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Kan dolagimi enfeksiyonlari diinya genelinde morbidite ve mortalitenin artigindan sorumlu olan bas-
lica hastaliklardan biridir. Mikrobiyolojik analizlerin tamamlanma strelerinin kisaltiimasi morbidite, mor-
talite ve saglik giderlerinin 6nemli lciide azalmasina neden olmaktadir. Bu calismada, bakteriyel sepsis
disuntlen hastalarda BD BACTEC™ FX (Becton Dickinson, ABD) sisteminde pozitif sinyal veren kan kiil-
tlrd siselerinden dogrudan bakteri tanimlanmasi ve ardindan gergeklestirilen antibiyotik duyarlilik test so-
nuclarinin Phoenix 100 (Becton Dickinson, Sparks, MD, ABD) cihazindaki performansini degerlendirmek
ve bu yontemin raporlama siiresine etkisini arastirmak amaclanmistir. Calismada 10.08.2015-05.12.2015
tarihleri arasinda sepsis 6n tanisi ile yatan hastalardan alinan kan kiltiri siselerinden BD BACTEC™ FX
(Becton Dickinson, ABD) sisteminde pozitif sinyal veren ve Gram boyamada gram negatif basil ya da
kokobasil gorilen kan kiltlrd siseleri degerlendirilmistir. Calismamizda pozitif sinyal veren kan kiltiri
siselerinden Phoenix paneline dogrudan inokilasyon yapilmasi islemi “direkt Phoenix yontemi” olarak
tanimlanmistir. Pozitif sinyal veren kan kuiltlru siselerinden alinan 6rneklerin BD Phoenix™ (Becton Dic-
kinson, ABD) otomatize mikrobiyoloji sistemi ve “Bruker Biotyper matrix-associated laser desorption ioni-
zation-time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) (Bruker Daltonics, Almanya)” yontemleri karsi-
lastinlmis ve “direkt Phoenix yontemi”nin testin sonuglanma siiresine etkisi ve konvansiyonel yontemlerle
uyumu gosterilmistir. Calismaya 95 adet Enterobacteriaceae ailesine ait basil ile 26 adet nonfermenter
gram negatif bakteri (NFGNB) ve bir adet Aeromonas spp. olmak lizere toplam 122 gram negatif bakteri
dahil edilmistir. Calismamizda Phoenix sistemi kullanarak gram negatif bakterileri dogrudan tanimlama
ile sonug raporlama siresi inokiilasyondan sonra 2.25-7.84 saat araliginda (ortalama 2.56 saat) degisen
stirede tamamlanmistir. Direkt Phoenix yontemi ile 122 gram negatif bakterinin tanimlanmasi, kiltiirde
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Gram Negatif Basillerin Phoenix™ FX Sistemi ile Pozitif Sinyal Veren Kan Kiiltlirii
Siselerinden Direkt Tanimlanmasi ve Antimikrobiyal Duyarliliklarinin Belirlenmesi

Ureme sonrasi Maldi Biotyper (Bruker Daltonics, Almanya) ile yapilan tanimlama yontemi ile karsilastiril-
diginda cins diizeyinde %96.7 (118/122), tir diizeyinde %86.0 (105/122) oraninda uyum gostermistir.
Enterobacteriaceae ailesine ait 95 adet bakteri cins ve tur dlzeyinde sirasiyla %95.7 (91/95) ve %93.6
(89/95) oraninda Maldi Biotyper cihazi ile uyumlu tanimlanmistir. NFGNB'ler (n= 26) ise sirasiyla %96.1
(25/26) ve %61.5 (16/26) oraninda cins ve tir dlizeyinde Maldi Biotyper cihazi ile uyumlu olarak tanim-
lanmistir. Calismamizda gram negatif basiller icin direkt Phoenix yontemi ile antimikrobiyal duyarlilik test
sonuglarinin raporlanma siiresi inokilasyondan sonra 7.42-15.85 saat araliginda (ortalama 12.9 saat)
degisen surede tamamlanmistir. Calismamizda 120 gram negatif bakteri [Enterobacteriaceae ailesine ait
izolat (n=95) ve NFGNB izolati (n= 25)] icin 2159 antimikrobiyal ilag test edilmistir. Hata orani ise, kiigtik
hata %2.0, buyuk hata %1.1 ve ¢ok biylik hata %1.2 olmak lizere %4.4 (96/2.159) olarak belirlenmis-
tir. Antimikrobiyal duyarlilik testlerinde bdtiin kategorilerdeki hata orani < %10, ¢ok biyiik hata orani
< %1.5 ve buylk hata orani < %3 oldugundan direkt Phoenix yonteminin konvansiyonel olarak uygula-
nan Phoenix yontemi ile kabul edilebilir 6l¢lide uyum gosterdigi bulunmustur. Bu ¢alisma, pozitif sinyal
veren kan kiiltiiri siselerinden alinan 6rnegin direkt Phoenix yéntemiyle calisilmasi halinde gram negatif
bakteri kaynakli bakteriyemilerde bakteri tanimlama ve antibiyotik duyarliliklarini belirleme stirelerini ki-
salttigini gostermistir. Calismada elde edilen bu sonug ile, hem hastalarin erken klinik yarar saglayabilmesi
hem de hastane maliyetini azaltmasi acisindan, kan kiltlr sisesinden yapilan direkt yontemin yararli
olabilecegini dislinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Kan kiiltiirt; gram negatif bakteri; hizli tanimlama; antibiyotik duyarlilik testi; BD
Phoenix sistemi.

