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OZET

Pseudomonas aeruginosa toplumdan edinilmis veya nozokomiyal enfeksiyonlarla iliskili olan 6nem-
li bir firsatci patojendir. Cok ilaca direncli (CID) P.aeruginosa suslarinin neden oldugu epidemiler art-
makta ve cesitli hastane servislerinde ve cografi bélgelerde yayilmaktadir. CIiD P.aeruginosa enfeksiyon-
larinin tedavisinde karbapenemler en etkili antibiyotiklerdendir ve baslangic tedavisinde meropenem
en basarili alternatiftir. Ozellikle ciddi enfeksiyonlarda, tedavinin uygunsuz veya yetersiz baglanmasi,
bagimsiz olarak, istenmeyen klinik ve ekonomik sonuglarla ilikilidir. Bu durumda duyarlilik testinin,
dogru ve hizli olarak yapilabilmesi 6nceliklidir. Otomatize mikrobiyoloji sistemlerinin cogunlugu, 8-12
saat icinde hizli sonuclar saglayabilmektedir. Antimikrobiyal duyarllk testlerinde, 6zellikle bazi mikro-
organizma-antimikrobiyal ila¢ gruplari icin, otomatize sistemlerde konvansiyonel yontemlere kiyasla so-
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runlar yasandigi bildirilmistir. Daha 6nce literatiirde, 6zellikle P.aeruginosa'ya karsi yapilan karbapenem
duyarlilik testlerinde basarisiz sonuglar bildirilmistir. Bu calismalarin cogunlugu, “Food and Drug Admi-
nistration (FDA, ABD)” performans analizi semasinin (Class Il Special Controls Guidance Document:
Antimicrobial Susceptibility Test Systems) basitlestirilmis bicimi olarak tasarlanmistir. Ancak, bu cals-
malarin cogunun calisma tasariminda major yetersizlikler vardir. Bunlar arasinda, yetersiz 6rneklem bi-
yuikligl, uygun olmayan referans yontem kullanimi, tekrarlanabilirlik testlerinin eksikligi ve calisma izo-
latlarinin yorumlama kategorilerine yetersiz dagihimi dikkat cekicidir. Literatlrde, yeterli 6rneklem bu-
yukligi ile (n = 100), otomatize mikrobiyoloji sistemlerinde klinik P.aeruginosa izolatlarinin karbape-
nem antimikrobiyal duyarlilik testi performansini degerlendiren yalnizca bes adet calismaya rastlan-
maktadir. Ancak bu calismalarin cogunun da calisma tasariminda bir veya birka¢c major yetersizlik var-
dir. Dahasi, bu c¢alismalarin hicbirisi, VITEK 2 sisteminin performansini ¢calisma tasariminda major bir ye-
tersizlik olmaksizin degerlendirmemistir. Bu nedenle bu calisma, VITEK 2 sisteminin (bioMérieux, Fran-
sa) klinik P.aeruginosa izolatlarinin meropenem antimikrobiyal duyarhlk testindeki performansini, calis-
ma tasariminda major bir yetersizlik olmaksizin degerlendirmeyi amaclamistir. Calisma, tekrarlardan
arindirilmis klinik kékenli P.aeruginosa izolatlarinda (n= 142) yapilmustrr. izolatlar, Ondokuz Mayis Uni-
versitesi Hastanesi Tip Laboratuvarlari Kiiltiir Koleksiyonlari Birimindeki izolat koleksiyonlarindan secil-
mistir. Calisma koleksiyonu, konvansiyonel testler ve VITEK 2 otomatize mikrobiyoloji sistemiyle tanim-
lanmistir. Referans yontemi olarak, “Clinical and Laboratory Standards Institute” tarafindan standardi-
ze edilmis sivi mikrodillisyon yontemi kullaniimistir. Tim deney basamaklarinda, P.aeruginosa ATCC
27853 kalite kontrol susu kullaniimistir. Meropenemin (AstraZeneca, ABD) iki-kat diltisyonlari, 64 mg/L
ve 0.125 mg/L konsantrasyonlar arasinda test edilmistir. FDA 6nerilerine uygun olarak, calisma izolat-
larinin minimum inhibitér konsantrasyonlarinin dlcek icinde oldugu ve her iki yontemde de bes ardisik
dilisyon araliginda dagildigi gosterilmistir. Tekrarlanabilirlik testlerinde, 15 izolat VITEK 2 sistemi ile
Ucer kez test edilmistir. Tekrarlanabilirlik testlerinin sonuglari, referans olarak test moduna (bir izolat icin
en sik elde edilen test sonucu) kiyasla degerlendirilmistir. Tekrarlanabilirlik %100 olarak saptanmustir.
Referans yonteme kiyasla VITEK 2 sisteminin esansiyel ve kategorik uyumu, sirasiyla, %83.8 ve %96.5
olarak belirlenmistir. Cok buiylk ve kiigtik uyumsuzluk oranlari sirasiyla, %1.4 ve %2.8 olarak izlenirken,
biyik uyumsuzluk saptanmamistir. FDA performans Olclitlerine gore esansiyel uyum sonuglari kabul
edilemezken, kategorik uyum kabul edilebilir bulunmustur. Kappa istatistigi ile yontemler arasinda ¢ok
iyi diizeyde uyum belirlenmistir (k= 0.938). Sonug olarak, VITEK 2 sistemi, P.aeruginosa klinik izolatla-
rinin duyarhlik testinde kabul edilebilir performans sergilemistir. Pazara giris 6ncesi alinan onay uygun
bir validasyonu garanti etmeyebilecegi icin, laboratuvarda giinlik kullanim icin uygulanmadan 6nce
otomatize mikrobiyoloji sistemlerinin antimikrobiyal duyarlilik testi performansi en azindan verifiye
edilmeli, performans degerlendirmesi sonuclarini bildiren literatiir bile elestirel olarak okunmalidir.

