerden salinan
sitokinlerin ¢ogu trombin yapimini uyarmakta ve koagulasyon sistemi aktive
olmaktadir. Pihtilasma proteinlerinin tiiketimi kanamaya yol agmakta, hastalarda
hem kanama, hem trombis gelisimi birlikte gorilmektedir. Diger taraftan fibrin,
plazmin tarafindan parcgalanarak fibrinolizise neden olmaktadir. Dissemine
intravaskiiler koagulasyon (DiK) olarak tanimlanan bu tablo sepsisteki kot

prognozun en 6nemli nedenlerinden biridir (15,16).

2.3. Etiyoloji

Gram pozitif bakteriler antibiyotiklerin kullanima girmesinden 6nce en sik
etkenler olarak gorulurken, antibiyotiklerin kullanima girmesi ile gram negatif
bakteriler 6ne ¢ikmaya baslamistir (17). Ginimizde yogun bakimlarda damar igi
kateter gibi invaziv girisimlerin cogalmasiyla, gram pozitif etkenler yeniden artis
goOstermistir. Son yillarda gram negatif ve gram pozitif etkenler birbirilerine yakin
siklikta izlenmektedir. Cesitli ¢calismalarda, sepsislerin %27-74’tGnde gram pozitif
bakterilerin, %20-64’(inde gram negatif bakterilerin etken oldugu, %15 ve daha az
oranda ise polimikrobiyal etken izole edildigi gosterilmistir (18,19).

Gram-pozitif bakterilerin neden oldugu sepsislerde en sik etkenler koagiilaz
negatif stafilokoklar (KNS), Staphylococcus aureus ve enterokok tarleridir. Gram
negatif bakterilerin neden oldugu sepsislerde ise en sik etkenler degismekle birlikte,
ulkemizdeki calismalarda Acinetobacter spp, Klebsiella spp. Escherichia coli,
Pseudomonas spp, Enterobacter spp, Proteus spp olarak bildirilmistir. En sik izole
edilen anaerop bakteriler de Bacteroides fragilis ve Fusobacterium turleridir (18-20).
Candida tiirlerinin gériilme sikhigi genellikle bakterilerin takip etmektedir. Ozellikle
yogun bakim Unitelerinde en sik izole edilen mantarlar C.albicans, C. glabrata ve C.

parapsilosis’tir (21).



2.4. Epidemiyoloji

Dinya geneline bakildiginda yilda her yil 20-30 milyon yeni sepsis vakasi
gorulmektedir. Sepsis siklikla 6limcul seyreder ve mortalitesi yaklasik %20-60
arasinda degismektedir (22). Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’ nde koroner disi
yogun bakimlarda ikinci en sik 6lim nedenidir ve 6lim nedenleri icerisinde onuncu
sirada yer almaktadir (23). Bazi ulkelerde gebelikte kanama ve tromboemboliden
daha fazla 6lime neden oldugu bildirilmistir (3). Son on yilda sepsis vakalarinda
%8-13 artis gorulmustir. Sepsis insidansinin artisinda antibiyotiklerin yaygin ve
gereksiz kullanimi, ileri yas, organ transplantasyonu, HIV pozitiflik, malignite gibi
sepsise zemin hazirlayan duruma sahip hastalarin sayisinda artis, intravaskuler ve
uriner kateterizasyon gibi girisimlerin yayginlasmasi gibi faktorler etkili olmaktadir
(24).

ABD’de yilda 750.000 sepsis olgusu goraldugi ve yaklasik 250.000 olgunun
sepsis nedeniyle kaybedildigi belirtilmektedir, kaba 6lim orani %35’tir. Ulkemizde
yogun bakim Gnitelerinde yapilan ¢alismalarda ise hastane kaynakli bakteriyemi ve
sepsis insidansi %7,6 — 17,2 arasinda bildirilmektedir (25,26).

2.5. Klinik Belirti ve Bulgular

Sepsisin klinik bulgulari enfeksiyonun yerine, neden olan mikroorganizmanin
tirine, akut organ disfonksiyonu olup olmadigina, altta yatan hastaliga ve tedavi
baslamaya kadar gecen sureye bagl olarak degisiklik gosterir. Enfeksiyon bulgulari
ve organ disfonksiyonu her zaman ¢ok agik bir sekilde anlasilamadigindan yol

gosterici olarak uluslararasi toplantilarla belirlenmis kilavuzlar kullanilabilir (27).

Akut organ disfonksiyonu ¢ogunlukla solunum sistemi ve kardiyovaskuler
sistemi etkiler. Solunumsal etkilenme en cok; kardiyak nedenlere bagli olmayan
bilateral infiltrasyonun eslik ettigi hipoksemi ile karakterize olan akut respiratuar
distres sendromu (ARDS) olarak karsimiza ¢ikar (28). Kardiyovaskiler etkilenme
gostergeleri hipotansiyon ve laktat seviyelerindeki yikselmedir. Bu durumda uygun
sivi tedavisi uygulansa bile hipotansiyon devam eder ve sonu¢ olarak miyokardiyal

disfonksiyon gorulebilir (12).



Sepsisten etkilenen diger organlar da beyin ve bdbreklerdir. Santral sinir
sistemi tutulusu en sik oryantasyonda bozulma ve deliryum olarak karsimiza gikar.
Kritik 6Gneme sahip olan polindropati ve miyopati de 6zellikle yogun bakimda uzun
stredir yatan hastalarda siklikla goralir (29). Akut bobrek hasari idrar cikisinda
azalma, serum kreatinin seviyesinde artis ve renal replasman tedavisine ihtiyac
duyulan Kklinik bir tablodur. Ciddi sepsiste sik gorulen diger durumlar; paralitik ileus,
transaminazlarda artis, glisemik kontroliin saglanamamasi, trombositopeni, yaygin
damar ici pihtilasma (disseminated intravascular coagulation-DIC), adrenal

disfonksiyon, 6troid hasta sendromu olarak siralanabilir (27).

2.6. Sepsis Etkene Yonelik Tani Testleri

2.6.1. Kan kulturu

Bakteriyemiye neden olan mikroorganizmayi izole etmek ve tedavi icin dogru
antibiyogram sonucuna ulasmak icin en 6nemli ve hala giinimuzde de altin standart
olarak kabul edilen tani yontemi kan kdlturadur.  Kaltirde Greyen
mikroorganizmalarin en kisa slrede tanimlanmasi, etken olup olmadigina karar
verilmesi, etken olarak kabul edilenlerin antibiyotik duyarlilik testlerinin yapilarak
tedavinin dogru yonlendirilmesi mortalite ve morbiditenin azaltilmasinda ¢ok

onemlidir.

Bakteriyemi veya fungemiden Kklinik olarak stphe edilen durumlarda,
endokardit 6ntanisi oldugunda, vicut sicakhginin normal degerlerin disinda oldugu
durumlarda, nabiz ve kan basincinin anormallestigi durumlarda, solunum sayisinn
arttigr durumlarda, hastanin biling durumu degistiginde, I6kopeni veya lokositoz
izlendiginde kan kalturleri alinmahdir. Sepsiste ates kesin bir kriter degildir.
Yenidoganlar ve geriatrik yas grubunda ates yaniti alinamayabilir. Ayrica yogun
bakimda acgiklanamayan pulmoner, renal ya da hepatik fonksiyon bozuklugu olan,
menenjit, osteomiyelit gibi enfeksiyon odagi bilinen, immin yetmezlikli,
hemodinamik bozukluklari olan, kapak replasmanli veya endokarditli hastalardan
kan kultar( ates yuksekligi beklenmeksizin alinabilir (30).



Kan kalturd, rutin degil klinik gereklilikler dogrultusunda uygulanan bir teknik
olmahdir. Bakteriyemi veya fungemi sliphesinde eriskinlerde ayri venlerden iki set
kan kaltara alinmalidir (cocuklarda bir veya iki set). Kan kultlrleri sepsis veya
bakteriyemi suphesinde olabildigince antibiyotik tedavisi baslanmadan &nce
alinmalidir. Otomatize sistemlerde kullanilan besiyerleri klinik kullanimda olan
antibiyotiklerin ¢ogunun nétralizasyonu igin gerekli recine kombinasyonlari
icermektedir. Bu sebepten hasta antibiyotik tedavisi almis olsa da, kiltir alma

endikasyonlari mevcut ise kan kultar alinmahdir.

Kan bir¢cok mikroorganizmanin kolayca ureyebilecedi bir ortamdir. Bu yiizden
kan alma islemi sirasinda deri antisepsisi c¢cok o©nemlidir. Dogru antisepsi
yapiimadiginda koagulaz negatif stafilokoklar (KNS) veya Corynebacterium spp.
gibi cilt florasinda bulunan bakteriler yanlis degerlendirmelere yol acabilir. Standart
uygulama olarak cildin énce %70 propil alkol ile, ardindan %1-2’lik povidon iyot ile
silinmesi Onerilir. Povidon iyodun maksimum antiseptik etki olusturabilmesi i¢in 1,5-

2 dk. cilde temas etmesi gereklidir.

Alinan kan miktari mikroorganizmanin Uretilmesinde 6nemli bir etkiye
sahiptir. BACTEC 9240 otomatize kan kultur sistemi ile gerceklestirilen ¢calismada,
kan miktarinin 10 ml’den baslayarak 40 ml’ye kadar artirildiginda alinan sonuclar
degerlendirilmis ve 20 ml 6rnegin 10 ml’ye gére %30, 30 ml’nin ise yine 10 ml’ye
gore %47 oraninda kiltir pozitifligi artisi sagladigi belirlenmistir. Ornek 40 ml’ye
cikarildiginda ise 30 ml’ye gore sadece %7’lik pozitiflik artisi gézlenmistir. Bu
sonuclara gore, eriskinlerde her kultlr icin 20-30 ml 6rnek alinmasi 6nerilmistir.
Gunumuzde klasik olarak kabul edilen kural, rutinde eriskinlerde her bir kan kiltdrd
sisesi icin 8-10 ml, pediatrik yas grubunda ise 5-6 ml alinmasidir. Ornek alinmadan
once veya alindiktan sonra buzdolabina konulmamalidir. Kan kaltira ornekleri

alindiktan sonra en gec iki saat icerisinde laboratuvara ulastiriimalidir (30).

2.6.1.1. Konvansiyonel yontemler, identifikasyon ve duyarlilik
testleri

GuUnimuzdeki modern otomatize kan kultiri sistemleri ile kan kultird
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siselerine ekim yapilip cihaza yiklendikten kisa bir stire sonra Gremenin gostergesi
olan pozitif sinyal alinabilmektedir. inkiibator ve calkalama prensibi ile calisan
bilgisayar destekli otomatize sistemde siseler surekli izlenir. Sisedeki O, miktarinin
azalmasl veya CO, miktarinin artmasiyla degisen kolorimetrik veya florometrik
Olcimler yapilir. Sisede herhangi bir tGreme saptanirsa cihaz ekraninda Gremenin
oldugunu belirten uyari olusur. Otomatize kan kiltlri sistemlerinde olgularin
yaklasik %90’ indan ilk 48 saat icinde treme sinyali alinmaktadir (30). Ureme yok
diyebilmek icin ise kan kultrd siselerini en az yedi gun enkiibe etmek gerekir (31).
Pozitif kan kaltird siselerinden laboratuvarin ¢alisma protokolii dogrultusunda
gram boyama yapilir ve kati besiyerine subkdiltir yapilir. Tanimlanan etkenin
antibiyotik duyarlilik testleri yapilir. Ancak, pozitif sinyal sonrasi (Uretilen
mikroorganizmanin klasik yontemlerle identifikasyonu ve antibiyotik duyarlilik

testleri icin en az 48-72 saatlik bir zaman dilimine ihtiya¢ duyulmaktadir (30).

