Date de mise a jour : 02/02/2023, Numéro 2

MUELLER HINTON II AGAR (selon EUCAST)

NOTICE D’UTILISATION POUR LES MILIEUX PRECOULES PRET A L’EMPLOI

1. Utilisation prévue

La gélose Mueller Hinton II (selon EUCAST) est un milieu congu pour tester la sensibilité aux médicaments selon les
procédures EUCAST par la méthode de diffusion sur gélose et les mécanismes de résistance de bactéries aérobies non
antibiotiques isolées a partir d’échantillons cliniques humains.

Le milieu est destiné a soutenir le processus de diagnostic en déterminant le profil de sensibilité / résistance aux
antimicrobiens des bactéries isolées a partir d’échantillons cliniques prélevés sur des patients.

Les informations sur le profil de sensibilité aux médicaments antimicrobiens utilisés dans le traitement des infections et
la détermination du mécanisme de résistance de 1’agent pathogéne détecté dans un échantillon clinique permettent de
prendre la bonne décision individuelle pour le patient concernant le choix d’une antibiothérapie appropriée et efficace.
La méthode de diffusion sur disque selon EUCAST est basée sur la méthode décrite par 1’International Collaborative
Study of Antimicrobial Sensceptibility Testing en 1972. En raison de sa simplicité d’exécution, cette méthode est la
méthode la plus largement utilisée pour tester la sensibilité bactérienne aux médicaments dans les laboratoires médicaux.
L’exécution correcte et normalisée du test selon la méthode EUCAST et 1’obtention de résultats fiables nécessitent
I’utilisation de cette méthode sans modification, y compris 1’utilisation du milieu spécifié¢ par EUCAST.

Référence : Type de milieu : Emballage:
1051 PD90 Boite de gélose précoulée, prét a I’emploi 1 x 10 piéces (90 mm)
4006 PD140 Boite de gélose précoulée, prét a I’emploi 1 x 5 piéces (140 mm)

2 Principe de procédure

L’extrait de beeuf et I’hydrolysat acide de caséine sont des sources d’azote, de vitamines, de carbone et d’acides aminés.
L’amidon de mais absorbe les déchets métaboliques toxiques. La gélose agit comme un agent solidifiant.

Les tests de sensibilité aux micro-organismes aux médicaments doivent étre effectués par la méthode de diffusion sur
disque conformément aux recommandations actuelles de ’EUCAST.

La méthode de diffusion sur disque utilise le phénomene du gradient de concentration qui se forme dans un milieu solide
lorsqu'un médicament antimicrobien se diffuse a partir d'un disque de papier buvard et inhibe la croissance des micro-
organismes inoculés sur le milieu autour du périmétre du disque. Le diamétre de la zone de croissance inhibée est mesuré
en millimétres, puis comparé a la valeur limite correspondante spécifiée dans les recommandations EUCAST pertinentes.
Cette comparaison permet de classer le micro-organisme testé dans une catégorie appropriée de sensibilité aux
médicaments antimicrobiens spécifiques utilisés dans le test. Afin de reconnaitre divers mécanismes de résistance,
plusieurs disques de buvard contenant des antibiotiques/médicaments antimicrobiens spécifiques sont disposés sur le
milieu. Les formes et tailles caractéristiques des zones résultantes de croissance bactérienne inhibée permettent de
déterminer la présence et le type de mécanisme de résistance de 1’agent pathogeéne testé.

3. Composition du milieu

En g/l d’eau distillée:

Hydrolysat de caséine 17,5¢
Amidon de mais 15¢g
Extrait de beeuf 20¢g
Gélose 170 g

pH 7,3+ 0,1 4 25°C.

Aspect du milieu : Milieu homogéne, de couleur paille claire
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4. Préparation du milieu
Le milieu est prét a I’emploi. Porter le milieu a température ambiante immédiatement avant utilisation
5. Equipement requis, non fourni

Equipement et réactifs nécessaires au test (par exemple solution saline, écouvillons stériles, disques de buvard imbibés
d’antibiotiques) et équipement de laboratoire de microbiologie standard, y compris un densitométre bactériologique ou
un étalon de densité, un incubateur et une régle ou un autre appareil pour mesurer les zones de croissance inhibée.

