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RESUMEN  

Introducción: la reemergencia de infecciones por bacterias grampositivas y el 
aumento de su patogenicidad, requiere de un diagnóstico microbiológico rápido y 
certero. En BioCen se desarrolló una composición cromogénica para el aislamiento, 
cultivo y diferenciación rápida y presuntiva de microorganismos grampositivos por 
medio de reacciones cromogénicas específicas, donde las bacterias gramnegativas 
se encuentran inhibidas de manera parcial o total.  
Objetivo: evaluar el efecto de la combinación de bases nutritivas, inhibidores 
selectivos y sustratos cromogénicos para aumentar la selectivad y capacidad 
diferencial para especies de los géneros Enterococcus, Streptococcus y 
Staphylococcus de importancia clínica. 
Métodos: se evaluaron 21 cepas microbianas de la American Type Culture 
Collection y 24 aislamientos clínicos de Streptococcus, Enterococcus y 
Staphylococcus y otros microorganismos gramnegativos. Se evaluaron diferentes 
combinaciones de bases nutritivas, acetato de talio, ácido nalidíxico y sustratos 
cromogénicos para la promoción del crecimiento y diferenciación de las bacterias 
grampositivas. Se evaluó la funcionalidad microbiológica y se le determinaron los 
parámetros de calidad diagnóstica.  
Resultados: la combinación de bases nutritivas permitió el desarrollo de los 
microorganismos grampositivos, en 24 h y su diferenciación por reacciones 
cromogénicas específicas. El crecimiento de los microorganismos gramnegativos fue 
inhibido por la acción del acetato de talio (0,014 g·L-1) y ácido nalidíxico (0,008 g·L-1), 
excepto Proteus mirabilis y Pseudomonas aeruginosa, cuyas características 
morfológicas no interfieren en la diferenciación de los microorganismos diana. La 
sensibilidad, especificidad y exactitud diagnósticas fueron del 100 %.  
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Conclusión: la combinación de las bases nutritivas, los inhibidores selectivos y los 
sustratos cromogénicos permitió el desarrollo y diferenciación de especies de los 
microorganismos evaluados. La inoculación en el medio cromogénico de 
microorganismos diana y no diana y la diferenciación de aquellas cepas donde se 
detectó color similar de las colonias por medio de pruebas complementarias rápidas, le 
confirió al medio elevadas sensibilidad, especificidad y exactitud diagnóstica.  

Palabras clave: composición cromogénica, microorganismos grampositivos, bases 
nutritivas, inhibidores selectivos.  

 

ABSTRACT  

Introduction: reemergence of Grampositive bacteria infections and the rise of 
their pathogenicity require a quick and accurate microbiological diagnosis. BioCen 
has developed a chromogenic composition for isolation, culturing and rapid and 
presumptive differentiation of gram-positive microorganisms through specific 
chromogenic reactions in which the inhibition of gramnegative bacteria is partial or total. 
Objective: to evaluate the effect of a combination of nutrient bases, selective 
inhibitors and chromogenic substrates to increase the selectivity and differential 
capacity to detect Enterococcus, Streptococcus and Staphylococcus species of 
clinical importance. 
Methods: twenty one microbial strains from the American Type Culture Collection 
and 24 clinical isolates of Enterococcus, Streptococcus and Staphylococcus and of 
other gramnegative microorganisms were evaluated. Various combinations of 
nutrient bases, thallium acetate, nalidixic acid and chromogenic substrates were 
also assessed for the promotion, growth and differentiation of grampositive 
bacteria. The microbiological functionality was evaluated whereas the diagnostic 
quality parameters were determined.  
Results: the combination of nutrient bases allowed the development of 
grampositive microorganisms in 24 hours and their differentiation through specific 
chromogenic reactions. The growth of gramnegative microorganisms was inhibited 
by the thallium acetate (0.014 g·L-1) and nalidixic acid (0,008 g·L-1) except for 
Proteus mirabilis and Pseudomonas aeruginosa whose morphological characteristics 
do not interfere with differentiation of target microorganisms. Sensitivity, specificity 
and accuracy for diagnosis were 100 %.  
Conclusions: the combination of nutrient bases, selective inhibitors and 
chromogenic substrates allowed the development and differentiation of the 
evaluated microorganism species. The inoculation of target and non-target 
microorganisms in the chromogenic medium and the differentiation of those strains 
where a similar color of the colonies was detected by means of supplementary rapid 
tests provided the medium with high diagnostic sensitivity, specificity and accuracy.  