Anahtar s6zciikler: Pseudomonas aeruginosa; meropenem; antimikrobiyal duyarlilik testi; performans de-
gerlendirmesi; VITEK 2 sistem.

ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is an important opportunistic pathogen associated with various commu-
nity-acquired or nosocomial infections. Multi-drug resistant P.aeruginosa strains increasingly cause epi-
demics and spread in various hospital wards and geographic regions. Carbapenems are among the
most effective antimicrobials in the treatment of multi-drug resistant P.aeruginosa infections, and me-
ropenem is the most successful among alternatives in initial therapy. Particularly in severe infections,
inappropriate or inadequate initial antimicrobial therapy is independently associated with adverse cli-
nical and economic outcomes. Availability of accurate and rapid susceptibility testing is a priority. Most
of the automated microbiology systems can provide rapid results within 8 to 12 hours. In comparison
to standard methods, problems in the antimicrobial susceptibility testing of particular microorganisms
and antimicrobial agents have been reported for automated microbiology systems. Failures have be-
en reported previously especially in the susceptibility testing of P.aeruginosa versus carbapenem. Most
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of these studies are designed according to the Food and Drug Administration (FDA, USA) performan-
ce analysis scheme (Class Il Special Controls Guidance Document: Antimicrobial Susceptibility Test
Systems) in a simplified form. However, there are many lacking issues in the design of most of these
studies. Among these, insufficient sample size, use of inappropriate reference method, lack of repro-
ducibility testing, and inadequate distribution of study isolates in interpretative categories are of noti-
ce. There are only few studies in the literature that evaluate the performance of automated systems in
antimicrobial susceptibility testing of carbapenems in clinical P.aeruginosa isolates with a sufficient
sample size (n > 100). However, most of these studies still have one or more major deficiencies in the
study design. Furthermore, none of these studies evaluate the performance of VITEK 2 system witho-
ut a major deficiency in study design. Therefore, we aimed to evaluate the performance of VITEK 2 sys-
tem (bioMérieux, France) in antimicrobial susceptibility testing of carbapenems in clinical P.aerugino-
sa isolates in a well-designed study. The study was conducted on nonrepetitive P.aeruginosa isolates
(n=142) of clinical origin. Isolates were selected from the isolate collections of Culture Collection Unit
of the Medical Laboratories at Ondokuz Mayis University Hospital. The study collection was characte-
rized with conventional tests and the VITEK 2 automated microbiology system. Broth microdilution
method standardized by Clinical and Laboratory Standards Institute was used as the reference met-
hod. P.aeruginosa ATCC 27853 was used as the quality control strain in all experimental steps. Two-
fold dilutions of meropenem (AstraZeneca, USA) concentrations between 64 mg/L and 0.125 mg/L
were tested. In compliance with FDA recommendations, minimum inhibitory concentrations of study
isolates were shown to be on-scale and distributed within the range of five sequential dilutions in both
methods. In reproducibility testing, 15 organisms were tested with VITEK 2 system in triplicate. Results
of the reproducibility tests were evaluated in comparison to the test mode (the most frequent test re-
sult for the isolate) as a reference. Overall reproducibility was 100%. Essential and categorical agre-
ements of the VITEK 2 system in comparison to the reference method were 83.8% and 96.5%, respec-
tively. Very major and minor discrepancy rates were 1.4% and 2.8%, respectively. There was no ma-
jor discrepancy. While the results of the essential agreement was not acceptable, categorical agre-
ement was acceptable according to the FDA performance criteria. There was very good agreement
between methods as shown by the kappa value (k= 0.938). In conclusion, VITEK 2 system exhibited
acceptable performance in the meropenem susceptibility testing of clinical P.aeruginosa isolates. As
pre-market approval may not guarantee proper validation, performance of the automated microbi-
ology systems in antimicrobial susceptibility testing should at least be verified and the literature that
reports performance evaluation results should be read critically before implementation for routine use
in laboratory.

Key words: Pseudomonas aeruginosa; meropenem; antimicrobial susceptibility testing; performance eva-
luation; VITEK 2 system.

GIiRiS

Pseudomonas aeruginosa, ileri diizeyde bakteriyel direng icin 6rnek bir fenomen ola-
rak 6ne sirilmistir'. P.aeruginosa’nin klinik ve cevresel izolatlarinda, viriilans genleri
yliksek oranda korunmustur?. Giiniimiizde, ¢ok ilaca direncli (CID) P.aeruginosa enfek-
siyonlari, endemik durumdan epidemik duruma ge¢mekte, cesitli hastane birimlerin-
de ve degisik cografi alanlarda yayilmaktadir®. CiD P.geruginosa suslarinin prevalansi,
dinyanin cesitli bolgelerinde degisiklik gostermekte ve klinik P.aeruginosa izolatlarinin
coklu direnc oraninda belirgin bir artis egilimi saptanmaktadir®>. Avrupa iilkelerinde,
antipsddomonal ilaclara (florokinolonlar, seftazidim, aminoglikozidler, karbapenemler
ve piperasilin) diren¢ %1-50 arasinda degismektedir®. Karbapeneme direncli izolatla-
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rin %20'sinin aktarilabilir metallo-beta-laktamaz tasiyor olmasi dikkat cekici olup, te-
davi edilemez P.aeruginosa enfeksiyonlarinin ortaya cikabilecegi uyarisinda bulunul-
maktadir’8, Yakin zamanda, “pan-resistant” P.aeruginosa klonlari ile olusan epidemiler
bildirilmistir>.

