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BD Mueller Hinton Agar with 5% Sheep Blood  
BD Mueller Hinton Agar with 5% Sheep Blood (150 mm)  

BD Mueller Hinton Agar with 5% Sheep blood, Square 
 
UTILIZARE SPECIFICĂ 
BD Mueller Hinton Agar with 5% Sheep Blood, disponibil în plăci de diferite forme, este 
utilizat pentru testarea sensibilităţii prin difuziunea discului a izolatelor clinice de Streptococcus 
pneumoniae şi a altor streptococi conform standardelor Clinical and Laboratory Standards 
Institute (CLSI).1 

 
PRINCIPIILE ŞI EXPLICAŢIILE PROCEDURII 
Metodă microbiologică.  
Procedura Bauer-Kirby se bazează pe difuziunea în gel de agar a substanţelor antimicrobiene 
impregnate pe discuri de hârtie.2 În procedura de testare, o suspensie standardizată a 
organismului este tamponată pe întreaga suprafaţă a mediului. Discurile de hârtie sunt 
impregnate cu cantităţi specifice de antibiotic sau alţi agenţi antimicrobieni şi apoi sunt plasate 
pe suprafaţa mediului, placa se incubează, iar zonele de inhibiţie din jurul fiecărui disc sunt 
măsurate. CLSI a publicat un standard de performanţă pentru procedura Bauer-Kirby şi acest 
document ar trebui consultat pentru informaţii suplimentare.1  Alte standarde naţionale au fost 
realizate pentru testarea sensibilităţii la antimicrobiene conform procedurii Bauer-Kirby. În 
acele standarde, densitatea inoculului, metoda de inoculare, dimensiunile zonelor rezultante şi 
modul de interpretare pot fi diferite de standardul CLSI. Cât timp nu există standarde europene 
pentru testarea sensibilităţii, trebuie consultate standardele locale naţionale, în cazul în care 
ghidurile CLSI nu sunt disponibile. 
Mediul agar Mueller Hinton nesuplimentat, deşi adecvat pentru testarea sensibilităţii 
patogenilor cu creştere rapidă, nu este adecvat pentru multe organisme pretenţioase, precum 
Streptococcus pneumoniae. Documentul M2 CLSI recomandă mediul cu agar Mueller Hinton 
suplimentat cu 5% sânge de oaie defibrinat şi detaliază atât procedurile pentru controlul de 
calitate cât şi criteriile de interpretare pentru S. pneumoniae şi alţi streptococi.1   
 
REACTIVI 
BD Mueller Hinton Agar with 5% Sheep Blood 
Formulă* pentru un litru de apă purificată 
Extract de vită 2,0 g 
Hidrolizat acid de cazeină 17,5 
Amidon 1,5 
Agar 17,0 g 
Sânge de oaie, defibrinat 5% 
pH 7,3+/-0,2 
*Ajustată şi/sau suplimentată după cum este necesar pentru a îndeplini criteriile de 
performanţă. 
 
PRECAUŢII 
În scopul diagnosticului in vitro   

 . Numai pentru uz profesional.  
Nu utilizaţi plăcile dacă prezintă semne de contaminare microbiană, decolorare, deshidratare, 
fisuri sau alte semne de deteriorare. Contracţia excesivă a mediului datorită deshidratării poate 
duce la rezultate de sensibilitate false. 
Consultaţi documentul INSTRUCŢIUNI GENERALE DE UTILIZARE pentru detalii referitoare la 
procedurile de manipulare aseptică, riscurile biologice şi înlăturarea produselor utilizate. 
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DEPOZITAREA ŞI DURATA DE DEPOZITARE 
La recepţie, depozitaţi plăcile la întuneric la 2 până la 8°C, în ambalajul original până în 
momentul utilizării.  Evitaţi congelarea sau supraîncălzirea. Plăcile pot fi inoculate până la 
expirarea termenului de valabilitate (consultaţi eticheta ambalajului) şi pot fi incubate pentru 
perioadele recomandate de incubare. 
Plăcile dintr-un teanc de 10 plăci desfăcut pot fi utilizate timp de o săptămână dacă sunt 
depozitate într-o zonă curată între 2 şi 8°C. 
 