2.6.1.2. Pozitif sinyal veren kan kulttrt sisesinden yapilan hizh
tani testleri (MALDI TOF ve mikroarray)

Kulturd yaptlan mikroorganizmayi daha ¢abuk tanimlamak icin son yillarda
hizli sonug veren sistemler Gzerinde calisiimistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda
mikroorganizmanin kitle spektrometrisini 6lgme prensibine dayanan MALDI TOF
MS yonteminde ilerlemeler kaydedilmis ve bakteri proteinlerinin pikleri incelenerek
tanimlayici diziler olusturulmustur. Guniimuizde, VITEK MS (bioMerieux, Fransa),
Bruker Biotyper (Bruker-Daltonik, ABD), Axima/Saramis (Shimadzu, Japonya) ve
Andromas (Andromas SAS, Fransa) olmak (izere dort adet MALDI TOF MS
sistemi  mevcuttur (33). Bu sistemlerde tanimlamasi yapilacak olan
mikroorganizmaya ait kultlirden alinan koloni kimyasal bir matriksle bir araya
getirilir. Bu amagcla kullanilabilen matriksler 4-hydroxy-a-cyanocinnamic acid
(*alphacyano” veya 4-HCCA), 2,5-dihydroxybenzoic acid (DHB), 3,5-dimethoxy-
4-hydroxycinnamic acid (sinapinic acid) dir . Tanimlanmak istenen koloni veya
ekstrakti ‘target slayt’ adi verilen metal slayta yayilir, (izerine matriks solusyonu
eklenir kristalize olduktan (kuruduktan) sonra cihaza yerlestirilir. Cihaz icerisinde
slayt Uzerine lazer atis uygulanir. Lazer enerjisi matriks molekillerinin

aktivasyonunu saglayarak mikroorganizma-matriks kompleksinde mikro patlamalar
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meydana getirir. Ardindan bu molekdiller iyonlasir ve slayttan ayrilarak serbest hale
gegcerler. Cihaz icindeki elektrotlar sayesinde 20 kV civarinda elektrik potansiyeline
maruz  birakilarak  iyonize  molekiller  detektére dogru  hizlandirilir.
Spektrofotometredeki vakum, iyonlarla hava molekillerinin carpismasini engeller.
Bu nedenle iyonlarin hizi sadece kitle/ylk (m/z) oraniyla gosterilen kitle ve
molekdlun yikine bagh hale gelir. MALDI TOF MS uygulamalarinda hemen her
zaman molekdller benzer sekilde yiklendikleri igin ucus suresi temelde kitleye
baglidir. iyonlar kiitlelerine gore degisen sirelerde dedektore carparlar, dolayisiyla
kiguk kutleye sahip iyonlar dedektore once ulasir. Bir MALDI TOF MS
spektrumunda x ekseni proteinlerin m/z oranini, y ekseni de bu proteinlerin
yogunlugunu gosterir. Sonucgta mikroorganizmaya ait proteinlerin, carpma
zamanina gore kitle spektrumu olusturulur ve kaydedilir. MALDI TOF MS ile
tanimlama yapan sistemlerde, yeni kaydedilen spektrum, mevcut veri tabanindaki
spektrumlarla karsilastirilir ve sonucun giivenilirligi ylzde degeri ile belirlenir (32).

Mikroarray, “cip” olarak adlandirilan cam veya nitroseliloz membran gibi
kati yuzeyler (zerine tutturulan tir ve gen spesifik problarin DNA ve RNA
calismalarinda  kullanildigr  teknolojidir. Yizeye tutturulan DNA parcalari
(genellikle 20-100 nikleotid uzunlugunda) prob olarak belirlenmistir. Mikroarray
teknolojisi, DNA’nin bir substrata baglanip bilinen bir gen ya da fragment ile prob
hazirlanmasi  seklinde tanimlanabilecek ‘Southern  Blotting” tekniginden
taretilmistir. Bu yeni teknikte membran yerine camin kullanilmasi, radyoaktivitenin
yerini  fluoresan isaretlerin almasi ve baglanmayl saglayacak yontemlerin
hassaslasmasiyla calismalarin verimi ve elde edilen bilgilerin miktari artmistir.
Komplementer oligonukleotidler kullanarak ¢ok sayida hedef nikleik asit dizisini
ayni anda saptama potansiyelinden dolayr mikroarray teknolojisi, antimikrobiyal
direncinin tanisinda da umut verici bir yontemdir. Sepsiste etiyolojik taniya olanak
saglayan mikroarray yéntemi ticari olarak da mevcuttur (33). Piyasadaki microarray
sistemleri Prove-it Sepsis (Mobidiag, Finland), Film Array Blood Culture
Identification Panel (Biofire, USA), Verigene System BC-GP/BC-GN (Nanosphere
Inc. Northbrook, ABD) dir (34).

12



2.6.2. Direkt taze kan dérneginden yapilan molekler testler

Sepsis tanisiyla takip edilen vakalarda erken tani ve tedavinin mortaliteyi
belirgin bir sekilde azaltti§i g6z oninde bulundurulacak olursa hizli tanimlama
gunimuizde daha fazla 6nem kazanmaktadir. Kandaki mikroorganizmanin en hizli
sekilde tanimlanmasi farkli bir isleme gerek duyulmaksizin direkt taze kan
orneginden gun icerisinde etkenin saptanmasi ile olur. Direkt kan &Orneginden
mikroorganizmanin tanimlanmasi ve bazi direng paternlerinin saptanmasi molekdler
yontemler ile yapilabilir (34). Direkt kan 6rneginden yapilan PZR temelli yontemler
konvansiyonel kilttre gére ¢cok daha kisa stirede sonug vermesi, ¢esitli calismalarda
duyarhihk ve 6zgullugunun yuksek oldugunun gosterilmesi, hem bakteri hem de
mantarlarin saptanabilmesi, klinisyenin dogru antibiyoterapiye baslamasinin daha
cabuk saglanmasi gibi avantajlari mevcuttur. Bu yontemler broad-range niikleik asit
amplifikasyonu ve multiplex PCR testleridir, ancak hi¢birinin heniiz FDA (Food

and Drug Administration) tarafindan onay1 yoktur (34).

Broad-range PCR testlerinde kan o6rneklerinde bakterilere ait 16S ya da 23S
rRNA ve mantarlara ait 18S rRNA genleri arastirihr. Amplifikasyondan sonra
amplikonlar kapiller sekans analizi veya spesifik C problariyla hibridizasyon ile
identifiye edilebilir (35). Multipleks PCR testi kan &rneginden direkt olarak
patojenin tanimlanmasina olanak saglar ve ayni anda tek drnekte bircok etkene ait
DNA hedefleri saptanabilir. Konvansiyonel kan kiltiruyle karsilastirildiginda PCR
bazli teknikler daha hizli ve duyarli olmalarina ragmen genel gorus bu yéntemlerin
kan kaltarinun yerini alamayacagi sadece destekleyici olacagi yonindedir. Kan
kalturid ve PCR’In kombine kullanimi bu yodntemlerin tek basina kullanimi ile
kiyaslandiginda anlamli  olarak daha duyarli oldugu pek cok calismada
gosterilmistir. Ayrica antibiyotik direncinin timua PCR tarafindan belirlenemez (34).

2.7. Gram pozitif bakterilerde antibiyotik direnci

Uygunsuz antibiyotik kullaniminin giderek artmasi beraberinde direng
sorununu da getirmistir. Direng esas olarak gram negatif bakteri enfeksiyonlarinin
tedavisinde blyuk bir sorun olarak karsimiza ¢iksa da gram pozitif bakterilerdeki
antibiyotik direnci de gitgide artmakta ve tedavi agisindan sorun yaratmaktadir.
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Metisiline direncgli S.aureus (MRSA), koagilaz negatif stafilokok (KNS) ve
vankomisin direncli enterokok (VRE) oranlari dramatik sekilde artmaktadir (36).
Antibiyotiklere diren¢g genelde dort mekanizmaya dayanir: ilacin inaktivasyonu,
ilacin hedefine ulasmasinin engellenmesi, hedefin duyarliliginin azaltiimasi, duyarl
olmayan yeni bir hedef kazanimi (37).

Penisilin ile 1940l yillarda tedavi edilmeye baslanan S.aureus
infeksiyonlarinda, hizla penisilin direnci gelismis ve 1960’1 yillarda p-laktamaza
direncli metisilin, oksasilin, nafsilin gibi yari sentetik penisilinler kullaniimaya
baslanmistir. Ancak 1961 yilinda ilk metisilin direncli MRSA ’nin gosterilmesi
direng gelisiminin 6nemini daha da artirmistir (38). Siklikla tedavide kullanilan beta
laktam antibiyotiklere direng; B-laktamaz Uretimi veya mecA geni tarafindan
kodlanan PBP2a olusmasi ve yeni proteine antibiyotigin affinitesinin azalmasi
sonucu meydana gelmektedir (38).

Beta laktam antibiyotiklerin primer hedefi hicre duvari sentezinin son
basamagini katalizleyen penisilin binding proteinler (PBP) dir. Penisilin de bu
proteinlere baglanarak hiicre duvar hasari ve sonucgta bakterinin 6limiine neden
olur. PBP’ler kromozomal kontrol altindadir ve ortaya ¢ikan mutasyonlar PBP’lerin
sayilarini ya da beta laktamlara olan afinitelerini degistirir (39). Penisilinlere direng
mikroorganizmanin penisilin pargalayan enzim (B-laktamaz) uretimiyle baglantili
olabilir. B-laktamazlar penisilinlerin ve sefalosporinlerin B-laktam halkasini kirarak
acar ve aktivitelerini yok eder. Bazi B-laktamazlar plazmidik (6rnegin S.aureus
penisilinazi), bazilari ise kromozomaldir (6rnedin cogu gram negative bakteri tird).

Penisiline karsi olusan direng mekanizmasi en fazla penisilinaz araciligiyla
olur. 1940’larda penisilinin klinik kullanima girmesiyle birlikte Stafilokok
izolatlarinda penisilin kullanim &ncesi %21’den az olan diren¢ orani gunimizde
%80’lere ulasmistir. Bu durum penisilinazin bakteriofajlarla horizontal gecisine
baghdir (37).

Metisilin penisilinaza direncli penisilin tiraddr. S.aureus ve KNS’lerdeki
metisilin direnci, PBP2’ veya PBP2a olarak adlandirilan ilave bir PBP’den
kaynaklanir. PBP2a, disuk molekul agirhkli PBP’lerin Bl alt sinifina aittir ve
dustik B-laktam afinitesine sahiptir (42). PBP2’ veya PBP2a olarak adlandirilan bu

ilave PBP mecA tarafindan kodlanir (40). Bu gen stafilokok genomuna entegre
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olmus, kazanilmis yabanci bir DNA dizisi Uzerinde tasinir (stafilokokkal kaset
kromozomu-SCCmec). Metisiline karsi olusan direng tim B-laktamlari ve bunlarin
derivelerini kapsar (37).

Pnomokoklardaki penisilin direnci PBP2x’ araciligiyla olur (42). Yuksek
direncli pnémokok suslarindaki PBP2x’ PBP2b ve PBP1a'larin degisimiyle ortaya
cikar. Pnémokoklardaki [-laktam direnci ise diger non-PBP genleri ile iliskilidir
(AT). Ayrica Pnomokoklarda bulunan mozaik genler de penisilin, kinolon,
tetrasiklin direnci ile iliskilidir (43).

Enterokoklarda, penisiline karsi artmis bir diren¢c vardir ¢inkiu Bl alt
sinifindan bir veya iki dustk afiniteli PBP uretirler. E.faecium'un kromozomal
kodlanan distk afiniteli PBP5'i, stafilokok PBP2a ile genetik olarak benzerdir.
Yiksek seviyeli B-laktam direnci nokta mutasyonlari ve/veya PBP5'in asin
ekspresyonu sonucu olusur (45).

