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BD Mueller Hinton Fastidious Agar (MH-F)

NAMENA

BD Mueller Hinton Fastidious Agar (MH-F) (Agar BD Mueller Hinton za probirljive organizme)
se koristi za testiranje antimikrobne osetljivosti klini¢kih izolata probirljivih organizama prema
standardima Evropskog komiteta za testiranje antimikrobne osetljivosti (EUCAST).* Ova podloga
se sastoji od agara Mueller Hinton kome je dodato 5% mehanicki defibrisane konjske krvi

| 20 mg/l B-NAD-a (3-nikotin adenin dinukleotid). Trenutne preporuke EUCAST-a preporucuju
upotrebu agara MH-F za probirljive mikroorganizme uklju€ujuci Streptococcus pneumoniae,
vrste Haemophilus, Moraxella catarrhalis, Campylobacter jejuni i coli, streptokoke iz grupe
Viridans, Streptococcus grupa A, B, C i G, Listeria monocytogenes, Pasteurella multocida kao

| vrsteCorynebacterium.?

PRINCIPI | OBJASNJENJE PROCEDURE

MikrobioloSka metoda.

Za testiranje antimikrobne osetljivosti probirljivih organizama (uklju€ujuci metodologiju

| primenu disk difuzionog testa, kao i uputstva za Citanje) treba da konsultujete trenutne
procedure koje preporuéuje EUCAST.?

Ukratko, za proceduru testiranja antimikrobne osetljivosti zasnovane na Kirby-Bauer metodi koja
je u Sirokoj upotrebi,® srasli inokulum organizma se oblaZe preko cele povrsine podloge. Papirni
diskovi natopljeni naznacenim koli¢inama antibiotika ili drugih antimikrobnih agenasa se zatim
postavljaju na povrsinu podloge, plo€ica se inkubira i mere se zone inhibicije oko svakog
antibiotskog diska. Poredenjem veli€ina zona sa onima koje su navedene u EUCAST tabelama
prelomnih tacaka odreduje se da li je organizam osetljiv (S) ili otporan (R).

Niska koncentracija timin-timidina i kontrolisani nivoi kalcijuma i magnezijuma u Mueller Hinton
bazi ogranicavaju rast oko diskova i omoguc¢avaju taénija merenja zona inhibicije.>® Mueller
Hinton agar bez suplemenata, iako pogodan za testiranje osetljivosti brzo rastucih aerobnih
patogena, nije pogodan za probirljivije organizme koji zahtevaju specificne suplemente rasta.
Kompozicija agara Mueller Hinton za probirljive organizme sa defibrisanom konjskom krvi i
NAD-om omogucava rast probirljivin bakterija uz istovremeno minimalno ometanje sastavnih
delova formule u rezultatu testa antimikrobne osetljivosti. Agar Mueller Hinton za probirljive
organizme je uobiCajena podloga za testiranje najprobirljivijih mikroorganizama na prethodno
nacin i sa njim je nepotrebno koristiti zasebnu podlogu za testiranje antimikrobne osetljivosti
probirljivih mikroorganizama.*

REAGENSI
BD Mueller Hinton Fastidious Agar (MH-F)
Formula* po litru prec€i§¢ene vode

Ekstrakt mesa 209
Kiseli hidrolizat kazeina 17549
Skrob 159
Agar 1709
Konjska krv, mehanicki defibrisana 5%
3-NAD 0,02 g
pH7,3+0,1

*Prilagodava se i/ili dopunjava prema potrebi da bi se zadovaoljili kriterijumi funkcionisanja.
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MERE OPREZA

Samo za profesionalnu upotrebu. @

Ne Koristite ploCice ako su vidljivi znakovi kontaminacije mikrobima, promene boje, susenja,
pucanja ili ostali znakovi pogorSanja kvaliteta. Preveliko skupljanje ove podloge zbog isuSivanja
moZe da dovede do netaénih rezultata osestljivosti.

U dokumentu OPSTA UPUTSTVA ZA UPOTREBU moZete naéi procedure za asepti¢no
rukovanje, bioloSke opasnosti i uklanjanje iskoris¢enog proizvoda.

