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Bir onceki stiriimden farklari (v.2.0)

Bolim

Fark

Genel bilgiler

16-20 saatlik inkibasyon bilgisi eklendi.

inkiibasyon ve plaklarin okunmasi

16-20 saatlik inktbasyon bilgisi eklendi.

Tablo 1 16-20 saatlik inktbasyon bilgisi eklendi.
inkiibasyondan sonra plaklarin incelenmesi 16-20 saatlik inktbasyon bilgisi eklendi.
Zon ¢gaplarinin  6lgimid  ve duyarhhgin | 16-20 saatlik inklibasyon bilgisi eklendi.
yorumlanmasi

Tablo 2 16-20 saatlik inklibasyon bilgisi eklendi.

Kalite kontrol dnerileri

16-20 saatlik inklibasyon bilgisi eklendi.
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EUCAST HADT yontemi, EUCAST standart disk diflizyon yontemine dayanmakla birlikte,
inoktlum degistirilmis, inkibasyon siresi kisaltilmis, okuma aciklamalari degistirilmis ve
0zgll HADT sinir degerleri tanimlanmistir.

EUCAST HADT yonteminin amaci, dogrudan pozitif kan kiltir siselerinden hizli antibiyotik
duyarlilik testi sonuglarini almayi saglamaktir. HADT yontemi, 4, 6 ve/veya 8 saatlik
inklibasyon sonrasi okumalar igin 6zgll sinir degerler saglar. Ek olarak, E. coli, K.
pneumoniae, P. aeruginosa, S. aureus ve S. pneumoniae ‘da 16-20 saatlik inkiibasyon igin
HADT sinir degerleri gelistirilmistir. 16-20 saatlik okumalar ancak 4, 6 ve/veya 8 saatlik
inklibasyondan sonra sonuglarin okunmasi mimkin olmadiginda yapiimalidir. Tim okuma
zamanlarinda teknik belirsizlik alani (TBA) icinde sonuc veren tim izolatlar standart yontem
ve sinir degerler ile test edilmelidir.

Kan kiiltiirii siselerinin hazirlanmasi

EUCAST HADT yontemi, BACTEC (Becton Dickinson), BacT/ALERT (bioMérieux) ve VersaTREK
(Thermo Fisher) kan kultlrd siseleri icin dogrulanmigtir. HADT yontemi, kan kiltlrd sisesi
pozitif sinyal verdikten sonraki 0-18 saat icinde uygulanabilir. HADT yontemi uygulanana
kadar pozitif siseler kan kaltird cihazindan cikartiimamalidir. Bununla birlikte, pozitif
siselerin bir yerden baska bir yere tasinmasinin gerekmesi durumunda, cihazdan cikarttiktan
sonra siselerin oda sicakliginda tutulmasinin ydnteme olan etkisi de degerlendirilmistir. Ug
saate kadar “gecikmelerden” HADT sonuclar etkilenmemektedir. HADT yontemi karisik
turlerin Gredigi kan kiltirlerinde yapiimamalidir.

Agar plaklarinin kan kiltiri siselerinden dogrudan inokiilasyonu

Her yuvarlak 90-mm MH/MH-F agar plagi icin 125425 pl seyreltiimemis kan kiltlr besiyeri,
pozitif kan kultlrd sisesinden dogrudan alinir. Besiyeri, agar ylzeyinde Ui¢c yonde siirtlerek
veya otomatik plak rotatoru ile nazikge yayilir ve standart ADT yonteminde uygulandigi gibi
diskler plak Gzerine yerlestirilir. Antibiyotikler arasindaki etkilesimi 6nlemek icin plak basina
en fazla 4-6 disk kullanilmalidir.

inkiibasyon ve plaklarin okunmasi

Plaklar Tablo 1’de agiklandigi sekilde inkiibe edilir. 4, 6 ve/veya 8 saat icin: Ongoriilen okuma
zamaninda (4, 6 ve/veya 8 saat) (+ 5 dakika iginde) inhibisyon zonlari okunur. Gerektigi
durumlarda, daha sonraki okuma siiresinde (6 ve/veya 8 saat) okumak Uzere plaklar 10
dakika iginde tekrar inkiibasyona kaldirilir. Plaklari 8 saatten uzun inkliibe etmek gerekiyorsa,
inhibisyon zon ¢aplarini 16-20 saat icinde okumak gerekir. Plaklari 20 saatten daha uzun siire
inklibe edilmez ve okunmaz.

