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UTILIZACION DE AGAR MUELLER HINTON EN MICO LOGIA PARTE 1 

RESUMEN 

Con el fin de probar la utilidad del Agar Mueller 
Hinton en micolog(a médica, para futuros ensayos 
con drogas antifúngicas, se compara el desa"ollo 
de Dermatofitos (M. canis, M. gypseum, T. rubrum, 
T. mentagrophytes y E. floccosum) y especies de 
Candido en este medio y 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 antifúngica son 
bastante complejos y ha sido difícil estandarizar 
técnicas relativamente sencillas reproducibles en 
nuestros laboratorios debido a las características 
de crecimiento de los hongos y a la labilidad de 
algunos antifúngicos cuyas propiedades bioquímicas 
influyen en la elección del medio de cultivo, la can­
tidad de inóculo, el tiempo y la temperatura de 
incubación. 

Con resP.ecto al medio utilizado en técnicas 
de sensibilidaa, debe cumplir con los requisitos 
de no inhibir el desarrollo de los hongos ni alterar 
la actividad de los antimicrobianos ya sea por su 
constitución o por productos de metabolismo fún­
gico, en dicho medio. 

Se ha recomendado diversos medios de cultivo 
según la droga en estudio, tales como Sabouraud 
glucosado (1), Yeast Morphology Agar, Yeast Nitro­
gen Base, Antibiotic Medium N° 12 y N° 3 de 
Difco, Casein Yeast-Extract Glucose Agar, Kimmig's 
Agar de Merck (2), SAAM, F (Synthetic Amino­
acid Medium, fungal (3), Sabhi ( 4) y otros adicio­
nados o no de buffer. La mayoría de ellos son difí­
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 fácil disponibilidad, no es apropiado para 
imidazólicos, ni 5 Fluorocitosina (9, 10). Sólo se ha 
probado que es el más indicado en estudios con 
Anfotericina B. 

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

( The eva/uation of Mueller Hin ton Agar in Myco/ogy. 
Part. I ] 

The useful of Mueller Hinton Agarwas tested in 
medica! mycology, with the purpose of employing 
this media in future assays with antifungal drugs. 
The growth of dermatophyte (M. conis, M. gypseum, 
T. rubrum, T. mentagrophytes and E. floccosum) 
and Cundida especies in this media was compared 
with S.G.A. at 20% -40%, Y.M.A. and D.S. T. 

It was concluded thqt Mueller Hin ton Agar is so 
efficient as S. C.A. for the development of these fungi 
in the recommended time for sensibility studies. 

en la actividad de las drogas: el 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 fllamentosos, semejante al que se 
presenta en medios de cultivo habituales o emplea­
dos en estudio de sensibilidad. 

MATERIAL Y METODOS 

ler. Estudio 

Se observó el crecimiento de cepas de derma­
tofitos y levaduras en Agar Mueller Hinton y se 
comparó con el observado en Agar Sabouraud 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 desecación y se repartieron equitativamente en 
tubos inclinados del mismo tamaño para hongos 
filamentosos y en placas para levaduras. 

Se incubaron en ASG 2 cepas de Candida 
albicans y 7 de dermatofitos (2M. canis, 2 T. rubrum, 
1 M. gypseum, 1 T. mentagrophytes y 1 E. flocco­
sum) por 12 días a 25° C. Luego se prepararon 
suspensiones de conidios o levaduras en agua destilada 
estéril. Se agitaron con Vórtex y se ajustaron a una 
concentración equivalente a la del tubo 1/2 de la 
escala de Me Farland (patrón usado en los estudios de 
sensibilidad, que da 95 a 97% de transmitancia a 530 
\nm de longitud de onda). Se inoculó 0,2 ce 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 días de incubación a 
250 C,ASG 40•t.,ASG 20%,MH, DST e YMA. 

Foto 3: Tamaño de la colonia de 'f. mentagrophytes a los 6 días de incubación 
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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átas por 8 a 13 días, a 25° C. (Fotos 1 y 2). 
El desarrollo de las cepas fue evaluado por 

.eparado por 3 expertos, en cada medio de cultivo 
{2 tubos por cepa) usando una escala entre O y 4 
puntos: O sin desarrollo; 4 crecimiento abundante 
qúe cubre toda la superficie (colonias confluentes), 
de modo que el puntaje máximo por cepa era de 
12 {3 evaluadores por 4 puntos). 

i 2do. Estudio 

Para comparar la velocidad de crecimiento de 
lu cepas de dermatofitos, se preparó una suspen­
sión de conidios equivalente al tubo N° 1 de la 

· eac:ala de Me Farland y se depositó 0,05 mi en el 
: Qentro de una placa de petri con MH y de otra con 
· :ASG 20'1. . Una vez secas las gotas se invirtieron 
.. lu placas y se incubaron a 25° C. Se midieron Jos 

diámetros (en mm.) de las colonias, a los 6 y 13 
días de incubación (Foto 3). 

