KLINIK CALISMA /RESEARCH ARTICLE

FLORA 2024;29(1):116-128 « doi: 10.5578/flora.202401928

Pozitif Sinyal Veren Kan Kulturu Siselerinde
Dogrudan Hizli Antimikrobiyal Duyarllik Test
Yontemi ile Elde Edilen Sonuclarin Standart Disk
Difuzyon Yontemi ve Phoenix Otomatize Sistem
Sonuclari ile Karsilastiriimasi

Comparison of Results Obtained Directly by Rapid Antimicrobial
Susceptibility Test Method in Positive Signaling Blood Culture Bottles with
Standard Disk Diffusion Method and Phoenix Automated System Results

Goksel BILIR(ID), Emel SESLI CETIN(ID), Mtmtaz Cem SIRIN
Suleyman Demirel Universitesi Tip Fakuiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Isparta, Turkiye
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Giris: Kan dolasimi infeksiyonu (KDI), mortalitesi yiiksek cesitli klinik tablolara neden olabildigi icin acil tani konulup antimikrobiyal
tedaviye baslanmasi sagkalim agisindan énemlidir. Pozitif sinyal veren kan kiiltiirii siselerinden hizli antimikrobiyal duyarlilik test
(HADT) yontemi ile ilgili standart oneriler “The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)” tarafindan
2019 yilinda yayimlanmustir. Bu ¢alismada pozitif sinyal vermis, Gram boyamasinda bakteri tespit edilmis olan kan kiiltiirii siselerinden
EUCAST HADT yoéntemi kullanilarak yapilan ADT sonuclarinin standart disk difiizyon (SDD) yéntemi ve BD Phoenix 100 otomatize
sistemi ile elde edilen sonuglarla karsilastirilmasi amaglanmistir.

Materyal ve Metod: BacT/ALERT 3D kan kiiltiirii inktibatériinde pozitif sinyal vermis 96 kan kiiltiirii sisesinden Gram boyama sonrasi
HADT islemi uygulanmis, ayrica kan drneklerinin kati besiyerlerine inoktilasyonlari sonrasi lireyen izolatlar EUCAST SDD ve BD Phoenix
otomatize sistemi ile test edilmistir. Hizli antimikrobiyal duyarlilik test sonuglar her iki yéntem ile karsilastirilarak; kategorik uyum (CA),
cok btiyiik hata (VME), bliyiik hata (ME), kiiclik hata (mE) oranlari belirlenmistir.

Bulgular: Hizli antimikrobiyal duyarlilik test sonuglari SDD sonuglari ile %97.5, otomatize sistem sonuglari ile %93.6 oraninda uyumlu
bulunmustur. Hizli antimikrobiyal duyarlilik testi dérdiinct, altinci ve sekizinci saatte otomatize sistem sonuglari ile sirasiyla %71.85,
%2.4 ve %2.31 VME oranlari gosterirken SDD sonuglari ile sirastyla %1.32, %1.07 ve %1.06 VME oranlari géstermistir. Karbapenemaz
tarama sonuglari degerlendirildiginde HADT yontemi 34 izolatin hepsinde otomatize sistem ile uyumlu sonug¢ vermistir. Genislemis
spektrumlu B-laktamaz (GSBL) tretimi agisindan 34 izolatin 33 (%97)’tinde SDD ve otomatize sistem ile uyumlu sonug vermistir.
Pseudomonas aeruginosa ve Enterococcus faecalis izolatlarinda HADT tiim saatlerde btitiin antimikrobiyal ajanlar icin SDD ile %100
uyumlu bulunmustur.

Sonug: EUCAST HADT yénteminin énemli KDI etkenleri icin 4-8 saat icinde giivenilir ADT sonuglari verebilecegi ve mikrobiyoloji labora-
tuvarlarinda kullaniimasinin KDi'lerin tedavilerinin hizlica yonlendirilmesinde katki saglayabilecedi gésterilmistir.

Anahtar Kelimeler: EUCAST hizli antimikrobiyal duyarlilik testi; kan kdiltiirii; standart disk diftizyon; Phoenix otomatize sistemi
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ABSTRACT

Comparison of Results Obtained Directly by Rapid Antimicrobial Susceptibility Test Method
in Positive Signaling Blood Culture Bottles with Standard Disk Diffusion Method and Phoenix
Automated System Results

Goksel BILIR, Emel SESLI CETIN, Mimtaz Cem SIRIN
Department of Medical Microbiology, Stleyman Demirel University Faculty of Medicine, Isparta, Turkiye

Introduction: Due to the potential for high mortality associated with bloodstream infection (BSl), prompt diagnosis and initiation of
antimicrobial therapy are crucial for survival. The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) published stan-
dard recommendations for the rapid antimicrobial susceptibility test (RAST) method from blood culture bottles showing a positive signal
in 2019. This study aimed to compare the AST results obtained using the EUCAST RAST method from blood culture bottles exhibiting
a positive signal and bacteria identified through Gram staining with the results obtained by the standard disk diffusion (SDD) method
and the BD Phoenix 100 automated system.

Materials and Methods: Rapid antimicrobial susceptibility test was applied per EUCAST recommendations. The isolates obtained after
inoculation of the blood samples into solid media were also tested with the EUCAST SDD method and the BD Phoenix system. By com-
paring the RAST results obtained with both methods, the study determined categorical agreement (CA), very major error (VME), major
error (ME), and minor error (mE) rates.

Results: The results of the RAST method were found compatible with 97.5% of SDD results, and 93.6% of the automated system results.
Rapid antimicrobial susceptibility test demonstrated VME rates of 1.85%, 2.4%, and 2.31% with automated system results at four, six,
and eight hours, respectively. In comparison, it showed VME rates of 1.32%, 1.07%, and 1.06% with standard disk diffusion (SDD)
results at the corresponding time points. The carbapenemase screening results of RAST were compatible with the automated system for
all isolates. In terms of ESBL production, 97% of isolates gave results compatible with SDD and the automated system. In Pseudomonas
aeruginosa and Enterococcus faecalis isolates, RAST was 100% consistent with SDD for all antimicrobial agents at all reading times.
Conclusion: The EUCAST RAST method can provide reliable AST results within 4-8 hours for important BSI pathogens, and its use in
microbiology laboratories can play a crucial role in swiftly guiding treatment decisions.

