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PREPARACION Y USC DE UN MEDIO DE CULTIVO A

BASE DE LECHE DESCREMADA 'DE VACA

C.A. QUIRONES-SOWERBY(·)

RESUMEN
Se de~rribe la preparaCion y wo de un~

a ba,e de leche descremada de vaclZ, utili:rando co'
mo indicador el rajo fellOl y enriquecida con pep'
lona, extrtu:to de levadura, etc., con una concentra­
ciOn final de agar-agar del 2 %'

E,te medio de cultivo ha permitido objeti'var
reaccione, claramente de fermentacion de fa lactoslJ.
proteinolisi" li.,i, de los, glObulo, butirosos. pro'
dllccion de pigmenttM, etc.

Su forma sencilfa de preparacion, y fa po,ibi­
lidad de soporrar el crecimiento de much05 bacte­
rias muy f!xigentes 10 hace muy uliC para wo Ie­
nf!ral en nacteriolo/lia.

Palabras Claves: MEDIOS DE CULTIVO,
LECHE DESCREMADA,
BACTERIOLOGIA.
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INTROD VC:C.ION

A 10 larllO de varios anos de desempenar fnn·
dones en laboratorioB velerinarios (ae inveBtigaeion,
de diallnoslico 0 de produceion) Be comprneba qne
es dificil enconlrar nn medio de cnItivo como e!
mejor 0 mus completo para el trabajo normal de
rnlina en rua'nlo a diagnostreo y alalamiento de
palogen08.

Parlicularmenle se advierte eBte aspedo cnando
en forma frecuente los agentes patogenos qne pue­
den aislorse perlenecen a los grnpos mus edgentes
en cuanlo a sus necesldades nntritivas (bacterias
fastidios8R) .

Despucs de ensayar y estndiar mnchos medio.
enriqueridos de dHerentes ma'neras resnIto desta­
cable que 10 leche de vaco constituye un medio nu­
tritivo casi complelo y perfecto para sostener muy
diferenles p:p.neros de vida, eqnilibrado "n sns di·
versos ron~lituyentes y de fucll obteneion, a nn
precio razonohle (I) •

Se dirip:ieron los esfuerzos a disenar un medio
a base de leche que permitlera estndios de dina­
mica de desorrollo, bioqnimico, de morfolop:ia de
rolonios, oislamienlo de borteriaB, 'nnmeraeion y
eventuolmente pora conservacion, ademis de poder
determlnar ataque a protelnas, fermentacl6n de la
lacloslI. etc. 12>.

MATERIAL Y METODOS

Se formnlo un medio basal con la dllnlente
cOD8tltuclon: Base allar rojo fenol (BARF).

Parte 1.
Extracto de carne 5 II
Cloruro de sodio .•.................... 5 II
E:uracto de levadnra 3 II
Hidrolisado de lactolbomma 5 II
Triptosa . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10 II

• D.M.V. Director d'el Inatltuto de CI61cIa. Micro­
blol6glcBS. Facultad de Vetertnarla del UruI\lBY.
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SUMMA.RY
The method of preparation and we of a cui'

turf! medium made up with cow skim milk. This
includes Phenol Red.. a' pH indicaror, Yeast extract,
etc., with 2 % of agar·agar.

This culture medium allowed 10 put in evidence
t'ery clearly the fermentative action CHI lactos.e, pro­
leinolysiso, lysi, of fat milk globules, pigmen pro'
duction, etc.

It', ,imple technology of preparation, the fact
of ,upporting the growth of many factidiow bac'
teria mlJkes it worth lor general we in Bacteriology.

Key Words: CULTURE MEDIA, SKIM MILK,
BACTERIOLOGY.
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Fosfalo disodico . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 g
Rojo fenol (801. acnosa 10 %) 1.2 m1
Agar - a(l;ar 40 g
Agua deJtilada . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ] litro

Modns operandi: En reclpiente adecuodo, ca­
I"ntar el agua hasta ebullieion e ir agregando los
ingredientes hasta disolnei6n compieta.

Ajnstar a pH 6.9 con carbonato de Bodio, sol.
acuosa al 10 %. Repartir en botellas, nnos 300 ml
para una botella de nn litro.

Esterilizor a 107·1109 C. durante 20.a 30 min.

Parte 2.
En medlo de leche Iiqnlda se formnlO de la

siguiente ma'nera Imedio leche-rojo fenol: LRF):
A nn litro de leche descremada de vaca, .gregarle:
Rojo fenol, eolueion acuosa 1.2 '%: 1. 2 ml
AjU81ar a pH 6.~.9. Repartir en botellu, lUbo~,

etc.
EBterlllzBr a 101-110Q C. durante 20 a 30 minn.

