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§ Kan akımı enfeksiyonları morbidite ve morbiditeÇ

§ Uygun olmayan AB tedavisi: En önemli prognostik faktör

• Uygun ampirik tedavi 1 saat içinde başlanmalı

• >%30 hasta: Uygun olmayan tedavi almakta



Etken spektrumu dinamik…..

1990lar:
§ Enterobacteriaceae È

§ Gram (+) koklar Ç

2000 sonrası:
§ ESKAPE
§ CRE (karbapenem dirençli Enterobacteriaceae) 
§ Karba dirençli Acinetobacter

2015 sonrası:
§ ESCAPE
§ CRE (karbapenem dirençli Enterobacteriaceae) 
§ Karba dirençli Acinetobacter





Çok farklı etkenler görmeye başladık…

§ Enfeksiyona yatkın hasta grupları ÇÇ

§ Mikrobiyota üyeleri göz ardı edemiyoruz...

Æ Etken olabiliyorlar



Etkenlerin hızlı ve doğru 

tanımlanması…
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Every hour of delay 
in the administration of ABs 

decreased the chances of survival by 

7.6% 



Kan kültürü 
Hala Altın Standart



Kan kültüründen 
tanımlama ve duyarlılık için kullanılan 

standart yöntemler nedir?

Kan kültürü sonuçlarını 
etkileyen en önemli 
faktör alınan kan 
miktarıdır:

40-80 ml 
2-4 set 

kan kültürü



When a blood culture is positive, 
the morphology and staining characteristics of 

the pathogen can be determined through 
Gram staining.

Kan kültürü SİNYAL verdikten sonra



§ Kan kültürü SİNYAL verdikten sonra

È
identifikasyon ve duyarlılık için

È
24-72 saat gerekli!!!!



§ Etkenin saptanabilmesi için en az 24-48 saat gerekli

§ Nazlı bakteriler KK ile saptanamıyor

§ Yeni yöntemler gerekli

§ Ama bunların klinik ve ekonomik etkileri neler?

§ TAT: Uzun

§ Duyarlılık: düşük

§ AB kullanımı varsa: Duyarlılık daha da azalır

Kan kültürü: Hala Altın Standart

AMA



Yeni 

yak
laş

ım
lar

 

ne
ler?



Üreme sinyali alınan 
kan kültürü şişesinden

Yeni yaklaşımlar neler?
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Direkt kandan



MALDI-TOF MS

Pozitif sinyal veren Kan kültürü 
şişelerinden tanımlama

1

Floresan  insitu hibridizasyon
2

Mikroarray
3

NA amplifikasyon
4



Metagenomik

T2 magnetik rezonans

NA amplifikasyon

Tam kandan tanımlama

1

2

3



S.au
re

us
E.coli

P.a
er

ug
in
os

a

Pozitif kan kültüründen
direkt tanımlama



MALDI-TOF MS

Pozitif KK şişesinden 
tanımlama
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HI
ZL

I

Dakikalar…



Çalışma 

Prensipi nedir?



a-cyano-4-hydroxycinnamic acid

Matrix Assisted Laser Desorption

Ionization–Time of Flight/Mass Spectrometry 

PEPTİT PARMAK İZİ



Uçuş tüpü
TOF: Analitlerin
detektöre ulaşma zamanı



Yaygın uygulama alanı va
r: 

Gram (-),
 Gram (+)

, maya, küf…



Mikroorganizma  tanımlamalarında gelişme

§ Konvansiyonel yöntemlerle tanımlanması 

zor olan m.o.lar tanımlanır

§Yeni veri tabanı oluşturmak için: Yeterli 

sayıya ulaşmak gerek





1) Katı besiyerinde kısa inkübasyon m.g. üreme 

Ucuz ve basit

Gr (–) için: 2 saat

Gr (+) için: 6 saat

Anaerop başarısız: 4-6 sa %50 tanımlama
2) Direkt kan kültürü sıvı besiyerinden tanımlama

Lizis, santrifügasyon, fitrasyon, protein 
ekstraksiyonu

Bruker SepsiTyper®

bioMerieux Vitek®MS Blood Culture kits

Direkt kan 

kültüründen



MALDI-TOF MS
Pozitif KK şişesinden 

tanımlama 1

Incubation 2-6 h 

at 37 C



Direkt kan 

kültüründen

§ Duyarlılık ve özgüllük yüksek

Gram (-)’lerde en iyi

Mayalarda ve anaeroplarda başarı düşük

§ Polimikrobiyal: È

§ Nazlı bakteriler:È



Direkt kan kültürü şişesinden 
MALDI-TOF ile tanımlama yapmak 

ne kadar süre kazandırıyor?



