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Kan kultliriinde bakterilerin hizli tanisi ve duyarliliklarinin saptanmasi
Rapid diagnosis of bacteria and determination of sensitivity in blood culture
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Amag: Kan dolasimi enfeksiyonu olan hastalarda; etkenin kisa siirede tanimlanmasi ve uygun
antimikrobiyal tedavi uygulanmasi, morbidite ve mortalitenin azaltiimasi bakimindan oldukga 6énemlidir.
Bu galismada, kan kiltiriinden dogrudan tanimlama ve antibiyotik duyarlilik testlerinin yapilmasi igin
gelistirilen yeni bir ydntemin degerlendiriimesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: BacT/Alert 3D sisteminde pozitif sinyal veren kan kiltliri érneklerinden yikama ve
santrifiij islemleri ile bakteriyel ¢okelti elde edildi. Bu ¢okeltiden Vitek MS kullanilarak tanimlama
yapildi, ardindan VITEK 2 otomatize sisteminde dogrudan antibiyotik duyarlilik testi ¢aligildi. Sonuglar
standart ydntem ile karsilastirildi.

Bulgular: Tanimlama islemi 80 kan kultlrl 6rneginde gergeklestirildi. Dogrudan tanimlama isleminde
73 Ornek tanimlandi ve bunlardan 72’si (%90) standart yontemle uyumlu olarak sonuglandi. Dogrudan
antibiyotik duyarlihk testlerinin %97,9 oraninda uyumlu oldugu saptandi. Degerlendirilen 635
antibiyotik duyarhlik sonucu iginde; 10’unda blyuUk hata, 3’Gnde kiguk hata oldugu gorulda.

Sonug: Kan kiltiri 6rneklerinden calismada uygulanan prosedirler kullanilarak 24 saat icinde,
maliyetli reaktifler ya da uzun islem stresine gereksinim olmadan, standart uygulama sonuglarina
benzer bir sekilde tanimlama ve antibiyotik duyarlilik sonucu elde edilebilecedi goérilmustir.

Anahtar Sozcukler: Kan kiltird; MALDI-TOF MS; Dogrudan tanimlama.

ABSRACT

Aim: In patients with bloodstream infection; identifying the causative agent in a short time and
applying appropriate antimicrobial therapy is very important in terms of reducing morbidity and
mortality. In this study, it was aimed to evaluate a new method developed for direct identification and
antibiotic susceptibility testing from blood culture.

Materials and Methods: Bacterial pellet was obtained from blood culture samples that showed
positive signals in the BacT/Alert 3D system by washing and centrifugation. Identification was made
from this pellet using Vitek MS, followed by direct antibiotic susceptibility testing in the VITEK 2
automated system. The results were compared with the standard method.

Results: Identification was performed on 80 blood culture samples. In the direct identification process,
73 samples were identified, of which 72 (90%) resulted in agreement with the standard method. Direct
antibiotic susceptibility tests were found to be compatible with a rate of 97.9%. Among the evaluated
635 antibiotic susceptibility results; it was observed that 10 of them had major errors and 3 of them
had minor errors.

Conclusions: Using the procedures applied in the study from blood culture samples, without the need
for costly reagents or long processing time, it has been observed that identification and antibiotic
susceptibility results can be obtained within 24 hours, similar to standard results.
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GiRiS

Standart yontemler ile kan dolasimi
enfeksiyonlarina neden olan mikroorganizmalarin
tanimlanmasi  ve  antimikrobiyal  duyarlilik
testlerinin sonuglari 48 saat veya daha uzun siire
almaktadir. Sepsis slphesi olan hastadan kan
kaltura ahindiktan hemen sonra, hastalara ampirik
ve genellikle genis spektrumlu antimikrobiyal
tedavi baglanmakta ve bu tedavi etiyolojik ajan
tanimlanincaya ve antibiyotik duyarlihk testleri
sonuglanincaya kadar devam eder. Genis
spektrumlu antimikrobiyallerle yanlis ve surekli
tedavi; ilag toksisitesine, antimikrobiyal ilag
direncine, hastanede artan vyatis suresine,
hastalar ve saglk sistemi igcin ek maliyetlere yol
acmaktadir (1). Bu nedenle, ampirik tedaviden
hedefe yonelik tedaviye zamaninda gecgebilmek
icin kan dolasimi enfeksiyonuna neden olan