Glikopeptidler; vankomisin ve teikoplanin, hicre duvari sentezinin son
asamalarini inhibe eder. Glikopeptidler peptidoglikan oncdllerinin terminal D-
alanil-Dalanin ile kompleksler olusturarak capraz baglanma reaksiyonlarini
Onlerler. Glikopeptid direnci glikopeptid Ureten bakterilerden kaynaklandigi
distnulen, konjugatif bir element tizerinde bulunan buyuk bir van gen kiimesinin
edinilmesinden kaynaklanmaktadir. VVan geni normal peptidoglikan sentezini bozar
ve glikopeptidlere azalmis baglanma afinitesi olan D alanil-D-laktatla biten yeni bir
peptidoglikan dnclsunun sentezine neden olur. Gen ekspresyonu ve reguilasyonu
mekanizmasi ile farklilik gosteren VanA, VanB ve VanD olmak (zere g tip direng
determinanti vardir (45) . VanA, indiklenebilir yiksek seviyeli vankomisin ve
teikoplanin direnci, VanB vankomisine karsi induklenebilir direng, VanD ise
induklenebilir veya orta dizey vankomisin ve teikoplanin direnci anlamina gelir.
Van gen kumeleri ile iliskili transfer genleri, bu diren¢ paternlerinin yayilmalarina
katkida bulunur. S.aureus tarafindan Uretilen bir cinsiyet feromonuna yanit veren
enterokokkal vankomisin diren¢ plazmiti ve E.faecalisten S.aureus'a VanA'nin
basarili bir sekilde deneysel olarak aktariimasi, klinik S. aureus izolatlarinda van
genlerinin ortaya cikisi ile ilgili buylk kaygilar yaratmistir (46). Direng
multifaktoriyeldir ve suslar arasinda farklilik gosteren mekanizmalara baghidir (47).

S. aureus’ un vankomisin diren¢ stratejilerinden biri de artmis hiicre duvari sentezi
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ve capraz baglanmalarin azalmasi ile yanlis hedeflerin olusmasidir (47).
Kalinlasmis hicre duvari vankomisini yakalar, ortamdan uzaklastirir ve hicre
zarinda bulunan lipid-I11' “nin 6ldurict hedefe ulasmasini 6nler. Glikopeptid
direncinin genetik temeli heniiz tam olarak aydinlatilamamistir, ancak direncte pek

¢ok gen rol oynuyor gibi gériinmektedir.

3. GEREC VE YONTEM

Bu calismaya Agustos 2016-Ekim 2016 tarihleri arasinda bakteriyoloji
laboratuarina gonderilen, Ege Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi eriskin yogun
bakim Unitelerinde takip edilen hastalarin, otomatize kan kultlrl sisteminde pozitif
sinyal veren antibiyotik absorban ve komdir icermeyen kan kdltiri siseleri
(BacT/Alert FA-FN Plus, Biomerieux, Fransa) dahil edildi. Pozitif sinyal sonrasi kan
kalturd siselerinden alinan 6rnek %5 koyun kanl agar ve EMB agar besiyerlerine
inokdle edildi ve ayni zamanda Gram boyali preparatlari hazirlandi. Gram boyama
sonuclart degerlendirilip, gram pozitif bakteri gorulen 6rneklerden 24 saatlik
inklibasyon sonucu olusan koloniler MALDI TOF MS sistemi ile tiir duzeyinde
tanimlandi. Tanimlanan 6rnekten bir sonraki asamada Vitek 2™ (Biomerieux,
Fransa) otomatize duyarlilik cihazi ile etkenin antibiyotik duyarlilik testleri yapildi.

Gram pozitif ireme saptanan, etken olarak degerlendirilen ve mikroarray veri
tabaninda bulunan tirleri iceren 6rnekler calismaya dahil edildi. Ureme sonrasinda
kaltur kolonisinden MALDI TOF MS ile tir dizeyinde tanimlama ve Vitek 2™
(Biomerieux, Fransa) otomatize duyarlilik cihazi ile antibiyotik duyarlilik testleri
yapildi.

Es zamanh olarak yonergelere uygun yontemlerle hazirlanmis sollsyonlar ve
geregler ile pozitif sinyal saptanan siseleren alinan 2 ml 6rnege lizis filtrasyon islemi
uygulanip ardindan Vitek MS MALDI TOF (Biomerieux, Fransa) ile tur dizeyinde

tanimlama islemi yapildi.

Son olarak ayni kan kalttru siselerinden alinan 0,35 mL kan kulturd 6rnegi
kullanilarak kapali sistem nikleik asit ekstraksiyon ve amplifikasyon sonrasinda

nanopartikil problari ile calisan Nanosphere Verigene System BC-GP mikroarray
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(Nanosphere Inc. Northbrook, ABD) test yontemi kullanilarak Gram pozitif etkenin

ve direng genlerinin tanimlanmasi gerceklestirildi. Uygulanan algoritma tablo 3’de

Ozetlenmistir.

Tablo 3. Pozitif sinyal sonrasi tanimlamada izlenen yol

Kan kultirinde pozitif sinyal

!

Eriskin yogun bakim hastasi

d

Gram boyama

Gram pozitif A h Gram negatif

Kanli ve EMB agara pasaj Calismaya alinmaz

!

Gram pozitif Ureme ve etken*

1)Kultir kolonisinden MALDI TOF MS ile tir duzeyinde
tanimlama ve Vitek 2™ otomatize duyarlilik cihazi ile antibiyotik
duyarhilik testleri

Kan kiltara sisesinden direkt lizis filtrasyon islemi sonrasit MALDI
TOF MS tanimlama

Kan kiltara sisesinden direkt Nanosphere Verigene System BC-GP
mikroarray sistemi ile tanimlama

*mikroarray veri tabaninda bulunan gram pozitif tirler
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Subkdltirden yapilan MALDI TOF MS tanimlama, pozitif sinyal veren
siseden yapilan lizis filtrasyon sonrasi MS MALDI TOF (LFM) ve mikroarray test

yontemlerinin sonuclari karsilastirildi.

3.1. Gerecler ve Kimyasallar

BacT/Alert 3D otomatik kan kultiirti cihazi (bioMerieux, Fransa)

Previ Color Gram boyama cihazi (bioMérieux, Fransa)

Vitek MS MALDI TOF MS cihazi (bioMérieux, Fransa)

Vitek MS MALDI TOF MS plate (bioMérieux, Fransa)

Vitek MS MALDI TOF MS CHCA matrix (bioMérieux, Fransa)

%5 Koyun Kanli Agar (bioMerieux, Fransa)

Eozin Metilen Blue Agar (bioMérieux, Fransa)

Verigene System BC-GP test kartuslari (Nanosphere Inc. Northbrook, ABD)
Brij O10 [Polioksietilen (10) oleil eter] (Amresco, ABD, Kat. No: 1B1335)
Sodyum Klorid (NaCl) (Amresco, ABD, Kat. N0:0241)

3-[Sikloheksilamino]-1-Propan-Sulfonik Asit (CAPS) (Amresco, ABD, Kat. No:
0365)

Sodyum fosfat dibazik (Na,HPO,)  (Sigma-Aldrich, ABD, Kat. No: 71636)
Sodyum hidroksit (NaOH) (Sigma-Aldrich, ABD, Kat. No: S5881)
Hidroklorik asit (HCI) (Sigma-Aldrich, ABD, Kat. No: H1758)

Enjektor uglu 0,2 pum porlu polietersulfon filtre (Minisart®, Sartorius. Almanya Kat.
No0:16532)

Polyester baslikl ekiivyon (Cleanmo Corp, Cin, Kat. No: CM-PS743) (Texwipe

TX743 muadili)
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Millipore Express PLUS Membran Filtre, polietersulfon, 0.45 um, 25 mm
(HPWP02500) Merck-Millipore, ABD.

Vakum aspirator (El yapimi)

El yapimi filtre tutacagi (MAS Grup Itd sti. vakum parcalari, Tirkiye)

3.2. Yontemler

3.2.1. Kan kultura sistemi

Kan kultir 6rnekleri BacT-Alert 3D (bioMérieux, Fransa) tam otomatik kan
kaltura sisteminde inkibe edildi. BacT/Alert 3D mikrobiyal saptama sistemi,
orneklerdeki remeyi surekli izleyen, inkube eden ve calkalayan kolorimetrik bir
sistemdir. Ornek cihaza yerlestirildikten sonra, pozitif veya negatif olarak saptanana
kadar periyodik olarak izlenir. BacT/Alert FA-FN Plus (bioMérieux, Fransa) kan
kaltard siseleri, kati-faz reflektometrelerle siirekli izlenen karbondioksit sensorlerine
sahiptir. BacT/Alert bilgi islem sistemi sensOr okumalarini denetler ve hangi
orneklerin negatif, hangilerinin pozitif olduguna karar veren bir veritabanina sahiptir.
Ureme oldugunun saptanmasi durumunda, cihaz tarafindan sesli ve gorintili alarm
verilir. Ornekte bes giinluk stre igerisinde herhangi bir Greme goriilmez ise sonug
negatif olarak bildirilir.

Calismada eriskin yogun bakim unitelerinde (Anesteziyoloji ve Reanimasyon,
Kalp Damar Cerrahisi, i¢c Hastaliklari, Gogus Hastaliklari, Noroloji, Beyin ve Sinir
Cerrahisi, Genel Cerrahi, Enfeksiyon Hastaliklar1) yatan hastalardan alinan ve
Nanosphere Verigene System BC-GP mikroarray (Nanosphere Inc. Northbrook,
ABD) sisteminin veri tabaninda bulunan gram pozitif bakteri Giremesi saptanan kan

kaltura siseleri kullanildi.
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3.2.2. Pozitif kan kultiriundn islenmesi

Pozitif olarak saptanan kan kultiri siselerinden enjektor yardimiyla alinan
ornekten, 2-3 damla %5 koyun kanl agar besiyerine (bioMerieux, Fransa) ve 2-3
damla EMB agar besiyerine (bioMerieux, Fransa) damlatilarak ekim yapildi. 1-2
damla kan kultiri sivisi da lama yayilip Previ-Color (bioMerieux, Fransa) Gram
boyama cihazi ile boyandi. Gram pozitif kok veya basil formu izlenen eriskin yogun
bakim hastalarindan alinan kan kulttra siseleri ¢alismada kullaniimak tizere +4°C’de
saklandi.

12-24 saat sonra, etkenin tlr duzeyinde tanimlanmasi icin MALDI TOF MS
cihazinin ornek slaytina koloniden alinan 6rnek aktarildi ve zerine CHCA matrix
damlatilarak fiksasyonu ve kristalizasyonu saglandi. MALDI TOF MS cihazinda tur
dizeyinde tanimlanan patojen Nanosphere Verigene System BC-GP (Nanosphere
Inc. Northbrook, ABD) cihazinin veritabanindaki patojen bakteriler icerisinde ise kan
kalturd sisesi calismaya dahil edildi. Bakterilerin antibiyotik duyarlilik testleri Vitek
2 (bioMeérieux, Fransa) otomatize sistem ile yapildi ve elde edilen sonuclar EUCAST
2015  (http://www.eucast.org/clinical_breakpoints/)  tablolarindaki Oneriler

dogrultusunda raporlandi.

3.3.3. Lizis filtrasyon icin 1 litre lizis solisyonu hazirlanmasi

“040,6 Brij 97+ 0,4M CAPS, pH: 11,7”

Geregler
60 mL %10’luk Brij 97 [Polioksietilen ( 10) oleil eter] Stok sollisyonu*
88,5 gram [3- (sikloheksilamino ) -1- propansulfonik asit (CAPS)]
2 litre distile su
5N NaOH (yaklasik 60 mL yeterli) (20,25 gram NaOH 100 mL’de ¢6zulir)
1IN NaOH (1 mL yeterli) (4 gram NaOH 100 mL’de ¢ozulur)
0,2 um porlu polietersilfon filtre (MiniSart® enjektor filtre)

*%10’luk Stok soltsyon hazirlanmasi (200mL)
Brij 97 sisesi +4°C’den cikartilip 36°C inkiibatorde 30 dakika bekletildi. 200
mL’lik cam kap icerisine 20 gram Brij 97 tartildi. Bu kaba 160 mL distile su eklenip,
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manyetik karistiricida orta hizda dzeri aliminyum folyo ile kapatilarak iki saat
karismaya birakildi. ki saat sonunda distile su 200 mL’ye tamamlanarak, tekrar
manyetik karistirici ile yavas devirde dénmeye birakildi. Bu soliisyon, homojenize
olduktan sonra steril bir baska kap icerisine 0,2 um porlu polietersilfon filtreden

stizuilerek +4°C’de saklandi.

