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BD Mueller Hinton Fastidious Agar (MH-F)

NAMJENA

Agar za zahtjevne mikroorganizme BD Mueller Hinton Fastidious Agar (MH-F) upotrebljava
se za testiranje antimikrobne osjetljivosti klinickih izolata zahtjevnih mikroorganizama koje je
standardiziralo Europsko povjerenstvo za testiranje antimikrobne osjetljivosti (EUCAST).! Ova
se podloga sastoji od agara Mueller Hinton nadopunjenog s 5 % mehanicki defibrinirane konjske
krvi i 20 mg/L 3-NAD. Prema vazec¢im smjernicama povjerenstva EUCAST preporucuje se
upotreba agara MH-F za zahtjevne mikroorganizme ukljuujuéi Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus ssp., Moraxella catarrhalis, Campylobacter jejuni i coli, skupina streptokoka
Viridans, skupine streptokoka A, B, C i G, Listeria monocytogenes, Pasteurella multocida, kao i
Corynebacterium spp.”

NACELA | OBJASNJENJE POSTUPKA

MikrobioloSka metoda.

Za testiranje antimikrobne osjetljivosti zahtjevnih mikroorganizama (uklju€ujuéi metodologiju i
implementaciju disk difuzije te upute za Citanje) potrebno je uzeti u obzir postojece postupke
koje preporuéuje EUCAST.?

Ukratko, za testiranje antimikrobne osjetljivosti na temelju opéeprihvaéene metode Kirby-Bauer,?
konfluentan inokulum organizama Stapi¢em se nanosi na Citavu povrsinu podloge. Papirnati
diskovi impregnirani toéno odredenim koli¢inama antibiotika ili drugih antimikrobnih agensa
stavljaju se na povrsinu podloge, ploCica se inkubira te se mjere zone inhibicije oko svakog
antibiotskog diska. Utvrdivanje je li organizam osjetljiv (S) ili rezistentan (R) na agens vrSi se
usporedbom veli€ina zona s onima koje su navedene u tablicama granicnih vrijednosti
povjerenstva EUCAST.*

Niske koncentracije timina i timidina i kontrolirane razine kalcija i magnezija u bazi

Mueller Hinton ograni€avaju nastajanje rasta oko diskova te omoguc¢avaju toénija mjerenja
zona inhibicije.>® lako nenadopunjeni agar Mueller Hinton pogoduje testiranju osjetljivosti
brzorastucih aerobnih patogena, on nije pogodan za zahtjevnije organizme za koje su potrebni
posebni dodaci za rast. Sastav agara za zahtjevne mikroorganizme Mueller Hinton Fastidious
Agar s defibriniranom konjskom krvi i NAD-om omogucuje rast zahtjevnih bakterija, istodobno
jamceci minimalno mijeSanje sastojaka formule u rezultat testiranja antimikrobne osjetljivosti.
Agar za zahtjevne mikroorganizme Mueller Hinton Fastidious Agar uobiCajena je testna
podloga za najzahtjevnije prethodno navedene mikroorganizme koja uklanja potrebu za
zasebnim podlogama za testiranje antimikrobne osjetljivosti zahtjevnih mikroorganizama.*

REAGENSI
Agar za zahtjevne mikroorganizme BD Mueller Hinton Fastidious Agar (MH-F)
Formula* po litri prociS¢ene vode

Ekstrakt mesa 209
Kiseli hidrolizat kazeina 17549
Skrob 159
Agar 170g
Konjska krv, mehanicki defibrinirana 5%
R3-NAD 0,02 g
pH7,3+0,1

*Prilagodeno i/ili dodano prema potrebi kako bi se udovoljilo kriterijima u€inkovitosti.
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MJERE OPREZA

Samo za profesionalnu primjenu. @

Ne upotrebljavajte plocice ako imaju vidljive znakove kontaminacije mikrobima, promjene boje,
susenja, pucanja ili druge znakove pogor3anja kvalitete. Preveliko skupljanje podloge uslijed
suSenja moZe dovesti do laZznih rezultata osjetljivosti.

