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BD Mueller Hinton Fastidious Agar (MH-F)

PAREDZETA LIETOSANA

BD Mueller Hinton Fastidious Agar (MH-F) tiek lietota prasigu organismu klinisko izolatu
antimikrobialas jutibas testiem saskana ar Eiropas Pretmikrobu jutibas testéSanas komitejas
(EUCAST) standartiem®. ST barotne sastav no Mueller Hinton agara, kas papildinats ar 5%
mehaniski defibrinétu zirga asinu un 20 mg/L B NAD. Saskana ar pasreizéjam EUCAST
vadltnijam MH-F ieteicams lietot prasigiem mikroorganismiem, tostarp Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus ssp., Moraxella catarrhalis, Campylobacter jejuni un coli, Viridans
grupas streptokokiem, Streptococcus grupam A, B, C un G, Listeria monocytogenes, Pasteurella
multocida, ka arT Corynebacterium spp.?

PROCEDURAS PRINCIPI UN IZSKAIDROJUMS

Mikrobiologiska metode.

Informaciju par prasigu organismu antimikrobialas jutibas testiem (tostarp par diska difizijas
metodologiju un veik§anu, nolasi$anas noradijumus) skatit pasreizéjas EUCAST ieteiktajas
procediras®.

Isuma, antimikrobialas jutibas testa procediras laika, pamatojoties uz plasi izmantoto Kirby-
Bauer metodi®, konfluents organisma uzséjums tiek uztriepts visa barotnes virsmas platiba. Péc
tam uz barotnes virsmas tiek novietoti papira diski, kas piesticinati ar antibiotikam vai citiem
antimikrobialajiem agentiem noteiktaja daudzuma, plate tiek inkubéta, un tiek méritas inhibicijas
zonas ap katru antibiotiku disku. Lai noteiktu, vai organisms ir jutigs (S) vai rezistents (R) attieciba
pret agentu, iegitas zonas tiek salidzinatas ar EUCAST atskaites punktu tabulas noraditajam®.
Zema timina un timidina koncentracija un kontroléts kalcija un magnija l[imenis Mueller Hinton
bazé ierobeZo aug$anu ap diskiem un nodro$ina precizakus inhibicijas zonu mérfjumus®®.
Nepapildinatais Mueller Hinton agars ir piemérots strauji augoSu aerobo patogénu jutibas
testéSanai, bet tas nav piemeérots prasigakiem organismiem, kuriem nepiecieSamas specifiskas
baribas vielas aug8anai. Mueller Hinton Fastidious Agar sastavs ar defibrinétam zirga asinim
un NAD nodroSina prasigu baktériju augSanu, vienlaikus garantéjot minimalus traucéjumus, ko
formulas sastavdalas var izraistt antimikrobialas jutibas testa rezultatos. Mueller Hinton Fastidious
Agar ir vienota testa barotne visprasigakajiem mikroorganismiem, ka aprakstits ieprieks, un |auj
iztikt bez atsevikas barotnes prasigo mikroorganismu antimikrobialas jutibas testiem’.

REAGENTI
BD Mueller Hinton Fastidious Agar (MH-F)
Sastavs* viena litra attirita Gdens

Galas ekstrakts 209
Kazeina skabes hidrolizats 1759
Ciete 159
Agars 1709
Zirga asinis, mehaniski defibrinétas 5%
3-NAD 0,02g
pH7,3+0,1

*Péc nepiecieSamibas tiek pielagots un/vai papildinats, lai nodrosinatu veiktspéjas kritérijus.
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PIESARDZIBAS PASAKUMI
Tikai specialistu lietosanai. &

Nelietojiet plates, ja pamanat mikrobiala piesarnojuma pazimes, krasas mainu, izzisanu,
saplaisasanu vai citas bojajumu pazimes. Parmériga Sis barotnes sarau$anas atidenosanas dél
var izraisit klddainas jutibas rezultatu.

