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Mueller Hinton agar s konskou krvou a B-NAD

In vitro diagnostickd zdravotnicka pomocka c €
Len na profesiondlne pouZzitie

Ucel uréenia:

Alternativny nazov:
Skupina:
Princip:

Ocakavané vysledky:

ZloZenie
(v g na liter média):

pH:
Farba:

Poskytovany material:

PoZadovany, ale neposkytovany
material:

Typy vzoriek:

TS-02031

Navod na poutzitie

Kultivacné médium urcené na testovanie antimikrobialnej citlivosti Haemophilus
spp., Streptococcus spp. a dalSich rastovo naro¢nych mikroorganizmov z klinickych
vzoriek difiznou diskovou metédou.

Mueller Hinton agar s konskou krvou a B-NAD je kvalitativna in vitro diagnosticka
zdravotnicka pomocka, uréend napomoc pri liecbe infekénych ochoreni. Len
na profesionalne pouZitie.

Mueller Hinton agar s konskou krvou
Médium kultivaéné tuhé — testy citlivosti

Mueller Hinton agar s konskou krvou a B-NAD je neselektivne a nediferencidlne
kultivatné médium. Tvori ho Mueller Hinton agar, ktory je obohateny pridavkom
konskej krvi a B-NAD. Defibrinovana konska krv a B-NAD umoziuju rast narocnych
baktérii s minimalnym zasahom do vysledkov testov citlivosti na antimikrobialne
latky. Médium odporica a standardizuje EUCAST pre testovanie narocnych
organizmov, ako suU Streptococcus pneumoniae, streptokoky skupiny Viridans,
Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Listeria monocytogenes, Pasteurella
multocida Campylobacter jejuni a coli, Corynebacterium spp., Aerococcus
sanguinicola a urinae, Kingella kingae, Aeromonas spp., Burkholderia pseudomallei,
Campylobacter jejuni a coli.

Postup testu antimikrobidlnej citlivosti je zaloZeny naj Kirby-Bauerovej metdde. Pri
tejto metdde sa po celej ploche povrchu média naockuje Standardizovana
suspenzia organizmu. Papierové disky napustené Specifickym mnoZzstvom
antimikrobidlnych latok sa potom umiestnia na povrch média, platfia sa inkubuje a
meraju sa inhibi¢né zony okolo kazdého disku. Urcenie, Ci je organizmus citlivy alebo
rezistentny na danu latku, sa vykonava na zaklade porovnania velkosti ziskanych
inhibiénych zén s velkostami uvedenymi v tabulkach zlomovych bodov EUCAST.

Namerany priemer vzniknutej inhibi¢nej zény na médiu sa vyhodnoti podla
interpretacnych kritérii o priemere inhibi¢nych zén pre citlivé kmene. Vysledkom je
stanovenie citlivosti alebo rezistencie naockovaného kmena na prislusné
antibiotikum.

Médium vyhovuje odporuceniu EUCAST.

Hovadzi extrakt 2
Kysly hydrolyzat kazeinu 17,5
Skrob 1,5
Agar 17
Defibrinovana konska krv 50 ml
B-NAD 20 mg

7,2-7,4

Cervena

Mueller Hinton agar s konskou krvou a -NAD — ready-to-use-medium, vyhotovenie
a pocet kusov v zavislosti od katalégového Cisla (Pozrite Dostupné vyhotovenia).

Sterilné klucky, sterilné tampdny, inkubator, generator CO2 atmosféry, pomocné
kultivacné média, antimikrobidlne papierové disky, davkovac diskov, meradlo na
zény

Cista kulttra izolovana z klinického materiélu.
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Pracovny postup:

TS-02031

Mueller Hinton Agar s konskou krvou a -NAD nie je urceny na mikrobialnu izolaciu
priamo z klinickych vzoriek. Na vyber vhodnych antimikrobidlnych Iatok, ktoré sa
maju testovat, je potrebné Gramovo farbenie a predbeznd identifikicia baktérii.

EUCAST publikoval metddu rychlej AST (odcitanie po 4, 6 alebo 8 hodinach
inkubacie) priamo zflia$ s pozitivnou hemokultirou, overend na vybrané organizmy;
postup testu, Citanie a interpretaciu inhibicnych zén najdete v dokumente EUCAST.

1.Nechajte platne Mueller Hinton agar skonskou krvou aB-NAD a disky
vytemperovat na izbovu teplotu pred ich pouZzitim.

