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BD Mueller Hinton Fastidious Agar (MH-F)

POUZITIE

BD Mueller Hinton Fastidious Agar (MH-F) sliZi na testovanie antibiotickej citlivosti klinickych
izolatov naro¢nych organizmov podla Standardizacie Eurdpskej komisie testovania antibiotickej
citlivosti (EUCAST).! Toto médium pozostava z Mueller Hintonovho agaru dopineného 5 %
mechanicky defibrinovanou konskou krvou a 20 mg/l 3-NAD. Aktualne smernice EUCAST
odporucaju pouzivat MH-F u narocnych mikroorganizmov, vratane Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus ssp., Moraxella catarrhalis, Campylobacter jejuni a coli, viridujucich streptokokov,
streptokokov skupiny A, B, C a G, Listeria monocytogenes, Pasteurella multocida a
Corynebacterium spp.?

PRINCIP A VYSVETLENIE POSTUPU

Mikrobiologick& metdda.

Pri testovani antimikrobialnej citlivosti naro€nych organizmov (vratane metodolégie diskove;j
difazie a implementacie, pokyny na odCitanie vysledkov) je nutné dodrzovat aktualne postupy
odport¢ané EUCAST .

V skratke je postup testu antibiotickej citlivosti zaloZzeny na Siroko pouzivanej Kirby-Bauerovej
met6de®, kedy sa viditelné inokulum organizmu rozostrie po celom povrchu média. Papierové
disky napustené Specifickym mnoZstvom antibiotickych alebo inych bakteriostatickych latok sa
potom umiestnia na povrch pddy, miska sa inkubuje a odmeraju sa inhibi¢né zény okolo
kazdého antibiotického disku. Porovnanim ziskanych velkosti zén s velkostami uvedenymi v
tabulkach EUCAST sa uréi, &i je organizmus vodi latke citlivy (S) alebo rezistentny (R).*
Nizke koncentracie tyminu-tymidinu a kontrolované hladiny vapnika a horcika v Mueller
Hintonovom zaklade obmedzuju rast okolo diskov a umoznuju presnejSie merania inhibiénych
z6n.>® Nesuplementovany Mueller Hintonov agar, aj ked vhodny na testovanie citlivosti rychlo
rastucich aerébnych patogénov, nie je vhodny pre narocnejSie organizmy vyZadujlce
Specifické rastové doplinkové faktory. Zlozenie Mueller Hintonovho agaru pre narocné
mikroorganizmy s defibrinovanou konskou krvou a NAD umoziiuje rast narocnych baktérii za
minimalnej interferencie zloZenia s vysledkami testovania antibiotickej citlivosti. Mueller
Hintonov agar pre naro¢né mikroorganizmy je bezné testovacie médium pre najnaro¢nejsie
mikroorganizmy (pozri vy$Sie). Vdaka nemu je pouzitie samostatnych médii na testovanie
antibioticke;j citlivosti naroénych mikroorganizmov zbytoéné.*

CINIDLA
BD Mueller Hinton Fastidious Agar (MH-F)
ZloZenie* na jeden liter purifikovanej vody

Masovy extrakt 2049
Kysly kazeinovy hydrolyzéat 1759
Skrob 1,59
Agar 170g
Konska krv, mechanicky defibrinovana 5%
3-NAD 0,02¢g
pH 7,3 +0,1

*Upravené a/alebo doplnené podfa potreby tak, aby boli spinené kritéria ucinnosti.
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UPOZORNENIA

Len na profesionélne pouZitie. @

Misky nepouzivajte, ak su na nich viditelné stopy mikrobialnej kontaminacie, zmeny farby,
vysusenia, prasknutia alebo iné znamky poSkodenia. Prilisné zmrStenie tejto pbdy spbsobené
vysusenim mébze viest k nespravnym vysledkom citlivosti.

