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MONOGRAFIA Medios cromogénicos

1-éQué es un medio cromogénico, para qué sirve, qué ventajas tiene? Definicidn.
Ventajas sobre los medios clasicos bioquimicos

Es un medio clasico al que se han afiadido cromégenos que reaccionan de forma muy
especifica con enzimas concretas del microorganismo diana. De modo que en vez de ser un
medio bioquimico (asimilacion o fermentaciéon de fuente de carbono o nitrégeno, con
indicador de cambio de pH), se convierte en un medio enzimdatico, mucho mas especifico. Esto
ahorra enormes cantidades de tiempo y de dinero en galerias y antisueros de identificacién, ya
que en término medio, el medio bioquimico obtiene un 30% de colonias falsamente positivas
(se desperdician 30 de cada 100 confirmaciones que acaban no siendo el microorganismo
buscado), mientras el medio enzimdtico cromogénico sélo obtiene un 0,5% de colonias que
hay que confirmar y luego no resultan ser la diana (se desperdician 0,5 de cada 100
confirmaciones). Por eso el medio cromogénico no es mas caro que el clasico aunque el precio
por bote lo parezca (a no ser que en nuestras muestras obtengamos muy pocas colonias
sospechosas).

Otra ventaja adicional es
que sélo la colonia se
colorea, no el medio, lo
que evita lo que sucede a
menudo en el medio
clasico: que unas colonias
enmascaran a  otras,
provocando falsos
negativos. Un ejemplo
tipico es el Cromosalm

Agar, donde entre una
marafia de  colonias
negras de
Enterobacterias

acompafiantes, aparecen
colonias verdes de
Salmonella incluso

encima de las negras. :!‘.*H' 2
: FIA il .
MUGPLUS CCA Agar: coliformes, colonias fucsia. E.coli: colonias azules. Las demds no importan.
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En definitiva, el medio cromogénico aumenta de forma impresionante la sensibilidad y la
especificidad, es decir la eficacia (e incluso la eficiencia, si sus muestras tienen muchos falsos
positivos del microorganismo buscado y por tanto le sale mas econdmico el medio
cromogénico que el bioquimico + los kits de identificacion necesarios por bote).

2-Historia del medio cromogénico. Detalles de su invencion que seguramente
desconoce.

En los afios 80 del siglo pasado se dié a conocer el primer medio fluorogénico, gracias
al MUG; este fluorégeno se afiadié a los medios para E.coli para distinguir sus colonias
(glucuronidasa positivas y por tanto, fluorescentes) de las de otros coliformes, en el mismo
medio. Se empezd con dos caldos (BGBL y Lauryl) y con dos agares (VRBL, MacConkey).

Esta idea inspiré otros reactivos fluorogénicos de confirmacién (MUCAP en Salmonella y MUP
en TSC, que hoy dia se estd poniendo de moda al detectar la misma fosfatasa acida que pide
(con reactivos cancerigenos) la Norma ISO 14189.

Y mas adelante, se vid la necesidad de cambiar esa fluorescencia (a menudo muy
subjetiva) a un cambio de color, mas evidente y de visidn natural e inmediata. Los substratos
cromogénicos se empleaban a principios de los afios 90 como marcadores en fisiologia vegetal
y en Microkit se nos ocurrié desde 1990 probar qué sucedia al afadirlos a medios cldsicos, y
con la ayuda de un catedratico de la Universidad de Barcelona, creamos en 1995 el primer
medio cromogénico de la

historia, en forma de tubo
preparado: el Rapidtest, caldo
para deteccion rapida de
aerobios. Acto seguido, ese ]

mismo afio, creamos el primer

Agar cromogénico, que encima
tenia dos cromoégenos (Salmon
Gal para coliformes y XGlu para
E.coli) que llamamos MugPlus
Agar en honor al inspirador
MUG, mientras Merck disefiaba
su propio Cromocult Coliform
Agar con los MIiSMOS  Caldo cromogénico RAPIDTEST para deteccion de una carga excesiva de aerobios
cromagenos o Biomerieux su Coli ID con otros similares; los 2 primeros de estos tres pasaron a
Norma I1SO 9308-1:2014 con el nombre de CCA, aunque 19 afos después y con un enorme
gasto econdmico y de recursos en validaciones. Poco después Rambach cred su famoso medio
cromogénico para Salmonella con Magenta-Gal, que ha sido muy imitado pero sélo ha sido
mejorado por nuestro Cromosalm Agar (denominado ABC en la actual Norma ISO 6579),
gracias al cambio de cromdgeno por X-alfa-Gal, mucho mas especifico frente a todas las cepas
de Salmonella. Y Merck sacé un medio cromofluorogénico en caldo para E.coli (MUG) y demas
coliformes (X-Gal) de gran éxito por ahorrar la campana durham, medio que derivé en su
famoso Readycult (para P/A y para NMP) y en nuestro Colicult y en el tambien famoso EC Blue.
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Desde entonces, ya todos los fabricantes de medios entraron en la voragine de crear mas y
mdas nuevos medios cromogénicos para diferentes usos.

