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UTILIZACION DE AGAR MUELLER HINTON EN MICOLOGIA

PARTE 1

RESUMEN

Con el fin de probar lq utilidad del Agar Mueller
Hinton en micologia médica, para futuros ensayos
con drogas antifiingicas, se compara el desarrollo
de Dermatofitos (M. canis, M. gypseum, T. rubrum,
T. mentagrophytes y E. floccosum) v especies de
Candida en este medio v en ASG 20% — 40%, YMA
y DST. Se comprueba que el Agar Mueller Hinton
es tan eficaz como el ASG para el crecimiento de
estos hongos en los plazos recomendados para estu-
dios de sensibilidad.

Los estudios de sensibilidad antifuingica son
bastante complejos v ha sido dificil estandarizar
técnicas relativamente sencillas reproducibles en
nuestros laboratorios debido a las caracteristicas
de crecimiento de los hongos y a la labilidad de
algunos antifingicos cuyas propiedades bioquimicas
influyen en la eleccién del medio de cultivo, Ia can-
tidad de indculo, el tiempo y la temperatura de
incubacidn.

Con respecto al medio utilizado en técnicas
de sensibilidad, debe cumplir con los requisitos
de no inhibir el desarrollo de los hongos ni alterar
la actividad de los antimicrobianos ya sea por su
constitucion o por productos de metabolismo fin-
gico, en dicho medio.

Se ha recomendado diversos medios de cultive
segin la droga en estudio, tales como Sabouraud
glucosado (1), Yeast Morphology Agar, Yeast Nitro-
gen Base, Antibiotic Medium NO 12 y NO 3 de
Difco, Casein Yeast-Extract Glucose Agar, Kimmig's
Agar de Merck (2), SAAM, F (Synthetic Amino-
acid Medium, fungal (3), Sabhi (4) v otros adicio-
nados o no de buffer. La mayorfa de ellos son difi-
ciles de conseguir o esterilizar en nuestro medio.

El Agar Sabouraud 'Glucosado, muy utilizado
con todas las drogas por varios autores (5, 6, 7, 8)
por su ficil disponibilidad, no es apropiado para
imidazolicos, ni 5 Fluorocitosina (9, 10). S6lo se ha
probado que es el mds indicado en estudios con
Anfotericina B.

Hemos deseado probar un medio cominmente
usado en nuestros laboratorios, en estudios de sensi-
bilidad bacteriana, por su nula o escasa interferencia
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SUMMARY

[ The evaluation of Mueller Hinton Agar in Mycology.
Part. I ]

The usefil of Mueller Hinton Agar-was tested in
medical mycology, with the purpose of employing
this media in future assays with antifungal drugs.
The growth of dermatophyte (M. canis, M. gypseum,
T. rubrum, T. mentagrophytes and E. floccosum)
and Candida especies in this media was compared
with S.G.A. at 200% -40%, YMA. and D.S.T.

It was concluded that Mueller Hinton Agar is so
efficient as 5.G.A. for the development of these fungi
in the recommended time for sensibility studies.

en la actividad de las drogas: ¢l Agar Mueller Hinton
{MH), Difco esterizable en autoclave.

El objetivo de este estudio inicial fue observar
si el medio Mueller Hinton permite un buen desarro-
llo de hongos filamentosos, semejante al que se
presenta en medios de cultivo habituales o emplea-
dos en estudio de sensibilidad.

MATERIAL Y METODOS
ler. Estudio

Se observd el crecimiento de cepas de derma-
tofitos y levaduras en Agar Mueller Hinton y se
compard con el observado en Agar Szbouraud con
20 y 40% de glucosa (ASG), Yeast Morphology Agar
{(YMA) y DST {(Oxoid).

Los 5 medios de cultivo se prepararon y con-
trolaron 24 horas antes para evitar diferentes grados
de desecacién y se repartieron equitativamente en
tubos inclinados del mismo tamafio para hongos
filamentosos y en placas para levaduras.

