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DESCRIPCION
Medio nutritivo para el cultivo de levaduras
Objeto de la invencion y estado de la técnica

La presente invencion se relaciona con el campo del diagnéstico microbiolégico y mas especificamente
con el cultivo e identificacién de levaduras de importancia clinica y, en particular, de diferentes especies
del género Candida.

En la patente de Estados Unidos No. 4144133, se reivindica el uso de bilis de buey, saponina purificada y
un sustrato para la deteccidon de la enzima fenol oxidasa, que posibilita la identificacion de hongos
patogénicos, especificamente Candida albicans y Cryptococcus neoformans. Sin embargo, este método
no permite el crecimiento, identificacion y diferenciacion de todas las especies de Candida de importancia
clinica o ambiental.

Komatsu Osamu, en la patente de Japon JP2003310298, describe un método para discriminar Candida
albicans y Candida tropicalis de otros hongos, utilizando el sustrato X-glc. La especificidad de este
sustrato no garantiza la adecuada diferenciacion de todas las especies de Candida de interés clinico y/o
ambiental.

Beckford, O. A. y colaboradores, en la patente No. 4030980, describen un aparato para el aislamiento e
identificacion de levaduras de origen médico que comprende el uso de varias pruebas bioquimicas y
medios de cultivo para la identificacién de especies de Candida, entre otros microorganismos. El aparato y
la técnica para su empleo presentan como inconvenientes fundamentales: la complejidad para la
produccién de dicho dispositivo, complejidad en la inoculacién de cada uno de los pocillos y la necesidad
de aislamiento de las colonias, entre otras desventajas. Las desventajas relevantes consisten en que los
pocillos con las pruebas bioquimicas no contienen sustancias nutritivas suficientes ni apropiadas para el
crecimiento de las especies de Candida, y la identificacion se realiza teniendo en cuenta multiples
respuestas bioquimicas, por lo que una respuesta atipica en uno de los pocillos puede conllevar a una
identificacion errénea.

En la patente de Gran Bretafia GB 730763, se describe un medio de cultivo para el aislamiento e
identificacion de especies del género Candida que incluye en la formulacion una sal inorganica de bismuto
y sulfito de sodio, en conjunto con un agente solidificante. También se incluyen en el medio un
carbohidrato soluble, piruvato de sodio, glicina, fosfato organico y extracto de levadura. Este medio de
cultivo posee una serie de deficiencias técnicas, especificamente:

- No posee los nutrientes necesarios para garantizar el crecimiento abundante y rapido de todas
las especies de Candida de interés, ya que contiene una sola fuente de vitaminas,
especificamente el extracto de levadura y cuyo contenido de minerales, en particular de
magnesio, no es suficiente para activar de manera significativa el complejo sistema enzimatico
de estos microorganismos.

- De manera similar, el medio comprende una sola fuente de energia — piruvato de sodio — que no
es suficiente para garantizar por igual el crecimiento rapido y abundante de las distintas especies
de Candida.

- El medio no permite la diferenciacion de las distintas especies de Candida entre ellas.

- La dlicina por si sola no es capaz de garantizar el nitrégeno suficiente para la sintesis de
aminoacidos, proteinas, enzimas y, por tanto, para un crecimiento rapido y exuberante de las
especies de Candida.

Jesus Ruiz-Aragéon y colaboradores (Evaluacién de un nuevo medio CHROMOagar Candida para la
identificacion presuntiva de levaduras. Revista de Diagnoéstico Biologico. V.52(1), 2003), compararon el
nuevo medio CHROM M con los medios CHROM O y CHROM R (Beckton Dickinson). En la tabla 1 de
dicho articulo se aprecia que el CHROM O no fue capaz de diferenciar todas las especies de Candida
evaluadas entre si. En el caso de CHROM R tampoco todas las especies de interés pueden ser
totalmente diferenciadas y en el medio CHROM M varias especies presentan igual o similar coloracion.
Los autores destacan que los resultados se aprecian mejor solo después de 48 horas de incubacion.
Ademas, concluyen que CHROM M no demostré la misma eficacia para la identificacion de especies de
levaduras ya que presenta menor sensibilidad, necesita mayor tiempo de incubacion para que las colonias
se desarrollen y dificulta la diferenciacion de algunas especies de interés clinico como Candida tropicalis y
Candida parapsilosis.

En la patente de Estados Unidos No. 5449612, se describe un método de identificacion de cepas de
Candida albicans y Torulopsis glabrata, utilizando sustratos cromogénicos de monoaminoacidos o
péptidos sin necesidad de aislar la cepa a identificar. En la composicién del medio se incorpora la
cicloheximida para inhibir el crecimiento de algunas especies de Candida diferente a Candida albicans lo
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que limita las posibilidades diagnésticas de esta variante del medio. La adicién de sustancias
antibacterianas, tales como la gentamicina, le restan estabilidad al medio preparado y su conservacion no
puede ser prolongada. El cloranfenicol, ademas, interfiere en el desarrollo de las reacciones
cromogeénicas.

Ademas, las bases nutritivas empleadas como fuente de nitrégeno de la invencién (Yeast Nitrogen Base,
Neopeptone, Proteose Peptone, Bacto Peptone y Extracto de Levadura) por si solos o en las
combinaciones entre ellos no garantizan el contenido de vitaminas y minerales, macro y micro elementos,
suficientes para el crecimiento temprano de todas las especies de Candida.

En la patente de Estados Unidos No. 5534415, se describe un medio selectivo y diferencial para el
crecimiento y detecciéon de Candida albicans. La esencia del medio consiste en poseer una base nutritiva
metabolizada por las levaduras, un sustrato cromogénico o fluorogénico capaz de ser hidrolizado por la
enzima hexosaminidasa asociada a Candida albicans y al menos un compuesto que contiene
hexosaminidasa capaz de activar la enzima hexosaminidasa. Los componentes que proporcionan fuente
de nitrégeno al medio son las peptonas en cantidades de 0,01 hasta 40 g/L como, por ejemplo, la peptona
de carne, la peptona de soya y mezclas de peptonas, y extracto de levadura, en cantidades de 0,01 hasta
40 g/L. Estos componentes nitrogenados por si solos no brindan todos los nutrientes ni las vitaminas
necesarias para un crecimiento profuso y temprano de todas las especies de Candida y, ademas, no
garantizan de ninguna manera reacciones cromogénicas bien definidas y de coloracién intensa en las
primeras horas de crecimiento de las especies de Candida.

La inclusién en la formulacion de fuentes de carbono, en las concentraciones sefialadas por los autores,
tales como: glucosa, acetato, lactato, aminobutirato, entre otros, o sus mezclas soélo puede ser empleada
en combinacion con este tipo de sustrato cromogénico especifico, ya que competiria con la actividad
enzimatica de otras especies de Candida y limita, a su vez, la posibilidad de incorporar otros sustratos
cromogénicos o fluorogénicos para identificar o diferenciar otras especies de Candida. Tal es el caso de la
glucosa que impediria o debilitaria la actividad de la glucosidasa. En la composicion del medio se incluyen
tampones tales como fosfatos, TRIS, HEPES y citratos, los cuales se encuentran en cantidades que
garantizan un pH en la regién cercana a 7, lo que solo favorece a Candida albicans, y no asi a otras
especies del género de interés sanitario o ambiental.

