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BD Mueller Hinton Fastidious Agar (MH-F)

KULLANIM AMACI

BD Mueller Hinton Fastidious Agar (MH-F), Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi
(EUCAST) tarafindan standartlastirildigi haliyle Greyen organizmalarin klinik izolatlarinin
antimikrobiyal duyarlilik testi igin kullanilir.® Bu besiyeri %5 mekanik olarak defibrinlestirilmis at
kani ile takviye edilen Mueller Hinton Agar'dan ve 20 mg/L 3-NAD'den olusur. Gegerli EUCAST
ilkeleri, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus ssp., Moraxella catarrhalis, Campylobacter
jejuni ve coli, Viridans group streptococci, Streptococcus A, B, C ve G gruplari, Listeria
monocytogenes, Pasteurella multocida ve ayrica Corynebacterium spp.? dahil iireyen
mikroorganizmalar icin MH-F'nin kullaniimasini énerir.

PROSEDUR ILKELERI VE ACIKLAMASI

Mikrobiyolojik yontem.

Ureyen organizmalarin antimikrobiyal duyarlilik testi igin (disk diflizyon metodolojisi ve
uygulamasi, okuma talimatlari dahil) EUCAST tarafindan énerilen gecerli prosedurlere
basvurulmalidir.?

Kisaca, genig Olgude kullanilan Kirby-Bauer Yontemine gore antimikrobiyal duyarlilik testi
prosediirii icin,? birlesik bir organizma inokiilumu, besiyerinin tiim yiizeyinin (izerine swab olarak
uygulanir. Ardindan, belirli miktarda antibiyotik veya diger antimikrobiyal ajanlar ile asilanmig
kagit diskler besiyeri ylizeyine yerlestirilir, plak inktbe edilir ve her bir antibiyotik disk etrafindaki
inhibisyon zonlari dlgulir. Organizmanin bir ajana kargi duyarl (S) veya direngli (R) oldugun
belirlenmesi elde edilen zon boyutlarinin EUCAST Kesme Noktasi Tablolar’'ndakilerle
karsilastiriimasi ile yapilr.*

Dusuk timin-timidin konsantrasyonlari ve Mueller Hinton bazindaki kontrollt kalsiyum ve
magnezyum seviyeleri, disklerin ¢evresindeki blylimeyi kisitlar ve daha dogru inhibisyon zonu
dlctimleri saglar.>® Takviye ediimeyen Mueller Hinton Agar'i, hizli biiyliyen aerobik patojenlerin
duyarlilik testi icin yeterli olsa da, spesifik blyuime takviyelerini gerektiren daha fazla treyen
organizmalar icin yeterli degildir. Defibrinlestiriimis at kani ve NAD ile Mueller Hinton Fastidious
Agar'in bilesimi, antimikrobiyal duyarlilik testinin sonucunda formalin bilesenlerinden minimum
mudahaleyi garantilerken, treyen bakterilerin buyumesini saglar. Mueller Hinton Fastidious
Agar, yukarida aciklandigi gibi cogu ureyen mikroorganizma igin ortak test besiyeridir ve
ureyen mikroorganizmanin antimikrobiyal duyarlilik testi icin ayri besiyeri kullanimini gereksiz
hale getirir.*

REAKTIFLER
BD Mueller Hinton Fastidious Agar (MH-F)
1 Litre Saf Su i¢cin Formul*

Et Ekstrakti 209
Kazein Asit Hidrolizati 175¢g
Nisasta 159
Agar 1709
At Kani, mekanik olarak defibrinlestirilmis | %5
3-NAD 0,02g
pH7,3+0,1

*Performans kriterlerini karsilamak tzere gereken sekilde ayarlanmis ve/veya desteklenmistir.

PA-257491.01 Sayfal/8



ONLEMLER

Yalnizca profesyonel kullanim igindir. @

Mikrobiyal kontaminasyon belirtileri, renk dedisimi, kuruma, ¢atlama veya diger bozulma
belirtileri gortlen plaklari kullanmayin. Kuruma sebebiyle bu besiyerinin asiri bizilmesi hatali
duyarlilk sonugclarina yol acabilir.

