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Ucel uréenia:

Skupina:

Princip:

Ocakavané vysledky:

ZloZenie
(v gramoch na liter média):

pH:

Farba:

Poskytovany material:

Pozadovany, ale neposkytovany
material:

Typy vzoriek:

TS-02016

Ndavod na pouzitie

Standardizované kultivaéné médium uréené na testovanie antimikrobidlnej
citlivosti  bakteridlnych  druhov  Haemophilusspp. difuznou diskovou
metédou,podla schvélenej normyM2 vydanej Uradom pre klinické a laboratérne
normy (CLSI).

HTMagar 2 je kvalitativna in vitro diagnostickd zdravotnicka pomocka, uréend
na pomoc pri lie¢be infekénych ochoreni. Len na profesionalne poutzitie.

Médium kultivacné tuhé — testy citlivosti

Médium HTM agar 2 obsahuje MuellerHintonagar doplneny o NAD (faktor V)
a hemin (faktor X), nevyhnutné rastové faktory pre Haemophilusinfluenzae,
a kvasni¢ny extrakt.Nizka koncentracia tyminu-tymidinu v tomto médiu ho
dokonale prispdsobuje na testovanie citlivosti rodu Haemophilus na trimethoprim-
sulfametoxazol. Hlavnou vyhodou pody HTM 2 v porovnani s pddou HTMje opticka
priehladnost umozZiujica merat priemery zon z dna misky podla Standardného
testovacieho postupu pre nendroc¢né organizmy na péde MuellerHintonagar.

Interpretacné kritéria pre testovanie citlivosti na antibiotikd si uvedené v
dokumente CLSI M100 (M2), ktory je sucastou dokumentuCLSI M2.

Namerany priemer vzniknutej inhibi¢nej zény na médiu sa vyhodnoti podla
interpretacnych kritérii pre priemer inhibi¢nych zén pre citlivé kmene. Vysledkom
je stanovenie citlivosti alebo rezistencie naockovaného kmena na prislusné
antibiotikum.Interpretacné kritérid pre testovanie citlivosti voci antibiotikdam su
uvedené v dokumente komisie CLSI M100 (M2), ktory je stucastou dokumentu
komisie CLSI M2, pripadne v internom usmerneni NRC pre sledovanie rezistencie
mikroorganizmov na antibiotikd pri UVZ SR v Bratislave.Médium vyhovuje
Standardom CLSI.

Hovadzi extrakt 2
Kysly hydrolyzat kazeinu 17,5
Skrob 1,5
Agar 17
Kvasnic¢ny extrakt 5
Hematin 0,015
Nikotinamidadenindinukleotid (NAD) 0,015

7,3 10,1

Svetla

HTM agar 2 — ready-to-use-medium, vyhotovenie a pocet kusov v zavislosti od
katalégového cisla (Pozrite Dostupné vyhotovenia).

Sterilné klucky, sterilné tampony, inkubator,MuellerHinton bujon resp. Fyziologicky
roztok,generator CO, atmosféry, C¢inidlo na rychly -laktamazovy
test,antimikrobialne papierové disky, davkovac diskov, meradlo na zény

Cistd kultdra izolovana z klinického materialu.
HTM agar 2 nie je uréeny na mikrobidlnu izolaciu priamo z klinickych vzoriek.

Na vyber vhodnych antimikrobidlnych latok, ktoré sa maju testovat, je potrebné
Gramovo farbenie a predbezna identifikaciabaktérii.
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1.Nechajte platne HTM 2 a disky vytemperovat na izbovu teplotu pred ich pouZitim.

2.Povrch agaru by mal byt pred pouzitim suchy. na povrchu agaru alebo vo vnutri
viecka by nemali byt viditelné Ziadne kvapky vody. V pripade potreby je mozné ich
susit bud' cez noc pri 20 aZz 25 °C alebo 15 minat pri 35 °C, s odstranenym vietkom
Petriho misky. Pozor nepresusit!