Otros activadores pueden ser adicionados al medio como sales de magnesio, manganeso y calcio en
cantidades de 0 a 10 mMol/L.

En la formulacion también se incluyen sustancias que aumentan la permeabilidad celular tales como sales
biliares, desoxicolato de sodio, polioxietilenglicol y éteres de alkil fenol, sorbitan y ésteres de acidos
grasos en una concentracion de 0 a 5 g/L. Algunas de estas sustancias como, por ejemplo, las sales
biliares resultan en extremo inhibitorias para algunas especies de Candida, incluso para Candida albicans.

También al medio se le adiciona una mezcla de inhibidores de bacterias Gram-positivas y Gram[]
negativas, tales como gentamicina, penicilina, entre otros. Estas sustancias, en su mayoria, son
inestables al calor y deben ser preparados y utilizados con rapidez. Ademas, los medios preparados, listos
para el uso en placas de Petri, deben ser almacenados en refrigeracion por periodos de conservacion no
prolongados y éstos se enmarcan entre los 2 y maximo 30 dias.

Se describe la posibilidad del empleo de telurito y molibdato o sus mezclas que resultan igualmente
altamente inhibitorios para algunas especies de Candida.

Dentro de otras desventajas evidentes de los distintos medios descritos en la invencion, se puede
mencionar que incluso después de 24 horas de incubacién no todas las colonias de Candida albicans
desarrollaron una coloracion fuerte y se requiri6 de mas de 48 horas para que la mayoria de Candida
albicans dieran una respuesta de color intenso, otras especies de Candida no dieron respuesta (Tablas Il
y Il del trabajo original).

Varios autores han reportado el uso de extractos vegetales con diferentes propositos para el cultivo o
diferenciacion de especies de Candida.

Zia U. Khan y colaboradores (Tobacco Agar, a New Medium for Differetiating Candida dubliniensis from
Candida albicans, J. Clin. Microb., v. 42(10):4796-4798, 2004), emplearon el agar de semillas de girasol
para cultivar Candida dubliniensis, igualmente describen el uso de extracto de hojas de tabaco y nicotina
en un medio de cultivo. Ninguno de los extractos empleados aporta las vitaminas y los azucares
suficientes y adecuados para el crecimiento de las especies de Candida de interés. Tampoco los medios
permiten diferenciar todas las especies entre ellas y, por Ultimo, la diferenciaciéon e identificacion se basa
no solo en los disimiles colores, sino en las caracteristicas morfolégicas de las colonias basadas en la
produccién de clamidosporas por lo que se requiere de un personal calificado para la lectura e
interpretacion de los resultados.
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Dostal y colaboradores, en el 2003, describieron el empleo de un medio que contiene hemoglobina
bovina, extracto de levadura y azul de bromofenol para detectar actividad proteolitica de Candida. (Dostal
J., Hamal P., Pavlickova L., Soucek M., Ruml T., Pichova I., Hruskova-H. O. Simple Method for Screening
Candida Species Isolates for the Presence of Secreted Proteinases: A Tool for the Prediction of
Successful Inhibitory Treatment. J. Clin. Microbiol. 2003, Feb., 41 (2):712-716). Los inconvenientes
fundamentales radican en que la hemoglobina sélo detecta la actividad asparto-proteasa presente en
todas las especies, por lo que no es Util para diferenciarlas entre ellas. Ademas, se requiere de filtrar la
hemoglobina y adicionarla como suplemento en condiciones de asepsia, lo que dificulta el procedimiento.
Otras deficiencias consisten en la necesidad de disolver el indicador en etanol, el pH del medio es
excesivamente bajo (4-4,5) y no es el 6ptimo para la promociéon del crecimiento de levaduras, la
temperatura de incubacion es a 30 grados y no resulta 6ptima y la deteccion de la actividad proteolitica se
puede extender hasta 5-7 dias.

Bramono K. y colaboradores, en el 2006, estudiaron diferentes actividades enzimaticas en especies de
Candida, especificamente proteinasa, lipasa y alfa glucosidasa en medios minimos que estaban
deficientes en nutrientes. (Bramono K., Yamazaki M., Tsuboi R. y Ogawa H. Comparison of Proteinase,
Lipase and Alpha-Glucosidase Activities from the Clinical Isolates of Candida Species. Jpn. J. Infect. Dis.,
v. 59, 73-76, 2006). Los autores encontraron actividad proteinasa extracelular significativa en Candida
albicans, Candida parapsilosis y Candida tropicalis. Sin embargo, esta actividad estaba asociada a la
hidrdlisis de proteinas del suero bovino (albumina) como fuente de nutrientes para el crecimiento y no
jugdé un papel como herramienta de identificacion o diferenciacion, ya que otras especies también
presentaron dicha actividad, aunque en menor grado. La adicion de albumina como marcador de la
actividad proteolitica le resta estabilidad al medio. La actividad lipolitica fue inducida con Tween 80,
siendo esta sustancia la Unica fuente de carbono empleada, y dicha actividad fue significativamente
mayor en Candida tropicalis, Candida albicans y Candida parapsilosis.

La actividad alfa-glucosidasa se estudié incorporando, en un medio minimo 0,6 % de maltosa y se empled
p-nitrofenil alfa-D-glucopirandsido, leyendo la densidad optica en espectrofotometro. Los resultados
demostraron que Candida tropicalis, Candida albicans y Candida parapsilosis poseian la mayor actividad
enzimatica en un medio liquido minimo. La reaccién no es apreciable a simple vista, y se precisa de
equipamiento para la lectura e interpretacion de los resultados.

El objetivo del trabajo mencionado fue ejecutar estudios basicos de la actividad enzimatica de Candida en
condiciones de bajos nutrientes y no con fines de identificacién o diferenciacién de especies.

Asmaa Al Mosaid y colaboradores (Differentiation of Candida dubliniensis from Candida albicans on Staib
Agar and Caffeic Citrate Agar, J. Clin. Microb., v. 39(1), 323-327, 2001), describen la identificacién de
Candida dubliniensis patogénica en dos medios de cultivo. En uno de ellos se emplea un extracto acuoso
de semilla de Guizotia abyssinica con la adicion de glucosa y creatinina. Otro emplea extracto de
levadura, glucosa, sulfato de amonio, citrato férrico y acido caféico. Ninguno de los medios mencionados
es capaz de garantizar el crecimiento de Candida de manera temprana debido, fundamentalmente, a que
no poseen el contenido de vitaminas, sustancias nitrogenadas y carbohidratos suficientes para promover
el crecimiento rapido y abundante de todas las especies de Candida.

Ese mismo autor en su articulo “Differentiation of Candida dubliniensis from Candida albicans on Pal’s
Agar” (J. Clin. Microb., v. 41(10): 4787-4789, 2003), comparo el empleo del Pal agar utilizando extracto de
semillas de girasol desalinizado con el Staib agar. En ambos casos la identificacion y diferenciacion de
Candida se logro después de 48-72 horas de incubacion. De este trabajo se puede arribar a las mismas
conclusiones anteriormente citadas, con respecto a las deficiencias de los medios comparados.