Al principio la mayoria de fabricantes no sabian termoestabilizar lo suficiente los
medios con cromdégenos, de modo que sélo ofrecian placas preparadas, o a lo sumo medios
deshidratados base, con el cromégeno en suplemento aparte, para que el usuario lo afiadiera
a 459C, tras autoclavar la base. Incluso algunos vendian aun los medios con el fluorégeno
MUG, con la etiqueta de “mantener a 2-82C”. Mas adelante, el agar-agar con
termoestabilizante se dié a conocer a todos los fabricantes con el nombre de “agar-agar
cromogénico”, marcas que actualmente ya ofrecen su gama tanto de preparados como de
deshidratados relativamente termoestabilizados.

3-Tipos de medios cromogénicos

Como los auténticos pioneros en la invencidn de medios cromogénicos, en MICROKIT
ofrecemos la gama mas completa del mundo, tanto en microorganismos diana (ver capitulo
siguiente), como en formatos sin limites:

-Medio deshidratado con los cromdgenos termoestabilizados, incluidos en el polvo, a
partir del medio deshidratado clasico.

-Medio deshidratado estéril en caldo listo para usar (Viales de polvo estéril P/A 6 NMP)

- Medio deshidratado estéril en agar listo para usar en placas deshidratadas (DryPlates,
que absorben 1 ml de muestra en masa a temperatura ambiente)

-Medio preparado estéril (placas, tubos, frascos...)
También desde el punto de vista de la solidez final del medio:
-Agares cromogénicos
-Caldos cromogénicos
Y también desde el punto de vista del objetivo del medio:
-Medios para aislamiento de patégenos
-Medios para recuentos de indicadores (aerobios, levaduras y mohos)

Hasta el punto de que podemos afirmar que los microorganismos que no tienen ya
asociado un medio cromogénico, sera dificil que lo tengan, porque todas las pruebas realizadas
hasta ahora han fallado (ej: Legionella spp) o porque los cromdgenos adecuados son
excesivamente caros (ej: Lactobacillus spp)



4-Parametros que ya tienen medios cromogénicos asociados

-Aerobios totales (en aguas YEA —PCA water- cromogénico y R2A cromogénico, en
alimentos PCA cromogénico, en lacteos PCA-Milk cromogénico, asi como en caldo Rapidtest).
Seguimos siendo la Unica marca que ofrece estos medios en formato deshidratado
termoestable y en medios preparados; otras marcas sélo lo ofrecen en laminocultivos y en
placas deshidratadas (nosotros también). Colonias rojas de aerobios sobre medio color blanco-

crema, muy
evidentes, se
distinguen de
artefactos
(burbujas,
particulas de

muestra...) y con
mayor  exactitud
(se ven también
las colonias mas
pequefias) y
rapidez (el
contraste permite
ver mucho antes
las colonias,
recuentos incluso
en 24h).

-Levaduras y Mohos (Sabouraud Dextrose Agar Caf cromogénico). Tambien somos la
Unica marca que lo
ofrece en formato
deshidratado
termoestable,
mientras otros
proveedores soélo lo
ofrecen en placas
deshidratadas.
Colonias verdes de
levaduras y mohos
sobre medio color
crema-ambar, muy

evidentes, se
distinguen de
artefactos (burbujas,

particulas de

muestra...) y con



mayor exactitud (se ven también las colonias mas pequefas) y rapidez (el contraste permite
ver mucho antes las colonias). También lo ofrecemos en viales de caldo P/A estéril.

-E.coli y demds Enterobacterias. Lo ofrecemos tanto en deshidratado como en placas
deshidratadas. E.coli crece con colonias azules, las demas enterobacterias con colonias rosas-
purpuras, sobre medio color crema.