Lizis solisyonunun hazirlanmasi

Bir litrelik dereceli silindirik kaba 88,5 gram CAPS, (izerine 400 mL distile su
ve ardindan 40 mL 5N NaOH eklendi. Aliminyum folyo ile Uzeri kapatilarak
manyetik karistiricida orta hizda tamamen ¢ozlinene dek karismaya birakildi, 100 mL
daha distile su eklenerek karistirlimaya devam edildi. pH metre probu karisima
daldirildi ve pH 11,7+0,01 dlzeyine ulasana kadar 5N NaOH eklenip, pH stabilize
olana dek, bes dakika daha probla takip edilerek karistiriimaya devam edildi. Daha
sonra pH metre probu iginden ¢ikartilarak ve soliisyon iyice berrak hale gelene kadar
karismaya birakildi. Sollsyonun igerisine 60 mL %210’luk Brij 97 stok soluisyonu
eklendi. 10 dakika karismaya birakildi, tekrar pH 6l¢cimi yapildi ve pH 11,7+0,01
duzeyine ulasana kadar 5N veya 1N NaOH eklendi. Elde edilen sollsyon yeterli
buyuklukteki bir dereceli cam kaba aktarildiktan sonra, bir litre olana kadar distile su
ile tamamlanarak 10 dakika daha karistirildi. Bu sirada pH metre ile 6l¢iim yapilarak
pH 11,7£0,01 dizeyine ulasana kadar NaOH eklendi. Son olarak elde edilen
solisyon 0,2 um porlu polietersulfon filtreden suzilerek 50 cc’lik steril kaplara

uzerlerine tarih yazilarak boltstaralda.

3.3.4. Lizis filtrasyon icin 1 litre yikama soltisyonu hazirlanmasi

“20mM Sodyum fosfat + 960,05 Brij 97+ %0,45 NaCl, pH:7,2”
Geregler
Na,HPO, (Sodyum fosfat, dibazik, anhidrdz)
%10’luk Brij 97 Stok sollsyonu (lizis solusyonunda kullanilan stok soliisyonu)
90,45 NaCl (500 mL %0,9’luk NaCl 1000 cc distile su ile tamamlanarak)
5N ve IN HCI [1N HCI:8.98mL HCI 100 mL distile su ile tamamlanarak,
dansite:1,16, agirhk orani:%35]
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0,2 um porlu polietersilfon filtre (MiniSart® enjektor filtre)
50 cc’lik steril kaplar

Yikama solisyonunun hazirlanmasi

900 mL %0,45’lik NaCl icine 5 mL %10’luk stok solusyonu, elde edilen
karisima da 2,84 gram Na,HPO, eklenerek ve manyetik karistirictya konuldu.
Karisim pH metre ile strekli olculerek ve HCI eklenerek pH 7,2’ye ayarlandi.
%0,45’lik NaCl ile solusyon 1000 cc’ye tamamlandi. 0,2 um porlu polietersulfon

filtreden stztlerek 50 cc’lik steril kaplara, Uzerlerine tarih yazilarak bolsttralda.

3.3.5. Lizis filtrasyon sonrasi MALDI TOF MS yonteminin
uygulanmasi

Lizis filtrasyon sirasinda pozitif kan kilturt sisesinden alinan 2 ml kan kulttrd
sivisina 1 mL lizis solusyonu (%0,6 Brij 97+ 0,4M CAPS, pH: 11,7) eklenip bes
saniye vortekslendi. Elde edilen lizat iki dakika bekletildikten sonra 2 cm capinda
0.45 um’lik kalinhiktaki polietersiilfon filtreden 40 sn boyunca damlatilarak vakum
aspirasyon cihazi yardimiyla filtre edildi. Kalan pellet 3 ml yikama soliisyonu (20
mM Sodyum fosfat + %0,05 Brij 97+ %0,45 NaCl, pH 7,2) ile ¢ kez yikandi.
Filtrede kalan rezidl pellet polyester baslikl siriintl cubuguyla (Cleanmo TX743)
Vitek MS tanimlama tablasina aktarildi ve CHCA (a-Siyano-4-hidroksisinnamik

asit) matriks uygulamasi sonrasi tanimlama gerceklestirildi.

3.3.6. Verigene® gram positive blood culture nucleic acid test
(BC-GP) (Nanosphere Inc. Northbrook, ABD)

Verigene® Gram Pozitif Kan Kiltiri Nukleik Asit Testi (BC-GP), potansiyel
olarak bakteriyemi etkeni olabilecek Gram pozitif bakterilerin eszamanli olarak
saptanmasi ve tanimlanmasi icin kalitatif, multipleks, in vitro bir tani testidir. BC-
GP testi, gram pozitif bakteri iceren BACTEC TM Plus Aerobik/F ve BacT/ALERT
FA FAN® kan kltdr siselerini kullanarak dogrudan gergeklestirilir.

BC-GP testinde Staphylococcus spp., Streptococcus spp. ve Listeria spp.’nin
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cins diizeyinde saptanmasi igin tuf gen hedeflerini tespit eden problar kullanilir. Ttr
duzeyinde tespit ise S.aureus, S.anjinosus grubu ve S.pneumonia igin gyrB;
S.epidermidis, E.faecalis, E.faecium, S.agalactiae ve S.pyogenes icin hsp60;
S.lugdunensis igin ise sodA gen hedefleri ile olur. Buna ek olarak, vanA ve vanB’yi
saptayarak vankomisin direnci , mecA’yi saptayarak metisilin direnci bilgisini verir
(48). Birden fazla etken oldugunda, van aracilikli vankomisin direncinin E.
faecalis'e ya da E. faecium’a, mecA aracili metisilin direncinin S. aureus’a ya da S.

epidermidis’e karsi olup olmadigini belirleyemez.

Sistem Verigene Processor SP ve Verigene Reader olmak Uzere iki
komponentten olusmaktadir. Verigene Processor SP test protokolinl iki adimda
gerceklestirir.

(i) Ornek hazirlama: Pozitif kan kiltir( siselerinden hiicre lizisi ve manyetik
boncuk tabanli nikleik asit ekstraksiyonu.

(it) Hibridizasyon: Bir mikroarray formatindaki ve araci hedefe 06zel
yakalama DNA'sinin bakteriyel DNA hibridizasyonu ve yakalanmis bakteriyel
nikleik asitlere altin nanopartikillii prob hibridizasyonu. Yakalama sahalarinda
bagl altin nanopartiktl problarinin gimus ile glclendirmesi, okuyucu tarafindan

optik olarak de@erlendirilebilen altin-gims agregatlar ile sonuglanmaktadir.

Her ekstraksiyon tepsisi lizis/baglayici tampon, parcalayici enzimleri, yikama
soluisyonlari ve tampon sollsyonlari gibi nukleik asitlerin ekstraksiyonu ve test
sonucu elde etmek icin gerekli tim sollsyonlarla énceden doldurulmus haldedir ve
bu malzemeler 2-8 °C sicaklikta saklanir. Her bir kullanim tepsisi (utility tray)
nlkleik asitlerin ekstraksiyonu icin gerekli ¢ozeltiler ile dnceden yiiklenmis olarak
hazirdir ve -20°C’de saklanir.

Test calismasinda, tek kullanimlik materyaller (ekstraksiyon tepsisi, kullanim
tepsisi, pipetler) 15 dakikada oda isisinda bekletildikten sonra Verigene Processor
SP'ye yuklendi, 350 pL pozitif kan kulttr( 6rnegi ekstraksiyon tepsisine pipetlendi.
Daha sonra test kartusu numarasi ile 6rnek bilgileri girilerek Verigene Reader'da
test bagslatildi.

Otomatize ve kapali sistemde ekstraksiyon, amplifikasyon ve sinyal

guclendirimi basamaklari iki saat icinde tamamlaniktan sonra test kartusunun
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substrat slayti Verigene Reader'a yerlestirilerek test sonuglari degerlendirildi.
Sistem BC GP’ nin veritabanina ait hedef bakteri ve genleri saptanmasi durumunda
“Detected”, olmamasi durumunda “Not Detected” olarak kalitatif sonu¢ verdi.
Gecersiz sonuglar da Verigene yazilim sistemi tarafindan “No Call” olarak verildi.

Testin veritabaninda bulunan bakteriler ve direng genleri tablo 4’de gosterildi.

Tablo 4. “Verigene Blood Culture Assay” veritabanindaki bakteriler ve

direnc genleri

Staphylococcus spp. | Streptococcus spp. Enterococcus faecalis | mecA
Staphylococcus Streptococcus pneumoniae | Enterococcus faecium | vanA
aureus Streptococcus pyogenes vanB
Staphylococcus Streptococcus agalactiae Listeria spp.

epidermidis Streptococcus anginosus

Staphylococcus group

lugdunensis

3.3.7. istatiksel Analiz Yéntemi

Elde edilen veriler istatiksel analiz yontemi olarak Cohen’nin Kappa katsayisi
SPSS 18.0 programi ile analiz edildi. Cohen’in kappa katsayisi iki deQerleyici
arasindaki karsilastirmali uyusmanin guvenirligini olcen bir istatistik yontemidir
(49). Cohen’in kappa 6lclsu her biri N tane maddeyi C tane birbirinden karsilikl
hari¢ olan kategoriye ayiran iki degerleyicinin arasinda bulunan uyusmayi olger.
Ortaya cikan kategorik degisken oldugu icin bir parametrik olmayan istatistik
traddr. Cohen’in kappa o6lglst bu uyusmanin bir sans eseri olabilecegini de ele
aldigi icin basit yuzde oranti olarak bulunan uyusmadan daha glcli bir sonug
verdigi kabul edilir. Cohen'in kappa 0l¢lisi sadece iki tane degerleyiciyi ele alir
(49). En sik saptanan (¢ bakteri olan Koagulaz Negatif Stafilokok, S.aureus,
Enterococcus tirlerinin kiltur sonuclari ile lizis filtrasyon ve mikroarray testleri ile
uyumu hesaplandi. Cohen’in kappa degerinin degerlendirilmesinde Landis ve
Koch’un tablosu kullanildi (50) (Tablo 5).

Kltir sonrast MALDI TOF MS yontemi ile elde edilen sonug altin standart
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kabul edilerek duyarlilik hesaplandi. Altin standart olarak kulanilan kiltir sonrasi
MALDI TOF yoénteminin molekiler bir yontemle verifikasyonu yapilamadigi icin

6zgullik hesaplanamadi.

Tablo 5. Kappa katsayisi degerlendirme tablosu

<0 Hi¢ uyusma olmamasi
0.0—0.20 Onemsiz uyusma olmasi
0.21 —0.40 Orta derecede uyusma olmasi
0.41—0.60 Ekseriyetle uyusma olmasi
0.61 —0.80 Onemli derecede uyusma olmasi

0.81 —1.00 Neredeyse mikemmel uyusma olmasi

4. SONUCLAR

Calismaya Agustos 2016-Ekim 2016 tarihleri arasinda Ege Universitesi Tip
Fakultesi Hastanesi eriskin yogun bakim Unitelerinde yatmakta olan hastalardan
alinan ve calisma kriterlerine uygun olan gram pozitif bakteri Gremesi saptanan 40
kan kalturu sisesi dahil edildi. Gram negatif Gremesi olan, birden fazla etken ureyen,
pediatrik hastalar ve serviste yatan hastalardan alinan kan kultiir 6rnekleri calismaya
dahil edilmedi. Calismaya alinan pozitif sinyal veren tum kan kaltur érnekleri su

kategorilerde degerlendirildi:

o Kailtir sonrasi MALDI TOF MS yontemiyle identifikasyon ve
otomatize duyarlilik testleri ile direng fenotipi belirlenmesi

o0 Lizis filtrasyon sonrast MALDI TOF MS ile identifikasyon

0 Mikroarray yontemiyle etken identifikasyonu ve direng genotipinin

belirlenmesi
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4.1. identifikasyon sonuclari

Calismaya alinan toplam 40 etkeninin kiltir sonrasi MALDI TOF MS
yontemiyle yapilan identifikasyonunda en sik saptanan U¢ etken; Koagllaz negatif
stafilokok (KNS) (15, %37.5), Stapylococcus aureus (10, %25), Enterococcus
faecium (7, %17.5) olarak siralanmistir. KNS’ lerin tirleri sadece tabloda belirtilmek
icin yazilmistir, karsilastirma yapilirken tumi KNS olarak degerlendirilmistir. Kalttr
sonrasi MALDI TOF MS yontemi, Lizis filtrasyon sonrasi MALDI TOF (LFM)
yontemi ve mikroarray yontemleri ile elde edilen identifikasyon sonuclari ayri

tablolar halinde Tablo 6,7,8’de sirasiyla verilmistir.

