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OZET

Pozitif Sinyal Veren Kan Kiiltiir Siselerinden MALDI TOF MS Ile Direkt
Tammlama ve BD Phoenix Otomatize Sistemi Ile Direkt Antibiyotik Duyarhihk
Testi Calisiimasi

Amag¢: Bu calismada pozitif sinyal veren kan kiiltiir siselerinden serum
ayiricl tiip yontemi kullanilarak, MALDI TOF MS ile direkt tanimlama ve Phoenix
otomatize sistemi ile direkt antibiyotik duyarlilik testi calisilmasi; sonuglarin kati
besiyerinde iireme sonrasi yapilan tanimlama ve antibiyotik duyarlilik testi

sonuglariyla karsilagtirilarak uyumun degerlendirilmesi amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem: 01.09.2022-30.11.2022 tarihleri arasinda hastanemizin
cesitli  kliniklerinden kan dolasimi enfeksiyonu ©n tanisiyla alinip Tibbi
Mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen ve BACTEC FX kan Kkiiltiir cihazina
yerlestirilen kan kiiltiirii sigelerinden pozitif sinyal veren 203 adet kan kiiltiirii sisesi
calismaya dahil edilmistir. Kan kiiltiir sigselerinden serum ayirici tiip yontemiyle elde
edilen bakteri silispansiyonu kullanilarak MALDI TOF MS ile tanimlama yapildi.
Direkt tanimlama sonucuna gore etken olarak degerlendirilen 6rneklerden Phoenix
otomatize sisteminde direkt antibiyotik duyarlilik testi ¢alisildi. Sonuglar rutin

yontemle elde edilen sonuglarla karsilastirildi.

Bulgular: Direkt MALDI TOF MS yontemiyle 70 Gram negatif bakterinin
%98,6’s1 tiir diizeyinde, %1,4’li sadece cins diizeyinde dogru tanimlandi. Yanlis
tanimlanan veya tanimlanamayan Gram negatif bakteri olmadi. Gram pozitif 130
bakterinin ise %385,4’li tiir diizeyinde, %6,1°’1 sadece cins diizeyinde dogru
tanimlandi. Yanlis tanimlanan olmazken, %38,5’1 direkt yontemle tanimlanamadi.
Calismaya dahil edilen kan kiiltiir siselerinden 3’iinde anaerop bakteri iiremesi oldu.
Anaerop kiiltiir yapilamadigi i¢in bu bakteriler rutin yontemle tanimlanamadi. Direkt
MALDI TOF MS yontemiyle 3 bakteri de tiir diizeyinde giivenilir skor degerleriyle
tanimlandi. Etken olarak degerlendirilen 120 bakteri i¢in direkt yontemle Phoenix
cihazinda antibiyotik duyarlilig1 ¢alisildi. Gram negatif 70 bakteri i¢in toplam 1115
bakteri-antibiyotik kombinasyonu test edildi. Kategorik uyum %96,1, kiiciik hata
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%1,7, biiylik hata %1,25 ve ¢ok biiyiik hata %1,25 olarak tespit edildi. Gram pozitif
50 bakteride calisilan 643 testte kategorik uyum %98,1, kii¢iik hata %0,15, biiytik
hata 90,5 ve cok biiylik hata %1,25 olarak saptandi. Calismamizda direkt yontemle
calisilan antibiyotik duyarlilik testleri degerlendirildiginde, kategorik uyum >%90,
biiylik hata oran1 <%3 ve ¢ok biiyiik hata oran1 <%1,5 oldugundan rutin yontemle

kabul edilebilir diizeyde uyumlu oldugu saptandi.

Sonug¢: Hizli, kolay ve diisiik maliyetli olan serum ayirici tiip yonteminin,
direkt kan kiiltiir siselerinden tanimlama ve antibiyotik duyarlilik testi ¢alisilmasinda
etkili bir yontem oldugu ve rutin yontemle kabul edilebilir diizeyde uyumlu sonuglar
elde edildigi gosterilmistir. Bu yontemle pozitif sinyal sonrasi 1 saatten kisa siirede
patojen bakteri tanimlanabilmekte ve antibiyotik duyarlilik testleri rutin yonteme
gore yaklasik 24 saat daha erken sonuglanmaktadir. Bunun da sepsis tanili hastalarda
hedefe yonelik tedavinin daha erken baglanmasini ve mortalitenin azaltilmasini

saglayacag diigtiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kan kiiltiirii, direkt tanimlama, MALDI-TOF MS,

Phoenix
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ABSTRACT

Direct identification with MALDI TOF MS and direct antibiotic susceptibility
testing with the BD Phoenix automated system from positive blood culture
bottles

Aim: The aim of this study is to compare the results of direct identification
by MALDI TOF MS and direct antibiotic susceptibility testing by the Phoenix
automated system from positive blood cultures using serum separator tube method,
with the results of conventional identification and antibiotic susceptibility testing

from the solid agar and to evaluate the compliance between two methods.

Material and Method: A total of 203 positive blood culture bottles that had
been sent to the Microbiology Laboratory from various clinics of our hospital with
prediagnosis of bloodstream infection between September 1, 2022 and November 31,
2022 and placed in the BACTEC FX blood culture system were included in this
study. Identification was performed with MALDI TOF MS using the bacterial
suspension obtained from blood culture bottles by serum separator tube method.
Direct antibiotic susceptibility test was performed with Phoenix automated system
from the samples that were evaluated as causative according to the direct
identification result. The results were compared with the results obtained by the

routine method.

Results: With the direct MALDI TOF MS method, 98.6% of 70 Gram
negative bacteria were correctly identified at the species level, and 1.4% at the genus
level only. There were no misidentified or unidentified Gram negative bacteria. Of
the 130 Gram positive bacteria, 85.4% were correctly identified at the species level,
and 6.1% only at the genus level. While there was no misidentification, 8.5% could
not be identified by the direct method. Anaerobic bacteria growth was observed in 3
of the blood culture bottles included in the study. Since anaerobic culture could not
be done, these bacteria could not be identified by the routine method. With the direct
MALDI TOF MS method, all 3 bacteria were identified with reliable score values at

the species level. Antibiotic susceptibility was studied on the Phoenix device with the
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direct method for 120 bacteria that were considered as causative agents. A total of
1115 bacteria-antibiotic combinations were tested for 70 Gram-negative bacteria.
Categorical agreement was 96.1%, with a minor error, major error and very major
error rate of 1.7, 1.25, and 1.25%, respectively. In 643 tests studied on 50 Gram
positive bacteria, categorical agreement was found as 98.1%, with a minor error,
major error, and very major error rate of 0.15, 0.5 and 1.25%, respectively. When
the antibiotic susceptibility tests performed with the direct method were evaluated in
our study, it was found to be compatible with the routine method at an acceptable
level, since the categorical agreement was >90%, the major error rate was <3% and

the very major error rate was <1.5%.

Conclusion: It has been shown that the serum separator tube method, which
is fast, easy and low-cost, is an effective method for identification and antibiotic
susceptibility testing directly from blood culture bottles, and results consistent with
the routine method were obtained.. With this method, pathogenic bacteria can be
identified in less than 1 hour after a positive signal, and antibiotic susceptibility tests
are concluded approximately 24 hours earlier than the routine method. It is thought
that this will enable earlier initiation of targeted therapy in patients with a diagnosis

of sepsis and a reduction in mortality.

Keywords: Blood culture, direct identification, MALDI-TOF MS, Phoenix



1. GIRIS VE AMAC

Kan dolasimi enfeksiyonlar1 biitiin diinyada en o6nemli O6lim nedenleri
arasinda yer almaktadir (1). Invaziv prosediirlerin uygulanmasi ve immiinsiipresif
hasta sayisinin 6nemli oranda artmasiyla birlikte sepsis goriilme siklig1 ve mortalitesi
de giderek artmaktadir (2). Diinya ¢apinda tahmini sepsis prevalansi yilda 19 milyon

vakay1 asmaktadir (3).

Kan kiiltiirii; patojen mikroorganizmanin tanimlanmasimi Vve in Vitro
antimikrobiyal duyarlilik profilinin belirlenmesini  sagladigi i¢in  sepsisin
mikrobiyolojik tanisinda altin standart olarak kabul edilmektedir (2,4). Giiniimiizde
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda uygulanan konvansiyonel yontemde; pozitif sinyal
veren kan kiiltiir sisesinden kati agarlara ekim yapilip, 18-24 saat inkiibasyon
sonrasinda elde edilen kolonilerden tanimlama ve antimikrobiyal duyarlilik testleri
calisiimaktadir (5). Gelismis otomatize sistemlere ragmen bu yontemde, kan kiiltiir
sisesi pozitifliginden sonra koloni biiylimesi ve izolasyonu i¢in en az bir gece
inkiibasyon gerekmektedir. Patojen mikroorganizmanin erken tanimlanmasi ve
hedefe yonelik tedavinin erken baslanmasi; tedavi yaniti ve antimikrobiyal direng
gelisiminin 6nlenmesi agisindan ¢ok dnemlidir (1,5). Uygun antimikrobiyal tedavinin
baslanmasindaki her bir saatlik gecikme; mortaliteyi %7,6 oraninda artirmaktadir (6).
Bunun yaninda hastalarin yatig siiresinin ve maliyetinin de artmasma neden

olmaktadir (7).

Son yillarda Matriks destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus siiresi kiitle
spektrometrisi (MALDI-TOF MS) mikroorganizmalarin tanimlanmasinda yeni bir
standart olarak ortaya ¢ikmistir (1). Hizli, ucuz ve dogru sonug veren bir teknoloji
olmasiyla diinya c¢apindaki klinik laboratuvarlarda yerini almaktadir (8-10). Bakteri
ve mayalar dakikalar i¢inde tanimlayabilmesine ragmen, konvansiyonel yontemde
MS analizi i¢in izole koloniler kullanildigindan kan kiiltiiriniin kat1 agara ekimi
sonras1 18-24 saat inkiibasyonunu gerektirir. Direkt kan kiiltlir siselerinden MS
analizi igin g¢esitli yontemler gelistirilmistir (11,12). Bu yodntemlerin ¢ogu;
eritrositlerin hemolizi ve kan hiicreleri ile mikroorganizmalarin ayrilmasi i¢in birkag

santrifiij basamagindan olusmaktadir. Bunun icin c¢esitli soliisyonlar ve ek
1



malzemelere ihtiya¢ duyulmaktadir (13-15). Laboratuvarda gelistirilen prosediirlerin
yant sira, soliisyon hazirlama ve ek ekipman satin alma konularinda zaman tasarrufu
saglayan birkag ticari kit gelistirilmistir. Bu Kitlerin en énemli dezavantaji yiiksek
maliyetleridir (16-18). Kan Kkiiltiir sisesinden bakteri siispansiyonu elde etmede
serum ayirict tiipler de denenmektedir. Bu tiipler kullanilarak gelistirilen yontemler
digerlerine gore daha az basamakli ve diisiik maliyetlidir. Ozellikle gram negatif

bakterilerin tanimlanmasinda basarili sonuglar elde edilmektedir (2,5,19,20).

Kan Kkiiltiirii sisesinden direkt tanimlama ile birlikte direkt antibiyotik
duyarlilik testi yapilmasi ile ilgili de ¢alismalar vardir. Bu yontemler kullanildiginda
antibiyotik duyarlilik sonuglari konvansiyonel yonteme gore 24 saat daha erken
verilebilir. Bu da hedefe yonelik antibiyotik tedavisinin erken baglanmasi ve
mortalitenin azaltilmasi acisindan ¢ok Onemlidir. Direkt kan kiiltiir sisesinden
otomatize sistemlerle antibiyotik duyarlilik testi yapilan kisitli sayida ¢alisma vardir.
Bu c¢alismalarin bir kisminda ek malzeme gerektiren, maliyetli yontemler
kullanilmis, bir kisminda ise sadece gram negatif bakteriler ile ¢alisilmistir (4,21,22).
Giinlik laboratuvar rutininde uygulanabilecek basit, hizli, ucuz ydntemlerin

kullanildig1 ve daha fazla bakteri tiirii ile yapilacak ¢aligsmalara ihtiya¢ vardir.

Bu calismada pozitif sinyal veren kan kiiltiir siselerinden serum ayirict tiip
yontemi ile elde edilen bakteri siispansiyonu kullanilarak MALDI-TOF MS ile
bakteri tanimlanmasi ve BD Phoenix otomatize sisteminde antibiyotik duyarlilik
testleri  calisilmasinin  laboratuvarimizda  uygulanabilirligi ve  sonuglarin

dogrulugunun test edilmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. BAKTERIYEMI VE SEPSIiS

Bakteriyemi; kan  dolasiminda canli  bakteri bulunmasi  olarak
tanimlanmaktadir. Katater iligkili kan dolasimi enfeksiyonu veya enfektif endokardit
gibi endovaskiiler nedene bagli olan bakteriyemiler primer bakteriyemi, apse veya
pnomoni gibi endovaskiiller nedene bagli olmayan bakteriyemiler sekonder

bakteriyemi olarak isimlendirilir (23).