Keywords: chromogenic composition, grampositive microorganisms, nutrient 
bases, selective inhibitors.  

 

  

  

INTRODUCCIÓN  

En los últimos años se observa un incremento de las infecciones por bacterias 
grampositivas, con una alta incidencia y prevalencia en disímiles afecciones de 
origen comunitario y nosocomial, con serias implicaciones sociales y económicas.1-8  
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Disímiles factores han originado cepas con alto potencial patogénico dentro de este 
grupo donde los cambios en la virulencia y en la resistencia a los antimicrobianos, 
derivados del uso indiscriminado de antibióticos provocan una situación alarmante a 
nivel mundial producto de la reemergencia de infecciones graves producidas por 
estos agentes y una limitada eficacia en el tratamiento.9-13  

Esta situación condiciona la investigación y desarrollo de composiciones 
nutricionales que favorezcan el cultivo e identificación de los microorganismos 
grampositivos mediante el diagnóstico rápido y certero que, a su vez, posean altos 
indicadores de sensibilidad y especificidad.14  

Los métodos convencionales han demostrado su factibilidad a la hora de aislar e 
identificar microorganismos grampositivos de disímiles muestras clínicas como 
ambientes ecológicos, pero no los exentes de ser laboriosos y de consumir mucho 
tiempo, puesto que se necesitan de pruebas bioquímicas complementarias o 
serológicas para la confirmación de estos agentes.  

El empleo de medios cromogénicos resulta factible por su sencillez, elevada 
sensibilidad, especificidad diagnóstica y rápida interpretación de los resultados 
sobre la base de la morfología y color de las colonias en el medio, a partir de la 
detección de actividades enzimáticas específicas.5,15,16 Estos medios requieren de 
menos tiempo de trabajo y logran un resultado presuntivo, específico, y en algunos 
casos confirmatorio mediante pruebas enzimáticas rápidas complementarias, en un 
tiempo menor a las 48 h.14,17  

En BioCen, en estudios anteriores,17 se desarrolló una composición cromogénica 
para el aislamiento, cultivo y diferenciación rápida y presuntiva de microorganismos 
grampositivos, tales como Enterococcus, Streptococcus y Staphylococcus; por 
medio de reacciones específicas proporcionadas por enzimas y sustratos 
cromogénicos. En esta composición los microorganismos diana proporcionaban 
colonias específicas pero de menor tamaño en comparación con las desarrolladas en 
el medio de referencia agar sangre.  

El objetivo de esta investigación consiste en evaluar el efecto de la combinación de 
bases nutritivas, inhibidores selectivos y sustratos cromogénicos para aumentar su 
capacidad nutritiva, selectiva y diferencial para especies de los géneros 
Enterococcus, Streptococcus y Staphylococcus de importancia clínica.  

   

MÉTODOS  

Se emplearon bases nutritivas de producción nacional (BioCen, Cuba) como 
hidrolizado enzimático de caseína (HEC), peptona bacteriológica S (PBS), peptona 
de soya (PS) y extracto de levadura (EL). El extracto de carne (EC) utilizado fue de 
Conda (España).  

Se utilizó una mezcla de acetato de talio (AT) y de ácido nalidíxico (AN) (Sigma-
Aldrich, EE. UU.) como inhibidores selectivos de bacterias gramnegativas y 
diferentes sustratos cromogénicos como el 5-bromo-4-cloro-3-indoxil-beta-D-
glucurónido, sal de ciclohexilamonio (X-gluc), el 6-cloro-3-indoxil-beta-D-
glucopiranósido (rosa-glu) y paranitrofenilfosfato sal disódica (PNP) (Apollo, 
Inglaterra) para diferenciar los microorganismos estudiados a partir del color 
desarrollado por las colonias luego de 24 h de incubación a 35 ± 2 °C y los cambios 
ocurridos en la superficie del agar de la composición cromogénica.  
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La DL-fenilalanina, citrato férrico, D(+)-glucosa (Merck, Alemania) se emplearon 
como indicadores de reacciones bioquímicas en el medio. Las sales cloruro de sodio, 
fosfato dipotásico y fosfato disódico procedieron de AppliChem (Alemania) y se 
utilizaron para garantizar la presión osmótica, estabilizar el pH del medio de cultivo 
y como disolvente del suplemento líquido estéril (PNP), en orden. La tierra silícea 
(Merck, Alemania) ejerció papel de sustancia contrastante, mientras que el agar 
bacteriológico A (AgarMex, México) como agente gelificante.  

