Instrucdes de Uso

Agar Mueller Hinton- Mbiolog

Finalidade

Agar Mueller Hinton Mbiolog € um
meio de cultura, recomendado para a
realizacéo de antibiograma (teste de
sensibilidade) pela técnica de difusédo
de discos segundo o CLSI.

Principio de agéo

Possui uma substancial fonte de
proteinas e  carboidratos que
proporcionam o desenvolvimento e
crescimento de cepas bacterianas de
interesse clinico. Além disso, a baixa
concentracdo de timina e timidina e
niveis adequados de Célcio e
Magnésio, evitam falsos resultados de
sensibilidade ou resisténcia.

Composicéo

Peptona de caseina 17,5 g/L
Peptona de carne 2,0 g/L
Amido 1,5¢g/L
Agar 17,0 g/lL
Agua destilada g.s.p.

pH final 73+0,1
Materiais necessarios nao
fornecidos

Bico de Bunsen ou camara de fluxo
laminar

Estufa bacteriolégica
Swab estéril descartavel

Armazenamento e transporte do
produto

As datas de fabricacdo e validade
aparecem no rotulo da embalagem.
Nao usar produtos cuja data de
validade tenha expirado.

1. Meio de cultura pronto para uso em
placa de Petri.

O meio de cultura deve ser mantido
sob refrigeracdo, entre 2 a 8°C,
embalados em sacos plasticos e
acondicionados em posicao invertida
(tampa voltada para baixo) de forma a
se evitar a desidratacdo precoce do
produto. Quando obedecidas essas
condi¢des de armazenamento, 0 meio
de cultura em placa mantém-se
adequado para uso por 3 meses..

2. Meio de cultura desidratado em
frascos

As embalagens devem ser mantidas
em temperaturas entre 2 e 30°C, ao
abrigo da luz, umidade e fontes de
calor. Quando obedecidas essas
condi¢cdes de armazenamento, 0 meio
de cultura em frascos mantém-se
adequado para uso até a data
impressa em seu rotulo.

Precauc¢des e cuidados especiais

1. Meio de cultura pronto para uso em
placa de Petri.

Somente para uso diagnéstico
vitro”.

Usar luvas descartaveis quando
manusear amostras.

N&o comer, beber, fumar, armazenar

“

in

ou preparar alimentos, ou aplicar
cosmeéticos dentro da area de trabalho
onde reagentes e amostras estiverem
sendo manuseados.

A manipulacdo das placas s6 deve
ser realizada proxima a chama ou sob
fluxo laminar, de forma a se evitar a
contaminagcdo do meio de cultura,
evidenciada pelo crescimento espurio
de microrganismos.

Verificar, antes de realizar o inéculo
da amostra, a superficie e as
caracteristicas do meio de cultura.
Este deve se apresentar liso,
homogéneo, isento de rachaduras,
bolhas, e grumos. A constatacdo de
qualquer uma destas irregularidades
demonstra a inadequacédo do meio de
cultura para uso.

De igual importancia, a verificagdo do
meio no que se refere a presenca de
colénias oriundas de agentes
contaminantes também deve ser
realizada. A constatagcao de
crescimentos acarreta no descarte do
material, por este ser impréprio para
uso.

Todas as placas, bem como todo o
material utilizado no processo de
analise, devem, obrigatoriamente ser
autoclavados a 121°C, 1 atm, durante
15 a 20 minutos, antes de seu
descarte final.

2. Meio de cultura desidratado em
frascos

Manter os frascos de meio de cultura
sob condicdes ideais de
armazenamento ja descritas.

Assegurar-se de que apdés 0 uso O
frasco esteja bem fechado.

Usar agua destilada ou deionizada de
boa qualidade.

Preparar o meio de cultura em
recipiente de volume duas vezes e
meia maior que o volume desejado
para permitir hidratacdo, mistura e
aeracao adequados.

Realizar as provas de controle de
gualidade especificas do meio.

Amostra

Por se tratar de meio de cultura
adequado a realizagao de
antibiogramas Pour Plate,
recomenda-se utilizar colbnias puras
para in6culo. Este in6culo deve seguir
a regra, as instruces de uso do
produto.

Procedimento
Ler cuidadosamente as instrucdes
desta bula.

1. Meio de cultura pronto para uso em
placa de Petri.

Introducéo

Teste de sensibilidade

A metodologia proposta por Kirby-
Bauer é recomendada mundialmente
para a determinagdo da sensibilidade
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a antibacterianos, através da difuséo
em 4agar; a OMS recomenda a
utilizagdo de Agar Mueller Hinton
como meio seletivo para a realizagao
de provas de sensibilidade.

Preparo do inéculo

Em um tubo de ensaio estéril,
dispensar 5 ml de caldo soja
tripticaseina (TSB), e repicar, neste
meio, 4 a 5 coldnias puras da
bactéria a ser testada. Incubar
durante 2-6 horas a temperatura ideal
para  crescimento da  bactéria
(usualmente entre 35 e 37°C). Nédo
utilizar culturas mistas em provas de
difusdo, pois os resultados obtidos
tendem a ser erroneos. Periodos de
incubacdo elevados para o indculo
podem fornecer menores halos de
inibicho do que os usualmente
obtidos. Em contrapartida, in6culos de
baixa densidade bacteriana
promovem halos de inibicdo maiores
do que os normalmente verificados.