mikroorganizmalari  hizh  tanimlayan  etkili
uygulamalari belirlemek énemlidir.
Kan dolasimi enfeksiyonuna neden olan

patojenin dogru tanimlanmasi ve antimikrobiyal
duyarliik testi (ADT), klinik mikrobiyoloji
laboratuvari tarafindan gergeklestirilen en énemli
iki konudur. Kan dolagimi enfeksiyonlarinda etkili
antibiyotik tedavisine kadar gegen sire hem
morbidite hem de mortaliteyi azaltmada 6nemli
bir belirleyicidir (2). Ampirik antimikrobiyal
tedaviye, klinik durum ve epidemiyolojik faktorler
rehberlik edebilirken; en etkin antimikrobiyal
tedavi ise tanimlama ve ADT'ye dayanir. Gram
boyama ampirik antimikrobiyal tedavide yol
gosterici  olabilmekle birlikte, intrensek direncli
bakterileri ayirt etmede yeterli olamamaktadir.

Matris destekli lazer desorpsiyon iyonizasyon-
ucus suresi kitle spektrometrisi (MALDI-TOF
MS), daha hizh ve daha dodru tanimlama
sagladigi icin klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda kullaniimaktadir (3).
Geleneksel tanimlama testlerine benzer sekilde,
MALDI-TOF MS ile tanimlamada kati besiyerinde
ureyen mikroorganizmalar kullanilir. Pozitif kan
kiltirlerinden  mikroorganizmalarin  dogrudan
tanimlanmasina  yonelik  ¢gesitli  yontemler
gelistiriimektedir. Bunlar genellikle kan kiltiri
orneginde bulunan kan bilesenlerinin giderilmesi
ve ardindan mikroorganizmanin santrifij veya
filtrasyon yoluyla ayrilmasi ve konsantrasyonu
islemlerine dayanir (4).

Pozitif kan kiltirinden santriflij sonrasinda elde
edilen ¢okeltden MALDI-TOF MS kullanilarak
yapllan tanimlamayi standart yontemde kati besi
yerinde Ureyen kolonilerden yapilan tanimlama ile
karsilastirdik. Daha sonra c¢okeltiden dogrudan
ADT calisarak, koloniden vyapilan ADT ile
uyumunu degerlendirdik.
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GEREG ve YONTEM
1. Kan kdiltiirii 6rnekleri

Mevcut calismadaki kan  kdltarleri, Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde takip
edilen hastalardan; Haziran ve Eylil 2018
tarihleri arasinda BacT/Alert Standard Aerobic
(SA), Standard Anaerobic (SN) veya (Pediatric
Fastidious Antimicrobial Neutralization) PF plus
siselerinde  toplandi ve BacT/Alert 3D
(bioMérieux, St. Laurent, Quebec) otomatize kan
kiltir cihazinda inkibe edildi. Gram boyamada
monomikrobiyal oldugu goérilen 80 kan kdltru
ornegdi gcalismaya alindi.

2. Standart uygulanan mikroorganizma
tanimlama islemi

Tdm kan kultura siseleri, %5 koyun kanli agar ve
EMB agar (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Fransa)
besi yerlerine pasajlandi. Plaklar 35 °C'de inklbe
edildi, 24. ve 48. saatlerde incelendi. inkiibasyonun
ardindan, kati besiyerlerinde gelisen
mikroorganizmalar Vitek MS sisteminde
(bioMérieux, Inc., Durham, NC, ABD) tanimlandi.
izolatlar hedef plaka Uizerine yayildi, ardindan1 pL
a-siyano-4-hidroksisinnamik asit (CHCA) matrisi
uygulandi ve MALDI-TOF MS ile tanimlamadan
Once kurumaya birakildi. Tanimlama sonuglari
MYLA yaziliminda analiz edildi.