-E.coli y resto de Coliformes. El famoso Agar
MugPlus que ahora llaman oficialmente CCA, lo
ofrecemos en todas las versiones (deshidratado,
preparado y en placas deshidratadas). E.coli crece
con colonias azules (desde turquesa hasta afiil indigo-
violeta, segun la cepa), los demds coliformes con
colonias rojizas (desde rosas hasta purpuras, pasando
por el lila-lavanda, segln la cepa), sobre medio color
crema. Otras colonias (crema, amarillo...) no son

coliformes y por tanto no se cuentan. Las de color
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verde deben identificarse, ya que a menudo se trata E.coli crece en MugPlus Agar con colonias azul
de Shigella spp. La versién ISO es menos selectiva, | ©scuro-afil (algunas cepas azul claro-turquesa,

. ., . . foto abajo) y los demds coliformes con colonias
mientras la versiéon BOE incluye Cefsulodina y rosa-fucsia.

Vancomicina que lo hacen muy selectivo.

Y el caldo Lauryl fluoro-cromogénico que llamamos Colicult-MCC Broth y otros
proveedores llaman LMX, Readycult o
ECBlue, que también ofrecemos en todas
las versiones (deshidratado, preparado,
en frascos P/A y en viales o botes de
polvo estéril). Los coliformes viran a azul;
E.coli, ademas, genera fluorescencia bajo
luz UVA de 366 nm vy, directamente, anillo
de indol positivo al afadir reactivo de
Kovacs. Tambien ofrecemos desde 2021
los viales de sustrato definido ONPG en

dos versiones, la ISO (con fluorégeno
MUG: coliformes agua amarilla, E.coli agua fluorescente) y la propia cromogénica (que hemos
llamado ONPG+MugChrom: coliformes
agua amarilla, E.coli agua verde).

Para E.coli sélo, existe el Agar TBX,
un TBA con cromdgeno XGlu. Lo ofrecemos
en deshidratado, en preparado y en placas
deshidratadas. E.coli crece con colonias
verde-azuladas sobre medio color crema.




-Bacillus cereus. Nuestro XBC Agar, que /

ofrecemos en casi todas las versiones
(deshidratado y preparado). B.cereus crece en sélo
18 horas con sus tipicas colonias de aspecto de
gota de cera, pero con centro azul; vira alrededor
de sus colonias al medio base (Mossel PREP) de
color salmén a rosa (sélo algunas cepas). Otros
proveedores tienen un medio similar donde en vez
de azul, el centro de la colonia queda amarillo.

-Burkholderia cepacia. Nuestro
BCPT cromogénico, base piruvato, que
ofrecemos en todas las versiones
(deshidratado, preparado y en placas
deshidratadas; su caldo también en frascos
P/A preparados y en viales y botes de polvo
estéril). B.cepacia crece en sélo 18 horas con
colonias rojas, no fluorescentes. De
momento nadie mas tiene medios
cromogénicos para este microorganismo.

-Campylobacter spp. Nuestro
Cromokit-Campy Agar es deshidratado con el
suplemento incluido, aunque en bote aparte.
Las colonias son rojas sobre fondo crema.

-Clostridium perfringens. Nuestro
Cromokit-C.perfringens es deshidratado con
el suplemento incluido, aunque en bote
aparte; o bien placa preparada. Las colonias
son naranjas sobre fondo crema y no pierden
su color al salir de la atmdsfera de
anaerobiosis, como sucede con el medio

clasico TSC.

-Enterococos fecales. Nuestro Agar
Cromokit-EPA es deshidratado y, en su versidn
liquida, en viales de polvo estéril. Sus colonias
crecen en solo 18 h de azul oscuro, sobre medio

color crema.




-Listeria monocytogenes.
Agar,
inventado por Ottaviani & Agosti y

El Cromocytogenes
mds conocido con el nombre
comercial de Aloa, que ofrecemos
versiones

en casi todas las

(deshidratado con suplementos
aparte y preparado). Las colonias
de Listeria spp. crecen de color
verde y si son de L.monocytogenes,
ademads, generan un gran halo

opaco alrededor de sus colonias.

-Pseudomonas aeruginosa. El

Cromokit Rapid Pseudomonas Agar, otro
medio que sigue siendo exclusivo de Microkit,
es un medio con base Cetrimida, con un
cromégeno que acelera su deteccién a sélo
18h (colonias rosas-rojas sobre fondo blanco);
s6lo  los deben

presuntos  positivos

confirmarse en 48h por la emision de
fluorescencia. Ofrecemos todas las versiones
(deshidratado, preparado, placas
deshidratadas y, en su versidn caldo, frascos

P/Ay viales y botes de polvo estéril).

