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BD Mueller Hinton Chocolate Agar

PRZEZNACZENIE

Podioze BD Mueller Hinton Chocolate Agar jest stosowane do izolacji i hodowli bakterii o
wysokich wymaganiach odzywczych z prébek pochodzenia klinicznego. Moze ono by¢ takze
wykorzystywane do badan wrazliwosci Neisseria gonorrhoeae.

ZASADY | OBJASNIENIE PROCEDURY

Metoda mikrobiologiczna.

Jako ze we wczesnych latach 60. w klinicznych laboratoriach mikrobiologicznych stosowano
wiele réznych procedur do okreslania wrazliwos$ci bakterii na antybiotyki i inne
chemioterapeutyki, Bauer, Kirby i inni opracowali wzorcowg procedure, do ktorej jako poditoze
testowe wybrano agar Muellera Hintona."* Przeprowadzone pézniej wspdlne, miedzynarodowe
badanie potwierdzito przydatnos¢ wybranego podtoza do tego celu ze wzgledu na jego
stosunkowo dobrg odtwarzalnos¢, prosty skfad oraz duzg ilos¢ dostepnych danych
eksperymentalnych na jego temat.’

Wedtug CLSI do dyfuzyjnego krazkowego badania wrazliwosci Streptococcus pneumoniae
zalecane jest podtoze Mueller Hinton Agar with 5% Sheep Blood. Do badan Haemophilus
influenzae zalecane jest podtoze Haemophilus Test Medium (HTM) Agar. Kryteria interpretacii
przedstawiono w dokumencie CLSI M100 (M2), ktéry jest dotagczony do dokumentu CLSI M2 —
Standardy wykonywania badan wrazliwosci z zastosowaniem krazkéw nasyconych
antybiotykami, wyd. 7, zatwierdzony standard.® Do badan Neisseria gonorrhoeae zalecane jest
podtoze GC Agar z okreslonym dodatkiem promujgcym wzrost. Wedtug innych autoréow do
rutynowego badania wrazliwosci N. gonorrhoeae na penicyling i spektynomycyne mozna
wykorzystywaé podtoze Mueller Hinton Agar z heming i Iso-VitaleX.’

Podtoze Mueller Hinton Agar z dodatkiem podgrzanej krwi lub hemoglobiny oraz czynnikéw
wzrostu (np. BD IsoVitaleX) jest zalecane jako podfoze nieselektywne do izolowania Neisseria i
Haemophilus.®

W podtozu BD Mueller Hinton Chocolate Agar sktadnikéw odzywczych dostarcza ekstrakt
wotowy i peptony kazeiny. Skrobia absorbuje skfadniki toksyczne, takie jak kwasy ttuszczowe
pochodzace z gazikéw bawetnianych. Hemoglobina dostarcza czynnika X. BD IsoVitaleX
dostarcza witamin i czynnikow wzrostu, w tym czynnika V (=NAD), ktéry jest niezbedny do
wzrostu Haemophilus influenzae.

ODCZYNNIKI
BD Mueller Hinton Chocolate Agar
Sktad* w przeliczeniu na jeden litr wody oczyszczonej

Wyciag wotowy 209
Kwasny hydrolizat kazeiny 17,5
Skrobia 1,5
Hemoglobina 10,0
IsoVitaleX 10,0 ml
Agar 17,09
pH7,3+£0,2

*Skorygowany i (lub) uzupetniony zgodnie z wymaganiami majacymi na celu spetnienie
kryteriow wydajnosci.
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Podloze BD IsoVitalex Enrichment zawiera nastepujace czynniki wzrostu (sktad* w przeliczeniu

na jeden litr wody oczyszczonej):

Witamina B2 0,01¢
L-glutamina 10,0
Adenina 1,0
Chlorowodorek guaniny 0,03
Kwas p-aminobenzoesowy 0,013
Dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy 0,25
(NAD)

Pirofosforan tiaminy 0,1
Azotan (V) zelaza (lIl) 0,02
Chlorowodorek tiaminy 0,003
Chlorowodorek cysteiny 25,9
L-cystyna 1,1
Glukoza 100,0

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

SRODKI OSTROZNOSCI

. Wytacznie 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.
Nadmierne obkurczenie sie 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 przechowywaé 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 inkubac;ji.

