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KISALTMA SIMGELER

E. coli Escherichia coli

E.faecalis Enterococcus faecalis

P.aeruginosa Pseudomonas aeruginosa

S.aureus Staphlylococcus aureus

S.epidermidis Staphylococcus epidermidis

E. cloacae Enterobacter cloacae

S. hominis Staphylococcus hominis

S. haemolyticus Staphylococcus haemolyticus

A. baumannii Acinetobacter baumannii

K. pneumoniae Klebsiella pneumoniae

KDE Kan dolasimi1 enfeksiyonu

SIRS Sistemik inflamatuvar yanit sendromu
KiKDE Kateter ile iliskili kan dolasim1 enfeksiyonlari
KKA Koyun kanli agar

CA Cikolata agar

EMB Eozin Metilen-blue agar

MCA MacConkey agar

SDA Sabouraud dekstroz agar

CHCA a-cyano-4-hidroksisinnamik asit

SF Serum fizyolojik
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OZET

Giris ve amag¢: Kan dolagimi enfeksiyonlarinda etken mikroorganizmanin hizli ve
dogru bir sekilde tespit edilmesi tedaviye erken baglanilmasina olanak
saglayacagindan hayati 6nem tagimaktadir. Bu ¢alismada kiitle spektrometri yontemi
ile pozitif kan kiiltiirii siselerinden ¢esitli 6n hazirliklar yapildiktan sonra direkt bakteri
identifikasyonunun arastirilmasi amaglanmistir.

Materyal ve Metot: Bu ¢alismada hazirlayip cihaza yiikledigimiz 40 spike 6rnek
pozitif sinyal verdikten sonra 5 ml kan jelli tiiplere alind1. Cesitli siire ve hizda santrifiij
asamasindan gegirilen 6rnek peletleri ince tahta ¢ubuk yardimiyla MALDI-TOF MS
slaytlarinda ki kuyucuklara inokiile edilip kurumasi beklendi. Kuruduktan sonra
tizerlerine 1 pl matriks ilave edildi. Bu karigim da kuruduktan sonra slaytlar cihaza
yiiklenerek identifikasyon sonuglart degerlendirildi.

Bulgular: E. coli suslarinda %80, K. pneumoniae suslarinda %100, A. baumannii
suslarinda %66, E. cloacae suslarinda %50, S. aureus suslarinda %66, S. epidermidis
suslarinda %66, S. hominis suslarinda %50, S. haemolyticus suslarinda %25, E.
faecalis suslarinda %100 koloniden identifikasyon ile uyumlu sonug elde edilmistir.
Bu sonuglar dogrultusunda gram negatif bakterilerde %80 uyumlu sonug goriiliirken;

gram pozitif bakterilerde %45 uyumlu sonu¢ gorilmiistiir

Sonu¢: MALDI-TOF MS ile pozitif kan kiiltlirlerinden yapilan direkt identifikasyon
sonucunda gram-negatif bakterilerde %80 basar1 elde edilirken farkli yontemler
denenmesine ragmen gram-pozitif bakterilerde bu oran %45 olmustur. Bu konuda

Ozellikle gram-pozitif bakteriler i¢in genis ve kapsamli ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: sepsis, kan kiiltiiri, direkt identifikasyon, MALDI-TOF MS,
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ABSTRACT

Introduction and aim: Rapid and accurate detection of the causative microorganism
in bloodstream infections is of vital importance as it will allow early initiation of
treatment. In this study, it was aimed to investigate the direct bacterial identification
after various preliminary preparations were made from positive blood culture bottles

with mass spectrometry method.

Materials and Methods: In this study, 40 pre-prepared spike samples were taken into
5 ml blood gel tubes after giving a positive signal. The sample pellets, which were
passed through the centrifugation stage at various times and speeds, were inoculated
into the wells in the MALDI-TOF MS slides with the help of a thin wooden rod and
waited to dry. After drying, 1 pl of matrix was added to them. After this mixture was
dried, the slides were loaded into the device and the identification results were

evaluated.

Results: Rapid identification results were consistent with the identification from the
bakterial colonies with the following ratios: E. coli 80%, K. pneumoniae 100%, A.
baumannii 66%, E. cloacae 50%, S. aureus 66%, S. epidermidis 66%, S. hominis 50%,
S. haemolyticus 25%, E. faecalis 100%. In line with these results, 80% compatible
results were seen in gram-negative bacteria; 45% consistent results were found in

gram-positive bacteria

Conclusion: As a result of direct identification from positive blood cultures with
MALDI-TOF MS, 80% success was achieved in gram-negative bacteria, while this
rate was 45% in gram-positive bacteria despite different methods being tried. In this
regard, large and comprehensive studies are needed, especially for gram-positive
bacteria.

Keywords: sepsis, blood culture, direct identification, MALDI-TOF MS
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1. GIRIS VE AMAC

Sepsis hastalarinin hayatta kalabilmeleri i¢in hizli ve dogru ampirik antimikrobiyal
tedavi sarttir (Degand, Carbonnella ve Dauphin 2008, Dieckmann, Helmuth, Erhard
ve Malorny 2008).

Kan dolagimi enfeksiyonlarinda, hizli tespit ve tedaviye ihtiyag vardir ve bundan
dolay1 6ne ¢ikan Ozelliklerin farkinda olmak son derece onemlidir. Kan dolasimi
enfeksiyonlarinda patojen mikroorganizmanin ¢ok hizli ve en dogru sekilde izole
edilip identifikasyonunun yapilmasi1 tedaviye erken baslanilmasina olanak
saglayacagindan hayati Onem tagimaktadir (Aydin, Kasik¢ioglu, Kosucu,
Timurkaynak ve Arslan 2014). Pozitif kan kiltiirii sisesinde en hizli ve en dogru
identifikasyona alt yap1 saglayan yontemler ampirik tedaviye rehberlik etmede 6nemli

bir rol oynamaktadir (Kempf, Trebesius ve Autenrieth 2000).

Yiiksek insidansa sahip olan sepsis diinya genelinde onde gelen 6lim sebepleri
arasindadir. Kan dolasimi enfeksiyonlarinda, uzun yillar Gram negatif bakteriler etken
olarak on plandayken; son yillarda, Staphylococcus aureus, koagiilaz negatif
stafilokok (KNS)’lar ve enterokoklar gibi Gram pozitif bakterilerin daha fazla etken
olduklar gériilmektedir (Onciil, Topgu, Soyletir ve Doganay 2008).

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda ¢alisilan kan kiiltliri yontemi, kan dolasimi
enfeksiyonuna sebep olan etken mikroorganizmalarin izole edilmesi ve antimikrobiyal
testlere olanak saglamasi amaciyla yapilan ¢ok Onemli ve c¢ok degerli bir tani
yontemidir. Kan dolasimina sebep olan etkenin bilinmesi enfeksiyon ve sepsis gibi
mortalitesi yliksek durumlarla miicadelede siiphesiz en 6nemli basamaktir. Ayrica
kiiltir isleminden elde edilen sonuglar erken tedavi uygulanabilmesi agisindan

onemlidir (Yiice, Demirdag, Kalkan ve ark. 2005).