Venitia M. C. y colaboradores (New Chromogenic Agar Medium for the Identification of Candida spp, J. of
Virology, v.68(7): 3622-3627, 2002), describen un nuevo medio de cultivo para la identificacion de
especies de Candida basado en el uso del Agar Dextrosa de Sabouraud con la adicién de un sustrato
cromogénico para la deteccién de la actividad glucosaminidasa de Candida albicans y Candida
dubliniensis. Este medio fue comparado con el medio Agar candida ID (BioMérieux) y CHROMagar
candida (CHROMOagar Company Ltd.) El resultado de la comparacion arrojé que Agar candida ID no fue
capaz de diferenciar cepas de Candida tropicalis de Candida kefyr. Tampoco diferenci6 Candida
guilliermondii de las mencionadas especies. Chromogenic Agar Medium sélo fue capaz de identificar
Candida albicans.

El nuevo medio es deficiente en vitaminas y micro elementos necesarios para el crecimiento abundante
de todas las especies de Candida. La glucosa es la unica fuente de carbohidrato y de energia en el
medio, la peptona micoldgica, por si sola, no garantiza los demas nutrientes necesarios para la mayoria
de las especies a cultivar. Tampoco los medios CLED, Agar nutriente, Agar LAB Lemco, Agar para conteo
en placas estandar y Agar extracto de levadura, arrojaron resultados satisfactorios por las razones antes
mencionadas.

Una desventaja importante a sefialar en todos los medios estudiados en el mencionado trabajo,
incluyendo el nuevo medio, consiste en su poca estabilidad de los mismos en su forma de listos para el
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uso en placas de Petri que, segun se sefiala, llegaron a un maximo de solo 6 semanas, debido,
fundamentalmente, a la naturaleza labil de algunos sustratos y reactivos empleados, especialmente se
destaca el caso del Candida ID agar que debe ser incubado en ausencia de luz segun las instrucciones
del fabricante. Finalmente se puede sefialar que ni el CDA agar, ni Candida ID agar, ni CHROMOagar
candida fueron capaces de diferenciar eficientemente las cepas y/o especies de Candida entre si,
particularmente la especie Candida albicans varia el color de verde a azul purpura y azul turquesa,
confundiéndose con Candida glabrata, Candida guillermondii, Candida kefyr, Candida krusei, Candida
lusitaneae, Candida parapsilosis, Candida pelliculosas, Candida rugosa y Candida tropicalis. En el medio
Candida ID agar hay especies de Candida que se confunden segun su coloracion con otras especies de
levaduras.

Los intentos de incorporar el nuevo sustrato cromogénico al Agar harina de maiz, Agar papa y dextrosa,
Agar extracto de arroz, no beneficiaron la identificacion y diferenciacion de las diferentes especies de
Candida. Esta conclusion de los autores confirma que ninguna de las fuentes de origen vegetal
empleadas tradicionalmente en estos medios fue capaz de proporcionar los metabolitos promotores que
intervienen en los diferentes ciclos metabdlicos de las especies de Candida estudiadas, ni las reacciones
cromogénicas o fluorogénicas que se han empleado conjuntamente con dichos nutrientes han posibilitado
el aislamiento, diferenciacion e identificacion de todas las especies de Candida de interés clinico o
ambiental.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

El objetivo de la presente invencién consiste en proveer una composicion de un medio de cultivo para el
aislamiento selectivo, la diferenciacion y la identificacion simultanea de especies flungicas, en especial, del
género Candida.

La novedad de la presente invencién consiste en la inclusion en la composicion del medio nutritivo, de una
mezcla de extracto de boniato y extracto de levadura o extracto de tomate, en cantidad de 20 a 30 g/L.
Dicha mezcla se compone de 50 a 67 % de extracto de boniato y de 33 a 50 % de extracto de levadura o
de 33 a 50 % de extracto de tomate.

No existen reportes anteriores del uso del extracto de boniato para el cultivo de especies de Candida,
que, sorprendentemente, se vio favorecido por la inclusion de esta base nutritiva en el medio de cultivo.

Otro aspecto novedoso de la invencion consiste en combinar la mezcla que contiene extracto de boniato y
extracto de levadura o de tomate con otras fuentes de nitrégeno, preferiblemente la glicina de 0 a 3 g/L,
peptona bacterioldgica de 0 a 5 g/L, hidrolizado enzimatico de caseina de 0 a 5 g/L, encontrandose dichas
fuentes en total de 0 a 13 g/L en la composicion del medio nutritivo, obteniendo de esta manera una
nueva combinacién de fuentes de nitrdgeno anteriormente no reflejadas en la literatura cientifica.

La combinacion de los nutrientes antes sefialados con inhibidores de los microorganismos Gram-positivos
y Gram-negativos, que se encuentran en el medio nutritivo resulta diferente a todos los reportes
encontrados en el estado del arte para el cultivo de especies de Candida. Dichos inhibidores se
encuentran en el prototipo objeto de la presente invencién en cantidad de 0 a 10 g/L y son
preferiblemente seleccionados entre el acido nalidixico en cantidades de 0 a 0,05 g/L, la rosa bengala de
0 a 0,05 g/L, desoxicolato de sodio de 0 a 0,5 g/L, sulfito de sodio de 0 a 3 g/L, el citrato de amonio y
bismuto de 0 a 5 g/L, el cloruro de tetrafeniltetrazoliode 0 a 0,05 g/L.

Esta combinacion resulta novedosa, ademas porque nunca antes se habian combinado sustancias
promotoras del crecimiento microbiano a partir del boniato con los inhibidores mencionados, ni se habia
logrado la inhibicion sin el empleo de sustancias labiles y sin afectar el crecimiento de Candida.

En esta composicion, por vez primera en un medio de cultivo, se adiciona acido nalidixico en cantidades
de 0 a 0,05 g/L para inhibir el crecimiento de bacterias Gram- negativas en presencia de Candida, pues
hasta el momento se habia demostrado su efecto inhibitorio de este antibidtico sobre esta especie
fungica. Esto fue posible, gracias a su combinacion con una sal de magnesio (sulfato de magnesio), que
de manera inesperada suprimié el efecto inhibidor sobre Candida.

Otro aspecto original de la presente invencién consiste en la combinacién de sustancias que propician la
identificacion de las diferentes especies de Candida basadas en el cambio de color y/o fluorescencia,
aparicion de halos y morfologia de las colonias, y en el cambio de las caracteristicas del medio, con los
nutrientes que aporta el extracto de boniato.

Estas sustancias a combinar con la mezcla de extracto de boniato y levadura son seleccionadas entre los
sustratos cromogénicos y fluorogénicos para detectar las actividades enzimaticas.

Se combinan, por primera vez, un grupo de sustratos cromogénicos y/o fluorogénicos y marcadores de
actividad proteolitica para la deteccion simultanea de las actividades enzimaticas presentes en las
especies del género Candida conjuntamente con la fase de aislamiento selectivo de las muestras de
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origen clinico o ambiental, en presencia de activadores de dichas reacciones, que con anterioridad no
habian sido reportados para dichos propdsitos, tales como la trehalosa o la maltosa en cantidades de 0 a
10 g/L.