Bakteriyemi; gegici, aralikli veya siirekli olarak da siniflandirilabilir. Gegici
bakteriyemi genellikle bir miidahale (dis ¢ekimi, iirolojik islemler vb.) sonrasi flora
bakterilerinin kana ge¢cmesi sonucunda gelisir. Saglikli kisilerde kana gecen
bakteriler konak immiin sistemi tarafindan kisa siirede ortadan kaldirilirlar (24).
Araliklt bakteriyemi apse, pnomoni, artrit gibi bazi klinik durumlarda etken
bakterilerin enfeksiyon odagindan araliklarla kana ge¢mesi durumudur. Siirekli
bakteriyemi ise enfektif endokardit, katater iliskili kan dolasimi enfeksiyonu, septik
trombiis gibi intravaskiiler kaynakli enfeksiyonlarda goriiliir. Ayrica bruselloz ve tifo

gibi sistemik enfeksiyonlarin erken dénemlerinde de goriiliir (25).

Sepsis ise enfeksiyona kars1 diizensiz konak yanitinin neden oldugu ciddi ve
hayati tehdit eden organ islev bozuklugu olarak tanimlanmaktadir (26). Hem gelismis
hem de gelismekte olan iilkelerde ¢ok sayida oliime ve yiiksek saglik bakimi
harcamalarina neden olan kiiresel bir halk saglhigi sorunudur (27). Sepsis insidansi
Amerika Birlesik Devletleri’'nde (ABD) yilda 100.000 kiside 535 vakaya kadar
ulagmig ve artmaya devam etmektedir (28). Sepsis tim diinyada hastanede yatan
hastalarda en Oonemli 6liim nedenlerinden biri olmakla birlikte, mortalite oranlari
%30 ile %70 arasinda degismektedir (29). Tami ve hedefe yonelik tedavinin
baslanmas1 i¢in gegen silire mortalite insidansinin kritik belirleyicisidir. Uygun
antibiyotiklerin baglanmasinda 6 saatten sonraki her bir saatlik gecikme sagkalimda
%7,6’lik bir azalmaya neden olurken, uygun olmayan antibiyotiklerin kullanilmas1
sagkalimda yaklasik 5 kat azalma ile iliskilendirilmistir (30). Hedefe yonelik

tedavideki gecikme mortaliteyi arttirmasinin  yaninda genis  spektrumlu
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antimikrobiyal ilaglarin kullanilmast sonucunda direngli mikroorganizmalarin

secilmesine ve yayillmasina da neden olmaktadir (31).

2.2. KAN KULTURU

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarmin en 6nemli gorevlerinden biri kan
dolasim1 enfeksiyonlarina neden olan mikroorganizmalarin tespitidir (32). Kan
dolasim1 enfeksiyonlarinin tanisinda altin standart kan kiltiriidir (31). Kan
kiiltiirleri, klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda ¢alisilan en degerli 6rneklerden
biridir. Kan dolasimi1 enfeksiyonlarinin sadece %35’inde kan kiiltiirleri pozitif sonug
verse de etken mikroorganizmanin izole edilmesinin yaninda antimikrobiyal
duyarlilik testlerinin de yapilmasini sagladig i¢in halen tanida en degerli yontemdir
(23). Gergek etkenlerin tespit edilmesi ve tiim pozitif bulgularin en hizli sekilde
Klinisyene bildirilmesi, ampirik tedaviden etkene yonelik en uygun tedaviye

gecilmesinde klinisyene yol gostermesi agisindan ¢ok dnemlidir.

2.2.1. Kan Kiiltiirii Orneklerinin Alinmasi

Kaliteli kan kiiltiirii sonuglarinin elde edilmesi i¢in en fazla hata kaynagi olan
preanalitik siirecte gorev alan saglik calisanlarina, ideal kan kiiltlirii seti sayisi,
alinmas1 gereken kan miktari, kan kiiltliri alinma zamani ve kontaminasyonu

azaltacak onlemler hakkinda egitim verilmelidir (33).

Kan kiltiirii seti, tek bir damar girisimi ile alinan kanin paylastirildig: kan
kiltlir siselerinin tiimii olarak tanimlanmaktadir. Eriskin hastalarda bir set, ideal
olarak bir aerobik ve bir anaerobik kan kiiltiir sisesini icermelidir. Alinmas1 gereken
kan kiiltiirii set sayis1 hastanin klinik durumuna goére degismekle birlikte genel olarak
bakteriyemi veya fungemi siipheli hastalarda farkli venlerden iki set kan kiiltiirii
alinmasi Onerilmektedir. Her bir kan kiiltiirii seti i¢in eriskin hastalarda 20-30ml kan
alinmalidir. Alinan kan miktar1 kan kiiltiiriiniin duyarliligini etkileyen en 6nemli
faktordiir. Alinan kan miktar1 arttikga etkenin izole edilme ihtimali artar ve kan

kiltiriniin pozitif sinyal verme siiresi kisalir (23).



Kan kiiltiiri hi¢bir hasta grubunda rutin bir tetkik olarak goriillmemelidir,
sadece klinik gereklilik durumunda kan kiiltiirii alinmalidir (34). Ideal kan kiiltiirii
alma zamani kanda mikroorganizma konsantrasyonunun en yiiksek oldugu, atesin
¢ikmasindan Onceki 30-60 dakikalik donemdir. Ancak hastalarda bu donem
Ongoriillemedigi i¢in belirtiler (ates, lisiime, titreme) baslar baglamaz en kisa siirede
ornek alinmalidir (35). Ampirik antimikrobiyal tedavi baslandiktan sonra kan kiiltiirti
duyarhiligi azalmaktadir, bu nedenle kan kiltiirleri antimikrobiyal tedavi

baslanmadan once alinmalidir (36).

Kontaminasyon riskini azaltmak igin eriskinlerde kiiltiir alinacak bolgenin
%70’lik alkol ile temizlenip, kuruduktan sonra %2 klorheksidin glukonat veya %1-2
iyot tentiirii ile silinmesi ve etki etmesi igin 1-2 dakika beklenmesi gerekmektedir.
Beklerken kan kiiltiir sisesinin steril olmayan lastik tipasinin da %70’lik alkol veya

%?2 klorheksidin glukonat ile silinmesi 6nerilmektedir (23).

Kan kiiltiirti 6rnekleri dogru bir sekilde alindiktan sonra en geg iki saat i¢inde
labotaruvara gonderilmelidir. Tagima sirasinda kan kiiltiir siseleri oda sicakliginda
tutulmali, buzdolabma veya dondurucuya koyulmamalidir. Iki saatlik siirenin
astlmas1 durumunda 6rneklerin kan kiiltlir cihazlarina yerlestirilmesi gecikecegi i¢in

tiremenin saptanmasi gecikebilir veya engellenebilir (34).

2.2.2. Otomatize Kan Kiiltiir Sistemleri

Giliniimiizde mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kan kiiltlirii ~ siselerinin
inkiibasyonu ve lireme gostergelerinin takibi amaciyla siirekli monitorize kan kiiltiir
sistemleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu sistemlerin gelistirilmesi kan
kiiltiirlerinin standardizasyonunda ¢ok 6nemli bir gelisme olmustur. Bu cihazlarin
kullanim1 laboratuvardaki is ylikiinlin, kan kiiltiirlerinin inkiibasyon siiresinin ve

kontaminasyon oranlarinin azalmasini saglamaktadir (37).

BacT/Alert (bioMérieux, Fransa), BACTEC (Becton Dickinson, ABD) ve
VersaTREK (Thermo Scientific, ABD) olmak iizere klinik olarak onaylanmis ¢
ticari otomatize kan kiiltiir sistemi bulunmaktadir (32). Bu sistemler farkl

kapasitelerde inkiibatér bir cihaz ve bu cihaza uyumlu kan kiiltiir siseleri ile
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caligmaktadir. Aerobik ve anaerobik besiyeri formiilasyonlari, kan dolagimi
enfeksiyonlarinin en yaygin nedenlerinin izolasyonuna olanak tanir. Kan kiiltiir
siseleri tipik olarak sivi besiyeri, bir antikoagiilan (sodyum polianetol siilfonat),
fagositlerin pargalanmasi igin litik ajanlar ve antibiyotikleri noétralize etmek igin

komiir veya regineler igerir (38).

Stirekli monitorize sistemlerde kan kiiltiirleri rutin olarak 5 gilin inkiibe
edilmektedir. Yapilan c¢alismalar bu inkiibasyon siiresinin Haemophilus,
Actinobacillus, Cardiobacterium, Eikinella, Kingella (HACEK) bakterileri ve
Brucella spp. gibi zor iireyen bakteriler de dahil olmak {izere patojenlerin ¢ogunun
tespiti i¢in yeterli oldugunu ve 5 giinden fazla inkiibasyonun kontaminant bakteri

tiremelerini artirdigini gostermistir (39-41).

Kan kiiltiirii siseleri cihaza yerlestirildikten sonra siirekli calkalanir ve 10
dakikada bir her cihaz i¢in farkli tireme gostergeleri agisindan kontrol edilir (34).
Kan kiiltiir siselerinde mikroorganizmalarin iireme ve metabolizmalari sonucu
karbondioksit miktar1 artar. BACTEC sisteminde siselerin dibinde florometrik
sensorler bulunur. Karbondioksit miktarinin yiikselmesine bagli olarak floresanstaki
artig cihaz tarafindan tespit edilmektedir (42). BacT/Alert sisteminde sise tabaninda
bulunan kolorimetrik sensorler, karbondioksit artigini renk degisimiyle gosterir (43).
VersaTREK sisteminde ise gaz basinglarinda tiiketim veya iiretimden kaynaklanan
degisiklikler manometrik olarak Slciiliir (32). Ureme tespit edildiginde cihazlar sesli

ve/veya gorsel olarak pozitif sinyal verir.

2.2.3. Pozitif Sinyal Veren Kan Kiiltiirii Siselerinin Degerlendirilmesi

Pozitif sinyal veren kan Kkiiltiirii siseleri en kisa siire ig¢inde kan kiltir
cihazindan c¢ikarilip isleme alinmalidir. Yapilmasi gereken ilk ve en 6nemli islem
Gram boyali mikroskobik incelemedir. Bunun i¢in kan kiiltiir sisesinden alinan 1-2
damla 6rnek temiz bir lama damlatilip yayilarak preparat hazirlanir ve Gram boyama
yapilir. Gram boyali mikroskobik inceleme yapilarak “Gram pozitif” veya “Gram
negatif” boyanma Ozelliklerinin yaninda bakterilerin morfolojileri (kok, basil,

kokobasil, filamentéz basil vb.) ve dizilimleri (zincir, kiime, diplokok vb.) de
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degerlendirilir. Bu 6zelliklere gore bakteriler temel olarak smiflandirilabilir. Bu da
klinisyene hizli bir 6n tani saglayarak ampirik tedavinin se¢ilmesinde yol gdsterici
olur. Gram boyama sonuglart miimkiin olan en kisa siirede (en ge¢ 1 saat i¢inde)
klinisyene detayli bir sekilde bildirilmelidir (23). Kan dolasimi enfeksiyonu olan
hastalarda Gram boyama sonuglarinin 1 saatten daha kisa siirede bildirilmesi,
gecikmis bildirime kiyasla mortalitede onemli dl¢iide azalma ile iliskilendirilmistir

(44).

Mikroskobik inceleme i¢in preparat hazirlanirken es zamanl olarak siseden
aliman ornekten koyun kanli agar (KKA), ¢ikolata agar (CA) ve bir gram-negatif
secici besiyerine (Eozin-metilen mavisi agar (EMB), MacConkey agar (MCA) vb.)
1-2 damla damlatilarak ekim yapilir. KKA ve CA besiyerleri %5 CO2’li ortamda,
EMB/MCA besiyerleri normal atmosfer kosullarinda, 35-37 °C sicaklikta 24-48 saat
inkiibe edilir. Gram boyama sonucuna gore gerekirse ek besiyerlerine de (Sabouraud
dekstroz agar [SDA], anaerobik kanli agar vb.) ekim yapilarak, uygun kosullarda
inkiibe edilir (23). Kat1 besiyerlerinde iireme sonrasi etken olarak kabul edilen tiim
mikroorganizmalar tiir diizeyinde tanimlanir ve antimikrobiyal duyarhilik testi

calisilir.

