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Utilidad del medio cromogénico MPO®
en el procesamiento habitual del urocultivo
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FunpamEeNTOs. Evaluacion del medio cromogénico MPO®
frente al medio CLED (cisteina, lactosa, deficiente en
electrolitos) respecto a su utilidad en la deteccion,
enumeracion e identificacion de patogenos del tracto
urinario.

MEeropos. Se han estudiado 1.080 muestras de orina a las
que se les efectud urocultivo en MPO® y CLED empleando
el método del asa calibrada.

ResuLTADOS. A partir de 145 muestras de orina positivas se
aislaron 171 cepas bacterianas (Escherichia coli, 111;
Enterococcus spp., 26; Proteus spp., 12; Enterobacteriaceae
del grupo Klebsiella-Enterobacter-Serratia, 10;
Pseudomonas aeruginosa, 5; Streptococcus agalactiae, 4;
Staphylococcus spp., 3, y Candida albicans, 4. Los
resultados de los recuentos y los tipos de microorganismos
aislados fueron analogos en ambos medios, aunque en

6 casos la presencia de Enterococcus spp. solo se detecté en
el medio cromogénico.

ConcLusioNEs. El medio MPO® para la realizacion del
urocultivo ofrece resultados analogos al CLED y su
utilizacion lleva a una importante disminucion de la carga
de trabajo asociada a la realizacion de esta técnica. Este
ahorro de trabajo se debe a que en la mayoria de los casos
es posible obviar la realizacion de pruebas
complementarias para la identificacion de los
microorganismos aislados a partir de muestras de orina.
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Use of MPO® chromogenic culture medium for routine
processing of urine cultures

BackGRrounD. The chromogenic culture medium, MPO®, was
compared to culture on CLED (cystein, lactose,
electrolyte-deficient) agar for the detection, enumeration
and identification of urinary tract pathogens.

MEeTHODS. A total of 1,080 clinical urine specimens were
assessed. All samples were inoculated in MPO® and CLED
using the calibrated loop method.
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ResuLTs: Among 145 positive urine samples, 171 strains of
bacteria were isolated (111 Escherichia coli, 26
Enterococcus spp., 12 Proteus spp., 10 Enterobacteriaceae
from the Klebsiella-Enterobacter-Serratia group, 5
Pseudomonas aeruginosa, 4 Streptococcus agalactiae, 3
Staphylococcus spp. and 4 Candida albicans. For all
samples, enumeration of microorganisms was comparable
with the two media studied. Identification was also
similar, except for 6 cases in which Enterococcus spp.
were only detected with the chromogenic medium.
ConcLusions. Overall urine culture results with MPO®
chromogenic medium were similar to those obtained with
CLED, making it a feasible alternative to the standard
medium. Moreover, use of a chromogenic technique
implies a significant reduction in workload, since
additional tests to identify the microorganisms isolated
are not needed in most cases.

Key words: Urine culture. Chromogenic media. MPO®,

Introduccion

La infeccion del tracto urinario (ITU) constituye una de
las causas méas comunes de consulta médical, lo cual, junto
al incremento de resistencia a los antimicrobianos
observada entre los uropatégenos comunes, demanda la
realizacién sistematica de urocultivos para establecer el
microorganismo causante y efectuar el estudio de
susceptibilidad a antimicrobianos. Por ello, los urocultivos
representan hoy una importante carga de trabajo en los
laboratorios de microbiologia clinica?.

Como medios de cultivo para realizacién del cultivo de
orina se han aconsejado agar sangre y MacConkey®. En
Europa estéd més extendida la utilizacién del medio CLED
(cisteina, lactosa, deficiente en electrolitos)*?.