Por primera vez se prevé emplear la deteccién de la actividad a-glucosidasa en una composicion de un
medio de cultivo agarizado para diferenciar o identificar especies de Candida por reacciones
cromogénicas o fluorogénicas, en especial de Candida albicans, Candida tropicalis y Candida
parapsilosis.

Para este propésito se incorpora el Metil-umbeliferil-alfa-D-glucopirandsido en cantidades de hasta 0,1
g/L.De manera similar, en el estado del arte no se ha descrito la inclusion en medios de cultivo para
levaduras y en especial del género Candida, de sustratos cromogénicos y/o fluorogénicos en la
composicion de medios de cultivo cromogénicos o fluorogénicos para identificar la actividad fosfolipasa
presente en especies tales como Candida albicans, Candida tropicalis y Candida parapsilosis, en este
caso, la sal de amonio del 5-Bromo-4-Cloro-3-Indoxil-Mio-Inositol-Fosfato, en cantidades de hasta 0,1 g/L.

Resulté inesperado el efecto de combinar un conjunto de sustratos para lograr, por primera vez,
diferenciar todas las especies de Candida de interés clinico, especificamente, Candida albicans se
identifica por sus actividades fosfolipasa (sal de amonio del 5-Bromo-4-Cloro-3-Indoxil-Mio-Inositol-
Fosfato), alfa-glucosidasa (Metil-umbeliferil-alfa-D-glucopiranésido), de las hexosaminidasas (Metil[]
umbeliferil-N-acetil-beta-D-galactopirandsido y 5-Bromo-4-cloro-3-indoxil-N-acetil-beta-D-glucosaminida) y
L-prolina aminopeptidasa (L-prolina-7-amido-4-metil-coumarina hidrobromuro y L-prolina-paranitroalinina);
Candida tropicalis, se identifica por sus actividades fosfolipasa (sal de amonio del 5-Bromo-4-Cloro-3[]
Indoxil-Mio-Inositol-Fosfato) y alfa- y beta- glucosidasas (Metil-umbeliferil-alfa-D-glucopirandsido, 50
Bromo-4-cloro-3-indoxil-beta-D-glucopirandsido y 6-Cloro-3-indoxil-beta-D-glucopiranésido); Candida
kefyr, se identifica por su actividad beta-glucosidasa (5-Bromo-4-cloro-3-indoxil-beta-D-glucopiranésido
y 6-Cloro-3-indoxil-beta-D-glucopiranodsido), ademas de su actividad proteolitica; Candida parapsilosis se
identifica por sus actividades fosfolipasa (sal de amonio del 5-Bromo-4-Cloro-3-Indoxil-Mio-Inositol-
Fosfato), alfa-glucosidasa (Metil-umbeliferil-alfa-D-glucopiranésido) y L-prolina aminopeptidasa (L-prolinal’
7-amido-4-metil-coumarina hidrobromuro y L-prolina-paranitroalinina) y Candida krusei y Candida glabrata
por su color blanco (opaco y brillante, respectivamente) debido a la ausencia, en estas dos ultimas
especies, de las mencionadas actividades enzimaticas.

Otro elemento novedoso consiste en la inclusion de un marcador de actividad proteolitica presente sélo
en Candida kefyr, en este caso, de manera sorprendente, la caseina de la leche descremada en polvo en
cantidades de hasta 10 g/L fue hidrolizada por este microorganismo a diferencia del resto de las demas
especies.

La inclusion de maltosa o trehalosa en la composicién, con presencia de otras fuentes de carbono,
sorpresivamente repercutié en un marcado aumento de la intensidad de la reaccion cromogénica (color)
de las colonias. Este efecto es contradictorio con la practica general del mercado, que prevé el empleo de
sustratos cromogénicos y fluorogénicos, en medios que, por lo general, no emplean azlcares u otras
fuentes de carbono de naturaleza similar a la de los sustratos, para evitar la caida drastica del pH y, en
consecuencia, la disminucion de la intensidad de la reaccidon cromogénica, o para evitar la ocurrencia de
la disminucién de la intensidad del color de las colonias por otros mecanismos de competencia, mediante
los cuales, los microorganismos consumen el azucar mas disponible y metabolizan en menor grado el
sustrato cromogénico.

Resulta igualmente original la combinacion del grupo de sustancias cromogénicas y/o fluorogénicas con
otros indicadores o colorantes, fuentes de carbono y sales organicas e inorganicas que se encuentran en
el medio nutritivo en cantidad de 0 a 26 g/L, como son el glicerol de 0 a 25 mL/L, purpura de bromocresol
de 0 a 0,04 g/L, azul de bromotimol de 0 a 0,08 g/L y sulfato de magnesio de 0 a 0,5 g/L.

La combinacion de las sustancias reguladoras de pH, en cantidades de 0 a 5 g/L, dentro de las cuales
algunas actian como activadores enzimaticos tales como los fosfatos, preferiblemente el fosfato
monopotasico (de 0 a 1 g/L) y el dipotasico (de 0 a 4 g/L), en un ambiente de pH regulado con el empleo
de buferantes preferiblemente el 3-Morpholino-propansulfonsaure (MOPS) (de 0 a 0,5 g/L), resulta
singular al verse combinada su acciéon con los micro y macro elementes presentes en el extracto de
boniato que sorprendentemente actuan como buferantes y mantienen los valores del pH en un rango
apropiado para todas las especies de Candida.

De esta manera, sorprendentemente, se observd una mayor promocion del crecimiento de todas las
especies de Candida con la composicion descrita en la presente invencion (como promedio 113 %), con
respecto a los medios tradicionales formulados incluso sin inhibidores, tales como el Agar Dextrosa de
Sabouraud, medio por excelencia para promover el crecimiento de los hongos.

Este hallazgo no resultd evidente a partir del estudio del estado del arte, que plantea que los inhibidores
de bacterias en general inhiben, en cierto grado, el crecimiento microbiano de las especies de interés. Es
asi que, por lo general, cuando se calculan los indices de recuperacion de los medios selectivos contra los
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medios especiales sin inhibidores, los recuentos y morfologias coloniales son inferiores en dichos medios
selectivos.

El medio nutritivo posee, ademas, de 13 a 15 g/L de agar para garantizar el desarrollo de las
caracteristicas morfologicas propias de las colonias de las diferentes especies de Candida, asi como la
observacion de reacciones cromogénicas o bioquimicas en el medio, como la formaciéon de halos
transparentes.

El original medio nutritivo se compone, ademas, de agua destilada o desionizada, en la cual se disuelven
los demas componentes solidos o liquidos en cantidades de 35 a 50 g/L, ajustando su pH de 6,0 a 6,8.

Con ayuda de este medio nutritivo, por primera vez se puede aislar selectivamente, identificar y diferenciar
de manera simultanea las especies de Candida de interés clinico y ambiental en un periodo tan temprano
como 24-48 horas.

Es de destacar que el medio nutritivo con la adicion de los sustratos indicadores posibilita una nueva
combinacion de criterios morfolégicos y bioquimicos de las especies de Candida a identificar.

