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Bir 6nceki siirimden farklari (v.5.0)

B6liim Fark

Genel bilgiler Salmonella enterica’ya iliskin bilgi eklendi.
Tablo 1 Salmonella enterica’ya iliskin bilgi eklendi.
Tablo 2 Salmonella enterica’ya iliskin bilgi eklendi.

EUCAST HADT yontem v.6.0 (www.eucast.org)



http://www.eucast.org/

EUCAST HADT yontemi, EUCAST standart disk diflizyon yontemine dayanmakla birlikte,
inoktlum, inklibasyon siiresi ve okuma aciklamalari degistirilmis ve 6zgil HADT sinir degerleri
tanimlanmistir.

EUCAST HADT yonteminin amaci, dogrudan pozitif kan kiltlr siselerinden hizh antibiyotik
duyarhhk testi sonuglarini almayi saglamaktir. HADT yontemi, 4, 6 ve/veya 8 saatlik inkiibasyon
sonrasl okumalar igin 6zgll sinir degerler saglar. Ek olarak, da 16-20 saatlik inkiibasyon igin
HADT sinir degerleri gelistirilmistir. 16-20 saatlik okumalar ancak 4, 6 ve/veya 8 saatlik
inkiibasyondan sonra sonuglarin okunmasi mimkiin olmadiginda (6rnegin laboratuvarin
mesai saati disinda) yapilmalidir

Bu yontem, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae (Klebsiella variicola ve Klebsiella
quasipneumonia da dahil), Salmonella enterica, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumannii, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium ve
Streptococcus pneumoniae tirleri igin dogrulanmistir.

Kan kiiltiir siselerinin hazirlanisi

EUCAST HADT yontemi, BACTEC (Becton Dickinson), BacT/ALERT (bioMérieux) ve VersaTREK
(Thermo Fisher) kan kultliri siseleri icin dogrulanmistir. HADT yontemi, kan kiltlirG sisesi
pozitif sinyal verdikten sonraki 0-18 saat icinde uygulanabilir. HADT yéntemi uygulanana kadar
pozitif siseler kan kiltlri cihazindan gikartilmamalidir. Bununla birlikte, pozitif siselerin bir
yerden baska bir yere tasinmasinin gerekmesi durumunda, cihazdan gikarttiktan sonra
siselerin oda sicakliginda tutulmasinin yénteme olan etkisi de degerlendirilmistir. Ug saate
kadar “gecikmelerden” HADT sonuglari etkilenmemektedir. HADT yontemi karisik tirlerin
Uredigi kan kiltlrlerinde yapilmamalidir.

Agar plaklarinin kan kiiltiirii siselerinden dogrudan inokiilasyonu

Her yuvarlak 90-mm MH/MH-F agar plagi i¢in 125+25 ul seyreltiimemis kan kultur besiyeri,
pozitif kan kiltlrd sisesinden dogrudan alinir. Besiyeri, agar yizeyinde (¢ yonde sirilerek
veya otomatik plak rotatoru ile nazikce yayilir ve standart ADT yonteminde uygulandigi gibi
diskler plak Uzerine yerlestirilir. Antibiyotikler arasindaki etkilesimi 6nlemek igin plak basina
en fazla 4-6 disk kullanilmalidir. Plaklarin inokiilasyonu, antibiyotik disklerinin uygulanmasi ve
plaklarin inkiibasyonu geciktiriimemelidir.

inkiibasyon ve plaklarin okunmasi

Plaklar Tablo 1’de aciklandigi sekilde inklbe edilir. 4, 6 ve/veya 8 saat icin: 6ngdrilen okuma
zamaninda (4, 6 ve/veya 8 saat) (+ 5 dakika icinde) inhibisyon zonlari okunur. Gerektigi
durumlarda, daha sonraki okuma siresinde (6 ve/veya 8 saat) okumak tzere plaklar 10 dakika
icinde tekrar inkibasyona kaldirilir. Plaklari 8 saatten uzun inkiibe etmek gerekiyorsa,
inhibisyon zon caplarini 16-20 saat icinde okumak gerekir. Plaklar 20 saatten daha uzun siire
inklibe edilmez ve okunmaz.

Tablo 1. Antibiyotik duyarhlik test plaklariicin inkiibasyon kosullari.

Bakteri inkiibasyon siiresi | Besiyeri | inkiibasyon
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Escherichia coli 4, 6 ve 8 saat MH 35+1°C normal atmosferde
Klebsiella pneumoniae 16-20 saat
Salmonella enterica
Acinetobacter baumannii
Staphylococcus aureus

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecium

Pseudomonas aeruginosa 6 ve 8 saat MH 35+1°C normal atmosferde
16-20 saat

Streptococcus pneumoniae 4, 6 ve 8 saat MH-F 3511°C %4-6 CO,’li atmosferde
16-20 saat

inkiibasyon sonrasi plaklarin degerlendirilmesi

4, 6 ve 8 saatlik inkiibasyon

4, 6 ve 8 saatte, Muller-Hinton agar plaklarindaki (ireme EUCAST standart disk difiizyon
yontemine gore genellikle daha az belirgin olacaktir. inhibisyon zonlari sadece yaygin lireme
gozleniyorsa ve zon kenarlari belirgin ise okunmalidir, Resim 1’deki 6rnege bakiniz.

