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OZET

Steril Viicut Sivilarindan Uretilen Etkenlerin Hizli Antibiyotik Duyarhhk Test

Sonuc¢larimin Degerlendirilmesi
Dr. Hatice Seyma BAYKUS,

Tibbi Mikrobiyoloji A.B.D. Sivas 2024

Amag: Steril viicut sivilarinda iireyen mikroorganizmalar sepsise yol acarak,
hastalarda mortalite ve morbidite artisina sebep olmaktadir. Sepsis tanisini hizlica
koyarak etkeni belirlemek ve hizli antibiyotik duyarlilik sonuglarinin belirlenmesi
onemlidir. Calismamizda steril sivi1 kiiltiirlerinde tireyen etkenlere hizli tanimlama ve
hizl1 antibiyotik testleri yapilarak sonuglarin standart testlerle karsilastirilmasi
amaglandi.

Yontem: Calismada Sivas Cumbhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji laboratuvarima Ekim 2023 — Subat 2024 tarihleri arasinda gelen 199
steril s1v1 6rnegi incelendi. BACTEC/FX otomatize cihazinda inkiibasyona birakilan
ve lreme sinyali veren 153 kan kiiltiirii siselerindeki etkenlerin Matriks ile
desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamani kiitle spektrofotometresi
(MALDI-TOF MS) kullanilarak hizli tanimlamas1 ve EUCAST (European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing) hizli antibiyotik duyarlilik testleri (HADT)
yapildi. Ayrica E.coli ve K.pneumoniae saptanan orneklere EUCAST genislemis
spektrumlu beta laktamaz enzimi (GSBL) tarama testi uygulandi. Kiiltiir sigselerinde
ireyen kolonilerin rutin laboratuvar yontemlerle tanimlamasi ve disk difiizyon
yontemiyle antibiyotik duyarlilik testleri yapildi. Hizli tanimlama ve HADT sonuglari,
rutin tanimlama ve referans antibiyotik duyarlilik testi (disk difiizyon) sonuglariyla
karsilastirildi.

Bulgular: Calismada iireyen izolatlarm, 52’si E.coli, 31’1 K.pneumoniae, 9’u
P.aeruginosa, 4’1 A.baumannii, 45’1 S.aureus, 8’i E.faecalis ve 4’1 E.faecium’du. Bu
izolatlardan 142’si kan kiiltiirlerinden 11’1 diger steril s1v1 kiiltiirlerinden izole edildi.

Hizli tanimlama yontemiyle izolatlarin %58,8’1 (s=90) tiir diizeyinde, %97,3’1
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(s=149) cins diizeyinde dogru olarak tanimlandi. Gram negatif bakterilerde hizli
tanimlama yonteminin basaris1 (%100), gram pozitif bakterilere (%93) gore daha
yuksekti. HADT yonteminde inhibisyon zon ¢aplarinin okunabilme oranlari, 4. 6. 8.
inkiibasyon sattlerinde sirastyla, %96,4, %99,9 ve %100, teknik belirsizlik alaninda
kalan (ATU) sonuglarin oranlar1 sirasityla, %12,8, %7,9, %6,2 olarak bulundu.
HADT’1n kategorik uyumlar1 4., 6. ve 8. saatte sirasiyla, %95,1, %96,0 ve %96,1
olarak hesaplandi. Orneklerden en yiiksek oranda izole edilen toplam E.coli ve
K.pneumoniae izolatlarmin HADT sonuglar1 standart disk diflizyon yontemi
sonuclariyla karsilastirildi. HADT’in her ii¢ inkiibasyon saatinde amikasin ve
meropeneme ait hata oranlarinin, 6. saatten itibaren siprofloksasin, seftazidim
avibaktam ve piperasilin tazobaktama ait hata oranlarinin FDA kriterlerine uydugu
[testin kategorik uyumunun (KU) >%90, ¢ok biiyiik hata (CBH) oraninin <%1,5,
biiyiik hata (BH) oraninin <%3,0 ve kii¢iik hata (KH) oraninin <%10 olmasi] bulundu.
Test edilen diger antibiyotiklerin; (ampisilin, amoksisilin klavulanik asit, seftazidim,
sefotaksim, imipenem, levofloksasin, trimetoprim sulfametoksazol, gentamisin ve
tobramisin) FDA kriterlerini karsilamadig1 goriildi. Toplam E.coli ve K.pneumoniae
izolatlarinin kombine disk difiizyon testiyle 47°si, HADT ile 45’1 GSBL pozitif
bulundu.

Sonug: Standart testle karsilastirilmasi yapilabilen tiirlere ait HADT sonuglarinda bazi
antibiyotikler/bakteri tiirleri icin HADT yonteminin uygulanabilir oldugu, bazi
antibiyotiklere ait CBH oranlarinin yiiksek bulunmasi nedeniyle testin daha fazla

ornekle calisilarak rutin laboratuvar icin gelistirilmesi sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Steril viicut sivilari, hizli tanimlama, EUCAST, hizli antibiyotik
duyarlilik testi (HADT)
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ABSTRACT

Evaluation of Rapid Antibiotic Susceptibility Test Results of Agents Produced
from Sterile Body Fluids

Dr. Hatice Seyma BAYKUS,

Department of Medical Microbiology, Sivas 2024

Objective: Microorganisms grown in sterile body fluids cause sepsis, leading to
increased mortality and morbidity in patients. It is important to rapidly diagnose
sepsis, identify the causative agent and determine rapid antibiotic susceptibility
results. In our study, we aimed to perform rapid identification and rapid antibiotic
tests for the agents grown in sterile fluid cultures and to compare the results with

standard tests.

Method: In the study, 199 sterile fluid samples received to Sivas Cumhuriyet
University Medical Faculty Hospital Medical Microbiology laboratory between
October 2023 and February 2024 were examined. Rapid identification and EUCAST
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) rapid antibiotic
susceptibility tests (RAST) were performed using Matrix-assisted laser
desorption/ionisation time-of-flight mass spectrophotometry (MALDI-TOF MS) of
the causative agents in 153 blood culture bottles that were incubated in the
BACTEC/FX automated device and gave a growth signal. In addition, EUCAST
ESBL screening test was applied to the samples in which E.coli and K.pneumoniae
were detected. The colonies grown in the culture bottles were identified by routine
laboratory methods and antibiotic susceptibility tests were performed by disc
diffusion method. Rapid identification and RAST results were compared with routine

identification and reference antibiotic susceptibility test (disc diffusion) results.

Results: Among the isolates, 52 were E.coli, 31 were K.pneumoniae, 9 were
P.aeruginosa, 4 were A.baumannii, 45 were S.aureus, 8 were E.faecalis and 4 were
E.faecium. Of these isolates, 142 were isolated from blood cultures and 11 from other
sterile fluid cultures. By rapid identification method, 58.8% (n=90) of the isolates

were correctly identified at species level and 97.3% (n=149) at genus level. The
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success of the rapid identification method was higher in gram negative bacteria
(100%) than in gram positive bacteria (93%). The readability rates of inhibition zone
diameters in the RAST method were 96.4%, 99.9% and 100% at the 4th, 6th, and 8th
incubation hours, respectively, and the rates of results in the area of technical
uncertainty (ATU) were 12.8%, 7.9% and 6.2%, respectively. The categorical
agreement of RAST was 95.1%, 96.0% and 96.1% at 4th, 6th and 8th hours,
respectively. RAST results of total E. coli and K. pneumoniae isolates, which were
isolated from the samples with the highest rates, were compared with the results of
standard disc diffusion method. It was found that the error rates of amikacin and
meropenem in all three incubation hours of the RAST and the error rates of
ciprofloxacin, ceftazidime avibactam and piperacillin tazobactam from the 6th hour
onwards met the FDA criteria (categorical agreement (CA) of the test >90%, very
large error (VME) rate <1.5%, large error (ME) rate <3.0% and small error (mE) rate
<10%). Other antibiotics tested (ampicillin, amoxicillin clavulanic acid, ceftazidime,
cefotaxime, imipenem, levofloxacin, trimethoprim sulfamethoxazole, gentamicin and
tobramycin) did not meet FDA criteria. Of the total E.coli and K.pneumoniae isolates,
47 were found to be extended-spectrum beta lactamase enzyme (ESBL) positive by
combined disk diffusion test and 45 by RAST.

Conclusion: It was concluded that the RAST method was applicable for some
antibiotics/bacterial species in the RAST results of the species that could be compared
with the standard test, and that the test should be developed for the routine laboratory

by working with more samples due to the high rates of VME for some antibiotics.

Keywords: Sterile body fluids, rapid identification, EUCAT, rapid antibiotic
susceptibility testing (RAST)
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1.GIRIS VE AMAC

Kan, beyin omurilik sivis1 (BOS), plevra sivisi, perikard sivisi, eklem sivisi, periton
s1vis1 ve amniyon s1visi steril viicut sivilari olarak nitelendirilir. Kan dolasimi, santral
sinir sistemi (SSS), eklem boslugu, plevral bosluk gibi viicut bélgelerinin herhangi
birinin enfeksiyonu, genellikle hayati tehdit edici 6zelliktedir ve uygun olmayan veya

gec kalinan antimikrobiyal tedavi morbidite ve mortalitenin artmasina neden olur.

Sepsis, bir enfeksiyon sirasinda diizensiz konak yanitiyla gelisen, akut organ
disfonksiyonu olarak tanimlanir. Sepsis, yiiksek oOliim riskiyle iliskilendirilmis
karmagik bir hastaliktir ve bu durumun 6nlenmesi i¢in acil tedaviye ihtiya¢ vardir.
Sepsisin tanisi, mikrobiyoloji laboratuvarlarinda enfeksiyona neden olan etkenin
tanimlanmastyla konulur. Dogru tani sonrasinda uygun antibiyotik tedavisi hastalarda

komplikasyon ve 6liim riskini azaltmaktadir [1, 2].

Sepsiste uygun antibiyotik tedavisi alamayan hastalarin gecen her saatte
mortalite oraninin %7,6 arttifini bildiren c¢aligmalar mevcuttur. Ayrica mortalite
artistyla beraber morbidite oranlarmin da artmasi saglik bakim maliyetlerini
yiikseltmektedir [3]. Bu nedenlerden dolay1 sepsisin klinik tanis1 konuldugunda hemen
ampirik tedaviye baslamasi gerekir. Ampirik tedaviye, etken olabilecek tiim
mikroorganizmalar1 kapsamak icin genellikle genis spektrumlu bir antibiyotikle
baglanir. Genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, antibiyotiklere direng gelismesine ve
durum sonucunda yeni gelisecek enfeksiyonlarin direngli patojenlerle ortaya
¢ikmasina yol acabilmektedir. Tlim bunlar g6z 6niinde bulunduruldugunda antibiyotik
duyarlilik sonuc¢larmin hizli bir sekilde klinisyene raporlanmasi biiyliikk 6nem

tasimaktadir [4].

Rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kan ve steril sivi kiiltiirleri icin
otomatize sistemler siklikla tercih edilmekte ve bu sistemlerle kiiltlirdeki iiremelerin
tespiti hizlanmaktadir. Pozitif iremeler tespit edildikten sonra etkenin tanimlanmasi
icin, kati  besiyerinde lireyen kolonilerden = Matriks  destekli  lazer
desorpsiyon/iyonizasyon ugus siiresi kiitle spektrometrisi (MALDI-TOF MS) ile

bakteri tanimlamasi da kisa siirede gergeklestirilmektedir [5]. Ancak kiiltiir sisesi



pozitif sinyal verdikten sonra etkenin tanimlanmasi ve antibiyotik duyarlilik testlerinin
sonuglanmasi i¢in 36-48 saate ihtiya¢ vardir. Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi
Komitesi (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing /EUCAST),
kan kiiltiir sisesinden dogrudan hizli antibiyotik duyarlilik testi (HADT) ydntemi
gelistirmistir. Bu yontem bazi bakterilerin bazi antibiyotiklere kars1 duyarliliklar test
edilebilmekte ve kiiltiir siselerinde lireme sinyali alindiktan sonra 4-8 saat iginde
antibiyotik duyarlilik testleri sonuglanabilmektedir. Yapilan g¢alismalarda HADT
sonuglarmin yiiksek kategorik uyum gostererek kisa siirede antibiyotik duyarlilik
sonuglarinin belirlenebildigi ve bu yontemin laboratuvarlarda uygulanabilirligi
gosterilmistir [6-9]. Ancak HADT yonteminde ¢ok biiyiik hata ve biiyiik hatalarin
tespiti ve rutin laboratuvar uygulamalar sirasinda is takibinin yapilabilmesi i¢in 6zel

egitilmis personele ihtiya¢ duyulmasi bu yontemin dezavantajlar arasindadir.

Bu ¢alismada, BACTEC kiiltiir siselerine ekilen ve BACTEC cihazinda pozitif
sinyal veren kiiltiir siselerinde iireyen etkenlere MALDI-TOF MS ile hizli tanimlama
yapilmasi, EUCAST HADT yontemiyle hizli antibiyotik duyarliliklarinin
belirlenmesi, sonuglarin rutin tanimlama sonuglariyla ve standart disk difiizyon
antibiyotik duyarlilik yontemi sonuglartyla karsilagtirilmasi, HADT yonteminde
bulunmayan bazi antibiyotiklere de hizli antibiyotik duyarlilik testleri uygulanarak

literatiire katki saglamak amaglandi.



2. GENEL BIiLGILER

Steril viicut bolgelerinden kaynaklanan enfeksiyonlar ciddi mortalite ve morbidite ile
iligkilidir. Bu enfeksiyonlarin hizli bir sekilde uygun antimikrobiyal ilaglarla tedavi
edilmesi gerekir. Uygun tedavinin gerceklestirilebilmesi de dogru ve hizh

mikrobiyolojik tan1 yaklagimi ile miimki{indyir.
2.1. Steril Viicut Sivilari

Kan, beyin omurilik sivis1 (BOS), plevra sivisi, perikard sivisi, eklem sivisi, periton
stvist Ornekleri steril viicut bolgelerinde bulunur. Bu bolgelerde normal sartlarda
herhangi bir mikroorganizma bulunmadig1 i¢in bu bolgelerden alinan 6rneklere steril
viicut sivilart denir. Bakteriler, viriisler, mantarlar ve cesitli parazitler steril viicut

stvilarina bulasarak enfeksiyona neden olabilirler [10].
2.1.1. Kan Dolasimi Enfeksiyonu

Kan; hiicrelere besin ve oksijen tasiyan, metabolizma sonucu ortaya ¢ikan zararl

atiklar1 viicuttan atabilecek organlara gotiiren, ekstraseliiler bir sivi ortamdir [11].

Kan dolagimi enfeksiyonlari, genellikle bakteri veya viriislerin kan dolagim
sistemine girmesi ve viicudun farkli bolgelerine yayilmasiyla ortaya ¢ikan
enfeksiyonlardir. Bu enfeksiyonlar, genellikle birincil enfeksiyonun bulundugu yerden
baslayarak, kan yoluyla viicudun diger bolgelerine yayilarak sistemik bir etki gosterir

[12].

Bakteriyemi; kanda canli bakterilerin bulunmasi durumudur ve tanist kan
kiiltiirii pozitifligi ile konulur. Ancak kan kiiltiirii pozitifligi her zaman bir enfeksiyon
varligin1 gostermez. Bakteriyemiler, gecici, aralikli ve siirekli bakteriyemi olarak
simiflandirilirlar. Gegici bakteriyemi; genellikle dis ¢ekimi gibi dental islemlerden
veya gastrointestinal ve genito iiriner sistem cerrahilerinden sonra gelisebilir. Saglikli
insanlarda belirti vermeden kendiliginden iyilesir. Aralikli bakteriyemi; abse
varliginda veya meningokoksemi, gonokoksemi gibi klinik tablolarin varliginda
geligebilir. Etken mikroorganizmalar, enfeksiyon odagindan aralikli olarak kan

dolagimina gecerler. Siirekli bakteriyemi; genellikle infektif endokarditte goriiliir ve



kan dolagimina intravaskiiler bir kaynaktan siirekli mikroorganizma gegisi vardir [13].
Viicudun bagisiklik sistemi, bu mikroorganizmalarla savasmak igin aktive olur, ancak

bazen bu tepki asir1 olabilir ve viicutta yaygin iltihaplanmaya ve sepsise neden olabilir.

Kan dolasimi enfeksiyonlarinin yaygin semptomlar1 arasinda ates, titreme,
halsizlik, bas agrisi, bulanti ve kusma bulunur. Bazi sepsis vakalarinda organ

yetmezligi, sok ve 6liim gibi sonuglar ortaya ¢ikabilir [14].

Kan dolagim1 enfeksiyonlar1 (KDE), yiiksek mortalite ile seyreden ciddi bir
enfeksiyondur. Tanida altin standart test kan kiiltlirii pozitifligidir. Hizli ve hedefe
yonelik tedavi mortalite oranlarin1 azaltabilecegi icin enfeksiyona sebep olan etkeni
tespit edip, antibiyotik duyarlilik testlerini hizli bir sekilde sonuglandirmak biiyiik

onem tagimaktadir [15].
2.1.2 Kan kiiltiiri

Kan kiiltiirleri, kan dolagimi enfeksiyonlariin teshisini, tedavisini ve prognozunu en
etkili sekilde belirlemek i¢in kullanilan bir yontemdir [16]. Kan kiiltiirleri, tibbi
mikrobiyoloji laboratuvarlarina gonderilen en degerli 6rneklerdendir. Kan dolasimi
enfeksiyonlarinin teshisi, klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinin en kritik ve acil
gorevlerinden biridir. Kan Kkiiltlirleri, kan dolasim enfeksiyonlarinin yaklasik
%35’inde pozitif sonuglanmasina ragmen; bu yontem enfeksiyon etkenini tespit
etmenin yaninda antibiyogram testlerinin yapilmasina imkan sagladigi i¢in hala ¢ok

kiymetli bir yontemdir [17].

Mikrobiyoloji laboratuvarinda kan kiiltiirii i¢in en ¢ok tercih edilen yontem tam
otomatize sistemlerdir. VersaTREK (Trek Diagnostic Systems, Cleveland, OH),
BacT/Alert (bioMérieux, Durham, NC) ve BACTEC (BD Diagnostics, Sparks, MD)
sistemleri laboratuvarda sik kullanilan otomatize cihazlardandir. Bu sistemler, kan
kiiltiirii siselerinin zengin besiyeri icerigi nedeniyle olasi patojenleri biiyiik olgiide
iiretme O0zelliginin yani sira liremenin saptanmasina kadar gegen siirenin kisalmasinda

da etkilidir [18].

Kan Kkiiltiirlerinin hatali sonuc¢larin1 en aza indirmek i¢in dikkat edilmesi
gereken konular arasinda 6rnek alma zamani, alinacak 6rnek miktari, set sayisi ve

kontaminasyon onlenmesi sayilabilir [19]. Kan kiiltiirii set (tek bir damar girisimiyle



alman kan Orneginin dagitildigr kiiltiir siselerinin tiimii) sayisi, hastanin klinik
durumuna, siiphelenilen enfeksiyona ve tedavinin aciliyetine gore degisebilir. Ancak

tek kan kiiltiirii seti yenidogan dénemi haricinde yeterli goriilmemektedir [20].

Hem yetiskin hastalarda hem de pediatrik hastalarda alinan kanin miktar: etken
mikroorganizmanin tespitinde Onemlidir. Yetigkin hastalarda maksimum sonug
alabilmek i¢in her bir set basina 20-30 ml kan alinmalidir. Cocuk hastalarda 2-3 ml
kan yeterlidir [19].

Kan kiiltiirleri, uygun endikasyonlar dogrultusunda, uygun sterilizasyon ve
antisepsi Onlemleri alinarak ve uygun miktarda 6rnek alinarak gerceklestirilmelidir.
Kan dolasiminda mikroorganizma konsantrasyonunun en yiiksek oldugu doénem,
genellikle atesin baglamasindan dnceki 30-60 dakikalik siirectir. Ancak, birgok hastada
bu donemi dnceden tahmin etmek miimkiin olmayabilir, bu nedenle ates bagladiktan
sonra miimkiin olan en kisa siirede kan kiiltiirii alinmalidir. Kan kiiltiirleri, antibiyotik

tedavisi baslamadan 6nce alinmalidir [18].

Kontaminasyon, kanda mikroorganizma olmadig1 halde kiiltiirde ireme olmasi
durumdur. Kan kiltiri aliminda cilt antisepsisinin  yetersiz  yapilmasi
kontaminasyonun en sik sebebidir. Kan kiiltiiriinde en sik lireyen kontaminantlar insan
deri florasinda bulunan mikroorganizmalardir. Bunlardan bazilari, koagiilaz negatif
stafilokoklar, Corynebacterium spp, Propionibacterium spp, Micrococcus spp, ve
viridans streptokoklardir [19]. Kan dolasim enfeksiyonlarinda gram pozitif
bakteriyemiye neden olan en sik etkenler Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus
aureus ve Enterococcus spp. iken gram negatif bakteriyemiye neden olan en sik
etkenler Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa 'dir [18]. Kan kiiltiirii alirken en
stk tercih edilen antiseptikler alkol, klorheksidin ve iyotlu bilesiklerdir.
Kontaminasyon riskini azaltmak ic¢in kan Ornegi alinirken onerilen pratik, ornek
alacak bolgenin 6nce %70'lik izopropil alkol ile temizlenmesi ve ardindan %2
klorheksidin glukonat, %1-2 oraninda iyot tentiirii veya %10 povidon iyodinden biri

ile silinmesidir [21].

Kan kiiltiirii alindiktan sonra kiiltiir siseleri en geg iki saat icinde mikrobiyoloji

laboratuvarina ulagtirilmalidir. Siselerin laboratuvara ulasma siiresi boyunca oda



sicakliginda bulunmasi gerekir, buzdolabina konulmas: veya dondurulmasi etken

mikroorganizmanin 6lmesine neden olabilir [17].

2.1.3 Mikrobiyoloji Laboratuvarinda Otomatize Sistemle Ureme Sinyali Veren

Kan Kiiltiirii Siselerinin Degerlendirilmesi

Otomatize sistemde inkiibasyon esnasinda pozitif tireme sinyali veren kan kiiltiir sisesi
cihazdan ¢ikarilir. Kiiltiir sigsesinin iizerindeki lastik tipa bir dezenfektan ile silinir ve
kurumaya birakilir. Gram boyama i¢in 1-2 damla kan alkolle temizlenmis lama
damlatilir [18]. Gram boyama sonucu mikroskopla degerlendirilen preparatta
enfeksiydz etkene yonelik temel morfolojik 6zellikler degerlendirilir. Bakteriler hiicre
duvar yapilaria gore gram pozitif veya gram negatif olarak boyanirlar. Mikroskobik
olarak bakterilerin sekil ozellikleri (kok, basil, kokobasil) de degerlendirilir. Gram
boyama ile elde edilen sonug¢ enfeksiy6z etkene yonelik 6n tan1 koymaya yardimei

olacagindan hizlica klinisyene bildirilir [22].

Kiiltiir sisesinden alinan kan, koyun kanli agar (KKA), ¢ikolata agar (CA) ve
en az bir gram negatif se¢ici basiyerine (eosin metilen blue agar (EMB), MacConkey
agar (MAC), kromojenik agar vb.) 1-2 damla damlatilarak tek koloni diisiirme
yontemiyle ekim yapilir. KKA ve CA %5 CO2 ‘li ortamda, EMB/MAC plaklari normal
atmosfer sartlarinda 35-37 °C’de 24-48 saat siireyle inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon
sonunda degerlendirilen plaklar etken oldugu diisiiniilen mikroorganizmalarin timii

igin tiir tanimlama ve antibiyotik duyarlilik testleri yapilir [18].
2.2. Beyin Omurilik Sivisi

Beyin omurilik sivist (BOS), beyin ventrikiillerinde bulunan koroid
pleksuslarindan sentezlenen santral sinir sistemi i¢in yasamsal fonksiyonlara sahip
steril bir viicut sivisidir [23]. Santral sinir sistemi enfeksiyonlari, menenjit,
meningoensefalit, beyin abseleri veya subdural ampiyemler olarak siiflandirilabilir.
Bakteriyel mikroorganizmalarin santral sinir sisteminde en sik sebep oldugu klinik
durum menenjitlerdir. Menenjit gesitli mikroorganizmalarin sebep oldugu beyin
zarlarinin inflamasyonudur ve ilk olarak “serebrospinal ates” olarak tanimlanmistir.
Menenjit olgularinin yaklasik %70’inden bakteriler sorumludur. Menenjite en sik

sebep olan bakteriler, Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis tip b ve



Haemophilus influenzae’dir [24]. Menenjitte erken ve etkili tedavi klinik sonuglari
lyilestirir ve mortalite oranlarini azaltir. Tedavi gormeyen hastalarda, kafa i¢ci basincin
artmasi sonucu ortaya ¢ikan komplikasyonlar, sepsis ve ¢oklu organ yetmezlikleri gibi
faktorler nedeniyle 6liim riski yiiksektir veya kalict norolojik fonksiyon kayiplari
yasanabilir [25]. Tirkiye’deki istatistiksel verilere gére menenjitler, tanimlanmig
enfeksiyon kaynakli 6liimlerin 2. en sik sebebidir [26]. BOS un incelenmesi santral

sinir sistemi enfeksiyonlarinin tanisinda ve tedavi izlemlerinde 6nemlidir [23].

BOS numunesi, lomber ponksiyon adi verilen invaziv bir islem ile elde edilir.
Lomber ponksiyon islemi sirasinda hasta yan yatar pozisyonundadir. Bu islem hastaya
lokal anestezi yapildiktan sonra 3. ile 4. veya 4. ile 5. lomber vertebralar arasindaki
intervertebral disk araligindan bir igne yerlestirilmesiyle uygulanir ve BOS numunesi
alinir. Bu intervertebral disk seviyesinin tercih edilmesinin nedeni omurilik
parankiminin 12. torakal vertebra ile 1. lomber vertebra seviyelerinde bitmesinden

kaynaklanmaktadir [1].