Lai iegGtu informaciju par aseptiskam apstrades proceddram, biologiskiem apdraud&jumiem un
atbrivo$anos no izmantota izstradajuma, skatiet dokumentu VISPARIGA LIETOSANAS PAMACIBA.

UZGLABASANA UN GLABASANAS LAIKS

Saskana ar recepti uzglabajiet plates tumsa no 2 I1dz 8 °C temperatira originalaja uzmavas
iesainojuma, no iepakojuma iznemot tikai pirms lietoSanas. Nepielaujiet sasalSanu un
parkarSanu. Uz platém drikst veikt uzséju Iidz to deriguma termina beigam (skatiet etiketi uz
iepakojuma), un tas drikst inkubét ieteicamo inkubacijas laiku. Plates no atvérta 10 platnu
iepakojuma drikst izmantot vienu nedélu, ja tas tiek uzglabatas tira vieta

2 lidz 8 °C temperatura.

LIETOTAJA KVALITATES KONTROLE

Lietotaja kvalitates kontroles nolikos jaievéro EUCAST ieteikumi®. Uz katras barotnes veiciet
talak noradito celmu raksturigo paraugu uzséju (papildinformaciju skatiet sadalas Paraugu veidi
un Testa procedura). Inkubéjiet plates, vélams, apgriezot otradi, saskana ar talak sniegtajiem
noradijumiem par temperatdru, laiku un atmosféras stavokli.

1. tab.: paredzamie kvalitates kontroles celmu rezultati saskana ar EUCAST vadlinijam’

Celms Antimikrobialais agents Diapazons Inkubacija
(mm)
Eritromicins (E-15) 26 - 32
Oksacilins (OX-1) 8-14
Streptococcus Norfloksacins (NOR-10) 18 - 24 116:20 h, 35
pneumoniae — 1 °C, CO,
ATCC™ 49619  |-Meropenéms (MEM-10) 30-38 atmosfara

Trimetoprims-sulfametoksazols

(SXT 1.25-23.75) 18 -26

Ampicilins (AM-2) 19 - 25
Haemophilus Cefuroksims (CXM-30) 26 -34 16-20 h, 35
influenzae Hloramfenikols (C-30) 31-37 +1 °C, CO,
ATCC™ 49766 Trimetoprims-sulfametoksazols 27 - 35 atmosféra

(SXT 1.25-23.75)
Campylobacter Ciprofloksacins (CIP-5) 34 -42 o
jejuni Eritromicins (E-15) 27-35 Zéii'rggeir;filg
ATCC™ 33560 Tetraciklins (TE-30) 30 - 38 atmosfara

(DSM 4688)
Barotnes izskats no sarkanas Iidz karminsarkanai, caurredzama
bez uzséjuma

PROCEDURA
Nodrosinatie materiali
BD Mueller Hinton Fastidious Agar. Nodrosinata mikrobiologiska kontrole.

Nenodrosinatie materiali

1. 0,9% fiziologiska skiduma (5 mL tilpumi) standarta uzséjuma sagatavoSanai.

2. Barija sulfata salidzinajuma standarts (0,5 mL 0,048 M BaCl, [1,175% w/v BaCl,2H,0] lidz
99,5 mL 0,18 M [0,36 N] H,SO4 [1% v/V]) vai

3. Fotometriska ierice uzséjuma suspensijas dulkainibas pielagoSanai Iidz 0,5 McFarland
vienibu standarta ekvivalentam.

4. Ka alternativu iepriek$ minétajiem materialiem (1.—3.) var izmantot BD Prompt Inoculation
System (séjmateriala tilpuma sagatavo$anas ierice)'’.

5. Kontroles kultira — Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, Haemophilus influenzae
ATCC 49766 un Campylobacter jejuni ATCC 33560/DSM 4688.
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7.
8.
9.

Papira diski, kas piesicinati ar antimikrobialajiem agentiem noteiktaja daudzuma,
pieméram, BD Sensi-Disc jutibas testédanas diski.

Diska izvades ierice, pieméram, BD Sensi-Disc paSstampajoss 6 vietu dozators.
Lineals vai cita ierice zonu lieluma mériSanai milimetros.

