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MUELLER HINTON II AGAR + 5% HORSE BLOOD
+ 20mg/1 NAD (MH-F)

INSTRUKCJA UZYCIA GOTOWEGO PODLOZA NA PLYTCE

1. Przeznaczenie

Podloze Mueller Hinton II Agar + 5% Horse Blood + 20 mg/1 NAD jest podtozem przeznaczonym do oznaczania
lekowrazliwosci oraz wykrywania mechanizmdéw opornosci na antybiotyki metoda dyfuzyjno-krazkows u bakterii o wysokich
wymaganiach odzywczych izolowanych z materialéw klinicznych pochodzacych od czlowieka lub innych prébek.

Funkcja podtoza Mueller Hinton II Agar + 5% Horse Blood + 20 mg/l1 NAD jest wspomaganie diagnozy poprzez
okreslenie lekowrazliwosci na leki przeciwbakteryjne patogenéw wymagajacych izolowanych z prébek klinicznych
pochodzacych od czlowieka.

Badanie lekowrazliwosci drobnoustrojéw patogennych izolowanych z probek pochodzacych od czlowicka ma istotne
znaczenie dla podjecia wiasciwej terapii antybakteryjnej. Bakterie posiadaja naturalng wrazliwos$¢ lub opornosé na rézne
czynniki przeciwbakteryjne. Wraz z coraz powszechniejszym stosowaniem chemioterapeutykéw i antybiotykéw nabywaja
opornos¢ na ich dzialanie. Informacja o profilu lekowrazliwosci oraz wykrytych mechanizmach opornosci wyhodowanego
patogenu umozliwia lekarzowi podjecie wlasciwej decyzji dotyczacej wyboru odpowiedniej terapii przeciwbakteryjne;.
Podtoze Mueller Hinton IT Agar + 5% Horse Blood + 20 mg/1 NAD wykorzystywane jest do badania lekowrazliwo$ci bakterii
o wysokich wymaganiach odzywczych zgodnie z procedurami EUCAST, tj. Streptococcus spp. (w tym S. puenmoniae), Haemophilus
influenzae, Moraxella catarrbalis, Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni oraz Campylobacter coli, Pastenrella multocida, Corynebacterinm
Spp., Aerococcus sanguinicola oraz Campylobacter urinae, a takze Kingella kingae.

Nr kat.: Rodzaj podtoza: Opakowanie:

1370PD90 podloze state na plytce, gotowe do uzycia 1x10 szt (90 mm)

2. Zasada dziatania

W podtozu Mueller Hinton II Agar + 5% Horse Blood + 20 mg/1 NAD ekstrakt wotowy i pepton kazeinowy dostarczaja
azotu, mineraléw, witamin, wegla, aminokwasow i innych skladnikéw wspomagajacych wzrost bakterii. Skrobia kukurydziana
absorbuje toksyczne czynniki powstajace podczas wzrostu bakterii. Hydroliza skrobi kukurydzianej podczas sterylizacji
dostarcza niewielkich ilosci dekstrozy bedacej Zrédtem energii. Agar jest czynnikiem zestalajacym. Odwlékniona krew konska
i NAD umozliwiaja wzrost bakterii o wysokich wymaganiach odzywczych.

Pozywka Mueller Hinton II Agar + 5% Horse Blood + 20 mg/l NAD jest wykorzystywane do badania lekowrazliwosci
bakterii wymagajacych przy uzyciu metody dyfuzyjno-krazkowej standaryzowanej przez EUCAST.

Metoda dyfuzyjno-krazkowa jest metoda wykorzystujaca zjawisko powstawania w podlozu stalym gradientu stezeni leku
przeciwbakteryjnego w wyniku jego dyfuzji z krazka. Wskutek tego, wokol krazka nastgpuje zahamowanie wzrostu
drobnoustrojéw wysianych na podloze. Zmierzong $rednicg strefy zahamowanego wzrostu wyrazong w milimetrach,
poréwnuje si¢ z odpowiednia wartoscia graniczng okreslong w rekomendacjach EUCAST. W wyniku tego poréwnania,
klasyfikuje si¢ drobnoustr6j do odpowiedniej kategorii wrazliwosci na okreslony lek przeciwbakteryjny. W celu okreslenia
mechanizmu opornosci na podtozu uktada si¢ krazki bibutowe zawierajace odpowiednie antybiotyki o okreslonym stezeniu.
Wielkos¢ i ksztalt strefy zahamowania wzrostu woko! krazkéw pozwala na wykrycie odpowiedniego mechanizmu opornosci.