Pogledajte dokument OPCE UPUTSTVO ZA UPORABU o postupcima aseptiénog rukovanja,
bioloskim opasnostima i odlaganju iskoristenog proizvoda.

CUVANJE | ROK VALJANOSTI

Po primitku pohranite plocice na tamnom mijestu pri temperaturi od 2 do 8 °C u originalnom
pakiranju do trenutka upotrebe. Pazite da ne dode do smrzavanja i pregrijavanja. PloCe se
mogu inokulirati do datuma isteka valjanosti (pogledajte naljepnicu na pakiranju) te inkubirati
tijiekom preporucenih rokova inkubacije. Plo€ice iz otvorenih pakiranja po 10 plogica mogu se
koristiti tiedan dana ako se ¢uvaju na Cistom mjestu pri temperaturi od 2 do 8 °C.

KORISNICKA KONTROLA KVALITETE

Za korisniku kontrolu kvalitete potrebno je pogledati preporuke povjerenstva EUCAST.?
Inokulirajte reprezentativne uzorke dolje navedenim sojevima na svim podlogama (za detalje
potrazite Vrste uzoraka i Postupak ispitivanja). Inkubirajte ploCice, po mogucnosti u okrenutom
poloZaju, u skladu s dolje navedenom temperaturom, viemenom i atmosferskim uvjetima.

Tablica 1: O&ekivani rezultati za sojeve koji sluze za kontrolu kvalitete u skladu sa smjernicama
povjerenstva EUCAST®

Soj Antimikrobni agens Raspon Inkubacija
(mm)
Eritromicin (E-15) 26 - 32
Oksacilin (OX-1) 8-14
s;reefrtﬁgﬁi‘;‘éus Norfloksacin (NOR-10) 18- 24 15’1_0(230 (r:]b?f
ATCC™ 49619  |-Meropenem (MEM-10) 30-38 atmosfera
Trimetoprim-sulfametoksazol 18 -26
(SXT 1,25 — 23,75)
Ampicilin (AM-2) 19 - 25
Haemophilus Cefuroksim (CXM-30) 26 -34 16 —-20h, 35
influenzae Kloramfenikol (C-30) 31-37 t1°C, CO;
ATCC™ 49766 Trimetoprim-sulfametoksazol 27 - 35 atmosfera
(SXT 1,25 — 23,75)
Cgmpylobacter C|pr0flqk§a0|n (CIP-5) 34-42 24 h, 41 +1 °C,
jejuni Eritromicin (E-15) 27 -35 mikroaerofilna
ATCC™ 33560 Tetraciklin (TE-30) 30 - 38 atmosfera
(DSM 4688)
Izgled crvena do bordo crvena, neprozirna
neinokulirane
podloge
POSTUPAK

PriloZeni materijal
Agar za zahtjevne mikroorganizme BD Mueller Hinton Fastidious Agar. Mikrobioloski kontrolirano.

Materijal koji nije priloZen

1. 0,9-postotna fizioloSka otopina (koli¢ine od 5 mL) za pripremu standardnog inokuluma.

2. Standard usporedbe barijevog sulfata (0,5 mL sastojka 0,048 M BacCl, [1,175 % t/v
BaCl,2H,0] do 99,5 mL sastojka 0,18 M [0,36 N] H,SO4 [1 % v/v]) ili

3. Fotometri¢ki uredaj za podeSavanje zamuéenosti suspenzije inokuluma da odgovara
standardu McFarland 0,5.

4. Kao alternativa gore navedenim materijalima (1 — 3), moZe se Koristiti inokulacijski sustav
BD Prompt Inoculation System (volumetri¢ki uredaj za pripremu inokuluma).™

5. Kontrolna kultura — Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, Haemophilus influenzae
ATCC 49766 i Campylobacter jejuni ATCC 33560/DSM 4688.
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8.
9.

Papirnati diskovi impregnirani s to€no odredenim koli€¢inama antimikrobnih agensa, kao $to
su diskovi za ispitivanje osjetljivosti BD Sensi-Disc.

