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BD Mueller Hinton Agar with 5% Sheep blood, Square

UTILIZARE SPECIFICA

BD Mueller Hinton Agar with 5% Sheep Blood, disponibil in placi de diferite forme, este
utilizat pentru testarea sensibilitatii prin difuziunea discului a izolatelor clinice de Streptococcus
pneumoniae si a altor streptococi conform standardelor Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI)."

PRINCIPIILE SI1 EXPLICATIILE PROCEDURII

Metoda microbiologica.

Procedura Bauer-Kirby se bazeaza pe difuziunea in gel de agar a substantelor antimicrobiene
impregnate pe discuri de hartie.? Tn procedura de testare, o suspensie standardizats a
organismului este tamponata pe intreaga suprafata a mediului. Discurile de hartie sunt
impregnate cu cantita{i specifice de antibiotic sau alfi agenti antimicrobieni si apoi sunt plasate
pe suprafata mediului, placa se incubeaza, iar zonele de inhibitie din jurul fiecarui disc sunt
masurate. CLSI a publicat un standard de performanta pentru procedura Bauer-Kirby si acest
document ar trebui consultat pentru informatii suplimentare.” Alte standarde nationale au fost
realizate pentru testarea sensibilitatii la antimicrobiene conform procedurii Bauer-Kirby. in
acele standarde, densitatea inoculului, metoda de inoculare, dimensiunile zonelor rezultante si
modul de interpretare pot fi diferite de standardul CLSI. Cat timp nu exista standarde europene
pentru testarea sensibilitatii, trebuie consultate standardele locale nationale, in cazul in care
ghidurile CLSI nu sunt disponibile.

Mediul agar Mueller Hinton nesuplimentat, desi adecvat pentru testarea sensibilitatii
patogenilor cu crestere rapida, nu este adecvat pentru multe organisme pretentioase, precum
Streptococcus pneumoniae. Documentul M2 CLSI recomanda mediul cu agar Mueller Hinton
suplimentat cu 5% sange de oaie defibrinat si detaliaza atat procedurile pentru controlul de
calitate cat si criteriile de interpretare pentru S. pneumoniae si alti streptococi.”

REACTIVI
BD Mueller Hinton Agar with 5% Sheep Blood
Formula* pentru un litru de apa purificata

Extract de vita 2049
Hidrolizat acid de cazeina 17,5
Amidon 1,5
Agar 1709
Sange de oaie, defibrinat 5%
pH 7,3+/-0,2

*Ajustata si/sau suplimentata dupa cum este necesar pentru a indeplini criteriile de
performanta.

PRECAUTII

In scopul diagnosticului in vitro

. Numai pentru uz profesional. ®

Nu utilizati placile daca prezinta semne de contaminare microbiana, decolorare, deshidratare,
fisuri sau alte semne de deteriorare._Contractia excesiva a mediului datorita deshidratarii poate
duce la rezultate de sensibilitate false.

Consultati documentul INSTRUCTIUNI GENERALE DE UTILIZARE pentru detalii referitoare la
procedurile de manipulare aseptica, riscurile biologice si inlaturarea produselor utilizate.
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DEPOZITAREA S| DURATA DE DEPOZITARE

La receptie, depozitaii placile la intuneric la 2 pana la 8°C, in ambalajul original pana in
momentul utilizarii. Evitafi congelarea sau supraincélzirea. Placile pot fi inoculate pana la
expirarea termenului de valabilitate (consultafi eticheta ambalajului) si pot fi incubate pentru
perioadele recomandate de incubare.

Placile dintr-un teanc de 10 placi desfacut pot fi utilizate timp de o saptaméana daca sunt
depozitate intr-o zona curata intre 2 si 8°C.

CONTROLUL CALITA]’II EFECTUAT DE UTILIZATOR

Pentru controlul calitatii efectuat de utilizator trebuie consultate standardele CLSI ' adecvate
sau, daca este cazul, standardele nationale. Tn principal, trebuie respectate procedurile descrise
mai jos in Procedura de testare, inclusiv pentru tulpina martor, S. pneumoniae ATCC 49619,
iar discurile cu agenti antimicrobieni, utilizate in mod normal de laborator, trebuie testate cel
putin de doua ori pe saptamana pentru o performanta corespunzatoare.

Diametrele corecte ale zonelor se regasesc in tabelul 3A din documentul CLSI M100 inclus
impreund cu documentul CLSI M2."