Pozitif sinyal veren kan kiiltiirii siselerinden kanli agar ve Eozin Metilen-Blue (EMB)
agara pasaj alinarak 37°C Etiivde 18-24 saat inkiibe edildikten sonra iireyen bakteriler
tanimlanabilmektedir. Kiiltiir ekimi yapilirken preparat hazirlanip gram boyama
yapilarak tireyen bakterinin gram pozitif veya gram negatif oldugu klinisyene bilgi
verilerek ampirik tedavi baglanilabilir. Geleneksel yontemlerle bakterinin tiir
diizeyinde isminin verilmesi uzun siirdiigii (yaklasik 24 saat) ve kan dolagimi
enfeksiyonunda hizli ve dogru antimikrobiyal tedaviye baglanmasinin hayati 6nemi
oldugu diisiiniildiigiinde daha hizli ve dogru sonug¢ veren yontemler arastirilmaya
gidilmistir.

MALDI-TOF MS (Matriks assisted lazer desorption ionization time of flight
massspectrometry) mikroorganizmalarin identifikayonunda kullanilan hizli, maliyeti
diisiik, dogru sonug veren bir kiitle spektrometri sistemidir (Croxatto ve Prod’hom
2012, Wieser,Schneider ve Jung 2012). MALDI-TOF MS sisteminde
mikroorganizmalara ait biyomolekiillerin (protein, peptid, seker) ve biiyiikk organik
molekiillerin (polimer, dendrimer, makromolekiil) iyonize edilerek elektrik ve/veya
manyetik alandan gegcirilir ve boylece protein profilleri ortaya cikarilmaktadir.
Sistemin veritabaninda bulunan ve referans alinan mikroorganizmalarin profil
spektrumlarma ait grafiksel goriintiiler ile elde edilen protein profilleri arasindaki
uyumun sonucuna gore mikroorganizmalar cins ve tiir diizeyinde

tanimlanabilmektedir (Anhald 1975).
MALDI-TOF MS cihaz1 ana hatlariyla {i¢ béliimden olugsmaktadir. Bunlar;

(a) Iyonizasyon kaynagi: MALDI ve ESI soft iyonizasyon kaynaklaridir.

(b) Kiitle analizorii: Lazer dezorbsiyon sistemi gesitli kiitle analizorleri ile kombine
edilmektedir. TOF (time of flight) MALDI ile birlikte ¢ogunlukla kullanilan kiitle
spektrometresidir.

(c) Algllama béliimii: Analizler Iyonlarmn kiitle yiikiine bagli olarak yapilip,
biyomolekiiler yogunluklarina ve oranina gore siniflara ayrilmaktadir. (Croxatto ve

Prod’hom 2012).

Analiz i¢in kristalize hale gelen 6rnekler lazer 1s1nlarina maruz kalir ve lazerden alinan

bu enerji, karisimdan iyonlarin buharlagsmasini ve gaz fazina gegilmesini saglar. Ugus



tipiinde gecirdikleri zamana gore serbest hale gelmis ve elektromanyetik alanda
hizlandirilmis iyonlarin kiitle agirliklart belirlenir. Kiitleye bagh tek yiiklii iyonlardan
elde edilen pikler MALDI ile yapilan dezorbsiyon islemi sonucunda ortaya
¢ikmaktadir.
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Sekil 1: MALDI-TOF MS’in Olgiimii

Kan dolagim1 enfeksiyonlar1 ve sepsis hastalarinda etken mikroorganizmanin hizli ve
dogru bir sekilde tespit edilmesi tedavinin yonlendirilmesi agisindan hayati dneme
sahiptir. Bu ¢alismada, simiile ornekler kullanilarak kiitle spektrometri yontemi ile
pozitif sinyal alinan kan kiiltiirii siselerinden ¢esitli 6n hazirliklar yapildiktan sonra

direkt bakteri identifikasyonunun arastirilmasi amaglanmistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1.SEPSIS TARIHCESI

"Sepsis" kelimesi, ¢iirlimiis et ve ¢iliriime i¢in eski Yunancadan tiiretilmistir. 1914'te
Hugo Schottmiiller, sepsisin ilk bilimsel tanimini "sepsis, yerel bir enfeksiyoz
kaynaktan kan dolagimina mikrobiyal istilanin neden oldugu ve uzak organlarda
sistemik hastalik belirtilerine yol agan bir durumdur." sozleri ile yapmuistir.. Sepsis ve
septiseminin, bakteriyemiye ek olarak bir dizi kétii tanimlanmis klinik duruma atifta
bulundugu diistiniilmiis ve pratikte bu terimler genellikle birbirinin yerine
kullanilmigtir. Bununla birlikte, sepsis belirti ve semptomlari olan hastalarin
yarisindan daha azinda pozitif kan kiiltiirii sonuglar1 veya enfeksiyoz bir hastaligin
diger mikrobiyolojik sonuglari vardir (Brun-Buisson, Meshaka, Pinton ve Vallet
2004). William Osler (1849-1919), sepsiste enfeksiyonun degil de konak tepkisinin
onemli roliinii ilk fark eden kisi olmustur: "Birka¢ durum disinda, hasta enfeksiyondan
ziyade viicudun enfeksiyona verdigi tepkiden oliiyor gibi goriiniiyor." sdylemiyle bu

durumu isaret etmistir.

2.2.KAN DOLASIMI ENFEKSIYONU

Tiim diinyada 6zellikle hastanelerde yatmakta olan hastalarda en 6nemli morbidite ve
mortalite sebeplerinden biri kan dolasimi enfeksiyonu (KDE)’dur. (Kirn ve Weinstein
2013). Enfeksiyon hastaliklarinin devam ederken veya malignensi, yaniklar,
intravaskiiler kateter, immiinsiipresyon, travmatik ve cerrahi yaralar gibi risk

faktorlerinin varliginda bazi mikroorganizmalar hastanin kanina karigarak bakteriyemi



ve fungemiye sebep olmaktadir. Kan dolasimi enfeksiyonlari, sinirlari olan bir
hastaliga sebep olabilecegi gibi hayati tehlikesi olan sepsis, sistemik inflamatuvar
yanit sendromu (SIRS), ¢oklu organ yetmezligi, septik sok gibi ¢esitli klinik tablolara
da sebep olabilmektedir (Ntusi, Aubin, Oliver, Whitelaw ve Mendelson 2010).