Preparaci6n
Convlene preparar cantldades BenBibIemente

il!uale. de 1 y 2, 188 que se dejan enfriar a nno.
559 C., se mezclan y Be reparten en caja. de Petri.
lubos (para plro de Oanta, tubo. de tapa rosca, etc.)

EI color del medio debe Ber aprox. de color
damuClJ (pH 6.~.9) (3).

Como Indicador hemos ntilizado liltimamente
Nojo Fenol soluhle en allua (de fOrmnla C19 HI4­
05 S x Na, de Gibco, U. S. A., amarillo a pH 6.8
)" rojo a pH 8.4) qoe nOB ho dado un virado mnv
nOlorio, tanto en la acldificacl6'n por fermeotaci6n
de la lactosa 0 cnando existl6 protefn6lisis y el pH
combi.O a alcallno; no hemos Yi.to que Ie prodnzea
r..ducei6n.

JlESULTADOS

En Ilenenl .e pnede afirmar que el medlo de
(·ullivo propuesto permlli6 el desarrollo de nna
nntidad mny grande de bacterles Ilrampodtiva. 0

~ramneltatlves, cocos, bacHos, honllo" levadnTes.
etc. (4).
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Ultimamente ae la ha utilizado para el dOlsa­
rrollo de hacteriaa bioluminiacentea, tambien con
f-xito aunque para obtener maxima produccion de
luz 'fue necesario el agregado auperficial de solu·
do~ de cloruro de aodio al 3 0/0, dejando abaorber
por al~unos minutoa.

Observaciones
Despues del desarrollo bacteriano, el medio pue­

de permanecer sin cambios 0 pueden observarae aI­
~unos de los aiguientes cambioa:
Ataque de la lactos1: Se detecta por vira;e del color,
que de un tono damasco pasa al amarillo claro, co·
menzando alrededor de 188 colonias en deaarrollo;
si ae re~onoce 1'1 aroma en la boca del tubo. se
percibe un olor tipico de fermentacion lactica. Eate
es el caso tipico de algunos estreptococoa.

Respeto de proteolisis, ae deben distinguir doa
aspectos: I) Virado del medio (aun mismo lejos
ne 181 colonia) al color rosado 0 rosado-lila, aprox.
pH 7.8, 0 un violado (aprox. pH 8.4) conaervain·
dose opaeo el medio.

Este efecto apareceria debido a la hidr6lisia de
la caseina y/o proteina aoluble. Si se obaerva mi­
croscopicamente ae comprueba conaervacion de loa
globuloa butiroaoa. Esta reaccion ea tipica de Neis·
aeria ovia, y probablemente de otroa tipoa tambien,
como por ejemplo una Neiaaeria app aialada del
saco conjuntival de perros padeciendo queratocon­
juntivilis aguda.

2) Virado del medio al color violacio·lila: el
medio de cultivo en la parte que rodea a las co'
loniaa ae vuelve tranaparente en forma de halo.

001 plua. de Petri con medio de agar leche cal­
tivado por 72 horaa; ae observa alclllinizado general
del medio. A Ia Izq.: desarroUo de Moraxella bo­
vi., observeae el balo de lisia que rodea a 1.,
eol~niaa. A la Der.: de.arrollo de Neisseria ovia; ...
eomprueba ataque a la proteina (a\eulinizaciun) peru
no lisia de globulos butiro~oa.

Microsr.opicamCllte ae aprecia la deaaparicion.
la lisis de loa globuloa butirosoa; este aapecto co,
mienza y ea maa notorio alrededor de las eolonias
de bacteriaa. EBto se comprueba en Baeilua spp,
Mornella bovia, etc.

3) Virado del medio a amarillo claro (aprox.
pH 6.60 y conversion a tranaparente: eate el el
caso tipico de muchal cepas de eatafilococo pato·
geno, durante cuyo deaarrollo predomin~ .Ia fermen­
tacion de la IactOI8 (volviendo el pH aCldo) lobre
la proteinoJisia y la lisil de los gl6bulol butiroaol
(que ea mu)' intenl8, por otra parte).

Con rl'speeto a otroa patogenoa, por eJemplo
bacteriu patogl'nas anaerohiaa elporuladaa como
Cloltrirlium septicum. CI. chauvoei, CI. perfringens
(welchii) tipos B. C, y D: CI. tetani, ali como
CI. oedemmien.s, han crecido dando colonial tipicas
(Sterne & Bally, 1976). (S).
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Placa de agar leche cultivada por 72 hs. MonxellJ
bovil. Se obllerva'n areal de lilll que rodean a 10.
coloniaa pruteoJiticaa y que Jilan 101 globulol bu·
,irolos.

Asimlsmo han deaarrollado aIlIiunol contami­
nantes poco exigentes, como por ejemplo Clostridium
sporogen"•.