3. Skfad podtoza*

w g/1 wody destylowane;j: Suplementy/litr:

Pepton kazeinowy 17,5 g | krew koniska 50 ml
Skrobia kukurydziana 1,5 g | NAD 0.02¢
Ekstarkt wolowy 20¢g

Agar 170 ¢g

*Dostosowane i/lub uzupelnione zgodnie z wymaganiami, aby spetnic kryteria wydajnosci.
pH 7,3 £ 0,1 w temperaturze 25°C.
Wyglad podtoza - Podloze jednorodne, czerwone
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4. Przygotowanie pozywki
Pozywka jest gotowa do uzycia. Bezposrednio przed uzyciem pozywke nalezy doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;.
5. Wyposazenie wymagane, nie dostarczone

Wyposazenie i odczynniki niezbedne do wykonania badania (np. sol fizjologiczna, wymazdéwki, krazki nasaczone
antybiotykami) oraz sprzet mikrobiologiczny ogélnolaboratoryjny, w tym densytometr bakteriologiczny lub wzorzec gestosci,
cieplarka laboratoryjna z mozliwoscia wzbogacenia atmosfery w CO» oraz linijka lub suwmiarka lub inne urzadzenie do
pomiaru wielkosci stref zahamowania wzrostu.

6. Srodki ostroznosci

e Produkt przeznaczony wylacznie do uzytku profesjonalnego.

e Produkt niezautomatyzowany.

e Podloze zawiera skladniki pochodzenia zwierz¢cego, co moze wigzaé si¢ z obecnoscia biologicznych czynnikéw
chorobotworczych, dlatego z podlozem nalezy postgpowaé zgodnie z zasadami pracy z materialem biologicznym
potencjalnie zakaznym.

e Nie nalezy uzywac plytek, jezeli na podlozu sq widoczne oznaki skazenia mikrobiologicznego, odbarwienia, wyschnigcia,
peknigcia lub inne oznaki pogorszenia jakoci.

e Nie uzywaé plytek uszkodzonych.

e Nie uzywaé plytek zhemolizowanych.

e Nie uzywac plytek po terminie waznosci.

e Nie dopuszcza si¢ ponownej inkubacji wezesniej posianych plytek.

e W celu zapewnienia poprawnych wynikéw, nalezy postepowac zgodnie z aktualnymi procedurami EUCAST.

e W przypadku , gdy postgpowanie z pozywka podczas wykonywania badania bedzie odbiegalo od opisanego w niniejsze;.
instrukcji, laboratorium jest zobowiazane do przeprowadzenia walidacji przyjetego postepowania.

7. Przechowywanie

Plytki z podtozem nalezy przechowywaé w temperaturze 2—12°C do uplywu terminu waznosci. Podloza przechowywac
w oryginalnym opakowaniu w pozycji odwréconej, z dala od bezposredniego Zzrédta §wiatta. Aby uniknaé zamrozenia agaru,
nie nalezy przechowywac plytek blisko $cian lodéwki. Aby uniknaé pojawienia si¢ wigkszej ilosci wody na wieczku plytki nie
nalezy otwiera¢ zbyt czesto lodowki i nie przechowywaé podtozy w przepetnionej lodéwee.

8. Termin waznosci

Podloze przechowywane w temperaturze 2—12°C zachowuje swoje wlasciwosci do 45 dni od daty produkeji.

9. Materiat do badan

Materiatem do badan sa czyste, $wieze po calonocnej hodowli (ok. 16-24 godziny) hodowle szczepéw bakterii wymagajacych
wyizolowane z prébek klinicznych pochodzacych od cztowieka, lub innych prébek posianych na nieselektywne podtoza stale.

10. Sposo6b wykonania

Uwaga 1:

W celu zapewnienia poprawnych, wiarygodnych wynikéw badania lekowrazliwosci bakterii, nalezy $cisle przestrzegac
aktualnych procedur i wytycznych EUCAST dotyczacych doboru srodkéw przeciwbakteryjnych i wykonania badania
lekowrazliwosci metoda dyfuzyjno-krazkows, .

Uwaga 2:
Kontrole jako$ci metody dyfuzyjno-krazkowej nalezy wykonywac zgodnie z aktualnymi procedurami EUCAST.