2.3. TANIMLAMA VE ANTIiBiYOTIiK DUYARLILIK TESTLERI
2.3.1. Otomatize Tamimlama ve Duyarhhk Sistemleri

Gilinlimiizde birgok klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda tanimlama ve primer
antibiyotik duyarlilik testleri i¢in otomatize sistemler kullanilmaktadir. Bu
sistemlerde bakteriler biyokimyasal testler kullanilarak tanimlanir ve sivi
mikrodiliisyon yontemiyle antibiyotik duyarliliklart belirlenir. Bu amagla bakteri
¢ogalmasini hizlandirmak i¢in ek biiylime faktorleri ve secilmis antibiyotiklerin
diliisyonlarin igeren, ticari olarak temin edilebilen paneller kullanilir. Cogu sistem,
sonuglart yorumlamak ve organizma tanimlamasi ile duyarlilik arasindaki
tutarsizliklar1  belirlemek i¢in bir bilgisayar algoritmas: icerir (45). Test
standardizasyonu, uzman kurallar1 iceren yazilimlarla veri yonetimi ve is giicii

tasarrufuna ek olarak, ¢ogu sistem raporlama siiresini kisaltir.
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Piyasada kullanimda birgok otomatize sistem bulunmakla birlikte en yaygin
kullanilanlar; Phoenix (Becton Dickinson, ABD), Vitek 2 (bioMérieux, Fransa) ve
MicroScan (Beckman Coulter, ABD) otomatize tanimlama ve antibiyotik duyarlilik
sistemleridir. Genel tanimlama siiregleri benzer olsa da bu sistemler, tespit yontemi
(bulaniklik Ol¢timii, florometrik), tespit hizi, otomasyon kapsami, veri yonetimi,
sonuglarin raporlanmasina ve antibiyogramlarin dogrulanmasina yardimeci olan

yorumlama paketleri bakimindan farklilik gostermektedir (46).

2.3.1.1. Phoenix (Becton Dickinson, ABD): Bu sistem, antibiyotik
diliisyonlarma ayrilmis 84 kuyucuk iceren ve manuel olarak inokiile edilen 99 test
panelini isleme kapasitesi olan biiyliik bir inkiibator okuyucusuna sahiptir (47).
Duyarlilik testi icin optimize edilmis bir kolorimetrik oksidasyon-rediiksiyon
gostergesi ve bakteriyel tanimlama igin ¢esitli florometrik ve kolorimetrik
gostergeler kullanir (45). Belirli bir konsantrasyonda bakteri siispansiyonu
hazirlandiktan sonra paneller manuel olarak inokiile edilir ve inkiibatér okuyucu
modiiliine yiiklenir. Daha sonra veritabani bireysel kuyucuklardaki biyoreaktivitenin
kinetik Ol¢iimlerini analiz eder. Phoenix sistemi ile ortalama tanimlama siiresi 4,3
saattir. Nihai duyarlilik sonuglarina ulagsma siiresi, ortalama 10,5 saat olmak iizere
7,5-16 saat arasinda degismektedir (48). Tiim sistemler antibiyogram {iretimi igin
bazi temel epidemiyolojik yazilimlar ve veriler sunsa da, Phoenix veri tabani daha

fazla esneklik ve veri analizi saglar (49).

2.3.1.2. Vitek 2 (bioMérieux, Fransa): Bu sistem, Vitek'in ikinci nesil
cthazidir. Daha gelismis bir veri analizi modelinin yani sira kart tanimlama,
organizma siispansiyonu seyreltme ve kart doldurma i¢in tam otomatik bir siireg
sunar (45). Mikrolitre hacimlerdeki antibiyotik ve siv1 besiyeri i¢eren 64 kuyucuklu
formatta ¢ok kompakt plastik reaktif kartlar1 (kredi karti boyutunda) kullanir (47).
Cihaz, 30240 es zamanl testi barindiracak sekilde yapilandirilabilir. Vitek 2, klinik
acidan en Onemli organizmalar icin genis profiller saglamak iizere {ii¢ dalga
boyundaki 1s181n kullanildigr kolorimetrik teknoloji ile ¢alisir (45). Bu sistemde tiir

tanimlamas1 hizli yontemlerle ortalama 3 saatte tamamlanirken, kolorimetrik test



metodolojisi gerektiren yavas bilyliyen organizmalar i¢in 5,7 saati bulabilmektedir.

Duyarlilik sonuglari ortalama 9 saat olmak tizere 15 saate kadar stirebilir (48,50).

2.3.1.3. MicroScan (Beckman Coulter, ABD): 40-96 mikrodiliisyon
panelini inkiibe edebilen ve analiz edebilen biiyiik, bagimsiz bir inkiibatér/okuyucu
cihazdir (47). Vitek sisteminin aksine MicroScan panelleri, geleneksel mikrodiliisyon
plaklar1 boyutundadir. Paneller manuel olarak inokiile edilir (45). Cihaz iiremeyi
florometrik yontemlerle tespit eder. Mikroorganizmalar, hizli yontemlerle ortalama
2,5 saatte tanimlanabilirken, geleneksel test metodolojileri kullanildiginda 6-18 saat
stirebilir. Duyarliliklar i¢in nihai sonuglar, organizmanin tiiriine bagl olarak 16,8—

27,8 saat araliginda olmak iizere ortalama 20 saatte elde edilir (48,51).

2.3.2. Kiitle Spektometrisine Dayalh Tanimlama Sistemleri

Kiitle spektrometrisi (MS) bir iyonlagma siirecine ve notr bilesiklerin yiiklii
iyonlara doniistiiriilmesine dayanan, kiitle-yiik (m/z) oranlarinin dlgiilmesine olanak
taniyan analitik bir tekniktir. MS, 1900'lerin baslarinda kullanima giren bir teknik
olmasina ragmen, elektron iyonizasyon islemi sinirlamalari nedeniyle kullanimi
kimyasal analizlerle sinirliydi. Bununla birlikte zamanla elektrosprey iyonizasyon,
atmosferik basingli kimyasal iyonizasyon ve c¢ogunlukla matriks destekli lazer
desorpsiyon iyonizasyonu (MALDI) gibi yumusak iyonizasyon kaynaklarinin
gelistirilmesi, MS'in  polimerler, proteinler, supramolekiiler agregatlar ve
mikroorganizmalar gibi hassas ve biiyilk molekiillere uygulanabilirligini artirmistir
(6). 1994 yilinda yapilan bir ¢alismada MS teknigi olarak ugus zamani kullanilarak
MALDI TOF MS teknolojisi gelistirilmistir (52).

Son yillarda teknigin daha da gelistirilmesiyle birlikte mikroorganizmalarin
tanimlanmasinda yeni bir standart haline gelmistir. MALDI TOF MS, kullanimi
kolay, hizli, dogru ve izolat basina diisiik maliyetli (cihazin baslangic maliyetinden
sonra) bir yontem olmasi nedeniyle klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanimi

giderek yaygmlasmaktadir (10). Ulkemizde kullanimi onayli iki ticari sistem



bulunmaktadir: MALDI Biotyper (Bruker Daltonics, Almanya) ve VITEK MS
(bioMérieux, Fransa) (9).

MALDI TOF MS yonteminde analiz edilecek olan koloniden az miktarda
alinarak metal bir plaka (slayt) tizerine siirtiliir. Sonrasinda bu mikrobiyal numune
matriks soliisyonu ile kaplanir. Matriks, kullanilan lazer dalga boyu araliginda giiglii
bir optik absorpsiyona sahip diisiik kiitleli asit molekiillerinden olusur (8). En sik
kullanilan matriks a-siyano-4-hidroksisinnamik asittir (HCCA) (52). Kurutma
sirasinda matriks ve numune birlikte kristallesir. Matriks, hem iyonizasyonun
meydana gelebilecegi bir yap1 iskelesi hem de klinik materyalin iyonizasyonu i¢in bir
proton tedarikgisi olarak gorev yapar (53). MALDI slayti cihaza yerlestirildikten
sonra lazer atiglarina maruz birakilir. Matriks, lazerden gelen enerjiyi emerek
numunenin desorpsiyonuna yol agar ve bunlar daha sonra gaz fazinda buharlasir ve
iyonlasir. Iyonize olan molekiiller 6nce bir elektrostatik alan boyunca hizlandirilir ve
sonrasinda vakuma tabi tutulan metal bir ugus tiipiinden gegerek dedektore ulasir (8).
Dedektore ulagsmak i¢in gereken ugus siiresi (TOF), bilesen proteinlerin kiitlesine (m)
ve ylikiine (z) baglidir. Kiitle/yiik (m/z) oran1 ve dedektére ulasan sinyalin yogunlugu
birlikte bir kiitle spektrumu olusturur. Elde edilen kiitle spektrumu referans veri
tabanindakilerle karsilagtirilarak mikroorganizma cins ve tiir diizeyinde tanimlanir
(52).
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2.3.3. Molekiiler Tamimlama Yontemleri

Molekiiler yontemlerin, hizli sonu¢ vermeleri ve duyarliliklarinin yiiksek
olmasi nedeniyle patojen tanimlanmasinda 6nemi giderek artmaktadir. Kan kiiltiir
sisesinden veya direkt kan 6rneginden tanimlama yapabilen kullanim1 onayli cihazlar
bulunmakla birlikte, bir kisminda mikroorganizmanin genotipik direng bilgisi de
tespit edilebilmektedir. Ancak deneyimli personel ihtiyaci, baslangi¢ cihaz
maliyetlerinin ve test bas1 kit maliyetlerinin yiiksek olmas1 nedeniyle bu testler rutin
laboratuvar kullanimina girememistir. Ayrica molekiiler yontemlerin tespit

edebilecegi patojenler, her bir testin panelindeki mikroorganizmalarla sinirlidir.

Mikroorganizmalarin  tanimlanmasinda kullanilan molekiiler teknikler,
hibridizasyona dayali ve amplifikasyona dayali yontemler olarak siniflandirilabilir
(54). Hibridizasyona dayali bir yontem olan peptit niikleik asit floresan in situ
hibridizasyonu (PNA FISH) ile, pozitif sinyal veren kan kiiltiir siselerinden 2,5 saat
iginde tanimlama yapilabilmektedir. Staphylococcus spp., Enterococcus spp., E. coli,
K. pneumonia, P. aeruginosa ve Candida spp. i¢in prob Kkitleri bulunmaktadir.
Kullanilacak olan prob kitleri gram boyali mikroskobik inceleme sonuglarina goére

secilmektedir (38).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), amplifikasyona dayali yontemler arasinda
en yaygin kullanilan yontemdir (54). PCR tek bir mikroorganizmay: (Staphylococcus
aureus gibi) veya ayn1 anda test edilen mikroorganizma panellerini hedefleyebilir
(32). Ozellikle direkt tam kandan ¢alisilan genis kapsamli PCR testleri, kan dolagimi
enfeksiyonlarmin erken tanisinda umut vericidir. Bunlardan biri olan SeptiFast
(Roche Diagnostics, Almanya), hastalarin kan 6rneklerinden 4-6 saatte tanimlama
yapabilen ger¢ek zamanli PCR (RT-PCR) temelli bir test olup, en sik sepsis etkeni
olan 25 patojeni tamimlayabilmektedir (55). Ancak PCR testlerinde canli
mikroorganizmalar yerine niikleik asitlerin saptanmasi, kanda enfeksiyon olmadan da
mikrobiyal niikleik asitlerin varligi, kan kiiltiiri alinmasi sirasinda ve laboratuvar ici

kontaminasyon riskinin yiiksek olmasi sonuglarin yorumlanmasini zorlastirmaktadir
(54).
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2.3.4. Direkt Kan Kiiltiir Sisesinden MALDI TOF MS

MALDI TOF MS teknolojisi izole edilmis, saf kolonilerle ¢alisilmak igin
gelistirilmis ve onaylanmistir (9). Ancak dogrudan klinik orneklerin ve kan kiiltiir
sisesinin kullanim1 ile ilgili caligmalar yapilmakta ve basarili sonuglar elde
edilmektedir. Pozitif sinyal veren kan kiiltiir siseleri, MALDI TOF MS analizi i¢in
yeterli sayida mikroorganizma igermeleri ve biyik c¢ogunlugunda (%89-95)

monomikrobiyal tireme olmasi nedeniyle dogrudan test i¢in ideal drneklerdir (56).