Podera também ser usada uma
solugéo fisiologica estéril e nela
introduzir col6nias até que seja
atingida uma turbidez de 0,5 na
escala de Mc Farland.

Acerto da Turbidez

Preparar, em um tubo de ensaio igual
ao utilizado na realizag&o do in6culo,
uma solucéo de sulfato de bario, a ser
usada como referéncia de turbidez, da
seguinte forma:

0,5 ml de cloreto do bario.2H,0 0,048

M + 99,5 ml de &cido sulfarico 0,36 N
(0,5 na escala de Mc Farland )

Ajustar a turvag@o do meio inoculado
em relacdo a solucdo de referéncia
(pode-se  utilizar solugdo salina
fisiolégica ou o préprio meio para este
ajuste). Apds o acerto da turvacdo, a
concentragdo bacteriana no meio

encontra-se entre 1 a 2 x108
bactérias/ml.

Semeadura

A semeadura do inéculo pode ser
realizada com swab ou por
superposicdo da camada de inéculo.
Embeber a extremidade do swab no
inoculo aferido e entdo pressiona-la
na parede do tubo, de forma a
remover 0 excesso de indculo.
Delicadamente, aplicar o in6culo
sobre a superficie da placa de Agar
Mueller Hinton, em varias diregdes, de
forma a cobrir toda a placa. Aguardar
15 minutos, para total secagem do
in6culo aplicado.

Aplicacao dos discos

Aplicar os discos com auxilio de um
dispensador ou manualmente.
Quando manualmente, aplicar o0s
discos sobre a superficie da placa
inoculada utilizando uma pinga
flambada e fria. Apés aplicar o disco
sobre a placa, fazer leve pressédo
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sobre o mesmo, de forma a melhorar
a sua aderéncia ao meio. Deve-se
permitir que a distancia entre os
discos seja suficiente para se evitar a
sobreposicao dos halos de inibicéo.
Incubar a placa em posicéo invertida,
durante 16-18 horas, entre 35 e 37°C.
Quando necessaria anaerobiose ou
atmosfera de CO, deve-se padronizar

a incubacao.

2. Meio de cultura desidratado em
frascos

Indicado para o preparo de placas de
Petri de uso

Dissolver 38g em 1 litro de agua
destilada. Hidratar por 10 a 15
minutos. aquecer agitando
frequentemente e ferver por 1 minuto.
Esterilizar a 121°C e 1 atm por 15
minutos.  Esfriar até  45-50°C..
Distribuir 50-60 mL por placa de Petri
estéril. Se ndo for usado no mesmo
dia, armazenar de 2-8°C em posi¢éo
invertida.

Interpretacéo

Os halos de inibicdo devem ser
gualificados com o auxilio de um
paguimetro ou régua milimetrada. A
expressdo dos tipos de halos s&o:
sensivel, intermediario e resistente.
Os fabricantes de discos de
sensibilidade fornecem tabelas de
halos de sensibilidade especificas
para os discos empregados, 0s quais
sdo baseados em informacdes do
CLSI (documento M100 ) .

Colbnias, diferentes da colbnia da
cepa testada, que crescem no interior
de halos séo sugestivas de impureza
no inéculo empregado ou de
linhagens diferentes da mesma
espécie. Determinados
antibacterianos promovem a formagéo
de halos duplos; estes casos, deve-se
considerar apenas o halo interno,
mais claro, e ignorar o halo mais
externo e denso.

Controle de qualidade

O laboratério deve preferivelmente
participar de programas de controle
externo de qualidade, a exemplo
daqueles oferecidos pela SBAC e
SBPC.

Para controle interno de qualidade,
recomendamos utilizar as seguintes
cepas: : Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 e
Escherichia coli ATCC 25922.

Aparéncia do meio
O meio se apresenta na ambar claro.

Dados estatisticos

Por se tratar de meio de cultura de
enriguecimento (seletivo), nédo
existem formas de se realizar estudos
de sensibilidade e especificidade.
Reprodutibiidade e repetitvidade: A realizacdo
de 20 culturas de uma mesma suspensdo de
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cepapad@o com valor 1,0 McF, em dias
altemados, ao longo de 4 dias, demonstrou um
coeficiente de variagdo igual a 7,82%.

Estabilidade: Quando mantido sob
condicdes ideais de armazenamento,
0 meio de cultura pronto para uso em
placa mantém-se adequado para uso
por 3 meses. O meio de -cultura
desidratado em frascos, quando
mantido sob condigbes ideais de
armazenamento, mantém-se
adequado para uso até a data de
vencimento impressa em seu rotulo.

Interferentes
In6culos que contenham colbnias
mistas provocam resultados

imprevisiveis; é recomendavel refazer
o isolamento da colbnia bacteriana
antes da repeti¢do do teste.

Apresentacéo

1. Meio de cultura pronto para uso em
placa de Petri:

Embalagens com 05 placas.

2. Meio de cultura desidratado em
frascos:

Embalagens de 100 e 500g.
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