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ÖZ

Pozitif sinyal veren kan kültürü şişelerinden doğrudan tanımlama yapılarak sonuçların daha erken kliniğe 
bildirilmesinin mortalite ve morbidite üzerinde olumlu etkileri olduğu bildirilmektedir. Özellikle deterjanların 
kullanıldığı ekstraksiyon yöntemleri, pozitif sinyal veren şişelerden doğrudan tanımlama için kullanılmak-
tadır. Bu amaçla, özellikle saponin kullanımına dayalı geliştirilen “in-house” yöntemler literatürde yaygın 
olarak yer almaktadır. Bu çalışmada, deterjan bir madde olan Tween® 80 kullanımı ile doğrudan pozitif 
sinyal veren kan kültürü şişesinden etkenin tanımlanmasına yönelik basit, kolay uygulanabilir ve güvenilir bir 
protokol geliştirilmesi, elde edilen protokolün rutin mikrobiyoloji laboratuvarında klinik örneklerde çalışıl-
ması ve sonuçların değerlendirilmesi amaçlanmıştır. Çalışma, yöntemin geliştirildiği “deneysel” ve yöntemin 
uygulandığı “klinik” olmak üzere iki aşamada gerçekleştirilmiştir. Deneysel aşamada, standart suş ve daha 
önce 16S rRNA yöntemi ile tanısı konan izolatlarla pozitif sinyal veren kan kültürü şişeleri oluşturulmuştur. 
Tween® 80 %10’luk çözeltisi distile su ile hazırlanmıştır. Pozitif sinyal veren şişeden 1 ml örnek mikrosantrifüj 
tüpüne alınmış ve üzerine 100 µl %10’luk Tween® 80 eklenip 10 saniye vortekslendikten sonra 5 dakika 
oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. Tüpler 14.000 devirde 5 dakika santrifüj edilmiş ve süpernatant atılıp 
çökelti 1 ml distile su ile üç kez yıkanıp 14.000 devirde 5 dakika santrifüj edilmiştir. Çökeltilerden alınan 
örnekler preparat üzerine sürülüp havada kurutulmuştur. Üzerine önce 1 µl %70 formik asit, sonra 1 µl 
matriks çözeltisi eklenmiş ve kuruduktan sonra çalışılmıştır. Çalışmanın ikinci aşamasında, yöntem, 17 Nisan 
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2018-31 Ağustos 2018 tarihleri arasında Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi İbni Sina Hastanesi Mikrobiyoloji 
Laboratuvarında 502 adet pozitif sinyal veren şişeye uygulanmış ve sonuçlar kültür sonuçları ile karşılaştı-
rılmıştır. Deneysel aşamada ekstraksiyon sonunda elde edilen sonuçlar, kültür sonuçları ile karşılaştırılmış 
ve istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmamıştır. Tek mikroorganizma üreyen 462 (%92.1) şişenin 383 
(%82.9)’ünde subkültür sonuçları ile uyumlu sonuçlar elde edilmiştir. Doğru tanımlama yapılan mikroor-
ganizmaların 350 (%91.3)’si bakteri, 33 (%8.7)’ü mantar olarak belirlenmiştir. Bakterilerin 216 (%56.4)’sı 
gram pozitif, 134 (%34.9)’ü gram negatif olarak belirlenmiştir. Polimikrobiyal üremesi olan 40 (%7.9) şi-
şenin ise 19 (%47.5)’unda en az bir mikroorganizma doğru olarak tanımlanmıştır. Bunların dağılımı gram 
negatif (n= 10), gram pozitif (n= 8) ve maya (n= 1) şeklindedir. Polimikrobiyal üremesi olan altı şişede hiçbir 
mikroorganizma tanımlanmamıştır. Elde edilen sonuçlara göre, Tween® 80 kullanılarak geliştirilen bu “in-
house” yöntemin mikrobiyoloji laboratuvarlarında pozitif sinyal veren kan kültürü şişelerine rutin uygulana-
bilir bir yöntem olacağı ve erken tanıya katkı sağlayacağı kanısındayız.  

