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BD Mueller Hinton Agar with 5% Sheep Blood (150 mm) e
BD Mueller Hinton Agar with 5% Sheep Blood, Square

PRZEZNACZENIE

Podtoze BD Mueller Hinton Agar with 5% Sheep Blood, dostepne w kilku formatach plytek,
stuzy do dyfuzyjnego krgzkowego badania wrazliwosci izolatow klinicznych Streptococcus
pneumoniae i innych paciorkowcow zgodnie z normami opracowanymi przez Instytut Norm
Klinicznych i Laboratoryjnych (CLSI).”

ZASADY | OBJASNIENIE PROCEDURY

Metoda mikrobiologiczna.

Procedura Bauera-Kirby opiera sie na dyfuzji antybiotykow, jakimi sg nasycone papierowe
krazki, w zelu agarowym.? W procedurze testowej na catej powierzchni podioza rozprowadza
sie standaryzowang zawiesine drobnoustrojéw. Krgzki papierowe nasycone okreslonymi
ilosciami antybiotykow lub innych preparatow przeciwbakteryjnych sg umieszczane na
powierzchni podfoza, ptytka jest inkubowana, a nastepnie mierzone sg strefy zahamowania
wzrostu wokoét poszczegolnych krgzkow. CLSI opracowata standard wykonywania procedury
Bauera-Kirby — szczegdtowy opis przedstawiono w dokumencie wskazanym ponizej.' Na
podstawie procedury Bauera-Kirby opracowano inne, krajowe standardy badan wrazliwosci
bakterii. W tych standardach gestos¢ posiewanego materiatu, metoda inokulacji, rozmiary
powstajgcych stref oraz sposoéb interpretacji mogg sie rézni¢ od standardu CLSI. Wprawdzie
nie istniejg wspolne europejskie standardy badan wrazliwosci, jednak gdy wytyczne CLSI nie
znajdujg zastosowania, nalezy korzysta¢ ze standardéw krajowych obowigzujgcych na danym
terenie.

Chociaz agar Muellera Hintona bez dodatkow nadaje sie do badan wrazliwosci patogendéw
tlenowych wykazujgcych szybki wzrost, jednak nie jest odpowiednim podtozem dla bakterii o
wiekszych wymaganiach odzywczych, np. Streptococcus pneumoniae. W dokumencie M2
wydanym przez CLSI zaleca sie stosowanie agaru Muellera Hintona wzbogaconego 5% krwig
owczg pozbawiong widknika oraz opisuje szczegotowe informacje na temat procedur kontroli
jakosci i kryteriéw interpretacji wynikéw badan S. pneumoniae i innych paciorkowcow.

ODCZYNNIKI
BD Mueller Hinton Agar with 5% Sheep Blood
Sktad* w przeliczeniu na jeden litr wody oczyszczonej

Wycigg wotowy 2,049
Kwasny hydrolizat kazeiny 17,5
Skrobia 1,5
Agar 17,049
Krew owcza pozbawiona 5%
widknika

pH7,3+0,2

*Skorygowany i (lub) uzupetniony zgodnie z wymaganiami majgcymi na celu spetnienie
kryteriow wydajnosci.

SRODKI OSTROZNOSCI
Do stosowania w diagnostyce in vitro

. Wylacznie do zastosowan profesjonalnych. ®
Nie nalezy uzywac ptytek, jezeli sg na nich widoczne oznaki skazenia mikrobiologicznego,
odbarwienia, wyschniecia, pekniecia lub inne zjawiska wskazujgce na pogorszenie jakosci.
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Nadmierne obkurczenie opisywanego podtoza na skutek wysychania moze prowadzi¢ do
uzyskania fatszywych wynikéw, wskazujgcych na wystepowanie wrazliwosci.

Procedury aseptycznej techniki pracy z produktem, zagrozenia biologiczne oraz usuwanie
zuzytego produktu opisano w dokumencie OGOLNE INSTRUKCJE DOTYCZACE
STOSOWANIA.