Inkubators, kas generé atmosféru ar 5% CO, saturu, vai cita ierice, kas generé I1dzigu,
ar CO, bagatinatu atmosferu.

10. Palhgbarotne, reagenti un nepiecieSamais laboratorijas aprikojums.

Paraugu veidi

Sis izstradajums tiek lietots tadu tiru kultdru jutibas testésanai, kas izolétas no kliniskajiem
paraugiem (skatiet arf sadalu VEIKTSPEJAS RAKSTUROJUMS UN PROCEDURAS
IEROBEZOJUMI).

Testa procedira
Saja metodologija aprakstita tie$a kolonijas suspensijas metode saskana ar EUCAST
ieteikumiem?.

1.

Parliecinieties, ka ir pieejama tira, svaiga (=atstata uz nakti) kultira no neselektivas
barotnes. Parastajiem jutibas testiem uzsé&jumu var sagatavot, izgatavojot tieSo suspensiju
ar vairakam morfologiski ITdzigdm kolonijam fiziologiskaja skiduma.

Pielagojiet uzséjumu hdz 0,5 McFarland vienibu standartam atbilstoSam blivumam,
izmantojot fotometrisku ierici, vai vizuali [1dz barija sulfata standartam (0,5 McFarland
vienibu standartam).

Konstatéts, ka alternativas uzséjuma sagatavo$anas metodes, kuras tiek izmantotas
ierices, kas |auj veikt tieSu uzséjuma standartizéSanu bez dulkainibas pielagoSanas,
pieméram, BD Prompt Inoculation System, ir atbilsto$as parasto testu nolikam®.
leteicams Streptococcus pneumoniae izkliedét no asins agara Iidz 0,5 McFarland vienibu
standartam atbilstoSam blivumam. Ja Streptococcus pneumoniae tiek izkliedéts no
Sokolades agara, uzsé€juma blivumam jabat atbilstodam 1,0 McFarland vienibu standartam.
Izmantojiet uzséjumu optimali 15 mindsu laika no dulkainibas pielagos$anas briza. Suspensija
vienmeér ir jaizlieto 60 minGsu laika no sagatavoSanas briza. lemérciet sterilu tamponu
atbilstoSi atSkaidita séjmateriala un groziet to vairdkas reizes, stingri piespiestu stobrina
augS$ejai iekSg€jai sieninai, lai izspiestu lieko Skidrumu, un nepielaujiet parmérigu uzsésanu.
Uzséjiet uz BD Mueller Hinton Fastidious Agar, novelkot par visu agara plates virsmu tris
reizes un starp uzklasanas reizém grozot plati par 60°, lai iegitu vienmérigu uzs&jumu.
Uzlieciet uz sausas plates diskus 15 minasu laika no uzsé8anas briza, ievérojot aseptiskos
piesardzibas pasakumus. Uzlieciet ne vairak ka seSus diskus uz plates. Péc disku
novietoSanas uz agara piespiediet tos ar sterilu adatu vai knaiblém, lai nodroSinatu, ka tie
pilntba saskaras ar virsmu. S darbiba nav nepiecieSama, ja diski ir novietoti, izmantojot
BD Sensi-Disc paSstampajoSos dispenserus.

15 minGtes péc disku uzklasanas apgrieziet plates otradi (ieteicams) un ievietojiet tas
inkubatora. Inkubacijas apstakli ir apkopoti 2. tabula.

2. tab.: dazadu prasigo organismu inkubacijas apstakli saskana ar EUCAST?