BOS o6rneginin degerlendirilmesi ilk olarak makroskobik inceleme ile baslar.
BOS normalde renksiz ve berrak bir stvidir. BOS 6rneginde bulaniklik gézlemlenmesi,
BOS’ta 16kosit konsantrasyonunun arttigini veya herhangi bir mikroorganizmanin
varligint diisiindiirir. Mikroskobik incelemede ise 16kosit sayisi, baskin hiicre
hakimiyeti, gram boyama sonucu degerlendirilir. Saglikli insandan alinan BOS
orneginde 16kosit sayist 0-5 pul (mikrolitre) kadardir ve lenfosit hakimiyeti vardir.
Ayrica BOS’un biyokimyasal analizi de menenjit ayirici tanisinda kullanilir. Artmis
protein miktar1 ve azalmis glukoz miktar1 bakteriyel menenjit ile uyumludur [27]. BOS
normal degerleri ve cesitli menenjit tiplerinde izlenen degisimler Tablo 2.1°de

sunulmustur.

BOS kiiltiirii i¢in otomatize sistemler ve konvansiyonel kiiltiir yontemleri
kullanilabilir. Otomatize sistem ile kiiltiir isleminde, BOS 6rnegi otomatize sistem
kiltiir sisesine ekilir ve cihazda inkiibasyona birakilir. Pozitif sinyal verdikten sonra
cihazdan ¢ikarilarak gram boyama islemi ve kanli besiyerine ekimi yapilir. Kanli
besiyeri inkiibasyon sonunda degerlendirilir. Ureyen bakteri kolonilerinden tanimlama
ve antibiyotik duyarlilik islemleri yapilir. Konvansiyonel kiiltlir yonteminde ise BOS

ornegi direkt kanli besiyerine azaltma ekim teknigiyle ekilir ve inkiibasyon sonrasi



degerlendirilerek iireyen bakteri kolonilerinden antibiyotik duyarlilik test iglemleri

gergeklestirilir [17].

Tablo 2.1. BOS normal degerleri ve menenjit tiplerindeki degisiklikler [28]

Goriiniim Lokosit Baskin Protein Glukoz
(mm?) hiicre tipi  (mg/dl) (mg/dl)
Normal Berrak <5 Lenfosit 20-45 >50 veya
Kan
sekerinin
>%75
Bakteriyel  Bulanik, 100-10000  Notrofil 100-500 Azalmig
menenjit piirtilan
Viral Berrak <1000 Lenfosit 50-200 Genellikle
menenjit normal
Tiiberkiiloz Berrak, 10-500 Lenfosit 25-500 <50

menenjiti ksantokromik

mm?: milimetrekiip mg/dl:miligram/desilitre

BOS orneklerinde 6zellikle viral menenjit tanisinda molekiiler yontemler de

kullanilabilir. Multipleks polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) bakteriyel, viral ve

mantar enfeksiyonlarinin tanisinda kullanilabilir. Ancak menenjit tanis1 igin kiiltiir

hala altin standart yontemdir [17].

2.3. Plevral Sivi

Plevral sivi, visseral ve pariyetal plevra yapraklarinin birbiri {izerinde hareketini

kolaylastiran bir steril sividir. Saglikli insanlarda miktar1 01-0,2 mL/kg kadar olup

devaml1 yenilenmektedir. Stvi olusumunda artma veya sivi emiliminde azalma olmasi

plevral aralikta sivi birikmesine neden olur bu da plevral efiizyon olarak adlandirilir

[29]. Plevrada fazla miktarda sivi olusumunun sebepleri; hidrostatik basing artisi,

plevral basing azalmasi, plevral onkotik basincin azalmasi, gegirgenlik artist ve

lenfatik drenajin bozulmasidir.



Plevral efiizyonlar bir¢ok nedene bagl olusabilir, tan1 i¢in 6ncelikle transuda-
eksuda ayrimi yapilmasi gerekir. Transuda-eksuda ayriminda kullanilan kriterler
Tablo 2.2’de verilmistir. Transuda ve eksudaya sebep olan klinik durumlar Tablo
2.3’te verilmistir. Plevral eflizyon tespit edildiginde ilk olarak torasentez islemi
yapilmali ve iglem sonrasi aliman sivi mikrobiyolojik, biyokimyasal ve sitolojik

yonlerden incelenmelidir [30].

Tablo 2.2. Plevral efiizyon i¢in transuda eksuda ayirimi

Kriterler Transuda Eksuda
Goriintim Berrak Bulanik
Lokosit sayist <10.000 mm3 >50.000 mm?3
pH >7.2 <7.2

Protein 3.0 g/dL >3.0 g/dL
Plevral sivi/serum protein | <0.5 >0.5

Plevral sivi/serum LDH <0.6 >0.6

Glukoz >60 mg/dL <60 mg/dL

Ekstidatif plevral efiizyon, bakteriyel pndmoni, bronsektazi veya akciger absesi
varliginda gelisebilir. Pnomoni tanis1 olan hastalarda plevral eflizyon gelismesi
mortalite ve morbiditeyi artirabilmektedir. Bunlar géz oniinde bulunduruldugunda
eksiida 6zelligindeki plevral efiizyonlarda hizli ve dogru mikrobiyolojik tan1 yaklagimi

onemli hale gelmektedir [31].

Mikrobiyoloji laboratuvarina ulasan plevral sivi Ornegi makroskobik olarak
degerlendirilir. Sivida bulaniklik kan veya piht1 igerip i¢ermedigi kaydedilir.
Mikroskobik incelemede ilk olarak hiicre sayimi yapilir, plevral enfeksiyonlarda
noétrofiller baskin durumdadir. Daha sonra gram boyama ve aside direngli boyama
islemleri gergeklestirilir. Kiiltilir igin plevral sivi 6rnegi kan kiiltiirii siselerine ekim
yapilarak inkiibasyona birakilir. Eger kan kiiltilirli siseleri kullanilmayacaksa 6rnek
santrifiij edilip ¢cokeltiden, kanli ve ¢ikolata besiyerine ekim yapilir. Otomatize sistem
i¢in kiiltiir siseleri 5-7 giin boyunca inkiibe edilir. Ornekler kanli ve g¢ikolata
besiyerlerine ekim yapilmissa %5-10 CO2’li ortamda 4 giin inkiibe edilir. Inkiibasyon
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sonras1 Uremeler kontrol edilip degerlendirilir ve iireyen kolonilerden tanimlama

sonrast antibiyotik duyarlilik islemleri gerceklestirilir [17].

Tablo 2.3. Transuda ve eksuda nedenleri [32]

Transuda nedenleri Eksuda nedenleri
Konjestif kalp yetmezligi Maligniteler

Karaciger sirozu Enfeksiyonlar

Nefrotik sendrom Pulmoner emboli
Miksodem Gastrointestinal hastaliklar

Otoimmiin inflamatuar hastaliklar
Meigs sendromu

flaclar

Radyasyon

2.4. Eklem Sivisi

Eklem sivist; eklem kapsiiliinii dolduran, sinoviyal membranda bulunan sinoviosit
hiicrelerinden salgilanan yiiksek molekiil agirlikli, berrak sarimsi renkli bir sividir.
Eklem s1visi, saglikli insanlarda eklem yiizeylerinde 0.1-3.5 mL kadar bulunur. EKlem
kikirdaklariin beslenmesini saglar ve kikirdaklarinin hareketini kolaylastirir. Eklemi
etkileyen inflamatuar, noninflamatuar veya septik nedenlere bagli olarak eklem
stvisinin miktart artabilir. Eklem sivisinin incelenmesi 6zellikle septik artrit tanisinda
onemlidir. Septik artrit, eklem zarlar1 ve eklem sivisinda ¢esitli mikroorganizmalarin
bulundugu bir enfeksiyon tablosudur. Eklemin bulundugu bolgede agr1, kizariklik, 1s1
artisi, sislik veya eklem hareketlerinde kisitlilik gibi belirtiler ile ortaya ¢ikabilir. Akut
baslangicli ve ciddi seyir gosteren septik artrit, mortalite ve morbidite riskinin artiran
ortopedik acil bir durumdur. Bu nedenle hizli tan1 ve etkili tedavinin 6nemi artmaktadir

[33].

Eklem sivis1 normalde steril bir sivi oldugundan, sivida tespit edilen tiim
mikroorganizmalar etken olarak diisliniiliir. Septik artritlerde en sik etyolojik ajan
S.aureus’tur. Yetiskinlerde septik artritin ikinci en sik sebebi streptokoklardir.

Streptococcus pygones genellikle en sik tespit edilen streptokok tiirtidiir. Cinsel aktif
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donemdeki bireylerde gram negatif koklardan Neisseria gonorrhoeae ve Neisseria

meningitidis de septik artiritin nedenleri arasindadir [2].

Septik artritte mikrobiyolojik tani i¢in laboratuvara gonderilen eklem sivist ilk
olarak makroskobik yonden incelenir. Rengi, saydamligi, miktari, pihti icerip
icermedigi degerlendirilir. Eklem sivisinda l6kosit arttikga seffaflik azalir, rengi
bulaniklagir ve vizkozitesi azalir. Makroskobik incelemeden sonra, santrifiij
edilmemis Ornekten sayma kamarasiyla lokositler sayilir. Gram boyama yapilarak
preparat degerlendirilir. Kiiltiir icin birka¢g damla 6rnek kanli ve ¢ikolata besiyerlerine
ekilir. %5-10 CO2’li ortamda 4 giin inkiibe edilir. Alternatif olarak 6rnek kan kiiltiirii
siselerine ekilerek normal atmosfer kosullarinda 5-7 giin inkiibe edilir. Inkiibasyon
sonrast bakteri iiremeleri degerlendirilir, tanimlama ve antibiyotik duyarlilik test

islemleri yapilir [17].
2.5. Periton Sivisi

Periton, karin i¢ ylizii ve organlar1 orten, tek katli mezotelyal hiicrelerden olusan ser6z
ozellikte bir zardir. Periton boslugu, ylizeyleri nemli tutmak i¢in yaklasik 100 mL s1v1
icerir ve bu da i¢ organlarin hareketini kolaylastirir. Normal periton sivisinin 6zgiil
agirhig1 (<1016) ve protein icerigi (3 g/dL) diisiik, <250 mm?® 16kosit iceren berrak bir
stvidir [34]. Enfeksiyoz veya inflamatuar durumlar periton sivisini arttirir ve periton
boslugunda birikmesine neden olur. Periton boslugunda biriken bu sivi asit olarak
adlandirilir ve genellikle karaciger enfeksiyonlarindan kaynaklanir. Periton sivisi
parasentez yoluyla almir, biyokimyasal, mikrobiyolojik ve sitolojik yonlerden

incelenebilir [35].

Periton boslugunun enfeksiyonu peritonit olarak adlandirilir ve peritonitler;
spontan bakteriyel peritonit, sekonder peritonit, tersiyer peritonit ve periton diyalizine

bagli peritonit olmak iizere dorde ayrilir.

1. Spontan Bakteriyel (Primer) Peritonit: Sirozlu hastalarda sik goriiliir ve
genelde monomikrobiyal bir enfeksiyondur. En sik etken E.coli’dir. Bunu
K.pneumoniae, S.pneumoniae ve diger Enterobacterales iiyeleri takip eder.
Tanis1 etken olan mikroorganizmanin kiiltiirde {iretilmesiyle ve periton

stvisinda 18kosit sayisinm > 250 mm?® olmasiyla konulur [34].
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2. Sekonder Peritonit: Batin i¢i organlarin perforasyonu, travmatik
yaralanmalar, cerrahi operasyonlar, obstriikksiyon veya gecirilmis bir
enfeksiyon sonrasinda bagirsak duvari bitiinliigiiniin  bozulmas1 sonucu
meydana gelebilir. Genellikle polimikrobiyaldir, aerop ve anaerop bakterilerin
birlikte oldugu enfeksiyonlardir [36].

3. Tersiyer Peritonit: En az 48 saat siire tedaviye ragmen klinik olarak bir
iyilesme olmamasi veya tedaviden sonra yeniden peritonit gelismesi
durumudur. Kronik hastaligi olanlarda ve bagisiklik sistemi baskilanmis
olanlarda daha sik goriiliir. Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas spp,
E.coli, Candida spp. ve Bacteroides fragilis en sik saptanan etkenlerdendir
[37].

4. Periton Diyalizine Bagh Peritonit: Periton diyalizine giren hastalarda
goriilen bir komplikasyondur. Diyaliz sivisinda bulaniklik goriiliirse ve hastada
karin agris1 sikayeti varsa peritonitten stiphelenilir. Etkenler genellikle hastanin

kendi cilt florasindan kaynaklanir [38].

Mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen periton sivist oOrnegi ilk olarak
makroskobik yonden degerlendirilir ve rengi, bulanikligi, viskozitesi ve piht1 varligi
kaydedilir. Mikroskobik incelemede 6nce sayma kamarastyla hiicre sayimi yapilir ve
gram boyama veya disiiniilen etkene yonelik boyama yontemleriyle boyanip
degerlendirilir. Kiiltiir islemleri i¢in bir iki damla periton sivisi kanli veya ¢ikolata
besiyerine ekim yapilir. Ekim yapilan besiyerleri %5-10 CO2’li ortamda 4 giin inkiibe
edilir. Kiiltiir icin otomatize sistem kullanilacaksa, periton sivisi 6rnegi hem aerop hem
de anaerop kiiltiir sisesine ekilir. Uretici firma nerilerine gore 5-7 giin cihazda
inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonucu kiiltiir plaklar1 degerlendirilir ve iireyen

kolonilerden tanimlama, antibiyotik duyarlilik test islemleri yapilir.
2.6. Steril Viicut Sivilarinda Ureyen Etkenlerin Tanimlanmasi

Steril viicut sivilarinda iireyen etkenlerin dogru bir sekilde tanimlanmasi, hastanin
tanis1 ve tedavisi icin biiyiik énem tasimaktadir. Ureyen kolonilerden konvansiyonel
yontemler kullanilarak, otomatize sistemlerle veya Matriks ile desteklenmis lazer
desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamam kiitle spektrofotometresi (MALDI-TOF MS) ile

bakteri tanimlamasi yapilabilir. Bu yontemlerle bakteri tanimlamas1 yapabilmek i¢in,
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bakterilerin kat1 besiyerinde liremesi gerekmektedir ve bu da steril sivilarin pozitif
sinyal vermesinden sonra en erken 10-12 saat sonra gerceklesebilmektedir. Son
yillarda, steril viicut sivilarinda iireyen mikroorganizmalarin, pozitif sinyal veren
kiiltiir siselerinden direkt olarak MALDI-TOF MS ile tanimlamanin miimkiin
oldugunu gosteren ¢alismalar yapilmigtir [39-42].

2.6.1. Konvansiyonel Yontemlerle Bakteri Tanimlanmasi

Gram pozitif bakterilerin tanimlanmasinda, katalaz testi, koagiilaz testi, eskiilin
hidroliz testi, safrada erime testi, PYR (pirolidil-pB-naftilamid) testi; gram negatif
bakterilerin tanimlanmasinda ise oksidaz testi, indol testi, lireaz testi, oksidasyon
fermentasyon testleri ve aminoasit dekarboksilasyon testleri siklila kullanilan
biyokimyasal testlerdir. Bunun yaninda, hareket testi, hippurat hidrolizi, KIA/TSI
(Kligler iron agar / Triple sugar iron agar) testleri, Lizin - Ornitin - Arjinin
dekorboksilaz/ dihidrolaz testleri, Nitrat / Nitrit rediiksiyonu testleri, tuz tolerans testi
(%6.5 NaCl'de iireme) de konvansiyonel tanimlama yontemlerinde kullanilan

testlerdir.
Katalaz Testi

Katalaz enzimi hidrojen peroksiti (H20), su (H20) ve oksijene (Oz) indirgeyen bir
enzimdir. Katalaz testi, bir mikroorganizmanin katalaz enzimini tasiyip tasimadigini
belirlemek icin kullanilir. Bu test en sik streptokok (katalaz negatif) ve stafilokoklari

(katalaz pozitif) ayirt etmekte kullanilir [22].
Koagiilaz Testi

Koagiilaz, fibrinojeni aktive edip fibrin olusturarak pihti olusumuna sebep olan
trombin benzeri bir maddedir. Koagiilaz testi Staphylococcus aureus 'u diger stafilakok
tiirlerinden ayirt etmek icin kullanilir. Lamda koagiilaz ve tiipte koagiilaz testi olmak

tizere iki farkli sekilde yapilabilir [22].
Eskiilin Hidroliz Testi

Eskiilin, bir glikoziddir ve bazi bakteriler tarafindan iiretilen eskiilinaz enzimi ile
glikoz ve eskiiletine yikilir. Eskiilin hidroliz testi, eskiilinaz enzim aktivitesinin

gosterilerek, enterokoklarin ve Streptococcus bovis grubu bakterilerin (S. equinus, S.
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gallolyticus, S. infantarius ve S. alactolyticus) diger streptokoklardan ayirt
edilmesinde kullanilir [22].

Safrada Erime Testi

Streptococcus pneumoniae, tanisinda kullanilan bir testtir. Test belirli bir siire, uygun
sicaklikta safra tuzlarima (sodyum deoksikolat) maruz birakilan kolonilerde erime
goriilmesi esasina dayanir. Bu testten diger streptokoklar etkilenmezken,

pnomokoklarin eridigi gézlenir [22].
PYR (pirolidil-g-naftilamid) Testi

PYR testi basta bazi gram pozitif koklar olmak iizere pek ¢ok bakterinin ayirici tanisi
icin yaygin kullanilan bir testtir. PYR testinde, bazi bakterilerde bulunan pirolidonil
peptidaz enzimini iireten bakteriler saptanir. Bu test, S.pyogenes’te ve enterokoklarin

%99 unda pozitiftir [22].
Oksidaz Testi

Oksidaz testi sitokrom oksidaz enziminin gosterilmesi amaciyla kullanilir. Bu test
ozellikle gram negatif bakterilerin tanimlanmasinda ilk yapilacak testtir. Biitiin
Enterobacteriaceae iiyeleri oksidaz negatiftir. Aeromonas, Pseudomonas, Neisseria,

Moraxella, Campylobacter, Pasteurella ve Vibrio kokenleri ise oksidaz pozitiftir [22].
Indol Testi

Indol testi, tritofanaz enziminin gosterilmesi amaciyla kullanilir. Bu enzimi
bulunduran bakteriler, triptofandan zengin besiyerinde iirerken triptofani yikarak
indoliin ag1ga cikmasma sebep olurlar. Indol testinde, agiga cikan indoliin bazi

aldehitlerle renkli bilesik olugturmasi prensibine dayanir [22].
Ureaz Testi

Ureaz enzimi, iireyi amonyak ve karbondioksite pargalar ve ortamu alkali yapar. Alkali
tiriinler, pH indikatorii fenol kirmizisinin varliginda ortam renginin saridan pembe-
kirmiziya doniismesi ile saptanir. Ureaz testi, mikroorganizmalarin iireaz aktivitesini

gostermek amaciyla yapilir. Proteus’lar ve bazi Enterobacter, Citrobacter ve
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Klebsiella tiirleri iireaz pozitiftirler. Ureaz negatif olan Salmonella ve Shigella tiirleri

de ¢ogu tireaz pozitif olan Yersinia tiirlerinden lireaz testi ile ayirt edilirler [22].
Oksidasyon-Fermentasyon Testleri

Oksidasyon-fermentasyon testleri, 6zellikle gram negatif bakterilerin, karbonhidratlar
oksidatif (aerob) veya fermentatif (anaerob) yoldan hangisinin kullanildigim
saptayarak bakterileri tanimlar. Bakteriler karbonhidratlari, oksidatif veya fermentatif
yoldan metabolize ederek bazi {iriinler ortaya ¢ikarirlar. Metabolizma sonucu olusan
bu {iirlinler ortam pH’ 11 disiirerek ortamdaki pH indikatoriiniin rengini degistirir.
Boylece bakterilerin hangi yolu kullandig1 tespit edilir ve fermantatif veya

nonfermentatif olarak tanimlanabilir [22].
Aminoasit Dekarboksilasyon Testleri

Dekarboksilasyon, dekarboksilaz enzimlerinin aminoasitlerin karboksil uglarini
ayirarak amin ortaya ¢ikarmasi durumudur. Aminoasit dekarboksilasyon testleri
Enterobacteriaceae ailesi tyeleri ile Aeromonas, Plesiomonas, Vibrio spp ve

nonfermentatif gram negatif bakterilerin tanimlanmasinda tercih edilir [22].
2.6.2. Otomatize Sistemlerle Bakteri Tanimlanmasi

Otomatize sistemler; substratin kullanimindan olusan pH degisiklerini, kromojenik
veya florojenik bilesiklerin salinimina bagl enzimatik reaksiyonlari, ugucu ve ugucu
olmayan asitlerin saptanmasini ¢esitli indikatdrler yardimiyla tespit eder ve bakteri
identifikasyonunu saglar. Giiniimiizde bakteri tanimlanmasi i¢in sik kullanilan
otomatize sistemler, Vitek 2 (BioMérieux), Phoenix (Becton-Dickinson), Microscan
(Siemens Healthcare Diagnostics) dir. Bu sistemlerin, uygulama kolayligi, zaman
tasarrufu, erken sonu¢ alabime, birlikte antibiyotik duyarlilik testlerini
gerceklestirebilme gibi avantajlarinin yaninda, pahali olmalari, kalibrasyon ve kontrol
gerekliligi, kontroller ihmal edildiginde hatali sonug¢ verebilme gibi dezavantajlar da

bulunur [43, 44].
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2.6.3. MALDI-TOF MS ile Bakteri Tanimlanmasi

MALDI-TOF MS teknolojisi ile bakteri veya mantar tiirlerini birka¢ dakika gibi kisa
siireler igerisinde dogru bir sekilde tanimlayabilmektedir. MALDI-TOF MS ile
tanimlanmak istenen bakteri kolonisi, ‘‘target’’ olarak adlandirilan metal plakadaki
kuyucuklara siiriilerek {izerine matriks sollisyonu eklenir ve kurumaya birakilir.
Kuruyan matriks kristallesir. Kuruduktan sonra metal plaka cihaza yerlestirilir ve lazer
atiglar1 yapilir. Matriks soliisyonu, lazer atiglarindan gelen enerjiyi emer ve isiya
dontstiiriir. Ortaya ¢ikan 1s1, target lizerine eklenen bakteri-matriks bilesimini
buharlastirir. Lazer atiglari ile bakteri-matriks bilesiminde mikro patlamalar olusur ve
pozitif yiiklii iyonlar meydana gelir. Ortaya c¢ikan iyonize molekiiller, kiitle/yiik
oranlarina gore farkli hizlarda hareket ederek cihaz igerisindeki dedektorlere ulasirlar.
Boylelikle iyonize molekiillerin dedektore ulagma stireleri (ucus siireleri) de farkl
olmaktadir. Lazer atis1 sonunda tiim iyonize molekiiller i¢in toplam ugus siireleri bir
spektrum olusturur. Bu spektrum cihaz igerisinde arsivlenmis tiim spektrumlarla

karsilastirilarak en uygun bakteri eslesmesi yapilir ve bakteri tanimlanmis olur [45].
2.7. Antibiyotik Duyarhhk Testleri

Enfeksiyonlarin uygun ve etkili bir antibiyotikle tedavi edilebilmesi ve antibiyotik
diren¢ oranlarinin belirlenebilmesi i¢in antibiyotik duyarlilik testleri yapilmalidir.
Rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda antibiyotik duyarlilik testleri, difiizyon
yontemleri, dillisyon yoOntemleri ve otomatize sistemler kullanilarak

gerceklestirilmektedir.
2.7.1. Disk Difiizyon Yontemi

Disk diflizyon yontemi, antibiyotik duyarliliginin belirlenmesinde kullanilan en eski
yontemlerden biridir. Kolay uygulanabilmesi, 6zel ekipman gerektirmemesi ve ucuz
olmast nedeniyle rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda sik tercih edilen bir
yontemdir. 1966 yilinda Alfred Bauer ve William Kirby tarafindan standardize edilmis
ve Kirby-Bauer ismiyle de anilmaktadir. Gliniimiizde EUCAST (European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing) ve CLSI (Clinical Laboratory Standards

Institute) tarafindan  yayimlanan antibiyotik duyarlilik test standartlar
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kullanilmaktadir. Disk difiizyon yontemiyle bir¢ok enfeksiyon etkeni ajan ve tedavi

icin kullanilacak antibiyotik, test edilebilmektedir.

