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Pozitif Kan Kültürü Şişelerinden Direkt Gram 
Boyaması ve Antibiyogram: Ne Kadar Yararlı? 

• Sunum  planı 
• Olgular  

• Pozitif kan kültürü şişelerinde hızlı tanımlama ve antibiyogramın 
neden gerektiği 

• Pozitif kan kültürü şişelerinde hızlı tanımlama ve antibiyogram 
için kullanılan testler ve karşılaştırılması  

• Pozitif kan kültürü şişelerinde hızlı tanımlama ve antibiyogramın 
klinik sonuçlara etkisi 

• Bu testlerin en etkili ne şekilde kullanılabileceği 
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Olgu 1 
• AK, 78 yaşında erkek  

• Yakınmalar: Bel ağrısı, yürürken zorlanma  

• 1 ay önce L4-L5 disk hernisi opr.  

• MR’da L-4-L5’te spondilodiskit ve apse  

• Anaerob kan kültürlerinde 6. günde uyarı 

• Katı besiyeri pasajlarında üreme yok 

• Şişeden ve apseden Gram boyaması: 
Gram pozitif, pleomorfik, küme çomaklar 

• Tahminimiz: Cutibacterium 
(Propionibacterium ) acnes: Uygun tedavi 
başlandı 

• MALDI-TOF tanımlama: Cutibacterium 
(Propionibacterium ) acnes 

 

 



Olgu 2 

• SG,  37 yaşında kadın  

• Yakınmaları: Ateş, halsizlik, kilo kaybı  

• Öykü:  6 aydır yakınmaları var 

• FM’de: 2/6 sistolik üfürüm  

• 3.gün kan kültürlerinde Gram-pozitif zincir 
yapmış koklar 

• Katı besiyeri pasajında üreme yok 

• Tahminimiz: Abiotrophia defectiva: SAM yerine 
PG’ye geçildi  (de-eskalasyon) 

• MALDI-TOF tanımlama: Abiotrophia defectiva 

 

 



Olgu 3 

• HÜ, 29 yaşında kadın  

• Yakınma: Ateş ve döküntü 

• Öz geçmişi: Atipik HÜS,  Renal transplantasyon ( 2015)  

•  Sürekli kullandığı ilaçlar: Eculizumab, Deltacortril, Mikofenolat mofetil, Takrolimus  

• FM: Vücut sıcaklığı 38.5 C0derece, az sayıda purpurik döküntü 

• 2.gün kan kültüründe üreme uyarısı haberi: Gram negatif  kokobasil?? 

• Tahminimiz: Neisseria meningitidis: Uygun tedavi başlandı 

• MALDI-TOF tanımlama: Neisseria gonorrhoeae  

 



Pozitif Kan Kültürü Şişelerinden Bakterilerin Hızlı Tanımlanması  
Neden?   

• Erken uygun antimikrobiyal tedavi sepsisli hastalarda mortaliteyi azaltır  

• Uygun tedavideki her 1 saatlik gecikme sağ kalımı %8’lik azaltıyor 

 
 

 

 

 

 

 

Kumar A.. Chest. 2009;136(5):1237-1248. 
Kumar A. Crit Care Med. 2006;34(6):1589-1596. 
Cosgrove SE. Clin Infect Dis. 2006;42(suppl 2):S82-S89 
Ferrer R. Crit Care Med 2014; 42:1749–1755 
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Pozitif Kan Kültürü Şişelerinden Bakterilerin Hızlı Tanımlanması  
Neden? 

Gottesman BS. Clin Infect Dis 2009; 49:869–75 

• Aşırı antibiyotik kullanımı dirençle ilişkili  

Kinolon kullanımı 

Kinolon duyarlılığı 
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Kinolon kullanımının 
azalmasıyla, idrardan izole 
edilmiş E. coli  suşlarında, 
kinolon duyarlılığında önemli 
artışı olmuş  

Toplumda kinolon kullanımı 
arttığında duyarlılık tekrar 
azalmış. 