CUVANJE | VEK TRAJANJA

Po prijemu, ¢uvajte plocice na tamnom mestu na temperaturi od 2°C do 8°C u prvobitnom
omotu sve do upotrebe. Nemojte da zamrzavate ili pregrevate proizvod. Plo€ice mogu da se
inokuliSu do isteka roka trajanja (pogledajte nalepnicu na pakovanju) i inkubiraju onoliko puta
koliko se preporucuje. Plocice iz otvorenih pakovanja od 10 komada mogu da se koriste nedelju
dana ukoliko se uvaju na Cistom mestu na temperaturi od 2°C do 8°C.

KORISNICKA KONTROLA KVALITETA

Za korisni¢ku kontrolu kvaliteta, treba da konsultujete preporuke EUCAST-a.? Inokulisite
reprezentativne uzorke sledecim sojevima na svakoj podlozi (za viSe detalja pogledajte odeljak
Tipovi uzoraka i Procedura testa). Inkubirajte ploCice, pozeljno u obrnutom poloZzaju, prema
dole naznacenoj temperaturi, vremenu i atmosferskim uslovima.

Tabela 1: O&ekivani rezultati sojeva za kontrolu kvaliteta prema smernicama EUCAST-a’

Soj Antimikrobni agens Opseg (mm) Inkubacija
Eritromicin (E-15) 26 - 32
Streptococcus Oksacilin (OX-1) 8-14 16 — 20 h,
pneumoniae Norfloksacin (NOR-10) 18 - 24 35°C + 1°C,
ATCC™ 49619  [Meropenem (MEM-10) 30-38 | o, atmosfera
Trimetoprim-sulfametoksazol 18 -26
(SXT 1,25-23,75)
Ampicilin (AM-2) 19 - 25
Haemophilus Cefuroksim (CXM-30) 26 - 34 16 — 20 h,
influenzae Hloramfenikol (C-30) 31-37 35°C + 1°C,
ATCC™ 49766 Trimetoprim-sulfametoksazol 27 - 35 CO, atmosfera
(SXT 1,25-23,75)
Campylobacter Ciprofloksacin (CIP-5) 34 -42 24 h, 41°C +
jejuni Eritromicin (E-15) 27 -35 1°C,
ATCC™ 33560 Tetraciklin (TE-30) 30-38 mikroaerofilna
(DSM 4688) atmosfera
Izgled podloge crvena do tamno crvena, neprozirna
koja nije
inokulisana
PROCEDURA

Obezbedeni materijal
BD Mueller Hinton Fastidious Agar. MikrobioloSki kontrolisan.

Materijal koji nije obezbeden

1. 0,9% fizioloSki rastvor (koli¢ina 5 mL) za pripremu standardnog inokuluma.

2. Barijum sulfatni standard poredenja (0,5 mL 0,048 M BaCl, [1,175% w/v BaCl,2H,0] do
99,5 mL 0,18 M [0,36 N] H2SO4 [1% v/V]) ili

3. Fotometrijski uredaj za prilagodavanje zamucenosti rastvora inokuluma da odgovara
McFarland standardu od 0,5.

4. Kao alternativa gornjim materijalima (1 — 3) mozete koristiti inokulacioni sistem BD Prompt
Inoculation System (volumetrijski uredaj za pripremu inokuluma).*®

5. Kontrolna kultura — Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, Haemophilus influenzae
ATCC 49766 i Campylobacter jejuni ATCC 33560/DSM 4688.

6. Papirni diskovi natopljeni naznaéenom koli¢inom antimikrobnih agenasa, kao &to su
BD Sensi-Disc diskovi za testiranje osetljivosti.
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8.
9

Uredaj za plasiranje diskova, kao $to je samozatvarajuci dispenzer BD Sensi-Disc sa
6 mesta.

Lenjir ili drugi uredaj za merenje veli€ine zone u milimetrima.

Inkubator koji stvara atmosferu koja sadrzi 5% CO, ili drugi uredaj koji stvara atmosferu
obogacenu CO,.