Kan kiiltiir siselerinden mikroorganizmalar1 ayirmak ve konsantre etmek icin
cesitli ticari kitler ve laboratuvar igi yontemler gelistirilmistir. Bakteri pelletlerinin
saflagtirllmasina yonelik prosediirler, yayinlanan protokoller arasinda énemli dlgiide
farklilik gosterse de, genellikle bir lizis adimim takiben santrifiijleme ve yikama
islemlerinden olusur. Konak hiicrelerini pargalamak igin yaygin olarak kullanilan
reaktifler arasinda %5 saponin, amonyum kloriir, trifloroasetik asit, TritonX ve steril
su bulunur (11,57-61). Pargalama islemi sonras1 humune santrifiij edilir, daha sonra
su, etanol veya bir salin sollisyonu ile yikanir. Lizis santrifiigasyon yontemi icin
sollisyon hazirlama ve ek ekipman satin alma konularinda is giicli ve zaman tasarrufu
saglayan ticari kitler gelistirilmistir. Su anda kullanimda olan Sepsityper (Bruker
Daltonics), Rapid BACpro Il (Nittobo, Japonya) ve VITEK MS kan kiiltiirii kiti
(bioMérieux) olmak {iizere ii¢ farkli ticari protokol bulunmaktadir (16,18,62). Bu

Kitlerin en 6nemli dezavantaji1 yiiksek maliyetleridir.

Laboratuvarda gelistirilen diger bir yontem de serum ayirici tiiplerin
kullanilmasidir (5,19,63). Kan kiiltiir sisesinden alinan 6rnek bu tiiplerde santrifiij
edildiginde kan hiicreleri jelin altinda kalirken mikroorganizmalar jelin {izerinde bir
tabaka olusturur. Bu tabaka yeniden siispanse edilerek yeni bir tiipe aktarilir.
Optimum saflagtirma i¢in ek yikama adimlar1 eklenebilir. Bu yontem digerlerine gore

daha az basamakli ve diisiik maliyetlidir (19).
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2.3.5. Direkt Kan Kiiltiir Sisesinden Antibiyotik Duyarhlik Testi

Direkt kan kiiltiir sisesinden MALDI TOF MS ile tanimlama yapildiginda ¢ok
kisa bir siire i¢inde (neredeyse gram boyali inceleme ile ayni silirede) sepsis etkeni
mikroorganizma tanmimlanarak ampirik tedavinin secilmesinde klinisyene yol
gosterici olmaktadir (64). Ancak hedefe yonelik antibiyotik tedavisinin verilebilmesi
icin antibiyotik duyarlilik testlerinin sonuglanmasi gerekmektedir. Konvansiyonel
yontemde pozitif sinyal sonras1 kan kiiltiir siselerinden kat1 agarlara ekim yapilip, 18-
24 saat inkiibasyon sonunda iireyen kolonilerden otomatize sistemlerde antibiyotik
duyarlilik testi c¢alisilmaktadir. Uzun test siireleri nedeniyle otomatize sistemlerde

antibiyotik duyarlilik sonuglari ertesi giin alinabilmektedir (50,65).

Son yillarda kan Kkiiltiir sisesinden MALDI TOF MS ile tanimlama i¢in
laboratuvarda gelistirilen yontemlerle elde edilen bakteri pelletinin otomatize
sistemlerde antibiyotik duyarlilik testlerinde kullanilmasi ile ilgili c¢alismalar
yapilmaktadir. Bakteri pelletini elde etme yontemi, kullanilan otomatize sistem ve
calisilan bakteri tilirlerine gore degismekle birlikte sonuglar umut vericidir. Bu
yontemle sonuglar 24 saat daha erken elde edilmektedir (64). Sepsis gibi acil tan1 ve
tedavi gerektiren bir durumda bu siire morbidite ve mortalitenin azaltilmasi agisindan
¢ok Onemlidir. Laboratuvar rutinine entegre edilebilecek basit, diisilk maliyetli
yontemlerle, daha ¢ok bakteri tiiriiyle calismalarin yapilmasina ve yontemin

gelistirilmesine ihtiyag vardir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu c¢alisma uluslararasi etik kurallarma uygun bir sekilde yapilmis olup
Saglik Bilimleri Universitesi Diskapt Yildirnm Beyazit Egitim ve Arastirma
Hastanesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan 29.08.2022 tarihli ve 145/05 sayili
karar ile onay alinmistir. Tek merkezli, laboratuvar ortaminda deneysel ve prospektif

bir ¢calisma olarak tasarlanmustir.

3.1. CALISMAYA ALINAN NUMUNELER

Bu c¢alisma 01.09.2022-30.11.2022 tarihleri arasinda Saglik Bilimleri
Universitesi Diskap1  Yildinm Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi ¢esitli
kliniklerinden kan dolasimi enfeksiyonu 6n tanisiyla alinip Tibbi Mikrobiyoloji
laboratuvarina gonderilen ve BACTEC FX kan kiiltiir cihazina yerlestirilen kan

kiiltiirii siselerinden pozitif sinyal veren 203 adet kan kiiltiirii tizerinde yapilmistir.

Dahil etme kriterleri:

*Bir hastadan es zamanli almman kan kiiltiir siselerinden ilk pozitif sinyal

veren kan kiiltiir sisesi

*Pozitif sinyal sonrasi kan kiiltlir sisesinden yapilan gram boyali incelemede

tek morfolojide bakteri goriilen siseler

*Direkt antibiyotik duyarlilik testi i¢in hizli tanimlama sonucu enfeksiyon

etkeni olarak degerlendirilen siseler

Haric tutma kriterleri:

*Es zamanli alinan kan kiiltiirlerinden ikinci ve sonraki pozitif sinyal veren

kan kiiltr siseleri

*Pozitif sinyal sonrasi yapilan gram boyali incelemede farkli morfolojilerde

bakteri goriilen siseler

*Pozitif sinyal sonras1 yapilan gram boyali incelemede maya goriilen siseler
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*Pozitif sinyal vermesinin {izerinden 18 saatten fazla zaman gecgen siseler

*Direkt antibiyotik duyarlilik testi i¢in tanimlama sonucu kontaminasyon

olarak degerlendirilen siseler

3.2. KAN KULTURU LABORATUVAR ISLEYISI
3.2.1. Kan Kiiltiirii Cihazinda Inkiibasyon

Kan kiiltlirii 6rnekleri siirekli monitorize kan kiiltiir sistemi olan BACTEC
FX (Becton Dickinson, ABD) cihazinda inkiibe edildi. Kan kiiltiirleri cihaz ile
uyumlu BD BACTEC Plus Aerobic/F ve BD BACTEC Plus Anaerobic/F siselerine
(Sekil 2) set halinde alinarak laboratuvara gonderildi. Kan kiiltiir siseleri rutin olarak
BACTEC FX (Sekil 2) cihazina yerlestirilerek 37°C de 5 giin inkiibe edildi. Bu
siselerin dibinde bulunan florometrik sensorler karbondioksit —miktarinin
yiikselmesine bagli olarak floresan sinyal verir. Cihaz tarafindan her 10 dakikada bir
floresan sinyal 6l¢tiimii yapilir. Floresan sinyaldeki artis hiz1 ve miktarina gore iireme

tespit edildiginde pozitif sinyal verir.

h

Sekil 2: BD BACTEC FX otomatize kan kiiltiirli sistemi
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3.2.2. Pozitif Sinyal Sonrasi Rutin Prosediir

Pozitif sinyal veren kan kiiltiir siseleri en kisa siire igerisinde cihazdan
cikarilarak Gram boyali inceleme icin preparat hazirlandi. Es zamanli olarak siseden
alinan 6rnekten %5 KKA, ¢ikolata agar ve EMB agara 1-2 damla damlatilarak ekim
yapildi. Plaklar 35-37°C sicaklikta inkiibasyona alindi. Gram boyali preparat

mikroskopta incelendi ve sonug en geg 1 saat i¢inde klinisyene bildirildi.

Bir gece inkiibasyon sonrasi plaklar degerlendirildi. Ureme olan tiim
plaklardaki mikroorganizmalar MALDI TOF MS ile tanimlandi ve kan dolasimi
enfeksiyonu etkeni olarak degerlendirilen bakterilere otomatize sistemde antibiyotik

duyarlilik testi ¢aligildi.

3.3. RUTIN TANIMLAMA VE ANTIBiYOTIiK DUYARLILIK TESTIi
3.3.1. MALDI TOF MS ile Tanimlama

Calismada tim tanimlama islemleri MALDI Biotyper (Bruker Daltonics,
Almanya) (Sekil 3) cihaz1 ile yapildi. Rutin yontemde agar plaklarda {ireyen
kolonilerden ahsap g¢ubuk yardimiyla alinarak MALDI slayti iizerine siiriildii.
Uzerine iiretici onerileri dogrultusunda 1pl %70 formik asit damlatildi. Kuruduktan
sonra 1ul matriks soliisyonu (HCCA) (Bruker Daltonics, Almanya) damlatildi ve
tekrar kurumaya birakildi. Slayt kuruduktan sonra MALDI Biotyper cihazina

yerlestirildi ve analiz edildi.
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Sekil 3: MALDI Biotyper

3.3.2. Otomatize Sistemde Antibiyotik Duyarhhk Testi

Antibiyotik duyarlilik testleri BD Phoenix M50 (Becton Dickinson, ABD)
cihazinda yapildi. Gram negatif bakteriler ig¢in NMIC-433, Streptococcus spp. i¢in
SMIC/ID-11, diger gram pozitif bakteriler igin PMIC-600 panelleri kullanildi. Agar
plaklarda iireyen bakteriler 0.5 McFarland bulanikliginda suspanse edildikten sonra
tiretici talimatlar1 dogrultusunda Phoenix (Sekil 4) cihazimin ilgili panellerine
aktarildi ve cihaza yerlestirildi. Panellerin tanimlama kismi kullanilmadan, bakteri
isimleri MALDI TOF MS ile tanimlama sonucuna gore cihaza kaydedildi ve sadece

antibiyotik duyarliliklari ¢alisildi.
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Sekil 4: BD Phoenix M50 otomatize sistemi

3.4. DIREKT TANIMLAMA VE ANTIiBiYOTIiK DUYARLILIK TESTI
3.4.1. Bakteri Siispansiyonunun Elde Edilmesi

Kan kiiltiir siselerinden bakterileri ayirt etmede BD Vacutainer SST II
Advance serum ayirict tiipleri (Becton Dickinson, ABD) kullanildi. Bu tiipler,
santrifiijlemeden sonra serum ve kan hiicrelerini fiziksel olarak ayiran inert bir jel
igerir. Kan kiiltiir sisesinden alinan 6rnek bu tiiplerde santrifiij edildiginde bakteriler

jelin hemen {istiinde ince bir tabaka olusturur.

Pozitif sinyal veren kan kiiltiir sisesinden rutin gram boyama ve kiiltiir ekim
islemleri yapildiktan sonra siseler direkt tanimlama ve antibiyotik duyarlilik testleri
igin isleme alindi. Azrad ve arkadaslarmin kullandigi yontem (19) yiiksek devirli
santrifiij cihaz1 gerektirmeyecek sekilde modifiye edilerek uygulandi. Bakteri

siispansiyonu elde etme islemi asagidaki basamaklardan olugmaktadir:
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1) Pozitif sinyal veren kan kiiltlir sigsesinden steril enjektor ile alinan Sml
ornek serum ayirici tiipe aktarildi.

2) Tiip 3000 devirde 10 dakika santrifiij edildi.

3) Jelin iistiinde kalan bakteri tabakasi korunarak siipernatan atildi.

4) Tiipe 1ml serum fizyolojik (SF) eklendi.

5) Hafifce calkalanarak bakteri tabakasi SF i¢inde siispanse edildi ve bos bir
tiipe aktarildi.

6) 4000 devirde 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatan atildu.

7) Bakteri pelleti 500ul SF ile siispanse edildi.

Elde edilen bakteri siispansiyonu MALDI TOF MS cihazi ile tanimlama ve
Phoenix cihazinda antibiyotik duyarlilik testi ¢calisilmasi i¢in kullanildi.

Sekil 5:Kan kiiltiir sisesinden serum ayirict tiipe alinan drnegin santrifiij oncesi ve
sonrasi gorunumu

3.4.2. Direkt MALDI TOF MS ile Tanimlama

Bakteri siispansiyonundan pipet yardimiyla 2ul alinarak MALDI slayti
iizerindeki spota konuldu. Oda sicakhiginda kurumaya birakildi. Once 1pl %70
formik asit damlatildi. Kuruduktan sonra 1ul matriks soliisyonu (HCCA) damlatildi
ve tekrar kurumaya birakildi. Slayt kuruduktan sonra MALDI Biotyper cihazina
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yerlestirildi ve analiz edildi. Tanimlama sonuglar1 ve sonuclarin giivenilirlik skorlari

kaydedildi.

Uretici 6nerileri dogrultusunda 2 ve iizerindeki skor degerleri tiir diizeyinde
giivenilir; 1,7-1,99 arasindaki skor degerleri cins diizeyinde giivenilir; 1,7 nin

altindaki skor degerleri ise gilivenilir olmayan tanimlama olarak degerlendirildi (66).