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 mindt pri 35 °C, s odstranenym vieckom
Petriho misky. Pozor nepresusit!

3.Pripravte suspenzie mikroorganizmov

PouZivajte vidy Cerstvé testovacie suspenzie pripravené z 24 hodinovych kultar
z platni s Columbia krvnym agarom. Koldnie preneste do Fyziologického roztoku a
premiesajte do rovnomerného zakalu. Pouzite niekolko morfologicky podobnych
koldnii, aby sa predislo vyberu atypického variantu. Upravte hustotu suspenzie
organizmov na 0,5 McFarlanda pridanim fyziologického roztoku alebo viac koldnii
baktérii. Inokulum poufZite idealne pocas nasledujtcich 15 minut.

V pripade, Ze suspenzia Streptococcus pneumoniae bola vytvorena z 24 hodinovych
kultar platni s Cokolddovym agarom, jej hustota musi byt ekvivalentna $tandardu
1,0 McFarland.

4.Ponorte sterilny vatovy tampdn do pripravenej ockovacej kultiry do 15 minat od
Upravy zdkalu asilno nim niekolkokrat zakruzte proti hornej vnutornej stene
skimavky, aby sa vytlacila nadbytoc¢na tekutina.

5.Na cely povrch agaru platne Mueller Hinton agar s konskou krvou a B-NAD trikrat
naockujte inokulum tampdénom 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 aerosodlu.

6.Davkovac diskov pred pouZitim premiestnite do izbovej teploty. Disky prilozte
pomocou davkovaca diskov pevne na povrch naockovanej agarovej platne do 15
minut od naockovania. Disky musia byt v tesnom a rovnomernom kontakte s
povrchom agaru a po aplikdcii sa s nimi nesmie hybat, pretoze pociato¢na difuzia
antimikrobidlnych latok z diskov je velmi rychla. Pocas aplikacie diskov dodrzujte
aseptické bezpecnostné opatrenia.

7.Na jednu misku pouzite maximalne 6 ks diskov, aby sa zabranilo prekryvaniu zén a
interferencii medzi antimikrobidlnymi latkami jednotlivych diskov. Je to dbleZité
z dévodu spolahlivého merania priemerov inhibi¢nych zén.

8.0brétte Petriho misky, uistite sa, Ze disky nepadaju z povrchu média a vloZte do
inkubatora. Inkubujte do 15 minut od aplikacie disku. Ak st misky ponechané pri
izbovej teplote po priloZeni diskov dlhsie, preddifizia moze viest k chybne velkym
zoénam inhibicie. Inkubujte za podmienok stanovenych v ¢asti Podmienky kultivacie
— priteplote 35+ 1°C, 5% CO2 pocas 16-20 hodin.

Odcitanie a interpretacia vysledkov
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Podmienky kultivacie:

Kontrola kvality

Po inkubacii by mal byt viditelny suvisly rast mikroorganizmov. Ak rastu iba izolované
koldnie, ockovacia kultura bola prili$ slaba a test treba zopakovat.

Pomocou posuvného meradla alebo pravitka zmerajte priemer zén Uplnej inhibicie
vratane priemeru disku na najblizsi cely milimeter. Misku pridrzte s odstranenym
vieckom vo vzdialenosti priblizne 30 cm od oka. Za koncovy bod je potrebné
povazovat oblast, ktora nevykazuje Ziaden rast viditelny volnym okom. Nevsimajte
si mierny rast drobnych koldnii, ktoré mézete s tazkostami spozorovat pri okraji
inhibi¢nej zény

Pre hemolytické streptokoky odditajte inhibiciu rastu a nie inhibiciu hemolyzy. B-
hemolyza je zvycajne bez rastu, zatial ¢o a-hemolyza a rast sa zvycajne zhoduju.

Ak narazite na dvojité zény, zmerajte vnutorni zénu (ak nie je Specificky uvedené
inak).

Interpretujte priemery z6n do kateg®rii citlivosti podla aktudlnych tabuliek v sulade
s hrani¢nymi hodnotami. Vysledky ziskané u konkrétnych organizmov je moiné
nasledne hlasit ako rezistentné, alebo citlivé. Dalsie informacie o $pecifickych
vlastnostiach rastu, interpretacii a dalSich metodickych pokynoch sa aktudlne na
EUCAST.