3. Kan kiiltirinden dogrudan bakteriyel ¢cokelti
elde edilmesi

Pozitif kan kultirtu siselerinden 4’er mL kan, 10
mL'lik 2 ayri steril tipe aktarildi ve 1000 rpm
devirde 10 dakika santriflj edildi. Olusan
supernatan iki ayri steril tipe aktarilip 4500 rpm
devirde 10 dakika santrifij edildi (Sekil-1).
Tlplerde olusan ¢okeltilerden biri dogrudan
tanimlama igleminde, digeri dogrudan antibiyotik
duyarhlik testinde kullanildi.

4. Kan kdltirinden dogrudan tanimlama islemi

Bakteriyel c¢okelti 1 mL steril distile su ile
suspanse edildi ve suUspansiyon 2 mLlik
Eppendorf tipine aktarildi. Stspansiyon 13.000
rom devirde 2 dakika santrifij edildi. Olusan
cOkeltiye protein ekstraksiyon islemi uygulandi
(Sekil-2). Cokelti 900 pL %99,5 etanol ile
suspanse edilerek presipite edildi, tzerine 300 pyL
steril distile su eklendi. Stspansiyon 13.000 rpm
devirde 2 dakika santriflj edildi. Supernatan
uzaklastirildiktan sonra ¢okelti 20-50 pL %70
formik asit ve 100 pL asetonitril ile sispanse
edildi ve 13.000 rpm devirde 1 dakika santrifQj
edildi. Supernatan Vitek MS hedef plakasi
Uzerine yayilip kurumaya birakildi. Ardindan 1 pL
CHCA eklenip, kuruduktan sonra Vitek MS ile
tanimlandi (Sekil-3).
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5. Kan Kiiltiriinden dogrudan antibiyotik duyarlilik
testi

Bakteriyel cokelti ile 0,5 McFarland
yogunlugunda suspansiyon olusturuldu. Bu
slspansiyondan AST-P640 (Gram-pozitif), AST-
N325 ve AST-N326 (Gram-negatif) Kkartlari
kullanilarak VITEK 2 (bioMérieux, Inc., Durham,
NC, ABD) otomatize sisteminde antibiyotik
duyarlilik testleri ¢calisildi.

6. Standart yéntemde kan kiiltiiriinden antibiyotik

duyarlilik testi

Pozitif sinyal veren kan kultiri 6rneklerinden kati
besiyerlerine  yapilan pasajlarda  gelisen
kolonilerden 0,5 McFarland yogunlugunda
suspansiyon hazirlandi ve VITEK 2 otomatize
sisteminde antibiyotik duyarhliklari ¢aligildi.

7. Etik ve Istatistik

Bu calisma, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesinden (17-TIP-026), calisma o6zellikleri
acisindan yazih bilgilendiriimis onamin gerekli
olmadidi deneysel bir galisma olarak onay aldi.
Calisma veri tabaninda higbir kisisel bilgi yer
almadi.

Kategorik degiskenler, uygun goéruldiginde Ki-
kare testi kullanilarak karsilastirildi ve <0.05'lik
bir p degeri anlamli kabul edildi.

BULGULAR

1. Dogrudan ve geleneksel yaklasimlar
kullanarak yapilan MALDI-TOF MS
tanimlamasinin karsilastiriimasi

Calismaya, 51 Gram-pozitif ve 29 Gram-negatif
bakteri olmak Uzere toplam 80 pozitif kan kultiru
dahil edildi. Vitek MS, 72 (%90) bakteriyel
cOkeltide organizmalari tir duzeyinde dogru bir
sekilde tanimladi. Tanimlanmayan 7 izolat esas
olarak Gram-pozitif organizmalardi (7 izolattan
6's1), bunlardan 3'U S. epidermidis idi. Bir izolat
da standart uygulamada S. epidermidis olarak
tanimlanirken, dogrudan kan kdultdrinden yapilan
tanimlamada S. paucimobilis olarak tanimlandi.

2. Dogrudan ve standart yaklagimlar kullanilarak
antimikrobiyal duyarlilik test sonuglarinin
degerlendiriimesi

Kan kiltirinden dogrudan elde edilen ¢okeltiden

72 izolatta (28’i Gram-negatif, 44'G Gram-pozitif)

ADT calisildi ve standart ydontemde kati besi

yerinde Ureyen koloniler kullanilarak yapilan ADT

ile karsilastirildi (Tablo-1). Antibiyotik duyarhihdini
test etmek icin toplam 635 antibiyotik
degerlendirildi. Kan kdltirinden dogrudan ADT
sonucunda 622 (%97,9) antibiyotigin duyarhhgi
rutinde kullanilan standart yéntem ile uyumlu
olarak sonuglandi. Gram-negatif bakteriler igin
288 antibiyotik test edildi, 277 ‘si (%96,2)
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standart yontem ile uyumlu bulundu (Tablo-2).

