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EUCAST standart disk difiizyon (DD) kategorizasyonu .............c.ceeu.e...

E.coli ve K.pneumoniae dis1 Enterobacterales isolatlari-ertapenem
(ETP) 10 pg kombinasyonlarina gore inkiibasyonun 4. 6. ve 8.
saatlerinde RAST zon cap1 dagilimlarina karsi EUCAST standart disk

diflizyon (DD) KategoriZaSyonu ..........cc.eeerveeeiieeeireeniieenieeesveeeseveeennveens

Koagiilaz negatif stafilokok-eritromisin (E) 15 pg kombinasyonlarina

gore inkiibasyonun 4. 6. ve 8. saatlerinde RAST zon ¢ap1 dagilimlarina

karst EUCAST standart disk diflizyon (DD) kategorizasyonu.................

S.aureus-eritromisin (E) 15 pg kombinasyonlarina gore inkiibasyonun

4. 6. ve 8. saatlerinde RAST zon ¢ap1 dagilimlarina karst EUCAST

standart disk diflizyon (DD) kategorizasyonu..........cc.cceceeveeveeeeenenceennnene

E.faecalis-teikoplanin (TEC) 30 pg kombinasyonlarma gore

inkiibasyonun 4. 6. ve 8. saatlerinde RAST zon ¢ap1 dagilimlarina karsi

EUCAST standart disk difiizyon (DD) kategorizasyonu .............cccueeneee.

Sekil 10. E.faecium-teikoplanin (TEC) 30 pg kombinasyonlarina gore

inkiibasyonun 4. 6. ve 8. saatlerinde RAST zon cap1 dagilimlarina

karst EUCAST standart disk diflizyon (DD) kategorizasyonu...............
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OZET

Pozitif Sinyal Veren Kan Kiiltiirii Siselerinden, Antimikrobiyal Duyarhhk Testi
Sonu¢larimin EUCAST RAST Disk Difiizyon Yontemi ile Saptanmasi ve Bu

Yontemin Standart Diger Yontemlerle Karsilastirilmasi

Amag: Diinyada kan dolasimi infeksiyonlarinda bakteriyel patojenlerin
antibiyotik direncinin giderek artmasi nedeniyle uygun antibakteriyel tedavinin se¢imi
giderek zorlagmaktadir. Bu nedenle, baglanan ampirik tedavinin dogrulugunun en kisa
siirede analiz edilmesi ve tedavi revizyonu i¢in hizli bakteriyel tanimlama ve
antimikrobiyal duyarlilik testleri (ADT) ¢ok onemlidir. Bu ¢aligmada pozitif sinyal
sonrasi, dogrudan kan kiiltiirii siselerinden EUCAST RAST (hizli antimikrobiyal
duyarlilik testi) yonteminin hastanemizde uygulanabilirligi ve standart disk difiizyon
yontemine kiyasla bu yoOntemin yeteneginin test edilmesi planlanmistir. Ayrica
EUCAST RAST 2020 yonergesinde bulunmayan bazi organizma-ajan
kombinasyonlari i¢in inkiibasyonun 4. 6. ve 8. saatlerinde 6l¢iim yapilarak literatiire

katki saglanmas1 amaglanmustir.

Yontem: 30 Kasim 2020 ile 1 Haziran 2021 tarihleri arasinda kan kiiltiirii
orneklerine RAST prosediirii uygulandi. inkiibasyonun 4. 6. ve 8. saatlerinde Gram
boyama ve basit tanimlayici testler (BTT) ile dngoriilen bakteri tiirlerine gore elde
edilen kategorik sonuglar, standart EUCAST 16-20 saatlik disk diflizyon sonuclartyla
karsilastirildt ve bu yontemin kategorik hata oranlar1 belirlendi. Son bakteri
tanimlamalar1 yapildiktan sonra da yontemin gergek kategorik sonuglari belirlendi.
Ayn1 zamanda EUCAST 2020 RAST ydnergesinde bulunmayan bazi organizma-ajan

kombinasyonlari i¢in inkiibasyonun 4. 6. ve 8. saatlerinde zon ¢ap1 6l¢iimleri yapildu.

Bulgular: Yontemin gergek kategorik sonucglarini saptamak i¢in toplam 111
izolat ve 22 antibiyotik degerlendirilerek, 4. saat i¢in 982, 6. ve 8. saat icin 998
antibiyotik-bakteri kombinasyonunun kategorik hata oranlar1 arastirildi. Okunabilen
(%88,4, %98,8, %99,9) ve yorumlanabilen (%87,7, %91,2, %92,) zon ¢ap1 oranlari
inkiibasyon siiresiyle (4. 6. ve 8. saat) artmisti. Cok biiyiik hata (CBH) oranlar
inkiibasyonun 4. 6. ve 8. saatlerinde sirasiyla % 0,7, %1,3, %]1,2, biiyiik hata (BH)
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oranlart %0,9, %0,9, %1 olmak iizere kabul edilebilir diizeydeydi. Yontem Gram
boyama ve BTT’ler ile 0Ongoriilen bakteri tiirlerine gore uygulandiginda
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Streptococcus
pneumoniae, Acinetobacter spp, Pseudomonas spp. izolatlart i¢in gercek kategorik
sonuglarla ayni1 sonuglar elde edilmistir. Enterobacterales takimi i¢in 80 izolat, 11
antibiyotik degerlendirilerek toplam 880 bakteri-antibiyotik kombinasyonu, E.coli ve
K.pneumoniae’nin EUCAST RAST zon sinir degerlerine gore olusturulan tablolarla
test edildi. Buna gére CBH oranlar1 4. 6. ve 8. saatlerinde sirasiyla % 0,6, %1.,4, %1,3,
BH oranlar %1,1, %0,8, %0,9 olmak iizere kabul edilebilir diizeydeydi. Koagiilaz
negatif stafilokoklar i¢in S. aureus’un EUCAST RAST zon siir degerleri kullanildi.
Buna gore CBH oranlar1 inkiibasyonun 4. 6. ve 8. saatlerinde sirasiyla % 0, %1,7,

%1,2, BH oranlar1 %0, %1,7, %0 saptandi.

Sonu¢: EUCAST RAST yontemi ucuz, kolay ve gilivenilir olmasi nedeniyle
bir¢ok laboratuvarda rahathikla kullanilabilir. Ancak izolatlarin erken tanimlanmasi
icin pahali otomatize sistemlerin gerekmesi, yontemi ¢ogu laboratuvar igin
zorlagtirmaktadir. Calismamizda Gram boyama ve BTT’ler vasitasiyla EUCAST

RAST yonteminin giivenle uygulanabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: RAST, EUCAST, Kan kiiltiirti, Basit tanimlama

yontemleri
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ABSTRACT

Detection of Antimicrobial Susceptibility Test Results From Positive Signal
blood Culture Bottles by EUCAST RAST Disk Diffusion Method and
Comparison of This Method With Other Standard Methods

Aim: Due to the increasing antibiotic resistance of bacterial pathogens in
bloodstream infections around the world, the selection of appropriate antibacterial
therapy is becoming increasingly difficult. Therefore, rapid bacterial identification and
antimicrobial susceptibility tests (AST) are very important to analyze the accuracy of
the empirical treatment as soon as possible and for treatment revision. In this study, it
is planned to test the feasibility of the EUCAST RAST (rapid antimicrobial
susceptibility test) method directly from blood culture bottles in our hospital after a
positive signal and the ability of this method compared to the standard disc diffusion
method. In addition, it is aimed to contribute to the literature by measuring at the 4th,
6th and 8th hours of incubation for some organism-agent combinations that are not

included in the EUCAST RAST 2020 directive.

Method: Between 30 November 2020 and 1 June 2021, RAST was performed
to blood culture samples. The categorical results obtained according to the bacterial
species predicted by Gram stain and simple descriptive tests (SDTs) at the 4th, 6th and
8th hours of the incubation were compared with the standard EUCAST 16-20 hour
disk diffusion results, and the categorical error rates of this method were determined.
At the same time, zone diameter measurements were made at the 4th, 6th and 8th hours

of incubation for some organism-agent combinations that are not included in the

EUCAST 2020 RAST directive.

Results:In order to determine the true categorical results of the method, a total
of 111 isolates and 22 antibiotics were evaluated, and the categorical error rates of 982
antibiotic-bacteria combinations at the 4th hour and 998 antibiotic-bacteria
combinations at the 6th and 8th hours were investigated. The number of readable
(88.4%, 98.8%, 99.9%) and interpretable (87.7%, 91.2%, 92%) zone diameters

increased with incubation time (4th, 6th and 8th hours). Very major error (VME) rates

Xiv



were at acceptable levels at the 4th, 6th and 8th hours of incubation, 0.7%, 1.3%, 1.2%,
and major error (ME) rates of 0.9%, 0.9%, and 1%, respectively. When the method
was applied according to the bacterial species predicted by Gram stain and SDTs, the
same results were obtained with the true categorical results for Staphylococcus aureus,
Enterococcus  faecalis, Enterococcus faecium, Streptococcus pneumoniae,
Acinetobacter spp, Pseudomonas spp. isolates. For Enterobacterales, evaluating 80
isolates and 11 antibiotics, a total of 880 bacteria-antibiotic combinations were tested
with tables created according to EUCAST RAST breakpoints of E.coli and
K.pneumoniae. According to this method, VMErates were at acceptable levels at the
4th, 6th and 8th hours of incubation, 0.6%, 1.4%, 1.3%, and ME rates of 1.1%, 0.8%,
0.9%, respectively. EUCAST RAST breakpoints of S. aureus were used for coagulase
negative staphylococci. According to this, VME rates were 0%, 1.7%, 1.2%, and ME
rates were 0%, 1.7% and 0% at the 4th, 6th and 8th hours of incubation, respectively.

Conclusion: EUCAST RAST method can be used easily in many laboratories
because it is cheap, easy and reliable. However, the need for expensive automated
systems for early identification of isolates makes the method difficult for most
laboratories. In our study, it has been shown that the EUCAST RAST method can be
applied safely by Gram staining and SDTs.

Keywords: RAST, EUCAST, Blood culture, Simple descriptive tests

XV



1. GIRIS VE AMAC

Sepsis diinya genelinde morbidite ve mortalitenin artisindan sorumlu olan
baslica hastaliklardan biridir (1). Yapilan calismalarda sepsise bagli hastane
mortalitesinin %20-60 arasinda gozlendigi, etkin tedavi ilk bir saatte baslanirsa bu
oranin yaklasik %20, 6 saatten sonra baslanmasi halinde %70 seviyelerine ¢iktig1
saptanmistir (2-4). Kan kiiltiirii kan dolasimi infeksiyonlarinin tani, tedavi ve
prognozunu en iyi sekilde belirlemenin yontemidir (5). Efektif antimikrobiyal
tedavideki  gecikmeden, etkenin tamimlanmasi ve kiiltiir  duyarliliginin
saptanmasindaki gecikmelerin sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir (6). Glinlimiizde
mikroorganizmalarin tanisinda ve antimikrobiyal duyarlilik testlerinde (ADT) cesitli
otomatize sistemler veya disk difiizyon (DD) testleri ve geleneksel tanimlama
yontemleri kullanilmaktadir. Rutin laboratuvarlarda bu yontemlerden en sik
ekonomik, hizli, kolay ve kontaminasyon riski diisiikk olmasindan dolay1 Kirby-Bauer
disk difiizyon testi kullanilmaktadir (7). Otomatize sistemlerle bile tanimlama ve
antibiyotik duyarliligi, kan kiiltiir sislerinin pozitif sinyal vermesinden yaklasik 36 saat
sonra yapilabilmektedir. Bu siirenin konvansiyonel disk difuzyon yontemi ile 48 saate
kadar ¢ikabildigi bilinmektedir. Bu durum etkili antibiyotik tedavisinin baglanmasini
geciktirmekte veya baslangi¢ tedavisi olarak genis spektrumlu antibiyotiklerin tercih
edilmesini zorunlu kilmaktadir. Ayrica bu durum hastalarin hastanede kalig siirelerini

uzatmakta ve hastane i¢i maliyetlerini artirmaktadir (1).

Klinik olarak sepsis diisiiniilen hastalarda, morbidite ve mortalite oranlarini
azaltmak icin efektif ampirik antibakteriyel tedavinin en kisa siirede baglanmasi
gerekmektedir. Diinyada bakteriyel patojenlerin antibiyotik direncinin giderek artmasi
nedeniyle, baslanacak uygun antibakteriyel tedavinin se¢imi giderek zorlasmaktadir.
Bu nedenle, baslanan ampirik tedavinin dogrulugunun en kisa siirede analiz edilmesi
ve tedavi revizyonu i¢in hizli bakteriyel tanimlama ve ADT'nin 6nemi giderek
artmaktadir. Bu ¢alismada pozitif sinyal sonrasi, dogrudan kan kiiltiirii siselerinden
EUCAST RAST (hizlh antimikrobiyal duyarlilik testi) yonteminin hastanemizde
uygulanabilirligi ve standart disk difiizyon yontemine kiyasla bu yontemin yeteneginin

test edilmesi planlanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. SEPSIS

En giincel hali ile sepsis, infeksiyona kars1 gelisen diizensiz konak cevabiyla
olusan ve hayat1 tehdit eden organ disfonksiyonu olarak tanimlanmaktadir. Amerika
Birlesik Devletlerinde (ABD) en maliyetli saglik bakim problemi olup yillik
maliyetinin ortalama 23,7 milyar dolar oldugu bilinmektedir(8). 2011 yilinda
ABD'deki toplam hastane maliyetlerinin 20 milyar dolardan (% 5,2) fazlasini sepsis
kaynakli bakim hizmetleri olusturmustur (9). Bununla birlikte diinyada yilda 31,5
milyon sepsis, 19,4 milyon agir sepsis vakasmin gelistigi ve bu vakalarin 5,3
milyonunun 6ldiigii tahmin edilmektedir (10). Ortak diisiince sepsisin ¢ok acil bir
durum olarak kabul edilmesi (11) ve diinya ¢apinda yiiksek 6liim orani ve artan yiiksek
saglik maliyetlerine neden olmasidir. Zamaninda ve etkili antimikrobiyal tedavi
baslanmasinin bu hastalarda mortalite oranint énemli dl¢lide azalttigi bilinmektedir

(12).
2.1.1. Tanimlar ve Terminoloji

Sepsis infeksiyona konagm verdigi sistemik enflamatuvar cevaptir. Onceki
yillarda sepsis ve sepsis ile ilgili klinik durumlarin tanimlanmasinda bakteriyemi,
septisemi, sepsis, sepsis sendromu ve septik sok gibi kavaramlar kullanilmistir.
‘College of Chest Physicians ve Society of Critical Care Medicine (ACCP/SCCM)’
1991 yilinda yaptiklar1 ortak toplantida sepsis ile ilgili tanimalar1 belirlemislerdir
(13).2001 yilinda ACCP/SCCM konferansinda daha yeni veriler bulunamamasindan
dolay1 bu tanimlamalarin kullanilmaya devam edilmesi planlanmistir(14).Bu yiizden
sepsis, septik sok ve organ disfonksiyonu tanimlari biiyiik 6l¢iide 20 yildan fazladir

degismeden kalmistir (9).Bu tanimlar asagidaki gibidir(14):

2.1.1.1. infeksiyon: Normal steril doku, sivi veya viicut boslugunun

mikroorganizmalar tarafindan istila edilmesinin neden oldugu patolojik bir siiregtir.



2.1.1.2. Bakteriyemi: Dolagimda bakteri bulunmasidir ve kan kiiltiiriinde

ureme olmasi ile tani konulur

2.1.1.3. Sistemik inflamatuar yanit sendromu (SIRS): Asagidaki durumlarin

2 ya da daha fazlasin1 bulunmasi durumudur:

* Viicut 1s1s1 > 38 °C ya da <36 °C
» Kalp hiz1 > 90 atim/dk
* Solunum sayis1 > 20/dk ya da PaCO2 < 32 mmHg

+  Lokosit say1s1 > 12.000 hiicre/mm? veya < 4.000 hiicre/mm? ya da periferik

yaymalarinda > %10 immatiir hiicre formlarin bulunmasi

2.1.1.4.Sepsis: Infeksiyona karsi olusan sistemik inflamatuvar cevaptir.
Dogrulanmis ya da siiphelenilen infeksiyonun yaninda SIRS bulgularindan iki veya

daha fazlasinin bulunmasidir.

2.1.1.5. Agir sepsis: Sepsisle beraber, hipoperflizyon ya da hipotansiyona bagli

organ disfonksiyonu bulunmasi durumudur.

2.1.1.6 Septik sok: Uygun s1v1 replasmanina karsin hipotansiyon ve perfiizyon

bozuklugunun devam etmesidir.

Bu klinik tablolar pankreatit, yanik, cerrahi travma gibi durumlarda infeksiyon
eslik etmeden de olusabilmektedir. Ayrica yenidogan, malignite ve kazanilmis immun
yetmezlik sendromu gibi immiinsupresif hastalar, travma sonrasi ve yasli hastalar gibi
0zel hasta gruplarinda mevcut kriterler bulunmaksizin infeksiyon gelisebilmektedir.
Bu yiizden bu kriterlerin duyarliliginin ytiksek, 6zgiilliigii diisiik oldugu ayn1 zamanda
hastaligin derecesi hakkinda bilgi vermedigi fark edilmistir (15). Tiim bu nedenlerle
2016 yilinda yapilan “Europan Society of Intensive Care Medicine” ve “Society of
Critical Care Medicine” in uzlasi toplantisi sonucu Sepsis-3 kriterleri ve tedavi rehberi

tanimlanmistir. Bu yeni rehber ile birlikte tanimlar giincellenirken, SIRS ve agir sepsis



kavramlar1 kullanimdan kaldirilmistir(9). Bu kilavuza gore sepsis, kanitlanmis veya
olas1 infeksiyon varliginda SOFA (Sequential Organ Failure Assesment ) skorunun 2
ya da daha fazla olmasi, septik sok ise sepsisle beraber hipovolemi olmamak kaydiyla
ortalama arteryal basinci (OAB) 65 ve lizerinde tutmak i¢in vazopressor gereksinimi
duyulmast ve serum laktat diizeyinin >2 mmol/L(18 mg/dl) olmasi olarak

tanimlanmustir(9).

2.1.2. Epidemiyoloji

Sepsis, milyonlarca kisiyi etkileyen kiiresel bir saglik sorunudur (10). Sepsis
insidans1t ABD de yilda 100,000 insanda 535 vaka olarak gosterilmistir (16). Bununla
birlikte diinyada yilda 31,5 milyon sepsis, 19,4 milyon agir sepsis vakasinin gelistigi
ve bu vakalarin 5,3 milyonunun 61diigii tahmin edilmektedir (10). Gelismis iilkelerde
daha uzun olan yasam siiresiyle beraber artan kronik hastaliklar, invaziv prosediirler
ve immunsupresif tedaviler, kemoterapi ve transplantasyon gibi tedavilerin sonucu
olarak bu trendin artarak devam edecegi ongoriilmektedir. Son iki dekadda mortalite
oranlarmin yogun bakim alanindaki gelisme ve yenilikler sayesinde gerilemis
olmasina ragmen bati iilkelerinden gelen son veriler mortalite oranlarinin yiiksek
oldugunu ve sepsisten sagkalimin uzun donemde yiiksek morbidite ile iliskili
oldugunu gostermektedir. Giinlimiizde diinyanin toplam niifusunun ticte birini
barindiran orta ve diisikk gelirli iilkelerde sepsis epidemiyolojisi ile ilgili genis
caligsmalar ¢ok sinirlidir. Tiirkiye’de Sepsis prevalansi ve mortalite oranlar1 genellikle
net degildir. Ulkemizde Baykara ve ark.’in (2013) ¢ok merkezli nokta prevalans
calismasinda 94 hastaneden 132 yogun bakim tinitesinde 1499 hasta dahil edilmis ve
260 (%17.3) hastada sepsis, 203 (%13,5) hastada septik sok izlenmis. SEPSIS-1
Kriterlerine goére incelenen hastalarda mortalite oranlari agir sepsisli hastalarda
(%55.7), septik sok goriilenlerde (%70.4), yalniz infeksiyon goriilenlerde (%24.8),
infeksiyon ve SIRS kriterleri gosteren hastalarda (%?24.8) olarak goriilmiistiir (17).
Fleischmann ve ark.’nin yiiksek gelirli 7 tilkeden 1553 rapor, 45 ¢alisma, 27 meta-
analizin tarandig1 ¢aligmalarinda sepsise bagli mortalite oraninin %17, agir sepsise
bagli mortalitenin ise % 26 oldugunu saptamislardir (10). Septik sok ise % 50'ye varan
yiiksek 6liim oraniyla iligkilidir(18).



2.1.3. Etiyoloji

Sepsis tanis1 alan hastalarin  %60'min  etyolojisinde toplum kdkenli
infeksiyonlar sorumludur. Son yillarda yapilan analizlerde hastane kdkenli sepsis
sayisida artis goriilmektedir (19). Toplum kokenli sepsiste en sik kaynak, {iriner sistem
ve yumusak doku infeksiyonlar1 iken, alt solunum yollar1 ve batin i¢i infeksiyonlar ise

hastane kokenli sepsisin en sik odagi olarak bildirilmistir (17).

Sepsis nedeni olarak Gram pozitif organizmalarin siklifi zamanla artarak
neredeyse Gram negatif infeksiyonlar kadar yaygin hale gelmistir (18). Bu artisin
kanser hastalarinin yasam slirelerinin artisi, viicut i¢i protez kullaniminin
yayginlagsmasi, kateter ve periton diyalizi gibi islemlerin uzun siireli olarak
kullanilmas1 sorumlu tutulmaktadir. Son ¢aligmalarin ¢ogu Gram pozitif organizma
insidansinin arttigin1 6ne siirmesine ragmen, en son Avrupa Yogun Bakimda
Infeksiyon Prevalanst (EPIC 1II) verileri Gram negatif organizmalarin daha sik
oldugunu bildirmistir. Bu verilerde enfekte eden organizmalarin paternleri,
Staphylococcus aureus (% 20.5), Pseudomonas spp. (% 19.9), Enterobacteriaceae (%
16’s1t E.coli) ve mantarlar (% 19) olmak tizere onceki caligmalardakilere benzer
saptanmistir. Acinetobacter spp. tim infeksiyonlarin % 9'unda rol oynarken farkl
bolgeler arasinda onemli farkliliklar gézlenmistir. (Kuzey Amerika'da % 3,7 ve

Asya'da % 19,2) (20).

2.1.4. Sepsis Yonetimi

[lk hedefler, hava yolunu degerlendirmek ve giivence altna almak, yeterli
hacim resiisitasyonu saglamak ve uygun antimikrobiyal tedaviyi uygulamaktir(21).
Uygun antimikrobiyal tedavinin ise efektif olmasi1 ve miimkiin olan en kisa siirede
baslanmasi gerekmektedir. Yapilan calismalarda sepsise bagli hastane mortalitesinin
%20-60 arasinda gozlendigi, ilk bir saatte tedavi baslanirsa bu oranin yaklasik %20, 6
saatten sonra baslanmas1 halinde bu oranin %70 seviyelerine ¢iktig1 saptanmistir (2-

4).



