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Onceki siiriimde (v. 10.0) yapilan degisiklikler

B&liim Degisiklik

EUCAST disk difiizyon yonteminin validasyonun 6mm c¢apli kagit

511 disklere goére yapildiginin agiklanmasi,

S. aureus ve benzil penisilin igin, zon kenarlarinin sadece zon ¢api
8.9.9 o : . o

=26 mm oldugunda incelenmesi gerektiginin agiklanmasi.
8.910 Enterokoklar ve vankomisin i¢in, zon kenarlarinin sadece zon ¢api

=12 mm oldugunda incelenmesi gerektiginin agiklanmasi.
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Kisaltmalar ve Terminoloji

ATCC

CCUG

CECT

KOB

CIP

DSM

GSBL

EUCAST

MH

MH-F

MiK

MRSA

NCTC

R-NAD
KK

SF

American Type Culture Collection (Amerikan Kultir Koleksiyonu)
http://www.atcc.org

Culture Collection University of Gothenburg (Gothenburg Universitesi
Kaltir Koleksiyonu)
http://www.ccug.se

Coleccion Espariola de Cultivos Tipo (ispanyol Kiiltiir Koleksiyonu)
http://www.cect.org

Koloni Olusturan Birim

Collection de I'Institut Pasteur (Pasteur Enstitlisu Kiiltir Koleksiyonu)
https://www.pasteur.fr/en/public-health/biobanks-and-collections/collection-
institut-pasteur-cip

Bacterial cultures from Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ)
https://www.dsmz.de

Genislemis Spektrumlu 3-Laktamaz

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
http://www.eucast.org

Mueller-Hinton agar
Guc Ureyen (“fastidious”) bakteriler icin Mueller-Hinton agar (%5 defibrine

at kani ve 20 mg/L B-NAD ile zenginlestiriimis MH)

Minimum inhibitér Konsantrasyon

Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (mecA veya mecC geni
tasiyan)

National Collection of Type Cultures (Birlesik Krallik Ulusal Kaltar Tipi
Koleksiyonu)
https://www.phe-culturecollections.org.uk/collections/nctc

3-Nikotinamid Adenin Dinulkleotit
Kalite Klntrol

Su icinde % 0.85 NaCl ¢dzeltisi (8.5 g/L) (Serum Fizyolojik)
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Giris

Disk difuzyon, antibiyotik duyarlilik testi yaklagimlari arasinda en eskilerinden
biridir ve gunumuzde de rutin klinik laboratuvarlarda en yaygin kullanilan
yontemlerden biri olmayi strdirmektedir. Yontem, sik rastlanilan, gli¢ Greyen
bakteriler de dahil olmak lzere bakteriyel patojenlerin gogunlugunda ve genis bir
antibiyotik yelpazesinde uygulanabilmekte, ayrica 6zel bir donanim da
gerektirmemektedir.

Diger disk diflizyon tekniklerinde oldugu gibi, EUCAST ydntemi de 1972 yilindaki
Uluslararasi Antibiyotik Duyarlilik Testleri igbirligi Calismasi raporunda belirtilen
prensiplere ve uzman gruplarin deneyimlerine dayanmaktadir.

EUCAST disk difiizyon yonteminde belirtilen zon capi sinir degerleri, EUCAST
tarafindan yayinlanan Avrupa MIK sinir degerlerine gore kalibre edilerek
belirlenmigtir.  Sinir  deger tablolarina EUCAST internet  sayfasinda
(http://www.eucast.orq) Ucretsiz olarak erisilebilir.

Tam ydntemlerde oldugu gibi; glivenilir sonuglar elde edebilmek icin, bu belgede
tanimlanan teknik, degisiklik yapiimaksizin izlenmelidir.
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Besiyeri hazirlanmasi ve saklanmasi

2.1

2.2

2.3

2.4

2.5

2.6

2.7

Mueller- Hinton (MH) agar, uretici 6nerileri dogrultusunda, hazirlanir. Gug Ureyen
bakteriler s6z konusu ise Tablo 1deki katki maddeleri eklenir. Katki maddelerinin
hazirlanmasi ve eklenmesi, http://www.eucast.org sayfasinda ayrintili olarak
anlatiimistir.

Besiyeri diiz bir zeminde 4.0 + 0.5 mm kalinlikta olacak sekilde (90 mm c¢apli
yuvarlak plak i¢in yaklasik 25 ml, 100 mm c¢apli yuvarlak plak i¢in yaklasik 31 ml,
150 mm ¢apl plak igin yaklasik 71 ml, 100 mm kare plak i¢in 40 ml besiyeri
eklenerek ) hazirlanmalidir. Kullanilacak olan Petri plaginin gergek boyutlarina gére
dogru miktar belirlenmelidir. Plak ¢api Uretici firmaya gore degisebilmektedir.

Kullanimdan 6nce besiyeri yluzeyi kuru olmalidir. Agar ylzeyinde veya kapak i¢
ylzeyinde gdzle gorulebilir su damlasi bulunmamalidir. Gerekirse plaklar 20-25°C’de
bir gece veya kapak c¢ikarilip 35°C’de 15 dk tutularak kurutulabilir. Plaklarin agiri
kurumamasina da dikkat edilmelidir.