10. Podloge za pomoéne kulture, reagensi i laboratorijska oprema prema potrebi.

Tipovi uzoraka

Ovaj proizvod se korist za testiranje osetljivosti Cistih kultura koje su izolovane iz klini¢kih
uzoraka (pogledajte paragraf FUNKCIONALNE KARAKTERISTIKE | OGRANICENJA
PROCEDURE).

Procedura ispitivanja
Ova metodologija opisuje metodu direktne suspenzije kolonija po preporukama EUCAST-a.?

1.

Osigurajte da kultura koju koristite bude Cista, sveza (Sto znaci da je odlezala tokom noci) i
da je iz neselektivne podloge. Za rutinsko testiranje osetljivosti, inokulum moZete pripremiti
pravljenjem direktne suspenzije u fizioloSkom rastvoru nekoloko morfoloski sli¢nih kolonija.
Prilagodite inokulum gustini tako da odgovara McFarland standardu od 0,5 koristeci
fotometrijski uredaj ili vizuelno da odgovara barijum sulfathom standardu (McFarland
standard od 0,5).

Otkriveno je da su u svhu rutinskog testiranja prihvatljive alternativhe metode pripreme
inokuluma koje sadrze uredaje koji omogucéavaju direktnu standardizaciju inokula bez
prilagodavanja zamuéenosti, kao $to je inokulacioni sistem BD Prompt Inoculation
System.™

PoZeljno je da se Streptococcus pneumoniae rastvore iz plo€ice sa krvnim agarom do
gustine koja odgovara McFarland standardu od 0,5. Kada se Streptococcus pneumoniae
rastvore sa ploCice sa Cokoladnim agarom, inokulum mora da odgovara McFarland
standardu od 1,0.

Optimalno je da koristite inokulum u roku od 15 minuta od podeSavanja zamuéenosti.
Rastvor uvek morate da iskoristite u roku od 60 minuta od pripreme. Umocite sterilni tupfer
u pravilno razblazeni inokulum i rotirajte ga energi¢no nekoliko puta uz gornji unutrasnji zid
epruvete da biste istisnuli visak te€nosti i izbegli preteranu inokulaciju.

Inokulisite na agar BD Mueller Hinton Fastidious Agar za probirljive organizme tako Sto
Cete premazati Citavu povrsinu plocice agara tri puta, rotirajuci plocicu za 60° izmedu
premazivanja da biste postigli ujednaceniju inokulaciju.

Nanesite diskove na suve plocCice u roku od 15 minuta od inokulacije koristeéi asepti¢ne
mere opreza. Stavite na ploCicu najvise Sest diskova. Nakon $to postavite diskove na agar,
zacepite ih sterilnom iglom ili pincetom da biste nacinili potpuni kontakt sa povrSinom
podloge. Ovaj korak nije neophodan ako se diskovi postave pomocu BD Sensi-Disc
samozatvarajucih dispenzera.

U roku od 15 minuta od nano$enja diskova, obrnite plo€ice (pozeljno je) i stavite ih u
inkubator. Uslovi inkubacije su sumirani u Tabeli 2.

Tabela 2: Uslovi inkubacije za razli¢ite probirljive organizme prema EUCAST-u’

Organizam Uslovi inkubacije

Streptococcus grupe A,B,CiG | 35°C + 1°C sa 4% — 6% CO, u vazduhu u periodu od 16 — 20 h
Streptococcus pneumoniae 35°C + 1°C sa 4% — 6% CO, u vazduhu u periodu od 16 — 20 h
Streptokoke grupe Viridans 35°C + 1°C sa 4% — 6% CO, u vazduhu u periodu od 16 — 20 h
Vrste Haemophilus 35°C + 1°C sa 4% — 6% CO, u vazduhu u periodu od 16 — 20 h
Moraxella catarrhalis 35°C + 1°C sa 4% — 6% CO, u vazduhu u periodu od 16 — 20 h
Listeria monocytogenes 35°C + 1°C sa 4% — 6% CO, u vazduhu u periodu od 16 — 20 h
Pasteurella multocida 35°C + 1°C sa 4% — 6% CO, u vazduhu u periodu od 16 — 20 h
Vrste Corynebacterium 35°C £ 1°C sa 4% — 6% CO, u vazduhu u periodu od 16 — 20 h.