Uredaj za doziranje diskova, kao Sto je dozator sa samopopunjavanjem BD Sensi-Disc sa
6 mjesta.

Ravnalo ili drugo pomagalo za mjerenje veliine zone u milimetrima.

Inkubator koji stvara atmosferu koja sadrzi 5 % CO. ili neki drugi uredaj koji stvara sli¢nu
atmosferu obogaéenu CO,.

10. Dodatne hranjive podloge, reagensi i laboratorijska oprema prema potrebi.

Vrste uzoraka
Ovaj proizvod koristi se za ispitivanje osjetljivosti Cistih kultura koje su izolirane iz kliniCkih
uzoraka (pogledajte i KARAKTERISTIKE SVOJSTAVA | OGRANICENJA POSTUPKA).

Postupak ispitivanja
Ova metodologija opisuje metodu izravne suspenzije kolonije u skladu s preporukama
povjerenstva EUCAST.?

1.

Osigurajte Cistu, svjezu kulturu (ij. onu koja je odlezala preko noéi) iz neselektivhe podloge.
Za rutinska ispitivanja osjetljivosti inokulum se moze pripremiti kao izravna suspenzija
fizioloSke otopine nekoliko morfoloski sli¢nih kolonija.

Podesite gusto¢u inokuluma tako da odgovara standardu McFarland 0,5 pomoéu fotometrickog
uredaja ili vizualno da odgovara standardu barijevog sulfata (standard McFarland 0,5).
Alternativne metode pripreme inokuluma koje dopustaju izravnu standardizaciju inokuluma
bez podeSavanja zamucenosti, kao Sto je inokulacijski sustav BD Prompt Inoculation
System, smiju se Koristiti za rutinska ispitivanja.®

Streptococcus pneumoniae po mogucnosti se suspendira s ploCe s krvnim agarom do
gustoce prema standardu McFarland 0,5. Kad se Streptococcus pneumoniae suspendira s
ploCe s ¢okoladnim agarom, inokulum mora odgovarati standardu McFarland 1,0.

Inokulum je najbolje upotrijebiti u roku od 15 minuta nakon podeSavanja zamucenosti.
Suspenzija se mora upotrijebiti u roku od 60 minuta nakon pripreme. Umocite sterilni Stapi¢
s vatom u pravilno razrijedeni inokulum i okrenite ga nekoliko puta pritiS¢uci ga o unutarnju
stijenku epruvete da biste iscijedili viSak tekucine i izbjegli pretjeranu inokulaciju.
Inokulirajte na agar za zahtjevne mikroorganizme BD Mueller Hinton Fastidious Agar
tako da tri puta razmazete preko cijele povrsine plo¢e agara zakrecuéi plo¢u za 60° izmedu
razmazivanja kako biste postigli ravnomjernu inokulaciju.

Diskove primijenite na posusenu plo€u u roku od 15 minuta nakon inokulacije uz asepti¢ne
mjere opreza. Na plo€u postavite najviSe Sest diskova. Nakon $to diskove postavite na
agar, pritisnite ih sterilnom iglom ili pincetom radi potpunog kontakta s povrSinom podloge.
Ovaj korak nije potreban ako se diskovi postavljaju pomocéu dozatora BD Sensi-Disc sa
samopopunjavanjem.

U roku od 15 minuta nakon postavljanja diskova, (po moguénosti) okrenite plocice i stavite ih
u inkubator. Uvjeti inkubacije navedeni su u tablici 2.