PRZECHOWYWANIE | DOPUSZCZALNY OKRES PRZECHOWYWANIA

Po otrzymaniu, ptytki nalezy przechowywa¢ w ciemnym miejscu w temperaturze od 2 do 8° C, w
ich oryginalnym opakowaniu izolujgcym do chwili uzycia. Unika¢ zamrazania i przegrzewania.
Posiewu na ptytki mozna dokonywac¢ az do daty waznosci (patrz etykieta na opakowaniu) i
inkubowa¢ w zalecanych czasach inkubaciji.

Plytek z otwartych stosow zawierajgcych po 10 ptytek mozna uzywac przez okres jednego
tygodnia, przechowujgc w czystym miejscu w temperaturze od 2 do 8° C.

KONTROLA JAKOSCI PRZEZ UZYTKOWNIKA

Procedury kontroli jako$ci przez uzytkownika przedstawiono w standardach CLSI" badz w
odpowiednich standardach krajowych. Zasadniczo nalezy stosowac¢ procedury opisane w czesSci
Procedura testowa, uzywajgc szczepu kontrolnego, S. pneumoniae ATCC 49619, a krazki
nasycone $rodkami przeciwbakteryjnymi wykorzystywane w normalnej pracy laboratorium
nalezy testowac co najmniej dwa razy w tygodniu w ramach kontroli prawidtowego dziatania.
Prawidtowe $rednice stref przedstawiono w tabeli 3A dokumentu CLSI M100, dotgczonego do
dokumentu CLSI M2'

Wyglad podtoza bez posiewu: Zabarwienie czerwone (kolor krwi), matowe.

PROCEDURA

Dostarczane materialy

Podtoze BD Mueller Hinton Agar with 5% Sheep Blood (dostarczane w kilku réznych
formatach ptytek; zobacz czes¢ Pakowanie / dostepnos¢). Sprawdzane pod katem obecnosci
mikroorganizmow.

Materialy niedostarczane

1. Pozywka w objetosci 5 ml, np. Mueller Hinton Il Broth (Nr kat. BBL 4397701, probowka 16 x
102 mm) lub roztwér soli fizjologicznej o stezeniu 0,9% do przygotowywania
standardowego inokulum.

2. Roztwor wzorcowy z siarczanem (V1) baru (0,5 ml roztworu BaCl; o stezeniu 0,048 M
[roztwdr BaCl,2H,0 o stezeniu wagowo-objetosciowym 1,175%] w 99,5 ml H,SO,4 o
stezeniu objetosciowo-objetosciowym 0,18 M [0,36 NJ).

3. Urzadzenie fotometryczne w celu korekty zmetnienia zawiesiny inokulum, tak aby byto ono
réwne wzorcowi 0,5 McFarland.

4. Alternatywnie do wyzej wymienionych materiatow (1-3) mozna uzy¢ BD Prompt
Inoculation System (urzadzenie wolumetryczne do przygotowywania inokulum)."?

5. Posiew kontrolny — Streptococcus pneumoniae ATCC 49619.

6. Krazki bibutowe nasycone okreslong ilodcig antybiotykéw, np. krgzki do badania
wrazliwosci BD Sensi-Disc.

7. Aplikator krgzkéw, np. automatyczny 6-, 8- lub 12-pozycyjny aplikator BD Sensi-Disc.

8. Przyrzad do pomiaru i interpretowania srednicy stref, np. cyrkiel lub linijka.

9. Inkubator wytwarzajgcy atmosfere zawierajgcg 5% CO; bgdz inne urzadzenie,
wytwarzajgce podobng atmosfere wzbogacong w CO,.

10. Pomocnicze pozywki hodowlane, odczynniki i wyposazenie laboratoryjne zgodnie z
wymaganiami.

Typy probek

Produkt ten jest uzywany do badan wrazliwosci czystych hodowli, ktére wyizolowano z prébek
klinicznych (patrz takze CHARAKTERYSTYKA WYDAJNOSCIOWA | OGRANICZENIA
PROCEDURY).
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Procedura testowa

Podczas badania w kierunku obecnosci S. pneumoniae nalezy stosowa¢ metode

bezposredniej zawiesiny kolonii." Nalezy przestrzega¢ zasad techniki aseptyczne;.