Anahtar kelimeler: Pozitif kan kültürü; hızlı tanımlama; MALDI-TOF MS; Tween® 80.

ABSTRACT

It has been reported that direct identification from blood culture bottles with positive signals and re-
porting the results to the clinics earlier has positive effects on mortality and morbidity. Extraction methods 
especially using detergents are used  for the direct identification from the bottles which give positive signal. 
For this purpose, in-house methods developed based on the usage of saponin are widely available in the 
literature. In this study, it was aimed to develop a simple, easy-to-apply and reliable protocol for identifying 
the agent directly from the blood culture bottle that gives positive signal with the use of detergent Tween® 
80, and to study the obtained protocol in clinical samples in a routine microbiology laboratory and to eva-
luate the results. The study was carried out in two stages, the experimental stage where the method was 
developed and the clinical stage where the method was applied. In the experimental stage,  blood culture 
bottles were created with standard strains and isolates previously diagnosed with the 16S rRNA method. 
10% solution of Tween® 80 was prepared with distilled water. 1 ml sample was  transferred from the bottle 
that gave positive signal to the microcentrifuge tube, 100 µl of 10% solution of Tween® 80 was added, vor-
texed for 10 seconds and then incubated for 5 minutes at room temperature. The tubes were centrifuged for 
5 min at 14.000 rpm, the supernatant was discarded and the pellet was washed with 1 ml of distilled water 
and centrifuged at 14.000 rpm for 5 minutes in three times. Samples taken from the pellets were rubbed on 
the slide and dried on air. Firstly, 1 µl of 70% formic acid, then 1 µl, of matrix solution was added and it was  
used after drying. In the second stage of the study, the method was applied to the 502 vials giving positive 
signal in the Microbiology Laboratory of Ankara University Faculty of Medicine Ibni Sina Hospital between 17 
April 2018-31 August 2018 and the results were compared with the subculture results. The results obtained 
at the end of extraction in the experimental stage were compared with the subculture results and no statis-
tical difference was found. In 383 (82.9%) bottles among 462 (92.1%) bottles with monomicrobial positive 
cultures, compatible results with the subculture results were obtained. Of the microorganisms correctly iden-
tified, 350 (91.3%) were bacteria and 33 (8.7%) were fungi. On the other hand, 216 (56.4%) of the bacteria  
were gram positive and 134 (34.9%) of them  were gram negative bacteria. At least one microorganism was 
correctly identified in 19 (47.5%) of 40 (7.9%) bottles with polymicrobial blood cultures. Their distribution 
was gram negative (n= 10) and gram positive (n= 8) and yeast (n= 1). No microorganisms were identified 
in six bottles with polymicrobial cultures. According to the results, we believe that this in-house method 
developed using Tween® 80 will be a routinely applicable method for blood culture bottles that give positive 
signal in microbiology laboratories and it will contribute to the early diagnosis. 

Keywords: Positive blood culture; rapid identification; MALDI-TOF MS; Tween® 80. 