Se incubaron en ASG 2 cepas de Candida
albicans y 7 de dermatofitos (2 M. canis, 2 T. rubrum,
! M. gypseum, 1 T. mentagrophytes y 1 E. flocco-
sum) por 12 dias a 25° C. Luego se prepararon
suspensiones de conidios o levaduras en agua destilada
estéril. Se agitaron con Vértex y se ajustaron a una
concentracién equivalente a la del tubo 1/2 de la
escala de Mc Farland (patrén usado en los estudios de
sensibilidad, que da 95 a 97% de transmitancia a 530
anm de longitud de onda). Se inoculé 0,2 cc de cada
cepa en 2 tubos de cada tipo de Agar y se incubaron
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Fotos 1 y 2: M. canis (1) y E. floccosum (2) a los 13 dias de incubacidn a
250 C,ASG 40%,ASG 20%MH, DST e YMA.

Foto 3: Tamaiio de la colonia de T. mentagrophytes a los 6 dias de incubacién
en MH (extremo superior) y ASG a 25° C.

Foto 4: Crecimiento de levaduras a las 48 horas a 37° C en ASG, YMA y MH.
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éstas por 8 a 13 dias, a 259 C. (Fotos 1y 2).

El desarrollo de las cepas fue evaluado por
separado por 3 expertos, en cada medio de cultivo
(2 tubos por cepa) usando una escala entre 0 y 4
puntos: O sin desarrollo; 4 crecimiento abundante
que cubre toda la superficie (colonias confluentes),
de modo que el puntaje mdximo por cepa era de
12 (3 evaluadores por 4 puntos).

. 2do. Estudio

: Para comparar la velocidad de crecimiento de
las cepas de dermatofitos, se prepard una suspen-
sion de conidios equivalente al tubo N© 1 de la

. escala de Mc Farland y se deposité 0,05 ml en el

- centro de una placa de petri con MH y de otra con

ASG 20% . Una vez secas las gotas se invirtieron

- las placas y se incubaron a 259 C. Se midieron los

- didgmetros (en mm.) de las colonias, a los 6 y 13

- dias de incubacion (Foto 3).

El andlisis de los resultados se realizé mediante

. el uso de 2 test de hipdtesis: el test de aleatorizacion

-y el Mann-Whitney, para muestras independientes.

- 3er. Estudio

Finalmente se observé el desarrollo de 32
cepas de levaduras —en su mayoria C. albicans-—-
aplicadas con el multiple aplicador de Steers a partir
de una emulsion de 106 levaduras por ml., en Sabou-
' raud, YMA y MH, las que fueron incubadas en placas
2370 C. durante 48 horas.

RESULTADOS
ler. Estudio

Los puntajes otorgados por los 3 expertos,
muestran que el mayor desarrollo se obtuvo en SG

al 20%y el menor en YMA, obteniéndose en MH
un desarrollo intermedio. S6lo en levaduras el desa-
rrollo en MH es el menor de todos (Cuadro 1).

CUADRO 1

Evaluacion del desarrollo de 7 cepas de hongos y
levaduras segiin medio de cultivo.

CEPA

ASG ASG MH YMA DST
20% 40%

T. mentagrophytes 12 12 10.5 6 6

E. floccosum 12 12 9 4 8

M. gypseum 12 10 12 65 11

M. canis 9 9 9 3 9

M. canis 12 12 12 7 10
LEVADURAS

C. albicans 12 12 10 12 12

C. albicans 12 12 9 1] 10

Total Dermatofitos 57 55 52 26.5 44
(95%) (91.7%) (87,59%)(44.2%)(73.3%)

Total C. albicans 24 24 19 23 22

Total 81 79 715 495 66
(96.4%) (94%) (85.1%) (58.9% (78.6%)

NOTA: Las 2 cepas de T. rubrum no fueron conside-
radas por haberse desarrollado mal en SG al
20 y 40% y no crecer en DST ni YMA.