1. Upewnic sie, czy dostepna jest czysta, Swieza (=jednodniowa) hodowla z nieselektywnego
podioza agarowego z krwig.

2. Wykona¢ zawiesine bakterii w pozywce takiej jak Mueller Hinton 1l Broth lub sterylnym
roztworze soli fizjologicznej o stezeniu 0,9%. Skorygowac zmetnienie, tak aby byto
réwnowazne wzorcowi z siarczanem (VI) baru (wzorzec 0,5 McFarland). Zmetnienie
standardu i badanego inokulum nalezy poréwnac¢ przez obejrzenie obu probéwek na biatym
tle z wyraznymi czarnymi liniami; mozna do tego celu uzy¢ takze urzgdzenia
fotometrycznego.

3. W przypadku rutynowych badan za dopuszczalne uznaje sie stosowanie alternatywnych
metod przygotowywania inokulum, w tym za pomocg urzadzen umozliwiajgcych
bezposrednig standaryzacje inokulum bez korygowania zmetnienia, takich jak BD Prompt
Inoculation System."?

4. W ciggu 15 min od skorygowania zmetnienia inokulum nalezy zanurzy¢ sterylng
wymazowke w odpowiednio rozcienczonym inokulum i kilkakrotnie jg obrécié, mocno
przyciskajgc do gornej wewnetrznej scianki probowki, tak by odsgczy¢ nadmiar ptynu.

5. Wykona¢ posiew na BD Mueller Hinton Agar with 5% Sheep Blood, trzykrotnie
rozprowadzajgc materiat po catej powierzchni podtoza agarowego na ptytce, obracajgc
pltytke za kazdym razem o 60°, aby uzyska¢ rownomierny posiew.

6. Zatozy¢ na plytke pokrywke i pozostawic jg w temperaturze pokojowej na co najmniej 3
min, lecz nie dtuzej niz 15 min, w celu zaabsorbowania wilgoci na powierzchni podtoza
przed natozeniem nasyconych krazkéw. Nie nalezy stosowaé wiecej niz dziewieciu krgzkow
na ptytce o srednicy 150 mm lub czterech krgzkéw na ptytkach o srednicy 90i 100 mm. W
przypadku badania wrazliwosci S. pneumoniae na penicyling nalezy stosowac krgzek
nasycony 1 ug oksacyliny.*

7. Inkubowac ptytki przez 20—24 godz. w temperaturze 35°C w atmosferze 5% CO..

Wyniki

Po inkubacji powinien by¢ widoczny zlewny wzrost. Wystgpienie jedynie izolowanych kolonii
oznacza, ze inokulum byto zbyt rozciehAczone. Nalezy wowczas powtdrzyé test.

Zdjac¢ pokrywke i zmierzy¢ srednice stref catkowitego zahamowania wzrostu (oceniang
nieuzbrojonym okiem), wtgczajgc srednice krgzka, w zaokragleniu do petnych milimetrow, za
pomoca cyrkla lub linijki, od strony gérnej powierzchni plytki.> Jako granice nalezy przyjaé
obszar niewykazujgcy wyraznie widocznych oznak wzrostu, ktéry mozna dostrzec
nieuzbrojonym okiem. Nalezy poming¢ sladowy wzrost oraz mate kolonie, ktére mozna z
trudem zauwazy¢ w poblizu granicy wyraznej strefy hamowania.

W przypadku podtoza BD Mueller Hinton Agar with 5% Sheep Blood nalezy mierzy¢ strefe
zahamowania wzrostu, a nie strefe zahamowania hemolizy.

Obliczanie i interpretacja wynikéow

Srednice stref nalezy poréwnaé z wartoéciami podanymi w tabeli 2G dla S. pneumoniae i 2H
dla innych paciorkowcéw, zamieszczonymi w dokumencie CLSI M100 (M2), w ktérym
przedstawiono kryteria interpretacji.’ Uzyskane wyniki mozna nastepnie przekaza¢ osobie
Zlecajgcej badanie (oporne, posrednie, wrazliwe). Nalezy przestrzegac¢ specjalnych kryteriow
interpretacji w przypadku szczepdw S. pneumoniae ze strefami oksacyliny o srednicy < 19 mm,
omdwionymi w tym standardzie (zobacz takze CHARAKTERYSTYKA WYNIKOW |
OGRANICZENIA DOTYCZACE PROCEDURY).

