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EUCAST disk difiizyon testi ve sivi mikrodiliisyon yéntemi ile MiK
degerlerinin belirlenmesi icin besiyeri hazirlanmasi

A. Disk difiizyon testi icin besiyeri

Mueller-Hinton agar (MHA) ve defibrine at kani + B-NAD eklenmig MHA (MH-F)

MH agar, kolay Ureyen organizmalarin disk diftizyon testinde kullaniimaktadir.

MH-F agar, mekanik yoéntemlerle defibrine edilmis %5 at kani ve 20 mg/L $-NAD
iceren MHA, Streptococcus spp. (S. pneumoniae dahil), Haemophilus spp., Moraxella
catarrhalis, Listeria monocytogenes, Campylobacter spp., Pasteurella multocida,
Corynebacterium spp. ve diger bazi guc Ureyen organizmalarin test edilmesinde
kullaniimaktadir.

Agar plaklari besiyeri firmalarindan hazir besiyeri formunda ticari olarak temin
edilebilir veya asagida tarif edildigi sekilde laboratuvar tarafindan hazirlanabilir:

Maddeler

1. | Ticari kaynaklardan temin edilen MHA toz besiyeri.

2. | Mekanik yontemlerle defibrine edilmis at kani.

3. | B-nikotinamid adenin dintikleotid (3-NAD), saflik 2%98.

B-NAD stok ¢dzeltisinin hazirlanmasi

1. | B-NADYyi steril deiyonize su igerisinde konsantrasyonu 20 mg/mL olacak sekilde ¢dzin.

2. | Cozeltiyi 0.2 um membran filtreden gecirerek steril edin.

3. | Stok ¢ozeltisi porsiyonlara ayrilarak -20°C’de saklanabilir ve gerektikce ¢cozilerek
kullanilabilir. Kullanilmayan ¢6zelti tekrar dondurulmamalidir.
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Agar plaklarinin hazirlanmasi

1. | MHA'y Ureticinin talimatlari dogrultusunda hazirlayin ve otoklavlayin.

2. | Besiyerini 42-45°C’ye sogutun.

3. | MH-F icin, aseptik olarak besiyerinin her bir litresine mekanik yontemlerle defibrine
edilmis 50 mL at kani ve 1 mL B-NAD stok ¢ozeltisi ekleyin. lyice karistirin ve hemen
dagitin.

4. | Besiyerini steril Petri plaklarina besiyeri kalinligi 4 mm + 0.5 mm olacak sekilde dagitin
(90 mm capli dairesel plaklar i¢in yaklasik 25 mL, 100 mm caph dairesel plaklar icin 31
mL, 150 mm ¢apli dairesel plaklar i¢cin 71 mL, 100 mm kenar uzunlugu olan kare plaklar
icin 40 mL).

5. | Plaklarn hareket ettirmeden 6nce agarin donmasini bekleyin.

6. | Kullanim 6ncesi agarin ylzeyi kuru olmalidir. Plaklari kurutma gereksinimi ve agar
yuzeylerini kurutmak igin gerekli sure, saklama ve kurutma kosullarina baghdir. Plaklar
asiri kurutmayin.

Agar plaklarinin depolanmasi

1. | Plaklari hava alabilen plastik kutularda 8-10°C’de saklayin. Eger plaklarin yedi ginden
daha uzun sirelerde saklanmasi gerekecekse, plaklarin sikica kapanabilen plastik
kutularda, 4-8°C’de saklanmasi gibi alternatif depolama kosullari gerekebilir.

2. | Laboratuvar tarafindan hazirlanan plaklar icin plaklarin kurutulmasi, depolama kogullari
ve raf émri laboratuvar kalite giivencesi programi kapsaminda belirlenmelidir.

3. | Ticari hazir besiyerleri Ureticinin dnerileri dogrultusunda depolanmal ve etiketinde
belirtilen son kullanim tarihine gére kullaniimalidir.

4. | Plastik torbalarda veya sikica kapanabilen kutularda saklanan MH-F agar plaklarinin
(ticari veya laboratuvar tarafindan hazirlanmis) kullanim dncesinde kurutulmasi
gerekebilir. Bunun amaci belirsiz zon sinirlari ve/veya zon iginde puslu gériiniime
neden olabilecek asiri nemin gideriimesidir.

Kalite kontrol

1 Ylzey pH elektrodu kullanarak pH degerinin 7.2-7.4 araliginda oldugunu kontrol edin.

2 Agar kahinhginin 4 mm + 0.5 mm oldugunu kontrol edin.

3 Besiyerinin test edilmesi amaglanan organizmalar icin uygun kontrol kéken(ler)i
kullanildiginda gigli bir reme sagladigini kontrol edin.