Aseptik kullanim proseddrleri, biyolojik tehlikeler ve kullaniimig Grintn atiimasiyla ilgili olarak
GENEL KULLANIM TALIMATLARI belgesine bakin.

SAKLAMA VE RAF OMRU

Alindiktan sonra plaklari kullanana kadar orijinal kapli ambalajinda karanlikta 2 ila 8 °C’de
saklayin. Dondurmaktan ve asiri i1sitmaktan kaginin. Plaklar son kullanma tarihine kadar
(ambalaj etiketine bakin) ve 6nerilen inkiibasyon sirelerinde inkube edilebilir. 10 plaklik agiimis
yiginlardan alinan plaklar temiz bir alanda, 2 ila 8 °C’de saklandiginda bir hafta kullanilabilir.

KULLANICI TARAFINDAN KALITE KONTROLU

Kullanici tarafindan kalite kontrolii igin, EUCAST'in énerilerine basvurulmalidir.’ Temsili érnekleri
her besiyerinde agagidaki suslar ile inokUle edin (detaylar igin, bkz. Ornek Tirleri ve Test
Proseduri). Plaklari tercihen ters konumda, asagida belirtilen sicaklik, zaman ve atmosferik
kosula gore inklbe edin.

Tablo 1: EUCAST ilkelerine gore kalite kontrol suslari igin beklenen test sonuglari’

Sus Antimikrobiyal ajan Aralik (mm) Inkiibasyon
Eritromisin (E-15) 26 - 32
Oksasilin (OX-1) 8-14
Streptococeus 75 a0l sasin (NOR-10) 18- 24 16-20's,
pneumoniae Meropenem (MEM-10) 30- 38 351 °C, CO;
ATCC™ 49619 - - atmosfer e
Trimetoprim-Sulfametoksazol 18 -26
(SXT 1,25-23,75)
Ampisilin (AM-2) 19 - 25
Haemophilus Sefuroksim (CXM-30) 26 - 34 16-20 s,
influenzae Kloramfenikol (C-30) 31-37 35+1 °C, CO;,
ATCC™ 49766 Trimetoprim-Sulfametoksazol 2735 atmosfer
(SXT 1,25-23,75)
Campylobacter Siprofloksasin (CIP-5) 34 -42 24 s,
jejuni Eritromisin (E-15) 27 - 35 41+1 °C,
ATCC™ 33560 Tetrasiklin (TE-30) 30 - 38 mikroaerofilik
(DSM 4688) atmosfer
inokiile edilmemis | Kirmizi ila sarap kirmizisi, opak
besiyerinin
gOrunusu
PROSEDUR

Saglanan Malzemeler
BD Mueller Hinton Fastidious Agar. Mikrobiyolojik agidan kontrol edilmistir.

Saglanmayan Malzemeler

1. Standart inokilum preparati igin %0,9 salin (5 mL miktarinda).

2. Baryum silfat karsilastirma standardi (0,5 mL 0,048 M BaCl, [%1,175 a/h BaCl,2H,0] ila
99,5 mL 0,18 M [0,36 N] H,SO,4 [%1 h/h]) veya

3. inokilumun siispansiyonunun tiirbiditesini 0,5 McFarland standardina esdeger olacak
sekilde ayarlamak icin fotometrik bir cihaz.

4. Yukaridaki materyallere (1-3) alternatif olarak, BD Prompt Inoculation System (volumetrik
inokilum hazirlama araci) kullanilabilir.™

5. Kontrol kiltir - Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, Haemophilus influenzae ATCC
49766 ve Campylobacter jejuni ATCC 33560/DSM 4688.

6. BD Sensi-Disc duyarlilik test diskleri gibi, belirli miktarda antimikrobiyal ajan asilanmis
kagit diskler.
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7. BD Sensi-Disc Self-Tamping 6-place dispenser gibi bir disk dagitma cihazi.

8. Boyutu milimetre cinsinden &lgebilen, cetvel veya baska bir cihaz.

9. %5 CO, igeren bir atmosfer olusturan bir inklibatér veya CO, agisindan zengin benzer
atmosfer olusturan baska bir cihaz.