Organisms Inkubacijas apstakli

Streptococcus grupas A,B, C 35+1 °C ar 4-6% CO, gaisa uz 16—20 h

un G

Streptococcus pneumoniae 35+1 °C ar 4—6% CO, gaisa uz 16-20 h

Viridans grupas streptokoki 35+1 °C ar 4-6% CO, gaisa uz 16—20 h

Haemophilus ssp. 35+1 °C ar 4—6% CO, gaisa uz 16-20 h

Moraxella catarrhalis 35+1 °C ar 4-6% CO, gaisa uz 16—20 h

Listeria monocytogenes 35+1 °C ar 4—6% CO, gaisa uz 16-20 h

Pasteurella multocida 35+1 °C ar 4-6% CO, gaisa uz 16—20 h

Corynebacterium spp. 35%1 °C ar 4—6% CO, gaisa uz 16-20 h. Izolati, kuru
augSana péc 16—-20 h inkubacijas nav pietiekama,
nekaveéjoties tiek inkubéti atkartoti, un inhibicijas zonas tiek
nolasttas péc kopéja inkubacijas laika 40-48 h

Campylobacter jejuni un coli 41+1 °C mikroaeroba vidé uz 24 h. Dazu C. coli izolatu
augSana péc 24 h inkubacijas var nebut pietiekama. Tie

PA-257491.01 3.lpp.no 8



nekavéjoties tiek inkubéti atkartoti, un inhibicijas zonas tiek
nolasttas péc kopéja inkubacijas laika 40-48 h

Rezultatu nolasiSana

1. Péc inkubacijas jabit redzamai konfluentai augSanai. Ja augSana notiek tikai izolétajas
kolonijas, séjmaterials ir parak viegls un tests ir jaatkarto.

2. Meriet pilnas inhibicijas zonu diametru (vértéjot ar neapbrunotu aci) kopa ar diska diametru
[[dz tuvakajam veselajam milimetram, izmantojot bidméru vai linealu, ar plati, kurai
nonemts vacin$, turot to aptuveni 30 cm attaluma no acim.

3. Galapunkts jauztver ka apgabals, kura nav acimredzamas augS$anas, ko var konstatét ar
neapbrunotu aci. Ignorgjiet nelielu siku koloniju augSanu, ko var bat grati konstatét
acimredzamas inhibicijas zonas malas tuvuma.

4. Ja zonas dubultojas, jameéra iek§€ja zona, ja vien nav noradits citadi.

5. Hemolitisko streptokoku gadijuma nolasiet augSanas inhibiciju, nevis hemolizes inhibiciju.
B hemolizé parasti nav augSanas, savukart a hemolize un augSana parasti sakrit.

2,49,11

Rezultatu interpretacija

Interpret&jiet zonu diametrus, atsaucoties uz atskaites punktu tabulam?. P&c tam rezultatus, kas
iegati ar noteiktiem organismiem, var noradit ka rezistentus vai jutigus. Papildinformaciju par
specifiskam augS$anas 1pasibam, interpretaciju un citiem vadliniju dokumentiem varat iegat
vietné www.eucast.org.

VEIKTSPEJAS RAKSTUROJUMS UN PROCEDURAS IEROBEZOJUMI

BD Mueller Hinton Fastidious Agar ir paredzéta prasigu mikroorganismu jutibas testésanai,
ka iesaka EUCAST®. Atskaites punktu tabulas jutibas interpretéSanai tiek atjauninatas reizi
gada®, un pareizai iegito rezultatu interpreté$anai jaskata visjaunaka versija.

Veiktspéjas rezultati

lekS€ejais veiktsp&jas novertéjums

BD Mueller Hinton Fastidious Agar veiktspé&ja sakotnégji tika novertéta, izmantojot ieteicamos
kvalitates kontroles (KK) celmus® (skatiet 3. tabulu) un 151 papildu iepriek$ aprakstitu celmu
(skatiet 4. tabulu), tai skaitd Corynebacterium spp., Viridans grupas streptokokus, Listeria
monocytogenes, Moraxella catarrhalis, Streptococcus grupas A, B, C un G, Haemophilus ssp.
un Streptococcus pneumoniae.