ABSTRACT

Bloodstream infections are one of the main causes of morbidity and mortality worldwide. Shortening
the turnover time of microbiological analysis leads to a significant reduction of patient morbidity, morta-
lity and medical care expenses. This study aimed to evaluate the performance of Phoenix 100 Instrument
(Becton Dickinson, Sparks, MD, USA) system in bacterial identification and the evaluation of antibiotic
susceptibility directly taken from positive blood culture bottles in BD BACTEC™ FX (Becton Dickinson,
USA) system in patients with the suspicion of bacterial sepsis. In this study, blood culture bottles with a
positive signal in BD BACTEC™ FX (Becton Dickinson, USA) system, and in which gram negative bacilli
or coccobacilli was observed in Gram staining were evaluated. In our study, direct inoculation to the
Phoenix panel from the blood culture bottles giving positive signal was defined as “direct Phoenix met-
hod”. The blood culture bottles which were taken from hospitalized patients with a suspicion of sepsis,
were analyzed comparatively by using BD Phoenix™ (Becton Dickinson, USA) automated microbiology
system and “Bruker Biotyper matrix-associated laser desorption ionization-time of flight mass spectro-
metry (MALDI-TOF MS)” (Bruker Daltonics, Germany) in the bottles of patients with the positive signals
between August 10, 2015, and December 05, 2015. The effect of the “direct Phoenix method” on the
duration of the test and the harmony with conventional methods was demonstrated. A total of 122 gram
negative bacteria comprising 95 bacteria in Enterobacteriaceae family, 26 non-fermenting gram negative
bacteria (NFGNB) and one Aeromonas spp. were included in the study. In our study, the reporting time
of the identification of gram negative bacteria after inoculation with direct Phoenix method ranged from
2.25 hours to 7.84 hours (mean 2.56 hours). When the identification of 122 gram negative bacteria by
direct Phoenix method was compared with the identification of Maldi Biotyper (Bruker Daltonics, Ger-
many), an agreement was detected in 96.7% (118/122) of the samples at the genus level and in 86.0%
(105/122) of the samples at the species level. Ninety-five bacteria belonging to Enterobacteriaceae family
demonstrated an agreement of 95.7% (91/95) and 93.6% (89/95) at the genus and species levels with
Maldi Biotyper respectively. Twenty-five NFGNB had an agreement of 96.1% (25/26) and 61.5% (16/26)
at genus and species levels with Maldi Biotyper respectively. In our study, the reporting time of antibiotic
susceptibility test results of gram negative rods after direct Phoenix method ranged from 7.42 hours to
15.85 hours (mean 12.9 hours). In our study, 2.159 antimicrobial agents were tested for 120 gram ne-
gative bacteria (95 strains belonging to Enterobacteriaceae family and 25 NFGNB). Minor error rate was
found to be 2.0% with the direct Phoenix method, 1.1% major error rates, and 1.2% very major error
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rates; making a total of 4.4% (96/2.159). Since error rates in all categories < 10%, very major error rate
was < 1.5% and major error rate was < 3%, the direct Phoenix method had an acceptable agreement
with the conventional Phoenix method. The direct inoculation of the Phoenix system with culture sus-
pension obtained from positive blood culture bottles decreased reporting time of the identification and
determination of the antibiotic susceptibilities for gram negative rods that cause bacteraemia. This result
could be important in the clinical benefits for the patients as well as financial savings for the hospital.

Keywords: Blood culture; gram negative bacteria; rapid identification; antibiotic susceptibility test; BD
Phoenix system.

GiRis
Sepsis, gelisen tedavi yontemlerine ragmen yiiksek mortalite ile seyreden bir hastalik
olma 6zelligini korumaktadir'. Ozellikle gram negatif mikroorganizmalardan kaynakla-

nan bakteriyemik enfeksiyonlarda hizli ve uygun ampirik tedavinin baslanmadigr durum-
larda mortalitenin &nemli oranlarda arttigi gézlenmistir?>.

Sepsisin mikrobiyolojik tanisinda kan kiltirleri anahtar role sahip olmakla birlikte et-
kinligi istenilen duzeyde degildir. Bazi hastalarda tGreme saglanamamakta ve sonuglarin
en az 48 saat sonra verilmesi nedeniyle hastalara ampirik tedavi baslanmaktadir®.

Guniimiizde mikroorganizma tanisinda ve antibiyotik duyarllik testlerinde cesitli oto-
matize sistemler kullanilmaktadir. Bu sistemlerde tanimlama kiiltlirde reme olduktan
24 saat sonra yapilmaktadir. Sepsis gibi acil tani ve tedavi gerektiren durumda tani icin
geciken her saat mortalite oranini %10-20 oraninda arttirmaktadir®. Ayrica, bu durum
hastanede kalma siiresini ve maliyeti &nemli élciide olumsuz yénde etkilemektedir®.

Gunldmiizde kullanilan otomatize kan kiiltiir sistemlerindeki gelismelere ragmen kan
kualtirinin teknik sinirlamalari ortadan kaldiriimis degildir. Buna ek olarak, sepsiste mik-
robiyolojik taniya katki saglamak lzere kan kiltiirtine ek hizl tani testlerinin gelistirilmesi
ve mikrobiyoloji tani laboratuvarlarinda kullanimlarinin farkli hasta gruplarinda arastiril-
masina gereksinim vardir’. Hizli tani icin niikleik asit problari ve polimeraz zincir reak-
siyonu (PCR) gibi cesitli molekiiler teknikler gelistiriimesine ragmen, hala en duyarh ve
glivenilir ydntem kan kdiltiridir®?.

Bu calismada, bakteriyel sepsis dustinlilen hastalarda pozitif kan kultiri siselerinden
dogrudan bakteri tir tanimlamasinda ve bakteri tirtine ait antibiyotik duyarhlik test
(ADT)’inde BD Phoenix (Becton Dickinson, ABD) sisteminin performansini degerlendir-
mek ve raporlama siiresini ne kadar kisalttigini gostermek amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, 10.08.2015-05.12.2015 tarihleri arasinda prospektif olarak gerceklesti-
rildi. Calismaya, sepsis 6n tanisi konulan hastalardan alinan kan kultiiru siselerinden BD
BACTEC™ FX (Becton Dickinson, ABD) otomatize kan kultiiri sisteminde pozitif ireme
sinyali veren, sonrasinda Gram boyamada gram negatif bakteri goriilen ve pasajinda tek
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bir patojen treme tespit edilen kan kiiltlri siseleri dahil edildi. Calismada bir gecelik in-
kiuibasyon sonrasi birden fazla etken Gremesi gozlenen 6rnekler polimikrobiyal kultirler-
den kaynaklanabilecek hatalarin dislanmasi amaciyla analize dahil edilmedi. Tim veriler
yalniz monomikrobik kan kiiltiir Gremesi olan drneklerde gerceklestirildi.