Uwaga: Okresowo sg publikowane informacyjne dodatki do dokumentu CLSI M2, bgdz jego
uaktualnione wersje, zawierajgce poprawione tabele krgzkéw przeciwbakteryjnych oraz standardy
interpretacji. Nalezy przestrzegac zalecen podanych w tych tabelach. Petny wzorzec i dodatki
informacyjne mozna zamowi¢ pod adresem Clinical and Laboratory Standards Institute, 940 West Valley
Road, Suite 1400, Wayne, PA 19087-1898, USA. Telefon: +1-610-688-1100.
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CHARAKTERYSTYKA WYNIKOW | OGRANICZENIA DOTYCZACE PROCEDURY
Dyfuzyjne krazkowe badanie wrazliwosci mozna wykonywac¢ wylgcznie na czystych
hodowlach. Przed badaniem wrazliwosci zaleca sie wykonanie barwienia metodg Grama oraz
wstepng identyfikacje izolowanych szczepow.'

Opisywane podtoze stuzy do badania wrazliwosci S. pneumoniae i innych paciorkowcéw na
wybrane antybiotyki."?° Nalezy zwrdci¢ uwage na to, ze nie istniejg miarodajne kryteria dla
dyfuzyjnych krgzkowych badan wrazliwosci S. pneumoniae na amoksycyline, ampicyline,
cefepim, cefotaksym, ceftriakson, cefuroksym, imipenem i meropenem. Aktywnos$¢ tych
antybiotykéw in vitro najlepiej okre$la¢ metodg MIC.

Do okreslenia wrazliwosci S. pneumoniae na penicyline nalezy stosowac krgzek nasycony
oksacyling. Szczepy S. pneumoniae w przypadku ktérych srednica stref dla oksacyliny wynosi
> 20 mm, sg wrazliwe (MIC < 0,06 mg/ml) na penicyline. Poniewaz w przypadku opornych na
penicyling, posrednich, a takze niektérych wrazliwych szczepdéw S. pneumoniae Srednica strefy
zahamowania wokot krgzka z oksacyling wynosi < 19 mm, dla takich szczepdéw nalezy
oznaczy¢ MIC dla penicyliny, meropenemu i cefotaksymu lub ceftriaksonu.’

W przypadku paciorkowcéw innych niz S. pneumoniae okreslanie wrazliwosci na penicyling za
pomocg oksacyliny nie jest zalecane. W przypadku paciorkowcow beta-hemolizujgcych nalezy
stosowac krgzek nasycony penicyling lub ampicyling. W przypadku paciorkowcow z grupy
viridans badania dyfuzyjne z krgzkami nasyconymi penicyling i oksacyling nie sg miarodajne;
wrazliwo$é tych drobnoustrojow nalezy okreslié w tescie MIC.

Dyfuzyjne krazkowe badania wrazliwosci na antybiotyki z zastosowaniem szczepu
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 zostaty wykonane przez producenta dla cefakloru,
cefprozylu, chloramfenikolu, erytromycyny, ofloksacyny, tetracykliny,
trimetoprimu/sulfametoksazolu oraz wankomycyny. Po wykonaniu procedur testowych
opisanych w dokumencie M2-A5, w okresie 10 dni badan zostato wykonanych dwadzie$cia
testéw ze szczepem do kontroli jako$ci i oSmioma krgzkami przeciwbakteryjnymi. W przypadku
wszystkich osmiu antybiotykéw, 100% (160/160) rozmiardw stref miescito sie w oczekiwanych
zakresach, opublikowanych w dokumencie M2-A5 i w tabeli 3C dokumentu NCCLS M100-
S6.%" Odchylenie standardowe dla tetracykliny wynosito ponizej 1 mm, a dla wszystkich
pozostatych antybiotykdéw — ponizej 2 mm.®