2.2. KAN KULTURU

Kan kiiltiirii kan dolasimi infeksiyonlarinin tani, tedavi ve prognozunu en iyi
sekilde belirlemenin yontemidir (5). Kan kiiltiirleri, klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarina génderilen en degerli drneklerden biridir. Ozellikle yatan hastalarda
morbidite ve mortalitenin en Onemli sebeplerinden biri olan bakteriyemi ve
fungemilerin belirlenmesinde altin standart kan kiiltiiridiir (22). Kan dolagimi
infeksiyonlarinin tanisi, klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinin en acil ve dnemli
islerinden biridir (23, 24). Gelistirilmis kan dolasimi infeksiyonlar1 yonetimi, kan
kiiltiiri  endikasyonlarmin genisletilmesini, laboratuvarlarda 24 saat personel
bulundurmayi1 ve hastane personelinin kan kiiltiirii aletlerine 24 saat erisimini igerir
(25). Kan dolasimi infeksiyonlarinin ancak %35’ inde kan kiiltiirleri pozitif sonuglansa
da bu yontem etkenin izole edilmesinin yani sira antimikrobiyal duyarlilik testlerinin
de yapilmasina olanak sagladigi i¢in halen ¢ok degerli bir yontemdir. Gergek
etkenlerin saptanmasi ve tiim pozitif bulgularin olabildigince hizli bir sekilde
klinisyene bildirilmesi, ampirik tedaviden etkene yonelik tedaviye gecis siiresini
azaltarak morbidite ve mortaliteyi dogrudan etkilemektedir. Kan kiiltiirlerinin uygun
endikasyonlarda, uygun dezinfeksiyon ve antisepsi islemleri yapilarak, uygun
miktarda alinmasi gerekmektedir. Kanda mikroorganizma konsantrasyonunun en
yiiksek oldugu donem ates ¢ikmasindan onceki 30-60 dakikalik donemdir. Fakat
bir¢ok hastada bu donemin 6ngoriilmesi miimkiin olamayacagindan, ates yiikselmeye
basladiktan sonra en kisa siirede kan kiiltiirii alinmalidir. Kan kiiltiirleri, antibiyotik
tedavisi baglanmadan once alinmalidir. Kontaminasyon riskini azaltmak i¢in kan
kiiltiirii alirken tavsiye edilen Oneri kan alinacak bdlgenin %70 propil alkol ile
temizligi, ardindan %1-2’lik iyot tentiirli veya bir iodofor ile silinmesidir (22).Klinik
mikrobiyoloji laboratuvarina gelen kan kiiltiirii siseleri, kan kiiltiirii sistemleri araciligi
ile analiz edilir. Bu sistemlerin takip edilmesi sepsis teshisi konulmasini biiyiik dl¢iide

kolaylastirmistir.



2.2.1. Mikrobiyoloji Laboratuvarinda Sinyal Veren Kan Kiiltiirii

Siselerinin Degerlendirme Prosediirii

2.2.1.1. Gram boyama: Pozitif sinyal veren kan kiiltiirli sisesinden yapilan en
onemli islem Gram boyamadir. Gram boyanma 6zellikleri bakterilerin temel olarak
siiflandirmasini saglar. Ayrica infeksiyoz etkene hizla 6n tani1 koyma imkéani sunan
kritik bir testtir. Gram boyama ile hem klinik 6rneklerden direkt 6n taniya varilabilir,
hem de kiiltiirlerde iireyen bakterilerin temel morfolojik 6zelliklerini degerlendirmek
miimkiin olur. Bakteriler hiicre duvarlarinin yap1 6zelliklerine gére “gram pozitif’veya
“gram negatif” boyanirlar. Bakterinin boyanma 0&zellikleri ile beraber bakteri
hiicrelerinin  sekli (kok, ¢omak, kivrik vb.), biiylikligi ve bir arada bulunus
ozelliklerine de (zincir, kiimeler, ikiserli, dortlii gruplar, Cin harfleri goriiniimii vb.)

bakilir (26).

2.2.1.2. Uygun besiyerlerine pasaj, inkiibasyon ve degerlendirme: Siseden
alinan kan 6rnegi koyun kanli agar (KKA), ¢ikolata agar (CA) ve gram-negatif segici
besiyerine (Eozin-metilen mavisi agar (EMB), MacConkey agar (MCA), kromojenik
agar vb.) 1-2 damla kan 6rnegi damlatilir ve tek koloni diisiirme teknigi ile ekim
yapilir. KKA ve CA besiyerleri %5 CO2 ’li ortamda, EMB/MCA plaklar1 normal
atmosfer sartlarinda, 35-37 °C sicaklikta 24-48 saat siireyle inkiibe edilir. inkiibasyon
sonrasinda etken oldugu diisliniilen tiim mikroorganizmalar ig¢in tiir diizeyinde

tanimlama ve ADT yapilir.

2.3.BASIT TANIMLAMA YONTEMLERI, BiYOKIMYASAL
TESTLER

Organizmalarin saptanmasinda pek c¢ok yontem olmasina karsilik, klinik
laboratuvarlarda en sik kullanilan yontem, kiiltiirden izole edilen organizmalarin
biyokimyasal testler ile tanimlanmasidir. Son yillarda, biiyiik egitim hastaneleri ve
referans laboratuvarlarinda bakteriye 0zgii genlerin dizilenmesi veya kiitle
spektrometrisi gibi proteomik sistemlerle organizmanin tanimlanmasi, biyokimyasal
yontemlerin yerini almistir. Bilindigi gibi hastalara baglanan ampirik antimikrobiyal

tedavi, mikroorganizma kolonisinin mikroskopik ve makroskopik morfolojisi, hizli



biyokimyasal testler ve basit tanimlama testleriyle konulan 0n taniya gore

baglanmaktadir (27).

2.3.1. Katalaz Testi

Katalaz testi bir mikroorganizmanin katalaz enzimi tasiyip tasimadiginin
gosterilmesi amaciyla kullanilir. Bu enzimi tasiyan organizmalar “katalaz
pozitif’olarak adlandirilir. Bu test hidrojen peroksitin (H202) katalaz enzimi
varliginda su (H20) ve oksijene (O2) indirgenmesi esasina dayanir. Katalaz, bakteri
kolonisi iizerine %3’liikk H202 eklenmesi sonucu kopiik ya da hava kabarciklar
gozlenmesi sonucu tespit edilir. Katalaz testi en sik streptokok ve enterokok (katalaz-

negatif) ve stafilokoklarin (katalaz-pozitif) ayirt edilmesinde kullanilmaktadir (26).

2.3.2. Koagiilaz Testi

Koagiilaz {iretimi sayesinde stafilokok tiirlerinin en patojeni olan
Staphylococcus aureus’u digerlerinden ayirabiliriz. Koagiilaz, fibrinojenden fibrin
olusturarak piht1 gelisimine neden olur. Bir test tiiplinde(tiip testi) veya lam
tizerinde(lam testi) stafilokok inokiile edilmis plazmanin pihtilagsmas: ile saptanabilir.
Laboratuvarlar i¢in uygulamasi oldukca basit oldugundan, koagiilaz testleri S. aureus

tanisinda hizl bir sekilde ve yiiksek bir dogruluk derecesi ile kullanilmaktadir (26).

2.3.3. Hizh Lateks ve Hemagliitinasyon Testleri

Metisilin-rezistan ~ S.aureus (MRSA) kokenlerinde, baghh koagiilazlar
olmadigindan lam testi negatif ¢ikabilir. Baz1 MRSA’larda ise koagiilaz lam testi zay1f
pozitif olabilir. Ayn1 zamanda Protein A’y1 da saptayabilmesi nedeniyle lateks kitleri
boyle suslarin tanimlanmasinda koagiilaz testinden daha duyarlidir. Bu testlerin
duyarliliklart ¢ok yiiksek (%98-%100) olmakla birlikte Ozgiilliikleri %72-%99
arasindadir. Kapsiil polisakkariti 8’1 tasiyan bazi koagiilaz negatif stafilokoklar (KNS)
(8. haemolyticus ve S. hominis) ve hiicre duvar1 hemagliitininine sahip S.saprophyticus

bu testlerde yalanci pozitiflige yol acabilir (26).



2.3.4. PYR (L-pirolidonil-B-naftilamid ) Testi

PYR testi basta baz1 gram pozitif koklar olmak tizere pek ¢ok bakterinin ayirici
tanisi i¢in yaygin kullanilan bir testtir. Baz1 bakteriler pirolidonil peptidaz enzimi
tiretirler ve bu enzimin saptanmasinda PYR maddesi substrat olarak islev goriir.
Peptidazin aktivitesine bagli olarak substratin yikilmasi ile B-naftilamid olusur ki bu
iriin ortama %0.01°lik sinnamaldehit reaktifinin katilmasi ile kirmiz1 renk meydana
getirir  (28). PYR  hidrolizi ilk Streptococcus pyogenes ve enterokoklarin
tanimlanmasinda yararli bir test olarak kullanima girmistir. S. pyogenes ve enterokok
izolatlarinin %99’u PYR pozitiftir. Sonraki zamanlarda testin bazi Gram negatif

bakterilerin ayiriminda da kullanilabilecegi kesfedilmistir (26).

2.3.5. Optokin Duyarhhg Testi

Pnomokoklar  optokine  duyarhdirlar ve ¢ok  diisik  optokinin
konsantrasyonlarinda bile {reyemezler. Bu 06zellik pnomokoklarin viridans
streptokoklardan ayirict tanisinda kullanilir. S. pneumoniae, agar plakta optokin
emdirilmis diskin etrafinda inhibisyon zonu olusturmasina karsin viridans
streptokoklarda boyle bir inhibisyon zonu gozlenmez. Optokin duyarlilig
S.pneumoniae’yi kapsiillii suslarda %99 duyarlilik ve %98-99 6zgiilliik ile saptayan
ideal bir testtir. Bu testte %5 koyun kanli agar kullanilmalidir. Cap1 10 mm olan 5
png’lik disk kullanilmissa; diskin ¢evresinde >14 mm olan inhibisyon zonu var ise
optokin duyarli kabul edilir. <14 mm ise orta duyarli, inhibisyon zonu yoksa direngli

kabul edilir(26).

2.3.6. Oksidaz Testi

Oksidaz testi, sitokrom oksidaz enzimi {iiretiminin gosterilmesine dayanir.
Sitokrom sistemi sadece oksijeni kullanma yetisine sahip olan aerob organizmalarda
mevcuttur. Atmosferdeki oksijen ve su varliginda renksiz bir boya elektron alicisi
olarak islev goriir. Boylece sitokrom oksidaz enzimi olan bakterilerle yapilan bu testte

renksiz boya okside edilir ve koyu mor bir bilesik olan indofenol mavisi olusur(26).



Oksidaz testi 6zellikle gram negatif bakterilerin ilk tanimlanma basamaginda
yararhidir. Bu yiizden tiim gram negatif ¢omaklara oksidaz testi yapilmalidir. Biitiin
Enterobacteriaceae liyeleri oksidaznegatifken, Aeromonas, Pseudomonas, Neisseria,

Moraxella, Campylobacter, Pasteurella ve Vibrio kokenleri oksidaz pozitiftir(28).

2.4. BAKTERILERIN BASIT TANIMLAYICI TESTLER VE
BiYOKIMYASAL YONTEMLERLE TANIMLANMASI

2.4.1. Gram pozitif Bakterilerin Tanimlanmasi

2.4.1.1. Staphylococcus spp.’nin tanimlanmasi: Gram boyamada Gram pozitif,
yuvarlak, tek tek koklar olarak, ¢iftli, dortlii kok kiimeleri olarak veya {iziim salkimi
goriiniimiinde diizensiz kiimeler olusturmus koklar olarak goriilebilirler. Bu Gram
boyama 6zelligine sahip olup katalaz testi pozitif olan koklar muhtemel stafilokok
olarak yorumlanir. Tiir diizeyinde tanimlanmasinda S.aureus 'un koagiilaz veya hizl
lateks ve hemaglutiasyon testlerinde pozitif sonu¢ vermesi kullanilmaktadir. Koagulaz
negatif stafilokoklarin tiir diizeyinde tanimlanmasi daha karmasik olup ticari
tanimlama sistemleri veya tlire 6zgii genlerin gosterilmesi i¢gin niikleik asit dizileme

teknikleri gerekmektedir (27).

2.4.1.2. Enterococcus faecalis/faecium tirlerinin tanimlamasi: Gram
boyamada c¢iftler ve kisa zincirler halinde goriilen Gram pozitif koklar gézlenir. Bu
Gram boyama 6zelliklerine sahip olup katalazi negatif ve PYR testi pozitif olan koklar
muhtemel enterokok olarak yorumlanir (27). Ancak bu test Ozelliklerine
S.pyogenes’inde sahip oldugu unutulmamalidir.  Enterokok’larin tiir diizeyinde
tanimlamalari, esas olarak pahali ve zaman alici bir yontem olan niikleik asit
dizilemesi ile yapilmaktadir. Bununla birlikte E. faecalis’i E. faecium’dan ayirdetmek
tizere karbohidrat fermentasyon testleri ve diger bazi fenotipik testlerden ve/veya
antibiyotik diren¢ profillerinden (E. faecalis ampisiline duyarli, kinupristin-
dalfopristine dogal direngli; E. Faecium ise ampisiline dogal direngli, kinupristin-

dalfopristine duyarhdir) yararlanilir (26).
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2.4.1.3. Streptococcus spp. tiirlerinde tanimlama: Gram boyamada ciftler ve
zincirler halinde goriilen Gram pozitif koklar goézlenir. Bu Gram boyamaya sahip olup
katalaz negatif, koagiilaz negatif, PYR negatif koklar Streptokok olarak tanimlanir.
S.pneumoniae diger streptokoklardan, optokin duyarliligi ile ayrilabilir. Koklar katalaz
negatif, koagiilaz negatif, PYR pozitif ise Enterokok ve S.pyogenes olma ihtimali

vardir. S.pyogenes Enterokoklardan, basitrasine duyarligi ile ayirt edilebilir (27).

2.4.2. Gram Negatif Bakterilerin Tanimlanmasi

Gram negatif bakteriler Gram boyamada basil, kok veya kokobasil seklinde
gortilebilirler. Acinetobacter tiirleri Gram boyamada kok veya kokobasil seklinde
goriiliir. Gram negatif bakterileri siniflandirmak i¢in yapilacak ilk basit tanimlayici
test oksidaz testidir. Enterobacteriaceae liyeleri ve Acinetobacter tiirleri oksidaz
negatifken Aeromonas, Pseudomonas, Neisseria, Moraxella, Campylobacter,

Pasteurella ve Vibrio kokenleri oksidaz pozitiftir (28).

2.5. OTOMATIZE SISTEMLERLE TANIMLAMA

Glinlimiizde en sik kullanilan otomotize sistemler Vitek 2 (BioMérieux),
Phoenix (Becton-Dickinson) , Microscan (Siemens Healthcare Diagnostics) dir. Vitek
sistemi (Legacy) (bioM¢érieux) ilk olarak 1980'lerin basinda otomatik antimikrobiyal
duyarlilik testleri yapmak icin tanitildi ve daha sonra dogrulugu artirmak igin
degisiklikler yapild. Ilerleyen zamanlarda gram negatif bakterilerin tanimlanmasina
yonelik gilivenilir bir yontem olmasi nedeniyle klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
sik kullanilan bir yontem haline geldi. Vitek 2 sistemi (bioM¢érieux), Vitek Legacy
System ile manuel olarak yapilan bir¢ok prosediirii otomatiklestiren ¢esitli teknik
tyilestirmelerin yapildig1 bir sistemdir (29). Funke ve meslektaslar1 tarafindan yapilan
bir ¢calismada, Vitek 2 sisteminin 70 farkli Enterobacteriaceae ailesi ve non-enterik
bakterilerinin % 84,7'sini 3 saat icinde dogru bir sekilde tanimladig1 gosterilmistir(30).
Ling ve ark. pozitif kan kiiltiirii siselerinden Gram negatif basillerin hizl1 bir sekilde
dogrudan tanimlanmasi i¢in Vitek 2'yi degerlendirmis ve suslarin 97'sinin (% 82,2) tiir
diizeyinde dogru sekilde tanimlandigini ve 21 (% 17,8) susun tanimlanmadigini, yanlig

tanimlamanin ise olmadig1 bildirmislerdir (31). iki ek ¢calismada, O'Hara ve Miller 482
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enterik kiiltlirlin tanimlanmasinda% 93.0 dogruluk saptamis (32) ve Gavin ve ark.
Vitek 2 ile % 95,3 dogruluk (Enterobacteriaceae,% 95,9; Enterobacteriaceae
olmayan,% 92,5) bildirmislerdir (33). Funke ve arkadaslar tarafindan yapilan baska
bir calismada, 144 non-fermanter basil'den 133" (% 92,4) yeni Vitek 2 sistemiyle
dogru bir sekilde (34).Funke ve Funke-Kissling, Vitek 2 Gram pozitif kimlik kartinin
degerlendirmesini yaptig1i ve sonuclar1 referans yontemlerle karsilastirdigr bir
calismada, 45 S. aureus'un % 100%ni, 33 S. epidermidis'in 32'sini, 29 S.
haemolyticus'un 25'ini, 13 S. hominis ve 5 S. lugdunensis izolatinin tamamini1 dogru

tanimlandigini saptamislardir (35).

MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight) kiitle
spektrometrisi (MS), klinik mikrobiyolojide kullanilan kiitle spektrometresi tiiriidiir.
Bakteri veya maya, test lami tlizerindeki bir konumda matriks ile karigtirilir kiitle
spektrometrisine yerlestirilir ve nokta lazer tarafindan etkinlestirilir. Matriks lazerden
gelen enerjinin ¢cogunu emer ve 1sitya donistiiriir. Bu 1s1 numunenin dis kismin
buharlastirir. Ortaya ¢ikan molekiiller kiitle/ylik oranina goére bagli olarak farkl
hizlarda hareket eder. Dolayisyla ugus stiresi farkli molekiillerin detektore varist farkl
olacaktir. Mevcut tiim molekiiller i¢in ugus siiresinin toplami bir spektrum iiretecektir.
Bu spektrum mikrobun tanimlanmasini belirlemek i¢in arsivdeki tiim spektrumlarla
elektronik olarak karsilastirilir ve en uygun bakteri ile eslestirilerek tanimlanir (29).
Bu sistemin yiiksek satin alma maliyetine ragmen is giicii kazanci ve kullanilan
malzemeler diisiiniildiigiinde uzun vadede getirisi fazladir. En biiyilik avantajlar1 klinik
olarak sagladig1 katkidir. Bu cihazlar, ¢ok ¢esitli organizmalar1 dakikalar i¢inde
yiiksek dogrulukla tanimlar (36). Dogru organizma tanimlama bilgilerinin tedavi eden
doktorlara erken verilmesi, uygun terapotik kapsami erken saglama firsati1 verir.
Inkiibasyon sonrasi iiremis mikroorganizmalardan dogrudan tanimanin yaninda,
pozitif sinyal veren kan kiiltiirii siselerinden cesitli islemlerle direk tanimlama da

yapilabilmektedir (37).
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2.6. ANTIBIYOTIK DUYARLILIK TESTLERI

Difiizyon testleri

A. Disk diflizyon yontemi

B. Gradient tespiti yontemi

Diliisyon testleri

A. Agar diliisyon testleri

B. Tiip diliisyon testleri

a. Makrodiliisyon yontemi

b. Mikrodiliisyon testleri (Broth)

Otomatize yontemler

Antibiyotik duyarlilik testleri klinik laboratuvarlarda; diflizyon testi, diliisyon

testi olmak tizere temel iki yontemle yapilmaktadir:

2.6.1. Difiizyon Testleri

Standart konsantrasyondaki bakteri agar yiizeyine yayilir sonra antibiyotik
emdirilmis disk ya da seritler agarin lizerine yerlestirilerek 16-20 saat inkiibe edilir.
Diskin ya da seridin etrafindaki inhibisyon c¢ap1 Olgiilerek ADT sonuglari
degerlendirilir (27).
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2.6.1.1. Disk difiizyon yontemi: Disk diflizyon, antimikrobiyal duyarlilik
testine (ADT) yoOnelik en eski yaklagimlardan biridir ve rutin mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda en yaygin kullanilan ADT yontemlerinden biridir. Ucuz ve
uygulamasi basit olan bu yontem Kirby Bauer tarafindan gelistirilmistir ve bu isimle
de amilmaktadir. Gii¢ lireyen bakteriler dahil olmak {izere bakteriyel patojenlerin
cogunu test etmek i¢in uygun oldugundan ¢ok yonlii bir yontemdir. Bu yontemle
hemen hemen tiim antimikrobiyal ajanlar kii¢iik laboratuvarlarda bile test edilebilir ve
0zel bir ekipman gerektirmez. Tavsiyelere gore yapildiginda giivenilir bir yontemdir

(38)

Tim dokiimanlarim1 ticret karsiliginda sunan CLSI (Clinical Laboratory
Standards Institute)’in dokiimanlari, iilkemizde uzun yillar boyunca Tiirk
Mikrobiyoloji Cemiyeti’'nin bir calisma grubu olan Antimikrobiyal Duyarlilik
Testlerinin  Standardizasyonu (ADTS) Calisma Grubu tarafindan Tiirkge’ye
cevrilmisse de, ¢eviri i¢in talep edilen yiiksek telif hakki ticreti ve gerekli izinlerin
alinmasi icin gerekli siire gibi etmenler nedeniyle bir takim sorunlar olusmustur (26).
Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi (European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing) (EUCAST) tarafindan Avrupa MIK(minimum
inhibitor konsantrasyon) sinir degerlerinin uyumlastirilmasinin ardindan (39)(2003)
komite, bu MIK sinir degerlerine gére kalibre edilmis standart bir disk difiizyon
yonteminin gelistirilme siirecini baslatti. Diger disk difiizyon tekniklerinin ¢ogunda
oldugu gibi, EUCAST yontemi, Uluslararasi Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Ortak
Calismas1 raporunda tanimlanan ilkelere (40) (1971) ve diinya c¢apindaki uzman
gruplarin deneyimlerine dayanmaktadir (38). EUCAST 1n tiim dokiimanlarin1 web
sitesinde serbest erisime agmasi, sinir deger tablolarini yilda bir yenilemesi, degisiklik
olan boliimlerin kolayca belirlenebilmesi gibi yararlar1 sayesinde gectigimiz birkag yil
igerisinde bircok Avrupa iilkesi CLSI’y1 terk edip, EUCAST standartlarini
benimsemistir. Ayrica uluslararasi ¢apta siirveyans c¢aligmalarinda tim katilimcilar
tarafindan ayn1 yontemin kullanilmasi gerekliligi sebebiyle, CLSI’y1 takip eden
Tirkiye, Avrupa merkezli ¢alismalara veri saglayamaz olmustur. CLSI’ya gore
uistiinliikleri ve Tiirkiye’nin yakin cevresi ile ortak caligmalar yapabilmesi bir

gereksinim haline gelmesi sebebiyle 2013 yili igerisinde Tiirkiye’de EUCAST
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standartlarinin kullanilmasi karar1 alinmistir. EUCAST ve CLSI arasinda; test edilen
bakteriler, test kosullari, antibiyotik disk igerikleri, smir degerler, sonuglarin
degerlendirilmesi ve kalite kontrol kdkenlerinde bazi farkliliklar vardir (26).EUCAST
disk difiizyon metodolojisinin asagidaki aciklamasi, EUCAST web sitesinde kilavuzda
(2021) (41) ayrintili olarak verilen metodolojilerinin bir 6zetidir. Kilavuzun ilk

versiyonu Aralik 2009'da yaymlanmis olup ve her yil giincellenmektedir.

