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Kan Kiiltiirlerinde Mikroskopik Incelemenin Onemi
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OZET

Kanda bulunan mikroorganizmalarin hizli bir gekilde sap-
tanmasi  klinik mikrobiyoloji laboratuvarinin en énemli
gorevierinden birisidir. Bu ¢alismada BacT/Alert otomati-
ze kan kiiltiir sisteminde, tiim kiiltiir sigelerinden Gram ve
metilen mavisi boyama yontemleri kullanilarak yapilan
mikroskopik incelemenin onemi arastirilmistir. Calismaya
142’si porzitif alarm veren, 608’si negatif toplam 750 kan
kiiltiirii alinmustir. Pozitif alarm veren 142 kan kiiltiiriiniin
115’inde bakteri goriilmiis ve bunlarin 110’unda aerop,
S’inde anaerop bakteri iiremigtir. Pozitif alarm veren 27
ornekte her iki boyama yontemi ile bakteri gériilmemesine
ragmen, bunlarin 2’sinde inkiibasyonun sekinzinci giiniin-
de Brucella cinsi bakteri iiremis, digerlerinin kiiltiirlerinde
de aerop ve anaerop iireme olmanustir (Yalanci porzitiflik
orant % 18). Ureme alarmi vermeyen 608 ornegin 606’sin-
da bakteri goriilmemis ve bunlarin kiiltiirlerinde de iireme
olmamugnir, iki ornekte Gram negatif bakteri goriilmiis ve
kiiltiirde Pseudomonas aeruginosa iiremistir (yalanct ne-
gatiflik orani % 0.3). BacT/Alert FAN giselerden yapilan
mikroskopilerde besiyerindeki kémiir tozu partikiilleri ne-
deniyle Gram boyamanin degerlendirilmesinde giicliik ya-
sanirken, metilen mavisi ile yapilan boyamada bu sorun
olmanugtir. Bu nedenle her iki boyama yénteminin birlikte
degerlendirilmesinin uygun oldugu diisiiniilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Kan kiiltiirii, Gram boyama, metilen
mavisi boyama

SUMMARY

The Importance of the Microscopic Examination of Blo-
od Cultures

Rapid, reliable determination of microorganisms from blo-
od is one of the most important functions of clinical micro-
biology laboratory. In this study, the importance of Gram
stain and methylene blue stain were investigated for all of
the blood culture bottles monitored by the BacT/Alert
system. A total of 750 blood cultures were examinied. Of
these 142 were positive signaling bottles and 608 had no
signal. Microorganisms were observed in 115 out of 142
positive blood culture bottles. Of these 110 were aerobic
and five were anaerobic microorganisms. No microorga-
nisms were detected in 27 blood culture bottles despite po-
sitive signaling, Brucella spp. were isolated from two blo-
od cultures on the eighth day of incubation (The false po-
sitive rate was 18 %). No microorganisms were detected in
606 out of 608 negative signaling bottles. Gram negative
microorganisms were observed in two bottles and P.aeru-
ginosa were isolated from both of these cultures (The false
negative rate was 0.3 %).

Although the evaluation of Gram stained smears were mo-
re difficult for BacT/Alert FAN media due to the charcoal
particles in the media, there were no problems associated
with mehylene blue stain . Therefore, both staining met-
hods can be used simultaneously for microscopic examina-
tion.

Key words: Blood culture, Gram stain, methylene blue sta-
in.

GIRIS

Septisemiye neden olan mikroorganizmalarin sap-
tanmasi, izolasyonu, identifikasyonu ve antibiyotik-
lere duyarliliklarin saptanmasi klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarinin en 6énemli fonksiyonlarindan biri-
sidir (1). Bakteriyemili hastalarin tedavilerinin bag-
lamasinda kan kiiltlir raporlarinin 6nemi biiyiiktiir
(2). Bu nedenle mikrobiyologlar etkenin hizl1 bir se-
kilde saptanmasi ve izolasyonunda optimal yontem-
leri se¢melidirler (1). Bu calismada ampirik tedaviyi
yonlendirmede yol gostermek amaciyla kan kiiltiirle-
rinde mikroskopik incelemenin 6neminin vurgulan-

(*) Inonii iiniversitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mik-
robiyoloji Ana Bilim Dali,Malatya.

