1]

www.thermofisher.com

Mueller Hinton Agar with Horse Blood
PB5303A

Intended Use

Mueller-Hinton Agar with Horse Blood is an antimicrobial
susceptibility agar recommended for disc diffusion and MIC
testing against fastidious microorganisms isolated from
clinical samples.

The device is for professional use only, is not automated
nor is it a companion diagnostic.

Summary and Explanation

Streptococci are Gram-positive cocci which inhabit a wide
range of ecological niches, from non-pathogenic species
used in the yoghurt making industry, to commensal
members of the mammal oral microbiome, and invasive
human pathogens'?3, Streptococci can be classified by
serotyping based on cell-wall carbohydrate composition
into the Lancefield groups A to S, and the non-Lancefield
Streptococci®?3. Non-Lancefield Streptococci cannot be
grouped by Lancefield serotyping, and include a broad
range of non-pathogenic and pathogenic species with S.
pneumoniae thought to be the most significant human
pathogen™23,

A number of National Institute for Health and Care
Excellence (NICE) and Public Health England (PHE)
guidelines describe S. pneumoniae as one of the leading
causes of meningitis and bloodstream infections, both
invasive diseases associated with high morbidity and
mortality®>*%¢78 S, pneumoniae is a notifiable organism,
meaning that infection with this pathogen is of such clinical
significance that it is required by law to report diagnosis of
these diseases to the government authority PHE?®. The
status of S. pneumoniae as a notifiable organism highlights
the importance of infection surveillance to identify future
disease outbreaks and reduce potential morbidity and
mortality™®",

Principle of Method

Mueller-Hinton Agar has been criticised because of
variation in performance between manufacturers and
batches of medium. These effects were shown as:

(1) Minimum  inhibitory  concentration  (MIC)
variations with aminoglycosides against Pseudomonas
aeruginosa and tetracycline against Staphylococci. This
may have been due to differing concentrations of the
divalent cations of calcium and magnesium.

(2) Variation in thymine and thymidine content,
which affect sulphonamide and trimethoprim MIC values
3) Differences in the characteristics of the agar used

in the medium, especially diffusion properties

In light of the criticisms the Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI) (previously NCCLS) called interested
manufacturers together to discuss the standardisation and
stabilisation of Mueller-Hinton Agar. Control methods were
established whereby critical  antimicrobial/organism
combinations had to yield consistent zones of inhibition
within two mm of the specified diameters in the standard.
The result of this cooperative effort is that Mueller-Hinton
Agar is now a standard medium.
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Supplemented Mueller-Hinton Agar is recommended both
by CLSI and European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) for testing non-fastidious
strains. Supplements are added to make it suitable for more
fastidious strains.

Typical Formula
grams per litre

Beef, dehydrated infusion from 300.0
Casein hydrolysate 17.5
Starch 15
NAD 0.02
Agar 17.0
Defibrinated horse blood 50.0ml

Physical Appearance

Colour Signal red
Clarity Opaque
Fill weight 23.5+5%
pH 7.3+0.1

Materials Provided
PB5303A: 10 x 90mm Mueller Hinton agar with horse blood
plates

Each plate should only be used once.

Materials Required but Not Supplied
. Inoculating loops
. Swabs
. Collection containers
. Incubators
. Quality control organisms
Optional Materials
. Erythromycin antimicrobial susceptibility discs

(CT0020B)

. Cefpodoxime antimicrobial susceptibility discs
(CT1612B)

. Ertapenem antimicrobial susceptibility discs
(CT1761B)

. Moxifloxacin antimicrobial susceptibility discs
(CT1633B)

Storage

e  Store product in its original packaging at 2-12°C

until used.

. The product may be used until the expiry date
stated on the label.

e  Store away from light.

. Allow product to equilibrate to room temperature
before use.

. Do not incubate prior to use.

Warnings and Precautions

. For in vitro diagnostic use only.

. For professional use only.

. Inspect the product packaging before first use.

. Do not use the product if there is any visible
damage to the packaging or plates.

. Do not use the product beyond the stated expiry
date.

. Do not use the device if signs of contamination
are present.

. Do not use the device if the colour has changed
or there are other signs of deterioration.

. It is the responsibility of each laboratory to
manage waste produced according to their
nature and degree of hazard and to have them
treated or disposed of in accordance with any
federal, state and local applicable regulations.
Directions should be read and followed carefully.
This includes the disposal of used or unused
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reagents as well as any other contaminated

disposable material following procedures for

infectious or potentially infectious products.
Refer to the Material Safety Data Sheet (MSDS) for safe
handling and disposal of the product
(www.thermofisher.com).

Serious Incidents

Any serious incident that has occurred in relation to the
device shall be reported to the manufacturer and the
relevant regulatory authority in which the user and/or the
patient is established.

Specimen Collection, Handling and Storage
Specimens should be collected and handled following local
recommended guidelines, such as the CLSI standard
M100".

Procedure

Allow plates and antimicrobial susceptibility disks to
equilibrate to room temperature before use. The agar
surface should not have excess moisture prior to
inoculation.

Inoculum may be prepared utilizing either the growth
method or the direct colony method. Refer to appropriate
DIN/CLSI documents for guidelines specific to each test
organism

CLSI Method:

1. Growth method:

a. Select at least 3-5 isolated colonies of the
same morphology type from the agar
culture. Touch the top of each colony with a
loop and transfer to 4-5ml of a suitable broth
medium such as Tryptic Soy Broth (TSB)

b. Incubate the broth culture at 35-37°C until
the turbidity equals or exceed that of a 0.5
McFarland or equivalent.

c. If necessary, adjust the turbidity of the
suspension with sterile saline or broth to
achieve a turbidity to achieve a turbidity to a
0.5 McFarland standard. This step may be
performed visually or using a photometric
device. If performed visually use adequate
light to compare the suspension to the
McFarland 0.5 against a card with a white
background and contrasting black lines®.

2. Direct Colony Method: (Method of choice for
streptococci and staphylococci).

a. Prepare a direct suspension of the test
organism in saline or broth from an 18-24
hour culture on nonselective media.

b.  Adjust the turbidity of the suspension as
described under Growth method.

3. Inoculate Agar plates within 15 minutes of preparing
organism suspension.

4. Immerse a sterile swab into the suspension. Rotate
the swab against the side of the tube above the fluid
level to remove excess fluid.

5. Inoculate the surface in three planes by rotating the
plate approximately 60 degrees each time.

6. Replace the lid and allow the plate to rest on the bench
at least 3 minutes but no longer than 15 minutes for
the inoculum to be absorbed before applying
antimicrobial susceptibility disks.

7. Apply disks individually or by using an antimicrobial
disk dispenser. Disk should not be closer than 24 mm
from centre to centre and not placed too close to the
edge of the plate. Because some drug diffuses almost
instantaneously, do not relocate a disk once it has
come in contact with the agar surface. Tap disks gently
with sterile needle or forceps to ensure complete
contact with the agar surface.
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8. Invert the plate and place in the incubator within 15
minutes of disk application.
a. Incubate Mueller-Hinton Agar with Sheep
Blood plates aerobically at 35-37°C for 16-
18 hours.
Note: Staphylococci and enterococci
require a full 24 hours incubation.
Methicillin-resistant  staphylococci (MRS)
may not be detected at incubation
temperatures above 35°C.
b. Incubate Streptococcus spp. in 5-7% CO2
at 35-37°C for 20-24 hours.
c. Refer to CLSI document M45 for incubation
times, temperatures, and atmospheres for
fastidious or infrequently isolated bacteria®.

Interpretation

After 16-24 hours incubation at 35-37°C, S. pneumoniae
typically exhibit 1-2 mm colonies and exhibit a-haemolysis
on blood agar. S. pneumoniae can also appear as
draughtsman colonies with a depressed centre and
elevated rim.

Quality Control

It is the responsibility of the user to perform Quality Control
testing taking into account the intended use of the medium,
and in accordance with any local applicable regulations
(frequency, number of strains, incubation temperature etc.).

Incubation Conditions:18 + 2h @ 36 + 1°C in an enhanced
carbon dioxide atmosphere

Microorganism Antibiotic disc Zone of
Inhibition
Diameter (mm)
Streptococcus pne Erythromycin (E15) 26-32
umoniae Cefpodoxime (CPD 29-35
ATCC®49619 10)
Ertapenem 28-34
(ETP 10)
Moxifloxacin (MXF 24-30
5)
Haemophilus Erythromycin (E15) 10-16
pnuenzae . | Cefpodoxime (CPD 30-36
10)
Moxifloxacin (MXF 30-36
5)
Limitations

Organisms with atypical enzyme patterns may give
anomalous reactions on Mueller-Hinton Agar with Horse
Blood.

Performance Characteristics

Accuracy has been demonstrated through review of the QC
data. Correct detection of fastidious microorganisms is
confirmed by the inclusion of a well-characterised isolate in
the QC processes performed as part of the manufacture of
each batch of the device. The precision of Mueller-Hinton
Agar with Horse Blood (PB5303A) was demonstrated by an
overall pass rate of 99.7% obtained for the product over an
11 year period (2010-2021; 3439 batches) This shows that
the performance is reproducible.

Performance is assessed as the zone of inhibition diameter
measured on the test medium using Thermo Scientific™
Oxo0id™ antimicrobial susceptibility discs, compared with
the specified diameters in the CLSI standard M100°.

The inoculum is prepared from working cultures, diluted to
obtain the specified inoculum levels and the test media is
inoculated. Antibiotic discs are loaded in the same order
and concentrations as they appear in the inspection plan for
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the medium. Following incubation at 34-36°C for 16-20

hours in 4-6% CO2, the zone of inhibition diameter of the
test organisms is measured, and the results and

conclusions can be created.
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Symbol Legend

Symbol Definition
REF | Catalogue number
IVD In Vitro Diagnostic Medical Device
LoT Batch code
/ﬂ/- Temperature limit
Use-by date
e
ZIN
Keep away from sunlight
u

Do not re-use

Consult
instructions for use or consult
electronic
instructions for use

= |69
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Contains sufficient for <n> tests

Do not use if packaging damaged and
consult instructions for use

Manufacturer

Authorized representative in the
European Community/
European Union

European Conformity Assessment

Al 18

UK Conformity Assessment

Unique device identifier

cin
OD

ATCC Licensed }®
Derivative

©2022 Thermo Fisher Scientific Inc. All rights reserved.
ATCC and ATCC catalogue marks are a trademark of
American Type Culture Collection.

CLSI is a trademark of the Clinical Laboratory and
Standards Institute.

All other trademarks are the property of Thermo Fisher
Scientific Inc. and its subsidiaries.

Oxoid Limited, Wade Road, Basingstoke,
Hampshire, RG24 8PW, England

For technical assistance please contact your local distributor.

Revision information

Version Date of issue and modifications introduced

1.0 2022-11-02. New document. (LIVE)
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Mueller Hinton Agar with Horse Blood
PB5303A

Domaine d'application

La gélose Mueller-Hinton au sang de cheval est une gélose
de sensibilité aux antimicrobiens recommandée pour la
diffusion par disque et les tests de CMI pour les micro-
organismes exigeants isolés a partir d’échantillons
cliniques.

Le produit est destiné a un usage professionnel uniquement,
n’est pas automatisé et n’est pas un diagnostic compagnon.

Résumé et description

Les streptocoques sont des cocci a Gram positif qui
occupent un large éventail de niches écologiques, des
espéces non pathogeénes utilisées dans l'industrie de la
fabrication de yaourts aux commensaux du microbiome
buccal des mammiféres et aux agents pathogénes humains
invasifs'?3, Les streptocoques peuvent étre classés par
sérotypage, sur la base de la composition glucidique de la
paroi cellulaire, en streptocoques des groupes A a S de
Lancefield et en streptocoques non groupables selon la
classification de Lancefield 23, Les streptocoques non
groupables ne peuvent pas étre regroupés par sérotypage
selon la classification de Lancefield et incluent toute une
série d'especes non pathogénes et pathogéenes,
S. pneumoniae étant considérée comme I'agent pathogéne
humain le plus important 23,

Un certain nombre de directives du National Institute for
Health and Care Excellence (NICE) et du Public Health
England (PHE) décrivent S. pneumoniae comme 'une des
principales causes de méningite et d’infections du sang,
deux maladies invasives associées a une morbidité et une
mortalité élevées®>+5678. S, pneumoniae est un organisme
a déclaration obligatoire, ce qui signifie que l'infection par
cet agent pathogéne est d’une telle importance clinique que
la loi exige de signaler le diagnostic de ces maladies a
lautorité gouvernementale PHE3®., Le statut de S.
pneumoniae en tant qu’organisme a déclaration obligatoire
souligne I'importance de la surveillance des infections afin
d’identifier les futures épidémies et de réduire la morbidité
et la mortalité potentielles®"".

Principe de la méthode

La gélose Mueller-Hinton a été critiquée en raison de la
variation des performances entre les fabricants et les lots
de milieu. Ces effets ont été montrés comme suit :

(@) Variations de la concentration minimale
inhibitrice  (CMI) avec les aminoglycosides sur
Pseudomonas aeruginosa et la tétracycline sur les
staphylocoques. Cela peut étre d0 a des concentrations
différentes des cations divalents de calcium et de
magnésium.

(2) Variation de la teneur en thymine et en thymidine,
qui affecte les valeurs de CMI des sulfamides et du
triméthoprime

(3) Différences dans les caractéristiques de la
gélose utilisée dans le milieu, notamment les propriétés de
diffusion

A la lumiére des critiques, le Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI) (anciennement NCCLS) a réuni les
fabricants intéressés pour discuter de la standardisation et
de la stabilisation de la gélose Mueller-Hinton. Des
méthodes de contrle ont été établies afin que les
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combinaisons importantes d'antimicrobiens/organismes
produisent des zones constantes d’inhibition a moins de
deux mm des diamétres spécifiés dans la norme. Grace a

cette initiative coopérative, la gélose Mueller-Hinton
constitue désormais un milieu standard.

La gélose Mueller-Hinton supplémentée est recommandée
a la fois par le CLSI et le Comité européen sur les tests de
sensibilité aux antimicrobiens (EUCAST) pour les tests de
sensibilité aux antimicrobiens des souches non exigeantes.
Des suppléments sont ajoutés pour la rendre adaptée aux
souches plus exigeantes.

Formule typique
en grammes par litre

Boeuf, infusion déshydratée de 300,0

Caséine hydrolysée 17,5

Amidon 1,5

NAD 0,02

Gélose 17,0

Sang de cheval défibriné 50 ml
Apparence physique

Couleur Rouge foncé

Clarté Opaque

Poids de remplissage 23,5+5%

pH 7,3+0,1

Matériel fourni
PB5303A : 10 plaques de 90 mm de gélose Mueller-Hinton
au sang de cheval

Chaque plague ne doit étre utilisée qu'une seule fois.

Matériel requis, mais non fourni
. Anses d’inoculation
e  Ecouvillons
Récipients de prélevement
. Incubateurs
. Organismes pour le contréle qualité
Matériel facultatif
. Disques de test de sensibilité aux antimicrobiens
a I'érythromycine (CT0020B)
. Disques de test de sensibilité aux antimicrobiens
a la cefpodoxime (CT1612B)
. Disques de test de sensibilité aux antimicrobiens
al'ertapénem (CT1761B)
. Disques de test de sensibilité aux antimicrobiens
a la moxifloxacine (CT1633B)

Conservation

. Conserver le produit dans son emballage
d’origine a 2-12 °C jusqu’a ce qu'il soit utilisé.

. Le produit peut étre utilisé jusqu’a la date de
péremption indiquée sur I'étiquette.

. Conserver a 'abri de la lumiére.

e  Attendre que le produit atteigne la température
ambiante avant de I'utiliser.

. Ne pas incuber avant utilisation.

Avertissements et précautions

. Pour usage diagnostique in vitro uniguement.

. Usage exclusivement réservé a des
professionnels.

. Inspecter I'emballage du produit avant la
premiére utilisation.

. Ne pas utiliser le produit si 'emballage ou les
boites présentent des traces de dommages
visibles.

. Ne pas utiliser au-dela de la date de péremption
indiquée.

. Ne pas utiliser le produit s’il présente des signes
de contamination.
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. Ne pas utiliser le produit si sa couleur a changé
ou s'il présente d’autres signes de détérioration.
. I releve de la responsabilit¢ de chaque
laboratoire de gérer les déchets produits
conformément a leur nature et a leur degré de
dangerosité et de les traiter ou de les éliminer
conformément aux réglementations fédérales,
nationales et locales applicables. Les
instructions doivent étre lues et respectées
scrupuleusement. Cela inclut I'élimination des
réactifs utilisés ou inutilisés ainsi que de tout
autre matériel jetable contaminé apres les
procédures impliquant des produits infectieux ou
potentiellement infectieux.
Consulter la fiche de données de sécurité du matériel
(MSDS) pour savoir comment manipuler et éliminer le
produit en toute sécurité www.thermofisher.com.

Incidents graves

Tout incident grave survenu en relation avec le dispositif
doit étre signalé au fabricant et a I'autorité réglementaire
compétente dont dépendent I'utilisateur et/ou le patient.

Prélévement, manipulation et stockage des

échantillons

Les échantillons doivent étre prélevés et manipulés
conformément aux recommandations locales, telles que les
normes CLSI M100°,

Procédure

Laisser les plaques et les disques de sensibilité aux
antimicrobiens s’équilibrer a température ambiante avant
utilisation. La surface de la gélose ne doit pas présenter un
exces d’humidité avant 'ensemencement.

L’inoculum peut étre préparé en utilisant soit la méthode de
croissance, soit la méthode de colonie directe. Se référer
aux documents DIN/CLSI appropriés pour les directives
spécifiques a chaque organisme de test.

Méthode CLSI :

1. Méthode de croissance :

a. Sélectionner au moins 3 a 5 colonies
isolées du méme type de morphologie a
partir de la culture sur gélose. Toucher le
haut de chaque colonie avec une anse et
transférer le contenu dans 4 a 5 ml d’'un
milieu de bouillon approprié tel que le
bouillon de soja tryptique (TSB).

b. Incuber le bouillon de culture a 35 - 37 °C
jusqu’a ce que la turbidité soit égale ou
supérieure a celle d'un 0,5 McFarland ou
équivalent.

c. Si nécessaire, ajuster la turbidité de la
suspension avec une solution saline ou un
bouillon stériles pour obtenir une turbidité
de norme 0,5 McFarland. Cette étape peut
étre effectuée visuellement ou a I'aide d’'un
appareil photométrique. Si elle est
effectuée visuellement, utiliser une lumiere
adéquate pour comparer la suspension au
0,5 McFarland sur une carte avec un fond
blanc et des lignes noires de contraste®.

2. Méthode de colonie directe : (méthode de prédilection
pour les streptocoques et les staphylocoques).

a. Préparer une suspension directe de
I'organisme de test dans une solution saline
ou un bouillon a partir d’'une culture de
18 a 24 heures sur un milieu non sélectif.

b.  Ajuster la turbidité de la suspension comme
décrit dans la méthode de croissance.
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3. Ensemencer les plaql%s de gélose dans les
15 minutes suivant la préparation de la suspension
d’organismes.

4. Plonger un écouvillon stérile dans la suspension. Faire
pivoter I'écouvillon sur le c6té du tube au-dessus du
niveau de liquide pour éliminer I'excés de liquide.

5. Ensemencer la surface dans trois plans en faisant
tourner la plaque d’environ 60 degrés a chaque fois.

6. Replacer le couvercle et laisser la plaque reposer sur
la paillasse au moins 3 minutes, mais pas plus de
15 minutes pour que l'inoculum soit absorbé avant
d’appliqguer les disques de sensibilit¢ aux
antimicrobiens.

7. Appliquer les disques individuellement ou en utilisant
un distributeur de disques antimicrobiens. Le disque
ne doit pas étre a moins de 24 mm de centre a centre
et ne doit pas étre placé trop prés du bord de la plaque.
Etant donné que certains médicaments se diffusent
presque instantanément, ne pas déplacer un disque
une fois qu’il est entré en contact avec la surface de la
gélose. Tapoter doucement les disques avec une
aiguille ou une pince stérile pour assurer un contact
complet avec la surface de la gélose.

8. Inverser la plaque et la placer dans I'incubateur dans
les 15 minutes suivant I'application du disque.

a. Incuber les plaques de gélose Mueller-
Hinton au sang de mouton en aérobiose
a 35 - 37 °C pendant 16 a 18 heures.
Remarque: Les staphylocoques et les
entérocoques nécessitent une incubation
compléte de 24 heures. Les staphylocoques
résistants a la méticilline (MRS) peuvent ne
pas étre détectés a des températures
d’incubation supérieures a 35 °C.

b. Incuber Streptococcus spp. dans 5a7 % de
CO2 a 35 - 37 °C pendant 20 a 24 heures.

c. Sereporter au document CLSI M45 pour les
temps d’incubation, les températures et les
atmospheéres pour les bactéries exigeantes
ou rarement isolées".

Interprétation

Aprés 16 a 24 heures d’'incubation a 35 — 37 °C, les
souches S. pneumoniae présentent généralement des
colonies de 1 a 2 mm ainsi qu’une a-hémolyse sur la
gélose au sang. Les souches S. pneumoniae peuvent
également apparaitre sous forme de colonies rondes et
bombées avec un centre aplati et un bord surélevé.

Controéle qualité

L'utilisateur est responsable de la réalisation d’'un test de
contrdle qualité en prenant en compte I'utilisation prévue du
milieu et conformément aux réglementations locales en
vigueur (fréquence, nombre de souches, température
d’incubation, etc.).