Disk difiizyon testinin temeli, kagit disklere belirli miktarda emdirilen
antibiyotigin, duyarlilig1 arastirilacak bakterinin ekildigi besiyerine difiize olmasina
dayanmaktadir. Bu amagla, 0,5 McFarland bulanikligindaki bakteri siispansiyonunun
ekildigi Mueller Hinton besiyerine steril bir penset yardimiyla antibiyotik emdirilmis
kagit diskler yerlestirilir. Diskler yerlestirilirken olusacak inhibisyon zonlarinin birbiri
lizerine ge¢cmemesi i¢in, diskler arasinda 22 mm ve petri kenarlarindan 14 mm
uzaklikta olmasima dikkat edilir. Diskler bir siire sonra ¢oziiniip besiyerine difiize
olurken, besiyerine ekilen bakteriler de cogalmaya baslar. Belirli bir inkiibasyon stiresi
gectikten sonra, antibiyotigin inhibitdr konsantrasyonlarnin saglandigi diskin
cevresinde bakteri iiremesi goriilmez ve inhibisyon zonu olusur. Bakteri test edilen
antibiyotige ne kadar duyarliysa, bu inhibisyon zonu da o kadar genis olur. Inhibisyon
zon c¢aplari, 35°C’de 16-20 saatlik inkiibasyon sonunda bir cetvel yardimiyla dl¢iiliir
ve mm degeri olarak kaydedilir. Olgiimler disk difiizyon standart smir deger tablolari
kullanilarak degerlendirilir ve bakterinin test edilen antibiyotige karsi duyarliligi

belirlenmis olur [46].
2.7.2. Gradient Serit Yontemi

Gradient serit yontemi, kat1 besiyerinde difiizyon yoluyla, MiK (minimum inhibitér
konsantrasyon) degerinin saptanmasi prensibine dayanir. E-test yontemi olarak da
bilinmektedir. MIK, bir mikroorganizmanmn {iremesini engelleyen en diisiik
antibiyotik konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir. Bu yontemde kullanilan seritin
her bir ¢izgisinde farkli bir antibiyotik konsantrasyonu bulunmaktadir. Gradient serit
yonteminde test edilecek bakteriden, 0,5 McFarland bulanikliginda siispansiyon
hazirlanir ve steril bir ekiivyon ile Mueller Hinton besiyeri ylizeyine yayilir. Bunu
takiben belirli antibiyotik gradienti igeren seritler besiyerine yerlestirilir. Besiyeri
plaklar1 35°C°de 16-20 saat inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda yerlestirilen seritin
etrafinda olusan elips seklindeki inhibisyon zonu degerlendirilir. Test edilen bakteri
icin antibiyotigin MIK degeri, inhibisyon zonunun seriti kestigi noktadaki
konsantrasyon degeridir. Belirlenen MIK degerleri, standart smir deger tablolari

yardimiyla duyarli veya direngli olarak yorumlanir [47].
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2.7.3. Diliisyon Yontemleri

Diliisyon yontemi ile, test edilecek antibiyotigin; bakteriyi dldiirmek veya bakterinin
iremesini engellemek icin gereken minimum konsantrasyonu belirlemek ig¢in

uygulanir. Tiip diliisyon ve agar diliisyon olmak {izere iki farkli sekilde uygulanabilir.
Tiip Diliisyon Yontemi

Tiip diliisyon yontemi, makrodiliisyon ve mikrodiliisyon yontemi olarak iki sekilde
uygulanabilir. Makrodiliisyon test tiipleri ile, mikrodiliisyon “U’’ veya “V” tabanli
“mikroplate”ler ile gergeklestirlir. Tiip dilisyon yonteminde besiyeri olarak katyon
eklenmis Mueller Hinton buyyon kullanilir. Test edilecek antibiyotikler stok
sollisyonlar olarak hazirlanir ve 6zel ¢oziicli i¢inde c¢oziindiiriiliirler. Hazirlanan
antibiyotikler, siv1 besiyeri igeren tiiplere veya mikroplate iizerindeki kuyucuklara iki
kat seri diliisyonlar yapilarak eklenir. Test edilecek bakteri kolonilerinden 1x108cfu/ml
hazirlanip antibiyotik iceren her tiipe veya mikroplate iizerindeki her kuyucuga
dagitilir. Ayrica bakteri liremesini kontrol etmek i¢in antibiyotik icermeyen bir tiipe
daha eklenir. Bakteri eklenmemis sadece besiyeri konulmus bir tiip veya kuyucuk da
besiyeri kontrolii i¢in hazirlanir. Besiyerleri 35°C'de 16-20 saat inkiibe edilir.
Inkiibasyon sonunda test tiipleri veya mikroplate’ler bakteri iiremesini gosteren
bulaniklik agisindan incelenir. Bulanikligin olmadig1 en diisiik ila¢ konsantrasyonu,
minimum inhibitdr konsantrasyon olarak belirlenir. Belirlenen MIK degerleri standart

sinir deger tablolarindan duyarli veya direngli olarak yorumlanir [47].
Agar Diliisyon Yontemi

Agar diliisyon yontemi, tiip diliisyon yontemiyle prensip olarak aymidir. Bu
yontemdeki farklilik, test edilecek antibiyotigin farkli konsantrasyonlar1 agar igine
konulur ve petri kaplarina dokiiliir. Bu yontem i¢in Mueller Hinton agar kullanilir. Test
edilecek bakteri 0,5 McFarland bulaniklikta hazirlanir ve 1/10 oraninda sulandirilarak
10cfu/ml konsantrasyon elde edilir. Hazirlanan bu bakteri siispansiyonundan
antibiyotik eklenmis agar yiizeylerine 1-2 ml inokiile edilir. Plaklar 35°C'de 16-20 saat
inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda plaklar degerlendirilir ve bakteri {iremesinin

engellendigi antibiyotik konsantrasyonu MIK olarak belirlenir. Belirlenen MIK
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degerleri standart sinir deger tablolarindan duyarl veya direngli olarak yorumlanir

[47].
2.7.4. Otomatize Sistemler

Otomatize sistemler ile antibiyotik duyarlilik testleri, diger yontemlere gore daha
kolay uygulanabilir ve bu nedenle mikrobiyoloji laboratuvarlarinda siklikla tercih
edilir. Bu sistemlerin prensibi, MIK degerini belirlemek i¢in modifiye edilmis bir
mikrodiliisyon teknigini kullanmaya dayanir. Test edilecek bakteriler, {iretici firma
tarafindan hazirlanmis antibiyotik diliisyonlu mikroplaklara inokiile edilir [48]. Bu
sistemlerin avantaji, duyarlilik testlerinin kisa siirede uygulanabilmesidir. Dezavantaji
ise, test edilecek antibiyotikler iiretici firma tarafindan belirlendigi i¢in farkli bir
antibiyotigi test etmek imkansizdir. Otomatize sistemler ile test edilen bakterilerin,
antibiyotikli ve antibiyotiksiz ortamdaki biiylimeleri spektrofotometrik olarak 6l¢iiliir.
Bakterilerin biiyiime hizina gére farkli spektrumlar farkli MiK degerlerine karsilik
gelir. Elde edilen sonuglar cihaz veri tabaninda bulunan sonuglar ile kiyaslanir ve
duyarlilik sonucu belirlenir [8]. Piyasada bulunan ve mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
en sik kullanilan otomatize sistemler; Vitek 2 (BioMérieux), Phoenix (Becton-

Dickinson), Microscan (Siemens Healthcare Diagnostics) dir [49].
2.7.5. Hizh Antibiyotik Duyarhhk Testleri

Son yillarda antibiyotiklere gelisen direng oranlariin artmasi, tedavide basarisizliga,
tekrarlayan enfeksiyonlara, saglik bakim maliyetlerinin artmasina, mortalite ve
morbidite artisina neden olmaktadir [50]. Bu sorunlarin engellenebilmesi igin,
enfeksiyon hastaliklarinda genis spektrumlu antibiyotik tedavisinden kaginilmali ve
etkili tedavi i¢in en dar spektrumlu antibiyotik tercih edilmelidir. Konvansiyonel
yontemlerle, pozitif sinyal veren kan kiiltiirii 6rneklerinin antibiyotik duyarlilik
testlerinin sonuglanmasi igin 36-48 saate ihtiyag vardir. Bu siireleri kisaltmak ve
ozellikle sepsis gibi hayati tehdit eden hastaliklarda uygun antibiyotigi kisa siirede
bulabilmek icin hizli antibiyotik test yontemleri gelistirilmistir. Giintimiizde kan
kiiltiirleri i¢in, Alfred 60AST (Alifax, Italya), Fastinov (Portekiz), LifeScale (Affinity
Biosensors, ABD), PhenoTest BC (Accelerate, ABD), dRAST (QuantaMatrix, Inc.,
Giiney Kore) ve LifeScale (Affinity Biosensors, ABD) gibi otomatize sistemler ile
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hizli antibiyotik duyarlilik testleri ¢aligsilabilmektedir. [51] Bu otomatize sistemlerin
pahal1 olmasi nedeniyle, mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kolay uygulanabilir ve ucuz
olan bagka bir yonteme ihtiya¢ duyulmustur. EUCAST Kasim 2019 tarihinde, pozitif
kan kiiltirii siselerinden dogrudan hizli antibiyotik duyarlilik testi (HADT)
yonergesini yayinlamistir. Bu yontem disk difiizyon temeline dayanir ve pozitif kan
kiiltiiriinden dogrudan inokiilasyon ile kisa inkiibasyon saatleri sonrasinda antibiyotik

duyarlilik sonuglarinin alinmasina olanak verir [6].
EUCAST Hizh Antibiyotik Duyarhlik Test (HADT) Yontemi

EUCAST HADT, pozitif kan kiiltiirii siselerinden ek bir isleme ihtiya¢ duyulmadan,
antibiyotik duyarlilik testlerini 4, 6, 8 ve 16-20 saat gibi kisa inkiibasyon siireleri
kullanarak sonu¢landirmak i¢in gelistirilmis bir yontemdir. Bu yontem bazi bakteriler
ve bazi antibiyotikler i¢in standartlagtirllmigtir. Yontemde test edilecek bakteriler;
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumannii, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis
ve Enterococcus faecium’dur. Yontem ayrica, BACTEC (Becton Dickinson,ABD),
BacT/ALERT (bioMérieux,Fransa) ve VersaTREK (Thermo Fisher,ABD) kan kiiltiirti
sigeleri i¢in valide edilmistir. Bu yontemle test edilecek bakterilerin her biri igin farkl
antibiyotikler test edilebilir. Antibiyotik sinir degerleri her bakteri i¢in farklilik
gosterdiginden, sonuclarin degerlendirilebilmesi i¢in test edilen bakterinin

tanimlanmas1 gerekmektedir.

EUCAST HADT yonteminde kan kiiltiir sisesinden alinan yaklasik 100-150
pL besiyeri icerigi, Mueller Hinton agar ylizeyine yayilir ve ilgili antibiyotik diskleri
agara yerlestirilir. 4. 6. ve 8. saatlerde veya bu saatlerde inhibisyon zonu olusmayan
antibiyotikler i¢in 16-20. saatlerde degerlendirmek iizere plaklar 35°C'de inkiibasyona
birakilir. Okuma zamanlarinda olgiilen inhibisyon zon caplar ilgili bakteri ve
antibiyotik i¢in olusturulmus sinir deger tablolarina bakilarak yorumlanir. Ancak bu
yontemde bazi antibiyotikler i¢in duyarlilik sonucu belirlenemez. Bunun sebebi,
inhibisyon zonlarinin degerlendirilememesi veya zon ¢apinin duyarlilik sonucunun
belirlenemedigi teknik belirsizlik alaninda (ATU) kalmasidir. Bu gibi durumlarda
sonug¢ rapor edilmez ve bu antibiyotikler i¢in standart duyarlilik testleri calisilir.

Sonuglar raporlanirken kisa inkiibasyon saatlerinin kullanildig1 raporda bildirilmelidir.
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2.8. Enterobacteriaceae Uyelerinde Genislemis Spektrumlu Beta Laktamaz

(GSBL) Varhgmin Saptanmasi

GSBL’ler penisilin ve sefalosporin grubu antibiyotiklerin ¢cogunu hidroliz eden ancak
sefamisin ve karbapenemleri etkilemeyen enzimlerdir. GSBL igerisinde en 6nemli
grubu, 2000’li yillarin basinda ortaya ¢ikan CTX-M enzimleri olusturur. GSBL
tiretiminin en sik saptandig: tiirler Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae’dir.
Enfeksiyon kontrolii agisindan GSBL enzimlerinin saptanmasi bir¢ok iilkede

onerilmektedir [52].
2.8.1. GSBL Tarama Testleri

GSBL taramasi igin disk difiizyon yontemiyle, sefpodoksim, seftazidim, seftriakson,
sefotaksim gibi sefolosporinler kullanilir. Kullanilan bu disklerin etrafinda olusan
inhibisyon zonlar1 6l¢iilir ve EUCAST/CLSI onerilerince GSBL taramasi yapilir.
Tarama sonucu pozitif ¢ikan bakteriler i¢cin fenotipik dogrulama testlerinden biri

yapilarak GSBL varlig1 dogrulanir [22].
2.8.2. GSBL Fenotipik Dogrulama Testleri

GSBL aktivitesinin in vitro kosullarda, klavulanik asit ile inhibisyonu temeline
dayanan testlerdir. Kombinasyon disk testi, ¢ift disk sinerji testi, GSBL gradiyent serit
testi ve sivi mikrodiliisyon testi fenotipik dogrulama testlerindendir. Yapilan
arastirmalara gore kombinasyon disk testi, GSBL gradiyent testiyle ayn1 duyarliliga
sahiptir ancak bu teste kiyasla 6zgiilligli daha ytiksektir. Otomatize sistemlerde,
duyarlilik test panellerine GSBL {iretimini saptamak icin, klavulanik asit ile

inhibisyonu gosteren testler eklenmistir [52].
Kombinasyon Disk Testi

Test edilecek her bakteri i¢in, sefalosporin diskleri (sefotaksim, seftazidime, sefepim)
ve ayni sefalosporinin klavulanik asit eklenmis kombinasyon diskleri kullanilir. Her
iki diskin etrafinda olugan inhibisyon zonlar dl¢iiliir. Kombinasyon diski etrafindaki
inhibisyon zonu, tek basina sefalosporin igeren diskin etrafinda olusan inhibisyon

zonundan >5 mm daha genisse test pozitif olarak degerlendirilir [52].



22

Cift Disk Sinerji Testi

Sefalosporin (sefotaksim, seftazidime, sefepim) iceren diskler, plakta klavulanik asit
iceren bir diskin (6rnegin amoksisilin-klavulanik asit) yanmna konur. Diskler
arasindaki optimal uzaklik, sefalosporin 30ug diskleri igin 20 mm olarak
belirlenmistir. Sefalosporin disklerinden herhangi birinin zon ¢ap1 klavulanik asit
diskine bakan yiiziinde genislerse veya arada iiremenin olmadig1 bir “anahtar deligi”

goriiliirse, test pozitif olarak degerlendirilir [52].
Gradiyent Test Yontemi

Gradiyent test seritleri iiretici firma Onerilerine gore hazirlanir ve degerlendirilir.
Klavulanik asit ile kombine edildiginde sefalosporin MIiK degerinde 8 kattan fazla
diisiis varsa veya elips seklinde bir bozulma ya da “hayalet zon” olusumu gézleniyorsa

test pozitiftir [52].
Siv1 Mikrodiliisyon Yoéntemi

S1vi mikrodiliisyon; sefotaksim, seftazidim ve sefepimin 0.125-512 mg/L arasindaki
seri iki kathi diliisyonlarin1 tek baslarina veya sabit konsantrasyonda (4mg/L)
klavulanik asit ile birlikte iceren Mueller—Hinton s1v1 besiyeri kullanilarak uygulanir.
Klavulanik asit ile kombine edilen sefalosporin MiK degeri, sefalosporin tek basina

oldugunda dl¢iilen MIK degerinden 8 kattan fazla diisiikse test pozitiftir [52].
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3. MATERYAL VE METHOD

Bu calismada, steril viicut sivilarinda iiretilen etkenlerin hizli tanimlamasi ve
EUCAST HADT yapildi. Sonuglar rutin tanimlama sonuglar1 ve standart bir yontem
olan disk diflizyon testi sonuglariyla karsilastirildi. Calismanin etik kurul onay1 Sivas
Cumhuriyet Universitesi T1p Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu Bagkanligi’ndan (18.01.2023 tarih ve 2023-01/44 sayili karar) alindi ve
calisma T-2023-1008 numaral1 “‘Steril Viicut Sivilarindan Uretilen Etkenlerin Hizli
Antibiyotik Duyarlilik Test Sonuclarmin Degerlendirilmesi’” adli uzmanlik tezi
projesi olarak Sivas Cumhuriyet Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi

(CUBAP) tarafindan desteklendi.
3.1. Arag, Gere¢ ve Malzemeler

BACTEC FX otomatize kiiltiir sistemi cihaz1 (Becton Dickinson, ABD)

BD BACTEC™ PLUS Aerobic/F Medium, Anaerobic/F Medium, PEDS PLUS
Medium Kkiiltiir siseleri (Becton Dickinson, ABD)

BD Phoenix™ otomatize sistemi (Becton Dickinson, ABD)
MALDI Biotyper Microflex LT cihazi (Bruker Daltonics, Almanya)
Etiiv (Niive, Tirkiye)

McFarland cihazi (Becton Dickinson, ABD)

Santrifiij cihaz1 (Hettich, Almanya)

Mikropipetler (Eppendorf, Almanya)

Ekiivyonlar (isolab, Tiirkiye)

Filtreli pipet uclary: 10 ul, 1000 pl (SeHagen, Tiirkiye)

Steril petri kaplar (Isolab, Tiirkiye)
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3.2. Cesitli Kimyasallar, Cozeltiler

Matriks soliisyonu (a-cyano-4-hydroxycinnamic acid in %50 acetonitrile-%2,5

trifluoroacetic acid, Bruker Daltonics, Almanya)
Formik asit (Merck, Almanya)
Asetonitril (Merck, Almanya)

Tween 80 ® ¢ozeltisi (Merck, Almanya)
3.3. Kullanilan Besiyerleri

Mueller-Hinton Agar (Condalab, Ispanya): Toz besiyeri 38g/L olacak sekilde tartild:
ve 1000 ml saf suda ¢ozdiiriildiikten sonra otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edildi.
Daha sonra 45-55 °C'ye sogutulup, besiyeri kalinligi 4 mm + 0,5 mm olacak sekilde

90 mm c¢apli steril petri kaplarina dokiildii ve katilastiktan sonra +4 °C’ye kaldirildi.

Kanh Besiyeri (Kalibre, Tiirkiye): Hazir ticari besiyeri kullanildu.
3.4. Antibiyotik Diskleri (Bioanalyse, Tiirkiye)

Testlerde kullanilan antibiyotikler sdyleydi; Ampisilin (2 pg), ampisilin (10 pg),
amoksisilin/klavulanik asit (20/10 pg), piperasilin/tazobaktam (30/6 pg), sefepim (30
ng), sefoksitin (30 pg), sefotaksim (5 pg), seftazidim (10 pg), seftriakson (30 pg),
seftazidim/avibaktam (10/4 pg), ertapenem (10 pg), imipenem (10 pg), meropenem
(10 pg), siprofloksasin (5 pg), levofloksasin (5 pug), norfloksasin (10 pg), amikasin (30
ug), gentamisin (10 pg), tobramisin (10 pg), vankomisin (5 pg), linezolid (10 ug),
trimetoprim/sulfametoksazol (1.25/23.75 pg), sefotaksim/klavulanik asit (30/10 pg),
seftazidim/klavulanik asit (30/10 pg).

3.5. Yontemler
3.5.1. Cahsmaya Alinan Orneklere uygulanan islemler

Calisma, Ekim 2023- Subat 2024 tarihleri arasinda prospektif olarak gergeklestirildi.
Bu siiregte Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi ¢esitli poliklinik ve

kliniklerden T1bbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina kiiltiir islemlerinin gerceklestirilmesi
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icin gonderilen kan, BOS, plevral sivi, eklem sivisi ve periton sivist Ornekleri
calismaya dahil edildi. Kan kiiltiirii 6rnekleri, ilgili klinikte kan kiiltiirii alma prosediirii
uygulanarak alinip, Kkiiltiir siselerine ekimi yapilarak Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvarina gonderildi. Kliniklerden gonderilen kan kiiltiirii siseleri BACTEC FX
otomatize kiiltiir sistemi cihazinda (Becton Dickinson, ABD) inkiibasyona alindi.
BOS, plevral sivi, eklem sivisi ve periton sivist ornekleri laboratuvara ulagtiginda
oncelikle 16kosit, eritrosit, bakteri varli1 arastirilmasi amaciyla direkt mikroskopik
inceleme ve bakteri varligi arastirilmasi i¢in gram boyali mikroskopi incelemeleri
yapildi. Ardindan, 1-3 mL steril sivi 6rnegi BACTEC Peds Plus/F sisesine (Becton
Dickinson, ABD) ekildi ve kiiltiir siseleri BACTEC FX otomatize kiiltiir sistemi
cihazinda (Becton Dickinson, ABD) inkiibasyona alindi. inkiibasyon sirasinda pozitif
sinyal veren kiiltiir siseleri cihazdan ¢ikarildi ve mikroskopi, kiiltiir ve antibiyotik
duyarlilik test islemlerine baslandi. Direkt mikroskobik incelemede ve kiiltiir
sonucunda polimikrobiyal iireme olan veya HADT yonteminde sinir degeri
bulunmayan bakterilerin iiredigi kiiltiir siseleri ¢alisma disinda birakildi. Toplamda
153 kiiltiir sisesinden iiretilen 153 bakteri izolat1 calismaya alindi. Caligmaya alinan
kiiltiir siselerinden iki farkli yontemle bakteri tanimlamasi yapildi. Birinci yontemde
ireme sinyali alinan kiiltiir siselerinden hizli tanimlama protokolii kullanilarak
MALDI-TOF MS ile bakteriler tanimlands, ikincisinde rutin yontemlerle plaklarda
iiretilen bakteri kolonisinden MALDI-TOF MS ile tanimlama yapildi. Her iki

yontemden elde edilen tanimlama sonuglar1 kargilastirildi.

Ureme sinyali alian kiiltiir siselerinden alian érneklere HADT ile antibiyotik
duyarlilik testi uygulandi. Ayrica kiiltiir siselerinden rutin yontemlerle iiretilen bakteri
izolatlarinin antibiyotiklere duyarliliklar1 standart disk diflizyon yontemi ve rutin
laboratuvar uygulamasinda kullanilan otomatize sistem (Phoenix) ile arastirildi.
HADT yontemi sonuglari, otomatize sistem ve standart disk diflizyon ydntemi

sonuclariyla karsilastirildi.
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3.5.2. Steril siv1 kiiltiirlerinde iireyen bakterilerin rutin mikrobiyolojik

yontemlerle tammmlanmasi

BACTEC Kiiltiir siselerinin inkiibasyonlar1 sirasinda pozitif lireme sinyali veren
orneklerden steril bir enjektor yardimiyla 1-2 mL s1vi alindi. Alinan 6rneklerden gram
boyali preparat hazirlandi. Preparatlarin mikroskobik incelemelerinde goriilen
bakterilerin gram boyanma Ozellikleri ve morfolojileri not edildi. Daha sonra
laboratuvar rutin uygulamalarina gore kiiltlir siselerinden almman ornekler kanl
besiyerine ekildi ve plaklar 35 °C’de 24-48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
iireyen bakteri kolonilerinden MALDI-TOF MS cihaz1 ile tiir tanimlamasi
gerceklestirildi.

3.5.3. Steril s1v1 kiiltiirlerinde iireyen bakterilerin Tween® 80 Ekstraksiyonu ile

Hizhh Tammmlama Protokolii Uygulanarak Tanimlanmasi

Kiiltiir siselerinde iireme sinyali alinan sigselerden alinan Orneklere hizli tanimlama
yontemlerinden biri olan Tween® 80 ekstraksiyon yontemi uygulandi ve MALDI-
TOFF MS cihazinda iireyen bakterilerin tanimlamasi yapildi. Yontemin g¢alisma

basamaklari soyleydi; [53] [54]

1. Pozitif lireme sinyali alinan kiiltiir sisesinden 1 ml O6rnek alinarak
mikrosantrijiif tiipiine aktarildi.

2. Alman 6rnegin iizerine 100 pL %10’luk Tween® 80 ¢ozeltisi eklenerek 15-20
saniye vortekslendi ve 2.000 devirde 30 saniye santrifiij edildi.

3. Santrifiijden sonra olusan slipernatant baska bir mikrosantrijiif tiiptine aktarildi
ve 13.000 devirde 5 dakika santrifiij edildi.

4. Santriflij sonrasinda, siipernatant atildi ve dipte kalan bakteri peleti 1 mL serum
fizyolojik ile 3 kez yikanarak siispanse edildi, 15-20 saniye vortekslendi ve
13.000 devirde 5 dakika santrifiij edildi. Ardindan siipernatant atild1 ve dipte
kalan pelet oda sicakliginda kurutuldu.

5. Pelet kuruduktan sonra 25 pLL %70 formik asit ve 25 pL asetonitril ile siispanse
edildi, 15-20 saniye vortekslendi ve 13.000 devirde 2 dakika santrifiij edildi.
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6. Siipernatandan 1 pL alinarak bakteri tanimlamasi i¢in kullanilan metal plaka
tizerine siirlildii. Oda sicakliginda kuruduktan sonra tizerine 1 pL matriks
soliisyonundan eklendi.

7. Matriks soliisyonu kuruduktan sonra metal plaka MALDI-TOF MS cihazina

yerlestirildi ve lazer atiglar1 yapilarak bakteri tanimlamasi yapildi.