Informécie o aseptickych postupoch pri manipuléacii, biologickych rizikach a likvidacii pouzitého
produktu najdete v dokumente VSEOBECNE POKYNY NA POUZIVANIE.

USKLADNENIE A ZIVOTNOST

Dodané misky s pédou skladujte na tmavom mieste pri teplote 2 az 8 °C v pévodnom obale.

Z obalu ich vyberte az bezprostredne pred pouzitim. Nezmrazujte ani nevystavujte nadmernej
teplote. P6da v miskdch sa méze ockovat az do datumu pouzitelnosti (uvedeného na obale)

a inkubovat' podla odporucania. Misky z otvorenych baleni po 10 kusov sa mézu pouzivat jeden
tyzden, ak su uskladnené na Cistom mieste pri teplote 2 aZz 8 °C.

KONTROLA KVALITY POUZIVATELOM

Informacie o kontrole kvality pouZivatefom najdete v odporuéaniach EUCAST.? Reprezentativne
vzorky naockujte nasledujucimi kmefmi na oboch médiach (podrobnosti najdete v Casti Typy
vzoriek a Postup testu). Inkubujte misky idealne v invertovanej polohe za nizSie uvedenej
teploty, ¢asu a atmosférickych podmienok.

Tabul'ka 1: O€akavané vysledky kmenov kontroly kvality podla smernic EUCAST®

Kmen Antimikrobialne €inidlo Rozsah Inkubacia
(mm)
Erytromycin (E-15) 26 - 32
Streptococcus Oxacilin (OX-1) 8-14 16 — 20 h, 35
pneumoniae Norfloxac’ln (NOR-10) 18- 24 +1°C, CO,
ATCC™ 49619  |-Meropenem (MEM-10) 30-38 atmosféra
Trimetoprim-sulfametoxazol 18 -26
(SXT 1,25 — 23,75)
Ampicilin (AM-2) 19-25
Haemophilus Cefuroxim (CXM-30) 26 - 34 16 —-20 h, 35
influenzae Chloramfenikol (C-30) 31-37 1 °C, CO,
ATCC™ 49766 Trimetoprim-sulfametoxazol 27 .35 atmosféra
(SXT 1,25 — 23,75)
_Cgmpylobacter C|pr0floxaE:|n (CIP-5) 34-42 24 h, 41 +1 °C,
jejuni Erytromycin (E-15) 27 -35 mikroaerofilna
ATCC™ 33560 Tetracyklin (TE-30) 30-38 atmosféra
(DSM 4688)
Vzhlad Cervena az vinovo €ervena, nepriehlfadna
nenaocCkovanej
pody
POSTUP

Dodévany materidl
BD Mueller Hinton Fastidious Agar. Mikrobiologicky riadené.

Nedodavany material

1. 0,9 % fyziologicky roztok (po 5 mL) na pripravu Standardného inokula.

2. Norma na porovnanie baria sulfatu (0,5 mL 0,048 M BacCl, [1,175 % w/v BaCl,2H,0] do
99,5 mL 0,18 M [0,36 N] H,SO4 [1 % v/Vv]) alebo

3. Fotometrické zariadenie na prispésobenie zakalu oCkovacej suspenzie tak, aby
zodpovedala miere 0,5 McFarlanda.

4. Namiesto hore uvedenych materialov mozno pouzit zariadenie BD Prompt Inoculation
System (odmerné zariadenie na pripravu ockovacej kultary).™°

5. Kontrolna kultivacia — Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, Haemophilus influenzae
ATCC 49766 a Campylobacter jejuni ATCC 33560/DSM 4688.
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7.
8.
9.

Papieroveé disky napustené Specifickym mnozstvom antibiotik, napriklad disky na
testovanie citlivosti BD Sensi-Disc.

Diskovy davkovac, napriklad 6-miestny samoaplikacny davkovac BD Sensi-Disc.
Pravitko alebo iné zariadenie na meranie velkosti zony v milimetroch.