CONTROLUL CALITĂŢII EFECTUAT DE UTILIZATOR 
Pentru controlul calităţii efectuat de utilizator trebuie consultate standardele CLSI 1 adecvate 
sau, dacă este cazul, standardele naţionale. În principal, trebuie respectate procedurile descrise 
mai jos în Procedura de testare, inclusiv pentru tulpina martor, S. pneumoniae ATCC 49619, 
iar discurile cu agenţi antimicrobieni, utilizate în mod normal de laborator, trebuie testate cel 
puţin de două ori pe săptămână pentru o performanţă corespunzătoare. 
Diametrele corecte ale zonelor se regăsesc în tabelul 3A din documentul CLSI M100 inclus 
împreună cu documentul CLSI M2. 1  
Aspectul mediului neinoculat: roşu (culoarea sângelui), opac. 
 
PROCEDURĂ 
Materiale furnizate 
BD Mueller Hinton Agar with 5% Sheep Blood (furnizat în plăci de diferite forme; consultaţi 
Ambalaj/ Disponibilitate). Controlate microbiologic. 
 
Materiale nefurnizate 
1. Bulion pentru inocul în cantităţi de 5 ml, precum Mueller Hinton II Broth (BBL Nr. cat. 

4397701, flacon de 16 x 102 mm) sau soluţie salină 0,9%, pentru prepararea inoculului 
standard. 

2. Un standard de comparaţie de sulfat de bariu (0,5 ml de 0,048 M BaCl2 [1,175% w/v 
BaCl22H2O] la 99,5 ml de 0,18 M [0,36 N] H2SO4 [1% v/v]). 

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

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

5. Cultură martor - Streptococcus pneumoniae ATCC 49619. 
6. Discuri de hârtie impregnate cu agenţi antimicrobieni în cantităţi specifice, precum discurile 

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

poziţii BD Sensi-Disc. 
8. Dispozitiv pentru determinarea sau interpretarea diametrelor zonelor, precum compas sau 

riglă. 
9. Un incubator care produce o atmosferă cu conţinut de 5% CO2 sau alt dispozitiv care 

produce o atmosferă similară îmbogăţită în CO2. 
10. Medii de cultură auxiliare, reactivi şi echipament de laborator conform cerinţelor. 
 
Tipuri de probe 
Acest produs este utilizat numai pentru testarea sensibilităţii culturilor pure izolate din probele 
clinice (consultaţi şi CARACTERISTICI DE PERFORMANŢĂ ŞI LIMITĂRILE PROCEDURII). 
 
Procedură de testare 
Metoda suspensiei directe din colonii trebuie utilizată atunci când este testat S. pneumoniae. 1 
Respectaţi tehnicile de asepsie. 
1. Asiguraţi-vă că este disponibilă o cultură pură, proaspătă (=de peste noapte) de pe mediu 

agar cu sânge neselectiv. 
2. Suspendaţi cultura în bulion, de ex. bulion Mueller Hinton II sau soluţie salină sterilă 0,9%. 

Ajustaţi turbiditatea pentru a fi echivalentă cu sulfat de bariu standard (0,5 McFarland 
standard). Turbiditatea standardului şi a inoculului de testat trebuie comparate prin 
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aşezarea ambelor flacoane în faţa unui fundal alb cu linii negre fine sau poate fi utilizat un 
dispozitiv fotometric. 

3. S-a constatat că metodele alternative de preparare a inoculului prin dispozitive care permit 
standardizarea directă a inoculului fără ajustarea turbidităţii, precum BD Prompt 
Inoculation System, sunt acceptabile în scopul testării de rutină.1,3 

4. În 15 min de la ajustarea turbidităţii inoculului, înmuiaţi un tampon steril în inoculul diluat 
corespunzător şi învârtiţi cu fermitate de mai multe ori pe interiorul porţiunii superioare a 
peretelui flaconului pentru a înlătura lichidul în exces. 

5. Inoculaţi pe mediul BD Mueller Hinton Agar with 5% Sheep Blood prin însămânţarea de 
trei ori a întregii suprafeţe de agar a plăcii, răsucind placa cu 60° între însămânţări pentru a 
obţine o inoculare uniformă. 