Hazirlanan plaklar 4-8°C’de saklanir.

Laboratuvarda hazirlanan plaklar icin, kurutma, saklama/depolama kosullari ve raf
omrd, laboratuvarin kalite giivence programi kapsaminda belirlenmelidir.

Ticari hazir besiyerleri, Ureticinin 6nerdigi kosullarda saklanmali ve Uzerinde yazan
son kullanim tarihine kadar kullaniimalidir.

Plastik torbalar veya sikica kapanan kutularda saklanan kati besiyerlerinin (ticari
veya laboratuvarda hazirlanmis), kullanilmadan dnce plak ylzeyinin kurutulmasi
gerekebilir (Madde 2.3e bakiniz). Bu islem, belirsiz zon kenarlari ve/veya zon
icerisinde puslu gérinume yol acabilecek asiri nemin giderilmesi i¢in yapiimaktadir.
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Tablo 1

Antibiyotik duyarhhk testi i¢in kullanilan besiyerleri

Bakteri Besiyeri
Enterobacterales MH agar
Pseudomonas spp. MH agar
Stenotrophomonas maltophilia MH agar
Acinetobacter spp. MH agar
Staphylococcus spp. MH agar
Enterococcus spp. MH agar
Streptococcus A, B, C ve G gruplari MH-F agar?!
Streptococcus pneumoniae MH-F agar!
Viridans streptokoklar MH-F agar!
Haemophilus influenzae MH-F agar?
Moraxella catarrhalis MH-F agar!
Listeria monocytogenes MH-F agar!
Pasteurella multocida MH-F agar?!
Campylobacter jejuni ve coli MH-F agar! (Bkz Ek-A)
Corynebacterium spp. MH-F agar?!
Aerococcus sanguinicola ve urinae MH-F agar!
Kingella kingae MH-F agar?
Aeromonas spp. MH agar
Achromobacter xylosoxidans MH agar
Vibrio spp. MH agar
Bacillus spp. MH agar
Burkholderia pseudomallei MH agar

1 MH + %5 mekanik yontemlerle defibrine edilmis at kani + 20 mg/L 3-NAD
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Inokiilum hazirlanmasi

3.1

3.2

3.3

3.3.1

3.3.2

3.3.3

3.4

Dogrudan koloni sispansiyonu yontemi ile fizyolojik tuzlu su igerisinde 0.5 Mc
Farland bulaniklik standardina esdeger bir bakteri sispansiyonu hazirlayin (Tablo 2).
Bu silispansiyon, Escherichia coli igin yaklasik 1-2 x 108 KOB/mL’ ye karsilik
gelmektedir.

Dogrudan koloni stispansiyon yéntemi, gi¢ Ureyenler de dahil olmak Gzere Tablo
1’de yer alan tUm bakteriler igin uygundur.

Steril bir 6ze veya ekilvyon yardimi ile bir gece inklibasyon sonucunda olusmus
kolonilerden birkacgini alin. Mimkuinse, atipik varyantlari segmemek i¢cin morfolojik
olarak benzer kolonileri kullanin. Kolonileri SF i¢inde karistirarak homojen bir
sutispansiyon hazirlayin.

Bakteri slispansiyonunun yogunlugunu, SF veya daha fazla bakteri ekleyerek 0.5 Mc
Farland standardi bulanikligina getirin. Daha yodun inokilum slispansiyonu
inhibisyon zonunun kigllmesine yol acarken, daha az inokllum ise tersine bir etkiye
sahip olacaktir.
Sispansiyon yogunlugunun ayarlanmasi icin bir fotometrik cihaz kullaniimasi
Onerilir. Fotometrik cihazin kalibrasyonu, retici firma yonergesine uyularak
0.5 Mc Farland standartina gore yapilimaldir.

Diger bir yol da, stuspansiyon yogunlugunun gorsel olarak Mc Farland 0.5
eseli bulanikligi ile karsilastiriimasidir. Bu islem sirasinda, inokilum tlpunin
ve standartin Uzerinde siyah gizgiler bulunan beyaz bir zemin Uzerinde
tutulmasi karsilastirma islemini kolaylastirir.

Streptococcus pneumoniae izolatlarinda, tercihen kanli agardaki tremeden
dogrudan Mc Farland 0.5 standardi bulanikhginda bir stiispansiyon
hazirlanmalidir. EGer inokilum ¢ikolata agardaki Gremeden hazirlanacaksa,
o zaman McFarland 1.0 bulanikligina esdegder olmalidir.

Suspansiyon hazirlandiktan sonra en iyisi 15 dk.da® ve en geg 60 dk icinde
kullaniimasidir.