3.4.3. Direkt Antibiyotik Duyarhhk Testi

Direkt MALDI TOF MS sonucu etken olarak degerlendirilen ornekler
antibiyotik duyarlilik testine alindi. Cilt florasi1 {iyesi olan koagiilaz negatif
stafilokoklar iki set kan kiiltiirinde pozitif sinyal verdiklerinde etken olarak
degerlendirildi. Antibiyotik duyarlilik testleri tanimlama sonucuna gére BD Phoenix
cihazinin NMIC-433, PMIC-600 ve SMIC/ID-11 panelleri kullanilarak ¢alisildi.
Serum ayirict tiip yontemiyle elde edilen bakteri siispansiyonundan pipet yardimiyla
alinip yaklasik 2ml BD ID broth (Becton Dickinson, ABD) icine aktarilarak 0,5
McFarland bulanikligina ayarlandi. Uretici talimatlar1 dogrultusunda cihazin ilgili
panellerine inokiile edildi ve cihaza yerlestirildi. Panellerin tanimlama kismi
kullanilmadan, bakteri isimleri MALDI TOF MS ile tanimlama sonucuna gore cihaza

kaydedildi ve sadece antibiyotik duyarliliklar ¢alisildi.

3.5. SONUCLARIN DEGERLENDIRIiLMESi

Direkt kan kiiltiir sisesinden tanimlama sonuglari, sonuglarin giivenilirlik
skorlariyla birlikte kaydedildi. Skorlara gore tiir diizeyinde giivenilir, cins diizeyinde
giivenilir veya giivenilir olmayan tanimlama olarak smiflandirildi (66). Direkt
tanimlama sonuglar1 rutin tanimlama sonuglariyla karsilastirildi. Direkt tanimlama
sonucu rutin tanimlama sonucuyla tiir diizeyinde uyumluysa “tiir diizeyinde dogru
tanimlama”, sadece cins diizeyinde uyumlu ancak tiir diizeyinde uyumsuzsa “cins
diizeyinde dogru tanimlama”, tiir ve cins diizeyinde de uyumlu degilse “yanlis
tanimlama” olarak degerlendirildi. MS analizinde herhangi bir pik elde edilemeyen

izolatlar tanimlanamada.
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Biitiin izolatlar i¢in rutin ve direkt yontemle Phoenix cihazinda calisilan
antibiyotiklerin duyarlilik sonuglari duyarli (S), yiiksek dozda duyarli (1) veya
direncli (R) olarak kaydedildi. Iki yontemle elde edilen sonuglar karsilastirilarak
kategorik uyum degerlendirildi. Kategorik olarak uyumlu olmayan sonuglardaki
hatalar su sekilde tanimlandi:

Kiiciik hata: bir yontemle yiiksek dozda duyarli (I) olarak bulunan izolatin,
diger yontemle duyarl (S) veya direngli (R) olarak saptanmasi

Biiyiik hata: rutin yontemle duyarli (S) bulunan izolatin, direkt yontemle

direncli (R) olarak saptanmast

Cok biiyiik hata: rutin yontemle direncli (R) bulunan izolatin, direkt yontemle
duyarli (S) olarak saptanmasi

Bakteri tiirlerine ve calisilan antibiyotige gore iki yontemle elde edilen
sonuclardaki kategorik uyum, kii¢iik hata, biiylik hata ve ¢ok biiyiikk hata oranlari
hesaplandi.

3.6. ISTATISTIKSEL ANALIiZ

Caligsma siiresince elde edilen veriler Microsoft Excel programina kaydedildi.
Verilerin analizi bilgisayar ortaminda IBM SPSS v23.0 programi kullanilarak
yapildi. Degerlendirme sonuglari, kategorik degiskenler icin say1 ve ylizde; sayisal
degiskenler i¢in ortalama olarak verildi. Antibiyotik duyarlilik testleri; >%90 genel
kategorik uyum, <%1,5 ¢ok biiylik hata oram1 ve <%3 biiyiik hata orani olmasi
halinde kabul edilebilir diizeyde uyumlu olarak kabul edildi (67).
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4. BULGULAR

Calismaya 01.09.2022-30.11.2022 tarihleri arasinda Saghk Bilimleri
Universitesi Diskapt Yildinm Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesinin gesitli
kliniklerinden kan dolasimi enfeksiyonu 6n tanisiyla alinip Tibbi Mikrobiyoloji
laboratuvarina gonderilen ve BACTEC FX kan kiiltiir cihazina yerlestirilen kan

kiiltiirti siselerinden pozitif sinyal veren 203 adet kan kiiltiirii sisesi dahil edildi.

Kan kiiltiirti 6rneklerinin 134 tanesi yogun bakim tiinitelerinden, 56 tanesi
servislerden, 12 tanesi acil servis kliniginden ve 1 tanesi poliklinikten gonderildi.
Kan kiiltlirii 6rneklerinin alindigi hastalarm 117 ‘si (%57,6) erkek, 86’s1 (%42,4)
kadindi. Hastalarin yaslar1 18-94 arasinda degismekle birlikte yas ortalamasi 67,9

olarak hesaplandi.

4.1. TANIMLAMA SONUCLARI

Direkt kan kiiltiir sisesinden MALDI TOF MS ile tanimlama yapilan 203 kan
kiltlirii sisesinden 3’linde anaerop bakteri iiremesi tespit edildi. Rutinde anaerop
kiiltiir yapilamadigi i¢in bu bakteriler rutin yontemle tanimlanamadi. Bu nedenle 3

kan kiiltiir sisesi i¢in direkt tanimlama sonuglari rutin yontemle karsilastirilamadi.

Degerlendirilen 200 kan kiiltiir sisesinden 70’inde (%35) Gram negatif,
130’unda (%65) Gram pozitif bakteri tiredi. Gram negatif bakterilerin direkt
yontemle tanimlama sonuglari, giivenilirlik skorlari ve rutin yonteme gore sonuglarin
dogrulugu Tablo 1°de gosterilmistir. En sik tireyen Gram negatif bakteriler E. coli
(n=22), K. pneumonia (n=14) ve A. baumannii (n=12) olarak tespit edildi. Direkt
yontemle gram negatif bakterilerin 69’u (%98,6) tiir diizeyinde dogru tanimlanirken,
1’i (%1,4) sadece cins diizeyinde dogru tanimlandi. Direkt yontemle yanlis
tanimlanan veya tanimlanamayan izolat olmadi. Gram negatif bakterilerin %61,4’1
2’nin lzerinde giivenilirlik skoruyla tanimlandi. %34,3’1 1,7-1,99 arasinda skorla

tanimlanirken, %4,3°1 1,7 nin altinda skorla tanimlandi.
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Tablo 1: Gram Negatif Bakterilerin Direkt Tanimlama Sonuglar1 ve Skorlar1

izolat Sayis1
Tiir Diizeyinde Dogru Cins Diizeyinde Yanhs

Tanimlama Dogru Tammlama Tammmla Tanmmsiz Top

Bakteri Tiirii MS Skoru MS Skoru ma lam
<1,7 1,7-1,99 >2 <1,7 17-199 >

E.coli - 8 14 - - - - - 22
K.pneumonia - 5 9 - - - - - 14
A.baumannii 2 3 6 - 1 - - - 12
P.aeruginosa 1 1 3 - - - - - 5
E.cloacae - 1 3 - - - - - 4
K.oxytoca - - 3 - - - - - 3
S.marcescens - 2 1 = - - = - 3
A.nosocomialis - 1 1 - - - - - 2
K.variicola - 1 1 - - - - - 2
S.maltophilia - 1 1 - - - - - 2
P.mirabilis - 1 - - - - - 1
Toplam 3 23 43 - 1 - - - 70
(%) 4,3) | (32,9 | (61,4) (1,4) (100)

MS: Kiitle spektrometrisi

Gram pozitif bakterilerin direkt yontemle tanimlama sonuglari, giivenilirlik
skorlar1 ve rutin yonteme gore sonuclarin dogrulugu Tablo 2°de gosterilmistir. En sik
tireyen Gram pozitif bakteriler S. epidermidis (n=40), S. aureus (n=20) ve S. hominis
(n=20) olarak tespit edildi. Direkt yontemle Gram pozitif bakterilerin 111’1 (%85,4)
tir diizeyinde dogru tammlanirken, 8’i (%6,1) sadece cins diizeyinde dogru
tanimlandi. Direkt yontemle yanlig tanimlanan izolat olmadi, ancak 11 (%8,5) izolat
tanimlanamadi. Direkt yontemle tanimlanamayan izolatlarin, rutin yontemle 10
tanesi koagiilaz negatif stafilokok, biri ise Corynebacterium amycolatum olarak
tanimlandi. Gram pozitif bakterilerin %15,4’1i 2’nin {lizerinde giivenilirlik skoruyla
tanmimlandi. %34,6°s1 1,7-1,99 arasinda skorla tanimlanirken, %41,5’1 1,7 nin altinda

skorla tanimlandi.
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Tablo 2: Gram Pozitif Bakterilerin Direkt Tanimlama Sonuglari ve Skorlari

izolat Sayis1
Tiir Diizeyinde Dogru Cins Diizeyinde Dogru  Yanhs
Tammlama Tammlama Tammm  Tamm Top
Bakteri Tiirii MS Skoru MS Skoru lama sIZ lam
<17 171,99 >2 <17 17199 =2

S.epidermidis 16 11 1 3 1 - - 8 40
S.aureus 5 11 4 - - - - - 20
S.hominis 10 5 2 3 - - - - 20
E.faecalis 2 5 5 - - - - - 12
S.haemolyticus 5 2 - 1 - - - 2 10
E.faecium 1 2 5 - - - = - 8
S.capitis 2 1 1 - - - - - 4
S.peumonia 1 1 1 - - - - - 3
C.afermentans 3 - - - F - - - 3
S.lugdunensis 1 - - - - - - - 1
S.simulans - - 1 - - - - - 1
S.pettenkoferi = 1 - - - - - - 1
C.striatum - 1 - - - - - - 1
C.amycolatum - - - - - - - 1 1
C.simulans 1 - - - - - - - 1
S.oralis - 1 - - - - - - 1
S.parasanguinis - 1 - - - - - - 1
L.monocytogenes - 1 - - - - - - 1
B.pumilis - 1 - - - - - - 1
Toplam 47 44 20 7 1 - - 11 130
(%) (36,1) | (33,8) | (154) | 5.4) | (08) | - - (8,5 | (100)

MS: Kiitle spektrometrisi

Biitiin izolatlarin direkt kan kiiltiir sisesinden MALDI TOF MS ile tanimlama
sonuglart Tablo 3’te Ozetlenmistir. Toplam 200 bakteriden direkt yontemle 180’1
(%90) tiir diizeyinde dogru tanimlanirken, 9’u (%4,5) sadece cins diizeyinde dogru

tanimlandi. 11’inde (%35,5) ise direkt yontemle tanimlama sonucu elde edilemedi.
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Tablo 3: Biitiin izolatlarin Direkt Tanimlama Sonuglar

Tiir Diizeyinde Cins Diizeyinde
izolatlar Dogru Tanimlama | Dogru Tanimlama Tanimsiz Toplam
n (%) n (%) n (%) n
Gram negatif 69 (98,6) 1(1,4) 0 70
Enterobacteriaceae 49 (100) 0 0 49
Nonfermenter 20 (95,24) 1(4,76) 0 21
Gram pozitif 111 (85,4) 8(6,1) 11 (8,5) 130
S.aureus 20 (100) 0 0 20
KNS 59 (76,6) 8 (10,4) 10 (13) 77
Enterococcus spp. 20 (100) 0 0 20
Streptococcus spp. 5 (100) 0 0 5
Gram pozitif basil 7 (87,5) 0 1(12,5) 8
Toplam 180 (90) 9 (4,5) 11 (5,5) 200

KNS: Koagiilaz negatif stafilokok, n: say1

Direkt yontemle sadece cins diizeyinde dogru tanimlanan izolatlarin rutin
tanimlama sonuglar1 ve direkt MS giivenilirlik skorlar1 Tablo 4’te gosterilmistir. 9
izolattan 2’sinin MS skoru “cins diizeyinde giivenilir” (1,7-1,99) kategorisinde,

7’sinin MS skoru ise “giivenilir olmayan tanimlama” (<1,7) kategorisinde bulundu.