Conditions d’incubation : 18 £ 2 h a 36 + 1 °C dans une
atmosphére de gaz carbonique renforcée

Micro-organisme | Disque antibiotique | Diamétre de la zone
d’inhibition (mm)
Streptococcus Erythromycine (E15) 26-32
pneurgoniae Cefpodoxime (CPD 10) 29-35
ATCC"49619 Ertapénéme 2834
(ETP 10)
Moxifloxacine (MXF 5) 24-30
Haemophilus Erythromycine (E15) 10-16
influenzae Cefpodoxime (CPD 10) 30-36
ATCC®49766  \ioxifioxacine (MXF 5) 30-36
Limites

Les organismes avec des profils enzymatiques atypiques
peuvent engendrer des réactions anormales sur la gélose
Mueller-Hinton au sang de cheval.
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Performances

La précision a été démontrée par I'examen des données
clinigues. La détection correcte des micro-organismes
sensibles est confirmée par linclusion d’isolats bien
caractérisés dans les processus cliniques effectués dans le
cadre de la fabrication de chaque lot de produit. La
précision de la gélose Mueller-Hinton au sang de cheval
(PB5303A) a été démontrée par un taux de réussite global
de 99,7 % obtenu pour le produit sur une période de 11 ans
(2010-2021 ; 3 439 lots). Les performances sont donc
reproductibles.

Les performances sont évaluées en fonction du diamétre
de la zone d’inhibition mesuré sur le milieu de test a I'aide
des disques de sensibilité aux antimicrobiens Thermo
Scientific™ Oxoid™, par rapport aux diameétres spécifiés
dans la norme CLSI M100 .

L’inoculum est préparé a partir de cultures de travail, dilué
pour obtenir les niveaux d’inoculum spécifiés et le support
de test est inoculé. Les disques d’antibiotiques sont
chargés dans le méme ordre et les mémes concentrations
que dans le plan de controle du milieu. Apres incubation a
34 - 36 °C pendant 16 a 20 heures dans 4 a 6 % de CO2,
la zone de diametre d’inhibition des organismes de test est
mesurée, et les résultats et conclusions peuvent étre créés.
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Mueller Hinton Agar with Horse Blood
PB5303A

Verwendungszweck

Muller-Hinton-Agar mit Pferdeblut ist ein Agar mit
antimikrobieller Empfindlichkeit, der fiir Disc-Diffusions-
und MHK-Tests gegen anspruchsvolle Mikroorganismen,
die aus klinischen Proben isoliert wurden, empfohlen wird.
Das Produkt ist nur fir den professionellen Gebrauch
bestimmt, es ist nicht automatisiert und es ist auch kein
Begleitdiagnostikum.

Zusammenfassung und Erlduterung

Streptokokken sind gram-positive Kokken, die ein breites
Spektrum Okologischer Nischen bewohnen, von nicht
pathogenen Spezies, die in der
Joghurtherstellungsindustrie verwendet werden, bis hin zu
kommensalen Mitgliedern des oralen Mikrobioms von

Saugetieren und invasiven menschlichen
Krankheitserregern'23,  Streptokokken kénnen durch
Serotypisierung basierend auf der

Kohlenhydratzusammensetzung der Zellwand in die
Lancefield-Gruppen A bis S und die Nicht-Lancefield-
Streptokokken eingeteilt werden."?® Nicht-Lancefield-
Streptokokken kénnen nicht  nach Lancefield-
Serotypisierung gruppiert werden und schliel3en ein breites
Spektrum nicht-pathogener und pathogener Spezies mit S.
pneumoniae ein, die als bedeutendster menschlicher
Krankheitserreger gelten'23

Eine Reihe von Richtlinien des National Institute for Health
and Care Excellence (NICE) und von Public Health England
(PHE) beschreiben S. pneumoniae als eine der
Hauptursachen fir Meningitis und Blutbahnnfektionen,
beides invasive Erkrankungen, die mit hoher Morbiditat und
Mortalitat einhergehen.®*%®78 S pneumoniae ist ein
meldepflichtiger Organismus, was bedeutet, dass eine
Infektion mit diesem Erreger von solcher klinischer
Bedeutung ist, dass es gesetzlich vorgeschrieben ist, die
Diagnose dieser Krankheiten an die Regierungsbehérde
PHE zu melden®®. Der Status von S. pneumoniae als
meldepflichtiger Organismus unterstreicht die Bedeutung
der Infektionstiiberwachung, um zukinftige
Krankheitsausbriiche zu erkennen und potenzielle
Morbiditat und Mortalitat zu verringern®",

Das Prinzip der Methode

Der Mdller-Hinton-Agar wurde wegen unterschiedlicher
Leistung zwischen Herstellern und Chargen des Mediums
kritisiert. Diese Effekte wurden wie folgt dargestellt:

(1) Variationen der minimalen Hemmkonzentration
(MHK) mit Aminoglykosiden gegen Pseudomonas
aeruginosa und Tetracyclin gegen Staphylokokken. Dies
kann auf unterschiedliche Konzentrationen der
zweiwertigen Kationen von Kalzium und Magnesium
zurlickzufiihren sein.

(2) Variationen beim Thymin- und Thymidingehalt, die
die MHK-Werte von Sulfonamid und Trimethoprim beeinflussen
(3) Unterschiede bei den Eigenschaften des
verwendeten  Agars im  Medium, insbesondere
Diffusionseigenschaften

Angesichts der Kritik rief das Clinical Laboratory Standards

Institute (CLSI) (ehemals NCCLS) interessierte Hersteller
zusammen, um die Standardisierung und Stabilisierung des

MBD_BT_IFU-0658

Thermo

SCIENTIFIC

Miller-Hinton-Agars  zu  besprechen. Es  wurden
Kontrollmethoden  festgelegt, bei denen kritische
antimikrobielle/Organismus-Kombinationen konsistente
Hemmzonen innerhalb von zwei mm der in der Norm
angegebenen Durchmesser ergeben mussten. Das
Ergebnis dieser Zusammenarbeit ist, dass das Miiller-
Hinton-Agar jetzt ein Standardmedium ist.

Supplementiertes Muller-Hinton-Agar wird sowohl vom
CLSI als auch vom Europdischen Komitee flr
antimikrobielle Empfindlichkeitsbestimmungen (EUCAST)
fur das Testen nicht-anspruchsvoller Stdmme empfohlen.
Es werden Supplemente hinzugefiigt, um die Eignung fir
anspruchsvollere Sorten zu ermdglichen.

Typische Formel
Gramm pro Liter

Rinderextrakt, dehydriert, Infusion 300,0
Casein-Hydrolysat 17,5
Starke 15
NAD 0,02
Agar 17,0
Defibriniertes Pferdeblut 50,0 ml

Physische Erscheinung

Farbe Signalrot
Klarheit Undurchsichtig
Gewichtder Fillung 23,5+5%

pH 7,3+0,1

Mitgeliefertes Material
PB5303A: 10 x 90 mm Mdiller-Hinton-Agar mit
Pferdeblut-Platten

Jede Platte sollte nur einmal verwendet werden.

Erforderliche, aber nicht mitgelieferte
Materialien
. Beimpfen von Schleifen
. Tupfer
e  Entnahmebehalter
e Inkubatoren
e  Organismen fiir die Qualitatskontrolle
Optionale Materialien
e Antimikrobielle Erythromycin-Suszeptibilitatstest-
Discs (CT0020B)
e Antimikrobielle Cefpodoxim-Suszeptibilitatstest-
Discs (CT1612B)
e  Antimikrobielle Ertapenem-Suszeptibilitatstest-

Discs (CT1761B)
e Antimikrobielle Moxifloxacin-Suszeptibilitatstest-
Discs (CT1633B)
Lagerung

e Lagern Sie das Produkt bis zur Verwendung in
der Originalverpackung bei 2-12 °C.

e Das Produkt kann bis zu dem auf dem Etikett
angegebenen Verfallsdatum verwendet werden.

e  VorLicht geschitzt aufbewahren.

e Lassen Sie das Produkt vor der Verwendung auf
Raumtemperatur kommen.

e  Vorder Verwendung nicht inkubieren.

Warnungen und VorsichtsmaRnahmen

. Nur fur die In-vitro-Diagnostik geeignet.

. Nur fiir den professionellen Gebrauch.

. Uberpriifen Sie die Produktverpackung vor dem
ersten Gebrauch.

. Verwenden Sie das Produkt nicht, wenn es
sichtbare Schaden an der Verpackung oder den
Platten aufweist.

. Verwenden Sie das Produkt nicht nach Ablauf
des angegebenen Verfallsdatums.
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. Verwenden Sie das Produkt nicht, wenn es
Anzeichen von Verschmutzung aufweist.

. Verwenden Sie das Produkt nicht, wenn sich die
Farbe verandert hat oder andere Anzeichen einer
Verschlechterung vorliegen.

. Es liegt in der Verantwortung jedes Labors, die
anfallenden Abfélle entsprechend ihrer Art und
ihres Gefahrdungsgrades zu behandeln und sie
in Ubereinstimmung mit den auf Bundes-,
Landes- und lokaler Ebene geltenden
Vorschriften zu behandeln oder zu entsorgen.
Die Gebrauchsanweisung sollte sorgfaltig
gelesen und befolgt werden. Dazu gehdrt auch
die Entsorgung gebrauchter oder unbenutzter
Reagenzien sowie aller anderen kontaminierten
Einwegmaterialien gemalR den Verfahren fir
infektiose oder potenziell infektiose Produkte.

Lesen Sie das Materialsicherheitsdatenblatt (MSDB) zur
sicheren Handhabung und Entsorgung des Produkts
(www.thermofisher.com).

Schwere Zwischenfille

Jeder schwerwiegende Zwischenfall im Zusammenhang mit
dem Produkt ist dem Hersteller und der zustandigen
Aufsichtsbehorde, in deren Zustandigkeitsbereich der
Anwender und/oder der Patient niedergelassen ist, zu melden.

Entnahme, Handhabung und Lagerung von

Proben

Die Proben sollten gemaR den vor Ort empfohlenen
Richtlinien entnommen und behandelt werden, wie der
CLSI-Norm M100'°,

Verfahren

Lassen Sie Platten und antimikrobiellen Suszeptibilitats-
Discs vor der Verwendung auf Raumtemperatur kommen.
Die Agaroberflache sollte vor der Inokulation keine
UbermaRige Feuchtigkeit aufweisen.

Das Inokulum kann entweder unter Verwendung des
Wachstumsverfahrens oder des direkten
Kolonieverfahrens  hergestellt  werden.  Spezifische
Richtlinien fir jeden Testorganismus finden Sie in den
entsprechenden DIN/CLSI-Dokumenten.

CLSI-Methode:

1. Wachstumsmethode:

a. Wahlen Sie mindestens 3-5 isolierte
Kolonien des gleichen Morphologietyps aus
der Agarkultur aus. Beriihren Sie die
Oberseite jeder Kolonie mit einer Ose und
Ubertragen Sie sie auf 4-5 ml eines
geeigneten Bouillonmediums wie Trypton-
Soja-Bouillon (TSB).

b. Inkubieren Sie die Bouillonkultur bei 35—
37 °C, bis die Triibung gleich oder gréRer
als die eines 0,5 McFarland oder eines
Aquivalents ist.

c. Passen Sie bei Bedarf die Trubung der
Suspension mit steriler Kochsalzlésung
oder Bouillon an, um eine Tribung zu
erreichen, die einen 0,5 McFarland-
Standard erreicht. Dieser Schritt kann
visuell oder unter Verwendung eines
photometrischen  Gerats  durchgefihrt
werden. Verwenden Sie bei visueller
Durchfiihrung angemessenes Licht, um die
Suspension mit dem 0,5 McFarland vor
einer Karte mit weillem Hintergrund und
kontrastierenden schwarzen Linien zu
vergleichen®.

2. Direkte Koloniemethode: (Methode der Wahl bei
Streptokokken und Staphylokokken).
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a. Bereiten Sie eine direkte Suspension des
Testorganismus in Kochsalzlésung oder
Bouillon aus einer 18- bis 24-stiindigen
Kultur auf nichtselektiven Medien vor.

b. Passen Sie die Tribung der Suspension
wie unter der Wachstumsmethode
beschrieben an.

3. Inokulieren Sie die Agarplatten innerhalb von 15
Minuten nach der Herstellung der Keimsuspension.

4, Tauchen Sie einen sterilen Tupfer in die Suspension
ein. Drehen Sie den Tupfer gegen die Seite des
Rohrchens Uber dem  FliUssigkeitsstand, um
Uberschussige Flussigkeit zu entfernen.

5. Inokulieren Sie die Oberflache in drei Ebenen, indem
Sie die Platte jedes Mal um etwa 60 Grad drehen.

6. Setzen Sie den Deckel wieder auf und lassen Sie die
Platte mindestens 3 Minuten lang, aber nicht langer
als 15 Minuten auf der Laborbank ruhen, damit das
Inokulum absorbiert werden kann, bevor Sie
antimikrobielle Suszeptibilitatstest-Discs anwenden.

7. Wenden Sie die Discs einzeln oder mit einem
antimikrobiellen Disc-Spender an. Die Disc sollte sich
nicht naher als 24 mm von Zentrum zu Zentrum
befinden und nicht zu nahe am Rand der Disc platziert
werden. Da einige Medikamente fast augenblicklich
diffundieren, verschieben Sie eine Disc nicht, sobald
sie mit der Agaroberflache in Kontakt gekommen ist.
Klopfen Sie vorsichtig mit einer sterilen Nadel oder
Pinzette auf die Discs, um einen vollstandigen Kontakt
mit der Agaroberflache sicherzustellen.

8. Die Platte umdrehen und innerhalb von 15 Minuten
nach der Anwendung der Disc in den Inkubator stellen.

a. Inkubieren Sie das Miiller-Hinton-Agar mit

Schafblutplatten, aerob, bei 35-37 °C 16—
18 Stunden lang.
Hinweis: Staphylokokken und
Enterokokken miissen volle 24 Stunden
inkubiert werden. Methicillin-resistente
Staphylokokken (MRS) sind bei
Inkubationstemperaturen  ber 35 °C
moglicherweise nicht nachweisbar.

b. Inkubieren Sie Streptococcus spp. in 5-7 %
CO2 bei 35-37 °C 20—24 Stunden lang.

c. Siehe CLSI-Dokument M45 fur
Inkubationszeiten, = Temperaturen  und
Atmospharen fir anspruchsvolle oder
selten isolierte Bakterien.'®

Interpretation

Nach 16—-24 Stunden Inkubation bei 35-37 °C weisen S.
pneumoniae typischerweise 1-2 mm grof3e Kolonien und
a-Hamolyse auf Blutagar auf. S. pneumoniae kdnnen auch
als Zeichnerkolonien mit vertieftem Zentrum und erhéhtem
Rand erscheinen.

Qualitatskontrolle

Es liegt in der Verantwortung des Anwenders,
Qualitatskontrolltests unter Berucksichtigung der
beabsichtigten Verwendung des Mediums wund in
Ubereinstimmung mit allen vor Ort geltenden Vorschriften
(Haufigkeit, Anzahl der Stdmme, Inkubationstemperatur
usw.) durchzufiihren.

Inkubationsbedingungen: 18 + 2 h bei 36 + 1 °C in einer mit
Kohlendioxid angereicherten Atmosphare

Mikroorganismus Antibiotika- Durchmesser der
Disc Hemmzone (mm)
Streptokokkus Erythromycin 26-32
pneumoniae (E15)
ATCC®49619 Cefpodoxim 29-35
(CPD 10)
Ertapenem 28-34
(ETP 10)
Page 8 of 41




Moxifloxacin 24-30
(MXF 5)
Haemophilus Erythromycin 10-16
influenzae (E15)
ATCC®49766 Cefpodoxim 30-36
(CPD 10)
Moxifloxacin 30-36
(MXF 5)

Beschrankungen
Organismen mit atypischen Enzymmustern kdnnen auf Muller-
Hinton-Agar mit Pferdeblut anomale Reaktionen zeigen.

Leistungsmerkmale

Die Genauigkeit wurde durch die Uberpriifung der QC-
Daten nachgewiesen. Der  korrekte Nachweis
anspruchsvoller Mikroorganismen wird durch die Aufnahme
eines gut charakterisierten Isolats in die
Qualitatskontrollprozesse bestéatigt, die im Rahmen der
Herstellung jeder Charge des Produkts durchgefiihrt
werden. Die Prazision des Mdller-Hinton-Agars mit
Pferdeblut (PB5303A) wurde durch eine Gesamterfolgsrate
von 99,7 % nachgewiesen, die fir das Produkt tber einen
Zeitraum von 11 Jahren erzielt wurde (2010-2021;
3439 Chargen) Dies zeigt, dass die Leistung
reproduzierbar ist.

Die Leistung wird als Durchmesser der Hemmzone
bewertet, der auf dem Testmedium mit Thermo Scientific™
Oxoid™ antimikrobiellen Suszeptibilitats-Discs gemessen
wird, verglichen mit den angegebenen Durchmessern im
CLSI-Standard M100'°.

Das Inokulum wird aus Arbeitskulturen hergestellt,
verdunnt, um die angegebenen Inokulumkonzentrationen
zu erhalten, und das Testmedium wird inokuliert.
Antibiotika-Discs werden in der gleichen Reihenfolge und
Konzentration geladen, wie sie im Prifplan fir das Medium
erscheinen. Nach einer Inkubation bei 34-36 °C 16-20
Stunden lang in 4-6 % CO2 wird der Durchmesser der
Hemmzone der Testorganismen gemessen und die
Ergebnisse und Schlussfolgerungen koénnen erstellt
werden.

Blbllographle
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3. Public Health England. 2014a. “Identification of
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Morphologically Similar Organisms.” UK Standards
for Microbiology Investigations.
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Mueller Hinton Agar with Horse Blood
PB5303A

MpoBAsrépevn xprion

To Mueller-Hinton Agar with Horse Blood eival éva dyap
eAEyxOU avTIMIKPOPIOKNG EUAITONTiag TToOU CUVICTATAI YIO TN
péBodo didyuong diokou kai Tn Ookiup MIC évavTi
ATTAITNTIKWY PIKPOOPYAVIOUWY TTOU OTTOJOVWVOVTaAl atrd
KAIVIKG deiypara.

To 1aTpoTEXVOAOYIKO TTPOIGV TTPOOPICETAl ATTOKAEIOTIKA YIa
ETTAYYEAMATIKA XPrion, OEv €ival QUTOUATOTTOINUEVO KOl OEV
atroTeAEi OUVOOEUTIKO O1ayVWOTIKG PUETO.

MepiAnwn ka1 ETre§iynon

O1 Streptococci gival gram-8€TIKOi KOKKOI TTOU KOTOIKOUV O€
£€va €upU QATHA OIKOAOYIKWV KOyXwv. MoikiAouv amréd pn
Taboydva €idn ToU ¥pPNoidoTroloUvTal OTn Blounxavia
YIOOUPTIOU, £wWG CUMBIWTIKG TOU OTOMATIKOU JIKPORBILUOTOG
TwV ONAACTIKWY Kal SIEloduUTIKA avBpwTTiva TTaBoyova’23,
O Streptococci pmopouUv va TagivounBolv cUp@wva P Tov
opoTUTTO  pe Pdon TN oluvBeon udaTavOpdkwy TOu
KUTTOPIKOU TOIXWHMATOG OTIG Oopddeg A €wg S katd
Lancefield ka1 oToug un Lancefield otpetrtokokkoug'?2. O1
un Lancefield otpemTokokkol  dgv  ptmopouv  va
opadotroinBouv pe TOoV OpdTUTTO KOTA Lancefield kai
TepIAapBdvouv éva eupl @AoHa un TTaBoyovwy  Kal
TTaBoyovwy €1dWV PE TO S. pneumoniae va Bewpeital TO o
onuavtiké avlpwivo maboydvo'23,

Opiopéveg odnyieg Tou National Institute for Health and
Care Excellence (NICE) and Public Health England (PHE)
TTePIypdgpouv 1o S. pneumoniae wg pia ato TIg KUPIEG AITIEG
uNVIYYImTIdag Kal AOIJWEEWY TNG KUKAOQOPIaG Tou aiuarog,
JE TIG BUO BeIOBUTIKEG OOBEVEIEG va OXETICOVTAI PE UWNANR
voanpotnTa Kal Bvnoiudtnta®45878. To S. pneumoniae
gival évag JIkpoopyaviopog Pe atraitnon dAwong, mpdyua
TTou onpaivel 811 N Aoipwén ye autd 1o TTaBoyovo gival TOoo
UWnNAAG KAIVIKAG ONUaCiag TToU aTTaITeiTal amd 1o vOpo n
avagopd Tng dlIdyvwong OUTWV TwV aoBEVEIWV OTNV
kpatikiy apxn PHE®. To kaBeaTwig Tou S. pneumoniae wg
HIKpoopyaviouég TTou dnAwveTal, UTToypappidel Tn onuaaia
NG EMTAPNONG TWV AOIUWEEWY YId TOV  EVTOTTIOUO
MEANOVTIKWVY  €mMISNUEIOV Kal Tn pEiwon Tng Tmoavrg
voonpoTnTag Kal Bvnoiuotnrag'® ™,

ApxA Tng pe66d0U

To Mueller-Hinton Agar éxel emkpiBei Adyw Tng
SiakUpavong atnv ammédoon HETAEU TwV KOTOOKEUAOTWV
Kal Twv TapTidwv Tou pEoou. AUTEG Ol €MOPACEIS
EKQPACTNKAV WG:

(1) Alakupdvoeig eAAXI0TNG QAVOOTAATIKAG
ouykévipwong (MIC) pe  apivoyAukooideg — EvavT
Pseudomonas aeruginosa Kal TETPOAKUKAIVNG  €vavTi
Staphylococci. Autd ptropei va o@eileTal o€ dIAPOPETIKEG
OUYKEVTPWOEIG Twv d1oBevwyv KaTiIOVTwy acBecTiou Kal
payvnaiou.