GİRİŞ

Kan dolaşım enfeksiyonları, tüm dünyada yatarak tedavi gören hastalarda görülen yük-
sek mortalite ve mobiditenin en önemli nedenleri arasında yer almaktadır1. Kan kültürü kan 
dolaşım enfeksiyonlarında altın standart olup, pozitif sinyal verdiği andan itibaren hızlı dav-
ranılması, kliniğe zamanında doğru sonucun gönderilmesi, hastaların mortalite ve morbi-
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ditesi üzerinde olumlu etkilere neden olmaktadır. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarında kan 
kültürü şişesinden pozitif sinyal alındıktan sonra Gram boyamanın yapılması, subkültürlerin 
çalışılması, mikroorganizmanın tanımlanması ve antibiyotik duyarlılık testinin raporlanması 
laboratuvarın uyguladığı yöntemlere bağlı olmakla birlikte, süreç yaklaşık 12-48 saat kadar 
sürebilmektedir2. Laboratuvarlar, sahip oldukları altyapı özelliklerine göre hızlı tanımlama-
ya yönelik işlemler geliştirebilmektedir. Gram boyama, kan kültürü şişesinden yapılması 
gereken ilk testtir. Gram boyama kritik bir sonuç vermekle birlikte, uygulama ve değer-
lendirme aşamalarında standardizasyon sağlanmadığında hataya açık bir yöntem olup, 
duyarlılık ve özgüllük değerleri değişiklik gösterebilmektedir3. Etkenin adının hızlı ve doğru 
bir şekilde konması, antimikrobiyal yönetişim ve hasta güvenliği için önemlidir. Bu amaçla 
laboratuvarlar, daha hızlı tanımlama yapabilmek için yeni yöntemler uygulamaya başla-
maktadır. Matriks ile desteklenmiş lazer desorpsiyon/iyonizasyon uçuş zamanı kütle spekt-
rometresi [matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry 
(MALDI-TOF MS)], bakterilerin tanımlanması açısından enfeksiyon hastalıkları kliniklerinde 
ve mikrobiyoloji laboratuvarlarında büyük bir çığır açmıştır4. MALDI-TOF MS, kan dolaşım 
enfeksiyonları açısından pozitif sinyal veren kan kültürü şişesinden yapılan subkültürlerden 
elde edilen gram negatif bakterilerde %90, gram pozitif bakterilerde %60-80 oranında 
güvenilir tanımlama yapabilmektedir5. Laboratuvarlar, bugün ticari olarak satın alınan kitler 
veya “in-house” yöntemlerle doğrudan pozitif sinyal veren kan kültürü şişelerinden tanım-
lama yapmaya yönelmektedir. Ticari olarak Bruker, Massachusetts, ABD’nin piyasaya sür-
düğü MBT Sensityper®, doğrudan kan kültürü şişesinden mikroorganizma tanımlamasına 
yönelik basit, uygulaması kolay bir yöntemdir, ancak laboratuvar için fazladan maliyete ne-
den olmaktadır6. Maliyet etkinliği sağlamak için genellikle birbirine benzeyen basamakları 
içeren ve özellikle saponinle çalışılan “in-house” yöntemler geliştirilmiştir7-10. Kan dolaşım 
enfeksiyonlarının hem tanısı hem de tedavisi oldukça yüksek maliyetlere sahiptir, bu ne-
denle hem tanıda hem de tedavide maliyetlerin düşürülmesi önemlidir. Tedavi maliyetleri 
doğru tanı ile önemli ölçüde azalmaktadır. Tanıya yönelik laboratuvarlarda maliyet etkin 
yöntemlerin uygulanması, mikrobiyoloji laboratuvarının altyapısı ile yakından ilişkilidir11. 

Bu çalışmada, deterjan bir madde olan Tween® 80 kullanımı ile doğrudan pozitif sinyal 
veren kan kültürü şişesinden etkenin tanımlanmasına yönelik basit, kolay uygulanabilir ve 
güvenilir bir protokol geliştirilmesi ve elde edilen protokolün rutin mikrobiyoloji laboratu-
varında klinik örneklerde çalışılması ve sonuçların değerlendirilmesi amaçlanmıştır. 