16 az 20 hodin pri 35+1°C, v atmosfére s 5% CO;

Ocakavané vysledky rozsahov priemerov inhibicnych zén kmeriov kontroly kvality podla EUCAST:

Kmen Antimikrobidlna latka Rozsah (mm)

Streptococcus pneumoniae CCM 4501 | Cefuroxim (30 ug) 28-34
Erytromycin (15 ug) 26-32
Ofloxacin (5 ug) 18-24
Trimetoprim-sulfametoxazol(1,25 ug + 23,75 ug) 18-26

Haemophilus influenae CCM 4457 Cefuroxim (30 pg) 26-34
Erytromycin (15 ug) 10-16
Ofloxacin (5 ug) 31-37
Trimetoprim-sulfametoxazol(1,25 ug + 23,75 ug) 27-35

Mikrobiologicky stav:

Dodatocna kontrola kvality
pouzivatelom:

Charakteristika vykonu:

TS-02031

Kultivaéné média spolo¢nosti MkB Test a.s. s naplnené asepticky (najprv prebehne
sterilizacia a az nasledné plnenie do obalov). Pri médiach pripravenych tymto
sp6sobom povoluje norma STN EN 12322, a ndsledne podla nej vypracovany interny
Standardny pracovny postup &.4 na hodnotenie sterility, rozsah kontaminacie < 5%.

Vsetky vyrobené Sarze produktu Mueller Hinton agar s konskou krvou a B-NAD su
uvolnené do predaja aZ po vykonani kontroly kvality v akreditovanom laboratériu,
kde je overena zhoda so Specifikdciami (vid’ Charakteristika vykonu) a nasledne je
vystaveny certifikat kvality — Protokol o skuskach Zivnych pod.

Je vsak zodpovednostou koncového pouzivatela vykonat test kontroly kvality v
stlade s platnymi predpismi, v sulade s akreditacnymi poZiadavkami a skisenostami
laboratdria. Odporucané kmene st uvedené v Casti Kontrola kvality.

Pred uvolnenim do predaja su hotové kultivacné médid a sucasne i dehydrovany
zaklad otestované pomocou testu antimikrobialnej citlivosti difuznou diskovou
metddou ataktieZ na produktivitu, ato porovnanim vysledkov s predtym
schvalenou referen¢nou Sarzou.

Kontrola citlivosti je vykonana podla postupu EUCAST referenénymi kmenmi
a antibiotickymi diskami:
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Streptococcus pneumoniae CCM 4501 Cefuroxim (30 pg), Erytromycin (15 pg),
Ofloxacin (5 pg), Trimetoprim-sulfametoxazol(1,25 ug—23,75 pg)

Haemophilus influenae CCM 4457 (Cefuroxim (30 pg), Erytromycin (15 ug),
Ofloxacin (5 pg), Trimetoprim-sulfametoxazol(1,25 pug—23,75 ug))

Po inkubdcii pri 35£1°C pocas 16 az 20 hodin v atmosfére s 5% CO, su zmerané
a zaznamenané inhibi¢né zény a nasledne st vyhodnotené v ramci rozsahov kontroly
kvality uvddzanych EUCAST.

Produktivita (Pr) je testovana referencnymi kmernimi cielovych mikroorganizmov -
Streptococcus pneumoniae CCM 4501 a Haemophilus influenae CCM 4457,
s pouZzitim inokula < 100 KTJ.

Po inkubacii pri 35 az 37°C pocas 18 az 24 hodin v atmosfére s 5% CO, sa vyhodnoti
a zaznamena rast. VSetky kmene musia vykazovat dobry rast.

Ak ma kultivaéné médium Pr > 0,7 (pomer poctu koldnii na testovanom médiu
a médiu referen¢nom) u cielovych mikroorganizmov a namerané inhibi¢né zény su
v ramci rozsahov kontroly kvality uvadzanych EUCAST, po inkubacii pri 35+1°C pocas
16 aZz 20 hodin v atmosfére s 5% CO,, vysledky sa povaZzuju za prijatelné a v sulade
so $pecifikaciami. Produkt spifia deklarovany vykon.