Los medios de cultivo diferenciales (p. ej., CLED o
MacConkey) detectan caracteres fenotipicos bacterianos
que ponen de manifiesto la presencia de enzimas
caracteristicas de grupos taxondémicos y orientan hacia la
identificacién presuntiva de las colonias bacterianas
desarrolladas en ellos, aunque la identificacion definitiva
de cada colonia suele requerir su aislamiento y la
realizacion de pruebas bioquimicas adicionales. En los
altimos anos se han producidos avances significativos en la
formulacién de medios de cultivos diferenciales con la
aparicién de los medios cromogénicos y fluorogénicos.
Estos medios incluyen en su composicién compuestos
cromogénicos o fluorogénicos (incoloros o débilmente
coloreados y no fluorescentes) que son sustratos de
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enzimas especificas. Cuando la enzima actua sobre el
sustrato cromogénico o fluorogénico, éste sufre un cambio
de estructura formandose una nueva estructura molecular
coloreada o fluorescente. Los sustratos cromogénicos
cuando son transformados por accién de su enzima
especifica cambian de color debido a la transformaciéon
quimica de la parte cromogénica que cambia de estructura,
produciendo un croméforo (estructura quimica responsable
del color) coloreado®®. La interaccion entre los
microorganismos y los sustratos cromogénicos depende del
tipo del sustrato usado, pues la sustancia coloreada
producida puede quedar absorbida en el interior de la
célula bacteriana coloreando la colonia o difundir en el
medio de cultivo produciendo un cambio de color en éste’.

Hoy se dispone de diversos sustratos cromogénicos
(habitualmente derivados halogenados del indoxilo) que
cuando son alterados por sus enzimas especificas
desarrollan coloraciones distintas. Si en un mismo medio
se combinan varios de estos sustratos es posible detectar
de forma simultanea diversas actividades enzimaticas y
llegar directamente (o tras efectuar sobre la colonia otras
pruebas bioquimicas répidas) a una identificacién
presuntiva de las colonias bacterianas sin necesidad de
subcultivar y realizar pruebas bioquimicas adicionales.

Entre las bacterias mas cominmente aisladas en las
ITU se encuentran Escherichia coli, otros miembros de la
familia Enterobacteriaceae’y Enterococcus spp.>°. Por ello,
idealmente, los medios para urocultivo deben permitir la
identificacién directa de estas bacterias y el crecimiento de
los restantes uropatdgenos que no sean identificados
directamente por su crecimiento como colonias tipicas en
el medio usado (p. ej., Staphylococcus spp., Pseudomonas
spp. v Streptococcus spp.) de manera que puedan ser
subcultivados para su identificacién posterior.

En los medios cromogénicos para urocultivo se pone
directamente de manifiesto en las colonias actividad
B-glucosidasa y B-glucuronidasa'® pudiéndose estudiar
directamente sobre las colonias aisladas la deteccién de
indol y la presencia de actividad triptéfano desaminasa'®.
La deteccién de estas actividades enzimaticas, junto con la
morfologia colonial, permite reconocer presuntivamente FE.
coli (glucuronidasa positivo, indol positivo), el grupo
Klebsiella-Enterobacter-Serratia (glucosidasa positivo),
Enterococcus spp. (glucosidasa positivo) y el grupo
Proteus-Morganella-Providencia (triptéfano desaminasa
positivo) incluyendo Proteus vulgaris (indol positivo)®7.

El objetivo de este trabajo es evaluar la efectividad en la
practica en un laboratorio de microbiologia clinica de un
medio comercial cromogénico para orinas el MPO®
(Biomedics, Tres Cantos, Madrid) comparandolo con uno
de los medios méas habituales para urocultivo, el medio
CLED.

Material y métodos

Muestras

Se han estudiado 1.080 muestras de orina remitidas sucesivamente
a nuestro laboratorio para estudio microbioldgico, durante un periodo
de 15 dias.

Tras homogenizacién por agitaciéon las orinas se inocularon (antes
de 1 h de su llegada al laboratorio) con asa calibrada de 1 pl® en
paralelo en el medio cromogénico MPO® y en CLED. La lectura de las
placas se realizé tras 18 h de incubacién a 36 °C en aerobiosis. A todas

las muestras de orina se les realizé estudio microscépico para
observacién de leucocitos y células epiteliales mediante la técnica de
microscopia invertida en placa microtiter!!. Las muestras con
presencia de células epiteliales y sin presencia de leucocitos se
descartaron como muestras posiblemente contaminadas.

