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BD Mueller Hinton Fastidious Agar (MH-F)

NAUDOJIMO PASKIRTIS

BD Mueller Hinton Fastidious Agar (MH-F) naudojamas klinidkai iSskirty augimo sglygoms
iSrankiy mikroorganizmy antimikrobinio jautrumo tyrimams pagal Europos antimikrobinio
jautrumo tyrimy komiteto (,European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing"
(EUCAST)) standartus." Sig terpe sudaro Mueller Hinton agaras, papildytas 5 % mechaniskai
defibrinuotu arklio kraujo ir 20 mg/L B-NAD. Siuo metu EUCAST gairés rekomenduoja MH-F
naudoti augimo sglygoms iSrankiems mikroorganizmams, jskaitant Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus ssp., Moraxella catarrhalis, Campylobacter jejuni ir coli, ,Viridans® grupés
streptokokus, A, B, C ir G grupiy streptokokus, Listeria monocytogenes, Pasteurella multocida
bei Corynebacterium spp., tirti.?

PROCEDUROS PRINCIPAI IR PAAISKINIMAS

Mikrobiologinis metodas

Atliekant augimo sglygoms iSrankiy mikroorganizmy antimikrobinio jautrumo tyrimus reikéty
remtis esamomis EUCAST rekomendacijomis (jskaitant disky difuzijos metodologijos ir atlikimo
radytines instrukcijas).

Trumpai tariant, taikant pla¢iai naudojamg Kirby-Bauer metodg® antimikrobinio jautrumo tyrimo
proceddrai vienalytis inokuliantas i§ organizmo tamponu séjamas per visg terpés pavirSiy. Tada
tam tikrais antibiotiky ar kity antimikrobiniy preparaty kiekiais impregnuoti popieriniai diskai yra
dedami ant terpés pavirSiaus, plokstelés inkubuojamos ir matuojama aplink kiekvieng diskg
susidariusi inhibicijos zona. Palyginus gautus zony dydzius su EUCAST kritiniy ver€iy lentelése
nurodytais dydZiais nustatoma, ar mikroorganizmas jautrus (S), ar atsparus (R) tam tikrai
medziagai.®

Mueller Hinton bazéje esancios mazos timino-timidino koncentracijos ir kontroliuojami kalcio
bei magnio kiekiai apriboja augimg aplink diskus, todél gaunami tikslesni slopinimo zony
matavimy rezultatai.>® Mueller Hinton agaras be papildy, nors ir tinkamas greitai auganéiy
aerobiniy patogeny jautrumui tirti, netinka augimo sglygoms iSrankiems mikroorganizmams,
kuriems reikia tam tikry augimo papildy. Muller Hinton reikliy augimo saglygy agaras su
defibrinuotu arklio krauju ir NAD sudaro sglygas augti Sioms sglygoms iSrankioms bakterijoms,
uztikrinant minimalius sudedamujy daliy trukdzius antimikrobinio jautrumo tyrimo rezultatams.
Mueller Hinton reikliy augimo saglygy agaras yra jprasta tyrimo terpé daugeliui anksc€iau
paminéty augimo sglygoms iSrankiy mikroorganizmu, jj naudojant nebereikia atskiros terpés
8iy mikroorganizmy antimikrobiniam jautrumui tirti.*

REAGENTAI
BD Mueller Hinton Fastidious Agar (MH-F)
Sudétis® litre iSgryninto vandens

Mésos ekstraktas 2049
Ragstimi hidrolizuotas kazeinas 1759
Krakmolas 159
Agaras 1709
Arklio kraujas, mechaniSkai defibrinuotas |5 %
3-NAD 0,02g
pH7,3+0,1

* Koreguojama ir (arba) papildoma pagal poreikj, kad atitikty veikimo kriterijus.
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ATSARGUMO PRIEMONES

Skirta naudoti tik specialistams. @

Nenaudokite I1€ksteliy, jei yra mikrobinés tarsSos, spalvos pakitimo, iSdzitivimo, jskilimo ar kitokiy
kokybés pablogéjimo pozymiy. Terpei dél iSdziGvimo pernelyg susitraukus jautrumo tyrimo
rezultatai gali bati klaidingi.