GEREÇ ve YÖNTEM

Pozitif Sinyal Veren Kan Kültürü Şişelerinin Hazırlanması 

Sağlık Bakanlığı Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarları ve Biyolojik Ürünler Dairesi Baş-
kanlığı Merkez Laboratuvarında, daha önce 16S rRNA ile tanımlaması yapılan ya da standart 
suş olarak çalışılan gram negatif (n= 12) ve gram pozitif (n= 18) toplam 30 bakteri pozitif 
sinyal veren kan kültür şişesi elde edilmesi için kullanıldı. Çalışmada, son konsantrasyonu 104 
CFU/ml bakteri içeren bakteri süspansiyonundan 1 ml [BACTECTM Plus Aerobic/F culture 
vial (PAV) ve BACTECTM Anaerobic/F culture vial (LAV), Becton Dickinson, Birleşik Krallık] kan 
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kültür şişesine eklendi. Bakteri inokülasyonundan önce her bir şişeye kan dolaşım enfeksiyo-
nu bulgusu olmayan kişilerden alınmış 8-10 ml periferik kan eklendi10. Pozitif sinyal veren 
şişeler beş günlük inkübasyon programında 37°C’de Bactec 9060 otomatize kan kültürü 
cihazına (Becton Dickinson, ABD) yüklendi. Pozitif sinyal veren şişelerden Gram boyama 
ve koyun kanlı agara ekim yapıldı, eş zamanlı olarak pozitif sinyal veren şişeden Tween® 80 
yöntemi ile doğrudan MALDI-TOF MS (Bruker Biotyper; Bruker Daltonics, Bremen, Alman-
ya) yöntemi ile tanımlama yapıldı. Pozitif kan kültüründen doğrudan bakteri tanımlaması 
işlemi üç kez tekrarlanarak çalışıldı. Koyun kanlı agarda üreyen bakterilerden de inkübasyon 
süresi sonunda MALDI-TOF MS ile tanımlama yapıldı ve sonuçlar değerlendirildi.

Tween® 80 ile Tanımlama Protokolünün Oluşturulması

Yöntemin geliştirilmesinde, Caspar ve arkadaşlarının12 saponin ile hazırladıkları hızlı ta-
nımlama protokolü temel alındı. Bu çalışmada, ekstraksiyon işlemi için saponinden daha 
güçlü bir sürfaktan madde olan Tween® 80 kullanıldı. Çalışmada, distile su ile %10’luk 
Tween® 80 çözeltisi hazırlandı. Pozitif sinyal veren şişeden 1 ml örnek mikrosantrifüj tüpü-
ne alındı ve üzerine 100 µl %10’luk Tween® 80 eklenip 10 saniye vortekslendi. Vorteksle-
nen mikrosantrifüj tüpleri 14.000 devirde 5 dakika santrifüj edildi. Süpernatant 1 ml distile 
su ile üç kez yıkanıp 14.000 devirde 5 dakika santrifüj edildi. Çökeltiden alınan örnekler 
doğrudan slayt üzerine sürülüp yaklaşık 2 dakika kadar havada kurutuldu. Üzerine önce 1 
µl %70 formik asit eklenip havada kurutulduktan sonra 1 µl matriks çözeltisi (α-cyano-4-
hydroxycinnamic acid in 50 acetonitrile-%2.5 trifluoroacetic acid, Bruker Daltonics, Bre-
men, Almanya) eklenerek kurumaya bırakıldı. 

Rutin Mikrobiyoloji Laboratuvarında Pozitif Sinyal Veren Kan Kültürü Örneklerinin 
Çalışılması 

Çalışmaya, prospektif olarak Ankara Üniversitesi İbni Sina Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji 
Laboratuvarında 17 Nisan 2018-31 Ağustos 2018 tarihleri arasında pozitif sinyal veren 502 
şişe dahil edildi. Pozitif sinyal veren şişelerden Gram boyama ile subkültür pasajları yapıldı. 
Eş zamanlı olarak şişelerden Tween® 80 protokolüne göre MALDI-TOF MS cihazında ta-
nımlama yapıldı.  