Aspectul mediului neinoculat: rosu (culoarea sangelui), opac.

PROCEDURA

Materiale furnizate

BD Mueller Hinton Agar with 5% Sheep Blood (furnizat in placi de diferite forme; consultati
Ambalaj/ Disponibilitate). Controlate microbiologic.

Materiale nefurnizate

1. Bulion pentru inocul in cantitati de 5 ml, precum Mueller Hinton Il Broth (BBL Nr. cat.
4397701, flacon de 16 x 102 mm) sau solutie salina 0,9%, pentru prepararea inoculului
standard.

2. Un standard de comparatie de sulfat de bariu (0,5 ml de 0,048 M BaCl, [1,175% w/v
BaCl,2H,0] la 99,5 ml de 0,18 M [0,36 N] H,SO4 [1% v/V]).

3. Un dispozitiv fotometric pentru ajustarea turbiditatii suspensiei de inocul la un standard
echivalent cu 0,5 McFarland.

4. Ca alternativa a materialelor de mai sus (1-3), poate fi utilizat sistemul BD Prompt
Inoculation System (dispozitiv de preparare volumetrica a inoculului).?

5. Cultura martor - Streptococcus pneumoniae ATCC 49619.

6. Discuri de hartie impregnate cu agenti antimicrobieni in cantitati specifice, precum discurile
pentru testarea sensibilitatii BD Sensi-Disc.

7. Dispozitiv pentru distribuirea discurilor, precum dispenser auto-aplicator cu 6, 8 sau 12
pozitii BD Sensi-Disc.

8. Dispozitiv pentru determinarea sau interpretarea diametrelor zonelor, precum compas sau
rigla.

9. Un incubator care produce o atmosfera cu continut de 5% CO, sau alt dispozitiv care
produce o atmosfera similara imbogatita in CO.,.

10. Medii de cultura auxiliare, reactivi i echipament de laborator conform cerintelor.

Tipuri de probe
Acest produs este utilizat numai pentru testarea sensibilitatii culturilor pure izolate din probele
clinice (consultati si CARACTERISTICI DE PERFORMANTA $I LIMITARILE PROCEDURII).

Procedura de testare

Metoda suspensiei directe din colonii trebuie utilizatd atunci cand este testat S. pneumoniae. '

Respectati tehnicile de asepsie.

1. Asigurati-va ca este disponibila o cultura pura, proaspata (=de peste noapte) de pe mediu
agar cu sange neselectiv.

2. Suspendati cultura n bulion, de ex. bulion Mueller Hinton Il sau solutie salina sterila 0,9%.
Ajustatii turbiditatea pentru a fi echivalenta cu sulfat de bariu standard (0,5 McFarland
standard). Turbiditatea standardului si a inoculului de testat trebuie comparate prin
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asezarea ambelor flacoane in fata unui fundal alb cu linii negre fine sau poate fi utilizat un
dispozitiv fotometric.

3. S-a constatat ca metodele alternative de preparare a inoculului prin dispozitive care permit
standardizarea directa a inoculului fara ajustarea turbiditatii, precum BD Prompt
Inoculation System, sunt acceptabile in scopul testarii de ruting.’

4. n 15 min de la ajustarea turbiditatii inoculului, inmuiati un tampon steril in inoculul diluat
corespunzator si invartiti cu fermitate de mai multe ori pe interiorul portiunii superioare a
peretelui flaconului pentru a nlatura lichidul Tn exces.

5. Inoculati pe mediul BD Mueller Hinton Agar with 5% Sheep Blood prin insamantarea de
trei ori a intregii suprafete de agar a placii, rasucind placa cu 60° intre insamantari pentru a
obtine o inoculare uniforma.

6. Reasezati capacul placii si lasati placa la temperatura camerei timp de cel putin 3 min, dar
nu mai mult de 15 min, pentru a permite absorbtia umezelii de la suprafata inainte de a
aplica discurile impregnate cu medicament. Nu utilizati mai mult de noua discuri pe o placa
de 150 mm sau patru discuri pe placile de 90 si, respectiv, 100 mm. Pentru testarea la
penicilind a S. pneumoniae, utilizati un disc cu 1 ug de oxacilina.*

7. Incubati timp de 20 pana la 24 h la 35°C intr-o atmosfera cu 5% CO.,.

Rezultate

Dup4 inoculare, trebuie observata o crestere confluenta. in cazul in care cresc numai colonii
izolate, inoculul a fost prea slab si trebuie repetat testul.