• Erken de-eskelasyonla direnç azaltılabilir 



Hızlı Bakteri Tanımlama Testlerinden Beklentiler  

• Antimikrobik tedavinin 
optimizasyonu 
• Hastada mortalite- 

morbiditenin azaltılmasını 

• Erken  de-eskalasyonla 
direncin azaltılması   

• Maliyetin azaltılması  
 

 O’Neill J. https://amr-review.org/sites/default/files/Paper-Rapid-Diagnostics-Stopping-Unnecessary-Prescription-Low-Res.pdf 8 

Gram boyama 
MALD-TOF MS 
Moleküler testler vb  



• Klinisyenlerin mikrobiyoloji raporlarına ilgisi 

time 24 h  48 h  72 h  3-5 days  

Sampling 

in
te

re
st

 

? 

1 

1. Adequate clinical evolution … 
2. Inadequate clinical evolution, modification of 
    clinical decisions and  therapeutic modification … 
3. Revitalized interest: protocol, clinical trials, 
    publications, congresses, reports, … 

2 
3 

Edwards et al. Arch Intern Med 1973; 132:678-82 
Spencely et al. J Infect 1979; 1:23-26 

Cunney et al. Int J Antimicrob Chemother 2000; 14:13-9 
R. Cantón (personal experience) 

Çabuk davranmak lazım! 

José Ramón Paño-Pardo’nun slaydı  

Pozitif Kan Kültürü Şişelerinden Bakterilerin Hızlı  Tanımlanması  
Neden? 
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Mikrobiyolojik Sonuçların Antimikrobiyal 
Başlanması veya Kesilmesine Etkisi  
• 509 kan dolaşımı infeksiyonunda mikrobiyoloji raporlarının 

antimikrobiyal yönetimine etkisi 
• Antibiyotiklerin çoğu flebotomi sırasında ve Gram boyaması sonuçları 

alındıktan sonra  başlanmış 

• Antibiyogram sonuçları, antimikrobiyal yönetiminde en az etkisi olan bilgi  

Munson EL. J Clin Microbiol 2003; 41: 495–497. 



Kan kültürü 
alınması ve  

Ampirik tedavi  

 İnkübasyon Şişelerin uyarı 
vermesi  

Tanımlama ve 
duyarlılık 
testleri  

De-
eskalasyon 

Eskalasyon 

>24 saat >24 saat 

Üremiş Kan Kültürlerinin Klasik Değerlendirilmesi  
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Sonuçlar en erken 48 saat, genelde 72-96 saatte  
Gram boyaması ve diğer hızlı tanı testleri bu süreyi 24 saate düşürebilir 



Uygun Ampirik Antimikrobik Seçimini Etkileyen Faktörler 

Erken ve uygun 
antimikrobiyal 

seçimini 

Klinik bilgi ve 
beceri 

Bazal MDR 
oranları 

Yerel 
rehberler 

Yerel duyarlılık 
paternleri 

Hızlı tanı 
testleri 

+ + 

+ + 

+ 
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İnfeksiyon Hastalıkları ve Klinik 
Mikrobiyoloji Uzmanı  



Pozitif Kan Kültürü Şişelerinden Bakterilerin Hızlı Tanımlanması  

• Gram boyaması 
• PCR 
• Multipleks PCR 
• Nanopartikül prob teknolojisi (nükleik asid ekstraksiyonu ve 

PCR amplifikasyonu) 
• Peptid nükleik asid floresan in situ hibridizasyon (PNA FISH) 
• MALDI-TOF 
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• Kan dolaşımı infeksiyonlarının  erken uygun tedavisini sağlamak amacıyla 
kullanılan hızlı tanı testlerinin etkinliğini araştıran 16 çalışmanın meta-analizi  

• Kullanılan testler 12 çalışmada moleküler, diğer 4’ü Apı, VİTEk vb.  

• Gram boyaması, tüm çalışmalarda pozitif kan kültürlerini doğrulamak için 
kullanılmış bir rutin mikrobiyoloji testi olmasına karşın, sadece bir çalışmada 
klinik sonuçlara etkisi araştırılmış 

Buehler SS. Clin Microb Rev 2016; 29: 59-103. 



