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BD Mueller Hinton Fastidious Agar (MH-F)

SIHTOTSTARVE

Agarsdddet BD Mueller Hinton Fastidious Agar (MH-F) (BD Mueller Hintoni néudlik agar)
kasutatakse nBudlike organismide kliiniliste isolaatide antimikroobse tundlikkuse katsetamiseks
Euroopa Komitee antimikroobse tundlikkuse katsetamise standardi (EUCAST) jargi.> See sddde
koosneb Mueller Hintoni agarist, mida on taiendatud 5% mehaaniliselt defibrineeritud
hobusevere ja 20 mg/L 3-NAD-ga. Praegused EUCAST-i suunised soovitavad kasutada MH-F-i
ndudlike mikroorganismide, sealhulgas Streptococcus pneumoniae, Haemophilus’e liigid,
Moraxella catarrhalis, Campylobacter jejuni ja coli, viridans’-grupi streptokokid, streptokokigrupid
A, B, C ja G, Listeria monocytogenes, Pasteurella multocida ning Corynebacterium’i liigid, puhul.?

PROTSEDUURI POHIMOTTED JA SELGITUS

Mikrobioloogiline meetod.

Nd&udlike organismide anitmikroobse tundlikkuse katsetamiseks (sealhulgas diskdifusiooni
meetodi ja rakendamise kohta, lugege juhiseid) tuleb jargida EUCAST-i soovitatud kehtivaid
protseduure.?

Luhidalt piihitakse laialt kasutatava Kirby-Baueri meetodi® pdhjal teostatava antimikroobse
tundlikkuse katse protseduuris organismi samasuunaline inokulaat Ule kogu s66tme pinna.
Antibiootikumi vdi muu antimikroobse ainega immutatud paberkettad asetatakse seejarel s66tme
pinnale, plaati inkubeeritakse ja seejarel mdddetakse iga antibiootikumiketta imber oleva
inhibitsioonitsooni suurus. Organismi tundlikkuse (S) vdi resistentsuse (R) maaramiseks aine
suhtes vorreldakse tsoonide suurusi EUCAST-i murdepunktitabelites toodud suurustega.*
Tamiini-timidiini madalad kontsentratsioonid ning kaltsiumi ja magneesiumi kontrollitud
tasemed Mueller Hintoni aluses takistavad kasvu ketaste Uimber ja véimaldavad
inhibitsioonitsoonide tapsemat mddtmist.>® Lisamata Mueller Hintoni agar, millest kiill piisab
kiiresti kasvavate aeroobsete patogeenide tundlikkuse katsetamiseks, pole piisav ndudlikumate
organismide puhul, mis nduavad kindlaid kasvulisandeid. Agarséétme Mueller Hinton
Fastidious Agar koostis koos defibrineeritud hobusevere ja NAD-ga voimaldab ndudlike
bakterite kasvu, tagades samal ajal koostisosade minimaalse mdju antimikroobse tundlikkuse
katse tulemustes. Mueller Hinton Fastidious Agar on levinud katses6dde enamiku ndudlike
mikroorganismide jaoks, mida on nimetatud Ulalpool, ja see muudab ndudlike mikroorganismide
antimikroobse tundlikkuse katsetamise jaoks eraldi sd6tme kasutamise ebavajalikuks.*

REAGENDID
BD Mueller Hinton Fastidious Agar (MH-F)
Valem* liitri puhastatud vee kohta

Lihaekstrakt 209
Kaseiini happeline hidrolisaat 1759
Tarklis 159
Agar 1709
Hobuseveri, mehaaniliselt defibrineeritud |5 %
3-NAD 0,02g
pH7,3+0,1

* Vajaduse korral kohandatud ja/voi taiendatud toimingu kriteeriumidele vastamiseks.
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ETTEVAATUSABINOUD

Ainult professionaalseks kasutamiseks. @

Arge kasutage plaate, kui neil on ndha mikrobiaalse saastumise, varvimuutuse, kuivamise voi
mdranemise ilminguid voi teisi riknemise tunnuseid. S66tme liigne kokkutdmbumine kuivamise
tottu vBib anda valed tundlikkuse tulemused.

Teavet asepitiliste kasitsemisprotseduuride, bioriskide ja kasutatud toote realiseerimise kohta
vaadake dokumendist ULDISED KASUTUSJUHISED.