Tablica 2: Uvjeti inkubacije za razli¢ite zahtjevne organizme prema EUCAST-u”

Organizam Uvjet inkubacije

Skupine streptokoka A, B, Ci G 35+1°Cu4-6% CO, uzrakuod16 —20h
Streptococcus pneumoniae 35+1°Cu4-6% CO, uzrakuod 16 — 20 h
Skupina streptokoka Viridans 35+1°Cu4-6% CO, uzrakuod16 —20 h
Haemophilus spp. 35+1°Cu4—-6% CO, uzrakuod 16 —20 h
Moraxella catarrhalis 35+1°Cu4—-6% CO, u zraku od 16 — 20 h

Listeria monocytogenes 35+1°Cu4—-6% CO, uzrakuod 16 —20 h
Pasteurella multocida 35+#1°Cu4—-6% CO, u zraku od 16 — 20 h
Corynebacterium spp. 35+1°Cu4-69% CO, u zraku od 16 — 20 h. Izolati s

nedovoljnim rastom nakon 16 — 20 h inkubacije odmah
se ponovno inkubiraju, a zone inkubacije olitavaju se
nakon ukupne inkubacije od 40 — 48 h

Campylobacter jejuni i coli 41 +1 °C u mikroaerobnom okruZenju u trajanju od 24
h. Neki izolati C. coli mozda ne¢e nakon 24 h
inkubacije imati dovoljan rast. Oni se odmah ponovno
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inkubiraju, a zone inkubacije o€itavaju se nakon
ukupne inkubacije od 40 — 48 h

Ocitavanje rezultata

1. Nakon inkubacije morao bi biti vidljiv rast koji se slijeva u jednu to¢ku. Ako rastu samo
izolirane kolonije, inokulum je bio prelagan i treba ponoviti ispitivanje.

2. lzmijerite promjer zona potpune inhibicije (kako je vidljivo golim okom), uklju€uju¢i promjer
diska, do najblizeg cijelog milimetra pomoc¢u pomic¢nog kutnika ili ravnala, drzeci plo€icu
bez poklopca oko 30 cm od o€iju.

3. Zakrajnju toCku treba smatrati podrucje koje ne pokazuje ocit rast vidljiv golim okom.
Zanemarite slabi rast sitnih kolonija koje se teSko mogu otkriti uz rub ocite zone inhibicije.

4. U slu€aju dvostrukih zona potrebno je izmjeriti unutarnju zonu osim ako nije drugacije
navedeno.?*%

5. Za hemolitiCke streptokoke ocitajte inhibiciju rasta, a ne inhibiciju hemolize. U beta
hemolizi obi¢no nema rasta, dok se alfa hemoliza obi¢no preklapa s rastom.

Interpretacija rezultata

Promjere zona tumagite u odnosu na tablice graniénih vrijednosti.? Rezultati dobiveni sa
specifinim organizmima mogu se prikazati kao rezistentni ili osjetljivi. Dodatne informacije o
specifiCnim obiljezjima rasta, tumacenju i ostalim dokumentima s uputama mozete pronaci na
adresi www.eucast.org.

KARAKTERISTIKE SVOJSTAVA | OGRANICENJA POSTUPKA

Agar za zahtjevne mikroorganizme BD Mueller Hinton Fastidious Agar osmisljen je za
ispitivanje osjetljivosti zahtjevnih organizama prema preporukama povjerenstva EUCAST."
Tablice graniénih vrijednosti za tumadenje osjetljivosti aZuriraju se svake godine® te je za
pravilno tumacenje dobivenih rezultata potrebno pogledati najnoviju verziju.

Rezultati u€inkovitosti

Interna analiza uginkovitosti

Ucinkovitost agara za zahtjevne mikroorganizme BD Mueller Hinton Fastidious Agar interno
je procijenjena pomoéu preporuéenih sojeva za kontrolu kvalitete® (pogledajte Tablicu 3) i 151
dodatnog prethodno karakteriziranog soja (pogledajte Tablicu 4), ukljuujuéi Corynebacterium
spp., skupinu streptokoka Viridans, Listeria monocytogenes, Moraxella catarrhalis, skupine
streptokoka A, B, C i G, Haemophilus ssp. te Streptococcus pneumoniae.

U Tablici 3 prikazani su potvrdeni antimikrobni agensi za sojeve za kontrolu kvalitete. Osim ako
nije drugacije navedeno, definirane veli€ine zona inhibicije za potvrdene antimikrobne agense
bile su u granicama promjera zona inhibicije koje navodi EUCAST.? Amoksicilin/klavulanska
kiselina pokazala je za H. influenzae ATCC 49766 zone inhibicije izvan granica koje
preporuéuje EUCAST.® Cefepim, cefpodoksim i cefuroksim pokazali su za S. pneumoniae
ATCC 49616, zone inhibicije izvan granica promjera koje preporué¢uje EUCAST.?