Con esta composicion para el aislamiento y diferenciacion de especies flngicas, se logra como principal
novedad y ventaja, aislar e identificar simultdneamente el mayor numero de especies de Candida,
reportadas en el estado del arte, especificamente, se logra por primera vez diferenciar el 94 % de las
especies de Candida con incidencia en la clinica, Candida albicans, Candida tropicalis, Candida kefyr y
Candida parapsilosis, ademas de Candida krusei.

Las ventajas que ofrece el nuevo medio nutritivo consisten en:

- El medio nutritivo garantiza el crecimiento abundante de las diferentes especies de Candida de
interés clinico o ambiental, al poseer una amplia gama de nutrientes aportados por el extracto de
boniato y en su combinacion con el extracto de levaduras o de tomate. Este crecimiento
abundante se observa incluso a las 24 horas de incubacién, sin la necesidad de esperar a mas
de 48 6 76 horas para que las colonias muestren caracteristicas morfoldgicas peculiares.

- La combinaciéon del extracto de boniato con el extracto de levadura o de tomate, garantiza
niveles de macro- y micro- elementos, vitaminas, especialmente C y del complejo B, asi como
otras sustancias extractivas solubles en agua, que potencian las rutas metabdlicas de las
diferentes especies de Candida y su actividad enzimatica especifica, lo que a su vez redunda en
la aparicion de reacciones cromogénicas, fluorogénicas y de escision de sustratos
convencionales en un maximo de 24-36 horas. Esta potenciacién permite incluir, en la
formulacion del medio final, varios marcadores bioquimicos para la identificacién simultanea, en
un solo paso, de diferentes especies de Candida.

- Una ventaja marcada de la presente invencién radica en que se logra una recuperacion de las
especies de Candida de interés superior al 110 % como promedio, con respecto a medios sin
inhibidores y disefiados especificamente para el cultivo de hongos.

- El medio nutritivo es sencillo en su preparacion, no necesita de aditamentos complicados, la
técnica de inoculacion es la comunmente empleada.

- La identificacion de las diferentes cepas y especies de Candida se realiza visualmente, por la
diversidad de colores de las colonias, y del medio, la formacién de halo transparente alrededor
de la colonia y finalmente por los aspectos fundamentales de la morfologia colonial (bordes y
superficie) y no necesita de personal especialmente entrenado, ni calificado para la preparacion
del medio o la interpretacion de los resultados.

- El aporte de nutrientes de la mezcla de extracto de boniato y levadura o de tomate permite contar
con un medio nutritivo capaz de aislar, recuperar, diferenciar e identificar las colonias de Candida
en un solo paso, si necesidad de contar con un método o medio de aislamiento previo de las
colonias.

- La sensibilidad y exactitud analiticas del medio resultan elevadas, gracias a que la identificacion
no depende de un conjunto de indicadores o marcadores bioquimicos, sino de reacciones
enzimaticas propias de las diferentes especies, y de caracteristicas morfoldgicas bien
establecidas, sin ambigliedades o diversidades entre las diferentes cepas de una misma especie.

- Con los componentes cromogénicos de la nueva composiciéon y su combinacion con la leche
descremada se logran nuevas formas de diferenciacién o identificacién de las especies de
Candida de interés con mas de un marcador enzimatico, lo que incrementa notablemente la
sensibilidad y exactitud diagnéstica con respecto a las soluciones anteriores.
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La combinacién de los extractos provenientes del boniato y de la levadura o del tomate,
permiten afirmar que el nuevo medio, posee un significativo contenido de vitaminas,
especialmente A, B1, B5, B6, B12 y C, aportados por los extractos, metabolitos todos, que
favorecen el crecimiento exuberante de las diferentes especies de Candida.

El aporte de extractos de boniato y levadura o tomate garantiza, ademas, un contenido de
diferentes carbohidratos que pueden suplir todos los requerimientos de las diferentes especies,
por lo que no es necesario incluir otros carbohidratos para suplir las necesidades esenciales de
las especies a cultivar. Este hecho, ademas, posibilita la identificacion y diferenciaciéon de las
especies por la capacidad de escindir sustratos constituidos por carbohidratos o que contienen
grupos que mimetizan a dichos carbohidratos.

El medio nutritivo es favorecido por el contenido de hierro, calcio, fésforo, magnesio, potasio,
entre otros micro elementos, aportados por las fuentes de donde se obtiene la mezcla de los
extractos, en especial, por el de boniato y, por tanto, no existe la necesidad de incorporar otras
sales para suplementar, desde el punto de vista nutricional, las especies de Candida a aislar o
identificar. Tampoco es necesario un aporte adicional sustancial, para activar las reacciones
enzimaticas que permitan la diferenciacion de especies de Candida por pruebas bioquimicas y/o
cromogeénicas y fluorogénicas. La adicidon de este tipo de sustancias en el nuevo medio nutritivo,
s6lo es necesaria en aquellos casos, que se requiera una complementacién adicional para
obtener respuestas muy rapidas a partir de inéculos pobres, o concentraciones muy reducidas de
las levaduras en las muestras.

La reaccion cromogénica y/o fluorogénica de identificacion de las diferentes especies es
marcadamente superior en intensidad a las caracteristicas de otros medios de cultivo descritos
en el estado del arte, gracias al efecto potenciador alcanzado al adicionar trehalosa o maltosa en
las cantidades anteriormente sefaladas a la composicion.

La combinacién de la mezcla de extracto de boniato con levadura o tomate en su combinacion
con otras fuentes de nitrégeno, tales como glicina, hidrolizado enzimético de caseina, peptona
bacteriolégica, en las cantidades previstas, posibilita garantizar diferentes formas de nitrégeno
(aminico, aminoacidico, peptidico, polipeptidico y proteinico) capaces de suplir los diferentes
requerimientos de las distintas especies de los microorganismos a cultivar en etapas tempranas
de desarrollo celular y, por tanto, se desarrollan las colonias mas tempranamente. Por otra parte,
ese suministro adicional permite mantener en las placas de Petri a las colonias por periodos aun
mas prolongados de tiempo.

El medio nutritivo no contiene sustancias que, por su naturaleza, entorpecen las reacciones
bioquimicas, cromogénicas, ni fluorogénicas, como en el caso de la cicloheximida, cloranfenicol,
gentamcina o rodamina, ya bien porque interfieran con la ruta metabdlica de la accion enzimall
sustrato especifica, como que coloreen la colonia e impidan la deteccion de la formacion de color
o fluorescencia.

En la composicidon del medio no se emplean sustancias antibacterianas termolabiles para inhibir
el crecimientos de microorganismos Gram-negativos o Gram-positivos o de otros tipos de
levaduras u mohos, sino combinaciones de sustancias mas estables, tales como acido nalidixico,
desoxicolato de sodio, sulfito de sodio, citrato de amonio, rosa bengala, lo que finalmente
redunda en una mayor estabilidad del medio nutritivo preparado y listo para el uso en placas de
Petri.

Por otra parte, la no necesidad de incluir estos inhibidores, repercute en la mejor recuperacion de
las mismas especies de Candida que ven afectado su desarrollo por sustancias tales como el
telurito que, a concentraciones moderadas, inhibe y retarda su crecimiento.