Izolati sa nedovoljnim rastom nakon 16 — 20 sati inkubacije se
odmah ponovo inkubiraju i zone inhibicije se Citaju nakon ukupn
40 — 48 sati inkubacije

Campylobacter jejuni i coli 41°C * 1°C u mikroaerobnom okruzenju u trajanju od 24 sata.
Neki izolati C. coli mozda nece imati dovoljan rast nakon 24 sata
inkubacije. Oni se odmah ponovo inkubiraju i zone inhibicije se
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¢itaju nakon ukupno
40 — 48 sati inkubacije

Citanje rezultata

1. Nakon inkubacije, sastavljeni rast treba da bude vidljiv. Ako rastu samo izolovane kolonije,
inokulum je bio suviSe lagan i testiranje treba da se ponovi.

2. Izmerite pre¢nike zona kompletne inhibicije (kako je vidljivo golim okom), ukljuujuci
pre¢nik diska, do najblizeg celog milimetra, pomocu Sestara ili lenjira, kada je sa diska
uklonjen poklopac i kada se on nalazi ha oko 30 cm od oka.

3. Zakrajnju tacku treba da se uzme oblast u kojoj nema oc€iglednog vidljivog rasta koji moze
da se detektuje golim okom. Zanemarite blagi rast sitnih kolonija koji teSko mozZe da se
detektuje blizu ivice vidljive zone inhibicije.

4. U slu€aju dvostrukih zona, treba da izmerite unutradnju zonu, osim ako nije izri¢ito
navedeno drugagije.>***

5. Za hemolitiCke stertokoke, procitajte inhibiciju rasta, a ne inhibiciju hemolize. f-hemoliza je
obi¢no bez rasta, dok se a-hemoliza i rast obi¢no poklapaju.

Tumacdenje rezultata

Tumatdite preénike zona po referencama iz tabela prelomnih tagaka.? Rezultati dobijeni sa
specifinim organizmima mogu zatim biti prijavljeni kao otporni ili osetljivi. Dodatne informacije
o specifi€nim karakteristikama rasta, tumacenju i drugim dokumentima sa smernicama mozete
dobiti na adresi www.eucast.org.

KARAKTERISTIKE SVOJSTAVA | OGRANICENJA PROCEDURE

Agar BD Mueller Hinton Fastidious Agar za probirljive organizme je osmiSljen za testiranje
osetljivosti probirljivih organizama po preporukama EUCAST-a.! Tabele prelomnih tadaka za
tumacenije osetljivosti se azuriraju svake godine.” Za pravilno tumacenje dobijenih rezultata
potrebna je najnovija verzija tabela.

Rezultati svojstava

Interna procena svojstava

Svojstva agara BD Mueller Hinton Fastidious Agar za probirljive organizme su interno
potvrdena kori§éenjem preporucene kontrole kvaliteta sojeva® (vidite tabelu 3) i 151 soja koji
su prethodno dodatno karakterizovani (vidite tabelu 4) uklju€ujuéi vrste Corynebacterium,
streptokoke grupe Viridans, Listeria monocytogenes, Moraxella catarrhalis, Streptococcus
grupe A, B, C i G, vrste Haemophilus i Streptococcus pneumoniae.

Tabela 3 sumira proverene antimikrobne agense za kontrolu kvaliteta sojeva. Osim ako
drugadije nije naznaceno, odredene veliine zona inhibicije za proverene antimikrobne agense
su unutar opsega preénika zona inhibicije koje je naznagio EUCAST.? Za H. influenzae ATCC
49766, Amoksicilin-klavulanska kiselina prikazuje zone inhibicije izvan opsega koje
preporucuje EUCAST.? Za S. pneumoniae ATCC 49616, cefepim, cefpodoksim i cefuroksim
prikazuju zone inhibicije izvan opsega preénika koje preporuéuje EUCAST.®