 
Evaluación microbiológica  

Se empleó un total de 45 cepas bacterianas (tabla 1), de ellas 21 de referencia 
clasificadas según la American Type Culture Collection (ATCC) y 24 aisladas de 
muestras clínicas de exudados de pacientes procedentes de la consulta médica de 
BioCen (tabla 1). Las cepas se almacenaron en el medio agar nutriente a 
temperatura de 2 a 8 °C. Los microorganismos se inocularon en tubos de cristal con 
tapa de rosca que contenían caldo triptona soya. Se incubaron de 18-24 h a 35 ± 2 °C 
en aerobiosis y se procedió a estandarizar el inóculo. La alícuota de la suspensión 
bacteriana se añadió a un tubo con solución salina estéril al 0,85 % (p/v) y se 
ajustó la concentración microbiana a DO580 de 0,25 en un espectrofotómetro 
(T70/T70+UV-VIS, England), que corresponde a 3,0 × 108 UFC·mL-1. Con un asa 
calibrada 0,1 mL de la solución estandarizada del inóculo, se colocó en la superficie 
del medio cromogénico experimental (MC) y del medio control agar sangre (AS) 
(BioCen, Cuba), este último preparado con 5 % de sangre de carnero desfibrinada. 
La siembra se realizó por estriado por agotamiento del inóculo en la superficie del 
agar de ambos medios para obtener colonias aisladas. Los medios se incubaron de 
18-24 h a 35 ± 2 °C en aerobiosis.  

Tabla 1. Microorganismos utilizados en el estudio 

Microorganismo Procedencia Cantidad 
Corrida experimental

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Streptococcus pyogenes 19615 ATCC 1 x x x
Streptococcus agalactiae 12136 ATCC 1 x x x
Streptococcus canis 43496 ATCC 1 x - x
Streptococcus pneumoniae 49619 ATCC 1 x x x
Staphylococcus aureus 25923 ATCC 1 x x x
Staphylococcus saprophyticus 
15305 ATCC 1 x - x 

Staphylococcus epidermidis 12228 ATCC 1 x - x
Staphylococcus xylosus 27971 ATCC 1 x - x
Staphylococcus haemolyticus 
29770 ATCC 1 x - x 

Enterococcus faecalis 29212 ATCC 1 x x x
Enterococcus faecium 19434 ATCC 1 x - x
Enterococcus avium 14025 ATCC 1 x - x
Enterococcus casseliflavus 70327 ATCC 1 x - x
Pseudomonas aeruginosa 27853 ATCC 1 x - x
Proteus mirabilis 12453 ATCC 1 x - x
Proteus vulgaris 13315 ATCC 1 x - x
Escherichia coli 25922 ATCC 1 x - x
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Enterobacter aerogenes 13048 ATCC 1 x - x
Klebsiella pneumoniae 13883 ATCC 1 x - x
Salmonella Typhimurium 14028 ATCC 1 x - x
Citrobacter freundii 8090 ATCC 1 x - x

Aislados de muestras clínicas

S. pyogenes 
F 4 - - x
L 1 - - x

S. agalactiae 
F 1 - - x
V 1 - - x

S. aureus 

F 2 - - x
L 8 - - x
N 1 - - x
Ó 1 - - x

P. aeruginosa F 1 - - x
P. mirabilis V 1 - - x

E. coli 
V 1 - - x

OR 2 - - x
Total    45 21 5 45 

 
 
F: exudado faríngeo; L: exudado de la lesión de piel; V: exudado vaginal; N: 
exudado nasal; O: exudado ótico; OR: muestras de orina; grupo 1: evaluación de 
los inhibidores selectivos en la composición cromogénica; grupo 2: evaluación de 
bases nutritivas combinadas para la promoción de bacterias grampositivas; grupo 
3: evaluación de la funcionalidad microbiológica de la composición cromogénica. 