2.6.1.1.1. Disk difiizyon metodolojisi: Bu test, kagit disklere emdirilen
antibiyotigin, duyarlilig1 aragtirilan organizmanin inokiile edildigi besiyerine difiize
olmas1 temeline dayanmaktadir. Bu amagla; belli miktarlarda antibiyotik emdirilmis
kagit diskler, test edilecek olan mikroorganizmanin inokiile edildigi kat1 besiyerlerine
steril bir pensle yerlestirilir. Diskler bir siire sonra ¢éziiniip agara dogru difiize olurken,
inokiile edilen mikroorganizma da ¢ogalmaya baslar. Belirli bir inkiibasyon siliresinden
sonra ilacin inhibitér konsantrasyonlarinin saglandigi diskin ¢evresinde iireme
goriilmez. Mikroorganizma ilaca ne kadar duyarli ise, diskin etrafinda olusan
inhibisyon zonu o kadar genis olacaktir. Inhibisyon zonunun ¢apt mm seklinde
Olgiilerek, standart zon tablolarmma gore degerlendirmeler yapilir ve
mikroorganizmanin kullanilan antimikrobik ajanlara karst duyarlibk durumu
belirlenir. inokiilum siispansiyonu, steril bir 6ze veya pamuklu ¢ubukla segici olmayan
bir besiyerinde gece boyunca (16—24 saat inkiibasyon) biiyiimeye birakilir. Morfolojik
olarak benzer birka¢ koloni secilerek (miimkiinse) ve koloniler steril salin (% 0,85)
i¢inde siispanse edilerek hazirlanir. Bulaniklik olustuktan sonra McFarland 0.5 (108
mikroorganizma / ml)'e gore ayarlanarak standart bir bulaniklik olusturulur
(McFarland standartlar1, bir sivi besiyerinde bulunan bakteri sayisini belirlemek
amaciyla gelistirilmistir. McFarland'in baryum kloriir ve siilfirik asit kullanarak
gelistirdigi standart bulaniklik tiipleri, siv1 bir besiyerine ekilen bakterinin miktarina
esdeger bulaniklik derecelerini igerir). Bu siispansiyondan steril bir ekiivyon
yardimiyla alinan 6rnek Mueller-Hinton agar yiizeyine inokiile edilir. Takiben farkli
antibiyotikleri iceren diskler steril bir pens yardimiyla agar yiizeyine yerlestirilir. Bu
islem yapilirken, olusacak zonlarin birbiri lizerine gelmemesi i¢in diskler arasinda 22

mm, petri kenarindan ise 14 mm uzaklik olmasina dikkat edilmelidir. Daha sonra
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besiyerleri 16-20 saat siireyle 35°C'de inkiibe edilir ve olusan inhibisyon zonlari

Olgiiliir (38).

EUCAST ve CLSI disk diflizyon metodolojilerinin teknik yonleri, gii¢
liremeyen organizmalar i¢in genel hatlar1 ile aynidir. Standart inkiibasyon siiresinde
kiiciik bir fark vardir, CLSI yonteminde 16—18 saat ve EUCAST yonteminde 16-20
saat Onerilmektedir ve birkag ajan icin EUCAST, CLSI'dan daha diistik disk icerikleri
onermektedir (38).

2.6.1.2. Gradient tespiti yontemi: Kati besiyerinde MIK degerlerinin
difiizyon yoluyla saptanmasi prensibine dayanan bir yontemdir. E-test yontemi olarak
da adlandirilmaktadir. MIK bir mikroorganizmanin iiremesini énleyen en diisiik ilag
konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir. E-test yonteminde test edilecek bakteri 0.5
McFarland yogunluga getirilip MuellerHinton agar yiizeyine steril bir ekiivyonla
yayilir. Takiben agar yiizeyine, belli bir antibiyotik gradienti iceren E-test seritleri
yerlestirilir. Plaklar 18-24 saat siireyle 35°C'de inkiibe edilip MIK degeri belirlenir.
MIK degeri serit etrafinda olusan inhibisyon elipsinin serit {izerindeki 6lcekle kesistigi

noktadir (42).

2.6.2. Diliisyon Yontemleri

Diliisyon testleri, bir antimikrobiyal ajanin bir mikroorganizmanin {iremesini
inhibe etmek veya organizmayr Oldiirmek i¢in gerekli olan minimum
konsantrasyonunu (MiK) belirlemek i¢in uygulanir. Diliisyon testleri "tiip diliisyon"

ve'"agar diliisyon"olmak iizere iki sekilde uygulanmaktadir.

2.6.2.1. Tiip diliisyon: Tiip diliisyon "makro" ve "mikro" olmak flizere iki
sekilde uygulanabilir. Her iki yontemin de prensibi aynidir. Makrodiliisyonda test
tiipleri, mikrodiliisyonda ise "U" ya da "V" tabanli "mikroplate"ler kullanilir. Bu
yontemde, antibiyotigin nutrient besiyerinde seri diliisyonlar1 hazirlandiktan sonra,
standart konsantrasyonda bakteri ekilir. Bir gecelik inkiibasyondan sonra
antibiyotigin, bakterinin liremesini inhibe ettigi en diisiik konsantrasyon minimum

inhibitér konsantrasyon (MIK) olarak kabul edilir. Siv1 diliisyon testleri dnceleri test
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tiiplerinde uygulanan olduk¢a zahmetli yontemler olmustur. Giiniimiizde ticari olarak

hazirlanan sistemlere rahatlikla ulasilabilmektedir(27).

2.6.2.2. Agar diliisyon: Agar diliisyon yonteminin prensipleri tiip diliisyon
yontemiyle aynidir. Tek fark, agar diliisyon yonteminde antibiyotik sulandirimlarinin
agar i¢ine konmasi ve petri plaklarina dokiilmesidir. Boylece her plakta antibiyotigin

farkli konsantrasyonlar1 bulunur (27).

2.6.3. Otomatize Sistemler

Otomatize duyarlilik sistemlerinde, standart konsantrasyonlarda bakteriler
onceden hazirlanmis antibiyotik diliisyonlu mikroplaklara inokiile edillir ve MIK
degerleri otomatik olarak belirlenir. Dolayisiyla bu sistemler antimikrobiyal MIK
degerlerini 6lgmek i¢in modifiye bir mikrodiliisyon teknigi kullanirlar (43). Bu
sistemler sayesinde ¢ok sayida duyarlilik testi ¢cok kisa siirelerde yapilabilmektedir.
Dezavantaj1 ise antibiyotiklerin {iretici tarafindan belirlenmesi nedeniyle kullanima
yeni giren bir antibiyotigin degerlendirilme imkaninin olmamasidir (27). Bu sistemler
mikroorganizmalarin antibiyotikler ile iligkili spesifik verilerine sahiptirler (44).
Mikroorganizmalarin standart biiylimesi ile antibiyotikli ortamdaki biiyiimesi
spektrofotometrik olarak okunur. Mikroorganizmalarin bilyiime hizina gore farkh
interpolarizasyonlar farkli MiK degerlerine esdegerdir. Buradaki biiyiime egrileri veri
tabaninda bulunan standart yorum ve yontemlerle kiyaslanarak sonuclar elde edilir
(45). Piyasada bulunan en 6nemli otomotize sistemler Vitek 2 (BioMérieux), Phoenix

(Becton-Dickinson) , Microscan (Siemens Healthcare Diagnostics) dir (46).

ADT yontemleri temel olarak kalitatif ve kantitatif yontemler olarak da
simiflandirilabilir. Kalitatif yontemler duyarli, direngli, orta duyarli olarak sonug
verirler. Disk diflizyon yontemi kalitatif bir yontemdir. Kantitatif yontemler de
duyarli, direngli, orta duyarl olarak sonug verirlerken ayn1 zamanda MiK degerleri de
saptanir. Agar dillisyon, siv1 dillisyon, gradiyent ve otomatize yontemler kantitatif
yontemlerdir. Kantitatif sonu¢ veren yontemler farmakodinamik yorumlama

bakimindan daha giivenilirdir.
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2.7. DISK DIFUZYON YONTEMi ILE DIRENC SAPTAMA
YONTEMLERI

2.7.1. Stafilokok Tiirlerinde Diren¢ Saptama Yontemleri

2.7.1.1. Metisilin direnci: Stafilokok’larda metisilin direnci saptamada
sefoksitin ve oksasilin antibiyotik diskleri kullanilir. Standart miktarlarda, agara
yayllmis stafilokok suslarmin yeterli siire inkiibasyonu (16-20 saat) sonrasi bu
disklerin etrafindaki inhibisyon zonlar1 Olgiiliir ve European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) veya Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI) gibi standardize edilmis rehberlerden duyarlilik ve direng durumlari
degerlendirilir. Buna gore bu disklerin direng¢li olmasi durumunda metisilin direngli,

duyarli olmasi durumunda metisilin duyarl olarak raporlanir(26).

2.7.1.2. Indiiklenebilir klindamisin direnci (MLSp) (D-zon testi):
Stafilokok’larda indiiklenebilir klindamisin direnci saptamada Eritromisin (15 pg) ve
klindamisin (2pg) diskleri kullanilir. Birbirlerine uzakliklar1 merkezden merkeze 15-
20 mm olacak sekilde agar yiizeyine yerlestirilir ve plaklar %5 CO2’li ortamda 35+2
°C’de 20-24 saat inkiibe edilir. Klindamisin diski etrafinda olusan inhibisyon zonu,
eritromisin diskine bakan tarafta kiintlesme gosteriyorsa bu fenotip ‘indiiklenebilir
klindamisin direnci pozitif® olarak degerlendirilir (D-zon testi)(26) . D-zon var ise

antagonist etki mevcuttur ve sonug klindamisine direng olarak bildirilir (41)

2.7.1.3. Norfloksasin tarama testi: Florokinolon direncinin taramasi i¢in 10
png’lik norfloksasin diskleri kullanilarak tarama testi yapilabilir. Norfloksasin
inhibisyon zon ¢apt >17 mm (‘S’) ise, moksifloksasine ‘duyarli’, siprofloksasin,
levofloksasin, ve ofloksasine ‘duyarli artan maruziyet’ (I) olarak bildirilebilir.
Norfloksasin inhibisyon zon ¢ap1 <17 mm (‘R’) ise siprofloksasin ve levofloksasin i¢in

ayrica test edilir ve sonug bildirilir(41).
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2.7.2. Enterokoklarda Diren¢ Saptama Yontemleri

2.7.2.1. Yiiksek diizey aminoglikozid direnci (HLAR): Enterokoklar
aminoglikozidlere dogal direnglidirler ve tedavide bir aminoglikozidin tek basina
kullanilmas: etkisizdir. Kazanilmis yiiksek diizey diren¢ yoksa aminoglikozidler ile
penisilin veya glikopeptitler birlikte kullanildiklarinda sinerjistik etki gosterebilirler.
Bu nedenle yiiksek diizey aminoglikozid direnci test edilmesi Onemlidir.
Enterokoklarda yiiksek diizey gentamisin direnci saptanmasi; streptomisin diginda tiim
aminoglikozidlere yliksek diizey direng¢ oldugunu gosterir. Streptomisin yiiksek diizey
direnci ayrica test edilmelidir. Bu direng disk difiizyon yonteminde 30 pg gentamisin
diski ile belirlenir. 16-18 saat inkiibasyon sonrasi inhibisyon zon ¢ap1 >8 mm ise

negatif, <8 mm ise pozitif olarak degerlendirilir(41).
2.7.3. Streptokok’larda Diren¢ Saptama Y ontemleri

2.7.3.1. Oksasilin ile penisilin direncinin saptanmasi: Streprococcus
pneumoniae i¢in gegerli bir testtir. Disk diflizyon yontemine uygun hazirlanan plakta
oksasilin duyarliligi degerlendirilir. Zon ¢ap1 <20mm ise penisiline direncli
olabileceginden, penisilin duyarlilik testi gradiyent test yontemi calisilarak MIK
degerleri ile tespit edilmelidir(47).

2.7.3.2. Indiiklenebilir klindamisin direncinin saptanmasi:
Stafilokoklardaki indiiklenebilir klindamisin direnci saptama yontemi ile ayn sekilde

saptanabilir (Bknz. Stafilokok’larda direng saptama yontemleri).
2.7.4. Enterobacteriaceae Uyelerinde Direnc Saptama Yontemleri

2.7.4.1. Genislemis Spektrumlu Beta Laktamaz (GSBL/ESBL) varhginin
saptanmasi: Giincel EUCAST ve CLSI Onerilerine gore ESBL saptanmasi ve
enzimlerin tanimlanmasi infeksiyon kontrolii ve epidemiyolojik izlem agisindan 6nem
tasimaktadir (48). ESBL varliginin saptanmasi, AST sonuclarini degistirilmemekle
birlikte ilgili servis ve infeksiyon kontrol ekibine diren¢ mekanizmasi ve temas

Onlemleri konusunda bilgi vermesi agisindan énemlidir.
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2.7.4.1.1. ESBL tarama testleri: Disk difiizyon yonteminde ESBL taranmasi
i¢cin kullanilan antibiyotik diskleri: sefpodoksim, seftazidim, seftriakson, sefotaksim
gibi sefolosporinlerdir. Bu disklerin etrafinda olusan inhibisyon zonlar1 6l¢iilerek
giincel EUCAST ve CLSI onerileri dogrultusunda ESBL taramasi yapilir. Tarama

sonucu pozitif olan bakteriler fenotipik dogrulama testlerinden biri ile arastirilir(26).

2.7.4.1.2. ESBL fenotipik dogrulama testleri: ESBL aktivitesinin in vitro
sartlarda klavulanik asit ile inhibisyonu temeline dayanirlar. ESBL dogrulamasi igin
fenotipik yontemlerden dordii 6nerilmektedir. Bunlar; ¢ift disk sinerji testi (CDS),
kombinasyon disk testi (KDT) , ESBL gradiyent testi ve s1ivi mikrodiliisyon testidir(49,
50). Bu testlerden KDT, ¢ok merkezli bir ¢calisma sonucuna goére, ESBL gradiyent
testiyle esit duyarliliga sahip olup ancak daha o6zgildiir (51). Otomatize sistem
tireticileri, duyarlilik test panellerine, ESBL’lerin klavulanik asit ile inhibisyonunu
gosterecek sekilde, saptama testleri eklemislerdir. Sonuglar, bakteri g¢esitlerine ve

kullanilan sisteme gore degismektedir (52).

2.7.4.1.2.1. Kombinasyon disk testi (KDT): Bu test icin sefalosporin
(sefotaksim, seftazidime, sefepim) igceren diskler ile ayni sefalosporinin klavulanik asit
eklenmis kombinasyon diskleri kullanilir. Her ikisinin inhibisyon zonlar 6l¢iilerek
kiyaslanir. Eger kombinasyon diski ¢evresindeki zon, tek basina sefalosporin iceren

diskin inhibisyon zonuna kiyasla > 5 mm daha genisse, test pozitiftir (47, 53, 54).

2.7.4.1.2.2. Cift disk sinerji testi (CDST): Sefalosporin (sefotaksim,
seftazidime, sefepim, seftriakson) iceren diskler, plakta klavulanik asit igeren bir
diskin (6rnegin amoksisilin-klavulanik asit) yanina konur. Sefalosporin disklerinden
herhangi birinin zon ¢ap1 klavulanik asitdiskine bakan yiiziinde genislerse, test pozitif
olarak degerlendirilir. sefalosporin 30pg diskleri icin optimal uzaklik 20 mm

(merkezden merkeze) olarak belirlenmistir (47).

2.7.4.2. Karbapenemaz varhginin saptanmasi: Tiim beta-laktamlara dirence
yol agmalar1 nedeniyle karbapenemazlar ciddi bir endise kaynagi olusturmaktadir (26).
Ciinkii karbapenemaz fiireten suslar genellikle diger diren¢ mekanizmalarint da

tagidiklar1 i¢in c¢oklu direnglidirler ve yapilan calismalarda karbapenemaz iireten
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Enterobacteriaceae infeksiyonlar yiiksek mortalite hizlari ile iliskili bulunmustur(55,
56). Glincel EUCAST ve CLSI onerilerine gore karbapenemaz saptanmasi infeksiyon
kontrolii ve epidemiyolojik izlem agisindan 6nem tasimaktadir. Karbapenemaz
varliginin saptanmasi, duyarlilik test sonuglarini degistirmemekte ancak bu sonuglarla
ilgili servis ve infeksiyon kontrol ekibine mekanizma ve temas 6nlemleri konusunda

bilgi verilebilmektedir.

2.7.4.2.1. Karbapenemaz tarama testi: Karbapenemaz taranmasinda da
ESBL’lerde oldugu gibi bazi esik degerler bulunmaktadir. Bu amagla o6zellikle
EUCAST degerlerinin ve antibiyotik olarak da meropenemin kullanilmasi
onerilmektedir(47, 57). Ertapenemin duyarlilig1 yiiksek olmakla beraber 6zgulliigii
diistiktiir(58). Bu disklerin etrafinda olusan inhibisyon zonlar1 dlgiilerek giincel
EUCAST ve CLSI onerileri dogrultusunda karbapenemaz taramasi yapilir. Tarama
sonucu pozitif olan bakteriler fenotipik dogrulama testlerinden biri ile arastirilir. Bu
fenotipik yontemler otomatize sistemlere de tanitilarak karbapenemaz dogrulanmasi

yapilabilmektedir.

2.8. POZITIF KAN KULTURU SISELERINDEN DIREKT HIZLI
ANTIMIKROBIYAL DUYARLILIK TESTI (RAST)

Artan antimikrobiyal direngle birlikte, hizli antimikrobiyal duyarlilik testi
(RAST), ozellikle kan dolasimi infeksiyonu (KDE) olan hastalarda giderek daha
onemli hale gelmektedir. Baz1 caligmalarda, RAST ve uygun erken tedavinin kan
dolasimi infeksiyonlar1 ve septik sokta klinik sonucu iyilestirdigi gézlenmistir (59-61).
Onemli bir etkiye sahip olmas1 i¢in "hizli" bir ADT y&nteminin, kan kiiltiirii pozitif
sinyalinden itibaren 8 saatten daha kisa siirede sonu¢ vermesi gerekmektedir (37).
Pozitif sinyalden 4-6 saat sonra sonug¢ veren standartlastirilmis yontem sayist ¢ok
kisithdir. Bununla birlikte, 4-8 saatlik inkiibasyondan sonra inhibisyon bdlgelerinin
okunmasiyla sonu¢ veren direkt antimikrobiyal duyarlilik testi 1980'lerden beri
kullanilmaktadir (62, 63). EUCAST geleneksel yontemi (38), 16-20 saatlik
inkiibasyon icin gelistirilmistir. Disk difiizyon (DD), yoOnergelere uygun olarak
yapildiginda kullanim1 kolay, ucuz ve giivenilirdir. Giinlimiizde bir¢ok laboratuvar

EUCAST in standardize edilmis disk diflizyon yontemine asinadir (64, 65). Ancak
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hizli antimikrobiyal duyarlilik testlerine artan farkindalik ve gereklilik nedeniyle
EUCAST"1 tiim laboratuvarlarda uygulanabilecek disk difiizyon temelli hizli bir test
gelistirmeye itmistir (66). Bu nedenle EUCAST Kasim 2018 tarihinde kan kiiltiirii
sisesinden direkt RAST yontemi ve bazi bakteriler i¢in inhibisyon zon ¢ap sinirlarini
yaymlamistir. Bu yontem EUCAST standart disk difiizyon metodolojisine dayali,
ancak pozitif kan Kkiiltiirii siselerinden dogrudan inokiilasyon ve daha kisa bir
inkiibasyon siiresi (4, 6 ve 8 saat sonra sonuglarin okunmasi) esasina dayanmaktadir
(66). Bu sayede kan kiiltiirii sisesinin pozitif sinyali sonrasi, bakterilerin biiytimesi i¢in
gereken stire (16-24 saat) ve standart DD yontemi i¢in gereken inkiibasyon siiresi (16-
20 saat) beklenmek yerine RAST ile toplam 4-8 saate ADT sonucu elde
edilebilmektedir (Sekil 1.).

Pozitif sinyal Besiyerinde inkiibasyon  Standart disk difiizyon

stiresi stiresi stiresi
Kan kiiltiiri AST

sisesinin sonucunun

inkiibasyonu raporlanmasi

Pozitif sinyal RAST RAST ile kisaltilan

stiresi iiresi .

siiresi siire

Sekil 1. RAST in ADT raporlanma stiresine katkisi

2.8.1. EUCAST, Kan Kiiltiiriinden Direkt RAST Metodolojisi

Asagida anlatilacak olan RAST yontemi, EUCAST web sitesinden RAST

metodolojisi sayfasindan (67) hazirlanmstir.

2.8.1.1. Kan Kkiiltiirii siselerinin hazirlanmasi

EUCAST RAST yontemi, BACTEC (Becton Dickinson), BacT/ALERT
(bioM¢érieux) ve VersaTREK (Thermo Fisher) kan kiiltiirii siseleri i¢cin dogrulanmaistir.
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RAST yontemi, kan kiiltiiri sisesi pozitif sinyal verdikten sonraki 0-18 saat iginde
uygulanabilir. RASTyapmaya hazir olunana kadar pozitif siseler kan kiltiiri
cithazindan ¢ikartilmamalidir. Bununla birlikte, pozitif siseler bir yerden baska bir yere
taginmasi gerekliligi durumunda, cihazdan ¢ikarttiktan sonra oda sicakliginda ii¢ saate

kadar RAST yapilmas1 gerekmektedir.

2.8.1.2. Kan Kkiiltiirii siselerinden dogrudan agar plaklarina inokiilasyonu

Pozitif kan kiiltiirii sisesinden her Muller-Hinton (MH) plagi i¢in 100-150 pl
seyreltilmemis kan kiiltiirii besiyeri dogrudan alinir. Besiyeri, agar ylizeyinde li¢ yonde
stiriilerek nazikge yayilir ve standart ADT’de oldugu gibi diskler plak iizerine
yerlestirilir. RAST 2020 yonergesinde (v 2.0) zon smir degeri bulunan
mikroorganizmalara gore, yerlestirilmesi uygun goriilen antibiyotik diskleri Tablo

1’de verilmistir

Tablo 1. RAST yonergesinde mikroorganizmalara goére yerlestirilmesi Onerilen

antibiyotik diskleri
. o . Klebsiella Pseudomonas Acinetobacter

Escherichia coli . . ..
pneumoniae aeruginosa baumannii

-Imipenem -Imipenem -Imipenem -Imipenem

-Meropenem -Meropenem -Meropenem -Meropenem

-Ciprofloxacin -Ciprofloxacin -Ciprofloxacin -Ciprofloxacin

-Levofloxacin -Levofloxacin -Levofloxacin -Levofloxacin

-Amikacin -Amikacin -Amikacin -Amikacin

-Gentamicin -Gentamicin -Gentamicin -Gentamicin

-Tobramycin -Tobramycin -Tobramycin -Tobramycin

-Trimethoprim- -Trimethoprim- -Trimethoprim- -Trimethoprim-

sulfamethoxazole sulfamethoxazole sulfamethoxazole sulfamethoxazole

-Piperacillin- -Piperacillin- -Piperacillin-

tazobactam tazobactam tazobactam

-Cefotaxime -Cefotaxime -Cefepime

-Ceftazidime -Ceftazidime -Ceftazidime

-Ceftazidime- -Ceftazidime- -Ceftazidime-

avibactam avibactam avibactam

-Ceftolozane- -Ceftolozane- -Ceftolozane-

tazobactam tazobactam tazobactam

Staphylococcus Enterococcus Enterococcus Streptococcus

aureus Jfaecalis Jaecium pneumoniae

-Cefoxitin (tarama) -Ampicillin -Ampicillin -Oxacillin (tarama)

-Norfloxacin (tarama) | -Imipenem -Imipenem -Norfloxacin (tarama)

-Gentamicin -Vancomycin -Vancomycin -Erythromycin

-Clindamycin -Linezolid -Linezolid -Clindamycin
-Gentamicin (HLAR | -Gentamicin (HLAR | -Trimethoprim-
icin) i¢in) sulfamethoxazole
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2.8.1.3. inkiibasyon ve plaklarin okunmasi

Planlanan okuma zamaninda plaklar (4, 6 ve/veya 8 saat) (+ 5 dakika i¢inde)
inhibisyon zonlar1 okunur. Gerektigi takdirde, daha sonraki okuma siiresinde (6
ve/veya 8 saat) okumak iizere plaklar tekrar inkiibasyona kaldirilir. Plaklar 8 saatten
daha uzun siire inkiibe edilmez ve 8 saatten sonra okunmaz. Standart inkiibasyon
stiresine (16-20 saat) kiyasla 4-8 saat inkiibasyon siiresi sonunda Muller-Hinton agar
plaklarindaki iireme siklikla daha silik olmasi beklenir. Inkiibasyonun 4. 6. ve 8.
saatlerinde K.pneumoniae izolatinin Muller-Hinton agar plaklarindaki zon goriiniimii
ornegi Sekil 2°de gosterilmistir. inhibisyon zonlari sadece zon kenarlari belirginse ve
yaygin lireme gozleniyorsa okunmalidir. Test edilen tiim antibiyotik ajanlari i¢in
inhibisyon bdolgelerini bakilan saatlerin tiimiinde okumak miimkiin olmayabilir.
Ornegin 4. saatte okunamayan inhibisyon zonu 6. veya 8. saatte rahatca

degerlendirilebilir.
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Sekil 2. inkiibasyonun 4. 6. ve 8. saatlerinde K.pneumoniae izolatiin Muller-Hinton

agar plaklarindaki zon goriiniimii
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Yontem su bakteriler i¢in dogrulanmustir:

o Escherichia coli

o Klebsiella pneumoniae

e Pseudomonas aeruginosa

o Staphylococcus aureus

o Streptococcus pneumoniae

o FEnterococcus faecalis ve Enterococcus faecium

e Acinetobacter baumannii

Bu bakterilerden Pseudomonas aeruginosa nin inhibisyon zon ¢aplari 6. ve 8.
saatte, diger bakterilerin 4. 6. ve 8. saatte degerlendirilmesi uygun gorilmiistiir.
Yontem icin dogrulanan tiim bakteriler i¢in inhibisyon zon sinir degerleri EUCAST

web sitesinde bulunmaktadir (68).

