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RESUMEN

Se propuso obtener un producto 6ptimo, donde se incrementara la velocidad de crecimiento y la diferenciacién de los
microorganismos en el medio, como resultado de la combinacién adecuada de los nutrientes. La rapidez en la identificacién y
caracterizacion de un agente infeccioso contribuye a aplicar al paciente una terapia adeagadan&hitol salades un medio
altamente selectivo para el aislamiento primario de estafilococos patégenos, cuya composicion incluye el alcohol padihidroxilic
(manitol). Este sustrato permite la identificacion de estafilococos coagulasa-positivos pertenecientes fundamentalmente a la
especieStaphylococcus aureupor su capacidad de fermentar el manitol, caracteristica que ha sido considerada como un indice
de patogenicidad. Se realizaron modificaciones en la formulacién del medio agar manitol salado, obteniéndose un producto
similar al medio de referencia, con caracteristicas fisico-quimicas y microbiol6gicas superiores, sin presentar difeiénatassig

(p> 0,05) en comparacién con el producto de referencia utilizado.

Palabras clave Staphylococcusidentificacion, aislamiento, medio de cultivo.

Los medios de cultivo desempefian un papel
primordial en el diagnéstico clinico de enfermedades
y en la higiene alimentaria. Los nuevos
microorganismos reconocidos como agentes
patdgenaos exigen mayores requisitos respecto a la
especificidad y sensibilidad de diagndstico, por lo
gue se hace dificil lograr un producto para la
caracterizacion rapida e identificacion de estos. Es
esencial, por ello, el uso de medios de cultivo
primarios adecuados y de respuesta rapida, para
lograr asi el aislamiento 6ptimo de los
microorganismos.

El agar manitol salado es un medio selectivo
usado para el aislamiento de estafilococos
patdgenos, especialmei@@phylococcus aureus
considerado un patégeno bacteriano serio desde
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que desarrollé resistencia a la penicilina en 2950.
El agar manitol salado ha sido empleado también
en estudios de resistencia a antibiéticos, en los
cuales ha demostrado una especificidad de 98,1 %
y una sensibilidad de 95,1 % con cepas de
Staphylococcu@xacillina resistentes.

El agar manitol salado incluye en su
composicion el indicador de pH: rojo fenol. Este
indicador es de color rojo a pH 8,2 y cambia a
amarillo a pH por debajo de 6,8. Cuando se
desarrollan las colonias detaphylococcus
aureusfermentadoras de manitol, se produce
acido en el medio, el cual reacciona con el
indicador y forma las areas de color amarillo
alrededor de las colonias, reaccidn caracteristica
de los estafilococos patégenos.



Sin embargo, la alta concentracion del indicador
puede afectar la calidad del medio de cultivo porque
la mayoria de estos indicadores son téxicos para
los microorganismos. Ademas, la cantidad excesiva
de indicador sulfoftaleinico (como el rojo fenol)
proporciona al medio de cultivo una capacidad de
buffer adicional y disminuye la difusion de los
acidos metabdlicos. Por otra parte es necesario
gue el medio de cultivo posea una adecuada
composicion de bases nutritivas para contrarrestar
el efecto inhibitorio de la alta concentracion de
cloruro de sodio y lograr una rapida y eficiente
recuperacion de estafilococos.

Por todo lo anterior mencionado y en respuesta
a las exigencias actuales del diagnéstico
microbiolégico, se decidio realizar modificaciones
a la formulacion original del medio agar manitol
salado, buscando mayor velocidad en la
identificacion.

METODOS

Las variables para la optimizacién de la
formulacion del medio fueron la composicion de
bases nutritivas y la concentracidén de colorante.

Para realizar las diferentes variantes a escala
experimental se emplearon bases nutritivas
obtenidas en BioCen (Cuba) e ingredientes de
Quelab (Canadd) (D-manitol, cloruro de sodio, rojo
fenol, agar), ademas del medio de referencia: agar
manitol salado QueLab (lote: 23181743) y agar para
conteo en placa QuelLab (lote: 21071742). Se
evaluaron 5 variantes experimentales (tabla 1).