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

KONTROLA JAKOSCI PRZEZ UZYTKOWNIKA
Na ptytki posiewa sig probki reprezentatywne nizej wymienionych szczepow (szczegotowe
informacje — zobacz dokument OGOLNE INSTRUKCJE DOTYCZACE STOSOWANIA). Plytki
inkubuje sie w temperaturze 35 * 2°C w atmosferze tlenowej wzbogaconej dwutlenkiem wegla.
Ptytki odczytuje sie po 18—24 i po 42—48 godzinach inkubacji.
Szczepy bakteryjne
Haemophilus influenzae ATCC 10211
Neisseria gonorrhoeae ATCC 43069
Neisseria meningitidis ATCC 13090
Streptococcus pneumoniae ATCC 6305
Bez posiewu

Wzrost
Wzrost dobry lub bardzo dobry.
Wzrost do$¢ dobry do bardzo dobrego.
Wzrost dobry lub bardzo dobry.
Wzrost dobry lub bardzo dobry.
Zabarwienie czekoladowobrgzowe,
matowe, czasem nieco niejedorodne

Informacje na temat zaszczepiania i inkubacji w badaniach wrazliwosci przedstawiono w czesci
Procedura testowa.
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Badany szczep Krazek do badania Rozmiar
wrazliwosci stref* (mm)

Neisseria gonorrhoeae ATCC 49226 Penicylina P-10 33 - 40
Spektynomycyna SPT- 25-31
100

* Rozmiary stref oparte na wynikach uzyskanych przy uzyciu co najmniej 3 ré6znych partii podtoza BD
Mueller Hinton Chocolate Agar.

PROCEDURA

Dostarczane materiatly

Podtoze BD Mueller Hinton Chocolate Agar (ptytki Stacker o §r. 90 mm). Sprawdzane pod
katem obecnosci mikroorganizmow.

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

Typy probek

Podioze BD Mueller Hinton Chocolate Agar nadaje sie w zasadzie do wszystkich typow
prébek pobranych od pacjentéw z podejrzeniem zakazenia bakteriami o wysokich wymaganiach
odzywczych, przede wszystkim, cho¢ nie tylko, do prébek z pierwotnie sterylnych miejsc w
organizmie (np. ptynu mézgowo-rdzeniowego, ropni) oraz jako podtoze do hodowli pochodnych
z posiewdéw wykonanych z prébek krwi. Jego gtdwnym zastosowaniem jest nieselektywna
izolacja Neisseria, Haemophilus i innych bakterii, ktére moga nie wykazywac¢ wzrostu na
rutynowo stosowanych podtozach agarowych z krwig, takich jak Columbia Agar with 5% Sheep
Blood. (zobacz takze CHARAKTERYSTYKA WYDAJNOSCI | OGRANICZENIA
PROCEDURY).

Zastosowanie tego podtoza do rutynowego badania wrazliwosci Neissseria gonorrhoeae na
penicyline G i spektynomycyne wymaga uzycia czystych hodowli. Nie nalezy zaszczepia¢ tego
podioza do bezposrednich badan wrazliwosci!

Pobieranie i transport prébek

Neisseria gonorrhoeae, N. meningitidis, Haemophilus i inne drobnoustroje o wysokich
wymaganiach odzywczych sg wrazliwe na niekorzystne warunki srodowiska. W zwigzku z tym
do wszystkich prébek nalezy stosowaé odpowiednie podtoza transportowe. Probki nalezy jak
najszybciej przestaé¢ do laboratorium, najpdzniej w ciggu 24 godzin, nawet w przypadku
stosowania podtoza transportowego. Optymalna temperatura transportu wynosi 20-25°C. Nie
nalezy zamrazaé probek!® '

Procedura testowa

W celu wyizolowania drobnoustrojow o wysokich wymaganiach odzywczych nalezy wykonac
posiew probki jak najszybciej po jej dostarczeniu do pracowni. Ptytka do posiewu stuzy przede
wszystkim do izolowania czystych kultur z prébek zawierajacych flore mieszana.
Alternatywnie, jezeli materiat jest hodowany bezposrednio z wymazowki, mozna przetoczy¢
wymazowke po niewielkiej powierzchni na obwodzie ptytki, a nastepnie wykona¢ posiew
poprzez rozprowadzenie materiatu po podtozu.

W przypadku pobierania probki, w ktérej moze znajdowac sie fizjologiczna flora bakteryjna,
nalezy wykonac posiew takze na odpowiednie podtoza selektywne, w zalezno$ci od patogenu,
jaki ma zosta¢ wyizolowany. W przypadku Neisseria gonorrhoeae nalezy wykonaé posiew takze
na podioze BD Martin-Lewis Agar, modified lub BD GC-Lect™ Agar, a w przypadku
Haemophilus — na podtoze BD Chocolate Agar with IsoVitaleX and Bacitracin.

Plytki inkubuje sie w temperaturze 35 + 2°C w atmosferze tlenowej wzbogaconej dwutlenkiem
wegla. Ptytki odczytuje sie po 18—-24 i po 42—48 godzinach inkubacji.