Tablo 1. Antibiyotik duyarhlik test plaklari igin inkiibasyon kosullari.

Bakteri inkiibasyon siiresi | Besiyeri | inkiibasyon

Escherichia coli 4, 6 ve 8 saat MH 35+1°C normal atmosferde

Klebsiella pneumoniae 16-20 saat

Staphylococcus aureus

Pseudomonas aeruginosa 6 ve 8 saat MH 35+1°C normal atmosferde
16-20 saat
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Acinetobacter baumannii 4, 6 ve 8 saat MH 35+1°C normal atmosferde
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium

Streptococcus pneumoniae | 4, 6 ve 8 saat MH-F 35+1°C %4-6 CO,'li
16-20 saat atmosferde

inkiibasyon sonrasi plaklarin degerlendirilmesi

4, 6 ve 8 saatlik inkiibasyon

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

Resim 1. 4 saat inkiibasyon sonunda E. coli. Belirgin gozlenen zon kenarlari okunmalidir (diiz
cizgi), belirgin zon kenari olmayanlar (kesikli ¢izgi) okunmamalidir.

16-20 saatlik inkiibasyon

HADT'nin 16-20 saatlik inkiibasyonunda, Muller-Hinton agar plaklarindaki tireme EUCAST
standart disk diflizyon yontemine gore genellikle daha belirgin olacaktir, Resim 2’deki
oérnege bakiniz.
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Resim 2. 16-20 saat inkiibasyon sonunda E. coli.

Zon gaplarinin dlgllmesi

Genel okuma yonergeleri
e MH plaklari koyu renk zemin Gzerinde ve MH-F plaklari ise agik renk zemin Gzerinde
okunur. Plagi calisma tezgahindan 45 derecelik bir aciyla gozden yaklasik 30 cm
uzakta tutun. Keskin zon kenarlarini gérebilmek icin plaai kendinize dogru egim verin.
e inhibisyon zon caplarinin en yakin milimetre degeri manuel olarak &lgiiliir. HADT
yontemi otomatik zon 6élgerler igin dogrulanmamistir.

4, 6 ve 8 saatlik inkiibasyon icin 6zel okuma yonergeleri

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

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

e A. baumannii igin trimetoprim-silfametoksazol degerlendirirken, zon dis kenarini
okuyun ve zon icindeki liremeleri goz ardi edilir.

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

16-20 saatlik inkiibasyon icin 6zel okuma yonergeleri
e 16-20 saatlik inkibasyonda, yansiyan bir isikla birlikte MH plaklarini plagin
arkasindan, MH-F plaklari ise kapaklari kaldirildiktan sonra 6nden okuyunuz.
e P. geruginosa icin  piperasilin-tazobaktam, imipenem ve meropenemi
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.

Tablo 2. 4-20 saat inkiibasyon siireleri sonrasinda okunabilen zon g¢aplarinin orani* (%).

Bakteri 4 saat (%) 6 saat (%) 8 saat (%) | 16-20 saat (%)
Escherichia coli 90 99 99 100
Klebsiella pneumoniae 96 98 98 100
Pseudomonas aeruginosa - 88 97 100
Acinetobacter baumannii 99 100 100 \"A%
Staphylococcus aureus 55** 91 95 100
Enterococcus faecalis 93 99 100 \"A%
Enterococcus faecium 44 93 99 VY
Streptococcus pneumoniae 68 83 95 100

*BazI zon caplari TBA icinde olacagindan, tablo "yorumlanabilen" degil "okunabilen" zon
caplarini gosterir.