Karbapenemler, CiD P.geruginosa enfeksiyonlarinin tedavisinde en etkili antibiyotikler-
dir’. Imipeneme kiyasla meropenem, P.aeruginosa’nin klinik izolatlarina karsi daha etkili-
dir. CID gram-negatif bakterilerle olusan nozokomiyal enfeksiyonlarda uygulanan ilk se-
cenek ampirik tedavide, meropenemin yeterli tedaviyi saglayabildigi gésterilmistir'®. Uy-
gun olmayan ve artmig antimikrobiyal kullanimi, artmis kolonizasyon baskisi ve ¢oklu di-
rencli suslarin ortaya cikisi ile iliskilendirilmistir''. Hizl ve dogru uygulanan antibiyotik
duyarlilik testinin, antimikrobiyal kullanimini azalttigi ve uygun ampirik tedavi yapilma-
sini sagladigi belirtilmektedir'2. Uygun olmayan baslangig tedavisinin hizli ve dogru ola-
rak dizeltilmesi, antimikrobiyal duyarhlik testi sonuclarinin kisa cevrim suresi icinde bil-
dirilmesi ile iliskilidir'>'4. Geleneksel antimikrobiyal duyarlilik testi ydntemlerinde yapilan
yeniliklerle veya yeni nesil teknoloji platformlarindan yararlanarak, sonug suresinin kisal-
mas! saglanabilmektedir'>'6.

Gunimiizde, mikrobiyoloji laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilan ve antimikrobi-
yal duyarlilik testi sonuclarinin 8-12 saat icinde elde edilmesini saglayan, VITEK 2 (bi-
oMeérieux, Fransa), Phoenix (Becton-Dickinson, ABD) ve MicroScan (Siemens, ABD) gibi
otomatize sistemler mevcuttur'>'”. Ancak, bilgimize gére, uygun bir referans yontemi
ve yeterli orneklem buyikligu ile P.aeruginosa izolatlarinda karbapenem antimikrobiyal
duyarlilik testi icin otomatize mikrobiyolojik sistemlerin performansini degerlendiren yal-
nizca birka¢ calisma vardir'®22, Bu calismalar arasinda, P.aeruginosa izolatlarinda mero-
penem antimikrobiyal duyarlilik testi icin VITEK 2 sisteminin performansini degerlendi-
ren bir calisma'® olmakla birlikte, tekrarlanabilirlik testlerini yaparak ve test edilen bakte-
ri populasyonunu ardisik iki katlik dilisyonlarla en az bes konsantrasyon diizeyi degerini
temsil eden izolatlar kapsayacak bicimde secerek degerlendiren bir calisma yoktur. Bu
calismanin amaci, Paeruginosa izolatlarinda meropenem antimikrobiyal duyarlilik testi
icin VITEK 2 otomatize mikrobiyoloji sisteminin performansinin, bu iki 6zelligi de icere-
cek bicimde degerlendirilmesidir.

GEREC ve YONTEM

Calisma, tekrardan arindiriimis ve klinik kaynakl P.aeruginosa izolatlarinda (n= 142)
yapildi. izolatlar, Ondokuz Mayis Universitesi Hastanesi Tip Laboratuvarlar Kiiltiir Kolek-
siyonlari Birimindeki izolat koleksiyonundan secildi. izolatlar, %5 koyun kanli agarda
(TSA 1l, BD Diagnostic Systems, ABD) 37°C’de 18 saatlik inklibasyonla uretildi ve ayni
kosullarda pasajlari yapildi. Suslarin saflik kontrolii, Eosin-Methylene Blue (EMB) agar be-
siyerine (Difco, Becton-Dickinson, ABD) ve ardindan Mueller-Hinton (MH) agar besiye-
rine (Oxoid, Ingiltere) ekilerek yapildi. P.aeruginosa tanimlamasi icin, oksidaz ve katalaz
pozitifligi, pigment tiretimi ve 42°C’de tireme &lciitleri kullanildi®3. izolatlar, VITEK 2 oto-
matize mikrobiyoloji sisteminde de, Ureticinin talimatlarina uygun olarak tanimlandi.
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Referans antimikrobiyal duyarlilik testi olarak, “Clinical and Laboratory Standards Ins-
titute (CLSI)” tarafindan standardize edilmis olan sivi mikrodillisyon yontemi uygulan-
di?*23, Referans sus olarak, P.aeruginosa ATCC 27853 kullanildi®®. Kontrol susu dahil, ca-
lismaya katilan tim izolatlarin minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK), iki kat azalan
dilisyonlarla 64 mg/L ve 0.125 mg/L konsantrasyon araliinda meropenem (AstraZene-
ca, ABD) ve sabit olarak 5 x 10° cfu/ml son yogunlugunda bakteri inokiilumu iceren kat-
yon-ayarli MH sivi besiyeri (Mast Diagnostics, Almanya) ile hazirlanan sivi mikrodiliisyon
plaklarinin, 18 saat 35°C’de inkiibe edilmesi sonrasinda saptandi®*?°, VITEK 2 sistemin-
de, kontrol susunu da iceren tiim izolatlarin meropeneme duyarlilik testleri cahsildi. Bu
amacla, Ureticinin onerilerine uygun olarak hazirlanan bakteri izolatlarinin stispansiyon-
lari, AST-NO21 (bioMérieux, Fransa) antimikrobiyal duyarlilik testi kartlarina ekildi ve ay-
git sisteminin inkiibator/okuyucu bolimdine yerlestirildi. On sekiz saatlik inkiibasyondan
sonra, otomatize degerlendirme algoritmasina gére saptanan MIK degerleri rapor olarak
alindi. Performans analizinde, FDA onerilerine uygun olarak, esansiyel uyum degerlen-
dirmesinin yapilabilmesi icin, calismaya katilan celdirici P.aeruginosa klinik izolatlarindan
elde edilen MiK sonuclarinin dagiiminin, her iki antimikrobiyal duyarlilik yéntemiyle de,
ardisik iki katlik diltisyonlarla en az bes konsantrasyon duzeyini kapsadigi ve degerlendi-
rilebilir sonuc 6lcedi icinde yer aldigi gosterildi?® (Tablo 1).