Pozitif Kan Kültürü Şişelerinden Bakterilerin Hızlı Tanımlanması 

• İdeal test 
• Kolay ulaşılabilir 

• Kolay yapılabilir 

• Ucuz 

• Hızlı sonuçlanan 

• Doğru sonuç veren 

• Duyarlı 

• Özgül 

• Klinik sonuçlara olumlu etkili 

 

 



Pozitif Kan Kültürü Şişelerinden Bakterilerin Hızlı Tanımlanması 

• Değerlendirmede deneyim ve beceri çok önemli 

• Test başına maliyet 
• Moleküler (Verigene)  99 $ 

• PNA-FISH    57 $ 

• MALDI-TOF   2 $ (Cihaz: 350.000 Euro) 

• Gram boyaması             <0.5 $ 

 

Walker T. J Clin Microb 2016; 54: 1789-96.   



Bizim İçin Test Maliyeti Önemli mi? 

KİŞİ BAŞINA DÜŞEN MİLLİ GELİR 



Verigene® 

FilmArray® 

MALDI-TOF MS 

Kısa süreli kültür + 
MALDI-TOF MS 

Test süresi 2h 

Pozitif Kan Kültürü Şişelerinden Bakterilerin Hızlı Tanımlanması   
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Gram boyaması  Test süresi <10 dk 



Pozitif Kan Kültürü Şişelerinden Direkt Gram Boyaması  

• Toplam 8253 kan kültürü şişelerinden direkt yapılmış Gram boyama 
sonuçları: Toplam hata oranı %0.7 

Rand KH. Am J Clin Pathol 2006;126:686-690 

9’u Bacillus spp. ve 
2’si Clostridium spp.  

3’ü Acinetobacter spp.   



Bakterilerin Gram Morfolojilerine Detaylı Bakış 

 

Gram  Stain. Clin Microb Procedures Handbook 3rd Ed. ASM Press 2010, : 3.2.1.1-3.2.1.21.  



• Direkt Gram boyamada stafilokoka benzeyen Gram-pozitif kok görülen 150  kan 
kültürü incelenmiş 

Murdoch DR. J Clin Pathol 2004;57:199–201 

Anaerob şişede S.aureus 

Aerob şişede KNS Aerob şişede  S.aureus 

Anaerob şişede KNS 

Staphylococcus aureus ve KNS’nin kan kültürü şişelerinden 
yapılmış direkt Gram boyamadaki görünümleri 
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• Bu ölçütlerle  S aureus’u diğer stafilokoklardan %89 duyarlılık ve %98 özgüllükle 
ayırt edebilmişler 

• Test süresi  10 dk 

Murdoch DR. J Clin Pathol 2004;57:199–201 
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Bakterilerin Gram Morfolojilerine Detaylı Bakış 

 



Bakterilerin Gram Morfolojilerine Detaylı Bakış 

• Pozitif şişelerden Gram boyamasıyla Pseudomonas spp.’nin ayırt 
edilmesi  
• Ölçüt: Gram-negatif, ince, orta-uzun boylu, sivri uçlu çomaklar 

• Diğer Gram-negatiflerden ayırt etmede kültüre göre duyarlılık, özgüllük, 
pozitif ve negatif prediktif değerleri sırasıyla  %71 ve %98.9, %94 ve %93 

• Gram-negatif çomak+şişede çok fazla gaz varsa: Enterobacteriaceae 

 
  

 Uehara Y. Am J Clin Pathol 2009;132:18-25 
Aoki Y. Rinsho Byori. 2010 May;58(5):498-507 



Pozitif Kan Kültürü Şişelerindeki Bakterilerin Gram 
Morfolojilerine Detaylı Bakış 

Campylobacter jejuni 

Kan kültürü şişesinden yapılan Gram boyamada spiral bakteri  

Bhattacharyya RB. N Engl J Med 2017;377:1274-82 



   C. albicans, 10× ve 100× büyütme  C. glabrata  10× ve 100× büyütme 

Aerob şişeden Gram boyamasında psödohif kümelerinin görülmesinin  C. 
albicans’ı göstermedeki duyarlılığı %96, özgüllüğü %95  

Harrington A. Eur J Clin Microbiol Infect Dis (2007) 26:325–329 



Pozitif Kan Kültürü Şişelerinden Yapılan Direkt Gram 
Boyamasıyla Candida albicans’ın Tanınması  

 

Dallanan, küme yapmış psödohifler (A) (10×), (B) (100×) 
C.albicans’ı göstermede duyarlılığı %98, özgüllüğü %94  

Doymaz  M. Diag Microbiol Infect Dis 2010; 66: 449–451. 