SAILITAMINE JA KOLBLIKKUSAEG

VastuvBtmisel sdilitage s66tmeplaate pimedas temperatuuril 2 kuni 8 °C originaalpakendis
vahetult kasutamiseni. Valtige kilmutamist ja Ulekuumenemist. S66tmeplaate voib inokuleerida
kuni aegumiskuupaevani (vaadake pakendi margist) ja inkubeerida soovitatavate
inkubatsiooniaegade jooksul. Avatud 10 plaadiga virnast vdib s66tmeplaate kasutada tihe
nadala jooksul, kui neid hoida puhtas kohas temperatuuril 2 kuni 8 °C.

KASUTAJA KVALITEEDIKONTROLL

Kasutaja kvaliteedikontrolliks tuleb tutvuda EUCAST-i soovitustega.® Inokuleerige tiilipproove
igas sootmes jargmiste tlivedega (Uksikasju vaadake dokumentidest Proovide tltbid ja Katse
protseduur). Inkubeerige plaate eelistatavalt imberpddratud asendis, jargides allpool naidatud
temperatuuri, aega ja atmosfaaritingimusi..

Tabel 1. Oodatavad tulemused kvaliteedikontrolli tivede puhul EUCAST-i suunistejé’ﬁlrgi9

Tavi Antimikroobne aine Vahemik Inkubatsioon
(mm)
Erttromiitsiin (E-15) 26 - 32
Streptococcus Oksatsilliin (OX-1) 8-14 16—20 tundi, 35
pneumoniae Norfloksatsiin (NOR-10) 18- 24 +1°C, CO,
ATCC™ 49619 | Meropeneem (MEM-10) 30-38 atmosfaar
Trimethopriim-sulfametoksasool 18 -26
(SXT 1,25-23,75)
Ampitsilliin (AM-2) 19-25
Haemophilus Tsefuroksiim (CXM-30) 26 - 34 16—20 tundi, 35
influenzae Klooramfenikool (C-30) 31-37 +1°C, CO;
ATCC™ 49766 Trimethopriim-sulfametoksasool 27 .35 atmosfaar
(SXT 1,25-23,75)
Campylobacter Tsiprofloksatsiin (CIP-5) 34 -42 24 tundi, 41 +1
jejuni Eritromitsiin (E-15) 27 -35 °C,
ATCC™ 33560 Tetratsukliin (TE-30) 30-38 mikroaerofiilne
(DSM 4688) atmosfaar
Inokuleerimata punane kuni tumepunane, labipaistmatu
s@0tme valimus

PROTSEDUUR
Komplekti kuuluvad materjalid
BD Mueller Hinton Fastidious Agar. Mikrobioloogiliselt kontrollitud.

Komplekti mittekuuluvad materjalid

1. 0,9% flsioloogiline lahus (5 mL kogused) standardse inokulaadi ettevalmistamiseks.

2. Baariumsulfaadi vérdlusstandard (0,5 mL 0,048 M BaCl, [1,175% k/m BaCl,2H,0] kuni
99,5 mL 0,18 M [0,36 N] H,SO4 [1% v/Vv]) kohta vdi

3. Fotomeetriline seade inokulaadi suspensiooni hagususe kohandamiseks, mis on
vordvaarne McFarlandi standardiga nr 0,5.

4. Ulal toodud materjalide asemel (1-3) vdib kasutada suisteemi BD Prompt Inoculation
System (volumeetriline inokulaadi ettevalmistusseade).*

5. Kontrollkultuur — Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, Haemophilus influenzae ATCC
49766 ja Campylobacter jejuni ATCC 33560/DSM 4688.
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8.
9

Antimikroobsete ainete kindla kogusega immutatud paberkettad, naiteks BD Sensi-Disci
tundlikkuse proovikettad.

Ketta dispenseerimisseade, naiteks BD Sensi-Disc Self-Tampingu (iserammiv) 6-kohaline
dispenser.

Joonlaud v6i moni teine vahend tsooni médtmiseks millimeetrites.

Inkubaator, mis tekitab atmosfaari, mis sisaldab 5% CO,, vdi muu seade, mis tekitab
sarnase CO,-ga rikastatud atmosfaari.