(2) AlakOpavaon otnv TTEPIEKTIKOTATA 0 Bupivn Kal
Bupidivn, TTou eTTnpedlouv TIG TINEG MIC couA@ovapidng Kai
TPIuEBOTTPIUNG

(3) AloQopéG OTa XOPOKTNPIOTIKA TOUu Ayop TTou
XPNOIYOTTOIEITAl GTO PECO, IBIAITEPT OTIG 1I816TNTEG SidiXuoNg

Y16 1O TIpiopa TNG KPITIKAG TTOU aoKABnkKe, To lvoTirodTo

KAIVIKWV EpyaoTnpiakwyv MpotUTTWwv (CLSI)
(Trponyoupévwg NCCLS) kdAeoe Toug evOIOPEPOUEVOUG
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KOTOOKEUAOTEG va oudnTAOOUV TV TUTTOTIOINGN Kai Tn
ataBepotroinon Tou Mueller-Hinton Agar. KaBiepwbnkav
MéBOSOI  eAéyxou OTTOU oI Kpioldol  ouvduaouoi
QAVTIMIKPOBIAKWYV/HIKPOOPYAVIOUWY ETTPETTE VO OTTOOWOOUV
oTafepég Quveg avaoToAng eviog dU00 mm atmmd  TIg
KoBopiopéveg dlapETpoug OTo TPOTUTTIO. TO aATTOTEAEOUA
QUTAG TNG CUUUETOXIKAG TTPO0TTabelag gival 0TI To Mueller-
Hinton Agar ival TTAéov éva TUTTIKO p€CO.

To oupmAnpwpévo Mueller-Hinton Agar cuviotdrar 1600
amé 10 CLSI 600 kai amd 10 European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) yia dokipég
QVTIMIKPOPIOKNAG uaioBnoiag un ammaITNTIKWY OTEAEXWV. Ta
CUUTTANPWHOTA TTPOCTIBEVTAI WOTE VO KATACTEI KATAAANAO
YIQ TTIO ATTAITATIKGA OTEAEXN.

TumikA olvBeon
ypapudpia avé Aitpo

Boegio, apudaTtwuévo Eyxupa amod 300,0
YdpoAupa kadeivng 17,5
Apuhio 1,5
NAD 0,02
Ayap 17,0
Amvidwpévo aiya aAdyou 50,0 ml

ESwTepIKA gP@AvION

Xpwua KokkIvo
Alauyeia OoAéTNTa
SupTtAfpwaon Bdapoug 23,5+ 5%
pH 7,3+0,1

YAIkd 1TOoU Mapéxovtal
PB5303A: TpuBAia dayap Mueller Hinton pe aiya aAdyou
10 x 90 mm

KdaBe TpuBAio TrpéTrel va XpnoiuoTroigital évo pia gpopd.

YAIKd TTOU arraiTouvtal aAAd Sev Trapéxovral
. Kpikol evopBaAuiopou

2TUAEOi

Aoyxeia ouhhoyng

EmwaoTApeg

MikpoopyaviGuoi TTOIOTIKOU €AEyXOU

MpoaipeTikd YAIKA

e  Aiokol BOKIUAG avTIMIKPOPIOKAG €uaioBnoiag
gpuBpopukivng (CT0020B)

. Aiokol BOKIUAG avTIPIKPOPIAKAG €uaigbnaoiag
keptrodotiung (CT1612B)

. Aiokol SoKIMAG avTIPIKpoPIakAG guaiobnaoiag
eptamevéung (CT1761B)

. Aiokol BOKIMAG avTIPIKPOPIGKAG guaioBbnaiag
pogipAogaaivng (CT1633B)

ATrofnkeuon

. ATTOBNKEUOTE TO TIPOIGV OTNV APXIKA Tou
ouokeuaaia aToug 2-12 °C péxpl Tn Xprion Tou.

. To TTpoidv PTTOpPEi Va XpnaoipoTTroindei uéxpl TNV
nuepopnvia AREnG TTou avaypd@eTal oTNV ETIKETA.

e DuldooeTe pakpIG ATTO TO GWG.

. Apote  TO TIPOIGV  va  I00PPOTIOEl  OF
Beppokpaaia dwuatiou IV atd Tn xpnon.

. Mnv emmwdadeTe TPIV aTTO TN XPAON.

Mposgi1dotroINceIg Kal TTPOPUAAEEIg
. Mévo yia in vitro diayvwaTikA xprion.
. Mévo yia eTTayyeAPaTIKA Xprion.
. EmBewprioTe T CUCKEUOTia TOU TTPOIGVTOG TTPIV
atré TNV TPWTN XpHon.
. Mnv XpPNOIUOTTIOIEITE TO TTPOIOV €AV UTTAPXEI
oparth ¢nuid oTn cuokeuaaia ) ata TpuBAia.
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. Mn xpnoidoTrolgite TO0 TPOIdv Tépa atrd TNV
avaypa@opevn nuepopnvia Angng.

. Mn XpPnOILOTIOIEITE TO 1ATPOTEXVOAOYIKO TTPOIOV
€dv UTT@pXouv onuadia emudAuvong.

. Mn XpnOIYOTIOIEITE TO 1ATPOTEXVOAOYIKO TTPOIOV
€qv To Xpwpa €xel ahAdgelr 1 utrdpxouv GAAa
onuadia eBopdg.

. Eival eubuvn kd&Be epyacTnpiou va diayeipileTal
Ta améBAnTa TTOoU TTapPAyovTal CUPQWVA PE TN
@Uuon kai Tov Babud emkivouvoTNTAg TOUG Kal va
T QVTIMETWTTICEI A} va TA OTTOPPITITEl CUPPWVA PE
TOUG OJOOTTIOVIOKOUG TTOAITEIOKOUG Kal TOTTIKOUG
1ox0ovTEG Kavoviguoug. O odnyieg mpémmel va
SiaBdgovTtal kal va akoAouBoUvTal TTPOTEKTIKG.
Auto TepINauBAavel mnv améppiyn
XPNOILOTTOINUEVWY n aypnaoiyoTroinTwy
avTIdpaaTnPiwv Kabwg kal otroloudnTroTe dAAou
HoAucpéVou UAIKOU pIag Xpriong, akoAouBwvTag
di0dIkaoieg  ylia  POAUOHATIKA A duvnTiK&
HoAuopaTIKG TTPOIOGVTA.

Avatpéfte o1o AeAtio Aedopévwv  AapdAeiag  YAiKoU
(MSDS) yia ac®aAr XeIpIoPS Kal aTTépPIYn TOU TTPOIGVTOG
oTn 8i1elBuvon (www.thermofisher.com).

2oBapd ZuppdavTa

KaBe coBapd oupuBdv TTou €xel TTpokUWel o€ oxéon HE TO
I0TPOTEXVOAOYIKO TTPOIOV TIPETTEI VO AVAPEPETAlI OTOV
KOTOOKEUAOTH Kal OTnNV OXETIK PUBUIOTIKA apxr Tou
KPATOUG OTO OTT0IO €ival EYKATEOTNPEVOG O XPAOTNG R/Kal O
aoBevAG.

ZuAAoyn, Xe1pIoog Kal atrofnkeuon

SeiypdTwyv

Ta Ociypara Tpémrel va guAAéyovTal Kal va Xeipigovral
oUPPWVA WE TIG TOTTIKEG OUVIOTWHEVEG 0BNYiEG, OTTWG TO
TpoTuTo Tou CLSI M100%.

Aiadikaoia

AgnoTte Ta TpuBAia Kal Toug BiCKOUG QVTIMIKPORIOKNG
euaioBnaiag va e§icoppoTTnBolv oe Bepuokpacia dwuatiou
mpIv ammd TN xprion. H emedveia Tou dyap dev TPETTEN va
£x€l UTTEPPBOAIKN uypaaia TTpIv aTrd ToV EVOPBAAUIoUO.

To evo@BAAUIoHO UTTOPET VO TTOPOOKEUOTTEI XPNOILOTTOIVTOG
eite TN péBodO avaTTTUENG €ite TNV dueon d1adIKATIa ATTOIKIWV.
Avatpégte ata KatdAnAa €yypaea DIN/CLSI yia odnyieg
€I0IKEG Y10 KABE JIKpoopyaviouo uTrd e€éTaon

MéBoSog CLSI:
1. MéBodog avamTugng:
a. EmA&gTe TOoUuAdyioTOV 3-5 atTopovwpéveg
aTToIKieg Tou idlou TUTTOU Jop@PoAoyiag atrd
v KoAAépyeia ayap. Ayyigte 1o emavw
pépog kd&Be aToikiag pe éva Kpiko Kal
peTa@épeTe o€ 4-5 ml p€oo evog KaTdAAnAou
Cwpou, 6TTwg 1o Tryptic Soy Broth (TSB)
b. EmwadoTte TNV KaAMi€pyeia {wuou aToug 35-
37 °C €wg 610U n BoAdtnTa I00UTAI N
utrepBaivel auth evdg mpotutou 0,5 Tng
KAipakag McFarland 1} icodUvapou.
c. Edv eivai arapaitnto, pubuioTte TN BoAdTNTO
TOU €EVOIWPAUOTOG HPE OTEIPO QUOIOAOYIKO
0po 1 (w6 yia va éxeTe BOASGTNTA WOTE va
emITEUXOEi BoAGTNTO evog TTpoTUTTOU 0,5 TNG
KAigakag McFarland. Auté 1o Bripa pTropei
va TTpaypartoTroinei OTITIK& n
XPNOIUOTTOIWVTAG  (PWTOMETPIKA OUOKEUR.
Edv ekteAeaTei OTITIKGA, XPNOIYOTIOINOTE
ETTAPKEG PWTIOPO VIO VO CUYKPIVETE TO
evaiwpnua pe 1o TpdTuTro 0,5 TNG KAioKag
McFarland o€ pia kGpta pe Aeukd @oévTO Kal
MOUPEG YPAUUEG avTiBsong®.
2.  Apeon péBodog amoikiwv: (MéBodog ekAoyng yia
OTPETITOKOKKOUG KO GTAPUAOKOKKOUG).
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a. [MopaokeudoTe éva AUECO evalwpPnUa Tou
egeTtafdpevou MIKpOOPYyavIGUOU o¢
@uoioloyiké opd 1 Cwuod atmmd KaAAiEpyeia
18-24 wpwv o€ Un eKAEKTIKG péoa.

b. PuBuiote TN BOAOTNTO TOU EVAIWPANATOG
OTTWG TTEPIYPAPETAI OTN HEBOSO avATTITUENG.

3. EvogpBaAyioTe Ta TpuBAia dyap evidg 15 AeTTTwov oTré Tnv
TIOPACKEUH TOU EVAIWPAHATOG TOU HIKPOOPYAVIGHOU.

4. BubBioTe éva atrooTEIPWHPEVO OTUAES OTO EVAIWPNUA.
MepioTpéwTe TOV OTUAES OTNV TTAEUPd TOU CWARvVa
TTavw aTTé TN OTABUN TOU UYPOU YIa VA AQAIPECETE TNV
TEPiooeia uypou.

5. EvogBaAuiote Tnv eme@dvela o€ Tpia  emiTeda
TEPIOTPEPOVTAG TO TPURAio TrepitTou 60 poipeg kAEBe
@opd.

6. EmavaromoBetioTe TO KATTAKI KAl aQroTe TO TPURAio
va TTOPOUEIVEI GTOV TTAYKO YIa TOUAAXIOTOV 3 AETTTA
aAAG Ox1 TTEPIOTOTEPO aTTO 15 AETITA TTPOKEIYEVOU va
amoppo®ndei 70 eVOPOAAIOUa, TIPIV £QAPUOCETE
TOug dioKoug avTIPIKPOPIaKAG uaiodnaoiag.

7. Eooppoéote  Toug  diokoug HEMOVWHEV n
XPNOIUOTTOIWVTAG SIOVOUED AVTIMIKPORBIOKWY JioKWV.
O diokog dev TIpéTTel va gival 1o Kovtd ammd 24 mm
atré KEVIPO O€ KEVTPO Kal va Pnv TOTTOBETEITaI TTOAU
KOvTéd oTnv dakpn Tou TpuPAiou. ETmedry kdamolo
@ApPUAKO dlayéeTal oXeOOV akapiaia, UNV HETOKIVAOETE
ToVv OiOKO apATOU £xEl £POEI O€ ETTAPN PE TNV ETIPAVEIQ
Tou @yap. XTumiioTte Toug OiOKOUG amraAd  JE
ammooTelpwpévn BeAdva i AaBida yia va eEac@alioeTe
TNV TTAAPN £TTOQN YE TNV ETIQAVEIA TOU Ayap.

8.  AvarrodoyupioTe T0 TpuBAio Kal TOTTOBETACTE TO OTOV
ETTWACTAPA €VTOG 15 AeTTTWV aTTd TNV £€QAPUOYH TOU
diokou.

a. Emwadote ta TpuBAia Mueller-Hinton Agar

with Sheep Blood agpoéfia otoug 35-37 °C
yla 16-18 wpeg.
Inueiwon: O1  OTAQUAOKOKKOI  Kal Ol
EVTEPOKOKKOI QTTAITOUV T CUUTTARPWON
24wpng emwaong. O OTAQUAGKOKKOI TTOU
gival avBekTikoi otn peBIKINivn  (MRS)
pgmopei  va unv avixveubolv o€
Bepuokpaaieg emwaong Tavw amé 35 °C.

b. EmwaoTe Streptococcus spp. o€ 5-7% CO2
atoug 35-37 °C yia 20-24 wpeg.

c. Avarpé€re oto €yypago CLSI M45 vyia
XpOvoug  €mmwoaong, Beppokpacies  Kail
ATUOOPAIPEG YIO OTTAITNTIKOUG A OTavia
armopovwpéva Baktripia’®.

Eppnveia

Metd amd 16-24 wpeg emwaong atoug 35-37 °C, 10
S. pneumoniae TuTTIKA TTapouaidlel atroikieg 1-2 mm
Kal TTapouciadel a-aigdAucn o€ aigaTouxo ayap. To
S. pneumoniae UTTOpEi £TTIONG VA EUPAVIOTET WG
dakTUANIoEISEiG aTTolkieg «draughtsman colonies» pe
TIIEOPEVO KEVTPO KOl UTTEPUYWWHEVO XEINOG.

‘EAeyxog mo16TNnTag

Eival €uBlvn TOU XPAOTN VO TIPAYUATOTIOINOEI JOKIPEG
MoloTikou EAéyxou AapBdvovrag utToYn ™mv
TIPORBAETTOMEVN XPON TOU PECOU KAl GUUQWVA HE TUXOV
ToTmKOUG 10XU0oVTEG KavovigpoUug (ouxvoTtnta, aplBudg
oTeEAEXWYV, BEpUOKPATia ETTWAONG K.ATT.).

Juvlnkeg emwaon:18 + 2 wpeg otoug 36 + 1 °C o¢
atpuéc@aipa euTTAouTiIopévn e S1ogeidlo Tou dvBpaka

Mikpoopyaviouog AvTIB10TIKOG BiokOg AidpeTpog {wvng
avaoToARg (mm)
Streptococcus pne EpuBpopukivn (E15) 26-32
umoniae Keptrodogiun 29-35
ATCC®49619 (CPD 10)
Eptamevéun (ETP 10) 28-34
MogipAotaaivn 24-30
(MXF 5)
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Haemophilus EpuBpopukivn (E15) 10-16
influenzae
ATCC®49766 Ke@mmodogiun 30-36
(CPD 10)
MogipAotaaivn 30-36
(MXF 5)
Mepiopiopoi

OI hIKpoOopYaVIGUOi e ATUTTA TTPOTUTTA EVEUPWY UTTOPET Va
TTPOKOAEoOUV avwpaAeg avTidpdoelg oto Mueller-Hinton
Agar with Horse Blood.

XapakTnpIoTIKA atrdédoong

H akpiBeia éxer amodeixBei péow NG AvaokoTNONG Twv
0edopévwy TTOIOTIKOU eAéyxou. H owoTh avixveuon Twv
ATTAITNTIKWY  HIKPOOPYAVIOUWY  ETTIREBAIIVETAN HE TN
OUUTTEPIANYN KOAd  XOPAKTNPIOWEVWY  OTTOUOVWOEVTWYV
otehexwv oTig diadikaaieg TToloTIkoU eAéyxou (QC) TTou
EKTEAOUVTOI WG PEPOG TNG KATAOKEUNG KABE TTapTidag Tou
1aTpoTeXVoAoyIKoU TrpoidvTog. H akpiBeila Tou Mueller-
Hinton Agar with Horse Blood (PB5303A) atrodeixbnke até
éva OUVOAIKO TT0000TO eTTiTUYiag 99,7% Trou emTeUXONKE
yla 1o Tpoidv ot Tepiodo 11 etwv (2010-2021, 3.439
TapTideg).  Auté  deixvel 6T n amédoon  eival
avaTapaywyiun.

H omédoon agioloyeital amd Tn SIGueETpo NG {wvng
avooToAAG  Tou  pETPABnNKE  oTo  PE€CO  DOKIPAG
XpnoigotrolwvTag O8ioKoug avTIPIKPOoBIaKAG euaigBnaoiag
Thermo Scientific™ Oxoid™, oe oUykpion MeE TIG
KaBopIopéveg BIAUETPOUG oTo TIPGTUTTO CLSI M100™.

To evo@BAAuIoPa  TTOPACKEUAeTal OTTO  KAANIEPYEIEG
epyaciag, apalwveTal yia va AneBolv Ta kabopiouéva
emimeda  evo@BaApiopatog  kai  To  pECO  OOKIPAG
evo@BaApiZeTal. O1 diokol avTIBIOTIKWY TOTTOBETOUVTAI HE
TNV idla OEIPA KAl CUYKEVTPWOEIG OTTWG gUPavifovtal OTO
ox£010 eMBeWPNONG yia TO y€oo. MeTd aTTd ETTWACT OTOUG
34-36 °C yia 16-20 wpeg o 4-6% CO2, perpdrtali n
OldueTpog NG Cwvng avacTtoAlg Twv uttd  doKIPA
OpYQVIOUWV Kal putropolv va e¢axBouv Ta atroTeAéopara
KQI T CUPTTEPAOATA.
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ATCC Licensed }®
Derivative

©2022 Thermo Fisher Scientific Inc. Mg Tnv em@UAagn
TavTég SIKAIWPATOG.

Ta onuara katahdyou ATCC kai ATCC amoteAolv
euTropIkd oAua TG American Type Culture Collection.

To CLSI €ivai epmropiké ofjua tou Clinical Laboratory and

Standards Institute.
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‘OAa 1o dAAa epTTOpIKG GAPATA aTTOTEAOUV IBIOKTNOIA TNG
Thermo Fisher Scientific Inc. kai Twv BuyaTpiKwv TNG.
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Oxoid Limited, Wade Road, Basingstoke,
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MAnpogopieg avabewpnong
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TTou €1IoAXOnoav
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Mueller Hinton Agar with Horse Blood
PB5303A

Rendeltetésszerii hasznalat

A Mueller-Hinton agar lévérrel egy antimikrobialis
érzékenységi agar, amelyet a klinikai mintakbdl izolalt
érzékeny mikroorganizmusok elleni korongdiffuziés és
MIC-vizsgalatokhoz ajanlanak.

A termék nem automatizalt, kizardlag professzionalis
hasznalatra szolgal, és nem egy kapcsolt diagnosztikai
eszkoz.

Osszefoglalas és magyarazat

A sztreptokokuszok Gram-pozitiv kokkuszok, amelyek az
Okologiai  flilkék széles skalajan  megélnek, a
joghurtgyartasban hasznalt nem patogén fajoktdl kezdve az
emldsok szajuregi mikrobiomjanak kommenzalis tagjain at
az invaziv human patogénekig"?3. A sztreptokokkuszok a
sejtfal szénhidrat-Osszetétele alapjan szerotipizalassal a
Lancefield-csoportokba (A-S) és a nem-Lancefield
sztreptokokkuszok kozé sorolhatok'?3. A nem-Lancefield
sztreptokokkuszok nem csoportosithaték a Lancefield-féle
szerotipizalassal, és a nem patogén és patogén fajok
széles skaldjat foglaljak magukban, a S. pneumoniae
kérokozot tartjak a legjelentésebb emberi korokozonak 23,

A National Institute for Health and Care Excellence (NICE)
és a Public Health England (PHE) szamos iranymutatasa a
S. pneumoniae korokozét az agyhartyagyulladas és a
véraramfert6zések egyik vezeté okaként emliti, mindkét
invaziv betegség magas morbiditassal és mortalitassal
jar45878 A S, pneumoniae bejelentési kdtelezettség ala
tartozé mikroorganizmusok, ami azt jelenti, hogy az ezzel a
kérokozoval valé fertézés olyan klinikai jelentéséggel bir,
hogy a térvény értelmében ezen betegségek diagnozisat
jelenteni kell a PHE kormanyzati hatdsagnak®®. A
S. pneumoniae bejelentési kotelezettség ala esd statusza
kiemeli a fertézésfelligyelet fontossagat a jovobeli
jarvanykitérések azonositasaban és a lehetséges
megbetegedések és halalozas csokkentésében'®!,

A modszer elve

A Mueller-Hinton Agart kritika érte, mivel a taptalaj gyartoi
és tételei kozott teljesitménybeli eltérések vannak. Ezek a
hatasok a kdvetkezék voltak:

(@) A minimalis gatlasi koncentracié (MIC) valtozasa
aminoglikozidokkal a Pseudomonas aeruginosa ellen és
tetraciklinnel a Staphylococcusok ellen. Ennek oka a
divalens kationok, a kalcium és a magnézium eltéré
koncentracioja lehetett.