En la evaluacion microbiologica de las
variantes experimentales se usaron cepas
certificadas de laAmerican Type Culture
Collection (Staphylococcus aureusTCC
25923,Staphylococcus epidermiddd CC 12228
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y como control negativescherichia coliATCC
25922) y, ademéas una cepa salvaje de
Staphylococcus saprophyticusos métodos de
inoculacion empleados fueron el de estria en
angulo recto e inundacién de la superficie. Las
diluciones empleadas en la inoculacién del medio
fueron: 1 paraStaphylococcus aureug
Staphylococcus saprophyticug 10° para
Staphylococcus epidermidis

Se analizé el crecimiento de los microorga-
nismos en el tiempo midiendo la densidad Optica,
por el método espectrofoto-métrico a 6405%¥m.

El nimero de bacterias en las suspensiones
inoculadas fue determinado mediante el recuento
de unidades formadoras de colonias (UFC)
desarrolladas en las placas. Para el analisis
estadistico se empled la prueba de rangos multiples
con un nivel de confianza de 95 %, para comparar
la diferencia entre las medias de los recuentos
microbianos.

El paquete de programas utilizado para el
analisis de los resultados obtenidos fue
STATISTICA (version 4.2; Copyright, Statsoft, Inc.
1993) y Statgraphics (version 2.1, 1994-96).

Para evaluar la capacidad del medio de
promover el crecimiento se determinéirdlice
relativo de crecimiento(IRC) para los
microorganismos de control positivo por la relacion
siguiente:

Recuento obtenido en el medio
experimental (UFC)

Recuento obtenido en el

medio control (UFC)

IRC = x 100

Método analitico: determinacion espectrofo-
tométrica de la concentracion 6ptima del colorante
rojo fenol en el medio agar manitol salado.

TABLA 1. Composicién de las diferentes variantes experimentales de bases nutritivas

Ingredientes Composicion (g/L)

V1 V2 V3 V4 V5
Peptona Z 10,0 6,5 4,0 4,0 4,0
Triptona - 6,5 4,0 4,0 4,0
Extracto de levadura - 2,0 2,0 2,0 2,0
Extracto de carne 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Peptona de sangre - - 50 - -
Peptona pancreética de corazén | - - - 5,0 -
Peptona pancreética de corazén Il - - - - 5,0
Cloruro de sodio 75,0 70,0 70,0 70,0 70,0
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Los valores de absorbancia fueron medidos a
430 nm, lo que corresponde al valor maximo de
absorbancia para el colorante estudiado. Como
blanco se utilizé el medio liquido (sin agar y sin
colorante) manitol salado. La concentracion 6ptima
del indicador de pH fue seleccionada a partir de
diferentesrariantes del medio agar manitol salado
liquido utilizando las concentraciones de rojo
fenol siguientes: 0,005 g/L; 0,15 g/L; 0,025 g/L;
0,035 g/L y0,050 g/L.

A escala piloto se produjo un lote de 1 kg,
utilizando la formulaciéon de la variante V4. Al
producto final y al medio de referencia de QuelLab
se le determinaron diferentes indices organolépticos
y fisico-quimicos, como el contenido de nitrégeno
total por el método de€jeldahl?® nitrbgeno aminico
por el método de valoracién potenciométrica con for-
mol, pérdida por desecacién por el método gravimétrico,
pH por el método potenciométrico y caracteristicas
organolépticas por apreciacion vistiat.

La evaluacion microbiolégica incluyé los
ensayos de promocion del crecimiento
empleando cepas certificadas mediante el
meétodo de inoculacion por estria en angulo recto

e inundacion de la superficie. Las cepas de
trabajo fueron preparadas partiendo de cultivos
puros de 18 a 24 h en cufia de un medio de
propdsito general (agar nutriente, agar triptona
soya) y activadas en caldo triptona soya antes
de ser utilizadas. Se prepararon suspensiones
de los microorganismos con solucion salina
estéril a 0,85 % y estandarizadas hasta 50 % de
transmitancia, que equivale aproximadamente a
3,0 x 1@ células/mL.