Gram-pozitif bakteriler icin 347 antibiyotik test

edildi ve 345’i (%99,4) uyumlu sonuglandi (Tablo-

3).

Tablo-1. Pozitif kan kultirlerinden dogrudan tanimlama
yéntemi kullanilarak elde edilen sonuglar.

Bakteri tiirii Tanimlanan izolat sayisi

Uyumlu Uyumsuz Toplam

S. epidermidis 16 4 20
S. hominis 16 2 18
K. pneumoniae 9
S. haemolyticus
E. coli

E. cloaceae

E. faecalis

P. mirabilis

E. faecium

P. geruginosa

P. putida

A. ursingii

A. hydrophilia

Toplam 72 8

©
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Tablo-2. Kan kdltirinden dogrudan antibiyotik duyarlilik
testinde Gram-negatif basillerin duyarlilik profilleri

Antibiyotik Major hatasayist  Minor hatasayist  Uyum Toplam
Ampisilin - - 23 23
Amoksisilin/kla - - 23 23
vulonik asit

Piperasilin/taz 2 - 26 28
obaktam

Seftriakson 2 - 21 23
Sefepim - - 28 28
Seftazidim 2 - 2 4
Ertapenem - - 23 23
Meropenem - 1 27 28
Amikasin 2 2 24 28
Gentamisin - - 28 28
Siprofloksasin - - 28 28
Tigesiklin - - 24 24
Toplam 8 3 277 288

Tablo-3. Kan kiltirinden dogrudan antibiyotik duyarlik

testinde  Gram-pozitif koklarin  duyarlilik

profilleri
Antibiyotik Major hatasayisi Minor hatasayisi  Uyum Toplam
Ampisilin - - 5 5
Sefoksitin - - 39 39
Oksasilin - - 39 39
Gentamisin - - 44 44
Siprofloksasin - - 44 44
Linezolid - - 44 44
Vankomisin 1 - 43 44
Teikoplanin 1 - 43 44
Tigesiklin - - a4 44
Toplam 2 - 345 347

Staphylococcus spp. i¢in oksasilin, sefoksitin,

gentamisin, siprofloksasin, vankomisin,
teikoplanin, linezolid ve tigesiklin duyarlliklari
calisildi.  Enterococcus spp. igin ampisilin,
136

gentamisin, siprofloksasin, vankomisin,
teikoplanin, linezolid ve tigesiklin duyarlilid
bakildi. Gram-negatiflerde Tablo-2'de listelenen
antibiyotiklerin yaninda Pseudomonas spp. igin
seftazidim duyarlihdi da calisildi.

Calismada antibiyotik duyarlilk testinde ¢ok
biyik hatalarla karsilasiimadi. incelenen 635
antibiyotik duyarhihginda 13 klgik veya blyik
hata ile %97,9'luk bir uyum oldugu gorildu
(p>0.05). Sadece sinirli sayida duyarlilik hatasi
bulundu ve tim coklu ilag direng modelleri rutin
testlere benzer sonuglar verdi. Dogrudan
antibiyotik duyarllik testindeki hata oranlarinin
ISO 20776-2 standartlarina goére (blyik hata
orani <%3, cok blylk hata orani £ %3) kabul
edilebilir sinirlarda oldugu géruldu.

TARTISMA

MALDI-TOF MS, mikroorganizmalari hizli ve
guvenilir bir sekilde tanimlama yetenegi ile klinik
mikrobiyoloji laboratuvarinda rutin  kullanima
girmis durumda ve bu teknolojiyi kullanmak igin
birgok yenilikgi ydntem gelistiriimektedir (5-8).
Burada incelenen kan kiltirlerinde dogrudan
tanimlama ile mikroorganizma tanimlama suresi
24 saat kadar kisalmakta ve dogrudan antibiyotik
duyarhlik sonuglari hasta tedavisinde kilavuz
glrevi gérmektedir (9).