Key Words: EUCAST rapid antimicrobial susceptibility testing; blood culture; standard disk diffusion; Phoenix automated system

GIRIS

Insan saghgini ve vasamim tehdit eden onemli
sorunlardan biri olan kan dolasimi infeksiyonlari
(KDI) gecikmis veya uygun olmayan tedavi ile
iliskili yiiksek morbidite ve mortaliteye yol aca-
bilmektedir. Bu nedenle KDI'de etkenin kiiltiir
ortaminda gosterilerek en kisa siirede belirlenip
etkene yonelik antimikrobiyal tedaviye gecilmesi
sagkalim acisindan oldukca onemlidir! 12!,

“The European Committee on Antimicrobial
Susceptibility ~ Testing  (EUCAST)” tarafindan
onerilen standart ADT yontemi, 16-20 saatlik
inkiibasyona dayahdir ve hem iilkemizde hem
de diinyada bircok laboratuvar  giiniimiizde
EUCAST'in standart disk diftizyon (SDD) yonte-
mini kullanmaktadir. Ancak KDI tedavisine yonelik
ADT sonucu icin hizh doniis talebi; EUCAST1
dogrudan KK siselerinden SDD yontemine daya-
i HADT vyontemini gelistirmeye tesvik etmistir.

Kan dolasimi infeksiyonlarinin tanisinda altin
standart geleneksel kan Kkiiltiirii (KK) y'dntemidirls].
Ancak KK yonteminde etkenin kiiltiir ortaminda
tiretilmesi ve bu etkene yonelik antimikrobiyal
duyarhlik test (ADT) sonuclarinin elde edilerek Kkli-
nisyene bildirilmesi, en az 48-72 saatlik uzun bir
stirec gerektirir[4]. Bu nedenle KDI olan hastalar-
da hizli antimikrobiyal duyarliik testi (HADT)ne
duyulan ihtivac giderek daha da o©nemli hale
gelmektedir[5’6].

EUCAST, ik kez 2019 yilinda dogrudan pozitif
KK siselerinden HADT yontemini uygulayan bir
calisma vapmustir. Bu calismada en sik KDI
etkeni oldugu diistiniilen mikroorganizmalar icin
belirlenmis  antimikrobiyal ajanlar  kullanilmistir.
[nkiibasyonun dordiincii, altinct ve sekizinci saatle-
rinde inhibisyon zon caplarinin dlciilmesi ile elde
edilen sonuclara dayanarak EUCAST, HADT yon-
temi ile ilgili standart onerilerini yaylmlamlstlr[5].
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Bu calismada porzitif sinyal vermis, Gram
boyamasinda saf olarak gram-negatif veya
gram-pozitif bakteri tespit edilmis olan KK sisele-
rinden EUCAST HADT yontemi kullanilarak elde
edilen ADT sonuclarinin SDD yontemi ve BD
Phoenix 100 (Becton-Dickinson Company, ABD)
otomatize sistemi ile elde edilen sonuclarla kar-
silastirilmast ve boylece bu yontemin kullanilma-
sinin  hastanemizde vatan hastalarda gelisebilecek
KDI'ler sirasinda hastalarin tedavisinin daha hizh
yonlendirilmesinde saglayacagi destegin degerlen-
dirilmesi amaclanmustir.

MATERYAL ve METOD
Klinik izolatlar

Bu calisma, Nisan-Temmuz 2021 tarihleri
arasinda Stileyman Demirel Universitesi Arastirma
ve Uygulama Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda  gerceklestirilmistir. ~ Calismaya
dahili, cerrahi ve yogun bakim diinitelerinde yatan
hastalardan gonderilmis olan aerop/anaerop KK
siselerinden izole edilmis Escherichia coli (n= 20),
Klebsiella pneumoniae (n= 14), Pseudomonas
aeruginosa (n= 11), Acinetobacter baumannii (n=
7), Staphylococcus aureus (n= 17), Enterococcus
faecium (n= 21) ve Enterococcus faecalis (n= 6)
Klinik izolatlar1 dahil edilmistir.

Kan Kiiltiirii  siseleri BacT/ALERT 3D kan
kiiltiirii (bioMérieux, Fransa) inkiibatcriine yerlesti-
rilmis ve bes giin boyunca takip edilmistir. Pozitif
sinyal veren KK siselerine 0-18 saat icerisinde
EUCAST onerileri dogrultusunda HADT islemi
uygulanmis, bir yandan da referans yontemlerle
pozitif kan Kkiiltiirii siselerine uygulandigi sekilde
uygun kat1 besiyerlerine inokiilasyon yapilip inkii-
basyon siiresi sonunda EUCAST SDD yontemi
ve BD Phoenix 100 otomatize sistemi ile ADT
ve tanimlama islemleri yapilmistir.

EUCAST HADT Yontemi

Pozitif sinyal veren siselerden alinmis ornekler
Gram boyama yontemiyle boyanmis, tek tiir ola-
rak gram-negatif veya gram-pozitif bakteri goriilen
KK siseleri calismaya dahil edilmistir. Kan Kkiil-
tirli pozitifligi ve Gram boyama sonrasinda tiim
orneklerde, rutin KK ve HADT islemleri gercek-
lestirilmistir. Konvansiyonel yontemler ve otoma-
tize sistem ile tiir tayini yapildiginda E. coli, K.
pneumoniae, P. aeruginosa, A. baumannii, S.
aureus, E. faecalis ve E. faecium disinda tammla-

nan tiirlere ait sonuclar calisma disi birakilmistir.
Ay hastadan alinmis KK ©rneklerinden ilk pozi-
tif sinyal veren siseler calismaya dahil edilmistir.