La adicion de acido nalidixico propicia una inhibicion mas efectiva de las bacterias Gram(J
negativas en comparacién con soluciones anteriores, la composicién se torna mas estable al
calor y en el tiempo.

El empleo del acido nalidixico como inhibidor, permitio, por primera vez en una composicion para
la identificacion de especies de Candida, la incorporacion de los marcadores enzimaticos
cromogeénicos o fluorogénicos para detectar actividad fosfolipasa o alfa-glucosidasa, ya que los
demas agentes inhibidores empleados comunmente, le proporcionan diferentes reacciones
cromaticas a las colonias de las especies de Candida.

Se logra aislar, de manera selectiva, las especies de Candida directamente de las muestras
clinicas o ambientales gracias a la inhibiciéon de las flora bacteriana acompafiante, que puede
encontrarse incluso a altas concentraciones (3-5 x 10 8 UFC/mL), mientras que las especies de
Candida muestran, como promedio, 113 % de recuperacion con respecto a un medio general
sin inhibidores (Agar Dextrosa de Sabouraud). Este efecto se logra gracias a la nueva
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combinacién de los inhibidores de microorganismos Gram-negativos y Gram-positivos con los
nutrientes y las sales de magnesio.

- La presente invencién no prevé tampoco el empleo de sustancias sensibles a la luz, en tal
extremo que la incubacion del medio deba realizarse en ausencia de luz.

- La combinacién de extracto de boniato y de levadura o tomate con las diferentes sales incluidas
en la formulacion (KoHPO4, KH2PO4, MgSO.), en las concentraciones indicadas, garantiza una
capacidad buferante adecuada en un amplio rango de valores de pH (6,0-6,8), adecuados para
las diferentes especies de microorganismos a detectar e impide, a su vez, la inhibicion del
crecimiento por acumulacion de metabolitos que aumenten la acidez en el medio.

- La mezcla de extracto de boniato y de levadura permite que las reacciones de identificacion,
tanto bioquimicas, como cromogénicas y fluorogénicas transcurran de manera natural, activadas
por los micro-, macro- elementos y vitaminas, sin la necesidad de emplear sustancias que
aumenten la permeabilidad de las células a altas concentraciones, tales como las sales biliares,
que provocan inhibicién de algunas especies de Candida.

- La incorporacion de maltosa o trehalosa no sélo potencia la reaccién cromogénica de las
colonias, sino que permite un crecimiento mas intenso y colonias de mayor tamafo que el
logrado con los medios de cultivo existentes en el estado del arte.

- La presencia de agar en cantidad de 13 a 15 g/L, en la combinacién de la suma de los demas
componentes solidos y el agua adicionada para preparar el medio nutritivo, garantiza un soporte
soélido para que las colonias de Candida desarrollen sus colores y caracteristicas morfolégicas
diferenciales en una combinacion tal, que todas las especies estudiadas puedan ser aisladas o
recuperadas y simultaneamente identificadas y/o diferenciadas unas de otras, sin el empleo de
técnicas complejas de inoculacion o personal especialmente entrenado.

- La concentracién de agar y de los demas componentes sdlidos y liquidos, y del agua, permite
detectar reacciones cromogénicas y fluorogénicas, asi como bioquimicas y ademas
especificidades coloniales o morfolégicas, o liberacion de metabolitos o aparicion de halos en la
superficie y/o profundidad del medio, por lo que cualquier reaccion puede ser visualizada no sélo
por la parte superior de la placa, sino por su fondo.

- Las concentraciones de medio nutritivo en agua varian de 35 a 50 g/L, encontrandose siempre la
concentracion de extracto de boniato en el medio nutritivo final en el rango de 10 a 20 g/L.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La descripcion detallada de la invencion consiste en preparar una mezcla de extracto de boniato en polvo
con extracto de levadura, encontrandose el extracto de boniato en cantidad de 50 a 67 % con respecto a
la masa de la mezcla. De manera similar, el extracto de boniato se puede mezclar con extracto de tomate,
encontrandose el extracto de boniato en cantidad de 50 a 67 % con respecto a la masa de la mezcla. La
mezcla de extracto de boniato con el extracto de levadura o con el extracto de tomate, se adiciona al
medio nutritivo en cantidad de 20 a 30 g/L.

La mezcla puede también ser elaborada a partir de los extractos en forma liquida, en ese caso, el calculo
para la mezcla se realiza a partir del contenido de solidos totales en los dos tipos de extractos a mezclar.
De prepararse a partir de algun ingrediente liquido, la cantidad de mezcla de extractos liquidos se calcula
también a partir del contenido de sélidos totales de la mezcla y el resto de su masa, se resta del volumen
de agua a emplear para preparar el medio nutritivo.

Se afiade la mezcla a 1 L de agua destilada o desionizada con un pH de 5 a 7 (se resta el contenido de
humedad como se sefialé anteriormente al mezclar uno o ambos extractos en forma liquida).

Se adicionan las demas sustancias que aportan nitrégeno, en cantidades de 0 a 13 g/L, especificamente
son seleccionadas entre la glicina a concentracion de 0 a 3 g/L, peptona bacteriolégica de 0 a 5 g/L e
hidrolizado enzimatico de caseinade 0 a 5 g/L.

Se incorporan los inhibidores en cantidad de 0 a 10 g/L y que son preferiblemente seleccionados entre el
acido nalidixico en cantidad de 0 a 0,05 g/L, la rosa bengala, que se adiciona en cantidad de 0 a 0,05 g/L,
el desoxicolato de sodio de 0 a 0,5 g/L, sulfito de sodio de 0 a 3 g/L, el citrato de amonio y bismuto de 0 a
5 g/L y el cloruro de tetrafeniltetrazolio de 0 a 0,05 g/L.

Se adicionan, ademas, las sustancias que propician la identificacion de las diferentes especies de
Candida seleccionadas entre los sustratos cromogénicos y fluorogénicos, indicadores o colorantes que se
encuentran en el medio nutritivo en cantidad de 0 a 26 g/L, preferiblemente la sal de amonio del 5-Bromo(]
4-cloro-3-indoxil-mio-inositol-fosfato en cantidad de 0 a 0,1 g/L, Metil-umbeliferil-a-D-glucopiranésido de 0
a 0,1 g/L, el 5-Bromo-4-cloro-3-indoxil-B-D-glucosaminidina de 0 a 0,1 g/L, el 5-Bromo-4-cloro-3-indolyl-N(]
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acetil-B-D-glucopiranosido de 0 a 0,1 g/L, el 4-Metilumbeliferil-N-acetil-B-D-galactosaminida de 0 a 0,15
g/L, el 6-Cloro-3-Indoxil-B-D-glucopiranosido de 0 a 0,1 g/L, glicerol de 0 a 25 mL/L, purpura de
bromocresol de 0 a 0,04 g/L, azul de bromotimol de 0 a 0,08 g/L, L-prolina-7-amido-4-metil-coumarinal|
hidrobromuro de 0 a 0,1 g/L, L-prolina paranitroanilida de 0 a 0,2 g/L.