10. Abistav kultuursdéde, ndutavad reagendid ja laborivarustus.

Proovide tuibid

Seda toodet kasutatakse Kliinilistest proovidest isoleeritud puhaskultuuride tundlikkuse
katsetamiseks (vt ka jaotiseid RESULTATIIVSUSE KARAKTERISTIKUD JA PROTSEDUURI
PIIRANGUD).

Katse protseduur
See meetod kirjeldab koloonia direktse suspensiooni meetodit, mida on soovitanud EUCAST.?

1.

Veenduge, et saadaval oleks mitteselektiivsest sdotmest saadud varske (66paevane)
puhaskultuur. Rutiinseteks tundlikkuskatseteks voib inokulaadi ettevalmistamiseks teha
soolalahuse vdi puljongi otsese suspensiooni kolooniad.

Reguleerige inokulaati McFarlandi standardi nr 0,5 tiheduse suhtes fotomeetrilise seadme
abil v@i visuaalselt, nii et see oleks ekvivalentne baariumsulfaadi standardiga (McFarlandi
standardiga nr 0,5).

Rutiinseks katsetamiseks v0ib kasutada ka inokulaadi ettevalmistamise alternatiivsete
meetodite hulka kuuluvaid seadmeid, mis vbimaldavad inokulaati otse ilma hagususe
reguleerimiseta standardida, naiteks BD Prompt Inoculation System (volumeetriline
inokulaadi ettevalmistusseade).™

Streptococcus pneumoniae suspendeeritakse eelistatavalt vereagari plaadilt McFarlandi
standardi nr 0,5 tiheduseni. Kui Streptococcus pneumoniae suspendeeritakse
Sokolaadiagari plaadilt, peab inokulaat olema ekvivalentne McFarlandi standardiga nr 1,0.
Kasutage inokulaat optimaalselt 15 min jooksul parast hagususe reguleerimist.
Suspensioon tuleb ettevalmistamisel &ra kasutada alati 60 min jooksul. Kastke steriilne
tampoon sobivalt lahjendatud inokulaati ja keerake seda kindlalt, vajutades korduvalt vastu
katsuti siseseina Ulaosa, et pigistada vélja liigne vedelik ning véltida tleinokuleerimist.
Inokuleerige agarstétmele BD Mueller Hinton Fastidious Agar, viirutades kogu plaadi
agaripinda kolm korda, keerates plaati viirutuste vahel 60°, et saavutada uhtlane inokulatsioon.
Asetage kettad kuivanud plaadile 15 minuti jooksul parast inokulatsiooni, kasutades
aseptilisi ettevaatusabindusid. Paigutage plaadile kuni kuus ketast. Kui kettad on agarile
asetatud, vajutage neid steriilse nbela vdi tangidega, et need s66tme pinnaga taielikult
kokku puutuksid. See etapp ei ole vajalik, kui kettad paigutatakse BD Sensi-Disci
iserammivate dispenseritega.

15 minutit parast ketaste lisamist pt6rake plaadid imber (soovitatavalt) ja pange need
inkubaatorisse. Inkubatsioonitingimused on toodud tabelis 2.

Tabel 2. Erinevate ndudlike organismide inkubatsioonitingimused EUCAST-i ja’lrgi2

Organism Inkubatsioonitingimus
Streptokokigrupid A, B, Cja G 35+ 1 °C juures 4-6% CO, sisaldavas 6hus 16—20 tundi
Streptococcus pneumoniae 35+ 1 °C juures 4-6% CO, sisaldavas 6hus 16—20 tundi
Viridans’-grupi streptokokid 35+ 1 °C juures 4-6% CO, sisaldavas 6hus 16—20 tundi
Haemophilus’e liigid 35+ 1 °C juures 4-6% CO, sisaldavas 6hus 16—20 tundi
Moraxella catarrhalis 35+ 1 °C juures 4-6% CO, sisaldavas 6hus 16—20 tundi
Listeria monocytogenes 35+ 1 °C juures 4-6% CO, sisaldavas 6hus 16—20 tundi
Pasteurella multocida 35+ 1 °C juures 4-6% CO, sisaldavas 6hus 16—20 tundi
Corynebacterium’i liigid 35+ 1 °C juures 4-6% CO, sisaldavas 6hus 16—-20 tundi.
Isolaadid, millel pole 16—20-tunnise inkubeerimise jarel
piisavat kasvu, inkubeeritakse kohe uuesti ja
inhibitsioonitsoonid loetakse kokku 40—48-tunnise
inkubatsiooni jarel
Campylobacter jejuni ja coli 41 + 1 °C mikroaeroobses keskkonnas 24 tundi.
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M@énel C. coli isolaadil ei pruugi olla parast 24-tunnist
inkubatsiooni piisavat kasvu. Need inkubeeritakse kohe
uuesti ja inhibitsioonitsoonid loetakse kokku 40-48-tunnise
inkubatsiooni jarel