mas1 amaclanmustir.
GEREC VE YONTEM

Calismaya li¢ aylik period sirasinda BacT/Alert oto-
matize kan kiiltiir sisteminde pozitif sinyal veren ve
negatif olan toplam 750 kan kiiltiirii alinmigtir. Kan
kiiltiir sisesi olarak hem standart BacT/Alert aerobik
siseler hem de BacT/Alert FAN siseleri kullanilmig-
tir. Siselerdeki besiyerlerinden hazirlanan preparatlar
hem Gram hem de metilen mavisi boyama yontem-
leriyle boyanmis , ayrica kanli triptik soy agar, eosin
methylene blue (EMB) ve cikolatamsi besiyerlerine
ekimler yapilmigtir. Kanli ve EMB besiyerleri aerop
ortamda , cikolata besiyerleri % 5 CO,’li ortamda 48
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saat inkiibe edilmistir. Pozitif alarm veren siselerden
yapilan kiiltiirlerde tireme olmadig1 durumlarda vita-
min K ve hemin ilaveli kanli Brucella besiyerine
ekim yapilarak bes giin inkiibe edilmistir. Pozitif
alarm verip aerop ve anaerop lireme olmayan siseler
yalanci pozitif olarak degerlendirilmistir. Tiim ya-
lanc1 pozitif olarak saptanan siselerden yedinci gii-
niin sonunda yeniden ekimler yapilmistir. Mikroor-
ganizmalarin identifikasyonu klasik yontemlerle ya-
pilmis, gerektigi durumlarda dogrulamak amaciyla
API 20 E ve BBL Crystal Anaerobe ID sistemleri
kullaniimustir.

BULGULAR

Toplam 750 kan kiiltiir sigesinin 142’si pozitif alarm
vermig 608’1 negatif olarak sistemden g¢ikarilmigtir.
Pozitif alarm veren 142 kan kiiltiiriinden 115’inde
mikroorganizma goriilmiis ve bunlarin 110’unda ae-
rop besinde anaerop bakteri iiremistir. Ureyen mik-
roorganizmalarin listesi Tablo I’de gosterilmigtir. Po-
zitif alarm veren 27 kan kiiltiiriiniin Gram ve metilen
boyamasinda mikroorganizma goriilmemis, bunlarin
25’inde aerop ve anaerop ekim sonucu iireme olma-
mig ve yalanci pozitif olarak degerlendirilmistir ( Ya-
lanc1 pozitiflik oran1 %18). Diger iki kan kiiltiirii
bruselloz 6n tanisi ile infeksiyon hastaliklari klini-
ginde yatmakta olan bir hastaya ait olup inkiibasyo-
nun yedinci giliniinde ayn1 zamanda pozitif alarm
vermigtir. Yapilan boyamalar sonucu mikroorganiz-
ma goriilmemis ve inkiibasyonun 48. saatinde iireme
olmamasi nedeniyle plaklarin inkiibasyonu uzatil-
mustir. Inkiibasyonun sekizinci giiniinde Brucella
cinsi bakteri tiremistir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda negatif cikan 608 kan
kiiltiiriiniin 606°sinda her iki boyama yontemi ile
mikroorganizma goriilmemis ve kiiltiirlerinde de
tireme olmamustir. Negatif cikarilan iki sisede ise bo-
yama sonucu Gram negatif bakteri goriilmiis ve her
iki kiiltiirde de Pseudomonas aeruginosa iiremistir
(Yalanc negatiflik oran1 % 0.3). Tablo 2’de tiim kiil-
tiirlerde Gram ve metilen boyamasiyla tireme sonug-
lar1 degerlendirilmistir. Gram boyama ve metilen bo-
yamasi ile mikroorganizmalarin % 98 ‘i saptanmustir.

TARTISMA

Kanda mikroorganizmalarin bulunmasi énemli mor-
bidite ve mortalite nedeni oldugundan klinik mikro-
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Tablo 1. Izole edilen mikroorganizmalarin dagilhimi:

Mikroorganizma Say1
Candida spp 7
Candida albicans 5
Klebsiella oxytoca 16
Salmonella spp. 8
Enterobacter cloacae 4
Escherichia coli 2
Brucella spp. 2
Pseudomonas aeruginosa 5
Non fermentatif Gr(-) gomak 3
Koagiilaz (-) stafilokok 32
Staphylococcus aureus 10
Enterokok 3
D grubu streptokok 1
G grubu streptokok 1
C grubu streptokok 1
S.aureus + Enterokok 2
Propionibacterium acnes 4
Anaerop bakteri (tanimlanamadi) 1
Kontaminasyon 11
Toplam 119

Tablo 2. Gram/metilen mavisi ile boyama ve iireme sonuclari

Gram/metilen
Alarm boyama sonucu Ureme
mikroorganizma
+ - + -
Pozitif  (142) 115 27 117 25
Negatif (608) 2 606 2 606
Toplam  (750) 117 633 119 631

biyoloji laboratuvarlarinda kan kiiltiirlerinin incelen-
mesi kritik bir 6neme sahiptir (3). Cogu laboratuvar-
da bu amagla otomatize kan kiiltiir sistemleri kulla-
nilmaktadir. Antimikrobiyal tedavinin se¢iminde yol
gosterici olacagindan pozitif kan kiiltiirleri, Gram
boyama ile boyanarak klinisyene rapor edilmelidir
(4). Kan Kkiiltiir sistemlerinin degerlendirildigi calis-
malarin tiimiinde pozitif alarm veren orneklerden
Gram boyama yapilmistir (2,5,6,7,8). Calismamizda
hem pozitif hem de negatif toplam 750 kan kiiltiirii
Gram ve metilen mavisi boyama yontemi ile incelen-
mistir. Pozitif alarm veren 142 kan Kkiiltiiriiniin
115’inde mikroorganizma goriilmiig ve bunlarin sub-
kiiltiirlerinde de iireme olmustur. Pozitif alarm veren
27 kiiltiirde boyama ile mikroorganizma goriilmemis
ve bunlarin 25’inde aerop ve anaerop iireme saptan-
mamustir (Yalanci pozitiflik oran1 % 18), ancak iki
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kiiltiirde Brucella tiirii bakteri iiremistir. BacT/Alert
otomatize kan kiiltiir sistemleriyle yapilan ¢aligsma-
larda genellikle yalanci pozitiflik oran1 % 0.4-8.4
arasinda degismektedir (5,9,10). Calismamizda bu
oran % 18 olarak bulunmustur.