Tween® 80 Yönteminin Geliştirilmesi 

MALDI-TOF MS ile yapılan tanımlamada eşik (cut off) değeri 1.5-1.7 arasında olan mik-
roorganizmalar için ilave inkübasyon basamağı eklenerek yöntem modifiye edildi. Buna 
göre pozitif sinyal veren şişeden 1 ml örnek mikrosantrifüj tüpüne alındı ve üzerine 100 
µl %10’luk Tween® 80 eklenip 10 saniye vortekslenerek 5 dakika oda sıcaklığında inkübe 
edildi. Tüpler daha sonra, 14.000 devirde 5 dakika santrifüj edilerek yöntemin diğer aşa-
maları uygulandı. 

İstatistiksel Analiz

İstatistiksel değerlendirme, SPSS 20 paket programı kullanılarak yapıldı. Veriler normal 
dağılım göstermediği için gruplar arası ilişkiler Mann-Whitney U testi, saponin ve Tween® 
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80 ile elde edilen sonuçlar arasındaki ilişki Wilcoxon testi ve aralıklar arasındaki ilişki Kruskal-
Wallis testi kullanılarak değerlendirildi (p< 0.05).

BULGULAR

Toplam 30 adet pozitif sinyal veren kan kültürü şişesi oluşturulmuştur. Bu şişelere, stan-
dart suşlar veya 16S rRNA ile daha önce tanımlaması yapılmış olan gram pozitif (n= 18) 
ve gram negatif (n= 12) bakteri ekilmiştir. “In-house” geliştirilen Tween® 80 ekstraksiyon 
yöntemi ile doğrudan kan kültürü şişesinden tanımlama yapılmış, elde edilen sonuçlar sub-
kültürden yapılan rutin MALDI-TOF yönteminden elde edilen tanımlar ile karşılaştırılmıştır. 
Bu çalışmada, üretici firmanın önerdiği standart eşik değeri olan ≥ 1.7 alınarak bir değer-
lendirme yapılmış ve şişelerdeki bakterilerin tamamı doğru olarak tanımlanmıştır. Deneysel 
çalışmada kullanılan bakterilerin listesi Tablo I’de verilmiştir. Analiz sonucuna göre iki yön-
tem arasında 0.01 korelasyon bulunmuştur. 

Elde edilen Tween® 80 protokolü rutinde pozitif sinyal veren şişelerden rutin laboratu-
varda çalışmaya dahil edilmiştir. Pozitif sinyal veren şişelere hem doğrudan ekstraksiyon 
hem de rutin uygulamada yer alan Gram boyama ve subkültür işlemleri uygulanmıştır. 
Hem çalışılan doğrudan tanımlama hem de subkültürden çalışılan tanımlama sonuçları 
karşılaştırılmıştır. Çalışmanın klinik aşamasında toplam 502 şişe değerlendirilmiştir. De-
ğerlendirilen şişelerden polimikrobiyal üremesi olan 40 (%7.9) şişe kendi içinde değer-
lendirilmiştir. 

Tek mikroorganizma üreyen 462 (%92.1) şişenin 79 (%17.1)’unda subkültür sonuç-
ları ile uyumlu sonuçlar tespit edilememiştir. Doğru tanımlama yapılamayan şişelerin 
56’sında bakteri, 23’ünde ise maya ürediği belirlenmiştir. Tanımlanamayan bakterilerin 
ise 34’ü gram pozitif, 14’ü gram negatif olarak tespit edilmiştir. Gram pozitif bakterilerde 
en fazla Corynebacterium türlerinin, gram negatiflerde ise Acinetobacter türlerinin tanım-
lanamadığı belirlenmiştir. 