Los compuestos activadores y potenciadores de las reacciones cromogénicas y fluorogénicas son
anadidos, entre ellos el glicerol de 0 a 25 mL/L, la maltosa de 0 a 10 g/L, la trehalosa de 0 a 10 g/L y el
sulfato de magnesio de 0 a 0,5 g/L.

Se incorpora la leche descremada en polvo en concentracién de 0 a 10 g/L.

Se adicionan, ademas, otras sustancias reguladoras del pH en cantidades de 0 a 5 g/L, preferiblemente el
fosfato monopotasico en cantidad de 0 a 1 g/L y el dipotasico de 0 a 4 g/L y el 3-Morpholino(]
propansulfonsaure (MOPS) de 0 a 0,5 g/L.

El agar se afiade en cantidad de 13 a 15 g/L y se ajusta el pH del medio nutritivo de 6,0 a 6,8. El medio
preparado se funde por cualquiera de los métodos conocidos.

A continuacion, se relacionan algunos ejemplos de realizacion del nuevo medio nutritivo segun la presente
invencion.

Ejemplo 1

Ensayo para evaluar la capacidad nutritiva de la mezcla de extracto de boniato con extracto de levadura o
tomate dentro de la formulacién del medio de cultivo y el uso de algunos sustratos cromogénicos y/o
fluorogénicos.

Se ensayaron dos formulaciones del medio nutritivo (Medio 1 y Medio 2), en comparacién con un medio
de cultivo cuya fuente de nutrientes es el extracto de malta (RI).

Tabla 1. Composicion de los medios

Componente g/L 1 2 RI
Extracto de boniato 10,0 X X
Extracto de tomate 10,0 X

Extracto de levadura 10,0 X
Extracto de malta (referencia) 20,0 X
Fosfato monopotasico 1,0 X X X
Sulfato de magnesio 0,5 X X X
5-Bromo-4-cloro-3-indolil-N-acetil-B-D-glucopiranosido 0,04 X X X
4-Metilumberiferil-N-acetil-B-D-galactosaminida 0,04 X X X
Agar 15,0 X X X

El pH del medio se ajusté a 6,5 y después de esterilizar se estabilizé en 6,0 en la variante 1 y en la
variante 2 se estabilizé en 6,4 y en el medio de comparacion RI, se mantuvo en 6,3.

El Medio 2 se corresponde con la formulacién del Medio 1 pero en lugar del extracto de tomate se utilizd
extracto de levadura en la misma concentraciéon de 10 g/L.

El medio de comparacién (RI), formulado con extracto de malta (Merck), a concentracion de 20 g/L.

Los microorganismos ensayados (cepas aisladas, provenientes de la facultad de Biologia de la
Universidad de La Habana) fueron: Candida albicans (2 cepas), Candida tropicalis, Candida glabrata,
Candida parapsilosis, Candida kefyr y Candida krusei.

Las placas fueron incubadas a 30 °C por 24 y 48 horas. Las colonias fueron examinadas visualmente y se
interpretaron de la siguiente forma:

- Colonias azules corresponden a aquellas especies que poseen la enzima B-D-glucosidasa
presentes en Candida tropicalis y Candida kefyr.
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- Colonias con fluorescencia azul corresponden a aquellas especies que poseen la enzima NI
acetil-B-D-galactosaminidasa presente en Candida albicans y cepas de Candida tropicalis.

- Colonias blancas correspondientes a aquellas cepas que no poseen las enzimas B-DI(J
glucosidasa y N-acetil-B-D-galactosaminidasa. Se identifican las especies de acuerdo a las
caracteristicas morfoldgicas tales como: Candida krusei, Candida glabrata y Candida
parapsilosis.

Los resultados del ensayo se presentan en la tabla 2. Las especies de Candida pueden ser identificadas
de acuerdo a las caracteristicas culturales de las colonias.

A solamente las 24 horas de incubacion, sorprendentemente, se observd crecimiento caracteristico de
Candida albicans y de Candida tropicalis, sobre todo las caracteristicas coloniales en los medios.

Las colonias eran de tamafio caracteristico, bien desarrolladas, favorecidas por los nutrientes que aporta
el extracto de boniato en conjunto con el extracto de levadura o con el de tomate.

A las 48 horas se mantuvo el crecimiento exuberante de las colonias y conservaron su morfologia.

Se observo que los medios 1y 2, formulados con la mezcla de extracto de boniato y extracto levadura,
posibilitaron la diferenciacion de las especies de Candida por la combinacién de colores y fluorescencia,
mientras que al emplear extracto de malta (RI) como referencia sélo se logré desarrollar color azul en
Candida kefyr.

Con la combinacién de extracto de boniato y tomate, la concentracién del sustrato cromogénico no fue
suficiente y se decidié aumentar la concentracion en los subsiguientes experimentos.

Se demostré igualmente que la presencia de carbohidratos en el extracto de boniato y su mezcla con el
extracto de levadura, no sélo benefician el crecimiento intenso de las especies estudiadas, sino que no
interfieren e, incluso, favorecen la aparicion de reacciones cromogénicas y/o fluorogénicas a partir de los
sustratos incorporados, confirmando la plena compatibilidad de los extractos mencionados con los
sustratos.

No asi ocurrié con el extracto de malta, que inhibio la aparicion de reacciones fluorogénicas para Candida
tropicalis a las 48 horas y la cromogénica para la mayoria de ellas a excepciéon de Candida kefyr.

Por ultimo, se aprecid que la concentracion de agar resulté adecuada y permitié observar caracteristicas
coloniales muy bien definidas, el medio nutritivo no sufrié ralladuras, o rupturas en su superficie, se
observaron muy bien las reacciones de coloracién de las colonias en la superficie y en toda la profundidad
del medio. La reaccion fluorogénica se observé en el medio, ademas, de manera muy evidente.

Tabla 2. Identificacién de las especies de Candida ensayadas en los medios analizados

Coloracion de la colonia Fluores(] | Morfologia
cencia
Microorganismo Medio Azul Blanca
C. albicans 1 X X -
2 X X -
RI X X -
C. tropicalis 1 X (palido) X -
2 X X -
RI X - -
C. glabrata 1 X - abultadas, brillosas,
bordes regulares
2 X -
RI X -
C. kefyr 1 X (intenso) - -
2 X (intenso) - -
RI X (intenso) - -
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C. krusei 1 X - aplastadas, opacas,
bordes irregulares
2 X -
RI X -
C. parapsilosis 1 X - superficie rugosa,
bordes regulares
2 X -
RI X -
Ejemplo 2

Se procedié a combinar la mezcla de extracto de boniato y de levadura con sustratos cromogénicos y
fluorogénicos (5-Bromo-4-cloro-3-indolyl-N-acetil-B-D-glucopyranosido, 4-Metylumbeliferyl-N-acetil-B-DI ]
galactosaminida, en mayores concentraciones, se adiciond la L-prolina paranitroanilida) y se empleé el
desoxicolato de sodio como agente bacteriostatico (tabla 3).

Se sembraron las cepas por estria hasta el agotamiento del in6culo. Se incubaron los medios a 30 °C, por
un periodo de 36 horas.

Se pudo observar que en ambos medios se logré crecimiento exuberante, incluso a las 36 horas, y las
caracteristicas cromogénicas y/o fluorogénicas, asi como las morfolégicas permitieron diferenciar las
especies de Candida (tabla 4).