Dolayis1 ile bu yontemin uygulanabilmesi i¢cin ADT sonuglarinin
yorumlanmadan Once bakteri kimligi bilinmesi gerekmektedir. Tanimlanan bakteri
tiplerine gore 4. 6. ve 8. saatlerde EUCAST RAST inhibisyon zon sinir degerleri (68)
dikkate alinarak duyarlilik sonuglar1 ve direng mekanizmalari belirlenebilir. EUCAST
RAST inhibisyon zon sinir degerleri tablosunun nasil kullanilacagi agiklamalariyla
Sekil 3°de verilmistir. ATU degerleri, farkli laboratuvarlarin kulladiklari; non
standardize inokulasyon yontemleri, farkli kan kiiltiirii cihazlar1 ve iiretici besiyerleri
gibi durumlar nedeniyle olusan hata oranlarini en aza indirgemek icin belirlenmistir

(25).
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4, 6 ve 8 saatlik
inkiibasyondan sonra

ATU - kategorize sonuglar1 okumak ve
edilemeyen teknik yorumlamak i¢in zon ¢ap1
belirsizlik alani sinir degeri
Disk\wﬁat 6§13t 8{saat
Antimikrobiyal ajan icerigi ~
(ng) |S>|ATU R<|S> |ATU [R< [$> |ATU [R<
Antimikrobiyal ajan A 30-6 17 [12-16 |12 | 18 |14-17 |14 |18 |14-17 |14
Antimikrobiyal ajan B 5 15 [12-14 |12 | 18 |15-17 |15 |18 |15-17 |15
Antimikrobiyal ajan C 10 15 (13-14 |13 | 16 |14-15 |14 |17 |15-16 |15
Antimikrobiyal ajan D 10 16 [14-15 |14 [ 17 |15-16 | - [17 |15-16 |15
Antimikrobiyal ajan E 10 50 (15-17 [15 | 17 |15-16 |15§|17 [15-16 |15
Antimikrobiyal ajan F 5 17 [14-16 |14 y 17-19 |17 §20 |17-19 |17
Antimikrobiyal ajan G s/ |17 1416 [14 | 1B [1517 |15 |\8 |15-17 |15
Antimikrobiyal ajan H ﬂ 15 |13-14 |13 IS 13-14 |13 1‘ 13-14 |13
AntimikrobiyalajanI | /10 |14 [12213 [12 [[14 [1213 [12 14| [12-13 |12

Duyarh, artan mar}'l? iyet” (1) " Zon sinir noktasi Zon sinir noktasi yok.
olarak siniflandiran "6lcek dist X
sinir deseri yok. Duyarlilik, Diren¢ durumu,
g givenilir bir sekilde giivenilir bir sekilde
rapor edilemez. rapor edilemez.

Sekil 3. EUCAST RAST inhibisyon zon sinir degerleri tablosunun kullanim teknigi

2.8.1.4. RAST yontemi ile diren¢ mekanizmalarinin taranmasi

ESBL ve karbapenemaz tarama testi: RAST prosediiriinde Escherichia coli ve
Klebsiella pneumoniae i¢in dogrulanmistir. ESBL taranma pozitifligi4. 6. ve 8.
Saatlerde sefotaksim ve/veya seftazidim zon caplarinin, karbapenemaz tarama
pozitifligi ise 6. ve 8. Saatlerde meropenem zon capinin EUCAST’in belirttigi

sinirlarin altinda olmasiyla tanimlanabilir (69).

Indiiklenebilir klindamisin direnci (MLSg) testi: RAST prosediiriinde

Staphylococcus aureus ve Streptococcus pneumoniae i¢in dogrulanmistir. Bir
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klindamisin (2 pg) diski ve bir eritromisin (15 pg) diski 6-12 mm aralikli (ugtan uca)
yerlestirilir. 6 ve 8 saat sonra bir D fenomeni aranir. Bu testin pozitif olmasi
giivenilirdir ancak negatif sonu¢ vermesi indiiklenebilir direncin olmadigini1 garanti

etmez.

Yiiksek diizey aminoglikozid direnci (HLAR): RAST prosediiriinde
Enterococcus faecalis ve Enterococcus faecium i¢in dogrulanmistir. Gentamisin (30
ng) diski, yiiksek diizey aminoglikozid direncini saptamak i¢in kullanilanilir. HLAR
pozitifligi 4. 6. ve 8. saatlerde bu disk etrafinda inhibisyon ¢apinin RAST sinir

degerinden kii¢iik olmasi ile tanimlanur.

Ayni zamanda, RAST yonteminde Staphylococcus aureus igin sefoksitin (30
ng) ve norfloksasin (10 pg) diskleri ile sirasi ile metisilin direnci ve florokinolon
direnci, Streptococcus pneumoniae igin oksasilin (1 pg) ve norfloksasin (10 pg)
diskleri ile sirasiyla beta-lactam ve florokinolon direnci saptamak i¢in zon simir

degerleri bulunmaktadir.

Bu direng testleri i¢in de degerlendirilen saatlerde bakterinin tanimlanmis

olmas1 gerekmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. RAST Yonteminin Uygulanmasi
3.1.1. Dahil Etme/ Hari¢ Tutma Kriterleri

Bu calisma, T.C Saglik Bakanlign Saghk Bilimleri Universitesi Diskapi
Yildirrm Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi Infeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik
Mikrobiyoloji Laboratuvari ve Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gelen kan kiiltiirii

orneklerinde pozitif lireme sinyali saptanan izolatlar iizerinde yapilmstir.

3.1.1.1. Dahil etme Kriterleri: Infeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji
Laboratuvar1 ve Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina 30.11.2020- 01.06.2021 tarihleri

arasinda gonderilen kan kiiltliri 6rneklerinin Gram boyasinda;

e Gram pozitif bakteriler goriilenler icin; gelen kan kiiltiir setinin tiim
siselerinde pozitif lireme sinyali alinan, siselerden yapilan Gram boyamada Gram

pozitif bakteri goriilen kan kiiltiir siselerinden herhangi biri

e Gram negatif bakteriler goriilenler i¢in; gonderilen kan kiiltiir setinin
herhangi bir sisesinde pozitif lireme sinyali alinan, siseden yapilan Gram boyamada

gram negatif bakteri goriilen kan kiiltiir siselerinden herhangi biri
3.1.1.2. Haric¢ tutma kriterleri:

e Aym hastanin, farkli epizotlarda alinan kan kiiltiirlerinde ayni etkenin

tiredigi ornekler

e Gram pozitif bakteriler i¢in; gdnderilen kan kiiltiirli setinin, tiim siselerinde

pozitif lireme sinyali olmayan 6rnekler

e Gram pozitif bakteriler i¢in; kan kiiltiirii siselerden alinan 6rnegin direk

kiiltiirinlin son degerlendirmesinde farkl: tiirde kontaminant bakterinin tiremis olmasi

29



e Pozitif sinyal veren siselerin Gram boyamasinda birden fazla morfoloji ve

boyanma 6zelligine sahip mikroorganizmalarin (bakteri/mantar vb.) goriilmesi

e Kan kiltirii siselerden alman o©rne8in direk kiiltiiriinlin ~ son

degerlendirmesinde, birden fazla tliirde mikroorganizma iiremesi

3.1.2. Kalite Kontrol

EUCAST, prosediirii ve ADT materyallerini dogrulamak i¢in diizenli olarak
kalite kontrolii (KK) yapilmasini 6nerir. EUCAST ti¢ KK susu i¢in 4, 6 ve 8 saatlerde
zon sinir degeri kriterleri gelistirmistir (E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 29213
ve S. pneumoniae ATCC 49619). Kriterler, RAST zon smnir degeri tablolarinda
mevcuttur. KK prosediirii, esas olarak yeni RAST prosediiriin uygulanmasini kalibre
etmek ve dogrulamak icin gergeklestirilir. Prosediir olusturulduktan sonra yeni
personel veya yeni materyallerin (kan kiiltiirii sistemi veya besiyerinde veya disklerde
degisiklik gibi ) alimina kadar RAST KK gerekli degildir. Bu ¢aligmanin baglangicinda
EUCAST’in onerdigi sekilde KK yapilmis sonraki siiregte de ayda bir KK
tekrarlanmistir. RAST KK i¢in EUCAST in 6nerdigi prosediir su sekildedir:

EUCAST’in 6nerdigi KK suslari, kan kiiltiirii siselerine 1 mL 100-200 CFU /
mL ¢ozeltisi (yaklasik 0,5 McFarland’in 1: 100 000 seyreltilmis ¢Ozeltisi) oranlarda
olusturularak asilanir iizerine yaklasik 5 mL steril kan eklenir. Asilanan siseler, kan
kiiltiirii cihazinda inkiibe edilir ve pozitif sinyal alindiginda agiklanan metodolojiye
gore islenir. RAST sinir degerleri tablosunda KK suslari i¢in olusturulmus zon smir

degerlerine gore degerlendirilir.

3.1.3. Kan Kiiltiirii Siselerinden Dogrudan Agar Plaklarina Inokiilasyon

ve Disklerin Yerlestirilmesi

BacT/ALERT (bioMérieux) 3D otomatize kan kiiltiirii inkiibasyon sisteminde
pozitif tireme sinyali alinan kan kiiltiir siselerinden alinan 6rneklerden yapilan Gram

boyama sonuglari; gram pozitif kiimeli kok, gram pozitif zincirli kok, gram negatif

bakteri seklinde siiflandirildi. Alinan 6rnekler EUCAST 2019 RAST yonergesine
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gore (67) Miiller Hinton Agar(MHA) plaklarina standart miktarda (100-150 pl)
inokiile edildi. Hem tanimlama hem de ADT c¢alisilmasi i¢in belirlenmis antibiyotik
diskleri inokule edilen agarlara, Gram boyama ve morfolojik siniflandirmaya gore

asagidaki gibi yerlestirildi (Tablo2):

- Gram pozitif kiimeli kok goriilenlere; Staphylococcus aureus’a,

- Gram pozitif zincirli kok goriilenlere; Enterococcus spp. ve Streptococcus

pneumoniae’a gore

- Gram negatif bakteri goriilenlere; Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter

baumannii, Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae’a gore

Ayni zamanda AST i¢in referans yontem olarak belirlenen standart EUCAST
disk difiizyon metodunun uygulanabilmesi i¢in pozitif lireme sinyali veren kan kiiltiirti
siselerinden alinan 6rnekler Koyun Kanli Agar %5 (KKA) ve Eosin-Metilen-Blue
(EMB) besiyerlerine de inokiile edildi ve bu plaklar 37°Cde 16-24 saat inkiibe edildi.

Tablo 2. Gram boyama sonuglarina gére Miiller Hinton Agar plaklarina yerlestirilen

antibiyotik diskleri
Organizma Yerlestirilen antibiyotik diskleri
Gram pozitif kiimeli kok paneli (1 plak) Cefoxitin 30 pg
(Staphylococcusaureus) Norfloxacin 10 pg
Gentamicin 10 ug
Erythromycin 15 pg
Clindamycin 2 pg
Linezolid 10 pg”
Gram pozitif zincirli kok paneli (2 plak) Plak-1(%S5 Kanli Mueller-Hinton agar)
(Streptococcos pneumoniaeve Enterococcus | Oxacillin 1 pg
spp) Norfloxacin 10 pg

Erythromycin 15 pg”
Clindamycin 2 pg
Trimethoprim-sulfamethoxazole 1.25-23.75 pg
Optochin”

Bacitracin®

Plak-2 (Mueller-Hinton agar)
Ampicilin 2 pg

Imipenem 10 pg
Vancomycin 5 pug

Linezolid 10 pg

Gentamicin 30 pug
Teicoplanin 30 pg”
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Tablo 2. (Devam) Gram boyama sonuglaria gére Miiller Hinton Agar plaklarina

yerlestirilen antibiyotik diskleri

Gram-negatif paneli (2 plak) Plak 1 ve 2 (Mueller-Hinton agar)
(Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter

baumannii, Escherichia coli, Klebsiella Piperacillin-tazobactam 30-6 pg
pneumoniae) Cefotaxime 5 ug

Amikacin 30 pg

Gentamicin 10 ug

Tobramycin 10 pg

Ceftazidime 10 pg

Imipenem 10 pg

Meropenem 10 pg

Ertapenem 10 pg”

Ciprofloxacin 5 ug

Levofloxacin 5 pg
Trimethoprim-sulfamethoxazole1.25-23.75 pg
*RAST yonergesinde sinir degeri olmamasina ragmen yerlestirilen antibiyotik diskleri

3.1.4. Bakteri Kimliklerinin Basit Tanimlayic1 ve Biyokimyasal Testlerle

Erken Tahmini

EUCAST RAST metodunun uygulanabilmesi i¢in bakteri tanimlanmasinin zon
cap1 Ol¢iimii sirasinda (4. 6. ve 8.saatlerde) yapilmasi gerekmektedir. EUCAST in bu
erken tanimlama iglemiyle ilgili nerisi bulunmamakla beraber literatiirde genellikle
MALDI-TOF MS sistemi kullanilmistir. Ancak bu sistemin o donemde hastanemizde
bulunmamasi ve bu gibi otomatize sistemlerin mevcut olmadigi merkezlerde de
EUCAST RAST yonteminin kullanilabilmesine yol gdstermesi acgisindan bu
calismada erken tanimlama i¢in Gram boyama ve bazi basit tanimlayici testler (BTT)
tercih edilmistir. Bunun i¢in Inkiibasyonun 4. 6. veya 8. saatlerinde plaklarda iireyen

bakterilere Gram boyama 6zelligine gore su testler kullanilmistir:

e Basit tanimlayici testler: Oksidaz, katalaz, ticari hizli lateks agliitinasyon

testi (BD BBL staphyloslide Latex Test Kiti), PYR testi

¢ Antibiyotik diskleri: Ampisilin (2 pg),optokin, basitrasin diskleri

Bu testlere gore inkiibasyonun 4. 6. veya 8. saatlarinde bakteri 6ngoriilmesi su

planlamaya gdre yapilmistir:
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e Gram boyamada Gram pozitif kiimeli kok goriiliip katalaz testi pozitif,

lateks hizli test pozitif ise; Staphylococcus aureus

e Gram boyamada Gram pozitif kiimeli kok goriiliip katalaz testi pozitif,

lateks hizli test negatif ise; Koagulaz negatif stafilokok

e (Gram boyamada Gram pozitif zincirli kok gortiliip katalaz testi negatif, PYR

pozitif, Basitrasin direngli, Ampisilin duyali ise; Enterococcus faecalis

e (Gram boyamada Gram pozitif zincirli kok goriiliip katalaz testi negatif, PYR

pozitif, Basitrasin direncli, Ampisilin direngli ise; Enterococcus faecium

e Gram boyamada Gram pozitif zincirli kok goriiliip katalaz testi negatif, PYR

pozitif, Basitrasin duyarli ise; Streptococcus pyogenes

e Gram boyamada Gram pozitif zincirli kok goriiliip katalaz testi negatif, PYR

negatif, optokin duyarh ise; Streptococcus pneumoniae

e Gram boyamada Gram pozitif zincirli kok goriiliip katalaz testi negatif, PYR

negatif, optokin direngli ise; diger streptokok tiirleri

e Gram boyamada Gram negatif basil goriiliip oksidaz testi negatif ise;

Enterobacterales takim

e Gram boyamada Gram negatif kok-kokobasil goriiliip oksidaz testi negatif

ise; Acinetobacter spp.

e Gram boyamada Gram negatif basil goriiliip oksidaz testi pozitif ise;

Pseudomonas spp.

Bu yontemlere gore ongoriilen bakteri tanimlamalari, inkiibasyonun 16-24.
saatlerinde standart tanimlama yontemi olarak belirlenen Vitek 2 Compact

(BioM¢érieux) ile tanimlanan sonuglarla karsilastirilarak hata oranlar1 belirlenmistir.
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3.1.5. inkiibasyon Sonrasi Plaklarin Degerlendirilmesi

Belirlenen saatlerde (4. 6. ve 8. saat) (= 5 dakika i¢inde) plaklarinda olusan
inhibisyon zon ¢aplar1 dl¢iildii. Inhibisyon zon sinirlar1 ve koloni iiremesi belirgin
olmayan plaklar ‘Okunamad1’ seklinde raporlanarak daha sonraki okuma siiresinde (6.
veya 8. saat) okumak {izere tekrar etiive kaldirildi. Gram boyama ve BTT’ler ile
ongoriilen mikroorganizmalara gore EUCAST 2020 d-RAST ydnergesinde zon siir
degerleri verilen bakteriler i¢in belirtilen degerlere gore duyarli (S), direngli (R) ve
teknik belirsiz alan (ATU) sonuglar1 belirlendi. Inkiibasyonun 4. 6. ve 8. saatleri igin
yorumun Yyapilabilecegi (S veya R), yorumun yapilamayacagi(ATU) sonuglarin
oranlar1 belirlendi. RAST simir degerlerinde ATU teknik belirsizlik alanlart mevcut

olup, orta duyarl (I) sonug i¢in sinir degeri bulunmamaktadir.
Basit tanimlayici ve biyokimyasal testler araciligi ile ;

Tir diizeyinde saptanabilen Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium, Streptococcus pneumoniae izolatlarinin AST sonuglari, RAST

yonergesinde verilen zon sinir degerlerine gore saptanmustir.

Cins diizeyinde tanimlanan Acinetobacter spp. AST sonuglari, RAST
yonteminde zon sinir degerleri verilen Acinetobacter baumanii’ye gore, Pseudomonas

spp. ise Pseudomonas aeruginosa’ya gore belirlenmistir.

Enterobacterales iiyesi olarak tanimlananlar i¢in; RAST yonteminde zon sinir
degerleri verilen Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae nin zon smir degeri
birlestirilerek yeni bir tablo olusturulmustur (Tablo 3). Bu tablo olusturulurken bu iki
bakteriden ‘duyarlt’ (S) ve ‘direncgli’ (R) sinir degerleri en biiyiik olan olanlar dikkate
alimmistir. ADT sonuglar1 bu tabloya gore saptanmistir. Burada amag klinisyene

verilen yanlis duyarlilik sonuglarini en aza indirmektir.

Koagiilaz negatif stafilokok olarak tanimlananlar; RAST yonteminde KNS i¢in
zon sinir degeri bulunmadigindan Staphylococcus aureus zon sinir degerlerine gore

ADT sonuglar belirlenmistir.
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Tablo 3. Enterobacterales igin olusturulan RAST zon cap1 sinir degerleri

Antimikrobiyal ajan Disk icerigi 4. saat 6.saat 8.saat

(ng) S>| ATU |R<|[S>|ATU| R< | S>| ATU | R<
Piperacillin-tazobactam 30-6 17 | 12-16 | 12 | 18 |14-17| 14 18 14-17 14
Cefotaxime 5 15 13-14 13 18 | 15-17| 15 18 15-17 15
Ceftazidime 10 15 13-14 13 16 | 14-15| 14 17 15-16 15
Imipenem 10 16 14-15 14 17 | 15-16 | 15 17 15-16 15
Meropenem 10 18 | 15-17 | 15 17 |15-16 | 15 17 15-16 15
Ciprofloxacin 5 18 | 15-17 15 20 | 17-19| 17 20 17-19 17
Levofloxacin 17 14-16 14 18 | 15-17| 15 18 15-17 15
Amikacin 30 15 13-14 13 15 | 13-14| 13 15 13-14 13
Gentamicin 10 14 12-13 12 14 | 12-13 12 14 12-13 12
Tobramycin 10 14 12-13 12 15 | 13-14| 13 15 13-14 13
glﬁ}‘:gg‘l’ll(’;':z‘ole 125-23.75 | 12 | 10-11 | 10 | 14 |[12-13] 12 | 14 | 1213 | 12

Tanimlanan Enterobacterales tiyeleri i¢in; RAST yonteminde ESBL direng

taramasi i¢in verilen Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae nin zon smir degeri

birlestirilmis ve bu iki bakterinin en biiyiik sinir degerleri dikkate alinarak yeni bir

tablo (Tablo 4 ve 5) olusturulmustur. Direng¢ tarama sonuglar1 ise bu tabloya gore

saptanmistir. Bu sonuglar referans olarak belirlenen yontemin diren¢ sonuclari ile

karsilastirilmigtir. Burada amag, erken direng taramasinda klinisyene bilgi verilirken

yanlis negatif bildirim oranini en aza indirmektir.

Tablo 4. Enterobacterales igin olusturulan ESBL (tarama) zon siir degerleri

.. . . ESBL tarama simir degerleri
Takim Antimikrobiyal ajan 4. saat 6.5aat 8.saat
Cefotaxime 5 pg <15 <18 <18
Enterobacterales Ceftazidime 10 pg <15 <16 <17

Tablo 5. Enterobacterales igin olusturulan karbapenemaz (tarama) zon siir degerleri

L. ) ) Karbapenemaz tarama sinir degerleri
Takim Antimikrobiyal ajan
4. saat 6.saat 8.saat
Enterobacterales Meropenem 10pg - <20 <20

Gram boyama ve BTT ler ile ongoriilen bakteri kimlikleri, EUCAST RAST

siir degerleri ve tarafimizca olusturulan zon sinir degeri tablolar1 (EUCAST RAST’a

gore) degerlendirilerek saptanan AST ve direng tarama sonuglari, referans yontemlerle

karsilastirilarak hata oranlar1 saptanmistir. Ayn1 zamanda 4. 6. veya 8. saatlerde elde
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edilen bu sonuglar, hastanin antibiyotik tedavisini diizenleyecek olan infeksiyon
hastaliklar1 ve klinik mikrobiyoloji hekimine bildirilmistir. Bu bildirim sirasinda; bu
sonuclarin 6n sonu¢ oldugu, kesin ADT sonucunun standart ydnteme gore
belirlenecegi dolayisiyla hastaya zarar vermemek agisindan de-eskalasyon
yapilmamasi 6nerilmistir. Caligma tamamlandiktan sonra bu bildirimin hekimin tedavi

karar1 iizerine etkisi geriye doniik olarak degerlendirilmistir.