 
Se realizó, en todo el estudio, la inspección visual del crecimiento bacteriano en las 
placas de los medios de cultivos empleados y de las características culturales de las 
colonias desarrolladas en la superficie del agar luego de la incubación. Los aspectos 
analizados fueron: tamaño, forma y color desarrollados según el sustrato 
cromogénico utilizado por el microorganismo. En el AS se observaron las mismas 
características de los cultivos más la producción de hemólisis por los 
microorganismos ensayados.  

Para el estudio de promoción de crecimiento microbiano se emplearon curvas de 
crecimiento construidas a partir de los valores de la densidad óptica obtenida del 
incremento de la absorbancia de los cultivos a DO640 en un espectrofotómetro 
(T70/T70 + UV-VIS, England). Las absorbancias se midieron por triplicado al inicio 
y posterior, cada una hora durante las primeras 10 h y a las 24 h de incubación a 
35 ± 2 °C.  

 
Evaluación de los inhibidores selectivos en la composición cromogénica  

Se evaluaron distintas concentraciones de los inhibidores selectivos para 
microorganismos gramnegativos no objeto de estudio: variante uno (V1: AT 0,3 
g·L-1 y AN 0,013 g·L-1), variante dos (V2: AT 0,02 g·L-1 y AN 0,008 g·L-1), variante 
tres (V3: AT 0,016 g·L-1 y AN 0,008 g·L-1) y variante cuatro (V4: AT 0,014 g·L-1 y 
AN 0,008 g·L -1).  
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Los restantes ingredientes correspondieron a la composición inicial del medio 
cromogénico.17 Al medio preparado se le ajustó el pH a 7,3 ± 0,2 y luego de 
esterilizado se le adicionaron para 1 L del MC 12 mL de una solución estéril al 0,1 % de 
PNP (p/v) en una solución de fosfato disódico 0,01 M. Se inocularon los 
microorganismos identificados como Grupo 1 (tabla 1).  

 
Evaluación de bases nutritivas combinadas para la promoción de bacterias 
grampositivas  

Se evaluaron tres combinaciones de bases nutritivas en distintas concentraciones: 
V1- HEC 9,97 g·L-1, PBS 6,37 g·L-1, PS 3,24 g·L-1, EL 3,24 g·L-1 y EC 2,43 g·L-1; V2-HEC 
5,0 g·L-1, PBS 6,0 g·L-1, PS 5,0 g·L-1, EL 5,0 g·L-1 y EC 3,0 g·L-1 y V3- HEC 3,0 g·L-1, 
PBS 6,0 g·L -1, PS 6,0 g·L-1, EL 6,0 g·L-1 y EC 4,0 g·L-1. A ellas se adicionaron 
cloruro de sodio (0,5 g·L-1) y fosfato disódico (0,1 g·L-1), con un pH entre 7,0-7,2, 
según SIGMA.18 En todas se inocularon las cepas de la ATCC descritas en el Grupo 2 
(tabla 1) en representación de los microorganismos grampositivos objeto de 
estudio.  

 
Evaluación de la funcionalidad microbiológica de la composición 
cromogénica  

Se confeccionó una composición final a partir de los resultados obtenidos de la 
evaluación de los inhibidores selectivos de microorganismos gramnegativos y de las 
bases nutritivas combinadas para la promoción de bacterias grampositivas. En esta 
composición se evaluaron las cepas microbianas referidas como Grupo 3 (tabla 1).  

Se realizó la tinción de Gram con el juego de reactivos Empresa de Productos 
Biológicos (EPB) “Carlos J. Finlay, Cuba y se aplicaron pruebas de catalasa 
(AppliChem, Alemania) y PYR (Oxoid, England) para la diferenciación de los 
microorganismos desarrollados en el MC con las características cromogénicas 
similares.  

