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1. DESTINATIA DE UTILIZARE

Mueller-Hinton agar este un mediu neselectiv utilizat pentru testarea susceptibilitatii antimicrobiene, standardizat prin metodele
Institutului pentru Standarde Clinice si de Laborator (CLSI) si ale Comitetului European pentru Testarea Susceptibilitatii
Antimicrobiene (EUCAST) [1-3]. Mueller-Hinton agar este recomandat pentru determinarea susceptibilitatii antimicrobiene a
bacteriilor aerobe care se dezvolta rapid, iar compozitiile suplimentate sunt recomandate pentru bacteriile fastidioase.

2. PRINCIPIILE TESTULUI

Compozitia Mueller-Hinton agar este standardizata cu timidina si concentratii ale cationilor de calciu, magneziu, mangan si zinc
pentru a obtine rezultate fiabile ale testelor de susceptibilitate antimicrobiana [4]. Se cunoaste faptul ca respectivii cationi de
magneziu si calciu afecteaza rezultatele obtinute (diametre si concentratii minime inhibitorii sau MIC) pentru Pseudomonas
aeruginosa cu aminoglicozide si pentru Staphylococcus spp. cu tetraciclina [5-8]. Excesul de mangan si zinc duce la rezultate
interpretate ca fiind fals-rezistente cu glicilcicline si carbapeneme. In cele din urm&, concentratia scazuta de timidina reduce
fenomenele de reluare a cresterii in jurul discurilor de trimetoprim-sulfametoxazol si trimetoprim.

Testarea bacteriilor fastidioase necesitd adaugarea unor suplimente pentru crestere:

- 5% sange de oaie: Mueller-Hinton agar + Sheep Blood (MHB) este utilizat de CLSI pentru testarea susceptibilitatii
antimicrobiene a Streptococcus spp. (inclusiv S. pneumoniae), Campylobacter jejuni si Campylobacter coli, Neisseria
meningitidis si Pasteurella spp. [1].

- 5% sange de cal defibrinat mecanic si 20 mg/l B-NAD: Mueller-Hinton-F agar (MHF) este utilizat de EUCAST si CA-
SFM/EUCAST pentru testarea susceptibilitatii antimicrobiene a Streptococcus spp. (inclusiv S. pneumoniae), Haemophilus
spp., Moraxella catarrhalis, Listeria monocytogenes, Campylobacter spp., Pasteurella multocida, Corynebacterium spp.,
Aerococcus spp. si Kingella spp. [3, 9].

Mediile Mueller-Hinton agar din placi trebuie sa aiba o grosime de 4 +/- 0,5 mm in conformitate cu ISO 16782 [4] si cu criteriile de
control al calitatii publicate in orientarile actuale [1-3].

3. REACTIVI
3.1. Descriere
Informatii
Identificare pe eticheta imprimate pe Nr. catalog Prezentare
fiecare placa
MH 63824 20 pléci x 90 mm
MH 63829 100 placi x 90 mm
Mueller-Hinton agar MH 63901 10 cutii Petri patrate x 120 mm
- 64884 Flacon de 500 g
- 64888 Bidon de 5 kg
MHB 63825 20 pléci x 90 mm
Mueller-Hinton agar + Sheep Blood
MHB 63902 10 cutii Petri patrate x 120 mm
MHF 63524 20 pléci x 90 mm
Mueller-Hinton-F agar
MHF 63525 10 cutii Petri patrate x 120 mm

Compozitie aproximativa a mediului* (g/l)
Mueller-Hinton agar, cu sau fara adaugarea sangelui de oaie sau de cal, este preparat conform formulei descrise de OMS. [10]:

Peptone 3,0
Hidrolizat de cazeina 17,5
Agent gelifiant 15
Ca® 20-25 mg/l
Mg?* 10-12,5 mg/l
pH final 74+0,2
Suplimente:

pentru mediul MHB: sénge de oaie 5%
pentru mediul MHF: sange de cal 5%
doar pentru mediul MHF: B-NAD 20 mg/l

B-NAD: B-nicotinamida adenina dinucleotida
* Formula optimizata pentru performanta optima.
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3.2. Cerinte de depozitare si manipulare
Placile si mediile deshidratate pot fi utilizate pana la data de expirare mentionata pe ambalaj si imprimata pe placi.