2.3. KAN KULTURU

Kan kiiltlirleri, enfektif endokardit, nedeni bilinmeyen ates, fungemi ve
bakteriyeminin tanisi i¢in en 6nemli tahlildir. Kan kiltiirlerinin tanisinda énemli bir
yere sahip oldugu diger enfeksiyonlarda; kateter ile iliskili kan dolagimi enfeksiyonlari
(KIKDE), septik artrit, protez enfeksiyonlar1 (eklem, vaskiiler greft vb.), osteomiyelit
ve pndmoni gibi enfeksiyon hastaliklaridir (KLIMUD 2017).

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda en hizli ve 6zenle yapilmasi gereken islerden
biri kan dolasim1 enfeksiyonlarinin tanisidir. Pozitif sonu¢ veren kan kiiltiirleri kan
dolagimi enfeksiyonlariin %35’ini olustursa da bu teknikle etken mikroorganizmanin
izole edilmesi ve izole edilen etken mikroorganizma ile identifikasyon ve

antibiyogram testleri yapilmasi sayesinde altin standart yéntemdir (KLIMUD 2017).

2.3.1.Kan Kiiltiirii Set Kavramm

“Bir kan kiiltiirii seti” sOylemi ile tek bir damar girisimiyle alinan kanin belli
miktarlarda aktarilarak dagitildig: kan kdiltiir siselerinin tamami kast edilmektedir. En
ideal set, bir aerobik kan kiiltiir sisesi ve bir anaerobik kan kiltiir sisesinden
olusmalidir. Bu durum ¢ocuk hastalarda degismektedir. Sadece aerobik kan kiiltiirti
sisesi i¢eren setlerin, hem aerobik hem anaerobik kan kiiltiirii sisesi igeren setlere gore;
stafilokoklar, Enterobacteriaceae iiyeleri ve anaeroblarin iiretilme oraninin diisiik

oldugu bildirilmistir (KLIMUD 2017).



Tablo 1: Klinik durumlara gore alinmasi énerilen kan kiiltiirii seti saytsi.

Klinik durum

Kan kiiltiiri set

sayisl

Oneriler

stiphesi olan durumlar

Bakteriyemi veya fungemi

2 kan kultiir seti

Farkli iki damardan art arda

iki set alinir.

Abdominal sepsis,
menenjit, artrit, pnémoni,
osteomiyelit, ve diger
bakteriyemi olasilig1 olan

durumlar

2-3 kan kuiltiir seti

Farkli damarlardan art arda
ii¢ set alinir veya farkli iki

damardan art arda iki set
alinir, Gglincii set 4-6 saat

sonra alinir.

Enfekte olmus
endovaskiiler cihazlarin
sebep oldugu; kalp pili,
greft veya protez kapak

endokarditi gibi durumlar

4 kan kiltiir seti

Dort setin hepsi 24 saat

icinde alinir. Farkli
damarlardan iki veya iig set
art arda alinir, tireme 24
saat iginde yoksa bir set
veya farkl iki damardan art

arda iki set alinir.

Sebebi bilinmeyen ates

4 kan kiiltiir seti

Dort setin hepsi 24 saat
icinde alinir. Farkl
damarlardan iki veya ii¢ set
art arda alinir, iireme 24
saat i¢inde yoksa bir set
veya farkli iki damardan art

arda iki set alinir.

Enfektif endokardit

5-6 kan kiiltiir seti

yoksa ayni sekilde iki veya

Hastanin durumu Kritik ise
bir saat iginde ii¢ set alinir
ya da ilk 24 saat i¢inde
farkli zamanlarda farkli
venlerden ii¢ set alinir. 48

saat inkiibe edilir tireme

ii¢ set daha alinir




2.3.2.Alinacak Kan Miktari

Yetiskin hastalarda 20-30 ml kan, her kan kiiltiirii seti i¢in alinmas1 gereken ideal kan
hacmidir. Etken mikroorganizmalarin saptanmasi Kan kiiltiirii sisesine alinan kan
hacmi ile dogrudan iliskilidir. Bir ml kan hacmindeki artisin  etken
mikroorganizmalarin saptanma oranini %3 artirdig tespit edilmistir. Kan hacmindeki

azlik veya gereksiz fazlalik yalanci negatif sonuglar ¢ikmasina sebep olmaktadir.

Cocuk hastalarda tahmin edilenden ¢ok daha yiiksek (%38-68) olan diisiik diizey
bakteriyemilerde [<10 Koloni Olusturan Birim (KOB/mL)] zaten diisiik olan
mikroorganizmalarin izole edilebilmesi i¢in kan hacminin minimum 2 ml olmasi
gerekmektedir. Bu sebeple, ¢ocuk hastalarda da alinabilecek en fazla kan hacmi
cocugun total kan hacmi ve kilosu gz 6niinde bulundurularak belirlenip alinabilecek
en fazla kan ile kan kiiltiiriniin yapilmas1 son derece 6nemlidir. Hastanin sagligini
tehlikeye atmadan toplam kan hacminin en fazla %4-5’ini tek seferde alarak kan
kiiltiiri yapilabilir. Bu oran ¢ocuk hastalarda, toplam kan hacminin minimum %1’

olmalidir.

Kan kiiltiirlerinde kontaminasyonu azaltmak, etken mikroorganizmanin izole edilme
olasiligini arttirmak ve kiiltiirlin pozitif sinyal verme siiresini kisaltmak i¢in alinan kan

hacmini arttirmak son derece 6nemlidir. Boylece hizli ve dogru sonug elde edilmis olur

(KLIMUD 2017).

2.3.3.0rneklerin Islenmesi ve Is Akist

Kan kiiltiirleri klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda otomatize kan kiiltiirii sistemleri
kullanarak takip edilir. Cihaz iireme olan siseleri tespit edip pozitif sinyal yakarak
belirtir. Pozitife donmeyen siseler besinci giinlin sonunda negatif sinyal vermektedir.
Inkiibasyon siiresinin kisalmas ve kontaminasyon oranlarinin azalmasi bu sistemlerin
kullanilmasimin sagladigi en biylik faydalardandir. Kan kiiltiirii sigsesi cihaza
yiiklendikten sonra pozitif sinyal alma siiresi; toplanan kan miktarina, kandaki
mikrobiyal yiike ve patojenik mikroorganizmanin biiyiime hizina baghdir. Otomatik
kan kiiltiirli sistemleri icin standart inkiibasyon siiresi bes giindiir. Bes giin i¢inde
pozitif sinyal vermeyen siseler negatif kabul edilir. Fakat hastanin klinik tablosu

gercekten bir kan dolagimi enfesiyonundan siiphelendiriyor ve kan kiiltiirii negatif



cikmigsa, zor iireyen ya da kiiltiiri yapilamayan mikroorganizmalarin sebep oldugu

enfeksiyonlar akla gelmelidir (KLIMUD 2017).