Resim 1. Dort saat inkiibasyon sonunda E. coli. Belirgin gézlenen zon kenarlari okunmalidir
(duz cizgi), belirgin zon kenari olmayanlar (kesikli ¢izgi) okunmamalidir.

16-20 saatlik inkiibasyon

HADT'nin 16-20 saatlik inkiibasyonunda, Muller-Hinton agar plaklarindaki Greme EUCAST
standart disk diflizyon yontemine gore genellikle daha yogun olacaktir, Resim 2’deki 6rnege
bakiniz.
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Resim 2. 16-20 saat inkiibasyon sonunda E. coli.
Zon gaplarinin dlgiilmesi

Genel okuma yonergeleri
e MH plaklari koyu renk zemin lizerinde ve MH-F plaklari ise agik renk zemin tzerinde
okunur. Plagi calisma tezgahindan 45 derecelik bir agiyla gézden yaklasik 30 cm
uzakta tutun. Keskin zon kenarlarini gérebilmek igin plaga kendinize dogru egim verin.

e inhibisyon zon caplarinin en yakin milimetre degeri manuel olarak oél¢ilir. HADT
yontemi otomatik zon olgerler igin dogrulanmamistir.

e Belirgin kenari olan inhibisyon zonlarinin igindeki ince Gremeler g6z ardi edilmelidir. Bu
durum nadiren E. coli ve K. pneumoniae’nin erken okumalarinda ve siklikla B- laktam
antibiyotiklerde gozlenir

4, 6 ve 8 saatlik inkiibasyon i¢in 6zel okuma yénergeleri

e Hem MH hem de MH-F plaklari, kapaklari kaldinldiktan sonra yansiyan isikta 6nden
ve gozle degerlendirilir.

e A. baumannii igin trimetoprim-silfametoksazol degerlendirilirken, zon dis kenari
okunur ve zon igindeki Gremeler goz ardi edilir.

e Bazen 4 saatin sonunda belirgin bir inhibisyon zonu olusmaz, ancak 6 saaten sonra zon
cap! kolaylikla olctlebilir (Tablo 2). Degerlendirilen tim antibiyotiklerin inhibisyon
zonlarini okumak her zaman olanakli olmayabilir.

16-20 saatlik inkiibasyon igin 6zel okuma yonergeleri
e 16-20saatlik inkiibasyonda, yansiyan bir isikla birlikte MH plaklarini plagin arkasindan,
MH-F plaklari ise kapaklari kaldirildiktan sonra 6nden okuyunuz.
P. aeruginosa icin piperasilin-tazobaktam, imipenem, imipenem-relebaktam, meropenem ve
meropenem-vaborbaktami degerlendirirken inhibisyon zonu icindeki kolonileri yok sayin ve zon
dis kenarini okuyun, Sekil 3'deki 6rnege bakiniz.
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Sekil 3. inhibisyon zonu icindeki kolonileri yok sayin ve zon dis kenarini okuyun.
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Tablo 2. 4-20 saat inkiibasyon siireleri sonrasinda okunabilen zon gaplarinin orani™ (%).

Bakteri 4 saat (%) 6 saat (%) 8saat (%) | 16-20 saat (%)
Escherichia coli 90 99 99 100
Klebsiella pneumoniae 96 98 98 100
Salmonella enterica 93 100 100 100
Pseudomonas aeruginosa** - 88 97 100
Acinetobacter baumannii 99 100 100 100
Staphylococcus aureus Gok** 91 95 100
Enterococcus faecalis 93 99 100 100
Enterococcus faecium 44 93 99 100
Streptococcus pneumoniae 68 83 95 100

*BazI zon cgaplari TBA iginde olacagindan, tablo "yorumlanabilen" degil "okunabilen" zon

caplarini gosterir.

** Bazl P. aeruginosa izolatlarinda HADT'de zayif Greme gozlenir, bu izolatlarda genellikle
standart disk diflizyon 16-20 saatlik inkiibasyonda da zayif Greme gozlenmektedir.
***Sefoksitin ve aminoglikozitlerin okunmasi kolayken norfloksasin ve klindamisininki daha

gugctar.