(2) A timin- és timidintartalom valtozasa, amely
befolyasolja a szulfonamid és trimetoprim MIC-értékeket
(3) A taptalajpan hasznalt agar jellemzéiben,

kilonésen a diffuziés tulajdonsédgokban mutatkozé
kilénbségek

A kritikak fényében a Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI) (korabban NCCLS) 6&sszehivta az érdekelt
gyartékat, hogy megvitassak a Mueller-Hinton Agar
szabvanyositasat és stabilizalasat. Olyan ellenérzési
modszereket allapitottak meg, amelyek szerint a kritikus
fontossagu antimikrobialis szer/mikroorganizmus
kombinacidknak kdévetkezetes atmérdji gatlasi zonak kell
eredményeznilk a szabvanyban meghatarozott atméréh6z
képest két mm-en belul. Ennek az egyuttmikddésnek az
eredménye, hogy a Mueller-Hinton Agar ma mar
szabvanyos taptalaj.
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A CLSI és a European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) egyarant ajanlja a nem
érzékeny térzsek vizsgalatara a kiegészitett Muller-Hinton
Agart. Kiegészitéket adnak hozza, hogy alkalmassa tegyék
az érzékenyebb térzsek szamara.

Tipikus képlet

gramm/liter
Marhahusbol szarmazo 300,0
dehidratalt infuzio
Kazein-hidrolizatum 17,5
Keményit6 1,5
NAD 0,02
Agar 17,0
Defibrinalt 16vér 50,0 mi

Fizikai megjelenés

Szin Szignalvoros
Tisztasag Atlatszatlan
Toltési tdmeg 23,5+ 5%
pH 7,3+0,1

Rendelkezésre bocsatott anyagok
PB5303A: 10 x 90 mm-es Mueller Hinton agar
|6vérlemezekkel

Minden lemezt csak egyszer szabad hasznalni.

Sziikséges, de nem mellékelt anyagok
e  Oltékacsok
. Mintavevd palcak
o  Gyljtéedények
. Inkubatorok
. Mindség-ellendrzési mikroorganizmusok
Valaszthaté anyagok
. Eritromicin antimikrobialis
korongok (CT0020B)
e  Cefpodoxime  antimikrobialis érzékenységi
korongok (CT1612B)
. Ertapenem antimikrobialis
korongok (CT1761B)
e  Moxifloxacin antimikrobialis érzékenységi
korongok (CT1633B)

érzékenységi

érzékenységi

Tarolas

e A terméket felhasznalasig eredeti
csomagolasaban, 2—12 °C-on tarolja.

e A termék a cimkén feltiintetett lejarati idépontig
hasznalhat6 fel.

. Fénytél védve tarolja.

. Hasznalat el6tt hagyja, hogy a termék atvegye a
szobahdmérsékletet.

. Hasznalat el6tt ne inkubalja.

Figyelmeztetések és 6vintézkedések

e  Kizardlag in vitro diagnosztikai felhasznalasra.

. Kizarolag professzionalis hasznalatra.

e Az els6 hasznalat elétt ellenérizze a termék
csomagolasat.

. Ne haszndlja a terméket, ha a csomagolason
vagy a lemezeken lathato sériilések vannak.

. Ne hasznalja a terméket a megadott lejarati idén
tal.

. Ne hasznalja a terméket, ha szennyezddésre
utal6 jelek vannak jelen.

. Ne haszndlja az eszkézt, ha a szine
megvaltozott, vagy ha a karosodas egyéb jelei
mutatkoznak.

. Minden laboratorium feleldssége, hogy a
keletkezd hulladékokat jelleglk és veszélyességi
fokuk szerint kezelje, és azokat a szdvetségi,
allami és helyi el6irasoknak megfeleléen kezelje
vagy artalmatlanitsa. Az utasitasokat gondosan
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el kell olvasni és kovetni kell. Ez magaban
foglalja a hasznalt vagy fel nem hasznalt
reagensek, valamint barmely mas szennyezett
eldobhaté anyag artalmatlanitasat a fertéz6 vagy
potencialisan fert6zd termékekre vonatkozd
eljarasok szerint.

A termék biztonsagos kezelésével és artalmatlanitasaval

kapcsolatban olvassa el az anyagbiztonsagi adatlapot

(MSDS) itt: www.thermofisher.com.

Sulyos események
Az eszkozzel kapcsolatban bekdvetkezett minden sulyos
eseményt jelenteni kell a gyarténak és a felhasznalo
és/vagy a beteg lakhelye szerinti allam illetékes
szabdlyozohatésaganak.

Mintavétel, kezelés és tarolas
A mintakat a helyi ajanlott irAanymutatasok, példaul a CLSI
Standard M100"° szerint kell levenni és kezelni.

Eljaras

Hasznalat elétt hagyja, hogy a lemezek és az
antimikrobidlis  érzékenységi korongok felvegyék a
szobah&mérsékletet. Az agar fellletén az inokulalas el6tt
nem lehet felesleges nedvesség.

Az inokulumot a szaporitasi modszer vagy a kdzvetlen
telepmodszer alkalmazasaval lehet eléallitani. Az egyes
vizsgalati  mikroorganizmusokra  vonatkozé  egyedi
irAnymutatasokért lasd a  megfelelé  DIN/CLSI
dokumentumokat

CLSI-médszer:

1. Szaporitasi médszer:

a. Valasszon ki legaldbb 3-5 azonos
morfoldgiaju izolalt telepet az
agartenyészetbdl. Erintse meg az egyes
telepek tetejét egy kaccsal, és helyezze at
4-5 ml megfelel6 taptalajba, példaul
triptikus szojas taplevesbe (TSB)

b. Inkubalja a taptalajt 35-37 °C-on, amig a
zavarossag eléri vagy meghaladja a
0,5 McFarland vagy azzal egyenértéki
értéket.

c. Ha szikséges, allitsa be a szuszpenzid
zavarossagat  steril  soéoldattal  vagy
taplevessel, hogy elérie a 0,5 McFarland
szabvanynak megfelel6 zavarossagot. Ez a
lépés  vizualisan vagy fotometrikus
eszkozzel is elvégezheté. Ha vizualisan
végzi el, megfelelé fényviszonyok mellett
hasonlitsa 0ssze a szuszpenziét a
McFarland 0,5 értékkel egy fehér hatterd,
kontrasztos fekete vonalakkal ellatott
kartyan®.

2. Kozvetlen telepmodszer: (A sztreptokokkuszok és
sztafilokokkuszok esetében valasztott mddszer).

a. Készitsen kdzvetlen szuszpenziét a vizsgalt
mikroorganizmusbdl  séoldatban  vagy
taplevesben 18-24 o6ras tenyészetbdl nem
szelektiv taptalajon.

b. Allitsa be a szuszpenzié zavarossagat a
szaporitasi modszernél leirtak szerint.

3. Az agarlemezeket a mikroorganizmus-szuszpenzio
elkészitését kdvetéen 15 percen belil inokulalja.

4.  Meritsen egy steril mintavevé palcat a szuszpenziéba.
A felesleges folyadék eltavolitasa érdekében forgassa
a mintavevd palcat a cs6é oldalahoz nyomva a
folyadékszint felett.

5. Inokulalja a fellletet harom sikban, a lemezt minden
alkalommal koérilbeliil 60 fokkal elforgatva.

6. Helyezze vissza a fedelet, és hagyja a lemezt legalabb
3 percig, de legfeljebb 15 percig a padon pihenni, hogy
az inokulum felszivédjon, miel6tt antimikrobialis
érzékenysegi korongokat alkalmazna.
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7. Alkalmazza a korongokat egyenként vagy
antimikrobialis korongadagoléval. A korongok nem
lehetnek 24 mm-nél koézelebb a kozépponttdl a
k6zéppontig mérve, és nem lehetnek tul kdzel a lemez
széléhez. Mivel egyes gyogyszerek szinte azonnal
diffundalnak, ne helyezze at a korongot, ha az egyszer
mar érintkezett az agarfelilettel. A korongokat steril
tlvel vagy csipesszel Ovatosan kopogtassa meg, hogy
biztositsa a teljes érintkezést az agarfelllettel.

8. Alemezt a korong alkalmazasat kdvetéen 15 percen
belil forditsa meg és helyezze az inkubatorba.

a. Inkubdlja a Mueller-Hinton Agar with Sheep

Blood lemezeit aerob médon 35-37 °C-on
16-18 oran at.
Megjegyzés: A  sztafilokokkuszok és
enterokokkuszok teljes 24 6éras inkubaciot
igényelnek. A meticillinrezisztens
sztafilokokkuszok (MRS) 35 °C feletti
inkubacios hémérsékleten nem mutathatok
ki.

b. Inkubdlja a Streptococcus spp.-t 5-7%
CO2-ban 35-37 °C-on 20—24 6ran keresztil.

c. Az érzékeny vagy ritkan izolalt baktériumok
inkubacios idejét, hémérsékletét és légkorét
illetéen lasd a CLSI M45 dokumentumot'®.

Ertelmezés

16—24 6ras 35-37 °C-on torténd inkubacio utan a S.
pneumoniae altalaban 1-2 mme-es telepeket és a-
hemolizist mutat véragaron. A S. pneumoniae
Draughtsman-telepek formajaban is megjelenhet,
amelyeknek a kdzepe sullyedt és a pereme emelkedett.

Minéség-ellendrzés

A felhasznalé felel6éssége, hogy a mindség-ellendrzési
vizsgalatokat a taptalaj tervezett felhasznalasanak
figyelembevételével és a helyi el6irdasoknak megfeleléen
végezze el (gyakorisag, torzsek szama, inkubacios
hémérséklet stb.).

Inkubacios koérilmények: 18 £ 2 6ra, 36 + 1 °C-on, szén-
dioxiddal dusitott atmoszféraban

Mikroorganizmus Antibiotikum- Gatlasi zona
korong atmérdje (mm)
Streptococcus pne Eritromicin (E15) 26-32
umoniae Cefpodoxime 29-35
ATCC®49619 (CPD 10)
Ertapenem 28-34
(ETP 10)
Moxifloxacin 24-30
(MXF 5)
Haemophilus Eritromicin (E15) 10-16
AT Cefpodoxime 30-36
(CPD 10)
Moxifloxacin 30-36
(MXF 5)

Korlatozasok

Az atipikus enzimmintazattal rendelkezé
mikroorganizmusokok rendellenes reakciokat adhatnak a
Mueller-Hinton Agar with Horse Blood taptalajon.

Teljesitményjellemzék

A pontossagot a min6éségellendrzési adatok fellilvizsgalata
bizonyitotta. Az érzékeny mikroorganizmusok helyes
felismerésének megerfsitéséhez egy jol jellemzett
izolatum vizsgalatara kerll sor az eszkdz minden egyes
tétele gyartasanak részeként végzett minéség-ellendrzési
folyamatok soran. A Mueller-Hinton Agar with Horse Blood
(PB5303A) precizitasat a termék 11 éves id6szak (2010-
2021; 3439 tétel) alatt elért 99,7%-os altalanos megfelelési
aranyaval igazoltak. Ez azt mutatja, hogy a teljesitmény
reprodukalhato.
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A teljesitményt a Thermo Scientific™  Oxoid™
antimikrobialis érzékenységi korongok segitségével a
teszttaptalajban mért gatlasi zéna atmérdjeként értékelik,
dsszehasonlitva a CLSI M100 szabvanyban meghatarozott
atmeérdkkel .

Az inokulumot munkatenyészetekbdl készitjik, higitjuk,
hogy elérjik az el&irt inokulumszintet, majd inokulaljuk a
teszt taptalajt. A taptalaj vizsgalati tervében meghatarozott
sorrendben és koncentraciéban antibiotikum-korongokat
teszunk bele. A 34-36 °C-on, 4-6%-os CO2-ben 16—
20 oran at tartd inkubaciét kovetéen mérie meg a
tesztorganizmusok gatlasi zénajanak atméréjét, és
elkészitheti az eredményeket és a kdvetkeztetéseket.
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Mueller Hinton Agar with Horse Blood
PB5303A

Uso previsto

L'agar Mueller-Hinton con sangue di cavallo &€ un agar con
sensibilita ad antibiotici raccomandato per i test di
diffusione su disco e MIC su microrganismi esigenti isolati
da campioni clinici.

Il dispositivo & solo per uso professionale, non é
automatizzato e non & da considerarsi un test diagnostico
di accompagnamento.

Riepilogo e spiegazione

Gli streptococchi sono cocchi Gram-positivi che occupano
un'ampia gamma di nicchie ecologiche, dalle specie non
patogene utilizzate nell'industria dello yogurt, ai membri
commensali del microbioma orale dei mammiferi e ai
patogeni umani invasivi'?3. Gli streptococchi possono
essere classificati mediante la sierotipizzazione basata
sulla composizione dei carboidrati della parete cellulare nei
gruppi di Lancefield da A a S e negli streptococchi non di
Lancefield"?3. Gli streptococchi non di Lancefield non
possono essere raggruppati in base alla sierotipizzazione
di Lancefield e comprendono un'ampia gamma di specie
non patogene e patogene di cui S. pneumoniae &
considerato l'agente patogeno umano pil significativo'?3.

Una serie di linee guida del National Institute for Health and
Care Excellence (NICE) e di Public Health England (PHE)
indicano S. pneumoniae come una delle principali cause di
meningite e infezioni del flusso sanguigno, entrambe
malattie invasive associate a elevate morbilita e
mortalita®45678 S, pneumoniae & un organismo soggetto a
notifica, il che significa che l'infezione da questo patogeno
ha un significato clinico tale per cui € richiesto per legge di
segnalare la diagnosi di queste malattie all'autorita
governativa PHE3®, Lo stato di S. pneumoniae come
organismo soggetto a notifica sottolinea I'importanza della
sorveglianza delle infezioni per identificare futuri focolai di
malattie e ridurne la potenziale morbilita e mortalita®'".

Principio del metodo

L'agar Mueller-Hinton & stato criticato a causa della
variazione delle prestazioni tra fabbricanti e lotti di terreno.
Questi effetti si sono rivelati come:

(1) Variazioni della concentrazione minima inibitoria
(MIC) con aminoglicosidi contro Pseudomonas aeruginosa
e tetraciclina contro Stafilococchi. Cid potrebbe essere
dovuto alle diverse concentrazioni dei cationi bivalenti di
calcio e magnesio.

(2) Variazione del contenuto di timina e timidina, che
influiscono sui valori di MIC sulfonamidico e trimetoprim.
(3) Differenze nelle caratteristiche dell'agar utilizzato

nel terreno, in particolare nelle proprieta di diffusione.

Alla luce delle critiche, il Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI) (precedentemente NCCLS) ha convocato i
fabbricanti interessati per discutere la standardizzazione e
la stabilizzazione dell'agar Mueller-Hinton. Sono stati
stabiliti metodi di controllo in base ai quali le combinazioni
critiche antimicrobico/organismo dovevano produrre zone
di inibizione coerenti entro due mm dai diametri specificati
nello standard. Il risultato di questo sforzo di cooperazione
€ che I'agar Mueller-Hinton € ora un terreno standard.

MBD_BT_IFU-0658

Thermo

SCIENTIFIC

L'agar Mueller-Hinton integrato & raccomandato da CLSI e
dal Comitato europeo per i test di sensibilita ad antibiotici
(EUCAST) per i test su ceppi non esigenti. Gli integratori
vengono aggiunti per renderlo adatto a ceppi piu esigenti.

Formula tipica
grammi per litro

Manzo, infuso disidratato di 300,0
Caseina idrolizzata 17,5
Amido 1,5
NAD 0,02
Agar 17,0
Sangue di cavallo 50,0 mi
defibrinato

Aspetto fisico

Colore Rosso segnale
Chiarezza Opaco

Peso di riempimento 23,5+ 5%

pH 7,3+0,1

Materiali forniti
PB5303A: 10 piastre da 90 mm di agar Mueller Hinton con
sangue di cavallo

Ciascuna piastra € monouso.

Materiali necessari ma non forniti
e  Anse dainoculo
. Tamponi
. Contenitori di raccolta
. Incubatrici
. Organismi per il controllo della qualita
Materiali opzionali
e Dischi per test di sensibilita ad antibiotici
all'eritromicina (CT0020B)
. Dischi per test di sensibilita ad antibiotici alla
cefpodoxima (CT1612B)
. Dischi per test di sensibilita ad antibiotici
all'ertapenem (CT1761B)
. Dischi per test di sensibilita ad antibiotici alla
moxifloxacina (CT1633B)

Conservazione

. Conservare il prodotto nella sua confezione
originale a 2-12 °C fino al suo utilizzo.

. Il prodotto pud essere utilizzato fino alla data di
scadenza riportata sull'etichetta.

. Conservare lontano dalla luce.

. Permettere al prodotto di equilibrarsi a
temperatura ambiente prima dell'uso.

. Non incubare prima dell'uso.

Avvertenze e precauzioni

. Solo per uso diagnostico in vitro.

. Solo per uso professionale.

. Ispezionare la confezione del prodotto prima del
primo utilizzo.

. Non utilizzare il prodotto se sono presenti danni
visibili all'imballaggio o alle piastre.

. Non utilizzare il prodotto oltre la data di scadenza
indicata.

e Non utilizzare il dispositivo se sono presenti
segni di contaminazione.

. Non utilizzare il dispositivo se il colore € cambiato
0 se sono presenti altri segni di deterioramento.

e E responsabilita di ciascun laboratorio gestire i
rifiuti prodotti in base alla loro natura e al grado
di rischio e farli trattare o smaltire in conformita
alle normative federali, statali e locali applicabili.
Leggere e attenersi scrupolosamente alle
istruzioni. Questo include lo smaltimento dei
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reagenti utilizzati o non utilizzati, nonché di
qualsiasi altro materiale monouso contaminato
secondo le procedure per prodotti infettivi o
potenzialmente infettivi.
Fare riferimento alla scheda di sicurezza dei materiali
(MSDS) per la manipolazione e lo smaltimento sicuri del
prodotto (www.thermofisher.com).

Incidenti gravi

Qualsiasi incidente grave verificatosi in relazione al
dispositivo deve essere segnalato al fabbricante e
all'autorita competente del Paese in cui risiedono
I'utilizzatore e/o il paziente.

Raccolta, manipolazione e conservazione
dei campioni

| campioni devono essere raccolti e manipolati
conformemente alle linee guida locali raccomandate
localmente, come lo standard CLSI M100'°.

Procedura

Consentire alle piastre e ai dischi di sensibilita ad antibiotici
di equilibrarsi a temperatura ambiente prima dell'uso. La
superficie dell'agar non deve presentare umidita in eccesso
prima dell'inoculazione.

L'inoculo pud essere preparato utilizzando il metodo di
crescita o il metodo della colonia diretta. Fare riferimento ai
documenti DIN/CLSI appropriati per le linee guida
specifiche per ciascun organismo di prova.

Metodo CLSI:

1. Metodo di crescita:

a. Selezionare almeno 3-5 colonie isolate con
lo stesso tipo di morfologia dalla coltura di
agar. Toccare la parte superiore di ciascuna
colonia con un'ansa e trasferire in 4-5 ml di
un brodo adatto come Tryptic Soy Broth
(TSB).

b. Incubare la coltura in brodo a 35-37 °C fino
a quando la torbidita non €& uguale o
superiore a quella di un McFarland da 0,5 o
equivalente.

c. Se necessario, regolare la torbidita della
sospensione con soluzione fisiologica
sterile o brodo in modo tale da ottenere una
torbidita a uno standard McFarland di 0,5.
Questo passaggio pud essere eseguito
visivamente o utilizzando un dispositivo
fotometrico. Se eseguito visivamente,
utilizzare una luce adeguata per confrontare
la sospensione con la McFarland 0,5 su un
cartoncino con sfondo bianco e linee nere a
contrasto®.

2. Metodo della colonia diretta: (Metodo preferito per
streptococchi e stafilococchi).

a. Preparare una sospensione diretta del
microrganismo in soluzione fisiologica o
brodo da una coltura di 18-24 ore su terreno
non selettivo.

b. Regolare la torbidita della sospensione
come descritto in Metodo di crescita.

3. Inoculare le piastre di agar entro 15 minuti dalla
preparazione della sospensione di microrganismi.

4. Immergere un tampone sterile nella sospensione.
Ruotare il tampone contro il lato della provetta sopra il
livello del fluido per rimuovere il fluido in eccesso.

5. Inoculare la superficie su tre piani ruotando la piastra
di circa 60 gradi ogni volta.

6. Rimettere il coperchio e lasciare riposare la piastra sul
banco per almeno 3 minuti, ma non piu di 15 minuti,
affinché Il'inoculo venga assorbito, prima di applicare i
dischi di sensibilita ad antibiotici.
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7. Applicare i dischi singolarmente o utilizzando un
dispenser per dischi antimicrobici. Il disco non deve
essere piu vicino di 24 mm da centro a centro e non
posizionato troppo vicino al bordo della piastra. Poiché
alcuni farmaci si diffondono quasi istantaneamente,
non riposizionare un disco una volta entrato in contatto
con la superficie dell'agar. Toccare delicatamente i
dischi con un ago sterile o una pinza per garantire il
completo contatto con la superficie dell'agar.