Uretici firma 6nerilerine gore tiir diizeyinde giivenilir bir tanimlama (yesil) i¢in
>2.000 skorlar ve muhtemel cins diizeyinde tanimlama (sar1) i¢in 1.700-1.999
arasindaki skorlar dikkate alindi. 1.700 skor degerinin altinda kalan tanimlamalar

(kirmiz1) giivenilir olmayan sonug olarak degerlendirildi.
3.5.4. Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Calismamizda steril siv1 kiiltiirlerinden pozitif iireme sinyali veren 6rneklere HADT
yontemiyle hizli antibiyotik duyarlilik testi uygulandi. Bu Orneklerden rutin
mikrobiyolojik yontemlerle izole edilen izolatlarin standart disk difiizyon yontemiyle
antibiyotik duyarlilik testleri yapildi ve ayni izolatlarin rutin otomatize sistemle elde
edilen antibiyotik duyarlilik test sonuclar1 da degerlendirildi. Calismada gram negatif
bakterilerden E.coli, K.pneumoniae, P.aeruginosa ve A.baumannii ve gram pozitif
bakterilerden S.aureus, E.faecalis ve E.faecium olarak tanimlanan izolatlarin

antibiyotik duyarlilik testleri yapildi.
3.5.5. HADT Yonteminin Uygulanmasi

BACTEC sisteminde pozitif iireme sinyali veren kiiltlir siseleri alindi ve rutin
mikrobiyolojik islemlerinin hemen sonrasinda, orneklerin HADT yontemiyle
antibiyotik duyarlilik iglemleri yapildi. Kiiltiir sivilarindan 125425 pL alind1 ve 90 mm
caplt Mueller Hinton Agar (MHA) plaklarina inokiile edildi ve sivinin besiyerinin tiim
ylzeyine yayilmasi saglandi. Kiiltiirlerin hizli tanimlama sonuglarina gore test
edilecek antibiyotik diskleri belirlendi ve ekim yapilmis MHA plaklarina antibiyotik
diskleri yerlestirildi. Plaklar 35 °C’de normal atmosfer basingta inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun 4. 6. ve 8. saatlerinde + 5 dakika iginde plaklar degerlendirildi.
Antibiyotik diskleri etrafinda olusan inhibisyon zon caplart HADT yontemindeki
yonergeler dikkate alinarak 6l¢iildii ve kaydedildi. Bir sonraki inkiibasyon saatine

kadar plaklar hemen inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun 4., 6. ve 8. saatlerinde
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Olciilen antibiyotik diskleri ¢evresindeki inhibisyon zon ¢aplart EUCAST HADT v 6.1
siir degerler tablolarindaki (Tablo 3.2 — Tablo 3.8) degerlerle karsilastirildi. Test
edilen antibiyotikler “duyarli, direngli ve teknik belirsizlik alaninda™ olarak
degerlendirildi. Kiiltiir siselerinde iireyen ve hizli tanimlama ydntemiyle E.coli,
K.pneumoniae, P.aeruginosa, A.baumannii, S.aureus, E.faecalis ve E.faecium olarak
tanimlanan 6rneklere uygulanan HADT antibiyotik duyarlilik deneylerinde kullanilan

antibiyotikler Tablo 3.1°de verildi.

Tablo 3.1. HADT’inde kullanilan antibiyotikler

Etken Antibiyotik diskleri

E.coli, K.pneumoniae Ampisilin 10 pg, Amoksisilin klavulanik asit 20/10
ng, Piperasilin tazobaktam 30/6 pg , Sefotaksim 5 pg,
Seftazidm 10 pg, Seftriakson 30 pg , Seftazidm
avibaktam 10/4 pg, Ertapenem 10 pg , imipenem 10
png, Merpenenem 10 pg , Siprofloksasin 5 ng ,
Levofloksasin 5 pg , Amikasin 30 pug , Gentamisin 10
ug , Tobramisin 10 pg, Trimetoprim/sulfametoksazol
1.25/23.75 pg

P.aeruginosa Piperasilin/tazobaktam 30/6 pg, Sefepim 30 pg,
Seftazidim 10 pg, Seftazidim/avibaktam 10/4 png,
Imipenem 10 pg, Meropenem 10 ug, Siprofloksasin 5
ng, Levofloksasin 5 pg, Amikasin 30 pg, Tobramisin
10 pg

A.baumannii Imipenem 10 pg, Meropenem 10 pg, Siprofloksasin 5
ug, Levofloksasin 5 pg, Amikasin 30 pg, Gentamisin
10pg, Tobramisin1Opg, Trimetoprim/sulfametoksazol
1.25/23.75 pg

S.aureus Sefoksitin 30 pg, Norfloksasin 10 pg, Amikasin 30
ng, Gentamisin 10 pg, Tobramisin 10 pg

E.faecalis ve E.faecium Ampisilin 2 pg, Imipenem 10 pg, Vankomisin 5 ug,

Linezolid 10 pg




Tablo 3.2. E.coli'ye ait HADT sinir deger tablosu
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4. saat 6. saat 8. saat

Antibiyotikler

S> ATU R< ]S> ATU R<]S=> ATU R<
Ampisilin 12 10-11 10 |13 11-12 11 13 11-12 11
Amoksisilin-klavulanik asit 16 14-15 14 17 15-16 15 17 15-16 15
Piperasilin-tazobaktam 17 14-16 14 |18 15-17 15 |18 15-17 15
Sefotaksim 15 13-14 13 | 16 14-15 14 |17 15-16 15
Seftazidim 15 12-14 12 |16 14-15 14 |17 15-16 15
Seftazidim-avibaktam 12 10-11 10 |12 10-11 10 |12 10-11 10
imipenem 16 12-15 12 |17 13-16 13 |17 13-16 13
Meropenem 17 15-16 15 17 15-16 15 17 15-16 15
Siprofloksasin 17 14-16 14 |19 16-18 16 ] 20 17-19 17
Levofloksasin 16 14-15 14 18 15-17 15 18 15-17 15
Amikasin (15)  (13-14) (13) | (15) (13-14) (13)) (15 (13-14) (13)
Gentamisin (14) (12-13) (12) | (14) (12-13) (12) | 14 (12-13) (12
Tobramisin (14) (12-13) (12) | (15) (13-14) (13)) (15 (13-14) (13)
Trimetoprim/sulfametoksazol | 12 10-11 10 14 12-13 12 14 12-13 12

Tablo 3.3. K.pneumoniae’ ya ait HADT sinir deger tablosu
4. saat 6. saat 8. saat

Antibiyotikler

S> ATU R< ]S> ATU R< ]S> ATU R<
Amoksisilin-klavulanik asit 15 13-14 13 16 14-15 14 |16  14-15 14
Piperasilin-tazobaktam 15 13-14 13 16 14-15 14 16 14-15 14
Sefotaksim 15 12-14 12 18 15-17 15 |18  15-17 15
Seftazidim 15 13-14 13 16 14-15 14 16 14-15 14
Seftazidim-avibaktam 12 10-11 10 13 11-12 11 J13 11-12 11
Imipenem 16 14-15 14 17 15-16 15 17 15-16 15
Meropenem 15 13-14 13 17 15-16 15 17 15-16 15
Siprofloksasin 17 15-16 15 18 16-17 16 |18  16-17 16
Levofloksasin 17 14-16 14 18 15-17 15 18 15-17 15
Amikasin (15) (13-14) (13) 1 (14) (12-13) (120 | (14 (12-13) (12)
Gentamisin (14) (12-13) (120 1 (14) (12-13) (12 ) 13) (11-12) (1Y)
Tobramisin (14) (12-13) (12) 1 (13) (11-12) (11) | (13) (11-12) (11)
Trimetoprim/sulfametoksazol 11 9-10 9 11 9-10 9 11 9-10 9




Tablo 3.4. P.aeruginosa’ ya ait HADT sinir deger tablosu
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L 6. saat 8. saat
Antibiyotikler
S> ATU R< S> ATU R <
Piperasilin-tazobaktam 50 13-15 13 50 14-16 14
Sefepim 50 15-16 15 50 15-16 15
Seftazidim 50 12-14 12 50 13-15 13
Seftazidim-avibaktam 15 13-14 13 16 14-15 14
Imipenem 50 15-16 15 50 15-16 15
Meropenem 16 14-15 14 16 14-15 14
Siprofloksasin 50 17-18 17 50 20-21 20
Levofloksasin 50 14-15 14 50 15-16 15
Amikasin (15) (13-14) (13) (14) (13) (13)
Tobramisin (14) (13) (13) (15) (14) (14)
Tablo 3.5. A.baumannii’ ye ait HADT siir deger tablosu
4. saat 6. saat 8. saat
Antibiyotikler
S> ATU R< ]S> ATU R< ]S> ATU R<
imipenem 18  16-17 16 19 17-18 17 19 17-18 17
Meropenem 14 12-13 12 17 15-16 15 18 16-17 16
Siprofloksasin 50 14-15 14 50 15-16 15 50 16-17 16
Levofloksasin 17 15-16 15 |18 16-17 16 19 17-18 17
Amikasin VY (13-50) (13) | (15) (13-14) (13) J(15) (13-14) (13)
Gentamisin (14) (12-13) (12) | (14) (12-13) (12) | (15) (13-14) (13)
Tobramisin (14) (12-13) (121 (14 (@12-13) (12| (14 (12-13) (12
Trimetoprim/sulfametoksazol | 13 6-12 VY | 13 10-12 10 13 10-12 10
Tablo 3.6. S.aureus’a ait HADT simir deger tablosu
o 4. saat 6. saat 8. saat

Antibiyotikler

S> ATU R< |S> ATU R< |S> ATU R<
Sefoksitin 16 15 15 18 17 17 19 18 18
Norfloksasin 13 11-12 11 14 13 13 15 14 14
Amikasin (12) (12) (11) 1 (13) 12) (12) 1 (14) (13) (13)
Gentamisin 14) (12-13)  (12) | (15) (13-14) (13) (15 (13-14) (13)
Tobramisin (15) (13-14)  (13) | (16) (14-15) (14) J (16) (14-15) (14)
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L 4. saat 6. saat 8. saat
Antibiyotikler
S> ATU R< |S> ATU R< |S>= ATU R<
Ampisilin 9 6-8 VY 19 6-8 VY |9 6-8 VY
imipenem 50 6-13 VY ]50 6-14 VY |50 6-15 VY
Vankomisin VY 10-50 10 VY 10-50 10 VY  10-50 10
Linezolid 17 14-16 14 17 14-16 14 17 14-16 14
Tablo 3.8. E.faecium’a ait HADT sinir deger tablosu
L 4. saat 6. saat 8. saat
Antibiyotikler
S> ATU R< |S> ATU R<|S>= ATU R<
Ampisilin 10 8-9 8 10 8-9 8 10 8-9 8
imipenem 18 13-17 13 17 14-16 14 19 16-18 16
Vankomisin VY 12-50 12 VY 13-50 13 JVvYy 13-50 13
Linezolid VY VY VY |19 17-18 17 19 17-18 17

HADT ile E.coli ve K.pneumoniae izolatlarinda Genislemis Spektrumlu Beta-

laktamaz (GSBL) Taramasi

E.coli ve K.pneumoniae bulunan 6rneklerin HADT sonuglar1 bakterilerde GSBL

varliginin belirlenmesi amaciyla da degerlendirildi. GSBL taramasi i¢in sefotaksim ve

seftazidim disklerine ait inkiibasyonun 4. 6. ve 8. saatlerinde okunan inhibisyon zon

caplart EUCAST HADT v 6.1 GSBL tarama esik degerleri tablosundaki (Tablo 3.9)

degerlerle karsilastirildi. Tarama sonucu GSBL pozitif veya negatif olarak not edildi.

Calismanin sonunda E.coli ve K.pneumoniae izolatlarina fenotipik GSBL testleri

yapilarak GSBL iiretimi olup olmadigi dogrulandi [52].

Tablo 3.9. E.coli ve K.pneumoniae i¢in HADT GSBL tarama esik degerleri

Bakteri tiirii Antimikrobiyal 4. saat 6. saat 8. saat
ajan

E.coli Sefotaksim 5 pg <15 <16 <17
Seftazidim 10 pg <15 <16 <17

K.pneumoniae Sefotaksim 5 pg <15 <18 <18
Seftazidim 10 pg <15 <16 <16
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3.5.6. Disk Difiizyon Antibiyotik Duyarhlik Yénteminin Uygulanmasi

Rutin mikrobiyolojik yontemlerle steril sivilardan iiretilen 153 izolatin standart disk
difiizyon yontemiyle antibiyotiklere duyarlilik deneyleri yapildi. Calisma giiniine
kadar -20 °C’de yagsiz siitte bekletilmis izolatlarin, koyun kanli agara pasajlar1 yapildi.
Besiyerleri 35°C°da 18-24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda izolatlarin 0,5
McFarland 0,5 bulanikliginda siispansiyonlar1 hazirlandi ve MHA besiyerlerine ekildi.
Her izolat i¢cin EUCAST disk difilizyon testi yonergesinde kullanilmasi onerilen
antibiyotikler ekim yapilmis plaklara yerlestirildi. MHA plaklar1 35°C’da 18-24 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda antibiyotik disklerinin cevresinde
olusan inhibisyon zonlar1 Slgiildii ve EUCAST tablo degerleriyle karsilastirilarak
antibiyotikler duyarli ve direngli orta duyarli olarak belirlendi. Sonuglar, HADT

sonuclariyla karsilastirildi.

3.5.7. Kombine Disk Difiizyon Yontemiyle E.coli ve K.pneumoniae izolatlarinda

GSBL Uretiminin Dogrulanmas:

Calismaya aliman E.coli ve K.pneumoniae izolatlarinin tamamina kombine disk
difiizyon testiyle dogrulama testleri yapildi. Izolatlarin koyun kanli agarda yapilan taze
pasajlarindan 0,5 McFarland bulaniklifinda slispansiyonlar hazirlandi ve©©” MHA
plaklarina yayma ekimler yapildi. Daha sonra plaklara seftazidim 30 pg,
seftazidim/klavulanik asit 30/10 pg ve sefotaksim 30 pg, sefotaksim/klavulanik asit
30/10 pg diskleri yerlestirildi ve 35°C da 18-24 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonucu
olusan zon ¢aplart olgiildii. Sefolosporin grubu antibiyotik ve ayni antibiyotigin
klavulanik asitli kombinasyonu arasindaki zon ¢ap1 farki >5 mm ise test GSBL pozitif
olarak degerlendirildi. FElde edilen sonuglar, HADT yontemi sonuclariyla
karsilastirildi.

3.5.8. Otomatize Sistem ile (Phoenix) Antibiyotik Duyarhlik Testinin

Uygulanmasi

Steril viicut sivilarinda iiretilen izolatlarin rutin laboratuvar islemlerinde yer alan

antibiyotik duyarlilik test sonuglar1 da degerlendirildi. Ureme sinyali veren kiiltiir
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siselerinden iiretilen izolatlarin otomatize sistem (Phoenix) ile antibiyotik duyarlilik

deneyleri yapildi. Sonuglar HADT ve disk difiiyon testi sonuglariyla karsilastirildi.
3.6. Verilerin Degerlendirilmesi

Calismamizin verileri SPSS 27.0.1 (Statistical Package for the Social Sciences)
programinda degerlendirildi. HADT yoOntemine ait zon caplart degerlendirilirken
EUCAST HADT zon sinir tablo degerleri v 6.1 (2023), disk diflizyon yontemine ait
zon ¢aplar1 degerlendirilirken EUCAST zon sinir degerleri v 14.0 (2024) kullanildi.

Referans bir yontem olan disk difiizyon yontemi sonuglari ile HADT sonuglari
karsilagtiritlarak HADT ydnteminin; ¢ok biiyiik hata (referans yontem sonucu direngli
iken HADT yonteminde sonucun duyarli bulunmast), biiyiik hata (referans yontem
sonucu duyarli iken HADT yontemindeki sonucun direngli bulunmasi), kiiciik hata
(referans yontem sonucu orta duyarli iken HADT yontemindeki sonucun duyarli veya
direngli bulunmast) say1 ve oranlar1 hesaplandi. Ayrica HADT yonteminin kategorik
uyumu (HADT yontemiyle elde edilen antibiyotik duyarlilik test sonuglarinin,
EUCAST disk diflizyon duyarlilik sonuglarina goére uyumu) hesaplandi.

(CBH orani= CBH sayisi/ Referans testteki dire¢li organizma sayist x100
BH oranmi= BH sayisi/ Referans testteki duyarli organizma sayist x100
KH orami= KH sayisi/ Referans testteki toplam organizma sayisi x100

Kategorik uyum = Ortiisen kategorik sonuglarin  sayisi/toplam  test

sonuglarinin sayisi x100

HADT yonteminde ATU olarak degerlendirilen sonuglarin, duyarlilik

siniflandirmasi yapilamadigi i¢in hesaplamalardan muaf tutuldu.

Testin uygulanabilirligi FDA kriterlerine gore (testin kategorik uyumunun >%90, ¢ok
bliyiik hata oraninin <%]1,5, biiylik hata oraninin <%3,0 ve kii¢iik hata oraninin <%10

olmasi) degerlendirildi [55].
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4. BULGULAR

Calismada, Sivas Cumhuriyet Universitesi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
laboratuvarina hastanenin c¢esitli kliniklerden gonderilen 199 hastanin steril viicut
stvisi Ornegi incelendi. Bu 6rnekler i¢inde polimikrobiyal {iremenin oldugu 14 6rnek
ve hizli antibiyotik duyarhilik test yonteminde antibiyotikler i¢in simir degerleri
bulunmayan bakteri tiirlerinin (3 Serratia marcescens, 4 Proteus vulgaris, 4 Hafnia
alvei, 5 Enterobacter cloacace, 11 koagiilaz negatif stafilokok, 1 Moraxella
catarrhalis, 1 Morganella morganii, 1 Providencia stuartiii, 1 Granulicatella adiacens
izolat1) iiredigi 32 6rnek ¢alisma dis1 birakildi. Boylece toplam 153 steril viicut sivisi

ornegi ve bu orneklerin kiiltiiriinden iiretilen 153 izolat calismaya alindi.

Calismaya alinan steril viicut s1v1 6rneklerinin 142’si kan, 4’1 plevra sivist, 4’1
eklem s1visi, 2’si BOS ve birer 6rnek ise, plevra ve periton sivilartydi. Bu 6rneklerin
kiiltiirlerinden konvansiyonel yontemlerle tanimlanan izolatlarin 52°si E.coli, 31’1
K.pneumoniae, 9’u P.aeruginosa, 4’i A.baumannii, 45’1 S.aureus, 8’1 E.faecalis, 4’1
E. faecium’du. Izolatlarin iiretildikleri steril viicut siv1 tiirlerine gdre dagilimlar1 Tablo

4.1’de verildi.

Tablo 4.1. Steril viicut s1v1 6rneklerinden tiretilen bakteri izolatlarinin dagilimu.

Kan BOS Plevras. Eklem s. Periton s.
E.coli (s=52) 49 1 1 - 1
K.pneumoniae (s=31) 29 2
P.aeruginosa (s=9) 9
A.baumannii (s=4) 4
S.aureus (s=45) 40 1 4
E.faecalis (s=8) 7 1
E.faecium (s=4) 4
Toplam (s=153) 142 2 4 4 1

Steril Viicut Sivi Kiiltiirlerine Uygulanan Hizhh Tanimlama Yontemi Sonug¢lar:

BACTEC Kkiiltiir siselerine ekilen ve BACTEC FX sisteminde inkiibasyona birakilan
kiltiir siselerinden iireme sinyali alinanlara Tween 80 ekstraksiyonu ile hizl

tanimlama yontemi uygulandi. Hizli tanimlama ydntemiyle elde edilen sonuglar, rutin
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tanimlama yontemleriyle elde edilen sonuglarla karsilastirildi ve izolatlarin tiir ve cins
diizeyinde dogru tanimlanma oranlar1 Tablo 4.2.’de verildi. Gram pozitif bakterilerden
4 izolat (2 S.aureus, 1 E.faecalis, 1 E.faecium) hizli tanimlama yontemiyle
tanimlanamadi. Toplamda 153 kiiltiir sisesinin 90’1 tiir diizeyinde (% 58,8) ve 149°u
cins diizeyinde (% 97,3) tanimlandi. Gram negatif bakteriler i¢in hizli tanimlama
yonteminin tiir diizeyinde tanimlama basaris1 %78,1 cins diizeyinde %100; gram
pozitif bakteriler i¢in tiir diizeyinde tanimlama basaris1 % 26,3, cins diizeyinde % 93

bulundu (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Steril siv1 kiiltlirlerinde iireyen izolatlarin hizli tanimlama yontemiyle tiir

ve cins diizeyinde dogru tanimlanma oranlari

Toplam % Kan BOS Plevras. Eklems. Periton s.
% % % % %
Tiir: 48 92,3 93,9 - 100 - 100
E.coli
(s=52) Cins: 52 100 100 100 100 - 100

Tiir: 23 83,8 79,3 - 3 - -
K.pneumoniae

(s=31) Cins: 31 100 100 - 100 - -
Tiir: 3 33,3 33,3 - - - -

P.aeruginosa

(s=9) Cins: 9 100 100 - - - -
Tiir: 1 25 25 - - - -

A.baumanii

(s=4) Cins: 4 100 100 - - - -
Tiir: 14 31,1 35 - - - -

S.aureus

(s=45) Cins: 43 95,5 95 - 100 100 -
Tiir: 1 12,5 - 100 - - -

E.faecalis

(s=8) Cins: 7 75 85,8 100 - - -
Tiir: 0 - - - - - -

E.faecium

(s=4) Cins: 3 75 75 - - - -

Toplam Tiir: 90 58,8 61,2 50 25 - 100

(s=153)

Cins: 149 97,3 97,1 100 100 100 100
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Steril Siv1 Kiiltiirlerinde Ureyen izolatlarin HADT ve Standart Disk Difiizyon

Yontemi Sonu¢larimin Karsilagtirilmasi

Toplam 153 steril sivi 6rneginden iireyen izolatlara HADT ile antibiyotik duyarlilik
deneyleri uygulandi ve inkiibasyonun 4., 6., 8. saatlerinde olusan inhibisyon zon
caplart 6l¢iildii (Sekil 4.1). Bulunan degerler HADT simir degerleri tablolarindaki
degerlerle karsilastirilarak, antibiyotiklerin duyarli, direngli ve teknik belirsizlik
alaninda (ATU) oldugu belirlendi. HADT sonuglar1 disk difiizyon testi sonuglariyla
karsilastirilarak, HADT i¢in ¢ok biiyiik hata (HADT ile duyarli bulunup standart disk
difiizyon metoduyla direngli bulunmasi), biiyilk hata (HADT ile diren¢li bulunup
standart disk diflizyonla duyarli bulunmasi), kiiciik hata (HADT ile duyarli veya
direncli bulunan bir antibiyotigin standart disk diflizyon ile orta duyarli olmasi)

degerleri hesaplandi.

HADT’inde toplam 153 izolat i¢cin 4., 6., ve 8. inkiibasyon saatlerinde
okunmasi beklenen teorik zon ¢aplar1 sayilar1 sirasiyla, 1436 (Paeruginosa igin
yontemde 4. saat i¢in zon sinir degerleri bulunmamaktadir), 1526 ve 1526’ydu.
Sonuglara bakildiginda, inkiibasyonun 4. 6. ve 8. saatlerinde okunabilen inhibisyon
zonlar sirastyla, 1385, 1525, 1526, bu sayilarin toplam teorik zon sayilarina oranlar
strastyla %96,4, %99,9 ve %100 olarak bulundu. Inkﬁbasyon saati arttikca okunabilen

zonlarin sayisinin arttig1 gézlendi (Tablo 4.3).

Her bir izolata uygulanan HADT inde antibiyotik disklerinin ¢evresinde olusan
inhibisyon zon c¢aplart HADT sinir degerler tablolarina gore karsilastirildi ve
antibiyotikler duyarli veya direncli olarak degerlendirildi. Sinir degerleri tablolarina
gbre yorumlanamayan sonuglar teknik belirsizlik alaninda (ATU) kabul edildi. Test
edilen tiim antibiyotikler icin ATU olarak degerlendirilen sonuclar 4. 6. ve 8. saatlerde
strastyla 177 (%12,8), 120 (%7,9) ve 95°ti (%6,2). ATU sonuglarinin inkiibasyon saati
arttikca azaldig1 gozlendi (Tablo 4.3).

Standart disk diflizyon testi sonuglari ve HADT sonuglar1 karsilastirildiginda,
HADT 1n ¢ok biiyiik hata (CBH) sayilar1 4. 6. ve 8. okuma saatlerinde sirasiyla 40, 34
ve 36, biiyiik hata (BH) sayilar1 13, 13 ve 10, kiiclik hata (KH) sayilar1 6, 9 ve 10 olarak
hesaplandi. HADT yonteminin standart disk difiizyon yontemine gore kategorik
uyumu, 4. 6. ve 8. saatlerde sirasiyla %95,1, %96,0 ve %96,1 olarak hesaplandi.
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Tablo 4.3. Kan ve diger steril siv1 izolatlarinin HADT yontemi sonuglari ve sonuglarin

standart disk difiizyon yontemine gore karsilastirilmasi

HADT Disk difiizyon testi
I.S. Test Oku. ATU KU CBH BH KH S R |
sayis1 = zon S % S S S S S S
Toplam 4 1436 1385 177 951 40 13 6 1009 505 12
izolatlar 6 1526 1525 120 96 34 13 9
8 1526 1526 95 9,1 36 10 10
.S.=Inkiibasyon siiresi, Oku. Zon= okunabilen inhibisyon zon sayisi, ATU= Teknik belirsizlik alaninda kalan zon sayisi,

KU=Kategorik uyum, CBH=Cok biiyiik hata, BH=Biiyiik hata, KH=Kii¢iik hata, S=Duyarli, R=Direngli, [=Orta duyarli

E.coli 8. saat plak goriinimii

Sekil 4.1. HADT nin 4-6-8. inkiibasyon saatlerinde fotograflanan plak goriintimleri
(bir E.coli izolatinin 6rnek goriiniimii)
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E.coli Tzolatlarinin HADT, Standart Disk Difiizyon ve Otomatize Sistemle Elde
Edilen Antibiyotik Duyarhlik Test Sonuclar:

Steril siv1 kiiltiirlerinden izole edilen 52 E.coli izolatinin HADT, disk difiizyon
yontemi ve otomatize sistemle yapilan antibiyotik duyarlilik sonuglar1 Tablo 4.4’te
verildi. HADT 8. saatindeki diren¢ oranlari; sefotaksime %46,2, siprofloksasine
%46,2, levofloksasine %42,3, ampisiline %40,4, trimetoprim siilfametoksazole
%30,8, seftazidime %?26,9, amoksisilin klavulanik asite %17,3, piperasilin
tazobaktama %9,6, meropeneme %05,8, gentamisine %3,9, imipeneme %3,8,

tobramisine %3,8, amikasine %1,9, ve seftazidim avibaktama %1,9 olarak bulundu.