Inkubator, ktory produkujte prostredie s obsahom 5 % CO,, alebo iné zariadenie
produkujuce podobné prostredie obohatené o CO,.

10. Pomocné kultivaéné pody, €inidla a potrebné laboratérne vybavenie.

Typy vzoriek
Tento produkt sa pouziva na testovanie citlivosti Cistych kultur, ktoré boli izolované z klinickych
vzoriek (pozrite si aj Cast VLASTNOSTI A OBMEDZENIA POSTUPU).

Postup testu
Téato metodoldgia opisuje priamu metddu suspenzie kolonii podla odporugani EUCAST.?

1.

Uistite sa, Ze mate k dispozicii €istu, Cerstvu (jeden deni start) kultdru z neselektivneho
média. Na rutinné testy citlivosti je mozné inokulum pripravit vytvorenim priamej suspenzie
vo fyziologickom roztoku niekolkych morfologicky podobnych kolonii.

Pomocou Standardného fotometrického zariadenia upravte inokulum na denzitu McFarland
0,5 alebo vizuélne, aby odpovedala Standardu bariumsulfatu (McFarland 0,5).

Alternativne metddy pripravy oCkovacej kultiry pouzitim zariadeni umoznujucich priamu
Standardizaciu o¢kovacich kultur bez upravy zakalu (napr. zariadenia BD Prompt
Inoculation System) sa osvedsili ako prijatelné na rutinné testovacie ugely.*°
Streptococcus pneumoniae je vhodné suspendovat z misky krvného agaru na denzitu
McFarland 0,5. Ked budete Streptococcus pneumoniae suspendovat z misky
C¢okoladového agaru, inokulum musi zodpovedat McFarland 1,0.

Inokulum pouzite do 15 minut od Upravy turbidity. Suspenziu je nutné pouzit do 60 minut od
pripravy. Ponorte sterilny tampdn do vhodne nariedeného inokula a silno nim zakruzte
niekolkokrat proti hornej vnutornej stene skumavky, aby sa z neho vytlacila nadbytoéna
tekutina a nedoSlo k nadmernej inokul&cii.

Cely agarovy povrch pody BD Mueller Hinton Fastidious Agar naoCkujte trikrat, po
naneseni kazdej Ciary misku otoc¢te o 60°, aby sa dosiahlo rovnomerné naockovanie.
Disky vloZte do vysuSenej misky do 15 min(t od inokulacie, dodrzujte zasady aseptickej
techniky. Do misky vloZzte maximalne 6 diskov. Po umiestneni diskov na agar ich zatlacte
sterilnou ihlou alebo peanom, aby sa celkom dotykali povrchu pody. Pri umiestfiovani
diskov pomocou dispenzéra so samocinnym zatlacenim BD Sensi-Disc tento krok nie je
potrebny.

V priebehu 15 minut od umiestnenia diskov prevratte misky (idealne) a umiestnite ich do
inkubéatora. Podmienky inkubacie su zhrnuté v tabulke &. 2.

Tabul'ka 2: Podmienky inkubacie réznych naroénych organizmov podla EUCAST?

Organizmus Podmienky inkubécie

Streptococcus, skupiny A, B,Ca G 35+1°Cv4-6% CO, vo vzduchu po dobu 16 — 20 h
Streptococcus pneumoniae 35+1°Cv4—-6% CO, vo vzduchu po dobu 16 — 20 h
Viridujuce streptokoky 35+1°Cv4—-6% CO, vo vzduchu po dobu 16 — 20 h
Haemophilus spp. 35+1°Cv4—6%CO, vo vzduchu po dobu 16 —20 h
Moraxella catarrhalis 35+1°Cv4—6%CO, vo vzduchu po dobu 16 —20 h
Listeria monocytogenes 35+1°Cv4—6%CO, vo vzduchu po dobu 16 —20 h
Pasteurella multocida 35+1°Cv4—6%CO, vo vzduchu po dobu 16 —20 h

35+£1°Cv4 -6 % CO, vo vzduchu po dobu 16 — 20 h.
Izolaty s nedostatoénym rastom po 16 az 20-hodinovej
inkubacii je potrebné ihned reinkubovat a odCitat inhibicné
zény po inkubécii po dobu celkom 40 — 48 hodin

Corynebacterium spp.