4 Kullanilan tim bakteri-antimikrobik madde kombinasyonlari igin inhibisyon zonlarinin
kontrol sinirlar icerisinde oldugunu kontrol edin.
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B. Sivi mikrodiliisyon yéntemiyle MiK belirlenmesi icin besiyeri

Katyonu ayarlanmig Mueller-Hinton sivi besiyeri (MHB) ve hemolizli at kani + -
NAD eklenmig MHB (MH-F sivi besiyeri)

MH sivi besiyeri, ISO standardi 20776-1, 2006’ya gbére, kolay Greyen organizmalarin
sivi mikrodiliisyon testi icin katki icermeyen katyonu ayarlanmis Mueller-Hinton sivi
besiyeri kullaniimaktadir.

MH-F sivi besiyeri, %5 hemolizli at kani ve 20 mg/L B-NAD eklenmig MH sivi
besiyeri, Streptococcus spp. (S. pneumoniae dahil), Haemophilus spp., Moraxella
catarrhalis, Listeria monocytogenes, Campylobacter spp., Pasteurella multocida,
Corynebacterium spp. ve diger bazi gic¢ Ureyen organizmalarin test edilmesinde
kullaniimaktadir.

MH-F sivi besiyeri agagida tarif edildigi sekilde hazilanir:

Maddeler

1. | Ticari kaynaklardan temin edilen katyonu ayarlanmis MHB.

2. | %50 hemolizli at kani.

3. | B-nikotinamid adenin dintikleotid (3-NAD), saflik 2%98.

%50 hemolizli at kani stok ¢dzeltisinin hazirlanmasi

1. | Aseptik olarak at kanini esit miktarda steril deiyonize su ile sulandirin.

2. | Kani bir gece -20°C’'de dondurun ve ardindan ¢6ziin. Bu dénglye tim hicreler
tamamen hemoliz olana dek tekrar edin (U¢ dongu genellikle yeterlidir ama ISO
standardi 20776-1 yedi kadar dénguntin gerekli olabilecegini 6nermektedir).

3. | %50 hemolizli at kanini santrifujleyerek berrak bir gérinim almasini saglayin. Berrak
bir ¢dzelti degerlendirme igin sarttir. Berrak olmayan ¢dzeltinin sebebi uygun olmayan
lizis veya santrifiigasyona bagl olabilir. Santrifigasyonun tekrarlanmasi ¢ozeltinin
berrakhiginda iyilesmeye yardimci olabilir.

4. | Stok ¢ozeltisi porsiyonlara ayrilarak -20°C’de saklanabilir ve gerektikce ¢ozilerek
kullanilabilir. Kullaniimayan ¢6zelti tekrar dondurulmamalidir.
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B-NAD stok ¢dzeltisinin hazirlanmasi

1. | B-NADyi steril deiyonize su igerisinde konsantrasyonu 20 mg/mL olacak sekilde ¢6zin.
2. | Cozeltiyi 0.2 um membran filtreden gecirerek steril edin.
3. | Stok ¢ozeltisi porsiyonlara ayrilarak -20°C’de saklanabilir ve gerektikce ¢cozilerek

kullanilabilir. Kullanilmayan ¢ézelti tekrar dondurulmamalidir.

MH-F sivi besiyerinin hazirlanmasi

1. | Katyonu ayarlanmis MHB'yi Ureticinin talimatlari uyarinca hazirlayin ve otoklavlayin,
ancak hemolizli at kani ekleneceginden her bir litre icin 200 mL az deiyonize su
kullanin.

2. | Besiyerini 42-45°C’ye sogutun.

3. | Aseptik kosullarda 100 mL %50 hemolizli at kani ve 1 mL B-NAD stok ¢ozeltisini 1 litre
besiyerine ekleyin ve iyice karistirin,

4. | Vidahl kapakli steril tiplere MH-F sivi besiyerini dagitin.

MH-F sivi besiyerlerinin depolanmasi

1.

MH-F sivi besiyerlerini 4-8°C’de saklayin.

2.

Depolama kosullari ve raf émri laboratuvar kalite glivencesi programi kapsaminda
belirlenmelidir. Raf émri olarak 3 ay 6n gorulebilir.

Kalite kontrol

1 pH degderinin 7.2-7.4 arahdinda oldugunu kontrol edin.

2 Besiyerinin test edilmesi amaglanan organizmalar i¢in uygun kontrol koken(ler)i
kullanildiginda gliclii bir Greme sagladigini kontrol edin.

3 Kullanilan tim bakteri-antimikrobik madde kombinasyonlari icin MiK degerlerinin kontrol

sinirlar icerisinde oldugunu kontrol edin.