RESULTADOS

Con la ayuda de las variantes experimentales
se obtuvo el valor éptimo del indicador rojo fenol
(0,0083 g/L). Paralelamente se realizaron las
curvas de crecimiento de 5 variantes de mezclas
de bases nutritivas para lograr definir aquella que
proporciona la mayor cantidad de nutrientes y
permite la rapida recuperacion de las cepas de
interés Gtaphylococcys El andlisis estadistico
realizado a los valores de absorbancia obtenidos
en las curvas (figs. 1 y 2) arroj6 que la mejor
variante fue la variante 4.
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Fig. 1. Curvas de crecimiento d&taphylococcus aureusTCC 25923 en las diferentes mezclas de bases nutritivas.
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Fig. 2. Curvas de crecimiento dgtaphylococcus epidermid&TCC 12228 en las diferentes mezclas de bases nutritivas.

Teniendo en cuenta la composicion de la
variante 4 y la cantidad de rojo fenol 6ptima, se
elaboré un lote a escala piloto (9P1) de 1 kg. La
evaluacion fisicoquimica, organoléptica y
microbioldgica realizada al nuevo producto
utilizando como elemento comparativo el lote 8P1
existente y el medio de referencia de la firma
Quelab (lote 23181743) resulté satisfactoria y
confirmo el éxito obtenido en el desarrollo de la
nueva variante (tablas 2 y 3). El nuevo producto
cumple con los requisitos de la calidad establecidos.

Los indices relativos de crecimiento de las
variantes nuevay la anterior del agar manitol salado
de BioCen respecto al medio de referencia, fueron
determinados para una comparacién mas
representativa de las medias de los valores
obtenidos de la cantidad total de colonias
recuperadas (tabla 3) al inocular los medios de
cultivo estudiados. Los IRC de la cepaaureus
ATCC 25923 respecto a un medio de cultivo de
propdsito general, agar para conteo en placa, fueron
123 % para la formulacion existente de agar manitol
salado de BioCen y 246 % para la variante
optimizada. En caso d& saprophyticuks ICR
resultaron 81y 95 %, y pafa epidermidisle 92
y 105 %, respectivamente.

DISCUSION

Entre los numerosos temas de investigacion y
desarrollo, o ambos, los relacionados con la
modificacion o mejora de un diagnosticador estan
entre los mas abordados. temlizacion de este
trabajo, es decir, los cambios realizados a la
formulacion del medio agar manitol salado utilizando
en el estudio diferentes cepas de la coleccion y
aisladas permitieron caracterizar y enfatizar en el
objetivo de disefio del producto, el cual es ampliamente
empleado en la identificacion de estafilococos
patégenos. Etliagnosticador modificado posee
cualidades superiores, como rapidez en la
visibilidad de las reacciones (cambio del color del
medio a amarillo) de degradacion del manitol a
acido y menor toxicidad para los microorganismos,
pues el valor final del contenido del indicador de
pH utilizado resulté ser 3 veces menor que el
anteriormente utilizado en el agar manitol salado
(BioCen, 8P1)Ademas, teniendo en cuenta el
precio elevado de los colorantes en el mercado
internacional, la nueva formulacién resulta ser mas
beneficiosa en cuanto a su costo de produccion.

Se debe sefialar también el elevado contenido
nutricional del nuevo producto, el cual posee los
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TABLA 2. Resultados de la evaluacion fisicoquimica y organoléptica del agar manitol salado

