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1- SCOPUL UTILIZARII
Agarul Mueller-Hinton este un mediu standardizat solid recomandat pentru testarea susceptibilitatii antimicrobiene prin difuzie
de agar sau prin dilutie de agar.

2- PRINCIPIU

Compozitia mediului Mueller-Hinton trebuie sa fie standardizatd pentru a obtine rezultate fiabile cu privire la susceptibilitatea
microbiana, cu concentratii definite de CaCl,, MgCl, si ZnCly, intrucat se stie ca variatiile de concentratie ale cationilor de Mg?*
si Ca®* afecteaza rezultatele obtinute (diametrul sau concentratia minima de inhibare sau MIC) pentru Pseudomonas
aeruginosa cu aminoglicozide si pentru Staphylococci cu tetracicling & * 9.

Concentratia scazutd de timidina scade, de asemenea, fenomenele de regenerare din jurul discurilor de trimetoprim-
sulfonamide si trimetoprim.

3- MOD DE PREZENTARE
¢ Mediu gata de utilizare:

- cutie de 20 de vase Petri rotunde (90 mm) (MH) cod 63824

- cutie de 20 de vase Petri patrate (120 mm) (MH) cod 63901
¢ Mediu gata de utilizare (to be dispensed):

- flacoane de 6 x 200 ml (MH) cod 56137
e Mediu dezhidratat:

- flacon de 500 g cod 64884

- bidon de 5 kg cod 64888
¢ Mediu sénge de oaie gata de utilizare:

- cutie de 20 de vase Petri rotunde (90 mm) (MHB) cod 63825

- cutie de 20 de vase Petri patrate (120 mm) (MHB) cod 63902
e Mediu sange de cal gata de utilizare suplimentat cu B-NAD:

- cutie de 20 de vase Petri rotunde (90 mm) (MHF) cod 63524

- cutie de 20 de vase Petri patrate (120 mm) (MHF) cod 63525

4- COMPOZITIE TEORETICA (g/I de apa distilata)*
Mueller-Hinton, cu sau fara adaugire de sange de oaie sau de cal, este preparat conform formulei descrise de W.H.O. ®2)

Peptone 3,0
Hidrolizat de cazeina 17,5
Agar 15

ca* 20-25 mg/L
Mg>* 10-12,5 mg/L
Ph final 74+0,2
Suplimente: + 5% sange de oaie (pentru mediul MHB) sau 5% sange de cal

(pentru mediul MHF)

B-NAD (pentru mediul MHF) 20 mg/L

B-NAD: B- Nicotinamid Adenin Dinucleotid
* formula adaptata pentru a asigura cele mai bune performante ale mediului.

Prepararea mediului:

Omogenizati pudra din flacon.

Adaugati 35 grame de mediu dezhidratat la 1 litru de apa proaspat distilats. Tncalziti pana la fierbere si pana la dizolvarea
completa. Sterilizati in autoclava la 121°C timp de 15 de minute apoi distribuiti Tn eprubete sterile sau in flacoane

La momentul utilizarii, topiti mediul Tn baia de apa fadusa la fierbere si ditribuiti Tntregul continut al flaconului sau al eprubetei Tn
vase Petri rotunde. Stratul de agar trebuie sa fie gros de 4 mm. Uscati vasele Petri timp de 30 de minute la 37°C. Volumul
mediului Mueller-Hinton necesar pentru a produce un strat de agar de exact 4 mm grosime este de 25 ml pentru un vas Petri de
90 mm, 60 ml pentru un vas Petri patrat de 120 mm, 70 ml pentru un vas Petri rotund de 150 mm.
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Tnainte de distribuire, mediul poate fi suplimentat cu:

e 5% sange de oaie sau de cal pentru Mueller-Hinton + mediu sange,
e 5% clorura de sodiu (NaCl) pentru Mueller-Hinton + 5% mediu NacCl.
Mediu gata de utilizare

5- DEPOZITARE

¢ Mediu gata de utilizare: la +2-20°C

e Mediu gata de utilizare (pentru distribuire): la +2-25°C

¢ Mediu sénge gata de utilizare: la +2-8°C

e Mediu dezhidratat: flacon bine Tnchis, intr-un loc uscat la +15-25°C.
Data de expirare si numarul de lot sunt indicate pe ambalaj.

