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BD Mueller Hinton Fastidious Agar (MH-F)

UTILIZACAO PRETENDIDA

O BD Mueller Hinton Fastidious Agar (MH-F) (agar de Mueller Hinton para microrganismos
exigentes) é utilizado para testar a sensibilidade antimicrobiana de isolados clinicos de
microrganismos exigentes, de acordo com o padréo do European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST, Comité Europeu de Avaliagio de Sensibilidade Antimicrobiana).
Este meio é constituido por agar de Mueller Hinton suplementado com sangue equideo desfibrinado
mecanicamente a 5% e 20 mg/L de B-NAD. As diretrizes EUCAST atuais recomendam a utilizacdo de
MH-F para microrganismos exigentes, incluindo Streptococcus pneumoniae, Haemophilus ssp.,
Moraxella catarrhalis, Campylobacter jejuni e coli, estreptococos do grupo Viridans, estreptococos dos
grupos A, B, C e G, Listeria monocytogenes, Pasteurella multocida, bem como Corynebacterium spp.?

PRINCIPIOS E EXPLICACAO DO PROCEDIMENTO

Método microbioldgico.

Para proceder ao teste da sensibilidade antimicrobiana de microrganismos exigentes
(incluindo a metodologia e implementacédo da difusdo em disco e as instru¢cdes necessérias),
deve consultar os procedimentos recomendados atuais do EUCAST.?

Resumidamente, no procedimento de teste da sensibilidade antimicrobiana com base no
método amplamente utilizado de Kirby-Bauer,®> um inéculo confluente do microrganismo é
espalhado sobre toda a superficie do meio. Os discos de papel impregnados com quantidades
especificadas de antibidticos ou outros agentes antimicrobianos séo, em seguida, colocados na
superficie do meio, a placa é incubada e as zonas de inibicdo em redor de cada disco de
antibiotico sdo medidas. A determinacdo da sensibilidade (S) ou resisténcia (R) do
microrganismo a um agente é efetuada através da comparacédo das dimensdes das zonas
obtidas com as dimensées indicadas nos quadros de pontos de corte EUCAST.*

As concentrag@es baixas de timina-timidina e os niveis controlados de céalcio e magnésio na
base de Mueller Hinton limitam o crescimento em redor dos discos e permitem medi¢cdes mais
exatas das zonas de inibicd0.>® O agar de Mueller Hinton ndo suplementado, embora
adequado para testes de sensibilidade de agentes patogénicos aerdbios de crescimento
rapido, ndo é adequado para 0s microganismos mais exigentes como que requerem
suplementos especificos para o desenvolvimento. A composi¢cao do 4gar de Mueller Hinton
para microrganismos exigentes com sangue equideo desfibrinado e NAD permite o
crescimento de bactérias exigentes e, em simultaneo, garante uma interferéncia minima dos
componentes da formula no resultado do teste da sensibilidade antimicrobiana. O agar de
Mueller Hinton para microrganismos exigentes é um meio de teste frequente para a maioria
dos microrganismos exigentes, conforme descrito acima, e dispensa a utilizacdo de um meio
distinto para o teste de sensibilidade antimicrobiana de microrganismos exigentes.*

REAGENTES
BD Mueller Hinton Fastidious Agar (MH-F)
Formula* por litro de dgua purificada

Extrato de carne 209
Hidrolisado 4cido de caseina 1759
Amido 15¢9
Agar 17,09
Sangue equideo, desfibrinado 5%
mecanicamente

3-NAD 0,02g
pH7,3+0,1

*Ajustada e/ou suplementada conforme necessario para cumprir os critérios do desempenho.
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PRECAUCOES

Apenas para uso profissional. @

N&o utilize placas que apresentem sinais de contaminacdo microbiana, descoloragéo, secura,
fissuras ou outros sinais de deterioracdo. Um encolhimento excessivo deste meio devido a
dessecacao pode dar origem a resultados de sensibilidade falsos.