41 +1 °C v mikroaerébnom prostredi po dobu 24 h.
Niektoré izolaty C. coli nemusia mat dostatocny rast po 24-
Campylobacter jejuni a coli hodinovej inkubacii. Je ich potrebné ihned reinkubovat a
odcitat inhibicné zény po inkubacii po dobu celkom 40 — 48
hodin
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Odc¢itanie vysledkov

1. Po inkubacii by mal byt viditelny subezny rast. Ak rastu iba izolované koldnie, oCkovacia
kultara bola prilis slaba a test treba zopakovat.

2. Posuvnymi meradlami, pravitkom alebo Sablénou pripravenou na tento ucel zmerajte
z povrchovej Casti misky bez veka priemer zén Uplnej inhibicie (volnym okom vo
vzdialenosti asi 30 cm od oka) vratane priemeru disku pri zaokrdhleni na celé milimetre.

3. Zakoncovy bod treba povazovat oblast, ktora nevykazuje ziaden rast viditelny vofnym
okom. Nevsimajte si mierny rast drobnych kolénii, ktoré mézete s tazkostami spozorovat
pri okraji inhibiénej zony.

4. Ak narazite na dvojité zény, zmerajte vnutornu zénu (ak nie je Specificky uvedené
inak).2,4,9,ll

5. U hemolytickych streptokokov od¢itajte inhibiciu rastu, nie inhibiciu hemolyzy. -hemolyza
nie je uzko spojena s rastom, kym a-hemolyza a rast maju uzku koincidenciu.

Interpretécia vysledkov

Interpretujte priemery zény podfa tabuliek hranic.? Vysledky ziskané so Specifickymi
organizmami je nasledne mozné hlasit ako rezistentné alebo citlivé. Dalsie informacie o
Specifickych rastovych charakteristikach, interpretacii a iné pokyny najdete na

stranke www.eucast.org.

VLASTNOSTI A OBMEDZENIA POSTUPU

BD Mueller Hinton Fastidious Agar sluZi na testovanie citlivosti narocnych organizmov podla
odportéani EUCAST.! Tabulky hranic pre interpretaciu citlivosti sa aktualizuju kazdy rok.*
Spravna interpretacia ziskanych vysledkov vyZaduje poslednu verziu.

Vysledky uéinku

Interné hodnotenie uéinnosti

Funk&nost BD Mueller Hinton Fastidious Agar bola interne validovana pomocou
odport&anych kmeriov kontroly kvality (QC)°® (pozri tabulka 3) a 151 dal$ich predtym
charakterizovanych kmernov (pozri tabulka 4), vratane Corynebacterium spp., Viridans group
streptococci, Listeria monocytogenes, Moraxella catarrhalis, Streptococcus skupiny A, B, C a
G, Haemophilus ssp. a Streptococcus pneumoniae.

Tabulka 3 rekapituluje validované antimikrobialne latky pre kmene QC. Ak nie je uvedené inak,
stanovené velkosti inhibi€nej zony pre validované antimikrobialne latky zodpovedali
rozmedziam priemerov inhibiénej zény $pecifikovanym EUCAST.® Pre H. influenzae ATCC
49766 lezali inhibiéné zény pre amoxicilin-klavulanat mimo rozmedzi odporiganych EUCAST.?
Pre S. pneumoniae ATCC 49616 lezali inhibi¢né zony pre cefepim, cefpodoxim a cefuroxim
mimo rozmedzi odpori&anych EUCAST.?