6. Reaşezaţi capacul plăcii şi lăsaţi placa la temperatura camerei timp de cel puţin 3 min, dar 
nu mai mult de 15 min, pentru a permite absorbţia umezelii de la suprafaţă înainte de a 
aplica discurile impregnate cu medicament. Nu utilizaţi mai mult de nouă discuri pe o placă 
de 150 mm sau patru discuri pe plăcile de 90 şi, respectiv, 100 mm. Pentru testarea la 
penicilină a S. pneumoniae, utilizaţi un disc cu 1 µg de oxacilină.4 

7. Incubaţi timp de 20 până la 24 h la 35°C într-o atmosferă cu 5% CO2. 
 
Rezultate  
După inoculare, trebuie observată o creştere confluentă. În cazul în care cresc numai colonii 
izolate, inoculul a fost prea slab şi trebuie repetat testul.  
Determinaţi diametrul zonelor de inhibiţie completă (apreciate cu ochiul liber), incluzând 
diametrul discului, până la primul milimetru întreg, utilizând un compas reglabil sau o riglă, de 
la partea superioară a plăcii fără capac. 5 Ca limită trebuie considerată aria pe care nu este 
vizibilă o creştere evidentă, observată cu ochiul liber. Neglijaţi o creştere estompată de colonii 
foarte mici ce poate fi observată cu dificultate aproape de marginea zonei de inhibiţie evidentă.  
Pe mediul BD Mueller Hinton Agar with 5% Sheep Blood, trebuie determinată zona de 
inhibiţie a creşterii şi nu zona de inhibiţie a hemolizei.  
 
Calcularea şi interpretarea rezultatelor 
Diametrele zonelor trebuie comparate cu cele din tabelul 2G pentru S. pneumoniae şi 2H 
pentru alţi streptococi din documentul CLSI M100 (M2), care furnizează criterii de interpretare. 1  
Rezultatele obţinute pot fi apoi raportate ca rezistent, intermediar sau sensibil. Respectaţi 
criteriile speciale de interpretare pentru izolate de S. pneumoniae cu diametrele zonelor de 
oxacilină  19 mm menţionate în acest standard (consultaţi şi CARACTERISTICI DE 
PERFORMANŢĂ ŞI LIMITĂRILE PROCEDURII). 
 
Notă: Periodic, sunt publicate suplimente informaţionale ale documentului CLSI M2 sau versiuni 
revizuite, conţinând tabele revizuite ale discurilor antimicrobiene şi standardelor de interpretare. Pentru 
recomandări curente trebuie consultate cele mai recente tabele. Standardul complet şi suplimentele 
informaţionale pot fi obţinute 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 PERFORMANŢĂ ŞI LIMITĂRILE PROCEDURII 
Testul de sensibilitate prin difuziunea discurilor este destinat numai pentru utilizare cu culturi 
pure. Înainte de a pregăti un test de sensibilitate este recomandată realizarea unei coloraţii 
Gram şi identificarea prezumtivă a izolatului.1 
Acest mediu este utilizat pentru testarea sensibilităţii S. pneumoniae şi a altor streptococi 
împotriva agenţilor antimicrobieni selectaţi.1,2,5 Notaţi faptul că nu există criterii fiabile pentru 
testarea prin difuziune cu discuri a S. pneumoniae pentru amoxicilină, ampicilină, cefepim, 
cefotaxim, ceftriaxonă, cefuroxim, imipenem şi meropenem. Activitatea in vitro a acestor agenţi 
antimicrobieni este cel mai bine determinată utilizând o metodă a MIC. 1 
Pentru determinarea sensibilităţii la penicilină a S. pneumoniae, trebuie utilizat un disc cu 
oxacilină. Izolatele de S. pneumoniae cu diametrele zonelor de oxacilină  20 mm sunt 
sensibile (MIC  0,06 mg/ml) la penicilină. Deoarece zonele  19 mm cu discul de screening cu 
oxacilină apar la tulpinile penicilino-rezistente, intermediare şi anumite tulpini sensibile, trebuie 
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determinată o MIC la penicilină, meropenem şi cefotaxim sau ceftriaxonă pe toate izolatele de 
S. pneumoniae cu zone de oxacilină  19 mm.1 
Nu se recomandă testul cu oxacilină pentru determinarea sensibilităţii la penicilină a 
streptococilor, alţii în afară de S. pneumoniae. În cazul streptococilor beta-hemolitici, utilizaţi un 
disc cu penicilină sau ampicilină. Pentru streptococii de grup viridans, testarea prin difuziune cu 
disc cu penicilină şi oxacilină nu este fiabilă; sensibilitatea acestora trebuie determinată prin 
testarea MIC.1 
 