Obmedzenia testu:

e Na ziskanie interpretovatelnych vysledkov je nutné pouzit vidy Cisté, ¢erstvé kultury. Pred pripravou testu
citlivosti sa odporuca vykonat Gramovo farbenie a predbeznu identifikaciu izolatu.

e Vysledky mdze ovplyvnit cely rad faktorov (velkost inokula, skladovanie kultivatnych médii a diskov, nespravny
objem/ vy$ka média, pH mimo $pecifikacie, vihkost, meranie zén, dizka inkubécie, inkubaénd atmosféra atd'.).
Na zabezpecenie spolahlivych vysledkov je preto potrebné prisne dodrziavat protokol.

o Studia EUCAST, pri ktorej sa hodnotila G&innost disku 16 strategicky doleZitych antibiotickych diskov od deviatich
vyrobcov diskov pre testovanie antimikrobialnej citlivosti odhalila, Ze nie v3etky su rovnakej kvality. Je preto
zodpovednostou laboratdrii vykondvat kontrolu kvality, aby sa zarutilo, e pouzity materidl spifia $tandardy
laboratéria

e Inhibi¢nd zdna pri niektorych kombindaciach organizmov a antimikrobialnych latok nemusi mat ostro ohraniéeny
okraj, ¢o méze viest k nespravnej interpretacii (Podrobné informacie najdete v priruc¢ke na odcitanie) EUCAST

e Nespravna koncentracia inokula méze viest k chybnym vysledkom. Ak je inokulum prili$ silné, inhibi¢né zény
mézu byt prilis malé a naopak, ak je inokulum prili$ slabé, mézu byt prilis velké a tazko meratelné. Preto sa
dérazne odporuca riadit sa EUCAST - pokynmi na manipulaciu s inokulom a nao¢kovanymi platfiami, aby sa
minimalizovalo potencialne riziko nespravnych vysledkov v dosledku nespravnej manipulacie.

e Nevhodné uskladnenie antibiotickych diskov méZe spbsobit stratu Gcinnosti a nespravny vysledok testu
rezistencie. Citlivost organizmu na $pecifickd antimikrobialnu latku in vitro nemusi nevyhnutne znamenat, Ze
antibiotikum bude Gcinné in vivo.

e Invitro citlivost organizmu na $pecifické antimikrobidlne ¢inidlo nevyhnutne neznamen3, Ze ¢inidlo bude G¢inné
in vivo.

®  Napriek pritomnosti konskej krvi a B-NAD niektoré ndroéné kmene nemusia na médiu rast alebo len velmi
slabo.

e  Podrobnosti o metodoldgii diskovej diftzie, Citani a interpretacii inhibicnych zén, varovania, ako aj usmernenia
pre testovanie citlivosti, usmernenia pre detekciu mechanizmov rezistencie, klinické hrani¢né hodnoty najdete
v dokumentoch EUCAST.

e Mueller Hinton agar s krvou sa mdZe pouZit na stanovenie MIC s pruzkami obsahujlicimi antimikrobidlne
gradienty. Ak chcete vykonat test touto metddou je potrebné dodrZiavat ndvod na pouZitie dodavatela stripov
a validovat pracovny postup v laboratériu. Mueller Hinton agar s konskou krvou a B-NAD

e Toto kultivatné médium je uréené na pomoc pri lie¢be infekénych ochoreni; musi sa vykonat interpretacia
vysledkov beruc do uvahy klinicki anamnézu pacienta, pévod vzorky a vysledky inych diagnostickych testov

Stabilita: Kultivaéné médium je pri dodrzani odporicanych skladovacich podmienok stabilné
52 dni odo diia vyroby.
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Skladovanie:

Likvidacia:

Bezpecnostné
a varovania:

TS-02031

upozornenia

Médium sa moze ockovat az do ddtumu exspiracie a inkubovat po odporucant dobu

inkubacie. Datum exspiracie je uvedeny na vyrobku, na Stitku vyrobku avo
vystupnom certifikate vyrobku.

Po otvoreni origindlneho obalu spotrebovat do 24 hod.

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 odporicanej
teplote moze znehodnotit zlozky kultivaéného média, ¢o ovplyvni vykon média.

Zabranit extrémnym a/ alebo opakovanym vykyvom teploty, o ma za nasledok vznik
prilisnej vihkosti v Petriho miskach.

Zabezpecit uloZenie a skladovanie v smere §|’pkyH na vonkajsom obale, v opacnom
pripade mdze nastat znehodnotenie vyrobku.

V pripade vystavenia kultivacnych médii umelému osvetleniu, slnecnému Ziareniu
alebo UV Ziareniu pocas dlhsej doby, méze sa znizit ich vykonnost.

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

Mueller Hinton agar s konskou krvou a B-NAD je in vitro diagnosticka zdravotnicka
pomaocka uréena na kvalitativnu diagnostiku. Nie je automatizovana a nie je uréena
na sprievodnu diagnostiku.