3.2. REFERANS YONTEMLER

KKA ve EMB besiyerlerinin 16-24 saat inkiibasyonu sonrast bu plaklardan
referans olarak belirlenen yontemler ¢alisilmistir. Referans tanimlama yontemi olarak
Vitek 2 Compact (BioMérieux) sistemi, referans AST i¢cin EUCAST standardize disk
difiizyon (DD) methodu (41) belirlenmistir. Diren¢ taramasi i¢in bazi yontemler
(ESBL i¢in ¢ift disk sinerji testi, karbapenemaz icin VITEK-2 otomatize sistem
sonuglari, indiiklenebilir klindamisin direnci i¢in D-zon testi) ve standart EUCAST
DD testi zon sinir degerleri (41) (yiiksek diizey aminoglikozid direnci igin gentamisin,
metisilin direnci igin sefoksitin, florokinolon direnci i¢in norfloksasin diski zon sinir

degerleri) referans testler olarak belirlenmistir.

3.3. RAST VE REFERANS YONTEM KARSILASTIRMASI

RAST yo6ntemiyle saptanan ATU sonuglari, siniflandirma yapilamadigi i¢in
hata hesaplamalarindan muaf tutulmustur. Ayni1 zamanda belirlenen saatlerde
inhibisyon zon sinirlar1 ve koloni liremesi belirgin olmayan zonlar ‘okunamayan zon’
olarak adlandirilmis, hata oranlar1 hesaplanirken bu zonlar dikkate alinmamuistir.
Okunamayan zonlar ve ATU degerleri ¢ikarildiktan sonra elde edilen sonuglar (S ve
R sonuglari), referans deger olan EUCAST standart disk diflizyon yontemi sonuglari
ile karsilagtirilarak ¢ok biiyiik hata (CBH; referans yontem = R iken RAST = S), biiyiik
hata (BH; referans yontem =S iken RAST = R) ve kiiciik hata (KH; referans degeri =
orta duyarli (I) iken RAST= S veya R) oranlarn belirlendi. RAST zon c¢aplar
degerlendirilirken EUCAST RAST zon simir tablo degerleri v 2.0 (2020) (68) ve

tarafimizca olusturulan zon sinir degerleri (Tablo 3, 4 ve 5), referans yontem olarak
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belirlenen standart disk difiizyon yontemi ile zon ¢aplar1 degerlendirilirken EUCAST
zon sinir degerleri v 10.0 (2020) (41) kullanilmastir.

Bununla beraber, RAST ile elde edilen diren¢ sonuglari, referans yontemlerle
elde edilen diren¢ sonuglari ile karsilastirilarak iki yOntem arasindaki uyuma

bakilmistir.

Ayni zamanda inkiibasyonun 16-20. saati sonrasi plaklardan; referans
tanimlama yontemi olarak belirlenen Vitek 2 Compact (BioMérieux) ile bakteri
tanimlamalar1 yapildiktan sonra EUCAST RAST metodolojisinde zon sinir degerleri
verilen bakteriler i¢in geriye doniik olarak gergek kategorik uyum ve hata oranlari

saptanmistir.

EUCAST RAST yonergesinde zon sinir degeri olmayan bazi organizma/ajan
kombinasyonlar1 (Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae igin ertapenem,
Staphylococcus  aureus  i¢in  eritromisin  ve  linezolid,  Enterococcus
faecalis ve Enterococcus faecium igin teikoplanin) i¢in 4. 6. ve 8. saatlerde antibiyotik

zon smir degerleri dlgiilerek literatiire katk: saglanmas1 amaglanmustir.

3.4. ESKALASYON / DE-ESKALASYON

Beta-laktamlar arasinda eskalasyon ve de-eskalasyon kriterleri belirlenirken
Weiss ve arkadaslarmin kullandig kriterlerlerden yararlanilmistir (70). Buna gore
beta-laktam antibiyotiklerin spektrum siralamasi: 1. derece amoksisilin, 2. derece
amoksisilintkalvunik asit veya ampisilint+sulbaktam, 3. derece 3.kusak
sefalosporinler (pseudomonas etkisiz), 4. derece piperasilin/tazobaktam, 4.kusak
sefalosporinler, 3. Kusak antipseudomonal sefalosporinler, 5. derece ertapenem, 6.
derece imipenem, meropenem seklindedir. Bunlarin disinda hastanin aldigi
antibiyotige spektrum genigletmek amaciyla baska bir antibiyotik eklenmesi ya da bu
antibiyotigin benzer spektrumlu bagka bir antibiyotikle degistirilmesi de eskalasyon
olarak kabul edilmistir. Beta laktam dis1 antibiyotiklerin spektrum skorlar

belirlenirken Madaras-Kelly ve ark.’in yaptiklart calismadan yararlanilmistir (71).
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4. BULGULAR

4.1. GRAM BOYAMA VE BTT’LER iLE iZOLATLARIN ERKEN
ONGORULMESI VE BU iZOLATLARDA UYGULANAN RAST
YONTEMININ HATA ORANLARI

Calismanin planlandig: 30.11.2020 ve 01.06.2021 tarihleri arasinda 145 izolat
calismaya dahil edilmistir. Bu izolatlarin 95’1 Gram negatif, 50’si Gram pozitif
bakteriler idi. Izolatlarin tiir tanimlamalar1 Tablo 6’da verilmistir. Tablo 6°da ayrica
BTT’ler ile 6ngdriilen tanimlama sonuglar1 ile Vitek 2 Compact (BioMérieux)
sonuglari karsilastirilmistir. Buna gore 4. 6. veya 8. saatlerde Gram boyama ve BT T’ ler
sayesinde yapilan tanimlamalar ile bakterilerin tamami basarili bir sekilde
ongoriilmistiir. Staphylococcus aureus (10), Enterococcus faecalis (11), Enterococcus
faecium (6), Streptococcus pneumoniae (1) izolatlarinin hepsi tiir diizeyinde
tanimlanmistir. Bu ylizden EUCAST RAST sinir degeri tablolar1 kullanilarak gercek
kategorik hata oranlar1 ile aymi oranlar elde edilmistir. Pseudomonas spp. ve
Acinetobacter spp. izolatlar1 cins diizeyinde tanimlanmistir. Pseudomonas spp. olarak
tanimlanan izolatlarin referans yontemle Pseudomonas auriginosa (2), Acinetobacter
spp. olarak tanimlanan izolatlarin Acinetobacter baumanii (13) saptanmasi nedeniyle
bu izolatlarda da EUCAST RAST sinir degeri tablolar1 kullanilarak gergek kategorik

hata oranlar ile ayni oranlar tespit edilmistir.
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Tablo 6. izolatlarin Gram boyama ve BTT lere gore ongoriilen bakteri tanimlamalari

ve Vitek 2 Compact tanimlama sonugclari ile karsilastirilmasi

Gram boyama ve BTT Ongbriilen bakteriler/N Vitek 2 Compact

sonuclar tanimlamasi/N

Gram (+) kiimeli kok, katalaz

(+). lateks test (+) Staphylococcus aureus (10) Staphylococcus aureus (10)
S.epidermidis(13)
S.hominis(3)

Y S.haemolyticus (2)
Srr)arﬁlt(;()skt‘:tlih) kok, katalaz |y \ig (22) S.lugdunensis (1)
’ S.simulans (1)

S.capitis (1)
S.caprae (1)

Gram (+) zincirli kok, katalaz . .

(). PYR(+). A (R). AM (S) Enterococcus faecalis (11) Enterococcus faecalis (11)

Gram (+) zincirli kok, katalaz Enterococcus faecium (6) Enterococcus faecium (6)

(-), PYR(+), A (R), AM (R)
Gram (+) zincirli kok, katalaz
(=), PYR(+), P (S)

Streptococcus pneumoniae (1) | Streptococcus pneumoniae (1)

Escherichia coli (51)
Klebsiella pneumoniae (17)
Enterobacter aerogenes (3)
Gram (-) basil, oksidaz(-) Enterobacterales (80) Enterobacter cloacae (3)
Serratia mercescens (4)
Proteus mirabilis (1)
Raoutella ornithinolytica (1)
Acinetobacter baumanii (13)

Gram (-) kok-kokobasil,
oksidaz(-)

Gram (-) basil, oksidaz(+) Pseudomonas spp. (2) Pseudomonas auriginosa (2)
BTT: Basit tanimlayici test, KNS: Koagulaz negatif stafilokok, AM: Ampisilin (2 pg), A: Basitrasin, P:
Optokin, Lateks test: Ticari hizli lateks agliitinasyon testi (BD BBL staphyloslide Latex Test Kiti), S:
Duyarly, R: Direncli

Acinetobacter spp. (13)

4.1.1. Enterobacterales takimi

Gram boyama ve BTT’ler ile Enterobacterales olarak éngoriilen 80 izolat icin,
referans yontemle 51°inin Escherichia coli, 17’sinin Klebsiella pneumoniae, 3 ‘iiniin
Enterobacter aerogenes, 3’Uinilin Enterobacter cloacae, 4 iinlin Serratia mercescens,
I’inin Proteus mirabilis, 1’inin Raoutella Ornithinolytica olarak tanimlandigi
gozlenmistir. Enterobacterales takimi i¢in 80 izolat, 11 antibiyotik toplam 880
bakteri-antibiyotik kombinasyonu test edildi. inkiibasyonun 4. 6. ve 8. saatlerinde
strastyla, okunabilen zonlarin oran1 % 94,7, % 99,8 ve % 99,9 ve yorumlanabilenlerin
(ATU dis1 sonuglar) oran1 %88,1, %89,9 ve %92olarak saptanmistir. CBH oranlar1 4.
6. ve 8. saatlerinde sirastyla % 0,6 (4), %1.4 (11), %1,3 (10), BH oranlar1 %1,1 (8),
%0,8 (6), %0,9 (7) ve KH oranlar1 %1,5 (11), %1,3 (10), %1,1 (9) saptanmistir. Testin
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toplam hata oranlar1 4. 6. ve 8. saatlerde sirastyla %3,2, %3.4, %3,3 kategorik uyumu

(KU) ise % 96,8, %96,6, %96,7 olarak belirlenmistir (Tablo7).

Tablo 7. Enterobacterales olarak 6n goriilen izolatlarin teorik ve gercek test sayilari,

okunabilen ve S veya R olarak yorumlanabilen testlerin kategorik hata

oranlar1
Inkiibasyon Siiresi
Enterobacterales (n=80)
4.saat 6.saat 8.saat

Teorik test sayis1* 880 880 880
Tamamlanan test sayisi® 863 873 863
Okunabilir bolgeler (Tamamlanan test % )¢ 817 (94,7) 871 (99,8) 862 (99,9)
Okunabilir bolgeler iizerinden sonuglar (%)

S veya R olarak yorumlanamayanlar (ATU) 97 (11,9) 88 (10,1) 69 (8,0)

S 490 (60,0) 531 (61,0) 541 (62,8)

R 230 (28,2) 252 (28,9) 252 (29,2)
S veya R olarak yorumlanan toplam zon iizerinden Hatalar (%)

Cok Biiyiik Hata (CBH) 4 (0,6) 11(1,4) 10 (1,3)

Biiyiik Hata (BH) 8 (1,1) 6 (0,8) 7(0,9)

Kiigiik Hata (KH) 11 (1,5) 10 (1,3) 9(1,1)

Toplam Hata 23 (3,2) 27 (3,4) 26 (3,3)

Kiigiik Hata: RAST=S/R Referans yontem=I

Biiyiik Hata: RAST=R Referans Yontem=S

Cok Biiyiik Hata: RAST=S Referans Yontem=R

a: Toplam olasi izolat/etken kombinasyonu sayisi.

b: Eksik veriler hari¢ tutulduktan sonra tamamlanan testlerin sayis1 (6rn. disk diisiiriildii, teknik
nedenlerle bakilamad).

c¢: Okunabilir inhibisyon bolgelerine sahip test sayisi.

Vitek 2 Compact sisteminin E.coli olarak tanimladig1 izolatlar tarafimizca
olusturulan tabloya gore (Tablo 3) geriye doniik olarak degerlendirildiginde testin
toplam hata oranlarinin 4. 6. ve 8. saatlerde sirasiyla %3,3 %3,8, %3.9, K. pneumoniae
izolatlart icin %3 %24, %1,8, E.coli, K. pneumoniae haricindeki diger
Enterobacterales izolatlar1 i¢in = %3,6 %3,5, %2,8 olarak ayr1 ayr1 hesaplanmistir
(Tablo 8, 9 ve 10). Enterobacterales izolatlar1 i¢inde CBH’lerin en sik nedeni E.coli-
amikasin kombinasyonu kaynakliydi. KH ise en sik E.coli-seftazidim kombinasyonu
iliskiliydi. BH’ler belirli bir antibiyotik ¢esidinde yogunlasmamaist1 (Tablo 11, 12 ve

13).
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Tablo 8. Referans yontemle E.coli olarak tanimlanan izolatlarin teorik ve gercek test

sayilari, olusturulan zon siir degerlerine gore okunabilen ve S veya R olarak

yorumlanabilen testlerin kategorik hata oranlari

Lo Lo Inkiibasyon Siiresi
Escherichia coli (n=51) dsaat 6.5aat S.saat
Teorik test sayisi® 561 561 561
Tamamlanan test sayisi® 544 555 555
Okunabilir bolgeler (Tamamlanan test % )¢ 505 (92,8) 554 (99,8) 554 (99,8)
Okunabilir bolgeler iizerinden sonuclar (%)

S veya R olarak yorumlanamayanlar (ATU) 61 (12,1) 53 (9,6) 40 (7,2)
S 299 (59,2) 336 (60,6) 346 (62,5)
R 145 (28,7) 165 (29,8) 168 (30,3)
S veya R olarak yorumlanan toplam zon iizerinden Hatalar (%)
Cok Biiyiik Hata (CBH) 4 (1,0) 10 (2,0) 10 (1,9)
Biiyiik Hata (BH) 4 (1,0) 2 (0,4) 4 (0,8)
Kiicilik Hata (KH) 6 (1,4) 7(1,4) 6(1,2)
Toplam Hata 14(3,3) 19 (3,8) 20 (3,9)

Kiiciik Hata: RAST=S/R Referans yontem=I
Biiyiik Hata: RAST=R Referans Yontem=S
Cok Biiyiik Hata: RAST=S Referans Yontem=R

a: Toplam olas1 izolat/etken kombinasyonu sayisi.

b: Eksik veriler hari¢ tutulduktan sonra tamamlanan testlerin sayis1 (6rn. disk diistiriildii, teknik

nedenlerle bakilamadi).

c¢: Okunabilir inhibisyon bdlgelerine sahip test sayisi.

Tablo 9. Referans yontemle K.pneumoniae olarak tanimlanan izolatlarin teorik ve

gergek test sayilari, olusturulan zon sinir degerlerine gore okunabilen ve S

veya R olarak yorumlanabilen testlerin kategorik hata oranlar1

Klebsiella pneumoniae (n=17) inkiibasyon Siiresi
4.saat 6.saat 8.saat

Teorik test sayisi® 187 187 187
Tamamlanan test sayisi® 187 187 187
Okunabilir bolgeler (Tamamlanan test % )¢ 182 (97,3) 186 (99,5) 187 (100,0)
Okunabilir bolgeler iizerinden sonuclar (%)

S veya R olarak yorumlanamayanlar (ATU) 17 (9,3) 17 (9,1) 16 (8,6)

S 101 (35,2) 103 (35,5) 105 (35,3)

R 64 (55,5) 66 (55,4) 66 (56,1)
S veya R olarak yorumlanan toplam zon iizerinden Hatalar (%)

Cok Biiyiik Hata (CBH) - 1(0,6) -

Biiyiik Hata (BH) 1(0,6) 1 (0,6) 1 (0,6)

Kiigiik Hata (KH) 4(2,4) 2(1,2) 2(1,2)

Toplam Hata 5(3,0) 42,4) 3(1,8)

Kiigiik Hata: RAST=S/R Referans yontem=I , Biiylik Hata: RAST=R Referans Yontem=S

Cok Biiyiik Hata: RAST=S Referans Yontem=R

a: Toplam olas1 izolat/etken kombinasyonu sayisi.

b: Eksik veriler hari¢ tutulduktan sonra tamamlanan testlerin say1st (6rn. disk diistiriildi, teknik

nedenlerle bakilamadi).

c¢: Okunabilir inhibisyon bolgelerine sahip test sayisi.



Tablo 10. Referans yontemle E.coli ve K.pneumoniae dis1 Enterobacterales olarak

tanimlanan izolatlarin teorik ve gercek test sayilari, olusturulan zon sinir

degerlerine gore okunabilen ve S veya R olarak yorumlanabilen testlerin

kategorik hata oranlari

Diger Enterobacterales tiirleri (n=12)

Inkiibasyon Siiresi

4.saat 6.saat 8.saat
Teorik test sayisi® 132 132 132
Tamamlanan test sayis1® 132 131 121
Okunabilir bolgeler (Tamamlanan test % )¢ 130 (98,5) 131 121 (100,0)
(100,0)
Okunabilir bolgeler iizerinden sonuclar (%)
S veya R olarak yorumlanamayanlar (ATU) 19 (14,6) 18 (13,7) 13 (10,7)
S 90 (69,2) 92 (70,2) 90 (74,4)
R 21 (16,2) 21 (16,0) 18 (14,9)
S veya R olarak yorumlanan toplam zon iizerinden Hatalar (%)
Cok Biiyiik Hata (CBH) - - -
Biiyiik Hata (BH) 32,7 32,7 2(1,9)
Kiiciik Hata (KH) 1(0,9) 1(0,9) 1(0,9)
Toplam Hata 4 (3,6) 4 (3,5) 3(2,8)

Kiiciik Hata: RAST=S/R Referans yontem=I
Biiyiik Hata: RAST=R Referans Yontem=S

Cok Biiyiik Hata: RAST=S Referans Yontem=R
a: Toplam olas1 izolat/etken kombinasyonu sayisi.

b: Eksik veriler hari¢ tutulduktan sonra tamamlanan testlerin sayist (6rn. disk diisiiriildii, teknik

nedenlerle bakilamadi).
c: Okunabilir inhibisyon bolgelerine sahip test sayisi.

Tablo 11. Escherichia coli (n=51) i¢in olusturulan zon sinir degerlerine gore 4, 6 ve

8. saatlerdeki tiire 6zgii kategorik hata sayis1

Inkiibasyon 4.saat 6.saat 8.saat
Siiresi Okuma/ATU | CBH | BH | KH | Okuma/ATU | CBH | BH | KH | Okuma/ATU | CBH | BH | KH
TZP 43/24 50/18 - 50/14 - - -
CTX 45/3 51/5 1 - 51/3 1 - -
CAZ 45/7 51/7 6 51/3 - 6
MEM 46/3 - - 1 512 1 512 1 -
CIP 47/6 - - 51/5 - 51/4 - -
AN 49/3 2 2 512 4 512 4 1 -
GM 472 - 51/- 1 51/1 1 - -
TOB 47/6 1 50/8 2 50/7 2 - -
IMP 48/3 - 512 - 512 - -
SXT 44/- - 1 48/- 1 48/- 1 -
LEV 44/4 1 1 - 49/4 2 1 - 49/2 2 1 -
Toplam 478/57 4 4 6 554/53 10 2 7 554/40 10 4 6

TZP: Piperacillin-tazobactam 30-6 pg, CTX: Cefotaxime 5 pg, AN: Amikacin 30 pg,
GM: Gentamicin 10 pg, TOB: Tobramycin 10 pg, CAZ: Ceftazidime 10 pg, IMP: Imipenem 10 pg,
MEM: Meropenem 10 pg, CIP: Ciprofloxacin 5 pg, LEV: Levofloxacin 5 p,

SXT: Trimethoprim-sulfamethoxazole 1.25-23.75 pg
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Tablo 12. K.pneumoniae (n=17) i¢in olusturulan zon siir degerlerine gore 4, 6 ve 8.

saatlerdeki tiire 6zgii kategorik hata sayisi

inkiibasyon 4.saat 6.saat 8.saat
Siiresi Okuma/ATU | CBH | BH | KH | Okuma/ATU | CBH | BH | KH | Okuma/ATU | CBH | BH | KH
TZP 16/6 . . - 17/6 - - - 17/6 - -
CTX 16/1 - - - 171 - - - 171 - -
CAZ 16/1 - - - 16/1 - - - 172 - -
MEM 1711 - - 4 17/3 - - 2 17/3 - -
cIp 17/2 - - - 171 - - - 171 - -
AN 171 - 1 - 17/- 1 - - 171 - -
GM 17/- - - - 17/- - - - 17/- - -
TOB 17/- - . - 1772 - - - 171 - -
IMP 17/4 . - - 1772 - 1 - 17/- - 1
SXT 15/- . . - 17/- - 2 - 17/- - -
LEV 1711 . - - 171 - . - 171 - -
Toplam 182/17 - 1| 4 186/17 1 1| 2 187/16 - 1

TZP: Piperacillin-tazobactam 30-6 pg, CTX: Cefotaxime 5 ug, AN: Amikacin 30 ng, GM: Gentamicin
10 pg, TOB: Tobramycin 10 pg, CAZ: Ceftazidime 10 pg, IMP: Imipenem 10 nug, MEM: Meropenem
10 pg, CIP: Ciprofloxacin 5 pg, LEV: Levofloxacin 5 p,
SXT: Trimethoprim-sulfamethoxazole 1.25-23.75 pg

Tablo 13. E.coli

ve K. pneumoniae

dis1

Enterobacterales(n=12)

izolatlarinin

olusturulan zon smir degerlerine gore 4, 6 ve 8. saatlerdeki tiire 0zgii

kategorik hata say1s1

inkiibasyon 4.saat 6.saat 8.saat
Siiresi Okuma/ATU | CBH | BH | KH | Okuma/ATU | CBH | BH | KH | Okuma/ATU | CBH | BH | KH
TZP 12/8 - . - 12/5 - 1 . 11/5 - -
CTX 1211 . . - 12/3 - . . 11 - -
CAZ 12/2 . 1|1 12/- - 1|1 11 - -
MEM 12/3 - 2 | - 1211 - 1 . 11 - 1
cIp 11 . . - 1211 . . . 11/ - 1
AN 1211 . . - 1211 . . . 11/ - -
GM 12/- . . - 12/- . . . 11/ - -
TOB 122 . . - 12/3 . . . 11/ - -
IMP 12/- - . - 12/- . . . 11 - .
SXT 12/- - . - 1211 . . . 11 - .
LEV 111 - - - 113 - - . 1173 . -
Toplam 130/19 . 301 131118 - 301 121113 - 2

TZP: Piperacillin-tazobactam 30-6 pg, CTX: Cefotaxime 5 ng, AN: Amikacin 30 pg, GM: Gentamicin
10 pg, TOB: Tobramycin 10 pg, CAZ: Ceftazidime 10 pg, IMP: Imipenem 10 pg, MEM: Meropenem
10 pg, CIP: Ciprofloxacin 5 pg, LEV: Levofloxacin 5 p,
SXT: Trimethoprim-sulfamethoxazole 1.25-23.75 pg
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Fenotipik yontemlerle ESBL iirettigi saptanan Enterobacterales izolat1 sayisi
50 (%62,5) iken karbapenemaz iiretenlerin sayisi 19 (%23,8) olarak bulunmustur.
EUCAST RAST yontemi E. coli ve K. pneumoniae'de ESBL'yi sefotaksim ve
seftazidim, karbapenemaz {iretimin ise meropenem RAST zon smir degerleri
kullanilarak degerlendirmeyi oOnermektedir. Onerilen bu zon smir degerleri
kullanilarak tarafimizca olusturulan tablolarin (Tablo 4 ve 5) Enterobacterales
takiminda ESBL ve karabapenemaz saptama kapasitesi degerlendirilmistir. Buna gore,
okunabilir zonlarda ESBL ve karbapenemaz iireten tiim izolatlar dogru bir sekilde
tespit edilmistir. Yalnizca bir izolatta (Enterobacter aerogenes) 4. Saatte yanlis pozitif
ESBL gozlenirken bu hata 6. ve 8. saatlerde diizelmistir. Karbapenemaz taramasinda
ise 6. saatte 2 E.coli, 1 K. pneumoniae, 4 diger Enterobacterales liyesi olmak ilizere
toplam 7 izolatta yanlis pozitif sonu¢ elde edilmis 8. Saatte degerlendirildiginde 4
izolattaki hata giderilmistir. Buna gore 8. saatte 1 E.coli, 2 diger Enterobacterales

tiyesi olmak tizere 3 izolatta yanlis pozitif karbapenemaz sonucu alinmistir.