 
Determinación de los parámetros diagnósticos de calidad  

La sensibilidad (S), especificidad (E) y exactitud diagnóstica (ED), expresadas en 
porcentaje, se calcularon según la norma ISO 2000: 19 S [(VP/VP+FN) x 100], E 
[(VN/VN+FP) x 100] y ED [(VP+VN/VP+VN+FN+FP) x 100], donde: VP-verdaderos 
positivos, VN – verdaderos negativos, FP – falsos positivos y FN–falsos negativos.  

 
Análisis estadístico  

El procesamiento de los datos durante el estudio de promoción de crecimiento 
bacteriano a través del aumento de la densidad óptica en el tiempo se realizó según 
el programa estadístico STATISTICA (versión 8; Copyright, Statsoft, Inc. 2008). Se 
determinó la existencia de diferencia significativa entre los valores de la densidad 
óptica correspondientes, a cada combinación de bases nutritivas, se empleó la 
prueba de Tukey, para un 95 % de confianza.  
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RESULTADOS  

Las colonias de los microorganismos grampositivos de la ATCC, pertenecientes a los 
géneros Streptococcus, Enterococcus y Staphylococcus durante el estudio de los 
inhibidores en el MC resultaron de diferentes tamaños (tabla 2). No se evidenció 
crecimiento de S. pneumoniae 49619 en el MC mientras que en el AS se observó 
desarrollo con colonias mucoides de 1 mm de diámetro. Tanto P. mirabilis 12453 
como P. aeruginosa 27853 mostraron crecimiento con colonias que de menos de 1 mm 
de diámetro en la V1, pasaron a ser entre 1 y 2 mm en las demás variantes, 
mientras que el resto de los microorganismos gramnegativos estudiados (P. vulgaris 
13315, E. coli 25922, E. aerogenes 13048, K. pneumoniae 13883, S. Typhimurium 
14028 y C. freundii 8090) no evidenciaron desarrollo microbiano. En el medio AS la 
totalidad de los microorganismos gramnegativos mostraron colonias de 2 mm de 
diámetro (tabla 2). 

  

La figura muestra las curvas de crecimiento de los microorganismos diana en 
diferentes combinaciones de bases nutritivas. E. faecalis ATCC 29212 (Fig. a) no 
mostró diferencias significativas (p< 0,05) en las tres primeras horas en las 
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diferentes variantes de las bases combinadas. A partir de la cuarta hora el 
microorganismo comenzó su crecimiento acelerado, alcanzó la fase exponencial 
hasta la sexta hora. En este tiempo se observaron diferencias significativas (p< 0,05) 
entre las variantes, mostró la V3 mayor incremento de la biomasa. Desde la 
séptima hora y hasta las 24 h el microorganismo mantuvo un crecimiento constante 
en todas las variantes. La V2 manifestó superioridad a la V1 en cuanto al 
incremento de la biomasa, mientras que V3 resultó superior al resto.  

Para S. aureus ATCC 25923 (Fig. b), en las primeras seis horas de cultivo se 
observó crecimiento lento de este microorganismo, sin existir diferencias significativas 
(p< 0,05) entre las variantes. El crecimiento acelerado se apreció a partir de la 
séptima hora y hasta la décima, se mostró diferencias significativas de la densidad 
óptica entre todas las variantes (p< 0,05), pero con valores superiores en V3.  

El crecimiento acelerado de S. pyogenes ATCC 19615 (Fig. c) se evidenció en todas 
las variantes a partir de la quinta hora. En este tiempo V3 mostró una ligera 
superioridad, con diferencias significativas (p< 0,05) al resto de las variantes a 
partir de la sexta hora, mientras que V2 fue superior a V1. Desde la séptima hora 
hasta las 24 h, se observaron diferencias significativas (p< 0,05) en los valores de 
absorbancia entre todas las variantes, mostrando superioridad V3.  

La curva de crecimiento de S. pneumoniae ATCC 49619 (Fig. d) mostró que en las 
primeras tres horas el microorganismo se encontró en la fase lag de su desarrollo 
en todas las variantes. A partir de la tercera hora y hasta la décima, se apreció un 
desarrollo acelerado del microorganismo en V3, mostró diferencia significativa (p< 
0,05) y una superioridad absoluta al resto de las variantes. Tanto V1 como V2 
mostraron una desaceleración del crecimiento hasta la décima hora en contraste 
con V3. Aunque V1 y V2 mostraron un aumento del crecimiento de S. pneumoniae 
a partir de la décima hora, a las 24 h de incubación se observó el predominio de V3. 