Front Cell Infect Microbiol. 2021; 11: 632679.

18-48 

saat

10-20 

dak





Pozitif KK şişesinden 
tanımlama Floresan   insitu hibridizasyon2

§ Gram boyama şart

§ Hedefe özgü floresan işaretli prob

§ Floresan mikroskop değerlendirme



Once a blood culture turns positive
È

Gram stain is performed 
È

based on the results 
the appropriate PNA FISH test is selected

Türe özgü 

rRNA

saptanır



QuickFISH

§ 20-30 dak

§ Panel: sınırlı mo

§ Direnç saptamaz

§ MRSA/MSSA ayrımı yok

§ C.glabrata/krusei ayrımı yok

PNA FISH 

§ 90 dak

§ Panel: sınırlı sayıda mo

§ Direnç saptamaz

§ Mikrokok- Stafilokok ?

§ S.anginosus-Enterokok?



§ Otomatize
§ Tanımlama (FISH)  + antibiyogram (otomatize dijital mikroskop)
§ Kan kültürü pozitif sinyal verdikten sonra 7 saat içinde sonuç

Accelerate PhenoTM System

AST : ~
7 h

Identi
fic

ati
on:~

2 h



Gr (+)

Gr (-)

Maya
16 

organizma

§ VME: Bazı BL’larda (pip-taz, 3/4. sefalo
§ P.aeruginosa: sonuçları iyi değil



Accelerate PhenoTest

§ MIK belirleyen tek sistem (fenotipik direnç)

§ Candida, Streptokok spp: AST yok

§ Tanımlama: 90 dak

§ AST: 6.5 saat

§ Panel kısıtlı

§ Pnömokok-diğer Strep ???



MikroarrayPozitif KK şişesinden 
tanımlama 3

§Verigene™ system (Luminex, USA) 13 Gr(+)

9 Gr(-)

9 Direnç geni





VERIGENE

§ TAT: 2-2.5 saat

§ QuickFISH, Accelerate Phone kıyasla biraz daha 
geniş panel

§ Mantar paneli yok

§ S.pneumoniae/S.mitis/oralis

§ Genotipik direnç (+)

§ Gr(-): KPC, IMP,NDM, OXA, VIM,    ESBL (CTX-M)

§ Gr(+): mecC yok



NA amplifikasyon
Pozitif KK şişesinden 

tanımlama 4

§ Nested multiplex PCR 

§ DNA is analyzed through melting 

curves

1 saat

TEK 
PANEL

FilmArray® 
(BioFire Diagnostics, Salt Lake City, USA)



FilmArray

§ TAT: 1 saat

§ Geniş Panel

§ Diğerlerinde yer almayan

§ Candida auris dahil

§ Genotipik direnç (+)

§ Gr(-): KPC, IMP,NDM, OXA, VIM, mcr1

§ Gr(+): vanA/B, mecA/C



§ NA extraction, PCR amplification

§ Detection via GenMark’s proprietary eSensor® technology. 

§ Sample loaded by the operator into the cartridge, which is then 
inserted into the instrument for processing. 

§ GenMark’s proprietary eSensor technology is based on competitive 
DNA hybridization and electrochemical detection (highly specific)

ePlex® BCID Panel:



As much as 15-30% of (+) BC may be due to contaminants 
which can result in continuation of unnecessary ABs

rapidly differentiation:contaminant/true inf, enabling 
rapid de-escalation and discharge of patients with a BSI 
2-3 days earlier than conv. methods. 
Common contaminants included on the ePlex® BCID-GP 
panel but not on most competitor’s panels include:

• Bacillus subtilis
• Corynebacterium
• Cutibacterium acnes
• Micrococcus
• Lactobacillus

identification of bacteria and fungi 

as well as AB resistance genes 

È

within ~ 1.5 h 

of BC bottle positivity,



ePlex

§ Tanımlama: 90 dak

§ Çok geniş Panel

§ Anaerop (Bacteroides, Fusobacterium)

§ Kontaminantlar dahil:

•Corynebacterium
•Bacillus subtilis
•Cutibacterium acnes
•Micrococcus
•Lactobacillus

§ C. auris , Fusarium, Rhodotorula, Cryptococcus

§ Genotipik direnç (+)

§ Gr(-): KPC, IMP,NDM, OXA (23, 48), VIM, 

§ Gr(+): vanA, van B, mecA, mecC



FDA-cleared multiplex blood culture panels include 

§ BioFire FilmArray BCID Panel

§ GenMark ePlex BCID-GP, FP, and GN panels, 

§ Luminex Verigene GP,GN Blood Culture tests 

§ Accelerate Pheno

Farklılıklar: 

§ D: %81-100; Ö: %100

§ TAT: 30 dak-3 saat

§ Kan miktarı değişken



Tam kandan 

tanımlama



Direkt kandan 
Moleküler yöntemlerin kısıtlılıkları neler?