Hizli  antibiyotik ~ duyarhlik  test  yontemi,
EUCAST onerileri dogrultusunda  gerceklestiril-
mistirl®. Kan kiiltiirii besiyerinden 100-150 pL
ornek almip Mueller-Hinton agar (MHA) (Becton-
Dickinson Company, ABD) besiyerine aktarilmis
ve steril pamuklu ekiivyon cubuk ile agar yiize-
yine iyice vyayilmustir. Sonrasinda gram-negatif
ve gram-pozitif bakteriler icin ©nerilen diskler
yerlestirilmistir. Gram-negatif bakteriler icin; pipe-
rasilin-tazobaktam (TZP) (30-6 yg), sefotaksim
(CTX) (5 pg), seftazidim (CAZ) (10 ng), amikasin
(AK) (30 pg), gentamisin (GN) (10 pg), imipenem
(IPM) (10 pg), meropenem (MEM) (10 pg), tobra-
misin (TOB) (10 pg), siprofloksasin (CIP) (5 pg)
ve trimetoprim-sulfametoksazol (SXT) (1.25-23.75
ug) diskleri  kullanilmistir.  Gram-pozitif  bakteri-
lerden ise S. aureus icin; sefoksitin (FOX) (30
ug), norfloksasin (NOR) (10 pg), GN (10 ng) ve
klindamisin (DA) (2 pg), Enterococcus (E. faecalis
ve E. faecium) tiirleri icin; ampisilin (AM) (2
ug), vankomisin (VA) (5 pg), linezolid (LZD) (10
pug) ve GN (30 pg) diskleri kullanilmustir. Plaklar
dordiincii, altinci ve sekizinci saatlerde EUCAST
HADT sinir deger tablolarina gore degerlen-
dirilmek iizere aerobik ortamda 35 = 2°C’de
inkiibe edilmistir. Ongorillen okuma zamaninda
(dordiincii, altinci ve sekizinci saat) (+ 5 dakika
icinde) inhibisyon zonlar1 ©lclilmiis ve sonraki
degerlendirme icin (6 ve/veya 8. saat) plaklar
10 dakika icinde inkiibasyona birakilmistir. Plaklar
sekizinci saatten uzun siire inkiibe edilmemis ve
okunmamustir.

Genislemis spektrumlu B-laktamaz (GSBL) tara-
mas! icin dordiinci, altinct ve sekizinci saatlerde
CTX ve CAZ diskleri; karbapenemaz iiretiminin
taranmas! icin ise altinci ve sekizinci saatteki
MEM tarama degerleri kullanilarak E. coli ve K.
pneumoniae’'de GSBL ve karbapenemaz iiretimi
EUCAST HADT onerileri dogrultusunda arastiril-
mlstlrm.

EUCAST Standart Disk Difiizyon Yontemi
ve Bakteri Tanimlanmasi

EUCAST HADT icin degerlendirilmeye alinan
KK siselerinden koyun kanli, EMB ve cikolata
agar (Becton-Dickinson Company, ABD) besi-
verlerine ekim vyapilmis, 35 + 2°Cde 16-24
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saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi iireyen
bakterilerin tanimlanmasi icin BD Phoenix 100
otomatize bakteri tanimlama sistemi kullanilirken
antibiyotik duyarliliklar1 icin  EUCAST SDD ve
BD Phoenix 100 otomatize sistemi kullanilmistir.

Genislemis spektrumlu f-laktamaz tespiti icin
SDD yonteminde, CTX ve CAZ ile bunlarin
klavulanik asit eklenmis kombinasyon diskleri
kullanilmistir.  Kombinasyon — diski  cevresindeki
zon, tek basmna sefalosporin iceren diskin inhi-
bisyon zonuna kiwyasla =5 mm ise test pozitif
olarak degerlendirilmistir. Enterokok izolatlarinda
VA direncinin tespiti icin VA diski, S. aureusta
metisilin direncinin (MRSA) tespiti icin FOX diski
kullanilmustir®).  Yontemler arasinda uyumsuzluk
tespit edilen Enterokok izolatlar1 ek olarak gra-
dient serit test (bioMérieux, Fransa) yontemi ile
de test edilmistir.

Otomatize sistem, SDD ve HADT ile tespit
edilen VA direncli Enterococcus (VRE) ve kar-
bapenemaz {ireten Enterobacterales (CRE) izo-
latlarinda karbapenem ve VA diren¢ genlerinin
arastirilmasi amaciyla polimeraz zincir reaksiyonu
temelli BD MAX sistemi (Becton Dickinson,
ABD) kullanilmastir.

Kalite Kontrol Testleri

Kalite kontrol testleri, SDD ve HADT sirasin-
da kullamlan besiyerlerini ve diskleri degerlendir-
mek icin EUCAST o©nerilerine gore yapllmlstlr[9].
HADT kalite kontroliinde E. coli ATCC 25922,
P. aeruginosa ATCC 27853, S. aureus ATCC
29213 ve E. faecalis ATCC 29212 suslan kul-
lanilmistir. 0.5 McFarland’a ayarlanmis 1 mL
bakteri siispansiyonu, 5 mL steril kan numunesi
ile birlikte KK siselerine enjekte edilerek BacT/
ALERT 3D KK inkiibatoriine yerlestirilmistir.
Pozitif sinyali takiben standart suslara HADT pro-
sediirii daha ©nce anlatildigi sekilde uygulanmustir.
Standart disk difiizyon ve HADT Kkalite kontrolleri
haftada bir kez gerceklestirilmistir.

Veri Analizi

Bakteri tiirine gore EUCAST'In  onerdidi
antimikrobiyaller kullanilarak elde edilen HADT
sonuclart yine EUCAST onerileri dogrultusunda
degerlendirilmistir[lo]. Okunamamis inhibisyon zon
caplari ve teknik belirsizlik alanina (ATU) dahil
olan sonuclar degerlendirmeye alinmamistir. Elde
edilen HADT sonuclari EUCAST SDD testi ve
otomatize sistem sonuclan ile karsilastirilmistir.

Sonuclar kategorik uyum (CA), cok biiyiik hata
(VME; HADT= S ve referans yontem= R), biiyiik
hata (ME; HADT= R ve referans yontem= S) ve
kiiciik hata [mE; HADT= S veya R ve referans
yontem= artan maruziyet (I)] olarak simflandirl-
muistir.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen 96 pozitif KK sisesin-
den 20 E. coli, 14 K. pneumoniae, 11 P. aeru-
ginosa, vedi A. baumannii, 21 E. faecium, 17
S. aureus ve alti E. faecalis klinik izolati tamm-
lanmustir. Tim izolatlarin HADT ile tespit edilen
okunabilir inhibisyon zon capi yiizdesi dordiincii
saatten sekizinci saate dogru artis gostermis olup,
okunabilir inhibisyon zon c¢ap1 ortalama yiizdesi
sirasiyla; dordiinci saatte %80.7, altinci saatte
%90 ve sekizinci saatte %92.7 olarak bulunmus-
tur. E. coli, S. aureus ve E. faecium'da sekizinci
saatte; K. pneumoniae ve E. faecaliste altinc
ve sekizinci saatlerde zon caplarimin %1004
okunabilmistir. Tiir bazinda; dordiincii, altinci ve
sekizinci saatler icin okunabilir inhibisyon zon
capt degerlerine dayanarak duyarh (S), direncli
(R) ve ATU olarak degerlendirilen sonuclar Tablo
1'de gosterilmistir.