Medios de cultivo

El medio CLED se preparé en el laboratorio a partir de medio base
deshidratado (Oxoid Ltd., Basinsgtoke, Reino Unido) siguiendo las
instrucciones del fabricante. El medio MPO® fue adquirido como
placas preparadas por Biomedics.

Interpretacion de los cultivos

La interpretacién de los recuentos de colonias se realizé segin
criterios establecidos®, considerdndose positivos los recuentos
superiores a 10.000 bacterias/ml. Aquellas muestras en que crecieron
tres 0 mas microorganismos se consideraron contaminadas y no se
incluyeron. S. agalactiae y 1la presencia de levaduras se considerd
criterio de positividad independientemente del nimero de colonias
encontradas.

Identificacién bacteriana

Las colonias aisladas en medio CLED se identificaron por pruebas
bioquimicas convencionales'? y, en caso de resultados dudosos, se
utilizaron paneles API (bioMérieux, Marcy I’Etoile, Francia). La
identificacién de las colonias crecidas en el medio cromogénico se
realiz6 de acuerdo con las instrucciones del fabricante (morfologia
colonial, detecciéon directa por coloracién de B -glucuronidasa y
B -glucosidasa y por técnicas rapidas de indol (cinamaldehido),
triptofanodesaminasa (cloruro férrico) y oxidasa. Las colonias
puntiformes que presentaban coloracién azul (B-glucosidasa positiva)
se consideraron Enterococcus spp. Las colonias puntiformes incoloras
o color azul débil se subcultivaron a medio Granada (Biomedics)'? para
la deteccién de S. agalactiae.

Resultados

De las 1.080 pruebas de orina recibidas para urocultivo se
obtuvieron 165 cepas bacterianas, procedentes de 145 orinas a
partir de los cultivos positivos en CLED. De ellas, 111 fueron E.
coli; 20, Enterococcus spp.; 10, Proteus spp.; 2, Proteus spp. indol
positivo; 10, Enterobacteriaceae del grupo
Klebsiella-Enterobacter-Serratia (5, K. pneumoniae; 1, E. cloacae;
2, E. aerogenes, y 2, S. marcescens); 5, P. aeruginosa; 4, S.
agalactiae; 2, S. epidermidis, y 1, S. aureus. Asi mismo fueron
aisladas 4 cepas de Candida albicans. En 6 casos se detectaron
Enterococcus spp. en el medio cromogénico que no se observaron
en CLED.

En todos los casos se obtuvieron recuentos analogos de UFC/ml
en el medio cromogénico y en el CLED. El medio MPO® permitié
la identificacién directa de 102 de los 111 aislados de E. coli, e
identificé directamente los 20 aislados de Enterococcus spp. y los
12 de Proteus spp. La impresién general fue que los cambios de
color que desarrollan la colonias en el medio cromogénico eran
claros y faciles de observar, incluso en presencia de otras especies
bacterianas, sobre todo en el caso de Enterococcus spp. Esto
explica por qué aumenta la observacién de Enterococcus spp. en el
medio cromogénico respecto al CLED.

En todos los casos las cepas de Enterococcus spp. presentaron
actividad glucosidasa y colonias puntiformes, siendo su detecciéon
muy clara en MPO, pues en este medio las cepas de Enterococcus
spp. producen un halo de difusién de pigmento alrededor de la
colonia puntiforme.

Todos los Proteus spp. se identificaron directamente en el
MPO® y presentaban colonias translicidas que producen un
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ligero oscurecimiento del medio y que al anadir cloruro férrico
adoptan una coloracién marrén-violeta (triptéfano desaminasa
positiva).