10. Yardimci kilttir ortami, reaktifler ve gerekli laboratuvar ekipmani.

Ornek Turleri
Bu Urdn klinik 6rneklerden izole edilmis saf kllturlerin duyarlilik testi igin kullanilir (ayni zamanda
bkz. PERFORMANS OZELLIKLERI VE PROSEDURUN KISITLI OLDUGU ALANLAR).

Test Proseduru

Bu metodoloji, EUCAST tarafindan 6nerildigi sekilde dogrudan koloni stispansiyonunu aciklar.

1. Secici olmayan besiyerinden saf, taze (=gece boyu) bir kiltiriin mevcut oldugundan emin
olun. Rutin duyarlilik testleri igin, inokilum morfolojik olarak benzer, gesitli kolonilerin
dogrudan salin sispansiyonu yapilarak hazirlanabilir.

2. Fotometrik bir cihaz kullanarak veya goérsel olarak baryum sulfat standardina esdeger
olacak sekilde (McFarland 0,5 standardi) inokilumu McFarland 0,5 standardinin
yogunluguna ayarlayin.

3. Rutin test amacli olarak BD Prompt Inoculation System gibi, turbidite ayarlanmasi
olmaksizin dogrudan standardizasyona izin veren araclari iceren alternatif inoktlum
hazirlama yéntemleri kabul edilebilir bulunmustur.*

4. Streptococcus pneumoniae tercinen McFarland 0,5 standardinin yogunluguna kan agari
plakasindan stspanse edilir. Streptococcus pneumoniae ¢ikolata agari plakasindan
suspanse edildiginde, inokilum McFarland 1,0 standardina esdeger olmalidir.

5. inokilumu, optimum olarak tirbiditenin ayarlanmasindan itibaren 15 dakika icinde kullanin.
Slspansiyon, daima hazirliktan itibaren 60 dakika icinde kullanilmalidir. Steril bir swabi
uygun bir sekilde seyreltiimis inoklluma daldirin ve fazla sivinin akmasi igin swabi tlpln i¢
Ust duvarina bastirarak birka¢ kez dondurin ve asiri inoktlasyondan kaginin.

6. Inokilasyonun esit dagilmasi icin her siirme isleminden sonra plagi 60° gevirerek tiim agar
yuzeyini U¢ kez surerek BD Mueller Hinton Fastidious Agar uzerine inokulasyon yapin.

7. Diskleri aseptik dnlemler alarak inokilasyondan itibaren 15 dakika i¢cinde kurutulmus
plakaya uygulayin. Plakaya maksimum alti disk yerlestirin. Diskler agara yerlestirildikten
sonra, besiyeri ylzeyi ile tam temas saglamak icin bunlari steril bir igne veya forseps ile
bastirin. Diskler BD Sensi-Disc self-tamping dispenser kullanilarak yuklenmigse bu adim
gerekli degildir.

8. Diskler uygulandiktan sonra 15 dakika icerisinde, plaklari ters gevirin (tercihen) ve inklibatére
yerlestirin. inkiibasyon kosullari Tablo 2’de dzetlenmistir.

2

Tablo 2: Farkl iireyen organizmalar igin EUCAST'a gore inkiibasyon kosullari®

Organizma Inkiibasyon kosulu

Streptococcus grup A,B, Cve G 16-20 s boyunca havada %4-6 CO,'de 35+1 °C
Streptococcus pneumoniae 16-20 s boyunca havada %4-6 CO,'de 35+1 °C
Viridans grubu streptococci 16-20 s boyunca havada %4-6 CO,'de 35+1 °C
Haemophilus spp. 16-20 s boyunca havada %4-6 CO,'de 351 °C
Moraxella catarrhalis 16-20 s boyunca havada %4-6 CO,'de 351 °C
Listeria monocytogenes 16-20 s boyunca havada %4-6 CO,'de 351 °C
Pasteurella multocida 16-20 s boyunca havada %4-6 CO,'de 351 °C
Corynebacterium spp. 16-20 s boyunca havada %4-6 CO,'de 35+1 °C.