Tek mikroorganizma üreyip subkültür sonuçları ile uyumlu tanımlanan 383 (%82.9) 
şişenin 153 (%39.9)’ünün eşik değeri 1.5-1.7 arasında tespit edilmiş ve bu örneklerde 
yöntem modifiye edilerek Tween® 80 ile kan kültürü örneğinin oda sıcaklığında 5 daki-
ka inkübasyon basamağı eklenmiştir. Modifiye edilen yönteme göre 383 (%82.9) mik-
roorganizmanın eşik değerleri 1.7 ve üstünde tespit edilmiş olup, tanımlama sonuçları 
subkültürden yapılan sonuçlar ile uyumlu bulunmuştur. Bu iki yöntem arasında yapılan 
tanımlama sonuçları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmamıştır. Doğru 
tanımlama yapılan mikroorganizmaların 350 (%91.3)’si bakteri, 33 (%8.7)’ü mantar ola-
rak tespit edilmiştir. Tanımlanan bakterilerin 216 (%56.4)’sı gram pozitif, 134 (%34.9)’ü 
gram negatif bakteri olarak saptanmıştır. Tween® 80 ile doğru tanımlama yapılan mik-
roorganizmaların dağılımları ve rutin yöntem ile karşılaştırılması Tablo II’de verilmiştir. 

Tüm şişelerin 40 (%7.9)’ında polimikrobiyal üreme belirlenmiştir. Bu şişelerin 32’sinde 
ikili, sekizinde üçlü üreme tespit edilmiştir. Tween® 80 ile 19 (%47.5) şişede en az bir 
mikroorganizma tanımlanmıştır. Bu mikroorganizmaların dağılımı da gram negatif (n= 
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10), gram pozitif (n= 8) bakteri ve maya (n= 1) şeklindedir. Tween® 80 yöntemi ile doğru 
tanımlama yapılan şişelerde üreyen mikroorganizmalar ile ekstraksiyon yöntemi ile doğru 
tanımlanan mikroorganizmalar Tablo III’te verilmiştir. 

Tablo I. Protokol Oluşturulmak İçin Çalışılan Pozitif Sinyal Veren Kan Kültürü Örneklerinde Üreyen 
Bakterilerin Dağılımı ve MALDI-TOF MS Eşik Değerleri

Bakteri adı 
Tween® 80 ekstraksiyonu 

ile tanımlama 
Subkültür sonrası 

tanımlama 

Escherichia coli ATCC 25922 2.6 2.7

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 2.3 2.8

Staphylococcus aureus ATCC 29213 2.3 2.3

Enterococcus faecalis ATCC 29212 2.5 2.6

Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 2.6 2.5

Haemophilus influenzae ATCC 49766 2.0 2.2

Staphylococcus aureus NCTC 12493 2.2 2.2

Staphylococcus aureus NCTC 13552 2.5 2.4

Staphylococcus aureus ATCC 700698 2.2 2.7

Staphylococcus aureus ATCC 700699 2.0 2.1

Enterococcus faecalis ATCC 51299 1.9 2.3

Enterococcus faecium NCTC 12202 2.1 2.0

Escherichia coli CCUG 58543  2.5 2.8

Escherichia coli CCUG 62975 2.7 2.7

Klebsiella pneumoniae NCTC 13442 2.3 2.5

Klebsiella pneumoniae NCTC 13438 2.1 2.2

Klebsiella pneumoniae CCUG 56233 2.3 2.1

Escherichia coli NCTC 13476 2.2 2.8

Klebsiella pneumoniae ATCC 25955  2.1 2.1

Acinetobacter baumannii ATCC 43498 1.9 2.0

Acinetobacter baumannii ATCC 19606 2.0 2.2

Streptococcus pneumoniae 1.8 1.9

Streptococcus salivarius 1.7 1.8

Streptococcus anginosus 1.9 1.8

Streptococcus oralis 1.7 1.7

Streptococus pneumoniae 1.9 2.0

Streptococus intermedius 2.0 2.0

Streptococcus mitis 1.6 1.9

Streptococcus mutans 1.9 2.3

Streptococus bovis 1.9 1.9
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TARTIŞMA

Bu çalışmada, pozitif sinyal veren kan kültürü şişesinden doğrudan ekstraksiyon için ilk 
kez %10’luk Tween® 80’in kullanıldığı bir yöntem geliştirilmiştir. Çalışmamız, deneysel ve 
klinik olmak üzere iki aşamadan oluşmaktadır. Deneysel aşamada pozitif sinyal veren kan 
kültürü örnekleri ile yöntem geliştirilmiş, ikinci aşamada ise pozitif sinyal veren hastalara 
ait kan kültürü şişelerinde değerlendirme yapılmıştır. Ekstraksiyonda, degredasyon özelli-
ği saponine göre daha yüksek ve daha ucuz olan Tween® 80 kullanılmıştır. 