Testarea prin difuziune cu discuri cu agenţi antimicrobieni utilizând Streptococcus pneumoniae 
ATCC 49619, a fost realizată intern cu cefaclor, cefprozil, cloramfenicol, eritromicină, 
ofloxacină, tetraciclină, trimetoprim/sulfametoxazol şi vancomicină. Respectând procedurile de 
testare descrise în M2-A5, douăzeci de teste cu tulpini pentru controlul de calitate şi opt discuri 
cu agenţi antimicrobieni au fost realizate într-o perioadă de 10 zile de test. Pentru toţi cei opt 
agenţi antimicrobieni, 100% (160/160) din dimensiunile zonelor s-au încadrat în intervalul de 
valori pentru dimensiunile zonelor publicat în M2-A5 şi tabelul 3C din documentul NCCLS 
M100-S6.6,7  Deviaţia standard pentru tetraciclină a fost mai mică de 1 mm, iar pentru alţi agenţi 
antimicrobieni, mai puţin de 2 mm.8 
Studiile de reproductibilitate (de 3 ori pe zi timp de 3 zile) au fost realizate în două centre din 
domeniu, cu agenţii antimicrobieni menţionaţi mai sus împotriva S. pneumoniae ATCC 49619 
şi alte nouă 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 şi suplimentul M100-S6. 6,7   Rezultatele testelor cu 
cloramfenicol, eritromicină, ofloxacină, tetraciclină şi vancomicină au fost peste 95% 
echivalente cu cele obţinute prin metodele de referinţă ale NCCLS. Rezultatele testării cu 
trimetoprim/ sulfametoxazol au fost 90% echivalente cu cele obţinute prin metoda de referinţă 
NCCLS. Reproductibilitatea nu a putut fi determinată pentru cefaclor şi cefprozil datorită 
absenţei standardelor de interpretare pentru aceşti doi agenţi antimicrobieni. Pe baza studiilor 
subliniate mai sus, nu este recomandată utilizarea cefaclor, ceprozil sau 
trimetoprim/sulfametoxazol pe acest mediu pentru testarea S. pneumoniae. În plus, în 
referinţele din literatură sunt raportate erori excesive de interpretare în cazul testării prin 
difuziune cu disc ce conţine trimetoprim/sulfametoxazol pe plăcile cu mediu agar Mueller 
Hinton cu sânge de oaie. 9 
 
Este posibil ca, în cazul unor combinaţii organism-agent antimicrobian, zona de inhibiţie să nu 
prezinte o margine delimitată clar, ceea ce poate duce la interpretări incorecte. 
Au fost identificaţi numeroşi factori care influenţează testele de sensibilitate prin difuziune cu 
disc. Printre aceştia pot fi mediul, adâncimea agarului, potenţa discului, concentraţia inoculului 
şi pH-ul.2 
O concentraţie incorectă a inoculului poate duce la rezultate incorecte. Zonele de inhibiţie pot fi 
prea mici dacă inoculul este prea încărcat şi pot fi prea mari şi dificil de determinat dacă 
inoculul este prea slab. 
Depozitarea neadecvată a discurilor cu agenţi antimicrobieni poate cauza pierderea potenţei şi 
un rezultat fals-rezistent. 
Sensibilitatea in vitro a unui organism faţă de un agent antimicrobian specific nu înseamnă 
neapărat că acel agent va fi eficient in vivo. Pentru indicaţii privind interpretarea rezultatelor, 
consultaţi referinţele corespunzătoare.2,10 
Nu utilizaţi acest mediu pentru testarea sensibilităţii altor bacterii în afară de S. pneumoniae şi 
streptococii beta-hemolitici. 
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AMBALAJ/DISPONIBILITATE 
BD Mueller Hinton Agar with 5% Sheep Blood (plăci Stacker de 90 mm) 
Nr. cat. 254030 Medii pe plăci pregătite pentru utilizare, cpu 20 
Nr. cat. 254080 Medii pe plăci pregătite pentru utilizare, cpu 120 
 
BD Mueller Hinton Agar with 5% Sheep Blood (150 mm) 
Nr. cat. 255080 Medii pe plăci pregătite pentru utilizare, cpu 20 
 
BD Mueller Hinton Agar with 5% Sheep blood, Square (120 x 120 mm) 
Nr. cat. 254517 Medii pe plăci pregătite pentru utilizare, cpu 20 
 
INFORMAŢII SUPLIMENTARE 
Pentru informaţii suplimentare, contactaţi reprezentantul local BD. 

 
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/ 
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