16-20 s inkiibasyondan sonra yetersiz biyiyen izolatlar
derhal yeniden inkiibe edilir ve toplam 40-48 s
inklbasyondan sonra inhibisyon zonlari okunur
Campylobacter jejuni ve coli 24 s boyunca mikroaerobik ortamda 41+1 °C.

Bazi C. coli izolatlar 24 s inklibasyondan sonra yeterli
bllyimeye sahip olmayabilir. Bunlar derhal yeniden inkiibe
edilir ve inhibisyon zonlari toplam 40-48 s inkiilbasyondan
sonra okunur
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Sonuglarin Okunmasi

1. inkiibasyondan sonra, birlesik gelisim gériilmelidir. Yalnizca izole koloniler geligirse,
inokulum c¢ok zayiftir ve test tekrar edilmelidir.

2. Kumpas veya cetvel kullanarak, kapagi agilmis ve plagi gézden yaklasik 30 cm mesafede
tutulan en yakin milimetreye yuvarlayarak, disk ¢apini da dahil etmek suretiyle tam
inhibisyon zonlarinin (¢iplak gézle karar vererek) ¢apini élgin.

3. Son nokta ¢iplak gézle saptanabilen, higbir gérinir gelisim gbéstermeyen alan olarak
alinmalidir. Belirgin inhibisyon zonunun kenarina yakin, guglikle saptanabilen kuguk
kolonilerin zayif gelisimlerini goz ardi edin.

4. Cift zonlarin olmasi durumunda, aksi 6zellikle belirtiimedikge i¢ zon dlgtlmelidir.

5. Hemolitik streptococci igin, hemoliz inhibisyonunu degil, biyime inhibisyonunu okuyun.
B-hemolizi genellikle bliyliimez, ancak a-hemolizi ve buyime genellikle ¢cakisir.

2,49,11

Sonuglarin Yorumlanmasi

Kesme noktasi tablolarina bagvurarak zon caplarini yorumlayin.? Spesifik organizmalar ile elde
edilen sonuglar ardindan direngli veya duyarli olarak bildirilebilir. Spesifik blylime 6zellikleri,
yorumlama ve diger kilavuz belgeler hakkindaki ek bilgiler www.eucast.org adresinden
edinilebilir.

PERFORMANS OZELLIKLERiI VE PROSEDURUN KISITLI OLDUGU ALANLAR
BD Mueller Hinton Fastidious Agar EUCAST tarafindan 6nerilen Ureyen organizmalarin
duyarlihdinin test edilmesi igin tasarlanmistir.' Hassasligin yorumlanmasi igin kesme noktalari
tablolari yillik olarak giincellenir ve edinilen sonuglarin diizgiin yorumlanmasi igin en yeni
suriime basvurulmalidir.

Performans Sonuglari

Dahili Performans Degerlendirmesi

BD Mueller Hinton Fastidious Agar'in performansi, 6nerilen kalite kontrol (KK) suslar®
(bkz. Tablo 3) ve Corynebacterium spp., Viridans grubu streptococci, Listeria monocytogenes,
Moraxella catarrhalis, Streptococcus grup A, B, C ve G, Haemophilus ssp. ve Streptococcus
pneumoniae dahil 6nceden karakterize edilen 151 ek sus (bkz. Tablo 4) kullanilarak dahili
olarak dogrulandi.

Tablo 3, KK susglari i¢in valide edilmis antimikrobiyal ajanlari 6zetler. Aksi belirtiimedikge, valide
edilen antimikrobiyal ajanlar igin belirlenen inhibisyon zonu boyutlari belirtien EUCAST
inhibisyon zonu capi araliklari dahilindedir.® H. influenzae ATCC 49766 icin, Amoksisilin-
klavulanik asit EUCAST tarafindan énerilen araliklarin diginda inhibisyon zonlari géstermistir.®
S. pneumoniae ATCC 49616 icin, Sefepim, Sefpodoksim ve Sefuroksim EUCAST tarafindan
onerilen gap araliklarinin disinda inhibisyon zonlari géstermistir.’