El análisis de los resultados se realizó mediante 
el uso de 2 test de hipótesis: el test de aleatorización 

. y el Mann-Whitney, para muestras independientes. 

Ser. Estudio 

Finalmente se observó el desarrolJo de 32 
cepas de levaduras - en su mayoría C. albicans­
aplicadas con el múltiple aplicador de Steers a partir 
de una emulsión de 106 levaduras por mi., en Sabou-

• raud, YMA y MH, las que fueron incubadas en placas 
' ~ 370 C. duran te 48 ho ras. 

RESULTADOS 

ter. Estudio 

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

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

CUADRO 1 

Evaluación del desarrollo de 7 cepas de honsos y 
levaduras según medio de cultivo. 

CEPA ASG ASG MH YMA DST 
20, 40<r. 

T. mentagrophytes 12 12 10.5 6 6 

E. floccosum 12 12 9 4 8 

M. gypseum 12 10 12 6.5 11 

M. canis 9 9 9 3 9 

M. canis 12 12 12 7 lO 

LEVADURAS 

C. albicans 12 12 10 12 12 

C. albicans 12 12 9 1J 10 

Total Dermatofitos 57 SS 52 26.5 44 
(95•/e) (91 '7"1.) (8 7 ,59"1o) (44.2"1o) (73.3"1o) 

Total C. albicans 24 24 19 23 22 

Total 81 79 71.5 49.5 66 
(96.4'11o)(94"1o)(85.l"'o) (58.9._. (78.6"1o) 

NOTA: Las 2 cepas de T. rubrum no fueron conside-
r·adas por haberse desarrollado mal en SG al 
20 y 4004 y no crecer en DST ni YMA. 

CUADRO No 2 

Diámetros de las colonias de las 9 cepas en ASG y MH, a los 6 y 13 días de incubación. 

CEPAS ASG 
6 días 

MH ASG 
13 días 

MH 

T. mentagrophytes l8x17 l9x1 7 37x37 31x31 
T. menbgrophytes l3x 11 15x12 28x26 30x27 
T. mentagrophytes 18x12 llx 8 42x42 24x20 
T. mentagrophytes 17x l7 19x19 45x40 31x30 
M.Canis 25x25 27x27 60x60 35x3S 
E. floccosum lOx!O ll xlO 26x26 22x20 
T. rubrum 5x5 13xl 3 llx 11 2lx19 

, T.rubrum 8x8 12x l0 17x l7 22x22 

Area promedio (mm2): 221 260 1293.4 716.1 
Detv. standard (s): 192.30 213.97 1126.84 307.04 
V~c. crecimiento (mm2xdía): 153.2 65 .2 
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2do. Estudio 

El. área pro1"OOdio de iH C"ül'7:\nias fue mayor 
en MH a los 6 d{s e infellvr a los 13 dias de incu· 
badón. lo que mU~'stra qi1~ la v'cloddad de creci­
miento fue superinr en ASG (23 ve..:cs r.1'::':, (,r C", .... e en 
MH) (Cuadro t\0 2 ). 

3er. Estudio 

el desaTFlllo de las 32 ce¡::::.s de le\'.:duras fue 
bueno ! semej::.::,:e en b5 trú f:1ed..:!)<: de cultivo 
a 1.:s 48 h rs. de in':übj(jé-¡j n ("~J 4), 