Obsérvese el halo fluorescente alrededor de las colonias, que
se ven prematuramente rosadas en 18h y luego rojas

-Salmonella spp. Frente al
Rambach y todas sus
ofrecen fucsia-magenta  de
Salmonella, Cromosalm  Agar
permite ver las colonias de Salmonella
verdes sobre colonias negras o blancas de las
acompafantes,
incluidos los mas tipicos interferentes de los
otros medios cromogénicos de Salmonella
(Citrobacter y Proteus), de modo que aqui se
distinguen desde la primera siembra sin
necesidad de
confirmaciones de estos falsos positivos.
Ofrecemos todas las
(deshidratado, preparado y
deshidratadas).

Agar

imitaciones, que

colonias
nuestro

demas  Enterobacterias

perder el tiempo con

versiones
placas



-Staphylococcus aureus. Nuestro Cromokit X-Staph Agar permite detectar y enumerar
S.aureus sin la ambigliedad de los medios clasicos (B.Parker, Mannitol...) y confirmar
inmediatamente si las colonias
son coagulasa positivas
directamente desde las
pequefias colonias azul oscuro
(con latex coagulasa). Las
colonias pequeiias, azul claro
(turquesa), suelen ser de otras
especies de estafilococos y las
colonias grandes, turquesa,
son de Bacillus. Ofrecemos
todas las versiones
(deshidratado, preparado y
placas deshidratadas).

-Vibrio spp. Nuestro Cromokit Vibrio
Agar permite detectar V.cholerae (colonias
rojas) y V.parahaemolyticus (colonias azules)
en una sola placa, al tener su medio base, la
cantidad de sal necesaria para el crecimiento
de ambos grupos de Vibrio (continentales y
marinos). Lo  ofrecemos en medio
deshidratado y en placas deshidratadas; y en
su version caldo, en frascos P/A.

-También hemos mejorado
el cldsico antibiograma mediante
el MHS Agar, un Agar Mueller-
Hinton cromogénico que permite
la vision de los halos de inhibicidn
alrededor de los discos de
antibidticos de forma mas
evidente y rapida (desde 8 horas).
Lo  ofrecemos en  frascos
preparados para fundir y en placas
deshidratadas.

Existen otros 13 medios cromogénicos de menor uso, hasta completar los 31 medios
cromogeénicos de MICROKIT que hay a su disposicién.



5-Los medios cromogénicos que ya son oficiales segiin Normas ISO y por tanto son
aptos para laboratorios acreditados ISO 17025

-Como es légico el primero es el MugPlus Agar (ahora llamado CCA), por ser el primer medio
cromogénico con mas de un fabricante, por ser los microorganismos mas buscados en el
mundo... Ya es oficial segin Norma ISO 9308-1 de aguas

-También es oficial segin ISO 6579 de Salmonella, el Cromosalm Agar (alli llamado ABC Agar)
-El TBX Agar es oficial para E.coli en alimentos segun ISO 16649.
-El caldo ONPG+MUG es oficial para E.coli y demas coliformes segun 1SO 9308-2.

-Y el Agar Ottaviani & Agosti es oficial para Listeria monocytogenes segun 1SO 11290

Los demas medios cromogénicos son precursores y acabaran en Normas ISO del
futuro; los laboratorios no acreditados I1ISO 17025 no tienen por qué esperar a que
sean medios oficialmente reconocidos, para aprovechar desde ya sus enormes
ventajas.

6-Cémo vemos el futuro de los medios cromogénicos

Tratandose de un método rapido, pero al consistir en la simple adicién de sustratos
cromogénicos especificos a los medios de cultivo cldsicos, los medios cromogénicos estan
demostrando ser un método tan robusto (si no mas) que el medio clasico; a diferencia de la
mayoria de otros métodos rapidos, al servir el medio cromogénico para muestras de todo tipo
de matrices. Por ello les auguramos el mejor futuro imaginable.

Caldos cromogénicos que ayudan a los laboratorios a detectar de la forma mds eficiente que existe la presencia de

patdégenos en 100 mL de agua (Izda Burkholderia cepacia, tinto, centro Pseudomonas aeruginosa, rosa)