8. Capovolgere la piastra e metterla nell'incubatrice entro
15 minuti dall'applicazione del disco.

a. Incubare le piastre di agar Mueller-Hinton

con sangue di pecora in aerobiosi a 35-
37 °C per 16-18 ore.
Nota: stafilococchi ed enterococchi
richiedono un'incubazione completa di 24
ore. Gli stafilococchi resistenti alla
meticillina (MRS) potrebbero non essere
rilevati a temperature di incubazione
superiori a 35 °C.

b. Incubare Streptococcus spp. in CO2 al 5-
7% a 35-37 °C per 20-24 ore.

c. Fare riferimento al documento CLSI M45
per tempi di incubazione, temperature e
atmosfere per batteri esigenti o isolati
raramente’®.

Interpretazione

Dopo 16-24 ore di incubazione a 35-37 °C, S. pneumoniae
mostra tipicamente colonie di 1-2 mm unitamente ad a-
emolisi su agar sangue. S. pneumoniae pud anche
apparire come colonie ad anelli concentrici con centro
depresso e bordo rialzato.

Controllo qualita

E responsabilita dellutente eseguire i test di controllo
qualita tenendo conto dell'uso previsto del terreno e in
conformita alle normative locali applicabili (frequenza,
numero di ceppi, temperatura di incubazione ecc.).

Condizioni di incubazione: 18 + 2 ore a 36 °C £ 1 °C in
un'atmosfera arricchita di anidride carbonica.

Microrganismo Disco antibiotico Diametro zona
di inibizione
(mm)
Streptococcus pne Eritromicina (E15) 26-32
umoniae Cefpodoxima 29-35
ATCC®49619 (CPD 10)
Ertapenem 28-34
(ETP 10)
Moxifloxacina 24-30
(MXF 5)
Haemophilus Eritromicina (E15) 10-16
e Cefpodoxima 30-36
(CPD 10)
Moxifloxacina 30-36
(MXF 5)
Limitazioni

Microrganismi con pattern enzimatici atipici possono dare
reazioni anomale sull'agar Mueller-Hinton con sangue di
cavallo.

Caratteristiche delle prestazioni

L'accuratezza é stata dimostrata attraverso la revisione dei
dati di controllo qualita. 1l corretto rilevamento di
microrganismi esigenti & confermato dall'inclusione di un
isolato ben caratterizzato nei processi di controllo qualita
eseguiti nell'ambito della produzione di ciascun lotto del
dispositivo. La precisione di Mueller-Hinton Agar with Horse
Blood (PB5303A) & stata dimostrata da un tasso di
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superamento complessivo del 99,7% ottenuto per il
prodotto in un periodo di 11 anni (2010-2021; 3439 lotti).
Cio dimostra che la prestazione € riproducibile.

Le prestazioni sono valutate come diametro della zona di
inibizione misurato sul terreno di prova utilizzando i dischi
di sensibilita ad antibiotici Thermo Scientific™ Oxoid™,
rispetto ai diametri specificati nello standard CLSI M100'°.

L'inoculo viene preparato da colture di lavoro, diluito per
ottenere i livelli di inoculo specificati e inoculando poi il
terreno di prova. | dischi antibiotici vengono caricati nello
stesso ordine e concentrazione in cui appaiono nel piano di
ispezione per il terreno. Dopo l'incubazione a 34-36 °C per
16-20 ore in un'atmosfera con CO2 al 4-6%, viene misurato
il diametro della zona di inibizione degli organismi di prova
e tratte le conclusioni sulla base dei risultati.
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Mueller Hinton Agar with Horse Blood
PB5303A

Przeznaczenie

Wyrob Mueller-Hinton Agar with Horse Blood to podtoze
agarowe do  badania  wrazliwosci na  $rodki
przeciwdrobnoustrojowe, zalecane do testéw metodg
dyfuzyjno-krgzkowg i badania MIC drobnoustrojéw
wybrednych wyizolowanych z prébek klinicznych.

Wyréb nie jest zautomatyzowany, jest przeznaczony
wytgcznie do uzytku profesjonalnego i nie jest diagnostykg
towarzyszaca.

Podsumowanie i wyjasnienie

Paciorkowce to Gram-dodatnie ziarniaki, ktére zamieszkujg
szerokg game nisz ekologicznych i obejmuja od
niepatogennych gatunkéw wykorzystywanych do produkcji
jogurtow po komensalnych przedstawicieli mikrobiomu
jamy ustnej ssakow i inwazyjne patogeny ludzkie'?3.
Paciorkowce mozna sklasyfikowac¢ przez serotypowanie na
podstawie sktadu weglowodanowego $ciany komérkowej
do grup od A do S wedtug podziatu Lancefield oraz do
paciorkowcéw innych niz uwzglednione w podziale
Lancefield"?®. Paciorkowce nieuwzglednione w podziale
Lancefield nie moga by¢ grupowane wedtug serotypéw
Lancefield i obejmujg szeroki zakres gatunkdéw
niepatogennych i patogennych, z ktérych za najwazniejszy
patogen ludzki uznawany jest S. pneumoniae'??®.

Szereg wytycznych instytucji National Institute for Health
and Care Excellence (NICE) i Public Health England (PHE)
opisuje S. pneumoniae jako jedng z gtéwnych przyczyn
zapalenia opon mézgowych i zakazen krwi — inwazyjnych
choréb  zwigzanych  z wysokg  zachorowalnoscig
i umieralnoscig®*5878, S. pneumoniae jest organizmem
podlegajacym obowigzkowi zgtoszenia, co oznacza, ze
zakazenie tym patogenem ma tak istotne znaczenie
kliniczne, ze zgodnie z prawem wymagane jest zgtoszenie
rozpoznania tych chorob do organu rzadowego PHES®.
Status S. pneumoniae jako organizmu podlegajgcego
obowigzkowi zgtoszenia podkresla znaczenie nadzoru nad
zakazeniami w celu identyfikacji przysztych ognisk choroby
oraz  zmniejszenia potencjalnej zachorowalnosci
i umieralnosci'®!".

Zasada metody

Podtoze agarowe Muellera-Hinton jest krytykowane ze
wzgledu na réznice w dziataniu podioza w zaleznosci od
producenta i parti wyrobu. Wykazano nastepujgce
konsekwencje takich réznic w dziataniu:

(1) Zmienno$¢ minimalnego stezenia hamujacego
(ang. minimum inhibitory concentration, MIC) w przypadku
aminoglikozydow przeciwko gatunkowi Pseudomonas
aeruginosa i w przypadku tetracykliny przeciwko
gronkowcom. Mogto to wynika¢ z réznych stezen
dwuwartosciowych kationéw wapnia i magnezu.

(2) Roéznice w zawartosci tyminy i tymidyny, ktére
wplywajag na wartosci MIC sulfonamidu i trimetoprymu.
(3) Roéznice w charakterystyce agaru uzytego

w podiozu, w szczegolnosci w zakresie wilasciwosci
dyfuzyjnych.

W Swietle krytyki Instytut Standardéw Klinicznych

i Laboratoryjnych (ang. Clinical and Laboratory Standards
Institute, CLSI) (wcze$niej NCCLS) zorganizowat spotkanie
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zainteresowanych producentéw w celu omoéwienia
standaryzacji i stabilizacji podtoza agarowego Muellera-
Hinton. Ustalono metody kontroli, w ktérych krytyczne
kombinacje Srodkéw przeciwdrobnoustrojowych
i organizméw musiaty dawac spoéjne strefy zahamowania
w zakresie 2 mm wzgledem sSrednic okreslonych w normie.
Rezultatem tej wspotpracy jest to, ze pozywka agarowa
Muellera-Hinton jest obecnie podtozem standardowym.

Podtoze agarowe Muellera-Hinton z dodatkami jest
zalecane zaréwno przez CLSI, jak i Europejski Komitet ds.
Oznaczania Lekowrazliwosci (ang. European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing, EUCAST) do
testowania szczepow niewybrednych. Dodatki umozliwiajg
lepsze dostosowanie podtoza do potrzeb bardziej
wybrednych szczepow.

Typowa formuta
gramoéw na litr

Wotowina, odwodniony wycigg 300,0

Hydrolizat kazeiny 17,5

Skrobia 15

NAD 0,02

Agar 17,0

Defibrynowana krew koriska 50,0 ml
Wyglad fizyczny

Kolor Czerwony

Przejrzystos¢ Nieprzejrzysty

Masa wypetnienia 23,5 5%

pH 7,3 0,1

Dostarczone materialy

PB5303A: ptytki 10 x 90 mm z podiozem agarowym
Muellera-Hinton z krwig koniskg

Kazda ptytka powinna by¢ uzyta tylko raz.

Materialy wymagane, ale niedostarczone

. Ezy

e Waciki

. Pojemniki zbiorcze
. Inkubatory

e  Organizmy kontroli jakosci
Materiaty opcjonalne
. Krgzki do badania wrazliwosci na erytromycyne

(CT0020B)

. Krgzki do badania wrazliwosci na cefpodoksym
(CT1612B)

. Kragzki do badania wrazliwosci na ertapenem
(CT1761B)

. Krazki do badania wrazliwosci na
moksyfloksacyne (CT1633B)

Przechowywanie

. Przechowywac produkt ~w  oryginalnym
opakowaniu w temperaturze 2-12°C do
momentu uzycia.

. Produkt mozna stosowa¢ do daty waznosci
podanej na etykiecie.

. Przechowywac z dala od Swiatta.

. Przed uzyciem pozostawi¢ produkt do
osiggniecia temperatury pokojowe;j.

. Nie inkubowa¢ przed uzyciem.

Ostrzezenia i Srodki ostroznosci
o Whylgcznie do diagnostyki in vitro.
e  Tylko do uzytku profesjonalnego.
. Sprawdzi¢  opakowanie produktu przed
pierwszym uzyciem.
. Nie uzywac produktu, w  przypadku
uszkodzonego opakowania lub plytek.
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. Nie uzywaé produktu po uptywie podanego
terminu waznosci.

. Nie uzywac¢ wyrobu, jesli widoczne sg oznaki
zanieczyszczenia.

. Nie uzywac¢ wyrobu, jesli kolor ulegt zmianie lub
sg inne oznaki pogorszenia jakosci.

. Kazde laboratorium odpowiada za
gospodarowanie  odpadami  wytwarzanymi
zgodnie z ich charakterem i stopniem zagrozenia
oraz za ich przetwarzanie lub usuwanie zgodnie
z wszelkimi  obowigzujgcymi  przepisami
federalnymi, stanowymi i lokalnymi. Nalezy
uwaznie przeczyta¢ instrukcje i postepowaé
zgodnie z nimi. Obejmuje to usuwanie zuzytych
lub niewykorzystanych odczynnikéw, a takze
wszelkich  innych  skazonych  materiatow
jednorazowego uzytku zgodnie z procedurami
dotyczacymi produktéw  zakaznych lub
potencjalnie zakaznych.

Informacje na temat bezpiecznego obchodzenia sie
z produktem i usuwania produktu do odpadéw mozna
znalez¢ w Karcie Charakterystyki Substanc;ji
Niebezpiecznej (MSDS) (www.thermofisher.com).

Powazne zdarzenia

Kazde powazne zdarzenie, ktére miato miejsce w zwigzku z
wyrobem, nalezy zgtasza¢ producentowi i wlasciwemu organowi
regulacyjnemu, w ktérym uzytkownik i/lub pacjent majg siedzibe.

Pobieranie, przenoszenie i przechowywanie
préobek

Prébki nalezy pobiera¢ i obchodzi¢ sie z nimi zgodnie
z zalecanymi lokalnymi wytycznymi, takimi jak norma CLSI
M100'.

Procedura

Przed uzyciem nalezy odczekaé, az piytki i krgzki do
badania wrazliwosci przeciwdrobnoustrojowej osiggng
temperature pokojowg. Powierzchnia agaru nie powinna
by¢ nadmiernie wilgotna przed inokulacja.

Inokulum mozna przygotowac, stosujgc metode wzrostu lub
metode bezposredniej kolonii. Nalezy sie zapoznac
z odpowiednimi dokumentami DIN/CLSI, aby uzyska¢
wytyczne dotyczgce kazdego badanego organizmu.

Metoda CLSI:

1.  Metoda wzrostu:

a. Wybra¢ co najmniej 3-5 wyizolowanych
kolonii o tym samym typie morfologii
z hodowli na plytce agarowej. Dotkngc
wierzchotka kazdej kolonii ezg i przenies¢
do 4-5 ml odpowiedniego podioza
bulionowego, takiego jak bulion tryptonowo-
sojowy (TSB).

b.  Inkubowac hodowle bulionowg
w temperaturze 35-37°C, az zmetnienie
bedzie réwne Ilub wigksze wzgledem
wzorca 0,5 McFarlanda Iub jego
odpowiednika.

c. W razie potrzeby skorygowaé zmetnienie
zawiesiny  sterylnym  roztworem  soli
fizjologicznej lub bulionem, aby uzyskac¢
zmetnienie odpowiadajgce ~ wzorcowi
0,5 McFarlanda. Ten etap mozna wykonac¢
pod kontrolg wzrokowg lub
z wykorzystaniem urzadzenia
fotometrycznego. Jesli wykonuje sie go pod
kontrola wzrokowg, nalezy to robi¢
w odpowiednim oswietleniu, aby poréwnac
zawiesine z wzorcem 0,5 McFarlanda na
karcie z biatym ttem i kontrastowymi
czarnymi liniami®,
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2. Metoda bezposredniej kc%or% (ImeEtocﬂ\f!] ;r wyboru dla
paciorkowcow i gronkowcow):

a. Przygotowac metodg bezposrednig
zawiesine badanego organizmu
w roztworze soli fizjologicznej lub bulionie
z 18-24-godzinnej hodowli na podtozu
nieselektywnym.

b. Dostosowac zmetnienie zawiesiny zgodnie
z opisem w czesci ,Metoda wzrostu”.

3. Inokulowa¢ ptytki agarowe wciggu 15 minut od
przygotowania zawiesiny z organizmem.

4. Zanurzy¢ w zawiesinie sterylny wacik. Aby usunagé
nadmiar ptynu, obraca¢ wacikiem docisnietym do
Scianki probowki powyzej poziomu ptynu.

5. Inokulowa¢ powierzchnie¢ w trzech ptaszczyznach,
obracajgc ptytke za kazdym razem o okoto 60 stopni.

6. ZatozyC pokrywke i pozostawi¢ ptytke na stole przez
co najmniej 3 minuty, ale nie dtuzej niz 15 minut, aby
inokulum zostato wchionigte przed natozeniem
krgzkow do badania wrazliwosci
przeciwdrobnoustrojowe;j.

7. Naktada¢ krazki pojedynczo Ilub za pomocg
dozownika kragzkow do badania wrazliwosci
przeciwdrobnoustrojowej. Krazek nie powinien
znajdowac sie blizej niz 24 mm od $rodka do $rodka
i nie powinien by¢ umieszczony zbyt blisko krawedzi
plytki. Poniewaz niektére leki dyfundujg niemal
natychmiast, nie nalezy przesuwa¢ krazka, gdy
zetknie sie on z powierzchnig agaru. Delikatnie
postukac¢ w krazki sterylng igtg lub kleszczykami, aby
zapewni¢ catkowity kontakt z powierzchnig agaru.

8. Odwrdci¢ ptytke i umiesci¢ w inkubatorze w ciggu
15 minut od natozenia krgzka.

a. Inkubowaé ptytki z podtozem agarowym

Muellera-Hinton z krwig owczg
w warunkach tlenowych w temperaturze
35-37°C przez 16—18 godzin.
Uwaga: Gronkowce i enterokoki wymagaja
petnej 24-godzinnej inkubacji. Gronkowce
oporne na metycyling (ang. methicillin-
resistant staphylococci, MRS) moga nie by¢
wykrywane w temperaturach inkubacji
powyzej 35°C.

b.  Inkubowaé gatunek Streptococcus
w atmosferze 5-7% CO2 w temperaturze
35-37°C przez 20-24 godzin.

c. Nalezy sie zapozna¢ z dokumentem
CLSI M45, aby uzyskac¢ informacje na temat
czasow, temperatur i atmosfer inkubaciji dla
wybrednych lub rzadko izolowanych
bakterii'®.

Interpretacja

Po 16-24 godzinach inkubacji w temperaturze 35-37°C
bakterie S. pneumoniae zazwyczaj wytwarzaja kolonie 1-
2 mm oraz wykazujg hemoliz¢ a na agarze z krwig.
Bakterie S. pneumoniae moga réowniez pojawia¢ sie jako
kolonie Draughtsmana z obnizonym srodkiem

i podwyzszonym brzegiem.

Kontrola jakosci

Obowigzkiem uzytkownika jest wykonanie testéw kontroli
jakosci z uwzglednieniem zamierzonego zastosowania
podtoza i zgodnie z wszelkimi obowigzujgcymi lokalnymi
przepisami (czestotliwos¢, liczba szczepdw, temperatura
inkubaciji, itp.).

Warunki inkubacji: 18 godzin +2 godziny w temperaturze
36°C +£1°C w atmosferze wzbogaconej w dwutlenek wegla
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Drobnoustroj Krazek Srednica strefy 7. National Institute for Health and Care
z antybiotykiem zahamowania Excellence. 2016. “SepsiTest Assay for Rapidly
(mm) Identifying Bloodstream Bacteria and Fungi.”
Streptococcus |Erytromycyna (E15) 26-32 8.  Public Health England. 2016. “Investigation of
pneumoniae Cefpodoksym 29-35 Pus and Exudates.” UK Standards for
ATCC®49619 (CPD 10) Microbiology Investigations.
Ertapenem 28-34 9.  Public Health England. 2019. “Statutory
(ETP 10) Notification by Registered Medical Practitioners
Moksyfloksacyna 24-30 of All Hazards: Infections, Chemicals &
(MXF 5) Radiation.”
; 10. Clinical & Laboratory Standards Institute. 2020.
H. hil Eryt E15 10-16
;%Tglfz;gs rytromycyna (E15) “Performance Standards for Antimicrobial
ATCC® 49766 Cefpodoksym 30-36 Susceptibility Testing.”
(CPD 10) https://clsi.org/standards/products/microbiology/
Moksyfloksacyna 30-36 documents/m100/.
(MXF 5)
. . Legenda symboli
era.mczema. . Symbol Definicja
Organizmy o nietypowych wzorcach enzyméw moga
wykazywaé nieprawidiowe reakcje na podtozu Mueller- |
Hinton Agar with Horse Blood. R EF Numer katalogowy
Charakterystyka wydajnosci VD Wyréb medyczny do diagnostyki
Doktadnos$¢ zostata wykazana poprzez przeglad danych in vitro
dotyczacych  kontroli jakosci. Prawidlowe wykrycie N
wymagajacych mikroorganizmow potwierdza wigczenie LOT Kod partii

dobrze scharakteryzowany izolat do procesow QC
wykonywanych w ramach produkcji kazdej serii urzadzenia.
Precyzja dziatania wyrobu Mueller-Hinton Agar with Horse
Blood (PB5303A) zostata wykazana przez catkowity
wskaznik zdawalnosci wynoszacy 99,7% uzyskany dla
produktu w okresie 11 lat (2010-2021; 3439 partii).

Ograniczenie temperatury

Ed <

Oznacza to, ze dziatanie wyrobu jest powtarzalne. Uzy¢ przed datq
Dziatanie ocenia sie na podstawie $rednicy strefy Ny

zahamowania mierzonej na podtozu testowym za pomocg e , .
krazkéw do badania wrazliwosci przeciwdrobnoustrojowej "':,:’ Trzymai: z dala od Swiatta
Thermo Scientific™ Oxoid™ w poréwnaniu z $rednicami ™ sionecznego

okreslonymi w standardzie CLSI M100'°,

Inokulum jest przygotowywane z hodowli roboczych,
rozcienczane w celu uzyskania okreslonych poziomoéw
inokulum, a nastepnie przenoszone na podioze testowe.
Krazki z antybiotykiem sg fadowane w tej samej kolejnosci
i w tych samych stezeniach, jakie pojawiajg sie w planie
kontroli podtoza. Po inkubacji w temperaturze 34-36°C
przez 16-20 godzin w atmosferze 4-6% CO2 mierzy sie
Srednice strefy zahamowania badanych organizméw
i mozna ustali¢ wyniki oraz sformutowa¢ wnioski.

Nie uzywac¢ ponownie

Zapoznac sie z instrukcjg
uzytkowania lub z instrukcjg
uzytkowania w formie
elektronicznej

Zawartos¢ wystarcza
na <n> testow

Bibliografia

1. Patterson, Maria Jevitz. 1996. “Streptococcus.”
In Medical Microbiology. 4th Edition. Galveston
(TX): University of Texas Medical Branch at
Galveston.

2. Dion, Christopher F., and John V. Ashurst.
2020. “Streptococcus Pneumoniae.” In
StatPearls [Internet]. Treasure Island (FL):
StatPearls Publishing.

3. Public Health England. 2014a. “Identification of
Streptococcus Species, Enterococcus Species
and Morphologically Similar Organisms.” UK
Standards for Microbiology Investigations.

4.  Public Health England. 2014b. “Investigation of
Ear Infections and Associated Specimens.” UK
Standards for Microbiology Investigations.

5. National Institute for Health and Care
Excellence. 2019b. “Fever in under 5s:
Assessment and Initial Management.”

6. National Institute for Health and Care
Excellence. 2010. “Meningitis (Bacterial) and
Meningococcal Septicaemia in under 16s:
Recognition, Diagnosis and Management.”