10.1. Przed uzyciem podtoze nalezy doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;.

10.2 Przygotowac zawiesing badanego szczepu o gestosci 0,5 w skali McFarlanda, zawieszajac kolonie szczepu w roztworze
soli fizjologicznej. Kolonie pobra¢ sterylng ezg lub wymazowka z podloza nieselektywnego, po 16-24 godzinnej hodowli.
Nalezy wybra¢ kilka podobnych morfologicznie kolonii. Gesto§¢ inokulum ustalic przy uzyciu densytometru
bakteriologicznego. Gesto$¢ zawiesiny mozna takze ustalié poprzez makroskopowe poréwnanie gestosci zawiesiny
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szczepu badanego ze wzorcem gestosci o stezeniu 0,5 McFarlanda. W tym przypadku, zmetnienie zawiesiny szczepu
badanego do wzorca gestosci nalezy poréwnywac na bialym tle w czarne paski.

Uwagal!
Przygotowang zawiesing szczepu badanego nalezy uzy¢ w ciagu 15 minut, jednak nie pdzniej niz w ciagu 60 minut od
przygotowania.

10.3. Zanurzy¢ sterylng bawelniang wymazoéwke w przygotowanej zawiesinie szczepu badanego. W przypadku bakterii Gram-
ujemnych, w celu uniknig¢cia nadmiernej inokulacji nalezy usuna¢ nadmiar zawiesiny z wymazowki przez odcisnigcie jej o
wnetrze probéwki, W przypadku bakterii Gram-dodatnich nie ma potrzeby odciskania wymazoéwki o wnetrze probéwki.
Podloza mogg by¢ inokulowane manualnie lub z uzyciem automatycznego inokulatora. Zawiesing rozprowadzi¢ na calej
powierzchni agaru réwnomiernie, upewniajac si¢, ze pomiedzy poszczegdlnymi pasmami nie ma przerw, co jest
szczegdlnie wazne w przypadku bakterii Gram-dodatnich.

10.4 Natozy¢ krazki z antybiotykami na powierzchni¢ agaru. Krazki nalezy naklada¢ na pozywke w ciagu 15 minut od jej
inokulacji. Krazki lekko docisnaé, gdyz powinny catkowicie przylega¢ do powierzchni agaru. Po nalozeniu, krazki nie
mogga by¢ przesuwane, ze wzgledu na szybka dyfuzje antybiotyku z krazka do podloza. Liczba krazkéw na plytce powinna
by¢ ograniczona, tak aby powstajace strefy zahamowania wzrostu nie zachodzily na siebie, a poszczegélne antybiotyki nie
oddzialywaly wzajemnie na siebie. Na plytke o $rednicy 90 mm naktada si¢ maksymalnie 6 krazkéw z antybiotykiem.

10.5. Posiane plytki inkubowaé zgodnie z wytycznymi EUCAST w zaleznosci od badanego mikroorganizmu (czas,
temperatura inkubacji oraz zawartosé CO»). Plytki nalezy odwréci¢ podlozem do gory, upewniajac si¢ przy tym, ze krazki
nie spadly z powierzchni agaru. Inkubacja plytek powinna rozpoczaé si¢ w ciagu 15 minut od natozenia krazkow. Plytek
nie nalezy inkubowa¢ dluzej niz jest to wymagane.

11. Odczyt i interpretacja wynikéw badania lekowrazliwos$ci

Po zakoniczeniu wymaganego okresu inkubacji przy uzyciu linijki, suwmiarki lub innego odpowiedniego urzadzenia, dokona¢
pomiaru wielkosci stref zahamowania wzrostu zgodnie z aktualnymi wytycznymi EUCAST. Zapisa¢ zmierzone z doktadnoscia
do petnego milimetra strefy zahamowania wzrostu, a nastepnie otrzymane wyniki pomiaru wielkosci stref zahamowania
wzrostu interpretowac w oparciu o aktualne wytyczne EUCAST do odpowiednich kategorii wrazliwosci.

12. Kontrola jakosci
Wihasciwosci odzyweze podloza nalezy kontrolowad z uzyciem szczepéw odniesienia dajacych oczekiwane reakcje dodatnie.

Badanie nalezy wykonywaé uzywajac czystych, $wiezych hodowli szczepéw odniesienia dajacych pozadane reakcje. Do
przeprowadzenia kontroli jakosci podloza, nalezy uzy¢ nastepujacych szczepdw odniesienia:

Szczep odniesienia: Morfologia kolonii Intensywnos$¢ wzrostu:

Streptococens pnenmoniae ATCC 49619 Drobne, catobrzegie, hemoliza typu a dobry wzrost

Kolonie szare, male calobrzegie, plaskie,

Heamophilus influenzae ATCC 49766 brak hemolizy

dobry wzrost

Dopuszcza si¢ stosowanie innych szczepéw odniesienia zapewniajacych spdjno$¢ pomiarows, zgodnie z procedurami
i instrukcjami kontroli jakosci obowiazujacymi w laboratorium. Procedury kontroli jakosci powinny spetniaé wymagania
obowiazujacych przepiséw oraz odpowiednich wytycznych/rekomendacii.