CUADRO N© 2
Didmetros de las colonias de las 9 cepas en ASG y MH, 2 los 6 y 13 dias de incubacion.

CEPAS ASG 6 dias MH ASG 13 dias MH

T. mentagrophytes 18x17 19x17 37x37 31x31
T. mentagrophytes ! 13x11 15x12 28x26 30x27
T. mentagrophytes 18x12 lix 8 42x42 24x20
T. mentagrophytes 17x17 19x19 45x40 31x30
M. Canis 25x25 27x27 60x60 35x35
E. floccosum 10x10 11x10 26x26 22x20
 T. mubrum 5x5 13x13 11x11 21x19
T. rubrum 8x8 12x10 17x17 22x22

Area promedio {(mm2): 221 260 12934 716.1
Desv. standard (s): 192.30 21397 1126.84 307.04

Veloc. crecimiento (mm2xdia): 1532 65.2
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ic en ambos medios, especialmente en ASG, en
do -r_-de lIos 13 dias, el didmetro de las colonias llega

superar ai de las incubadas en MH, aunque de
manera no significativa. Sin embargo, este retardo
en el de=arml}o en MH no es de importancia ya que
la lectura de los estudios de sensibilidad debe reali-
zarse en los primeros 2 a 6 dias y no después.

Pudimos observar también una esporulacion
mis precor en MH y una mayor tendencia al pleo-
morfisme con ASG en las colonias con 13 dias
de incubacidn, probablemente por ser éste un medio
mds rico.

£l buen desarrollo de los hongos en MH nos

hace pensar que pusde tratarse de un buen medio de

ivo para enszyar con drogas antifingicas. Su pH

neutro a diferencia de YMA e YNB cuyo pH
1o dizmninuye la zctividad de los polienos.

Su riqueza en fo;fatos que neutralizan iones
come caleio® v magnesio™ que a su vez interfieren
de las drogas, le ha permitido ser
s apto en estudio con antimi-
. Por u'&mo es un medio comercial hien
d de f4cil disponibilidad y mansgjo

avable,

CONCLUSIONES

Al Agar Mueller Hinton es un medio que per-
mite un desarrollo de hongos filamentosos y leva-
duras tan eficiente como los medios Agar Sabouraud
con 20 v 40% de glocosa y DST (Oxoid) y maés
eficiente que con Yeast Morphology Agar.

El tamafic de las colonias con MH es similar
al ohiervado en Agzar Sabourazud zlucosado en estu-
dios de crecimiento realizados a los 6 y alos 13 dias
..:cu‘::.n-.ﬂ., sisndo mayor la velocidad de creci-

As
ag
miento en ASG entre 6 v 13 difas.

C. 5. (1978). Laboratory
logv. 4a. Fd. US. Dept.
7 Disease Control, Atlanta

T P. Chi]e 22: 64-68.



Utilizacion de Agar Mueller Hinton en Micologia - L. Salamancay M.C. Diaz

i

Zaror, L., Otth, L. y Tejero, A. (1983). Concentra-
ciones inhibitorias minimas de miconazol para derma-
tofitos, Candida y otros hongos, Bol. 1. S. P. Chile
24: 26-29.

Zaror, L., Pinedo, M. y Otth, L. (1983). Actividad
“in vitro” del ketoconazol sobre dermatofitos. Bol.
LS.P, Chile 24 : 30-31.

9.—

10.~

Hoeprich, P.D. y Huston, A. C. (1976). Effect of
culture media on the antifungal activity of miconazole
and amphothericin B methylester. L. Infect. Dis.
134 : 336- 341,

Utz, C.J. y Shadomy, S. (1977). Antifungal activity
of 5-fluorocytosine as measured by disk diffusion
susceptibility testing. J. Infest. Dis. 135: 970-974.

177