Antimikrobno ispitivanje osjetljivosti 151 dodatne karakterizirane zahtjevne bakterije (pogledajte
Tablicu 4) pokazalo je zadovoljavajuci rast nakon primjene preporucenih vremena inkubacije
koja su omogucila odgovarajuée ocitavanje zona inhibicije te odredivanja antimikrobne
rezistentnosti u skladu s graniénim vrijednostima povjerenstva EUCAST?.
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Tablica 3: Potvrdeni antimikrobni agensi i sojevi za kontrolu kvalitete. Osim
ako nije drugacije navedeno, promjeri zona inhibicije bili su u granicama koje
odreduje EUCAST.’ Navedene su zone inhibicije koje odstupaju

Antimikrobni Sadrzaj H. influenzae | S.pneumoniae | C.jejuni ATCC
agens diska (ug) ATCC 49766 ATCC 49616 33560
Ampicilin 2 v v
Amoksicilin-
klavulanska 2-1 20 - 30 mm*
kiselina
Penicilin G 1 jedinica v v
Cefaklor 30 v
Cefepim 30 v 35—39 mm'
Cefiksim v
Cefotaksim v v
Cefpodoksim 10 v 33 -39 mm'
Ceftarolin 5 - -
Ceftibuten 30 v
Ceftriakson 30 v v
Cefuroksim 30 v 33 -38 mm'
Kloramfenikol 30 v v
Ciprofloksacin v v v
Klindamicin v
Doripenem 10 v v
Ertapenem 10 v v
Eritromicin 15 v v v
Imipenem 10 v v
Levofloksacin 5 v v
Linezolid 10 v
Meropenem 10 v v
Minociklin 30 v v
Moksifloksacin 5 v v
Nalidiksi¢na
kiselina 30 v
Nitrofurantoin 100 v
Norfloksacin 10 v
Ofloksacin 5 v v
Oksacilin v
Rifampicin 5 v v
Teikoplanin 30 v
Telitromicin 15 v v
Tetraciklin 30 v v v
Tigeciklin 15 v
sulfametoksazol | 1252375 d d
Vankomicin 5 v

v Oznacava zone inhibicije u granicama koje definira EUCAST.’

! Prosjec¢ni rasponi zona inhibicije veéi su od raspona za kontrolu kvalitete koje definira EUCAST.
Usporedite najnovije preporuke povjerenja EUCAST za kontrolu kvalitete.®

*Bakterija H. influenzae NCTC 8468 iskljuc¢ena je iz tablica kontrole kvalitete za 2016. zbog
neuobicajenih obiljezja rasta. Umjesto nje za rutinsku kontrolu kvalitete preporucuje se

H. influenzae ATCC 49766.°
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Tablica 4: Prikaz potvrdenih zahtjevnih organizama i antimikrobnih agensa