3.Inokulum pripravte z 24 hodinovej kultiry z Cokolddového agaru.

4.Je nutné vykonat rychly R-laktamazovy test pre rychlu detekciu kmeriov, ktoré su
rezistentné na penicilin, ampicilin alebo amoxicilin.

5.Pripravte si suspenziu testovaného organizmu v Zivnej pode MuellerHinton
bujén, alebo v 0,9% fyziologickom roztoku. TUto suspenziu je nutné upravit na zakal
s hodnotou 0,5 McFarlandovho Standardu s pouzitim fotometrického zariadenia.
Tato suspenzia bude obsahovat priblizne 1 — 4 x 108 Zivych zérodkov/ml. Pri
priprave tejto suspenzie davajte pozor, pretoZze vyssie koncentracie inokula mézu
viest k faloSne rezistentnym vysledkom u niektorych RB-laktdmovych antibiotik,
najma v pripadoch testovania kmenov H. influenzae produkujucich beta-laktamazu.

6.00 15 minut od Upravy zakalenia ponorte sterilny tampdén do riadne
rozpusteného inokula a niekolkokrat nim raznymi pohybmi otacajte proti hornej
vnutornej stene skimavky, aby sa vylicilo nadmerné mnozstvo tekutiny.

7.Na cely povrch agaruplatneHTM agar 2 trikrdt naockujte inokulumtampdnom
v troch smeroch zvierajucich uhol 60° a nasledne inokulum rozotrite po celej ploche
agaru. Nakoniec tampdnom obkruzte okraj agaru. Pri rozotierani sa tampdn nesmie
dotknut okraja platne, aby sa zniZila moZnost vzniku aerosélu.

8.Davkovac diskov pred pouZitim premiestnite do izbovej teploty. Disky priloZte
pomocou ddavkovacda diskov pevne na povrch naockovanej agarovej platne do 15
mindt od naocékovania. Disky musia byt v tesnom arovnomernom kontakte
s povrchom agaru a po aplikécii sa s nimi nesmie hybat, pretoZe pociatoéna difuzia
antimikrobidlnych latok z diskov je velmi rychla. Pocas aplikacie diskov dodrZujte
aseptické bezpecnostné opatrenia.

9.Na jednu misku poloZte maximalne 4 disky, azdroveri nie viac ako S3est
nasledujucich diskov: cefalosporiny tretej generacie (napr. cefotaxim, ceftazidim,
ceftriaxdn, ceftizoxim), aztreonam, imipenem alebo ciproflo)., aby sa zabranilo
prekryvaniu zén ainterferencii medzi antimikrobidlnymi latkami jednotlivych
diskov. Je to déleZité z dévodu spolahlivého merania priemerov inhibi¢nych zon.

10.0bratte Petriho misky, uistite sa, Ze disky nepadaju z povrchu média a vlozte do
inkubatora. Inkubujte do 15 minat od aplikacie disku. Ak si misky ponechané pri
izbovej teplote po priloZeni diskov dlhsie, preddifizia mézZe viest k chybne velkym
zénam inhibicie. Inkubujte za podmienok stanovenych v ¢asti Podmienky kultivacie
— 16 az 18 hodin pri teplote 35 °C v aerdbnej atmosfére s obohatenim o 5% oxid
uhlicity.

11. Naockujte misku s médiom HTM 2 agar kmerniom H. influenzae a inkubujte spolu
s miskami na testovanie citlivosti na antibiotikd na urcenie, ¢i médium podporuje
dostatocny rast.

Odcitanie a interpretacia vysledkov

Po 16 aZ 18 hodinach inkubéacie misky skontrolujte. Mal by byt pritomny suvisly rast
mikroorganizmov. Ak rastu iba izolované koldnie, nater bol prili$ slaby a test je

nutné opakovat.