Calismada  degerlendirilen  izolatlar  sahip
olduklar1 antibiyotik direnc paternleri acisindan
degerlendirildiginde, GSBL aktivitesi acisindan
HADT vyontemi 34 izolatin 33’tinde (%97) SDD
ve otomatize sistem ile uyumlu sonu¢ vermistir.
Standart disk difiizyon testi ve otomatize sistem
ile GSBL negatif bulunan toplam 20 E. coli ve
K. pneumoniae izolati, tim okunma saatlerinde
HADT ile de negatif bulunurken, 13 izolat SDD,
otomatize sistem ve HADT (dordiincii, altinci ve
sekizinci saatlerde) ile GSBL pozitif bulunmustur.
Bir izolat ise dordiincii, altinci ve sekizinci saatte
CTX ile GSBL pozitifligi gosterirken SDD ve

otomatize sistem ile GSBL negatif bulunmustur.

Karbapenemaz tarama sonuclari acisindan
degerlendirildiginde HADT vyontemi 34 izolatin
hepsinde otomatize sistem ile uyumlu sonuc ver-
mistir. Otomatize sistem ile karbapenem direnci
negatif bulunan toplam 28 izolat tiim okunma
saatlerinde  HADT ile de karbapenemaz tara-
ma testi negatif bulunmus, otomatize sistem ile
karbapenemaz iireticisi olarak tespit edilen alti
izolat HADT ile uygulanan MEM disk tarama
yonteminde karbapenemaz aktivitesi pozitif olarak
degerlendirilmistir.
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Tablo 1. Tiir bazinda HADT yéntemi ile bulunan sonuclar

E. coli K. pneumoniae P. aeruginosa A. baumannii S. aureus E. faecium E. faecalis
Bakteri n= 20 n= 14 n=11 n=7 n=17 n= 21 n=6
Test Sayisi (n) 200 140 77 49 68 84 24
Okunabilir 4. saat 182 (91) 133 (95) * 38 (77.6) 52 (76.5) 51(60.7) 20 (83.3)
bolge sayisi 6. saat 196 (98) 140 (100) 37 (48.1) 47 (95.9) 63(92.6) 80(95.2) 24(100)
n (%) 8.saat 200 (100) 140 (100) 41 (53.2) 47 (95.9) 68 (100) 84 (100) 24 (100)
4. saat 11 (6) 4(3) * - 1(1.9) 13(255) 5(25)
ATUn (%) 6.saat 19 (9.7) 5(3.6) 4(10.8) 1(2.1) 3(4.8) 18(22.5) 5(20.8)
8.saat 15 (7.5) 5(3.6) 7(17.1) 1(2.1) 4(5.9) 17(20.2) 5(20.8)
S olarak 4.saat 121 (66.5) 92 (69.2) * 13(35.1) 42(80.8) 12(23.5) 12(60)
yorumllanan 6.saat 123 (62.7) 92 (65.7) 27 (73) 15(31.9) 48(76.2) 34 (42.5) 16(66.7)
sonugclar n
(%) ¢ 8.saat 123 (62) 93 (66.4) 29 (70.7) 15(31.9) 50 (73.5) 34 (40.5) 16 (66.7)
R olarak 4.saat 50 (27.5) 37 (27.8) * 25 (64.9) 9(17.3) 26(51) 3(15)
yorurr:lanan 6.saat 54 (27.6) 43 (30.7) 6 (16.2) 31 (66) 12 (19) 28 (35) 3(12.5)
sonuglar n
(%) ¢ 8.saat 61 (30.5) 42 (30) 5(12.2) 31(66)  14(20.6) 33(39.3) 3(12.5)
* P. aeruginosa’da dordiincii saat okumasi yapilmamustir.
Enterokok izolatlar1 VA direnci acisindan K. pneumoniae’de ise HADT ile otomatize sistem

degerlendirildiginde SDD ve otomatize sistem
ile VA'va duyarli bulunan iki E. faecium izolati
HADT ile tim okunma saatlerinde VA'ya direncli
bulunmus ve molekiiler yontem ile test edildigin-
de bu iki izolatta da VA direncinden sorumlu
VanA geni saptanmustir. Bu izolatlar gradient
serit test yontemi ile test edildiginde VA mini-
mum inhibitor konsantrasyon (MIK) degeri >256
mg/L ile direncli bulunmustur. Yine SDD ve
otomatize sistem ile VA'va direncli bulunan {ic
E. faecium izolath HADT ile dogru olarak tespit
edilmis, molekiiler yontem ile test edildiginde bu
lic izolatta da VA direncinden sorumlu VanA
geni saptanmustir. Gradient serit test yontemi
ile test edildiginde VA MIK degeri >256 mg/L
bulunmustur. Hem otomatize sistem hem de
SDD ile metisilin direnci saptanan dort S. aureus
(MRSA) izolati HADT ile de MRSA olarak tespit
edilmistir.

HADT ile Otomatize Sistem Sonuclarinin
Uyumlarinin degerlendirilmesi

Hizli antibiyotik duyarlilik test yontemi ile
otomatize sistem sonuclart %93.6 oraninda genel
ortalama CA gostermistir. E. coli izolatlarinda
HADT sonuclar1 otomatize sistem ile karsilastiril-
diginda VME'ye rastlanilmamistir (Tablo 2).

ve SXT icin
%100 uyumlu

tim  okunma
sonu¢ alinmustir.