Para todas las especies de los microorganismos grampositivos se obtuvo el tamaño 
de colonias similar y, en algunos casos, superior al obtenido en el medio control 
(AS); otras características morfológicas (forma, color y hemólisis) resultaron ser las 
esperadas para cada uno de los medios de cultivo (MC y AS) (tabla 3).  

En el MC las cepas ATCC P. mirabilis 12453 y P. aeruginosa 27853 y las cepas 
aisladas de estas bacterias mostraron colonias entre 1-2 mm (inferior a las 
desarrolladas en el AS), redondas, lisas y con bordes enteros. Para el resto de los 
microorganismos gramnegativos estudiados, no se observó crecimiento bacteriano 
(tabla 3).  

Las características cromogénicas de las especies de los géneros grampositivos y 
gramnegativos ATCC y aislados de muestras clínicas se observan en la tabla 3. En 
el MC las colonias de color rosado con centro más intenso y pruebas bioquímicas 
rápidas correspondieron a las colonias de especies de la ATCC del género 
Enterococcus (PYR positivo), S. canis 43496 (PYR y catalasa negativos) y S. 
saprophyticus 15305 (PYR negativo y catalasa positivo).  

El desarrollo de un color azul-verde en las colonias se produjo por las siguientes 
cepas de la ATCC y aisladas, quedó diferenciadas por la producción o no de un color 
amarillo desde la periferia colonial hacía el medio y pruebas rápidas como catalasa 
y PYR: S. agalactiae ATCC 12136 (color amarillo y catalasa negativo), S. xylosus 
27971 (color amarillo y catalasa positivo) y S. haemolyticus 29770 (catalasa 
positivo).  
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Las colonias de color blanco pertenecieron a las siguientes cepas de la ATCC o 
aisladas, que fueron diferenciadas por el desarrollo o no de color amarillo alrededor 
del crecimiento bacteriano y la prueba rápida de catalasa: S. pyogenes 19615 y las 
cinco cepas aisladas de muestras clínicas (color amarillo y catalasa negativo), S. aureus 
25923 y 12 aislamientos de especímenes clínicos (color amarillo y catalasa 
positivo), S. epidermidis 12228 (catalasa positivo) y S. pneumoniae 49619 (de 
incoloras a blancas y catalasa negativo).  

En el MC P. mirabilis ATCC 12453 y las cepas aisladas de esta bacteria mostraron 
colonias de color gris, con crecimiento en forma de velo y pigmento negro en el 
medio. En el caso de P. aeruginosa ATCC 27853 y su aislamiento clínico se 
observaron colonias de similar tamaño y color que P. mirabilis, pero de aspecto 
rugoso con pigmento verde a negro en las colonias.  

El análisis de los parámetros diagnósticos de calidad del MC para las 45 cepas 
microbianas empleadas en la investigación mostró que 32 resultaron verdaderos 
positivos y 13 verdaderos negativos. No se obtuvieron falsos positivos ni falsos 
negativos por lo que la sensibilidad, especificidad y exactitud diagnósticas alcanzó 
valores del 100 %.  
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DISCUSIÓN  

El empleo del acetato de talio en la formulación del MC respondió a la necesidad de 
sustituir la azida de sodio debido a sus propiedades cancerígenas y teratogénicas, a 
pesar de ser esta un inhibidor selectivo de bacterias gramnegativas, de amplio uso 
en medios de cultivo para el aislamiento de microorganismos grampositivos.20-22  

El AT es un reactivo tóxico, pero menos nocivo que el sulfato de talio y que otras 
sustancias, que son empleadas en diferentes composiciones cromogénicas y 
fluorogénicas.22 El mismo es efectivo para lograr la inhibición total o parcial de los 
microorganismos no diana (gramnegativos) debido a que posee la propiedad de 
acumularse en la célula y competir con el potasio y reemplazarlo, modificando la 
activación enzimática de la ATPasa de Na+/K+. También interfiere con la estabilidad 
de los ribosomas y la síntesis de proteínas y con sitios activos de varias enzimas y 
su interacción con los grupos amino-sulfhidrilo en este grupo bacteriano.23  

Kumiko Kohguchi y colaboradores, en 1969,24 plantearon que el empleo de 
concentraciones de 0,01-0,5 g·L-1 de AT no influye en el crecimiento de los 
microorganismos grampositivos. En el presente estudio, cantidades superiores a 
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0,014 g·L-1, de este inhibidor, combinado con el AN afectaron el desarrollo de los 
microorganismos diana en el MC, expresado en el tamaño de las colonias (tabla 2).  