Len na profesiondlne pouzitie, ato primerane vySkolenym a kvalifikovanym
laboratornym persondlom, ktory dodrziava schvélené preventivne opatrenia
pre biologické nebezpecenstvo a aseptické techniky prace.

Pri  manipulacii so vzorkami avyrobkami postupovat asepticky, za poutzitia
primeranych ochrannych prostriedkov vsulade suréenym ucelom poutzitia.
Dodrziavat zasady bezpecnosti prace a hygieny.

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

Médium mdze obsahovat suroviny Zivo¢isneho pévodu. Napriek ante a post mortem
kontrole zvierat pocas vyrobného a distribu¢nému cyklu surovin u vyrobcu zakladu
a aditiv, nie je mozné Uplne zarudit, Ze média neobsahuju ziadny prenosny patogén.
z tohto dévodu je potrebné zaobchadzat s produktami ako s potencidlne infekénymi
a manipulovat s nimi podla $tandardnych opatreni (zamedzit pozitiu, vdychnutiu
a kontaktu s pokozkou, o¢ami a sliznicami atd".)

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

IVD diagnosticka zdravotnicka pomdcka len na jedno pouzitie.

Akakolvek zmena alebo Uprava odporuc¢anych podmienok kultivacie, pracovného
postupu, typu vzoriek, poctu pouziti ¢i poctu testov, ako uddva vyrobca modze

ovplyvnit vykon tejto in vitro diagnostickej zdravotnickej pomdcky.

Nepouzivat vyrobky po uplynuti doby exspirdcie.
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Dostupné vyhotovenia:

Nepoutzivat vyrobky, ktoré vykazuju znamky mikrobialnej kontaminacie, vysusenia,
mechanického poskodenia (poskodeny vrchny obal alebo ochranné félie, prasknutie
atd), zmeny farby, nadbytoc¢nu vihkost alebo preukazuji iné nedostatky.

Informacie pouZité vtomto dokumente boli definované podla nasich najlepsich
vedomosti a schopnosti, a predstavuju navod na pouzitie produktu. Nami uvedené
informdcie nezbavuju koncového pouZzivatela zodpovednosti za kontrolu vhodnosti
produktu Mueller Hinton agar s konskou krvou a B-NAD agar na zamyslany ucel.
Vidy musia byt sledované a dodrZiavané platné zdkony, nariadenia a Standardné
postupy pri manipulacii so vzorkami.

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

Kat. ¢. Vyhotovenie Doplriujuce oznacenie Balenie
MKM 02031-005 Petriho miska 90 mm, 25 ml (PM90) - 5 ks
MKM 02031-010 Petriho miska 90 mm, 25 ml (PM90) - 10 ks
MKM 02031-020 Petriho miska 90 mm, 25 ml (PM90) - 20 ks
MKM 02031-120 Petriho miska 90 mm, 25 ml (PM90) - 120 ks

Pouzité symboly na vonkajsom obale:

LoT| |([ivD] | sl & C€ v

Iv<’atalégové Cislo 3arze In vitro Vyrobca Datum Eurdpska zhoda | Krehké,

Cislo diagnosticka trvanlivosti zaobchadzajte

pomocka opatrne
[l A

{ > (1] @ £ 11

y A 11

Teplotny limit Obsah Pozri Navod na Len na jedno Uchovévajte Jedineény Tymto smerom
postaluje  na | pousitie pouZitie mimo slne¢ného | identifikator nahor
<n>testov svetla pomocky

Pouzita literatura:

Vyrobca:

TS-02031
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Kat.cislo:

Mueller Hinton agar s konskou krvou a B-NAD

MKM 02031 . . _ . A c €
In vitro diagnostickd zdravotnicka pomocka
Len na profesiondlne pouZzitie
Revizie:
Verzia Revizia €. Zmena Datum
2 1 Kontrola pred hlasenim IVD ZP na SUKL 23.07.2018
2 Aktualizacia a doplnenie obsahu v sulade s IVDR 2017/746 05.11.2021
3 Doplnenie Charakteristiky vykonu 07.02.2022
Doplnenie ucelu uréenia o informaciu Mueller Hinton agar
s konskou krvou a B-NAD je kvalitativna in vitro diagnosticka
zdravotnicka pomocka, uréena len na profesiondlne pouzitie.
4 Aktualizacia a doplnenie Udajov v Casti: 22.05.2023
Ugel uréenia,
Charakteristika vykonu
Bezpecnostné upozornenia a varovania
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