Determinati diametrul zonelor de inhibitie completa (apreciate cu ochiul liber), incluzand
diametrul discului, pana la primul milimetru intreg, utilizand un compas reglabil sau o rigla, de
la partea superioara a placii fir& capac. ° Ca limit& trebuie considerata aria pe care nu este
vizibila o crestere evidenta, observata cu ochiul liber. Neglijati o crestere estompata de colonii
foarte mici ce poate fi observata cu dificultate aproape de marginea zonei de inhibitie evidenta.
Pe mediul BD Mueller Hinton Agar with 5% Sheep Blood, trebuie determinata zona de
inhibitie a cresterii si nu zona de inhibitie a hemolizei.

Calcularea si interpretarea rezultatelor

Diametrele zonelor trebuie comparate cu cele din tabelul 2G pentru S. pneumoniae si 2H
pentru alti streptococi din documentul CLSI M100 (M2), care furnizeaza criterii de interpretare. '
Rezultatele obtinute pot fi apoi raportate ca rezistent, intermediar sau sensibil. Respectati
criteriile speciale de interpretare pentru izolate de S. pneumoniae cu diametrele zonelor de
oxacilina < 19 mm mentionate in acest standard (consultati si CARACTERISTICI DE
PERFORMANTA SI LIMITARILE PROCEDURII).

Nota: Periodic, sunt publicate suplimente informationale ale documentului CLSI M2 sau versiuni
revizuite, continand tabele revizuite ale discurilor antimicrobiene si standardelor de interpretare. Pentru
recomandari curente trebuie consultate cele mai recente tabele. Standardul complet si suplimentele
informationale pot fi obtinute de la National Committee for Clinical Laboratory Standards, 940 West
Valley Road, Suite 1400, Wayne, PA 19087-1898 S.U.A. Telefon: ++1-610-688-1100.

CARACTERISTICI DE PERFORMANTA SI LIMITARILE PROCEDURII

Testul de sensibilitate prin difuziunea discurilor este destinat numai pentru utilizare cu culturi
pure. Tnainte de a pregati un test de sensibilitate este recomandata realizarea unei coloratii
Gram si identificarea prezumtiva a izolatului.’

Acest mediu este utilizat pentru testarea sensibilitatii S. pneumoniae si a altor streptococi
impotriva agentilor antimicrobieni selectati."®° Notati faptul ca nu exista criterii fiabile pentru
testarea prin difuziune cu discuri a S. pneumoniae pentru amoxicilina, ampicilina, cefepim,
cefotaxim, ceftriaxona, cefuroxim, imipenem si meropenem. Activitatea in vitro a acestor agenti
antimicrobieni este cel mai bine determinata utilizand o metoda a MIC. "

Pentru determinarea sensibilitatii la penicilina a S. pneumoniae, trebuie utilizat un disc cu
oxacilina. lzolatele de S. pneumoniae cu diametrele zonelor de oxacilina > 20 mm sunt
sensibile (MIC < 0,06 mg/ml) la penicilina. Deoarece zonele < 19 mm cu discul de screening cu
oxacilina apar la tulpinile penicilino-rezistente, intermediare si anumite tulpini sensibile, trebuie
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determinata o MIC la penicilina, meropenem si cefotaxim sau ceftriaxona pe toate izolatele de
S. pneumoniae cu zone de oxacilind < 19 mm."

Nu se recomanda testul cu oxacilina pentru determinarea sensibilitatii la penicilind a
streptococilor, altjii in afaré de S. pneumoniae. In cazul streptococilor beta-hemolitici, utilizati un
disc cu penicilina sau ampicilina. Pentru streptococii de grup viridans, testarea prin difuziune cu
disc cu penicilina si oxacilina nu este fiabila; sensibilitatea acestora trebuie determinata prin
testarea MIC."