Nie uzywac w przypadku
uszkodzonego opakowania
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Mueller Hinton Agar with Horse Blood
PB5303A

Utilizagao prevista

O Agar Mueller-Hinton com Sangue de Equideo é um agar
de sensibilidade antimicrobiana recomendado para difusdo
em disco e testes de CIM contra microrganismos exigentes
isolados de amostras clinicas.

O dispositivo destina-se exclusivamente a uso profissional,
ndo & automatizado e ndo € um meio de diagnostico
complementar.

Resumo e explicagdo

Estreptococos sdo cocos Gram-positivos que habitam uma
ampla gama de nichos ecoldgicos, desde espécies néo
patogénicas utilizadas na industria de fabrico de iogurtes,
até membros comensais do microbioma oral de mamiferos
e patégenos humanos invasivos'?3. Os estreptococos
podem ser classificados por sorotipagem com base na
composicao de carboidratos da parede celular nos grupos
de Lancefield A a S, e os estreptococos n&o Lancefield'23,
Estreptococos nao-Lancefield ndo podem ser agrupados
pela sorotipagem de Lancefield e incluem uma ampla gama
de espécies ndo patogénicas e patogénicas com S.
pneumoniae considerado o patégeno humano mais
significativo’22,

Vérias diretrizes do National Institute for Health and Care
Excellence (NICE) e Public Health England (PHE)
descrevem a S. pneumoniae como uma das principais
causas de meningite e infe¢des da corrente sanguinea,
ambas doengas invasivas associadas a alta morbidade e
mortalidade3*¢78, A S. pneumoniae é um microrganismo
de notificagéo obrigatéria, o que significa que a infegdo com
este patdgeno é de tal significancia clinica que é exigido
por lei relatar o diagndstico dessas doengas a autoridade
governamental PHE®®. O estado da S. pneumoniae como
um microrganismo de notificagdo obrigatéria destaca a
importancia da vigilancia de infegbes para identificar
futuros surtos de doengas e reduzir a morbidade e
mortalidade potenciais'®"".

Principio do método

O Agar Mueller-Hinton tem sido criticado devido & variagdo
de desempenho entre fabricantes e lotes de meio. Estes
efeitos foram mostrados como:

(@) Variagbes da concentragdo inibidora minima
(CIM) com aminoglicosideos contra Pseudomonas
aeruginosa e tetraciclina contra estafilococos. Isto pode ter
ocorrido devido a diferentes concentragbes dos cations
divalentes de calcio e magnésio.

(2) Variagédo no teor de timina e timidina, que afeta
os valores de CIM de sulfonamida e trimetoprima
(3) Diferencas nas caracteristicas do agar utilizado

no meio, especialmente nas propriedades de difusédo

A luz das criticas, o Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI) (anteriormente NCCLS) convocou os fabricantes
interessados para discutir a padronizagéo e estabilizagéo
do Agar Mueller-Hinton. Foram estabelecidos métodos de
controlo  em que combinagbes  criticas  de
antimicrobianos/microrganismos tiveram que produzir
zonas consistentes de inibicdo dentro de dois mm dos
didmetros especificados no padrdo. O resultado desse
esforgo cooperativo é que o Agar Mueller-Hinton é agora
um meio padréo.
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O Agar Mueller-Hinton suplementado é recomendado pelo
CLSI e Comité Europeu de Avaliagdo de Sensibilidade
Antimicrobiana (EUCAST) para testes de estirpes nédo
exigentes. S&o adicionados suplementos para torna-lo
adequado para estirpes mais exigentes.

Formula tipica
gramas por litro

Infusdo de bovino desidratada de 300,0

Hidrolisado de caseina 17,5

Amido 1,5

NAD 0,02

Agar 17,0

Sangue de equideo desfibrinado 50,0 ml
Aspeto fisico

Cor Sinal vermelho

Claridade Opaco

Peso de preenchimento 23,5+ 5%

pH 7,3+0,1

Material fornecido
PB5303A: 10 x 90 mm de agar Mueller Hinton com placas
de sangue de equideo

Cada placa s6 deve ser utilizada uma vez.

Materiais necessarios, mas nao fornecidos
e  Ansas de inoculagao
. Zaragatoas
. Recipientes de colheita
. Incubadoras
. Microrganismos de controlo de qualidade
Materiais opcionais
. Discos para teste de sensibilidade
antimicrobiana a eritromicina (CT0020B)
. Discos para teste de sensibilidade
antimicrobiana a cefpodoxima (CT1612B)
. Discos para teste de sensibilidade
antimicrobiana ao ertapenem (CT1761B)
. Discos para teste de sensibilidade
antimicrobiana a moxifloxacina (CT1633B)

Armazenamento

e  Armazenar o produto na embalagem original a
2-12 °C até ser utilizado.

. O produto pode ser utilizado até a data de
validade indicada na etiqueta.

e  Armazenar protegido da luz.

. Deixar o produto aquecer até a temperatura
ambiente antes de o utilizar.

. N&o incubar antes da utilizag&o.

Adverténcias e precaugées

e  Apenas para utilizagdo em diagndstico in vitro.

. Apenas para utilizagao profissional.

. Examinar a embalagem do produto antes da
primeira utilizagéo.

. Nao utilizar o produto se existirem danos visiveis
na embalagem ou nas placas.

. N&o utilizar o produto além da data de validade
indicada.

. Nao utilizar o dispositivo se existirem sinais de
contaminagao.

. Nao utilizar o dispositivo se a cor tiver sofrido
alteragbes ou se existirem outros sinais de
deterioragao.

. E da responsabilidade de cada laboratério gerir
os residuos produzidos de acordo com a sua
natureza e grau de perigo e trata-los ou elimina-
los de acordo com quaisquer regulamentos
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federais, estatais e locais aplicaveis. As
instrugbes devem ser lidas e seguidas com
cuidado. Isto inclui a eliminagdo de reagentes
utilizados ou néo utilizados, bem como qualquer
outro  material descartavel contaminado
seguindo os procedimentos para produtos
infeciosos ou potencialmente infeciosos.
Consulte a Ficha de Dados de Seguranga do Material
(MSDS) para obter informagées sobre o0 manuseamento e
a eliminagao seguros do produto em
(www.thermofisher.com).

Incidentes graves

Qualquer ocorréncia de um incidente grave relacionada
com o dispositivo devera ser comunicada ao fabricante e a
autoridade reguladora relevante no local em que o
utilizador e/ou doente reside.

Colheita, manuseamento e armazenamento

de amostras
As amostras devem ser colhidas e manuseadas seguindo
as diretrizes locais recomendadas, tais como o padrédo
M100' do CLSI.

Procedimento

Deixe as placas e os discos de sensibilidade
antimicrobiana atingirem a temperatura ambiente antes de
utilizar. A superficie do agar ndo deve ter excesso de
humidade antes da inoculagéo.

O in6culo pode ser preparado utilizando o método de
crescimento ou o método de coldnia direta. Consulte os
documentos DIN/CLSI apropriados para obter diretrizes
especificas para cada microrganismo de teste

Método CLSI:

1. Método de crescimento:

a. Selecione pelo menos 3-5 colénias isoladas
do mesmo tipo de morfologia da cultura de
agar. Toque na parte superior de cada
colénia com uma ansa e fransfira para
4-5 ml de um meio de caldo adequado,
como o Caldo Triptico de Soja (TSB)

b.  Incube a cultura do caldo a 35-37 °C até que
a turbidez seja igual ou superior a
0,5 McFarland ou equivalente.

c. Se necessario, ajuste a turbidez da
suspensdo com solugdo salina ou caldo
estéril para obter uma turbidez para atingir
um padrédo McFarland de 0,5. Este passo
pode ser realizado visualmente ou
utilizando um dispositivo fotométrico. Se
realizado visualmente, utilize luz adequada
para comparar a suspensdo com O
McFarland de 0,5 contra um cartdo com
fundo branco e linhas pretas contrastantes®.

2.  Método de coloénia direta: (Método de escolha para
estreptococos e estafilococos).

a. Prepare uma suspensdo direta do
microrganismo de teste em solugdo salina
ou caldo de uma cultura de 18-24 horas em
meio nao seletivo.

b. Ajuste a turbidez da suspensédo conforme
descrito em Método de crescimento.

3. Inocule as placas de agar no prazo de 15 minutos
apds a preparagéo da suspens&o do microrganismo.

4.  Mergulhe uma zaragatoa estéril na suspenséo. Rode
a zaragatoa contra a lateral do tubo acima do nivel do
fluido para remover o excesso de fluido.

5. Inocule a superficie em trés planos rodando a placa
aproximadamente 60 graus de cada vez.

6. Recoloque a tampa e deixe a placa descansar na
bancada por pelo menos 3 minutos, mas n&o mais que
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15 minutos para que o indculo seja absorvido antes de
aplicar os discos de sensibilidade antimicrobiana.

7. Aplique os discos individualmente ou utilizando um
dispensador de disco antimicrobiano. O disco n&o
deve estar a menos de 24 mm de centro a centro e
néo deve ser colocado muito perto da extremidade da
placa. Como alguns farmacos se difundem quase
instantaneamente, ndo reposicione um disco depois
de o mesmo entrar em contacto com a superficie do
agar. Bata os discos suavemente com agulha estéril
ou férceps para garantir o contacto completo com a
superficie do agar.

8. Inverta a placa e coloque na incubadora no prazo de
15 minutos apds a aplicagdo do disco.

a. Incube as placas de Agar Mueller-Hinton

com Sangue de Ovino aerobicamente a
35-37 °C durante 16-18 horas.
Nota: estafilococos e  enterococos
requerem uma incubagdo completa de
24 horas. Os estafilococos resistentes a
meticilina (MRS) podem néo ser detetados
em temperaturas de incubagdo acima de
35 °C.

b. Incube Streptococcus spp. em 5-7% de
CO2 a 35-37 °C durante 20-24 horas.

c. Consulte o documento M45 do CLSI para
obter os tempos de incubacgéo,
temperaturas e atmosferas para bactérias
exigentes ou isoladas com pouca
frequéncia™ .

Interpretacao

Apos 16-24 horas de incubagao a 35-37 °C, as S.
pneumoniae tipicamente exibem coldnias de 1-2 mm e
exibem a-hemdlise em agar sangue. As S. pneumoniae
também podem assemelhar-se a colonias de projeto com
um centro baixo e um rebordo elevado.

Controlo de qualidade

E da responsabilidade do utilizador realizar testes de
Controlo de qualidade levando em consideragdo a
utilizagéo prevista do meio e de acordo com quaisquer
regulamentos locais aplicaveis (frequéncia, numero de
estirpes, temperatura de incubagéo, etc.).

Condigdes de incubagédo: 18 + 2h a 36 £+ 1 °C numa
atmosfera de diéxido de carbono reforcada

Microrganismo Disco de Diametro da
antibiético Zona de
Inibigao (mm)
Streptococcus pne Eritromicina (E15) 26-32
umoniae Cefpodoxima 29-35
ATCC®49619 (CPD 10)
Ertapenem 28-34
(ETP 10)
Moxifloxacina 5 24-30
(MXF 5)
Haemophilus Eritromicina (E15) 10-16
A!?glée@ZZgé;%G Cefpodoxima 30-36
(CPD 10)
Moxifloxacina 5 30-36
(MXF 5)
Limitagoes

Os microrganismos com padrdes enzimaticos atipicos
podem dar lugar a reagdes anomalas em Agar Mueller-
Hinton com Sangue de Equideo.

Caracteristicas de desempenho

A preciséo foi demonstrada através da revisdo dos dados
de controlo de qualidade (CQ). A detegdo correta de
microrganismos exigentes é confirmada pela inclusdo de

Page 26 of 41



um isolado bem caracterizado nos processos de CQ
realizados como parte do fabrico de cada lote do
dispositivo. A precisao do Agar Mueller-Hinton com Sangue
de Equideo (PB5303A) foi demonstrada por uma taxa geral
de aprovagao de 99,7% obtida para o produto durante um
periodo de 11 anos (2010-2021; 3439 lotes) Isso mostra
que o desempenho é reproduzivel.

O desempenho é avaliado como o didametro da zona de
inibicdo medido no meio de teste utilizando discos de
sensibilidade antimicrobiana Thermo Scientific™ Oxoid™,
em comparagéo com os didmetros especificados no padrao
M100 do CLSI".

O in6culo é preparado a partir de culturas de trabalho,
diluido para obter os niveis de inéculo especificados e o
meio de teste é inoculado. Os discos de antibidticos sao
carregados na mesma ordem e concentracdes que
aparecem no plano de inspegdo para o meio. Apds a
incubagédo a 34-36 °C durante 16-20 horas em 4-6% de
CO2, o diametro da zona de inibigdo dos microrganismos
de teste € medido e os resultados e conclusdes podem ser
criados.
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Mueller Hinton Agar with Horse Blood
PB5303A

Utilizare prevazuta

Agarul Mueller-Hinton cu sange de cal este un agar pentru
testarea sensibilitatii la antimicrobiene, recomandat pentru
testarea prin difuziunea discurilor si testarea CMI a
microorganismelor pretentioase izolate din probele clinice.
Dispozitivul este exclusiv de uz profesional, nu este
automatizat si  nici nu constituie un diagnostic
complementar.

Rezumat si explicatie

Streptococii sunt coci gram-pozitivi care locuiesc intr-o
gama larga de nige ecologice, de la speciile nepatogene
utilizate in industria de fabricare a iaurtului, pana la membrii
comensali ai microbiomului oral al mamiferelor si agentii
patogeni umani invazivi'?3. Streptococii pot fi clasificati prin
serotipizare, pe baza compozitiei de carbohidrati a peretelui
celular, n grupurile Lancefield de la A la S si in streptococi
non-Lancefield."?3. Streptococii non-Lancefield nu pot fi
grupati dupa serotipizarea Lancefield si includ o gama larga
de specii nepatogene si patogene, dintre care S.
pneumoniae se considera a fi cel mai important agent
patogen uman'23,

O serie de orientari ale National Institute for Health and
Care Excellence (NICE) si Public Health England (PHE)
descriu S. pneumoniae ca una dintre principalele cauze ale
meningitei si infectiilor sdngelui, ambele fiind boli invazive
asociate cu o morbiditate si mortalitate ridicatz®*5678, S,
pneumoniae este un organism cu declarare obligatorie,
ceea ce inseamna ca infectiile cu acest agent patogen au
o semnificatie clinica atat de importanta incéat raportarea
diagnosticului acestor boli catre autoritatea
guvernamentala PHE este obligatorie*®. Statutul S.
pneumoniae de organism cu declarare obligatorie
evidentiaza importanta supravegherii infectiilor pentru a
identifica viitoarele focare de boalad si pentru a reduce
morbiditatea si mortalitatea potentiale®'".

Principiul metodei

Agarul Mueller-Hinton a fost criticat din cauza variatiilor de
performanta intre producétori si loturile de mediu. Aceste
efecte au fost prezentate ca:

(@) variatii ale concentratiei minime inhibitorii (CMI)
ale aminoglicozidelor fatd de Pseudomonas aeruginosa si
tetraciclinei fata de stafilococi. Acest lucru se poate datora
concentratiilor diferite ale cationilor divalenti de calciu si
magneziu;

(2) variatii ale continutului de timina si timidina, care
afecteaza valorile CMI ale sulfonamidei si trimetoprimului;
(3) diferente in caracteristicile agarului utilizat in
mediu, Tn special proprietétile de difuziune.

in lumina criticilor, Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI) (anterior NCCLS) a convocat producatorii interesati
pentru a discuta despre standardizarea si stabilizarea
agarului Mueller-Hinton. Au fost stabilite metode de control
prin care combinatiile critice antimicrobiene-organisme
trebuiau sa produca zone de inhibitie consecvente in limita
a doi mm fatd de diametrele specificate in standard.
Rezultatul acestui efort de cooperare este ca agarul
Mueller-Hinton este, in prezent, un mediu standard.
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Agarul Mueller-Hinton suplimentat este recomandat atat de
CLSI, cat si de European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) pentru testarea tulpinilor
nepretentioase. Sunt adaugate suplimente pentru a-l face
potrivit pentru tulpinile mai pretentioase.

Formula tipica

grame pe litru

Carne de vita, infuzie 300,0

deshidratata din

Hidrolizat de cazeina 17,5

Amidon 15

NAD 0,02

Agar 17,0

Sange de cal defibrinat 50,0 mi
Aspectul fizic

Culoare Signal red

Claritate Opac

Greutate continut 23,5+5%

pH 7,3+0,1

Materiale furnizate
PB5303A: 10 placi x 90 mm de agar Mueller Hinton cu
sange de cal

Fiecare placa in parte trebuie folosita o singura data.

Materiale necesare, dar nefurnizate
e  Anse deinoculare
. Tampoane
e  Recipiente de recoltare
. Incubatoare
e  Organisme de control al calitatii
Materiale optionale

e Discuri pentru testarea sensibilitéti la
antimicrobiene cu eritromicina (CT0020B)

e Discuri pentru testarea sensibilitéti la
antimicrobiene cu cefpodoxima (CT1612B)

. Discuri  pentru testarea  sensibilitéti la
antimicrobiene cu ertapenem (CT1761B)

. Discuri  pentru testarea  sensibilitéti la

antimicrobiene cu moxifloxacina (CT1633B)

Depozitare

. Depozitati produsul in ambalajul original,
la2—12 °C, pana la utilizare.

. Produsul poate fi utilizat pana la data de expirare
inscrisa pe eticheta.

e A se pastra departe de surse de lumina.

. Lasati produsul s& ajunga la temperatura
camerei inainte de utilizare.

e Nuincubati inainte de utilizare.

Avertismente si mijloace de precautie

e  Exclusiv pentru diagnosticarea in vitro.

. Exclusiv de uz profesional.

. Inspectati ambalajul produsului inainte de prima
utilizare.

. Nu utilizati produsul dacad ambalajul sau placile
sunt deteriorate vizibil.

e A nu se utiliza produsul dupa data de expirare
specificata.

e  Nu utilizati dispozitivul daca exista semne de
contaminare.

e Nu utilizati dispozitivul daca culoarea este
modificatd sau daca exista alte semne de
deteriorare.

. Este responsabilitatea fiecarui laborator sa
gestioneze deseurile produse, in functie de
natura si gradul de pericol, si de a le trata sau
elimina 1n conformitate cu reglementarile
aplicabile federale, statale silocale. Instructiunile
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trebuie citite si urmate cu atentie. Aceasta
include eliminarea reactivilor utilizati sau
neutilizati, precum si a oricarui alt material
contaminat de wunica folosinta, urmand
procedurile pentru produsele infectioase sau
potential infectioase.

Consultati Fisa cu date de securitate a materialelor (MSDS)

pentru manipularea si eliminarea in siguranta a produsului

(www.thermofisher.com).

Incidente grave

Orice incident grav survenit in legatura cu dispozitivul va fi
raportat producatorului si autoritati de reglementare
relevante a Statului Membru in care utilizatorul si/sau
pacientul Tsi are resedinta.

Recoltarea, manipularea si depozitarea

probelor
Probele trebuie recoltate si manipulate conform orientarilor
locale recomandate, de exemplu, standardul CLSI M100'°.

Procedura

Tnainte de utilizare, lasati pl&cile si discurile pentru testarea
sensibilitatii la antimicrobiene sa ajunga la temperatura
camerei. Suprafata agarului nu trebuie sa fie umeda in
exces fnainte de inoculare.

Inoculul poate fi preparat utilizand fie metoda cresterii, fie
metoda coloniei directe. Consultati documentele DIN/CLSI
corespunzatoare pentru orientarile specifice fiecarui
organism de testare.

Metoda CLSI:

1. Metoda cresterii:

a. Selectati cel putin 3 — 5 colonii izolate cu
acelasi tip de morfologie din cultura de agar.
Atingeti partea superioara a fiecarei colonii
cu o ansa si transferati in 4 — 5 ml dintr-un
mediu bulion adecvat, cum ar fi Bulionul de
triptona-soia (TSB)

b. Se incubeaza cultura cu bulion la
35 — 37 °C péna cand turbiditatea este
egala sau o depaseste pe cea de 0,5
McFarland sau echivalenta.

c. Daca este necesar, ajustati turbiditatea
suspensiei cu ser fiziologic steril sau bulion
pentru a obtine o turbiditate pentru a obtine
o turbiditate la un standard 0,5 McFarland.
Acest pas poate fi efectuat vizual sau
folosind un dispozitiv fotometric. Daca este
efectuat vizual, utilizati o lumina adecvata
pentru a compara suspensia cu 0,5
McFarland cu un card cu fundal alb si linii
negre contrastante®.

2. Metoda coloniei directe: (metoda preferatd pentru
streptococi si stafilococi).

a. Se prepara o suspensie directa din
organismului de testat in ser fiziologic sau
bulion dintr-o cultura de 18 — 24 de ore pe
medii neselective.

b. Ajustati turbiditatea suspensiei conform
descrierii din Metoda cresterii.

3. Inoculati placile de agar in cel mult 15 minute de la
prepararea suspensiei organismului.

4. Scufundati un tampon steril in suspensie. Rotiti
tamponul pe partea laterala a tubului, deasupra
nivelului lichidului, pentru a elimina excesul de lichid.

