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RESUMEN

El estudio se realiza en el laboratorio de Microbiologia del Centro Provincial de
Higiene, Epidemiologia y Microbiologia, con el objetivo de evaluar la reduccion de
la concentracion de urea en el medio de cultivo Agar Urea de Christensen. Se
confeccionan seis lotes del medio base adicionandole 4, 3, 2, 1, 0.5 y 0.25 ml de
solucion de urea estéril (SUE) al 40 %, respectivamente, y se realiza control de
calidad y siembra de enterobacterias de forma concurrente con el medio de
cultivo de referencia. Se elige para el diagnéstico confeccionar en medio de
cultivo con 0.5 ml de SUE al 40 %. Con la aplicacion de las férmulas
correspondientes, se determina la sensibilidad, especificidad y valor predictivo
positivo y negativo, que informan sobre la correspondencia de los resultados,
aplicando el medio de referencia y modificado. Se concluye que la formula
modificada mantiene la calidad del diagnéstico y se ahorra el reactivo quimico
urea.
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INTRODUCCION

El medio de cultivo Agar Urea de Christensen es utilizado en la clasificacion
de los microorganismos que hidrolizan la urea y tiene como principio la
determinacién de la presencia o ausencia de la enzima ureasa, codificada por el
material genético del cromosoma bacteriano.

El sustrato sobre el cual esta enzima actda es la urea, que se incorpora al
medio de cultivo como una solucion de urea estéril (SUE) al 40 %, junto con un
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sistema indicador, el rojo fenol, que detecta el alza del pH al producirse
amoniaco, detectdndose la degradacion del sustrato por cambio de coloracidn
del medio a rosa intenso luego de la incubacién.’™

El deficiente abastecimiento de urea en dmpulas listas para el uso, como el
reactivo quimico urea, afectaba el diagnéstico de las enterobacterias,
microorganismos aislados con mucha frecuencia el laboratorio de microbiologia
clinica.

Partiendo de esta situacion problema, se desarrollé la investigacidn, con el
objetivo de reducir la concentracién de urea en el medio de cultivo Agar Urea
de Christensen y determinar la concertacién minima éptima de urea que
mantuviera la calidad del diagndstico, para no afectar los servicios médicos.

METODO

El estudio se realiza en el Laboratorio de Microbiologia del Centro Provincial
de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia de Guantdnamo. El universo de
estudio estd formado por cuatro lotes de 55 tubos cada uno del medio en
estudio, que es probado con 200 cepas de enterobacterias aisladas de
diferentes muestras clinicas.

TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO PARA LA OBTENCION
DEL DATO PRIMARIO

1. Andlisis de la formulacion del medio de cultivo a modificar

A continuacion se exponen las formulaciones del medio de cultivo de referencia
y el modificado:

AGAR UREA DE CHRISTENSEN AGAR UREA DE CHRISTENSEN
MEDIO DE REFERENCIA MEDIO MODIFICADO
Composiciéon g/L Composiciéon g/L
Peptona 1.0 Peptona 1.0
Dextrosa 1.0 Dextrosa 1.0
Cloruro de sodio 5.0 Cloruro de sodio 5.0
Fosfato disédico 1.2 Fosfato disédico 1.2
Fosfato monopotasico 0.8 Fosfato monopotasico 0.8
Rojo fenol (0,2 %) 0.012 g (6 ml) Rojo fenol (0.2 %) 0.012 g (6 ml)
Agar 15.0 Agar 15.0
pH 6,8 + 0,2 pH 6.8 + 0.2
La base se esteriliza y se deja refrescar, La base se esteriliza y se deja refrescar,

adicionandole 5 ml de SUE al 40 %. adicionandole 0.5 ml de SUE al 40 %




Descripcion. el medio Agar Urea de Christensen es un medio sélido, se utiliza
para detectar la presencia de la enzima ureasa, presente en muchas especies
de microorganismos, que hidroliza la urea formando diéxido de carbono, agua y
amoniaco, el cual reacciona en solucién formando carbonato de amonio,
ocurriendo una alcalinizacidn del pH del medio. El indicador es el rojo fenol que
se torna rosa en pH alcalino. Es una prueba cualitativa donde la positividad se
evidencia en el cambio de coloracién del medio de amarillo a rosa.**

Al analizar la féormula del medio de cultivo se tiene que consta de una base
compuesta por:

e Peptonay glucosa que promueven el desarrollo de los microorganismos.

e Cloruro de sodio, que proporciona la presiéon osmética para el crecimiento
de los microorganismos.

e Fosfato monopotdsico y fosfato disédico, buffer que proporcionan un pH
estdndar de referencia.

e Rojo fenol, indicador de cualquier cambio de pH. El pH del medio de
cultivo es de 6.8 y una vez confeccionado presenta color amarillo para
ese valor de pH.

e Agar, responsable de la solidez del medio.