Jei reikia informacijos apie aseptinio naudojimo proceddras, biologinius pavojus ir panaudoto
gaminio iSmetima, zitrékite BENDRASIAS NAUDOJIMO TAISYKLES.

LAIKYMO SALYGOS IR TINKAMUMO LAIKAS

Gautas léksteles iki pat naudojimo pradzios laikykite tamsioje vietoje 2 — 8 °C temperatiroje
movos pavidalo gamintojo pakuotéje. NeuzSaldykite ir neperkaitinkite. LékStelése galima séti iki
galiojimo laiko pabaigos (zr. etiketéje ant pakuotés), o jas inkubuoti — atsizvelgiant j
rekomenduojamg inkubavimo laikg. Atidarius 10 IékSteliy pakuote Svarioje aplinkoje 2 — 8 °C
temperatiroje Iéksteles galima laikyti iki vienos savaités.

NAUDOTOJO ATLIEKAMA KOKYBES KONTROLE

Naudotojas kokybés kontrole turi atlikti remdamasis EUCAST rekomendacijomis.’ Pasékite

tipinius méginius toliau nurodytomis padermémis kiekvienoje terpéje (iSsamig informacijg Zr.
dalyse Méginiy tipai ir Tyrimo procedura). Inkubuokite I€kSteles, pageidautina apverstas,

toliau nurodytomis temperatiros, laiko ir atmosferos sglygomis.

1 lentelé. Laukiami padermiy kokybés kontrolés rezultatai pagal EUCAST gaires9
Padermé Antimikrobiné medziaga Intervalas Inkubavimas
(mm)
Eritromicinas (E-15) 26 - 32
Streptococcus Oksacilinas (OX-1) 8-14 16 — 20 val.,
pneumoniae Norfloksacinas (NOR-10) 18- 24 35+ 1 °C, CO,
ATCC™ 49619 |- Meropenemas (MEM-10) 30-38 aplinkoje
Trimetoprimas su sulfametoksazolu 18 -26
(SXT 1,25 — 23,75)
Ampicilinas (AM-2) 19-25
Haemophilus Cefuroksimas (CXM-30) 26 - 34 16 — 20 val.,
influenzae Chloramfenikolis (C-30) 31-37 35+1°C, CO;
ATCC™ 49766 Trimetoprimas su sulfametoksazolu 27 - 35 aplinkoje
(SXT 1,25 — 23,75)
Ciprofloksacinas (CIP-5) 34-42 24 val.
;?ﬂ’ymbaaer Eritromicinas (E-15) 27-35 a1x1°C
ATCC™ 33560 Tetraciklinas (TE-30) temperaturoje,
(DSM 4688) 30-38 mlkroac_aroﬂl_mej
e aplinkoje
Neuzsétos terpés | vySninio atspalvio raudona, nepermatoma
iSvaizda
PROCEDURA

Tiekiamos medZiagos
BD Mueller Hinton Fastidious Agar. MikrobiologiSkai kontroliuojama.

Netiekiamos medZzZiagos

1. 0,9 % fiziologinis tirpalas (po 5 mL) standartiniam inokuliavimo tirpalui ruosti.

2. Bario sulfato standartinis etaloninis tirpalas (0,5 mL 0,048 M BaCl, [1,175 % wi/v
BaCl,2H,0]j 99,5 mL 0,18 M [0,36 N] H,SO,4 [1 % v/v]) arba

3. Fotometrinis jrenginys inokulianto suspensijos drumstumui pakoreguoti, kad baty
ekvivalentiSkas 0,5 McFarland standarto.

4. Kaip alternatyvg pirmiau minétoms priemonéms (1 — 3) galima naudoti BD Prompt
Inoculation System (voliumetrinj inokulianto ruosimo jrenginj).*

5. Kontrolinés kultdros: Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, Haemophilus influenzae
ATCC 49766 ir Campylobacter jejuni ATCC 33560/DSM 4688.
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6. Nustatytais antimikrobiniy medziagy kiekiais impregnuoti popieriniai diskai, pvz.,
BD Sensi-Disc, jautrumo tyrimams atlikti.
7. Disky dalijimo jtaisai, pvz., BD Sensi-Disc automatiSkai uztaisomas 6 viety dalijimo jtaisas.
8. Liniuoté ar kitas prietaisas zony dydziui milimetrais matuoti.
9. Inkubatorius, sukuriantis 5 % CO, atmosferg, arba kitas prietaisas, sukuriantis panasia
CO, atmosfera.
10. Papildomos mitybos terpés, reagentai ir reikalinga laboratoriné jranga.