6. Précautions

e Le produit est destiné a un usage professionnel uniquement.

*  Produit non automatisé.

* Le milieu contient des composants d’origine animale, qui peuvent étre contaminés par des agents pathogenes
biologiques, et doit donc étre manipulé conformément aux principes de manipulation des matiéres biologiques
potentiellement infectieuses.

* Ne pas utiliser le milieu si celui-ci présente des signes de contamination microbienne, de décoloration, de
dessechement, de fissuration ou d’autres signes de détérioration.

*  Ne pas utiliser les boites endommagées.

*  Ne pas utiliser les boites aprés la date d’expiration.

* Laré incubation de boites précédemment inoculées n’est pas autorisée.

*  Pour garantir des résultats de test corrects, suivez ces instructions.

*  Si la manipulation du milieu différe de celle décrite dans cette présente notice, le laboratoire est tenu de valider
la procédure adoptée.

7. Stockage

Conservez les boites entre 2 et 12 °C jusqu’a la date de péremption. Entreposer les boites de substrat dans leur emballage
d’origine, en position inversée (coté gélose vers le haut), a ’abri des sources de lumiére directe. Pour éviter le gel, ne
stocker pas les boites prés des murs du réfrigérateur. Pour éviter la condensation de I’eau sur le couvercle de la boite,
n’ouvrez pas le réfrigérateur plus que nécessaire et ne conservez pas les boites dans un réfrigérateur trop rempli.

8. Date d’expiration
Le milieu stocké a 2-12°C conserve ses propriétés jusqu’a 3 mois a compter de la date de production.
9. Types d’échantillons

Le matériel utilisé pour les tests est constitué¢ de cultures pures, datant d'environ 16 a 24 heures, de souches bactériennes
pathogenes isolées sur des milieux solides a partir de divers échantillons cliniques humains.

10. Procédure du test

Les procédures et directives EUCAST actuelles doivent étre strictement respectées afin de garantir des résultats corrects
et fiables des tests de sensibilité par diffusion sur disque.

1. Laisser le milieu revenir a température ambiante avant 1’inoculation.

2 Préparation d’inoculum. Préparer une suspension de la souche testée a une densité de 0,5 sur 1'échelle de
McFarland en suspendant les colonies dans une solution saline. Prélever les colonies a 1'aide d'une anse stérile ou
d'un écouvillon sur un milieu non sélectif, aprés 18 a 24 heures de culture. Sélectionner quelques colonies
morphologiquement similaires. Déterminer la densité de I'inoculum a I'aide d'un densitométre bactériologique. La
densité¢ de la suspension peut également étre déterminée en comparant macroscopiquement la densité de la
suspension de la souche testée avec un étalon de densité McFarland de 0,5. Dans ce cas, la turbidité de la suspension
de la souche testée par rapport a I'étalon de densité doit étre comparée sur un fond blanc avec des bandes noires.

La suspension préparée de la souche a tester doit étre utilisée dans les 15 minutes, mais au plus tard 60
minutes aprés la préparation.
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3 Préparation de la pelouse bactérienne. Plongez un coton-tige stérile dans la suspension préparée de la souche a
tester. Pour les bactéries a Gram négatif, afin d’éviter une inoculation excessive, retirez I’exces de suspension de
I’écouvillon en le pressant contre I’intérieur du tube. Pour les bactéries & Gram positif, il n’est pas nécessaire
d’éliminer ’excédent. Les milieux peuvent étre inoculés manuellement ou avec un inoculateur automatique. Répartir
la suspension uniformément sur toute la surface de la gélose, en vous assurant qu’il n’y ait pas d’espaces entre
chaque bande, ce qui est particuliérement important pour les bactéries a Gram positif.