6- INSTRUCTIUNI

Materiale:

Material furnizat: mediu Mueller-Hinton cu sau fara adaugire de sange de oaie sau de cal.

Materiale specifice nefurnizate:

e Standard opacitate echivalent cu standardul Mac Farland 0.5.

e Echipamentul de laborator necesar pentru testarea susceptibilitatii antimicrobiene prin metoda difuziei de agar.

Precautiuni de utilizare: Respectati instructiunile orientarilor curente (CLSI "%, CA-SFM °, EUCAST 1'% Respectati
intotdeauna tehnicile si precautiunile curente cu privire la protectia impotriva pericolelor microbiologice.

Inoculare:

Dintr-o cultura pura, proaspata, crescuta pe mediu agar, preparati o suspensie cu opacitate echivalentd cu standardul Mac
Farland 0.5. Protocolul de standardizare a inoculului este descris in diversele orientari publicate de CLSI, CA-SFM sau
EUCAST pentru metoda difuziei de agar si pentur metoda dilutiei de agar.

Daca mediu este depozitat la 4°C, permiteti mediului sa ajunga la temperatura camerei (18-30°C).

Daca este observata o umiditate excesiva pe suprafatd, uscati vasele timp de 10 pana la 30 minute n incubator la 35°C inainte
de utilizare.

METODA DE DIFUZIE

Inoculare prin inundare (metoda recomandata de CA-SFM):

Din inoculul standardizat, urmariti procedura indicaté de CA-SFM cu privire la dilutia suspensiei initiale in functie de speciile de
bacterii testate.

Inundati intreaga placa cu suspensia obtinuta, apoi eliminati excesul de suspensie.

Inoculare prin striere (metoda Kirby-Bauer recomandata de CLSI, CA-SFM si EUCAST):

Din inoculul standardizat, urmariti orientarile CLSI, CA-SFM, EUCAST cu privire la inocularea vasului:

e  Cufundati in suspensie un bat cu un tampon steril, netoxic.

o Indepartati surplusul de suspensie atingand usor tamponul de peretii eprubetei printr-o miscare de rotatie.
e Inoculati placa cu tamponul pentru a obtine o culturé de colonii confluente.

Aplicati discurile cu ajutorul unui dispenser sau forceps, apasand usor.

METODA DILUTIE AGAR
Procedurile de inoculare si testare sunt descrise in orientdrile CLSI and CA-SFM.

Incubare:
Respectati orientérile curente ale CLSI, CA-SFM si EUCAST.
Conditiile de incubare variaza in functie de speciile de bacterii testate.

7- INTERPRETAREA REZULTATELOR
Interpretarea testului de susceptibilitate microbiana utilizand metoda difuziei discurilor sau metoda dilutiei de agar este descrisa
n actualizarile orientarilor CA-SFM,-CLSI si EUCAST.

8- PERFORMANTNCONTROL DE CALITATE A TESTULUI

e Aspectul mediului Mueller-Hinton gata de utilizare: agar limpede pana la opalescentd, culoarea chihlimbarului.
e Aspectul mediului Mueller-Hinton dezhidratat: pudra be;j.

e Aspectului mediului Mueller-Hinton gata de utilizare + mediu sénge: agar rosu.