Pozitif Sinyal Veren Kan Kiiltiirinden Phoenix Panel inokiilasyonu

Hastanemiz merkez laboratuvarina gonderilen kan kiltlri siseleri rutin olarak BD
BACTEC™ FX (Becton Dickinson, ABD) kan kiiltiiri cihazinda 37°C’de bes glin inkiibe
edildi. Pozitif sinyal veren kan kiiltirlerinden Gram boyama yapilarak direkt mikroskobik
inceleme yapildi. Buna gore Greme sinyali alinan kan kultiru siselerinden 1T ml 6rnek kan-
I agar, MacConkey agar ve Gram boyama sirasinda fungal eleman gorilmesi halinde ise
Sabouraud dekstroz agar (SDA)’a ekim yapilarak 37°C’de 24-48 saat inkiibe edildi. Ure-
yen mikroorganizmalarin tanimlanmasi icin Maldi Biotyper (Bruker Daltonics, Almanya)
veya Phoenix 100 cihazi (Becton Dickinson, Sparks, MD, ABD) kullanildi. Etken oldugu
distnulen mikroorganizmalarin antibiyotik duyarlilik testleri Phoenix 100 cihazi (Becton
Dickinson, Sparks, MD, ABD) ile gerceklestirildi. Toplam beg glinlik inkiibasyon sonunda
sinyal vermeyen kan kultirleri negatif olarak kabul edildi. Calismamiza dahil ettigimiz
bitin ornekler Uretici firma onerileri dogrultusunda konvansiyonel Phoenix yontemi ile
calisildi ve Maldi Biotyper (Bruker Daltonics, Almanya) ile tanimlandi.

Pozitif Sinyal Veren Kan Kiiltiirinden Dogrudan Phoenix Panel inokiilasyonu
(Direkt Phoenix Yontemi)

Calismaya dahil edilen kan kiltira siseleri oncelikle hafifce calkalandiktan sonra “va-
cutainer holder” ile serum ayirma tiptine (SST) 8.5 ml aspire edildi. Daha sonra SST
tlpu 10 dakika 2000 xg’de santrifiij edildi. Tipteki sipernatan dokildikten sonra jelin
alt kisminda bulunan bakteri 0.5-1.0 ml “Bakteri tanimlama buyyon (ID broth)”u ile sus-
panse edilerek McFarland 0.5 bulanikliginda ayarlandi. ADT'yi gerceklestirmek icin 40 pl
antimikrobiyal duyarlilik test (AST) indikatori bulunan “AST buyyonu (AST broth)”na 25
ul kadar tanimlama buyyonu eklenip hafifce karistirilarak hazirlanan buyyon, “GN Phoe-
nix Combo” paneline inokiile edildi. inokiilasyon panelleri 30 dakika icerisinde Phoenix
cihazina yerlestirildi. Tanimlama buyyonu, kati besiyerine pasaj yapilarak stispansiyonda
bakteri olup olmadigi kontrol edildi. Calismamizda pozitif sinyal veren kan kultiiri sise-
lerinden Phoenix paneline dogrudan inokilasyon yapilmasi “direkt Phoenix yontemi”
olarak tanimland.

Pozitif Sinyal Veren Kan Kiiltiiriinden “Matrix-associated Laser Desorption
lonization-Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS)” ile Tanimlama

Yontemin uygulanmasi sonrasinda elde edilen spektrumlar “Maldi Biotyper software
version 3.0” (Bruker Daltonics, Almanya) ile analiz edildi. Spektrum skorlari > 2.0 olan
tanimlamalar tir diizeyinde guivenilir, 1.70-1.99 olanlar cins diizeyinde guvenilir olarak
tanimlandi. Skorlari < 1.70 olan tanimlar giivenilir kabul edilmedi.
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Calismamizda direkt Phoenix yonteminden elde edilen bakteriyel tanimlama ve du-
yarllik testlerinin verileri, konvansiyonel Phoenix yonteminden elde edilen verilerle karsi-

" ou

lastinldi. Calismaya alinan izolatlar “dogru tanimlanmig”, “cins diizeyinde dogru tanim-
"o n "o n

lanmis”, “tlr dizeyinde dogru tanimlanmis”, “yanlig tanimlanmis” ve “tanimlanmamis”
olarak siniflandirild.

Butlin izolatlar icin test edilen duyarlilik sonuclari Phoenix 100 cihazinin (Becton Dic-
kinson, Sparks, MD, ABD) uzman onerilerine gore duyarli, orta duyarli ve direncli olmak
Uzere Uc klinik kategoriye ayrildi. Tutarllik ve farkhhklar; i) uyumlu (ayni klinik kategori),
if) cok buylk hata (yanlig duyarhhk), iij) biytk hata (yanlis direng), iv) kicuk hata (orta
duyarli sonucun duyarli/direncli raporlanmasi) seklinde siniflandirildi.

Enterobacteriaceae ailesine ait her bir bakteri icin toplam 19 antimikrobiyal ila¢ kon-
vansiyonel ve direkt Phoenix yontemiyle calisildi. Bu antibiyotikler; amikasin, amoksi-
silin-klavulanik asit, ampisilin, aztreonam, sefepim, seftazidim, seftriakson, sefuroksim,
siprofloksasin, kolistin, ertapenem, gentamisin, imipenem, meropenem, netilmisin, pi-
perasilin, piperasilin-tazobaktam, tigesiklin ve trimetoprim-silfametoksazol olarak belir-
lendi. Cihaza yiiklenen ADT panellerindeki antibiyotik kuyucuklarinda tireme olmamasi
halinde minimum inhibitér konsantrasyonu (MiK) sonuglari degerlendirme disi birakildi.

Laboratuvarimizda kullanilan Phoenix cihazi ile gerceklestirilen AST sonucunda elde
edilen MIK degerleri EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Tes-
ting) 2015 &nerilerine gére yorumlandi'®.

BULGULAR

Calismaya 95 adet Enterobacteriaceae, 26 adet nonfermenter gram negatif bakteri
(NFGNB) ve bir adet Aeromonas spp. olmak tizere toplam 122 gram negatif bakteri dahil
edilmistir. Calismada polimikrobiyal Greme olan 14 klinik 6rnek calisma digi birakilmistir.
Calismaya dahil edilen 122 klinik 6rnegin 89 (%72.9)'u aerobik kan kiltiri siselerinde,
33 (%27.0)'4 anaerobik kan kultiiru siselerinde Greme gostermistir.