13. Ograniczenia metody

e  Liczne czynniki moga wplywaé na poprawnos¢ wielkosci stref zahamowania wzrostu i wyniki badania lekowrazliwosci.
Sa to gesto$¢ zawiesiny bakteryjnej, intensywno$¢ wzrostu, sklad podtoza i jego pH, czas i §rodowisko inkubacji,
zawarto$¢ leku w krazku i szybko$¢ jego dyfuzji do agaru, sposéb wykonania badania, sposéb pomiaru strefy
zahamowania wzrostu.

e Grubos¢ agaru wigksza niz 4 mm moze spowodowac uzyskanie fatszywych wynikéw opornosci.

e Grubos¢ agaru mniejsza niz 4 mm moze spowodowaé uzyskanie fatszywych wynikéw wrazliwosci.

e Wartos¢ pH poza zakresem 7,3 £ 0,1 moze niekorzystnie wplywac na wyniki testu wrazliwosci. Jesli pH jest zbyt niskie,
aminoglikozydy i makrolidy moga straci¢ swoje wlasciwosci, za$ inne $rodki przeciwustrojowe moga wykazywac
nadmierng aktywnos¢. Jesli pH jest zbyt wysokie, mozna zaobserwowa¢ odwrotne zjawisko.

e Badanie lekowrazliwosci metoda dyfuzyjno-krazkowa nalezy wykonywac wylacznie przy uzyciu swiezych, czystych
hodowli bakteryjnych.
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e Zbyt duza gesto$¢ inokulum moze powodowaé zmniejszenie strefy zahamowania wzrostu, a zbyt mata zwigkszenie stref
zahamowania wzrostu i trudnoéci w ich pomiarze.

e  Pozostawienie inokulowanych plytek przed nalozeniem krazkéw na dluzej w temperaturze pokojowej, moze
spowodowac namnazanie si¢ drobnoustrojow, czego skutkiem bedzie zmniejszenie rednicy stref zahamowania wzrostu.
Dlatego tez, istotne jest przestrzeganie zasady 15-15-15: zawiesing nalezy zuzy¢ w ciagu 15 minut od przygotowania,
krazki nalozy¢ w ciagu 15 minut od inokulacji plytki, a inkubacje plytek rozpoczaé w ciagu 15 minut od nalozenia
krazkow.

e  Niewlasciwe przechowywanie krazkéw antybiotykowych moze wplywac na stabilno$¢ antybiotykéw w nich zawartych,
co moze powodowac¢ zmniejszenie §rednicy stref zahamowania wzrostu i jest czestym zréodiem bledow interpretacyjnych.

e Istotnym czynnikiem majacym wplyw na wynik badania jest ukladanie stoséw plytek w cieplarce z powodu ich
nieréwnomiernego ogrzewania. Zaleca si¢ maksymalng liczbe plytek w stosie réwna 5.

e Nadmierne obkurczenie si¢ podloza na skutek nieprawidlowe przechowywania moze prowadzi¢ do uzyskania falszywych
wynikéw wskazujacych na wystepowanie wrazliwosci.

14. Charakterystyka metody

Standaryzacje metody okreslania lekowrazliwosci rozpoczeto w latach 60-tych XX wieku. Kirby i Bauer zaproponowali
procedure, w ktorej wykorzystali podloze Muller-Hinton. Na podlozu stosowano krazki o stalym okreslonym stezeniu
antybiotyku, za$ wskaznikiem opornosci i wrazliwosci na dany lek byla wielko$¢ strefy zahamowania wzrostu wokol krazkow.
Liczne badania przeprowadzone w kolejnych latach zaréwno przez EUCAST wykazaly przydatnosé tego podtoza do badania
lekowrazliwosci na podlozach statych. Do standaryzacji badania przyczynila si¢ standaryzowana produkcja pozywek sypkich,
w ktérych zapewniona jest niska zawarto$¢ tyminy i tymidyny oraz kontrolowana.

W przypadku koniecznosci wykonania badania lekowrazliwosci drobnoustrojow wymagajacych pozywka Muller-Hinton jest
suplementowana mechanicznie odwlékniona krwia korniska (kofcowe stezenie w pozywce 5%) oraz NAD (dinukleotyd
nikotynoamidoadeninowy, kodAcowe stezenie w pozywce 20mg/l) zgodnie z wymaganiami EUCAST. Ze wzgledu na
standaryzacje sposobu wykonia, metoda dyfuzyjno-krazkowa jest najpowszechniej wykorzystywana metoda okreslania
wrazliwo$ci bakterii na §rodki przeciwbakteryjne w medycznych laboratoriach diagnostycznych.