Imipenem
zamanlarinda

karsilastirildiginda; dordiincti  saatte bir izolatta
[PM’de VME'ye rastlanirken, altinci ve sekizinci
saatlerde bu biiyiik hata artan inkiibasyon siiresi
ile ortadan kalkmistir. Tobramisin ile altinc1 ve
sekizinci saatte bir izolatta VME gozlenmistir. Bir
A. baumannii izolatinda TOB ile tim okunma
zamanlarinda, AK ile altinci ve sekizinci saatlerde
VUME gozlenmistir. 1ki P. aeruginosa izolatinda
MEM ile altinci ve sekizinci saatte VME goz-
lenirken, ME've rastlamlmamustir. ki S. aureus
izolatinda GN ile tiim okunma saatlerinde VME
tespit edilmisken FOX ve DA ile tiim Stafilokok
izolatlarinda %100 uyumlu sonuc elde edilmistir.
Enterococcus faecium izolatlarindan ikisinde tiim
okunma saatlerinde GN ve AM ile VME'ye rast-
lanirken, LZD icin otomatize sistem ile %100
uyumlu sonuclar alinmustir. Enterococcus faecalis
izolatlarindan sadece birinde GN ile tiim okunma
saatlerinde ME goriiliirken, diger antimikrobiyal
ajanlar icin otomatize sistem ile %100 uyumlu
sonuc¢ alinmustir (Tablo 3).

HADT ile SDD Sonuclarinin Uyumlarinin
Degerlendirilmesi

Hizli antibiyotik duyarlilik test yontemi ile
SDD sonuclart %97.5 oraninda genel ortalama
CA gostermistir. Pseudomonas aeruginosa ve E.
faecalis izolatlarinda HADT tiim okunma zaman-
larinda biitiin antimikrobiyal ajanlar icin SDD ile
%100 uyumlu bulunmustur (Tablo 4).
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Tablo 2. HADT ile Phoenix 100 otomatize sistemi arasindaki CA ve hata oranlari

E. coli K. pneumoniae P. aeruginosa A. baumannii S. aureus E. faecium E. faecalis

Bakteri n= 20 n= 14 n=11 n=7 n=17 n= 21 n=6
Test Sayisi (n) 200 140 77 49 68 84 24

4. saat 94.1 97.6 * 94.8 96.2 92.2 95
CA (%) 6. saat 93.8 98.6 90.9 93.6 96.2 95 95.8

8. saat 92.4 98.6 79.4 93.6 94.2 94 95.8
Tire bagli ortalama CA (%) 93.4 98.3 85.1 94 95.5 93.7 95.5
Genel ortalama CA (%) 93.6

4. saat - 1 (0.8) * 1(2.6) 2(3.8) 2(3.9) -
VME n (%) 6. saat - 1(0.7) 2 (6.1) 2 (4.3) 2(3.2) 2 (2.5) -

8. saat - 1(0.7) 2(5.9) 2 (4.3) 2(2.9) 2(2.4) -

4. saat 8 (4.7) - * - - 2(3.9) 1(5)
ME n (%) 6. saat 9(5.1) - - - - 2(2.5) 1(4.2)

8. saat 12 (6.5) - - - 2(2.9) 3 (3.6) 1(4.2)

4. saat 2(1.2) 2(1.6) * 1(2.6) - - -
mE n (%) 6. saat 2(1.7) 1(0.7) 103) 1(2.1) - - -

8. saat 2(1.1) 1(0.7) 5(14.7) 1(2.1) - - -

* P. aeruginosa’da dordiincl saat okumasi yapilmamistir.

Escherichia coli suslarinda HADT sonuclar
SDD ile karsilastinldiginda, bir izolatta IPM sade-
ce dordiincii saatte VME gostermistir. Gentamisin,
SXT ve CAZ ise %100 uyum gostermistir.
Klebsiella pneumoniae’de ise bir izolatta TZP
dordiincii  saatte, TOB ise altinci ve sekizinci
saatte VME've neden olurken, ME ve mE’ye
rastlamlmamustir. Acinetobacter baumannii'de birer
izolatta dordiincli, altinci ve sekizinci saatlerde
TOB'de, altinci ve sekizinci saatlerde AK’'de VME
goriilirken ME’'ye rastlamlmamustir (Tablo 5).

Staphylococcus aureus izolatlarinda dordiincii
ve altinci saatte herhangi bir hataya rastlanmaz-
ken, sadece sekizinci saatte birer izolatta GN ve
NOR’'de ME goriilmiistiir. Enterococcus faecium
izolatlarinda dordiincii, altinci ve sekizinci saatler-
de birer izolatta GN ve AM’de VME goriiliirken,
LZD ise tiim okunma zamanlarinda %100 uyum
gostermistir. Enterococcus faecalis'te ise hataya
rastlanilmamis, tim antibiyotikler icin HADT ile
SDD %100 uyumlu bulunmustur (Tablo 5).

TARTISMA

Hizli antimikrobiyal duyarhlik testlerinin sonuc-
larinin  degerlendiriimesinde ABD Gida ve llac
Dairesi (FDA); CA >%90, VME <%1.5, ME
<%3.0 ve mE <%10 Cumitech ise CA =%90,
VME <%3, ME <%3 ve ME ile mE toplamimnin
<%7 olmasi1 gerektigini belirtmistir11-12]. EUCAST
HADT yonteminin referans yontemlerle uyumunu

arastiran cogu calismada bu kriterlerin tam olarak
karsilandigi goriilmektedir. Calismamizda SDD ve
otomatize sistem ile karsilastinldiginda HADT nin;
ortalama CA, VME, ME ve mE acisindan bu
kriterler ile uyumlu sonuclar verdigi goriilmiistiir.
Calismamizda, HADT yonteminin ortalama CA’si
SDD ile Kkarsilastinldiginda %97.5, otomatize
sistem ile Kkarsilastirildiginda ise %93.6 olarak
bulunmustur. Bu >%90’lik degerler, daha o©nce
vapillan benzer calismalarla uyumludur[13'15].
Jasuja ve arkadaslarn ile Erdogan ve arkadaslari
HADT ile bioMérieux Vitek 2 otomatize sistemini
karsilastirdiklar1 calismada, CA’yi sirasiyla %97
ve %91.8 bulmustur!13:16], Erdogan ve arkadas-
lar1 ile Perillaud ve arkadaslari HADT ile SDD
arasinda ise siraswyla %97.7 ve %96.8 uyum bul-
muslardir{16:17], Kategorik uyum sonuclarimiz bu
calismalarin sonuclan ile benzerlik gostermektedir.