Iyléginiq tipai
Sis produktas naudojamas grynyjy kultdry, kurios buvo isSskirtos i$ klinikinio méginio, jautrumo
tyrimams atlikti (taip pat zr. VEIKIMO CHARAKTERISTIKA IR PROCEDUROS APRIBOJIMAI).

Tyrimo procediira

Si metodika apraso tiesioginés kolonijy suspensijos metodg pagal EUCAST rekomendacijas.?

1. |sitikinkite, kad turite gryna, Sviezig, (. y. iS vakaro) neselektyvioje terpéje pasétg kultira.
Atliekant jprastinius jautrumo tyrimus, inokuliantas gali bati paruostas padarant tiesiogine
keliy panasios morfologijos kolonijy fiziologinio tirpalo suspensija.

2. Naudodami fotometrinj jrenginj sureguliuokite inokuliantg iki 0,5 McFarland standarto tankio
arba taip, kad jis baty vizualiai ekvivalentiSskas bario sulfato etaloniniam tirpalui
(0,5 McFarland standarto).

3. Nustatyta, kad atliekant jprastinius tyrimus priimtini alternatyvas inokulianto paruoSimo
bddai, kai naudojami prietaisai, leidZiantys inokuliantus standartizuoti tiesiogiai,
nekoreguojant drumstumo, pvz., BD Prompt Inoculation System.°

4. Pageidautina, kad Streptococcus pneumoniae kraujo agaro leksteléje bty suspenduotas
iki 0,5 McFarland standarto tankio. Streptococcus pneumoniae esant suspenduotam
Sokolado agaro Iéksteléje, inokuliantas turi bati lygus 1,0 McFarland standarto.

5. Sureguliavus drumstuma optimalu inokuliantg pradéti naudoti per 15 min. Suspensija
visada privalo bati panaudota per 60 min. nuo paruosimo. ] tinkamai praskiestg inokuliantg
jmerkite sterily tampong ir tvirtai prispaude prie mégintuvélio vidinés sienelés virSaus, kelis
kartus jj pasukiokite, kad iSspaustumeéte skyscio pertekliy ir iSvengtuméte per didelio inokuliavimo.

6. Bruk3niais sékite visg BD Mueller Hinton Fastidious Agar lekstelés pavirSiy tris kartus
60° pasukdami IékStele po to, kai perbraukéte bruksnj, kad inokuliavimas bty tolygus.
uzdeékite diskus. Ant Iekstelés dékite ne daugiau nei SeSis diskus. Uzdéje diskus ant agaro,
prispauskite juos sterilia adata ar Znyplémis, kad glaudZiai liestysi su terpés pavirsiumi. Sis
veiksmas nebdtinas, jei diskai uzdedami naudojant automatiSkai prispaudziancius dalijimo
jtaisus BD Sensi-Disc.

8. Per 15 minuciy nuo disky uzdéjimo apverskite Iéksteles (patartina) ir jdékite jas j inkubatoriy.
Inkubavimo sglygos apibendrintos 2 lenteléje.

2 Ientelé.ZSkirtingq augimo salygoms iSrankiy mikroorganizmy inkubavimo sglygos pagal
EUCAST

Mikroorganizmas Inkubavimo sglygos

~otreptococcus” A, B, C ir G grupés 35+1°C4 -6 % CO, aplinkoje 16—20 val.
Streptococcus pneumoniae 35+1°C4 -6 % CO, aplinkoje 16—20 val.
LViridans® grupés streptokokai 35+1°C4 -6 % CO, aplinkoje 16—20 val.
Haemophilus spp. 35+1°C4 -6 % CO, aplinkoje 16—20 val.
Moraxella catarrhalis 35+1°C4 -6 % CO, aplinkoje 16—20 val.
Listeria monocytogenes 35+1°C4 -6 % CO, aplinkoje 16-20 val.
Pasteurella multocida 35+1°C4 -6 % CO, aplinkoje 16-20 val.
Corynebacterium spp. 35+1°C4-6 % CO, aplinkoje 16-20 val. Po

16 — 20 val. nepakankamai uzauge méginiai i$ naujo
inkubuojami, o inhibicijos zonos matuojamos po
bendrojo 40 — 48 val. inkubacijos laikotarpio
Campylobacter jejuni ir coli 41 £ 1 °C mikroaerobinéje aplinkoje 24 val.