Pomocou posuvného meradlaalebo $ablony pripravenej natento ucel zmerajte
priemer zon Uplnej inhibicie vratane priemeru disku so zaokrahlenim na najblizsi

Ver2_Rev4_Datum revizie: 22.05.2023 Strana2z7




Kat.cislo:
MKMO02016

HTM agar 2 c €
In vitro diagnosticka zdravotnicka pomécka

Len na profesiondlne pouZitie

Podmienky kultivacie:

Kontrola kvality:

cely milimeter. Meradlo pridrizte na zadnej casti obratenej miskynad Ciernym
svetlo neodrédZajicim pozadim a osvetlenim zhora.Za koncovy bod treba povaZovat
oblast, ktora pri zisteni volnym okom nevykazuje zjavny viditelhy rast. Nevsimajte
si mierny rast drobnych koldnii, ktoré mozete s tazkostami spozorovat pri okraji
inhibi¢nej zony.

Vypocet ainterpretacia vysledkov Interpretaciu vysledkov ziskanych pomocou
klinickych izolatovHaemophilus najdete v dokumente CLSI M100 (M2).

Vysledky méZu byt oznacené podla zistenych priemerov ako rezistentné, stredne
citlivé alebo citlivé v zavislosti od ziskanych priemerov zén inhibicie. Organizmy
s pozitivnym testom na produkciu beta-laktamazy je nutné povazovat za
rezistentné na ampicilin bez ohladu na ziskané priemery zén inhibicie. Je potrebné
poznamenat, Ze boli popisané kmene H. influenzae s chybajicou aktivitou RB-
laktamazy rezistentnej na ampicilin.

Pokial' teda priemer zdény inhibicie naznacuje rezistenciu na ampicilin, izolat je
nutné hlasit ako rezistentny na tento liek, aj ked bol B-laktamazovy . Kontrolné
kultdry je nutné zahrnuat pri kazdom vykonani testu citlivosti alebo v tyZdennych
intervaloch, pokial je moiné zdokumentovat uspokojivi Uéinnost v sulade so
Standardom CLSI Standard M2, ktory obsahuje tabulky (M100) so spravnymi
priemermi zén inhibicie.

K dokumentu CLSI M2 pravidelne vychadzaju informacné dodatky alebo revidované

verzie srevidovanymi tabulkami antibakteridlnych tercikov a interpretacnych
noriem. Pre stii¢asné odporucania je nutné pouzit najnovsie tabulky.

16 az 18 hodin pri 35 £ 2°C,v prostredi obohatenom o 5 % oxidu uhli¢itého.

Ocakavané vysledky rozsahov priemeru inhibi¢nych z6n kmenov kontroly kvality podla CLSI:

Kmen Antimikrobialna latka Rozsah (mm)

Haemophilusinfluenzae CCM 4456 Ampicilin (10 pg) 13-21
Ampicilin/sulbactam (10/10ug) 14-22
Chloramfenikol(30 ug) 31-40
Tetracyklin (30 ug) 14-22
Trimetoprim/sulfametoxazol SXT (1,25 ug/23,75 24-32
Hg

Enterococcusfaecalis CCM4224 Trimetoprim/sulfametoxazol(1,25 ug/23,75 ug) >20

Mikrobiologicky stav:

Dodatocna kontrola kvality
pouzivatelom:

Charakteristika vykonu:

TS-02016

Kultivaéné média spolo¢nosti MkB Test a.s. su naplnené asepticky (najprv prebehne
sterilizacia a aZz nasledné plnenie do obalov). Pri médidch pripravenych tymto
sposobom povoluje norma STN EN 12322, anasledne podla nej vypracovany
interny Standardny pracovny postup &4 nahodnotenie sterility, rozsah
kontamindcie < 5%.

Vsetky vyrobené Sarze produktu HTM agar 2 su uvolnené do predaja az po
vykonani kontroly kvality v akreditovanom laboratdriu, kde je overend zhoda
so Specifikaciami (vid' Charakteristika vykonu) a nasledne je vystaveny certifikat
kvality — Protokol o skuskach Zivnych pod.