• 50 fungemili hastadan üretilmiş 50 mayayla inoküle edilmiş  
kan kültürü şişelerindeki üremeler 3 yöntemle değerlendirilmiş 
(Gram boyaması, PNA-FISH, MALDI-TOF MS) 

• Gram boyamasının değerlendirilmesi: 7 maya türü (C.albicans, 
C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei, C. neoformans, C. 
guilliermondii ve C. parapsilosis) için daha önceden belirlenmiş 
özgül morfolojik karakteristiklere göre yapılmış (4 aylık eğitim) 

Gorton RL. Mycoses. 2014 ; 57(10):592-601. 



• Gram boyaması, PNA-FISH, MALDI-TOF MS’in maliyetleri 

Gorton RL. Mycoses. 2014 Oct;57(10):592-601. 



• Üremiş kan kültürü şişelerinden MALDI-Sepsityper yöntemiyle  
bakteri tanımlamasını değerlendiren 21 çalışmanın (3320 şişe) 
derlemesi  
• %80 şişede tür düzeyinde tanımlama yapabilmiş 

• Gram-negatif  bakterilerde %90  

• Gram-pozitif bakterilerde %76 

• Mayalarda 66% 

Morgenthaler NG. Int J Microbiol 2015; ID 827416 



Pozitif Kan Kültürü Şişelerinden Hızlı Bakteri ve Direnç Tanımlaması  

• 200 tek bakteri üremiş kan kültürü şişesinde Verigene BC-GN ve MALDI 
Sepsityper sonuçları  

Arroya MA. J Clin Microbiol 2017; 55(9): 2708-18.  



 
 Uehara Y. Am J Clin Pathol 2009;132:18-25  



 
 Uehara Y. Am J Clin Pathol 2009;132:18-25  

 



• Kan kültürü üredikten sonra Gram boyaması sonucunun bildirilme 
süresi <1 saat olanlarla >1 saat olan 99’ar hastalık 2 grup karşılaştırılmış 

  Barenfanger  J. Am J Clin Pathol 2008;130:870-876 



Pozitif Kan Kültürü Şişelerinden Direkt Gram Boyaması  

XIX. KLİMİK Kongresi Özet Kitabı 2018: 434-6.   



• Üremiş kan kültürü şişelerinden 
yapılan Gram-boyamasıyla birlikte, 
infeksiyonun toplum kökenli, sağlık 
bakımıyla ilişkili veya hematoloji 
ünitesi infeksiyonu şeklinde 
gruplandırılmasının antimikrobiyal 
duyarlılığı tahmin etmedeki yararı 

Küme yapmış Gram-pozitif kokların, 
infeksiyonun edinildiği yere göre duyarlılık % 

Hautala T. Int J Antimicrob Ag 2005; 25:329–333 



Sadece Gram Boyama Sonuçlarının Bildirilmesi Yeterli Değil  

• Grup A: Doktora telefonla hemen Gram boyama sonucu 
bildiriliyor ve sonra klasik rapor gidiyor  

• Grup B: A+  yazılı tedavi önerisi gidiyor (İHKM) 

• Grup C: B+doktorla konuşuluyor  (İHKM) 

• Aktif uyarı, hastaların ∼%50’de tedavi değişikliğine yol açmış  

• B ve C grubunda uygun tedavi alma olasılığı daha yüksek  

• Uygun tedavi alma oranları A’da %66, B’de %92, C’de %91 

 

Bouza E. Clin Infect Dis 2004; 39:1161–9 



Effect of MALDI-TOF MS Alone versus MALDI-TOF MS Combined with Real-
Time Antimicrobial Stewardship Interventions on Time to 
Optimal Antimicrobial Therapy in Patients with Positive Blood Cultures. 

Beganovic M. J Clin Microbiol. 2017 May;55:1437-1445 

Özellik  MALDI 
(126) 

MALDI+AMS 
(126) 

Sig. 

Optimal tedaviyi başlama süresi, h 75.17 43.06 P<0.001 

Toplam hastanede yatış süresi (HYS), gün 15.03 9.02 P=0.021 

Gr (+) HYS, gün 14.64 10.31 P = 0.002 

Gr (-)  mikrobiyolojik klirens süresi, h 51.13 34.51 P<0.001 

Gr (-) HYS, gün 15.40 7.90 P=0.027 
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Hızlı tanı testleri, eşlik eden antimikrobiyal yönetimi faaliyetleri yoksa  etkisizdir  ) 



Standard  rmPCR rmPCR+AMY Sig. 