Kai kurie C. coli izoliuoti méginiai po 24 val. inkubacijos
gali uZaugti nepakankamai. Juos reikia nedelsiant
inkubuoti i$ naujo; inhibicijos zonos matuojamos po
bendrojo 40 — 48 val. inkubacijos laikotarpio
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Rezultaty vertinimas

1. Po inkubacijos turéty bati matomas susiliejanciy kolonijy augimas. Jei auga pavienés kolonijos,
inokuliantas buvo nepakankamai koncentruotas, taigi tyrimg reikia pakartoti.

2. Nuéme dangtel;j ir laikykite 1€kStele 30 cm nuo akies ir slankmaciu arba liniuote iSmatuokite
visiskos inhibicijos zony skersmenis (tik plika akimi), jskaitant ir disko skersmenj, iki artimiausio
sveiko milimetro.

3. Galutinai vertinama sritis, kurioje plika akimi nematoma akivaizdaus augimo. Nepaisykite
menko mazyciy kolonijy augimo, kurj nelengva aptikti palei akivaizdzios inhibicijos zonos
krasta.

4. Jei yra dviguby zonuy, reikia iSmatuoti vidine zong, nebent konkreciai nurodyta kitaip.

5. Esant hemoliziniam streptokokui, jvertinkite augimo slopinimg, o ne hemolizés slopinimg. Esant
B-hemolizei augimas paprastai nevyksta, o a-hemolizé ir augimas paprastai sutampa.

2,49,11

Rezultaty interpretavimas

Interpretuokite uzfiksuotus zony skersmenis pagal lenteléje pateiktas kritines atskaitos vertes.?
Specifiniy mikroorganizmy rezultatai gali bati laikomi atsparumo arba jautrumo rezultatais.
Papildomos informacijos apie specifines augimo charakteristikas, interpretacija ir kity
patariamyjy dokumenty galima gauti apsilankius www.eucast.org.

VEIKIMO CHARAKTERISTIKOS IR PROCEDUROS APRIBOJIMAI

BD Mueller Hinton Fastidious Agar yra sukurtas augimo sglygoms iSrankiy mikroorganizmy
jautrumui tirti, kaip rekomenduoja EUCAST.! Kiritiniy vergiy lentelés jautrumui interpretuoti
atnaujinamos kasmet?, todél norint tinkamai interpretuoti gautus rezultatus reikia naudotis
naujausia versija.

Veikimo rodikliai

Vidinis veikimo jvertinimas

BD Mueller Hinton Fastidious Agar efektyvumas buvo patvirtintas jmonés viduje naudojant
rekomenduojamas kokybés kontrolés (KK) padermes® (zr. 3 lentelg) ir 151 papildomg anksé&iau
apibudintg paderme (Zr. 4 lentele), jskaitant Corynebacterium spp., ,Viridans® grupés
streptokokus, Listeria monocytogenes, Moraxella catarrhalis, Streptococcus A, B, Cir G
grupes, Haemophilus spp. ir Streptococcus pneumoniae.

3 lenteléje apibendrintos patvirtintos KK paderméms tinkamos antimikrobinés medziagos. Jei
nenurodyta kitaip, nustatytos patvirtinty antimikrobiniy medzZiagy inhibicijos zonos buvo
EUCAST nurodytose inhibicijos zony skersmeny ribose.? Esant H. influenzae ATCC 497686,
amoksicilinas su klavulano ragstimi pasizyméjo didesnémis inhibicijos zonomis, nei
rekomenduoja EUCAST.® Esant S. pneumoniae ATCC 49616, cefepimas, cefpodoksimas ir
cefuroksimas pasizymeéjo didesniu inhibicijos zony skersmeniu, nei rekomenduoja EUCAST.?