5. Inoculati suprafata in trei planuri rotind placa cu
aproximativ 60 de grade de fiecare data.

6. Puneti la loc capacul si lasati placa sa se stabilizeze
pe suprafata de lucru cel putin 3 minute, dar nu mai
mult de 15 minute, pentru ca inoculul sa fie absorbit
inainte de aplicarea discurilor pentru testarea
sensibilitatii la antimicrobiene.
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7. Aplicati discurile indiwdug sau folosind un dozator de
discuri pentru testarea sensibilitatii la antimicrobiene.
Discul nu trebuie sa fie mai aproape de 24 mm de la
un centru la altul si sa nu fie plasat prea aproape de

Deoarece unele medicamente

difuzeaza aproape instantaneu, nu repozitionati un

disc dupa ce acesta a intrat in contact cu suprafata
agarului. Atingeti usor discurile cu un ac steril sau cu

o penseta pentru a asigura contactul complet cu

8. Rasturnati placa si puneti-o in incubator in cel mult

15 minute de la aplicarea discului.

a. Incubati aerob placile de agar Mueller-

Hinton cu sange de oaie la 35 — 37 °C timp

de 16 — 18 ore.

Nota: Stafilococii si enterococii necesita o

incubatie completd de 24 de ore. Este

posibil ca stafilococii rezistenti la meticilina

(MRS) sa nu fie detectati la temperaturi de

incubatie mai mari de 35 °C.

b. Seincubeaza Streptococcus spp.in5—-7%
CO2la 35— 37 °C timp de 20 — 24 de ore.

c. Consultati documentul CLSI M45 pentru

temperaturile i

timpii de incubare,
atmosferele pentru bacterii pretentioase sau
izolate rar'®.

Interpretare

Dupa 16 — 24 ore de incubare la 35 - 37 °C, S.

pneumoniae prezinta, de obicei, colonii de 1 —2 mm si a-
hemoliza pe agar din sange. S. pneumoniae pot aparea si
sub forma de colonii rotunde (,draughtsman”), cu centrul

adancit si marginea ridicata.

Control de calitate

Este responsabilitatea utilizatorului sa efectueze teste de
control al calitatii tindnd cont de utilizarea prevazuta a
mediului si Tn conformitate cu orice reglementari locale
aplicabile (frecventa, numarul de tulpini, temperatura de

incubare etc.).

Conditii de incubatie:

18 £+ 2 ore la 36 £ 1 °C intr-o
atmosfera imbogatita cu dioxid de carbon

Microorganism Disc cu antibiotic Diametrul zonei
de inhibitie
(mm)
Streptococcus pne Eritromicina (E15) 26-32
umoniae Cefpodoxima 29-35
ATCC®49619 (CPD 10)
Ertapenem 28-34
(ETP 10)
Moxifloxacina 24-30
(MXF 5)
Haemophilus Eritromicina (E15) 10-16
e Cefpodoxima 30-36
(CPD 10)
Moxifloxacina 30-36
(MXF 5)
Limitari

Organismele cu modele enzimatice atipice pot avea reactii
anormale pe agarul Mueller-Hinton cu sange de cal.

Caracteristici de performanta
Acuratetea a fost demonstrata prin revizuirea datelor de
CC. Detectarea corecta a microorganismelor pretentioase

este confirmata de

includerea culturilor

izolate bine

caracterizate in procesele de CC, efectuata ca parte a
fabricarii fiecarui lot de dispozitive. Precizia agarului

Mueller-Hinton cu sange de cal

(PB5303A) a fost

demonstratd de o rata globala de promovare de 99,7%
obtinutd pentru produs pe o perioadd de 11 ani
(2010 — 2021; 3439 loturi). Aceasta arata ca performanta

este reproductibila.
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Performanta este evaluata ca diametru al zonei de inhibitie
masurat pe medil de testare folosind discuri pentru testarea
sensibilitatii la antimicrobiene Thermo Scientific™ Oxoid™,
comparativ cu diametrele specificate in standardul CLSI
M100'.

Inoculul se prepara din culturi de lucru, se dilueaza pentru
a obtine nivelurile specificate de inocul si se inoculeaza
mediul de testare. Discurile cu antibiotice sunt incarcate in
aceeasi ordine si concentratii cu care apar in planul de
inspectie pentru mediu. Dupa incubarea la 34 — 36 °C timp
de 16 — 20 ore in 4 — 6% CO2, se masoara diametrul zonei
de inhibitie a organismelor de testat si se pot formula
rezultatele si concluziile.
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documents/m100/.
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Mueller Hinton Agar with Horse Blood
PB5303A

Urcené pouzitie

Mueller-Hintonovej agar s konskou krvou je agar na
stanovenie antimikrobialnej citlivosti odporu¢any na
diskovu difaziu a testovanie minimalnej inhibi¢nej
koncentracie (MIC) u naroénym mikroorganizmov
izolovanych z klinickych vzoriek.

Pomdcka je uréena len na profesionalne pouzitie, nie je
automatizovana ani nie je sprievodnou diagnostikou.

Zhrnutie a vysvetlenie

Streptokoky su gram-pozitivne koky, ktoré sidlia v Sirokom
spektre ekologickych nik, od nepatogénnych druhov
pouzivanych v potravinarskom priemysle na vyrobu
jogurtov az po komenzalnych ¢&lenov mikrobiomu Ustnej
dutiny cicavcov a invazivne [udské patogény.'?®
Streptokoky mozno klasifikovat sérotypizaciou na zaklade
zloZenia sacharidov bunkovej steny na streptokoky patriace
do skupin A az S podla Lancefieldovej a streptokoky
nepatriace do skupin podfa Lancefieldovej."?3 Streptokoky
nepatriace do skupin podfa Lancefieldovej nemozno
zoskupit pomocou sérotypizacie podla Lancefieldovej
a zahfhaju Siroku Skalu nepatogénnych a patogénnych
druhov, pricom S. pneumoniae je povazovany za
najvyznamnejsi ludsky patogén.'?3

MnozZstvo usmerneni Narodného ustavu pre Kklinickd
excelenciu (NICE) a Uradu verejného zdravotnictva
v Anglicku (PHE) opisuje S. pneumoniae ako jednu
z hlavnych pri¢in meningitidy a infekcii krvného obehu,
invazivnych ochoreni spojenych s vysokou chorobnostou
a umrtnostou.®45678 S pneumoniae je organizmus
podliehajuci oznamovacej povinnosti, ¢o znamena, zZe
infekcia tymto patogénom ma taky klinicky vyznam, ze zo
zakona vyplyva povinnost hlasit diagnézu tychto choréb
vladnemu organu PHE.3® Status baktérie S. pneumoniae
ako organizmu podliehajuceho oznamovacej povinnosti
zdorazniuje dolezitost dohladu nad infekciami s ciefom
identifikovat prepuknutie choréb v buducnosti a znizit
potencialnu chorobnost a amrtnost.'®"!

Princip metédy

Mueller-Hintonovej agar bol kritizovany z dévodu rozdielov
vo vykonnosti medzi vyrobcami a Sarzami média. Tieto
Ucinky sa preukazali ako:

(1) Rozdiely minimalnej inhibiénej koncentracie
(MIC) u aminoglykozidov vo&i baktérii Pseudomonas
aeruginosa a u tetracyklinu voci stafylokokom. Mohlo to byt
spOsobené rozdielnymi koncentraciami dvojmocnych
kationov vapnika a horcika.

(2) Rozdiely v obsahu tyminu a tymidinu, ktoré
ovplyvAuju hodnoty MIC u sulfénamidu a trimetoprimu.
(3) Rozdiely v charakteristikach agaru pouzitého

v médiu, najma v difiznych vlastnostiach.

Z dévodu kritiky zvolal Ustav klinickych a laboratérnych
noriem (CLSI) (predtym NCCLS) zainteresovanych
vyrobcov, aby prediskutovali Standardizaciu a stabilizaciu
Mueller-Hintonovej agaru. Stanovili sa kontrolné metody, pri
ktorych kritické kombinacie antimikrobialnej latky/organizmu
museli poskytnut’ konzistentné zény inhibicie v rozmedzi
dvoch mm od priemerov Specifikovanych v norme.
Vysledkom tohto spoloéného Usilia je, Ze Mueller-Hintonove;j
agar je v su€asnosti Standardnym médiom.
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Doplneny Mueller-Hintonove? Ca:gar odporu€a Ustav
klinickych a laboratérnych noriem (CLSI) aj Eurdpsky vybor
pre testovanie antimikrobialnej citlivosti (EUCAST) na
testovanie nenaro¢nych kmerov. Doplnky sa pridavaju, aby
bol vhodny aj pre naroénejSie kmene.

Typické zlozenie

gramy na liter
Hovéadzia dehydratovana infuzia z 300,0
Hydrolyzat kazeinu 17,5
Skrob 15
NAD 0,02
Agar 17,0
Defibrinovana konska krv 50,0 ml

Fyzicky vzhlad
Farba Signalna ¢ervena
Priehladnost Nepriehladné
Hmotnost napine 23,5 +5%
pH 7,3 0,1

Dodavané materialy
PB5303A: 10 x 90 mm misky Mueller-Hintonovej agaru
s konskou krvou

Kazdu misku pouzite len jedenkrat.

Materialy pozadované, ale nedodavané
. Ockovacie slucky
. Tampony
. Zberné nadoby
. Inkubatory
. Organizmy kontroly kvality
Volitelné materialy
. Disky na testovanie antimikrobialnej citlivosti voci
erytromycinu (CT0020B),
. disky na testovanie antimikrobialnej citlivosti voci
cefpodoximu (CT1612B),
. disky na testovanie antimikrobialnej citlivosti voci
ertapenému (CT1761B),
. disky na testovanie antimikrobialnej citlivosti voci
moxifloxacinu (CT1633B).

Uchovavanie

. Produkt az do pouzitia uchovavajte v pévodnom
obale pri teplote 2 — 12 °C.

. Produkt sa méze pouzivat do datumu exspiracie
uvedeného na Stitku.

. Uchovavajte mimo svetla.

. Pred pouZitim nechajte produkt nahriat na izbovu
teplotu.

. Pred pouzitim neinkubuijte.

Varovania a bezpe¢nostné opatrenia

e Len nadiagnostické pouzitie in vitro.

. Len na profesionalne pouZitie.

. Pred prvym pouzitim skontrolujte obal produktu.

. Produkt nepouzivajte, ak su na obale alebo
miskach viditelné poSkodenia.

. Produkt nepouzivajte po uvedenom datume
exspiracie.

. Pomdcku nepouZivajte, ak su pritomné znamky
kontaminécie.

. Pomdcku nepouzivajte, ak sa zmenila farba
alebo ak existuju iné znamky poskodenia.

. Je  zodpovednostou kazdého laboratoria
nakladat s produkovanym odpadom v sulade
s jeho povahou a stupfiom nebezpelenstva
a umoznit spracovanie alebo zlikvidovanie
v sllade so vSetkymi platnymi federalnymi,
Statnymi a miestnymi predpismi. Starostlivo si
preCitajte a dodrziavajte pokyny. To zahffia
likvidaciu pouzitych alebo nepouzitych cinidiel,
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ako aj akéhokolvek iného kontaminovaného

materialu na jedno pouzitie podla postupov pre

infekéné alebo potencialne infekéné produkty.
Informacie o bezpe€nom zaobchadzani s produktom a jeho
likvidacii najdete v karte bezpe€nostnych Udajov materialu
(MSDS) (www.thermofisher.com).

Zavazné udalosti

Akakolvek zavazna udalost, ktora sa vyskytla v sivislosti
s pomdckou, sa musi oznamit vyrobcovi a prisluSnému
regulaénému organu, ku ktorému patri sidlo pouzivatela
alalebo pacienta.

Odber vzoriek, zaobchadzanie s nimi a ich

uchovavanie
Vzorky by sa mali odoberat a malo by sa s nimi
zaobchadzat podla miestnych odporu¢anych smernic, ako
napriklad normy M100 Ustavu klinickych a laboratérnych
noriem (CLSI)."°

Postup

Pred pouzitim nechajte misky a disky na testovanie
antimikrobialnej citlivosti ohriat' na izbovu teplotu. Povrch
agaru by pred o€kovanim nemal byt nadmerne vihky.
Inokulum sa méze pripravit pouzitim bud rastovej metody,
alebo metddy priamej kolénie. Pokyny Specifické pre kazdy
testovany organizmus najdete v prisluSnych dokumentoch
DIN/CLSI (Ustav klinickych a laboratérnych noriem).

Metéda CLSI (Ustav klinickych a laboratérnych noriem):

1. Rastova metdda:

a. Z agarovej kultry  vyberte  aspon
3 — 5 izolovanych kolonii rovnakého
morfologického typu. Dotknite sa hornej
Casti kazdej kolonie sluckou a preneste ju
do 4 — 5 ml vhodného bujénu, ako je
trypténovy soéjovy bujon (TSB).

b. Bujonovu kulturu inkubujte pri teplote
35 — 37 °C, kym sa zakal nerovna alebo

neprekroCi uroven 0,5 jednotiek
McFarlandovho Standardu alebo jeho
ekvivalentu.

c. Podla potreby upravte zakal suspenzie
steriinym fyziologickym roztokom alebo
bujonom, aby ste dosiahli zakal na drovni
0,5 jednotiek McFarlandovho Standardu.
Tento krok mozno vykonat vizualne alebo
pomocou fotometrickej pomécky. Ak ho
vykonavate vizualne, na porovnanie
suspenzie s McFarlandovym
Standardom 0,5 jednotiek na karte s bielym
pozadim a kontrastnymi Ciernymi Ciarami
pouzite primerané svetlo.®

2. Metéda priamej kolonie: (metdéda volby pre
streptokoky a stafylokoky).

a. Pripravte priamu suspenziu testovaného
organizmu vo fyziologickom roztoku alebo
bujéne z 18 — 24 hodinovej kultiry na
neselektivnom médiu.

b. Upravte zakal suspenzie, ako je opisané
v Casti Rastova metdda.

3. Misky s agarom naockujte do 15 minut od pripravy
suspenzie organizmov.

4. Do suspenzie ponorte steriiny tampoén. Otacajte
tampon na stene skumavky nad hladinou tekutiny, aby
ste odstranili prebyto€nu tekutinu.

5. Naockujte povrch v troch rovinach otoCenim misky
vzdy priblizne o 60 stuprov.

6. Nasadte vieCko a nechajte misku odpocivat na stole
aspon 3 minuty, ale nie dihSie ako 15 minut, aby sa
inokulum pred aplikaciou diskov na testovanie
antimikrobialnej citlivosti absorbovalo.

MBD_BT_IFU-0658
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7. Disky aplikujte jednotlivosalebo pomocou davkovaca
antimikrobialnych diskov. Disky by nemali byt blizSie
ako 24 mm od stredu k stredu disku a nemali by byt
umiestnené prili§ blizko okraja misky. KedZe niektoré
lieCivo difunduje takmer okamzite, po kontakte
s povrchom agaru disky nepremiestiiujte. Jemne
poklepte na disky sterilnou ihlou alebo klieStami, aby
ste zabezpecdili uplny kontakt s povrchom agaru.

8.  Misku prevratte a vlozte do inkubatora do 15 minut od
aplikacie disku.

a. Misky Mueller-Hintonovej agaru s ovéou
krvou inkubujte aerdbne pri teplote
35— 37 °C pocas 16 — 18 hodin.
Poznamka:  Stafylokoky  aenterokoky
vyzaduju inkubaciu po celych 24 hodin.
Meticilin-rezistentné stafylokoky (MRS) sa
priinkubacnych teplotach vyssich ako 35 °C
nemusia detegovat.

b. Druh  Streptococcus  spp. inkubujte
v5—7 % CO2 pri teplote 35 — 37 °C pocas
20 - 24 hodin.

c. Inkubaéné casy, teploty a atmosféry pre
narocné alebo zriedkavo izolované baktérie
najdete v dokumente CLSI M45 (Ustav
klinickych a laboratérnych noriem)."®

Interpretacia

Po 16 — 24 hodinach inkubacie pri teplote 35 — 37 °C
vykazuje baktéria S. pneumoniae na krvnom agare typicky
1 — 2 mm kolénie a a-hemolyzu. S. pneumoniae sa moze
prejavit aj ako ,kresliarske” kolénie s prehibenym stredom
a vyvysenym okrajom.

Kontrola kvality

Je zodpovednostou pouZivatela vykonat testovanie
kontroly kvality s ohfadom na zamyslané pouzitie média
a v sulade so vSetkymi miestnymi platnymi predpismi
(frekvencia, pocet kmeriov, inkubaéna teplota atd'.).

Podmienky inkubacie: 18 2 h pri teplote 36 +1 °C
v atmosfére obohatenej o oxid uhlicity

Mikroorganizmus Antibioticky disk Priemer zény
inhibicie (mm)
Streptococcus Erytromycin (E15) 26 - 32
pneumoniae Cefpodoxim 29-35
Cislo ATCC® (CPD 10)
49619 Ertapeném 28 -34
(ETP 10)
Moxifloxacin 24 -30
(MXF 5)
Haemophilus Erytromycin (E15) 10-16
wmﬂuenzae@ Cefpodoxim 30-36
Cislo ATCC
49766 (CPD 10)
Moxifloxacin 30-36
(MXF 5)

Obmedzenia

Organizmy s atypickymi enzymovymi vzorcami mézu na
Mueller-Hintonovej agare s konskou krvou spdsobit
abnormalne reakcie.

Charakteristika vykonu

Presnost bola preukazana preskiumanim udajov kontroly
kvality. Spravna detekcia naro€nych mikroorganizmov sa
overuje zahrnutim dobre charakterizovaného izolatu do
procesov kontroly kvality vykonavanych ako sucast vyroby
kazdej Sarze pomdcky. Presnost Mueller-Hintonovej agaru
s konskou krvou (PB5303A) bola preukazana celkovou
mierou Uspesnosti 99,7 % ziskanou pre produkt pocas 11-
ro€ného obdobia (2010 — 2021, 3 439 Sarzi). To dokazuje,
Ze je vykon reprodukovatelny.
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Vykon sa hodnoti ako priemer zoény inhibicie merany na
testovacom médiu s pouzitim diskov na testovanie
antimikrobialnej citlivosti Thermo Scientific™ Oxoid™
v porovnani so Specifikovanymi priemermi podla normy
CLSI M100 (Ustav klinickych a laboratérnych noriem).™

Inokulum sa pripravi z pracovnych kultur, zriedi sa, aby sa
ziskali Specifikované urovne inokula, a naockuje sa
testovacie médium. Antibiotické disky sa vkladaju
v rovhakom poradi a koncentraciach, ako su uvedené
v plane kontroly pre médium. Po inkubacii pri teplote
34 — 36 °C pocas 16 — 20 hodin v 4 — 6 % CO2 sa zmeria
priemer zény inhibicie testovanych organizmov a mozu sa
generovat vysledky a zavery.
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Standards for Microbiology Investigations.
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Standards for Microbiology Investigations.

5. National Institute for Health and Care
Excellence. 2019b. “Fever in under 5s:
Assessment and Initial Management.”
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Mueller Hinton Agar with Horse Blood
PB5303A

Uso previsto

El agar Mueller-Hinton con sangre de caballo es un agar
para susceptibilidad antimicrobiana recomendado para
realizar pruebas de difusion en disco y CIM sobre
microorganismos exigentes aislados a partir de muestras
clinicas.

El dispositivo es exclusivamente para uso profesional, no
esta automatizado y no es un diagndstico complementario.

Resumen y explicacion

Los estreptococos son cocos grampositivos que habitan en
una amplia gama de nichos ecolégicos, desde especies no
patégenas utilizadas en la industria de fabricacion de
yogures hasta miembros comensales del microbioma oral
de los mamiferos y patégenos humanos invasivos'?3, Es
posible clasificar  los estreptococos mediante
serotipificacion basada en la composicién de carbohidratos
de la pared celular en los grupos de Lancefield Aa S, y los
estreptococos que no son de Lancefield"?3. Los
estreptococos no Lancefield no se pueden agrupar
mediante la serotipificacién de Lancefield e incluyen una
amplia gama de especies patdgenas, entre las cuales se
considera S. pneumoniae como el patdbgeno mas relevante
para los humanos™"23,

Una serie de directrices del National Institute for Health and
Care Excellence (NICE) y Public Health England (PHE)
describen S. pneumoniae como una de las principales
causas de meningitis e infecciones del torrente sanguineo,
ambas enfermedades invasivas asociadas con una alta
morbilidad y mortalidad®*%®78, S. pneumoniae es un
organismo notificable, lo que significa que la infeccion con
este patdgeno tiene tal importancia clinica que la ley exige
informar del diagnostico de estas enfermedades a la
autoridad gubernamental PHE3®, El estatus de
S. pneumoniae como microorganismo notificable destaca
la importancia de la vigilancia de las infecciones para
identificar futuros brotes de enfermedades y reducir la
morbilidad y mortalidad potenciales'®"".

Principio del método

El agar Mueller-Hinton ha recibido criticas debido a la
variacion en el rendimiento entre distintos fabricantes
y lotes del medio. Estos efectos se mostraron de la forma
siguiente:

(1) Variaciones de la concentracion minima
inhibitoria (CMI) con aminoglucésidos frente
a Pseudomonas aeruginosa y tetraciclina frente
a Staphylococcus. Esto se puede deber a las distintas
concentraciones de los cationes divalentes de calcio
y magnesio.

(2) Variacion en el contenido de timina y timidina,
que afecta los valores de CMI de sulfonamida
y trimetoprima.

(3) Diferencias en las caracteristicas del agar
utilizado en el medio, especialmente las propiedades de
difusion.

A la luz de las criticas, el Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI) (anteriormente NCCLS) convocé a los
fabricantes interesados para hablar sobre la normalizacion
y estabilizaciéon del agar Mueller-Hinton. Se establecieron
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métodos de control mediante Ios cuales las combinaciones
criticas de antimicrobianos/organismos debian dar lugar
a zonas de inhibiciéon uniformes dentro de dos mm de los
diametros especificados en el estandar. El resultado de
este esfuerzo cooperativo es que ahora el agar Mueller-
Hinton es un medio estandar.