Consulte o documento INSTRUCOES GERAIS DE UTILIZACAO para obter informagdes sobre
os procedimentos de manuseamento asséptico, os riscos bioldgicos e os procedimentos de
eliminacéo do produto usado.

ARMAZENAMENTO E PRAZO DE VALIDADE

Apbs rececdo das placas, conserve no escuro a uma temperatura entre 2 e 8 °C, dentro do
invélucro original, até ao momento da utilizacdo. Evite congelar e aquecer excessivamente. As
placas podem ser inoculadas até terminar o prazo de validade (ver a etiqueta da embalagem) e
incubadas durante o tempo de incubacéo recomendado. As placas séo fornecidas em pilhas de
10 e, quando uma destas pilhas é aberta, as respetivas placas poderéo ser utilizadas no prazo
de uma semana, se forem conservadas em local limpo a uma temperatura entre 2 e 8 °C.

CONTROLO DE QUALIDADE PELO UTILIZADOR

Consulte as recomendacdes do EUCAST acerca do controlo de qualidade pelo utilizador.®
Efetue a inoculagdo de amostras representativas com as estirpes seguintes em cada meio (para
obter informacdes detalhadas, consulte Tipos de amostra e Procedimento do teste). Proceda
a incubacédo das placas, de preferéncia em posigéo invertida, de acordo com as indicacdes
abaixo para a temperatura, duracé@o e condi¢do atmosférica.

Quadro 1: Resultados esperados para as estirpes de controlo de qualidade de acordo
com as diretrizes EUCAST®

Estirpe Agente antimicrobiano Intervalo Incubacéo
(mm)
Eritromicina (E-15) 26 - 32
Oxacilina (OX-1) 8-14 16-20 h,
s;reefrfr?gr?i‘;‘éus Norfloxacina (NOR-10) 18 - 24 35+1 °C,
ATCC™ 49619 Meropenem (MEM-10) 30 - 38 atmosfera de
Trimetoprim-Sulfametoxazol 18 -26 CO;
(SXT 1,25-23,75)
Ampicilina (AM-2) 19 - 25 16-20 h
Haemophilus Cefuroxima (CXM-30) 26 - 34 3541 °C'
influenzae Cloranfenicol (C-30) 31-37 atmo_sfera ,de
ATCC™ 49766 Trimetoprim-Sulfametoxazol 27 .35 co,
(SXT 1,25-23,75)
Cgmpylobacter C|proflo_xgcma (CIP-5) 34 -42 24 h, 4141 °C,
jejuni Entron_wlc_lna (E-15) 27-35 atmosfera
'(A‘JSCI\;: ZAG?;%?GO Tetraciclina (TE-30) 30-38 microaerofilica
Aspeto do meio Vermelho a vermelho-vinho, opaco

ndo inoculado

PROCEDIMENTO

Material fornecido

BD Mueller Hinton Fastidious Agar. Microbiologicamente controlado.

Material ndo fornecido

1. Soro fisioldgico a 0,9% (volumes de 5 mL) para preparacao do in6culo padréo.

2. Padréo de sulfato de bario para comparacéo (0,5 mL de 0,048 M BacCl, [1,175% p/v
BaCl,2H,0] para 99,5 mL de 0,18 M [0,36 N] H,SO4 [1% v/v]) ou

3. Um dispositivo de fotometria para ajustamento da turvagédo da suspensao do indculo a um
padréao 0,5 da escala de McFarland.
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4. Como alternativa aos materiais acima indicados (1-3), é possivel utilizar o BD Prompt
Inoculation System (sistema de inoculagcdo BD Prompt, um dispositivo volumétrico de
preparacéo de indculos).™

5. Cultura de controlo - Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, Haemophilus influenzae
ATCC 49766 e Campylobacter jejuni ATCC 33560/DSM 4688.

6. Discos de papel impregnados com quantidades especificadas de agentes antimicrobianos,
tais como os discos do teste de sensibilidade BD Sensi-Disc.

7. Dispositivo de distribuicdo de discos, tal como o BD Sensi-Disc Self-Tamping 6-Place

Dispenser (Dispensador com 6 lugares de auto-impactacdo BD Sensi-Disc).