151 papildomy aprasyty augimo sglygoms iSrankiy bakterijy (zr. 4 lentele) antimikrobinio
jautrumo tyrimas parodeé patenkinamg augimg po rekomenduojamo inkubacijos laiko, tinkamai
jvertinus inhibicijos zony jvertinimg ir nustacius atitinkamy bakterijy antimikrobinj atsparumg
remiantis EUCAST kritinémis vertémis®.
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3 lentelé. Patvirtintos antimikrobinés medziagos ir kokybés kontrolés
padermés. Jei nenurodyta kitaip, inhibicijos zony skersmenys atitiko EUCAST
diapazonus.9 ISsiskirian€ios inhibicijos zonos nurodytos

Antimikrobiné Disko H. influenzae | S.pneumoniae | C.jejuni ATCC
medzZiaga turinys (MQ) ATCC 49766 ATCC 49616 33560
Ampicilinas 2 v v
Amoksicilinas su
klavulanine 2-1 20 — 30 mm*
ragStimi
Benzilpenicilinas 1 vienetas v v
Cefakloras 30 v
Cefepimas 30 v 35—39 mm'
Cefiksimas v
Cefataksimas v v
Cefpodoksimas 10 v 33 -39 mm'
Ceftarolinas 5 - -
Ceftibutenas 30 v
Ceftriaksonas 30 v v
Cefuroksimas 30 v 33 -38 mm'
Chloramfenikolis 30 v v
Ciprofloksacinas v v v
Klindamicinas v
Doripenemas 10 v v
Ertapenemas 10 v v
Eritromicinas 15 v v v
Imipenemas 10 v v
Levofloksacinas 5 v v
Linezolidas 10 v
Meropenemas 10 v v
Minociklinas 30 v v
Moksifloksacinas 5 v v
Nalidiksiné ragstis 30 v
Nitrofurantoinas 100 v
Norfloksacinas 10 v
Ofloksacinas 5 v v
Oksacilinas v
Rifampicinas 5 v v
Teikoplaninas 30 v
Telitromicinas 15 v v
Tetraciklinas 30 v v v
Tigeciklinas 15 v
Sulfameroksazols | 1252375 d d
Vankomicinas 5 v

v Nurodo EUCAST inhibicijos zony intervalal.9

! Vidutiniai inhibicijos zonos intervalai neatitinka EUCAST rekomenduojamy kokybés kontrolés
intervaly. Norédami palyginti perzitrékite naujausias EUCAST kokybés kontrolés
rekomendacijas.’

* H. influenzae NCTC 8468 2016 m. pasalinti i$ kokybés kontrolés lenteliy dél nejprasty
augimo charakteristiky. H. influenzae ATCC 49766 rekomenduojamas jprastas kokybés
kontrolés tyrimas®.
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4 lentelé. Patvirtinty augimo salygoms iSrankiy mikroorganizmy ir antimikrobiniy medziagy apzvalga

Bendrasis padermiy skai€ius: 151
g
0
» 0 o
. i Disko % © -?; 2 % g 24
Antimikrobiné turinys | @ | 5| 2| € |2~ 2_|o|lo|5 £ E| g
medziaga s |5|32|<S |a8|PT | 5|25 = 2| & s
W) |RISIZ 2l |es £ |5 85|55 el2le| | |3
S|s|olzlvelss|s|2|z|B|g|2|8|5|E|S|-|S
E|8|8|5S 5|25 82|25 |a|k|8|5|%|T|8|C
T | |b|dB[ZB|S|i|o|o|s|s|o|o|o|o]|d|a
19 6 1 19 41 22 7 9 4 3 3 2 1 2 1 6 4 3
Ampicilinas 2 v 4 v v
Amoksicilinas su
klavulanine 2-1 4 v v
ragstimi
. . 1 4 v v v v v
Benzilpenicilinas | vienetas
Cefakloras 30 v
Cefazolinas 30 v
Cefepimas 30 v v v
Cefiksimas 5 v v
Cefataksimas 5 v v | Vv
Cefpodoksimas 10 v v
Ceftarolinas 5
Ceftibutenas 30 v
Ceftriaksonas 30 v v | v
Cefuroksimas 30 v v | v
Chloramfenikolis 30 v V| v v
Ciprofloksacinas 5 v v v v v
Klindamicinas 2 4 4 4 v
Doripenemas 10 v
Ertapenemas 10 v v
Eritromicinas 15 v V| v V| v v
Gentamicinas 10 v
Imipenemas 10 v 4
Levofloksacinas 5 4 v v v
Linezolidas 10 v v v
Meropenemas 10 v v | v
Minociklinas 30 v V| v v
Moksifloksacinas 5 v V| v v v
Nal_idilv<§iné v v
rugstis 30
Nitrofurantoinas 100 v
Norfloksacinas 10 ViV
Ofloksacinas 5 v v v
Oksacilinas 1 v
Rifampicinas 5 v V| Vv v
Teikoplaninas 30 | v v
Telitromicinas 15 v v v v
Tetraciklinas 30 v v Vv v v v
Tigeciklinas 15 v
Trimetoprimas 5 v
Trimetoprimas su 1,25- v v v v
sulfametoksazolu 23,75
Vankomicinas 5 v 4 v
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ISorinis veikimo jvertinimas