Kultir sonrasi MALDI TOF MS, LFM yontemi ile ve pozitif sinyal sonrasi,
direkt kan kultird sisesinden uygulanan mikroarray yontemi ile elde edilen bakteri
tanimlama sonuclari da Tablo 9’da karsilastirmali olarak sunulmustur. Kiltir sonrasi
MALDI TOF MS identifikasyonu ile LFM identifikasyonu karsilastirildiginda %75
(30/40) benzerlik saptanmistir. Kultir ile kombine MALDI TOF MS altin standart
olarak kabul edildiginde, duyarhilik %75 olarak hesaplanmistir. Kuiltlir sonrasi
MALDI TOF MS identifikasyonu ile mikroarray sonuglari birbiriyle %90 (36/40)
oraninda benzerlik gostermistir. Kiltir sonrasi MALDI TOF MS identifikasyonu
altin standart olarak kabul edildiginde, duyarlilik %90 hesaplanmistir. LFM ile
mikroarray yontemlerinin birbirleri ile benzerligi %83.3 (30/36) bulunmustur. Her (¢
yontemin birlikte tutarl sonu¢ verdigi 6rneklerin orani ise %67.5 (27/40 ) olarak

hesaplanmistir. Uyumsuz bulunan 13 érnek tablo 10°da verilmistir.

Kiltir sonrast MALDI TOF MS ile LFM yo6ntemleri ile en sik saptanan g
etken olan KNS, S.aureus, E.faecium tarleri ele alinarak iki yontem arasindaki uyum
Cohen’nin kappa katsayisi ile hesaplanmis sonuclar ve uyum degerleri tablo 11’de
gosterilmistir. Ayni sekilde en sik saptanan (¢ etken ele alindiginda, kiltiir sonrasi
MALDI TOF MS ile mikroarray yonteminin uyumu Cohen’in kappa katsayisi ile
hesaplanmis ve Tablo 12’de sunulmustur. Kiltur sonrast MALDI TOF MS ile LFM
yontemleri arasinda yapilan etken bazinda tek tek karsilastirma tablo 13’de, kultir
sonrasi MALDI TOF MS ile mikroarray yontemleri arasinda yapilan etken bazinda

tek tek karsilastirma tablo 14’de sunulmustur.
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Sekiz kiltur sisesinden LFM tani yontemiyle sonug elde edilemezken, iki kan
kaltarh sisesinden yapilan calismada kiltur sonrasi MALDI TOF MS yontemiyle
elde edilenden farkh bakteri tanimlanmasi yapilmistir. LFM yontemi kullanilarak
tanimlama yapilamayan sekiz ¢rnegin kultir sonrasi MALDI TOF MS sonuclari su
sekildedir; ¢ 6rnekte KNS, iki 6rnekte E.faecium, bir 6rnekte S.aureus, bir drnekte
S.mitis, bir 6rnekte de E.faecalis identifiye edilmistir. Farkli cins tayini yapilan iki
ornekten birincisinde LFM yontemiyle C.striatum olarak tanimlanan bakteri kiltur
sonrasi MALDI TOF MS yontemiyle E.faecalis, ikincisinde ise LFM ydntemiyle
L.grayi olarak tanimlanan bakteri kiltir sonrasi MALDI TOF MS yoOntemiyle

S.sanguinis olarak tanimlanmistir.

Calismaya alinan 40 6rnegin ikisinde (%5) mikroarray yonteminde “No Call”
hatasi alinmis ve bu drnekler “tanimlama yapilamadi” olarak kabul edilmistir.
Mikroarray yontemiyle tanimlanamayan her iki etken de kultur sonrasi MALDI TOF
MS yontemiyle S.aureus olarak identifiye edilmistir. Bir Ornekte de Mikroarray
yontemiyle herhangi bir etken saptanamamistir. Mikroarray yontemiyle etken
saptanamayan bu 6rnekte kiltir sonrast MALDI TOF MS yontemiyle E.casseliflavus

identifiye edilmistir.

Tablo 6.Kultur sonrasi MALDI TOF MS yontemi ile elde edilen sayi ve

oranlar

KNS 15 %37.5
S.aureus 10 %25

E.faecium 7 %17.5
E.faecalis 5 %12.5
E.casseliflavus 1 %2.5
S.mitis 1 %2.5
S.sanguinis 1 %2.5
Toplam 40 %100
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Tablo 7. Lizis filtrasyon sonrasit MALDI TOF MS ile elde edilen sayi ve

oranlar

ETKEN SAYI ORAN(%)

KNS 12
S.aureus 9
E.faecium 5
E.faecalis 3
E.casseliflavus 1
C.striatum 1
Listeria grayi 1
Basarisiz 8
Toplam 40

%30
%22.5
%12.5

%7.5

%2.5

%2.5

%25

%20

%100

Tablo 8.Mikroarray ile saptanan etkenlerin say1 ve oranlari

ETKEN SAYI ORAN(%)

KNS 16
S.aureus 8
E.faecium 7
E.faecalis 4
Streptococcus sp 2
No call hatasi 2
Yok 1
Toplam 40

%40
%20
%17.5
%10
%5
%5
%2.5

%100
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Tablo 9. Her (¢ yontemle elde edilen identifikasyon sonuglari

@oo\lmmhooml—\.

10T

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

KULTUR

S.aureus

E.faecium
KNS(S.epidermidis)
KNS(S.epidermidis)
E.faecium
KNS(S.epidermidis)
S.aureus
KNS(S.epidermidis)
S.aureus

E.faecalis

S.aureus

S.aureus
KNS(S.hominis)
S.mitis

E.faecalis
KNS(S.epidermidis)
E.faecium

S.aureus
KNS(S.haemolyticus)
E.faecium

S.aureus
KNS(S.epidermidis)
E.faecium
KNS(S.hominis)
E.casseliflavus
KNS(S.haemolyticus)
KNS(S.epidermidis)
KNS(S.haemolyticus)
E.faecium
KNS(S.haemolyticus)
E.faecium

E.faecalis
KNS(S.epidermidis)
S.aureus

E.faecalis

S.aureus
KNS(S.epidermidis)
S.sanguinis
E.faecalis

S.aureus

Lizis
FILTRASYON
S.aureus

E.faecium
KNS(S.epidermidis)
KNS(S.lugdunensis)
E.faecium

Yok

Yok

Yok

S.aureus

E.faecalis

S.aureus

S.aureus
KNS(S.hominis)
Yok

Yok
KNS(S.epidermidis)
E.faecium

S.aureus
KNS(S.haemolyticus)
E.faecium

S.aureus
KNS(S.haemolyticus)
Yok
KNS(S.hominis)
E.casseliflavus

Yok
KNS(S.epidermidis)
KNS(S.haemolyticus)
Yok
KNS(S.haemolyticus)
E.faecium

E.faecalis
KNS(S.epidermidis)
S.aureus

C.striatum

S.aureus
KNS(S.epidermidis)
L.grayi

E.faecalis

S.aureus

MiKROARRAY

S.aureus

E.faecium
KNS(S.epidermidis)
KNS(S.epidermidis)
E.faecium
KNS(S.epidermidis)
S.aureus
Stapylococcus spp.
S.aureus

E.faecalis

S.aureus

No Call
Stapylococcus spp.
Streptococcus spp.
E.faecalis
KNS(S.epidermidis)
E.faecium

S.aureus
Stapylococcus spp.
E.faecium

S.aureus
KNS(S.epidermidis)
E.faecium
Stapylococcus spp.
Yok

Stapylococcus spp.
KNS(S.epidermidis)
Stapylococcus spp.
E.faecium
Stapylococcus spp.
E.faecium
E.faecalis
KNS(S.epidermidis)
S.aureus
KNS(S.epidermidis)
No Call
KNS(S.epidermidis)
Streptococcus spp.
E.faecalis

S.aureus
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Tablo 10. Birbiriyle uyumsuz sonuglar

KULTUR Lizis MIKROARRAY
FILTRASYON

KNS(S.epidermidis) Yok KNS(S.epidermidis)
7 S.aureus Yok S.aureus
8 KNS(S.epidermidis) Yok Stapylococcus spp.
12 S.aureus S.aureus No Call
14 S.mitis Yok Streptococcus spp.
15 E.faecalis Yok E.faecalis
23 E.faecium Yok E.faecium
25 E.casseliflavus E.casseliflavus Yok
26 KNS(S.haemolyticus) Yok Stapylococcus spp.
29 E.faecium Yok E.faecium
35 E.faecalis C.striatum KNS(S.epidermidis)
36 S.aureus S.aureus No Call
38 S.sanguinis L.grayi Streptococcus spp.

Tablo 11. Kdlttr sonrast MALDI TOF MS ve LFM yontemleri ile saptanmis

en sik U¢ etkenin Cohen’in kappa degeri ve yorumu

ETKEN Cohen’in Kappa YORUM
degeri
KNS 0,833 Neredeyse mikemmel uyusma
olmasi
S.aureus 0,931 Neredeyse mikemmel uyusma
olmasi
Enterecoccus spp. 0,752 Onemli derecede uyusma olmasi

Tablo 12. Kultir sonrasi MALDI TOF MS ve mikroarray yontemleri ile

saptanmis en sik (¢ etkenin Cohen’in kappa degeri ve yorumu

ETKEN Cohen’in Kappa YORUM
degeri

KNS 0,947 Neredeyse mikemmel uyusma
olmasi

S.aureus 0,857 Neredeyse mikemmel uyusma
olmasi

Enterecoccus spp. 0,881 Neredeyse mikemmel uyusma
olmasi
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Tablo 13. Etken bazinda kiltir sonrasit MALDI TOF MS ile LFM
karsilastiriimasi

Kltir sonrasi LFM
MALDI TOF MS

Kultdrle ayni Kulturden farkli etken veya Toplam
etken etken yok
KNS 12 (%80) 3 (%20) 15 (%100)
S.aureus 9 (%90) 1 (%10) 10 (%100)
E.faecium 5 (%71.4) 2 (%28.6) 7 (%100)
E.faecalis 3 (%60) 2 (%40) 5 (%100)
E.casseliflavus 1 (%2100) 0 (%0) 1 (%2100)
S.mitis 0 (%0) 1 (%100) 1 (%100)
S.sanguinis 0 (%0) 1 (%100) 1 (%100)
Toplam 30 (%75) 10 (%25) 40 (%100)

Tablo 14. Etken bazinda kultir sonrasit MALDI TOF MS ile mikroarray
karsilastiriimasi

Kultir sonrasi MiIKROARRAY
MALDI TOF MS
Kltarle Kultirden farkli etken veya Toplam
ayni etken etken yok

KNS 15 (%100) 0 (%0) 15 (%100)
S.aureus 8 (%80) 2 (%20) 10 (%100)
E.faecium 7 (%100) 0 (%0) 7 (%100)
E.faecalis 4 (%80) 1 (%20) 5 (%100)
E.casseliflavus 0 (%0) 1 (%100) 1 (9%100)
S.mitis 1 (%100) 0 (%0) 1 (%100)
S.sanguinis 1 (%2100) 0 (%0) 1 (%100)
Toplam 30 (%75) 10 (%25) 40 (%100)
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4.2. Duyarhlik testi sonuclari

Mikroarray yontemiyle 10 bakteride 10 adet diren¢c geni saptanmistir.
Konvansiyonel kultir sonrasi Vitek 2 ile yapilan duyarlilik testi sonucunda elde
edilen cesitli direng paternleri ve mikroarray yontemi ile belirlenen diren¢ geni
sonuglarl Tablo 15’de gosterilmistir. Mikroarray ile ¢alisiimis 37 kan kalturuntn (iki
No Call hatasi, birinde de etken saptanamadi) 10’unda (%27) antibiyotik direnc geni
belirlenmistir. Saptanan diren¢ genlerinin dokuzu (%90- 10/9) mecA ve biri de
(%10- 10/1) vanA dir. Mikroarray ile direng geni saptanmayan 27 drnegin 13’tUnde
(%48.1) Vitek 2 ile antibiyotiklere direng saptanmistir.