15. Postgpowanie ze zuzytymi podfozami

Podloza po badaniach oraz niezuzyte podloza nalezy utylizowac zgodnie z aktualnie obowiazujacymi przepisami dotyczacymi
postgpowania z odpadami medycznymi oraz procedurami laboratorium odnosnie utylizacji materialéw zakaznych
i potencjalnie zakaznych.

16. Zgtaszanie zdarzen niepozadanych

Zgodnie z obowigzujacymi przepisami, zdarzenia niepozadane i incydenty, ktére mozna bezposrednio powigzac z opisywanym
podlozem, nalezy zglaszaé producentowi oraz Prezesowi Urzedu Rejestracji Produktéw Leczniczych, Wyrobéw Medycznych
i Produktéw Biobdjczych na adres:

Urzad Rejestracji Produktow Leczniczych, Wyrobow Medycznych i Produktéw Biobdjczych
Al Jerozolimskie 181C, 02-222 Warszawa;

Telefon: 48 22 492-11-00

Fax: 48 22 492-11-09
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SYMBOL NAZWA SYMBOLU OPIS NR REF.
Oznacza wytworce wyrobu medycznego zgodnie z definicja
“ Wytworca zawatta w dyrektywach unijnych 90/385/EWG, 511
93/42/EWG oraz 98/79/WE. o
ﬁl Data produkeji Oznacza dat¢ produkcji wyrobu medycznego. 5.1.3
Numer kataloeowy Oznacza numer produktu w katalogu producenta
" sOWY pozwalajacy zidentyfikowaé wyréb medyczny. 5.1.6
Oznacza nadany przez producenta numer partii pozwalajacy
LOT Numer serii / kod partii zidentyfikowac parti¢ produktéw, do ktérej nalezy wyr6b 515
medyczny. o
IVD Wyréb do diagnostyki in vitro | Oznacza wyréb medyczny przeznaczony do diagnostyki in 551
vitro o
Oznacza wyréb medyczny przeznaczony do jednokrotnego
® Nie uzywaé powtornie uzytku lub do uzytku podczas leczenia jednego pacjenta 540
w ramach jednej procedury medycznej. o
Wystarczy na wykonanic <n> Oznacza rladax}ac przez producenta warto$¢ na ile testow
testow wystarczy wyrdb. 5.5.5
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pochodzenia zwierzecego

zwierzecego.

Data przydatnosci do uzycia | Oznacza date, po ktérej wyréb medyczny nie powinien by¢ 514
uzywany.
Wskazuje maksymalna i minimalna wartos¢ temperatury, w
Przestrzegaé zakresu ktérej nalezy przechowywad, transportowac lub uzytkowac 537
temperatury przedmiot. o
Oznaczenie CE na produkcie stanowi deklaracje
Symbol bezpicczedistwa producer}ta ponlerdza]qc?L zgodn(?sc Produktu . )
(Zgodnosé z wymogami UE) z zasadniczymi wymogami odpowiednich przepiséw Unii od
& Wymos Europejskiej dotyczacych zdrowia, bezpieczenstwa '
i ochrony $rodowiska.
. o Oznacza konieczno$¢ zapoznania si¢ z instrukcja
Sprawdz w instrukcji uzycia . .
uzytkowania 543
Sterylizpwapy aseptyczny@i Wskazuje wyréb medyczny, ktéry zostal wytworzony za
technikami przetwarzania pomocg zaakceptowanych technik aseptycznych. 522
Nie wiywaé w przypadku anacza Wrgb medyczr.ly, ktory nie powinien byé
. uzywany, jesli opakowanie zostato uszkodzone lub otwarte. 5.2.8
uszkodzonego opakowania
. o Oznacza wyréb medyczny zawierajacy material biologiczny
Zawiera material biologiczny tj. tkanki, komorki lub ich pochodne pochodzenia 5.4.8

lGraso

Graso Zenon Sobiecki
Krag 4A; 83-200 Starogard Gdariski

www.grasobiotech.pl
tel. + 48 (58) 562 30 21

Oddzial produkcyjny
Lesna 1, Owidz
83-211 Jabtowo

w (€

MUELLER HINTON Il AGAR +5% HORSE BLOOD + 20mg/| NAD (MH-F)
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