ISoriSkai jvertinant veikimg, su BD Mueller Hinton reikliy augimo sglygy agaru buvo tiriamos
169 (apradytos) izoliuotos klinikinés padermés. Tuo pat metu su kitu Mueller Hinton reikliy
augimo sglygy agaru palyginti atlikto jautrumo tyrimo rezultatai parodé, kad nustatytos
kategorijos atsparumo (atitinkamai S — jautrus, R — atsparus, | — tarpinis) ekvivalentiSkumo
rodiklis sieké 99,8 %. BD MH-F palaiko visy tiriamy mikroorganizmy augimg patenkinamai,
juos inkubuojant rekomenduojama inkubavimo laika.

5 lentelé. Atliekant iSorinj vertinima, BD Mueller Hinton (MH-F) reikliy
augimo salygy agare tirtos klinikinés padermés

Padermé / iSskirta padermé Padermeés nr. anti-lk;lii)t'ltikai
Haemophilus influenzae 28 24
Streptococcus pneumoniae 32 27
Campylobacter jejuni 31

Streptococcus A, B, C ir G grupés 10

,Viridans® grupés streptokokai 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
Bendrasis padermiy skaicius 169

Procediros apribojimai

Disky difuzijos jautrumo tyrimas skirtas naudoti tik su grynomis kultdromis. Prie§ paruoSiant
jautrumo tyrimag, rekomenduojama nustatyti Gram paderme ir tikéting iSskirtos padermés
identifikavimo rezultata.

Tiriant kai kuriuos mikroorganizmy ir antimikrobiniy medziagy derinius, inhibicijos zonos

krastas gali nebati rySkus (nerySkiis zonos krastai pastebéti tiriant S. pneumoniae), todél
vertinimas gali bati klaidingas. I$samios informacijos rasite EUCAST vertinimo vadove.™
Nustatyta, kad disky difuzijos jautrumo tyrimams jtakg daro jvairis veiksniai, tarp jy terpe, agaro
gylis, disko stiprumas, inokulianto koncentracija, inokulianto senumas ir pH.*?

Neteisingus rezultatus galima gauti ir dél netinkamos inokulianto koncentracijos. Jei inokulianto
koncentracija per didelé, inhibicijos zonos gali bati per mazos, jei per maza — jos gali bati per
didelés ir sunkiai iSmatuojamos. Todél iki minimumo sumazinti galimg neteisingy rezultaty rizika,
kylancia netinkamai naudojant, primygtinai rekomenduojama laikytis EUCAST gairiy, kaip elgtis
su inokuliantu ir inokuliuotomis Iékstelémis. Laikant antimikrobinius diskus netinkamomis
salygomis gali sumazéti jy stiprumas, dél to galima klaidingai nustatyti, kad mikroorganizmai
atsparus. Terpei pernelyg susitraukus dél netinkamo laikymo, jautrumo tyrimo rezultatai gali
klaidingai rodyti, kad mikroorganizmas jautrus.

Jei mikroorganizmas ,in vitro* jautrus specifinei antimikrobinei medZiagai, tai nebdtinai reiskia,
kad medziaga bus veiksminga ,in vivo“. Rezultaty interpretavimo patarimy ieSkokite pagal
atitinkamas literatiros nuorodas.'**?
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