2.3.4.Pozitif Sinyal Veren Siselerin Degerlendirilmesi

a) Pozitif sinyal veren kan kiiltiirii sisesi en kisa siirede cihazdan ¢ikartilir.
b) Sisenin kapak kism1 dezenfektan ile silinip ve kurutulur.

c) Enjektor ile siseden alinan kandan preparat hazirlamak igin lama bir damla
damlatilir. Daha sonra yayilip gram boyama yapilir. Burada amag¢ mikroorganizmanin
gram-negatif bakteri, gram-pozitif bakteri ya da maya olup olmadigini tespit edip

klinisyene 6n bilgi vermektir.

d) Kiiltiir ekimi i¢in koyun kanli agar (KKA) ve Eozin-metilen mavisi agar (EMB)’a
1-2 damla enjektor ile siseden ¢ektigimiz kan damlatilip tek koloni diisiirme teknigi
ile ekim yapulir. Plaklar 35-37 °C etiivde 24-48 saat siireyle inkiibe edilir.

e) Boyama sonucunda maya goriildiigiinde gerek goriilirse Sabouraud dekstroz
agar(SDA)’a 1-2 damla kan damlatilip yine tek koloni diisiirme teknigi ile ekim
yapilir. Plaklar 35-37 °C etiivde 24-48 saat siireyle inkiibe edilir.

f) Plaklar giinliik olarak ilgili uzman tarafindan degerlendirilir (KLIMUD 2017).

2.3.5.Pasajlarin Degerlendirilmesi
Besiyerlerinde {iireyen ve etken oldugu disiiniilen tim mikroorganizmalara
identifikasyon ve antimikrobiyal duyarlilik testi yapilir. Bu testlerin sonucuna gore

klinisyen hastaya en etkili antimikrobiyal tedaviye baslar.

Islem siiresi olduk¢a uzun oldugu icin erken tam agisindan yetersiz kalsa bile kan
dolagim1 enfeksiyonlarinin tanisinda kan kiiltiirii altin standart yontemdir. Baz1 teknik
sinirlamalar glinlimiizde kullanilan otomatize kan kiiltiir sistemlerindeki gelismelere
ragmen tam anlamiyla ortadan kalkmamistir (Karako¢ 2014). Kan kiiltiiriiniin
geleneksel mikrobiyolojik tan1 yontemleri kullanilarak yapilmasi ile sonuglar en az 48-

72 saat ve bazi1 durumlarda daha uzun surelerde verilmektedir.

Kan kiiltiiriinlin alinma zamani, kan kiiltiirii seti sayisi, alim teknikleri, alinan 6rnek
miktari, cilt antisepsisi, kullanilan besiyeri, inkiibasyon kosullari, 6rnegi alan saglik

personelinin bu konuda egitimli olup olmamasi gibi Ornegin alinmasindan



sonu¢lanmasina kadar her asamada ¢ok fazla faktor kan kiiltiirli sonucunun laboratuvar
ve klinik agidan degerlendirilmesini etkilemektedir (Ntusi, Aubin, Oliver, Whitelaw,
Mendelson 2010). Tiim asamalar en dogru sekilde yapilsa bile KDE’lerin en fazla
%35’inde kan kiiltirlerinden etken izole edilebilmektedir (Reinhart, Bauer,
Riedemann, Hartog 2012). Taniya katki saglayan daha hizli ve kolay uygulanabilir
testlerin gelistirilmesi ve kan kiiltiiriine ek bu testlerinde kullanilmasi bu sebeple ¢cok

Onemlidir.
2.4. MALDI-TOF MS

Kiitle spektrometresi, bir maddenin kiitle/yiik (m/z) oramini1 6lgen analitik bir
tekniktir. Bu alanda arastirmalarin baslamasi 150 yi1l ge¢mise dayanmaktadir ve
yillar iginde g¢esitli yontemler gelistirilmistir. Teknik, 1950'lerden beri
mikroorganizmalar iizerinde c¢alisan ve kiitle spektrometresi ile bakterileri
tanimlamaya calisan bilim adamlarmin da ilgisini iizerine ¢ekmistir. Ilk kez kiitle
spektrometrisi kullanilarak bakterilerin tanimlanmasini Fenselau ve Anhalt basarmistir
(Anhalt ve Fenselau 1975). Karas ve ark. (1987), bilim diinyasina “matriks aracili lazer
dezorpsiyon iyonizasyon (MALDI)” kavramini UV 1511 ve matriksi kullanip alanin
aminoasitini iyonize etmeyi basararak kazandirmigslardir. Daha sonra yaptiklar
calismalarla yiiksek agirlikli bir proteini iyonize etmeyi bagaran Tanaka ve ark. bu
bulus sayesinde Nobel 6diiliinii kazanmigslardir. Kiitle spektrometri yontemi olarak
ucus zamanini kullanan Cain ve ark. (1994), MALDI-TOF MS ile bakterilerin ilk kez
tanimlanmasin1 saglamislardir. Giinlimiizde FDA onayl iki ticari yontem MALDI
Biotyper (Bruker Daltonics, Billerica, MA, ABD) ve VITEK MS (bioMérieux,
Durham, NC, ABD)’dir. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlari tarafindan bu iki sistem
kullanilmaktadir (Procop et al. 2017, Hou, Chiang-Ni ve Teng 2019). MALDI-TOF
MS prosediiriinde, identifikasyonu yapilacak bakterinin besiyerinde tiremis
kolonilerinden az miktarda 6ze veya 6zel kalemler ile alinip bir metal plak (slayt)
tizerine yayilip lizerine matriks eklenip karistirilir. Matriks soliisyonu organik solvent
ve saf su igeren bir bilesimdir. En sik kullanilan1 a-cyano-4-hidroksisinnamik asittir
(CHCA). Bakterinin hiicre zarini pargalayarak protein molekiillerinin (¢ogunlukla
ribozomal proteinler) birbirlerinden kopmasini sagladiktan sonra Solventler