Régua ou outro dispositivo para medir as dimensfes das zonas em milimetros.

Uma incubadora que produza uma atmosfera contendo CO, a 5% ou outro dispositivo que

produza uma atmosfera enriquecida com CO, semelhante.

10. Meios de cultura auxiliares, reagentes e equipamento laboratorial, conforme necessério.

8.
9.

Tipos de amostra

Este produto é utilizado para testar a sensibilidade de culturas puras isoladas a partir de
amostras clinicas (consulte também CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO E LIMITACOES
DO PROCEDIMENTO).

Procedimento do teste

Esta metodologia descreve o método de suspenséo direta de colénias recomendado pelo

EUCAST.?

1. Certifique-se de que se encontra disponivel uma cultura pura e fresca (=de um dia para o
outro) proveniente de um meio ndo seletivo. Nos testes de sensibilidade de rotina, é
possivel preparar o indculo através de uma suspensao direta em soro fisiolégico de vérias
colonias semelhantes morfologicamente.

2. Ajuste o inoculo para a densidade do padréo 0,5 McFarland através de um dispositivo de
fotometria ou para ser visualmente equivalente ao padréo de sulfato de bario (padréo de
0,5 McFarland).

3. Os métodos alternativos de preparacao do inéculo, que envolvem dispositivos que
permitem a padronizagdo direta dos indculos sem ajustamento da turvacao, tais como o
BD Prompt Inoculation System, foram considerados aceitaveis para fins de testes de
rotina.®

4. Preferencialmente, o Streptococcus pneumoniae € suspenso a partir de uma placa de agar
de sangue para a densidade de um padréo de 0,5 McFarland. Quando o Streptococcus
pneumoniae é suspenso a partir de uma placa de agar de chocolate, o in6culo tem de ser
equivalente a um padrdo de 1,0 McFarland.

5. Idealmente, o in6culo deve ser utilizado no prazo de 15 min apds o ajuste da turvacdo. A
suspensdo tem de ser utilizada sempre no prazo de 60 min apds a preparacdo. Mergulhe
uma zaragatoa estéril no indculo diluido corretamente e rode a zaragatoa firmemente
vérias vezes contra a parede superior interna do tubo, para espremer o liquido em excesso
e evitar uma inoculacdo excessiva.

6. Efetue ainoculagéo sobre o BD Mueller Hinton Fastidious Agar, fazendo riscas sobre
toda a superficie do agar da placa trés vezes, rodando a placa 60° entre cada série de
riscas para obter uma inoculagéo uniforme.

7. Aplique os discos a placa desidratada no prazo de 15 min ap6s a inoculagéo, utilizando
precaucdes de assepsia. Deposite seis discos na placa, no maximo. Depois de os discos
serem colocados no agar, é necessario pressiona-los com uma agulha ou pinga estéreis
para estabelecer contacto total com a superficie do meio. Este passo ndo é necessario se
os discos tiverem sido colocados com dispensadores auto-impactadores BD Sensi-Disc.

8. No prazo de 15 min apds a aplicagdo dos discos, inverta as placas (preferivelmente) e
coloque-as na incubadora. As condi¢Bes de incubagéo estdo resumidas no Quadro 2.
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Quadro 2: Condic8es de incubacao para diversos microrganismos exigentes de acordo
com o EUCAST?

Microrganismo Condicéo de incubacéo

Estreptococos dos grupos A, B, Ce G 35+1 °C em CO, a 4-6% em ar durante 16-20 h
Streptococcus pneumoniae 351 °C em CO, a 4-6% em ar durante 16-20 h
Estreptococos do grupo Viridans 35+1 °C em CO, a 4-6% em ar durante 16-20 h
Haemophilus spp. 35+1 °C em CO, a 4-6% em ar durante 16-20 h
Moraxella catarrhalis 3541 °C em CO, a 4-6% em ar durante 16-20 h
Listeria monocytogenes 35+1 °C em CO, a 4-6% em ar durante 16-20 h
Pasteurella multocida 3541 °C em CO, a 4-6% em ar durante 16-20 h
Corynebacterium spp. 35+1 °C em CO, a 4-6% em ar durante 16-20 h. Os