Prezentare Conservare

Placi de agar Dupa deschiderea pungii, stabilitatea a fost validatd pe o perioada de 4 saptadmani in conditii de

Intre +2 si 20 °C, preferabil in ambalajul original.

rutind. Inchideti ambalajul placilor dupé fiecare extragere a unei placi.

Placi de agar sénge Dupa deschiderea pungii, stabilitatea a fost validatd pe o perioada de 4 saptamani in conditii de

Intre +2 si 8 °C, preferabil in ambalajul original.

rutin. Tnchideti ambalajul placilor dupé fiecare extragere a unei placi.

Mediu deshidratat Dupa deschidere, pastrati intr-un loc uscat flaconul/bidonul sigilat cu atentie dupa fiecare utilizare.

Intre +15 si 25 °C intr-un loc uscat, in ambalajul original pana la utilizare.

Stabilitatea a fost validata pe o perioada de doudsprezece luni in conditii de rutina.

4,

AVERTISMENT S$I MASURI DE PRECAUTIE
Pentru uz diagnostic in vitro.
Dispozitiv destinat utilizarii de catre personal calificat, exclusiv intr-un mediu de laborator.
In atentia pacientilor/utilizatorilor/tertilor din Uniunea European&d si din tari cu un regim de reglementare identic
(Regulamentul 2017/746/UE privind dispozitivele medicale pentru diagnostic in vitro): va rugam sa raportati producatorului
si autoritatii nationale competente orice incident grav survenit in timpul utilizarii dispozitivului sau ca urmare a utilizarii
acestuia.

Precautii de sanatate si siguranta

Acest kit de testare trebuie manipulat doar de catre personal calificat, instruit in proceduri de laborator si familiarizat cu
potentialele pericole ale acestora. Purtati imbracaminte de protectie, manusi si protectie pentru ochi/faté corespunzatoare
si manipulati in mod corect, conform bunelor practici de laborator.

Deversari de produse biologice: deversarile de materiale provenite din surse umane trebuie tratate ca fiind potential
infectioase.

Deversarile care nu contin acid trebuie decontaminate imediat, incluzand zona deversarii, materialele si orice suprafete sau
echipamente contaminate, cu un dezinfectant chimic adecvat care este eficient pentru potentialele pericole biologice (in
mod normal, o solutie cu o dilutie de 1:10 de inalbitor de uz casnic, 70-80 % etanol sau izopropanol, un iodoform, precum
Wescodyne Plus 0,5 % etc.) si apoi sterse.

Deversarile care contin acid trebuie absorbite (sterse) sau neutralizate in mod corespunzator, zona trebuie spalata cu apa
si stearsa pana cand se usuca. Materialele utilizate pentru absorbirea produsului varsat pot necesita eliminarea la deseuri
bio-periculoase. Zona trebuie decontaminata cu un dezinfectant chimic.

Eliminati toate probele si materialele utilizate pentru efectuarea testului ca si cum ar contine un agent infectios. Deseurile
de laborator, chimice sau bio-periculoase trebuie manipulate si eliminate in conformitate cu toate reglementarile locale,
regionale si nationale.

Pentru recomandari privind pericolele si precautiile asociate anumitor componente chimice din acest mediu, va rugam sa
consultati codurile H si P mentionate pe etichete si informatiile furnizate la finalul instructiunilor de utilizare. Fisa cu date de
securitate este disponibila la www.bio-rad.com.

4.2. Precautii asociate procedurii
Respectati instructiunile din orientarile actuale (CLSI, EUCAST, CA-SFM/EUCAST) [1-3].

A,

4.2.1. Pregatire

Nu utilizati placile daca prezinta orice semne de contaminare, uscare, crapare sau orice altéd urma de deteriorare.

Nu utilizati placi cu medii de cultura expirate sau un mediu deshidratat.

Tnainte de utilizare, asteptati 10 minute pana cand placile ajung la temperatura camerei (18-30 °C), intr-un loc ferit de lumina,
preferabil in ambalajul original.

4.2.2. Procesare

Respectarea instructiunilor de utilizare este obligatorie pentru asigurarea functionarii corespunzatoare a acestui produs.
Efectuati testul la temperatura camerei (18-30 °C).