Calismamizda gram-negatif — bakteriler icin
HADT ile SDD sonuclart karsilastirildiginda
CA'nin %97.3 oldugu goriilmustir. Bu oran,
literatiirdeki cesitli calismalarda %89.3-97.7 ara-
sinda bildirilen CA oranlan ile benzer bulunmus-
turl®18] Hizli antimikrobival duyarllik testi ile
otomatize sistem arasindaki CA degerlendirildi-
ginde ise calismamizda %92.7 CA belirlenmistir.
Erdogan ve arkadaslari ile Berinson ve arkadaslari
da benzer sekilde HADT ile otomatize sistem
arasindaki CA'yit sirasiyla %91.8 ve %83.6 ola-
rak bildirmistir[16’19].
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Tablo 3. HADT ile Phoenix 100 arasinda antimikrobiyal ajan bazinda CA ve hata oranlari

PHOENIX
100 CA
HADT [n (%)] (%)
4 Saat 6 Saat 8 Saat
VME ME mE VME ME mE VME ME mE

E. coli
AK - 3(15.8) 1(5.3) - 3 (15) 1(5) - 3 (15) 1(5) 79.6
GN - 1(5) - - 1(5) - - 1(5) - 95
TOB - 1 (6.25) - - 1(5.6) - - 2 (10.5) - 92.6
IPM - - - - - - - - - 100
MEM - 1(5.3) - - 1(5) - - 1(5) - 94.9
CIP - - 1(5.9) - 1(5.6) - - 1(5) - 94.5
SXT - - - - - - - - - 100
TZP - 1(5.9) - - 1(5) - - 3(15) - 91.4
CTX - 1(5.3) - - 1(5) - - 1(5) - 94.9
CAZ - - - - - 1(5) - - 1(5) 96.7
K. pneumoniae
AK - - - - - - - - - 100
GN - - - - - - - - - 100
TOB - - - 1(7.1) - - 1(7.1) - - 95.3
IPM 1(7.1) - 1(7.1) - - 1(7.1) - - 1(7.1) 90.5
MEM - - - - - - - - - 100
CIP - - - - - - - - - 100
SXT - - - - - - - - - 100
TZP - - 1(7.1) - - - - - - 97.6
CTX - - - - - - - - - 100
CAZ - - - - - - - - - 100
A. baumannii
AK - - - 1(14.3) - - 1(14.3) - - 90.5
GN - - - - - - - - - 100
TOB 1(6.7) - - 1(14.3) - - 1(14.3) - - 84.9
IPM - - - - - - - - - 100
MEM - - - - - - - - - 100
CIP - - 1 (25) - - 1 (20) - - 1 (20) 78.3
SXT - - - - - - - - - 100
P. aeruginosa
AK - - - - - - 100
TOB - - - - - - 100
IPM - - - - - - 100
MEM 4. saat okumasi yok 2 (22.2) - 1(11.1) | 2(20) - 3 (30) 58.3
CIP - - - - - - 100
TZP - - - - - - 100
CAZ - - 1 (100) - - 1 (100) 0
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Tablo 3. HADT ile Phoenix 100 arasinda antimikrobiyal ajan bazinda CA ve hata oranlari (devami)

PHOENIX
100 CA
HADT [n (%)] (%)
4 Saat 6 Saat 8 Saat
VME ME mE | VME ME mE VME ME mE

S. aureus
FOX - - - - - - - - - 100
NOR - - - - - - - 1(5.9) - 98
GN 2 (13.3) - - 1202.5) - - 2(11.8) 1(5.9) - 85.5
DA - - - - - - - - - 100
E. faecium
GN30 1(5.3) - - 1(5) - - 1(4.8) - - 95
AM 1(6.7) - 1(5.9) - 1(4.8) 1(4.8) - 92.6
LZD - - - - - - - - - 100
VA - 2 (11.8) - - 2 (9.5) - - 2 (9.5) - 89.7
E. faecalis
GN30 - 1(5) - - 1(4.2) - - 1(4.2) - 95.5
AM - - - - - - - - - 100
LZD - - - - - - - - - 100
VA - - - - - - - - - 100

* P. aeruginosa’da dordiincii saat okumasi yapilmamistir.

Tablo 4. HADT ile SDD arasindaki CA ve hata oranlari

E. coli K. pneumoniae P. aeruginosa A. baumannii S. aureus E. faecium E. faecalis
Bakteri n= 20 n= 14 n=11 n=7 n=17 n= 21 n=6
Test Sayisi (n) 200 140 77 49 68 84 24
4. saat 95.8 99.2 * 94.8 100 92.2 100
CA (%) 6. saat 96.5 99.3 100 93.6 100 95 100
8. saat 95.7 99.3 100 93.6 97.1 95.2 100
Tire baglh ortalama CA (%) 96 99.3 100 94 929 94.1 100
Genel ortalama CA (%) 97.5
4.saat 1 (0.6) 1 (0.8) * 1(2.6) - 2(3.9) -
VME n (%) 6. saat - 1(0.7) - 2 (4.3) - 2(2.5) -
8. saat - 1(0.7) - 2 (4.3) - 2(2.4) -
4, saat 3(1.8) - * - - 2 (3.9 -
ME n (%) 6.saat 3 (1.7) - - - - 2 (2.5) -
8.saat 5 (2.7) - - - 2(2.9) 2(2.4) -
4.saat 3 (1.8) - * 1(2.6) - - -
mE n (%) 6. saat 3(1.8) - - 1(2.1) - - -
8. saat 3(1.6) - - 1(2.1) - - -

* P. aeruginosa’da dordiinci saat okumasi yapilmamistir.
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Tablo 5. HADT ile SDD arasinda antimikrobiyal ajan bazinda hata ve CA oranlari

