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MEDIO TM
Medio de Thayer
Martin Modificado

B0820743 IVD

uso

Medio selectivo que permite el crecimiento de Neisserias
patdégenas. Esta recomendado universalmente para recuperar
Neisseria gonorrhoeae y Neisseria meningitidis.

FUNDAMENTO

El diagnostico cultural de Neisseria gonorrhoeae y Neisseria
meningitidis ofrece serias dificultades al bacteriélogo debido a las
exigencias nutricionales de estos gérmenes. En los materiales de
origen genital (especialmente femenino) la dificultad se incre-
menta por la abundante flora de contaminacion presente en estos
especimenes; ello explica las numerosas fallas en la recuperacion
de gonococo al quedar enmascarado por el desarrollo invasor de
la flora saprofita.

El medio de cultivo es altamente nutritivo ya que contiene agar base
GC, hemoglobina y el suplemento de enriquecimiento Britalex.

El agregado de la mezcla antimicrobiana V.C.N.T. (vancomicina, co-
listina, nistatina y trimetoprima) le otorga selectividad ya que inhibe
el desarrollo de microorganismos Gram positivos y Gram negativos
(aun el swarming de Proteus spp.) y Candida spp. mientras que no
tiene efecto inhibitorio en el desarrollo de Neisseria gonorrhoeae

y Neisseria meningitidis, las cuales son aisladas en plazos de 18 a
48 horas con una ausencia casi total de contaminantes.

Debido a que los requerimientos nutricionales de Neisseria menin-
gitidis son similares a los de Neisseria gonorrhoeae, este medio
puede ser utilizado para aislar el microorganismo principalmente
cuando existe otra flora microbiana u organismo de contaminacion.

CONTENIDO Y COMPOSICION

Cédigo B0820743: equipo que contiene:

+ GC Agar Base (doble concentracién): 3 frascos x 50 ml.

+ Solucién de Hemoglobina al 2%: 3 frascos x 50 ml.

« Suplemento Britalex: 3 viales.

« Suplemento V.C.N.T.: 3 viales.

« Solvente estéril: 3 viales.

Las férmulas de los elementos que componen este equipo pueden ser
ajustadas y/o suplementadas para cumplir los criterios de desempeno y
aceptacion del producto, cumpliendo su uso previsto.

GC agar Base: este medio de cultivo se emplea como medio
basal para la preparaciéon del medio Thayer Martin (original o
modificado) y Agar Chocolate con o sin enriquecimiento para la
recuperacion de Neisseria gonorrhoeae y Neisseria
meningitidis.

FORMULA (EN GRAMOS POR LITRO)

Pluripeptona 1509
Almidén 109
Fosfato Dipotésico 409
Fosfato Monopotasico 1.0g
Cloruro de sodio 509
Agar 15.09

pH final: 7,1 £ 0.2
La férmula puede ser ajustada y/o suplementada para cumplir los criterios

de desempeno y aceptacién de producto, cumpliendo su uso previsto.

Nota: la férmula detallada corresponde al GC Agar Base simple concentra-
cién. En el Medio TM se encuentra en doble concentracion (GC doble
concentracion).

Solucion de Hemoglobina al 2%: solucion estéril, lista para

usar. Esta preparada a partir de una materia prima deshidratada de
origen bovino y es un enriquecimiento adecuado para el cultivo de
Neisserias, Haemophilus influenzae y estreptococos. Las solucio-
nes de hemoglobina tienen la ventaja que se pueden esterilizar
por autoclave pero no son utiles como un indicador de la hemdlisis
bacteriana.

Suplemento BRITALEX: suplemento estéril liofilizado que se

usa para el aislamiento de bacterias nutricionalmente exigentes.

Es particularmente recomendado para la preparacién de Agar
Chocolate Enriquecido a partir de Agar Base GCy hemoglobina
para la deteccidon y aislamiento de Neisseria gonorrhoeae y Neis-
seria meningitidis. También se utiliza como enriquecimiento para el
cultivo de Haemophilus influenzae.

FORMULA (EN GRAMOS POR LITRO)

Vitamina B12 0.01
L- Glutamina 10.0
CIH Guanina 0.030
Adenina 1.0
Acido P-aminobenzoico 0.013
L-Cistina 1.1
NAD (Coenzima ) 0.250
Cocarboxilasa 0.100
Nitrato Férrico 0.020
CIH Tiamina 0.003
CIH Cisteina 259
Glucosa 100.0
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INSTRUCCIONES
Reconstituir asépticamente el contenido de un vial con 2,1 ml del
solvente del equipo.

Suplemento V.C.N.T.: los antimicrobianos que constituyen este
suplemento son utilizados en el medio Thayer Martin Modificado
como inhibidores de los organismos contaminantes de la muestra.