VITEK 2 otomatize mikrobiyoloji sisteminin tekrarlanabilirlik testlerinde, 15 izolat ticer
kez tekrar edilerek calisildi?®. Test modu (bir izolat icin elde edilen en sik test sonucu) re-
ferans kabul edilerek, buna kiyasla, > %95 kategori uyumu saptanirsa, tekrarlanabilirlik
testlerinin sonucu kabul edilebilir olarak degerlendirildi?®. Karsilastirmali performans de-
gerlendirmesinde, FDA tanimlari, hesaplama yontemleri ve performans olcutleri kullanil-
di?®. FDA dlciitlerine gére?S, kabul edilebilir performans degerleri séyledir: Esansiyel
uyum > 95.71 (6rneklem buyikligu 140 iken hesaplanan ortalama degerdir; %95 gu-
ven araliginda 90.91-98.41 arasindaki degerler kabul edilebilirdir), kategorik uyum >
%90; cok buyik uyumsuzluk < %1.5; biylk uyumsuzluk < %3. Yontemler arasindaki
uyum, kappa istatistigi ile de arastirildi.

Tablo I. P.aeruginosa lzolatlarinin MIK Sonuglari Dagilimi

izolat MIiK (mg/L) diizeyi basina izolat sayisi
Antibiyotik Yontem sayisi 0.125 0.250 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128
Meropenem SY 142 6 8 11 15 13 8 9 10 17 23 22

V2 142 TE 32* 8 16 5 1 13 67 TE TE TE

@ Duyarl kinlma noktasi.

b Direncli kirlma noktasi.

* V2 otomatize mikrobiyoloji sisteminde, AST-NO21 kartinda, meropenem icin test edilen konsantrasyonlar (mg/L)
0.5, 4, 16 iken, lireme degerlendirme algoritmasi ile bildirim yapilan konsantrasyon araligi 0.25-16'dir (en duistik
< 0.25 ve en ylksek > 16).

SY: Standart yéntem, V2: VITEK 2 otomatize mikrobiyoloji sistemi, TE: Test edilmedi.
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BULGULAR

Calismanin birinci basamadginda, P.aeruginosa izolatlarinin VITEK 2 sisteminde yapilan
meropenem antimikrobiyal duyarlilik testinin kategorik tekrarlanabilirligi %100 olarak
saptanmistir (Tablo II). Calismanin ikinci basamaginda, standart sivi mikrodiliisyon yon-
temi ve VITEK 2 sistemi ile karsilastirmali olarak test edilen 142 P.aeruginosa izolatinin
meropenem antimikrobiyal duyarlilik testlerinin sonuglarinda, iki yontem arasindaki
esansiyel ve kategorik uyum degerleri, sirasiyla, %83.8 ve %96.5 olarak belirlenmistir
(Tablo IlI). Cok buyik uyumsuzluk orani %1.4; buyik uyumsuzluk orani %0; kiguk
uyumsuzluk orani %2.8 olarak saptanmistir. Calismalarda, kalite kontrol susunun test so-
nuglari, CLSI standardina gore kabul edilebilir sinirlar icindedir. Calismada, P.aeruginosa
izolatlari icin VITEK 2 sisteminde yapilan meropenem antimikrobiyal duyarlilik testinin
standart mikrodiliisyon yontemine kiyasla kategorik tekrarlanabilirligi ve kategorik uyu-
mu FDA ol¢iitlerine gore kabul edilebilir bulunurken, esansiyel uyumu kabul edilebilir
bulunmamistir. Kappa istatistigi ile yontemler arasinda ¢ok iyi diizeyde uyum bulunmus-
tur (k= 0.938).

Tablo II. P.aeruginosa lzolatlarinin VITEK 2 Sisteminde Yapilan Meropenem Antimikrobiyal Duyarlilik Test-
lerine Ait Tekrarlanabilirlik Sonuglari

Yorumlama kategorilerindeki Tekrarlanabilirlik
izolat Test test sonuglari sonuclan® (%)
Antimikrobiyal  sayisi sayisi? DY oD DR KU ¢BU BU K¢U
Meropenem 15 45 45 0 0 100 0 0 0

? Her bir izolat Ug kez calisildi.

b Tekrarlanabilirlik testlerinde, > %95 kategorik uyum, kabul edilebilir performans olarak degerlendirildi.

DY: Duyarli, OD: Orta duyarli, DR: Direncli, KU: Kategorik uyum, CBU: Cok biyik uyumsuzluk, BU: Biyiik uyumsu-
zluk, K¢U: Kiiglik uyumsuzluk.

Tablo Ill. P.aeruginosa Izolatlarinin VITEK 2 Sisteminde Yapilan Meropenem Antimikrobiyal Duyarhiik
Testlerine Ait Karsilastirmali Performans Olgtimii Sonuglari

Yorumlama kategorilerindeki  Performans analizi

izolat  Test test sonuclar sonuclari* % (say1)
Antimikrobiyal Yontem sayisi  sayisi DY oD DR KU CBU BU Kc¢U
Meropenem Sy 142 142 61 9 72
V2 142 142 62 13 67 965 1.4(1) 0 28
Q)

* Performans analizinde, KU > 90,CBU < 1.5, BU < 3, kabul edilebilir performans olarak degerlendirildi.
SY: Standart yontem, V2: VITEK 2 otomatize mikrobiyoloji sistemi, DY: Duyarli, OD: Orta duyarli, DR: Direngli,
KU: Kategorik uyum, CBU: Cok biyiik uyumsuzluk, BU: Biyiik uyumsuzluk, K¢U: Kiigiik uyumsuzluk.
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TARTISMA