SDD
HADT [n (%)] CA (%)
4 Saat 6 Saat 8 Saat
VME ME mE VME ME mE VME ME mE

E. coli
AK - 1(5.3) - - 1(5) - - 1(5) - 94.9
GN - - - - - - - - - 100
TOB - - - - - - - - - 100
IPM 1(5.3) - - - - - - - - 98.2
MEM - - 1(5.3) - - 1(5) - - 1(5) 94.9
CIP - - 2 (11.8) - - 2 (11.7) - - 2(10) 89
SXT - - - - - - - - - 100
TZP - 1(5.9) - - 1(5) - - 2 (10) - 93
CTX - 1(5.3) - - 1(5) - - 1(5) - 94.9
CAZ - - - - - - - - - 100
K. pneumoniae
AK - - - - - - - - - 100
GN - - - - - - - - - 100
TOB - - - 1(7.1) - - 1(7.1) - - 95.3
IPM - - - - - - - - - 100
MEM - - - - - - - - - 100
CIP - - - - - - - - - 100
SXT - - - - - - - - - 100
TZP 1(7.7) - - - - - - - - 97.6
CTX - - - - - - - - - 100
CAZ - - - - - - - - - 100
A. baumannii
AK - - - 1(14.3) - - 1(14.3) - - 90.5
GN - - - - - - - - - 100
TOB 1(16.7) - - 1(14.3) - - 1(14.3) - - 84.9
IPM - - - - - - - - - 100
MEM - - - - - - - - - 100
CIP - - 1(25) - - 1 (20) - - 1 (20) 78.3
SXT - - - - - - - - - 100
P. aeruginosa
AK - - - - - - 100
TOB - - - - - - 100
IPM - - - - - - 100
MEM 4. saat okumasi yok - - - - - - 100
CIP - - - - - - 100
TZP - - - - - - 100
CAZ - - - - - - 100
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Tablo 5. HADT ile SDD arasinda antimikrobiyal ajan bazinda hata ve CA oranlari (devami)

SDD
HADT [n (%)] CA (%)
4 Saat 6 Saat 8 Saat
VME ME mE VME ME mE VME ME mE
S. aureus
FOX - - - - - - - - - 100
NOR - - - - - - - 1(5.9) - 98
GN - - ; ; - - ; 1(5.9) - 98
DA - - - - - - - - - 100
E. faecium
GN30 1(5.3) - - 1(5) - . 1(4.8) - ; 95
AM 1(6.7) - - 169 - - 1 (4.8) - - 94.2
LZD - - - - - - - - - 100
VA ; 2(11.8) - ; 2 (9.5) . ; 2 (9.5) ; 89.7
E. faecalis
GN30 - - - - - - - - - 100
AM ; - . ; - - . - ; 100
LZD - - - - - - - - - 100
VA - - - - - - - - - 100
* P. aeruginosa’da dordiincii saat okumasi yapilmamustir.
Gram-negatif bakterilerin HADT ile elde calismamizin dikkate deger sonuclarindan biri-

edilen verileri analiz edildiginde; GN, CAZ ve dir. Calismamizda E. coli ve K. pneumoniae

SXT sonuclarinin SDD ile %100 uyumlu oldu-
gu gorilmistiir. Otomatize sistem ile HADT
kiyaslandiginda ise sadece SXT %100 uyum
gostermistir. Trimetoprim-sulfametoksazol her iki
yontemle karsilastirildiginda %100 uyum goste-
ren tek antibiyotik olmustur. Hizhh antimikrobiyal
duyarlilik testi ile elde edilen IPM sonuclari SDD
ile kiyaslandiginda %99.55; otomatize sistem ile
kiyaslandiginda  %97.62’lik  uyum  gostermistir.
Meropenem sonuclarina bakildiginda HADT ile
SDD kwaslandiginda %98.72; otomatize sistem
ile kiyaslandiginda %88.3’liik bir uyum goriilmiis-
tiir. Gram-negatif bakteriler icin karbapenemler
ve SXT ile elde edilen HADT sonuclarinin SDD
ve otomatize sistem ile olan yiiksek uyumu daha
onceki calismalarla benzerlik gbstermektedir[13’15].

Klebsiella pneumoniaec'de HADT ile SDD
ve otomatize sistem karsilastirildiginda ME’ye
rastlanmazken E. colide; HADT ile SDD Kkarsi-
lastinldiginda %2.1, HADT ile otomatize sistem
karsilastirildiginda ise %5.4 ortalama ME oram
gorlilmustir. K. pneumoniae'deki CA gosteren
antibiyotik sayisinin  E.  coliden yiiksek olmasi

izolatlarinda tespit edilen diisiik hata oranlar
(Tablo 2,4) yapilmis benzer calismalar ile uyumlu
bulunmustur!®-13-20.21]

P. aeruginosa haricindeki tiirlerin tim okunma
zamanlarindaki ortalama okunabilir zon yiizdesi
%85.3-98.3 arasinda degisirken P. aeruginosa'da
bu oran %50.65te kalmistir. Pseudomonas aeru-
ginosadaki dusiik vylizde tiire ©zgii nedenlerden
kaynaklanmis olabilir. Ayrica dordiinci saatte P.
aeruginosa izolatlarinin zon caplar: belirsiz iireme
nedeniyle olclilememistir. Pseudomonas aerugi-
nosa ile ilgili olan bu bulgumuz hem EUCAST
HADT rehberinde P. aeruginosa icin altinci ve
sekizinci saatte okuma yapilmasi onerisi ile hem
de vapilmis benzer calismalar ile uyumludur[5’22].

Calismamizdaki gram-pozitif bakteriler ile ilgi-
i  CA sonuclart degerlendirildiginde HADT nin
SDD ile arasindaki CA S. aureus icin %99,
Enterokok tiirleri icin %97.1 iken otomatize sis-
tem ile arasindaki CA ise S. aureus icin %95.5,
Enterokok tiirleri icin %94.6 olarak belirlenmistir.
Sonuclarimiz literatiirdeki calismalarda S. aureus icin
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%99.4-100, Enterokok tiirleri icin ise %99.2-100
arasinda bildirilen CA oranlar ile benzerdirl®17:23],

Hizli antibiyotik duyarhhk testi, her iki yon-
temle Kkarsilastinldiginda S. aureusta FOX ve
DA’'daki %100’lik uyum Kansak ve arkadas-
larinin  bulgulan ile benzerlik gb'stermektedir[zz].
Jasuca ve arkadaslari otomatize sistem ile yaptigi
calismada Enterococcus'ta VME've AM’nin, ME'ye
ise VA'nin neden oldugunu gosterirken Kansak
ve arkadaslann ise AM ile elde edilen sonuclari
%100  uyumlu bulmustur?322 Calismamizda
VME've AM ve GN, ME'yve ise VA neden olur-
ken bu hatalarin hepsi E. faecium’'da goriilmiistiir.
Enterococcus faecaliste ise E. faecium’'a gore
daha yiikksek uyum oranlar1 tespit edilmis olup,
VME've rastlanmamustir. Calismamizda 21 E.
faecium izolatinin ikisinde HADT ile VA direnci
tespit edilirken SDD ve otomatize sistem ile S
bulunmus olmasi bu iki sus icin ME olarak deger-
lendirilmis ancak bu suslarla molekiiler yontemde
VanA geni varh@ ve gradient serit testte VA icin
>256 mg/L sonucu alinmistir. Bu bulgu, ozellikle
E. faecium izolatlarinda SDD ve otomatize sistem
ile elde edilen VA duyarlilik sonuclarimin dikkatle
degerlendirilmesi gerektigini diistindiirmiistiir.