Ukupan broj sojeva: 151
£
8 g £
y 2 5 |2 8|2
Antimikrobni S;dsli(z;] o g o | 8 <f§‘_ o E.’, = £ E % .
wes | Go [ 2120218] 2 2125 e 2|2 | I
S|E| 2| E|lsl|law | E Slz|2/218|%|> g = 3
S R EEEEBHBRE
Sla|s|elge g2 (S| E|2|8 &) x )5 /8 8]0 |E
I T |T || |n>S|=E|d|l0o|l]ojlo|jJ]oj]o|lo]o |0 |0 |d
19 6 1 19 41 22 7 9 4 3 3 2 1 2 1 6 4 3
Ampicilin 2 v v v v
Amoksicilin-
klavulanska 2-1 v v v
kiselina
Penicilin G 1 jedinica v v
Cefaklor 30
Cefazolin 30
Cefepim 30 v v
Cefiksim 5 v v
Cefotaksim 5 v v
Cefpodoksim 10 v v
Ceftarolin 5
Ceftibuten 30 v
Ceftriakson 30 v v
Cefuroksim 30 v v
Kloramfenikol 30 v v
Ciprofloksacin 5 v v v
Klindamicin 2
Doripenem 10 v v
Ertapenem 10 v v
Eritromicin 15 v v v
Gentamicin 10
Imipenem 10 v v
Levofloksacin 5 v v
Linezolid 10
Meropenem 10 v v
Minociklin 30 v v
Moksifloksacin 5 v v
Nal!dik_sic“:na v v
kiselina 30
Nitrofurantoin 100
Norfloksacin 10 v v
Ofloksacin 5 v v
Oksacilin 1 v
Rifampicin 5 v v
Teikoplanin 30 ViV
Telitromicin 15 | v 4
Tetraciklin 30 | v v v
Tigeciklin 15 v
Trimetoprim 5 v
Trimetoprim- 1,25- v v
sulfametoksazol 23,75
Vankomicin 5 v
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Vanjska analiza uginkovitosti

U vanjskoj analizi u€inkovitosti ispitano je 169 (karakteriziranih) klini¢kih izolata na agaru za
zahtjevne mikroorganizme BD Mueller Hinton Fastidious Agar. Istodobna usporedba rezultata
osjetljivosti s jednom drugom podlogom Mueller Hinton za zahtjevne organizme dala je stopu
ekvivalencije od 99,8 % za utvrdenu kategoriju rezistentnosti (S: osjetljivi, R: rezistentni ili I:
umjereno osjetljivi). BD MH-F podrzava zadovoljavajuci rast svih ispitivanih organizama kad
inkubacija traje onoliko koliko se preporucuje.

Tablica 5: Klini¢ki izolati ispitani na agaru BD Mueller Hinton
(MH-F) za zahtjevne mikroorganizme tijekom vanjske analize
ucinkovitosti

oo, | e,
Haemophilus influenzae 28 24
Streptococcus pneumoniae 32 27
Campylobacter jejuni 31

Skupine streptokoka A, B, Ci G 10

Skupina streptokoka Viridans 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
Ukupan broj sojeva 169

Ograni¢enja postupka

Disk difuzijsko ispitivanje osjetljivosti namijenjeno je isklju€ivo za upotrebu s Cistim kulturama.
Bojenje po Gramu i vjerojatna identifikacija izolata preporucuju se prije pripreme ispitivanja
osjetljivosti.

S nekim kombinacijama organizama-antimikrobnih agensa zona inhibicije mozda nece imati
jasno izraZzene rubove (kod S. pneumoniae primije¢eni su mutni rubovi zone), $to moze dovesti
do neto¢nog tumacenja. Dodatne informacije potrazite u vodi€u za ocitavanje povjerenstva
EUCAST." Otkriveno je da razliciti faktori utjeu na disk difuzijska ispitivanja osjetljivosti. Oni
uklju€uju podlogu, dubinu agara, potentnost diska, koncentraciju inokuluma, starost inokuluma i
pH vrijednost.*

Neispravna koncentracija inokuluma moZze dovesti do neispravnih rezultata. Zone inhibicije
mogu biti premale ako je inokulum pretezak ili, ako je inokulum prelagan, mogu biti prevelike pa
je mjerenje prekomplicirano. Stoga se preporuéuje pracenje smjernica povjerenstva EUCAST o
rukovanju inokulumom i inokuliranim plo€ama radi smanjenja rizika od dobivanja netoc¢nih
rezultata uslijed nepravilnog postupanja.’ Nepravilno uvanje antimikrobnih diskova moze
uzrokovati gubitak potentnosti i moZe dovesti do laZzno rezistentnih rezultata. Preveliko
skupljanje podloge uslijed nepravilnog ¢uvanja moze dovesti do laznih rezultata osjetljivosti.

In vitro osjetljivost organizma na odredeni antimikrobni agens ne znaci nuzno da je taj agens
uginkovit in vivo. U odgovarajuéim referencama potrazite upute za tumadenje rezultata.***
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