El ácido nalidíxico sal disódica se utilizó en la investigación por ser empleado con 
frecuencia en medios de cultivo selectivos debido a su poder inhibitorio sobre el 
crecimiento de bacterias gramnegativas, en especial de enterobacterias y 
Pseudomonas, por su capacidad de interferir en la síntesis del ADN bacteriano.25 
Concentraciones superiores a 0,008 g·L-1 de AN (0,013 g·L-1 en V1-V3) afectan el 
crecimiento de S. pyogenes y especies de estafilococos; sin embargo, una 
concentración de AN en 0,008 g·L -1, combinada con 0,014 g·L-1 de AT, proporcionó 
el tamaño colonial esperado (entre 1-2 mm de diámetro en el MC, similar al medio AS).  

La disminución de ambos inhibidores en el MC y el establecimiento de las 
concentraciones definidas en V4, favoreció el crecimiento de los microorganismos 
diana. Lo anterior está en plena correspondencia con lo referido por otros autores,26 

sobre la efectividad de una correcta combinación de inhibidores de manera general.  

El microorganismo más afectado en su crecimiento resultó ser S. pneumoniae. Esta 
bacteria tiene requerimientos nutricionales especiales, llegando a ser una de las 
más fastidiosas dentro del grupo ya que requiere de nutrientes muy específicos que 
garanticen su desarrollo27 y posterior crecimiento en los medios de cultivo. Fue 
necesario proceder a un estudio pormenorizado con el objetivo de definir las 
concentraciones adecuadas de bases nutritivas que permitieran su crecimiento 
satisfactorio.  

El aumento de las concentraciones de PS, EL y EC en el MC, y la disminución en las 
PBS y HEC (V3) incrementaron el desarrollo de los microorganismos ensayados, es 
el más favorecido, S. pneumoniae (Fig.) debido a la alta calidad de las proteínas de 
soya y su valor energético, unido al amplio espectro de sustancias nutritivas y el 
elevado contenido de carbohidratos y vitaminas de la PS, así como el alto contenido 
en vitaminas del complejo B, aminoácidos libres, péptidos, carbohidratos y 
minerales del EL.28,29  

La presencia del EC en concentraciones superiores a los 2 g·L-1 en la composición 
cromogénica responde a una compilación de los resultados obtenidos en este 
estudio en conjunto con investigaciones anteriores realizadas por Durán Vila y 
Rodríguez Martínez,18 que demuestran una mayor promoción en el crecimiento de 
bacterias exigentes a una concentración de esta base nutritiva de 4 g·L-1. Esto se 
justifica en el aporte considerable de esta base en proteínas hidrosolubles, 
aminoácidos, péptidos, purinas, guanidinas, ácidos orgánicos, vitaminas, minerales 
y otros compuestos orgánicos, también referidos por Zhurbenko y Rodríguez.30  

La poca variabilidad en la concentración de la PBS en las variantes realizadas se 
debió a que la misma debe ser utilizada en concentraciones altas en los medios, si 
se desea aislar microorganismos exigentes, según refiere Osmanov, en 1983.31  