Je v3ak zodpovednostou koncového pouZivatela vykonat test kontroly kvality v
stlade  splatnymi  predpismi, vsulade s akreditacnymi  poZiadavkami

a skdsenostami laboratdria. Odporic¢ané kmene su uvedené v Casti Kontrola
kvality.

Pred uvolnenim do predaja stihotové kultivacné média otestované pomocou testu
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Stabilita:
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antimikrobialnej citlivosti difiznou diskovou metédou.

Kontrola citlivosti je vykonana podla postupu CLSI s nasledujicimi kmernmi
a antimikrobidlnymi diskami:

HaemophilusinfluenzaeCCM 4456 ( (Ampicilin (10 pg), Ampicilin/sulbactam
(10/10ug), Chloramfenikol(30 ug), Tetracyklin (30 ug), Trimetoprim/sulfametoxazol
SXT (1,25 ug/23,75 ug))

EnterococcusfaecalisCCM4224 (Trimetoprim + sulfametoxazol(1,25 pg—23,75 ug),
Trimetoprim (5 ug))

Po inkubacii 16 az 18 hodin pri 35 + 2°C, v prostredi obohatenom 05 % oxidu
uhli¢itého sizmerané azaznamenané inhibi¢né zény a nasledne vyhodnotené v
ramci rozsahov kontroly kvality uvadzanych CLSI.

Pred uvolnenim do predaja su hotové kultivacné média a sucasne i dehydrovany
zaklad testované aj na produktivitu, ato kvantitativnou metddou, porovnanim
vysledkov s predtym schvalenou referencnou sarzou.

Produktivita (Pr) je testovana referencnymi kmenmi cielovych
mikroorganizmovHaemophilusinfluenzaeCCM 4456
a EnterococcusfaecalisCCM4224, s pouzitiminokula< 100 KTJ.

Ak ma kultivacné médium Pr = 0,7 (pomer poctu koldnii na testovanom médiu
a médiu referenénom) u cielovych mikroorganizmov, a namerané inhibi¢né zonysu
po kultivacii pri 35 £ 2°C pocas 16 az 18 hodin v prostredi obohatenom o 5 % oxidu
uhli¢itého vramci rozsahov kontroly kvality uvédzanych CLSI, produkt spiiia
deklarovany vykon.

e Na ziskanie interpretovatelnych vysledkov je nutné pouZit vidy Cisté, Cerstvé
kultdry. Pred pripravou testu citlivosti sa odporu¢a vykonat Gramovo
farbenie a predbeznu identifikaciu izolatu.

e  Vysledky méze ovplyvnit cely rad faktorov (velkost inokula, skladovanie
kultivatnych médii a diskov, nespravny objem/ vyska média, pH mimo
$pecifikacie, vlhkost, meranie zén, dizka inkubdcie, inkubatna atmosféra
atd.). Na zabezpecenie spolahlivych vysledkov je preto potrebné prisne
dodrziavat protokol.

e Nespravna koncentracia o¢kovacejinokula méze viest k chybnym vysledkom.
Ak je inokulum prili§ silné, inhibi¢né zény mdZu byt prili§ malé a naopak, ak je
inokulum prili$ slabé, mdZzu byt prili velké a tazko meratelné.

e Nevhodné uskladnenie antibiotickych diskov méZe spdsobit stratu Gc¢innosti
a nespravny vysledok testu rezistencie.

e U niektorych kombindcii organizmov a antibakteridlnych latok nemusi mat
z6na inhibicie ostro ohrani€eny okraj, ¢o mbZe viest knespravnej
interpretacii.

e Pokyny pre interpretaciu vysledkov ndjdete v odkazoch na literaturu.

e  C(itlivost organizmu na Specifické antibiotikum in vitro nemusi nevyhnutne
znamenat, Ze antibiotikum bude G¢inné in vivo

e  Toto kultivacné médium je urcené na pomoc pri liecbe infekénych ochoreni;
musi sa vykonat interpretacia vysledkov bertc do Uvahy klinickG anamnézu
pacienta, povod vzorky a vysledky inych diagnostickych testov.