** Sefoksitin ve aminoglikozitlerin okunmasi kolayken norfloksasin ve klindamisininki daha
gugtar.

VY: Veri yok, test yapilamadi.

Sonuglarin yorumlanmasi
e Olgiilen inhibisyon zon caplarint HADT klinik sinir deger tablolarinin en son
versiyonuna gore yorumlayin.
e Zon c¢apinin glivenilir bir sekilde okunamadigl ya da zon ¢apinin TBA iginde ¢ikmasi
durumunda, test edilen tim antibiyotikler icin bir duyarliik kategorisi bildirmek
mumkiin olmayabilir. Bu durumlarda, raporda ilgili antibiyotigi bos birakin.

Kalite kontrol dnerileri

EUCAST standart disk diflizyon icin EUCAST, yontemin ve ADT gereglerinin validasyonu igin
ginlik ic kalite kontrol (KK) uygulanmasini 6nermektedir. EUCAST ayni zamanda, 4, 6 ve 8
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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 yontemin kalibrasyonu ve validasyonu igin kullanilir. Laboratuvarda
kullanilan tim okuma stireleri, KK suglari kullanilarak dogrulanmalidir. Yontem oturtulduktan
sonra, yeni personel veya yeni gereglere (kan kiiltliri sisteminin, besiyerlerinin veya disklerin
degismesi) gecis olana kadar HADT KK uygulanmasina gerek yoktur. Kullanilan gereg ve
ekipmani kontrol etmek igin EUCAST tavsiyelerine gore standart yontem ile dizenli i¢ KK
yapilmalidir.

KK suslari, kan kaltlrd siselerine 1 mL 100-200 KOB/mL KK susu ¢ozeltisi* ve yaklagik 5 mL
steril at veya koyun kani inokiile edilerek test edilir. inokiile edilmis siseler kan kiltiiri
cihazinda inkibe edilir ve pozitif sinyal verdikten sonra HADT yontemine gore isleme alinir.
*100-200 KOB/mL = 0,5 McFarland'a ayarlanan KK ¢ozeltisi 1:1000000 oraninda seyreltilir,
asagidaki grafikteki 6rnege bakin.
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CNCNC MNE N
VARVERVIRY

kani
0.5 Mc Farland 2590 pl 9590 pl Sa0 pl
KK suzu steril tuzlu su steril tuzlu su steril tuzlu su

Kan kilir

siges

a) 0.5 Mc Farland KK susu hazirlayin

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

c) Kan kiltlr sisesini kan kdltdr cihazinda inkiibe edin.

d) Cihaz pozitif sinyal verdikten sonra HADT yontemini uygulayin.

e) Sonuclari HADT KK dokiimanlarindan HADT KK kriterlerine gore degerlendirin.
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EUCAST HADT yontemi kullanilirken dikkat edilecek 6nemli noktalar
e inhibisyon zonlari sadece ilireme yaygin oldugunda ve zon kenarlari belirgin

sekilde gozlendiginde okunmalidir.

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

miumkiin olmadiginda 16-20. saatte okunur.

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

HADT sinir deger tablosu kullanilir.

https://www.eucast.org/rapid ast in blood cultures/methods
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https://www.eucast.org/rapid_ast_in_blood_cultures/methods

Tanimlanmis sinir degerler kullanilarak pozitif kan kiltiirii siselerinden dogrudan EUCAST
hizh antibiyotik duyarlilik testi (HADT) yonteminin uygulanmasi

Siiriim 2.0, Nisan 2022

Bir 6nceki suriimden farklari (v.1.0)

Degisiklik

16-20 saatlik inkGibasyon bilgisi eklendi

EUCAST HADT yontemini uygulamadan once asagidaki konulari dikkate aliniz:

1. EUCAST HADT yontemi, pozitif kan kiltliri siselerinden dogrudan disk diflizyon yontemi
icin gelistirilmis ve sivi mikrodiliisyon MiK degerleri icin kalibre edilmistir.