4.1.2. Koagiilaz Negatif Stafilokoklar (KNS)

Gram boyama ve BTT ler ile KNS olarak tanimlanan 22 izolatin AST ve direng
sonuglari, EUCAST RAST yonergesinde zon siir degerleri verilen Staphylococcus
aureus’a gore belirlendi. Bu sonuglar standart DD yontemiyle kiyaslanarak kategorik
uyum ve hata oranlar1 belirlendi. Buna gére; Inkiibasyonun 4. saatinde okunabilen
zonlarin oran1 yalnizca % 9,1 olarak gozlenirken, 6. ve 8. saatlerde sirasiyla% 77,3 ve
% 98,9 saptanmustir. Yorumlanabilenlerin (ATU dist sonuglar) orani ise saatlere gore
sirastyla %87,5, %86,7 ve %94,2 olarak saptanmistir. CBH oranlar 4. 6. ve 8.
saatlerinde sirasiyla % 0, %1,7 (1), %1,2 (1), BH oranlar1 %0, %1,7 (1), %0 ve KH
oranlar1 %0, %0, %1,2(1) saptanmustir. Testin toplam hata oranlar1 4. 6. ve 8. saatlerde
strastyla %0, %3,4, %2,4 kategorik uyumu (KU) ise % 100, %96,6, %97,6 olarak
belirlenmistir (Tablo 14). inkiibasyonun 6. ve 8. saatinde goriilen birer CBH nin

nedeni gentamisin kaynakliyd: (Tablo 15).
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Tablo 14. KNS olarak 6n goriilen izolatlarin teorik ve gercek test sayilari, okunabilen

ve S veya R olarak yorumlanabilen testlerin kategorik hata oranlar1

Koagiilaz negatif stafilokok (n=22)

Inkiibasyon Siiresi

4.saat 6.saat 8.saat

Teorik test sayisi* 88 88 88
Tamamlanan test sayisi® 88 88 88
Okunabilir bolgeler (Tamamlanan test %)‘ 8(9,1) 68 (77,3) 87 (98.9)
Okunabilir bolgeler iizerinden sonuclar (%)

S veya R olarak yorumlanamayanlar (ATU) 1(12,5) 9 (13,2) 5(5,7)

S 5(62,5) 27 (39,7) 50 (57,5)

R 2 (25,0) 32 (47,1) 32 (36,8)
S veya R olarak yorumlanan toplam zon iizerinden Hatalar (%)

Cok Biiyiik Hata (CBH) - 1(1,7) 1(1,2)

Biiyiik Hata (BH) - 1(1,7) -

Kiigiik Hata (KH) - - 1(1,2)

Toplam Hata - 2(3,4) 22,4

Kiigiik Hata: RAST=S/R Referans yontem=I
Biiyiik Hata: RAST=R Referans Yontem=S

Cok Biiyiik Hata: RAST=S Referans Yontem=R
a: Toplam olasi izolat/etken kombinasyonu sayisi.

b: Eksik veriler hari¢ tutulduktan sonra tamamlanan testlerin sayist (6rn. disk disiiriildii, teknik
nedenlerle bakilamadi).
c¢: Okunabilir inhibisyon bdlgelerine sahip test sayisi.

Tablo 15. Koagiilaz negatif stafilokok (n=22) i¢in Staphylococcus aureus zon smir

degerlerine gore 4, 6 ve 8. saatlerdeki tiire 6zgii kategorik hata sayisi

inkiibasyon 4.saat 6.saat 8.saat
Siiresi Okuma/ATU | CBH | BH | KH | Okuma/ATU | CBH | BH | KH | Okuma/ATU | CBH | BH | KH
FOX 3n 1971 22/- - -
NOR 2/- 17/- 21/- - -
GM 2/- 182 1 2211 1 - -
cc 1/- 14/6 1 22/4 - 1
Toplam 81 . 68/9 1 1 . 87/5 1 - 1

FOX: Cefoxitin 30 pg, NO

R: Norfloxacin 10

pg, GM: Gentamicin 10 pg, CC: Clindamycin 2 pg

KNS olarak tanimlanan 22 izolatin standart DD y6ntemi ile 14’inde metisilin

direnci (MRKNS), 8’inde MLSs direnci oldugu ve 15’inde norfloksasin tarama

testinin pozitif oldugu gozlenmistir. Calismamizda KNS’lerin metisilin direnci,

EUCAST RAST yonteminde Staphylococcus aureus igin siir degeri verilen sefoksitin

diski kullanilarak belirlenmeye calisilmistir. Buna goére, RAST prosediiriindeki

sefoksitin diski ile okunabilir zonlar i¢in 14 MRKNS izolatinin tamamindan tiim

inkiibasyon zamanlarinda dogru siiphelenilmistir. RAST prosediiriindeki D-test
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yontemi ile MLSg direnci olan 8 izolat, norfloksasin diski ile tarama sonucu pozitif

olan 15 izolat dogru bir sekilde saptanmistir.

4.2. EUCAST RAST METODOLOJISINDE ZON SINIR DEGERLERI
VERILEN IZOLATLAR ICIN GERIiYE DONUK OLARAK
HESAPLANAN GERCEK KATEGORIK UYUM VE HATA
ORANLARI

EUCAST RAST metodolojisinin gercek kategorik hata oranlarini belirlemek
icin inkiibasyonun 16-20. saatleri arasinda plaklardan; referans tanimlama yontemi
olarak belirlenen Vitek 2 Compact (BioMérieux) ile bakteri tanimlamalar1 yapildiktan
sonra izolatlarin,4. 6. ve 8. saatlerde Olclilen zon caplari geriye doniik olarak
degerlendirildi. Calismaya dahil edilen 145 izolatin 34’{i (22’si KNS, 12’si E. Coli ve
K. pneumoniae dis1 Enterobacterales liyesi) EUCAST RAST yonetiminde sinir degeri
bulunmamasi nedeniyle dislanarak 111 izolat iizerinden kategorik hata oranlari
saptanmistir. Bu izolatlarin 51°1 Escherichia coli, 17’si Klebsiella pneumoniae, 13’1
Acinetobacter baumannii, 11°1 Enterococcus faecalis, 10’u Staphylococcus aureus,
6’s1 Enterococcus faecium, 2 ‘si Pseudomonas aeruginosa, 1’1 Streptococcus
pneumoniae 1di. Bu izolatlar icin referans olarak belirlenen yontemler kullanilarak elde

edilen direng oranlar1 ve direng mekanizmalar1 tabloda gosterilmektedir (Tablo 16).

Yontemin gercek kategorik sonuglarini saptamak i¢in toplam 111 izolat ve 22
antibiyotik degerlendirilerek, 4. saat i¢in 982, 6. ve 8. saat i¢in 998 antibiyotik-bakteri
kombinasyonunun kategorik hata oranlari arastirildi. Saatlere gore okunabilir zon
oranlar artarken, S veya R olarak yorumlanamayan (ATU) oranlar giderek azalmstir.
Toplam okunabilir zon oranlar1 inkiibasyonun 4. 6. ve 8. saatlerinde sirasiyla %88,4,
%98,8, %99,9 idi. Gram pozitif bakterilerin yetersiz liremesine bagli olarak 4. saatte
okunabilme oranlar1 Gram negatif bakterilere gore (P.aeruginosa hari¢) oldukca
diisiikti. ATU oranlar1 saatlere gore sirasiyla %12,3, %8.8, %7,2 idi. RAST
prosediiriinde (v 2.0), teknik hatalar (disk diismesi vb.), okunamayan ve
yorumlanamayan (ATU) sonuglar ¢ikarildiktan sonra elde edilen bulgular, standart
EUCAST DD (v 10.0) yontemiyle elde edilen bulgularla kiyaslanarak testin toplam

hata oranlar1 hesaplanmistir. Buna gére CBH oranlar1 4. 6. ve 8. saatlerinde sirasiyla
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% 0,7(5), %1,3(11), %1,2(11), BH oranlar1 %0,9(7), %0,9(8), %1(9) ve KH oranlari
%1,1(8), %1(10), %1(9) saptanmistir. Testin toplam hata oranlar1 4. 6. ve 8. saatlerde
strastyla %2,7 %3,3, %3,2, kategorik uyumu (KU) ise % 97,3, %96,7, %96,8 olarak
belirlenmistir (Tablo 17).

Tablo 16. Bakteriyel izolatlar, antimikrobiyal diren¢ oranlar1 ve direng mekanizmalari

Tiir Antimikrobiyal etkenler ve disk D irencli Diren¢ mekanizmasi
(izolat sayis) kapsami izolatlar
n % n (%)
piperacillin/tazobactam 30/6 pg 11 21,6
cefotaxime 5 ug 29 56,9
ceftazidime 10 pg 20 39,2
meropenem 10 ug 2 3.9
ciprofloxacin 5 pg 29 56,9
.o . | amikacin 30 ug 4 7,8 Karbapenemaz
ﬁic;ienchta ool gentamicin 10 pg 8 15,6 n=6(11,7),
tobramycin 10 pg 17 33,3 ESBL n=31(60,7)
imipenem 10 pg - -
trimethoprim/sulfamethoxazole
1.25/23.75 g o 529
levofloxacin 5 pg 28 54,9
ertapenem 10 pg* 9 17,6
piperacillin/tazobactam 30/6 pg 10 58,8
cefotaxime 5 ug 13 76,5
ceftazidime 10 pg 11 64,7
meropenem 10 ug 7 41,2
ciprofloxacin 5 pg 11 64,7
Kilebsiella amikacin 30 pg 6 35,3 Karbapenemaz
pneumoniae gentamicin 10 pg 6 35,3 n=11(64,1),
n=17 tobramycin 10 pug 10 58,8 ESBL n=14(82,3)
imipenem 10 pg 3 17,7
trimethoprim/sulfamethoxazole
1.25/23.75 pg 121 706
levofloxacin 5 pg 11 64,7
ertapenem 10 pg* 12 71
ampicilin 2 pug - -
Enterococcus imipenem 10 ug - -
faecalis gentamlclr} 30 pug - -
n=11 vancomycin 5 ug - -
linezolid 10 pg - -
teicoplanin 30 pg” - -
ampicilin 2 pug 6 100,0
imipenem 10 pg 6 100,0
?ZZ:Z::““S gentamicin 30 pg 5 83,3 VRE n=2(33,3)
n=6 vancomycin 5 ug 2 33,3 HLAR n=5(83,3)
linezolid 10 pg - -
teicoplanin 30 pg” 2 33,3
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Tablo 16. (devam) Bakteriyel izolatlar, antimikrobiyal diren¢ oranlar1 ve direng

mekanizmalari
piperacillin/tazobactam 30/6 pg 1 50,0
ceftazidime 10 pg - -
imipenem 10 pg -
Pseudomonas meropenem 10 pug - - MDR n=1(50)
aeruginosa n=2 | ciprofloxacin 5 ug 1 50,0
gentamicin 10 pg 1 50,0
tobramycin 10 pg 1 50,0
levofloxacin 5 pg 1 50,0
Cefoxitin 30 pg 4 40,0
Staphylococcus Norflox?lc.in 10 pg 2 20,0
Gentamicin 10 ug 2 20,0 MRSA n=4(40)
auress Clindamycin 2 pg 1 10,0 MLSg n=2(20)
n=10 - - P
Linezolid 10 pug - -
Erythromycin 15 pg* 5 50
Oxacillin 1 pg 1 10,0
Norfloxacin 10 pg - -
Streptococcos Erythromycin 15 ug" - -
pneumoniaen=1 | Clindamycin 2 pug - -
Trimethoprim-sulfamethoxazole
1.25-23.75 pg i )
Imipenem 10 pug 11 84,6
Meropenem 10 pg 11 84,6
Ciprofloxacin 5 pug 11 84,6
, Levofloxacin 5 pg 11 84,6
;‘;;’;‘;’ZZ”;?’SL 13 | Amikacin 30 g 10 | 769 XDR n=11(84.6)
Gentamicin 10 pg 10 76,9
Tobramycin 10 pug 10 76,9
Trimethoprim-sulfamethoxazole 9 69.2

1.25-23.75 pg

*EUCAST RAST prosediiriinde sinir degeri olmayan antibiyotikler

ESBL: Extended-spectrum B-lactamase, MDR:Multiple drug resistance(>3 antibiyotik sinifina direng),
XDR: Extensive drug resistance (<2 antibiyotik sinifina duyarlilik), MLSg: Makrolide-linkosamide-
streptogramin B, VRE: Vancomycin resistant enterococci, HLAR:High level resistance aminoglycoside
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Tablo 17. Tiim izolatlarin teorik ve gercgek test sayilari, okunabilen ve S veya R olarak

yorumlanabilen testlerin gercek kategorik hata oranlari

. _ Inkiibasyon Siiresi
Tim izolatlar (n=111) 4.saat 6.saat 8.saat
Teorik test sayisi* 982 998 998
Tamamlanan test sayisi® 964 991 991
Okunabilir bolgeler (Tamamlanan test %)‘ 853 (88,4) 979 (98,8) 990 (99,9)
Okunabilir bolgeler iizerinden sonuclar (%)

S veya R olarak yorumlanamayanlar (ATU) 105 (12,3) 86 (8,8) 71 (7,2)

S 420 (49,2) 513 (52,4) 530 (53,5)

R 328 (38,5) 378 (38,6) 389 (39,3)
S veya R olarak yorumlanan toplam zon iizerinden Hatalar (%)

Cok Biiyiik Hata (CBH) 5(0,7) 11(1,3) 11(1,2)

Biiyiik Hata (BH) 7(0,9) 8 (0,9 9(1)

Kii¢iik Hata (KH) 8 (1,1) 10 (1,0) 9 (1,0)

Toplam Hata 20 (2,7) 29 (3,3) 29 (3,2)

Kiigiik Hata: RAST=S/R Referans yontem=I

Biiyiik Hata: RAST=R Referans Yontem=S

Cok Biiyiik Hata: RAST=S Referans Yontem=R

a: Toplam olasi izolat/etken kombinasyonu sayisi.

b: Eksik veriler hari¢ tutulduktan sonra tamamlanan testlerin sayisi (6rn. disk diisiiriildii, teknik
nedenlerle bakilamadi).

c¢: Okunabilir inhibisyon bdlgelerine sahip test sayisi.

Ayrica testin kategorik sonucglari, EUCAST RAST yoOnergesinde bulunan

bakteriler i¢in tek tek belirlenmistir;

4.2.1. Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae

Inkiibasyonun 4. saatinde E.coli ve K. pneumoniae diger izolatlara gore daha
1yi liremisti ve sirasiyla okunabilme oranlar1 %93 ve %97,3 idi. Bu oran 8. saatte her
iki tiir icin de %100 olarak goriilmiistiir. E.coli i¢in 4. 6. ve 8. saatlerde toplam hata
oranlari sirastyla %3,2, %4, %4,3 iken K. pneumoniae igin sirastyla %0,6, %2,9, %?2,3
olarak gozlenmistir (Tablo 18 ve 19). E.coli izolatlar1 i¢in CBH en sik aminoglikozid
(amikasin, gentamisin, tobramisin) kaynakliyken bunlarin iginde en sik amikasin
diskinde CBH vardi. KH ise en sik seftazidim diskleri ile iliskiliydi. BH’ler belirli bir
antibiyotik ¢esidinde kiimelenmemisti. Aminoglikozidler E.coli izolatlar igerisinde
CBH’lerin 4, 6 ve 8 saatlere gore sirasiyla %75, %70, %73 linden,seftazidim KH’lerin
sirastyla %83,3, %, %385,7, %100’tinden sorumluydu (Tablo 20).K. pneumoniae igin
hatalar belirli bir antibiyotik diskine yogunlagmamaisti (Tablo 21).

49



Fenotipik yontemlerle ESBL iirettigi saptanan E.coli ve K. pneumoniae sayisi
45 (%66,1) iken karbapenemaz iiretenlerin sayis1 17 (%25) olarak bulunustur (Tablo
16). RAST yonteminin E. coli ve K. pneumoniae'de ESBL'yi saptama kapasitesi
sefotaksim ve seftazidim, karbapenemaz liretiminin saptama kapasitesi ise meropenem
RAST zon simir degerleri kullanilarak degerlendirildi. Bu yontemle okunabilir
zonlarda ESBL ve karbapenemaz iireten tiim izolatlar dogru bir sekilde tespit
edilmistir. Bir izolatta 8. saatte yanlis pozitif ESBL, bir izolatta ise 6. saatte yanlis

pozitif karbapenemaz tarama sonucu gozlenmistir.

Tablo 18. Escherichia coli izolatlariin teorik ve gercek test sayilari, okunabilen ve

S veya R olarak yorumlanabilen testlerin gergek kategorik hata oranlari

e : Inkiibasyon Siiresi
Escherichia coli (n=51)
4.saat 6.saat 8.saat

Teorik test sayisi® 561 561 561
Tamamlanan test sayisi® 544 555 555
Okunabilir bolgeler (Tamamlanan test % )¢ 506 (93,0) 555 (100,0) 555 (100,0)
Okunabilir bolgeler iizerinden sonuclar (%)

S veya R olarak yorumlanamayanlar (ATU) 62 (12,3) 50 (9,0) 39 (7,0)

S 300 (59,3) 341 (61,4) 348 (62,7)

R 144 (28,5) 164 (29,5) 168 (30,3)
S veya R olarak yorumlanan toplam zon iizerinden Hatalar (%)

Cok Biiyiik Hata (CBH) 4(0,9) 10 (2) 11(2,1)

Biiyiik Hata (BH) 4(0,9) 3 (0,6) 5()

Kii¢iik Hata (KH) 6 (1,4) 7(1,4) 6(1,2)

Toplam Hata 14 (3,2) 20 (4) 22 (4,3)

Kiigiik Hata: RAST=S/R Referans yontem=I
Biiylik Hata: RAST=R Referans Yontem=S
Cok Biiyiik Hata: RAST=S Referans Yontem=R

a: Toplam olasi izolat/etken kombinasyonu sayisi.
b: Eksik veriler hari¢ tutulduktan sonra tamamlanan testlerin sayisi (6rn. disk disiirildi, teknik

nedenlerle bakilamad).

c¢: Okunabilir inhibisyon bélgelerine sahip test sayisi.
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Tablo 19. K. pneumoniae izolatlarinin teorik ve gercgek test sayilari, okunabilen ve S

veya R olarak yorumlanabilen testlerin gercek kategorik hata oranlar

Inkiibasyon Siiresi

K. pneumoniae (n=17) 4.saat 6.saat 8.saat
Teorik test sayisi* 187 187 187
Tamamlanan test sayisi® 186 186 186
Okunabilir bolgeler (Tamamlanan test %)‘ 181 (97,3) 185 (99,5) 186 (100,0)
Okunabilir bolgeler iizerinden sonuclar (%)
S veya R olarak yorumlanamayanlar (ATU) 17 (9,4) 13 (7,0) 12 (6,5)
S 66 (36,5) 70 (37,8) 70 (37,6)
R 98 (54,1) 102 (55,1) 104 (55,9)
S veya R olarak yorumlanan toplam zon iizerinden Hatalar (%)
Cok Biiyiik Hata (CBH) - 1(0,6) -
Biiyiik Hata (BH) 1 (0,6) 2(1,2) 2 (1,1)
Kiigiik Hata (KH) 1 (0,6) 2(1,2) 2 (1,1)
Toplam Hata 2 (0,6) 52,9 4(2,3)

Kiigiik Hata: RAST=S/R Referans yontem=I
Biiyiik Hata: RAST=R Referans Yontem=S

Cok Biiyiik Hata: RAST=S Referans Yontem=R
a: Toplam olasi izolat/etken kombinasyonu sayisi.

b: Eksik veriler hari¢ tutulduktan sonra tamamlanan testlerin sayist (6rn. disk diisiiriildii, teknik

nedenlerle bakilamadi).
c¢: Okunabilir inhibisyon bdlgelerine sahip test sayisi.

Tablo 20. Escherichia coli(n=51) izolatlarin tiire gore 4, 6 ve 8. saatlerdeki

kategorik hata sayis1

inkiibasyon 4.saat 6.saat 8.saat
Siiresi Okuma/ATU | CBH | BH | KH | Okuma/ATU | CBH | BH | KH | Okuma/ATU | CBH | BH | KH
TZP 43/24 50/18 1 50/14 1 . .
CTX 45/2 5172 5172 . .
CAZ 45/9 . - | s 51/7 6 51/3 - |6
MEM 46/3 . . 1 5172 1 5172 1| -
cIp 4716 51/5 51/4 . .
AN 4973 2 2 5172 4 5172 4 2 | -
GM 4712 51/ 1 51/1 2 - -
TOB 4716 1 50/8 2 5077 2 - -
IMP 48/3 5172 1 5172 - -
SXT 45/- - 1 49/- 1 49/- 1 -
LEV 44/4 1 1 49/4 2 1 4972 2 1 -
Toplam 506/62 4 4 | 6 555/50 10 | 3|7 555/39 1m | 5|6

TZP: Piperacillin-tazobactam 30-6 ng, CTX: Cefotaxime 5 pg, AN: Amikacin 30 pg, GM: Gentamicin
10 pg, TOB: Tobramycin 10 pg, CAZ: Ceftazidime 10 pg, IMP: Imipenem 10 ug, MEM: Meropenem

10 pg, CIP: Ciprofloxacin 5 pg, LEV: Levofloxacin 5 p,
SXT: Trimethoprim-sulfamethoxazole 1.25-23.75 ng
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Tablo 21. K. pneumoniae (n=17) izolatlarinin 4, 6 ve 8. saatlerdeki kategorik hata

Sayisi
inkiibasyon 4.saat 6.saat 8.saat

Siiresi Okuma/ATU | CBH | BH | KH | Okuma/ATU | CBH | BH | KH | Okuma/ATU | CBH | BH | KH
TZP 16/3 - - - 17/3 - - - 17/3 - -
CTX 16/1 - - - 17/1 - - - 17/1 - -
CAZ 16/1 - - - 16/1 - - - 17/- - -
MEM 17/4 - - 1 17/3 - - 2 17/3 - -
CIpP 17/2 - - - 17/- - - - 1711 - -
AN 171 - 1 - 17/- 1 - - 17/1 - -
GM 17/- - - - 17/- - - - 17/- - -
TOB 17/- - - - 1772 - - - 1772 - -
IMP 16/4 - - - 16/2 - 1 - 16/- - 1
SXT 15/- - - - 17/- - 1 - 17/- - 1
LEV 17/1 - - - 17/1 - - - 17/1 - -

Toplam 181/17 - 1 1 185/13 1 2 2 186/12 2

TZP: Piperacillin-tazobactam 30-6 pg, CTX: Cefotaxime 5 ug, AN: Amikacin 30 ng, GM: Gentamicin
10 pg, TOB: Tobramycin 10 pg, CAZ: Ceftazidime 10 pg, IMP: Imipenem 10 pg, MEM: Meropenem
10 pg, CIP: Ciprofloxacin 5 pg, LEV: Levofloxacin 5 p,

SXT: Trimethoprim-sulfamethoxazole 1.25-23.75 pg

4.2.2. A.baumannii ve P.aeruginosa

Toplam 13 A.baumannii, 2 P.aeruginosa olmak {izere 15 non-fermenter izolat
tanimlanmistir. A.baumannii izolatlarinin 11 (%85)’inde yaygin ilag direnci (XDR),
P.aeruginosa i1zolatlarinin 1 (%50)’inde ¢oklu ilag¢ direnci (MDR) mevcuttu (Tablo
16). P.aeruginosa i¢cin RAST yonetiminde 4. saat zon sinir degeri verilmediginden bu
saatte degerlendirme yapilmamistir. RAST ile 6. ve 8. saatlerde P.aeruginosa igin hata
saptanmamistir (Tablo 22 ve 23). A.baumannii igin tim saatlerde birer adet

trimethoprim/sulfamethoxazole diski kaynakli KH gozlenmistir (Tablo 24 ve 25).
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Tablo 22. P.aeruginosa izolatlarinin teorik ve gergek test sayilari, okunabilen ve S

veya R olarak yorumlanabilen testlerin gercek kategorik hata oranlar

P.aeruginosa (n=2) Inkiibasyon Siiresi
6.saat 8.saat

Teorik test sayis1® 16 16
Tamamlanan test sayis1® 16 16
Okunabilir bolgeler (Tamamlanan test %)* 12 (75,0) 16 (100,0)
Okunabilir bolgeler iizerinden sonuclar (%)

S veya R olarak yorumlanamayanlar (ATU) 3(25,0) -

S 541,7) 11 (68,8)

R 4(33,3) 5313
S veya R olarak yorumlanan toplam zon iizerinden Hatalar (%)

Cok Biiyiik Hata (CBH) - -

Biiyiik Hata (BH) - -

Kiiciik Hata (KH) - -

Toplam Hata - -

Kiigiik Hata: RAST=S/R Referans yontem=I

Biiyiik Hata: RAST=R Referans Yontem=S

Cok Biiyiik Hata: RAST=S Referans Yontem=R

a: Toplam olas1 izolat/etken kombinasyonu sayisi.

b: Eksik veriler hari¢ tutulduktan sonra tamamlanan testlerin sayist (6rn. disk diisiiriildii, teknik
nedenlerle bakilamadi).

c¢: Okunabilir inhibisyon bolgelerine sahip test sayisi.