§ Örnekteki bakteri yükü çok önemli
§ Kanda PCR inhibitörleri (+)
§ Patojen DNA’sı düşük miktarda ama tam 

kanda insan DNA’sı fazla. «High Background»
È

Duyarlılık özgüllük düşük
§ Çoğu kitin FDA onayı yok



NA amplifikasyon

Tam kandan tanımlama
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§Multipleks Realtime-PCR
§1 ml kan
§TAT: 3-6 h
§DuyÈ (%29-47); Özg:Ç (%95)

Magicplex™ system (Seegene, G.Kore)



Screening:
§ > 90 pathogens +
§ only 3 res gene

§ vanA vanB
§ mecA

Further identification of 27 pathogens 
detected within 30 min 

with no additional amplification

Gr(-) direnç ??

Magicplex™ system





§ Direct from whole blood

• BC (-)

• NA purification (-)

• NA extraction (-)

§ Detection as low as 1 CFU/mL

§ No interference from ABs

§ 4-7 saat

T2 magnetik rezonans2
Tam kandan tanımlama

T2 magnetic resonance
(T2MR; T2Biosystems, Lexington,MA, USA)



DNA amplified by PCR binds by hybridization to probes enriched with superparamagnetic nanoparticles,

which allow the detection and identification of the amplicons by changes in the magnetic signal



T2 magnetik rezonans2
Tam kandan tanımlama

T2Candida reported in 3 groups:

§ C. albicans and C. tropicalis; 

§ C. glabrata, C. krusei, S. cerevisiae, 

C. bracarensis, reported as C. glabrata/C. krusei; 

§ C. parapsilosis,C. orthopsilosis, C. metapsilosis, reported as C. parapsilosis.





Metagenomik
3

Tam kandan tanımlama

§ 16 s metagenomik

§ Shotgun metagenomik



§ 16 s metagenomik





Tam kandan tanımlama

SepsiTest™
(Molzym, Bremen, Germany)

§ (+) veya (-) sonuç: 4 saat 
§ TAT: 8-12 saat
§ Sonuç (+) ise, var olan etkeni belirlemek için sekans analizi 
§ Direnç geni saptamaz

§ Universal PCR amplification (bacterial 16S rRNA and fungal 18S rRNA)
§ Nucleic acid sequencing

345 bakteri
+

8 mantar



Metagenomik
3

Tam kandan tanımlama

Fark:
§ Hedef yok. Örnekte bulunan tüm NA amplifiye edilir
§ Etken tanımlama + tüm direnç determinantları

Kısıtlılıkları:
• TAT uzun
• Standartlar iyi tanımlanmamış
• Kolonizasyon mu/enfeksiyon etkeni mi?
• Maliyet yüksek

Shotgun metagenomik:





Metagenomik
3

Tam kandan tanımlama

Shotgun metagenomics:

§ iDTECT® Dx Blood test (PathoQuest, Paris, France) is a CE-marked

§ Karius NGS Plasma Test™(Karius, Redwood City, CA, USA)





%78.3: mNGS (+)
%14.7: kan kültürü (+)

Virüslerin tamamı: mNGS ile saptanmış

Ampirik AB tedavisi …..

Candida saptama: mNGS düşük
Saptama sınırının altında mo
miktarı olabilir mi



Uyumsuz sonuçlar için 
3. yönteme ihtiyaç var



Zhang R, (2022) Front. Microbiol. 









Tek başına erken tanımlama 

etkisi düşük

Aynı zamanda hızlı duyarlılık şart
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Moleküler yöntemler kültür ve fenotipik AST’nin yerini alamaz

Duyarlılık:
§ Sadece panelde bulunan direnç genlerine bakar

§ Gram(+) ler için yeterli ama Gram (-): yetersiz
§ Saptanan gen eksprese edilmiyor olabilir
§ Direnç mekanizmaları arasında etkileşim olabilir
§ Yeni direnç mekanizmaları gelişebilir
§ Mutasyon meydana gelebilir

Tanımlama:
§ Panelde olmayan etkenler var

Hedefte olmayan mo.ları saptayamaz
§ «non-viable DNA» saptanabilir
§ Bazı etkenlerin birbirinden ayrılmasında sıkıntılar