151 ek karakterize edilmis Ureyen bakterinin antimikrobiyal duyarlilik testi (bkz. Tablo 4),
inhibisyon zonlarinin yeterli okumasini saglayan, onerilen inkibasyon surelerinden sonra
biyume ve EUCAST kesme noktalarina gore ilgili antimikrobiyal direncin determinasyonunu
gOstermistir basarili®.
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http://www.eucast.org/

Tablo 3: Valide edilmis antimikrobiyal ajanlar ve kalite kontrol suslari. Aksi
belirtiimedikge, inhibisyon zonu ¢aplari, ilgili EUCAST araliklari dahilindedir.’
Iraksak inhibisyon zonlari belirtilmigtir

Antimikrobiyal Disk igerigi | H.influenzae | S.pneumoniae | C.jejuni ATCC
ajan (ng) ATCC 49766 ATCC 49616 33560
Ampisilin 2 v v
Kiavulanie aeit 1 20 - 30 mm*
Benzilpenisilin 1 Unite v v
Sefaklor 30 v
Sefepim 30 v 35-39 mm'
Sefiksim v
Sefotaksim v v
Sefpodiksim 10 v 33-39 mm'
Seftarolin 5 - -
Seftibuten 30 v
Seftriakson 30 v v
Sefuroksim 30 v 33-38 mm'
Kloramfenikol 30 v v
Siprofloksasin v v v
Klindamisin v
Doripenem 10 v v
Ertapenem 10 v v
Eritromisin 15 v v v
Imipenem 10 v v
Levofloksasin 5 v v
Linezolid 10 v
Meropenem 10 v v
Minosiklin 30 v v
Moksifloksasin 5 v v
Nalidiksik asit 30 v
Nitrofurantoin 100 v
Norfloksasin 10 v
Ofloksasin 5 v v
Oksasilin v
Rifampisin 5 v v
Teikoplanin 30 v
Telitromisin 15 v v
Tetrasiklin 30 v v v
Tigesiklin 15 v
Sufametoksazol | 1252375 d d
Vankomisin 5 v

v EUCAST arali§i dahilindeki inhibisyon zonlarini gésterir.”
! Ortalama inhibisyon zonu araliklari, 6nerilen EUCAST KK araliklarinin disindadir. Litfen
karsilastirmak igin EUCAST tarafindan sunulan en yeni KK énerilerine basvurun.9

* H. influenzae NCTC 8468, sira digi biyime 6zellikleri nedeniyle 2016'da KK Tablolari'ndan

cikariimigtir. Bunun yerine, rutin KK i¢in H. influenzae ATCC 49766 onerilir’.
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Tablo 4: Valide edilmis iireyen organizmalara ve antimikrobiyal ajanlara genel bakig

Toplam sus sayisi: 151
g
‘o 0
8 %) =
Disk g S 2|< "
Antimikrobiyal icerigi | o | 5 | © kS 8__ 2| o é’, 2 £ E| g )
ajan 8| 5| 2| ¢ Sl s|w |2 | 3 X | € o
(g) Nl=|E o m"g n | c | o IS g | & o |5 s k=
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£Ela|&|a|50 2lo|lE|la|ln|l|&8|x|>5|®|L|o]lE
T |T|T|s|0h|S|S|LH|l0|]o|d|d]o|d|d]0]0 |a
19| 6 | 1|19 41 |22 7|9 | 4|3 |3 |2|1]|]2|1]|6]|4]|3
Ampisilin 2 v v v vz
vl o 21 Y Y v
Benzilpenisilin 1 Unite v v | v 4 v v
Sefaklor 30 v
Sefazolin 30 v
Sefepim 30 4 v v
Sefiksim 5 v v
Sefotaksim 5 v v v
Sefpodiksim 10 v v
Seftarolin 5
Seftibuten 30 v
Seftriakson 30 v V| v
Sefuroksim 30 v v | v
Kloramfenikol 30 v v v v
Siprofloksasin 5 v v v v v
Klindamisin 2 V| v |V v
Doripenem 10 v v
Ertapenem 10 v v
Eritromisin 15 v 4 v v | v v
Gentamisin 10 4
Imipenem 10 v v
Levofloksasin 5 v v v v
Linezolid 10 V| v v
Meropenem 10 4 V| v
Minosiklin 30 v v v
Moksifloksasin 5 v v v v v
Nalidiksik asit 30 v v
Nitrofurantoin 100 v
Norfloksasin 10 vV
Ofloksasin 5 v v v
Oksasilin 1 v
Rifampisin 5 v v v v
Teikoplanin 30 V| v |V
Telitromisin 15 v v v v
Tetrasiklin 30 v v v v v v
Tigesiklin 15 v
Trimethoprim 5 v
Trimetoprim- 1,25- v v v | v
Sulfametoksazol 23,75
Vankomisin 5 v v v
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Harici Performans Degerlendirmesi