Respectati tehnicile aseptice Tn timpul utilizarii placilor.

Suprafata agarului trebuie sa fie neteda si umeda. Daca observati umezeald in exces pe suprafata agarului, uscati placile cu
capacul deschis timp de 15 minute la 35 °C sau peste noapte la 20-25 °C [3].

PROCEDURA

Materiale necesare

5.1.1. Materiale furnizate
Mueller-Hinton agar

Agar Mueller-Hinton + Sheep Blood
Mueller-Hinton-F agar
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5.1.2. Materiale necesare, dar nefurnizate
Standard de opacitate echivalent cu standardul Mac Farland 0,5
Echipament de laborator necesar pentru testarea susceptibilitatii antimicrobiene prin metoda difuziei de agar
Incubator
Apa distilata sterila
Apa fiziologica sterila
Cutii Petri sterile: rotunde, de 90 mm sau 150 mm sau patrate, de 120 mm
Autoclava
Baie de apa
Microorganisme de referinta pentru controlul calitatii
Recipient pentru deseuri

5.1.3. Prepararea reactivilor

e  Omogenizati pulberea inainte de utilizare. Adaugati 35 g intr-un litru de apa distilatd, amestecand continuu pana la obtinerea
unei suspensii omogene (aproximativ 10 minute). Dati in clocot, amestecand frecvent, pana la dizolvarea optima a agarului.
Distribuiti in flacoane sterile. Sterilizati prin autoclavare la 121 °C timp de 15 minute.

s In momentul utiliz&rii, topiti mediul intr-o baie de apa clocotita si turnati in cutii Petri de 90 mm (aproximativ 25 ml/cutie) sau
in cutii Petri patrate de 120 mm (aproximativ 60 ml/cutie) sau in cutii Petri rotunde de 150 mm (aproximativ 70 ml/cutie).
Stratul de agar trebuie sa fie gros de 4 +/- 0,5 mm.

o Inainte de a fi turnat in cutii, mediul poate fi suplimentat cu:

- 5 % sange de oaie sau de cal pentru a pregati mediile Mueller-Hinton + agar sange,

- 20 mg/l B-NAD pentru a pregati mediul Mueller-Hinton-F agar,

- 25 mg/l glucozo-6-fosfat (G6P) pentru a pregati mediul agar Mueller-Hinton G6P in vederea testarii fosfomicinei in dilutie
de agar.

e  Uscati placile cu capacul deschis timp de 15 minute la 35 °C sau peste noapte la 20-25 °C [3].

5.2. Procedura de testare
Procedura de testare descrisa in cele ce urmeaza este destinata metodelor de difuzie a discurilor si de dilutie de agar. Pentru a
utiliza alte metode (de exemplu, banda de testare a gradientului), consultati procedura corespunzatoare.

5.2.1. Inoculare
Testele trebuie efectuate cu un inocul standardizat conform descrierii din orientarile actuale (CLSI, EUCAST, CA-SFM/EUCAST)
[1-3, 9].

5.2.2. Incubare
Respectati orientarile actuale ale CLSI, EUCAST si CA-SFM/EUCAST [1-3, 9].
Conditiile de incubare variaza n functie de speciile de bacterii testate.

5.2.3. Interpretarea rezultatelor
Interpretarea testului de susceptibilitate antimicrobiana utilizand metoda de difuzie a discurilor sau metoda de dilutie de agar este
descrisa in actualizarile orientarilor CLSI, EUCAST si CA-SFM/EUCAST [11-13, 9].

PERFORMANTA/CONTROLUL CALITATII TESTULUI
Aspectul mediului Mueller-Hinton agar gata de utilizare: agar limpede pana la opalescent, de culoarea chihlimbarului.
Aspectul mediului Mueller-Hinton agar deshidratat: pulbere be;j.
Aspectul Mueller-Hinton agar gata de utilizare + mediu sénge: agar rosu.

e o o O

Performanta Mueller-Hinton agar deshidratat este testatd conform ISO 16782 si indeplineste criteriile de control al calitatii
mentionate in standardul ISO 16782 [4].