Ciddi yogun bakim enfeksiyonu olan olgularda, uygun veya yeterli baslangi¢ tedavisi
icin ampirik olarak bir antimikrobiyal seciminin yapilmasi ve laboratuvardan bildirilen an-
timikrobiyal duyarlilik testi sonucuna gore gereginde bu secimin degistirilmesi klinik ba-
sariy! etkilemektedir'%'24, Yogun bakim (nitelerinde gelisen ciddi nozokomiyal enfek-
siyonlarda, predominant patojen P.aeruginosa’dir'®. Yogun bakim (nitelerinde gelisen
ciddi nozokomiyal enfeksiyonlarda, meropeneme dayali ampirik tedavi semalari, diger
alternatiflere kiyasla, uygun veya yeterli tedaviyi saglamakta daha basarihidir®'°. Hizl so-
nug Ureten otomatize antimikrobiyal duyarlilik testlerinin, antimikrobiyal seciminde ya-
pilan diizeltmeyi hizlandirdigi ve antimikrobiyal kullaniminda azalma sagladigi gosteril-
mistir'2. Bugiine kadar yayinlanmis calismalar arasinda, P.aeruginosa izolatlarinda mero-
penem antimikrobiyal duyarlilik testi icin VITEK 2 sisteminin performansini degerlendi-
ren yalnizca bir calisma vardir'®. Bizim calismamizda, diger calismadan farkli olarak, VI-
TEK 2 otomatize mikrobiyoloji sisteminin P.aeruginosa izolatlarinda meropenem antimik-
robiyal duyarlilik testi icin performansi, tekrarlanabilirlik testleri yapilarak ve test edilen
bakteri izolatlari populasyonunu ardisik iki katlik dilisyonlarla en az bes konsantrasyon
diizeyi dederini temsil eden izolatlar kapsayacak bicimde secilerek degerlendirilmistir.
VITEK 2 otomatize sisteminin esansiyel uyum performansi (%83.8), standart yonteme ki-
yasla kabul edilebilir bulunmamis; buna karsin kategorik uyum performansi (%96.5)
standart yonteme kiyasla kabul edilebilir bulunmustur.

Uygun bir referans yontemi ve yeterli orneklem buyikligi ile (6rn. n > 100) P.aeru-
ginosa izolatlarinda karbapenem antimikrobiyal duyarhlik testi icin otomatize mikrobiyo-
loji sistemlerinin performansini degerlendiren sinirli sayida calisma vardir'®22 (Tablo IV).
Bu calismalarda, farkli otomatize sistemler ve karbapenemler birlikte veya ayr olarak,
standart sivi mikrodiliisyon yéntemine karsi denenmistir®*2>, Joyanes ve arkadaslari'8,
VITEK 2 sistemini kullanarak, 146 Paeruginosa klinik izolatinda, imipenem ve merope-
nem icin antimikrobiyal duyarlilik testlerinin performansini degerlendirmislerdir. Bu ¢a-
lisma, uygun bir referans yontemi ve yeterli 6rneklem buytikligu ile 6zellikle VITEK 2 sis-
teminde P.aeruginosa’'nin meropeneme karsi antimikrobiyal duyarlilik testinin perfor-
mansinin test edilmesi bakimindan, literatiirde bizim calismamizla karsilastirilabilecek tek
calismadir'®. Joyanes ve arkadaslarinin'® calismasinda, referans yénteme kiyasla, imipe-
nem ve meropenem icin esansiyel uyum, sirasiyla %87 ve %85 olarak saptanmustir. imi-
penem ve meropenem icin kategorik uyum ise sirasityla %91.8 ve %90.4 olarak bulun-
mustur'8. Meropenem icin cok biiyiik uyumsuzluk ve biiyiik uyumsuzluk bulunmamis;
kiiclik uyumsuzluk orani ise %9.6 olarak belirlenmistir'®. Bu calismada, VITEK 2 sistemi-
nin P.aeruginosa klinik izolatlarinda, imipenem ve meropenem icin antimikrobiyal duyar-
lihk testlerinin esansiyel uyum performansi FDA 6lcltlerine gore kabul edilemez iken, ka-
tegorik uyumu kabul edilebilirdir'®. Joyanes ve arkadaslari'® bu sonuclara gére, VITEK 2
sisteminin P.aeruginosa klinik izolatlarinda, imipenem ve meropenem icin antimikrobiyal
duyarllik testlerinin glivenilebilir oldugu yorumunu yapmuslardir. Caismamizda, Joyanes
ve arkadaslarinin'® calismasiyla uyumlu olarak, VITEK 2 sisteminin P.aeruginosa klinik izo-
latlarinda meropeneme karsi antimikrobiyal duyarhlik testinin esansiyel uyum perfor-
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Tablo IV. Otomatize Mikrobiyoloji Sistemlerinde P.aeruginosa Izolatlarinin Karbapenem Antimikrobiyal Du-
yarlilik Testlerine Ait Karsilastirmali Performans Olgtimiinti Bildiren Arastirmalar ve Sonuclari

Arastirmalar

Joyanes Steward Sader Bayramoglu  Torres

Gereg, yontem ve ark.'® ve ark."” ve ark.?° ve ark.2'  ve ark.?? Bu calisma
ve sonuglar 2001 2003 2006 2006 2009 2011
Otomatize sistem V2 V; MS V2 (V, MS) P V2 V2
Standart yontem  CLSI-SMD CLSI-SMD CLSI-SMD  CLSI-SMD ~ CLSI-SMD  CLSI-SMD
Orneklem (n) 146 111 100 142 101 142
Antimikrobiyal I; M M (I); M (1) | M | M
POP-[TA] + + - + + +
POP-[5 log, D] - < + - + +