Tanımlama süresi, h 22.3 1.3 1.3 P<0.001 

Uygun antimikrobik 
başlanma süresi, h 

11 6 4 P=0.55 

De-eskelasyon süresi, h 34 38 21 P<0.001 

Eskelasyon süresi, h 24 5 6 P=0.04 

Banerjee R. Clin Infect Dis 2015; 61(7):1071–80 

Hızlı tanı testleri, eşlik eden antimikrobiyal yönetimi faaliyetleri yoksa  etkisizdir  ) 
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Timbrook TT. Clin Infect Dis 2017; 64(1):15–23 

Hızlı tanı testleri, eşlik eden antimikrobiyal yönetimi faaliyetleri yoksa  etkisizdir  ) 
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Antimikrobiyal yönetim programıyla birlikte hızlı 
tanı testlerinin kullanımı  

Antimikrobiyal yönetim programı 
olmaksızın hızlı tanı testlerinin kullanımı  



• Direkt inokülasyondan 6 saat sonra sonuçlar alınabilir 

• Klasik antibiyogramla karşılaştırıldığında sonuçlar %97 uyumlu  

• %1.6 minör, %1.5 majör, %0.1 çok majör uyumsuzluk 

 

Pozitif Kan Kültürlerinden Direkt Antibiyogram Yapılması  

Romero-Gomez MP. J Infect. 2012;65:513–20.  

Doern G. Antimicrob Agents Chemother 1981;20:696-8. 



Pozitif Kan Kültürü Şişelerinden Direkt Antibiyogram 

• Gram negatiflerde %1.8, Gram pozitiflerde %%5.2 minör hata.  

Behera B. Ind J Med Microb 2010;28: 138-42. %1.8 



• Gram boyamasında maya görülen şişelerden  direkt veya üremiş kolonilerden 
standard disk difüzyon veya E testle antifungal duyarlılık testi testi  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

• Üremiş kan kültürü şişelerinden disk difüzyon veya E testle direkt antifungal 
duyarlılık testi, flukonazol ve vorikonazol için oldukça hızlı ve güvenilir bir 
yöntem Jabeen K. J Clin Microbiol 2016; 54:343–348. 



Pozitif Kan Kültürü Şişelerinden Direkt Antibiyogram 

Klinik yararı 

• 191 monomikrobik Gram-negatif bakteriyemide Vitek 2C’yle direkt 
tanımlama ve antibiyogram, pasaj sonrası yapılan tanımlama ve 
antibiyogramla karşılaştırılmış   
• Tanımlamada uyum %99  

• Duyarlılıkta uyum %99 (%0.39 majör, %0.61 minör hata)   

• Sonuçlar alındıktan sonra hastaların %60’ında tedavi değişikliği yapılmış 

Soloaga RN. Revista Argentina de Microbiología 2012; 44: 165-169 



• Sorunlar: Standard inokulüm olmaması ve polimikrobiyal infeksiyonlar 

• Disk difüzyon testinin  6-8-12 saatlik inkübasyondan sonra okunması  
• Meropenem: ↑ karbapenemaz varlığı için yalancı pozitiflik  

• Sefoksitin: ↑ metisilin direnci için yalancı pozitiflik    

• Yeni sınır değerler tanımlanmalı  

• Kromozomal veya plazmid aracılı indüklenebilir direnç (ampC , erm ) ???  

Pozitif Kan Kültürü Şişelerinden Direkt Antibiyogram 



Aklımızda Kalsın 

• Pozitif kan kültürü şişelerinden direkt Gram boyaması, bakterilerin 
ve mayaların hızlı tanımlanmasında kullanılabilecek son derece hızlı 
ve özellikle hastayı konsülte eden İHKM uzmanının değerlendirmesi 
halinde oldukça güvenilir bir testtir ve hastalarda klinik sonuçların 
iyileşmesini sağlar 

• Gram boyaması, özellikle kaynakları yeterli olmayan yerler için can 
simidi bir hızlı tanı testidir, bu nedenle daha fazla ilgi gösterilip, 
klinik yararını gösteren  çalışmalar acilen  yapılmalıdır ) 

 

 