El CLSI y el Comité Europeo de Pruebas de Sensibilidad
a los Antimicrobianos (EUCAST) recomiendan el agar
Mueller-Hinton con suplementos para las pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana de cepas no exigentes. Se
afaden suplementos para que resulte adecuado para
cepas mas exigentes.

Foérmula tipica
gramos por litro

Res, infusion deshidratada de 300,0
Hidrolizado de caseina 17,5
Almidén 1,5
NAD 0,02
Agar 17,0
Sangre de caballo 50,0 ml
desfibrinada

Apariencia fisica

Color Rojo distintivo
Claridad Opaco
Pesoderelleno 23,5+ 5%

pH 7,301

Materiales suministrados
PB5303A: 10 placas de 90 mm de agar Mueller Hinton con
sangre de caballo

Cada placa es de un solo uso exclusivamente.

Materiales necesarios pero no suministrados
. Asas de inoculacion
. Hisopos
. Recipientes de recogida
. Incubadoras
. Organismos de control de calidad
Materiales opcionales
. Discos de prueba de  susceptibilidad
antimicrobiana a eritromicina (CT0020B)
. Discos de prueba de  susceptibilidad
antimicrobiana a cefpodoxima (CT1612B)
. Discos de prueba de  susceptibilidad
antimicrobiana a ertapenem (CT1761B)
. Discos de prueba de  susceptibilidad
antimicrobiana a moxifloxacino (CT1633B)

Almacenamiento

e  Almacenar el producto en su envase original
a 2 °C-12 °C hasta que se vaya a utilizar.

. El producto se puede utilizar hasta la fecha de
caducidad indicada en la etiqueta.

e Almacenar protegido de la luz.

. Deje que el producto se temple a temperatura
ambiente antes de usarlo.

. No incubar antes de usar.

Advertenmas y precauciones

Para uso diagndéstico in vitro exclusivamente.

. Para uso profesional exclusivamente.

. Inspeccionar el envase del producto antes del
primer uso.

. No utilizar el producto si hay dafios visibles en el
envase o las placas.

. No utilizar el producto mas alla de la fecha de
caducidad indicada.

. No utilizar el dispositivo si presenta signos de
contaminacion.
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e No utilizar el dispositivo si el color ha cambiado
o hay otros signos de deterioro.

. Es responsabilidad de cada laboratorio manejar
los residuos generados de acuerdo con su
naturaleza y grado de peligrosidad y tratarlos
o eliminarlos segun los reglamentos federales,
estatales y locales aplicables. Es necesario leer
las instrucciones y seguirlas atentamente. Esto
incluye la eliminacién de reactivos usados o sin
usar, asi como cualquier otro material
desechable contaminado segun los
procedimientos para productos infecciosos
o potencialmente infecciosos.

Consulte las instrucciones de manipulacion y eliminacion
segura del producto en la Hoja de datos de seguridad del
material (MSDS) (www.thermofisher.com).

Incidentes graves

Cualquier incidente grave que se produzca en relaciéon con
el producto se debe notificar al fabricante y a la autoridad
reguladora pertinente donde esté establecido el usuario
o el paciente.

Recogida, manipulacién y almacenamiento

de muestras

Es necesario recoger y manipular las muestras segun las
directrices locales recomendadas, como la norma CLSI
M100'°,

Procedimiento

Deje que las placas y los discos de susceptibilidad
antimicrobiana se templen a temperatura ambiente antes
de usarlos. La superficie del agar no debe tener exceso de
humedad antes de la inoculacion.

Es posible preparar el indculo utilizando el método de
crecimiento o el método de colonias directas. Consulte los
documentos DIN/CLSI correspondientes para conocer las
pautas especificas de cada organismo de prueba.

Método CLSI:

1. Método de crecimiento:

a. Seleccione al menos 3-5 colonias aisladas
del mismo tipo de morfologia del cultivo en
agar. Toque la parte superior de cada
colonia con un asa y transfiérala a 4-5 ml de
un medio de caldo adecuado, como caldo
de triptona de soja (TSB).

b. Incube el caldo de cultivo a 35-37 °C hasta
que la turbidez sea igual o superior
a 0,5 McFarland o equivalente.

c. Si es necesario, ajuste la turbidez de la
suspension con solucion salina estéril
o caldo para lograr la turbidez del estandar
de 0,5 McFarland. Este paso se puede
realizar visualmente o con un dispositivo
fotométrico. Si se realiza visualmente, use
la luz adecuada para comparar la
suspension con McFarland 0,5 contra una
tarjeta con un fondo blanco y lineas negras
a contraste®.

2. Método de colonia directa: (Método de eleccion para
estreptococos y estafilococos).

a. Prepare wuna suspensién directa del
organismo de prueba en solucién salina
o caldo de un cultivo de 18-24 horas en
medios no selectivos.

b.  Ajuste la turbidez de la suspensiéon como se
describe en Método de crecimiento.

3. Inocule las placas de agar dentro de los 15 minutos
siguientes a la preparacion de la suspension del
microorganismo.
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4. Sumerja un hisopo estéril en la suspension. Haga girar
el hisopo contra el costado del tubo por encima del
nivel del liquido para eliminar el exceso de liquido.

5. Inocule la superficie en tres planos girando la placa
aproximadamente 60 grados cada vez.

6. Vuelva a colocar la tapa y deje reposar la placa
encima de la mesa por lo menos 3 minutos, pero no
mas de 15 minutos, para que se absorba el inéculo
antes de aplicar los discos de susceptibilidad
antimicrobiana.

7. Aplique los discos individualmente o con un
dispensador de discos antimicrobianos. Los discos no
deben estar a menos de 24 mm de centro a centro
y no deben estar demasiado cerca del borde de la
placa. Debido a que algunos farmacos se difunden
casi instantaneamente, no corrija la ubicaciéon de un
disco una vez que haya entrado en contacto con la
superficie del agar. Golpee suavemente los discos
con una aguja o unas pinzas estériles para garantizar
el contacto completo con la superficie del agar.

8. Invierta la placa y coléquela en la incubadora dentro
de los 15 minutos posteriores a la aplicacion de los
discos.

a. Incube las placas de agar Mueller-Hinton
con sangre de oveja en condiciones
aerobicas a 35-37 °C durante 16-18 horas.
Nota: Los estafilococos y los enterococos
requieren una incubacion de 24 horas
completas. Los estafilococos resistentes
a la meticilina (MRS) pueden no ser
detectados a temperaturas de incubacion
superiores a 35 °C.

b. Incube las especies de Streptococcus en
CO2 al 57 % a 35-37 °C durante
20-24 horas.

c. Consulte el documento M45 del CLSI para
conocer los tiempos de incubacion, las
temperaturas y las atmoésferas para
bacterias exigentes o aisladas con poca
frecuencia'®.

Interpretacion

Después de 16-24 horas de incubacion a 35-37 °C,

S. pneumoniae suele presentar colonias de 1-2 mm con
hemodlisis a en agar sangre. S. pneumoniae también
puede aparecer en forma de colonias esbozadas con el
centro deprimido y el borde elevado.

Control de calidad

Es responsabilidad del usuario realizar las pruebas de control
de calidad teniendo en cuenta el uso previsto del medio y de
acuerdo con las normativas locales aplicables (frecuencia,
numero de cepas, temperatura de incubacion, etc.).

Condiciones de incubaciéon: 18 +2ha 36 °C+ 1 °C en una
atmosfera enriquecida en diéxido de carbono

Microorganismo | Disco antibiético | Diametro de la
zona de
inhibicién (mm)
Streptococcus Eritromicina (E15) 26-32
pneumoniae Cefpodoxima 29-35
ATCC®49619 (CPD 10)
Ertapenem 28-34
(ETP 10)
Moxifloxacina 24-30
(MXF5)
Haemophilus Eritromicina (E15) 10-16
A-;-'g’gnggaf% Cefpodoxima 30-36
(CPD 10)
Moxifloxacina 30-36
(MXF5)
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Limitaciones

Los organismos con patrones enzimaticos atipicos pueden
dar lugar a reacciones anémalas en agar Mueller-Hinton
con sangre de caballo.

Caracteristicas de rendimiento

Se ha demostrado la precisién mediante la revision de los
datos de control de calidad. La deteccion correcta de
microrganismos de cultivo exigente se confirma mediante
la inclusién de aislados bien caracterizados en los procesos
de control de calidad realizados como parte de la
fabricacion de cada lote del dispositivo. Se ha demostrado
la precision del agar Mueller-Hinton con sangre de caballo
(PB5303A) mediante una tasa general de correccion del
99,7 % obtenida con el producto durante un periodo de
11 afios (2010-2021; 3439 lotes). Esto demuestra que el
rendimiento es reproducible.

El rendimiento se evalia como el diametro de la zona de
inhibicién medido en el medio de prueba utilizando discos
de susceptibilidad antimicrobiana Thermo Scientific™
Oxoid™, en comparacion con los diametros especificados
en el estandar CLSI M100°,

El indculo se prepara a partir de cultivos de trabajo, se
diluye para obtener los niveles de in6culo especificados
y se inocula el medio de prueba. Los discos de antibiéticos
se cargan en el mismo orden y en las mismas
concentraciones que aparecen en el plan de inspeccién
del medio. Después de la incubacion a 34-36 °C durante
16-20 horas en CO2 al 4-6 %, se mide el diametro de la
zona de inhibicién de los microorganismos de prueba y se
pueden crear los resultados y las conclusiones.
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Mueller Hinton Agar with Horse Blood
PB5303A

Avsedd anvandning

Mueller-Hinton Agar with Horse Blood ar en antimikrobiell
mottaglighetsagar som rekommenderas for diskdiffusion
och MIC-testning for krdvande mikroorganismer isolerade
fran kliniska prover.

Produkten ar endast avsedd for professionellt bruk, ar inte
automatiserad och ar inte ett kompletterande
diagnostikverktyg.

Sammanfattning och forklaring

Streptokocker &r grampositiva kocker som lever i ett brett
spektrum av ekologiska nischer, fran icke-patogena arter
som anvands i yoghurttillverkningsindustrin, il
kommensala medlemmar av daggdjurets orala mikrobiom
och invasiva manskliga patogener."?3, Streptokocker kan
klassificeras genom serotypning baserad pa
cellvaggskolhydratsammansattning i Lancefield-grupperna
A till S, och icke-Lancefield-streptokockerna'?3. Icke-
Lancefield-streptokocker kan inte grupperas efter
Lancefield-serotypning och inkluderar ett brett spektrum av
icke-patogena och patogena arter, och S. pneumoniae
anses vara den viktigaste manskliga patogenen'23.

Ett antal riktlinjer fran National Institute for Health and Care
Excellence (NICE) och Public Health England (PHE)
beskriver S. pneumoniae som en av de framsta orsakerna
till hjarnhinneinflammation och blodomloppsinfektioner,
bada ar invasiva sjukdomar associerade med hog sjuklighet
och  dodlighet**%678 S pneumoniae  ar en
anmalningspliktig organism, vilket innebar att infektion med
denna patogen ar av sadan klinisk betydelse att det enligt
lag ar obligatoriskt att rapportera diagnos av de har
sjukdomarna till Folkhdlsomyndigheten®®. Status for S.
pneumoniae som anmalningspliktig organism betonar
vikten av infektionsdvervakning for att identifiera framtida
sjukdomsutbrott och minska potentiell sjuklighet och
dodlighet'.

Metodprinciper

Mueller-Hinton-agar har kritiserats pa grund av variationer i
prestanda mellan tillverkare och batcher. Effekterna
visades som:

(@) Variationer i minsta hamningskoncentration
(MIC) med aminoglykosider mot Pseudomonas aeruginosa
och tetracyklin mot stafylokocker. Det kan ha berott pa olika
koncentrationer av de tvavarda katjonerna av kalcium och
magnesium.

(2) Variation i tymin- och tymidinhalt som paverkar
MIC-vardena for sulfonamid och trimetoprim

(3) Skillnader i egenskaperna hos den agar som
anvands i mediet, speciellt diffusionsegenskaper

Mot bakgrund av kritiken kallade Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI) (tidigare NCCLS) samman
intresserade tillverkare for att diskutera standardisering och
stabilisering av  Mueller-Hinton-agar. Kontrollmetoder
etablerades dar kritiska antimikrobiella-
/organismkombinationer maste ge konsekventa
héamningszoner inom tvd mm fran de specificerade
diametrarna i standarden. Resultatet av det har samarbetet
ar att Mueller-Hinton-agar nu ar ett standardmedium.
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Mueller-Hinton-agar med tillskott rekommenderas bade av
CLSI och europeiska kommittén for resistensbestdamning
(EUCAST) for att testa icke-krdvande stammar. Tillskott
1aggs till for att géra den lamplig for mer krdvande stammar.

Typisk formel
gram per liter
Dehydrerad infusion fran notkott 300,0
Kaseinhydrolysat 17,5
Starkelse 1,5
NAD 0,02
Agar 17,0
Defibrinerat hastblod 50,0 ml

Fysiskt utseende

Farg Signalréd
Klarhet Ogenomskinlig
Fylinadsvikt 23,5+ 5%

pH 7,301

Bifogat material
PB5303A: 10 x 90 mm Mueller Hinton Agar with Horse
Blood-plattor

Varje platta far endast anvandas en gang.

Material som krdvs men inte tillhandahalls
. Inokuleringséglor
. Provpinnar
. Insamlingsbehallare
. Inkubatorer
e Organismer for kvalitetskontroll
Valfria material
. Erythromycin antimicrobial susceptibility discs

(CT0020B)

. Cefpodoxime antimicrobial susceptibility discs
(CT1612B)

. Ertapenem antimicrobial susceptibility discs
(CT1761B)

. Moxifloxacin antimicrobial susceptibility discs
(CT1633B)

Foérvaring

e  Forvara produkten i originalférpackningen vid
2-12 °C tills den ska anvandas.

. Produkten far anvandas fram il det
utgdngsdatum som anges pa etiketten.

. Forvaras morkt.

. Lat produkten uppna rumstemperatur fore
anvandning.

. Inkubera inte fére anvandning.

Varningar och forsiktighetsatgarder

. Endast for in vitro-diagnostik.

. Endast fér professionellt bruk.

. Inspektera produktens forpackning fore forsta
anvandningen.

. Anvand inte produkten om det finns synliga
skador pa forpackningen eller plattorna.

e Anvand inte produkten efter det angivna
utgangsdatumet.

e Anvand inte produkten om det finns tecken pa
kontaminering.

e Anvand inte produkten om fargen har andrats
eller om det finns andra tecken pa férsamring.

. Det ar varje laboratoriums ansvar att hantera
avfall som produceras i enlighet med avfallets typ
och riskgrad samt att behandla eller kassera det
i enlighet med eventuella nationella, statliga och
lokala tillampliga bestdammelser. Instruktioner
ska lasas och féljas noggrant. Det inkluderar
kassering av anvanda eller oanvanda reagens
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samt alla andra férorenade engangsmaterial i
enlighet med procedurer for smittsamma eller
potentiellt smittsamma produkter.
Se materialsdkerhetsdatabladet (MSDS) for saker
hantering och kassering av produkten
(www.thermofisher.com).

Allvarliga incidenter

Eventuella allvarliga incidenter som intraffar i samband med
anvandning av produkten ska rapporteras till tillverkaren
och relevant tillsynsmyndighet i det omrade dar anvandaren
och/eller patienten ar etablerad.

Insamling, hantering och forvaring av prover
Prover ska samlas in och hanteras i enlighet med lokala
foreskrifter, som CLSI-standarden M100°.

Forfarande

Lat plattor och antimikrobiella skivor fér mottaglighetstester
uppna rumstemperatur fére anvandning. Agarytan bor inte
ha dverskott av fukt fére inokulering.

Inokulat kan framstéllas med antingen tillvaxtmetoden eller
den direkta kolonimetoden. Se Ilampliga DIN-/CLSI-
dokument for specifika riktlinjer for varje testorganism

CLSI-metod:

1. Tillvaxtmetod:

a. Valj minst 3-5 isolerade kolonier av samma
morfologityp fran agarkulturen. Ro&r vid
toppen av varje koloni med en d&gla och
overfor till 4-5 ml av ett lampligt
buljongmedium, som Tryptic Soy Broth
(TSB)

b.  Inkubera buljongkulturen vid 35-37 °C tills
grumligheten &r lika med eller &verstiger
den for en 0,5 McFarland eller
motsvarande.

c. Vid behov, justera turbiditeten av
suspensionen med steril koksaltlésning eller
buljong for att uppna en turbiditet med en
0,5 McFarland-standard. Det har steget kan
utféras visuellt eller med hjalp av en
fotometrisk anordning. Om den utfors
visuellt ska tillrdckliga mangder ljus
anvandas for att jamféra suspensionen med
McFarland 0,5 mot ett kort med vit bakgrund
och kontrasterande svarta linjer®.

2. Direkt kolonimetod: (Standardmetod for streptokocker
och stafylokocker).

a. Bered en direkt suspension av
testorganismen i saltlésning eller buljong
fran en 18-24 timmars kultur pa icke-
selektivt medium.

b. Justera suspensionens turbiditet enligt
beskrivningen under Tillvéaxtmetod.

3. Inokulera agarplattor inom 15 minuter efter
beredningen av organismsuspensionen.

4. Sank ned en steril pinne i suspensionen. Vrid pinnen
mot sidan av roret ovanfor vatskenivan for att avlagsna
overflodig vatska.

5. Inokulera ytan i tre plan genom att rotera plattan cirka
60 grader varje gang.

6. Satt tillbaka locket och lat plattan vila pa banken i
minst tre minuter men inte langre an 15 minuter for att
inokulatet ska absorberas innan du applicerar de
antimikrobiella skivorna for mottaglighetstester.

7. Applicera skivorna en och en eller med hjalp av en
dispenser for antimikrobiella skivor. Skivan bor inte
vara narmare an 24 mm fran mittpunkterna och inte
placeras for nara plattans kant. Flytta inte en skiva nar
den har kommit i kontakt med agarytan eftersom vissa
lakemedel sprids nastan omedelbart. Knacka forsiktigt
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pa skivorna med en steril nal eller pincett for att
sakerstalla fullstdndig kontakt med agarytan.

8. Vand pa plattan och placera den i inkubatorn inom
15 minuter efter det att skivorna har applicerats.

a. Inkubera Mueller-Hinton Agar with Sheep
Blood-plattorna vid 35-37 °C under aeroba
férhallanden i 16—18 timmar.

Obs!: Stafylokocker och enterokocker

kraver inkubation i 24 timmar.
Meticillinresistenta  stafylokocker (MRS)
kanske inte detekteras vid

inkubationstemperaturer éver 35 °C.

b. Inkubera Streptococcus spp. i 5-7 % CO2
vid 35-37 °C under 20-24 timmar.

c. Se CLSI-dokument M45 for
inkubationstider, temperaturer och
atmosfarer for kravande eller sallan
isolerade bakterier'.

Tolkning

Efter 16—24 timmars inkubation vid 35-37 °C uppvisar S.
pneumoniae typiskt 1-2 mm kolonier och a-hemolys pa
blodagar. S. pneumoniae kan aven visas som runda
kolonier med nedséankt centrum och f6rhdjd kant.

Kvalitetskontroll

Det ar anvandarens ansvar att utféra
kvalitetskontrolltestning med hansyn till den avsedda
anvandningen av mediet och i enlighet med lokala
tildampliga bestdammelser (frekvens, antal stammar,
inkubationstemperatur osv.).

Inkubationsférhallanden: 18 £ 2 timmar vid 36 £ 1 °C i en
forstarkt koldioxidatmosfar

Mikroorganism Antibiotikaskiva Hamningszonens
diameter (mm)
Streptococcus pneu | _Erytromycin (E15) 26-32
moniae Cefpodoxim 29-35
ATCC®49619 (CPD 10)
Ertapenem 28-34
(ETP 10)
Moxifloxacin 24-30
(MXF 5)
Haemophilus Erytromycin (E15) 10-16
A}”gé%’}@‘zs Cefpodoxim 30-36
(CPD 10)
Moxifloxacin 30-36
(MXF 5)

Begransningar
Organismer med atypiska enzymmaonster kan ge avvikande
reaktioner pa Mueller-Hinton Agar with Horse Blood.

Prestandaegenskaper

Noggrannhet har visats genom granskning av
kvalitetskontrolldata. Korrekt detektion av kravande
mikroorganismer  bekraftas genom inkludering av
valkarakteriserade isolat i kvalitetskontrollsprocesserna
som utférs som en del av tillverkningen av varje batch av
produkten. Precisionen hos Mueller-Hinton-agar med
hastblod (PB5303A) pavisades med en total
godkannandefrekvens pa 99,7 % for produkten under 11
ars testning (2010-2021, 3 439 batcher). Resultaten visar
att produktens prestanda ar reproducerbar.

Prestanda bedéms som hamningszonens diameter matt pa
testmediet med Thermo Scientific™ Oxoid™ Antimicrobial
Susceptibility Discs jamfort med de specificerade
diametrarna i CLSI-standarden M100°.

Inokulatet framstalls fran arbetskulturer, spads for att
erhdlla de angivna inokulatnivderna och testmediet
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inokuleras. Antibiotikaskivor laddas i samma ordning och
koncentrationer som de visas i inspektionsplanen for
mediet. Efter inkubation vid 34-36 °C i 16-20 timmar i
46 % CO2 mats hamningszonens diameter for
testorganismerna och resultaten och slutsatserna kan
fardigstallas.

Innehaller tillrackligt
for <n> tester
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