Tablo 23. P.aeruginosa (n=2) izolatlarn tiire gore 6 ve 8. saatlerdeki kategorik hata

say1sl
nkiibasyon 6.saat 8.saat
Siiresi Okuma/ATU | CBH | BH | KH | Okuma/ATU | CBH | BH | KH
TZP /- ; ; ; 2- ; } ;
CAZ 1/1 - - - 2/- - - -
IMP 2/- - - - 2/- - - -
MEM 2/- - - - 2/- - - -
CIP 2/1 - - - 2/- - - .
GM 1/- - - - 2/- - - -
TOB 2/- - - - 2/- - - .
LEV 2/1 - - - 2/- - - -
Toplam 12/3 - - - 16/- - - -

TZP: Piperacillin-tazobactam 30-6 pg, GM: Gentamicin 10 pg, TOB: Tobramycin 10 ug, CAZ:
Ceftazidime 10 pg, IMP: Imipenem 10 pg, MEM: Meropenem 10 pg, CIP: Ciprofloxacin 5 pg , LEV:
Levofloxacin 5 p

53



Tablo 24. Acinetobacter baumannii izolatlarinin teorik ve gercek test sayilari,

okunabilen ve S veya R olarak yorumlanabilen testlerin gercek kategorik

hata oranlan

Acinetobacter baumannii(n=13)

Inkiibasyon Siiresi

4.saat 6.saat 8.saat

Teorik test sayisi* 104 104 104
Tamamlanan test sayisi® 104 104 104
Okunabilir bolgeler (Tamamlanan test % )¢ 89 (85,6) 104 (100,0) 104 (100,0)
Okunabilir bolgeler iizerinden sonuclar (%)

S veya R olarak yorumlanamayanlar (ATU) 5(5,6) 2(1,9) 1(1,0)

S 18 (20,2) 21 (20,2) 21 (20,2)

R 66 (74,2) 81 (77,9) 82 (78,8)
S veya R olarak yorumlanan toplam zon iizerinden Hatalar (%)

Cok Biiyiik Hata (CBH) - - -

Biiyiik Hata (BH) - - -

Kiicilik Hata (KH) 1(1,2) 1(1,0) 1(1,0)

Toplam Hata 1(1,2) 1(1,0) 1(1,0)

Kiiciik Hata: RAST=S/R Referans yontem=I
Biiyiik Hata: RAST=R Referans Yontem=S

Cok Biiyiik Hata: RAST=S Referans Yontem=R
a: Toplam olas1 izolat/etken kombinasyonu sayisi.

b: Eksik veriler hari¢ tutulduktan sonra tamamlanan testlerin sayis1 (6rn. disk distirildi, teknik

nedenlerle bakilamadi).

c¢: Okunabilir inhibisyon bolgelerine sahip test sayisi.

Tablo 25. Acinetobacter baumannii (n=13) izolatlarmin 4, 6 ve 8. saatlerdeki

kategorik hata say1s1

inkiibasyon 4.saat 6.saat 8.saat
Siiresi Okuma/ATU | CBH | BH | KH | Okuma/ATU | CBH | BH | KH | Okuma/ATU | CBH | BH | KH
IMP 11/- 13/- 13/- - -
MEM 1 /- 13/- 13/- - -
CIPRO 11/- 13/- 13/- - -
LEV 11/- 13/- 13/- - -
AN 11/3 13/1 13/1 - -
GM 12/1 13/1 13/- - -
TOB 11/- 13/- 13/- - -
SXT 1111 - - 1 13/- 1 13/- - 1
Toplam 89/5 - - 1 104/2 - - 1 104/1 - - 1
AN: Amikacin 30 ug, GM: Gentamicin 10 ug, TOB: Tobramycin 10 pg, IMP: Imipenem 10 ug, MEM:

Meropenem 10 pg, CIP: Ciprofloxacin 5 pg ,LEV: Levofloxacin 5 pg, SXT: Trimethoprim-

sulfamethoxazole 1.25-23.75 ug
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4.2.3. Staphylococcus aureus

Toplam 10 S. aureus izolat1 tanimlanmistir. Bunlarin 4’tinde MRSA, 2 sinde
MLSB direnci oldugu tespit edilmistir (Tablo 16). RAST prosediiriindeki sefoksitin
diski ile bu 4 MRSA izolatinin hepsinden, D-test ile de MLSB direnci olan 2 izolattan
dogru siiphelenilmistir. Sefoksitin tarama sonucu 1 izolatta inkiibasyonun 4. saatinde,
3 izolatta 6. saatte sonuglanmistir. D-test sonucu 2 izolatta 8. saatte pozitiflesmistir.
Okunabilen zon orani 4. saatte yetersiz liremeye bagli %42,5 idi. Bu oran 6. ve 8.
saatlerde sirastyla %90 ve %100’e yiikselmistir (Tablo 26). Bu izolat i¢in toplamda bir
biiyilk hata saptanirken bu hatanin klindamisin diskinden kaynakli oldugu
gozlenmistir. RAST prosediiriindeki norfloksasin tarama diskleri %100 dogru sonug

vermistir (Tablo 27).

Tablo 26. Staphylococcus aureus  izolatlarinin teorik ve gergek test sayilari,
okunabilen ve S veya R olarak yorumlanabilen testlerin gergek kategorik

hata oranlari

B Inkiibasyon Siiresi

Staphylococcus aureus(n=10) d.saat 6.5aat S.saat
Teorik test sayisi* 40 40 40
Tamamlanan test sayis1” 40 40 40
((;ol;?nablllr bolgeler (Tamamlanan test 17 (42.5) 36 (90.0) 40 (100,0)
Okunabilir bolgeler iizerinden sonuclar (%)

S veya R olarak yorumlanamayanlar
(ATU) 2 (11,8) 2 (5,6) 3(7,5)

S 12 (70,6) 28 (71,8) 28 (70,0)

R 3(17,6) 6 (16,7) 9(22)5)
S veya R olarak yorumlanan toplam zon iizerinden Hatalar (%)

Cok Biiyiik Hata (CBH) - - -

Biiyiik Hata (BH) - 12,9 -

Kiigilik Hata (KH) - - -

Toplam Hata - 12,9 -

Kiiciik Hata: RAST=S/R Referans yontem=I
Biiyiik Hata: RAST=R Referans Yontem=S

Cok Biiyiik Hata: RAST=S Referans Yontem=R
a: Toplam olas1 izolat/etken kombinasyonu sayisi.

b: Eksik veriler hari¢ tutulduktan sonra tamamlanan

nedenlerle bakilamad).
c: Okunabilir inhibisyon bélgelerine sahip test sayisi.
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Tablo 27. Staphylococcus aureus (n=10) izolatlarinin tiire gore 4, 6 ve 8. saatlerdeki

kategorik hata sayis1

inkiibasyon 4.saat 6.saat 8.saat
Siiresi Okuma/ATU | CBH | BH | KH | Okuma/ATU | CBH | BH | KH | Okuma/ATU | CBH | BH | KH
FOX(tarama) 5/- - - - 9/- - - - 10/-
NOR(tarama) 4/- - - - 9/- - - - 10/-
GM | - - - 9/- - - - 1011
cc 41 - - - 92 - 1 - 1072
Toplam 17/2 - 36/2 1 40/3

FOX: Cefoxitin 30 pg, NOR: Norfloxacin 10 pg, GM: Gentamicin 10 pg, CC: Clindamycin 2 pg

4.2.4. Enterococcus faecalis ve Enterococcus faecium

Toplam 11 E. faecalis, 6 E. faecium olmak lizere 17 Enterococcus izolati
saptanmustir. Standart DD yonteminde vankomisin (5 pg) ve gentamisin (30 ng) diski
kullanilarak E. faecium tiirlerinin 2’sinde VRE (%33,3), 5’inde HLAR (%383,3) tespit
edilmistir (Tablo 16). RAST prosediiriindeki gentamisin (30 pg) diski ile HLAR olan
5 izolatin hepsinden, vankomisin diski ile VRE olan 2 izolatin tamamindan dogru
siiphelenilmistir. HLAR tarama sonucu 4 izolatta 4. saatte, 1 izolatta 6. saatte elde

edilmistir.

Okunabilen zon oranlart yetersiz liremeye bagli 4. Saatte belirgin olarak
diisiikken 6 ve 8. saatlerde artmistir. Yorumlanamayan (ATU) oranlarinin her iki tlirde
de tiim saatlerde yiiksek seyretmisti (Tablo 28 ve 29). Bunun sebebi E. faecalis i¢in
EUCAST RAST prosediiriinde 4. 6. ve 8. saatlerde ampisilin (2 pg), imipenem (10
png) disklerinde direngli (R), vankomisin (5 pg) disklerinde ise duyarli (S) simr
degerinin olmamasi ve bu degerlerin hepsinin ATU teknik belirsizlik alanina giriyor
olmastydi. E. faecium igin ise vankomisin (5 pg) ve imipenem (10 pg) disklerinde tiim
saatlerde duyarli (S) sinir degerinin olmamasi ve bu degerlerin hepsinin ATU teknik
belirsizlik alanina giriyor olmasindan kaynaklanmaktaydi. Ancak E. faecium ATU
oranlar1 E. faecalis’e gore ¢ok daha azdi. Bunun nedeni ise E. faecium izolatlarinin
¢ogunda imipenem ve vankomisin diskleri etrafinda zon agmamasi nedeniyle bu
izolatlarin ATU alanlarina girmemesiydi. E. faecalis i¢gin RAST kategorik uyumu
%100 bulunmustur. E. faecium da ise tiim saatlerde 2’ser adet vankomisin diski

kaynakli BH tespit edilmistir (Tablo 30 ve 31).
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Tablo 28. Enterococcus faecalis izolatlarinin teorik ve gergek test sayilari, okunabilen

ve S veya R olarak yorumlanabilen testlerin gergek kategorik hata oranlari

Enterococcus faecalis (n=11)

Inkiibasyon Siiresi

4.saat 6.saat 8.saat
Teorik test sayisi* 55 55 55
Tamamlanan test sayisi® 55 55 55
Okunabilir bolgeler (Tamamlanan test %)‘ 35 (63,6) 55 (96,4) 55 (100,0)
Okunabilir bolgeler iizerinden sonuclar (%)
S veya R olarak yorumlanamayanlar (ATU) 15 (42,9) 13 (24,5) 13 (23,6)
S 20 (57,1) 40 (75,5) 42 (76,4)
R - - -
S veya R olarak yorumlanan toplam zon iizerinden Hatalar (%)
Cok Biiyiik Hata (CBH) - - -
Biiyiik Hata (BH) - - -
Kiigiik Hata (KH) - - -

Toplam Hata

Kiigiik Hata: RAST=S/R Referans yontem=I
Biiyiik Hata: RAST=R Referans Yontem=S

Cok Biiyiik Hata: RAST=S Referans Yontem=R
a: Toplam olasi izolat/etken kombinasyonu sayisi.

b: Eksik veriler hari¢ tutulduktan sonra tamamlanan testlerin sayist (6rn. disk diisiiriildii, teknik

nedenlerle bakilamadi).
c: Okunabilir inhibisyon bdlgelerine sahip test say

1S1.

Tablo 29. Enterococcus faecium izolatlarinin teorik ve gergek test sayilari, okunabilen

ve S veya R olarak yorumlanabilen testlerin gercek kategorik hata oranlari

. _ Inkiibasyon Siiresi

Enterococcus faecium (n=6) dsaat 6.5aat S.saat
Teorik test sayisi* 30 30 30
Tamamlanan test sayisi® 30 30 30
Okunabilir bolgeler (Tamamlanan test % )¢ 20 (66,7) 27 (90,0) 29 (96,7)
Okunabilir bolgeler iizerinden sonuclar (%)

S veya R olarak yorumlanamayanlar (ATU) 2 (10,0) 2(74) 2(6,9)

S 1(5,0) 4 (14,8) 6 (20,7)

R 17 (85,0) 21 (77,8) 21(72,4)
S veya R olarak yorumlanan toplam zon iizerinden Hatalar (%)

Cok Biiyiik Hata (CBH) - - -

Biiyiik Hata (BH) 21,1 2 (8,0) 2(74)

Kiigiik Hata (KH) - - -

Toplam Hata 21,1 2 (8,0) 2(74)

Kiigiik Hata: RAST=S/R Referans yontem=I
Biiyiik Hata: RAST=R Referans Yontem=S

Cok Biiyiik Hata: RAST=S Referans Yontem=R
a: Toplam olas1 izolat/etken kombinasyonu sayisi.

b: Eksik veriler hari¢ tutulduktan sonra tamamlanan testlerin sayis1 (6rn. disk diistirtildii, teknik

nedenlerle bakilamadi).

c¢: Okunabilir inhibisyon bdlgelerine sahip test sayisi.
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Tablo 30. Enterococcus faecalis(n=11) izolatlarinin 4, 6 ve 8. saatlerdeki kategorik

hata sayisi

inkiibasyon 4.saat 6.saat 8.saat

Siiresi Okuma/ATU | CBH | BH | KH | Okuma/ATU | CBH | BH | KH | Okuma/ATU | CBH | BH | KH
AM - 11/- 11/- - -
IPM 91 10/- 11/- - -
GM 4/4 112 112 - -
VA 9/9 11/11 11/11 - -
LZD 6/1 10/- 11/- - -

Toplam 35/15 - 53/13 55/13 - - -

AM: Ampicilin 2 pg, IPM

Gentamicin 30 pug

: Imipenem 10 p

g, VA: Vancomycin 5 pg, LZD: Linezolid 10 pg, GM:

Tablo 31. Enterococcus faecium (n=6) izolatlarinin tiire gore 4, 6 ve 8. saatlerdeki

kategorik hata sayis1

inkiibasyon 4.saat 6.saat 8.saat
Siresi Okuma/ATU | CBH | BH | KH | Okuma/ATU | CBH | BH | KH | Okuma/ATU | CBH | BH | KH
AM 5/- 6/- 6/- -
IPM 5/- 6/- 6/- -
GM a/- - 5/- 5/- -
VA 5/2 2 6/2 2 6/2 2
LzD 1/- a/- 6/- .
Toplam 20/2 - 2 - 27/2 - 2 - 29/2 - 2

AM: Ampicilin 2 pg, IPM: Imipenem 10 pg, VA: Vancomycin 5 pg, LZD: Linezolid 10 pg, GM:

Gentamicin 30 ug

4.2.5. Streptococcus pneumoniae

Bir adet S. pneumoniae izolat1 saptanmistir. Okunabilme orani tiim saatlerde

%100 gortilmiistiir. Saatlere gore kategorik uyumu (KU) %100 saptanmistir. MLSB

taramasi icin D-test yapilmis ve referans yontemle de uyumlu olarak negatif

gozlenmistir.

4.3. BULGULARIN KLINISYENE BILDIRILMESI VE TEDAVI

KARARINA ETKIiSi

Toplam 145 izolat icin klinisyene 6n sonug bildirimi yapilmistir. 145 hastanin

5’inde exitus gozlenmesi, 4’linde bagka merkeze nakil, tedavi reddi gibi nedenlerden
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dolay1 tedavi degisikligi yapilamadigi gozlenmistir. Geriye kalan 136 hasta igin;
RAST bildirimi sonrasi 47 (%35) hastanin tedavisinde eskalasyon yapilmstir.
Eskalasyon yapilan bu hastalarin kan kiiltiirii etkenlerinin 35’inin Gram negatif,
12’sinin Gram pozitif bakteri oldugu saptanmistir. Eskalasyon yapilmasi uygun olan
6 hastada ise hastay1 takip eden hekim tarafindan tedavi degisikligi yapilmamasi uygun
goriilmiistiir. Standart yontemle son ADT sonucu elde edildikten sonra bu erken
eskalasyon kararlar1 degerlendirildiginde, 45 (% 96) hastada yapilan eskalasyonun
dogru ve hastanin yararma oldugu gdzlenmistir. Iki hasta tedavisinde piperasilin
tazobaktam alirken, RAST ile bu antibiyotigin ADT sonucu ATU alanina girmesi
sebebiyle klinisyenin karariyla eskalasyon yapilarak meropeneme gecilmis fakat son
ADT sonucunda piperasilin tazobaktama duyarli oldugu goézlenmistir. Ayrica 32
(%24) hastada RAST ile efektif de-eskalasyon yapilabilecekken, hekim tarafindan

tedavide degisim yapilmamasi uygun gorilmiistiir.

4.4. EUCAST RAST YONERGESINDE BULUNMAYAN
ORGANIZMA-iZOLAT KOMBINASYONLARI

Biitiin bunlara ek olarak EUCAST RAST yonergesinde bulunmayan bazi
organizma-ajan kombinasyonlarinin (E.coli-ertapenem, K.pneumoniae-ertapenem,
diger Enterobactericae izolatlari-ertapenem, S. aureus-eritromisin, KNS-eritromisin,
S. aureus-linezolid, KNS-linezolid, E. faecalis-teikoplanin, E. faecium-teikoplanin) 4.
6. ve 8. saatlerde zon sinir degerleri kayit altina alinarak literatiire katki saglanmak
amaglanmistir. Bu kombinasyonlarin RAST zon cap1 dagilimlarina kars1t EUCAST
standart disk diflizyon (DD) duyarlilik kategorizasyonu asagida grafiklerle (Sekil 4, 5,
6,7, 8, 9 ve 10.)verilmistir;
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Sekil 4. E.coli-ertapenem (ETP) 10 pg kombinasyonlarina gore inkiibasyonun 4. 6. ve
8. saatlerinde RAST zon ¢ap1 dagilimlarina karst EUCAST standart disk

difiizyon (DD) kategorizasyonu
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K.pneumoniae-ETP 4. saat
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Sekil 5. K.pneumoniae-ertapenem (ETP) 10 pg kombinasyonlarina  gore
inkiibasyonun 4. 6. ve 8. saatlerinde RAST zon cap1 dagilimlarina karst

EUCAST standart disk diflizyon (DD) kategorizasyonu
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Sekil 6. E.coli ve K.pneumoniae dis1 Enterobacterales isolatlari-ertapenem (ETP) 10
ng kombinasyonlarina gore inkiibasyonun 4. 6. ve 8. saatlerinde RAST zon

capt dagilimlarma karsi EUCAST standart disk difiizyon (DD)

kategorizasyonu
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Sekil 7. Koagiilaz negatif stafilokok-eritromisin (E) 15 pg kombinasyonlarina gore
inkiibasyonun 4. 6. ve 8. saatlerinde RAST zon cap1 dagilimlarina karsi

EUCAST standart disk difiizyon (DD) kategorizasyonu
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Sekil 8. S.aureus-eritromisin (E) 15 pg kombinasyonlarina gore inkiibasyonun 4. 6.

ve 8. saatlerinde RAST zon ¢ap1 dagilimlarina karst EUCAST standart disk
difiizyon (DD) kategorizasyonu
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Sekil 9. E.faecalis-teikoplanin (TEC) 30 pg kombinasyonlarina gore inkiibasyonun 4.
6. ve 8. saatlerinde RAST zon ¢ap1 dagilimlarina karsi EUCAST standart
disk difiizyon (DD) kategorizasyonu
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5. TARTISMA

Artan antimikrobiyal direngle birlikte, sepsis ve septik soktaki hastalara
baslanan ampirik antibiyoterapilerin basarisizlik oranlar1 giderek artmaktadir (4, 72).
Bu yiizden ampirik tedavileri en kisa siirede degerlendirilip tedavi revizyonu
yapilabilmesi i¢in hizli ADT’lere olan ihtiyac giderek artmaktadir. Pozitif kan kiiltiirii
sisesinden direkt inokulasyon ve inkiibasyonun 4-8. saatler arasinda zon sinir
degerlerinin okunarak ADT sonucunun verilmesi 1980’lerden beri uygulanmakla
birlikte testin standardizasyonu yapilmadigi i¢in rutin uygulamaya gecilmemistir.
Yakin zamanda Chandrasekaran ve ark. CLSI'nin RAST i¢in kilavuz olusturmaya
yonelik yayinlanan ¢alismasinda, testin kategorik uyumu diisiik (% 58.9 -% 73.2)
saptanmistir. Ancak bu ¢alismada kisaltilmis okuma stiresine uygun zon sinir degerleri
olusturmak yerine standart sinir degerleri kullanilmis ve kategorik uyum oranlari buna
gore hesaplanmistir (73). EUCAST 2019 yilinda RAST i¢in yontem ve zon sinir
degerlerini standardize ederek kendi web sitesinde yaymlamistir. Ancak EUCAST
RAST metodunun bazi kisitlamalar1 bulunmaktadir. Belirlenen bazi bakterilerin 4. 6.
veya 8. saatlerde yeterli lirememesi nedeniyle zon sinir degerleri okunamamasi bu
kisitlamalardan biridir. Baska bir kisitlama ise yorumlanmasi uygun olmayan ATU
sinir degerlerinin olmasidir. RAST yonteminde ATU degerleri; EUCAST tarafindan
CBH ve BH oranlarini en aza indirgemek i¢in belirlenmistir. Zon ¢ap1 degeri, ATU
sinir degerleri icine giriyorsa bakteri duyarliligi labotaruvarda kullanilan standart

yontemlerle belirlenmelidir.