1Bu 15-15-15 dk kuralinin bir pargasidir: inokilum siispansiyonunu hazirladiktan sonra 15 dakika
icinde kullanin, diskleri ekim isleminden sonra 15 dakika i¢inde yerlestirin ve diskler yerlestirildikten
sonra plaklari 15 dakika iginde etlive kaldirin.
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Tablo 2

0.5 McFarland bulanikhik standartinin hazirlanmasi

Baryum klortr (BaClz)'tin 0.048 mol/L (%1.175 w/v BaCl,-2H,0) ¢dzeltisinden
0.5 mL, 99.5 mL 0.18 mol/L (0.36 N) H>S04 (%1 v/v) icine eklenerek iyice
karistirilir.

Spektrofotometrede 1cm 1sik genigligi ve uygun kuvetler kullanilarak
stispansiyonun yogunlugu kontrol edilir. 625nmdeki absorbans 0.08-0.13
degerleri arasinda olmalidir.

Suspansiyon, bakteriyel inokilum sispansiyonu igin kullanilanlarla esit
blyuklikteki tiplere dagitilir ve tiplerin agzi sikica kapatilir.

Agzi kapatiimis tapler, karanlk bir ortamda, oda sicakliginda saklanir.

Kullaniimadan hemen &nce standart bir karistirici ile iyice karigtirilir.

Alti ay sonra standart yenilenmeli veya absorbansi kontrol edilmelidir.
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4 Agar plaklarinin ekimi

4.1 Ekim islemi dncesinde plaklar oda sicakhdinda olmalidir.

4.2 Hazirlanan inokilum siispansiyonu en uygun olarak, 15 dk! iginde kullanilir.
Siuspansiyon hazirlanmasindan itibaren en ge¢ 60 dk icinde kullaniimalidir.

4.3 Steril pamuk uclu bir eklivyonu stispansiyona daldirin.

43.1 Gram-negatif bakterilerde, asiri inokllum aktariimasini engellemek igin,

ekivyonu tlpun kenarina bastirip gevirerek sivinin fazlasini uzaklastirin.

4.3.2 Gram-pozitif bakterilerde ektvyonu tlipln kenarina bastirma/gevirme

islemini yapmayin.

4.4 Ayni inokllum sispansiyonunu kullanarak birden fazla plaga ekim yapiyorsaniz
madde 4.3’te yazan islemi tekrarlayin.

4.5 Plaklara ekim, ekuvyonu (¢ yonde surerek veya bir otomatik plak gevirici
kullanilarak yapilabilir. Inokulum tim agar ylizeyine ekim ¢izgileri arasinda
bosluk kalmamasina 6zen gosterilerek esit olarak yayilmalidir.

45.1 Gram-pozitif bakterilerde, ekim c¢izgileri arasinda bosluk kalmamasi igin

Ozellikle dikkat edilmelidir.

4.6 Ekimden sonra 15 dk? igcinde diskleri yerlestirin. Ekim yapilmis plaklar
diskler yerlestiriimeden oda sicakliyinda uzun sure bekletilirse,
bakteriler Gremeye baslayacagi icin, inhibisyon zonlarinda hatali bir
daralma ortaya ¢ikacaktir.

1Bu 15-15-15 dk kuralinin bir pargasidir: inokiilum sispansiyonunu hazirladiktan sonra 15 dakika
icinde kullanin, diskleri ekim isleminden sonra 15 dakika iginde yerlestirin ve diskler yerlestirildikten
sonra plaklari 15 dakika iginde etlve kaldirin.
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5 Antibiyotik disklerinin yerlestirilmesi

5.1 Gerekli disk icerikleri, http://www.eucast.org sayfasindaki Sinir Degerler ve Kalite
Kontrol Tablolarinda verilmistir.

5.1.1 EUCAST zon capi sinir degerleri ve disk kalite kontrol kriterlerinin

validasyonu, 6 mm ¢apli kagit diskler kullanilarak yapilmistir.

5.2 Disk kartuslarini veya disklerin saklandigi kutulari agmadan 6nce oda sicakhgina
gelmelerini bekleyin. Bu iglem, bazi antibiyotiklerin bozunmasina neden olabilecek
yogusmanin engellenmesi igindir.

5.3 Bakterinin plaklara ekim isleminden sonra 15 dk ! icinde diskleri yerlestirin ve
uzerlerine hafifge bastirin. Diskler agar ylzeyine temas etmelidir. Antibiyotikler hizla
diftize olduklari icin diskler yerlestirildikten sonra yerleri degistiriimemelidir.

5.4 inhibisyon zonlarinin birbirine karismamasi ve antibiyotiklerin birbiri ile etkilesmemesi
icin bir plak ylzeyine yerlestirilecek disk sayisi kisitlanmalidir. Inhibisyon zon
caplarinin guavenilir bigimde olgtlmesi 6nemlidir. En ¢ok disk sayisi bakteriye ve
antibiyotik secimine goére belirlenir. Normal olarak 90 ve 150 mm c¢apli yuvarlak
plaklara sirasi ile en fazla 6 ve 12 disk yerlestirilir.

54.1 Stafilokoklar ve streptokoklarda indiklenebilir klindamisin direncinin
saptanmasi icin, eritromisin ve klindamisin diskleri stafilokoklar icin kenardan
kenara uzaklik 12-20 mm ve streptokoklar icin de 12-16 mm olacak sekilde
yerlestirilmelidir.