Disk difiizyon ile izolatlarin antibiyotiklere diren¢ oranlari; ampisiline %65,4,
amoksisilin klavulanik asite %55,8, siprofloksasine %51,9, levofloksasine %50,
sefotaksime %48,1, seftazidime %44,2, trimetoprim siilfametoksazole %38,5,
gentamisine %9,6, piperasilin tazobaktama %9,6, tobramisine %9,6, imipeneme %35,8,

meropeneme %35,8, amikasine %1,9 ve seftazidim avibaktama %1,9 bulundu.

Otomatize sistemle direng oranlar1; ampisilinde %65,4, levofloksasinde %539,
siprofloksasinde %53,9, seftazidimde %46,2, amoksisilin klavulanik asitte %40,4,
trimetoprim siilfametoksazolde %32,7, piperasilin tazobaktamda %15,4, gentamisinde

%13,5, amikasinde %35,8, imipenemde %35,8 ve meropenemde %35,8 bulundu.
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Tablo 4.4. E.coli izolatlarinin HADT, standart disk difiizyon ve otomatize sistemle

yapilan antibiyotik duyarlilik sonuglari

HADT Disk Difiizyon Otomatize Sistem
A i.s. ATU Duyarh Direncli Duyarh = Direncli OD. Duyarh = Direngli oD
S % S % S % S S S S S S
% % % % % %
4 9(17,3) 42(80,8) 1 51 1 - 49 3 -
AK 6 1(98,0) 50 (98,0) 1(1,9) (98,1) (1,9) (94,2) (5,8)
8 1 50 1
4 4(7,7) 28 (53,8) 20 (38,5) 18 34 - 18 34 -
AM 6 5 (9,6) 26 (50.0) 21 (40,4) (3,5) (65,4) (34,6) (65,4)
8 5 26 21
4 14 (26,9) 22 (42,3) 16 (30,8) 23 29 - 31 21 -
AMC 6 19 (36,5) 22 11 (21,2) (44,2) (55,8) (59,6) (40,4)
8 13(25.0)  30(57,7) 9(17,3)
4 17 (32,7) 19 (36,5) 13 (25.0) 28 23 1 28 24 -
CAZ 6 7(13,5) 32 (61,5) 13 (53.,9) (44,2) (1,9) (53.8) (46,2)
8 9(17,3) 29 (55,8) 14 (26,9)
4 11 (21,2) 20 (38.,5) 20 (38,5) 23 27 2 23 28 1
CIP 6 6 (11,5) 22 (42,3) 24 (46,2) (44,2) (51,9) (3,9) (44,2) (53,9) 1,9
8 5(9,6) 23 (44,2) 24
4 7 (13,5) 43 (82,7) 2 47 5 - 45 7 -
CN 6 3(598) 47 (90,4) 2(39) (88,7) (9,6) (86,5) (13,5)
8 1(1,9) 49 (94,2) 2
4 6 (11,5) 21 (40,4) 24 (46,2) 27 25 - VY VY VY
CTX 6 = 29 (55,8) 23 (44,2) (51,9) (48,1)
8 2(3,9) 26 (50,0) 24 (46,2)
4 - 51 1 51 1 - VY VY VY
CZA 6 - 51 (98,1) 1(1,9) (98,1) (1,9)
8 = 51 1
4 2 (3,9 49 1(1,9) 49 3 - 49 3 -
IPM | 6 1(1,9) 49 (94,2) 2(1,9) (94,2) (5,8) (94,2) (5.8)
8 1 49 2
4 7 (13,5) 21 (40,4) 23 (44,2) 24 26 2 24 28 -
LEV 6 7 23 (44,2) 22 (42,3) (46,1) (50,0) (3,9 (46,2) (53,9)
8 4(7,7) 26 (50,0) 22
4 - 49 3 49 3 - 49 3 -
MEM | 6 - 49 (94,2) 3(58) (94,2) (5,8) (94,2) (5.8)
8 - 49 3
4 1 36 (69,2) 15 (28,9) 32 20 - 35 17 -
SXT 6 1(1,9) 35 (67,3) 16 (30,8) (61,5) (38,5) (67,3) (32,7)
8 1 35 16
4 8 (15,4) 42 (80,8) 2 47 5 - VY VY VY
TOB | 6 6 (11,5) 44 (84,6) 2(3,8) (90,4) (9,6)
8 5(9,6) 45 (86,5) 2
4 23 (44,2) 17 (32,7) 9(17,3) 47 5 - 44 8 -
TPZ 6 10 (19,2) 37 (71,2) 5(9,6) (90,4) (9,6) (84,6) (15,4)
8 1(1,9) 46 (88,5) 5

A: Antibiyotikler, 1.S: Inkiibasyon siireleri, OD: Orta duyarli, VY: Otomatize sistemde ilgili antibiyotik igin veri

olmamasi
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E.coli 1zolatlarmin HADT ve Standart Disk Difiizyon Yontemi Sonuclarinin

Karsilastirilmasi

Toplam 52 E.coli izolatinin HADT inde her izolatin 14 antibiyotige duyarlilik durumu
test edildi. Testin inkiibasyonlarinin 4. 6. ve 8. saatlerinde izolatlara ait okunabilen
inhibisyon zon sayilari sirastyla, 719 (%98,7), 728 (%100) ve 728 (%100) olarak
bulundu. ATU olarak degerlendirilen sonuglar 4. 6. ve 8. saatlerde sirasiyla, 109
(%15,1), 66 (9%9,0) ve 48 (%6,5) olarak bulundu (Tablo 4.5).

E.coli izolatlarmin HADT sonuglarinda duyarli veya direngli olarak
degerlendirilemeyen zon ¢aplarinin (ATU) en fazla hangi antibiyotiklere ait olduguna
bakildiginda, 4. saatte piperasilin/tazobaktamda, 6. ve 8. saatlerde en fazla
amoksisilin/klavulanik asitte, tiim sonugclar icinde ise, en fazla ATU sonucunun
amoksisilin/klavulanik asitte oldugu gortildii. Testin 4. saatinde okunamayan diskler;
seftazidim (3 izolat), sefotaksim (1 izolat), siprofloksasin (1 izolat), levofloksasin (1
izolat) ve piperasilin tazobaktam (3 izolat) olarak tespit edildi. Testin 6. ve 8.

saatlerinde tiim antibiyotik diskleri degerlendirilebildi (Tablo 4.5).

HADT’nin CBH sayilar1 4. 6. ve 8. saatlerde sirasiyla 33 (%15,9), 29 (%14,0)
ve 30 (%14,5), BH sayilar1 6 (%1,2), 0 (%0,0) ve 1 (%0,2), KH sayilar1 2 (%0,3), 2
(%0,3) ve 3 (%0,4) olarak hesaplandi. Inkiibasyon siirelerine gore bakildiginda en
fazla CBH ve BH oranlarinin 4. saatte oldugu, KH oraninin en yiiksek 8. saatte oldugu
goriildii. HADT ydnteminin standart disk diflizyona gore kategorik uyumu, 4. 6. ve 8.
saatlerde sirasiyla %93,3 %95,3 ve %95,0 olarak hesaplandi (Tablo 4.5).

E.coli izolatlarinin i¢inde 4. saatte CBH’larin en sik nedeni 4. saate ampisilinde
(10 izolat), 6. saatte ampisilin (8 izolat) ve amoksisilin/klavulanik asitte (8 izolat), 8.
saatte amoksisilin/klavulanik asitte (11 izolat) bulundu. E.coli’ye ait inkiibasyon

saatlerine gore antibiyotiklerdeki hata sayilar1 Tablo 4.5’ te gosterildi.

E.coli izolatlarinda test edilen antibiyotikler ~FDA  kriterleriyle
karsilastirildiginda; amikasin, seftazidim avibaktam, imipenem ve meropenemin her
li¢ inkiibasyon saatinde de uygun oldugu, siprofloksasin ve piperasilin tazobaktamin

6. saatten itibaren uygun oldugu goriildi.
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Tablo 4.5. E.coli HADT yontemi sonuglari ve sonuglarin standart disk difiizyon

yontemine gore karsilastirilmasi

HADT Disk difiizyon
testi
Antibiyotikler LS. Test Oku. ATU KU CBH BH KH S R
sayis1 _ zon s % S(%)  s(%) s(%) s S
AK 4 52 52 9 100 - - - 51
6 52 52 1 100 - - -
8 52 52 1 100 | - - -
AM 4 52 52 4 79,2 10(29,4) - = 18 34
6 52 52 5 83  8(235) - -
8 52 52 5 83  8(235) - -
AMC 4 52 52 14 71,1 9(31,0) 2(87) - 23 29
6 52 52 19 758 8(276) @ - -
8 52 52 13 718 11 - -
(38,0)
CAZ 4 52 49 17 90,6 3(130) @ - - 28 23
6 52 52 7 91,1 4(17.4) - -
8 52 52 9 953 2(87) - -
CIP 4 52 51 11 975 1(3,7) - - 23 27
6 52 52 6 95,7 - - 2(3,8)
8 52 52 5 95,7 - - 2(3,8)
CN 4 52 52 7 95,6 2 (40) ; 5 47 5
6 52 52 3 959 2(40) - -
8 52 52 1 96,1 2(40) - -
CTX 4 52 51 6 933  2(8) 1(37) - 27 25
6 52 52 4 9,2 2(8) - -
8 52 52 2 9%  1(4) 1(37) -
CZA 4 52 52 - 100 - - - 51 1
6 52 52 - 100 - - -
8 52 52 - 100 - - -
IPM 4 52 52 2 100 | - - - 49 3
6 52 52 1 100 | - - -
8 52 52 1 100 @ - - -
LEV 4 52 51 7 932 1(38) - 2(38) 24 26
6 52 52 7 100 - > =
8 52 52 4 958 1(38) - 1(1,9)
MEM 4 52 52 - 100 - - - 49 3
6 52 52 - 100 - - -
8 52 52 - 100 @ - - -
SXT 4 52 52 1 92,2 4(20) - - 32 20
6 52 52 1 922 4(20) - -
8 52 52 1 922 4(20) - -
TOB 4 52 52 8 97,7 | 1(20) - - 47 5
6 52 52 6 97,8 1(20) - -
8 52 52 5 97,9 1(20) - -
TPZ 4 52 49 23 885 - 3(6,4) - 47 5
6 52 52 10 100 - - -
8 52 52 1 100 - - -
Toplam 4 728 719 109 93,3 33(159) 6(12) 2(03) 516 207
6 728 728 66 953 29(140) - 2(0,3)
8 728 728 48 95  30(145) 1(0,2) 3(0,4)
.S.=Inkiibasyon siiresi, Oku. zon= okunabilen inhibisyon zon say1si, S=Duyarli, R=Direngli, I=Orta duyarli
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K.pneumoniae 1zolatlarmimm HADT, Standart Disk Difiizyon ve Otomatize

Sistemle Elde Edilen Antibiyotik Duyarhlik Test Sonug¢lar:

Steril sivi kiiltiirlerinden izole edilen 31 K. pneumoniae izolatinin HADT, disk
diflizyon yontemi ve otomatize sistemle yapilan antibiyotik duyarlilik sonuglari Tablo

4.6’da verildi.

HADT 8. saatindeki direng oranlari; siprofloksasine %93,5, seftazidime %87,
sefotaksime %380,6, amoksisilin klavulanik asite %71, levofloksasine %71,
meropeneme %67,7, piperasilin tazobaktama %67,7, imipeneme %38,7, tobramisine
%38,7, gentamisine %35,5, trimetoprim siilfametoksazole %35,4, amikasine

%25,8°di. Seftazidim avibaktama direngli izolat bulunmadi.

Disk difiizyon ile bulunan direng¢ oranlari; siprofloksasine %93,5, amoksisilin
klavulanik asite, levofloksasine, sefotaksime, seftazidime %87,1 piperasilin
tazobaktama %67,8, meropeneme %58,1, imipeneme %54,8, tobramisine %45,1,
trimetoprim  siilfametoksazole %45,1, gentamisine %38,7, amikasine %?22,6 ve

seftazidim avibaktama %3,2 ydi.

Otomatize sistemle diren¢ oranlari; levofloksasine %93,5, siprofloksasine
%93,5, amoksisilin klavulanik asite %90,3, seftazidime %90,3, imipeneme %64,5,
meropeneme %64,5, piperasilin tazobaktama %61,3, trimetoprim siilfametoksazole

%45,2, gentamisine %32,3 ve amikasine %22,6’yd1.
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Tablo 4.6. K.pneumoniae izolatlar1 icin HADT, standart disk difiizyon ve otomatize

sistemden elde edilen antibiyotik duyarlilik sonuglari

HADT Disk Difiizyon Otomatize sistem
Antibiyotik = I.S. ATU Duyarh Direncli = Duyarh Direngli OD. Duyarh Direncli OD
S % S % S % S S S S S S
% % % % % %
4 2 (6,5) 21 (67,7) 8 24 7 - 24 7 -
AK 6 1(3,2) 22 (71,0) 8(25,8) (77,4) (22,6) (77,4) (22,6)
8 1 22 8
4 6(19,4) 4 (12,9) 21 (67,7) 4 27 - 3 28 -
AMC 6 39,7 5(16,1) 23 (74,2) (12,9) (87,1) 9,9 (90,3)
8 3 6 (19,4) 22 (71,0)
4 - 4 27 4 27 - 3 28 -
CAZz 6 - 4(12,9) 27 (87,1) (12,9) (87,1) 9,7) (90,3)
8 - 4 27
4 - 2 28 (90,3) 2 29 - 2 29 -
CIP 6 - 2 (6,6) 29 (93,6) (6,5) (93,6) (6,5) (93,6)
8 - 2 29
4 1 19 11 19 12 - 21 10 -
CN 6 1(3,2) 19 (61,3) 11 (35,5) (61,3) (38,7) (67,7) (32,3)
8 1 19 11
4 1(3,2) 5 (16,1) 25 (80,7) 4 27 - VY VY VY
CTX 6 1 4 (12,9) 26 (83,9) (12,9) (87,1)
8 2 (6,5) 4 25 (80,7)
4 1(3,2) 29 (93,6) - 30 1 - VY VY VY
CZA 6 4 (12,9) 26 (83,9) - (96,8) (3,2
8 5(16,1) 26 -
4 12 (38,7) 11 8 (25,8) 12 7 2 11 20 -
IPM 6 8(25,8) 11 (35,5) 12 (38,7) (38,7) (22,6) (6,5) (35,5) (64.,5)
8 8 11 12
4 8(25,8) 2 21 (67,7) 2 27 2 2 29 -
LEV 6 7(22,6) 2(6,5) 22 (71,0) (6,5) (87,1) (6,5) (6,5) (93,6)
8 7 2 22
4 4 (12,9) 10 17 (54,8) 11 18 2 11 20 -
MEM 6 - 10 (32,3) 21 (67,7) (35,5) (58,1) (6,5) (35,5) (64,5)
8 - 10 2 (6,5)
4 - 20 11 17 14 - 17 14 -
SXT 6 - 20 (64,5) 11 (35,5) (54,8) (45,2) (54,8) (45,2)
8 - 20 11
4 2 16 (51,6) 12 17 14 - VY VY VY
TOB 6 2 (6,5) 17 (54,8) 12 (38,7) (54,8) (45,2)
8 2 17 12
4 1(3,2) 8 (25,8) 19 (61,3) 10 21 - 12 19 -
TPZ 6 1 9(29,0) 21 (67,7) (32,3) (67,7) (38,7) (61,3)
8 - 10 (32,3) 21

A: Antibiyotikler, 1.S: Inkiibasyon siireleri, OD: Orta duyarli, VY: Otomatize sistemde ilgili antibiyotik icin veri

olmamasi
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K.pneumoniae Tzolatlarmmn HADT ve Standart Disk Difiizyon Yontemi

Sonuclarimin Karsilastirilmasi

Toplam 31 K. pneumoniae izolatinin HADT inde izolatlarin 13 antibiyotige karsi
duyarlhilik durumlar1 test edildi. Testin inkiibasyonlarinin 4. 6. ve 8. saatlerinde
izolatlara ait okunabilen inhibisyon zon sayilar1 sirasiyla, 397 (%98,5), 402 (%99,7)
ve 403 (%100) olarak bulundu. ATU olarak degerlendirilen sonuglar 4. 6. ve 8.
saatlerde sirasiyla, 38 (9%9,6), 28 (%7,0) ve 29 (%7,2) olarak bulundu (Tablo 4.7).

K.pneumoniae izolatlarinin HADT sonuglarinda duyarli veya direngli olarak
degerlendirilemeyen zon caplarinin (ATU), 4., 6. ve 8. saatlerde en fazla imipenem
disklerinde oldugu bulundu. Testin 4. saatinde okunamayan antibiyotikler;
seftazidim/avibaktam (1 izolat), siprofloksasin (1 izolat), tobramisin (1 izolat) ve
piperasilin tazobaktam (3 izolat) olarak tespit edildi. Testin 6. ve 8. saatlerinde tiim

antibiyotik diskleri degerlendirilebildi (Tablo 4.7).

HADT’in CBH sayilar1 4. 6. ve 8. saatlerde sirastyla 7, 5 ve 6, BH sayilar1 7, 6
ve 6, KH sayilar1 4, 6 ve 6 olarak hesaplandi. Inkiibasyon siirelerine gére bakildiginda
en fazla CBH ve BH oranlarinin 4. saatte, en fazla KH oranlarinin 6. ve 8. saatlerde
oldugu bulundu. Hata oranlari1 izolat sayis1 yeterli olmadigindan hesaplanmadi ve
testin FDA kriterlerine uygunlugu degerlendirilemedi. HADT ydnteminin standart
disk diflizyona gore kategorik uyumu, 4. 6. ve 8. saatlerde sirasiyla %95,0 %95,4 ve
%95,2 olarak hesaplandi (Tablo 4.7).

K.pneumoniae izolatlarinin igin test sonuclarinda en yiiksek CBH, BH ve KH
degerleri tiim inkiibasyon saatlerinde trimetoprim/sulfametoksazolde bulundu.
K.pnenumoniae izolatlarma ait HADT’inde inkiibasyon saatlerine gore

antibiyotiklerdeki hata sayilar1 Tablo 4.7’ de gosterildi.

K.pneumoniae izolatlarinin HADT inin her ii¢ inkiibasyon saatinde seftazidim,
siprofloksasin, gentamisin, levofloksasin ve tobramisin sonuc¢larinin disk difiizyon
testi sonuclariyla kategorik uyumlart %100 olarak bulundu. Kategorik uyumu en
diisiik antibiyotigin ise tiim inkiibasyon saatlerinde trimetoprim siilfametoksazol

oldugu tespit edildi.
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Tablo 4.7. K.pneumoniae izolatlarinin HADT yontemi sonuglari ve sonuglarin

standart disk difiizyon yontemine gore karsilagtiriimasi

HADT Disk difiizyon
testi
Antibiyotikler 1.S. Test Oku. ATU KU CBH BH KH S R
sayist  zon S % S S S S S
AK 4 31 31 2 96,6 - 1 - 24 7
6 31 31 1 96,7 - 1 -
8 31 31 1 96,7 - 1 -
AMC 4 31 31 6 96 1 - - 4 27
6 31 31 3 96,4 1 - -
8 31 31 3 92,9 2 - -
CAZ 4 31 31 - 100 - - - 4 27
6 31 31 - 100 - - -
8 31 31 - 100 - - -
CIP 4 31 30 - 100 - - - 2 29
6 31 31 - 100 - - -
8 31 31 - 100 - - -
CN 4 31 31 1 100 - - - 19 12
6 31 31 1 100 - - -
8 31 31 1 100 - - -
CTX 4 31 31 1 96,7 1 - - 4 27
6 31 31 1 100 - - -
8 31 31 2 100 - - -
CZA 4 31 30 1 96,6 1 - - 30 1
6 31 30 4 100 - - -
8 31 31 5 100 - - -
IPM 4 31 31 12 84,2 1 1 1 12 17
6 31 31 8 87 1 1 1
8 31 31 8 87 1 1 1
LEV 4 31 31 8 100 - - - 2 27
6 31 31 7 100 - - -
8 31 31 7 100 - - -
MEM 4 31 31 4 96,3 - 1 - 11 18
6 31 31 - 90,3 - 1 2
8 31 31 - 90,3 - 1 2
SXT 4 31 31 - 71 3 3 3 17 14
6 31 31 - 71 3 3 3
8 31 31 - 71 3 3 3
TOB 4 31 30 2 100 - - - 17 14
6 31 31 2 100 - - -
8 31 31 2 100 - - -
TPZ 4 31 28 1 96,3 - 1 - 10 21
6 31 31 1 100 - - -
8 31 31 1 100 - - -
Toplam 4 403 397 38 95 7 7 4 156 241
6 403 402 28 95,4 5 6 6
8 403 403 29 95,2 6 6 6

.S =Inkiibasyon siiresi, Oku. zon= okunabilen inhibisyon zon say1s1, S=Duyarli, R=Direngli, I=Orta duyarli
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E.coli ve K.pneumoniae izolatlarinin HADT ve Standart Disk Difiizyon Yontemi

Sonuclarimin Karsilastirilmasi

Calismada steril sivilardan izole edilen etkenler i¢inde E.coli ve K.pneumoniae
izolatlarinin en fazla sayida olmalar1 nedeniyle bu izolatlarin toplam HADT sonuglari
disk diflizyon sonuclariyla karsilastirildi ve CBH, BH, KH oranlar1 hesaplandi.
HADT’inde 4. 6. ve 8. saatlerinde izolatlara ait okunabilen inhibisyon zon sayilar
toplam 1116 (%98,7), 1130 (%99,9) ve 1131°di (%100). ATU degerleri ise, 4. 6. ve 8.
saatlerde sirasiyla, 147 (%13,2), 94 (%8,3) ve 77 (%6,8) olarak bulundu (Tablo 4.8).

E.coli ve K.pneumoniae izolatlarinin HADT toplam sonuglarinda duyarli veya
direngli olarak degerlendirilemeyen zon ¢aplarinin (ATU) en fazla hangi
antibiyotiklere ait olduguna bakildiginda, 4. saatte piperasilin tazobaktamda, 6. ve 8.

saatlerde amoksisilin klavulanik asitte oldugu bulundu (Tablo 4.8).

HADT’inin CBH sayilar1 4. 6. ve 8. saatlerde sirastyla, 40 (%8,9), 34 (%7,6)
ve 36 (%38,0), BH sayilar1 13 (%1,9), 6 (%0,9) ve 7 (%1,0), KH sayilart 6 (%0,5), 8
(%0,7) ve 9 (%0,8) olarak hesaplandi. inkiibasyon siirelerine gore en yiiksek CBH ve
BH oranlarinin 4. saatte, en yiiksek KH oraniin 8. Saatte oldugu goriildii. HADT
yonteminin standart disk diflizyona gore kategorik uyumu, 4. 6. ve 8. saatlerde

sirastyla %93,9, %95,4 ve %95,1 olarak hesaplandi (Tablo 4.8).

Tiim antibiyotikler i¢inde her ii¢ inkiibasyon saatinde amikasin ve meropeneme
ait CBH oranlar1 her iki antibiyotik i¢in de %0, BH oran1 sirasiyla %1,3 ve %1,7 ve
KH orani sirastyla %0 ve %2,4 (4. Saatte %0, 6 ve 8. Saatlerde %2,4) bulundu.
Inkiibasyonun 6. saatinden itibaren siprofloksasin, seftazidim avibaktam ve piperasilin
tazobaktama ait CBH ve BH orani1 her {igiinde de %0, KH orani sirasiyla %2,4, %0 ve
%0 bulunarak bu antibiyotiklerin FDA kriterlerine gore uygulanabilir oldugu tespit
edildi. FDA kriterlerine uymayan sonuglarin; ampisilin, amoksisilin klavulanik asit,
seftazidim, gentamisin, sefotaksim, imipenem, levofloksasin, trimetoprim

sulfametoksazol ve tobramisine ait oldugu goriildii.
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Tablo 4.8. E.coli ve Kpneumoniae izolatlarnin HADT yoOntemi sonuglar1 ve

sonuglarin standart disk diflizyon yontemine gore karsilastirilmasi

HADT Disk difiizyon
testi
A i.S.  Test Oku. ATU KU CBH BH KH S R
sayis1 | zon % s(%) s (%) s (%) S S

AK 4 83 83 11 98,7 | -(0) 1(1,3) -(0) 75 8
6 83 83 2 98,6 | -(0) 1(1,3) -(0)
8 83 83 2 98,6 | -(0) 1(1,3) - (0)

AM 4 52 52 4 79,2 10(29,4) - (0) - (0) 18 34
6 52 52 5 83 8 (23,5) - (0) - (0)
8 52 52 5 83 8 (23,5) - (0) - (0)

AMC 4 83 83 20 81 10 (17,9)  2(7,4) - (0) 27 56
6 83 83 22 85,2 | 9(16,1) - (0) - (0)
8 83 83 16 80,6 | 13(23,2) ~-(0) - (0)

CAZ 4 83 80 17 95,5 | 3(6,0) - (0) - (0) 32 50
6 83 83 7 93,9 4(8,0) - (0) - (0)
8 83 83 9 97,3  2(4,0) - (0) - (0)

CIP 4 83 81 11 98,6 | 1(1,8) - (0) -(0) 25 56
6 83 83 6 97,4 | -(0) - (0) 2(2,4)
8 83 83 5 974  -(0) - (0) 2(2,4)

CN 4 83 83 8 97,3 | 2(11,8) - (0) - (0) 66 17
6 83 83 4 97,5 | 2(11,8) - (0) - (0)
8 83 83 2 97,5 | 2(11,8) - (0) - (0)

CTX 4 83 82 7 94,7  3(598) 1(3,2) - (0) 31 52
6 83 83 1 97,6 | 2(3,8) - (0) - (0)
8 83 83 4 975 1(1,9 1(3,2) - (0)

CZA 4 83 82 1 98,8 | 1(50,0) - (0) - (0) 81 2
6 83 82 4 100 - (0) - (0) - (0)
8 83 83 5 100 - (0) - (0) - (0)

IPM 4 83 83 14 95,7 | 1(5,0) 1(1,6) 1(1,2) 61 20
6 83 83 9 95,9 1(5,0) 1(1,6) 1(1,2)
8 83 83 9 95,9 | 1(5,0) 1(1,6) 1(1,2)

LEV 4 83 82 15 955 1(1,9) - (0) 2(2,4) 26 53
6 83 83 14 100 - (0) - (0) - (0)
8 83 83 11 97,2 1(1,9) - (0) 1(1,2)

MEM 4 83 83 4 98,7 | -(0) 1(1,7) -(0) 60 21
6 83 83 - 96,4 | -(0) 1(1,7) 2(2,4)
8 83 83 - 96,4 | -(0) 1(1,7) 2(2,4)

SXT 4 83 83 1 84,1 | 7(20,6) 3(6,1) 3(3,6) 49 34
6 83 83 1 84,1 | 7(20,6) 3(6,1) 3(3,6)
8 83 83 1 84,1 | 7(20,6) 3 (6,1) 3 (3,6)

TOB 4 83 82 10 98,6 | 1(53) - (0) - (0) 64 19
6 83 83 8 98,7 | 1(53) - (0) - (0)
8 83 83 7 98,7 | 1(53) - (0) - (0)

TPZ 4 83 77 24 925 -(0) 4 (7,0) - (0) 57 26
6 83 83 11 100 - (0) - (0) - (0)
8 83 83 2 100 - (0) - (0) - (0)

Toplam 4 1131 1116 147 939  40(8,9) 13(1,9) 6(0,5) 672 448
6 1131 1130 94 954  34(7,6) 6 (0,9) 8(0,7)
8 1131 1131 77 95,1 | 36(8,0) 7 (1,0) 9 (0,8)

A=Antibiyotikler, .S.=Inkiibasyon siiresi, Oku.zon= okunabilen inhibisyon zon sayisi, S=Duyarli, R=Direngli, I=Orta duyarli
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Paeruginosa izolatlarinin HADT, Standart Disk Difiizyon ve Otomatize Sistemle

Elde Edilen Antibiyotik Duyarhihk Test Sonug¢lari

Kan Kkiiltiirlerinden izole edilen 9 Paeruginosa izolatimnin HADT, disk difiizyon
yontemi ve otomatize sistemle yapilan antibiyotik duyarlilik sonuglar1 Tablo 4.9°da

verildi.