Testiranje antimikrobne osetljivosti 151 probirljive bakterije koje su dodatno karakterizovane
(vidite tabelu 4) je pokazalo zadovoljavajuéi rast nakon preporu€enih vremena inkubacije
omogucavajuci adekvatno Citanje zona inhibicije i utvrdivanje odgovarajuce antimikrobne
otpornosti prema EUCAST prelomnim tadkama.*
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Tabela 3: provereni antimikrobni agensi i sojevi kontrole kvaliteta. Ukoliko
drugacije nije naznaéeno, pre€nici zona inhibicije su unutar odgovarajuéih
opsega koje navodi EUCAST.? Naznaéene su zone inhibicije koje odstupaju

Antimikrobni Sadrzaj H. influenzae | S.pneumoniae | C.jejuni ATCC
agens diska (ug) ATCC 49766 ATCC 49616 33560
Ampicilin 2 v v
Amoksicilin-
klavulanska 2-1 20 - 30 mm*
kiselina
Benzilpenicilin 1 jedinica v v
Cefaklor 30 v
Cefepim 30 v 35—39 mm'
Cefiksim v
Cefotaksim v v
Cefpodoksim 10 v 33 -39 mm'
Ceftarolin 5 - -
Ceftibuten 30 v
Ceftriakson 30 v v
Cefuroksim 30 v 33 -38 mm'
Hloramfenikol 30 v v
Ciprofloksacin v v v
Klindamicin v
Doripenem 10 v v
Ertapenem 10 v v
Eritromicin 15 v v v
Imipenem 10 v v
Levofloksacin 5 v v
Linezolid 10 v
Meropenem 10 v v
Minociklin 30 v v
Moksifloksacin 5 v v
Nalidiksi¢na
kiselina 30 v
Nitrofurantoin 100 v
Norfloksacin 10 v
Ofloksacin 5 v v
Oksacilin v
Rifampicin 5 v v
Teikoplanin 30 v
Telitromicin 15 v v
Tetraciklin 30 v v v
Tigeciklin 15 v
sulfametoksazol | 1252375 d d
Vankomicin 5 v

v Ukazuje na zone inhibicije unutar opsega koje preporuc¢uje EUCAST.”
! Prosecni opsezi zona inhibicije su izvan opsega kontrole kvaliteta koje preporucuje
EUCAST. Radi poredenja konsultujte najnovije preporuke za kontrolu kvaliteta koje daje

EUCAST.?

* H. influenzae NCTC 8468 je iskljucena iz Tabele za kontrolu kvaliteta u 2016. godini zbog
neobicnih karakteristika rasta. H. influenzae ATCC 49766 se umesto nje preporuéuje za
rutinsku kontrolu kvaliteta.’
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Tabela 4: Pregled proverenih probirljivih organizama i antimikrobnih agenasa

Ukupan broj sojeva: 151

2
3 £
= =}
- . () (]
Antimikrobni S;ZI(Z:J o g o | g % % w i % £ e | 2
agens s | 8| 3|cle 0o | 5| 2|35 2 S| 8 )
(o) | R|2|ZE|5|8 |2|8E|s|8le|eE|8|,|2|5 ke
8|S |g|E |2 2lsl18|2|2|2|8|ga|=|E|= 38
25|52 |B2 8|5 |c|2|2|=2|E|8|8|&|2|5|3
£ o | © g5 |o0 g O £ o | v | 2| c N3 S S |.L | O |E
I || |s|0d|d|=S|d|0|0]0|0|0]|]0|0|0 |0 |a
19| 6 |1 |19| 4 |2| 7|9 |4 |33 |2|1]2|1|6]|4]3
Ampicilin 2 v v v v
Amoksicilin-
klavulanska 2-1 v v v
kiselina
A L v v v v
Benzilpenicilin jedinica
Cefaklor 30
Cefazolin 30
Cefepim 30 v v
Cefiksim 5 v v
Cefotaksim 5 v v
Cefpodoksim 10 v v
Ceftarolin 5
Ceftibuten 30 4
Ceftriakson 30 v v
Cefuroksim 30 v v
Hloramfenikol 30 v v
Ciprofloksacin 5 v v v v
Klindamicin 2 v
Doripenem 10 v v
Ertapenem 10 v v
Eritromicin 15 v ViV v
Gentamicin 10 v
Imipenem 10 v v
Levofloksacin 5 v v
Linezolid 10 v
Meropenem 10 v ViV
Minociklin 30 v v
Moksifloksacin 5 v v v
Nal!dik_siéna v v
kiselina 30
Nitrofurantoin 100
Norfloksacin 10 v v
Ofloksacin 5 v v
Oksacilin 1 v
Rifampicin 5 vV v
Teikoplanin 30 vV
Telitromicin 15 |V 4
Tetraciklin 30 v v v v v
Tigeciklin 15 v
Trimetoprim 5 v
SJ;;%eett(:)FI)(rslr;zol 2132;-)5 v Y
Vankomicin 5 v v
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Eksterna evaluacija svojstava