Zor iireyen bir bakteri olan Brucella iiremesi i¢in
ozel besiyerleri ve uzun bir inkiibasyon donemi ge-
rektirir. BACTEC besiyerlerinde yaklasik 3-30 giin-
de iiremektedir (3). Ozyurt ve ark (11) BacT/Alert
sisteminde bruselloz tiirlerini 23 giinde saptadiklari-
n1 bildirmislerdir. Calismamizda infek-siyon hasta-
liklart kliniginden Brucellloz 6n tanisiyla gonderilen
ayni1 hastaya ait iki kan 6rnegi inkiibasyonun yedinci
giiniinde pozitif alarm vermis, Gram ve metilen ma-
visi boyamalarinda mikroorganizma goriilmemis, 48
saatlik kiiltiir-lerinde de iireme olmamustir. Bruselloz
on tanis1 olmasi nedeniyle ekim besiyerlerinin inkii-
basyonlar1 uzatilmig ve inkiibasyonun sekizinci gii-
niinde Brucella cinsi bakteri tiremigtir. Geg lireyebil-
mesi nedeniyle bruselloz 6n tanili hastalarda hem
kan kiiltiir sigelerinin inkiibasyonunun, hem de besi-
yerlerinin inkiibasyonunun uzatilmasi gereklidir.

Negatif 608 kan kiiltiiriiniin 606’sinda boyamada
mikroorganizma goriilmemis ve bunlarin kiiltiirlerin-
de tireme olmamustir, 2 kiiltiirde Gram negatif bakte-
ri goriilmiis ve her ikisinde de Pseudomonas aerugi-
nosa iremistir (Yalanci negatiflik oran1 % 0.3). Ya-
pilan ¢alismalarda yalanci negatiflik oram1 % 0.3-6
arasinda degismektedir (7,9,12). Her laboratuvar
hasta populasyonu ve izole edilen mikroorganizma-
lar1 g6z 6niinde bulundurarak yalanci negatifligi de-
gerlendirmeli ve subkiiltiirlerin yapilip yapilmamasi-
na karar vermelidir.

Toplam 527 kan kiiltiiriiniin incelendigi bir aragtir-
mada mikroorganizmalarin saptanma orani metilen
mavisi boyama yontemi ile % 99, acridin oranj boya-
ma ile % 94 ve Gram boyama ile % 93 bulunmustur
. Bu ¢alismada floresan mikroskop gerektirmedigi ve
laboratuvarlarda kolaylikla yapilabilecegi icin kan
kiiltiirlerinde mikroorganizmalarin varligint dogrula-
mada metilen mavisi boyama yontemi Onerilmekte
ve mikroorganizma goriildiigiinde Gram boyama ya-
pilmas1 onerilmektedir (13). Calismamizda her iki
boyama yontemi birlikte yapilmis ve ikisi birlikte
degerlendirilmis olup mikroorganizma saptama ora-

n1 % 98 olarak bulunmustur. BacT/Alert standart si-
selerde her iki boyama yontemi ile degerlendirme
sorunu yasanmamistir. BacT/Alert FAN siselerden
yapilan mikroskopilerde ise besiyerindeki komiir to-
zu partikiilleri nedeniyle Gram boyamanin degerlen-
dirilmesinde giigliik yasanirken, metilen mavisi ile
yapilan boyamada bu sorun olmamistir. Bu nedenle
her iki boyama yonteminin birlikte degerlendirilme-
sinin uygun oldugu diistiniilmiistiir. Yapilan calisma-
larda da komiir tozu partikiilleri iceren FAN besiyer-
lerinden yapilan Gram boyama sonucu, komiir tozu
partikiilleriyle benzer biiyiikliikteki bakteri ve maya
hiicrelerini degerlendirmenin giiclii§iinden ve zaman
aliciligindan bahsedilmektedir (7,9).

Sonug olarak klinisyene tedaviyi planlamada yar-
dimc1 olmak igin tiim pozitif kan kiiltiirlerinde hem
Gram boyama hem de metilen mavisi boyama yonte-
mi ile mikroskopik inceleme yapilmali, yine negatif
orneklerde de subkiiltiir yapilmayacaksa mikrosko-
pik inceleme yapilarak sonug rapor edilmelidir.
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