Calismaya alinan 40 6rnegin 24’unde (%60) kiltir sonrasi Vitek 2 otomatize
antibiyotik duyarlilik testi ile direng profilleri belirlenmistir. Bunlarin dagilimi
%62.5’1 (15/24) mecA+ penisilinaz, %33.3’U (8/24) penisilinaz ve %4.1°1 (1/24) vanA
seklindedir. mecA sonuclari ele alindiginda, mikroarray ile saptanan 9 mecA geninin
Vitek 2 sonuglari ile uyumu %88.8 (8/9) olarak bulunmustur. mecA sonucu uyumsuz
olarak saptanan bu sisede mikroarray testinde kultir sonrast MALDI-TOF MS’ten
farkl bir bakteri tanimlanmasi yapilmistir. Mikroarray ile mecA geni saptanmis 9
bakteriye karsilik gelen Vitek2 ile yapilan otomatize duyarlilik testinde tim
orneklere penisilin direnci 6n bilgisi verilmistir. Mikroarray ile vanA geni saptanan
E.faecium tanimlanmis 6rnekte otomatize duyarlilik testinde de vankomisin direng

bilgisi verilmistir.

Kultir sonrasi Vitek 2 otomatize duyarlilik testiyle 15 ornekte mecA+
penisilinaz saptanmistir. Kdltlr sonrasi Vitek 2 otomatize duyarlilik sonuglari ile
mikroarray karsilastirildiginda ikisinin birlikte uyumlu diren¢ sonucu verdigi 6rnek
%53.3 (8/15) seklindedir. mecA saptanamayan yedi 6rnege bakildiginda mikroarray
veri tabaninda bulunmayan KNS tlrlerinin tanimlandigi goralmistir. Uyumsuz
bulunan direng profilleri tablo 16°da belirtilmistir. Kdltur sonrasi Vitek 2 otomatize
duyarhihk testiyle sekiz drnek icin penisilin direng bilgisi verilmis ancak bunlarin

hicbiri icin mikroarray testinde ek direnc bilgisi verilmemistir.
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Kltir sonrasi Vitek 2 otomatize duyarlilik sonuglari ile mikroarray yontemiyle
belirlenen direng paternlerinin karsilastiriimasi Tablo 15’de sunulmus; Tablo 17°de

ise identifikasyon ve diren¢ olmak (izere tim sonuclar bir arada sunulmustur.
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Tablo 15. Kultir sonrasi Vitek 2 otomatize duyarlilik sonuglari ile mikroarray
yontemiyle belirlenen direng paternlerinin karsilastiriimasi

1 S.aureus penisilinaz

2 E.faecium

3 KNS(S.epidermidis) mecA+ penisilinaz mecA
4 KNS(S.epidermidis) mecA+ penisilinaz mecA
5  E.faecium

6 KNS(S.epidermidis) mecA+ penisilinaz mecA
71 S.aureus penisilinaz -

8  KNS(S.epidermidis) mecA+ penisilinaz -

9  S.aureus penisilinaz -

10 E.faecalis

11 S.aureus

12 S.aureus penisilinaz No call
13 KNS(S.hominis) mecA+ penisilinaz -

14 S.mitis

15 E.faecalis

16 KNS(S.epidermidis) mecA+ penisilinaz mecA
17 E.faecium

18 S.aureus

19 KNS(S.haemolyticus) mecA+ penisilinaz -

20 E.faecium vanA vana
21 S.aureus penisilinaz -

22 KNS(S.epidermidis) mecA+ penisilinaz mecA
23 E.faecium

24 KNS(S.hominis) mecA+ penisilinaz -

25 E.casseliflavus Etken saptanamadi
26 KNS(S.haemolyticus) mecA+ penisilinaz -

27 KNS(S.epidermidis) mecA+ penisilinaz mecA
28 KNS(S.haemolyticus) mecA+ penisilinaz -

29 E.faecium

30 KNS(S.haemolyticus) mecA+ penisilinaz -

31 E.faecium

32 E.faecalis

33 KNS(S.epidermidis) mecA+ penisilinaz mecA
34 S.aureus penisilinaz -

35 E.faecalis mecA
36 S.aureus penisilinaz No call
37 KNS(S.epidermidis) mecA+ penisilinaz mecA
38 S.sanguinis

39 E.faecalis

40 S.aureus penisilinaz -
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Tablo 16. Uyumsuz bulunan direng profilleri

KULTUR SONUCU OTOMATIZE AB. MiKROARRAY
DIRENGC YORUMU DIRENC YORUMU

KNS(S.epidermidis) mecA+ penisilinaz
13 KNS(S.hominis) mecA+ penisilinaz -
19 KNS(S.haemolyticus) mecA+ penisilinaz -
24 KNS(S.hominis) mecA+ penisilinaz -
26 KNS(S.haemolyticus) mecA+ penisilinaz -
28  KNS(S.haemolyticus) mecA+ penisilinaz -
30 KNS(S.haemolyticus) mecA+ penisilinaz -
35 E.faecalis mecA
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Tablo 17. Tim sonuglarin karsilastiriimasi

KULTUR SONUCU

S.aureus

E.faecium
KNS(S.epidermidis)
KNS(S.epidermidis)
E.faecium
KNS(S.epidermidis)
S.aureus
KNS(S.epidermidis)
S.aureus

E.faecalis

S.aureus

S.aureus
KNS(S.hominis)
S.mitis

E.faecalis
KNS(S.epidermidis)
E.faecium

S.aureus
KNS(S.haemolyticus)
E.faecium

S.aureus
KNS(S.epidermidis)
E.faecium
KNS(S.hominis)
E.casseliflavus
KNS(S.haemolyticus)
KNS(S.epidermidis)
KNS(S.haemolyticus)
E.faecium
KNS(S.haemolyticus)
E.faecium

E.faecalis
KNS(S.epidermidis)
S.aureus

E.faecalis

S.aureus
KNS(S.epidermidis)
S.sanguinis
E.faecalis

S.aureus

OTOMATIZE AB.
DIRENG

YORUMU

penisilinaz

mecA+ penisilinaz
mecA+ penisilinaz

mecA+ penisilinaz
penisilinaz
mecA+ penisilinaz
penisilinaz

penisilinaz
mecA+ penisilinaz

mecA+ penisilinaz

mecA+ penisilinaz
vanA

penisilinaz

mecA+ penisilinaz

mecA+ penisilinaz
mecA+ penisilinaz
mecA+ penisilinaz
mecA+ penisilinaz
mecA+ penisilinaz
mecA+ penisilinaz
penisilinaz

penisilinaz

mecA+ penisilinaz

penisilinaz

LiZiS FILTRASYON

S.aureus

E.faecium
KNS(S.epidermidis)
KNS(S.lugdunensis)
E.faecium

Yok

Yok

Yok

S.aureus

E.faecalis

S.aureus

S.aureus
KNS(S.hominis)

Yok

Yok
KNS(S.epidermidis)
E.faecium

S.aureus
KNS(S.haemolyticus)
E.faecium

S.aureus
KNS(S.haemolyticus)
Yok

KNS(S.hominis)
E.casseliflavus

Yok
KNS(S.epidermidis)
KNS(S.haemolyticus)
Yok
KNS(S.haemolyticus)
E.faecium

E.faecalis
KNS(S.epidermidis)
S.aureus

C.striatum

S.aureus
KNS(S.epidermidis)
L.grayi

E..faecalis

S.aureus

MIKROARRAY SONUGC

S.aureus

E.faecium
KNS(S.epidermidis)
KNS(S.epidermidis)
E.faecium
KNS(S.epidermidis)
S.aureus
Stapylococcus spp.
S.aureus

E.faecalis

S.aureus

No Call
Stapylococcus spp.
Streptococcus spp.
E.faecalis
KNS(S.epidermidis)
E.faecium

S.aureus
Stapylococcus spp.
E.faecium

S.aureus
KNS(S.epidermidis)
E.faecium
Stapylococcus spp.
yok

Stapylococcus spp.
KNS(S.epidermidis)
Stapylococcus spp.
E.faecium
Stapylococcus spp.
E.faecium
E.faecalis
KNS(S.epidermidis)
S.aureus
KNS(S.epidermidis)
No Call
KNS(S.epidermidis)
Streptococcus spp.
E..faecalis

S.aureus

MiIKROARRAY
DIRENG

mecA
mecA

mecA

No Call

mecA

vanA

mecA

yok

mecA

mecA
mecA

No Call
mecA
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5. TARTISMA

Bakteriyemi ve sepsis hizlica hayati tehdit edebilecek boyutlara ulasabilen,
yuksek mortaliteyle seyreden ve saglik harcamalarina buyik etkisi olan ciddi klinik
tablolardir. Bakteriyel sepsis 0Ozellikle yogun bakim (nitelerinde takip edilen
hastalarda, onkoloji ve transplant hastalari gibi immunsupresif tedavi alan hastalarda
ve cerrahi sonrasinda 6nemli sorun yaratan tablodur. Sepsiste etken soyutlanmadan
yapilan uygunsuz antibiyotik tedavisinde veya gerekli tedavi geciktiginde mortalite
ve morbidite artmaktadir. Sepsis nedeniyle hastaneye yatislar, tedavi icin yapilan
harcamalar her yil daha da artmakta ve tiptaki tim gelismelere ragmen mortalite
yuksek seyretmektedir. Bu ylizden, sespsiste etkeni daha hizli tanimlamak ve direng
hakkinda bilgi vermek, tedaviyi etkin yonlendirmek mortalite ve morbiditeyi

azaltmada 6nemli yarar saglar.

Bakteriyemiye neden olan mikroorganizmayi izole etmek igin en 6nemli ve
hala giinimuzde de altin standart olarak kabul edilen tani yontemi kan kalttradur.
Kan kilturinde pozitiflik sonrasinda siselerden gram boyama yapilir, kati besiyerine
pasaj cekilir ardindan etkenin identifikasyonu ve antibiyotik duyarhilik testleri
yapilir. Ancak, pozitif sinyal sonrasi tretilen mikroorganizmanin klasik yontemlerle
identifikasyonu ve antibiyotik duyarlilik testleri icin en az 48-72 saatlik bir zaman
dilimine ihtiya¢c duyulmaktadir. Sepsiste tedavi icin gecen her saatin mortalite ve
morbiditeyi arttirdigi  bilindiginden hizli tani testlerine ihtiya¢ duyulmaya
baslanmistir.

Pozitif sinyal sonrasi kultlrl yapilan mikroorganizmayr daha c¢abuk
tanimlamak icin son yillarda hizli sonu¢ veren sistemler Uzerinde calisiimaktadir.
Yapilan c¢alismalar sonucunda mikroorganizmanin kitle spektrometrisini 6lgme
prensibine dayanan MALDI TOF MS yonteminde ilerlemeler kaydedilmistir. Ayrica
pozitif sinyal saptanan siseden subkdltlr yaptlmadan lizis filtrasyon islemi sonrasi
MALDI TOF MS ile de tanimlama yapilabilir. Bu islem yaklasik 15 dk surer ve bu
strede mikroorganizma tanimlanabilir ancak duyarlilik hakkinda fikir verilemez.
Pozitif sinyal sonrasi hizli tanimlama icin kullanilabilecek diger bir yontem
molekdler tabanlhi mikroarray yontemidir. Bu yontemle de yaklasik iki bucuk saat

gibi bir strede tanimlama yapilir ayrica bazi diren¢ profilleri hakkinda bilgi
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edinilebilir. Kan kultlrtne gerek olmadan direkt taze kan drneginden yapilan testler
de mevcuttur: Bu yontemler broad-range nukleik asit amplifikasyonu ve multiplex

PCR testleridir, ancak hicbirinin heniiz FDA tarafindan onay1 yoktur.