POP-[DY/OD/DR]  77/14/9;  71/11/18 71/10/19  42/9/49  8/2/90  43/6/51
(%) 68/0/32

T - + - + - +
TT-KU (%) - - - 97.8 - 100.0
EU (%) 87.0; 85.0 - - - 92.1 83.8
KU (%) 91.8;90.4  70.3; 94.3 89 97.2 89.1 96.5
CBU (%) 1.4, 0.0 0.0; 4.8 1 2.9 8.9 1.4
BU (%) 0.0; 0.0 8.9; 0.0 2 0 0 0
KcU (%) 6.8, 9.6 23.4,11.4 8 1.4 9.9 2.8

V2: VITEK 2 otomatize mikrobiyoloji sistemi, V: VITEK otomatize mikrobiyoloji sistemi, MS: MicroScan otomatize mik-
robiyoloji sistemi, CLSI-SMD: Clinical and Laboratory Standards Institute-Standart mikrodiliisyon yéntemi, I: imipe-
nem, M: Meropenem, (); calismada test edilen ancak sonuglari bu tabloda bildiriimeyen otomatize sistem veya an-
timikrobiyal, POP-[TA]: Test edilen bakteri izolatlari popiilasyonunun tekrar izolatlarindan arindirilmis olmasi, POP-[5
log, DJ: Test edilen bakteri izolatlar popllasyonunun, ardisik iki katlik diliisyonlarla en az bes konsantrasyon diizeyi
degerini temsil eden izolatlari kapsayacak bicimde secilmis olmasi, +: Uygulanmus, -: Bildiriimemis; <: Daha az olarak
uygulanmis, DY: Duyarli, OD: Orta duyarl, DR: Direncli, TT: Tekrarlanabilirlik testleri, KU: Kategorik uyum, EU: Esan-
siyel uyum, CBU: Cok biiylik uyumsuzluk, BU: Blylk uyumsuzluk, K¢U: Kiglik uyumsuzluk.

mansi FDA odlciitlerine gore kabul edilemez bulunurken (%83.8), kategorik uyumu kabul
edilebilir bulunmustur (%96.5). Calismamizda, Joyanes ve arkadaslarinin'® calismasin-
dan farkli olarak, tekrarlanabilirlik testleri yapilmis, en az bes MIK diizeyini temsil eden
izolatlar ile meropeneme karsi orta duyarl kategoride yer alan celdirici izolatlar test edil-
mis ve %1.4 oraninda ¢ok bilyulk uyumsuzluk saptanmistir (Tablo V). Steward ve arka-
daslan'®, VITEK ve MicroScan sistemlerini kullanarak, P.geruginosa klinik izolatlarinda (n=
111), imipenem ve meropenem icin antimikrobiyal duyarlilk testlerinin performansini
degerlendirmisler; VITEK sisteminin meropeneme karsi duyarlilik testi performansini,
FDA olcutlerine gore kategorik uyum bakimindan kabul edilebilir (%94.3) bulurken, ¢ok
blyutk uyumsuzluk oranini kabul edilemez (%4.8) bulmuslardir (Tablo 1V). Sader ve ar-
kadaslari?®, VITEK, VITEK 2 ve MicroScan otomatize sistemlerini kullanarak, 100 P.aeru-
ginosa klinik izolatinda, imipenem icin antimikrobiyal duyarlilik testlerinin performansini
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Olgmuslerdir. Bu arastiricilar, VITEK 2 sisteminin P.aeruginosa izolatlarinda imipeneme
karsi antimikrobiyal duyarlilik testi performansinin, FDA Olclitlerine gore kategorik uyum
bakimindan kabul edilemez (%89) oldugunu saptamislardir?® (Tablo IV). Bayramoglu ve
arkadaslar?!, Phoenix otomatize sistemini kullanarak, P.aeruginosa klinik izolatlarinda
(n=142), meropenem icin antimikrobiyal duyarllk testinin performansini analiz etmis-
ler ve FDA olcutlerine gore kategorik uyumu kabul edilebilir (%97.2) bulmuglardir (Tab-
lo IV). Torres ve arkadaslari??, VITEK 2 sistemini kullanarak, 101 P.aeruginosa Klinik izola-
tinda imipenem icin antimikrobiyal duyarlilik testinin performansini degerlendirmisler ve
FDA olcitlerine gore esansiyel uyum (%92.1), kategorik uyum (%89.1) ve cok buyik
uyumsuzluk oranini (%8.9) kabul edilemez bulmuslardir (Tablo IV).

Otomatize mikrobiyoloji sistemlerinin antimikrobiyal duyarllk testi performanslari-
nin, genellikle referans yontemlerle uyumlu oldugu kabul edilmekle birlikte, bazi orga-
nizma-antimikrobiyal kombinasyonlari icin belirli sorunlar oldugu gozlenmektedir'>.
Ozellikle standart yonteme kiyasla direnc varliginin saptanmasinda hata anlamina gelen
cok buyik uyumsuzluk (referans yontem “direncli” sonucu verirken, yeni yontemle “du-
yarli” sonucu elde edilmesi) oraninin kabul edilebilirlik dl¢iitiinden fazla olmasi (> %1.5),
rutin uygulamada kullanim icin degerlendirilen yeni bir yontem icin 6nemli bir sorun
olusturmakta ve klinik olarak artan tedavi basarisizligi olasihgi nedeniyle hatal tibbi uy-
gulamalara yol acabilmektedir. Ornegin; standart disk difiizyon yéntemlerinde ve oto-
matize sistemlerde, ozellikle P.aeruginosa-karbapenem kombinasyonlarinin test edilme-
sinde sorunlar oldugu bildirilmistir. Steward ve arkadaslar'®, MicroScan sisteminde P.ae-
ruginosa izolatlarinin imipenem ve meropenem direncinin belirlenmesinde, ¢cok buyk
uyumsuzluk oranlarinin yiksek oldugunu (sirasiyla, %2.3 ve %4.8) saptamiglardir. Bay-
ramoglu ve arkadaslari?', Phoenix sisteminde P.aeruginosa izolatlarinin meropenem di-
rencinin saptanmasinda, ¢ok buyik uyumsuzluk oraninin yiksek oldugunu (%2.9) bil-
dirmisler; Torres ve arkadaslari?? da, VITEK 2 sisteminde P.geruginosa izolatlarinin imipe-
nem direncinin belirlenmesinde bu orani yine ylksek (%8.9) olarak rapor etmislerdir.
Calismamizda, VITEK 2 otomatize sisteminde, P.aeruginosa klinik izolatlarinin merope-
nem direncinin saptanmasinda, ¢cok buyik uyumsuzluk orani kabul edilebilir diizeyde
(%1.4) bulunmustur.