Maldi Biotyper ile toplam 122 gram negatif bakterinin 14 (%11.4)'l < 2.0 gliven skoru
ile cins dlizeyinde glivenilir olarak tanimlanmistir. Geriye kalan 108 (%88.5) bakteri > 2.0
skoru ile tiir diizeyinde glvenilir olarak tanimlanmugstir. Escherichia spp.’de 5 (%9.4), Kleb-
siella spp.’de 2 (%7.6), Pseudomonas spp.’de 1 (%14.2), Enterobacter spp.’de 3 (%33.3),
Acinetobacter spp.’de 5 (%20.0) izolat cins diizeyinde guvenilir olarak tanimlanmistir.
Hicbir izolat Maldi Biotyper ile guivenilir olmayan aralikta (< 1.7 skor) tanimlanmamustir.

Calismamizdaki gram negatif bakterilerin direkt Phoenix yontemi ile tanimlanma su-
resi inokilasyondan sonra 2.25-7.84 saat araliginda (ortalama 2.56 saat) olarak belirlen-
mistir.

Calismaya dahil edilen bakterilerin tanimlanmasinda direkt Phoenix yontemi ve kon-
vansiyonel Phoenix yonteminin dogrulugu, kan kultlri pasajlarindan Maldi Biotyper ile
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yapilan tanimlamalarla ayri ayri karsilastinimistir. Konvansiyonel Phoenix yontemi ile 122
gram negatif bakterinin tanimlamasinda Maldi Biotyper cihazi ile kan kiltlr pasajindan
yapilan tanimlamayla karsilastirildiginda cins diizeyinde %100 (122/122), tir dizeyin-
de ise %90.9 (111/122) oraninda kabul edilebilir dizeyde uyum oldugu gozlenmistir.
Enterobacteriaceae ailesine ait bakteriler ile NFGNB’ler ayri ayri degerlendirildiginde, En-
terobacteriaceae ailesine ait bakteriler (n= 95) sirasiyla %100 (95/95) ve %94.7 (90/95)
oraninda cins ve tir diizeyinde Maldi Biotyper cihazi ile uyumlu olarak tanimlanmistir.
NFGNB izolatlari (n= 25) ise sirasiyla %100 (26/26) ve %80.7 (21/26) oraninda cins ve
tur diizeyinde Maldi Biotyper cihazi ile uyumlu tanimlanmigstir. Aeromonas cinsi tek bir
izolat konvansiyonel Phoenix yontemiyle Aeromonas sobria, kan kiltir pasajindan Maldi
Biotyper yontemi ile Aeromonas veroni olarak tanimlanmistir.

Calismaya dahil edilen 122 gram negatif bakterinin tanimlanmasinda direkt Phoenix
yontemi, Maldi Biotyper cihazi ile kan kiiltlr pasajindan yapilan tanimlamayla karsilasti-
rildiginda cins diizeyinde %96.7 (118/122), tur dizeyinde %86.0 (105/122) oraninda
uyum oldugu tespit edilmistir. Enterobacteriaceae ailesine ait bakteriler (n= 95) cins ve
tur diizeyinde sirasiyla %95.7 (91/95) ve %93.6 (89/95) oraninda Maldi Biotyper cihazi
ile uyumlu tanimlanmistir. NFGNB izolatlari (n= 25) ise sirasiyla %96.1 (25/26) ve %61.5
(16/26) oraninda cins ve tir dlzeyinde Maldi Biotyper cihazi ile uyumlu olarak tanim-
lanmistir.

Cahsmamizda direkt Phoenix yontemi ile tanimlanan 122 gram negatif bakterinin
118 (%96.7)'i cins diizeyinde dogru tanimlanmistir. Dort izolat ise direkt Phoenix yon-
temi ile yanhs tanimlanmistir. Direkt Phoenix yontemi ile yanlishkla Pantoea aglomerans
olarak tanimlanan izolat konvansiyonel Phoenix yontemi ve Maldi Biotyper ile yapilan
tanimlamalarda Acinetobacter baumannii olarak tanimlanmistir. Direkt Phoenix yontemi
ile Serratia fonticola ve Citrobacter braaki olarak tanimlanan izolatlar ise Maldi Biotyper
cihazinda Enterobacter cloacae, konvansiyonel Phoenix yontemiyle ise sirasiyla Enterobac-
ter cloacae ve Enterobacter aerogenes olarak tanimlanmistir. Direkt Phoenix yontemiyle
Kluyvera ascorbata olarak tanimlanan izolat diger iki yontemle de Escherichia coli olarak
tanimlanmustir. Calismamizdaki 26 adet NFGNB'nin 25 (%96.1)’i cins diizeyinde ¢ yon-
temle de ayni tiir olarak tanimlanmistir (Tablo ).

Calismamizda gram negatif basiller icin direkt Phoenix yontemiyle antibiyotik duyarl-
Ik testi sonuclarinin raporlanma siresi inokilasyondan sonra 7.42-15.85 saat araliginda
(ortalama 12.9 saat) olarak belirlenmistir.

Calismamizda 120 gram negatif bakteri [Enterobacteriaceae ailesine ait izolat (n= 95)
ve NFGNB (n= 25)] icin direkt Phoenix yontemiyle 2159 antimikrobiyal ilag test edilmistir
ve konvansiyonel Phoenix yontemi ile karsilastiriimistir (Tablo 11). Genel olarak bitiin an-
timikrobiyal ilaclar icin kategorik uyum %95.5 oraninda tespit edilmistir. Amikasin, ampi-
silin, aztreonam, seftazidim, seftriakson, sefuroksim, siprofloksasin, kolistin, gentamisin,
netilmisin ve piperasilin-tazobaktam icin sonug verilen ADT’lerde butiin kategorilerdeki
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Tablo I. Gram Negatif Bakteri [zolatlarinin Ug Farkli Yontemle Tanimlanmasi (n=122)