Calitatea materialului AST este evaluatd in mod regulat de EUCAST; s-a demonstrat ca mediul Bio-Rad Mueller-Hinton agar
deshidratat are o performanta excelenta: 100 % din citirile diametrului zonei se incadreaza in limitele de control al calitatii (CC),
iar 86 % au atins tinta £1 mm [14].

a) Controlul calitatii privind performanta de crestere

Performanta de crestere a Mueller-Hinton agar este verificata cu urmatoarele tulpini:
Escherichia coli ATCC 25922
Staphylococcus aureus ATCC 29213
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Staphylococcus aureus ATCC 43300
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619
Haemophilus influenzae ATCC 49766
Campylobacter jejuni ATCC 33560

b) Controlul calitatii testului de susceptibilitate
Fiecare lot de Mueller-Hinton agar este testat utilizand metoda de difuzie a discurilor, respectand combinatiile de tulpini CC/agenti
antimicrobieni recomandate (listd neexhaustiva) si criteriile de acceptare specificate in orientarile CLSI si/sau EUCAST [9, 11, 12,
15].
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Mueller-Hinton agar

Tulpini Testarea susceptibilitatii antimicrobiene

Escherichia coli ATCC 25922
- Cefotaxim 5 ug

- Ciprofloxacina 5 ug

- Tigeciclina 15 ug

Staphylococcus aureus ATCC 29213
- Cefoxitin 30 pg

- Gentamicina 10 ug

- Tetraciclina 30 ug

Diametrul zonei este conform cu standardele de performanta
EUCAST [15].

Enterococcus faecalis ATCC 29212
- Trimetoprim-sulfametoxazol 1,25/23,75 ug

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
- Gentamicina 10 ug
- Imipenem 10 pg

Mueller-Hinton agar + Sheep Blood
Tulpini Testarea susceptibilitatii antimicrobiene

Streptococcus pneumoniae ATCC 49619
- Tetraciclina 30 ug

. s Diametrul zonei este conform cu standardul de performanta
- Eritromicina 15 ug ’

- Trimetoprim-sulfametoxazol 1,25/23,75 ug CLsI[11].
Mueller-Hinton-F agar
Tulpini Testarea susceptibilitatii antimicrobiene
Haemophilus influenzae ATCC 49766
- Ampicilina 2 ug

- Cefotaxim 5 ug
- Meropenem 10 pg
- Tetraciclina 30 ug

Streptococcus pneumoniae ATCC 49619
- Tetraciclina 30 ug

- Eritromicina 15 ug EUCAST [15].
- Trimetoprim + sulfametoxazol 1,25/23,75 ug
- Norfloxacina 10 ug

Campylobacter jejuni ATCC 33560
- Ciprofloxacina 5 ug

- Eritromicina 15 ug

- Tetraciclina 30 ug

Diametrul zonei este conform cu standardele de performanta

7. CONTROLUL CALITATII PRODUCATORULUI

Toti reactivii produsi sunt pregatiti in conformitate cu sistemul nostru de calitate, incepand cu receptia materiei prime pana la
comercializarea finald a produsului. Fiecare lot este supus evaluarii de control al calitatii si este introdus pe piatd numai daca
respecta criteriile de acceptare predefinite. Documentele cu privire la productia si controlul fiecarui lot in parte sunt pastrate de
Bio-Rad.

8. LIMITARILE TESTULUI
a) Trebuie utilizate intotdeauna culturi proaspete, pure pentru a obtine rezultate interpretabile.

b) Exista cativa factori ce ar putea afecta rezultatele: dimensiunea inoculului, timpul de incubare, atmosfera de incubare etc. in
consecintd, este esentiala respectarea protocolului descris in orientarile curente (CLSI, EUCAST, CA-SFM/EUCAST) [1-3].

c) Este posibil ca unele tulpini bacteriene sa nu creasca in Mueller-Hinton agar ca urmare a nevoilor nutritionale ale acestora.
Trebuie utilizat un mediu adecvat in acest caz: consultati orientéarile actuale (CLSI, EUCAST, CA-SFM/EUCAST) [1-3].

d) Este posibil ca unele tulpini de Streptococcus uberis sa aiba o crestere slaba in Mueller-Hinton agar.

e) Unele cazuri de combinatii de tulpini bacteriene/agenti antimicrobieni pot necesita respectarea orientarilor pentru citirile lor
[9,16,17].
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