Testarea prin difuziune cu discuri cu agenti antimicrobieni utilizdnd Streptococcus pneumoniae
ATCC 49619, a fost realizata intern cu cefaclor, cefprozil, cloramfenicol, eritromicina,
ofloxacina, tetraciclina, trimetoprim/sulfametoxazol si vancomicina. Respectand procedurile de
testare descrise in M2-A5, douazeci de teste cu tulpini pentru controlul de calitate si opt discuri
cu agenti antimicrobieni au fost realizate intr-o perioada de 10 zile de test. Pentru tofi cei opt
agenti antimicrobieni, 100% (160/160) din dimensiunile zonelor s-au incadrat in intervalul de
valori pentru dimensiunile zonelor publicat ih M2-A5 si tabelul 3C din documentul NCCLS
M100-S6.%" Deviatia standard pentru tetraciclind a fost mai mici de 1 mm, iar pentru altj agenti
antimicrobieni, mai putin de 2 mm.®

Studiile de reproductibilitate (de 3 ori pe zi timp de 3 zile) au fost realizate in doua centre din
domeniu, cu agentii antimicrobieni mentionati mai sus impotriva S. pneumoniae ATCC 49619
si alte noua tulpini suplimentare de S. pneumoniae bine caracterizate. Pentru fiecare agent
antimicrobian, au fost respectate standardele de interpretare a diametrului zonei din tabelul 2C
al documentului NCCLS M2-A5 si suplimentul M100-S6. %" Rezultatele testelor cu
cloramfenicol, eritromicina, ofloxacina, tetraciclina si vancomicina au fost peste 95%
echivalente cu cele obtinute prin metodele de referinta ale NCCLS. Rezultatele testarii cu
trimetoprim/ sulfametoxazol au fost 90% echivalente cu cele obtinute prin metoda de referinta
NCCLS. Reproductibilitatea nu a putut fi determinata pentru cefaclor si cefprozil datorita
absentei standardelor de interpretare pentru acesti doi agenti antimicrobieni. Pe baza studiilor
subliniate mai sus, nu este recomandata utilizarea cefaclor, ceprozil sau
trimetoprim/sulfametoxazol pe acest mediu pentru testarea S. pneumoniae. In plus, in
referintele din literatura sunt raportate erori excesive de interpretare in cazul testarii prin
difuziune cu disc ce contine trimetoprim/sulfametoxazol pe placile cu mediu agar Mueller
Hinton cu sange de oaie. °

Este posibil ca, in cazul unor combinatii organism-agent antimicrobian, zona de inhibitie sa nu
prezinte o margine delimitata clar, ceea ce poate duce la interpretari incorecte.

Au fost identificati numerosi factori care influenteaza testele de sensibilitate prin difuziune cu
disc. Prir;tre acestia pot fi mediul, adancimea agarului, potenta discului, concentratia inoculului
si pH-ul.

O concentratie incorecta a inoculului poate duce la rezultate incorecte. Zonele de inhibitie pot fi
prea mici daca inoculul este prea incarcat si pot fi prea mari si dificil de determinat daca
inoculul este prea slab.

Depozitarea neadecvata a discurilor cu agenti antimicrobieni poate cauza pierderea potentei si
un rezultat fals-rezistent.

Sensibilitatea in vitro a unui organism fata de un agent antimicrobian specific nu inseamna
neaparat ca acel agent va fi eficient in vivo. Pentru indicatii privind interpretarea rezultatelor,
consultati referintele corespunzatoare.?'°

Nu utilizati acest mediu pentru testarea sensibilitatii altor bacterii in afara de S. pneumoniae si
streptococii beta-hemolitici.
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AMBALAJ/DISPONIBILITATE

BD Mueller Hinton Agar with 5% Sheep Blood (placi Stacker™ de 90 mm)
Nr. cat. 254030 Medii pe placi pregatite pentru utilizare, cpu 20
Nr. cat. 254080 Medii pe placi pregatite pentru utilizare, cpu 120

BD Mueller Hinton Agar with 5% Sheep Blood (150 mm)
Nr. cat. 255080 Medii pe placi pregatite pentru utilizare, cpu 20

BD Mueller Hinton Agar with 5% Sheep blood, Square (120 x 120 mm)
Nr. cat. 254517 Medii pe placi pregatite pentru utilizare, cpu 20

INFORMATII SUPLIMENTARE
Pentru informatii suplimentare, contactati reprezentantul local BD.

sl

Becton Dickinson GmbH

Tullastrasse 8 — 12

D-69126 Heidelberg/Germany

Phone: +49-62 21-30 50 Fax: +49-62 21-30 52 16
Reception_Germany@europe.bd.com

http://www.bd.com
http://www.bd.com/europe/regulatory/

Prompt este o marca comerciala a 3M.
ATCC este o marca comerciala a American Type Culture Collection
BD, BD Logo and all other trademarks are the property of Becton, Dickinson and Company. © 2013 BD
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