Kiiltiirde iireme

sonucu

Direkt Phoenix Konvansiyonel MALDI-TOF MS ile
Bakteri izolati yontemi Phoenix yontemi tanimlama
Escherichia coli 52 53 53
Klebsiella pneumoniae 26 26 26
Klebsiella oxytoca 1 1 1
Acinetobacter baumannii 9 14 14
Acinetobacter Iwoffi/haemolyticus 2 0
Acinetobacter spp. 3 1 0
Acinetobacter pittii 0 0 1
Pseudomonas aeruginosa 7 7 7
Pseudomonas putida 2 2 0
Pseudomonas spp. 1 1 0
Pseudomonas monteilii 0 0 2
Pseudomonas fulva 0 0 1
Enterobacter cloacae 5 6 4
Enterobacter aerogenes 2 3 2
Enterobacter ludwigi 0 0 1
Enterobacter asburiae 0 0 2
Morganella morganii 1 1 1
Salmonella spp. 2 2 4
Salmonella typhi 2 2 0
Aeromonas sobria 1 1 Aeromonas veronii
Aeromonas veronii Aeromonas sobria Aeromonas sobria 1
Burkholderia cepacia kompleks 1 1 Burkholderia cenocepacia
Burkholderia cenocepacia Burkholderia Burkholderia cepacia 1

cepacia kompleks kompleks
Serratia fonticola 1 Enterobacter cloacae Enterobacter cloacae
Citrobacter braaki 1 Enterobacter aerogenes Enterobacter cloacae
Proteus mirabilis 1 1 1
Pantoea aglomerans 1 Acinetobacter baumannii  Acinetobacter baumannii
Kluyvera ascorbata 1 Escherichia coli Escherichia coli
Toplam 122 122 122

hata orani < %10, ¢ok biyiik hata orani < %1.5 ve blyik hata orani < %3 oldugundan
konvansiyonel Phoenix yontemi ile kabul edilebilir diizeyde uyum gosterdigi bulunmus-
tur (Tablo II).
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Tablo Il. Enterobacteriaceae Ailesine Ait [zolatlarin (n= 95) ve Nonfermenter Gram Negatif Bakterilerin
(n= 25) Direkt Phoenix Yéntemi ile Antibiyotik Duyarlilik Test Sonuglarinin Hata ve Uyum Oranlari

Orta Kiigiik Biyiik Cok biiyitkk  Kategorik
Antibiyotik Duyarli duyarli Direncli hata hata hata uyum orani
Amikasin 106 4 10 1 (%0.8) 0 1 (%0.8) %98.3
Amoksisilin- 46 0 74 0 0 5 (%4.1) %95.8
klavulanik asit
Ampisilin 20 0 91 0 0 1 (%0.9) 9%99.0
Aztreonam 57 8 55 3 (%2.5) 0 0 %97.5
Sefepim 63 6 35 6 (%5.7) 3 (%2.8) 2 (%1.9) %89.4
Seftazidim 65 4 37 1 (%0.9) 0 0 %99.0
Seftriakson 54 0 57 0 2 (%1.8) 0 %98.1
Sefuroksim 44 0 72 0 0 1 (%0.8) 9%99.1
Siprofloksasin 60 3 54 1 (%0.8) 1 (%0.8) 1 (%0.8) %97.4
Kolistin 108 0 12 0 2 (%1.6) 0 %98.3*
Ertapenem 80 0 32 1 (%0.8) 6 (%5.3) 3 (%2.6) %91.0
Gentamisin 82 0 37 0 0 0 %100
imipenem 89 7 19 6 (%5.2) 4 (%3.4) 1 (%0.8) %90.4
Meropenem 88 6 25 6 (%5.0) 4 (%3.3) 2 (%1.6) %89.9
Netilmisin 73 3 43 1 (%0.8) 1 (%0.8) 0 %98.3
Piperasilin 41 1 63 1 (%0.9) 0 4 (%3.8) %95.2
Piperasilin- 75 2 29 4 (%3.7) 1 (%0.9) 2 (%1.8) %93.3
tazobaktam
Tigesiklin 57 26 20 11 (%10.6) 0 0 %89.3
Trimetoprim- 56 3 57 3 (%2.5) 1 (%0.8) 3 (%2.5) %93.9
stilfametoksazol
Toplam 2159 antimikrobiyal ilag 45 (%2.0) 25 (%1.1) 26 (%1.2) %95.5

* Sivi mikrodiliisyon calisiimadan kategorik uyum hesaplanmustir.

Calismamizdaki Enterobacteriaceae ailesine ait 95 gram negatif bakterinin 19 antimik-
robiyal ilaca karsi duyarliliklari test edilmistir. Toplamda 1792 antimikrobiyal ila¢ calisil-
mustir. Bunlarin %95.9 (1.719/1.792)u kategorik uyum gostermistir. Genel olarak %1.8
(34/1.792) kiicuik hata, %1.0 (19/1.792) buyik hata ve %1.1 (20/1.792) cok buytk hata
olmak lzere %4.0 (73/1.792) hata orani bulunmustur (Tablo I1I).

GN Phoenix Combo panelindeki antimikrobiyal maddelerden yalnizca siprofloksasin
ve gentamisin 95 adet Enterobacteriaceae izolati icin tamamen kategorik uyum gostermis-
tir. Amikasin, ampisilin, aztreonam, sefepim, seftazidim, seftriakson, sefuroksim, siprof-
loksasin, kolistin, gentamisin, imipenem ve netilmisin icin kabul edilebilir ADT kategorik
uyumu bulunmustur.
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Tablo Ill. Enterobacteriaceae Ailesine Ait izolatlarin (n= 95) Direkt Phoenix Yéntemiyle Antibiyotik
Duyarlilik Test Sonuglari, Hata ve Uyum Oranlari