Tulemuste lugemine

1. Pérast inkubatsiooni peab nédha olema samasuunaline kasv. Kui kasvavad ainult
isoleeritud kolooniad, oli inokulaat liiga kerge ja katset tuleb korrata.

2. M0odotke taieliku inhibitsiooniga tsoonide 1abima6t lahima taismillimeetrini (palja silmaga),
sealhulgas kogu ketta 1abim&6t, kasutades nihikut vdi joonlauda, nii et kaas on
eemaldatud, ja hoides plaati umbes 30 cm kaugusel silmadest.

3. Ldpp-punktina tuleb arvestada ala, kus palja silmaga vaatamisel pole ilmsed kasvumaérgid
nahtavad. Arge arvestage vaikeste kolooniate érna kasvu, mida on vdimalik pingutades
tuvastada ilmse inhibitsioonitsooni &ares.

4. Topelttsooni puhul tuleb m&dta sisemist tsooni, v.a juhul, kui pole teisiti nimetatud.?*°**

5. Hemoludtilise streptokoki puhul lugege kasvu inhibitsiooni, mitte hemoliidsi inhibitsiooni.
B-hemollls on tavaliselt kasvuta, a-hemoliils ja kasv aga tavaliselt thtivad.

Tulemuste esitamine

Vérrelge tsoonide 1abimddtu murdepunktitabelitega.? Seejarel véib kindlate organismidega
saadud tulemused esitada kas resistentsete voi tundlikena. Lisateavet kindlate kasvunéitajate ja
tblgendamise kohta ning muid suunisdokumente saate veebisaidilt www.eucast.org.

RESULTATIIVSUSE KARAKTERISTIKUD JA PROTSEDUURI PIIRANGUD
Agarsoode BD Mueller Hinton Fastidious Agar on mdeldud ndudlike organismide tundlikkuse
katsetamiseks EUCAST-i soovituse jargi.* Tundlikkuse tdlgendamise murdepunktitabeleid
varskendatakse kord aastas?® ja saadud tulemuste digeks télgendamiseks tuleb vaadata nende
uusimat versiooni.

Resultatiivsuse tulemused

Resultatiivsuse sisemine hindamine

Agarsdotme BD Mueller Hinton Fastidious Agar resultatiivsust kinnitati sisemiselt, kasutades
soovitatud kvaliteedikontrolli (QC) tiivesid® (vt tabelit 3) ja 151 taiendavat varem iseloomustatud
tlve (vt tabelit 4), sealhulgas Corynebacterium’i liigid, Viridans’-grupi streptokokid, Listeria
monocytogenes, Moraxella catarrhalis, Streptococcus’e grupid A, B, C ja G, Haemophilus’e
liigid ja Streptococcus pneumoniae.

Tabelis 3 on toodud kokkuvdte kinnitatud antimikroobsetest ainetest kvaliteedikontrolli tiivede
jaoks. Kui pole teisiti 6eldud, jaid kinnitatud antimikroobsete ainete puhul kindlaks tehtud
inhibitsioonitsoonide suurused EUCAST-i maaratud inhibitsioonitsoonide
labimddduvahemikkudesse.’ H. influenzae ATCC 49766 puhul néitas
amoksitsillin/klavulaanhape inhibitsioonitsoone valjaspool EUCAST-i soovitatud vahemikke.®
S. pneumoniae ATCC 49616puhul naitasid tsefepiim, tsefpodoksiim ja tsefuroksiim
inhibitsioonitsoone véljaspool EUCAST-i soovitatud labimédduvahemikke.®