(asetonitril, etanol, aseton, metanol, kloroform gibi) buharlasarak ortamdan



uzaklagirlar. Matriks-analit karisimi  kurudugunda kristallesir. Ardindan, plaka
tizerindeki bu karigima lazer 15181 darbeleri (belirli bir dalga boyundaki ultraviyole
151k) uygulanir. Matriks, lazerin enerjisini emer ve onu 1siya doniistiiriir. Uretilen 1s1,
analit icindeki molekiillerin proton (H+) kazanip veya kaybederek iyonlagmasina
neden olur ve bu yiiklii iyonlar elektrik alaninda m/z oranina gore hareket eder. Bu
hareket, cihazdaki elektrotlar tarafindan hizlandirilir. fyonlar ugus tiipiinden gegerken
reflektorler (iyon aynalari) tarafindan en arkadaki dedektore yansitilir. Kiigiik iyonlar
daha hizli hareket eder ve dedektore daha biiyiik iyonlardan daha erken ulasir. Sekil
2’de MALDI-TOF MS’in ¢alisma prensibi basit¢ce sematize edilmistir. Dedektor,
analitin kiitle spektrumunu olusturmak i¢in iyonlarin ugus siiresini (ugus siiresi kiitle
spektrometrisi, TOF MS) hesaplar. Bu spektrumlar daha sonra cihazin veri
tabanindaki mikroorganizmalarin tiim spektrumlari ile karsilastirilir ve tanimlanur.
Tim bu islemlerin her bir bakteriyi incelemenin birka¢ dakika silirdiigii ve
uygulanmasinin basit oldugu disiiniildiigiinde, MALDI-TOF MS'nin anaerobik
bakterilerin tanimlanmasin1 geleneksel yontemlere gore hizlandirdig: goriilmektedir.
Ayrica ekipman satin alindiktan sonra yapilacak takip caligmalarinin maliyeti de bu
yaklagimin bir diger avantajidir (Elssner, Kostrzewa, Maier ve Kruppa 2011, Clark,
Kaletaa, Arora ve Wolk 2013, Singhal, Kumar, Kanaujia ve Virdi 2015).
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Sekil 2: MALDI-TOF MS’in ¢alisma prensibi (Hou, Chiang-Ni ve Teng 2019).
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2.5.MALDI-TOF MS ILE POZITIF KAN KULTURU SISELERININ TEST
EDILMESI

MALDI-TOF MS, kan kiiltiirii siselerinde tireyen mikroorganizmalarin standart
yontemle tanimlanmasindan ¢ok daha hizli bir sekilde tanimlanmasi igin
kullanilabilir. Pozitif siseler, kat1 ortama alt kiiltiirlenebilir ve kisa bir inkiibasyon
stiresinden (6rn. 2-4 saat) sonra MALDI-TOF MS ile biyime testi
yapilabilir. Alternatif olarak, kan kiiltiirii siseleri dogrudan test edilebilir. Kan kiiltiirii
siseleri kandan ve lireme ortamindan makromolekiiller icerdiginden, bu uygulama 6n
islem gerektirir. Isleme, diferansiyel santrifiijleme ve yikamalar, kan hiicrelerinin
secici  lizisi, serum  aywrict  tlipler veya  filtrasyon  kullanilarak
gerceklestirilebilir; Sepsityper (Bruker Daltonics, ABD) kullanilarak ticari isleme
mevcuttur(Mart-Rossello GA, Munoz-Moreno MF, Garcia-Loygorri-Jordan de Urries
MC, Bratos-Perez MA. Kiitle spektrometrisini (MALDI-TOF) gelistirmek igin
diferansiyel bir santrifiij protokolii ve dogrulama kriteri, kan kiiltiirli biiylitme siseleri
kullanilarak mikrobiyal tanimlamaya yol agar (Eur 2013). Sonuglar elde edildiginde
gecerli olsa da, verim genellikle dogrudan koloni testi kadar iyi degildir ve ¢ogu
calisgmada gram-pozitif organizmalardan daha yiiksek oranda gram-negatif

organizmalar tanimlanmistir (Nonnemann, Bjarnsholt 2013)
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3. MATERYAL VE METOD

3.1.CALISMANIN AMACI

Kan dolasimi enfeksiyonlar1 6liim orami oldukga yiliksek enfeksiyonlardandir. Bu
enfeksiyonlarin teshisinde kan kiiltiirii altin standart olmakla birlikte geleneksel kan
kiiltiirlerinde etkenin izole edilmesi ve identifikasyonu 18-24 saat slirmektedir. Kan
dolasimi enfeksiyonlarinda hizli ve dogru tedaviye gegilmesi hayati 6nem tagidigindan
bu siireyi kisaltmak ve dogru ampirik tedaviye baglamak i¢in ¢ok farkli yontemler
iistiinde c¢alisilmis denemeler yapilmistir. Son yillarda bakteri iiremesi olmus
plaklardan identifikasyon i¢in kullanilan lazer destekli MALDI-TOF MS cihaz ile
pozitif sinyal veren kan Kkiiltiirii siselerinden alinan bir miktar kanin ¢esitli 6n
hazirliklardan gecirildikten sonra cihazda okutulmasi ile direk identifikasyon
yapilmasi ve geleneksel yontemlerin kullanilmasinda beklenen 18-24 saatlik siirenin

yaklagik 1 saate indirgenmesi amaglanmustir.
3.2.CALISMADA KULLANILAN MALZEMELER

— BacT/ALERT® BPA kan kiiltiir sisesi

— BacT/ALERT® otomatize kiiltiir cihazi

- VITEK® MS

— 16x100’lik 8,5 ml BD Vacutainer plastik SST jelli tiip
— 5 cc’lik enjektor

— 1.5ml ependorf tiip

— Mikropipet ve mikropipet ucu (sari, beyaz)

- %100’lik Asetonitril

- %70’lik Formik asit

—  %100’lik Eetanol
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3.3.O0RNEKLERIN HAZIRLANMASI

Bu caligma simiilasyon ¢aligmasi oldugundan etik kurul onayina bagvurulmamistir.

Calismada 40 adet spike 6rnek kullanildi. Simiilasyon ¢alismalarimizda laboratuvarda
bulunan kiiltiir koleksiyonundan standart bakteri suslarindan, Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603™, Escherichia coli ATCC 25922™, Enterococcus faecalis ATCC
29212™ Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853™, Staphylococcus aureus ATCC
29213™ ve laboratuvarimiz kiiltiir koleksiyonunda bulunan ve kaynagi kan kiltiiri
olan boncuklu saklama besiyerinde stoklanmig, Enterobacter cloacae, Acinetobacter
baumannii, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus hominis, Staphylococcus

haemolyticus kullanildi.

Uygulanan yontemde ilk 6nce tiim bakterilerden 0,5 McFarland yogunlugunda
stispanse edilip vortekslendikten sonra her birinden steril polipropilen tiiplere 10 pl
aktarildi. 10 ml %0,9 serum fizyolojik (SF) tiim polipropilen tiiplere ilave edildip
vortekslendikten sonra yine her birinden BacT/AlertALER-FN Plus (bioMérieux,
Marcy I'Etoile, Fransa) kan kiiltiirii siselerine 0,5 ml ekim yapilarak spike/simiile
ornekler hazirlanmis oldu. Son olarak tiim kan kiiltiirii siselerine 10 ml kan eklenerek
BacT/ALERT® 3D Microbial Detection System (3D, bioMérieux Inc., Durham, NC,
ABD) cihazina yerlestirildi.