Bu calismada, dogrudan tanimlama prosedurind;
kati besiyerine pasajlanmis kdltirlerden yapilan
MALDI-TOF MS tanimlamasiyla karsilastirdik.
Daha Once yayinlanmig yontemlerle
karsilagtirildiginda,  dzellikle  bir  filtrasyon
yonteminin aksine bir peletleme prosedurinin

kullanilmasi; hem satin alinacak daha az
ekipman oldugu hem de kullanimlar arasinda
daha az sterilizasyon gerekecedi anlamina
gelmektedir.

Pozitif kan kdltirlerinden, %57,4 ile %87
arasinda degisen tir dizeyinde tanimlama ile
MALDI-TOF MS’te birden fazla dogrudan
tanimlama  yontemi  onerilmistir  (7,10-11).
Calismamizda  agiklanan  dogrudan  pelet

yonteminin performansi rapor edilen araliklardan
daha iyi sonug vermigtir.

Yayinlanmig  prosedirlerde  yaygin  olarak
bulunan, Gram-negatif bakterilere kiyasla Gram-
pozitif bakterilerde uyumlu tanimlanma
oranlarinin daha didsltk olmasi bizim de
karsilastigimiz bir bulgudur. Dogrudan ydntemle

tanimlanamayan Gram-pozitif bakteriler, kati
besiyerine pasajlardan Koagiilaz-negatif
stafilokoklar olarak tanimlandi. Tanimlama

yapillamayan bu d&rneklerde kultir plaginda az

Ege Tip Dergisi / Ege Journal of Medicine



saylda koloni elde edildi, bu da sisede dusuk
miktarda canli  bakteri  yUkd  oldugunu
gostermektedir. MALDI-TOF MS tanimlamasi igin
gereken minimum bakteri yogunlugunun 10°
CFU/mL oldugu gosterilmistir ve bu yogunlukta
bir pelet Uretmek icin igsleme alinan oOrnek
miktarini arttirmak etkili olabilir.

Pozitif kan kuiltirinden dogrudan antibiyogram
yaklasimi kullanilarak yUratilen otomatize ADT,
bakterilerin direng profillerini hizla belirlemek igin
glvenilir bir ydntemdir. Pasajlama ve subkultir
adiminin ¢ikarilmasi, ayni gun iginde duyarlilik
sonugclarinin alinmasini saglamigtir.

Kan kdltirinde Ureyen mikroorganizmalarin hizli
bir sekilde tanimlanmasi umut vericidir ancak kan
kultura siseleri, kan ve Ureme ortaminin makro
molekllerini igcerdigi i¢in islem 6ncesinde hazirlik
yapiimasi gereklidir. Makro molekiillerin
gideriimesi  icin  kademeli  santrifij, kan
hiucrelerinin segici lizisi (6rnegin: su, amonyum
klorir, saponin, sodyum dodesil silfat
kullanilarak), serum separatér tip ve filtrasyon
gibi malzemeler kullanilabilir (12). Pozitif kan
kaltiri  6rneklerine 6n islemler uygulanarak
MALDI-TOF MS’te tanimlama suresi bir glin veya
daha fazla azaltilabilir (13).

Kan  kdltirinden  dogrudan  tanimlamada
bakteriyel ¢okelti elde etmek igin farkli yontemler
kullaniimaktadir. Azrad ve arkadaslarinin 2019
yilinda yaptiklari calismada seperatdr jelli tip
kullanilmisgtir. Kan kdltiri 6rnedi bir kez 3000
rom’de santrifij edilmis ve jelin Uzerinde biriken
bakteriyel ¢okelti kullaniimistir. Bu ydntem
calisma suresini ve islem sayisini azaltmakla
birlikte ¢alisilan 186 6rnegin 81'i (%43,5) dogdru
bir sekilde tanimlanmistir (6).