§ S.pneumoniae-S.mitis/oralis

ID ve AST yine de yapılmalı



Her hastane etken dağılımını ve direnç profilini saptamalı



Hızlı Antimikrobiyal Duyarlılık Testleri



§ Bir gece inkübasyon yerine aynı gün ABgram çok kıymetli

ü Polimikrobiyal/ yavaş üreyen bakteriler: kısıtlılık

üGr(-) sonuçlar iyi; Gr(+), maya: È

§ (+) KK şişesinden:

ü santrifüj Æ pellet Æ AB

ü kısa süreli subkültür Æ AB Æ daha iyi sonuçlar





EUCAST rapid antimicrobial susceptibility testing (RAST) 
directly from positive blood culture bottles

125+25µl  
KAN

4/6/8 saat



EUCAST rapid antimicrobial susceptibility testing (RAST) 
directly from positive blood culture bottles



EUCAST rapid antimicrobial susceptibility testing (RAST) 
directly from positive blood culture bottles

125+25µl  
KAN

4/6/8 saat

K. pneumoniae
AYNI GÜN içinde 

tanımlama 
+

duyarlılık sonucu



Klinik Örnek: Kan
Escherichia coli

amikacin

cefepime

ceftriaxone 

ciprofloxacin  

ertapenem 

gentamicin 

meropenem

R

R

R

R

R

R

R

pip-taz          R 

tobramycin R

trimeth-sulfa R

§ Bu izolat karbapenemaz oluşturuyor mu?

§ Cevap evet ise hangisi?

§ Hangi tedavi uygulanacak?

§ Enfeksiyon kontrol önlemleri gerekli mi?

§ Surveyans gerekli mi?

MİK (µg/ml)



Hangi 

karbapenemaz enzimi var?
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Yeni Blaz-Blaz inhibitörleri 
kombinasyonlarının aktiviteleri



Panellerde neler saptanabiliyor??



E.coli K.pneumoniae

P.a. Acinetobacter



Boyd SE, Livermore DM, Hooper DC,

Hope WW. 2020. Metallo-β-lactamases:

structure, function, epidemiology, treatment

options, and the development pipeline.

Antimicrob Agents Chemother 64:e00397-20.





Sadece karbapenemaz enzimlerini 

saptamak yeterli mi?

Sadece van A/B ya da mecA/mecC

saptamak yeterli mi?

ne yapılabilir?





MIK





MALDI-TOF MS
AST

Farklı yaklaşımlar var:
1) Biomarker
2) Antibiyotikte değişikliklerin saptanması
3) MBT-ASTRA
4) DOT



I. Biomarker:

Özgül tek pik elde edilmesi ya da 

kütle/yük değerinde kayma görülmesi 

olarak tanımlanır



II. ANTİBİYOTİKteki değişikliklerin saptanması

Hidroliz, dekarboksilasyon, asetilasyon

Pik 
kaybolur

Yeni pik 
ortaya 
çıkar

AB’ye ait pikler azalır; 
hidroliz ürünlerine ait 

pikler oç

B-laktamaz



3.  MBT-ASTRA: 
MALDI Biotyper-Antibiotic susceptibility test rapid  assay

Susceptible:  

Peptides=/

Resistant:  

Peptides

Protein extraction +  

Internal standard

Semikantitatif bir yöntem: 
Saatler içinde duyarlı/dirençli sonucu



RG: AUC + Ab

AUC – Ab

§ AB varlığında üreme ile Absiz ortamda üreme kıyaslama

§ AUC hesaplanır

§ Yüksek AUC: üremeyi gösterir yani direnci gösterir



4) DOT-MGA: 
Direct on target microdroplet Growth Assay

§ Eşik değer konsantrasyonunda AB direkt target üzerine uygulanır

§ 6 µl (3 µl AB + 3 µl bakt süsp (Son inokulum ~ 5x105 CFU/ml)

§ Optimum: 4-5 saat

§ Kan kültüründen direkt uygulama da mümkün

§ Direnç mekanizmasından bağımsız sonuç verir



2019 GSBL, AmpC ve karbapenemaz
aktivitesinin saptanması için de 

modifiye edildi

2020





15 dakika



AST
tanımlama



Moleküler yöntemlerin 
kısıtlılıkları neler?

§ Pahalı
§ Panele dahil olan patojen sayısı sınırlı

Az görülen patojenleri saptamıyor
§ Her örneğe çalışılmıyor, hasta alt grupları
§ Seçili direnç genlerine bakılması:

•mecA iyi
• Diğerleri: tek direnç mekanizması yok. 
• Sonucun negatif çıkması direnci ekarte ettirmez

SONUÇ