FORMULA (PARA 1 LITRO DE MEDIO)

Vancomicina 3.0mg
Colistina 75 mg
Nistatina 12500 U
Trimetoprima 5.0mg

De este modo, por cada mililitro de la solucién de V.C.N.T. agrega-
do a 100 ml del medio de cultivo preparado da una concentracién
final de:

Vancomicina 3 pg/ml
Colistina 7.5 ug/ml
Nistatina 12.5 U/ml
Trimetoprima 5 pg/ml

INSTRUCCIONES
Reconstituir asépticamente el contenido de un vial con 2,1 ml del
solvente del equipo.

INSTRUCCIONES:

PREPARACION DEL MEDIO THAYER MARTIN MODIFICADO

Colocar los frascos de GC Agar Base (doble concentracion)
cerrados en bafo maria y llevar a ebullicion para fundir el medio de
cultivo sélido contenido en los mismos.

Una vez que se ha fundido el medio de cultivo, retirar cuidado-
samente los frascos del bafio maria y dejar enfriar (temperatura
aproximada 50 °C).

Cuando alcanzan esta temperatura, agregar por cada 50 ml de GC
Agar Base (doble concentracién): 50 ml de soluciéon de hemoglo-
bina al 2%, 1 ml de Britalex y 1 ml de la mezcla antimicrobiana
V.C.N.T. reconstituidas tal como se indicé en los pasos anteriores
de estas instrucciones.

Mezclar para homogeneizar. Distribuir en placas de Petri estériles y
dejar solidificar.

Importante: los suplementos Britalex y V.C.N.T se agregan en
concentracion final al 1 % del medio de cultivo.

CARACTERISTICAS DEL PRODUCTO

Todos los constituyentes de este producto son estériles.

« GC Agar Base (doble concentracién): color ambar.

« Solucion de Hemoglobina al 2%: color marrén.

« Suplemento Britalex: color blanco-rosado, aspecto homogéneo.
Al reconstituirse con el solvente estéril se obtiene una solucién
incolora-rosada-blanca.

« Suplemento V.C.N.T.: color blanco, aspecto homogéneo. Al re-

constituirse con el solvente estéril se obtiene una suspension.
- Solvente estéril: incoloro.

Medio de cultivo preparado: Thayer Martin Modificado: color
marron.

ALMACENAMIENTO

« GC Agar Base (doble concentracidn) y Solucién de Hemoglobina
al 2%: a 10-35 °C.

« Suplemento Britalex, Suplemento V.CN.T.y Solvente estéril: a 2-8 °C.
Nota: en caso de haber reconstituido los suplementos Britalex y
V.C.N.T,, pueden ser conservados a -20 °C hasta 3 semanas.

PROCEDIMIENTO

Siembra

En superficie, estriar directamente el material en estudio.

En general podemos detallar:

1)Exudados nasales, faringeos y conjuntivales: las muestras se
toman con hisopos pretratados* y se procede a su siembra directa.
2) Orinas: se toman los primeros 5 a 10 ml de la orina matinal y se
siembra con ansa una gota del sedimento centrifugado.

3) Muestras de genitales masculinos: si se efectta la siembra
directa, la muestra se recoge con ansa. Cuando la siembra no se
realiza de inmediato, el material debe tomarse con hisopos pretra-
tados* (ver aclaracion a continuacién), y transportarse en el Medio
de Stuart o Amies.

4) Muestras de genitales femeninos: las muestras se toman con
hisopos pretratados* utilizando espéculos sin lubricantes. Si el
material no se procesa directamente, proceder como en 3.

5) Muestras rectales: proceder como en 3y 4.

*Hisopos pretratados: Stuart y colaboradores han empleado
hisopos tratados con solucidn buffer de fosfatos y carbén bacte-
rioldgico para el transporte de las muestras conteniendo Neisse-
ria gonorrhoeae. El carbén neutraliza las sustancias inhibitorias
contenidas en el agar del medio de transporte. Cooper sugiere
que los hisopos tratados de esta manera son capaces de absorber
los factores toxicos presentes en algunos lotes de agar, ademas
pueden absorber los metabolitos toxicos producidos por

los microorganismos.

Preparacion de los hisopos: se realizaran sobre varilla de plastico
o madera.

No usar alambre comun porque el éxido férrico que se forma
dificulta o inhibe ciertos microorganismos y a su vez puede conte-
ner esporas de anaerobios. Deben ser de algodén y previamente
hervidos durante 5 minutos en solucién buffer de fosfato Séren-
sen M/15.

Fosfato Disédico 0.81g
Fosfato Monosdédico 0.18g
Agua Destilada C. S. P. 100 ml
pH final: 7,4
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El exceso de liquido se elimina y luego los hisopos se sumergen
en una suspension al 1% de carbdn activado en polvo fino en el

mismo buffer.

Los hisopos tratados se secan a 100 °Cy luego se esterilizan
durante 1 hora a 150 °C con aire caliente. Como alternativa a los
hisopos pretratados pueden utilizarse los hisopos COPAN, con

medio Stuart o Amies.