5.5 Antibiyotik aktivitesinde azalma, inhibisyon zonunun daralmasina yol acar ve sik

rastlanan hata kaynaklarindan biridir.
Bu durumdan kaginmak icin agagidakiler uygulanmalidir:

55.1 Dagitici (dispenser) igindekiler de dahil olmak Gzere, bir nem giderici ile
birlikte kapakli kaplarda ve karanlik bir ortamda saklayin. Metronidazol,
kloramfenikol ve florokinolonlarin iginde bulundugu bazi antibiyotikler uzun
sure 1s1ga maruz birakildiklarinda etkinliklerini kaybetmektedir.

5.5.2 Disk stoklarini Uretici firma Onerilerine goére depolayin. Bazi antibiyotikler
digerlerine gére daha kolay bozulmaktadir (6r. Amoksisilin-klavulanik asit,
sefaklor ve karbapenemler) ve Uretici firmanin bunlar igin 6zel onerileri
bulunabilir.

5.5.3 Kullanimdaki diskleri Uretici 6nerileri dogrultusunda saklayin. Disk ambalaiji
aclldiktan sonra, diskler uretici tarafindan belirtilen stirede kullaniimalidir.

554 Uretici tarafindan ambalaj lizerinde belirtilen son tliketim tarihinde (STT)
diskleri atin.

5.5.5 Kullanimdaki disklerde, aktivite kaybi olup olmadigini kontrol i¢in sik olarak

kalite kontrol calismasi (Bkz B6lim 9) yapin

1Bu 15-15-15 dk kuralinin bir pargasidir: inoklilum slispansiyonunu hazirladiktan sonra 15 dakika
icinde kullanin, diskleri ekim isleminden sonra 15 dakika iginde yerlestirin ve diskler yerlestirildikten
sonra plaklari 15 dakika iginde etlive kaldirin.
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6 Plaklarin inkiibasyonu

6.1 Agar plaklarini ters gevirin ve disklerin agar ylzeyinden dismediginden emin olun.
Diskler yerlestirildikten sonra 15 dk! iginde inkiibasyonu baglatin. Eger diskler
yerlestirildikten sonra plaklar uzun sure oda sicakliginda kalirsa, on difizyon
nedeniyle hatali olarak genis inhibisyon zonlari olusmasina yol ¢abilir.

6.2 Etlv igcerisinde ¢cok sayida plagin Ust Uste konmasi halinde sicaklik dagiliminin
esit olmamasi nedeniyle, sonuglar etkilenebilir. Ettvlerin verimliligi degisken
olabilir, bu yUzden plaklarin st Gste konabilecedi en uygun sayinin belirlenmesi
de dahil olmak Ulzere inkibasyon kontroll, laboratuvarin kalite glvencesi
programinin bir pargasi olmalidir. Bircok etlv igin Ust (ste konabilecek
maksimum plak sayisi bestir.

6.3 Plaklari Tablo 3’de belirtilen kosullarda inkibe edin.

6.3.1 inhibisyon zonu iginde Giremelerin olusmasina ve izolatin yanlis direngli olarak
bildirilmesine neden olabilecegi icin, dnerilen surelerden daha uzun sure
inkibe edilmemelidir.

6.3.2 Enterococcus spp nin glikopeptit duyarhligi arastirilirken direncli koloniler 24
saatlik inkubasyon tamamlanmadan goérulmeyebilir. Ancak plaklar 16-20.
saatte kontrol edilip direng gozlenirse bildirilebilir. Ancak bu stirede duyarl
gibi gozUuken izolatlarda mutlaka inklibasyona devam edilmeli ve 24 saat
sonunda tekrar degerlendirillmelidir.

1Bu 15-15-15 dk kuralinin bir pargasidir: inokilum siispansiyonunu hazirladiktan sonra 15 dakika
icinde kullanin, diskleri ekim isleminden sonra 15 dakika iginde yerlestirin ve diskler yerlestirildikten
sonra plaklari 15 dakika iginde etlve kaldirin.
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Tablo 3 Antibiyotik duyarlilik testi i¢in inklibasyon kosullari

Bakteriler inkiibasyon kosulu
Enterobacterales 35 £ 1°C, normal atmosfer, 18 + 2 saat
Pseudomonas spp. 35 £ 1°C, normal atmosfer, 18 + 2 saat
Stenotrophomonas maltophilia 35 £ 1°C, normal atmosfer, 18 £+ 2 saat
Acinetobacter spp. 35 £ 1°C, normal atmosfer, 18 + 2 saat
Staphylococcus spp. 35+ 1°C, normal atmosfer, 18 + 2 saat
Enterococcus spp. 35 £ 1°C normal atmosfer, 18 + 2 saat (glikopeptitler igin 24 s)
Aeromonas spp. 35 + 1°C, normal atmosfer, 18 £ 2 saat
Achromobacter xylosoxidans 35 + 1°C, normal atmosfer, 18 + 2 saat
Vibrio spp. 35 = 1°C, normal atmosfer, 18 + 2 saat
Bacillus spp. 35 + 1°C, normal atmosfer, 18 + 2 saat
Burkholderia pseudomallei 35 + 1°C, normal atmosfer, 18 + 2 saat