Tablo 4: Cins Diizeyinde Dogru Tanimlanan izolatlarin Rutin Tanimlama ve Direkt
Tanimlama Sonuglari

Rutin Tanimlama Direkt Tanimlama MS skoru
Acinetobacter baumannii Acinetobacter nosocomialis 1,74
Staphylococcus epidermidis Staphylococcus capitis 1,39
Staphylococcus epidermidis Staphylococcus capitis 1,06
Staphylococcus epidermidis Staphylococcus hominis 1,76
Staphylococcus epidermidis | Staphylococcus pseudointermedius 1,06
Staphylococcus hominis Staphylococcus haemolyticus 0,97
Staphylococcus hominis Staphylococcus sciuri 1,03
Staphylococcus hominis Staphylococcus pettenkoferi 1,66
Staphylococcus haemolyticus Staphylococcus hominis 1,1
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Anaerop bakteri iiremesi olan kan kiiltiir sigeleri yalnizca direkt yontemle
tanimlandi. Anaerop kiiltiir yapilamadigr icin sonuglar referans yontemle
dogrulanamadi. Tanimlama sonuglar1 ve MS skorlar1 Tablo 5’te gosterilmistir. Ug
bakterinin de MS skoru “tiir diizeyinde giivenilir” (>2) kategorisinde tespit edildi.

Gram boyali inceleme sonuglart direkt tanimlama sonuglartyla uyumluydu.

Tablo 5: Anaerop Bakterilerin MALDI TOF MS Skorlar1 ve Skor Kategorileri

MALDI TOF MS skoru Skor kategorisi
Ruminococcus gnavus 2,02 Tiir Diizeyinde Giivenilir
Clostiridium boltae 2,05 Tiir Diizeyinde Giivenilir
Bacteroides fragilis 2,08 Tiir Diizeyinde Giivenilir

4.2. ANTIBIYOTIiK DUYARLILIK SONUCLARI

Direkt MALDI TOF MS sonucu ve pozitif sinyal veren sise sayisina gore kan
dolagimi enfeksiyonu etkeni olarak degerlendirilen izolatlara direkt yontemle
Phoenix cihazinda antibiyotik duyarlilik testi ¢alisildi. Sonuglar rutin yontemle elde
edilen duyarlilik sonuglariyla karsilagtirilarak kategorik uyum ve hata oranlari

belirlendi.

Direkt yontemle tanimlanan 70 tane Gram negatif bakterinin hepsi, 130 tane
Gram pozitif bakterinin ise 50’si antibiyotik duyarlilik testine alindi. Bakterilere gore
direkt antibiyotik duyarlilik testi sonuglarinin kategorik uyum ve hata oranlar1 Tablo
6’da gosterilmistir. Toplam 120 bakteri igin 1758 bakteri-antibiyotik kombinasyonu
test edildi ve rutin yontemle kargilagtirildi. Kategorik uyum %96,9 (1703) olarak
tespit edildi. Kiigiik hata oran1 %1,1 (20), biiyiik hata oran1 %1 (17) ve ¢ok biiyiik
hata oran1 %1 (18) olarak saptandi.

Gram negatif bakterilerde ¢alisilan 1115 testin %96,2°si (1072) kategorik
olarak uyumlu bulundu. Kiigiik hata oran1 %1,7 (19), biiyiik hata oran1 %1,2 (14) ve
cok biiytik hata oran1 %0,9 (10) olarak saptandi. En diisiik kategorik uyum %92 ile P.
aeruginosa izolatlarinda, en yiiksek ¢ok biiyiik hata orani ise %3,6 ile Acinetobacter

tiirlerinde tespit edildi.
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Gram pozitif bakterilerde ¢alisilan 643 testin %98,1°1 (631) kategorik olarak
uyumlu bulundu. Kiigiik hata oram1 %0,2 (1), biiyiikk hata oran1 %0,5 (3) ve ¢ok
biiyiik hata orani %1,2 (8) olarak saptandi. En yiiksek cok biiyiik hata oran1 %3,75 ile
koagiilaz negatif stafilokoklarda tespit edildi.

Tablo 6: Bakterilere Gore Direkt Antibiyotik Duyarlilik Testi Sonuglariin
Kategorik Uyum ve Hata Oranlari

Test Kategorik uyum KH BH CBH
Bakteriler sayisi n (%) n (%) n (%) n (%)
Gram negatif (n=70) | 1115 1072 (96,2) 19 (1,7) 14(1,2) 10 (0,9)
E.coli 440 423 (96,1) 7(1,6) 6(1,4) 4(0,9)
Klebsiella spp. 360 347 (96,4) 6(1,7) 5(1,4) 2 (0,5)
Acinetobacter spp. 112 107 (95,5) 0 1(0,9) 4 (3,6)
P.aeruginosa 50 46 (92) 3(6) 1(2) 0
E.cloacae 74 73 (98,6) 0 1(1,4) 0
S.marcescens 60 57 (95) 3(5) 0 0
S.maltophilia 2 2 (100) 0 0 0
P.mirabilis 17 17 (100) 0 0 0
Gram pozitif (n=50) 643 631 (98,1) 1(0,2) 3(0,5) 8(1,2)
S.aureus 320 318 (99,4) 0 0 2 (0,6)
Enterococcus spp. 180 174 (96,7) 0 3(1,7) 3(1,6)
KNS 80 77 (96,25) 0 0 3(3,75)
Streptococcus spp. 63 62 (98,4) 1(1,6) 0 0
Toplam 1758 1703 (96,9) 20 (1,1) 17(1) 18 (1)

KNS: Koagiilaz negatif stafilokok, n: say1, KH: Kiiciik hata, BK: Biiyiik hata, CBH: Cok biiyiik hata

Enterobacteriaceae ailesine ait izolatlarin direkt antibiyotik duyarlilik testi
sonuclarinin kategorik uyum ve hata oranlar1 Tablo 7°’de gosterilmistir. 49 izolatta
calisilan 951 testin %96,4’i (917) kategorik olarak uyumlu bulundu. Kiigiik hata
orani %1,7 (16), biiyiik hata oran1 %1,3 (12) ve ¢ok biiyiik hata oran1 %0,6 (6) olarak
tespit edildi. Amikasin, ampisilin, seftriakson, kolistin ve tigesiklin i¢in kategorik
uyum %100 olarak saptandi. Seftolozan-tazobaktam icin kategorik uyum kabul
edilebilir diizeyin altinda (%85,7) bulundu.
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Tablo 7: Enterobacteriaceae Ailesine Ait Izolatlarin (n=49) Direkt Antibiyotik
Duyarlilik Testi Sonuglarinin Kategorik Uyum ve Hata Oranlari

Test sayis1 | Kategorik uyum KH BH CBH
Antibiyotik n n (%) n (%) n (%) n (%)
Amikasin 49 49 (100) - - -
AMC 49 47 (95,9) - 2(41) -
Ampisilin 49 49 (100) - - -
SAM 47 46 (97,9) - - 1(2,1)
Sefazolin 47 46 (97,9) 1(2,1) - -
Sefepim 49 47 (95,9) 2(41) - -
Seftazidim 49 46 (93,9) 3(6,1) - -
Sef-Tazo 49 42 (85,7) - 5(10,2) | 2(4,1)
Seftriakson 49 49 (100) - - -
Sefuroksim 48 47 (97,9) 12,1 - -
Siprofloksasin 49 47 (95,9) 2(41) - -
Kolistin* 49 49 (100) - - -
Ertapenem 49 45 (91,9) - 3(6,1) 1(2)
Gentamisin 49 48 (98) - - 1(2)
Imipenem 48 44 (91,7) 3(6,2) - 1(2,1)
Levofloksasin 49 48 (98) 1(2) - -
Meropenem 49 47 (96) 1(2) 1(2) -
TZP 48 46 (95,8) 2(4,2) - -
Tigesiklin 27 27 (100) - - -
TMP-SXT 49 48 (98) - 1(2) -
Toplam n (%) 951 917 (96,4) 16 (1,7) | 12(1,3) | 6(0,6)

KH: Kiigiik hata, BK: Biiyiik hata, CBH: Cok biiyiik hata, AMC: Amoksisilin klavulanik asit,
SAM: Ampisilin-sulbaktam, Sef-Tazo: Seftolozan-tazobaktam, TZP: Piperasilin-tazobaktam,
TMP-SXT: Trimetoprim-sulfametoksazol

*Kolistin duyarliligi referans yontemle ¢alisilmadan kategorik uyum hesaplanmustir.

Nonfermenter gram negatif bakterilerin direkt antibiyotik duyarlilik testi
sonuglarinin kategorik uyum ve hata oranlar1 Tablo 8’de gosterilmistir. 21 izolatta
caligilan 164 testin %94,5°1 (155) kategorik olarak uyumlu bulundu. Kiigiik hata
orani %1,8 (3), biiyiik hata oran1 %1,2 (2) ve ¢ok biiyiik hata oram1 %2.,5 (4) olarak
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tespit edildi. Amikasin, seftazidim, imipenem, levofloksasin ve meropenem igin
kategorik uyum %100 olarak saptandi. En diisiik kategorik uyum ve en yiiksek ¢ok
biiyiik hata oran1 gentamisinde tespit edildi. Gentamisine ait 2 ¢ok biiyiik hata ve 1

biiyiik hata A. baumannii izolatlarinda saptandi.

Tablo 8: Nonfermenter Gram Negatif Bakterilerin (n=21) Direkt Antibiyotik
Duyarlilik Testi Sonuglarinin Kategorik Uyum ve Hata Oranlari

Test sayis1 | Kategorik uyum KH BH CBH
Antibiyotik N n (%) n (%) n (%) n (%)
Amikasin 19 19 (100) - - -
Sefepim 5 4 (80) 1 (20) - -
Seftazidim 5 5 (100) - - -
Sef-Tazo 5 4 (80) - 1 (20) -
Siprofloksasin 19 18 (94,7) 1(5,3) - -
Kolistin* 19 18 (94,7) 5 - 1(5,3)
Gentamisin 14 11 (78,6) - 1(7,1) | 2(14,3)
Imipenem 19 19 (100) - - -
Levofloksasin 19 19 (100) - - -
Meropenem 19 19 (100) - - -
TZP 5 4 (80) 1 (20) - -
TMP-SXT 16 15 (93,75) - - 1 (6,25)
Toplam n (%) 164 155 (94,5) 3(18) | 2(12) | 4(25)

KH: Kiigiik hata, BK: Biiyiik hata, CBH: Cok biiyiik hata, Sef-Tazo: Seftolozan-tazobaktam,
TZP: Piperasilin-tazobaktam, TMP-SXT: Trimetoprim-sulfametoksazol

*Kolistin duyarliligi referans yontemle ¢alisilmadan kategorik uyum hesaplanmustir.

Staphylococcus tiirlerinin direkt antibiyotik duyarlilik testi sonuglarmin
kategorik uyum ve hata oranlar1 Tablo 9’da gdsterilmistir. 25 izolatta c¢alisilan 400
testin %98,75’1 (395) kategorik olarak uyumlu bulundu. Cok biiyiik hata oran1 %1,25
(5) olarak tespit edildi. Kiiciik hata ve biiyiilk hata saptanmadi. Amikasin,
siprofloksasin, klindamisin, levofloksasin, linezolid, moksifloksasin, oksasilin,
penisilin G, teikoplanin, tetrasiklin ve vankomisin i¢in kategorik uyum %100 olarak

bulundu.
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Tablo 9: Staphylococcus Tiirlerinin (n=25) Direkt Antibiyotik Duyarlilik Testi
Sonuglarinin Kategorik Uyum ve Hata Oranlari

Test sayis1 | Kategorik uyum KH BH CBH
Antibiyotik n n (%) n (%) n (%) n (%)
Amikasin 25 25 (100) - - -
Siprofloksasin 25 25 (100) - - -
Klindamisin 25 25 (100) - - -
Daptomisin 25 24 (96) - - 1 (4)
Eritromisin 25 24 (96) - - 1 (4)
Fosfomisin 25 24 (96) - - 1 (4)
Gentamisin 25 24 (96) - - 1(4)
Levofloksasin 25 25 (100) - - -
Linezolid 25 25 (100) - - -
Moksifloksasin 25 25 (100) - - -
Oksasilin 25 25 (100) - - -
Penisilin G 25 25 (100) = - R
Teikoplanin 25 25 (100) - - R
Tetrasiklin 25 25 (100) - - -
TMP-SXT 25 24 (96) - - 1(4)
Vankomisin 25 25 (100) - - -
Toplam n (%) 400 395 (98,75) - - 5 (1,25)

KH: Kiigiik hata, BK: Biiyiik hata, CBH: Cok biiyiik hata, TMP-SXT:Trimetoprim-sulfametoksazol