3. tabula ietverts kopsavilkums par parbauditajiem KK celmu antimikrobialajiem agentiem.
Ja vien nav noradits citadi, noteiktie parbaudito antimikrobialo agentu zonu lielumi ietilpa
noraditajos EUCAST inhibicijas zonu diametru diapazonos®. H. influenzae ATCC 49766
gadijuma amoksicilins-klavulanskabe uzradija inhibicijas zonas, kas atrodas arpus
ieteicamajiem EUCAST diapazoniem®. S. pneumoniae ATCC 49616 gadijuma cefepims,
cefpodoksims un cefuroksims uzradija inhibicijas zonas, kas atrodas arpus ieteicamajiem
EUCAST diapazoniem®.

151 papildu aprakstita prasigo baktériju celma (skatiet 4. tabulu) antimikrobialas jutibas tests
uzradija apmierinoSu augSanu péc ieteicamajiem inkubacijas laika periodiem, nodrosinot
adekvatu inhibicijas zonu nolasiSanu un attiecigas antimikrobialas rezistances noteik§anu
saskana ar EUCAST atskaites punktiem®.
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http://www.eucast.org/

3. tab.: parbauditie antimikrobialie agenti un kvalitates kontroles celmi. Ja vien
nav noradits citadi, inhibicijas zonu diametri ietilpa attiecigajos EUCAST
diapazonos.’ Noraditas at$kirigas inhibicijas zonas

Antimikrobialais Diska H. influenzae | S.pneumoniae | C.jejuni ATCC
agents saturs (ug) ATCC 49766 ATCC 49616 33560
Ampicilins 2 v v
avulinkabe 21 20-30 mm*
Benzilpenicilins 1 vieniba v v
Cefaklors 30 v
Cefepims 30 v 35-39 mm"
Cefiksims v
Cefotaksims v v
Cefpodoksims 10 v 33-39 mm'"
Ceftarolins 5 - -
Ceftibuténs 30 v
Ceftriaksons 30 v v
Cefuroksims 30 v 33-38 mm"
Hloramfenikols 30 v v
Ciprofloksacins v v v
Klindamicins v
Doripenéms 10 v v
Ertapenéms 10 v v
Eritromicins 15 v v v
Imipenéms 10 v v
Levofloksacins 5 v v
Linezolids 10 v
Meropenéms 10 v v
Minociklins 30 v v
Moksifloksacins 5 v v
Nalidiksinskabe 30 v
Nitrofurantoins 100 v
Norfloksacins 10 v
Ofloksacins 5 v v
Oksacilins v
Rifampicins 5 v v
Teikoplanins 30 v
Telitromicins 15 v v
Tetraciklins 30 v v v
Tigeciklins 15 v
sulfametoksasols | 1252375 / d
Vankomicins 5 v

v Norada inhibicijas zonas EUCAST diapazone'l.9

! Vidgjas inhibicijas zonas robezas atrodas arpus ieteicamajiem EUCAST kvalitates kontroles
diapazoniem. Salidzinajumam skatiet jaunakos EUCAST kvalitates kontroles ieteikumus.’

* H. influenzae NCTC 8468 tika izslégta no kvalitates kontroles tabulam 2016. gada neparastu
augSanas Tpasibu dé|. H. influenzae ATCC 49766 ieteicams izmantot tas vieta parastajai
kvalitates kontrolei®.
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4. tab.: parskats par parbauditajiem prasigajiem organismiem un antimikrobialajiem agentiem