Son yıllarda, MALDI-TOF MS kullanımı ile birçok laboratuvar “in-house” çalışma yön-
temleri geliştirerek sepsis tanısında daha erken sonuçlar elde etme çabasındadır. Yapı-
lan çalışmalarda, özellikle gram negatif bakterilerin gram pozitiflere göre tanımlanma 
duyarlılığının daha yüksek olduğu belirlenmiştir12-15. Çalışmamızda da benzer şekilde, 
gram negatif bakterilerin tür düzeyinde tanımlanma oranlarının gram pozitiflere göre 
daha yüksek olduğu belirlenmiştir. MALDI-TOF MS kullanımı için hazırlanan ekstraksi-
yon yöntemlerinde en önemli kısıtlayıcı noktalar, kalın hücre duvarına sahip gram pozitif 
bakteriler ile mukus tabakası kalın olan gram negatif bakterilerdir. Bu sorunları gidermek 
adına Zhou ve arkadaşlarının10 geliştirdiği yöntemde boncuklar kullanılarak ekstraksiyon 
yöntemlerinin duyarlılığının artırılması hedeflenmiştir. Araştırmacılar, geliştirdikleri yön-
temle hem gram pozitif hem de gram negatif bakterilerin tanımlanma oranlarının  arttı-
ğını göstermişlerdir. 

Geliştirdiğimiz yöntemle, tek mikroorganizma üremesi olan şişelerde MALDI-TOF MS 
ile %82.9 oranında doğrudan tanımlama yapılabilmesi mümkün olmuştur. Ancak, poli-
mikrobiyal üremesi olan kan kültürü şişelerinde, rutin çalışmalarda da olduğu gibi, bazı 
problemlerle karşılaşılmıştır. Benzer şekilde, doğrudan tanımlama geliştirilen ekstraksiyon 
yöntemlerinde de polimikrobiyal şişelerden yapılan tanımlamalarda benzer sorunlar ya-
şandığı bildirilmiştir14,16. Çalışmamızda, toplam 40 polimikrobiyal üremesi olan şişenin 
19 (%47.5)’unda en az bir mikroorganizma doğru olarak tanımlanmıştır. Bu durumda, 
tanımlanan tek mikroorganizmanın bile kliniğe bildirilmesi ve ampirik tedaviye yön ver-
mesinin tüm mikroorganizmalar tanımlanıncaya kadar kliniğe önemli bir bilgi sağlana-
cağı kanısına varılmıştır. Geliştirdiğimiz yöntemin polimikrobiyal şişelerde de literatürle 
benzer sonuçlara sahip olduğu belirlenmiştir14,17. 

Viridans streptokoklar ve Streptococcus pneumoniae tanımlanmasında MALDI-TOF MS 
sistemleri ile doğru tanımlama yapabilmek için kullanıcılar tarafından farklı protokoller 
geliştirilebilmektedir13. Bu nedenle, çalışmanın deneysel aşamasında bu bakterilere yer 
verilmiştir. Çalışmada, bu iki bakteri grubunun ürediği şişe sayısı az olmakla birlikte, ta-
nımlamaların doğru olarak yapıldığını söyleyebiliriz. S.salivarius’un ürediği bir şişede ise 
tanımlamanın yapılamadığı tespit edilmiştir. 