2-. Determinacién de la concentracion minima éptima de SUE al 40 %.

Se confecciona el Medio Agar Urea de Christensen, adicionando 4, 3, 2,1, 0.5
y 025 ml y el medio de referencia con 5 ml de la SUE al 40 %,
respectivamente, a 100 mililitros de la base Agar Urea de Christensen.

Se establecié que la concentracién minima optima seria aquella que produjera
la cantidad suficiente de carbonato de amonio capaz de alcalinizar el medio de
cultivo, provocando una subida de pH con el consiguiente cambio cualitativo de
color en el medio de cultivo de amarillo a rosado intenso, y que la intensidad de
la coloracién sea comparable a la reaccién que ocurre en el medio de
referencia.®”’

3-. Control de la calidad 8°1°

Cada lote de medio preparado se sometié a ensayo para asegurar su
aceptacion y demostrar su actividad bacteriana, comprobando:

e Valor de pH, se confeccioné una papilla del medio listo para usar, en igual
volumen de agua destilada y se midié el pH utilizando el pH-metro.



Esterilidad: Se incubé el 5 % de lote confeccionado.

Capacidad de crecimiento: Se inoculé cada medio de cultivo con las cepas
normadas para el control de la calidad: control positivo, proteus vulgaris,
control negativo, Escherichia coll

Estabilidad: Con cierta periodicidad, cuando el medio de cultivo no se
agota rdpidamente se repiten las pruebas anteriores para verificar si las
condiciones de conservacion son satisfactorias. En este caso no fue
necesario porque cada lote del medio se agoté en pocos dias

4 - Siembra concurrente.

Utilizando 200 cepas de enterobacterias previamente identificadas, se
realizé siembra concurrente utilizando el medio de referencia y los lotes
confeccionados con 4, 3, 2, 1, 0.5 y 0.25 ml de SUE, para comparar
resultados.

5. Técnicas de andlisis estadisticos

11,12

Las 200 cepas de enterobacterias se sembraron de forma concurrente en
el medio normado y modificado para comparar resultados y determinar:

a)

b)

Confiabilidad o reproducibilidad: mide el nivel de concordancia entre
pruebas repetidas.

Validez (sensibilidad, especificidad) y rendimiento (valor predictivo
positivo, negativo): se utilizan las férmulas correspondientes para este
finy se confecciona una hoja de cdlculo, donde se introducen los valores
de las categorias siguientes:

- Verdaderos positivos: La prueba normada y modificada son positivas.

- Verdaderos negativos: La prueba normada y modificada son negativas.

- Falsos positivos: La prueba normada es negativa y la modificada
positiva.

- Falsos negativos: La prueba normada es positiva y la modificada
negativa.



RESULTADOS Y DISCUSION

Se disefié e implementé el uso de la férmula del Agar Urea de Christensen
modificado, a la que se le realizaron diferentes ensayos para verificar y
comprobar su efectividad.

Al realizar el control de calidad a los diferentes lotes de medios de cultivo,
que se habian confeccionado adicionando diferentes cantidades de la solucién
de urea estéril al 40 %, se obtuvo:

1. El pH oscilé entre 6.7 y 6.9, valores que se encuentran dentro del rango
adecuado de variabilidad, que es de 6,6 a 7,0.

2. En el control de la esterilidad al incubar el 5 % de los tubos, no se
obtuvo crecimiento bacteriano, lo que informa que la esterilizacién fue
correcta y no existio contaminacion del medio en el proceso de
distribucién y adicion de la solucién de urea al 40 % estéril.

3. La capacidad de crecimiento de las cepas control en el medio fue
adecuada y se obtuvieron los resultados esperados con las diferentes
cepas. Es decir:

e Con E. coli, no productora de ureasa, el medio quedé de color amarillo,
observdandose que no hubo alteracién en el pH.

e Con P. mirabilis, gran productor de ureasa, todo el medio se torno de
color rosado intenso por un aumento del pH debido a la formacidn de
gran cantidad de carbonato de amonio.