Siembra y método de aislamiento:la siembra inicial con hisopo o

ansa se practica sobre un tercio de la superficie de la placa, com-

pletando el aislamiento con ansa como indica la figura.

SIEMBRA INICIAL
CON HISOPO O ANSA

Incubacién:En atmosfera con 3-7 % de CO2, a 33-37 °C durante
18-48 horas. En la mayoria de los casos se obtiene un cultivo
precoz, y abundante entre las 18 y 24 horas de incubacion.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Observar las caracteristicas de las colonias. Las colonias de
gonococos y meningococos obtenidas en este medio selectivo son
usualmente opacas, grisaceas, convexas, de 1-4 mm de diametro.
Luego de 48 horas de incubacién pueden transformarse en

colonias mucoides.

CONTROL DE CALIDAD

1° AISLAMIENTO
CON ANSA

2° AISLAMIENTO
CON ANSA

MICROORGANISMOS

CRECIMIENTO

Neisseria gonorrhoeae ATCC 49226

Satisfactorio

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

Inhibicién parcial o total

Escherichia coli ATCC 25922

Inhibicion parcial o total

Candida albicans ATCC 10231

Inhibicion parcial o total

Proteus mirabilis ATCC 43071

Inhibicion parcial o total

CONTROL DE ESTERILIDAD

RESULTADO

Medio sin inocular

Sin cambios

Informaciéon complementaria para la identificacion de

especies de neisseria:

Para completar el diagnéstico presuntivo realizar:

a) un extendido del cultivo obtenido, coloreado por el método de
Gram: diplococos Gram negativos.

b) prueba de oxidasa: positiva.

El diagnostico confirmatorio se realiza mediante pruebas de fer-
mentacién de hidratos de carbono y/o técnicas de coaglutinacién

o latex.
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Medio Selectivo TM. (CO,) + + - _

AGAR CHOCOLATE (CO0,) + + + + + +
Agar o caldo comin - - + + Vv +
Desarrollo a 22°C - - + + v +
Reaccién de oxidasa + + - + + +
Fermentacioén de glucosa + + * \Y; - _
Fermentacion de maltosa - + - \Y; - -

* Acinetobacter baumannii puede utilizar glucosa por via oxidativa.

LIMITACIONES

« La mezcla antimicrobiana VCNT difiere de las mezclas emplea-
das en otros medios selectivos, en la inhibicién casi total del
desarrollo de contaminantes comunes: Proteus, Candida spp.,
Neisserias saprofitas, Moraxella (Branhamella) catarrhalis,
Staphylococcus spp., etc. De todas maneras deben extremarse las
precauciones de asepsia durante la toma de la muestra para evitar
una contaminacién masiva.

« Sino se cuenta con equipos especiales, (cAmara hiumeda 'y
atmosfera de CO,) puede subsanarse el inconveniente, colocando
las placas en un recipiente hermético (desecadores, envases de
hojalata, etc.), con un algodén humedecido y una vela encendida,
que al consumir el oxigeno del ambiente brinda una atmdsfera
adecuada de CO, (3-7 %).

- La temperatura de la estufa de cultivo debe ser de 33-37°C para
el mejor desarrollo de las Neisserias patdgenas. A esta temperatu-
ra desarrollan perfectamente en los otros medios, todos los demas
gérmenes que habitualmente se cultivan a 37°C.

+ No se recomienda el empleo del medio selectivo TM para la
siembra de LCR, ya que de estar presentes Neisseria meningitidis o
Neisseria gonorrhoeae serd en cultivo monomicrobiano. En tales
casos se recomienda el Agar Chocolate suplementado con Britalex
(Britania).

MATERIALES NECESARIOS NO PROVISTOS
Equipos y material de laboratorio, microorganismos para control de
calidad, reactivos y medios de cultivo adicionales segun requerimiento.

PRECAUCIONES

« Solamente para uso diagndstico in vitro. Uso profesional exclusivo.

« No utilizar el producto si al recibirlo su envase estd abierto o
danado.

« No utilizar el producto si existen signos de contaminacién o dete-
rioro, asi como tampoco si ha expirado su fecha de vencimiento.

« Utilizar guantes y ropa protectora cuando se manipula el producto.
« Considerar las muestras como potencialmente infecciosas y
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manipularlas apropiadamente siguiendo las normas de biose-
guridad establecidas por el laboratorio.

- Las caracteristicas del producto pueden alterarse si no se con-
serva apropiadamente.

« Descartar el producto que no ha sido utilizado y los desechos del
mismo segun reglamentaciones vigentes.
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INDICACIONES AL CONSUMIDOR
Utilizar el producto hasta su fecha de vencimiento.
Conservar el producto segun las indicaciones del rétulo.

AUTORIZACION ANMAT
PM-1292-40
Dir. Técnico: Biog. Alejandro Rossi

SIMBOLOS UTILIZADOS
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