U eksternoj evaluaciji svojstava, 169 (karakterizovanih) klini¢kih izolata je testirana na agaru
BD Mueller Hinton za probirljive organizme. Istovremeno poredenje rezultata osetljivosti sa
drugim dostupnim podlogama Mueller Hinton za probirljive organizme ukazuju na stopu
ekvivalentnosti od 99,8% za utvrdene kategorije otpornosti (S, osetljivo, R, otporno ili I, srednje
osetljivo, tim redom). BD MH-F je podrzao rast zadovoljavajuci svih testiranih organizama kada
je inkubacija obavljena u preporuéeno vreme.

Tabela 5: Testirani klini¢ki izolati na agaru BD Mueller Hinton (MH-F)
za probirljive organizme tokom eksterne evaluacije svojstava

Sojlizolat Soj br. ;]etlsl;::)a;?c'l
Haemophilus influenzae 28 24
Streptococcus pneumoniae 32 27
Campylobacter jejuni 31 3
Streptococcus grupe A, B, Ci G 10 9
Streptokoke grupe Viridans 10 14
Moraxella catarrhalis 11 9
Pasteurella multocida 9
Pasteurella canis 1 9
Listeria monocytogenes 10 5
Campylobacter coli 10 3
Vrste Corynebacterium 10 9
Vrste Haemophilus 12 6
Ukupan broj sojeva 169

Ogranicenja procedure

Disk difuzioni test osetljivosti je napravljen za koriS¢enje samo sa €istim kulturama. Pre
pripreme testa osetljivosti se preporucuje da obavite Gramovo bojenje uzoraka i prezumptivnu
identifikaciju izolata.

Sa nekim kombinacijama organizam / antimikrobni agens, zona inhibicije mozda nece imati
ostru ivicu razdvajanja (zamagljene ivice zona su primecene sa S. pneumoniae), $to moze da
dovede do pogresnog tumacenja. Konsultujte EUCAST smernice za Citanje rezultata za
detaljne informacije.** Identifikovani su razligiti faktori koji uti¢u na disk difuzioni test osetljivosti.
Oni uklju€uju podlogu, dubinu agara, jacinu diska, koncentraciju inokuluma, starost inokuluma i
pH vrednost.*

Pogresna koncentracija inokuluma mozZe da prouzrokuje pogre3ne rezultate. Zone inhibicije
mogu da budu suviSe male ako je inokulum suviSe tezak ili da budu suviSe velike i teSke za
merenje ako je inokulum suviSe lagan. Preporucuje se, stoga, da pratite EUCAST smernice u
vezi rukovanja inokulumom i inokulisanim plo¢icama kako biste sveli na minimum potencijalni
rizik od dobijanja netaénih rezultata zbog nepravilnog rukovanja.! Nepropisno skladistenje
antimikrobnih diskova moze da dovede do gubitka jaCine i netacnih rezultata o otpornosti.
Preveliko skupljanje podloge zbog nepropisnog skladistenja moze da dovede do netacnih
rezultata o osetljivosti.

In vitro osetljivost nekog organizma na specificni antimikrobni agens ne mora da znaci da ¢e
agens biti efikasan in vivo. U odgovarajuc¢im referencama potrazite smernice za tumacenje
rezultata.*®*3
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