Calismamizda, Fothergill ve arkadaslarinin (9) yaptiklari ve ardindan Vitek
MS (bioMérieux, Fransa) cihazinda calisilan lizis filtrasyon yontemi kullaniimistir.
Bu amacgla otomatize kan kiltur sisteminde pozitif sinyal alinan kan kultlri
siselerinde Ureyen bakterinin identifikasyonu icin kiltir sonrasi MALDI TOF MS
tanimlama yontemi, daha hizli sonug¢ vermek icin de lizis filtrasyon sonrasi MALDI
TOF MS (LFM) tanimlama ydntemi ve mikroarray yontemi olmak Uzere ¢ yontem
calisilmistir ve bu yontemler birbirleri ile karsilastiriimistir. Ayrica tanimlanan
etkenlerin mikroarray yontemi ile direng profillerinin belirlenmesindeki etkinligi

arastirtimistir.

Degerlendirmeye alinan 40 kan kdltlrt 6rneginin kiltir sonuglari sayr ve
yuzdeleri ile birlikte su sekildedir; KNS (15, %37.5), S.aureus (10, %25), E.faecium
(7, %17.5), E.faecalis (5, %12.5), E.casseliflavus (1, %2.5), S.mitis (1, %2.5),
S.sanguinis (1, %2.5) (Tablo 6). KNS’lerin tirleri ayri ayri hesaplanmayip timi
KNS olarak ele alinmistir. LFM ve mikroarray yontemleri ile de tanimlanan en sik t¢
etken aynidir (Tablo 7 ve Tablo 8). Ornek biiyiikliginin az olmasi ve sadece yogun
bakim hastalarinin calismaya dahil edilmesi nedeniyle verilen oranlar siralamasi
genel populasyondaki sikligi yansitmayabilir. Bakteriyemi etkeni olarak izole edilen
etkenler Ulkelere ve kliniklere gore farklilik géstermekle birlikte tGlkemizde yapilan
calismalarda en sik Gram-pozitif etkenler koagulaz negatif stafilokoklar (KNS),
Staphylococcus aureus ve enterokok tlrleridir. En stk Gram negatif etkenler
Acinetobacter spp, Klebsiella spp. Escherichia coli, Pseudomonas spp, Enterobacter
spp, Proteus spp olarak bildirilmistir. En sik izole edilen anaerop bakteriler de
Bacteroides fragilis ve Fusobacterium tiirleridir (18-20). Ozellikle yodun bakim
unitelerinde en sik izole edilen mantarlar C.albicans, C. glabrata ve C.
parapsilosis’tir (21). Genel olarak tlkemizdeki en sik gram pozitif etkenlere

bakildiginda calismamizda da benzer sonuclara ulasiimistir.
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Cahismamizda kultir sonrasi MALDI TOF MS identifikasyonu ile LFM
identifikasyonu Karsilastirildiginda %75 (30/40) benzerlik saptanmistir.  Kaltlr
sonrasi MALDI TOF MS tanimlama altin standart olarak kabul edildiginde,
duyarlihk %75 olarak hesaplanmistir. Kultir sonrasi MALDI TOF MS ile LFM
yontemleri ile en sik saptanan Ug etken olan KNS, S.aureus, E.faecium tirleri ele
alinarak iki yontem arasindaki uyum Cohen’nin kappa katsayisi ile sirasiyla 0.833,
0.931, 0.752 olarak hesaplanmis (tablo 11) ve sonuclar KNS, S.aureus igin;
neredeyse mikemmel uyum, E.faecium icin ise Onemli derecede uyum olarak
yorumlanmistir. Kultir sonrasi MALDI TOF MS ile LFM yontemleri arasinda
yapilan etken bazinda tek tek Kkarsilastirmada LFM’nin KNS’ lerin %80’ini,
S.aureus’larin %90’ 1ni1, E.faecium’larin %71.4°0nd, E.faecalis’lerin %60’ in1 dogru
tanimladigr goralmastir. LFM E.casseliflavus’u dogru tanimlamis, ancak S.mitis’i
tanimlayamamis ve S.sanguinis’u ise L.grayi olarak tanimlamistir (tablo 10). Sekiz
kan kalttrh sisesinden (8/40, %20) LFM tani yontemiyle herhangi bir sonug elde
edilemezken, iki kan kilturi sisesinden (2/40, %5) yapilan ¢alismada kiltlr sonrasi
MALDI TOF MS yontemiyle elde edilenden farkli bakteri tanimlanmasi yapiimistir.
LFM yontemi kullanilarak tanimlama yapilamayan sekiz orne@in kultlr sonrasi
MALDI TOF MS sonuclari su sekildedir; ti¢ 0rnekte KNS, iki 6rnekte E.faecium, bir
Ornekte S.aureus, bir drnekte S.mitis, bir drnekte de E.faecalis identifiye edilmistir.
Farkli cins tayini yapilan iki 6rnekten (35 ve 38 numarali drnekler) birincisinde (35
numarali 6rnek) kaltar sonrasi MALDI TOF MS yontemiyle E.faecalis olarak
tanimlanan bakteri LFM yontemiyle C.striatum olarak tanimlanmistir. Bu hastanin
tim kan kaltara ornekleri degerlendirildiginde bir sonraki kan kaltiriinde ikili etken
(E.faecalis ve KNS) dredigi gorulmastar. Ayrica 35 numarali 6rnekten yapilan
mikroarray testinde de KNS (S.epidermidis) identifiye edilmistir. Farkli cins tayini
yapilan ikinci Ornekte (38 numarali 6rnek) ise kualtur sonrasi MALDI TOF MS
yontemiyle S.sanguinis olarak tanimlanan bakteri LFM yontemiyle L.grayi olarak

tanimlanmustir.

Literatir  incelendiginde LFM  metodu  uygulanan  arastirmalara
rastlaniimaktadir. ~ Fothergill ve arkadaslarinin (9) 131 izolat Uzerinde yaptigi
calismada, tur dizeyinde tanimlama uyumu, subkdltir sonrasi yapilan Vitek MS

(bioMérieux, Fransa) uygulamasi ile %99 olarak saptanmistir. Orneklerden birinde
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(%2.3) yanlis etken tanimlanmustir. Lizis filtrasyon icin ayni prosediriin kullanildigi
Machen ve arkadaslarinin (51) yaptigi calismada 100 6rnek incelenmis, drneklerin
%94’Unde tlr seviyesinde ve %2’sinde cins seviyesinde dogru tanimlama
yapiimistir. Orneklerin %3’tinde herhangi bir etken izole edilememis ve %1’inde
yanlis tanimlama yapilmistir. Yine ayni ¢alismada lizis filtrasyon islemi sonrasinda
elde edilen pellet 0,5 McFarland bulanikligina esit sulandirilarak Vitek 2
(bioMérieux, Fransa) otomatize antibiyotik duyarlilik cihazinda cahisiimis ve kaltir
kolonisinden yapilan Vitek 2 ile %93.5 uyumlu sonu¢ elde edilmistir. Boylece
konvansiyonel yontemlerle 72 saat suren identifikasyon ve duyarlilik sonucu elde
etme suresi 7-11 saate kadar dustrilmastir. Farina ve arkadaslarinin (52) yaptigi
ayni lizis filtrasyon prosedirin kullanildigi baska bir calismada gram pozitif
bakteriler ve gram negatif bakteriler arasinda belirgin fark olmakla birlikte genel
uyum %78.1 olarak bulunmustur. LFM ydntemiyle gram negatif bakterilerdeki uyum
%92.6, gram pozitif bakterilerdeki uyum %69.8 olarak belirtilmistir. Gram pozitif
bakterilerdeki tanimlama sorunu en sik S.pneumoniae’da gorulmus, kokenlerin
%64.3’0U dogru tanimlanamamistir. La Scola ve arkadaslarinin (53) yapmis oldugu
baska bir lizis filtrasyon sonrasi MALDI TOF MS calismasinda 599 kan kultlrd
sisesi incelenmistir. Gram negatif bakterilerdeki uyum %87, gram pozitif
bakterilerdeki uyum % 67 olarak belirtilmistir. Etken bazinda dogru tanimlama
oranlari; S.aureus igin %58, S.epidermidis icin %80, E.faecalis icin %60, E.faecium
icin %75°dir.

Cahismamizda kullanilan filtre tutucunun el yapimi olmasi, teknik olarak
kullanim zorlugu yaratmasi ve ¢alisilan bakteri sayisinin sinirli ve gérece az olmasi,
yalnizca gram pozitiflerin calismaya dahi edilmesi uyumun diger calismalara gore
daha az bulunmasini aciklayabilir. Ancak yalnizca gram pozitif bakterilerdeki uyuma
bakildiginda calismamizda bulunan uyum oldukca yiksektir. Daha fazla 6rnek
cahisiimasi, filtre tutacaginin standart olmasi, vakumun otomatik ayarlanmasi ve

deneyim kazanilmasi ile bu yontemde basari oraninin arttiritimasi éngortlmektedir.
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Talimatlar dogrultusunda hazirlanan lizis filtrasyon sollisyonlarinin reagenleri,
0,45 mikrometrelik polyetersulfon filtre ve polyester uglu ekivyonlarin toplam
maliyeti yaklasik olarak 1.000 + 10 TL’dir (satin alma dénemindeki doviz kuru ile).
Hazirlanan reagenler ile yaklasik 500 o6rnek, bir kutu filtre ile de 100 Ornek
cahisilabilir. Calisilan her kan kaltlirt sisesi basina daha dogru sonug verebilmek icin
MALDI TOF MS tanimlama slaytindan iki kuyucuk kullanilmistir. Kullanilan iki
kuyucuga ek olarak ~6 TL filtre, ~3 TL reagen ve sarf malzemesi ve de MALDI TOF
MS matriks hesaplandiginda bir test yaklasik 29 TL’ye mal edilmistir. Bunun
yanisira, kan kaltirl sisesi pozitif sinyal verdikten sonra testin uygulanip sonug
alinmasi yaklasik 15-20 dakika surmektedir. Lizis filtrasyon yonteminin kullanim
kolayhgi, ucuzlugu ve hizli sonu¢ verme gibi avantajlarinin yaninda, inhibitor
(komir) iceren kan kalturu siselerinden galisilamama, kullanici becerisinin sonucu
etkilemesi, coklu etkenlerden yapilan calismalarda sadece tek etkeni
tanimlayabilmesi ya da yanlis tanimlama yapmasi gibi dezavantajlari mevcuttur.