Testovanie antibiotickej citlivosti dalSich 151 charakterizovanych naro&nych baktérii (pozri
tabulka 4) preukazalo uspokojivy rast po odporu€anych inkubacnych ¢asoch umoznujuci
adekvatne odcitanie inhibi¢nych zén a stanovenie prislusnej antimikrobialnej rezistencie podla
hranic EUCAST.*
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Tabulka 3: Validované antimikrobialne latky a kmene kontroly kvality. Ak nie je
uvedené inak, priemery inhibiénej zény zodpovedali prisluSnym rozmedziam
EUCAST.? Odchylujtice sa inhibiéné zény st $pecifikované

Antimikrobialne Obsah H. influenzae | S.pneumoniae | C.jejuni ATCC
Cinidlo disku (pg) ATCC 49766 ATCC 49616 33560
Ampicilin 2 v
Amoxicilin/klavulanat 2-1 20 — 30 mm*
Benzylpenicilin 1 jednotka v v
Cefaclor 30 v
Cefepim 30 v 35— 39 mm'
Cefixim v
Cefotaxim v v
Cefpodoxim 10 v 33 -39 mm'
Ceftarolin 5 - -
Ceftibutén 30 v
Ceftriaxén 30 v v
Cefuroxim 30 v 33-38 mm'
Chloramfenikol 30 v v
Ciprofloxacin v v v
Klindamycin v
Doripeném 10 v v
Ertapeném 10 v v
Erytromycin 15 v v v
Imipeném 10 v v
Levofloxacin 5 v v
Linezolid 10 v
Meropeném 10 v v
Minocyklin 30 v v
Moxifloxacin 5 v v
Kyselina nalidixova 30 v
Nitrofurantoin 100 v
Norfloxacin 10 v
Ofloxacin 5 v v
Oxacilin v
Rifampin 5 v v
Teicoplanin 30 v
Telitromycin 15 v v
Tetracyklin 30 v v v
Tigecyklin 15 v
sufametowazol | 125 = 2375 d d
Vankomycin 5 v

v Uvedené zény inhibicie v rozmedzi EUCAST.”

! Priemerné rozmedzia inhibiénej zony s mimo odporu¢anych rozmedzi QC EUCAST.
PreStudujte si najnovsie odporu¢ania QC od EUCAST pre porovnanie.9

* H. influenzae NCTC 8468 bol vylu€eny z tabuliek QC v roku 2016 kvoli neobvyklym rastovym
charakteristikdm. H. influenzae ATCC 49766 je miesto toho odporu¢any na rutinna Qc’?
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Tabulka 4: Prehlad validovanych naroénych organizmov a antimikrobialnych latok

Celkovy poéet kmeriov: 151
< > £
2 olg| |,
Obsah g S g— £ g
Antimikrobidlne | g | o | E w812 |2 a| 2|8 5 E| g o
cinidlo ) |S|2|2[(8]% |o|8|S|8|elelB|,|2]|E S
SIE|E| 2l |&|c|g|e|5|S|slelslel] |3
2|s|e|a|go |5 |8 cs|a|8|&|2|2|8|5|5|=|2
E|S|%8|s|Bs|2|8|28|g|l5|=|5|8|5/%|T|3|z
I || |d|Ha|S || LS|0|0]0|l0|0]o|0d]|0]0 |a
19 6 1 19 41 22 7 9 4 3 3 2 1 2 1 6 4 3
Ampicilin 2 v v v v
Amoxicill'p/ 2.1 v v v
klavulanét
. 1 v v v v v v
Benzylpenicilin jednotka
Cefaclor 30 v
Cefazolin 30 4
Cefepim 30 v v v
Cefixim 5 v v
Cefotaxim 5 v V|V
Cefpodoxim 10 v v
Ceftarolin 5
Ceftibutén 30 4
Ceftriax6n 30 v vV
Cefuroxim 30 v vV
Chloramfenikol 30 v vV v
Ciprofloxacin 5 v v v v v
Klindamycin 2 ViVl v
Doripeném 10 v v
Ertapeném 10 v v
Erytromycin 15 v vV ViV v
Gentamicin 10 v
Imipeném 10 v v
Levofloxacin 5 v vV v
Linezolid 10 V| v v
Meropeném 10 v ViV
Minocyklin 30 v vV v
Moxifloxacin 5 v vV v v
Ky_sv_elina, v v
nalidixova 30
Nitrofurantoin 100 4
Norfloxacin 10 v v
Ofloxacin 5 v v v
Oxacilin 1 v
Rifampin 5 v vV v
Teicoplanin 30 ViV
Telitromycin 15 v ViV v
Tetracyklin 30 v vV v v v
Tigecyklin 15 v
Trimetoprim 5 v
i im- 1,25 —
sz;’flg]rr?;ct)g;gol 2’3,75 Y Y Y Y
Vankomycin 5 v]iv |V v
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Externé hodnotenie u€innosti

