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Hizh Greyen belirli anaerop bakteriler igin %5 defibrine at kanh “Fastidious
Anaerobe Agar (FAA-HB)” ile EUCAST disk difiizyon yontemi

* Bu yontem Bacteroides spp., Prevotella spp., Fusobacterium necrophorum, Clostridium
perfringens ve Cutibacterium acnes turlerinde, 16-20 saat inklbasyon slresi sonrasi i¢in onay

almistir. Diger anaerop bakteri tirlerinde ve 20 saat inkiibasyon siresi sonrasinda kullanilamaz.

Bir oncek siiriimden sonraki (1.0) degisiklikler

Bolim Degisiklik

Genel FAA seklinde olan besiyeri kisaltmasi FAA-HB olarak degistirildi

Besiyeri, 1c Laboratuvar tarafindan yapilan FAA-HB besiyerinin beklenen raf émrd,
14 gunden 21 gune ¢ikartildi

inkiibasyon, 1a Clostridium perfringens’de plaklara yayim oéncesi, pamuk uglu

inkiibasyon, 1b ekivyondan fazla sivinin uzaklastiriimasi igin yeni yorum eklendi

inokiilasyon, 2a FAA-HB'de kuguk koloni seklinde ureyen bazi Prevotella spp. igin,

Coziim onerisi, 1b plaklara dikkatli bir sekilde yayma isleminin yapilmasinin 6zellikle 6nemli
oldugu bilgisi eklendi.

Coziim onerisi, 1a Ticari FAA-HB plaklarinin igerigine iliskin bilgi eklendi

Coziim Onerisi, 1c Her plaga yerlestirilebilecek disk sayisina iligkin ek bilgi eklendi

KK tablolan Anaerop kalite kontrol suslari igin kalite kontrol kriterleri bu belgeden
EUCAST KK Tablosu v. 13.0 belgesine tasindi
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Besiyeri

1. Mekanik olarak elde edilen %5 defibrine at kani iceren “Fastidious Anaerob Agar” (FAA-HB)
kullanin ve baska bir katki maddesi kullanmayin.
a. Besiyerinin kalinhd@i 4 mm + 0.5 mm olmalidir.

b. Laboratuvar kosullarinda hazirlanan plaklar igin, besiyerine kan eklemeden &nce
besiyerinin 42-45°C’ye kadar sogumasini bekleyin.

c. Laboratuvar kosullarinda hazirlanan plaklar, havalandirmali raflarda 4-8°C'de ve isiktan
korunarak saklanmalidir. Raf émrd, laboratuvar kalite glivence programinin bir pargasi
olarak belirlenmelidir; ancak, minimum 21 gunlik raf 6mri beklenebilir.

d. Ticariolarak saglanan plaklar, treticinin 6nerdigi sekilde saklanmali, 1giktan korunarak,
son kullanma tarihinden énce kullaniimalidir.

e. FAA-HB plaklari inokilasyondan 6nce asirn nemden kaginmak igin kurutulmalidir.
Plaklarin nemli kalmasi belirgin olmayan zon sinirlarina, yayilmaya ve/veya zon iginde
puslu gériinime neden olabilir.

Asagidaki isemlerden biri uygulanabilir
i. Bir gece 20-25°C’de kurutun veya
i. Kapagl c¢ikarimis halde 35°C’de 15 dakika kuruttun. Bu igslemden Once
plaklarin oda sicakligina ulagsmasi gerekir.
iii. Plastik torbalarda veya kapali kaplarda saklanan plaklar igin, plaklarin énce (i)
ve ardindan (ii)'ye gére kurutulmasi gerekli olabilir.
f.  FAA-HB plaklarini kullanmadan énce anaerop ortamda 6n indirgeme yapmayin.

inokiilumun hazirlanmasi

1. Segcici olmayan bir besiyerinde bir gecelik anaerp kiiltirden, steril 6ze veya steril pamuk uglu
ekuvyon kullanarak, kolonileri toplayin. Morfolojik olarak benzer olan birkag koloniyi kullanin.

2. Kolonileri %0,85 serum fizyolojikte stispanse edin ve esit bir bulanikliga kadar karistirin.

3. Inokilum sispansiyonunun yodunlugunu serum fizyolojik ve daha fazla bakteri ekleyerek
McFarland 1.0 (0.9-1.1)’e ayarlayin. Fotometrik cihaz kullanimi énerilir.