Otomatize kan kiiltiir sisteminden pozitif sinyal veren kan kiiltiirii siselerin direkt
identifikasyonunda iki metod iizerinde ¢aligildi:

1.Metod (Jelli Tiip Metodu): Pozitif sinyal veren kan kiiltiirii sigeleri hafifce alt iist
edilerek steril enjektorler ile 5 ml kan 16x100°lik 8,5 ml jelli tiiplere alindi. Tiipler
3000 rpm/10 dk santrifiij edildi Ustte kalan siipernatant mikropipet kullanilarak
disartya atild1. Kalan pelletin tizerine 1 ml SF eklendi hafif¢e galkalanarak jele yapisan
bakterilerin SF ile karismasi saglandi. Karigim 1,5 ml’lik Eppendorf tiiplerine
aktarildi. Eppendorf tiipler 13500 rpm / 1 dk santrifiij edildi. Siipernatant atild1 iizerine
800 pul %100’Lik etanol eklendi. 13500 rpm / 2 dk santrifiij edilip siipernatant atildi.
Tekrar 13500 rpm / 2 dk santrifiij edilip stipernatant atildi. Pelet oda 1sisinda 10 dk
bekletilerek kurutuldu.

15 ul %100’lik asetonitril ve 10ul %70’lik formik asit eklendi. Tekrar 13500rpm /2
dk santrifiij edildi. Bu sekilde 6n hazirlig1 biten drneklerin pelletleri ince tahta gubuk
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(pamuksuz ahsap ekiivyon c¢ubuk) yardimiyla MALDI-TOF MS slaytlarindaki
kuyucuklara inokiile edilip kurumasi beklendi. Kuruduktan sonra iizerlerine 1 ul
matriks soliisyonu eklendi. Matriks, kuruduktan sonra slaytlar cihaza yiiklenerek

identifikasyon sonuglar1 degerlendirildi.

2.Metod (Ependorf Tiip Metodu): Pozitif sinyal veren kan kiiltiirii sigeleri hafifce
alt tst edilerek steril enjektorler ile 1 ml kan alinip 1.5 ml’lik ependorf tiipe aktarilir.
Tiip 500 rpm de 3 dk santrifiij edilir. Stipernatant baska bir tiipe alinir bu yeni tiip
13000 rpm de 5 dk santrifiij edilir. Stipernatant atilir pelet tizerine 1 ml SF eklenip
vortekslenir ve yine 13000 rpm de 5 dk santrifiij edilir. Tekrar siipernatant atilir pelet
tizerine 5 pl formik asit eklenip 5 dk oda 1si1sinda inkiibasyona birakilir. Siire dolunca
5 ul asetonitril eklenir vortesklenir ve 13000 rpm de 5 dk santrifiij edilir. Stipernatatnt
atilir peletten tahta ciibiik ile az mikrarda alinip slayta yayilir kuruyunca tizerine 1 pl

matriks damlatilir ve cihaza yiiklenip analiz edilir.
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4. BULGULAR

1.Metod (Jelli Tiip Metodu): Calismada kullanilan bes E. coli susunun; dort tanesi
tanimlanirken bir tanesini cihaz okumamustir. E. coli suslarinda basar1 orani; %80
olarak tespit edilmistir. bes adet K. pneumoniae suslarinin hepsi dogru tanimlanmistir
(basar1 orani; %100). P.aeruginosa suslarindan dort tanesini dogru tanimlamig bir
tanesini okumamis basari orant; % 80 bulunmustur. A. baumannii suslarinin iki tanesi
dogru tanimlarken bir tanesi tanmimlanamamis olup, basart orani; %66 olarak
saptanmigtir. E. cloacae suslarmin yarisi tanimlanirken yarisi tanimlanamamis ve
basart orani; %50 olarak tespit edimistir. S. aureus suslarinda iki tanesi dogru
tanimlanirken {i¢ tanesi tanimlanamamis ve basart orani %40 bulunmustur. S.
epidermidis suslarindan da iki tanesi dogru tanimlanirken {i¢ tanesi tanimlanamamig
ve basart orani; %40 olarak saptanmistir. S. hominis suslarinda yarist dogru
tanimlanirken yarist tanimlanmamis basar1 orani; %50 olarak saptanmistir. S.
haemolyticus suslarindan bir tanesi tanimlanmis {i¢ tanesi tanimlanamamis olup, basar1
%25 olmustur, E. faecalis suslarinda hepsini dogru tanimlamis ve basart orani; %100
olarak tespit edilmistir. Genel olarak bakildiginda; gram negatif bakterilerde %80
oraninda uyumlu sonu¢ ¢ikarken, gram pozitif bakterilerde %45 uyum orani

saptanmistir.

2.Metod (Ependorf Tiip Metodu): Calismada kullanilan E. coli ve K. pneumoniae
suslarinin hepsi dogru tanimlanmistir (basart orani; %100). P.aeruginosa suslarindan
dort tanesi dogru tanimlanmig ve bir tanesi tanimlanamamis olup, basar1 %80 olarak
bulunmustur. A. baumannii suslarinda hepsini dogru tanimlanmistir (basar1 orant;
%100). E. cloacae suslarimin yarisi tanimlanirken yarisi tanimlanamamistir (basari
orani; %50). S. aureus suslarindan ii¢ tanesi dogru tamimlanirken iki tanesi

tanimlanamamustir (basar1 orani; % 60). S. epidermidis suslarindan iki tanesi dogru
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tanimlanirken {i¢ tanesi tanimlanamamuistir (basar1 orani; %40). S. hominis suslarinin

yarist dogru tanimlanirken yarisi tanimlanmamistir (basar1 orani;

9%50). .

haemolyticus suslarinda iki tanesi tanimlanmis iki tanesi tanimlanamamustir (basari

orani; %50). E. faecalis suslarinin hepsi dogru tanimlanmistir (basar1 orani; %100).

Genel olarak bakildiginda; gram negatif bakterilerde %90 oraninda uyumlu sonug

cikarken, gram pozitif bakterilerde %55 orani saptanmustir..

Tablo 2: Bakterilerin MALDI-TOF MS ile koloniden ve direkt kan kiiltiir sisesinden
identifikasyonunun karsilastirilmas: (Jelli Tiip Metodu).

Bakteri ady Direkt identifikasyon Koloniden
Tir | Tammmlanamayan Tiir

Escherichia coli (n=5) 4 1 5
% Klebsiella pneumoniae (n=5) 5 0 5
;‘;’ Pseudomonas aeruginosa (n=5) 4 1 5
§ Acinetobacter baumannii (n=3) 2 1 3
Enterobacter cloacae (n=2) 1 1 2
Staphylococcus aureus (n=5) 2 3 5
E Staphylococcus epidermidis (n=5) 2 3 5
E_ Staphylococcus hominis (n=4) 2 2 4
§ Staphylococcus haemolyticus (n=4) 1 3 4
Enterococcus faecalis (n=2) 2 0 2
TOPLAM 25 15 40
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Tablo 3: Bakterilerin MALDI-TOF MS ile koloniden ve direkt kan kiiltiir sisesinden
identifikasyonunun karsilastirilmasi (Ependorf Tiip Metodu).