HADT’inin 8. saatinde izolatlarin %33,3’ii seftazidime, %11,1°1 piperasilin

tazobaktama direncli, izolatlarin tiimii diger antibiyotiklere duyarli bulundu.

Disk difiizyon testinde izolatlarin %11,1’inin seftazidime direngli, tiimiiniin

diger antibiyotiklere duyarli oldugu bulundu.

Otomatize sistemle saptanan direng oranlari; piperasilin tazobaktama %22,2,
imipeneme %11,1, meropeneme %]11,1, sefepime %]11,1, seftazidime %]l1,1

bulunurken, izolatlarin tiimii diger antibiyotikler duyarli bulundu.

Tablo 4.9. Paeruginosa izolatlar icin HADT, standart disk difiizyon ve otomatize

sistemden elde edilen antibiyotik duyarlilik sonuglari

HADT Disk Difiizyon Otomatize Sistem
Antibiyotik = 1.S.  ATU Duyarh  Direncli = Duyarh Direngli OD. Duyarh Direncli oD
S S S S S S
% % % % % %
AK 6 - 9 (100) - 9 - - 9
8 - 9 - (100) 100
CAZ 6 2(22,2) 3(33,3) 3(33,33) 8 1 - 8 1
8 1(11,1) 5 (55,6) 3(33,33) (88,88) (11,1) (88,9) (11,1)
CIP 6 - 9 9 - - 9 -
8 - 9 (100) (100)
CZA 6 1(11,1) 8 9 - - VY VY VY
8 9 (100)
FEP 6 2(22,2) 6 (66,7) 1(11,11) 9 - - 8 1 1
8 1(11,1) 8 (88,9) - (100) (88,9) (11,1) (11,1)
IMP 6 - 9 (100) - 9 - - 8 1 -
8 = 9 - (100) (88,9) (11,1)
LEV 6 - 9 (100) - 9 - - 9 -
8 - 9 - (100) (100)
MEM 6 - 9 (100) - 9 - - 8 1
8 = 9 - (100) (88,9) (11,1)
TOB 6 - 9(100) - 9 - - VY VY VY
8 - 9 - (100)
TPZ 6 3(33,3) 5 (55,6) 1(11,11) 9 - - 7 2
8 - 8 (88,9) (100) (77,8) (22,2

A: Antibiyotikler, 1.S: Inkiibasyon siireleri, OD: Orta duyarli, VY: Otomatize sistemde ilgili antibiyotik i¢in veri
olmamasi
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Paeruginosa 1zolatlarmin HADT ve Standart Disk Difiizyon Yontemi

Sonuclarimin Karsilastirilmasi

Toplam 9 Paeruginosa izolatimin HADT’iyle 10 antibiyotige karsi duyarlilik
durumlan test edildi. Testin inkiibasyonunun 6. ve 8. saatlerinde izolatlara ait
okunabilen inhibisyon zon sayilari sirastyla, 89 (%98,8) ve 90 (%100) olarak bulundu.
ATU olarak degerlendirilen sonuglar 6. ve 8. saatlerde sirasiyla, 8 (%9,0) ve 3 (%3,3)
olarak bulundu (Tablo 4.10).

Paeruginosa izolatlariin HADT sonuglarinda duyarli veya direngli olarak
degerlendirilemeyen zon ¢aplarinin (ATU) en fazla hangi antibiyotiklere ait olduguna
bakildiginda, 6. saatte piperasilin/tazobaktamda, 8. saatte sefepimde oldugu bulundu.
Testin 6. saatinde okunamayan antibiyotik diski seftazidimdi (1 izolat). 8. saatte tiim

antibiyotik diskleri degerlendirilebildi (Tablo 4.10).

HADT’inin CBH sayilar1 direngli izolat sayis1 az oldugu i¢in hesaplanmadi.
HADT yonteminin standart disk difiizyona gore kategorik uyumu, 6. ve 8. saatlerde
strastyla %92,6 ve %96,6 olarak hesaplandi (Tablo 4.10).

Paeruginosa izolatlarinin icinde BH’larin en sik nedeni seftazidimde tespit
edildi. Paeruginosa’ya ait inkiibasyon saatlerine gore antibiyotiklerdeki BH ve KH

sayilar1 Tablo 4.10°da gosterildi.

Paeruginosa 1zolatlarinda test edilen antibiyotiklerden; amikasin,
siprofloksasin, seftazidim avibaktam, imipenem, levofloksasin, meropenem ve
tobramisinin her {ii¢ inkiibasyon saatinde de kategorik uyumu %100 bulundu.
Kategorik uyumu en diisiik antibiyotigin ise tiim inkiibasyon saatlerinde de seftazidim
oldugu tespit edildi. Toplam izolat sayisi, direncli ve duyarl izolat sayilar1 az oldugu

icin testin hata oranlar1 hesaplanamadi ve testin uygulanabilirligi degerlendirilemedi.



50

Tablo 4.10. P.aeruginosa izolatlarmin HADT yontemi sonuglart ve sonuglarin

standart disk difiizyon yontemine gore karsilagtiriimasi

HADT Disk difiizyon testi
Antibiyotikler LS. Test Oku. ATU KU BH KH
sayis1__zon S % 8 8 S S
AK 6 9 9 - 100 - - -
8 9 9 - 100 - -
CAZ 6 9 8 2 50 3 - 8 1
8 9 9 1 75 2 >
CIP 6 9 9 - 100 - - 9 -
8 9 9 - 100 - -
CZA 6 9 9 1 100 - - 9 -
8 9 9 - 100 - -
FEP 6 9 9 2 97,7 2 - 9 -
8 9 9 2 100 - 5
IMP 6 9 9 - 100 - - 9 -
8 9 9 - 100 - -
LEV 6 9 9 - 100 - - 9 -
8 9 9 - 100 - -
MEM 6 9 9 = 100 = > 9 =
8 9 9 = 100 . =
TOB 6 9 9 - 100 > - 9 -
8 9 9 - 100 - -
TPZ 6 9 9 3 83,3 1 > 9 =
8 9 9 = 88,9 1 .
Toplam 6 90 89 8 92,6 6 - 89 1
8 90 90 3 96,6 3 -
.S.=Inkiibasyon siiresi, Oku.zon= okunabilen inhibisyon zon sayisi, S=Duyarli, R=Direngli, I=Orta duyarl

A.baumannii izolatlarimin HADT, Standart Disk Difiizyon ve Otomatize Sistemle

Elde Edilen Antibiyotik Duyarhhk Test Sonug¢lari

Kan kiiltiirii 6rneklerinden izole edilen 4 A.baumannii izolatinin HADT, disk difiizyon

yontemi ve otomatize sistemle yapilan antibiyotik duyarlilik sonuclart Tablo 4.11°de

verildi. HADT inin 8. saatinde, disk difiizyon testinde ve otomatize sistemle yapilan

testlerde tiim antibiyotiklere izolatlarin direngli (%100) oldugu bulundu.
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Tablo 4.11. A.baumannii izolatlar1 i¢in HADT, standart disk difiizyon ve otomatize

sistemden elde edilen antibiyotik duyarlilik sonuglari

HADT Disk Difiizyon Otomatize Sistem
Antibiyotik = 1.S. ATU Duyarh = Direncli Duyarh = Direngli Duyarh  Direncli
S% S% S % S S s s
% % % %
4 1(25.0) - 4 - 4
AK 6 4 (100) (100) (100)
8 4
4 1(25.0) - 4 - 4
CIP 6 4 (100) (100) (100)
8 4
4 1(25.0) - 4 - 4
CN 6 4 (100) (100)
8 4
4 1(25.0) - 4 - 4
IPM 6 4 (100) (100) (100)
8 4
4 1(25.0) - 4 - 4
LEV 6 4 (100) (100) (100)
8 4
4 1(25.0) - 4 - 4
MEM 6 4 (100) (100) (100)
8 4
4 1(25.0) - 4 - 4
SXT 6 4 (100) (100) (100)
8 4
TOB 4 1(25.0) - 4 VY VY
6 4 (100) (100)
8 4

I.S.=Inkiibasyon siiresi
A.baumannii 1zolatlarmmm HADT ve Standart Disk Difiizyon Yontemi

Sonuclarimin Karsilastirilmasi

HADT ile toplam 4 A.baumannii izolatimin 8§ antibiyotige karsit duyarlilik
durumu test edildi. Testin inkiibasyonun 4. 6. ve 8. saatlerinde izolatlara ait okunabilen
inhibisyon zon sayilari srasiyla, 8 (%25,0), 32 (%100) ve 32 (%100) olarak bulundu.
Inkiibasyon saatleri boyunca ATU olarak degerlendirilen sonug saptanmad: (Tablo
4.12). Okunabilen zon caplar1 lizerinden degerlendirilen sonuglarin tamami 6. saatten
itibaren tiim antibiyotiklere direngli olarak bulundu. Hata oranlari, izolat sayis1 ve
duyarl izolat sayist az oldugu icin hesaplanamadi ve testin uygulanabilirligi
degerlendirilemedi. HADT ydnteminin standart disk difiizyona gore kategorik uyumu,

4. 6. ve 8. saatlerin her antibiyotik i¢in %100 olarak hesaplandi (Tablo 4.12).
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Tablo 4.12. A.baumannii izolatlarinin HADT y6ntemi sonuglari ve sonuglarin standart

disk difiizyon yontemine gore karsilagtirilmasi

HADT Disk difiizyon testi

Antibiyotikler 1.S. Test Oku. ATU KU CBH S R |
sayisi zon S % S S S S

- 100 - - 4 -

- 100 -

- 100 -

- 100 - - 4 -

- 100 -

- 100 -

- 100 - - 4 -

- 100 -

- 100 -

- 100 - - 4 -

- 100 -

100 -

- 100 - - 4 -

- 100 -

- 100 -

- 100 - - 4 -

- 100 -

- 100 -

- 100 - - 4 -

- 100 -

- 100 -

- 100 - - 4 -

- 100 -

- 100 -

32 100 - - 32 -

32 32 - 100 -

32 32 - 100 -

.S.=Inkiibasyon siiresi, Oku.zon= okunabilen inhibisyon zon say1si, S=Duyarli, R=Direngli, I=Orta duyarli

AK

CIP

CN

IPM

LEV

MEM

SXT

TOB

B e i i i E il i T T i E it e L ST S S S A S S S o
B e T b T e S S N S S i S S e I
'

00}
'

Toplam

oo OOOPOOPOOPRR OO, OOOPROOO DO OO M

S.aureus izolatlarinin HADT, Standart Disk Difiizyon ve Otomatize Sistemle Elde
Edilen Antibiyotik Duyarhlik Test Sonuclar:

Steril siv1 kiiltiirlerinden izole edilen 45 S.aureus izolatinin HADT, disk diflizyon
yontemi ve otomatize sistemle yapilan antibiyotik duyarlilik sonuglar1 Tablo 4.13’te

verildi.

HADT’in 8. Saatinde izolatlarin %35,6’s1 sefoksitine direncli, timii diger

antibiyotiklere duyarli bulundu.

Disk difiizyon testi ile direng oranlart; sefoksitinde %37,8 ve norfloksasinde

%2,2 bulunurken test edilen diger antibiyotikler i¢in direng saptanmadi.
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Otomatize sistemle diren¢ oranlari ise; sefoksitinde %42,2 bulunurken, test

edilen diger antibiyotikler duyarli bulundu.

Tablo 4.13. S.aureus izolatlar1 i¢in HADT, standart disk diflizyon ve otomatize

sistemden elde edilen antibiyotik duyarlilik sonuglari

HADT Disk Difiizyon Otomatize sistem
Antibiyotik = 1.S. ATU Duyarh Direncli =~ Duyarhh Direncli Duyarh Direncli
S% S % S % S S S S
% % % %
4 44 (97,8) 45 45
AK 6 45(100) (100)
8 - 45
4 1(2,2) 43 (95,6) 45 45
CN 6 - 45 (100) (100) (100)
8 - 45 -
4 14(31,1) 28(62,2) 2(44) 28 17 26 19
FOX 6 5(11,1) 28 12 (26,7) (62,2) (37,8) (57,8) (42,2)
8 2(4,4) 27 (60,0) 16 (35,6)
4 2(4,4) 42 (93,3) - 44 1 VY VY
NOR 6 1(2,2) 44 (97,8) (97,8) (2,2)
8 1 44 -
4 2(2,2) 42 (93,3) - 45 VY VY
TOB 6 - 45 (100) - (100)
8 45
.S =Inkiibasyon siiresi

S.aureus izolatlarimin HADT ve Standart Disk Difiizyon Yontemi Sonuglarinin

Karsilastirilmasi

HADT’iyle toplam 45 S.aureus izolatinin 5 antibiyotige karst duyarlilik durumu test
edildi. Testin inkiibasyonun 4. 6. ve 8. saatlerinde izolatlara ait okunabilen inhibisyon
zon sayilart sirasiyla, 220 (%97,7), 225 (%100) ve 225 (%100), ATU olarak
degerlendirilen sonuglar 4. 6. ve 8. saatlerde sirasiyla 19 (%8,6), 6 (%2,6) ve 3 (%]1,3)
olarak bulundu (Tablo 4.14).

S.aureus izolatlarmin HADT sonucglarinda duyarli veya direngli olarak
degerlendirilemeyen zon ¢aplarinin (ATU) en fazla hangi antibiyotiklere ait olduguna
bakildiginda, en fazla ATU oranin sefoksitine ait oldugu bulundu. 4. saatte 1 izolatin
tim antibiyotik disklerinin zon ¢aplar1 okunamadi. Testin 6. ve 8. saatlerinde tiim
antibiyotik diskleri degerlendirilebildi (Tablo 4.14).

HADT yonteminin standart disk diflizyona gore kategorik uyumu, 4. 6. ve 8.
saatlerin her birinde %100 oldugu goriildii. HADT inin CBH sayis1 ve hata oranlar1



54

antibiyotiklere yeterli sayida direncli izolat liretilmedigi i¢in hesaplanamadi ve testin

uygulanabilirligi degerlendirilemedi (Tablo 4.14).

Tablo 4.14. S.aureus izolatlarinin HADT yo6ntemi sonuglari ve sonuglarin standart

disk difiizyon yontemine gore karsilagtirilmasi

HADT Disk difiizyon testi

Antibiyotikler 1.8. Test Oku. ATU KU CBH BH KH S R I

sayisl1  zon % S S S S S S

AK 4 45 44 - 100 VY - - 45 - -
6 45 45 - 100 VY - -
8 45 45 - 100 VY - -

CN 4 45 44 1 100 VY - - 45 - -
6 45 45 - 100 VY - -
8 45 45 - 100 VY - -

FOX 4 45 44 14 100 - - - 28 17 -
6 45 45 5 100 - - -
8 45 45 2 100 - - -

NOR 4 45 44 2 100 - - - 44 1 -
6 45 45 1 100 - - -
8 45 45 1 100 - - -

TOB 4 45 44 2 100 VY - - 45 - -
6 45 45 - 100 VY - -
8 45 45 - 100 VY - -

Toplam 4 225 220 19 100 - - - 207 18 -
6 225 225 6 100 - - -
8 255 225 3 100 - - -

.S =Inkiibasyon siiresi, Oku.zon= okunabilen inhibisyon zon say1si, VY= Ilgili antibiyotikle ilgili direngli izolat olmadigindan

CBH ile ilgili veri olmamasi, S=Duyarl1, R=Direngli, I=Orta duyarh

NP s

Sekil 4.2. S.aureus’a ait sirasiyla 4. 6. ve 8. inkiibasyon saatlerindeki plak

goruntisu
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E.faecalis 1zolatlarmin HADT, Standart Disk Difiizyon ve Otomatize Sistemle
Elde Edilen Antibiyotik Duyarhihk Test Sonug¢lari

Steril siv1 kiiltiirlerinden izole edilen 8 E.faecalis izolatinin HADT, disk difiizyon
yontemi ve otomatize sistemle yapilan antibiyotik duyarlilik sonuglar1 Tablo 4.15’te
verildi. HADT’inin 8. saatinde, disk diflizyon testinde ve otomatize sistem

sonuglarinda test edilen antibiyotiklerin hi¢birine direngli olan izolat bulunmadi.

Tablo 4.15. E.faecalis izolatlar1 i¢in HADT, standart disk diflizyon ve otomatize

sistemden elde edilen antibiyotik duyarlilik sonuglari

HADT Disk Difiizyon Otomatize sistem
Antibiyotik = i.S.  ATU Duyarh  Direngli = Duyarhh  Direnc¢li Duyarh  Direncli
S % S % S % S S S S
% % % %
4 8 - 8 - 8
AM 6 8 (100) - (100)
8 8 -
4 8 - 8 - VY VY
IPM 6 - 8 (100) - (100)
8 - 8 -
4 - - - 8 - 8
LNz 6 8 (100) - (100) (100)
8 - 8 -
4 8 8 - 8
VA 6 8(100) (100) (100)
8 8

I.S =Inkiibasyon siiresi

E.faecalis 1zolatlarimin HADT ve Standart Disk Difiizyon Yontemi Sonuclarinin

Karsilastiriimasi

HADT ile toplam 8 E.faecalis izolatinin 4 antibiyotige duyarlilik durumu test edildi.
Testin inkiibasyonun 4. 6. ve 8. saatlerinde izolatlara ait okunabilen inhibisyon zon
sayilar sirastyla, 31 (%96,8), 32 (%100) ve 32 (%100) olarak bulundu. ATU olarak
degerlendirilen sonuclar 4. 6. ve 8. saatlerde sirasiyla 8 (%25,8), 8 (%25,0) ve 8
(%25,0) olarak bulundu. Inkiibasyon saatleri boyunca direncli sonug bulunmadi (Tablo

4.16).

E.faecalis izolatlarimin vankomisine ait zon caplarinin, her ii¢ inkiibasyon
stirelerinde ATU kategorisinde oldugu goriildii. 4. saatte bir izolata ait linezolid
diskinde inhibisyon zonu olusmadi. Inkiibasyonun 6. ve 8. saatlerinde tiim antibiyotik

diskleri degerlendirilebildi (Tablo 4.16).
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HADT’inin hata oranlari antibiyotiklere yeterli sayida direngli izolat
tiretilmedigi i¢in hesaplanamadi ve testin uygulanabilirligi degerlendirilemedi.
Standart disk diflizyona gore kategorik uyumu, 4. 6. ve 8. saatlerin her birinde
%100°dii (Tablo 4.16).

Tablo 4.16. E.faecalis izolatlarinin HADT yontemi sonuglari ve sonuglarin standart

disk difiizyon yontemine gore karsilastirilmasi

HADT Disk difiizyon testi

Antibiyotikler 1.S. Test Oku. ATU KU BH KH S R |

sayis1 _ zon S % S S S S S

AM 4 8 8 - 100 - - 8 - -
6 8 8 - 100 - -
8 8 8 - 100 > -

IPM 4 8 8 = 100 = = 8 > >
6 8 8 = 100 = =
8 8 8 = 100 = =

LNZ 4 8 7 - 100 > - 8 - -
6 8 8 - 100 = -
8 8 8 - 100 - -

VA 4 8 8 8 - - - 8 - -
6 8 8 8 - - -
8 8 8 8 - - -

Toplam 4 32 31 8 100 - c 32 - -
6 32 32 8 100 - -
8 32 32 8 100 - -

.S.=Inkiibasyon siiresi, Oku.zon= okunabilen inhibisyon zon sayisi, S=Duyarli, R=Direngli, I=Orta duyarh

E.faecium izolatlarimn HADT, Standart Disk Difiizyon ve Otomatize Sistemle
Elde Edilen Antibiyotik Duyarhhk Test Sonug¢lar:

Kan kiiltiirlerinden izole edilen 4 E.faecium izolatinin HADT, disk difiizyon yontemi

ve otomatize sistemle yapilan antibiyotik duyarlilik sonuglar1 Tablo 4.17°de verildi.

HADT 8. saatinde izolatlarin tiimii (%100) ampisilin ve imipeneme direncli,

diger tiim antibiyotiklere duyarli bulundu.

Disk difiizyon ile direng¢ oranlari; ampisilin ve imipenemde %75 bulunurken

test edilen diger antibiyotikler duyarli bulundu.

Otomatize sistemle diren¢ oranlari; ampisilinde %75 bulunurken test edilen

diger antibiyotikler duyarli bulundu.
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Tablo 4.17. E.faecium izolatlar1 i¢in HADT, standart disk difiizyon ve otomatize

sistemden elde edilen antibiyotik duyarlilik sonuglari

HADT Disk Difiizyon Otomatize sistem
Antibiyotik 1.S. ATU Duyarh  Direncli Duyarh Direngli OD. Duyarh Direncli OD
S % S % S % S S S % S S S
% % % % %
4 3(75,0) 1 3 - 1 3
AM 6 4 (100) (25,0) (75,0) (25,0) (75,0)
8 4
4 3(75,0) - 3 1 VY VY VY
IPM 6 4 (100) (75,0) = (25,0)
8 - 4
4 - 1(250) - 4 - - 4
LNZ 6 1(250) 3(750) - (100) (100)
8 - 4 (100) @ -
4 3(100) @ - - 4 - - 4
VA 6 4 (100) @ - - (100) (100)
8 4 (100) -

I.S =Inkiibasyon siiresi

E.faecium izolatlarimn HADT ve Standart Disk Difiizyon Yontemi Sonuglarinin

Karsilastirilmasi

HADT’inde toplam 4 E.faecium izolatinin 4 antibiyotige kars1 duyarlilik durumu test
edildi. Testin inkiibasyonun 4. 6. ve 8. saatlerinde izolatlara ait okunabilen inhibisyon
zon sayilart sirastyla, 10 (%62,5), 16 (%100) ve 16 (%100) olarak bulundu. ATU
olarak degerlendirilen sonuglar vankomisine aitti (Tablo 4.18.). Testin 4. saatinde
okunamayan sonuglar; ampisilin (1 izolat), imipenem (1 izolat), linezolid (3 izolat) ve
vankomisine (1 izolat) aitti, 6. ve 8. saatlerde tiim antibiyotik diskleri

degerlendirilebildi (Tablo 4.18) .

HADT yo6nteminin standart disk difiizyona gore kategorik uyumu, 4. 6. ve 8.
saatlerde sirasiyla %100, %81,8 ve %83,3 olarak hesaplandi. (Tablo 4.18.) HADT inin
hata oranlar1 izolat sayis1 az oldugu i¢in hesaplanamadi ve testin uygulanabilirligi

degerlendirilemedi.
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Tablo 4.18. E.faecium izolatlarinin HADT yontemi sonuglar1 ve sonuglarin standart

disk difiizyon yontemine gore karsilagtirilmasi

HADT Disk difiizyon
testi
Antibiyotikler 1.S. Test Oku. ATU KU CBH BH KH S R |
sayisl1  Zon S % S S S S S S
AM 4 4 3 - 100 - - - 1 3 -
6 4 4 - 75 - 1 -
8 4 4 - 75 1 -
IPM 4 4 3 - 100 - - |- - 31
6 4 4 - 75 - - 11
8 4 4 - 75 - - 1
LNZ 4 4 1 - 100 - - - 4 - -
6 4 4 - 100 - - -
8 4 4 - 100 - - -
VA 4 4 3 3 - - - - 4 - -
6 4 4 4 - - - -
8 4 4 4 - - - -
Toplam 4 16 10 3 100 - - - 9 6 1
6 16 16 4 83,3 - 1 1
8 16 16 4 83,3 - 1 1
.S.=Inkiibasyon siiresi, Oku.zon= okunabilen inhibisyon zon say1s1, S=Duyarli, R=Direngli, I=Orta duyarl

E faecium izolatlar i¢in; 4., 6. ve 8. saatlerdeki kategorik uyumu sirasiyla
ampisilin i¢in %100, %75 ve %75, imipenem icin %100, %75 ve %75 bulundu.