Yontemden badimsiz olarak, karbapenem direncinin saptanmasindaki sorunlarin, di-
ger gram-negatif bakterilere kiyasla P.aeruginosa’nin daha yavas ve zor tremesi, komp-
leks diren¢ mekanizmalarina sahip olmasi, kapsil yapisi ile mukoid koloni olusturabilme-
si ve diger olasi bilinmeyen faktérlere bagl olabilecedi ileri stiriilmiistiir?’-3°, Bu tiir so-
runlarin, otomatize sistemler gibi kisa inkiibasyon stireli sistemlerde daha sik olarak goz-
lenebilecegi, zira bazi diren¢ mekanizmalarinin fenotipik ekspresyonunun bir gecelik tre-
me siiresine gereksinimi oldugu belirtilmistir'®. Ozellikle P.aeruginosa’da meropenem di-
rencinin belirlenmesinde, standart disk diflizyon yonteminde de uyumsuz sonuglar elde
edilebildigi bildirilmistir?®3°. Ancak, otomatize sistemlerin antimikrobiyal duyarlilik testi
performansinin analiziyle ilgili olarak literattrde yer alan ¢calisma tasarimlarinin cogunda,
bildirilen performans degerlendirmesi sonuglarinin gecerliligini tartismali kilan baglica
eksiklikler vardir. Bu calismalarin cogu FDA performans analizi 6nerilerinin basitlestirilmis
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bicimini icermektedir?®. Bunlar arasinda, tekrarlanabilirlik testlerinin yapilmamasi, test
edilecek izolatlarin seciminde duyarli, orta duyarli ve direncli izolat oranlarinin (test 6n-
cesi prevalansin test sonrasi elde edilen performans sonuclarini etkilemesi nedeniyle) ve
MiK degerleri dagiiminin dikkate alinmamasi veya bildirilmemesi, yetersiz drneklem bii-
yukligu ile cahsilmasi, uygun bir referans yontemin kullanilmamasi gibi eksiklikler yer al-
maktadir. Bilgimize gore bizim calismamiz, tekrarlanabilirlik testleri yapilarak ve test edi-
len bakteri izolatlar poptilasyonunu ardisik iki katlik diltsyonlarla en az bes konsantras-
yon diizeyi degerini temsil eden izolatlari kapsayacak bicimde yapilan tek calismadir.

Sonug olarak, bu calismada, 6nemli enfeksiyonlara yol acabilen P.aeruginosa’nin te-
davisinde en etkili antibiyotiklerden olan meropenemin antimikrobiyal duyarllik testinin
yapilmasinda giiniimuzde yaygin olarak kullanilan ve hizli sonug veren otomatize sistem-
lerden biri olan VITEK 2 sisteminin sonuglarinin kategorik uyum bakimindan guvenilir ol-
dugu gosterilmistir. Yaygin olarak kullanilan otomatize mikrobiyoloji sistemlerinin anti-
mikrobiyal duyarlilik testlerindeki performanslari, validasyon onayi ile piyasaya giris asa-
masindan sonra, kullanilacagi laboratuvarda, uygun calisma tasarimi ile verifikasyon ya-
pilarak degerlendirilmeli ve literatiirde bildirilen performans analizleri de elestirel olarak
incelenmelidir.

KAYNAKLAR

1. Strateva T, Yordanov D. Pseudomonas aeruginosa - a phenomenon of bacterial resistance. | Med Microbiol
2009; 58(Pt 9): 1133-48.

2. Bradbury RS, Roddam LF, Merritt A, Reid DW, Champion AC. Virulence gene distribution in clinical, noso-
comial and environmental isolates of Pseudomonas aeruginosa. | Med Microbiol 2010; 59 (Pt 8): 881-90.

3. Cantén R, Coque TM, Baquero F. Multi-resistant gram-negative bacilli: from epidemics to endemics. Curr
Opin Infect Dis 2003; 16(4): 315-25.

Gould IM. The epidemiology of antibiotic resistance. Int | Antimicrob Agents 2008; 32(Suppl 1): $2-9.

5. Souli M, Galani I, Giamarellou H. Emergence of extensively drug-resistant and pandrug-resistant gram-ne-
gative bacilli in Europe. Euro Surveill 2008; 13(47): 1-12.

6. European Antimicrobial Resistance Surveillance System. EARSS 2008 Annual Report. Available at:
http://www.rivm.nl/earss/Images/EARSS%202008 _final_ tcm61-65020.pdf

7. Walsh TR, Toleman MA, Poirel L, Nordmann P. Metallo-beta-lactamases: the quiet before the storm? Clin
Microbiol Rev 2005; 18(2): 306-25.

8. Livermore DM. Has the era of untreatable infections arrived? ] Antimicrob Chemother 2009; 64(Suppl 1):
i29-36.

9. Zavascki AP, Carvalhaes CG, Picdo RC, Gales AC. Multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa and Acineto-
bacter baumannii: resistance mechanisms and implications for therapy. Expert Rev Anti Infect Ther 2010;
8(1): 71-93.