Bakteri ady Direkt identifikasyon Koloniden

Tiur | Tammmlanamayan Tiir
Escherichia coli (n=5) 5 0 5
% Klebsiella pneumoniae (n=5) 5 0 5
;‘;’ Pseudomonas aeruginosa (n=5) 4 1 5
§ Acinetobacter baumannii (n=3) 3 0 3
Enterobacter cloacae (n=2) 1 1 2
Staphylococcus aureus (n=5) 3 2 5
% Staphylococcus epidermidis (n=5) 2 3 5
E Staphylococcus hominis (n=4) 2 2 4
§ Staphylococcus haemolyticus (n=4) 2 2 4
Enterococcus faecalis (n=2) 2 0 2
TOPLAM 29 11 40
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5. TARTISMA VE SONUC

Morbidite ve mortalitesi oldukea yiiksek olan kan dolasimi enfeksiyonlarinda, hizli ve
dogru antimikrobiyal tedavi hayati onem tasimaktadir. Bu sebeple pozitif kan kiiltiirii
siselerinden direkt identifikasyon yonteminin optimize olmasi erken ampirik tedavide
biiyiik rol oynamaktadir. Kan dolagim1 enfeksiyonlarinda ilk 6 saat i¢inde antibiyotik
tedavisine baslamak oldukc¢a dnemli olmakla birlikte bu siireye eklenen her bir saat
hastanin yasama olasiligin1 %7,6 oraninda disiirmektedir (Kumar, Roberts, Wood,
Light, Parrillo, Sharma, et al. 2006). Ayrica ampirik tedavide genis spektrumlu
ilaglarin kullanilmas1 bakterinin antibiyotiklere karsi diren¢ gelistirmesine sebep
olmakla birlikte tedaviyi olumsuz etkilemektedir (Barlam, Cosgrove, Abbo,
MacDougall, Schuetz, Septimus, et al. 2016). Kan kiiltiirtinden direkt identifikasyon
yontemleri, gelistirilip yiiksek basarili sekilde calisir hale gelmesi ile patojen
bakterilerin antibiyotiklere diren¢ kazanmasinin dniine gecilmesi ve hastalarin yasama
devam etme olasiliginin artirilmasinda 6nemli bir yer edinecektir. Bu tez
calismasinda, simiile 6rnekler kullanilarak kiitle spektrometri yontemi ile pozitif sinyal
alian kan kiiltiirii siselerinden ¢esitli 6n hazirliklar yapildiktan sonra direkt bakteri

identifikasyonunun arastirilmasi amacglanmistir.

Direkt identifikasyon yontemlerinde esas hedeflenen kan kiiltiirii sigsesinden alinan
belli bir miktardaki kan-besiyeri karisimi drneginin iginde iireyen bakterileri kandan
ayirmaktir. Bu amagla ¢esitli ¢alismalarda; farkli yikama yontemleri, farkli santrifiij
asamalari, kimyasallar veya ticari kitler kullanilarak en iyi sonucglar alinmaya
calisilmistir. Bu tez calismasinda herhangi bir hazir kit kullanilmadan mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda kolaylikla uygulanabilecek bir yontem kullanilmaya ¢alisildi. Bu

calismada, BacT/ALERT® otomatize kan kiiltiir sisteminden pozitif sinyal veren 40
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kan kiiltiirii sisesi, kanli agar ve EMB agara pasajlanarak 37°C etlivde 18-24 saat
inkiibe edildikten sonra besiyerinde iireyen kolonilerden ve pozitif kan kiiltiirii
sisesinden ¢esitli 6n hazirliklar yapilarak direkt olarak MALDI-TOF MS ile okuma
yaptirilarak sonuglar karsilastirildi. E. coli suslarinda %80-100, K. pneumoniae
suglarinda %100 P.aeruginosa suslarinda %80, A. baumannii suslarinda %66-100, E.
cloacae suslarinda %50, S. aureus suslarinda %40-60, S. epidermidis suslarinda %40,
S. hominis suslarinda %50, S. haemolyticus suslarinda %25-50, E. faecalis suslarinda
%100 oraninda direkt identifikasyon ile koloniden identifikasyon arasinda uyumlu
sonug elde edilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda jelli tiip metodunda gram negatif
bakterilerde %80 oraninda uyumlu sonug¢ goriiliirken; gram pozitif bakterilerde %45
oraninda uyumlu sonug goriildii. Ependorf tiip metodunda ise metodunda gram negatif
bakterilerde %90 oraninda uyumlu sonug goriiliirken; gram pozitif bakterilerde %55
oraninda uyumlu sonug saptanmigtir.

Caligmamizda direkt identifikasyon yontemlerinin gram pozitif bakterilerde diisiik
basar1 oranmna sahip oldugu saptanmistir. Gram negatif bakterilerde ise direkt
identifikasyon yonteminde yiiksek oranda basari elde edilmistir. Gram pozitif bakteri
iceren pozitif kan kiiltiirlerinden hazirlanan ve cihaza yiiklenen pellette eritrositlerin
yogun olarak kalmasi basar1 ylizdesini diisiirmiistiir. Farkli yontemler denenerek
ozellikle gram pozitif bakterilerde kalan eritrositler uzaklastirilmaya calisilmis fakat

basarili okunamamustir.

Azrad ve ark, (2019). jelli tiip yontemiyle ¢alismislar santrifiij devir/siiresi ve en
onemlisi 0rnek hazirlandiktan sonra slayta yiiklenen kistm bizim g¢alismamizdan
farklidir. Bizim ¢alismamizda, slayta pellet siiriiliirken Azrad ve ark’nin ¢alismasinda
slayta siipernatant damlatilmistir. Yine metodun optimize edilmesi asamalarinda
yaptigimiz ¢aligmalarda siipernatant cihaza yiiklendiginde okuma gergeklesmemistir.
Bunun iizerine siipernatanttan hazirladigimiz preparati gram boyayip inceledigimizde,
bakterinin ¢ok az oldugu goriilmiistiir. Cihazin okumama sebebi olarak siipernatantta
bakteri kalmadig1 tespit edildikten sonra slayta pellet siirme yontemi denenmis ve

basarili bulunmustur.