Streptococcus A, B, C ve G gruplari 35+ 1°C, %4-6 CO:2 iceren atmosfer, 18 + 2 saat

Streptococcus pneumoniae 35+ 1°C, %4-6 COz: igeren atmosfer, 18 + 2 saat

Viridans grup streptococci 35 £ 1°C, %4-6 CO: iceren atmosfer, 18 + 2 saat
Haemophilus influenzae 35+ 1°C, %4-6 COz: igeren atmosfer, 18 + 2 saat

Moraxella catarrhalis 35 + 1°C, %4-6 CO: igeren atmosfer, 18 + 2 saat

Listeria monocytogenes 35 + 1°C, %4-6 CO: igeren atmosfer, 18 + 2 saat

Pasteurella multocida 35 + 1°C, %4-6 CO: igeren atmosfer, 18 + 2 saat
Campylobacter jejuni ve coli Bkz Ek A

Corynebacterium spp. 35 + 1°C, %4-6 COz: iceren atmosfer, 18 + 2 saat. Bu 16-20 st

inkibasyon sonunda yetersiz Ureyen izolatlar hemen etiive
kaldirilip inkiibasyon sirdirilmelidir. inhibisyon zonlari toplam
40-44 st sonra degerlendirilmelidir.

Aerococcus sanguinicola ve urinae 35 + 1°C, %4-6 COz: iceren atmosfer, 18 + 2 saat. Bu 16-20 st
inkiibasyon sonunda yetersiz reyen izolatlar hemen etiive
kaldirihp inkiibasyon siirdiriiimelidir. inhibisyon zonlari toplam
40-44 st sonra de@erlendirilmelidir.

Kingella kingae 35 + 1°C, %4-6 CO: iceren atmosfer, 18 + 2 saat. Bu 16-20 st
inkiibasyon sonunda yetersiz reyen izolatlar hemen etiive
kaldirilip inkiibasyon siirdirilmelidir. inhibisyon zonlari toplam
40-44 st sonra degerlendirilmelidir..
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7 inkiibasyon sonunda plaklarin incelenmesi

7.1 inokulum sayisi/yogunlugu dogru ve ekim islemi de uygun sekilde yapiimigsa,
Uremenin agar yluzeyini tamamen kaplayacak sekilde oldugu gézlemlenir.

7.1.1 Tek tek koloniler gortlebiliyorsa inokilum sayisi yetersizdir ve test

tekrarlanmalidir.

7.2 Agar ylzeyindeki Ureme, tim inhibisyon zonlarinin diizglin yuvarlak (kenarlari
centikli olmayan) olmasini saglayacak sekilde homojen olmalidir.

7.3 Kalite kontrol suslari igin inhibisyon zonlarinin kabul edilebilir degerler igerisinde

oldugu kontrol edilir (http://www.eucast.org).
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8 Zonlarin olgimi ve duyarliigin degerlendirilmesi

8.1 Madde 8.9°da aksi belirtiimedikge tim antibiyotikler igin zon kenari, plak gézden 30
cm uzakta tutuldugunda tam inhibisyonun basladigi nokta olarak degerlendirilir.
Plaklarin ¢alisma ylizeyinde 45-derecelik bir agida tutulmasi, zon kenarlarinin tam
gorulemedigi durumlarda degerlendirmeyi kolaylastirabilir.

8.2 Katki icermeyen plaklari, plagin arkasindan siyah bir zemin Uzerinde tutarak ve
yansiyan isikta (1sik yandan gelerek) degerlendirin.

8.3 Katki igeren plaklari, plagin 6n ytuziunden kapak acik olarak yansiyan 1gik yardimiyla
degerlendirin.

8.4 Aksi belirtiimedikge (bkz bolum 8.9), gecirgen isik (plak 1sida dogru tutularak) veya
blyute¢ kullaniimamalidir.

8.5 inhibisyon zon capini, bir cetvel veya kumpas kullanarak, en yakin milimetreye kadar
olgun.

8.5.1 Eger otomatik zon okuyucu kullaniliyorsa, manuel okumaya gore kalibre

edilmelidir.

8.6 Zon gaplarini glincel sinir deger tablolarina gore http://www.eucast.org degerlendirin
ve duyarlilik kategorilerini belirleyin.

8.7 Eger zon dederlendirmek icin sablon kullaniliyorsa, plak sablon Gzerine yerlestirilerek
sablondaki EUCAST sinir degerlerine gore yorumlanir. Sablondaki sinir degerlerin
mutlaka en son stirimdeki EUCAST tablolarina uygun olmasina dikkat edilmelidir.
Sablon hazirlamak igin serbest erisimli bir programa
http://bsac.org.uk/susceptibility/template-program sayfasindan ulasilabilir.

8.8 inhibisyon zon gaplarinin okunmasi ile ilgili 6rnekleri igeren cesitli resimler,
http://www.eucast.org sayfasindaki Okuma Kilavuzunda bulunmaktadir. Bu dokiiman,
ayrica 6zel bakteri-antibiyotik ciftleri icin degerlendirme talimatlarini da icermektedir.

