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Kan Kilturi Siselerinden Dogrudan Hizli Antibiyotik
Duyarlilik Testi (HADT)

EUCAST, pozitif kan kiiltird siselerinden dogrudan kisa siireli inkiibasyonlu (4, 6 ve 8 saat) ADT igin

onerilerini yayimlamistir. Bunun i¢in asagida anlatilan yontem izlenmelidir:

Yontem — Pozitif kan kiiltiirii siselerinden dogrudan EUCAST hizhi antibiyotik
duyarlilik testi (HADT, RAST)

EUCAST HADT yontemi, EUCAST standart disk difiizyon yontemine dayanmakla birlikte, inokilum
degistirilmis, inklibasyon siresi kisaltilmis, okuma agiklamalari degistirilmis ve 6zgil HADT sinir
degerleri tanimlanmistir.

Not. Yontem SADECE HADT uygulamak lzere ve ADT plaklarinin SADECE maksimum 8 saatlik
inkGbasyonu icin valide edilmistir (gecerli kiinmistir). Daha uzun sire inkiibasyon gerektiginde
EUCAST standart disk diflizyon yontemi kullaniimalidir.

Kan kiiltiirii siselerinin hazirlanmasi:

EUCAST HADT y6ntemi, BACTEC (Becton Dickinson), BacT/ALERT (bioMérieux) ve VersaTREK (Thermo
Fisher kan kilturd siseleri icin dogrulanmistir (valide edilmis). HADT yontemi, kan kiltiirt sisesi pozitif
sinyal verdikten sonraki 0-18 saat igcinde uygulanabilir. HADT ile devam etmeye hazir olunana kadar
pozitif siseler kan kiltird cihazindan c¢ikartilmamalidir. Bununla birlikte, pozitif siselerin bir yerden
baska bir yere tasinmasinin gerekmesi durumunda, cihazdan cikarttiktan sonra siselerin oda
sicakliginda tutulmasinin ydnteme olan etkisi de degerlendirilmistir. U¢ saate kadar “gecikmelerden”
HADT sonuglari etkilenmemektedir.

Agar plaklarinin kan kiiltiirii siselerinden dogrudan inokiilasyonu:

Her MH/MH-F agar plagi icin 100-150 pl seyreltilmemis kan kulttr( besiyeri, pozitif kan kaltaru
sisesinden dogrudan alinir. Besiyeri, agar ylizeyinde {i¢ yonde sirilerek veya otomatik plak rotatoru
ile nazikge yayilir ve standart ADT igin uygulandigi sekilde diskler plak (izerine yerlestirilir.

inkiibasyon ve plaklarin okunmasi

Plaklar Tablo 1’de aciklandigi sekilde inkiibe edilir. Ongériilen okuma zamaninda (4, 6 ve/veya 8 saat)
(x 5 dakika icinde) inhibisyon zonlari okunur. Gerektigi takdirde, daha sonraki okuma siiresinde (6

ve/veya 8 saat) okumak lzere plaklar 10 dakika icinde tekrar inklibasyona kaldirilir. Plaklar 8 saatten
daha uzun siire inkibe edilmez ve 8 saatten sonra okunmaz.

Tablo 1. Antibiyotik duyarlilik 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
Staphylococcus aureus

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecium

Pseudomonas aeruginosa 6 ve 8 saat MH 351 °C normal atmosferde
Streptococcus pneumoniae 4, 6 ve 8 saat MH-F 3541 °C %4-6 CO,’li atmosferde

inkiibasyon sonrasi plaklarin degerlendirilmesi

4-8 saat inkiibasyon stiresi sonunda Muller-Hinton agar plaklarindaki tireme siklikla standart
inkiibasyon siiresine (16-20 saat) kiyasla daha silik olacaktir. inhibisyon zonlari sadece yaygin iireme
gozleniyorsa ve zon kenarlari belirginse okunmalidir, Resim 1’deki 6rnege bakiniz.

Resim 1. 4 saatlik inkiibasyon sonunda E. coli. Belirgin gbzlenen zon kenarlari okunmahdir (diz gizgi), belirgin
zon kenari izlenmeyenler (kesikli ¢izgi) okunmamalidir.

Zon gaplarinin dlgiilmesi ve duyarliigin degerlendirilmesi

Hem MH hem de MH-F plaklari, kapaklari kaldirildiktan sonra yansiyan isikta onden ve gozle
degerlendirilir. MH plaklar koyu renk zemin Uzerinde ve MH-F plaklari agik renk zemin Uzerinde
okunur. Plak gbzden yaklasik 30 cm mesafede ve 45 derece agiyla tutulur. Keskin zon kenarlari ortaya
cikacak sekilde plaga agi verilir. inhibisyon zon ¢aplarinin en yakin milimetre degeri 6lgiiliir. 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. Bazen 4
saatin sonunda belirgin bir inhibisyon zonu olusmaz, ancak 6 saate sonra zon ¢api kolaylikla 6l¢ulebilir
(Tablo 2). Degerlendirilen tiim antibiyotiklerin inhibisyon zonlarini okumak her zaman mimkin
olmayabilir.