Caracteristica Var. Resultado Requisitos
Caracteristicas
organolépticas BioCen

(8P1) Responde

(color beige rosado) Color: beige a beige rosado

Apariencia: polvo fino, homogéneo, fluido, sin presencia de grumos

0 particulas extrafias insolubles

BioCen (9P1) Responde
(color beige) Color: beige a beige rosado

Apariencia: polvo fino, homogéneo, fluido, sin presencia de grumos

0 particulas extrafias insolubles

Quelab (medio

de referencia) Responde

(color beige) Color: beige a beige rosado

Apariencia: polvo fino, homogéneo, fluido, sin presencia de grumos

0 particulas extrafias insolubles

Pérdida por

desecacion BioCen (8P1)2,99 <70

BioCen (9P1) 1,81

Quelab (medio

de referencia) -

BioCen (8P1)1,46 -

BioCen (9P1) 1,64

Quelab

(Referencia) 1,61

BioCen (8P1)0.48 -

BioCen (9P1) 0,63

Quelab

(Referencia) 0,74

pH BioCen (8P1) 7,13

Nitrégeno total

Nitrégeno aminico

74 £ 0,2
BioCen (9P1) 7,44
Quelab (Medio
de referencia) 7,22

TABLA 3. Resultados obtenidos de la evaluacién microbiolégica de los medios agar manitol salado existente (8P1),
modificado (9P1) y el agar para conteo en placa

Microorganismo Medio de cultivo Cantidad de UFC/mL  Tamafio de las colonias

(Media + DE)

Staphylococcus aureus

ATCC 25923 BioCen 8P1* 80 #0,0 0,8 mm
BioCen 9P1* 160 + 15,0 1,0 mm
APCP * 63 +22,5 2,0 mm

Staphylococcus epidermidis

ATCC 12228 BioCen 8P1 790 + 41,0 0,6 mm
BioCen 9P1 900 + 21,5 0,9 mm
APCP 855 + 160,5 1,0 mm

Staphylococcus saprophyticus (salvajB)oCen 8P1 165 + 23,5 0,8 mm
BioCen 9P1 200 + 36,0 1,0 mm
APCP 205 £ 35,5 1,5 mm

DE: desviacion estandar, APCP: agar para conteo en placa, *: existen diferencias significativas entre las variantes
(p> 0,05).

parametros entre la variante 9P1 y el medio de
referencia de Quelab. Igualmente se observé que
tanto el tamafio de las colonias como la formacién
del halo de fermentacién a su alrededor fueron

valores de contenido de nitrégeno aminico y total
significativamente superiores que el analogo
anterior. Por otra parte, no existe diferencia
significativa (p< 0,05) en valores de estos



mayores en el agar manitol salado optimizado
(9P1) en comparacién con la formulacién ya
existente (tabla 3).

A los valores de la media y la desviacion
estandar obtenidos a partir de la cantidad total de
colonias desarrolladas al inocular las diluciones altas
de microorganismos en diferentes variantes
evaluadas, des aplicd la prueba de rangos muiltiples,
la cual comprobd que no existen diferencias
significativas (p< 0,05) en la recuperacion de
S. saprophyticuy S. epidermidissin embargo,
paraS. aureussi se observa diferencia en los
medios evaluados. El valor de la media de
UFC/mL de lavariante 9P1 es mayor tanto en
comparacion con la 8P1 como con el medio agar
para conteo en placa (tabla 3).

En conclusion se puede decir que la
modificacion de un diagnosticador, aun cuando sea
una investigacion costosa, permite ofrecer un
producto con una calidad superior y brinda
seguridad al cliente en cuanto al propdésito
diagndstico del medio de cultivo.

SUMMARY

It was recommended to obtain an optimal product, where the
growth speed and the differentiation of the microorganisms in
the medium would increase, as a result of the adequate
combination of the nutrients. The celerity in the identification
and characterization of an infectious agent contribute to apply
a suitable therapy to the patient. The Mannitol Salt Agar is a
highly selective medium for the isolation of pathogenic
staphylococci, that includes the mannitol polihidroxyl alcohol
in its composition. This substrate allows the identification of
coagulase positive staphylococci belonging mainly to $he
aureusspeciesdue to their capacity to ferment mannitol. This
characteristic has been considered as a pathogenicity index.
Modifications were carried out in the formulation of the Mannitol
Salt Agar, getting a product similar to the reference medium,
with superior physical-chemical and microbiological
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characteristics, and without significant differences (p>0.05) in
comparison with the reference product used.

Key words: Staphylocccusidentification, isolation, culture
medium.
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