Las 5 cepas de P. aeruginosa mostraron colonias de morfologia
irregular y reaccién de oxidasa positiva. Las dos de S. epidermidisy
una de S. aureus aislado se identificaron facilmente por la morfolo-
gia al Gram, actividad catalasa y coagulasa. Los 4 aislados de S.
agalactiae se mostraron a las 18 h como colonias puntiformes, que
se distinguian mejor con ayuda de la lupa y que al resembrarse en
medio Granada mostraron el pigmento rojo-naranja caracteristico.
Las 4 cepas de C. albicans fueron detectadas por su morfologia colo-
nial, tincién de Gram y produccién de tubos germinales.

En el medio cromogénico se observaron 6 cultivos mixtos de E.
coli y Enterococcus spp. que pasaron inadvertidos en el CLED.

Discusion

El agar sangre se considera el medio 6ptimo para el
aislamiento y recuento de bacterias en orina?, pero permite muy
poca diferenciacién entre los microorganismos recuperados y falla
completamente cuando crecen especies de Proteus invasores. El
CLED y el medio MacConkey impiden la invasiéon por Proteus
spp., pero su capacidad diferencial es pequefa, pues sélo
distingue las colonias lactosa fermentadoras de las no
fermentadoras. En los medios cromogénicos que utilizan
sustratos con derivados de indoxilo lo que aparece coloreado es la
colonia (por precipitacién en el interior del microorganismo del
croméforo formado por oxidacién del indoxilo liberado a partir
del sustrato cromogénico por acciéon de la enzima) y no el medio,
y por ello detectan cultivos mixtos, incluso cuando alguna de las
bacterias que participa en el cultivo mixto aparece en poca
cantidad® como es frecuente en muestras de orina con desarrollo
mixto de Enterococcus spp. y E. coli'*.

En nuestro estudio, el medio cromogénico MPO® ha permitido
el crecimiento de todos los uropatégenos aislados en CLED, lo
cual sugiere que puede ser utilizado como medio Unico para el
cultivo de orina.

La principal aportaciéon de los medios cromogénicos al
urocultivo es la deteccion directa simultdnea de varias
actividades enzimadticas en un mismo medio, lo que permite la
identificacién presuntiva directa (o con un minimo de pruebas
adicionales) de la mayoria de las bacterias uropatégenas. Esto
lleva a una importante disminucién de la carga de trabajo
asociada al procesamiento de los urocultivos'+'6, Asi mismo, los
resultados que se obtienen en identificacién presuntiva de las
bacterias en los medios cromogénicos no presenta diferencia con
la realizada por técnicas bioquimicas convencionales'’.

Hay que tener en cuenta que el uso de estos medios en los
laboratorios de microbiologia clinica introduce cambios en los
criterios de identificacién de los uropatégenos (que son
identificados directamente), lo que debe considerarse en las
comparaciones con estudios previos.

Asi mismo, la capacidad de los medios cromogénicos para
detectar la presencia de cultivos mixtos, presencia que cuando se
utilizan medios convencionales pasa desapercibida®!, puede
hacer necesario reevaluar los criterios cominmente aceptados®
para reconocer un cultivo mixto como indicativo de infeccién
urinaria.

Debe senialarse que las colonias bacterianas coloreadas en los
medios cromogénicos que utilizan sustratos derivados de indoxilo
estdn constituidas por bacterias que retienen en su interior el
croméforo insoluble. Este hecho no parece influir en los
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resultados de los tests de sensibilidad antibidtica realizados por el
método de difusién a partir de subcultivos de estas colonias'®. Sin
embargo, si seria necesario estudiar las posibles interferencias
que la presencia residual de croméforos en estas bacterias puede
ocasionar cuando se utilizan sistemas de identificaciéon bacteriana
basados en la detecciéon de enzimas preformadas, como ocurre en
algunos de los nuevos sistemas automaticos de identificaciéon que
requieren el uso de altos in6culos bacterianos'®, pues la intensa
coloracién del indculo puede potencialmente interferir con la
lectura de las reacciones bioquimicas en estos instrumentos.

En conclusién, el medio cromogénico evaluado (MPO®) para
urocultivo constituye una opcién atractiva y valida para los
laboratorios de microbiologia clinica, pues permite afrontar con
més facilidad la carga de trabajo que representa el procesamiento
diario de gran cantidad de urocultivos.
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