Linezolidin kategorik uyumu her ii¢ inkiibasyon saatinde de %100 bulundu.

HADT Yontemiyle GSBL Taramasi Sonuclarinin Referans Yontemle

Karsilastirilmasi

Kombine disk difiizyon testiyle 52 E.coli izolatinin 20’sinin GSBL tirettigi dogrulandi.
HADT yontemiyle bu izolatlarin 18’inde GSBL pozitif bulundu. Tim HADT GSBL
sonuglart degerlendirildiginde, 4. saatte 4 izolat, 6. saatte 1 izolat, 8. saatte 2 izolatta
yanlis pozitif sonug¢ bulunurken; 4. saatte 1 izolat ve 6. saatte 1 izolatta yanlis negatif

sonu¢ bulundu.

Kombine disk difiizyon testiyle 31 K.pneumoniae izolatinin 27°si GSBL pozitif
olarak bulundu. HADT yontemiyle de ayn1 suslarda GSBL varlig1 saptandi. HADT ile
K.pneumoniae izolatlarinda yanlis pozitif veya yanlis negatif GSBLsonucu bulunmadi

(Tablo 4.19).
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Tablo 4.19. EUCAST HADT yontemiyle GSBL taramasi sonuglarinin referans

yontemle karsilastirilmast

HADT tarama Referans yontem
E.coli (s=52) GSBL(+) 18 20
GSBL (-) 34 32
K.pneumoniae GSBL(+) 27 27
(s=31) GSBL (-) 4 4

HADT Yonteminde Sinir Degeri Olmayan Antibiyotiklerin Test Sonuclar:

EUCAST HADT yoénergesinde sonu¢ degeri bulunmayan ampisilin, ertapenem ve

seftriakson K.pneumoniae izolatlarinda, ertapenem ve seftriakson E.coli izolatlarinda

denendi ve HADT sonuglari disk difiizyon testi sonuglartyla karsilastirildi (Tablo 4.20

- Tablo 4.24).

E.coli izolatlarinin disk diflizyon testiyle 49’unun ertapeneme duyarli, 3 {iniin

direncli oldugu bulundu. Disk difiizyon testiyle direngli olan izolatlarin 3’{iniin

HADT’lerinde 4., 6. ve 8. saatler diskler etrafinda zon olusmadig1 goriildii. Disk

difiizyon testiyle ertapeneme duyarli olan izolatlarin HADT lerinin 4.saatindeki zon

caplari, 18-24 mm, 6. saatte 18-27 mm ve 8.saatte 19-27 mm arasinda ol¢iildii (Tablo

4.20). E.coli-ertapenem hizl1 antibiyotik inhibisyon zon c¢api1 degerlerinin disk

diflizyon sonuglarina gore dagilimi Sekil 4.3’te verildi.



Tablo 4.20. E.coli-ertapenem HADT ve disk diflizyon sonuglari
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HADT 4. saat
zon ¢apl (mm)

HADT 6. saat
zon ¢apl (mm)

HADT 8. saat
zon ¢ap1 (mm)

Standart Disk
Difiizyon zon ¢ap1

(mm)

Standart Disk
Difiizyon Sonucu

O ~NO O WN -

A PEA DD OOWWWWWWWWWNDNNDNMNNMNNDNNNMNNNRERERRPRPERERERPRERRREREOO
WNPFPOOWONOOOUOTAE,WNREFPOOWONOOLA,WNREFPEOOWOWNO Ol WwNE O
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22
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15
18
21
23
20
19
20
20
22
18
19
24
21
23
20
20
zY
Y
20
18
22
22
22
22
18
20
19
19
21
24
22
24
21
22
23
22
23
18
20
18
21
22
20
20
20
17
22
22
Y

24
21
22
24
18
24
24
24
23
20
22
24
19
20
26
22
23
23
23
Y
Y
21
22
24
25
23
23
23
24
21
22
25
25
25
24
25
23
24
24
25
18
20
20
21
22
21
20
20
19
25
27
Y

24
21
23
24
18
25
25
24
23
22
22
25
21
20
26
22
23
24
23
zY
Y
21
22
25
25
24
24
24
24
23
23
25
27
26
25
25
24
24
24
25
20
20
20
21
22
21
21
20
19
26
27
Y

29
27
26
25
24
30
30
31
30
33
33
40
32
30
37
36
36
39
40
zY
Y
35
32
37
37
36
35
31
35
36
36
40
39
38
36
33
36
39
37
36
24
26
24
24
26
24
24
26
27
31
32
Y
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ZY~=llgili antibiyotigin etrafinda inhibisyon zonu olugmamast
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E.coli-ertapenem 4. saat
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Sekil 4.3. E.coli-ertapenem hizl1 antibiyotik inhibisyon zon ¢ap1 degerlerinin disk

diflizyon sonuglara gore dagilimi
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E.coli-seftriakson hizli antibiyotik test sonuglarin bakildiginda 4. saatte >17
mm, 6. saatte >17 mm ve 8. saatlerde >18 mm olarak 6l¢iilen zon c¢aplarina sahip 27
izolat, disk difiizyon yontemiyle duyarli bulundu. (Tablo 4.21.) HADT ta 4. saatte 0-
17 mm, 6.saatte 0-18 mm, 8. Saatte 0-19 mm arasinda degisen zon ¢aplar1 olan 25
izolat disk difiizyon yontemiyle seftriaksona direngli bulundu. Direngli izolatlarin
13’linlin ii¢ saatte Olgiilen zon ¢aplari ayniydi E.coli-seftriakson hizli antibiyotik
inhibisyon zon ¢ap1 degerlerinin disk diflizyon sonuglarina gore dagilimi Sekil 4.4°te

verildi.
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Sekil 4.4. E.coli-seftriakson hizl1 antibiyotik inhibisyon zon ¢ap1 degerlerinin

disk difiizyon sonuglarina gore dagilimi



Tablo 4.21. E.coli-seftriakson HADT ve disk difiizyon sonuglari
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HADT 4.
Saat zon cap1
(mm)

HADT 6. Saat
zon ¢ap1 (mm)

HADT 8. Saat
zon ¢apl (mm)

Standart Disk
Difiizyon zon ¢ap1

(mm)

Standart Disk
Difiizyon Sonucu
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ZY=llgili antibiyotigin etrafinda inhibisyon zonu olugmamast
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K.pneumoniae-ampisilin hizli antibiyotik test sonuglarina gore 31 izolat disk
difiizyon testiyle ampisiline direcli bulundu. izolatlarin 5’inin 4.saatinde 9-13 mm, 6
ve 8. saatlerde 10-15 mm’ydi. Diger 26 izolatin ii¢ saatte de zon olusturmadig1 goriildii
(Tablo 4.22). K.pneumoniae-ampisilin hizli antibiyotik duyarlilk deneylerinde bulunan
inhibisyon zon ¢ap1 degerlerinin disk diflizyon sonuglarina goére dagilimi Sekil 4.5°te

verildi.

Tablo 4.22. K.pneumoniae-ampisilin HADT ve disk diflizyon sonuglari

HADT 4. Saat HADT 6. Saat  HADT 8. Saat = Standart Disk Standart Disk
zon ¢apl (mm) zon ¢apl (mm) zon ¢apl (mm) Difiizyon zon Difiizyon
¢ap1 (mm) Sonucu

1 zY zY zY Y R
2 zY zY zY zY R
3 zY zY zY VA R
4 8 9 9 Y R
5 9 9 9 VA R
6 Y Y Y zY R
7 zY zY zY Y R
8 zY zY zY VA R
9 Y Y Y Y R
10 zY zY zY Y R
11 zY zY zY VA R
12 zY zY zY Y R
13 Y Y zY Y R
14 zY zY zY zY R
15 zY zY zY Y R
16 zY Y zY Y R
17 zY zY zY Y R
18 zY zY zY Y R
19 9 10 10 12 R
20 zY zY zY Y R
21 12 12 12 Y R
22 10 10 10 zY R
23 14 15 15 Y R
24 13 13 13 zY R
25 Y Y zY Y R
26 zY zY zY Y R
27 zY zY zY Y R
28 zY zY zY Y R
29 Y zY zY zY R
30 zY zY zY VA R
31 zY zY zY Y R

ZY=llgili antibiyotigin etrafinda inhibisyon zonu olugmamast
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Sekil 4.5. K.pneumoniae-ampisilin hizli antibiyotik inhibisyon zon ¢ap1 degerlerinin

disk diflizyon sonuglaria gore dagilimi
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K.pneumoniae-ertapenem hizli antibiyotik test sonuglartyla disk difiizyon
testinin sonuglarma bakildiginda 22 izolatin ertapeneme direncli oldugu, bu izolatlara
ait HADT inin 4.saatinde 11 izolatin ertapenem disklerinde zon olugsmadig1 ve 6. ve 8.
sattlerde de inhibisyon zonunun olusmadig1r saptandi. Ertapeneme duyarli olan
izolatlara ait zon ¢aplar1 14-22 mm arasinda degismekteydi. HADT inde 4. saatte >14
mm, 6. saatte >16 mm ve 8. saatlerde >17 mm zon ¢aplari olan izolatlar disk diflizyon
yontemiyle duyarl bulundu (Tablo 4.23). K.pneumoniae-ertapenem hizli antibiyotik
inhibisyon zon ¢ap1 degerlerinin disk diflizyon sonuglarina gore dagilimi Sekil 4.6’da

verildi.

Tablo 4.23. K.pneumoniae-ertapenem HADT ve disk diflizyon sonuglar

HADT 4. Saat HADT 6. Saat  HADT 8. Saat = Standart Disk Standart Disk
zon ¢apl (mm) zon ¢api (mm) zon capi (mm) Difiizyon zon Difiizyon
capi (mm) Sonucu

1 zY zY zY Y R
2 zY Y zY Y R
3 16 17 17 18 S
4 18 19 19 20 S
5 14 16 16 21 S
6 13 13 16 21 R
7 zY zY Y Y R
8 8 8 8 VA R
9 zY zY zY zY R
10 9 9 9 13 R
11 8 8 8 14 R
12 zY zY zY zY R
13 zY zY zY Y R
14 zY zY zY Y R
15 zY zY zY zY R
16 zY Y zY Y R
17 Y zY zY VA R
18 zY Y zY 17 R
19 16 20 20 29 S
20 15 19 20 28 S
21 21 22 22 37 S
22 20 20 21 35 S
23 15 16 17 34 S
24 18 19 20 30 S
25 zY zY zY Y R
26 zY Y Y Y R
27 zY zY zY Y R
28 zY zY zY Y R
29 zY zY zY Y R
30 zY zY zY zY R
31 Y Y Y Y R

ZY=Ilgili antibiyotigin etrafinda inhibisyon zonu olusmamasi
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Sekil 4.6. K. pneumoniae-ertapenem hizli antibiyotik inhibisyon zon ¢ap1 degerlerinin

disk diflizyon sonuglaria gore dagilimi
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K.pneumoniae-seftriakson hizli antibiyotik testi yapilan 31 izolatin 27’si disk
diflizyon testiyle direncli, 4’ii duyarli bulundu. Duyarli izolatlarin HADT’inde
seftriakson zon caplar1 4. saatte >18 mm, 6. saatte >20 mm ve 8. saatlerde >21 mm
degerlerindeydi. Direngli olan izolatlarin HADT inde zon ¢aplari 4. saatte <12 mm, 6.
saatte <13 mm ve 8. saatlerde <I5 mm bulundu (Tablo 4.24). K pneumoniae-
seftriakson hizl1 antibiyotik inhibisyon zon ¢ap1 degerlerinin disk difiizyon sonuglarina

gore dagilimi Sekil 4.7°de verildi.

Tablo 4.24. K.pneumoniae-seftriakson HADT ve disk difilizyon sonuglari

HADT 4. Saat HADT 6. Saat HADT 8. Saat = Standart Disk Standart Disk
zon ¢api (mm) zon ¢apl (mm) zon ¢apl (mm) Difiizyon zon Difiizyon
cap1 (mm) Sonucu

1 zY zY zY Y R
2 8 8 8 zY R
3 Y Y Y 10 R
4 zY zY zY Y R
5 Y Y Y Y R
6 Y Y Y zY R
7 zY zY zY Y R
8 Y Y Y VA R
9 Y Y Y Y R
10 Y Y zY Y R
11 zY zY zY Y R
12 9 9 9 Y R
13 9 9 9 VA R
14 8 9 9 Y R
15 8 8 8 VA R
16 12 12 12 14 R
17 zY zY zY 17 R
18 zY zY zY Y R
19 10 13 13 10 R
20 12 13 15 Y R
21 20 20 22 31 S
22 18 20 21 34 S
23 20 22 22 29 S
24 20 22 23 30 S
25 Y Y Y 10 R
26 9 9 9 11 R
27 zY Y Y 9 R
28 Y Y Y 11 R
29 zY zY zY 10 R
30 9 9 9 10 R
31 9 9 9 13 R

ZY=llgili antibiyotigin etrafinda inhibisyon zonu olugmamast
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K.pneumoniae-seftriakson 4. saat

25
g 20
2

— 15
a

S 10
=

0 = HE B E B §E E R E ® H u u H E =
DD Duyarlilik sonucu
ES ER

K.pneumoniae-seftriakson 6. saat

0 = lIlIIIIIIIIII‘II“||||IIIIIII

DD Duyarlilik sonucu

Zon g¢ap1 (cm)
>

[¢)]

uS ER

K.pneumoniae-seftriakson 8. saat

o =® A B B B B B B BN ‘II‘|‘|“I|III

DD Duyarlilik sonucu

Zon g¢ap1 (cm)
3 & 8 &

o

mS mR

Sekil 4.7. K. pneumoniae-seftriakson hizli antibiyotik inhibisyon zon cap1

degerlerinin disk diflizyon sonuclarina gore dagilimi
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5. TARTISMA

Diinya ¢apinda sepsis ve kan dolagim enfeksiyonlar1 yiiksek 6liim riski tastyan 6nemli
bir saglik sorunudur. Kan dolasim enfeksiyonlarina bagl 6liim oranlart %15 ile %30
arasinda degismektedir [56]. Bunun yaninda steril viicut bosluklarindan herhangi
birinin (BOS, plevral siv1 vb.) etkilenmis oldugu enfeksiyonlar da sepsise ve artmis
mortalite ve morbiditeye sebep olur [1]. Kan dolasim enfeksiyonlari ve sepsiste
mortalite ve morbiditeyi azaltmak i¢in antibiyotik tedavisine uygun antibiyotik ile hizli
bir sekilde baglanmasi gerekir. Sepsis tedavisinde gecikilen her saatin mortaliteyi %7
oraninda arttirdig1 bilinmektedir [57]. Bu sebeplerle enfeksiyona neden olan etken
mikroorganizmanin en kisa siirede belirlenmesi ve klinisyene bildirilmesi 6nemlidir.
Kan dolasim enfeksiyonlarinin tanisinda altin standart yontem kan kiiltiiriidiir. Diger
steril viicut sivilarinin enfeksiyonlarinin tanisinda altin standart yontem ise etken
mikroorganizmanin ilgili 6rnege ait kiiltiiriinden izole edilmesidir [1]. Giiniimiizde
kan kiiltlirii tanis1 i¢in manuel yontemler yerine otomatize sistemler kullanilmaya
baslanmigtir. Otomatize sistemlerde kiiltiir sisesi pozitif sinyal verdikten sonra etkenin
tanimlanmas1 ve antibiyotik duyarlilik testlerinin sonuglanmasi i¢in 36-48 saatlik bir
stireye ihtiya¢ duyulmaktadir [58]. Bu siirelerin kisalmasi ve etkin tedaviye bir an 6nce

baslanabilmesi i¢in hizli tan1 testleri gelistirilmeye baglanmistir [59].

Enfeksiyona etken olan mikroorganizmanin tanimlama siiresini kisaltmak i¢in
klinik orneklerden direkt tanimlama yontemleri gelistirilmistir. Klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda yayginlasarak kullanilmaya baslanan MALDITOF-MS teknolojisi,
son zamanlarda cesitli prosediirler olusturularak pozitif kiiltiir siselerinden etken
patojenin direkt ve hizli tanimlanmasi i¢in kullanilmaktadir. Bir¢ok arastirmaci ticari
kitler gelistirerek ya da protein ekstraksiyonu yontemlerini kullanarak MALDI-TOF
MS ile hizli tanimlama prosediirlerini olusturmuslardir [54, 60, 61]. Boylece sepsis,
septik artrit, bakteriyal peritonit ve bakteriyal menenjit gibi hayati tehdit eden
enfeksiyonlarda gelistirilen bu tanimlama prosediirlerinin hizli tan1 koymaya yardimei

olacag1 ongdriilmektedir.

MALDI-TOF MS kullanilarak cihaz veri tabaninda bulunan biitiin

mikroorganizmalar hizli tanimlama prosediirleri ile tanimlanabilmektedir.
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Calismalarda protein ekstraksiyonu ¢ok farl sekillerde uygulandigi i¢in bu ¢aligmalari
dogrudan karsilagtirmak zordur. Ancak mevcut bilgilere goére hizli tanimlama
yontemleri ile gram negatif bakterilerin tiir diizeyinde tanimlama basaris1 gram pozitif
bakterilere gore daha yiiksektir. Bu farkin hiicre duvar yapisindaki farkliliktan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir [62]. Literatiirde farkli hizli tanimlama prosediirleri
uygulanarak MALDI-TOF MS teknolojisi ile hizl1 mikroorganizma tanimlamasi yapan

bir¢ok c¢alisma bulunmaktadir.

MALDI-TOF MS ile hizli tanimlama sonucu gram negatif bakterilerin tiir
diizeyinde tanimlama basarist %84 ile %99, gram pozitif bakterilerin tiir diizeyinde
tanimlama basarisi ise %32 ile %96 arasinda degismektedir [39, 63]. Calismamizda
Tween ® 80 ekstraksiyonu uygulanarak yapilan hizli tanimlama sonuglarina gore gram
negatif bakterilerin tiir diizeyinde tanimlama basaris1 %78,1 gram pozitif bakterilerin
tir diizeyinde tanmimlama basarist %26,3 olarak bulunmustur. Tanimlama
sonuclarimizin daha 6nce yapilan ¢calismalarda bulunan oranlardan daha diisiik oldugu
goriilmiistiir. Bunun sebepleri arasinda kiiltiir siselerinde bakteri yiikiiniin az olmasi
veya protein ekstraksiyon yontemimizin literatiirde yapilan ¢aligmalardaki protein
ekstraksiyon yontemlerinden farkli olmasindan kaynaklanabilir. Ancak ¢aligmamizda
kiiltiir siselerindeki bakteri yiikii bilinmemektedir. Bu konuya agiklik getirmek igin

yeni ¢aligmalarin yapilmasina ihtiyag vardir.

Stiziik ve arkadaslariin 502 kan kiiltiirti sisesini dahil ettikleri ¢calismada, kan
kiiltiirii - siselerinin  462°sinde  monomikrobiyal, 40’inda polimikrobiyal iireme
saptanmigtir. Monomikrobiyal kan kiiltiirii siselerinden laboratuvarlarinda gelistirilen
Tween ® 80 ekstraksiyon yontemiyle tanimlama basarisint %82,9 olarak
bildirmislerdir. Degerlendirme kriteri olarak tiir ve cins diizeyinde dogru tanimlamayz,
tanimlama basarisi olarak belirlemislerdir [54]. Calismamizda toplam tiir diizeyinde
tanimlama basaris1 %58,8, tiir ve cins diizeyinde %97,3 olarak bulunmustur. Siiziik ve
arkadaslarinin yaptig1 calismaya kiyasla calismamizda tiir ve cins diizeyindeki toplam
tanimlama basarisinin daha yiliksek olmasi bizim c¢alismamiza dahil edilen gram
negatif bakterilerin Siiziik ve arkadaslarinin yaptig1 calismadan oransal olarak daha

yiiksek olmasindan kaynaklanmis olabilir.
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Leli ve arkadaslarinin Tween ® 80 protein ekstraksiyonu yontemini kullanarak
109 kan kiiltiirii sisesinden MALDI-TOF MS ile yaptiklari hizli tanimlama
calismasinda, tiir diizeyinde tanimlama basaris1 %77,9 toplam tiir ve cins diizeyindeki
tanimlama basarisimt  %91,7 olarak bulunmustur. Gram negatif bakterilerin
tanimlanma basarist %100, gram pozitif bakterilerin ise %91,9 olarak bulunmustur
[53]. Calismamizda tiir ve cins diizeyinde toplam tanimlama basarisi Leli ve
arkadaslarinin yaptig1 calismayla uyumlu ve gram negatif bakterilerin toplam tiir ve
cins diizeyinde tanimlama basarist %100, gram pozitif bakterilerin toplam tiir ve cins

diizeyinde tanimlama basaris1 %94,7 bulunmustur.

Cubuk ve arkadaslari, 2021 yilinda Tween ® 80 protein ekstraksiyonu
yontemini uygulayarak toplam 97 steril viicut sivist 6rnegini iceren kiiltiir sisesine
MALDI-TOF MS ile hizli tammlama prosediiriinii uygulamislardir. Arastirmacilar
orneklerin %53,6’s1 tiir diizeyinde, %81,4’1 cins diizeyinde tanimlamistir [64]. Bizim
calismamiza benzer sekilde (%58,8) tiir diizeyi basar1 orani elde etmislerdir. Cins
diizeyinde toplam basar1 oran1 bizim calismamizda daha yiiksek (%97,3) bulunmustur.
Bunun sebebi Cubuk ve arkadaslarmin yaptigi c¢alismada kan Orneklerine yer
verilmemesi, bizim c¢alismamizin biiyiikk c¢ogunlugunun ise kan Orneklerinin
olusturmast nedeniyle yontemin kan Orneklerinde daha 1iyi ¢aligmasindan

kaynaklandig1 diistintilmiistiir.

Hizli tanimlama yontemlerinde kan kiiltiirii siselerinden alinan orneklere
uygulanan ekstraksiyon yonteminde kullanilan ¢ozeltilerin tanimlama bagarisini
etkileyebilecegi One siiriilmiistiir. Chen ve arkadaslarinin yaptigi calismada, 92
monomikrobiyal iireme tespit edilen kan kiiltiirii sisesinden protein ekstraksiyonunda
saponin ve MALDI Sepsityper kiti kullanilmis, saponin ekstraksiyonuyla, tiir
diizeyinde %380,4 ve cins diizeyinde %96,7 tanimlama basaris1 elde etmislerdir.
MALDI Sepsityper kiti kullanilarak yapilan ekstraksiyon sonucunda ise, tiir diizeyinde

%81,5 ve cins diizeyinde %93,5 tanimlama basarisi bildirmislerdir [65].

Tanner ve arkadaglarimin 2017 yilinda yaptigi bir c¢aligmada, protein
ekstraksiyonunda, sodyum dodesil siilfat (SDS), saponin, MALDI Sepsityper kitinin
hizli tanimlama performansi karsilastirilmistir. Calismaya pozitif sinyal veren 176 kan

kiltlirii sigsesi dahil edilmistir. Bu kiiltiirlerin 144’tinde monomikrobiyal ve 32’sinde
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polimikrobiyal {ireme tespit edilmistir. Monomikrobiyal kan kiiltiirii sigselerinden hizli
tanimlama ile elde edilen sonuglara bakildiginda SDS, saponin ve MALDI Sepsityper
kiti ile yapilan ekstraksiyon islemleri sonunda tiir diizeyinde sirasiyla, %60, %48 ve
%063; cins diizeyinde sirasiyla %72, %69 ve %74 tanimlama basarisi elde saptanmistir

[66].

Calismamizda Tween ® 80 kullanarak yaptigimiz ekstraksiyon sonucu tiir
diizeyinde daha diisiik oranda basar1 (%58.8) elde edilmesinin nedeni ekstraksiyon
yontemlerinde  kullanilan  ¢ozeltilerin ~ farkli  olmasindan  kaynaklandigini

diisiinmekteyiz.

Sepsiste etkili antibiyotik tedavisinin hastalarin mortalitesinin azalttigini
bildiren yayinlar mevcuttur [67]. Kullanilan antibiyotiklere direng gelisiminin artmasi
sebebiyle ampirik tedavilerin basarisizligi da artmaktadir [3]. Tedavide dogru
antibiyotigin kullanilmasi icin, sepsis ve kan dolasim enfeksiyonlarindaki etkenlerin
erken belirlenmesi kadar antibiyotik duyarlilik testlerinin de kisa slirede sonuglanmasi
biiyilk onem tagimaktadir. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda uygulanan
geleneksel yontemlere gore sepsiste ve kan dolasim enfeksiyonlarinda etken
mikroorganizmay1 tanimlamak ve antibiyotik duyarlilik sonuglarini elde etmek i¢in
yaklagik 48 saate ihtiya¢ vardir. Bu siirelerin kisalmast i¢in hizli tanimlama
prosediirlerine ek olarak hizli antibiyotik test uygulamalarina da ihtiyag
duyulmaktadir. Pozitif kan kiiltiiri sisesinden direkt inokiilasyon ile kisa inkiibasyon
saatleri kullanilarak antibiyotik duyarlilik testlerinin yapilmasi1 1980 yilindan beri
uygulanmakta olup bu testlerin standardizasyonu olmadigi i¢in rutin laboratuvar
uygulamalar arasina girememistir. EUCAST 2019 yilinda kan kiiltiirii sisesinden
direkt antibiyotik duyarlilik testleri i¢in kisa inkiibasyon saatlerine ait zon g¢ap1 sinir
degerleri olusturarak HADT yontemini gelistirmis ve yaymlamistir. Ancak bu
yontemin de bazi kisithliklari mevcuttur. HADT yontemine gore sadece belirli
bakteriler ve bu bakterilere ait belirlenmis bazi antibiyotikler test edilebilir. Ayrica
HADT yonteminde hata oranlarini ve tedavi basarisizligini engellemek i¢in teknik
belirsizlik alan1 (ATU) denilen zon ¢aplar1 duyarl veya direngli olarak yorumlanmaya
uygun degillerdir. HADT yontemine gore test edilen antibiyotik sonucu ATU olarak

degerlendiriliyorsa, o antibiyotik i¢in hizli duyarlilik sonucunun verilmemesi 6nerilir.
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Duyarlilik sonucu i¢in ek olarak rutin antibiyotik duyarlilik testlerinin yapilmasina

ihtiya¢ vardir.