8.9 Ozel degerlendirme talimatlari:

8.9.1 Cift zon veya zon iginde koloniler olusmasi halinde test ettiginiz izolatin saf

olup olmadigini kontrol edin ve gerekirse testi tekrarlayin. Kiltir saf ise, cap
Olcimu sirasinda zon igindeki koloniler de hesaba katilmalidir.
8.9.2 Trimetoprim ve trimetoprim-sulfametoksazol duyarlilik testinde, besiyerindeki

antagonistler nedeniyle, diske kadar hafif bir Greme gorulebilir. Bu Greme g6z
ardi edilmeli ve en belirgin inbibisyon zon kenari élgtilmelidir.

Stenotrophomonas maltophilia, Achromobacter xylosoxidans ve Burkholderia
pseudomallei icin trimetoprim-sulfametoksazol test edildiginde, izolatin
inhibisyon zonu 2= duyarli sinir deg@eri gibi gdzukuyorsa, duyarli bildirilmelidir.
Bu turlerde inhibisyon zonu igcinde Greme olabilir. Sadece Ureme diske kadar
oldugunda ve inhibisyon zonu gérilemediginde ‘zon yok’ olarak
degerlendirilir.
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8.9.3

8.9.4

8.9.5

8.9.6

8.9.7

8.9.8

8.9.9

8.9.10

8.9.11

8.9.12

Aeromonas spp. ve trimetoprim-sulfametoksazol, belirgin olan zon kenari
degerlendiriimelidir. Inhibisyon zonu igindeki hafif Greme g6z ardi edilir.
Belirgin bir i¢ zon kenari varsa, inhibisyon zonu olarak i¢ zon degerlendirilir.

Enterobacterales’te ampisilin, ampisilin-sulbaktam ve amoksisilin-klavulanik
asit diskleri icin, bazi Mueller Hinton agar serilerinde gorulebilen ince bir
tabaka seklindeki Greme dikkate alinmamalidir.

Enterobacterales ve temosilin igin, inhibisyon zonu igindeki izole koloniler
dikkate alinmamalidir.

Enterobacterales ve mesilinam igin, inhibisyon zonu igindeki izole koloniler
dikkate alinmamalidir.

Escherichia coli ve fosfomisin igin, inhibisyon zonu igindeki izole koloniler
dikkate alinmamali ve zonun dis kenari degerlendirmeye alinmalidir.

Proteus spp. i¢in, yayillim dikkate alinmaz ve Gremenin inhibisyonu
degerlendirilir.

Staphylococcus aureus igin benzilpenisilin zon ¢api = 26 mm oldugunda,
inhibisyon zonunun kenari plagin 6n yaziunden ve isik kaynagina dogru
tutularak dikkatle incelenir. Zon ¢api = duyarli sinir dederi olan, ancak zon
kenarlari keskin olan izolatlar direncli olarak degerlendirilir.

Staphylococcus spp.’de, metisilin direncinin saptanmasi icin sefoksitin
kullanildiginda, belirgin olan zonu 6lgtn ve inhibisyon zonu icindeki kolonileri
saptamak igin, zonlari dikkatle ve uygun bir igikta degerlendirin. Ureme varsa
bu kontaminasyon veya heterojen direncin ifadesine baglidir.

Vankomisin zon ¢api = 12 mm olan enterokoklar i¢in inhibisyon zon kenarini
kapagdin 6n yizinden ve isik kaynagina dogru tutarak (“transmitted light”),
dikkatle inceleyin. Zon kenarlarinin silik ve diizensiz olmasi ve zon iginde
koloniler bulunmasi vankomisin direncini gosterir ve ileri arastirma gerektirir.
izolatlar 24 saatlik inkiibasyon tamamlanmadan duyarli olarak rapor
edilmemelidir.

Hemolitik streptokoklar igin, hemolizin inhibisyonu degil Gremenin inhibisyonu
degerlendirilmelidir. B-hemoliz zonu iginde genellikle Greme olmazken, a-
hemoliz ve Ureme bir arada olur. Hemoliz ve Uremeyi ayirt edebilmek igin
plagi 6ne ve arkaya egin.

H. influenzae ve beta-laktamlar icin, Gremenin olmadigi net bir inhibisyon
zonu olugsmusken diskin etrafinda tGreme olabilir. Bu durumda inhibisyon
zonunun dis kenari degerlendirilir.
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Kalite Kontrolu

9.1

9.11

9.2

9.3

9.4

9.4.1

9.5

9.5.1

9.5.2

Test performansini degerlendirmek igin Tablo 4’te belirtilen kalite control (KK)
suslarini kullanin. Temel olarak énerilen kontrol suslari duyarli suglardir. Ancak bir
yontemin uygulanma amaci bir direng mekanizmasinin ortaya konmasi ise direngli
suslar da kullanilabilir (Genisletilmis KK, Tablo 5). KK suslari, kulttr
koleksiyonlarindan veya ticari kaynaklardan satin alinabilir.