Performantele de crestere ale mediului Mueller Hinton cu sau fard adaugire de sadnge de oaie sau de cal sunt verificate cu

urmatoarele tulpini:

TULPINI

REZULTAT CULTURA DUPA 24 orela 37°C

Escherichia coli ATCC 25922

Crestere satisfacatoare

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Crestere satisfacatoare

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Crestere satisfacatoare

Streptococcus pneumoniae ATCC 49619

Crestere satisfacatoare

Haemophilus influenzae NCTC 8468

Crestere satisfacatoare

Campylobacter jejuni ATCC 33560

Crestere satisfacatoare

Compozitia mediului MH este verificatd cu urmatoarele tulpini sau discuri (listd non-exhaustiva):

TULPINI

TESTARE SUSCEPTIBILITATE ANTIMICROBIANA

Escherichia coli ATCC 25922
- Amikacin 30 pg

- Cephalothin 30 ug

- Tetracycline 30 ug

Staphylococcus aureus ATCC 25923
- Amikacin 30 pg

- Cephalothin 30 ug

- Tetracycline 30 ug

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
- Amikacin 30 pg

- Cefotaxime 30 ug

- Ciprofloxacin 5 pg

Corespunzétor specificatiilor curente cu privire la
diametrul de inhibare conform
(CLSI si/sau CA-SFM si/sau EUCAST) & %12,

Compozitia mediului MHB este verificata cu urmatoarele tulpini sau discuri (listd non-exhaustiva):

TULPINI

TESTARE SUSCEPTIBILITATE ANTIMICROBIANA

Streptococcus pneumoniae ATCC 49619
- Erythromycin 15 pg

- Penicillin 10 UI

- Tetracycline 30 ug

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
- Amikacin 30 pg

- Cefotaxime 30 ug

- Ciprofloxacin 5 pg

Corespunzétor specificatiilor curente cu privire la
diametrul de inhibare conform
CLSI ®,

Compozitia mediului MHF medium este verificatd cu urmatoarele tulpini sau discuri (listd non-exhaustiva):

TULPINI

TESTARE SUSCEPTIBILITATE ANTIMICROBIANA

Streptococcus pneumoniae ATCC 49619
- Erythromycin 15 pg

- Norfloxacin 10 pg

- Rifampin 5 pg

- Tetracycline 30 ug

Haemophilus influenzae NCTC 8468
- Penicillin 1 pg

- Cefaclor 30 pg

- Tetracycline 30 pg

Campylobacter jejuni ATCC 33560
- Erythromycin 15 pg

- Ciprofloxacin 5 pg

- Tetracycline 30 ug

Corespunzator specificatiilor curente cu privire la
diametrul de inhibare conform
EUCAST®,

9- CONTROL CALITATE PRODUCATOR

Toti reactivii fabricati sunt preparati in conformitate cu Sistemul nostru de calitate, de la receptia materiei prime pana la
comercializarea finald a produsului. Fiecare lot este supus unor evaluari de control al calitatii si este eliberat pe piatd numai
dupé ce sunt intrunite criteriile de acceptare predefinite. Documentele cu privire la producerea si controlul fiecarui lot in parte
sunt pastrate de Bio-Rad.
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LIMITE DE UTILIZARE

Vor fi utilizate Tntotdeauna culturi pure, proaspete pentru a fi obtinute rezultate interpretabile.

Este posibil ca unele tulpini s nu creasca in acest mediu ca urmare a nevoilor nutritionale ale acestora. Un mediu adecvat va
trebui folosit Tn acest caz: HTM pentru Haemophilus, Mueller-Hinton plus 5% sange de oaie Streptococcus pneumoniae si B
streptococi hemolitici, agar GC pentru Neisseria gonorrhoeae.

Exista cativa factori ce ar putea afecta rezultatele (dimensiunea inoculului, durata si atmosfera de incubare, etc.). In consecint,
este esentiala respectarea protocolului descris in orientarile curente (CLSI, CA-SFM.).

Mediul Mueller-Hinton sange proaspat nu este recomandat pentru testarea susceptibilitatii S. pneumoniae la cotrimoxazol ™,
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