4. Suspansiyon hazirlandiktan sonra 15 dakika igerisinde kullaniimahdir.

Agar plaklarinin ekimi

1. McFarland 1.0 siispansiyona steril pamuk uglu ekivyonu batirin.
a. Bacteroides spp. ve Clostridium perfringens’de, plaga yodun inokilum aktariimasini
engellemek amaci ile eklivyonu tipln i¢ duvarinda déndirerek fazla siviyi uzaklastirin.
2. Cizgiler arasinda bosluk olmadigindan emin olarak inokulumu agar ylzeyinin tamamina esit
sekilde yayin.
a. Bu oOzellikle FAA-HB Uzerinde kiglik koloni olusturarak treyen Cutibacterium acnes ve
bazi Prevotella spp. gibi tirler igin dnemlidir.
Agar plaklarinin dogru bir sekilde ekimi, kolonilerin birbirleriyle birleserek tabaka olusturabilmesini
ve diizgin dairesel inhibisyon zonlarinin elde edilebilmesini sadlar.
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Antibiyotik disklerinin yerlestirilmesi

1. EUCAST Sinir Deger ve Kalite Kontrol Tablolari’nda belirtilen disk i¢eriklerini kullanin.
2. Disklerin ambalajlarini/saklama kaplarini agmadan 6nce, oda sicakligina gelmelerini bekleyin.
3. Diskleri inokilasyondan sonra 15 dakika igerisinde yerlestirin
a. Diskleri, agar plagina sikica yerlestirin. Diskler bir kez agar plagina yerlestirildikten
sonra yerinden oynatiimamalidir.
b. Zonlarin i¢ ice girmesini dnlemek icin. Plakta yer alacak disk sayisi sinirlanmahdir. En
uygunu 90mm lik bir petride 3 diskten fazla kullanilmamasidir (Bacteroides spp. igin
dort disk kullanilabilinir).

Plaklarin inkiibasyonu

1. Plaklari ters cgevirin ve agar yuzeyinden disklerin dismediginden emin olun. Diskleri
yerlestirdikten sonra 15 dakika igerisinde inklibasyonu baslatin.
2. FAA-HB plaklarini anaerop atmosferde 35-37°C’de 16-20 saat inkibe edin.
a. Anaerop kosullar, anaerop bir kabinde veya anaerop gaz Ureten zarflar kullanarak
kavanozlarda veya Anoxomat gibi bir gaz tretme sistemiyle elde edilebilir.
b. Zon gaplarini etkileyip yorumlama kriterlerininde hataya yol agacagindan, uzun sureli
inkiibasyona (20 saatten fazla) izin verilmez.

inhibisyon zonlarinin degerlendirilmesi

1. Dogru bir inoktlum ile, kolonilerin birbirleriyle birleserek tabaka olusturdugu, tim agar yizeyine
esit yayilan bir Greme g6zlenmelidir. Eger Greme bu sekilde degil ise, test tekrarlanmali veya
MiK yéntemi kullaniimalidir.

2. Plaklari, kapaklari kaldirildiktan sonra yansiyan igikta degerlendirin.

3. Plaklarn ¢alisma tezgahindan 45 derecelik bir agiyla, gézden yaklasik 30 cm uzakta tutun ve
zon kenarlarini giplak gdzle bakildiginda uremenin tam inhibe oldugu nokta olarak
degerlendirin.

4. inhibisyon zonunun gapini en yakin milimetreye gore, bir cetvel veya cap 6lger (kumpas) ile
olgln.

a. Zon icinde puslu bir gérinim var ise, en net olan zon kenarini degerlendirin. Keskin
zon kenarlarini gérebilmek i¢in plaga kendinize dogru egim verin.

b. Cift zon olusmasi durumunda igteki zonu 6élgln.

c. Zonlari degerlendirirken hemoliz ve yayilmayi dikkate almayin.

5. inhibisyon zonu igindeki kolonileri dikkate alin. Klindamisin’de, zon iginde iireyen kolonilerin
saptanmasi i¢in zonlarin dikkatlice degerlendirilmesi 6zellikle 6nemlidir.