4 Appliquer les disques antibiotiques. Appliquer des antibiotiques sur la surface de la gélose. Les disques doivent
étre appliqués sur le milieu dans les 15 minutes suivant I’inoculation. Appuyez légérement sur les disques, qui
doivent adhérer complétement a la surface de la gélose. Une fois appliqués, les disques ne doivent pas étre déplacés,
en raison de la diffusion rapide de 1’antibiotique du disque dans le milieu. Le nombre de disques sur la boite doit
étre limité, de sorte que les zones d’inhibition résultantes ne se chevauchent pas et que les antibiotiques individuels
n’interagissent pas les uns avec les autres. Un maximum de 6 disques santibiotiques peut étre appliqué sur une boite
de 90 mm de diametre.

5 Incubation. Incuber les boites dans des conditions aérobies a température et pendant la durée spécifiées dans les
procédures EUCAST en fonction du micro-organisme a tester. Les boites doivent étre placées sur gélose coté vers
le bas, afin d’éviter que des antibiotiques ne tombent de la surface de la gélose. L’incubation des boites doit
commencer dans les 15 minutes suivant 1’application des disques. Les boites ne doivent pas étre incubées plus
longtemps que recommandé.

Des lignes directrices détaillées pour la sélection des médicaments antibactériens et la réalisation
d’antibiogrammes par la méthode de diffusion sur disque sont énoncées dans les procédures EUCAST
actuelles.

11. Lecture et interprétation

Apres incubation :
e  Mesurer le diamétre des zones d’inhibition de croissance conformément aux procédures EUCAST actuelles a
I’aide d’une régle ou d’un autre appareil de mesure. La mesure doit étre exprimée en millimétres.
e Interpréter les mesures obtenues sur la base des procédures EUCAST en vigueur, en attribuant la catégorie de
sensibilité appropriée a chaque médicament utilisé.

Lors de l'analyse des mécanismes de résistance d'un agent pathogéne, la taille et la forme caractéristique des zones de
croissance bactérienne inhibée doivent également étre évaluées.

12. Contréle qualité

Effectuer un contréle de la qualité moyenne a une fréquence et d’une maniére compatibles avec les procédures EUCAST
en vigueur pour le contrdle de la qualité de la méthode de diffusion du disque et des procédures de laboratoire.

Des souches de référence qui garantissent la cohérence des mesures conformément aux procédures EUCAST doivent étre
utilisées pour effectuer des tests de contrdle de la qualité.

13 Limites de la méthode

e Pour I’antibiogramme des bactéries fastidieuses, utilisez le milieu Mueller Hinton avec du sang de cheval et 20
mg /1 de NAD (MH-F).

e De nombreux facteurs peuvent affecter la taille des zones d’inhibition et les résultats de 1’antibiogramme, tels
que la densité de suspension bactérienne, le taux de croissance, la composition du milieu et le pH.

e Les antibiogrammes par la méthode de diffusion sur disque ne doivent étre effectués qu’avec des cultures
bactériennes pures d’environ 16 a 24 heures,

e Sila densité d’inoculum est trop élevée, elle peut réduire la zone d’inhibition, et si elle est trop faible, elle peut
augmenter la taille des zones d’inhibition de la croissance et rendre leur mesure difficile.

e Le fait de laisser les plaques inoculées a température ambiante pendant une période plus longue que celle
recommandée avant d'appliquer les disques peut provoquer une prolifération microbienne, entrainant une
diminution du diamétre des zones d'inhibition de la croissance. Il est donc important de respecter la régle des
15-15-15 : la suspension doit étre utilisée dans les 15 minutes suivant sa préparation, les disques doivent étre
appliqués dans les 15 minutes suivant l'inoculation de la plaque et l'incubation de la plaque doit commencer dans
les 15 minutes suivant l'application du disque.
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e Une mauvaise conservation des disques peut affecter la stabilité des antibiotiques qu’ils contiennent, ce qui peut
réduire le diamétre des zones d’inhibition et peut étre une source d’erreurs d’interprétation dans 1’évaluation de
la sensibilité aux médicaments de I’agent pathogene étudié.

e La fagon dont les piles de tuiles sont disposées dans l'incubateur, en raison d'un chauffage inégal, est un facteur
important qui influe sur le résultat du test. Il est recommandé de ne pas dépasser 5 tuiles par pile.

e  Un rétrécissement excessif du milieu di a un stockage inadéquat peut entrainer de faux résultats indiquant la
présence d'une sensibilité.

e Une mauvaise disposition des disques d'antibiotiques pour tester la présence de mécanismes de résistance peut
entrainer des résultats incorrects.