Enterococcus ve streptococcus tiirlerinin direkt antibiyotik duyarlilik testi
sonu¢larinin kategorik uyum ve hata oranlar1 Tablo 10°da gosterilmistir. Toplam 25
izolatta galisilan 243 testin %97,1’1 (236) kategorik olarak uyumlu bulundu. Kiigiik
hata oran1 %0,4 (1), biiyiik hata oran1 %1,25 (3) ve ¢ok biiyiik hata oran1 %1,25 (3)
olarak tespit edildi.
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Tablo 10: Enterococcus (n=20) ve Streptococcus (n=5)

Turlerinin Direkt

Antibiyotik Duyarlilik Testi Sonug¢larinin Kategorik Uyum ve Hata Oranlari

Test sayis1 | Kategorik uyum KH BH CBH
Antibiyotik n n (%) n (%) n (%) n (%)
AMC 22 22 (100) - - -
Ampisilin 20 20 (100) - - -
Sefepim 5 5 (100) - - -
Sefotaksim 5 4 (80) 1 (20) - B
Sefuroksim 5 5 (100) - - -
Siprofloksasin 20 19 (95) - 1(5) -
Kloramfenikol 3 3 (100) - - -
Klindamisin 5 5 (100) - - -
Eritromisin 3 3 (100) - - -
Gentamisin Syn 20 19 (95) - - 1(5)
Levofloksasin 23 21 (91,3) - 1(4,35) | 1(4,35)
Linezolid 23 22 (95,65) - 1 (4,35) -
Meropenem S 5 (100) - - -
Moksifloksasin 3 3 (100) - - -
Penisilin G 5 5 (100) - - -
Streptomisin Syn 20 19 (95) - - 1(5)
Teikoplanin 25 25 (100) - - -
Tetrasiklin 3 3 (100) - - R
TMP-SXT 3 3(100) - - -
Vankomisin 25 25 (100) - - -
Toplam n (%) 243 236 (97,1) 1(0,4) | 3(1,25) | 3(1,25)

AMC: Amoksisilin klavulanik asit, TMP-SXT: Trimetoprim-sulfametoksazol

Amoksisilin-klavulanik asit, ampisilin, sefepim, sefuroksim, kloramfenikol,

klindamisin, eritromisin, meropenem, moksifloksasin, penisilin G, teikoplanin,

tetrasiklin, trimetoprim-sulfametoksazol ve vankomisin i¢in kategorik uyum %100

olarak saptandi.
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5. TARTISMA

Sepsiste uygun antibiyotik tedavisinin erken baslanmasi, tedavi yanitini
etkileyen en onemli faktorlerden biridir. Kan kiiltiirii; patojen mikroorganizmanin
tanimlanmasinin yaninda, antimikrobiyal duyarlilik testlerinin de yapilmasina olanak
sagladig1r i¢in sepsisin mikrobiyolojik tanisinda altin standart olarak kabul
edilmektedir (31,38). Konvansiyonel yontemde kan Kkiiltiir siselerinin otomatize
sistemlerde inkiibasyonu ve pozitif sinyal vermesinden sonra, tamimlama ve
antibiyotik duyarlilik testlerinin yapilabilmesi i¢in kat1 agarlara ekim yapilip 18-24
saat inkiibe edilmesi gerekmektedir. Bu silirecin uzunlugu nedeniyle, klinik
degerlendirmeye dayali genis spektrumlu ampirik tedavi, sepsis tedavisin temel
dayanagi olmaya devam etmektedir. Bununla birlikte, ampirik antibiyotiklerin
hastalarin  %25-50'sinde yetersiz veya gereksiz oldugu gosterilmistir (68,69).
Gereksiz antibiyotikler, antibiyotik direncinin gelismesine, Clostridium difficile veya
invaziv mantar enfeksiyonu riskinin artmasina ve saglik hizmeti maliyetlerinin
yiikselmesine yol agabilir (70,71). Uygun olmayan antibiyotikler ise tedavi yanitini
olumsuz etkilemektedir. Etkili antibiyotik tedavisinin baglanmasindaki her bir saatlik
gecikme mortaliteyi %7,6 oraninda artirmaktadir (6).

MALDI TOF MS teknolojisi giiniimiizde direkt kan Kkiiltlir sisesinden
tanimlama i¢in kullanilabilmektedir. Bu amagcla ¢esitli ticari kitler ve laboratuvar igi
yontemler gelistirilmistir. Hazir ticari kitlerin en ©Onemli dezavantaji yiiksek
maliyetleridir. Laboratuvarda gelistirilen yontemlerde saponin, amonyum kloriir,
trifloroasetik asit (TFA), TritonX gibi lizis soliisyonlar1 veya serum ayirict tiipler
kullanilmistir (5,11,19,57-61,63). Calismamizda digerlerine gore daha az basamakli
ve diisiik maliyetli olan serum ayirici tiip yontemi kullanilmistir. Azrad ve ark.’nin
kullandig1 yontem yiiksek devirli santrifiij cihaz1 gerektirmeyecek sekilde modifiye
edilmistir (19). Bu protokol ile kan kiiltiir sisesinden bakteri siispansiyonu elde etme
islemi yaklasik 20 dakika slirmektedir. Elde edilen bakteri siispansiyonu MALDI
TOF MS ile tanimlama ve Phoenix cihazinda antibiyotik duyarliligi ¢alisilmasi icin

kullanilmistir. Bu yontemle pozitif sinyal sonrasi bir saatten kisa bir siirede patojen
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bakteri tanimlanirken, antibiyotik duyarlilik testleri konvansiyonel ydnteme gore

yaklasik 24 saat daha erken sonuglanmaktadir.

Calismamizda degerlendirilen kan kiiltiir siselerinden %65’inde Gram pozitif
ve %35’inde ise Gram negatif bakteri {iremesi olmustur. Ulkemizde yapilan benzer
calismalarda da Gram pozitif bakteri iiremesi %56 ile %67 arasinda, Gram negatif

bakteri tiremesi ise %29 ile %34 arasinda bulundugu bildirilmistir (72—74).

Bu calismada pozitif sinyal veren kan Kkiiltiirii siselerinde etken veya
kontaminasyon ayrimi yapmadan genel olarak en sik iireyen bakteriler sirasiyla
koagiilaz negatif stafilokoklar, E. coli, S. aureus ve K. pneumonia olarak tespit
edilmistir. Vendemiato ve ark.’nin yaptig1 benzer ¢aligmada kan kiiltiirlerinde en sik
saptanan ilk dort bakteri bu ¢alismayla benzer bulunmustur (75). Mataj ve ark.’nin
kan dolasimi enfeksiyonu etkenlerini arastirdigi ¢alismada da; en sik lireyen Gram
negatif bakteri E. coli iken Gram pozitif bakteri ise koagiilaz negatif stafilokok

olarak tespit edilmistir (76).

Literatiirde serum ayirict tiipler kullamilarak direkt kan kiiltiir sisesinden
MALDI TOF MS yontemi ile yapilan ¢aligmalarda Gram negatif bakterilerin dogru
tanimlanma oranlart %90 ile %95 arasinda, Gram pozitif bakterilerin dogru
tanimlanma oranlari ise %82,3 ile %92 arasinda bulundugu bildirilmistir (2,5,19,20).
Calismamizda da benzer sekilde Gram negatif bakterilerin %98,6’s1, Gram pozitif
bakterilerin %85,4’1 direkt MALDI TOF MS yontemi ile tiir diizeyinde dogru olarak
tanimlanmistir.  Saponin kullanilarak yapilan ¢aligmalarda direkt kan kiiltiir
sisesinden Gram negatif bakterilerin dogru tanimlanma oranlar1 sirasiyla %92,6 ve
%93, Gram pozitif bakterilerin dogru tanimlanma oranlar1 ise sirasiyla %73,9 ve
%81 oldugu tespit edilmistir (22,77). Amonyum kloriir kullanarak direkt kan kiiltiir
sisesinden tanimlama yapilan bir calismada ise Gram negatif bakterilerin %901,

Gram pozitif bakterilerin %73’ dogru tanimlanmistir (61).

Direkt kan kiltir sisesinden MALDI TOF MS ile tanimlama yapilan
calismalarda sonuglar benzer olmakla birlikte, bizim ¢alismamizda dogru tanimlama
oranlart ¢ogu calismadan yiiksek bulunmustur. Tanimlama sonuglar1 arasindaki

farkliliklarin sebepleri arasinda numune elde etmede kullanilan yontem, kan kiiltiir
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siselerinin igerigi, ¢aligilan bakteri tiirleri ve kullanillan MALDI TOF MS sistemi
sayilabilir. Direkt kan kiiltiir sisesinden tanimlamada MALDI Biotyper (Bruker
Daltonics, Almanya) ve VITEK MS (bioMérieux, Fransa) sistemlerinin
karsilastirildigi bir calismada dogru tanimlama oranlarinin MALDI Biotyper
sisteminde daha yiiksek oldugu gosterilmistir (57).

Calismamizda direkt yontemle 70 Gram negatif bakterinin tamami (%100)
cins diizeyinde, 69‘u (%98,6) ise tiir diizeyinde dogru tanimlanmistir. Direkt
yontemle Gram negatif bakterilerin %95,7’si 1,7’nin {izerinde MS skoru ile
tanimlanirken, %61,4°i 2’nin lizerinde skorla tanimlanmistir. Bu sonuglar Gram
negatif bakterilerde direckt MALDI TOF MS ile tanimlama sonuglarinin giivenilir
oldugunu gostermektedir. Yalnizca bir A. baumannii izolati direkt yontemle A.
nosocomialis olarak tanimlanmistir. Bazi calismalarda Acinetobacter tiirlerinin
fenotip ve protein profili bakimindan benzer olmasi nedeniyle MALDI TOF MS ile

tiir diizeyinde tanimlanmasinda sorunlar oldugu bildirilmistir (78-80).

Calismamizda direkt yontemle 130 Gram pozitif bakterinin 119’u (%91,5)
cins diizeyinde, 111’1 (%85,4) tiir diizeyinde dogru tanimlanmistir. Direkt yontemle
Gram pozitif bakterilerin, %50’si 1,7 nin tlizerinde MS skoru ile, %15,4’1 ise 2 nin
tizerinde MS skoru ile tanimlanmistir. Literatiirle uyumlu olarak direkt MALDI TOF
MS yontemiyle tanimlama oranlari ve skorlari, Gram pozitif bakterilerde Gram
negatif bakterilerden daha diisitk bulunmustur. Bu durumun en 6nemli nedeni kan
kiiltiir sisesinden elde edilen siispansiyondaki diisiik bakteri sayisidir (1,5). Diger bir
neden ise Gram pozitif bakterilerin hiicre duvarindaki kalin peptidoglikan tabakanin

protein ekstraksiyonunu olumsuz etkilemesidir (1,53,81).

Direkt MALDI TOF MS yoéntemiyle Gram pozitif bakterilerin 8’1 (%6,1)
sadece cins diizeyinde dogru tanimlanabilmistir. Bu sekiz bakterinin tiimii koagiilaz
negatif stafilokoklardir. Gram pozitif bakterilerin direkt MALDI TOF MS ile
tanimlanmasindaki kisitlamalarin yani sira koagiilaz negatif stafilokoklarin yiiksek

derecede genetik benzerligi, tiir diizeyinde tanimlanmalarini zorlastirmaktadir (53).

Literatiirde direkt yontemle yanlis tanimlama oranlart %0 ile %4 arasinda

degismektedir (2,19,82). Calismamizda ise yanlis tanimlanan izolat olmamustir.
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Degerlendirilen 200 o6rnekten 11°inde (%5,5) MS analizinde herhangi bir kiitle
spektrum piki elde edilememistir. Tanimlanamayan 11 izolatin 10 tanesi koagiilaz
negatif stafilokok, 1’1 C. amycolatum olmak iizere timii Gram pozitif bakterilerdir.
Ayni zamanda tiimii cilt florasi {liyesi olup, iiremeleri kontaminasyon olarak
degerlendirilmistir. Tanimlanamayan izolatlar hari¢ tutuldugunda, direkt kan kiiltiir
sisesinden yapilan MS analizinde tanimlanabilen izolatlarin  sonuglar
degerlendirildiginde, tiim sonuglar rutin yontemle elde edilen sonuglarla cins

diizeyinde uyumlu bulunmustur.

Calismaya dahil edilen siselerin iiclinde anaerop bakteri iiremistir. Bu
bakteriler direkt MALDI TOF MS yontemiyle Ruminococcus gnavus, Clostiridium
boltae ve Bacteroides fragilis olarak tanimlanmistir. Ugiiniin de MS skorlar1 2 nin
tizerinde olup tiir diizeyinde giivenilir kategorisindedir. Tanimlama sonuglar1 Gram
boya incelemesi ile uyumlu bulunmustur. Laboratuvarimizda anaerop kiiltiir
yapilamadig1 i¢in direkt tanimlama sonuclari dogrulanamamistir. Dai ve ark.’nin
yaptig1 ¢alismada direkt kan kiiltiir sisesinden MALDI TOF MS ile 30 anaerop
bakterinin 28’1 (%93,3) dogru tanimlanmistir (83). Bu da direkt MALDI TOF MS
yonteminin, tiremesi i¢in 6zel sartlar gerektiren anaerop bakterileri tanimlamak i¢in

giivenilir oldugunu diistindiirmektedir.