COMENTARIOS 

De lo !e~ ... :ta.jús (.l::.. "Y.:d~~ s~ d::::.;;en,,,:e 
lj u ~ el rrl-:.:!i0 i.,,¡H reu::,~ ~(5 r~qu!'i:. J r:ece5ari·:-~ 
p~'!"a un buen dc5.arrC'!h Je h-:-!~ :" ?l~' s; C":,i ~l 
de~rrollo en e5te medi.) se Gt::"":· .. a i.::fe-:-!-:- -2~!1:;':' 
nu significativament-e ~l (")S:ct':do e.rl ASG ..:.1 
20 Ó 40% • en e;r ·:-·:id ?lfl ::-"'::-':' l"::~-::-:en~(, .::.. 
los denn:i.tofit05 Se dcs.:.rrlJ!:!1 k .... l.i.:.::!e mej .... f 
qü-e en DST (us~:o Pi)[ algan·:.; s'u: ... :es en esbc: ~ 
de sensibilidad 2.J,.ti;~:n~~.:aj: y 5¡f;:¡fi·.:~tivJI"!1ente 
meja q';e en YMA. rc::.:·~ ¡üei;¿~d'J p::.ra cst:E!ios C0n 
drvE.:"'s anun:i-:6tkas (p""O,OC!: J. Las k···. :uras cre("~n 
mc~ ')r 0:: 11 YMA o DST, si;"", ~r:¡':::~";~ S~ r.:.ultiplicacién 
en MH es acept.?blc . cC'n 3 F:;::~':'S: o i -:.~ ?0f inVts:!:i­
gador s0bre l!:: 17".:i.:-Jrr,O d~ ..¡. p:..:. - .:.~ i -~ l~TCl n. 

Por otra ¡:'...ri:C . J"; p.:..;;je ':'?f¿ ~ .. qUI? a !O~ 
6 días de in·:.ub:l<:iér¡ la.; c:~ ';-.1:s de \1H tic-:':.;"'n 
un diámetro superior q'.;.3 el ,,"SG. :' .;-¡;t:= !:c esta­
dlsticamente signitl~ativo (ver p:'::-·r:i~.:!::-'5 en ..:u::ro 
2). AJ pasar ~.i5 tiempo. 1'='5 !::-~b-~ ::'.:.!€"strz':._. 
aumento est.adístkamt:me ;:~;;n';:i, .. :r:í'·o en el d¿.-~!!:rro-

1.-

2. 

) 
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!lo en a:11hü5 medios, especialmente en ASG, en 
dor-de a ks 13 días, el diámetro de las colonias llega 
a superar al de las incubadas en MH, aunque de 
manera no significativa, Sin embargo, este retardo 
en el Msarr-ollo en MH no es de importancia ya que 
la lectura de 105 estudios de sensibilidad debe reali· 
zarse en lus pri.rTle ros 2 a 6 días y no después. 

Pudirr.os observar también una esporulación 
r..J.s pr;;':,)l en :\lH y una mayor tendencia al pleo­
!""orfi!:mc cen A SG en ld.s colonias con 13 días 
de incublclón, probablemente por ser éste un medio 
más rico. 

El buen desarrollo de los hongos en MH nos 
h:ce peI:sar que puede tra tarse de un buen medio de 
~u!ti·"0 Flrl e~sayar con drogas antifúngicas. Su pH 
eS 0""[[0 a diÍerer.,ia de YM A e YNB cuyo pH 
á..:ido disl!1Í!li..lye 13 ac tividad de los polienas. 

Su riqueza en fosfatos que neutralizan iones 
,:C·IY:.:J calcio+ y lP.J.gnesio+ qu e a su vez interfieren 
en la acti·.id:: de las drogas, le ha pennitido ser 
l'r:a ~e !e·s rned!Gs más apto en estudio con antimi· 
cr0':-:lf:0S. Por úl timo, es un' medio comercial bien 
ocstl::ianza.:!:) de fá~il disponibilidad y manejo 
al ser autcc)a\Jbie. 

CONCLUSIONES 

Al Agaf Mueller Hinton es un medio que pero 
mite un desarrollo de hongos filamen tosos y leva· 
du!"a~ tE!! eficie-nte como los medios Agar Sabouraud 
can 20 l' 40'.. de , Ioco;a y DST (Oxoid) y más 
efi,-,,¿::tc C¡Je CU: Yé'".iSt Morphoiogy Agar. 

El t.: .... L .:.(¡ú de LeS colonhs con MH es similar 
301 c.1...:-?r;~:0 e!i Ag'::'i Sabouraud glucosado en estu· 
1:,:-,5 de ..:.¡ecimie:Jto re3.lizadús a los 6 y a los 13 días 
de !n(ut.J.:i;~!1, siendo mayor la velocid:ld de creci­
r.-::1cCiO en /\SG entie 6 y 13 días. 
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