Kultivaéné médium je pri dodrZani odporucanych skladovacich podmienok stabilné
3 mesiace odo dna vyroby.

Médium sa méze ockovat az do datumu exspiracie ainkubovat po odporucanu

dobu inkubdcie. Datum exspiracie je uvedeny na vyrobku, na Stitku vyrobku a vo
vystupnom certifikate vyrobku.

Po otvoreni originalneho obalu spotrebovat do 24 hod.
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Skladovanie:

Likvidacia:
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upozornenia

pri +2 az +8 °C, v tme, v origindlnom baleni.

Zabranit prehriatiu alebo premrznutiu vyrobku. Zmrazenie moze poskodit gélovu
konzistenciu tuhych médii a dlhodobejsie skladovanie pri vyssej ako odporucanej
teplote méZe znehodnotit zloZky kultivaéného média, ¢o ovplyvni vykon a stabilitu
média.

Zabranit extrémnym a/ alebo opakovanym vykyvom teploty, ¢o ma za nésledok
vznik priliSnej vihkosti v Petriho miskach.

Zabezpedit uloZenie a skladovanie v smere Sipky H na vonkajSom obale, v opacnom
pripade méZe nastat znehodnotenie vyrobku.

V pripade vystavenia kultivacnych médii umelému osvetleniu, sine¢nému Ziareniu
alebo UV Ziareniu pocas dlhdej doby, méZe sa zniZit ich vykonnost.

Pouzité a nepoufité, ¢i kontaminované produkty likvidovat ako NEBEZPECNY odpad
v zmysle platnych legislativnych predpisov a internych postupov.

HTM agar 2 je in vitro diagnosticka zdravotnicka pomdcka uréena na kvalitativnu
diagnostiku. Nie je automatizovana a nie je urcena na sprievodnu diagnostiku.

Len na profesiondlne pouZitie, ato primerane vyskolenym a kvalifikovanym
laboratérnym personalom, ktory dodrZiava schvalené preventivne opatrenia
pre biologické nebezpecenstvo a aseptické techniky prace.

Pri manipuldcii sovzorkami avyrobkami postupovat asepticky, za poufZitia
primeranych ochrannych prostriedkov vsulade suréenym uGcelom pouzitia.
Dodrziavat zasady bezpecnosti prace a hygieny.

V3etky vzorky a vyrobky po inokuldcii st povaZované za potencialne INFEKCNE.
Médium nie je klasifikované ako nebezpecné podla smernice (ES) ¢.1272/2008.

Médium mdZe obsahovat suroviny ZivodiSneho pévodu. Napriek ante a post
mortem kontrole zvierat pocas vyrobného a distribuénému cyklu surovin u vyrobcu
zékladu a aditiv, nie je mozné Uplne zarucit, Ze média neobsahuju Ziadny prenosny
patogén. Z tohto dévodu je potrebné zaobchadzat s produktami ako s potencialne
infekénymi a manipulovat s nimi podla Standardnych opatreni (zamedzit poZitiu,
vdychnutiu a kontaktu s pokoZzkou, o¢ami a sliznicami . atd’)

Kultivaéné média spolo¢nosti MkB Test a.s. sa nepovazuju za sterilny produkt, ale
za produkt s kontrolovanou biologickou kontamindciou v medziach urcenych
normou STN EN 12322 a $tandardnym pracovnym postupom (SPP) ¢.4.

IVD diagnosticka zdravotnicka pomdcka len na jedno poutzitie.

Akdkolvek zmena alebo Uprava odporucanych podmienok kultivacie, pracovného
postupu, typu vzoriek, poctu pouZiti Cipoctu testov, ako udava vyrobca moéze
ovplyvnit vykon tejto in vitro diagnostickej zdravotnickej pomécky.