isolados com crescimento insuficiente apos 16-20 h
de incubacgdo sdo novamente incubados
imediatamente e as zonas de inibicao sédo lidas
apo6s um total de 40-48 h de incubacéo
Campylobacter jejuni e coli 41+1 °C em ambiente microaerébio durante 24 h.
Alguns isolados de C. coli podem n&o apresentar
crescimento suficiente apds 24 h de incubacao.
Estes sdo novamente incubados imediatamente e
as zonas de inibigdo sédo lidas apés um total de 40-
48 h de incubacgéo

Leitura dos resultados

1. Apos a incubagéo, deve observar-se crescimento confluente. Caso se verifique apenas
crescimento de colbnias isoladas, o inéculo tinha uma concentra¢do muito baixa e o teste
devera ser repetido.

2. Meca o didmetro das zonas com inibicao total (conforme observado a olho nu), incluindo o
didmetro do disco, arredondando ao milimetro mais proximo, utilizando um compasso
deslizante ou uma régua e segurando na placa sem tampa a cerca de 30 cm dos olhos.

3. O valor final deve corresponder a area que nao exibe qualquer crescimento visivel
detetavel a olho nu. Ignore o crescimento ténue de pequenas colonias, que pode ser
detetado apenas com dificuldade no limite da zona de inibi¢cdo evidente.

4. Caso sejam observadas zonas duplas, deve ser medida a zona interior, salvo indicacdo
especifica em contrario.>*%**

5. Para estreptococos hemoliticos, leia a inibicdo do crescimento e n&o a inibi¢cdo da
hemodlise. A B-hemdlise apresenta-se frequentemente sem crescimento, enquanto que a
a-hemolise coincide frequentemente com o crescimento.

Interpretacdo dos resultados

Consulte os quadros dos pontos de corte para interpretar os didmetros de zona.? Em seguida,
os resultados obtidos com microrganismos especificos podem ser participados como resistentes
ou sensiveis. Podera obter informacdes adicionais acerca de caracteristicas de crescimento
especificos, a interpretacdo e outros documentos de orientacdo em www.eucast.org.

CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO E LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

O BD Mueller Hinton Fastidious Agar foi concebido para testar a sensibilidade de
microrganismos exigentes de acordo com as recomendagdes do EUCAST.! Os quadros de
pontos de corte para a interpretacdo da sensibilidade sdo atualizados anualmente* e a vers&o
mais recente deve ser consultada para proceder a interpretagéo correta dos resultados
obtidos.

Resultados do desempenho

Avaliacéo interna do desempenho

O desempenho do BD Mueller Hinton Fastidious Agar foi validado internamente com as
estirpes de controlo de qualidade (CQ) recomendadas® (consulte o Quadro 3) e 151 estirpes
previamente caracterizadas adicionais (consulte o Quadro 4), incluindo Corynebacterium spp.,
estreptococos do grupo Viridans, Listeria monocytogenes, Moraxella catarrhalis, Streptococcus
dos grupos A, B, C e G, Haemophilus ssp. e Streptococcus pneumoniae.
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O Quadro 3 resume 0s agentes antimicrobianos validados para as estirpes de CQ. Salvo
indicagdo em contrario, as dimensdes da zona de inibicdo determinadas para os agentes
antimicrobianos validados encontraram-se dentro dos intervalos de didmetro da zona de
inibicdio da especificacdo EUCAST.? Para H. influenzae ATCC 49766, a amoxicilina-acido
clavulanico demonstrou zonas de inibicdo fora dos intervalos recomendados pelo EUCAST.®
Para S. pneumoniae ATCC 49616, cefepima, cefpodoxima e cefuroxima apresentaram zonas
de inibic&o fora dos intervalos de diametro recomendados pelo EUCAST.?