Gram-negatif  bakterilerde =GN, CAZ ve
SXT’nin; gram-pozitif bakterilerde ise FOX, DA,
NOR ve LZD’nin dordiincii saatte bile yiiksek
uyumlu sonuclar vermesi, KDI'nin tedavisi planla-
nirken bu antimikrobiyal ajanlarin secenek olarak
degerlendirilmelerinde klinisyene ©nemli bir labo-
ratuvar destegi olusturabilir. Inhibisyon bolgelerinin
erken okunabilir olmasi ozellikle KDi'nin ampirik
tedavisinde tercih edilen ajanlar acisindan cnemli
klinik katki saglayabilir. Bununla birlikte gram-ne-
gatif bakterilerde ozellikle TZP ve IPM, gram-po-
zitif bakterilerde ise VA, ATU olarak degerlen-
dirilen sonuclarin biiyiik bir kismindan sorumlu
bulunmustur. Bu sonuclar HADT yonteminin stz
konusu antibiyotiklerin ampirik tedavide kullanmm-
lara iliskin yonlendiriciligine kisitlama getirebilir.

Soo ve arkadaslari HADT performansim
Vitek 2 otomatize sistemi ile karsilastirmislar
ve dordiincii saatte E. colide TZP’de goriilen
yiiksek orandaki ME'nin, sonraki okuma siire-
lerinde ©nemli olciide azaldigini rapor etmisler-
dirl2], Sonuclarimiz, bu calismanin aksine E.
colide TZP’de, S. aureus'ta ise GN ve NOR’daki
ME'lerin diisiik de olsa arthigini gostermistir. Soo
ve arkadaslarimin calisma verileri irdelendiginde

dordiincli saatte degerlendirilebilir inhibisyon zonu
goriilen sus sayisinin calismamiza gore daha az
oranda oldugu ve dordiincii saatte direncli olarak
degerlendirilen bes susun dordiiniin ilerleyen saat-
lerdeki okumalarda duyarh olarak degerlendirildigi
gorlilmektedir. Arastirmacilar bu farkin dordiincii
saatteki yanlis okumalardan kaynaklanmis olabi-
lecegini ileri siirmiislerdir. Dolayisiyla ilerleyen
saatlerde azalmis oldugu ileri siiriilen ME oraninin
gercek bir azalma degil, ilk saatlerdeki okuma
hatas1 kaynakh ve ilerleyen saatlerde degerlendiri-
len sus sayisindaki belirgin artistan dolayr rolatif
bir deger oldugu gorilmektedir. Bizim calisma-
mizda ise dordiincii saatte degerlendirilebilir zon
capt tespit edilen 17 izolatin birinde ME tespit
edilmisken, ilerleyen saatlerdeki okumalarda 20
susun ikisinde ME tespit edildigi icin ME oram
az da olsa artmis olarak degerlendirilmistir.

Martins ve arkadaslari ile Akerlund ve arka-
daslart ATU oramnin dordiinci saatten sekizinci
saate dogru azaldigmi rapor etmislerdir18-20],
Calismamizda ise ATU oraninin bazi tiirler icin
dordiincti  saatten sekizinci saate dogru diisiik
oranda olsa da arttigi goriilmiistiir. Degerlendirme
zamanina dayali olarak ATU oraninda gozlenen
bu farkhhigin, yontemin degerlendirilmesindeki
olusturabilecegi farkli degerlendirme sonuclarindan
kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir.

Hizlh  antimikrobiyal duyarlilk testi
ile elde edilen sonuclar, onemli
nizmalarinin  fenotipik  tespiti acisindan  SDD
ve otomatize sistem sonuclart ile karsilastirl-
mistir. Karbapenemaz varhigimin tespitinde tiim
Enterobacterales suslan icin, GSBL tespitinde bir
sus haric tiim Enterobacterales suslan icin, meti-
silin direncinin tespitinde tim S. aureus suslar
icin, VA direncinin tespitinde ise iki E. faeci-
um susu haric tiim Enterokok izolatlar1 icin bu
yontemlerle tam uyumlu sonuclarin elde edildigi
gorilmiistiir.

yontemi
direnc meka-

Calismamizin  sonuclar1  yapilan diger cals-
malar ile birlikte degerlendirildiginde gostermek-
tedir ki KDI've neden olan patojenin dogru ve
hizli tanimlanmas: ile ADT'nin hizli bir sekilde
sonuclandirilmasi,  antibiyotik  tedavisinin  daha
erken Dbaslanmasina ve dolayisiyla hastalarin
hayatta kalma oranimin artmasina katki sagla-
vabilir. Ayrica uygunsuz antibiyotik Kkullaniminin
oniine gecilerek olumsuz yan etki ve antibiyotik
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direnc gelisimi de en aza indirilebilir. Bununla
birlikte, HADT yonteminin kisithhklarn arasinda;
Gram boyamada birden fazla bakteri tiirii tespit
edildiginde yontemin uygulanamayisi, yontemin
EUCAST HADT prosediirlerine gore smirli sayi-
da tiir ve antimikrobiyal ajan icermesi, yontemin
uygulanabilmesi icin MALDI-TOF MS ve niikleik
asit amplifikasyon testleri gibi hizli bir tanimla-
ma sistemine ihtiyac duyulmasi sayilabilir. Ayrica
dogru ve hizli antibiyotik kullanim politikas1 olus-
turabilmek icin daha fazla tiir ve antimikrobiyal
ajanlar ile yapilacak, daha kapsamh ve ozellikle
klinik destekli arastirmalar HADT yonteminin
gelistirilmesine katki saglayabilir.
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