NepouZivat vyrobky po uplynuti doby exspiracie.

Nepouzivat vyrobky, ktoré vykazuji zndmky mikrobidlnej kontaminacie, vysusenia,
mechanického poskodenia (poskodeny vrchny obal alebo ochranné foélie,

prasknutieatd), zmeny farby, nadbyto¢nu vihkost alebo preukazuji iné nedostatky.

Informacie pouzité vtomto dokumente boli definované podla nasich najlepsich
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Ce

Dostupné vyhotovenia:

vedomosti a schopnosti, a predstavuju navod na pouzitie produktu. Nami uvedené
informacie nezbavuju koncového pouzivatela zodpovednosti za kontrolu vhodnosti
produktu HTM agar 2 na zamyslany ucel. Vzdy musia byt sledované a dodrziavané
platné zakony, nariadenia a Standardné postupy pri manipulacii so vzorkami.

V pripade zistenia poskodenia, nezhody sdeklarovanym vykonom ainych
nedostatkov tejto in vitro diagnostickej zdravotnickej pomécky hlasit okamzite po
zisteni vyrobcovi na e-mailovi adresu obchod@mkbtest.sk. v pripade zavaznej
nehody spdsobenej poméckou, hlasit tuto udalost prislusnym organom a vyrobcovi
na vyssie uvedenu adresu.

Kat. ¢. Vyhotovenie Doplnujluce oznacenie Balenie
MKM02016-005 Petriho miska 90 mm, 18 ml (PM90) - 5ks
MKM 02016-010 Petriho miska 90 mm, 18 ml (PM90) - 10 ks
MKM 02016-020 Petriho miska 90 mm, 18 ml (PM90) - 20 ks
MKM 02016-120 Petriho miska 90 mm, 18 ml (PM90) - 120 ks

Pouzité symboly na vonkajSom obale:

REF| |[LOT IVD udl s C€ y
If,autalégové Cislo 3arze In vitro Vyrobca Datum Eurépska zhoda | Krehké,
Cislo diagnosticka trvanlivosti zaobchadzajte
pombcka opatrne
* i
Yo m @ juo]
Teplotny limit Obsah Pozri Névod Len na jedno Uchovavajte Jedineény Tymto smerom
postaduje na poufitie pouZitie mimo slneéného identjfikétor nahor
na <n> testov svetla pomacky
Pouzita literatdra: 1.Clinical  and LaboratoryStandardsinstitute ~ (CLSI,  formerly =~ NCCLS).
Approvedstandard: M2. Performancestandardsforantimicrobial disk

Vyrobca:

TS-02016

susceptibilitytests. CLSI, Wayne, PA, USA.Searchforlatestversion at www.clsi.org

2. Interné smernenie NRC pre sledovanie rezistencie mikroorganizmov
na antibiotika pri UVZ SR v Bratislave.

3. https://www.bd.com/resource.aspx?IDX=9194[03.11.2021]
4.https://legacy.bd.com/europe/regulatory/Assets/IFU/Difco_BBL/211438.pdf
[03.11.2021]

MkB Test a.s.

Rosina 169

013 22 Rosina
Slovenska republika
Tel: (+421) 41 500 3555
www.mkbtest.sk
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Revizie:
Verzia Revizia €. Zmena Datum
2 1 Kontrola pred hlasenim IVD ZP na SUKL 23.07.2018
2 Aktualizacia a doplnenie obsahu v stlade s IVDR 2017/746 03.11.2021
3. Doplnenie Charakteristiky vykonu 13.12.2021
Doplnenie Ucelu uréenia o informaciu HTM agar 2 je kvalitativna
in vitro diagnostickd zdravotnicka pomébcka,uréena len
na profesiondlne pouzitie.
4 Aktualizacia a doplnenie Udajov v Casti: 22.05.2023
Ucel uréenia,
Charakteristika vykonu
Bezpecnostné upozornenia a varovania
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