El HEC (triptona) es una base nutritiva de suma importancia para los 
microorganismos de lento crecimiento.32 Fue necesario disminuir su concentración 
hasta 4 g·L-1 debido a que cantidades superiores de la misma, no aportaron al 
crecimiento de S. pneumoniae. Las combinaciones de la triptona (4 g·L-1), con otras 
bases nutritivas empleadas en este estudio suplió los requerimientos metabólicos 
de estos microorganismos nutricionalmente exigentes. Estos resultados concuerdan 
con los hallazgos obtenidos por otros autores, los cuales demuestran la 
conveniencia de utilizar las mezclas de peptonas, hidrolizados y extractos en 
medios de cultivo destinados a este tipo de microorganismos.33  
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La presencia en la formulación de los sustratos cromogénicos (rosa-glu, x-gluc y 
PNP) permitió detectar la actividad de diferentes enzimas tales como beta-
glucosidasa, beta-glucuronidasa y fosfatasa alcalina en las células microbianas, lo 
que garantizó la diferenciación de las bacterias grampositivas por el color 
desarrollado en las colonias y en el medio alrededor de las colonias, luego de 18 a 
24 h de incubación (tabla 3). Esta diferenciación se debe a la capacidad que tiene 
una enzima específica de romper el enlace entre el sustrato específico de la 
reacción enzimática y un grupo cromóforo unido a dicho sustrato, que provoca un 
cambio de color en las colonias desarrolladas en la superficie del MC.15  

Tanto las especies de enterococos como S. saprophyticus y S. canis poseen 
actividad beta-glucosidasa capaz de degradar el sustrato rosa-glu, evidenciado en 
el color rosado adquirido por las colonias en el MC. S. agalactiae, S. xylosus y S. 
haemolyticus demuestran actividad beta-glucuronidasa por el color azul-verde 
desarrollado por las colonias al hidrolizar el sustrato x-gluc presente en el medio. 
Se comprobó la actividad fosfatasa alcalina de S. agalactiae y S. xylosus ya que 
ambos mostraron una coloración amarilla intensa, alrededor de las colonias y en el 
resto de la superficie del MC, debido a la utilización del sustrato PNP que tiene la 
capacidad de producir un pigmento, que difunde por la superficie del agar. La 
misma actividad fosfatasa posee S. pyogenes y S. aureus al observarse una 
coloración amarilla similar en el medio. El color blanco de las colonias de ambas 
especies, así como de S. pneumoniae y S. epidermidis, demostró que estos 
microorganismos no tienen la capacidad de utilizar los sustratos rosa-glu y x-gluc.  

Aunque S. pyogenes y S. aureus mostraron características cromogénicas similares 
se diferenciaron en la tinción de Gram, ubica al pimero en la familia 
Streptococcaceae y Micrococcaceae. La prueba de catalasa permitió situarlos en el 
género Streptococcus y Staphylococcus y la demostración de la enzima PYR, en S. 
pyogenes fue un ensayo adicional que permitió confirmar de manera presuntiva a 
este microorganismo y diferenciarlo de S. aureus. Las mismas pruebas, excepto la 
de PYR, permitieron la diferenciación de S. agalactiae y S. xylosus y la ubicación 
taxonómica correcta en cuanto a familia y género bacteriano descrita en la 
literatura.34 Tanto la coloración de Gram como la prueba de catalasa garantizaron la 
diferenciación de S. saprophyticus de las especies de enterococos y S canis. Estas 
dos últimas se diferenciaron con la aplicación de la prueba de PYR, fue positiva para 
las especies de enterococos y negativa para S. canis.  

Los indicadores de la calidad diagnósticos resultaron en todos los casos superiores 
al 90 %, y correspondió a los requisitos establecidos en la norma ISO, 2000.20 El 
MC fue capaz de detectar los microorganismos diana ATCC inoculados y los que se 
encontraban presentes en muestras clínicas luego de 24 h de incubación. Los 
microorganismos no diana no crecieron en el medio excepto las cepas de P. 
mirabilis y P. aeruginosa, las cuales fueron clasificadas como negativas, lo cual 
garantiza una exactitud satisfactoria en el diagnóstico de los microorganismos 
grampositivos.  

La combinación en el medio de los inhibidores selectivos, las bases nutritivas y los 
sustratos cromogénicos permitió el desarrollo y diferenciación de especies de 
estreptococos, estafilococos y enterococos. La inoculación en el MC de 
microorganismos diana y no diana y la diferenciación de aquellas cepas donde se 
detectó color similar de las colonias por medio de pruebas complementarias 
rápidas, le confirió al medio una sensibilidad, especificidad y exactitud diagnóstica 
satisfactoria con una alta competitividad.  
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