O teste da sensibilidade antimicrobiana das 151 bactérias exigentes caracterizadas adicionais
(consulte o Quadro 4) indicou crescimento satisfatorio apds os periodos de incubagéo
recomendados, permitindo uma leitura adequada das zonas de inibicdo e a determinacédo da
resisténcia antimicrobiana respetiva de acordo com os pontos de corte EUCAST.*
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Quadro 3: Agentes antimicrobianos validados e estirpes de controlo de
gualidade. Salvo indicagdao em contrario, os diametros da zona de inibicéo
encontraram-se dentro dos respetivos intervalos EUCAST.? As zonas de inibicdo
divergentes séo especificadas

Agente Conteldo do H. influenzae S. pneumoniae C. jejuni ATCC
antimicrobiano disco (ug) ATCC 49766 ATCC 49616 33560
Ampicilina 2 v v
Amoxicilir)a?écido 21 20-30 mm?
clavulanico
Benzilpenicilina 1 unidade v v
Cefaclor 30 v
Cefepima 30 v 35-39 mm*
Cefixima v
Cefotaxima v v
Cefpodoxima 10 v 33-39 mm*
Ceftarolina 5 - -
Ceftibuten 30 v
Ceftriaxona 30 v v
Cefuroxima 30 v 33-38 mm*
Cloranfenicol 30 v v
Ciprofloxacina v v v
Clindamicina v
Doripenem 10 v v
Ertapenem 10 v v
Eritromicina 15 v v v
Imipenem 10 v v
Levofloxacina 5 v v
Linezolid 10 v
Meropenem 10 v v
Minociclina 30 v v
Moxifloxacina 5 v v
Acido nalidixico 30 v
Nitrofurantoina 100 v
Norfloxacina 10 v
Ofloxacina v v
Oxacilina v
Rifampicina v v
Teicoplanina 30 v
Telitromicina 15 v v
Tetraciclina 30 v v v
Tigeciclina 15 v
Sufametoxazol | 1257375 d d
Vancomicina 5 v

v Indica zonas de inibicdo dentro do intervalo EUCAST.’

! Os intervalos da zona de inibicdo média estéo fora dos intervalos de CQ recomendados pelo
EUCAST. Consulte e compare com as recomendag¢fes mais recentes do EUCAST para o CQ.9
* H. influenzae NCTC 8468 foi excluido dos quadros de CQ em 2016 devido as caracteristicas
de crescimento pouco habituais. H. influenzae ATCC 49766 é recomendado para o CQ de rotina

como alternativa®.
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Quadro 4: Panor@mica dos microrganismos exigentes validados e agentes antimicrobianos

N.° total de estirpes: 151
. o |E 2|5
- © ke > <
agente | oo | 1B, 285 |82 | B e |58 .
antimicrobiano (9) S 3 215|851 8 E *2 "g cele | B w | 2| E =)
c | = | < cle .| 9| ol8|S|s5|o |2 g || ._ 13)
S|s|8|z|8S|Els|elz|B|2|s|s|g|E|E|=|2
E|E| 8|52 |2|8|E|8|5|a|5|8|5|F|T|8|E
T | T || jus|ld|sS|S|o|lo|lo|lo|lo|o|lo]0]oO|a
19| 6 |1 |19| 4 |2| 7|9 |4|3|3|2|1]2|1|6]|4]3
Ampicilina 2 v v v v
Amoxicilirja.-écido 2.1 v v v
clavulanico
Benzilpenicilina | 1 unidade v v v v
Cefaclor 30
Cefazolina 30
Cefepima 30 v v
Cefixima 5 v v
Cefotaxima 5 v v
Cefpodoxima 10 v v
Ceftarolina 5
Ceftibuten 30 v
Ceftriaxona 30 4 4
Cefuroxima 30 v v
Cloranfenicol 30 v v
Ciprofloxacina 5 v v v v
Clindamicina 2 v
Doripenem 10 v v
Ertapenem 10 v v
Eritromicina 15 v vV v
Gentamicina 10 v
Imipenem 10 v v
Levofloxacina 5 v v
Linezolid 10 v
Meropenem 10 v Vv
Minociclina 30 v v
Moxifloxacina 5 v v v v
Acido nalidixico 30 v v
Nitrofurantoina 100
Norfloxacina 10 vV
Ofloxacina 5 v v
Oxacilina 1 v
Rifampicina 5 vV v
Teicoplanina 30 vV
Telitromicina 15 vV v
Tetraciclina 30 vV v v v
Tigeciclina 15 v
Trimetoprim 5 v
Trimetoprim- 1,25- v v | v
Sulfametoxazol 23,75
Vancomicina 5 v v
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Avaliacdo externa do desempenho