EUCAST RAST yo6nteminin standart yontemlere gére uyumunu arastiran bazi

caligmalar su sekildedir;

Akerlund ve arkadaslarmin yaptig1 55 laboratuvarin (40’1 Kuzey Avrupa’da,
15’1 Giliney Avrupa’da) dahil oldugu ¢alismada, okunabilen (% 88,% 96 ve% 99) ve
yorumlanabilen (ATU dis1 sonuglar) (% 70,% 81 ve% 85) zon ¢aplarinin sayisi
inkiibasyon siiresiyle (4, 6 ve 8 saat) artmistir. RAST(v.1.0) sonuglar1 ve standart disk
difiizyon yontemi (v.8.0) ADT sonuglar1 karsilastirilmis, CBH oranlar1 4. 6. ve 8.
saatte sirastyla %0,2, %0,4, %0,5 iken BH oranlar1 %2,1, %1,1, %0,9 olarak

bulunmus. Testin total hata orani ise 4. 6. ve 8. saatte sirastyla %3, %2,1, %2,2 olarak
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saptanmistir (66). Jonasson ve ark. yaptiklari ¢alismada 5 bakteri tiirii (Enterococcus
faecium, Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter baumani, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae) igin ¢ogu inhibisyon bolgesi 4. saatte okunabilmistir.
Yorumlanabilen sonuglarin oran1 % 75'ten (4. Saatte), % 84'e (8. Saatte) yiikselmistir.
Broth mikrodiliisyon yontemine gére RAST’ 1n 4, 6 ve 8 saatte yanlis duyarlilik (CBH)
oranlar1 sirasiyla % 0,2, % 0,2, % 0,2 ve yanlis diren¢ (BH) oranlar1 % 1,2,% 0,2 ve%
0,1 olarak saptanmistir (25). Martins ve ark.’in 61 Escherichia coli ve Klebsiella
pneumoniae izolatlarinin dahil edildigi ¢alismalarinda, ATU belirsizlik oranlarinin 4.
saatte %13,8’den 6. saatte %6,8’e diistiigli gozlenmistir. Standart DD yontemi ile
karsilastirilarak kategorik uyum (KU) ve hata oranlari 4. Saat (KU=%84,3,
CBH=%0,4, BH=%3,2, KH=%13) ve 6. saatlerde (KU=%94,4, CBH=%0.4,
BH=%0,8, KH=%4,3) saptanmistir (74). Mancini ve ark. Enterobacterales ADT
sonuclar1 icin EUCAST RAST zon sinir degerlerine gére otomatize okuma sistemi
kullanmustir. Inkiibasyonun 6. ve 8. saatinden sonra, izolatlarin saate gore sirastyla %
89,5'1 ve % 93’1l yorumlanabilir sonuglar elde edilirken,6 ve 8 saatlik inkiibasyon
sonrast standart DD yontemine kiyasla sirastyla CBH=%1,2, BH=%0,5, KH=%0,5
veCBH=%1,6, BH=%0,6, KH=%0,8 olarak neredeyse aynmi bulunmustur. Ayni
zamanda pozitif sinyal sonrasi direkt inokulasyonun 18. Saatinde okunan sonuglarin
standart EUCAST DD yo6ntemi zon ¢aplar1 ile yliksek uyumu nedeniyle RAST
dogrulanmasi i¢in bu yontemin kullanilmasinin is yiikiinii ve maliyeti azaltacagi

distintilmiistiir (75).

Bizim ¢alismamizda ise toplam okunabilir zon oranlari inkiibasyonun 4. 6. ve
8. saatlerinde sirasiyla %88.,4, %98.8, %99,9 iken ATU oranlari saatlere gore sirasiyla
%12,3, %8,8, %7,2 idi. Literatiirle benzer olarak okunabilir zon oranlar1 inkiibasyon
stireleriyle artmis, ATU oranlari ise azalmisti. Testin ger¢ek kategorik hata oranlari,
bakterinin tiiriiniin 4. 6. ve 8. saatte tam olarak belirlenememesi nedeniyle referans
olarak belirlenen Vitek-2 tanimlamasi sonrasi geriye doniik olarak hesaplanmuistir.
Buna gore CBH oranlar1 4. 6. ve 8. saatlerde sirasiyla % 0,7, %1,3, %1,2, BH oranlari
9%0,9, %0,9, %1 ve KH oranlar1 %1,1, %1, %1 saptanmistir. Testin toplam hata
oranlar1 4. 6. ve 8. saatlerde sirastyla %2,7 %3,3, %3,2, kategorik uyumu ise % 97,3,
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%96,7, %96,8 olarak belirlenmistir. Bu oransal veriler literatiir bulgular1 ile

uyumluydu.

ABD Gida ve Ilag¢ Dairesi’nin (FDA) ticari bir ADT sisteminin erken okuma
sonuglarin1 degerlendirmek ve onaylamak i¢in tavsiyesi o sistemin KU>% 90,
CBH<% 1.5, BH<% 3.0 ve KH <% 10 olmasidir (76). Cumitech'e gore ise KU >% 90,
CBH ve BH orani ayr1 ayr1 <% 3, BH ve KH orani1 i¢in toplam oraninin <% 7 olmas1
beklenmektedir (77). Calismamizda elde edilen veriler, FDA ve Cumitech’in baz
aldigt ADT sisteminin kategorik uyumu ve hata oranlari kabul kriterlerini tiim
saatlerde tam olarak karsilamaktaydi. Ayrica RAST uygulamasinin ucuz, hassas,
0zgiil, kullanic1 dostu(kisa egitimlerle rahat anlagilabilir), hizli ve saglam olmasi, 6zel
ekipman gerektirmemesi, ulasilabilir olmasi nedeniyle WHO (ASSURED)test se¢imi
kriterleri ile uyumlu oldugu gézlenmistir (78). Bu agidan EUCAST RAST metodunun

cogu merkezde giivenle kullanilabilecegi anlasilmistir.

Jasuja ve ark.’in yaptiklar1 ¢alismada inkiibasyonun 6. saatinde bir yazilim
cihazi araciligtyla okunan zonlar, EUCAST RAST sinir degerlerine gore yorumlanmis
ve VITEK-2 sonuglar ile kiyaslanmis. 2029 antibiyotik 6l¢iimiinde 14 CBH, 28 BH,
12 KH sayilari ile %97 kategorik uyum saptanmistir. Ancak caligmalarinin en biiyiik
kisitlamasi izolatlarin igerisinde direngli mikroorganizma sayisinin ¢ok az olmasiydi
(79). Bizim calismamizda belirlenen direngli mikroorganizma oraninin ¢ok yiiksek
olmast EUCAST RAST metodolojisinin yiiksek diren¢ paternine sahip merkezlerde

de rahatlikla kullanilabilecegini gostermekteydi.

Froding ve ark. calismalarinda, Enterobacteriaceae igin inkiibasyonun 6.
saatinde ESBL saptamak i¢in sefoktaksim kullaniminin dogru bir yaklasim oldugunu
saptamislardir(80). Akerlund ve ark. yaptiklari calismalarina 62°si ESBL iireten, 26’s1
karbapenem direngli E. coli ve K. pneumoniae izolatlarin1 dahil ederek RAST 1n bu
diren¢ mekanizmalarin1 saptama kapasitesi degerlendirilmistir. Buna gére ESBL
ireten tiim izolatlatlar, okunabilir sefotaksim ve seftazidim zon sinir degerleri ile
dogru tespit edilmistir. Okunabilir meropenem zon sinir degerleri ile 6. saate
karbapenemaz iireten iki izolat tespit edilemezken, 8. saatte izolatlarin tiimiinde

karbapenemaz dogru sekilde tespit edilmistir. Ayn1 zamanda bu ¢alismada 24 MRSA
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izolat1 dahil edilmis ve bu direng¢ RAST ile sefoksitin diski kullanilarak 4. saatte
okunabilir zonlarin tamaminda dogru saptanmustir. Inkiibasyonun 6. ve 8. saatlerinde
bir izolatta yanlis metisilin duyarlilig1 saptanmistir(66). Bizim ¢alismamizda referans
olarak belirlenen yontemlerle ESBL iirettigi saptanan E.coli ve K. pneumoniae sayisi
44 iken karbapenemaz iiretenlerin sayis1 17 olarak bulunmustur. RAST ile okunabilir
zonlarda ESBL ve karbapenemaz iireten tiim izolatlar dogru bir sekilde tespit
edilmistir. Bir izolatta 4. saatte, birinde 8. saatte olmak tlizere iki izolatta ESBL, bir
izolatta ise 6. saatte karbapenemaz tarama sonucu yanlis pozitif sonu¢ vermistir.
Ayrica fenotipik yontemle MRSA olarak tanimlanan 4 izolatin tamami, RAST
prosediiriiyle dogru tespit edilmistir. Sefoksitin tarama sonucu 1 izolatta inkiibasyonun
4. saatinde, 3 izolatta 6. saatte sonu¢lanmistir. Bu sonuglar, izolatlarin baz1 énemli
diren¢ mekanizmalarinin erken tespiti ve buna yonelik erken izolasyon onlemlerinin
aliabilmesi acisindan 6nemli olabilir. Ayn1 zamanda MLSB, HLAR gibi direng
mekanizmalar1 da yiiksek dogruluk oranlariyla kisa siirelerde tespit edilmistir. Bu
mekanizmalarin erken tespitinin hastalarin tedavi revizyonuna katki saglayabilecegini

diistinmekteyiz.

EUCAST RAST metodu ile erken ADT sonucu verilebilmesi i¢in bakterinin
tiir diizeyinde tanimlanmas1 gerekmektedir. Ayrica tanimlanan bakterinin EUCAST
RAST metodolojisinde belirlenen bakteriler olmasi sarti vardir. Bu metodunun
uygulandigi ¢calismalarda erken bakteri tanimlanmasi i¢in genellikle MALDI-TOF MS
kullanilmistir (25, 74, 75, 79, 81). Her ne kadar EUCAST RAST metodolojisi WHO
(ASSURED) kriterleriyle uyumlu olsa da MALDI TOF MS gibi pahali hizli tanimlama
sistemlerinin  gerekliligi c¢ogu merkez icin bu ydntemin uygulanabilirligini
zorlagtiracagin1  dlistinmekteyiz. Bizim c¢alismamizda veriler analiz edilirken
hastanemiz sartlarinda MALDI-TOF MS cihazinin bulunmamasi ve bu gibi otomatize
sistemlerin mevcut olmadigi merkezlerde de EUCAST RAST yoOnteminin
kullanilabilmesine yol gostermesi agisindan Gram boyama ve BTT’ler ile bakteri
kimlikleri erken tespit edilmeye ¢alisiimistir. Bu yontemlerle elde edilen sonuclar, 16-
20 saatlik inkiibasyon sonrast Vitek 2 Compact sistemi tanimlama sonuclari ile
karsilagtirildiginda  izolatlarin  tamaminin  dogru bir sekilde gruplandirildigi

goriilmiistiir (Enterobacterales, KNS, Acinetobacter spp. gibi). Staphylococcus
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aureus, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Streptococcus pneumoniae bu
yontemlerle tiir diizeyinde dogru tanimlanabildigi icin EUCAST RAST simir degeri
tablolar1 kullanilmis ve gercek RAST kategorik hata oranlar1 ile ayni oranlar elde
edilmigtir. Gram boyama ve belirlenen BTT’ler ile Enterobacterales takimi,
Acinetobacter  spp., Pseudomonas spp.’ye ait izolatlar tiir diizeyinde
saptanamamaktadir. Calismamizda bu yontemlerle Pseudomonas spp. olarak
tanimlanan 2 bakterinin referans yontemle Pseudomonas auriginosa, Acinetobacter
spp. olarak tanimlanan 13 izolatin ise Acinetobacter baumanii olarak saptanmasi
nedeniyle bu izolatlarda da EUCAST RAST sinir degeri tablolar kullanilarak gergek

RAST kategorik hata oranlar1 ile ayni oranlar elde edilmistir.

Gram boyama ve BTT’ler ile Enterobacterales olarak tanimlanan izolatlar tiir
diizeyinde tanimlanamadigi i¢in tarafimizca olusturulan standardize olmayan zon sinir
degerleri sayesinde belirlenen ADT’ler, standart DD yontemi sonuglart ile
karsilastirilarak kategorik hata oranlar1 belirlenmistir. Buna gore 4. 6. ve 8. saatlerde
CBH hata oranlar1 sirastyla %0,6, %1.,4, %1,3, BH %1,1, %0,8,%0,9, KH%1,5, %1,3,
%1,1 olarak saptamis, KU ise % 96,8, %96,6, %96,7 olarak belirlenmistir. KNS’lerin
ise EUCAST RAST metodolojisinde zon sinir degerleri olmamasi nedeniyle
Staphylococcus aureus RAST zon sinir degerleri tablosu kullanilarak kategorik hata
oranlar1 belirlenmistir. Buna gére CBH oranlar1 4. 6. ve 8. saatlerinde sirasiyla % 0,
%1,7, %1,2, BH oranlar1 %0, %1,7, %0 ve KH oranlart %0, %0, %1,2 saptanmustir.
Kategorik uyumu (KU) ise % 100, %96,6, %97,6 olarak belirlenmistir. Bu kategorik
uyum ve hata oranlari, FDA ve Cumitech’in ADT kabul kriterlerini tiim saatlerde tam
olarak karsilamaktaydi (76, 77). Bu bulgular g6z 6niine alindiginda EUCAST RAST
metodolojisinin pahali otomatize tanimlama sistemleri olmadan dahi kabul edilebilir
hata oranlariyla uygulanabilecegini gosterilmistir. Ancak KNS ve Enterobacterales
icin standardize zon sinir degerlerinin belirlenmesi bu yontemi daha da gilivenilir
kilacaktir. Zaten standart EUCAST DD metodolojisinde Enterobacterales takimi igin
genel zon simir degerleri bulunmaktadir. EUCAST, RASTi¢in de bu izolatlarin
standart zon siir degerlerini yayinlayana kadar bu yontemin hizli tanimlama sistemi
olmayan laboratuvarlarda kullanilabilecegini diisiinmekteyiz. Ancak bu yontemle elde

edilen sonugclar klinisyene bildirilirken yontemin ve zon sinir degerlerinin standardize
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olmadig1 ve de-eskalasyon yapmanin hastanin zararina olabilecegi konusunda bilgi

verilmelidir.

Pilmis ve ark.’in yaptilar1 prospektif bir calismada 167 bakteriyemik hastaya
yapilan hizli ADT ile antibiyotik tedavilerinin % 44'{iniin efektif olarak degistirildigi
gostermistir. Bu hastalarin %26’sina de-eskalasyon, %18’sine eskalasyon yapilmistir.
Ayrica ESBL erken tespiti ile hastalarin %9 una erken temas 6nlemleri uygulanmaistir.
Ancak bu c¢alismada EUCAST ile uyumlu olmayan bir prosediir kullanilmistir
(82).Calismamizda elde edilen erken tanimlama ve ADT sonuglari klinisyene
bildirilmis ve uygun antibiyoterapi almayan 45 (%33) hastanin tedavisinde efektif
eskalasyon yapilarak c¢ok kisa siirelerde uygun tedavilere gecildigi gozlenmistir. Bu
veriler sepsis ve septik sokta etkin tedavideki bir saat gecikmenin bile hasta
mortalitesini artirdigr gbéz onlinde bulunduruldugunda (2-4) bu yontemin mortalite
oranlar1 diisiirmede ne kadar etkili olabilecegini gostermektedir. Hizli tiir tanimlamasi
ve ADT sonuclarmim, hastanede kalis siiresinin azalmasi, YBU'de kalis siiresi ve 30
giinliik mortalite oranlarinin azalmasi tizerine etkisi daha 6nce yapilan caligmalarla
gosterilmistir (83-87). RAST 1n hastalar tizerindeki klinik etkisini degerlendirmek, bu
calismanin kapsami digindaydi. Ancak tarafimizca yakin gelecekte boyle bir ¢alisma

yapilmasi planlanmaktadir.

EUCAST RAST metodolojisinin bir sinirlamast da biitiin bakteri ve
antibiyotikler i¢in zon smir degerlerinin belirlenmemesidir. Bunun igin bir¢ok
laboratuvarin dahil edildigi kapsamli ¢alismalara ihtiyag vardir. Calismamizda
EUCAST RAST yo6nergesinde bulunmayan bazi organizma-ajan kombinasyonlari 4.
6. ve 8. saatlerde degerlendirilmis ve zon sinir degerleri kayit altina alinarak literatiire
katki saglanmak amaglanmistir. Bu verilerin EUCAST tarafindan standardize RAST

zon ¢api sinir degerleri olusturulurken faydali olabilecegini diisiinmekteyiz.

5.1. Kisitlamalar

Calismamizda pozitif sinyal alinan kan kiiltlirii 6rneklerinden ADT ¢alismak
icin RAST yontemi ve standart DD yontemi kullanilmig ve bu iki yontemle elde edilen

sonuglar karsilastirilmistir. Standat DD yontemi yerine referans yontem olan broth
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mikrodiliisyon yapilarak daha dogru kategorik hata sonuglar1 elde edilebilirdi fakat bu

yontem giinliik laboratuvar isleyisinde uygulanabilir olmamasi nedeniyle yapilamadi.

Gram boyama ve BTT ler ile Enterobacterales olarak tanimlanan izolatlar tiir
diizeyinde tanimlanamamis ve bu yiizden bu izolatlar icin EUCAST RAST
Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae ADT ve direng sinir tablolarina gore zon
sinir degerleri belirlenmistir. Olusturulan bu degerlerin standardize olmamasi
calismanin en biiyiik kisitlamasiydi. Ancak belirlenen saatlerde izolatlarin tiir

diizeyinde tanimlanma imkaninin olmamasi nedeniyle bu yonteme bagvurulmustur.

KNS i¢in de Staphylococcus aureus RAST zon simir degerleri kullanilmistir.
Bunun nedeni ise KNS i¢cin EUCAST RAST metodolojisinde zon sinir degerleri
olmamasiydi. Her ne kadar kategorik hata oranlar1 kabul edilebilir olsa da kullanilan

siir degerleri KNS i¢in standardize olmadigindan ¢alismada kisitlilik yaratmaktaydi.

EUCAST RAST yonergesinde bulunmayan bazi organizma-ajan
kombinasyonlarinin zon c¢aplar1 Olgiilerek literatiire katki saglanmak istenmistir.
Ancak ¢alismamiz tek merkezli bir ¢alisma olmasi, dahil edilen izolat sayisinin az
olmasi nedeniyle bu katki kisitl olmustur. Bunun i¢in daha fazla organizma-ajan
kombinasyonlarinin test edildigi ¢ok merkezli ve daha kapsamli ¢aligsmalara ihtiyac

vardir.

73



6. SONUC

RAST yontemi, pozitif kan kiiltiirii siselerinden dogrudan ADT igin standart
bir yontem sunmak tizere EUCAST tarafindan gelistirilmistir. Yontem disk difiizyon
temelli oldugu i¢in tiim klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda rahatlikla
uygulanabilir. Bu ¢aligmadaki veriler, EUCAST tarafindan oOnerilen RAST sinir
degerleri kullanilarak yapilan erken okumalarin kan kiiltiirlerinin antimikrobiyal
duyarliligmmin sonuglarmi tahmin etmek i¢in mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
kullanilabilecegini gostermektedir. Ancak laboratuvarlarin is akisi, ¢calisma saatleri,
personel yeterliligi dikkate alinmasi gereken onemli konulardir. Bu yontem kabul
edilen diger mevcut yontemlerden daha hizli ve ucuzdur. Yontemin uygulanisi, en

onemli tiirler ve ajanlar i¢in zon sinir degerleri EUCAST web sitesinde mevcuttur.

Her ne kadar EUCAST RAST yontemi ucuz ve kolay uygulanabilir olsa da
bakterinin erken tanimlanmasi i¢in otomatize sistemlerin gerekmesi, olanaklar kisitl
laboratuvarlarin bu yontemi kullanmasini zorlastirmaktadir. Calismamizda BTT ile
bakteri tiirleri erken tanimlanmaya calisilmistir. EUCAST RAST metodolojisinde yer
almayan bakteri tiirleri de (Enterobacterales ve KNS gibi) ongoriilerek tespit edilmis,
yorumlama getirilerek zon siir degerleri olusturulmus ve bu degerlere gore tahmini
ADT sonuglar1 verilmistir. Bu verilerin hata oranlar1 kabul edilebilir diizeyde
bulunmustur. Ayrica bu standardize olmayan ydntem kullanilarak hastalarin
%32’sinde efektif eskalasyon yapilmistir. Bu bulgular, MALDI-TOF MS gibi hizli
tanimlama sistemi olmayan merkezlerde dahi bu yoOntemin klinik olarak
kullanilabilmesinin yolunun agilabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak RAST zon sinir
degerleri olmayan bakteriler i¢cin de standart sinir degerlerinin belirlenmesi ¢ok
onemlidir. Standart zon sinir degerleri, bu konu hakkinda ¢ok sayida g¢alismanin
yapilmas1 ve EUCAST’e yeterli miktarda veri gonderilmesi ile saglikli bir sekilde
belirlenebilir. Bu ¢alismaya EUCAST RAST metodolojisinde yer almayan bakteriler
ve antibiyotikler de dahil edilerek bu verilerin literatiire katki saglayacagi

distinilmiistiir.

Sonu¢ olarak; ADT’ye kadar gecen siirenin RAST ile onemli Olgiide

azaltilabilecegi ve sonuglarin 4-8 saat icinde elde edilebilecegi asikardir. Bu sartlar
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altinda ADT sonucu ve tedavi revizyonu i¢in standart siirelerin beklenmesi sepsis,
septik sok gibi mortalitesi yiiksek hastaliklarin yonetimini zorlastiracaktir. Bu yiizden
mikrobiyoloji laboratuvarlar1 is akisini, personel sayilarini, ¢aligma saatlarini bu
yontemin uygulanabilmesi i¢in revize etmelidirler. Ayni1 zamanda RAST sonucunun
hastalarin tedavilerinde sorumlu kisilere hizli bir sekilde iletidigi sistemler
gelistirmelidirler. Eger bu basarilabilirse hastalara tedavi revizyonu daha kisa siirede
yapilabilir ve bu sayede hasta morbidite ve mortalite oranlarinda, hastane kalig
stirelerinde net bir azalma goriilecektir. Ayrica erken efektif tedavi sayesinde, direngli
suslarin ortaya ¢ikmasi ve bulagmasi azalacak, saglik hizmeti maliyetlerinde diisiis

gozlenecektir.
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8. EKLER

EK-1. FORM-1 GRAM POZITIF KAN KULTURU ORNEGINDEN RAST UYGULANMA FORMU

_ 4.SAAT 6.SAAT 8.SAAT TANIMLAR
TAKIPNO: SON Sinyal Saati:
GRAM POZITIF Saat: Saat: Saat: . o

Direk Baki:

Kiimeli kok ZON | S/R | ZON | S/R | ZON | S/R | ZON S/R SON
STAFILOKOK(MULLER) KAT
FOX KOA(4.SA)
NOR D TEST
GM
CC
E
LZD
Zincirli ve diplokok
ENTEROKOK(MULLER) PYR(4.SA)
AM SYN
IPM
GM(30)
VA
TEC
LZD
PNOMOKOK (KANLI) P(OPTOKIN)
0X A(BASITRASIN)AGBS:
NOR D TEST
E
AMPIRIK AB: SINYAL SONU AB: RAST SONRASI AB VE SAATI:




8

EK-2. FORM-2 GRAM NEGATIF KAN KULTURU ORNEGINDEN RAST UYGULANMA FORMU

TAKIP NO:
GRAM NEGATIF

4.SAAT

Saat:

6.SAAT

Saat:

8.SAAT

Saat:

SON

TANIM

Sinyal Saati:

Direk Baki:

ZON

S/R

ZON

S/R

ZON

S/R

ZON

S/R

SON

ENTEROBACTERICEA

ESBL

TZP

KRB

CTX

OKS

CAZ

MEM

CIP

AN

GM

TOB

ETP

FEP

NONFERMANTER

TZP

CAZ

IPM

MEM

CIP

GM

TOB

SXT

LEV

AMPIRIK AB:

SINYAL SONU AB:

RAST SONRASI AB VE SAATI:
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