Lin ve arkadaslarinin 2018 yilinda yaptiklari
calismada, calismamiza benzer sekilde cokelti
elde etme asamasinda kimyasal madde
kullaniimamistir. Kan kdltiri érneginden 1,5 mL
alinip 600 g’'de 10 saniye santrifyj ettikten sonra
olusan supernatani 3000 g’de bir dakika santrifij
etmislerdir. Ardindan, protein ekstraksiyon islemi
uygulamadan, olusan ¢okeltiyi MALDI-TOF hedef
plakasina aktararak tanimlamisglardir.
Calismalarinda 324 érnegin 186’s1 (%57,4) dogru
olarak tanimlanmistir. Kullanilan érnek miktarinin
az olmasi ve santrifij surelerinin kisaligi
tanimlama oranlarini azaltmis olabilir.  Ayni
calismada c¢okelti elde ettikten sonra lizis
solusyonu ekleyerek MALDI-TOF MS kullanarak
tanimlama yaptiklarinda, dogru tanimlama
oranlari %81,8’e ylkselmistir. Calismada lizis
solisyonu kullaniimasi islem sayisini arttirmakta
ve ek maliyete yol agmaktadir. Bu nedenle
calismamizda c¢okelti elde etme asamasinda
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kimyasal madde kullaniimadi ve daha az islem
basamagi ile sonug elde edilmeye calisildi (7).
Pozitif kan kultirinden antibiyotik duyarlihdini
dogrudan test etmek i¢cin Hoéring ve
arkadaslarinin 2019 yilinda yaptiklari galismada
kademeli santrifij ve serum seperatér tip
kullaniimasi karsilastiriimigtir. Serum seperator
tip ve kademeli santrifiij yontemlerinde sirasiyla
%98,4 ile %98,3 oraninda uyumlu sonug¢ elde
edilmis, anlamli bir fark goérilmemistir. Serum
seperatdr tip kullanildiginda bakteriyel g¢okelti
elde etmek icin 10 dakikallk santrifij
uygulanmigken; kademeli santrif(jj isleminde ilk
asamada dusuk devirde 5 dakika, ikinci asamada
yuksek devirde 10 dakika santrifij uygulanmistir.
Antibiyotik duyarlihginin dogrudan dlgulmesinde
serum seperatér tlp kullaniimasi, g¢alismamizda
kullandigimiz kademeli santriflije gére daha kisa
stirede tamamlanmistir (14).

Lopez-Pintor ve arkadasglarinin 2019 vyilinda
yayinlanan c¢alismalarinda bakteriyel c¢okeltiden
MALDI-TOF MS ile tanimlama ve ardindan
antibiyotik duyarhhik testi calisiimistir.
Calismamizdan farkh olarak, bu ¢alismada 1 mL
ornek kullaniimig ve SDS eklenerek kan
hicrelerinin lizisi hedeflenmistir. Yalnizca gram-
negatif Gremelerin alindigi ¢calismada tanimlama
oranlari  %88,5 olarak sonuglanmistir. Bu
calismada da en fazla hata beta-laktam grubu
antibiyotiklerde saptanmigtir (15).

Bu c¢alismada, kan kultiri 6rnedinin alinma
isleminden yaklasik 24 saat sonra, pahali
reaktifler veya uzun c¢alisma slrelerine
gereksinim olmadan, dogru bir tanimlama ve
antibiyotik duyarliik sonucu elde edilebilecegi
gOrulmustar.

SONUG

Bu prosedurin pozitif kan kilttrlerinin neredeyse
%90'Inda guvenilir bir tanimlama saglamasi ve
kati besiyerinden yapilana kiyasla daha hizli ADT
sonucu elde edilmesi, bu ydntemin degisen
mikrobiyoloji uygulamalari tUzerinde olumlu etkisi

olabilecegini gOstermektedir. Ayrica bu
yaklagimlar, antimikrobiyal direngli
mikroorganizmalarla enfekte hastalarin

zamaninda izolasyonu yoluyla enfeksiyon dnleme
ve kontrol girisimlerini iyilestirirken; uygun
antibiyotiklerin hizh ve uygun kullanimi yoluyla
hasta yOnetimini blylk olcide etkileme
potansiyeline sahiptir. Su anda, bu mudahalenin
antimikrobiyal receteleme (zerindeki etkisini
belirlemek icin daha fazla arastirmaya gereksinim
bulunmaktadir.

Cikar catismasi:
bulunmamaktadir.

Cikar catismasi
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