B-laktam-inhibitér kombinasyon disklerinin inhibitér icerigini kontrol etmek
amaciyla, 6zel B-laktamaz-treten susglarin kullanimi nerilir (Tablo 4). Bu
rutin KK surecinin bir pargasi olmalidir. Aktif bilesen ise duyarli KK susu ile
kontrol edilir.

Kontrol suslarini canliligi ve bakteri 6zelliklerini koruyacak kosullarda saklayin.
Gliserollu sivi besiyeri (veya ticari esdegeri) icindeki boncuklarda -70°C’de stoklamak
uygun bir saklama yontemidir. Her kontrol susundan iki tlp stoklanmalidir. Bunlardan
biri kullanim stok kultlradir digeri ise arsiv islevi gordr

Her hafta kullanim stogundan bir boncuk alip, secici olmayan uygun bir besiyerine
pasajlayin ve saflik kontroll yapin. Bu saf kiltirden haftanin her glin bir pasaj
yapin. GUg ureyen ve bir hafta besiyerinde dayanamayacak bakteriler igin hergtn bir
oncekinden seri pasajlar yapin. KK suslari en fazla 6 gin pasajlanabilir. Sonrasinda
plaklari atip, dondurulmus stoktan yeni bir saf kiltir plagi hazirlayin. Kullanim stogu
azaldidinda, arsiv tipinden pasaj yaparak yeni bir kullanim tipu hazirlayip
dondurun.

Bir kontrol susunu pasajlarken, mutant segilmesinden kaginmak amaciyla, birka¢
koloni kullanin.

Kontrol susu sonuglarinin http://www.eucast.org sayfasinda bulunan EUCAST KK
Tablolarindaki kabul edilebilir sinirlarda oldugunu kontrol edin.

EUCAST Kkalite kontrol tablolarinda, hem kabul edilebilir alt ve Ust sinirlar hem
de hedef degerler yer almaktadir. EUCAST KK suslari ile tekrarlayan testler
Onerilen sinir degerler igerisinde rasgele dagihm gostermelidir. Test sayisi
=10 oldugunda ortalama zon g¢aplari hedef degree yakin (ideal olarak hedef
deger+1 mm) olmalidir.

Test performansini izlemek igin rutin KK suslarini kullanin. KK susunun bir gecelik
kultarunu kullanarak klinik izolatlarla ayni test suregini izleyin.

Kontrol testleri rutin kullanilan antibiyotikler igin, her giin veya en az haftada dort giin
yapiimali ve kontrol edilmelidir. Kontrol testleri klinik izolatlarin duyarlilik test
sonuglari veriimeden okunmali ve degerlendirilmelidir.

Testlerin yapildigi gunlerde, ardigik 20 kontrol testi sonucunu inceleyin.
Dagilim egrilerini degerlendirin. Zon ¢aplarinda surekli olarak hedefin altinda
veya Ustinde kalma egilimi olup olmadigini gézlemleyin.

Eger ardisik olmayan iki sonug, hedefin ayni tarafinda kabul edilebilir
sinirlarin diginda ise, duyarhlik test sonuglari verilebilir ancak inceleme
gerekir.
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9.5.3

9.54

9.5.5

9.6

9.6.1

9.6.2

Eger ardigik iki test, sinir degerler disinda ise veya bir gun i¢inde birden fazla
disk sinir degerlerin diginda ise, klinik izolatlarin sonucunu vermeden bunun
nedenini arastirin. Testlerin tekrarlanmasi gerekebilir.

Eger direncli bir kontrol susunda diren¢ saptanamamissa, o zaman klinik
izolatlar icin duyarlihk sonuglarini vermeyin. Nedeni arastirin ve testi
tekrarlayin.

Disk difuizyonda olasi hata kaynaklarini arastirirken, antibiyotik diskleri,
besiyeri, uygulama kosullari ve kalite kontrol suslari ile ilgili olabilecek
sorunlari degerlendirin.

Rutin KK testleri yanisira, Mueller Hinton agarin her yeni serisini kullanima sokarken
tim zonlarin istenen sinirlarda olmasini kontrol etmek amaciyla test yapin. Her yeni
agar serisi igin agar kalinligini dlgtn.

Aminoglikozitlerin KK degerleri besiyerindeki divalan katyonlara bagh olarak kabul
edilemeyecek degisimler gosterebilir. Tigesiklin besiyerindeki magnezyum miktari
degisimlerine, trimetoprim-sulfametoksazol timin ve timidin icerigine, eritromisin ise
besiyeri pH’sina duyarhdir ve bunlar ile ilgili sorunlar ortaya ¢ikabilir. Agar kalinliginin
kabul edilebilir sinirlardan kalin olmasi zon ¢aplarinin dar olmasina, ince olmasi ise
zon ¢aplarinin genis olmasina neden olur.

Divalan katyon (Ca?*, Mg?*) konsantrasyonunun yliksek veya diisiik olmasi,
P. aeruginosa ATCC 27853 susunun aminoglikozit zonlarinin, sirasi ile, kalite
kontrol sinirlarinin altinda ve Ustliinde olmasi ile farkedilebilir.