Doğrudan kan kültürü şişesinden tanımlama yapılması, erken tanı için büyük önem 
taşımaktadır. Erken tanı, doğru ampirik tedavinin başlamasına katkı sağlayarak klinik yarar 
da göstermektedir18,20. Bu amaçla, tüm dünyada yaygın olarak pozitif sinyal veren şişe-
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den Gram boyama uygulaması yapılmaktadır. Ancak Gram boyama, yorumlamada bazı 
sorunlara ve yanlış tanımlamalara neden olabilmektedir19,22. MALDI-TOF MS sistemi kul-
lanılarak geliştirilen doğrudan şişeden tanımlama yöntemleri ile beraber Gram boyama 
sonuçlarının birlikte değerlendirilmesi erken tanı olasılığını da güçlendirebilir.  

Tanısal mikrobiyoloji, teknolojinin de yaygın kullanımı ile her gün farklı yenilikler ile 
karşımıza çıkmaktadır. Bununla birlikte, geliştirilen her yöntemin laboratuvarlarımızda 
uygulanması, getireceği mali yük ya da kapasite sorunlarından dolayı mümkün olama-
yabilir. Bu gelişime paralel olarak laboratuvarlar yerel yöntemler geliştirebilmekte ve bu 
yöntemleri valide ederek laboratuvar uygulamalarına koyabilmektedir. Valide edilmiş 
yöntemler, ticari yöntemlerden çok daha ucuza sağlanabilmektedir. Ülkemizde de bu 
tür yerel yöntemlerin geliştirildiği çalışmalar laboratuvar rutininde uygulanmaktadır21,22. 

Bu çalışmanın gerçekleştirilmesi aşamasında bazı kısıtlılıklar da mevcuttur. En önemli 
kısıtlılıklardan biri, kan kültür şişelerinin mikrobiyolojik olarak değerlendirilmesidir. Bunun 
nedeni, halen ülkemizde kan kültür set tanımının tüm hastane ve klinikler tarafından 
tam anlaşılabilmiş bir kavram olmamasıdır. Çalışmamızda, hastalardan alınan bazı kan 
kültürlerinin tek şişe olarak gönderilmesi nedeni ile şişe bazında değerlendirilme yapıl-
masına karar verilmiştir. Bir diğer önemli nokta, anaerop mikroorganizmalara yönelik 
değerlendirmenin yapılamamış olmasıdır. Bu durum, bir önceki sorunun kaynağı ile 
aynıdır. Kliniklerden anaerop şişeler gönderilmediği için anaerop mikroorganizmaların 
değerlendirilmesi için yeterli anaerop üreme gerçekleşmemiştir. Bir diğer önemli kısıt-
lılık ise maliyettir. Rutin çalışmada elde edilen tanımlamaların 16S rRNA doğrulanması 
yüksek maliyet nedeni ile yapılamamış ve yeni yöntemin doğrudan tanımlaması ile rutin 
tanımlama yöntemlerinin karşılaştırılması olarak planlanmıştır. Araştırmacılar olarak üze-
rinde durduğumuz bir diğer kısıtlılık, yöntemin tek merkezde çalışılmış olmasıdır. Çalış-
mamızda tek merkez seçilmesindeki amaç, yöntem standardizasyonunun sağlanmasıdır. 
Bir sonraki aşamada, yöntemin çok merkezli olarak yapılması ve sonuçların değerlendi-
rilmesi planlanmaktadır.  

Bu çalışmada, pozitif sinyal veren kan kültürü şişelerinden doğrudan tanımlama ya-
pabilen “in-house” bir yöntem geliştirilmiş ve klinik olarak değerlendirilmesi yapılmıştır. 
“In-house” yöntemde, deterjan lizisine dayanan bir ekstraksiyon yöntemi uygulanmış-
tır. Laboratuvarlarımızda mevcut malzemelerin kullanımı ile geliştirilen bu ekstraksiyon 
yönteminin hazırlanması ve uygulanması oldukça kolaydır. Özellikle tek mikroorganizma 
üreyen kan kültürü şişelerinde kullanımının etkin ve etkili olduğu kanısındayız. 
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