151 taiendava iseloomustatud ndudliku bakteri antimikroobse tundlikkuse katsetamine (vt tabelit
4) naitas rahuldavat kasvu parast soovitatud inkubatsiooniaegu, vbimaldades
inhibitsioonitsoonide piisavat lugemist ja vastava antimikroobse resistentsuse kindlaks
maaramist EUCAST-i murdepunktide jargi®.
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http://www.eucast.org/

Tabel 3. Kinnitatud antimikroobsed ained ja kvaliteedikontrolli tived. Kui pole teisiti
Oeldud, jaid inhibitsioonitsoonide labim6ddud EUCAST-i vastavate vahemike piiresse.9
Lahknevad inhibitsioonitsoonid on méaratud

Antimikroobne aine Ketta sisu H. influenzae | S. pneumoniae | C.jejuni ATCC
(ng) ATCC 49766 ATCC 49616 33560
Ampitsilliin 2 v v
Amoksitsilliin/klavulaanhape 2-1 20-30 mm*
Bensullpenitsilliin 1 thik v v
Tsefakloor 30 v
Tsefepiim 30 v 35-39 mm'
Tsefiksiim v
Tsefotaksiim v v
Tsefpodoksiim 10 v 33-39 mm'
Tseftaroliin 5 - -
Tseftibuteen 30 v
Tseftriaksoon 30 v v
Tsefuroksiim 30 v 33-38 mm'
Klooramfenikool 30 v v
Tsiprofloksatsiin v v v
Klindam{tsiin v
Doripeneem 10 v v
Ertapeneem 10 v v
Erltromutsiin 15 v v v
Imipeneem 10 v v
Levofloksatsiin 5 v v
Linesoliid 10 v
Meropeneem 10 v v
Minotsukliin 30 v v
Moksifloksatsiin 5 v v
Nalidiksiinhape 30 v
Nitrofurantoiin 100 v
Norfloksatsiin 10 v
Ofloksatsiin 5 v v
Oksatsilliin v
Rifampitsiin 5 v v
Teikoplaniin 30 v
Telitromtsiin 15 v v
Tetratsikliin 30 v v v
Tigetsukliin 15 v
suftametoksasool | 1252375 d d
Vankomitsiin 5 v

v Naitab EUCAST-i vahemikku jaéavaid inhibitsioonitsoone.’

! Keskmised inhibitsioonitsoonide vahemikud on véaljaspool EUCAST-i soovitatud kvaliteedikontrolli
vahemikke. Vaadake vérdluseks uusimaid EUCAST-i kvaliteedikontrolli soovitusi.’

* H. influenzae NCTC 8468 jaeti ebatavaliste kasvunaitajate t6ttu 2016. aasta kvaliteedikontrolli
tabelitest vélja. Selle asemel on soovitatav rutiinse kvaliteedikontrolli jaoks kasutada H. influenzae
ATCC 49766°.
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Tabel 4. Kinnitatud ndudlike organismide ja antimikroobsete ainete lilevaade

Tiuvede koguarv: 151
€
© 3
= =
Antimikroobne | Ketta | % o | 8 o _ | 3| e >| S E £ %
aine sisu(g) | 8 | 5 |2 |S|<<s |8 |® ,; SleglelsB g = g
c = < (=) n K= o K] = ) S
s S|la|Elsg|w|5(8|3|2|2|8|a|2|E|= 2
2153|282 |5|8|e|2|s|2|e|8|8la|z|5]3
E|l8|&|&|s@|2|S|e|d|d|o|c|%|5|®|2|8|E
I T |T|d|6F|S|s|d|lo|lo|]d|o|o|o]o|0]|0 |a
19| 6 |1 |19| 41 |27 | 9| 4|3|3|2|1|2]1]|6]|4]3
Ampitsilliin 2 v v v v
Amoksitsilliin/klav 2.1 v v L,
ulaanhape
Bensuilpenitsillin | 1 uhik v v |V 4 v v
Tsefakloor 30 v
Tsefasoliin 30 v
Tsefepiim 30 4 V|V
Tsefiksiim 5 v v
Tsefotaksiim 5 v v v
Tsefpodoksiim 10 v v
Tseftaroliin 5
Tseftibuteen 30 v
Tseftriaksoon 30 v v | v
Tsefuroksiim 30 v v | v
Klooramfenikool 30 v V| v v
Tsiprofloksatsiin 5 v v v v v
Klindamditsiin 2 v v v v
Doripeneem 10 v v
Ertapeneem 10 4 v
Erttromutsiin 15 v 4 v v | v v
Gentamitsiin 10 v
Imipeneem 10 v v
Levofloksatsiin 5 v V| v v
Linesoliid 10 v v v
Meropeneem 10 v v v
Minotsuikliin 30 v v v
Moksifloksatsiin 5 v V| v v v
Nalidiksiinhape 30 v v
Nitrofurantoiin 100 v
Norfloksatsiin 10 v v
Ofloksatsiin 5 v v v
Oksatsilliin 1 v
Rifampitsiin 5 v 4 v v
Teikoplaniin 30 v v | v
Telitromiitsiin 15 v V| v v
Tetratsukliin 30 v v v v v v
Tigetsiikliin 15 v
Trimetopriim 5 v
sulfametoksasool | 2575 d d 7|
Vankomiitsiin 5 v 4 v
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Resultatiivsuse véline hindamine