Tablo 2. inkiibasyon siireleri 4, 6 ve 8 saat sonrasinda okunabilen zon ¢aplarinin orani (%).

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

*Sefoksitin ve gentamisinin okunmasi kolayken norfloksasin ve klindamisininki daha giictr.
Kalite kontrol onerileri

EUCAST standart disk diflizyon igin EUCAST, yontemin ve ADT materyallerinin validasyonu igin glinlik
i¢c kalite kontrol (KK) uygulanmasini dnermektedir. EUCAST ayni zamanda, ti¢ KK susunun (E. coli ATCC
25922, S. aureus ATCC 29213 ve S. pneumoniae ATCC 49619) 4, 6 ve 8 saat icin kriterlerini
gelistirmistir. Kriterler HADT sinir deger tablolarinda verilmistir. HADT KK islemi temel olarak, yeni
yontemin kalibrasyonu ve validasyonu icin kullanilir. Yontem oturtulduktan sonra, yeni personel veya
yeni malzemelere (kan kiltiiri sisteminin, besiyerlerinin veya disklerin degismesi) gecis olana kadar
HADT KK uygulanmasina gerek yoktur. Standart yontem icin, EUCAST Onerileri dogrultusunda dizenli
ic KK uygulamasina devam edilmelidir.

HADT KK uygulamasinda, kan kiltiirt siseleri 1 ml 100-200 KOB/ml KK susu ¢6zeltisi (1:100.000
sulandiriimis 0,5 McFarland) ve yaklasik 5 ml steril kan ile inokiile edilir. inokiile edilen siseler kan
kiltdra cihazina yerlestirilerek inkiibe edilir ve pozitif sinyal verdikten sonra yukarida acgiklanan
yontemle uygulanir.

EUCAST HADT yontemi kullanilirken dikkat edilecek 6nemli noktalar

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

e Zon capi degerlerinin yorumlanmasinda EUCAST HADT sinir deger tablolari kullaniimali,
standart tablolar kullanilmamalidir

e inkiibasyon siiresi 8 saatten sonra uzatilmamalidir.

http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST files/RAST/Methodology EUCAST RAST
vl 20181126.pdf



http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST_files/RAST/Methodology_EUCAST_RAST_v1_20181126.pdf
http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST_files/RAST/Methodology_EUCAST_RAST_v1_20181126.pdf
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Tanimlanmis sinir degerler kullanilarak pozitif kan kiiltiirii siselerinden
dogrudan EUCAST hizhi antibiyotik duyarlilik testi (HADT) yonteminin
uygulanmasi

EUCAST HADT yontemini uygulamadan 6nce asagidaki konulari dikkate aliniz:

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

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

3. Sonuglar sadece tilre 6zgl tanimlanmis HADT sinir degerlerine ve okuma sirelerine (4, 6 ve 8 saat)
gore degerlendirilmelidir. Standart sinir deger tablosunu kullanmaya kalkmayin! Plaklari inkiibasyon
suresinin sonunda * 5 dakika icinde okuyun. Plak 4 (veya 6) saat sonra okunamiyorsa 10 dakika
icinde tekrar inklibe edin. Plaklari 8 saatten uzun sire inkiibe etmeyin.

4. SADECE treme yaygin oldugunda ve zon kenarlari belirgin oldugunda plagin kapagini kaldirip 6n
tarafindan inhibisyon zonlarini okuyun. Okunamiyorsa 2 saat daha inklibe ederek 8 saate kadar
inkGibasyonu uzatin. Plaklari 8 saatten sonra okumayin.

5. HADT sonuglarinin degerlendirilmesinden 6nce tir tayini yapilmis olmalidir, ¢linki degerlendirme
tire Ozgudur. Sistemin gelistirildigi ve valide edildigi tiirler disindakiler igin sonuglari
degerlendirmeye calismayin.

6. Teknik Belirsizlik Alanindaki (TBA, ATU) bir sonug icin degerlendirme tekrarlanmalidir: Maksimum 8
saate kadar olmak Uzere 2 saat daha inkiibasyona devam edilmelidir. 8 saat inkiibasyonun sonunda
sonug degerlendirilemiyorsa EUCAST standart disk diflizyon yontemi ile test tekrarlanmalidir.

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

8. Sorulariniz varsa EUCAST Gelistirme Laboratuvari ile iletisime gegmekten ¢ekinmeyin
(www.eucast.org’a bakin).

http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST files/RAST/RAST implementation vl 20
181126.pdf
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