6. FAA-HB'de Anaerop bakteriler Disk difizyon Dederlendirme Kilavuzunda’ degerlendirme
orneklerini iceren resimler mevcuttur.
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Kalite Kontrolu

Her test uygulamasinda kalite kontrolii (KK) gerceklestirin. KK susunun, bir gecelik kilttrini kullanarak,
klinik izolatlarla ayni test slregini izleyin.

a. Testperformansini degerlendirmek igin Bacteroides fragilis ATCC 25285 ve Clostridium
perfringens suslarini kullanin. KK araliklari ve hedefleri icin, EUCAST KK Tablolarr’na
bakin.

b. Clostridium perfringens DSM 25589 susu ve 5 pg metronidazol diskini, anaerop
atmosfer olusumunu gézlemlemek i¢in kullanin.

Bu kombinasyonun anaerop atmosferin duyarli bir gdstergesi oldugu goésterilmistir.
Yetersiz anaerop atmosfer, anaerop bakterilerin Gremesini ve duyarlilik test sonuglarini
etkileyebilir. Degerlendirme kriterleri icin EUCAST KK Tablolari’na bakiniz.
i. Anaerop kabinlerde anaerop atmosfer kontroli 6zel dikkat gerektirir. Dizenli
servis ve teknik kontrol gereklidir.

Cozum Onerisi

1. Kalite Kontrol sonuglarinin aralik disinda olmasinin bir veya daha fazla nedeni olabilir. Givenilir
sonugclar elde etmek icin protokole siki sikiya bagli kalmak gerekir.
Sorun giderme kilavuzu:
a. Besiyeri

i. FAA-HB plaklari yukaridaki talimatlara goére saklaniyor ve kurutuluyor mu?

ii. Agar derinligi 4,0 £ 0,5 mm mi? Hedef agar derinligi 4,0 mm'dir ve £ 0,5 mm
rastgele sapmalarin hesaba katilmasina izin verir, ancak sistematik sapmalari
saptayamaz.

ii. Ticari FAA-HB plaklari EUCAST onerilerine gore tek katki maddesi olarak %5
mekanik olarak defibrine edilmis at kani ile mi hazirlaniyor?

b. Plaklarin ekimi

i. Inokulumun tiim agar (izerine tamaman yayildigindan ve gizgiler arasinda

bosluk olmadigindan emin olun.
1-Bu o6zellikle FAA-HB Uzerinde kiglk koloniler olusturarak Ureyen
Cutibacterium acnes ve bazi Prevotella spp. gibi tirler icin dnemlidir.

c. Bacteroides spp. ve Clostridium perfringens’de, plaga yogun inokilum aktariimasinin
engellemek amaci ile eklivyonu tlpln i¢ duvarinda déndirerek fazla siviyir uzaklastirin

e. Antibiyotik diskleri
i. Kontrolsiiz tremeler ve zonlarin Ust Uste binmesini 6nlemek igin, plak
Uzerindeki disk sayisi kisith olmalidir. Gogu tir ve antibiyotik i¢in, 90 mm'lik bir
petride Ug disk kullanilabilir, ancak bazi izolatlar i¢in bu, plak basina iki disk
kadar dusuk olabilir.
ii. Kartuslari agmadan once disklerin oda sicakligina gelmesini bekleyin ve
disklerin saklanmasina iligkin énerilere uydugunuzdan emin olun.

f. Inkibasyon
i. Anaerop atmosferi (nasil olusturulduguna bakilmaksizin) diizenli olarak kontrol
edin.

1. Anaerop kabinlerde anaerop atmosfer, diizenli servis ve teknik kontrol
gerektirir. Atmosfer ve sicaklik, kabinin plak yiklenme ve bosaltima
icin ne siklikta acildigindan ve kabindeki plaklarin miktarindan
etkilenebilir.

2. Anaerop inklbasyon igin kavanozlari kullanirken sizinti olmadigindan
emin olun.
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ii. FAA-HB agarda, anaeroplarin disk difizyon yéntemine iliskin EUCAST sinir
degerleri ve KK kriterleri yalnizca 16-20 saatlik inkiibasyon igin onayhdirr.
1. Zon caplarini énemli olgide etkileyebilecedi igin, uzun sUreli
inkiibasyona izin verilmez.

g. Zonlarin degerlendiriimesi
i. Yukarida listelenen anaeroplar igin 6zel okuma talimatlarini izlediginizden emin
olun. FAA-HB'de Anaerop bakteriler Disk difizyon Degerlendirme
Kilavuzunda’ de degerlendirme drneklerini iceren resimler mevcuttur.