Sonuglarin yorumlanmasi
e Olciilen inhibisyon zon caplarini HADT klinik sinir deger tablolarinin en son siiriimiine

gore yorumlayin.

e Ureme olmadiginda, zon ¢apinin giivenilir bir sekilde okunamadigi ya da zon ¢apinin
TBA iginde ¢ikmasi durumunda, test edilen tim antibiyotikler igin bir duyarhhlk
kategorisi bildirmek mimkiin olmayabilir. Bu durumlarda, raporda ilgili antibiyotigi bos
birakin. Laboratuvarlarin pozitif kan kiltirlerinin raporlarina, bazi sonuglarin neden
bazen bos birakilabilecegini aciklayan bir yorum eklemelerini éneriyoruz. Yorum su
sekilde olabilir: “Antibiyotik duyarlilk testi pozitif kan kiltlrG siselerinden dogrudan
yapildiginda, sonuglar genellikle 4, 6 ve/veya 8 saat sonra elde edilebilir ve yalnizca
givenilir olan sonuglar bildirilir. Kisa inkiibasyondan sonra sonuglari olmayan bir
duyarhlik raporu, sonraki bir asamada daha fazla sonugla desteklenebilir.”

Teknik belirsizlik alan1 (TBA)

TBA bir inhibisyon zon capi araligidir. EUCAST HADT yo6nteminde tiim bakteri-antibiyotik
kombinasyonlari icin TBA'lar vardir. TBA, duyarhlik kategorileri arasindaki ayrimin zayif oldugu
bir alani temsil etmektedir. Bu alanda yorumlama hatalari dnemli 6l¢lide artar ve yorumlama
muimkiin olmaz. TBA'nin Ustinde veya altinda olan sonuglar givenilir bir sekilde raporlanabilir.
Bir sonuc¢ TBA icinde oldugunda ise yorumlanamaz. O antibiyotik icin raporu bos birakmaktan
cekinmeyin. 4. saatte, 10 dakika icinde plakalari tekrar inkiibe edin ve 6. saatte ve gerekirse 8.
saatte ve gerektiginde de 16-20. saatte tekrar okuyun. 8 veya 16-20 saatlik inkiibasyondan sonra

tam bir sonug alinamazsa, EUCAST standart disk difiizyon yontemi ile ADT yapin.
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Kalite kontrol onerileri

EUCAST standart disk diflizyon igin EUCAST, yontemin ve ADT gereglerinin validasyonu igin
glnlik i¢ kalite kontrol (KK) uygulanmasini énermektedir. EUCAST ayni zamanda, 4, 6, 8ve
16-20 saat icin bes KK susu (E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, S. aureus ATCC
29213, E. faecalis ATCC 29212 ve S. pneumoniae ATCC 49619) ve 16-20 saat icin dort KK susu
(E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, S. aureus ATCC 29213 ve S. pneumoniae ATCC
49619) icin kriterler gelistirmistir. Bu kriterler HADT KK tablolarinda bulunmaktadir. HADT KK
islemi temel olarak, yeni ydontemin kalibrasyonu ve validasyonu igin kullanilir. Laboratuvarda
kullanilan tim okuma sureleri, KK suslari kullanilarak dogrulanmalidir. Yontem oturtulduktan
sonra, yeni personel veya yeni gereclere (kan kiltiirt sisteminin, besiyerlerinin veya disklerin
degismesi) gecis olana kadar HADT KK uygulanmasina gerek yoktur. Kullanilan gerec¢ ve
ekipmani kontrol etmek icin EUCAST Onerilerine gore standart yontem ile duzenli i¢ KK
yapiimalidir.

KK suslari, kan kilturi siselerine 1 mL 100-200 KOB/mL KK susu ¢ozeltisi* ve yaklasik 5 mL
steril at veya koyun kani inokiile edilerek test edilir. inokiile edilmis siseler kan kiltiiri
cihazinda inkilbe edilir ve pozitif sinyal verdikten sonra HADT yontemine gore isleme alinir.
*100-200 KOB/mL = 0,5 McFarland'a ayarlanan KK ¢dzeltisi 1:1000000 oraninda seyreltilir,
asagidaki grafikteki ornege bakin.
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Kan kukir

sigesi

a) 0.5 Mc Farland KK susu hazirlayin

b) Yukaridaki sekildeki gibi seri diliisyon yapin ve kan kiltir sisesine at veya koyun kani
ile beraber ekleyin.

c) Kan kiltdr sisesini kan kiltir cihazinda inkiibe edin.

d) Cihaz pozitif sinyal verdikten sonra HADT yontemini uygulayin.

e) Sonuglart HADT KK dokimanlarindan HADT KK kriterlerine gore degerlendirin.
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EUCAST HADT yontemi kullanilirken dikkat edilecek 6nemli noktalar

e inhibisyon zonlari sadece iireme yaygin oldugunda ve zon kenarlari belirgin
sekilde gozlendiginde okunmalidir.

e Zon gaplari yalnizca belirlenen okuma saatlerinde, yani 4, 6 ve 8. saatte ve bu

mimkin olmadiginda ( 6rnegin laboratuvarin mesai saati disinda) 16-20. saatte
okunur.

e Duyarhlik sonuglarini yorumlamak igin normal sinir deger tablosu degil, EUCAST
HADT sinir deger tablosu kullanilir.
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