W przypadku rutynowego badania wrazliwoéci N. gonorrhoeae, wyizolowany szczep, ktéry
powinien by¢ czystg hodowla, zawiesza sie w poditozu ptynnym BD Trypticase Soy Broth w
taki sposob, aby jego zmetnienie odpowiadato standardowi 0,5 McFarland. W ciggu 15 min od
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skorygowania zmetnienia inokulum nalezy zanurzy¢ sterylng wymazéwke w odpowiednio
rozcienczonym inokulum i kilkakrotnie jg obréci¢, mocno przyciskajgc do gornej czesci
wewnetrznej scianki probowki, aby odsgczyé nadmiar ptynu.

Wykona¢ posiew, trzykrotnie rozprowadzajgc materiat po catej powierzchni podtoza agarowego
na plytce, obracajac ptytke za kazdym razem o 60°, aby uzyska¢ rownomierny posiew.

Natozy¢ krazki nasycone antybiotykami za pomocg odpowiedniego aplikatora, zachowujac
zasady aseptyki. Krgzki nalezy rozmiesci¢ w taki sposéb, aby ich srodki znajdowaty sie w
odlegtosci co najmniej 24 mm od siebie. Krgzki z penicyling najlepiej umiesci¢ w takich
miejscach, aby znajdowaty sie one co najmniej 10 mm od brzegu szalki Petriego. Po
umieszczeniu krgzkow na agarze nalezy je lekko docisng¢ za pomocg sterylnej igty lub pincety,
aby dokfadnie przylegaty one do powierzchni podtoza. Ta czynnosé nie jest konieczna, jesli
krazki sg nakladane za pomoca 6- lub 8-pozycyjnego automatycznego aplikatora BD Sensi-
Disc.

W ciggu 15 minut od natozenia krgzkow ptytki nalezy odwroci¢ i umiesci¢ w atmosferze tlenowej
wzbogaconej 5% dwutlenkiem wegla, w temperaturze 35-37°C, na 20 do 24 godzin.

Wyniki

Typowa morfologia kolonii otrzymywanych na podtozu BD Mueller Hinton Chocolate Agar:

Haemophilus influenzae Mate, wilgotne, pertowe, o charakterystycznym, ,mysim”
zapachu

Neisseria gonorrhoeae Mate, szarawobiate do bezbarwnych, sluzowe

Neisseria meningitidis Srednie lub duze, niebieskoszare, $luzowe

Streptococcus pneumoniae | Kolonie mate, ptaskie lub wieksze, sluzowe, zielonkawe,
podfoze otaczajgce kolonie moze by¢ zielonkawe

Badania wrazliwo$ci: Srednice stref nalezy mierzyé na gérnej powierzchni ptytki. Wrazliwo$¢ na
penicyline nalezy potwierdzi¢ badaniem z beta-laktamazg, np. testem BD Cefinase.

CHARAKTERYSTYKA WYNIKOW | OGRANICZENIA DOTYCZACE PROCEDURY
BD Mueller Hinton Chocolate Agar jest wzbogaconym, nieselektywnym podtozem, na ktérym
obserwuje sie wzrost bakterii o wysokich i niskich wymaganiach odzywczych, w tym flory
fizjologicznej. W zwigzku z tym zaleca sie wykonywanie posiewéw wszystkich prébek takze na
odpowiednie podioza selektywne.

Termin ,bakterie o wysokich wymaganiach odzywczych” odnosi sie do drobnoustrojow, ktérych
wzrost ulega zahamowaniu lub jest sladowy na rutynowo stosowanym podtozu do pierwszej
izolacji zawierajacym krew owczg — sg to np. Haemophilus, patogenne szczepy Neisseria oraz
szereg innych bakterii. Szczegdtowe opisy typdw probek, ktére nalezy zaszczepiaé na tym
podtozu, a takze drobnoustrojéw, do ktérych izolacji jest uzywane to podtoze, przedstawiono w
pi$miennictwie.'®"

Podtoze to nie byto badane pod katem wzrostu paciorkowcow o zmiennych wymaganiach
odzywczych.

Liczba gatunkow bakterii wystepujgcych jako czynniki zakazne jest bardzo duza. Dlatego tez,
zanim podtoze bedzie rutynowo uzywane do rzadko izolowanych lub nowo odkrytych
drobnoustrojéw, uzytkownik powinien najpierw sprawdzi¢ jego przydatnos$é, posiewajac czyste
hodowle tego typu mikroorganizmow.

Wystepujace na tym podtozu rozmiary stref w badaniu wrazliwosci nie sg catkowicie zgodne z
warto$ciami przedstawionymi w standardzie CLSI M2°, ktére zostaty zmierzone przy uzyciu
podtoza GC Chocolate Agar z okreslonym dodatkiem promujgcym wzrost.
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PAKOWANIE / DOSTEPNOSC

BD Mueller Hinton Chocolate Agar

Nr katalogowy 254035 Gotowe podtoza na ptytkach
hodowlanych, cpu 20

Nr katalogowy 254082 Gotowe podtoza na ptytkach
hodowlanych, cpu 120

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

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

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

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. © 2011 BD
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