Orta Kiigiik Biiyiik Cok biiyitkk  Kategorik
Antibiyotik Duyarli duyarh Direncli hata hata hata uyum orani
Amikasin 91 1 3 0 0 1 (%1.0) %98.9
Amoksisilin- 46 0 49 0 0 5(%5.2) %94.7
klavulanik asit
Ampisilin 20 0 75 0 0 1 (%1.0) %98.9
Aztreonam 57 3 35 1 (%1.0) 0 0 %98.9
Sefepim 56 6 31 6 (%6.4) 2 (%2.1) 1 (%1.0) %90.3
Seftazidim 58 4 33 1 (%1.0) 0 0 %98.9
Seftriakson 54 0 41 0 2 (%2.1) 0 %97.8
Sefuroksim 44 0 47 0 0 1 (%1.0) %98.9
Siprofloksasin 52 0 40 0 0 0 %100
Kolistin 83 0 12 0 2 (%2.1) 0 %97.8*
Ertapenem 79 0 16 1 (%1.0) 6 (%6.3) 2 (%2.1) %90.5
Gentamisin 68 0 27 0 0 0 %100
imipenem 79 7 6 6 (%6.5) 2 (%2.1) 0 %91.3
Meropenem 82 2 11 1 (%1.0) 3 (%3.1) 1 (%1.0) %94.7
Netilmisin 63 3 29 1 (%1.0) 0 0 %98.9
Piperasilin 34 1 59 1 (%1.0) 0 3 (%3.1) %95.7
Piperasilin- 68 2 25 4 (%4.2) 1 (%1.0) 2 (%2.1) %92.6
tazobaktam
Tigesiklin 57 26 12 11 (%11.5) 0 0 %88.4
Trimetoprim- 53 0 42 1 (%1.0) 1 (%1.0) 3 (%3.1) %94.7
stilfametoksazol
Toplam 1792 antimikrobiyal ilag 34 (%1.8) 19 (%1.0) 20 (%1.1) %95.9
* Sivi mikrodiliisyon calisiimadan kategorik uyum hesaplanmustir.

Calismamizdaki 122 gram negatif bakteride konvansiyonel Phoenix yontemi ile 35
izolatta, direkt Phoenix yontemi ile 37 izolatta diren¢ paterni [genislemis spektrumlu
beta-laktamaz (GSBL) ve potansiyel karbapenemaz lretimi (PKP)] saptanmugtir. Direkt
Phoenix yonteminde direng paterni olan 37 izolatin 31 (%83.7)’i konvansiyonel Phoenix
yontemiyle uyumlu tanimlanmistir. Bunlardan direkt Phoenix yontemi raporlarinin GSBL
uyumu %88.8 (24/27)"dir. Direkt Phoenix yontemi ile GSBL urettigi belirlenen izolatlarin
ADT sonuclari konvansiyonel Phoenix yontemiyle karsilastirildiginda amikasin, ampisi-
lin, seftriakson, sefuroksim, siprofloksasin, meropenem ve piperasilin icin klinik katego-
ride %100 uyum saptanmustir. Piperasilin-tazobaktam disindaki bitiin antibiyotikler icin
%90'in uzerinde kategorik uyum bulunmustur. Yirmi dort GSBL ureten izolat icin de-
gerlendirilen 454 antimikrobiyal ilacta %2.6 kiiclik hata, %0.8 buyik hata ve %0.8 cok
blytk hata olmak tizere %4.4 hata orani ve %95.5 kategorik uyum gosterilmistir.
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Tablo IV. Nonfermenter Gram Negatif Bakterinin (n= 25) Direkt Phoenix Yontemiyle Antibiyotik
Duyarlilik Test Sonuglari, Hata ve Uyum Oranlari

Orta Kuciik Biiyiik Cok biiyilk  Kategorik
Antibiyotik Duyarli  duyarli Direncli hata hata hata uyum orani
Amikasin 15 3 7 1 (%4.0) 0 0 %96.0
Amoksisilin- 0 0 25 0 0 0 %100
klavulanik asit
Ampisilin 0 0 16 0 0 0 %100
Aztreonam 0 5 20 2 (%8.0) 0 0 %92.0
Sefepim 7 0 4 0 1 (%9.0) 1 (%9.0) %81.8
Seftazidim 7 0 4 0 0 0 %100
Seftriakson 0 0 16 0 0 0 %100
Sefuroksim 0 0 25 0 0 0 %100
Siprofloksasin 8 3 14 1(%4.0) 1(%4.0) 1 (%4.0) %88.0
Kolistin 25 0 0 0 0 0 %100*
Ertapenem 1 0 16 0 0 1 (%5.8) %94.1
Gentamisin 14 0 10 0 0 0 %100
imipenem 10 0 13 0 2 (%8.6) 1 (%4.3) %386.9
Meropenem 6 4 14 5(%20.8) 1 (%4.1) T (%4.1) %70.8
Netilmisin 10 0 14 0 1 (%4.1) 0 %95.8
Piperasilin 7 0 4 0 0 1 (%9.0) %90.9
Piperasilin- 7 0 4 0 0 0 %100
tazobaktam
Tigesiklin 0 0 8 0 0 0 %100
Trimetoprim- 3 3 15 2 (%9.5) 0 0 %90.4
sullfametoksazol
Toplam 367 antimikrobiyal ilag 11 (%2.9) 6 (%1.6) 6 (%1.6) %93.7
* Sivi mikrodiliisyon calisiimadan kategorik uyum hesaplanmistir.

Calismamizda NFGNB’de (n= 25) (Burkholderia cepacia kompleks hari¢) 367 anti-
mikrobiyal ila¢ test edilmistir. Bu bakteriler icin direkt ve konvansiyonel Phoenix yon-
temlerinin antibiyotik duyarlilik test sonuglari %93.7 (344/367) oraninda uyum g0ster-
mistir. Amoksisilin-klavulanik asit, ampisilin, seftazidim, seftriakson, sefuroksim, kolistin,
gentamisin, piperasilin-tazobaktam ve tigesiklin ADT klinik kategorilerinde %100 uyum
bulunmustur (Tablo V).

TARTISMA

Otomatize sistemler, kan dolagimindaki bakterilerin tanimlanmasi ve antibiyotik du-
yarllik testleri icin yillardir kullanilmaktadir''. Ancak bu sistemlerde kullanilan kiiltiir
sistemine dayali tani kan kilturinden kati besiyerine yapilan pasajin 18-24 saat inki-
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basyonu nedeniyle zaman alicidir. Raporlama siresini kisaltmak icin pozitif kan kalttri
siselerinden direkt inokilasyonun uygulamasini gosteren cesitli calismalar mevcuttur,
bu calismalarin cogu tanimlama ve ADT sonuclari agcisindan gram negatif bakterilerin
%80’den fazla oranda dogru tanimlandidini ve %3’ten az oranda buiyiik hata verdigini,
sonuclarin kabul edilebilir dogrulukla rapor verme suresini kisalttigini gostermektedir.