2. HADT uygulamak icin laboratuvar calisanlari arasindan bu isin sorumlulugunu alacak ve
tim uygulama sirecinde isi Gistlenecek bir “sampiyon” tanimlayin.

3. Sonuglar sadece tiire 6zgii tanimlanmis HADT sinir degerlerine ve okuma siirelerine (4, 6, 8
ve 16-20 saat) gore degerlendirilmelidir. Standart sinir deger tablosunu kullanmaya
kalkmayin!

4. 16-20 saat inkilibasyon siresine sahip HADT, yalnizca standart 4, 6 veya 8 saatten sonra
plaklarin okunamadigi durumlarda kullanilmalidir. 20 saatten uzun inkibe etmeyin. Uzun
inklibasyon su anda E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, S. aureus ve S.pneumoniae igin
gelistirilmistir.

5. 4, 6 ve 8 saatlik inkiibasyon sonunda, plaklari dngérilen okuma sirelerinin = 5 dakikasi
icinde okuyun. Plak 4 (veya 6) saat sonra okunamiyorsa 10 dakika icinde tekrar inkibe edin.
16-20 saatlik inkiibasyonda, zaman araligi iginde plakalari okuyun. Plaklari 20 saatten fazla
inkiibe etmeyin.

6. HADT okuma talimatlari, okuma suresine bagli olarak farklilik gésterir.

a) 4., 6. ve 8. saatlerde, SADECE yaygin Ureme gozleniyorsa ve zon kenarlari
belirginse, plaklarin kapaklari kaldirildiktan sonra dnden okunur.

b) 16-20. saatlerde, inhibisyon zon g¢aplari MH plaklarinda arka taraftan, MH-F
plaklarinda ise kapaklari kaldirdiktan sonra 6n taraftan okunur.

7. Yorumlama her tire 6zel oldugundan, HADT sonuglarinin yorumlanmasindan once tir
tayini yapilmis olmalidir. Sistemin gelistirildigi ve valide edildigi tirler disindakiler icin

sonuclari degerlendirmeye calismayin.

8. Teknik Belirsizlik Alanindaki (TBA) bir sonug icin degerlendirme tekrarlanmalidir: 4. saatte,
plaklari 10 dakika icinde yeniden inkiibe edin ve 6. saatte tekrar okuyun, gerekiyorsa 8.
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saatte ve gerekliyse 16-20. saatte tekrar okuyun. 8 veya 16-20 saat sonra tam bir sonug
alinamiyorsa, EUCAST standart disk difiizyon yontemi ile test tekrarlanmahdir.

9. Yontemin uygulanmasini hizlandirmak igin, EUCAST KK suslari ile kriterler (hedefler ve
araliklar) gelistirmistir. Suslar tiim islem silirecine tabi tutulmali (siselerin inokilasyonu, kan
kiltlirG cihazinda inkiibasyonu, pozitif sinyal aldiktan sonra plaklarin inokilasyonu) ve 4, 6, 8
ve 16-20 saat inkiibasyondan sonra zon ¢aplari okunmalidir. Bu suslar yontem oturtulurken,
yeni personel egitilirken, kan kultliri sisteminde degisiklik oldugunda veya sistemde
herhangi bir baska degisiklik oldugunda degerlendirilmelidir. Bunun disinda, ADT
malzemeleri ve ADT igin kullanilan donanimi kontrol etmek igin standart kriterleri kullanarak
ic KK uygulamasi yapin.

10. Sorulariniz varsa EUCAST Gelistirme Laboratuvari ile iletisime ge¢mekten gekinmeyin
(www.eucast.org’a bakin).
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