V externom vyhodnoteni funk&nosti preslo 169 (charakterizovanych) klinickych izolatov
testovanim na agare BD Mueller Hinton Fastidious Agar. Vysledky su€asného porovnania
citlivosti s inym dostupnym Mueller Hintonovym médiom pre naro¢né organizmy dokladaju
ekvivalenciu na arovni 99,8 % pre stanovenu kategoriu rezistencie (S, citlivy, R, rezistentny
alebo I, stredny). BD MH-F podporoval uspokojivy rast vSetkych testovanych organizmov pri
inkubacii po poZadovanu dobu.

Tabulka 5: Testované klinické izolaty na agare BD Mueller Hinton
Fastidious Agar (MH-F) pri externom vyhodnoteni funkénosti

Kmefi/izolat Kmef &. Jestovane
Haemophilus influenzae 28 24
Streptococcus pneumoniae 32 27
Campylobacter jejuni 31

Streptococcus skupiny A, B, Ca G 10

Viridujuce streptokoky 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
Celkovy pocet kmenov: 169

Obmedzenia postupu

Diskovy diflzny test citlivosti je uréeny na pouzitie len s Cistymi kultirami. Pred pripravou testu
citlivosti sa odporuc¢a vykonat Gramovo farbenie a predbeznu identifikaciu izolatu.

Inhibi¢na z6na pri niektorych kombinaciach organizmov a antibiotickych latok nemusi mat’ ostro
ohrani€eny okraj, o mdze viest k nespravnej interpretacii (nejasné okraje zény boli
pozorované u S. pneumoniae). Podrobné informacie najdete v prirucke EUCAST.! Zistilo sa
viacero faktorov, ktoré ovplyviiuju diskové difuzne testy citlivosti. Patria medzi ne péda, vyska
agaru, Gginnost disku, koncentracia ogkovacej kultiry, vek okovacej kultiry a pH.*?
Nespravna koncentracia oCkovacej kultiry mdze viest k chybnym vysledkom. Ak je oCkovacia
kultara prili$ silna, inhibi€né zény mdzu byt prili§ malé a naopak, ak je o¢kovacia kultura prilis
slaba, mozu byt prili§ velké a tazko meratelné. Z toho dévodu dérazne odporu¢ame dodrziavat
smernice EUCAST pre manipulaciu s inokulom a inokulovanymi miskami a minimalizovat’ tak
potencialne riziko nespravnych vysledkov v désledku nespravnej manipulécie.! Nevhodné
uskladnenie antibiotickych diskov moze spdsobit stratu u€innosti a nespravny vysledok testu
rezistencie. Nadmerné zmenS$enie tejto pédy spbsobené nevhodnym uskladnenim méze viest
k nespravnym vysledkom testu na citlivost.

Citlivost organizmu na Specifické antibiotikum in vitro nemusi nevyhnutne znamenat, ze
antibiotikum bude uginné in vivo. Dal$ie informacie o postupoch pri interpretécii vysledkov
najdete v pouzitej literatdre.'**3
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