W dwoch osrodkach terenowych przeprowadzono badania odtwarzalnosci (3 razy dziennie
przez 3 dni) wymienionych antybiotykéw ze szczepem S. pneumoniae ATCC 49619 i
dziewiecioma dodatkowymi dobrze scharakteryzowanymi szczepami S. pneumoniae. We
wszystkich badaniach przestrzegano standardow interpretacji Srednicy stref,
wyszczegolnionych w tabeli 2C dokumentu NCCLS M2-A5 i dodatku M100-S6.%” Badania
chloramfenikolu, erytromycyny, ofloksacyny, tetracykliny i wankomycyny wykazaty zgodnos¢
kategorii z metodg referencyjng NCCLS w ponad 95%. Badania trimetoprimu/sulfametoksazolu
wykazaty zgodnos¢ kategorii z metodg referencyjng NCCLS w ponad 90%. Odtwarzalnosci nie
mozna byto okresli¢ w przypadku cefakloru i cefprozilu z uwagi na brak standardow
interpretacyjnych dla tych dwoch antybiotykéw. Z przedstawionych wynikéw badanh wynika, ze
nie zaleca sie stosowania cefakloru, ceprozylu i trimetoprimu/sulfametoksazolu do badan S.
pneumoniae na tym podtozu. Ponadto w piSmiennictwie istniejg doniesienia na temat
znacznych btedow w interpretacji testow dyfuzyjnych z krgzkami nasyconymi
trimetopgrimem/sulfametoksazolem na plytkach z agarem Muellera Hintona z dodatkiem krwi
owczej.

W przypadku pewnych potgczen drobnoustroj-antybiotyk strefa zahamowania moze nie mie¢
wyraznej granicy, co moze byc¢ przyczyng btedow interpretacii.

Zidentyfikowano rézne czynniki majgce wptyw na dyfuzyjne krgzkowe badania wrazliwosci.
Nalezy do nich rodzaj podtoza, gtebokos¢ agaru, moc krgzka, stezenie inokulum, czas od
przygotowania inokulum oraz pH.?

Niewtasciwe stezenie inokulum moze prowadzi¢ do uzyskania nieprawidtowych wynikéw. Jesli
stezenie inokulum jest zbyt duze, strefy zahamowania mogg by¢ zbyt mate, natomiast jesli
stezenie inokulum jest zbyt mate, strefy mogg by¢ za duze i trudne do zmierzenia.
Niewtasciwe przechowywanie krgzkéw z antybiotykami moze spowodowac utrate skutecznosci
i falszywe wyniki wskazujgce na wystepowanie opornosci.
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Wrazliwos¢ drobnoustroju in vitro na okreslony antybiotyk nie zawsze oznacza, ze dany lek
bedzie skuteczny w warunkach in vivo. Wskazowki dotyczgce interpretacji wynikow
przedstawiono w odpowiednich publikacjach.?™

Nie nalezy wykorzystywac opisywanego podtoza do badania wrazliwosci bakterii innych niz S.
pneumoniae i paciorkowce beta-hemolizujgce.
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PAKOWANIE / DOSTEPNOSC
BD Mueller Hinton Agar with 5% Sheep Blood (ptytki Stacker 90 mm)
Nr katalogowy 254030 Gotowe podtoza na ptytkach
hodowlanych, cpu 20
Nr katalogowy 254080 Gotowe podtoza na ptytkach
hodowlanych, cpu 120

BD Mueller Hinton Agar with 5% Sheep Blood (150 mm)
Nr katalogowy 255080 Gotowe podioza na ptytkach
hodowlanych, cpu 20
BD Mueller Hinton Agar with 5% Sheep blood, Square (120 x 120 mm)
Nr katalogowy 254517 Gotowe podtoza na ptytkach
hodowlanych, cpu 20

DODATKOWE INFORMACJE
W celu uzyskania dodatkowych informaciji nalezy sie skontaktowac z lokalnym przedstawicielem
firmy BD.

sl

Becton Dickinson GmbH

Tullastrasse 8 — 12

D-69126 Heidelberg/Germany

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

Prompt is a trademark of 3M.
ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection
BD, BD Logo and all other trademarks are the property of Becton, Dickinson and Company. © 2013 BD
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