Entre las bacteria! aerobi-u gramposuivcu, han
desarrollado muy bien Racillll.. anthracis, BacilllU
spp (diferentea tipoa), .')treptococclU pyogenes, Str.
viridan.s, Str. agalctiae, Str. equi, Str. spp, Cory'
nebacterium pyogenes, etc.

Entre las bacter/ns gramnegfltivas han desarro.
lIado muy bil'n Escherichia coli, Serratia marces­
cen.ll, ProtelU spp, Pseudomcna lfCrllginosa, Mora­
:cella bovill, Neisseria ovis, Neisseria spp (aillada
con el Dr. Calvo de un cuadro de queratoconjunti­
,..itis aguda de un canlno, 1983), diversas bacterias
bioluminiscentes, Br. abortus eepa 19. etc.

En pocas oportunidades -en el uso de ana
partida de medio preparado con leche descremadll
liquida- se ha apreciado dificultad para eI den·
rrollo barteriano, y aun cuando 8e ha sospechado
Ia presencia de antibioticol 0 aIgun inhibidor, en
Dingon caso pudo comprobarle eee extremo; pro­
turando obviar eae problema Ie usa en la aetua­
lidad leche descremada en polvo para consumo
humano y no se ha observado problema allliuno.

Ultimamente ~~ estan utiJizando PlacRS de Petri
con este medio para confirmar accion germicida en
antisepticos y desinfectantes, tecnica que se pienla
comunicar proximaml'nte (I'n colaboraciOn con el
Dr. Ramos, 1983).

En genl'ral no se ha observado "hausch" en
las bacterias que dan el fenomeno. Deade el punto
de vista d.. Ia proourciOIl de pigmentos (lean eatol
difusibl..s en el medio 0 bien queden co'ntenidol

PIaca de agar leche cult"ada por 72 hi. Staph.
pyogene•• Se ob.ervan acldlflcaciciD (ataque a la
laetola) y ampl;a. ZODas de Uaia de Ilobulos bu­
t1rufO••
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en la cHnlo bacteriana), ha sido muy destacable en
Staphylococcus spp (dl'! todos los tipos que se han
r.n,ayado: allreltS, albus y cirreru) , Pseudomona.l
8pp (eRpecialmente Ps. aerugino8!l) , en Serratia
I714Tcescens, elC.

En cuanto a la actividad proteolitica podemos
eptableeer con facilidad la accion de algunos pa'
toge'nos, como por ejempJo puede observane eD la
Tabla I.

Microorganismo

Staph. patogeool
!tfora"ella bovi,

Neisseria ot/is
Clostridium tetani
Cocos Marinos

bi.oluminiseentes
8tr. equi
P,. aeruginoll6
StT. Termophilw I

Acci6n lobre 1M
gl6bulos butirosos

CraD halo de lisil
MediaDo halo

de lisis
Degativo ­
negativo -

negativo ­
negativo ­

GraD halo de lisil
Degativo -

TABLA I

pH

addo
alcaliDo

alcalino
sin cambio

alcaliDo
liD cambio

alcalino
addo

ProduccioD
pigmeDto SOL

Coloracion
colo'nia

llltltX
XX

XX

:II: (I)
:II:

:II:

Corte (perptmdicular a III superricie) de cuhivo ell
agar leehe (en t'aja de Petri). Zona no IItaeado.
Se observll preseneia de globulol butirosos (100" \.

nrSCUSION

Luego de varlol ano. de atUizBr an medio de
caltivo a baBe de leche descremada de vaca, se
prelenta el metodo de preparacioD y relultadol de
.a uso.

Este medio Ie ha eDriquecido COD el alrelado
dl'! e'llracto de levadura, hidrolhado de lactalbu.
mlna (este Ie ha eliminado eD aIIUDO' calol liD
camblar 10. resuhado.), Iriplosa y elltracto de came
(lambieD .e ha suprlmido).

Se ha utilizado elte medio de cnltlvo eD el
trabajo leneral de laboralorlo mlcroblolOllco vele­
rmario, en el e81lldlo de materiaIe. de dlaluo.tlco
y ha dado mny buenol resultados, y leluD el cre­
dmieDlo baeteria'no puede rendlr IDdicacioDe. muy
ulile. en cuanto al tipo de mlcroorlaDllmo que
delarrolla. Por 10 ellpuesto .e ,ullere .u utili...
cioD leneral y se recomienda .e comuDlqueD loa
relultado. que Ie obteDlan.

Corle (perpendicular a la superricie) de eultivo en
agar leche (en caja de Petri). Zona atacada y co­
mienzo de zona no ataeada. No Ie oblervan glci·
bulol butirosol.
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