Numa avaliacao externa do desempenho, foram testados 169 isolados clinicos
(caracterizados) em BD Mueller Hinton Fastidious Agar. Uma comparacao simultanea dos
resultados da sensibilidade, com outro meio Mueller Hinton para microrganismos exigentes
disponivel, indicou uma taxa de equivaléncia de 99,8% para a categoria de resisténcia
determinada (S, sensivel, R, resistente, ou |, intermédio, respetivamente). O BD MH-F
suportou de modo satisfatorio o crescimento de todos os microrganismos testados quando
incubados com a duracéo de incubagédo recomendada.

Quadro 5: Isolados clinicos testados em BD Mueller Hinton
Fastidious Agar (MH-F) durante a avaliacao externa do desempenho

Estirpe/lsolado N.° da estirpe Artlélsbtgtl(;:sos
Haemophilus influenzae 28 24
Streptococcus pneumoniae 32 27
Campylobacter jejuni 31 3
Streptococcus dos grupos A, B, C e

G 10 9
Estreptococos do grupo 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
N.° total de estirpes 169

LimitacGes do procedimento

O teste da sensibilidade por difusédo de disco destina-se a ser utilizado apenas com culturas
puras. Recomenda-se proceder a coloragdo Gram e a identificacdo presumivel do isolado
antes da preparacéo do teste de sensibilidade.

Com algumas combina¢des de microrganismos-agente antimicrobiano, a zona de inibicdo
podera nao ter um limite bem demarcado (foram observados limites de zona difusos com

S. pneumoniae), o que podera conduzir a interpretagdes incorretas. Consulte o guia de leitura
EUCAST para obter informacdes pormenorizadas.'* Foram identificados varios fatores que
influenciam os testes de sensibilidade por difusdo em disco. Estes incluem o meio, a
profundidade do agar, a poténcia do disco, a concentracdo do inéculo, a idade do in6culo e 0
pH_lz

Uma concentracdo de indculo errada podera produzir resultados incorretos. As zonas de
inibicdo poderao ser demasiado pequenas se o inéculo for muito concentrado e poderéo ser
demasiado grandes e dificeis de medir se o in6culo for pouco concentrado. Por este motivo, a
conformidade com as diretrizes EUCAST para o manuseamento do inéculo e das placas
inoculadas é fortemente recomendada para minimizar o risco potencial de resultados incorretos
devido a um manuseamento incorreto.* O armazenamento incorreto dos discos de
antimicrobiano pode conduzir a perda de poténcia ou a um resultado de resisténcia falso. Um
encolhimento excessivo do meio devido a condic¢des incorretas de conservacao pode dar
origem a resultados de sensibilidade falsos.

A sensibilidade in vitro de um microrganismo a um agente antimicrobiano especifico ndo
significa necessariamente que esse agente serd eficaz in vivo. Consulte as referéncias

bibliograficas adequadas para obter orientacdes relativas a interpretacéo dos resultados.***3
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EMBALAGEM/APRESENTACAO

BD Mueller Hinton Fastidious Agar

N.° de cat. Descricéo

257491 Meios em placas prontos a usar, 20 cpu

INFORMAGCOES ADICIONAIS
Para obter mais informacdes, contacte o representante local da BD.
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Becton Dickinson GmbH

Tullastrasse 8 — 12

69126 Heidelberg/Germany

Phone: +49-62 21-30 50 Fax: +49-62 21-30 52 16
Reception_Germany@europe.bd.com

http://www.bd.com

http://www.bd.com/europe/regulatory
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