14. Caractéristiques de la méthode
Présenté dans les documents EUCAST et la littérature disponible.
15. Elimination du matériel utilisé

Le matériel utilisé et non utilisé doit étre éliminé conformément a la réglementation en vigueur en matiére de traitement
des déchets médicaux et aux procédures de laboratoire relatives a 1'élimination du matériel infectieux et potentiellement
infectieux.

16. Déclaration des événements indésirables

Conformément a la réglementation en vigueur, les événements indésirables et les incidents qui peuvent étre directement
liés au milieu décrit doivent étre signalés au fabricant et aux autorités compétentes.
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SYMBOLE NOM DU SYMBOLE DESCRIPTION REF.
‘ Fabricant Indique le fabricant de I’instrument médical. 511
Date de fabrication Ipdlqu@ .lardate apres laquelle I’instrument médical ne doit plus
étre utilisé. 5.1.3
H E F N° de catalogue Indique le numéro de catalogue du fabricant afin que le
& dispositif médical puisse étre utilisé. 5.1.6
L 0 T Code de lot {ndlque lg C(?de de lot du fabricant afin que le lot ou le lot puisse
étre identifié. 5.1.5
Diisg Oillglsftir??gl\clilrge Indique un instrument médical destiné a étre utilis€ comme
lVD & instrument médical de diagnostic in vitro. 5.5.1

Ne pas réutiliser Indique un instrument médical destiné a un usage unique. 549

Contient suffisamment de | Indique le nombre total de tests pouvant étre effectués avec
tests <n> I’instrument médical. 5.5.5

Date limite d’utilisation Indique la date apres laquelle I’instrument médical ne doit plus
étre utilisé

Indique que les limites de température doivent étre indiquées a

Limite de température N . . L S
coté des lignes horizontales supérieure et inférieure.

5.3.7

Svmbole de sécurité Le marquage CE sur un produit est une déclaration du fabricant
c € (Resy cct des exigences de attestant que le produit est conforme aux exigences essentielles
P & des réglementations pertinentes de 1’Union européenne en Nd.

I’'UE . . L .
) matiére de santé, de sécurité et d’environnement.

Consultez le mode d’emplo Indique la nécessité pour 1’utilisateur de consulter le mode
ou consultez le mode , .
d’emploi. 543

d’emploi électronique

STERILE Stérilis¢ 4 I'aide de Indique un instrument médical qui a été fabriqué a 1’aide de

techni trait t . . ,
echniques d.e rattemen techniques aseptiques acceptées. 522
aseptique

Indique qu’un instrument médical qui ne devrait pas étre utilisé

Ne pas utiliser si ’emballage | si ’emballage a ét¢é endommagé ou ouvert et que [’utilisateur
est endommaggé et consulter | devrait consulter le mode d’emploi pour obtenir des 5238
le mode d’emploi renseignements sur la dépendance. -
Contient du matériel Indique un instrument médical qui contient des tissus 548
biologique d’origine animale | biologiques, des cellules ou leurs dérivés d’origine animale o
r ®
Graso Zenon Sobiecki Division de production
Cercle 4A; 83-200 Starogard Gdanski Lesna 1, Owidz c €
www.grasobiotech.pl 83-211 Jablowo

Téléphone + 48 (58) 562 30 21

MUELLER HINTON II AGAR selon EUCAST



http://www.grasobiotech.pl/

	MUELLER HINTON II AGAR (selon EUCAST)