Ne var ki, gram pozitif koklar icin yapilan calismalar nispeten basarisiz sonuclar vermis-
tir' 214,

Japonya’da yapilan bir caismada direkt Phoenix yontemi ile 101 gram negatif bak-
terinin %99 (100/101)'u cins diizeyinde, 97 (98/101)'si tur diizeyinde dogru olarak
tanimlanmustir'®, Hazelton ve arkadaslari'® 64 gram negatif bakterinin 63 (%98.4)’iinde
pozitif kan kiltiru siselerinden dogrudan MALDI TOF ile tanimlamanin kiltirden pasaij
ile Gretme sonucu Phoenix cihazi ile yapilan tanimlamayla tiir diizeyinde uyumlu ol-
dugunu bulmuslardir. Lee ve arkadaslan'” iki farkli 6rnek hazirlama yéntemi [saponin
yontemi (SAP) ve (saponin + Sputazyme) yontemi (SSPZ)] kullanarak MALDI-TOF MS
ile 64 gram negatif izolati direkt kan kiltiira siselerinden SAP yontemi ve SSPZ yontemi
ile sirasiyla %82.8, %87.5 oraninda dogru olarak tanimlamiglardir. Maelegheer ve arka-
daslari'* Maldi Biotyper kullanarak calistiklari direkt tanimlama sonuglarini gram negatif
bakteriler icin %97 (44/45) oraninda mikrobiyoloji tani laboratuvari sonuglari ile uyumlu
bulmuslardir. Dogrudan pozitif kan kultiiri siselerinden calisilan gram negatif bakterile-
rin tanimlanmasindaki dogruluk oranlari daha onceki calismalarda da benzer diizeyde
bulunmustur'®2°, Calismamizda da diger calismalara benzer olarak gram negatif bak-
terilerin tanimlamasinda yontemler arasinda cins ve tur dlizeyinde yiiksek oranda uyum
bulunmustur.

Ling ve arkadaslan?®' VITEK 2 cihazi ile yaptiklar direkt inokiilasyon ydntemini kullan-
diklari calismada 89 NFGNB ve 173 Enterobacteriaceae Uyesi bakterinin tur diizeyinde
dogru tanimlanma oranlarini sirasiyla %91.1 ve %97.1 olarak saptamislardir. Brezilya'da
2018 yilinda VITEK 2 cihazi ile direkt kan kiiltiirii siselerinden yapilan bir calismada yedi
NFGNB ve 30 Enterobacteriaceae liyesi bakteri tiir diizeyinde %100 oraninda rutin VITEK
2 cihazi yéntemi ile uyumlu tanimlanmistir??, Bizim calismamiza dahil ettigimiz gram
negatif bakteriler, Enterobacteriaceae ailesine ait bakteriler ve NFGNB'ler olarak ayri ayr
degerlendirildiginde, direkt Phoenix yontemi ile 95 Enterobacteriaceae ailesine ait bakteri
cins ve tlr duzeyinde sirasiyla %95.7 (91/95) ve %93.6 (89/95) oraninda Maldi Biotyper
cihazi ile uyumlu olarak tanimlanmistir. Yirmi altt NFGNB ise sirasiyla %96.1 (25/26) ve
%61.5 (16/26) oraninda cins ve tiir diizeyinde Maldi Biotyper cihazi ile uyumlu olarak
tanimlanmistir.

Bakteri tanimlamasi icin yeni bir yontem secerken, referans sistemle en azindan %90
tam uyum gosteren ve yaygin olarak izole edilen mikroorganizmalari en az %95 dogru-
lulukla tanimlayan sistemler 6nerilmektedir?3. Calismamizda elde edilen bakteri tanimla-
ma sonuclarini bu dogrultuda degerlendirdigimizde, direkt Phoenix yontemiyle yapilan
tanimlamanin kabul edilebilirligi umut verici bulunmustur.
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Direkt inokiilum yontemi ile bakteri tanimlamasindaki hatanin en biyUlk nedeni stan-
dardize olmayan inokilum miktaridir. Kan kiltiru siselerindeki disiik bakteri inokilum
miktarlari (3-9 ml) daha 6nceki calismalarda bildirilen direkt tanimlamalardaki ytksek
hata oranlarinin nedeni olabilir'>.

Hatanin diger bir nedeni ise polimikrobiyal kan kiltirleridir. Baglangicta yapilan Gram
boyamada monomikrobiyal goriilen orneklerin %6-10'unda pasajlarda polimikrobiyal
tiremeler bildirilmistir'3.

Calismamizda pasajlarda ireyen kolonilerin Maldi Biotyper ile yapilan tanimlamasi altin
standart olarak kabul edilmistir. Uyumsuz tanimlamalarin dizi analizi gibi altin standart bir
yontemle dogrulanmasi sonuglarin daha dogru yorumlanmasina katkida bulunabilirdi.

Calismamizda direkt Phoenix yontemiyle gram negatif bakteriler ortalama 2.56 saatte
tanimlanmugtir. Bu stire pozitif kan kltiiri siselerinin konvansiyonel Phoenix yontemiyle
tanimlanmasinda iki giine kadar uzamaktadir’*?°, Direkt Phoenix yéntemi ile antimikro-
biyal duyarlik sonuclari ortalama inkiibasyondan 12.9 saat sonra sonuclanmistir. Direkt
Phoenix yontemi uygun tedaviye konvansiyonel yontemlerden 1-2 giin 6nce baslanma-
sina ve daha iyi hasta ynetimine olanak saglamaktadir?2>, Direkt Phoenix ydnteminde-
ki ek prosediir yontemin siiresini yaklasik olarak yarim saat uzatmaktave maya gibi uygun
olmayan ornekleri dislamak icin islem oncesi her zaman Gram boyama yapilmasinda
fayda bulunmaktadir. Ayrica, direkt Phoenix yonteminde kullanilan test tlipinin mali-
yeti konvansiyonel Phoenix yonteminde kullanilan kanli agar maliyeti ile hemen hemen
aynidir. Bu yiizden direkt Phoenix yonteminin toplam maliyeti ile konvansiyonel Phoenix
yonteminin toplam maliyeti arasinda 6nemli bir fark yoktur.

