ESPECIFICACIONESDE | -

=2l PRODUCTO TERMINADO '
BORATORIO j

AGAR MUELLER HINTON
Medio de cultivo Agar Mueller Hinton

INTRODUCCION:
El medio de Mueller Hinton preparado por MEDIBAC LAB presentado en placa de petri desechable ha sido
disefiado especificamente para realizacién de las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana segin el
procedimiento de Kirby Bauer. El medio puede utilizarse también para cultivo de microorganismos de
crecimiento rapido.

COMPONENTES:

1. Funda por 10 unidades

2. Inserto

MATERIALES REQUERIDOS NO SUMINISTRADOS:
. Asas Bacteriolégicas

. Hisopos estériles desechables

. Guantes estériles

. Tubos escala de Mac- Farland

. Sensidiscos

. Tapa bocas

. Estufa a 37°C

. Caldo Mueller Hinton 6 tripticasa de soya

. Mechero de Bunsen
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METODOLOGIA.
Principio del método: En el manejo clinico de los cuadros infecciosos causados por microorganismos bacterianos, es, en la mayoria de
los casos, de vital importancia establecer la susceptibilidad ¢ resistencia del microorganismo implicado a los antimicrobianos de uso
corriente para tener un mejor criterio y mejores posibilidades de éxito en el tratamiento. Para el logro de este propésito, se requiere un
proceso estandarizado, el cual incluye el uso de un medio que asegure el buen crecimiento del microorganismo en estudio y la adecuada
difusion del antimicrobiano probado; el medio de Mueller Hinton llena dichos criterios. Agar Mueller Hinton se prepara a partir de materia
prima deshidratada comercialmente obtenida de la casa OXOID, la cual cumple los requisitos del CLSI (Clinical and Laboratory Standars
Institute), se dispensa en un volumen de 26 cc por placa para dar una capa de 4 mm de altura. El Agar Mueller Hinton basicamente
contiene: g/l

Beef, dehydrated infusion from
Casein hydrolysate..................

CRITERIOS DE DESEMPENO Y LIMITACIONES DEL METODO

El medio de Mueller Hinton, debe permitir el crecimiento abundante de los microorganismos en estudio y la adecuada difusion de los
antimicrobianos incorporados en los sensidiscos después de 18 horas de incubacion. Este medio se recomienda principalmente para
pruebas de susceptibilidad antimicrobiana de microorganismos de crecimiento rapido en aerobiosis.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS:
El medio de Mueller Hinton en placa de petri viene listo para ser utilizado.

CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

El medio de Mueller Hinton debe ser colocada las placas en posicion invertida para evitar que el agua de condensacién pueda caer sobre
la superficie del medio. Este medio debe manipularse con cuidado evitando movimientos bruscos o caidas que puedan resquebrajar la
capa del medio.

De acuerdo al estudio (Condiciones de Almacenamiento de los Medios) realizados por Medibac Lab. Los medios de cultivos preparados
para su transportacion tienen una tolerancia de hasta 24 horas con una temperatura de 2 a 35°C, una vez llegado a su destino final el
mismo debe ser almacenado a una temperatura de 4 a 8°C.

Nota: El producto debe evitar temperaturas inferiores a -0°C para evitar congelacién del medio, lo que ocasionaria el deterioro del
mismo, y evitar temperaturas superiores a 35°C para que no produzca condensacién interna en la placa lo que podria afectar la fidelidad
de los resultados.

Conservado en condiciones 6ptimas el medio es estable hasta la fecha de expiracién sefialada.

PROCEDIMIENTO:

1. Seleccionar 4-5 colonias de cultivo del microorganismo en estudio, no utilizar cultivos de méas de 24 horas.

2. Transferir estas colonias simplemente tocando la parte superior de cada una de ellas con el asa bacteriolégica estéril a un tubo que
contenga 3-5 cc de caldo estéril de Mueller Hinton 6 de Tripticasa- Soya
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3. Incubar este cultivo a 37°C por 2 horas, si es necesario diluir el cultivo con solucién salina estéril hasta obtener una turbidez similar al
tubo 0.5 de la escala de Mac-Farland lo que corresponde a 1.5x108 microorganismos viables por mililitro.

4. Sumergir un aplicador de algoddn estéril en la suspension del microorganismo. No utilizar cultivos sin diluir.

5. Colocar el aplicador por encima del nivel del contenido del tubo, rotarlo contra las paredes del mismo para remover el exceso del
inoculo.

6. Tomar una caja de Mueller Hinton que esté a T° ambiente cuya superficie tersa no presente humedad. Sembrar con el aplicador
suavemente en tres direcciones. Hay que evitar indculos muy concentrados ¢ muy diluidos.

7. Permitir que la superficie del medio resembrado se equilibre durante 5-20 minutos, manteniendo la caja con su tapa.

8. Colocar con pinza estéril los discos de los antimicrobianos seleccionados, no méas de 6 discos por caja: 1 en el centroy 5 en la
periferia a distancias equidistantes para evitar que los halos de inhibicion se imbriquen.

9. Incubar las cajas en posicion con la tapa hacia abajo a 37°C por 18-24 horas. Nunca usar atmésfera de CO2.

10. Leer el didametro de los halos de inhibicién e informar.

INTERPRETACION DE RESULTADOS ANALITICOS:

Los resultados de las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana por difusion en agar segun el procedimiento de Kirby-Bauer se
interpretan segun tablas especiales de comparacion. El resultado sera: sensible (S), resistente (R) 6 sensibilidad intermedia ().
CONTROL DE CALIDAD:

El medio de Mueller Hinton tiene un estricto control de calidad durante el proceso de produccién y producto terminado que incluye el
cumplimiento de las especificaciones del medio y las pruebas de crecimiento de cepas ATCC.

ASPECTOS FISICOS DEL MEDIO ESTADO
Apariencia Medio solido de color ambar palido envasado en placa de petri. CUMPLE
Color del medio solido Ambar palido CUMPLE
pH 7,18-7,2 7,2
La consistencia del medio debe ser ligeramente dura, para que permita la CUMPLE
Consistencia siembra de muestras sin romperse.
Volumen del medio 26c¢c que deben dar con una capa de 4 mm de agar en placa de petri. 4mm
El medio debe ser completamente liso, no debe presentar rugosidad ni CUMPLE
Tersura burbujas que dificulten la siembra.
El medio antes de usarse debe encontrarse libre de cualquier crecimiento CUMPLE

Esterilidad microbiano

Escherichia coli 25922

Staphylococcus aureus 25923

Enterococcus faecalis 29212

Ademés, MEDIBAC LAB hace para cada lote un control de desempefio frente a sensidiscos de ceftriaxona, ciprofloxacina, trimetoprim
sulfametoxazole y oxacilina con una cepa de S.aureus 25923.

VALOR DE REFERENCIA:

Para la cepa utilizada y los sensidiscos utilizados el patrén de lectura debe ser
Ceftriaxona 30-37 mm

Ciprofloxacina 28-33 mm

Trimetroprim sulfametoxazole 29-36 mm

Oxacilina 24-34 mm

PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS:

Se debe observar estrictas medidas de asepsia y antisepsia. Desechar todos los elementos utilizados en recipientes con solucién de
Hipoclorito de Sodio al 2.5%. Los cultivos una vez leidos deben esterilizarse en autoclave y luego empacados en bolsa plastica roja para
ser recogidos por la compafiia recolectora de desechos biol4gicos.

Laboratorio Fabricante: Medibac
Quimica Responsable: Dra. Juana Cedefio Vélez.
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