Yapilan baz1 ¢alismalarda iiretici firma tarafindan belirlenen tiir diizeyinde
giivenilir MS skor limitinin (>2) yiiksek oldugu ve diisiiriilmesi gerektigi
bildirilmistir (19,82,84). Bu ¢alismalarla uyumlu olarak bizim ¢alismamizda da
1,8’in lizerinde skorla tanimlanan tiim izolatlar tiir diizeyinde dogru olarak

tanimlanmaistir.

Sepsis tedavisinde patojen mikroorganizmanin erken tanimlanmasi ampirik
tedavinin segilmesinde klinisyene yol gosterici olsa da, hedefe yonelik antibiyotik
tedavisinin verilebilmesi i¢in antibiyotik duyarlilik testlerinin sonug¢lanmasi
gerekmektedir. Pozitif kan kiiltiir sisesinden elde edilen bakteri slispansiyonu
kullanilarak otomatize sistemlerde duyarlilik ¢alisildiginda, sonuglar konvansiyonel
yonteme gore yaklasik 24 saat daha erken alinabilmektedir. Wu ve ark.’nin serum
ayirict tiip yontemiyle Vitek-2 cihazini kullanarak 38 Gram pozitif ve 88 Gram

negatif bakteri ile yaptiklar1 calismada; Gram pozitif bakterilerde %0,2 kiigiik hata,
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%0,2 biiyiik hata, %0,4 ¢ok biiyiik hata, %99,2 oraninda kategorik uyum tespit
edilirken, Gram negatif bakterilerde %0,7 kiigiik hata, %0,2 biiyiik hata, %0,5 ¢ok
biiyiik hata ve %98,6 oraninda kategorik uyum saptanmistir (2). Jo ve ark.’nin
saponin yontemiyle Vitek-2 cihazini kullanarak 51 Gram pozitif ve 69 Gram negatif
bakteri ile yaptiklar ¢alismada; Gram pozitif bakterilerde %2,2 kiiciik hata, %0,1
biiyiik hata, %0,5 cok biiylik hata, %97,2 oraninda kategorik uyum bulunurken,
Gram negatif bakterilerde %1,4 kiigiik hata ve %98,6 oraninda kategorik uyum
saptanmustir (22). Bu ¢alismamizda genel olarak kiigiik, biiyiikk ve ¢ok biiyiik hata
oranlar1 diger c¢alismalara gore yiiksek, kategorik uyum ise benzer olarak
bulunmustur. Antibiyotik duyarlilik testleri i¢in >%90 genel kategorik uyum, <%1,5
cok biiyilk hata oran1 ve <%3 biiylik hata oraninin kabul edilebilir oldugu
bildirilmektedir  (67). Dolayisiyla g¢alismamizin  sonuglart  bu  kriterleri

kargilamaktadir.

Pheonix cihazi ile yapilan ¢aligmalarin ¢ogu Gram negatif bakteriler tizerinde
yapilmistir. Bahge ve ark.’nin 120 Gram negatif bakteri ile yaptiklari calismada
kategorik uyum %95,5 olarak bulunurken, %2 kiiciik hata, %1,1 biiylik hata ve %1,2
cok bilyiik hata tespit edildigi bildirilmistir (4). Funke ve ark.’nin 309 Gram negatif
bakteriyi igeren ¢alismada %99 kategorik uyum, %0,8 kii¢lik hata, %0,1 biiyiik hata
ve %0,1 ¢ok biiyiik hata bulmuslardir (85). Wimmer ve ark.’nin 110 Gram negatif
bakteri ile yaptiklar1 ¢alismada %98 kategorik uyum, %1,37 kiiciik hata, %0,32
biiyiik hata ve %0,26 ¢ok biiyiik hata tespit edilmistir (86). Bu ¢aligmalarin tigiinde
de serum ayirici tiip yontemi kullanilmistir. Calismamizda Gram negatif bakterilerde
kategorik uyum %396,2, kiigiik hata %1,7, biiyiik hata %1,2, ¢ok biiyiik hata ise %0,9
olarak bulunmustur. Sonuglar biiylik oranda benzerlik gosterse de hata oranlar
arasindaki farklar; serum aywrict tiip kullanilarak uygulanan protokoldeki
degisiklikler ve c¢alisilan izolatlarin duyarlilik profillerindeki farkliliklardan
kaynaklaniyor olabilir.

Calismamizda Enterobacteriaceae ailesine ait 49 izolatta galisilan 951 test
sonucu degerlendirildiginde kategorik uyum %96,4 olarak tespit edilmistir. Romero-

Gomez ve ark.’nin yaptig1 caligmada ise bu oran ¢alismamizla uyumlu olarak %96,6
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bulunmustur (87). Test edilen 20 antibiyotikten sadece seftolozan-tazobaktam i¢in

kategorik uyum kabul edilebilir diizeyin altinda saptanmustir.

Nonfermenter Gram negatif bakterilerin direkt antibiyotik duyarlilik sonuglar
degerlendirildiginde kategorik uyum %94,5 olarak tespit edilmistir. Bu oran Bahge
ve ark.’nin g¢alismasinda %93,7 (4), Pan ve ark.’nin ¢alismasinda %93,22 (21),
Romero-Gomez ve ark.’nin ¢aligmasinda ise %92,3 (87) olarak ¢alismamiza goére
daha diisiik bulunmustur. Test edilen 12 antibiyotikten 5’inin (amikasin, seftazidim,
imipenem, levofloksasin, meropenem) kategorik uyumu %100 olarak saptanmustir.
Pseudomonas izolatlarinin sayis1 degerlendirme igin yetersiz olsa da, tedavide ilk

secenek olan seftazidim i¢in kategorik uyumun %100 olmasi anlamlidir.

S. aureus izolatlarinda direkt yontemle caligilan 320 testin %99,4’1 kategorik
olarak uyumlu bulunmugtur. Pan ve ark.’nin yaptig1 ¢caligmada bu oran %98,6 olarak
tespit edilmistir (21). Sonuglar benzer olmakla birlikte ¢alismamizda daha yiiksek
kategorik uyum bulunmustur. Calismamizdaki Stapylococcus tiirlerinin tamami
degerlendirildiginde kategorik uyum %98,75 olarak saptanmustir. Test edilen 16
antibiyotikten 11°1 i¢in kategorik uyum %100 olarak bulunmustur. Oksasilin
sonuglarinin %100 uyumlu olmasi yontemimizin metisilin direncini tespit etmede
giivenilir oldugunu gostermektedir. Ayrica vankomisin, teikoplanin ve linezolid i¢in

de kategorik uyumun %100 olmas1 sevindiricidir.

Enterococcus ve Streptococcus tiirlerinde ¢alisilan toplam 243 testin %97,1°1
kategorik olarak uyumlu bulunmustur. Pan ve ark.’nin ¢alismasinda Enterococcus ve
Streptococcus tiirlerinde c¢aligilan 68 testte kategorik uyum %94,1 olarak tespit
edilmistir (21). Romero-Gomez ve ark.’nin ¢alismasinda ise Enterococcus tiirlerinde
calisilan 396 testte kategorik uyum c¢alismamizla benzer sekilde %97,7 olarak
saptanmig (87). Calismamizda test edilen 20 antibiyotikten sadece sefotaksim igin
kategorik uyum kabul edilebilir diizeyin altinda bulunmustur. Vankomisin i¢in
kategorik uyumun %100 olmasi yontemimizin vankomisin direngli enterokoklar

(VRE) tespit etmede etkili olabilecegini gostermektedir.

Pozitif sinyal veren kan kiiltiir sisesinden direkt tanimlama ve antibiyotik

duyarhilig1 caligmalarinda kritik basamak bakterilerin kan hiicreleri, serum ve sivi
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besiyerinden ayristirilmasidir.  Ozellikle direkt yontemle c¢alisilan antibiyotik
duyarlilik testlerinde tespit edilen hatalarin yetersiz inokulum miktar1 veya yetersiz
yikama islemi nedeniyle bakterilerin sise igeriginden tamamen ayristirilamamasindan
kaynaklandigin1 diisiinmekteyiz. Calismamizda direkt yontemle ¢alisilan antibiyotik
duyarlilik testlerinde kabul edilebilir diizeylerin iizerinde uyum bulunmustur. Ancak
hatalar1 daha da azaltmak i¢in kan kiiltiir sisesinden bakteri siispansiyonunu elde

etmede kullanilan protokoliin gelistirilmesine yonelik ¢alismalara ihtiya¢ vardir.

Calismanin kisithiliklarindan biri bazi bakteri tiirlerinde izolat sayisinin diisiik
olmasidir. Calismamiz 3 aylik bir donemde yapilmis olup 203 kan kiiltiir sisesinden
tanimlama yapilmis ve 120 izolatta antibiyotik duyarliligi ¢alisilmistir. Cok merkezli
ve daha uzun donemde yapilacak olan caligmalarda daha fazla tiirde bakteri
tanimlanabilir ve antibiyotik duyarhilik testlerinin c¢alisildigi izolat sayilari
artirilabilir. Ayrica polimikrobiyal lireme ve maya iiremesi olan drnekler ¢alisma disi
birakilmistir. Bu nedenle serum ayirici tiip kullanilarak direkt MALDI TOF MS ile
tanimlama yonteminin mayalar ve polimikrobiyal iiremelerdeki performansi

degerlendirilememistir.

Calismanin diger bir kisitliligr ise direkt yontemle Phoenix cihazindan elde
edilen antibiyotik duyarliligi sonuclar1 degerlendirilirken, test performanslarini
karsilagtirabilmek igin rutin yontemle Phoenix cihazindan alinan sonuglarin referans
yontem olarak kabul edilmesidir. iki yontemle elde edilen sonuglardaki
uyumsuzluklarin manuel olarak tekrar test edilmesi hata oranlarmin daha dogru

sekilde elde edilmesini saglayabilirdi.
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6. SONUC

Calismamizda 200 kan kiiltiir sisesinden serum ayirict tiip kullanilarak
gelistirilen yontemle direkt MALDI TOF MS ile tanimlama yapildi ve sonuglar kati
besiyerinde iireme sonrasi kolonilerden yapilan MALDI TOF MS sonuglariyla
karsilastirildi.

Direkt kan kiiltiir sisesinden MALDI TOF MS yontemiyle Gram negatif
bakterinin %98,6’s1 tiir ve %1,4’1i sadece cins diizeyinde, Gram pozitif bakterilerde
ise %85,4’1 tiir ve %6,1°1 sadece cins diizeyinde dogru tanimlandi. Gram negatif
bakterilerde yanlis tanimlanan veya tanimlanamayan izolat tespit edilmedi. Gram
pozitif bakterilerde ise yanlis tanimlanan izolat olmazken, %8,5’1 direkt yontemle

tanimlanamadi.

Calismamizda direkt yontemle tanimlanan bakterilerden etken olarak
degerlendirilen 120 bakterinin, tanimlama i¢in elde edilen bakteri silispansiyonu
kullanilarak Phoenix cihazinda antibiyotik duyarlilik testleri ¢alisildi. Sonuglar kati
besiyerinde lireme sonrast Phoenix cihazinda ¢alisilan duyarlilik testi sonuglariyla
karsilastirildi. Kategorik uyum >%90, biiyiik hata oran1 <%?3 ve ¢ok biiyiik hata orani
<%]1,5 oldugu i¢in rutin yontemle kabul edilebilir diizeyde uyumlu oldugu bulundu.

Sonu¢ olarak hizli, kolay ve diisiik maliyetli olan serum ayirict tiip
yonteminin, direkt kan kiiltiir siselerinden tanimlama ve antibiyotik duyarlilik testi
calisilmasinda etkili bir yontem oldugu ve rutin yontemle kabul edilebilir diizeyde
uyumlu sonuglar elde edildigi gosterilmistir. Bu yontemle pozitif sinyal sonrasi 1
saatten kisa siirede patojen bakteri tanimlanabilmekte ve antibiyotik duyarlilik
testleri rutin yonteme gore yaklasik 24 saat daha erken sonuglanmaktadir. Yapilacak
genis orneklemli calismalarla yontemin daha da gelistirilmesiyle birlikte sepsis tanili
hastalarda hedefe yonelik tedavinin daha erken baslanmasini ve mortalitenin

azaltilmasini saglayacag diistiniilmektedir.
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