Akerlund ve arkadaslarinin 2017 ve 2018 yillar1 arasinda 55 Avrupa
laboratuvarinin katildig1 ve kan kiiltiirii 6rneklerinden yaptiklart HADT ¢alismasinda
EUCAST HADT 1. versiyon sinir degerlerine gore 4. 6. ve 8. saatlerde okunabilen zon
sayis1 oranlari sirastyla %88, %96 ve %96 ve ATU oranlari sirastyla %30, %19 ve %15
olarak bulunmustur. HADT ndeki duyarli ve direngli sonuglar iizerinden (hata
sayisinin toplam duyarli ve direngli izolat sayisina orani), disk difiizyon testine gore
testin hatalar1 hesaplanmistir. HADT’in 4. 6. ve 8. saatlerde CBH oranlar1 sirasiyla,
%0,2, %0,4 ve %0,5, BH oranlari, %2,1, %1,1 ve %0,9 olarak bulunmustur. HADT 1n
standart disk diflizyona gore kategorik uyumu 4. 6. ve 8. saatlerde sirasiyla, %97,
%97,9 ve %97,8 olarak hesaplanmistir [6].

Martin ve arkadasglarinin HADT yontemini gram negatif kan dolagim
enfeksiyon etkenlerine uyguladiklari ve 61 izolatin (41 E.coli, 11 K.pneumoniae ve 9
Paeruginosa) dahil edildigi ¢alismada, testin inkiibasyonunun 4. 6. ve 8. saatlerinde
okunabilen zon sayis1 oranlar1 %92,6, %97,3 ve %99,5, ATU degerleri sirastyla, %9,4,
%5,5 ve %4,4 olarak bulunmustur. HADT’ ndeki duyarli ve direngli sonuglar
tizerinden, disk difiizyon testine gore testin hatalar hesaplanmistir. CBH ve BH
yalnizca 4. saatte tespit edilebilmis ve sirasiyla %0,2 ve 9%0,3 olarak bulunmustur.
HADT yonteminin standart disk difiizyona gore kategorik uyumu ise 4. 6. ve 8.
saatlerde sirasiyla %99,3, %99,6 ve %99,6 olarak saptanmistir [7].

Taysi ve arkadaslarmin toplam 111 izolatla yaptiklar1 calismada, MALDI-TOF
MS kullanmadan basit tanimlayici testler ile kan kiiltiirtinden iiretilen bakterilere
HADT yontemini uygulamiglar ve sonuglarini standart disk difiizyon sonuclartyla
karsilastirmiglardir. Calismada 4. 6. ve 8. saatlerde okunabilen zon sayisi oranlari
sirastyla %88.,4, %98,8 ve %99,9 iken, ATU olarak degerlendirilen sonuglar sirasiyla
%12,3 %8,8 ve %7,2 olarak bulunmustur. HADT ndeki duyarl ve direngli sonuglar
tizerinden, disk difiizyon testine gdre hatalar hesaplandiginda; 4. 6. ve 8. saatlerde
CBH oranlan sirasiyla % 0,7, %1,3 ve %1,2, BH oranlar1 %0,9, %0,9 ve %1 ve KH

oranlart %1,1, %1 ve %]1 olarak saptanmistir. HADT sonuclarinin standart disk
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difiizyona gore kategorik uyumu ise 4. 6. ve 8. saatlerde sirastyla %97,3 %96,7 ve
%96,8 olarak hesaplanmistir [8].

Jasuja ve arkadaglarinin kan disindaki diger steril viicut sivi kiiltiirlerinde
tireyen 345 izolatin EUCAST HADT antibiyotik duyarhiliklarini arastirdiklar1 bir
calismada, testin 6. inkiibasyon saatindeki HADT sonuclari, ayni izolatlara ait
Vitek 2 otomatize sistem sonuglartyla karsilastirilmistir HADT inin ATU oran1 %8,7
olarak bulunmustur. HADT ndeki duyarli ve direngli sonuglarin toplami iizerinden,
disk difiizyon testine gore hatalar hesaplandiginda; CBH tespit edilememis olup, BH
oran1 %3,1 ve KH oran1 %0,9 olarak hesaplanmigti. HADT yonteminin Vitek 2

otomatize sistem sonuglara gore kategorik uyumu %96,5 olarak bulunmustur [68].

Antibiyotik duyarlilik testlerinin uygulanabilir oldugunu gostermek igin
referans antibiyotik duyarlilik testleriyle karsilastiran elde edilen sonuglarin belirli
hata oran simirlarinda olmasi1 gerektigini bildiren standartlar yayinlanmistir. Bu
standartlardan biri, ABD Gida ve Ilag Dairesinin (FDA), ticari bir antibiyotik
duyarlilik testinin uygulanabilir oldugunu degerlendirmek ve onaylamak igin
belirledigi kriterleri icermektdedir. Bu kritere gore, test edilecek yontem referans
yonteme gore degerlendirildiginde, testin kategorik uyumunun >%90, ¢ok biiyiik hata
oraninin <%1,5, biiylik hata oraninin <%3,0 ve kiiciik hata oraninin <%10 olmasi

gerektigi seklindedir [55].

Calismamizda HADT yontemi sonuglari, disk difiizyon yontemi sonuglariyla
FDA kriterine gore karsilastirildi, HADT’inin hata say1 ve oranlar1 hesaplandi.
HADT’inin 4. 6. ve 8. saatlerde CBH oranlar sirasiyla, %8,2, %7,0 ve %7,4; BH
oranlar sirastyla %0,9, %0,8 ve %0,7; KH oranlar sirasiyla %0,2, %0,4 ve %0,5
olarak bulundu. HADT yonteminin standart disk diflizyona gore kategorik uyumu ise
4. 6. ve 8. saatlerde sirasiyla %95,4 %96,4 ve %96,3 olarak hesaplandi. En yiiksek
CBH oranlar1 ampisilin ve amoksisilin/klavulanik asite aitti.  Calismamizda
HADT’inin CBH oranlart literatiirdeki yapilan c¢aligmalardan daha yiiksek
bulunmustur. Bu durum c¢alismamizda HADT versiyon 6.1 sinir deger tablolarinin
kullanilmasi, HADT versiyon 6’dan onceki sinir deger tablolarinda ampisilin ve
amoksisilin/klavulanik asit antibiyotiklerine ait sinir degerleri bulunmamasi nedeniyle

diger caligmalara bu antibiyotiklerin dahil edilmemesinden kaynaklanabildigini
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diisiinmekteyiz. Ayrica ¢alismalarin ¢ogunda hata oranlarinin direngli ve duyarli izolat
sayisina boliinerek elde edildigi goriilmiistiir. Caligmamizda hata oranlari ise, kriterde

belirtilen formiiller iizeriden hesaplanmustir.

Calismamizda steril siv1 kiiltiirlerinden izole edilen izolatlara ait inhibisyon zon
caplarmin literatiirdeki ¢alismalara benzer olarak okunabilme oranlarinin (%96,4,
%99.9 ve %100) inkiibasyon siireleriyle (4., 6. ve 8.) arttig1, teknik belirsizlik alanm
(ATU) sonuglarmin  (%12.,8, %7,9, %6,2) inkiibasyon siireleriyle azaldig:

bulunmustur.

Steril s1ivi1 kiiltiirlerinde en sik izole edilen E.coli ve K.pneumoniae izolatlarinin
HADT ve standart disk diflizyon yontemi sonuglari karsilastirildiginda; ATU sonuglari
en fazla 4. saatte piperasilin tazobaktamda, 6. ve 8. saatlerde amoksisilin klavulanik
asitte oldugu bulunmustur. HADT inin CBH sayilar1 4. 6. ve 8. saatlerde sirasiyla, 40
(%38.9), 34 (%7,6) ve 36 (%8,0), BH sayilart 13 (%1,9), 6 (9%0,9) ve 7 (%1,0), KH
sayilar1 6 (%0,5), 8 (%0,7) ve 9 (%0,8) olarak hesaplanmistir. BH ve KH oranlar1 FDA
kriterlerine uymasina karsin CBH oranlar1 yiiksek bulunmustur. Bu, test edilen yeterli
sayida direngli izolatin olmamasindan kaynaklanmis olabilir. Tiim antibiyotikler
icinde her ii¢ inkiibasyon saatinde amikasin ve meropeneme ait CBH oran1 her iki
antibiyotik i¢in de %0, BH orani sirasiyla %1,3 ve %]1,7 ve KH oran1 sirasiyla %0 ve
%2,4 (4. Saatte %0, 6 ve 8. Saatlerde %2,4) bulunmustur. Inkiibasyonun 6. saatinden
itibaren siprofloksasin, seftazidim avibaktam ve piperasilin tazobaktama ait CBH ve
BH orani her iiclinde de %0, KH oram sirastyla %2.4, %0 ve %0 bulunarak bu
antibiyotiklerin FDA kriterlerine gére uygulanabilir oldugu tespit edilmistir. FDA
kriterlerine uymayan antibiyotiklerin; ampisilin, amoksisilin klavulanik asit,
seftazidim, gentamisin, sefotaksim, imipenem, levofloksasin, trimetoprim

sulfametoksazol ve tobramisin oldugu goriilmiistir.

Martins ve arkadaslarinin HADT yontemini gram negatif kan dolasim
enfeksiyon etkenlerine uyguladiklari ve 61 izolatin (36 E.coli, 25 K.pneumoniae) dahil
edildigi ¢alismada 8 antibiyotik test edilmistir. Test edilen antibiyotikler icinde, 4.
saatte en yiiksek KH (%35) ve BH (%5) piperasilin tazobaktamda bulunurken; 6. saatte
en yliksek KH (%9,8) amikasinde bulunmustur. En yiiksek CBH, 4. ve 6. saatlerde

gentamisin ve tobramisinde gozlenmistir. En iyi kategorik uyum 4. saatte
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siprofloksasinde (%94,6), 6. saatte gentamisinde (%98,4) bulunmustur [69].
Calismamizda HADT’inde 52 E.coli ve 31 K.pneumoniae izolati sirasiyla 14 ve 13
antibiyotikle ¢alisilmistir. Her iki izolat i¢in de test edilen antibiyotikler i¢inde 4. saatte
en ylksek CBH seftazidim avibaktamda (%50), 6. saatte trimetoprim
stilfametoksazolde (%?20,6) ve 8. saatte amoksisilin klavulanik (%23,2) asitte
bulunmustur. En yiliksek BH, 4. saatte amoksisilin klavulanik asitte (%7,4), 6. ve 8.
saatlerde trimetoprim siilfametoksazolde; en yiliksek KH, 4. 6. ve 8. saatlerde
trimetoprim  siilfametoksazolde bulunmustur. Martins ve arkadaslarinin yaptigi
calismada bu antibiyotiklere yer verilmemistir. Calismamizda en iyi kategorik uyum
4. saatte seftazidim avibaktamda (%98,8), 6. ve 8. saatlerde piperasilin tazobaktam

(%100) ve seftazidim avibaktamda (%100) goriilmiistiir.

Berinson ve arkadaslarinin gram negatif bakterilere HADT yontemini
uygulayarak gergeklestirdigi bir calismada; E.coli ve K. pneumoniae ATU sonucu test
edilen antibiyotikler i¢inde en fazla piperasilin/tazobaktamda goriilmistir. CBH
oranlar1 E.coli de en fazla sefotaksimde, K.pneumoniae’de piperasilin/tazobaktamda

bulunmustur [70].

Calismamizda E.coli’de en fazla ATU sonucuna sebep olan antibiyotikler;
amoksisilin klavulanik asit, piperasilin tazobaktam ve seftazidim, K. pneumoniae’da
imipenem ve Paeruginosa’da piperasilin tazobaktam’di. E.coli’de en fazla CBH,
ampisilin ve amoksisilin klavulanik asitten kaynaklanirken, K. pneumoniae’da

trimetoprim sulfametoksazolden kaynaklandi.

Calismamizda 45 S.aureus, izolatina HADT yontemi uygulanmis ancak CBH,
BH ve KH bulunmamistir. Bu ¢alismaya aldigimiz S.aureus izolatlarinin test edilen
antibiyotiklere kars1 diren¢ oranlarinin az olmasindan kaynaklanmis olabilir.
Calismaya 4 A.baumanni ,9 P.aeroginosa, 8 E.faecalis ve 4 E. Faecium izolat1 alinmas,

bu izolatlarin sayisi az oldugu i¢in hata oranlar1 hesaplanmamustir.

Akerlund ve arkadaslarinin yaptigi ¢aligmada 62 GSBL pozitif E.coli ve
K.pneumoniae izolatlarinin HADT yoOntemiyle bu diren¢ mekanizmasini tespit
edebilme durumu degerlendirilmistir [6]. Calismalarinda GSBL {ireten izolatlarin
timii HADT yontemiyle sefotaksim ve seftazidim tarama siir degerleri kullanilarak

tespit edilebilmistir. Taysi ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada 44 GSBL pozitif E.coli
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ve K.pneumoniae izolatina HADT GSBL tarama sinir degerleri uygulanarak direng
mekanizmasint tespit etmeye calismiglardir. GSBL pozitif tiim izolatlar HADT
yontemiyle dogru bir sekilde tespit edilebilmistir. Inkiibasyonun 4. saatinde 1 izolatta
ve inkiibasyonun 8. saatinde 1 izolatta GSBL tarama sonucu yanlis pozitif olarak

bulunmustur [8].

Calismamizda 47 GSBL pozitif E.coli ve K.pneumoniae izolatina HADT
GSBL tarama sinir degerleri uygulandi ve 45 GSBL pozitif izolat dogru bir sekilde
tespit edildi. GSBL pozitif 2 E.coli izolatt HADT yontemine gore tespit edilemedi.

Calismamizda EUCAST HADT yonergesinde sonu¢ degeri bulunmayan
ampisilin, ertapenem ve seftriakson K.pneumoniae izolatlarinda, ertapenem ve
seftriakson E.coli izolatlarinda denenmis ve HADT sonuglart disk difiizyon testi
sonuclariyla karsilagtirllmistir.  E.coli-ertapenem ig¢in 4. 6. ve 8. saatte zon
olusturmayan izolatlar disk difiizyon testinde direng¢li bulunmustur. Disk diflizyon
testinde duyarli izolatlar i¢inde Olgiilen en diisiik zon ¢aplar1 4. saatte 15 mm, 6. ve 8.
saatte 18 mm olmustur. FE.coli-seftriakson i¢in zon olusturmayan izolatlar disk
difiizyon testinde direngli bulundu. Disk difiizyon testinde direngli olan izolatlar i¢inde
en yliksek zon ¢ap1 4. 6. ve 8. saatte 16 mm o6l¢iildii. K.pneumoniae-ampisilin i¢in disk
diflizyon testinde direngli izolatlar i¢inde en yliksek zon cap1 4. saatte 14 mm 6. ve 8.
saatlerde 15 mm olarak 6l¢iildi. K. pneumoniae-ertapenem icin disk diflizyon testinde
direngli izolatlar i¢inde en yliksek zon ¢ap1 4.ve 6. saatlerde 13 mm 8. saatte 16 mm
olarak Olciildii. K.pneumoniae-seftriakson disk difiizyon testinde direncli izolatlar
icinde en yiiksek zon ¢ap1 4. saatte 12 mm, 6. saatte 13 mm ve 8. saatte 15 mm olarak
Olclildii. Zon ¢aplarimin dogru yorumlanabilmesi i¢in daha fazla izolatla calisma

yapilmasina ihtiyag¢ vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda Ekim 2023 ve Subat 2024 tarihleri arasinda kiiltiir islemleri igin
gonderilen kan ve diger steril viicut sivilarina, kiiltiir siselerinden dogrudan tanimlama
ve lreyen izolatlara hizli antibiyotik duyarlilik test islemleri uygulandi. Hizl
antibiyotik duyarlilik testi yontemi, standart disk difiizyonla karsilastirilarak bu

yontemin dogrulugu arastirildi. Calisma sonuglar1 soyleydi:

Sivas Cumbhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda Ekim 2023 ve Subat 2024 tarihleri arasinda kiiltiir islemleri igin
gonderilen kan ve diger steril viicut sivilarina, kiiltiir siselerinden dogrudan tanimlama
ve lireyen izolatlara hizli antibiyotik duyarhilik test islemleri uygulandi. Hizlh
antibiyotik duyarlilik testi yontemi, standart disk difiizyonla karsilastirilarak bu

yontemin dogrulugu arastirildi. Calisma sonuglari sdyleydi:

1. Toplam 153 izolatin 142’si kan kiiltiirlerinden, 11°1 diger steril viicut sivilarinin
kiiltiirtinden elde edildi.

2. lIzolatlarin 96’s1 gram negatif, 57°si gram pozitif boyanma 6zelligi gosterdi.
Gram negatif izolatlarin 52’s1 E.coli, 31’1 K. pneumoniae, 9’u P.aeruginosa ve
4’0 A.baumannii idi. Gram pozitif izolatlarin 45°1 S.aureus, 8’1 E.faecalis ve
4’1 E.faecium’du.

3. Yapilan hizli tanimlama ydntemi sonuglari rutin tanimlama yontemiyle
karsilastirildiginda; izolatlarin %58,8’1 tiir diizeyinde, %97,3’ii cins diizeyinde
basarili bir sekilde tanimlandi.

4. Hizli tanimlama yonteminde gram negatif bakteriler i¢in %78,1 tiir diizeyinde,
%100 cins diizeyinde; gram pozitif bakteriler i¢in %26,3 tiir diizeyinde, %93
cins diizeyinde tanimlama basarisi elde edildi.

5. Yapilan hizli antibiyotik duyarlilik testlerinde, okunabilen zon sayisinin
inkiibasyon siiresi arttik¢a arttigi bulundu. Teknik belirsizlik alaninda (ATU)
kalan sonuglarin ise inkiibasyon siiresi arttik¢a azaldig1 bulundu.

6. E.coliizolatlarinin (s=52) HADT sonugclarina bakildiginda kategorik uyum 4.
6. ve 8. saatlerde sirastyla %93,2 %95,3 ve %95,0 olarak bulundu. E.coli
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izolatlarinda en fazla teknik belirsizlik alaninda (ATU) kalan ve CBH nedeni
olan antibiyotik, amoksisilin klavulanik asit oldu. E.coli izolatlarinda test
edilen antibiyotiklerden; amikasin, seftazidim avibaktam, imipenem ve
meropenemin her {i¢ inkiibasyon saatinde de kategorik uyumu %100 bulundu.
Kategorik uyumu en diisiik antibiyotigin ise tiim inkiibasyon saatlerinde de
amoksisilin klavulanik asit oldugu tespit edildi.

. K.pneumoniae izolatlarinin (s=31) HADT sonuglarina bakildiginda kategorik
uyum 4. 6. ve 8. saatlerde sirasiyla %96,6 %97,0 ve %96,7 olarak bulundu.
K.pneumoniae izolatlarinda en fazla teknik belirsizlik alaninda (ATU) kalan
antibiyotik, imipenem ve en fazla ¢ok biiyilk hata nedeni olarak bulunan
antibiyotik ise trimetoprim sulfametoksazol oldu. K. pneumoniae izolatlarinda
test edilen antibiyotiklerden; seftazidim, siprofloksasin, gentamisin,
levofloksasin ve tobramisinin her ii¢ inkiibasyon saatinde de kategorik uyumu
%100 bulundu. Kategorik uyumu en diisiik antibiyotigin ise tim inkiibasyon

saatlerinde de trimetoprim siilfametoksazol oldugu tespit edildi.

. E.coli ve Kpneumoniae izolatlar1 birlikte degerlendirildiginde; tiim
antibiyotikler i¢inde her ii¢ inkiibasyon saatinde amikasin ve meropeneme ait
CBH orani her iki antibiyotik i¢in de %0, BH orani sirasiyla %1,3 ve %1,7 ve
KH orani sirastyla %0 ve %2.,4 (4. Saatte %0, 6 ve 8. Saatlerde %2.,4) bulundu.
Inkiibasyonun 6. saatinden itibaren siprofloksasin, seftazidim avibaktam ve
piperasilin tazobaktama ait CBH ve BH orani her ii¢linde de %0, KH orani
strasiyla %2,4, %0 ve %0 bulunarak bu antibiyotiklerin FDA kriterlerine gore
uygulanabilir oldugu tespit edildi. FDA kriterlerine uymayan antibiyotiklerin;
ampisilin, amoksisilin klavulanik asit, seftazidim, gentamisin, sefotaksim,
imipenem, levofloksasin, trimetoprim sulfametoksazol ve tobramisin oldugu

goriildii.

. Paeruginosa izolatlarimin (s=9) HADT sonuglarina bakildiginda kategorik
uyum 6. ve 8. saatlerde sirasiyla %92,5 ve %95,4 olarak bulundu. P.aeruginosa
izolatlarinda en fazla teknik belirsizlik alaninda (ATU) kalan antibiyotikler,
piperasilin tazobaktam ve sefepim oldu. Paeruginosa izolatlarinda test edilen
antibiyotiklerden; amikasin, siprofloksasin, seftazidim avibaktam, imipenem,

levofloksasin, meropenem ve tobramisinin her ii¢ inkiibasyon saatinde de
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kategorik uyumu %100 bulundu. Kategorik uyumu en diisiik antibiyotigin ise
tiim inkiibasyon saatlerinde de seftazidim oldugu tespit edildi.

A.baumannii izolatlarmin (s=4) HADT sonuglarima bakildiginda kategorik
uyum 4. 6. ve 8. Saatlerin her birinde %100 olarak bulundu. A4.baumannii
izolatlarinda teknik belirsizlik alaninda (ATU) kalan antibiyotik tespit
edilmedi.

S.aureus izolatlarinin (s=45) HADT sonuglarina bakildiginda kategorik uyum
4. 6. ve 8. saatlerin her birinde %100 olarak bulundu. S.aureus izolatlarinda en
fazla teknik belirsizlik alaninda (ATU) kalan antibiyotik, sefoksitin oldu.
E.faecalis izolatlariin (s=8) HADT sonuglarina bakildiginda kategorik uyum
4. 6. ve 8. saatlerin her birinde %100 olarak bulundu. E.faecalis izolatlarinda
en fazla teknik belirsizlik alaninda (ATU) kalan antibiyotik, vankomisin oldu.
E.faecium izolatlarinin (s=4) HADT sonug¢larina bakildiginda kategorik uyum
4. 6. ve 8. saatlerde sirasiyla %100,0 %81,8 ve %383,3 olarak bulundu.
E.faecium izolatlarinda en fazla teknik belirsizlik alaninda (ATU) kalan

antibiyotik, vankomisin oldu.

S.aureus izolatlarinin test edilen antibiyotiklere karsi diren¢ oranlarinin az
olmasi dolayisiyla hata oranlar1 hesaplanmadi. A.baumanni, P.aeroginosa,
E.faecalis ve E.faecium izolatlarinin sayist az oldugu i¢in hata oranlar

hesaplanmadi.

. HADT yo6ntemi GSBL tarama sinir degerleri kullanilarak 47 GSBL pozitif

E.coli ve K.pneumoniae izolatlarinin 45°1 pozitif olarak bulundu.

Calismamizda EUCAST HADT yonergesinde sonu¢ degeri bulunmayan.
E.coli-ertapenem i¢in zon olusturmayan izolatlar disk diflizyon testinde
direngli bulundu. Disk diflizyon testinde duyarli izolatlar i¢inde olgiilen en
diisik zon c¢aplart 8. saatte 18 mm’ydi. E.coli-seftriakson i¢in zon
olusturmayan izolatlar disk difiizyon testinde diren¢li bulundu. Disk diflizyon
testinde direngli olan izolatlar i¢inde en yiiksek zon capr 8. saatte 16 mm
Olciildi. K. pneumoniae-ampisilin i¢in disk difiizyon testinde direngli izolatlar
icinde en yiiksek zon cap1 8. saatlerde 15 mm olarak 6l¢iildii. K.pneumoniae-

ertapenem igin disk difiizyon testinde direngli izolatlar i¢inde en yiiksek zon
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cap1 8. saatte 16 mm olarak 6l¢iildi. K. pneumoniae-seftriakson disk difiizyon
testinde direngli izolatlar i¢cinde en yiiksek zon ¢ap1 8. saatte 15 mm olarak

olciildii.

Sonug olarak c¢aligmamizda uyguladigimiz hizli tanimlama yonteminin kan ve
diger viicut sivilarinda {ireyen bakterileri tanimlayarak hizli taniya yardimci
olabilecegi gosterildi. Standart testle karsilastirilmasi yapilabilen tiirlere ait HADT
sonuglarinda bazi antibiyotikler/bakteri tiirleri i¢cin HADT yOnteminin uygulanabilir
oldugu, bazi antibiyotiklere ait CBH oranlarinin yiiksek bulunmasi nedeniyle testin

daha fazla 6rnekle calisilarak rutin laboratuvar igin gelistirilmesi sonucuna varildi.
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