Munoz-Davila ve arkadaslan?® VITEK 2 otomatize sistemi ile yaptiklari direkt inokiilas-
yon yontemi ile 142 gram negatif bakteri icin 2414 antimikrobiyal ilaci test etmislerdir.
Munoz-Davila ve arkadaslari?® bu calismalarinda %0.6 (14/2.414)'si cok biiyiik hata,
%0.1 (3/2.414)'i blyuk hata ve %2.0 (50/2.414)" kiiciik hata olmak Uzere genel olarak
%2.8 (67/2.414) oraninda hata orani ve %97.4 (2.352/1.414) oraninda tam kategorik
uyum saptamislardir. italya’da 2015 yilinda direkt Phoenix yéntemi ile yapilan bir calis-
mada, 78 adet gram negatif bakterinin ADT sonuclar bildirilmis ve 1017 adet izolat/
antimikrobiyal ilac kombinasyonu icin degerlendirme yapilmistir?’. Yine bu calismada
%0.1 cok buyik hata, %1.5 blylk hata ve %2.4 kiciik hata olmak Uzere genel olarak
%4 hata orani tespit edilmistir?”. Barman ve arkadaslari®® gram negatif bakteri iceren
100 monomikrobiyal kan kiiltiirii sisesinde VITEK 2 cihazi kullanarak, direkt ADT sonug-
larini konvansiyonel ADT sonuclari ile karsilastirdiklarinda %99.74 oraninda kategorik
uyum bulmuslardir. Lemos ve arkadaslari?? VITEK 2 otomatize sistemini kullanarak, kan
kdlturlerindeki 37 gram negatif bakterinin konvansiyonel ve direkt yontemle calisilan
ADT sonuglar arasinda %95 oraninda uyum bulmuslardir. Bu calismada gram negatif
bakterilerin ADT sonuglarindaki kiiclik hata orani %2.3, buyik hata orani %1.1 ve ¢cok
biiyiik hata orani %1.6 olarak saptanmistir??. Calismamizda ise 120 gram negatif bakteri
icin 2159 antimikrobiyal ila¢ test edilmistir. Bitiin antimikrobiyal ilaglar icin %95.5 ora-
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ninda kategorik uyum bulunmustur. Calismamiza dahil ettigimiz bakteriler icin raporla-
nan ADT'lerde butiin kategorilerdeki hata orani < %10, ¢ok buytik hata orani < %1.5 ve
bulytk hata orani < %3 oldugundan kabul edilebilir sonuclar elde edilmistir.

Calismamizda, GSBL ureten izolatlarin tedavisinde tercih edilen karbapenemlerin ka-
tegorik uyumu imipenem icin %91.6, meropenem icin %100 bulunmustur. imipenem
sonuclarinda bu izolatlar icin sadece %8.3 oraninda minor hata saptanmistir. Bu sonuglar
direncli izolatlarin erken ve uygun tedavi edilmesi acisindan sevindiricidir. Daha genis
calismalarla desteklenmelidir.

Yonetania ve arkadaslari’> 2012 yilinda yaptiklari calismada BD Phoenix sisteminin
direkt inokulasyon yontemi ile Enterobacteriaceae ailesine ait 78 adet gram negatif bak-
terinin 21 antimikrobiyal ilaca karsi duyarhliklarini test etmis ve bu bakterilerde %99.5
oraninda kategorik uyum saptamislardir. Ayni calismada 23 adet NFGNB icin test edilen
20 antimikrobiyal ilaca duyarlilik sonuglari %91.1 kategorik uyum, %0.2 kiictik hata ola-
rak belirlenmistir ve izolatlarin %8.7’sinde duyarlilik tespit edilememistir'>. Calismamizda
ise Enterobacteriaceae ailesine ait 95 adet gram negatif bakterinin 19 antimikrobiyal ilaca
duyarliliklari test edilmistir. Amikasin, ampisilin, aztreonam, sefepim, seftazidim, seftriak-
son, sefuroksim, siprofloksasin, kolistin, gentamisin, imipenem ve netilmisin icin kabul
edilebilir ADT kategorik uyumu bulunmustur.

Calismamizda NFGNB'lerin ADT sonuglarinda sefepim digindaki sefalosporinler, am-
pisilin, amoksisilin-klavulanik asit, piperasilin-tazobaktam ve cok ilaca direncli izolatlarin
tedavisinde tercih edilen tigesiklin ve kolistin icin %100 klinik kategorik uyum bulunmasi
sepsis hastalarinin erken ve dogru tedavisi icin umut vericidir. Bunun yani sira Pseudomo-
nas enfeksiyonlarinda ilk tercih olan seftazidim antibiyotigi icin %100 kategorik uyum
bulunmasi anlamhdir.

Calismamizda antimikrobiyal ilag duyarliliginin belirlenmesinde sadece otomatize Pho-
enix sistemi kullanilmistir. Direkt ve konvansiyonel Phoenix yontemi ile uyumsuz ¢ikan ko-
listin duyarlilik sonuglari sivi mikrodiliisyon yontemiyle dogrulanmamustir. Kolistin icin ka-
tegorik uyum oranlari otomatize Phoenix sisteminin ADT sonuclarina gore belirlenmistir.

Calismamizda kullanilan direkt Phoenix yontemi ile gram negatif bakterilerin tanimlama
ve ADT’lerinin konvansiyonel Phoenix yontemi ile yiiksek uyumu, direkt Phoenix yontemi-
nin tanisal mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kabul edilebilir oldugunu gostermis ve calisma-
nin sonuglari Phoenix sisteminin kati besiyerine pasaj yontemi ile karsilagtirlmistir. Direkt
Phoenix yontemi gram negatif basil kaynakl bakteriyemilerde bakterilerin tanimlanmasini
ve antibiyotik duyarliliklarinin raporlanma stiresini en az 18-24 saat kisaltmistir. Bu sonug,
kan kdltur sisesinden yapilan direkt yontemin hem hastalarin erken klinik yarar saglayabil-
mesi hem de hastane maliyetlerini azaltmasi acisindan yararl olabilecegini gostermektedir.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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