Timin ve timidin dizeylerinin olmasi gerekenden fazla olmasi E. faecalis
ATCC 29212 kontrol susunda trimetoprim-sulfametoksazol inhibisyon
zonlarinin KK sinirlarinin altinda kalmasina neden olur.
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Tablo 4:

Rutin testler icin kalite kontrol susglari

Tiir Sus Ozellik
Escherichia coli ATCC 25922 Duyarli, sokak tipi (Wild type)
NCTC 12241
CIP 76.24
DSM 1103
CCUG 17620
CECT 434
Escherichia coli ATCC 35218 TEM-1 R-laktamaz Ureticisi, ampisilin direngli
NCTC 11954 (B-laktam-inhibitér kombine disklerindeki
CIP 102181 inhibitdrin kontroli icin)
DSM 5923
CCUG 30600
CECT 943
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 ESBL-ureten sus (SHV-18)
NCTC 13368 (B-laktam-inhibitdr kombine disklerindeki
CCUG 45421 inhibitérin kontrolu igin)
CECT 7787

Klebsiella pneumoniae

Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus

Enterococcus faecalis

Streptococcus pneumoniae

Haemophilus influenzae

ATCC BAA-2814

ATCC 27853
NCTC 12903
CIP 76.110
DSM 1117
CCUG 17619
CECT 108

ATCC 29213
NCTC 12973
CIP 103429
DSM 2569
CCUG 15915
CECT 794

ATCC 29212
NCTC 12697
CIP 103214
DSM 2570
CCUG 9997
CECT 795

ATCC 49619
NCTC 12977
CIP 104340
DSM 11967
CCUG 33638

ATCC 49766
NCTC 12975
CIP 103570
DSM 11970
CCUG 29539

KPC-3, SHV-11 and TEM-1

Duyarli, sokak tipi

Zayf B-laktamaz Ureticisi

Duyarli, sokak tipi

Benzil penisiline azalmig duyarlilik

Duyarli, sokak tipi
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Campylobacter jejuni

ATCC 33560
NCTC 11351
CIP 70.2T
DSM 4688
CCUG 11284

Duyarli, sokak tipi
Test kosullari i¢in, EK-A’ya bakiniz

Table 5: Ozel diren¢ mekanizmalarinin saptanmasi igin ek kalite
" | kontrol suslari (genisgletilmis KK)

Tir Susg Ozellik

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 ESBL-Ureten sus (SHV-18)
NCTC 13368
CCUG 45421
CECT 7787

Staphylococcus aureus NCTC 12493 mecA pozitif, metisilin direncli (MRSA)
CCUG 67181

Enterococcus faecalis ATCC 51299 Yiksek-dizey aminoglikozit direngli (YDAD) ve
NCTC 13379 vankomisin direngli resistant (vanB pozitif)
CIP 104676
DSM 12956
CCUG 34289

Haemophilus influenzae ATCC 49247 PBP mutasyonlarina bagl olarak 3-laktamlara
NCTC 12699 azalmis duyarlilik
CIP 104604
DSM 9999
CCUG 26214

Antibiyotik Duyarllik Testlerinde EUCAST Disk Difiizyon Ydéntemi 20

Siriim 11.0 (Ocak 2023)
www.eucast.org



http://www.eucast.org/

Ek A

Campylobacter jejuni ve coli igin disk difiizyon testi yapiimasi

Campylobacter jejuni ve coli icin, EUCAST Onerilerine goére disk difizyon uygulanirken
asagidaki yontem basamaklari (Tablo A1) izlenmelidir.

Tablo Al

Campylobacter jejuni ve coli i¢in disk difiizyon
yontemi

Besiyeri

Defibrine at kani (%5) ve 20 mg/L B-NAD i¢eren Mueller-Hinton agar (MH-
F)

Bakteri yayilmasini dnlemek igin MH-F plaklari kullanilmadan 6nce
kurutulmalidir (20-25°C’de bir gece, veya 35°C’de, petri kapagi acik olarak,
15 dk tutularak).

inokiilum

0.5 McFarland

inkiibasyon

Mikroaerofilik ortam
41+1°C
24 st

inkiibasyon sonucunda yeterli ireme olmalidir. Bazi C.coli izolatlari 24
saatte yeterince tremeyebilir. Bu plaklar hemen etlve kaldirilip inhibisyon
zonlari 40-48 saat sonra degerlendirilmelidir.

Campylobacter spp.nin Gremesi icin uygun kosullari saglamak agisindan
4111°C ‘lik bir inkibasyon 1sisI secilmistir.

Degerlendirme

MH-F plaklarini 6n ylzden, besiyeri kapadi acik ve yansiyan isikta
degerlendirin. Zon kenarlarini, plak, ¢galisma ylzeyine dogru 45-derecelik
acl il eve gdézden 30 cm uzakta tutuldugunda, giplak gézle gérilen tam
inhibisyonun oldugu nokta olarak okuyun.

Kalite
Kontroli

Campylobacter jejuni ATCC 33560
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