Harici bir performans degerlendirmesinde, BD Mueller Hinton Fastidious Agar

(BD Mueller Hinton Ureyen Agar) tizerinde 169 (karakterize) klinik izolat test edildi. Bagka
mevcut bir Mueller Hinton Fastidious (Mueller Hinton Ureyen) besiyeri ile duyarlilik sonuglarinin
eszamanli karsilastiriimasi, belirlenen direng kategorisi icin (sirasiyla, S, hassas, R, direngli
veya |, ara) %99,8 esdegerlik oranini gosterdi. BD MH-F, 6nerilen inkiibasyon siresinde
inkube edildiginde, test edilen tum organizmalarin buyumesini destekledi basarili.

Tablo 5: Harici performans degerlendirmesi sirasinda BD Mueller
Hinton Fastidious Agar (MH-F) (BD Mueller Hinton Ureyen Agar)
Uzerinde test edilen klinik izolatlar

Haemophilus influenzae 28 24
Streptococcus pneumoniae 32 27
Campylobacter jejuni 31

Streptococcus grup A, B, Cve G 10

Viridans grubu streptococci 10 14
Moraxella catarrhalis 11 9
Pasteurella multocida 9
Pasteurella canis 1 9
Listeria monocytogenes 10 5
Campylobacter coli 10 3
Corynebacterium ssp. 10 9
Haemophilus ssp. 12 6
Toplam sus sayisi 169

Prosediiriin kisith oldugu alanlar

Disk difizyonu duyarlilik testi yalnizca saf kiltrlerle kullanim igin tasarlanmistir. Duyarlilik testi
hazirlanmadan 6nce izolatin Gram boyamasi ve olasi tanimlamasinin yapilmasi énerilmektedir.
Bazi organizma-antimikrobiyal ajan kombinasyonlarinda, inhibisyon zonu keskin sinirli
kenarlara sahip degildir (S. pneumoniae ile bulanik zon kenarlari gézlemlenmistir), bu da hatal
yorumlamaya neden olabilir. Liitfen ayrintili bilgiler icin EUCAST okuma kilavuzuna basvurun.*
Disk difuzyon duyarlilik testlerini etkileyen gesitli faktorler tanimlanmistir. Bunlar besiyeri, agar
derinligi, disk potensi, inokiilum konsantrasyonu, inokiilum yasi ve pH'i kapsar.*

Hatali inokiilum konsantrasyonu dogru olmayan sonuglar verebilir. inokiilum ¢ok yogun ise
inhibisyon zonu ¢ok kigtk olabilir ve inokilum ¢ok zayifsa ¢cok genis ve 6lgcimu zor olabilir. Bu
nedenle, dizgin olmayan kullanim nedeniyle potansiyel yanlis sonug riskini minimuma indirmek
icin inokdlum ve inokile edilmis plakalarin kullanimina iliskin EUCAST ilkelerinin takip edilmesi
dnemle 6nerilir.* Antimikrobiyal disklerin uygun olmayan sekilde saklanmasi potens kaybina veya
hatali direngli sonuglara neden olabilir. Uygun olmayan saklama sebebiyle besiyerinin agiri
blzulmesi hatali duyarli sonuglara yol acabilir.

Bir organizmanin spesifik bir antimikrobiyal ajana in vitro duyarliligi ajanin in vivo olarak etkili
olacagi anlamina gelmez. Sonuglarin yorumlanmasinda yol gésterici olmasi agisindan ilgili
referanslara bakin.'**
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