Son zamanlarda mikrobiyoloji laboratuarinda pek gok etkeni tanimlamak igin
nukleik asit testleri kullaniimaktadir. Bu testler ¢ogunlukla kiltiirde Uretilemeyen
veya guc Ureyen virlslerin tanisinda kullanilsa da, daha hizli sonug verebilmek ve
tedaviye erken yon verebilmek adina bakteriyoloji laboratuarinda da nikleik asit
testlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu calismada kullanilan diger bir yontem de niikleik
asit test prensibine dayanan hizli bir tani yontemi olan mikroarray yontemidir.
Cahsmamizda kullanilan  Verigene System™ BC-GP mikroarray sistemi
(Nanosphere, ABD), pozitif sinyal veren kan kiltirt sisesinden alinan sivi érnegin
direkt olarak vyiklenip, otomatize sekilde ekstraksiyon ve amplifikasyon
basamaklarinin gerceklestirildigi tamamen kapal bir sistemdir. Bu yontemle elde
edilen drdnler 6zel bir cama aktarilip olusan sinyaller altin ve glimis nanopartikuller
aracthgiyla guclendirilmektedir. Veritabanina ait hedef bakteri ve genleri saptanmasi
durumunda “Detected”, olmamasi durumunda “Not Detected”, gecersiz sonuglar da
cihaz yazilim sistemi tarafindan “No Call” olarak olarak verilmektedir. Bu islem ile
kan kulttru sisesi pozitif sinyal verdikten sonra sivi drnek direkt pipetlenerek cihaza

yuklenir ve yaklasik iki buguk saat sonra sonug alinir.
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Calismamizda kultir sonrasi MALDI TOF MS identifikasyonu ile Verigene
System™ BC-GP (Nanosphere, ABD) mikroarray sonuclari birbiriyle %90 (36/40)
oraninda benzerlik gostermistir. Kiltir sonrasi MALDI TOF MS identifikasyonu
altin standart olarak kabul edildiginde, duyarlilik %90 olarak hesaplanmistir. Kltir
sonrasi MALDI TOF MS ve mikroarray yontemleri ile en sik saptanan ug¢ etken olan
KNS, S.aureus, E.faecium turleri ele alinarak iki yontem arasindaki uyum Cohen’nin
kappa katsayisi ile sirasiyla 0,947 0,857 0,881 olarak hesaplanmis (tablo 12) ve
sonuclar arasinda neredeyse mikemmel uyum olarak yorumlanmistir. Kiltr sonrasi
MALDI TOF MS ile Mikroarray yontemleri arasinda yapilan etken bazinda tek tek
karsilastirmada Mikroarray KNS’ lerin  %100’0n0, S.aureus’larin = %80’ini,
E.faecium’larin %100’lnd, E.faecalis’lerin %80’ini dogru tanimlamistir. Kultlr
sonrasi MALDI TOF MS ile S.mitis ve S.sanguinis olarak isimlendirilen iki 6rnek
mikroarray veritabaninda bu turler bulunmadigi icin Streptococcus spp. olarak
tanimlanmistir.  Kaltdr sonrasi MALDI TOF MS ile E.casseliflavus olarak
isimlendirilen bir 6rnek mikroarray veritabaninda bu tir bulunmadigi icin etken

saptanamadi (Not detected) olarak sonucglanmistir (tablo 14).

Calismaya alinan 40 o6rnegin ikisinde (%5) mikroarray yonteminde test
gegersiz anlamina da gelen “No Call” hatasi alinmis ve bu Ornekler “tanimlama
yapilamadi” olarak kabul edilmistir (12 ve 36 numarali 6rnekler). Mikroarray
yontemiyle tanimlanamayan 12 ve 36 numarali drneklerin her ikisinden de kalttr
sonrasi MALDI TOF MS yontemiyle S.aureus identifiye edilmistir. 25 numarali
Ornekte mikroarray yontemiyle herhangibir etken saptanamamistir. Mikroarray
yontemiyle etken saptanamayan 25 numarali érnek kultir sonrasi MALDI TOF MS
yontemiyle E.casseliflavus olarak identifiye edilmistir. 35 numarali érnekte de kalttr
sonrasi MALDI TOF MS ile E.faecalis olarak tanimlanan etken mikroarray
yontemiyle KNS (S.epidermidis) olarak identifiye edilmistir. 35 numarali 6rnek
degerlendirildiginde uyumsuz sonucun nedeni hastanin bir sonraki kan kdltirtinde

ikili etkenin (E.faecalis ve KNS) izole edilmis olmasiyla aciklanabilir.
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Mikroarray yontemiyle 10 bakteride 10 adet direng¢ geni saptanmistir (Tablo
15). Mikroarray ile cahsiimis 37 kan kdlturinin (iki No Call hatasi, bir etken
saptanamadi) 10’unda (%27) antibiyotik direnc geni belirlenmistir. Saptanan direng
genlerinin dokuzu (%90- 10/9) mecA ve biri de (%10- 10/1) vanA dir. Mikroarray ile
diren¢ geni saptanmayan 27 6rnegin 13’Unde (%48.1) Vitek 2 ile antibiyotiklere
direng saptanmistir. Calismaya dahil edilen 40 ¢rnegin 24°inde (%60) kiltur sonrasi
Vitek 2 otomatize antibiyotik duyarlilik testi ile direng profilleri belirlenmistir.
Bunlarin dagihmi %62.5°i (15/24) mecA+ penisilinaz, %33.3’0 (8/24) penisilinaz ve
%4.1’i (1/24) vanA seklindedir. mecA sonuglari ele alindiginda, mikroarray ile
saptanan 9 mecA geninin Vitek 2 sonuglari ile uyumu %388.8 (8/9) olarak
bulunmustur. mecA sonucu uyumsuz olarak saptanan 35 numaral 6rnekte kaltur
sonrasi MALDI-TOF MS ile E.faecalis tanimlanmis ve herhangi bir direnc bilgisi
verilmemistir, ancak yine ayni ornekte mikroarray testi ile KNS (S.epidermidis)
izole edilmis ve mecA geni direnc bilgisi verilmistir. Mikroarray ile mecA geni
saptanmis 9 bakteriye karsilik gelen Vitek2 ile yapilan otomatize duyarlilik testinde
tim orneklere penisilin direnci 6n bilgisi verilmistir. Mikroarray ile vanA geni
saptanan E.faecium tanimlanmis Ornekte (20 numarali 6rnek) otomatize duyarlilik

testinde de vankomisin direng bilgisi verilmistir.

Kultir sonrasi Vitek 2 otomatize duyarlilhk testiyle 15 ornekte mecA+
penisilinaz saptanmistir. Kdltlr sonrasi Vitek 2 otomatize duyarlilik sonugclari ile
mikroarray karsilastirildiginda ikisinin birlikte uyumlu direng¢ sonucu verdigi 6rnek
%53.3 (8/15) seklindedir. Mikroarray ile mecA saptanamayan yedi 06rnege
bakildiginda bu &rneklerin  mikroarray tarafindan  Stapylococcus spp olarak
tanimlandigi ve bir tanesinin S.epidermidis (8 numarali 6rnek) alti tanesinin
(13,19,24,26,28,30 numarali ornekler) veri tabaninda bulunmayan KNS tirleri
S.hominis (n=2), S.haemolyticus (n=4) oldugu gortlmustur (tablo 16). Kultir sonrasi
Vitek 2 otomatize duyarlilik testiyle sekiz 6rnek igin penisilin direnc bilgisi verilmis

ancak bunlarin higbiri icin mikroarray testinde ek direng bilgisi verilmemistir.
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Mikroarray test yontemi uygulanarak yapilan diger ¢alismalar literatirde yer
almaktadir. Cellini ve arkadaslarinin (54) yapmis oldugu calismada tek etken oldugu
bilinen 92 gram pozitif tireme olan kan kultlirii sisesi incelenmistir. Orneklerin %88’i
mikroarray ile dogru olarak tanimlanmistir. Etken bazinda tanimlamalar
incelendiginde tim S. aureus ve enterekok izolatlarinin mikroarray ile dogru olarak
tanimlandigi, KNS’lerin % 4’(inin (2/45) ise yanhs tanimlandigi gértlmastir. Siu ve
arkadaslarinin (55) yaptigi cok merkezli bir arastirmada 114’0 gram pozitif ve 250’si
gram negatif olmak tizere 364 kan kultiiri sisesi incelenmis, gram pozitif érneklerde
%89.6, gram negatif Orneklerde %90.5 oraninda uyumlu sonug elde edilmis,
enterokoklar (%60), hari¢ ¢cogu cins veya tur igin duyarhilik en az % 80, tum etkenler
icin  6zgullik 9%98.9-%100 araliginnda bulunmus ve MRSA ve VRE
tanimlanmasinda duyarlilik %2100 olarak hesaplanmistir. Dodémont ve arkadaslarinin
(56) yaptig diger bir arastirmada konvansiyonel yéntemlerle gram pozitif oldugu
belirlenmis 118 kan kulturu sisesi calisilmis; orneklerin tanimlanmasindaki uyum
%87.6, mecA geni saptamadaki uyum %97.7 olarak bulunmustur. Yine bu ¢alismada
%b5.1 oraninda “No Call” sonucu alinmis ve alti 6rnek de etken saptanamadi olarak
sonuclanmistir. Etken saptanamayan bu drnekler Verigene BC-GP test veri tabaninda
bulunmayan bakteri tirleri E. casseliflavus (n=2), E. avium, Rothia mucilaginosa, R.

dentocariosa ve Bacillus cereus'dur.

Verigene System BC-GP® (Nanosphere, ABD) yaklasik iki bucuk saat
icerisinde sonu¢ verebilme, herhangi bir islem uygulamaksizin pozitif sinyal veren
kan kalturu sisesinden direkt olarak kolayca uygulanabilme, tedavide kritik direng
genlerini  saptayarak klinisyene tedaviyi yonlendirebilecek bilgi verebilme,
antibiyotik inhibitérlu siselerle calisabilme ve yiksek duyarlilik gibi avantajlara
sahiptir. Mikroarray sisteminin dezavantajlari; hasta basina maliyetinin yiksek
olmasi (bir test ~350 TL), laboratuvarda ek alana ihtiya¢c duyulmasi, mevcut
veritabaninin kisith olmasidir. Calismamizda altin standart olan kulttrle mikroarray
test tonteminin uyumu oldukca yiksek bulunmustur (%90) ve elde edilen verilerden
yola c¢ikarak, Verigene System BC-GP mikroarray sisteminin bakteriyemili hastalar
icin iki bucuk saat gibi kisa bir siure igerisinde yiksek dogrulukta bakteri
identifikasyonu, metisilin ve vankomisin direnci hakkinda 6n bilgi sahibi olunmasini

sagladigi yorumu yapilabilir.
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Sonug olarak, calismamizda etkinligi arastirilan lizis filtrasyon ve mikroarray
yontemlerinin bakteriyemide hizli sonuca ulasabilme acisindan yararli oldugu
dustnilmastdr.  Lizis filtrasyon sonrast MALDI TOF MS tanimlamanin 15-20
dakika icerisinde cok daha genis veritabaninda identifikasyon yapabilmesi,
mikroarray testi ile benzer duyarlilik ve 6zgullige sahip olmasi, molekuler tabanli
testlere oranla ¢cok daha dusiik maliyetli olmasi ve ek alana ihtiya¢c duyulmamasi gibi
avantajlari mevcuttur. Yontemin hentiz standart prosedurinin olmayisi, uygulama
zorlugu, inhibitorll siseden sonug verilememesi, kullanici deneyiminin sonuglari
etkilemesi ve direng bilgisi verememesi dezavantajlari arasindadir. Mikroarray
sisteminin pozitif sinyal saptanmis ihibitor iceren veya icermeyen kan kultlrl
sisesinden iki bucuk saat icerisinde identifikasyon ve direng geni bilgisi verebilmesi,
kullanici hatalarini en aza indirgemesi, ¢coklu etkeni taniyabilmesi gibi avantajlarinin
yaninda, saptayabildigi etken sayisinin ve diren¢ geninin kisith olmasi ve maliyet
yuksekligi gibi dezavatajlari da bulunmaktadir.

Calismamizin sonucunda, lizis filtrasyon sonrast MALDI TOF MS tanimlama
yonteminin maliyet etkinlik, hiz, veritabani genisligi, gram boyamaya gereksiniminin
olmamasi nedeniyle rutinde kitle spektrofotometrisi kullanabilen laboratuvarlar igin
rutin kullanima girebilecek bir yontem oldugunu disuntlmustar. Lizis filtrasyon
sonrasi MALDI TOF MS tanimlama yontemiyle, filtrasyon islemi sonrasinda
filtreden yapilan suspansiyondan calisilacak otomatize duyarlilik test yontemi
kombine edilirse konvansiyonel yontemlerle tanimlama ve duyarlilik icin gerekli
olan 48-72 saatlik siire yerine yaklasik 9-10 saatte sonu¢ verebilmek mimkin

olacaktir.
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