Azrad ve ark, (2019). Pozitif sinyal veren kan kiiltiirii siselerinden 5 ml kani jelli tiipe
aktarip 3000 rpm de 10 dk santrifiij etmisler. Santrifiij islemi sonrasinda siipernatanti
atip jel izerine 1 ml salin ekleyip tekrar 13000rpm de 2 dk santrifiij edip slipernatanttan
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MALDI-TOF MS analizi i¢cin MALDI hedef plakasina (Bruker Daltonics, Bremen,
Almanya) 1 pl siipernatan birakildi matrix ekleyip cihazda analiz etmislerdir.
Yaptiklar1 bu caligmada gram pozitif bakterilerde %6 oraninda, gram negatif
bakterilerde ise %5 oraninda uyumlu sonug¢ yakalamislardir. Bu ¢alismanin metodunu
denedigimizde ¢ok diisiik uyumlu sonug almamiz {izerine ekledigimiz etanol ve formik
asit-asetonitril asamalar1 ¢alismanin basar1 oranini yiiksek oranda artirmistir. Yine bu
calismada uygulanan Sepsityper metodu ile yiiksek oranda uyumlu sonug
yakalamiglardir. Fakat bizim amacimiz higbir kit ve kimyasal kullanmadan yapilan
caligmalarda ki basari oranini artirmak oldugu i¢in direkt identifikasyon yontemi

tizerine ¢alisip bu yontemin verdigi dogru sonuglari olabildigince artirmak olmustur.

Shota ve ark, (2016). yaptiklari ¢alismada ti¢ farkli yontemi karsilastirmislar ve direkt
identifikasyonda basar1 yakalasalar da, Sepsityper ve saponin yontemlerinin basari
oraninin sadece santriiijleme ile kimyasal ve ticari kit kullanilmadan yapilan yonteme
gore onemli dlgiide yiiksek oranda basarili oldugunu tespit etmislerdir. Santrifiijleme
yonteminde; gram pozitiflerde %26, gram negatiflerde ise %75 uyumlu sonug
yakalamiglardir. Direkt identifikasyon i¢in pozitif sinyal veren kan kiiltiirii
siselerinden 6 ml kani jelli tiipe aktarip 3000 rpm de 15 dk santrifiij etmisler. Santrifiij
islemi sonrasinda siipernatanti atip jel izerine 3 ml steril damitilmig su ekleyip yeniden
stispanse edildi, yavas¢a karistirildi ve yeni bir tlipe aktarildi. Tiip tekrar 3000 rpm'de
10 dakika santrifiij edilerek bakteri hiicreleri peletlendi ve siipernatan atildi.
Etanol/formik asit eklenip tekrar santrifiij islemleri yapildiktan sonra siipernatanttan
MALDI-TOF MS analizi i¢cin MALDI hedef plakasina 1 pl siipernatan birakildi matrix
ekleyip cihazda analiz etmislerdir. Gram negatiflerin direkt identifikasyonundaki oran
ticari kitle yapilan identifikasyona olduk¢a yakinken gram pozitiflerde bu oranlar
arasinda yiiksek fark bulmuslardir. Gram pozitif bakterilerde bu arsatirmacilar da
nispeten daha diisiik basar1 elde etmislerdir. Ayrica kullandiklar1 ii¢ yontemde de
Klebsiella oxytoca'nin iki susu Raoultella ornithinolytica olarak tanimlanmistir. Gram
pozitiflerde baz1 Stafilokoklarin tiir diizeyinde yanlis tanimlandig1 goriilmiistiir. Bu

durumlar direkt identifikasyonun tek basina kullanilamayacagin1 géstermektedir.

Juiz ve ark, (2013). 60 gram pozitif izolatin sepsityper yontemi ile %96,7’sini,
santrifiijleme yontemi ile %80’ini, 24 gram negatif izolatin ise sepsityper yontemi ile

% 95,8’1ni, santrifiijleme yontemi ile %95,8’in1 dogru tanimlayabilmislerdir.
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Schubert ve ark. (2011). 341 gram pozitif izolatin sepsityper yontemi ile %87,4 lind,
santrifiijleme yontemi ile %56’sin1, 98 gram negatif izolatin ise sepsityper yontemi ile

% 89,8’1ni, santrifiijleme yontemi ile %85,7’sini dogru tanimlayabilmislerdir.

Loonen ve ark. (2012). 52 gram pozitif izolatin sepsityper yontemi ile %65,4’lind,
santrifiijleme yontemi ile %44,2’sini, 47 gram negatif izolatin ise sepsityper yontemi

ile % 95,7’sini, santrifiijleme yontemi ile %91,5’ini dogru tanimlayabilmislerdir.

Birbirinden bagimsiz olarak ¢alisma yapan; Juiz ve ark., Schubert ve ark., Loonen ve
ark.’nin ¢alisma sonuglarinda sepsityper kiti ile yapilan ¢alismalarda santrijiijleme ile
yapilan c¢aligmalardan daha yiiksek uyumlu ve dogru sonu¢ bulunmustur. Ayrica
saponin ile sepsityper yonteminden alinan sonuglarinda birbirine yakin oldugunu
ortaya koymuslardir. Saponin ile yapilan ¢aligmalarda en 6nemli avantaj sepsityper ile
yapilan ¢alismalardan 12-14 kat daha diisiik maliyeti olmasidir. Her iki yontemde de
calisma siiresi ayni bulundugundan saponin kullanarak caligmanin daha diisiik

maliyetli olmasi sepsityper ¢alismasina alternatif olmasina yol agmustir.

Direkt santrifiijleme ile yapilan yontemde gram pozitiflerde goriilen diisiik
tanimlamalar bu ¢aligmalar i¢in en 6nemli endise kaynagi olmustur. Bunun nedeni
kesin olmamakla birlikte akillara birka¢ unsuru getirmistir. Gram pozitif bakterilerin
kalin hiicre duvarina sahip olduklar1 ve bu duvarin pargalanamamasi sonucu MALDI-
TOF MS i¢in gerekli olandan daha az protein ekstrakti elde edilmesi ile sistem
bakteriyi tanimlayamamaktadir. Bu nedenle 6zellikle gram pozitiflerde hiicre duvarini
hedef alan asamalar yoOntemlere eklenerek c¢alismanin uyumlu sonuglarinin
artinlabilecegi diistiniilmiistiir. Yanlis yapilan tanimlamalar i¢in ise bazi gram pozitif
koklarin  protein yapilarinin birbirine benzerlik gdstermesi sebep olarak

diistiniilmektedir.

MALDI-TOF MS ile pozitif kan kiiltiirlerinden yapilan direkt identifikasyon
sonucunda gram negatif bakterilerde elde edilen %80-90 basar1 ve farkli yontemler
denenmesine ragmen gram-pozitif bakterilerde elde edilen %45-55 basar1 bu konuda
Ozellikle gram pozitif bakteriler i¢in genis ve kapsamli ¢aligsmalara ihtiya¢ oldugunu

gostermistir.
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Kan kiiltiirinden MALDI-TOF MS ile direkt identifikasyonun tedaviye ¢ok onemli
olumlu katkilart olacagr goriilse de heniiz rutin kan kiiltiirii yonteminin yerini almasi

beklenmemektedir.
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