En la Tabla 1 se observan los diferentes lotes confeccionados del medio de
cultivo y la cantidad de solucion de urea al 40 % adicionada en cada caso, asi
como el resultado del control de calidad.

Los resultados de la siembra de forma concurrente de las 200 cepas de
enterobacterias, utilizando el Agar Urea de Christensen de referencia y los
lotes modificados con 4, 3, 2, 1, 05 y 0.25 ml de SUE al 40 %, fueron
idénticos, es decir todos los lotes mostraron con una misma cepa, la misma
reaccion: cambios en la coloracién del medio de amarillo a rosa intenso, con
igual intensidad del color, en el caso de los positivos; No cambié de color en el
caso de los negativos.®

Aunque en tfodos los lotes con diferentes concentraciones de urea, los
resultados de control de calidad y de siembra concurrente fueron aptos e
idénticos, se decide trabajar con el Agar Urea de Christensen modificado con



0.5 ml de SUE al 40 %, para un volumen final de medio de cultivo de 100
mililitros, quedando establecida la concentracién minima éptima de urea de 0.2
%, ya que se considera que con esta cantidad de urea, se obtienen buenos
resultados y posibilita un ahorro considerable del reactivo, permitiendo
trabajar con margen de seguridad.

Evaluacion del Agar Urea de Christensen modificado.

1. Confiabilidad o reproducibilidad: la formulacién modificada resulto
reproducible, es decir existe concordancia en los resultados obtenidos en
los diferentes lotes confeccionados del Agar Urea de Christensen
modificado, lo que indica la estabilidad del medio diagndstico.

2. Sensibilidad, especificidad y valor predictivo positivo y negativo: al
determinar los verdaderos positivos y negativos, se encuentra que la
reaccién en el medio modificado estuvo en correspondencia total con el
medio de referencia, por lo que no se registran falsos positivos y
negativos.

3. La prueba de ureasa es muy utilizada en el diagndstico de diferentes
microorganismos, tales como levaduras, hongos, enterobacterias,
Helicobacter pylori, entre otros.’?*

CONCLUSIONES

Se reduce la concentracién de urea en el medio Agar Urea de Christensen,
identificando a esta como minima optima de urea, capaz de producir un cambio
de color en el medio, que evidencia la presencia de la enzima ureasa.

El nuevo medio diagndstico, es tan sensible y especifico como el de

referencia, ahorrdndose urea y manteniendo los servicios microbioldgicos a la
poblacién. No se encuentran reportes de estudios semejantes.

RECOMENDACIONES

Es una formulacion sencilla, prdctica y econdémica, que ofrece idénticos
resultados que la formulacién de referencia, por lo que se recomienda su uso.
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TABLA 1. AGAR UREA DE CHRISTENSEN DE REFERENCIA Y MODIFICADO CON
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE UREA.

mEDIODE  MIDESUEAL  phe jREAEN % DE UREAEN REsg'aTAD%S
cuLtivo 40 % PARA100 344\ pE MC EL MC NI
ML DE MC DE CALIDAD
Agar Urea de
Christensen de
referencia 5 2 2 Apto
4 1.6 1.6 Apto
3 2 1.2 Apto
Lotes 2 0.8 0.8 Apto
Agar Urea de
Christensen 1 0.4 04 Apto
con diferentes
concentracione 0.5 0.2 0.2 Apto
s de SUE al 40
% 0.25 0.15 0.15 Apto
Leyenda: ml: mililitros MC: Medio de cultivo

TABLA 2. ENTEROBACTERIAS IDENTIFICADAS UTILIZANDO
CONCURRENTEMENTE LOS LOTES DEL AGAR UREA DE CHRISTENSEN
NORMADO Y MODIFICADO.

UREASA UREASA
MICROORGANISMO POSITIVA NEGATIVA TOTAL
Escherichia coli - 46 46
Enterobacter aerogenes 6 20 26
Klebsiella pneumoniae 10 33 43
Proteus mirabilis 33 0 33
Citrobacter freundii - 17 17
Salmonella spp - 23 23
Shigella spp - 12 12

TOTAL 49 151 200
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