10. Vogelaers D, De Bels D, Forét F, et al. Patterns of antimicrobial therapy in severe nosocomial infections: em-
piric choices, proportion of appropriate therapy, and adaptation rates--a multicentre, observational survey
in critically ill patients. Int ] Antimicrob Agents 2010; 35(4): 375-81.

11. Tacconelli E. Antimicrobial use: risk driver of multidrug resistant microorganisms in healthcare settings. Curr
Opin Infect Dis 2009; 22(4): 352-8.

12. Kerremans JJ, Verboom P, Stijnen T, et al. Rapid identification and antimicrobial susceptibility testing redu-
ce antibiotic use and accelerate pathogen-directed antibiotic use. Antimicrob Chemother 2008; 61(2):
428-35.

420 MiKROBiYOLOJi BULTENI



Acuner iC, Bayramoglu G, Birinci A, Ceki¢ Cihan C, Bek Y, Durupinar B.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Kollef MH. Inadequate antimicrobial treatment: an important determinant of outcome for hospitalized pa-
tients. Clin Infect Dis 2000; 31(Suppl 4): S131-8.

Harbarth S, Nobre V, Pittet D. Does antibiotic selection impact patient outcome? Clin Infect Dis 2007;
44(1): 87-93.

Richter SS, Ferraro M). Susceptibility testing instrumentation and computerized expert systems for data
analysis and interpretation, pp: 245-56. In: Murray PR, Baron EJ, Jorgensen |H, Landry ML, Pfaller MA (eds),
Manual of Clinical Microbiology. 2007, 9" ed. ASM Press, Washington DC.

Acuner IC, Eroglu C. Unacceptable performance and the lack of reproducibility results in the report of co-
lorimetric methods for early detection of vancomycin and oxacillin resistance in Staphylococcus aureus. |
Clin Microbiol 2006; 44(6): 2318-9.

Eigner U, Schmid A, Wild U, Bertsch D, Fahr AM. Analysis of the comparative workflow and performance
characteristics of the VITEK 2 and Phoenix systems. | Clin Microbiol 2005; 43(8): 3829-34.

Joyanes P, del Carmen Conejo M, Martinez-Martinez L, Perea EJ. Evaluation of the VITEK 2 system for the
identification and susceptibility testing of three species of nonfermenting gram-negative rods frequently
isolated from clinical samples. | Clin Microbiol 2001; 39(9): 3247-53.

Steward CD, Mohammed JM, Swenson |M, et al. Antimicrobial susceptibility testing of carbapenems: mul-
ticenter validity testing and accuracy levels of five antimicrobial test methods for detecting resistance in En-
terobacteriaceae and Pseudomonas aeruginosa isolates. | Clin Microbiol 2003; 41(1): 351-8.

Sader HS, Fritsche TR, Jones RN. Accuracy of three automated systems (MicroScan WalkAway, VITEK, and
VITEK 2) for susceptibility testing of Pseudomonas aeruginosa against five broad-spectrum beta-lactam
agents. ] Clin Microbiol 2006; 44(3): 1101-4.

Bayramoglu G, Acuner IC, Sinirtas M, Gedikoglu S, Durupinar B. Performance evaluation of the BD Pho-
enix automated microbiology system in meropenem susceptibility testing of clinical Pseudomonas aerugi-
nosa isolates. Saudi Med | 2006; 27(12): 1921-3.

Torres E, Villanueva R, Bou G. Comparison of different methods of determining beta-lactam susceptibility
in clinical strains of Pseudomonas aeruginosa. | Med Microbiol 2009; 58(5): 625-9.

Blondell-Hill E, Henry DA, Speert D. Pseudomonas, pp: 734-48. In: Murray PR, Baron EJ, Jorgensen |H,
Landry ML, Pfaller MA (eds), Manual of Clinical Microbiology. 2007, 9" ed. ASM Press, Washington DC.
Clinical and Laboratory Standards Institute. Methods for dilution antimicrobial tests for bacteria that grow
aerobically. Approved Standard, M07-A8. 2008, 8" ed. CLSI, Wayne, Pennsylvania.

Clinical and Laboratory Standards Institute. Performance standards for antimicrobial susceptibility testing.
19" Informational Supplement, M100-S19. 2009. CLSI, Wayne, Pennsylvania.

Food and Drug Administration, Center for Devices and Radiological Health. Guidance for Industry and FDA.
Class Il Special Controls Guidance Document: Antimicrobial Susceptibility Test (AST) Systems. 2009, US De-
partment of Health and Human Services, Maryland, USA.

O’Rourke EJ, Lambert KG, Parsonnet KC, Macone AB, Goldmann DA. False resistance to imipenem with a
microdilution susceptibility testing system. | Clin Microbiol 1991; 29(4): 827-9.

Burns JL, Saiman L, Whittier S, et al. Comparison of agar diffusion methodologies for antimicrobial suscep-
tibility testing of Pseudomonas aeruginosa isolates from cystic fibrosis patients. ] Clin Microbiol 2000; 38(5):
1818-22.

Henwood CJ, Livermore DM, James D, Warner M; Pseudomonas Study Group. Antimicrobial susceptibility
of Pseudomonas aeruginosa: results of a UK survey and evaluation of the British Society for Antimicrobial
Chemotherapy disc susceptibility test. ] Antimicrob Chemother 2001; 47(6): 789-99.

Akan OA, Uysal S. Evaluation of disk diffusion test for carbapenem sensitivity in Acinetobacter baumannii and
Pseudomonas aeruginosa strains. Mikrobiyol Bul 2005; 39(3): 273-9.

MiKROBiYOLOJi BULTENI 421