Resultatiivsuse valises hindamises katsetati agarsodtmel BD Mueller Hinton Fastidious Agar
169 (iseloomustatud) Kliinilist isolaati. Tundlikkuse tulemuste samaaegne vordlemine teise
saadaoleva Mueller Hintoni ndudliku s66tmega naitas resistentsuse kindlaks maaratud
kategooria (vastavalt S — tundlik, R — resistentne, | — vahepealne) puhul 99,8% ekvivalentsust.
BD MH-F toetas rahuldavalt kdigi katsetatud organismide kasvu soovitatud inkubatsiooniajaga
inkubeerimisel.

Tabel 5. Resultatiivsuse vélisel hindamisel agarsddtmel
BD Mueller Hinton Fastidious Agar (MH-F) katsetatud kliinilised

isolaadid

Haemophilus influenzae 28 24
Streptococcus pneumoniae 32 27
Campylobacter jejuni 31

Streptokokigrupid A, B, C ja G 10

Viridans’-grupi streptokokid 10 14
Moraxella catarrhalis 11 9
Pasteurella multocida 9
Pasteurella canis 1 9
Listeria monocytogenes 10 5
Campylobacter coli 10 3
Corynebacterium’i liigid 10 9
Haemophilus'e liigid. 12 6
Tlvede koguarv 169

Protseduuri piirangud

Diskdifusiooni tundlikkuse katse on mdeldud ainult puhaskultuuridega kasutamiseks. Enne
tundlikkuse katse ettevalmistamist on soovitatav teha Grami jargi varvimine ja isolaadi oletuslik
tuvastamine.

Mone organismi ja antimikroobse aine kombinatsiooni puhul ei pruugi inhibitsioonitsooni piir
olla selgelt eristatav (hagusaid tsoonipiire tdheldati S. pneumoniae puhul), mille tagajarjeks
vdib olla vale tdlgendus. Uksikasjalikku teavet vaadake EUCAST-i tulemuste lugemise
juhendist.™* Diskdifusiooni tundlikkuskatseid majutavad mitmed tegurid. Nende seas on sbdde,
agari sligavus, ketta tdhusus, inokulaadi kontsentratsioon, inokulaadi vanus ja pH.*
Inokulaadi vale kontsentratsioon vdib anda valed tulemused. Kui inokulaat on liiga raske, v6ib
inhibitsioonitsoon olla liiga vaike ja kui inokulaat on liiga kerge, vfib tsoon olla liiga suur voi on
seda raske modta. Seetdttu on tungivalt soovitatav jargida EUCAST-i suuniseid inokulaadi ja
inokuleeritud plaatide kasitsemise kohta, et minimeerida v8imalik oht valede tulemuste
saamiseks vale kasitsemise tdttu.* Antimikroobsete ketaste vale sailitamise t6ttu voivad kettad
tbhususe kaotada ja tagajarjeks on vaar resistentsuse tulemus. S66tme liigne kokkutdmbumine
vale sdilitamise tottu vdib anda valed tundlikkuse tulemused.

Organismi in vitro tundlikkus kindla antimikroobse aine suhtes ei tdhenda alati seda, et aine on
tBhus ka in vivo. Tulemuste esitamise juhiseid vaadake vastavate viidete alt.****
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