Kopéjais celmu skaits: 151
£
— 0
S o |
. o Diska % Q @ é % g 24
Antimikrobialais |~ o | |2 | 4| & |0 Slel|D s £ E | g .
agents (1) S| 2 215 |gz 18|15 (8|e|le|8|,|2|¢ S
S| S|a|lE|l<cS|anlE|8]2|2|2|8|a|>]|2]-= S
2|S)12|2|ze|5|S|s|e|€|212/c|% 5|55
£|l2|®|a|S@|2|c|E|d|B|8 |8 |%X|5|®|T|S|E
I |T|d|6F|S|s|d|l0|lo|]d|o|o|d]0|0]|0 |a
19 6 1 19 41 22 7 9 4 3 3 2 1 2 1 6 4 3
Ampicilins 2 v v v v
Amok_siciITgs- 2.1 v v v
klavulanskabe
Benzilpenicilins | 1 vieniba v v | Vv v v v
Cefaklors 30 v
Cefazolins 30 v
Cefepims 30 v vV
CefiksTms 5 v v
Cefotaksims 5 v Vv
Cefpodoksims 10 v v
Ceftarolins 5
Ceftibuténs 30 v
Ceftriaksons 30 4 V|V
Cefuroksims 30 v vV
Hloramfenikols 30 v vV v
Ciprofloksacins 5 v v v v v
Klindamicins 2 VI v |V v
Doripenéms 10 v v
Ertapenéms 10 v v
Eritromicins 15 v vV vV v
Gentamicins 10 v
Imipen&ms 10 v v
Levofloksacins 5 v vV v
Linezolids 10 vV v
Meropenéms 10 v Vv
Minociklins 30 v v v
Moksifloksacins 5 v vV v v
NalidiksTnskabe 30 v v
Nitrofurantoins 100 v
Norfloksacins 10 vV
Ofloksacins 5 v v v
Oksacilins 1 v
Rifampicins 5 v vV v
Teikoplanins 30 VI v |V
Telitromicins 15 v vV v
Tetraciklins 30 v vV v v v
Tigeciklins 15 v
Trimetoprims 5 v
Trimetoprims- 1,25- v v vl v
sulfametoksazols 23,75
Vankomicins 5 v | Vv v
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Aré&jais veiktspéjas novértéjums

Argja veiktspéjas novértéjuma 169 (aprakstiti) kiiniskie izolati tika parbauditi, izmantojot
sistemu BD Mueller Hinton Fastidious Agar. Vienlaiciga jutibas rezultatu salidzinajuma ar citu
pieejamu Mueller Hinton Fastidious barotni tika iegats ekvivalences raditajs 99,8% noteiktajai
rezistences kategorijai (S — jutigs, R — rezistents vai | — vidéjs). BD MH-F atbalstija
apmierinosi visu testéto organismu augSanu, inkubé&jot noteikto inkubacijas laiku.

5. tab.: testétie kliniskie izolati, izmantojot BD Mueller Hinton
Fastidious Agar (MH-F), aréja veiktspéjas novértéjuma laika

Procediras ierobezojumi

Diska difuzijas jutibas tests ir paredzéts lietoSanai tikai ar tiram kultdram. Pirms jutibas testa
sagatavo$anas ieteicams veikt izolata Gram kraso$anu un varbutéjo identifikaciju.

Dazam organismu un antimikrobialo agentu kombinacijam inhibicijas zonas mala var nebat
ieziméta asi (neskaidras zonas malas tika novérotas ar S. pneumoniae), un tas var izraistt
nepareizu interpretaciju. Detalizétu informaciju skatiet EUCAST nolasi$anas rokasgramata'”.
Konstatéts, ka diska difuzijas jutibas testus ietekmé dazadi faktori. Starp tiem minama barotne,
agara dzilums, diska iedarbiba, s&jmateriala koncentracija, s&materiala vecums un pH limenis?.
Nepareiza séjmateriala koncentracija var izraisit nepareizus rezultatus. Inhibicijas zonas var bat
parak mazas, ja s€jmaterials ir parak smags; tas var bat parak lielas un grati izméramas, ja
séjmaterials ir parak viegls. Tapéc ir stingri ieteicams ievérot EUCAST vadlinijas par rikoSanos
ar séjmaterialu un uzsétajam platém, lai samazinatu neatbilstoSas apieSanas izraisitu nepareizu
rezultatu risku’. Nepareizi glabajot antimikrobialos diskus, var rasties iedarbibas zudums un
klGdainas rezistences rezultats. Parmeéeriga barotnes sarau$anas nepareizas glabasanas de| var
izraistt klUdainas jutibas rezultatu.

Organisma in vitro jutiba pret specifisku antimikrobialo agentu ne vienmér norada, ka agents
bls efektivs in vivo. Skatiet atbilsto§as norazu atsauces rezultatu interpretacijas sadala
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