Tabla 3. Composicion de los Medios Nutritivos 3 y 4

Componente g/L 3 4
Extracto de boniato 10,0 X X
Extracto de levadura 10,0 X X
Fosfato monopotasico 1,0 X X
Sulfato de magnesio 0,5 X X
5-Bromo-4-cloro-3-indolyl-N-acetil-3-D-glucopyranosido 0,1 X

4-Metylumbeliferyl-N-acetil-3-D-galactosaminida 0,15 X

L-prolina paranitroanilida 0.05 X
Agar 15,0 X
Glicina 1,0 X
Desoxicolato de sodio 0,5 X X

Igualmente se pudo establecer que los extractos que componen el medio nutritivo son compatibles con los
sustratos cromogénicos y/o fluorogénicos, que se pueden visualizar, tanto en el interior de la célula, como
los que difunden al medio. Las reacciones de escisiéon de dichos sustratos, se ven favorecidas por la
presencia de los extractos de boniato y levadura.

Tabla 4. Identificacion de las especies de Candida ensayadas en los medios 3y 4

Coloracion de la colonia Fluores Morfologia
cencia
Microorga-nismo | Medio Azul Amarillo Blanca
C. albicans 3 X X
4 X
C. tropicalis 3 X (palido)
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4
C. glabrata 3 abultadas,
brillosas,
4 bordes
regulares
C. kefyr 3 X (intenso)
4
C. parapsilosis 3 superficie
rugosa, bordes
4 X regulares

Ejemplo 3

El medio nutritivo (Medio 5) se preparé en el laboratorio a partir de los ingredientes (tabla 5), se distribuyd

en las placas de Petriy se inocul6.

Se realizé la siembra por diluciones hasta obtener colonias aisladas en el rango entre 30 — 300

UFC/placa.

Se ejecuto la incubacion a 30 °C durante 36 a 48 horas.

El medio nutritivo (tabla 6) fue capaz de promover el crecimiento de todas las especies ensayadas, y se
demostré la compatibilidad del extracto de boniato y su mezcla con el de levadura con concentraciones

mayores de sustratos cromogénicos y fluorogénicos.

De manera inesperada, se observo un crecimiento abundante a altas diluciones (baja concentracion del
indculo), lo que demostrd la alta sensibilidad analitica del medio nutritivo y el aporte de nutrientes
necesarios para la recuperacion de especies de Candida, fundamentalmente del extracto de boniato y de

su combinacion con el extracto de levadura.

Tabla 5. Formulacion del medio nutritivo con concentraciones superiores de los sustratos cromogénicos y

fluorogénicos

Componente g/L Medio 5
Extracto de boniato 10,0 X
Extracto de levadura 10,0 X
Fosfato monopotasico 1,0 X
Sulfato de magnesio 0,5 X
5-Bromo-4-cloro-3-indolil-N-acetil-3-D [ 0,1 X
glucosido

4-Metylumbeliferil-N-acetil-B-D 0,15 X
galactosaminida

Agar 15,0

Desoxicolato de sodio 0,5

Tabla 6. Resultados del cultivo de especies de Candida en el medio nutritivo a la dilucién 10

Color de la colonia Fluores(] | Morfologia
cencia
Microorganismo Medio
Azul Blanca
C. albicans 5 X X
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C. tropicalis 5 X (palido,

centro
oscuro)

C. glabrata 5 X abultadas,
brillosas,
bordes
regulares

C. kefyr 5 X (intenso)

C. parapsilosis 5 X superficie
rugosa, bordes
regulares

C. krusei 5 X aplastadas,
opacas, bordes
irregulares

Ejemplo 4

Para evaluar la compatibilidad del extracto de boniato en su mezcla con el de levadura y con las
sustancias inhibidoras de los microorganismos Gram-positivos, se procedié a formular el medio nutritivo
5 (6) con la adicién de desoxicolato de sodio (tabla 7).

La formulacion no se esterilizé en autoclave, se hirvid y se distribuy6 en placas.

La siembra se realiz6 por diluciones seriadas a partir de un inéculo estandarizado.

Tabla 7
Componentes g/L
Extracto de boniato 10,0
Extracto de levadura 10,0
Fosfato monopotasico 1,0
Sulfato de magnesio 0,5
Agar 15,0
Desoxicolato de sodio 0,5
10 Tabla 8. Crecimiento de las especies de Candida en el medio nutritivo formulado con desoxicolato de
sodio
Microorganismo Color Morfologia
C. albicans blanco lisas, abultadas, redondas
C. tropicalis blanco lisas, abultadas, redondas
C. glabrata blanco abultadas, brillosas, bordes regulares
C. kefyr blanco semi aplastadas, redondas
C. parapsilosis blanco superficie rugosa, bordes regulares
C. krusei blanco aplastada, opaca, bordes irregulares
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La presencia del desoxicolato permitio el crecimiento de las levaduras analizadas (tabla 8), incluso a altas
diluciones (10'4), sin inhibicién alguna, lo que corrobora la capacidad promotora del crecimiento del
extracto de boniato en su combinacion con el de levadura, que, encontrandose en presencia de un agente
permeabilizante de la pared celular, logra favorecer la formacién de colonias caracteristicas.

Por ofra parte, el sulfato de magnesio resulté ser un adyuvante de la definicion de las caracteristicas
morfoldgicas de las diferentes cepas de Candida, ya que se observé un color blanco mas brillante e
intenso en las colonias con los bordes bien definidos.

Ejemplo 5

Para corroborar el poder de promocion de crecimiento del medio de manera temprana y comprobar la
compatibilidad del extracto de boniato con otros sustratos bioquimicos que pudieran ser empleados para
la diferenciacion de las distintas especies de Candida, se procedié a incluir el glicerol y el azul de
bromotimol (Medios 7 y 8) (tabla 9).

Tabla 9. Formulacion de los Medios 7y 8

Componente g/L 7 8
Extracto de boniato 10,0 X X
Extracto de levadura 10,0 X X
Fosfato monopotasico 1,0 X X
Sulfato de magnesio 0,5 X X
Agar 15,0 X X
Desoxicolato de sodio 0,5 X X
Glicerol 10 (mL) X
Azul de bromotimol 0,08 X X

Se observo crecimiento intenso de Candida albicans y Candida tropicalis con sélo 24 horas de incubacion.

Por otra parte, con el objetivo de comprobar la estabilidad de las reacciones de identificacion y el
mantenimiento de las propiedades nutritivas del medio, se realizé una lectura de los resultados a las 76
horas de incubacion.

Se mantuvo el crecimiento de las especies sefialadas y se comprobd que las reacciones de identificacion
fueron estables por ese tiempo de incubacién (tabla 10).

Tabla 10. Resultado del crecimiento microbiano a las 76 horas de incubacion de los medios nutritivos 7 y

8
Coloracién de la colonia Morfologia

Microorganismo Medio Amarilla Blanca
C. albicans 7 X

8 X
C. tropicalis 7

8
C. glabrata 7 X abultadas, brillosas, bordes

regulares

8 X

C. kefyr 7 X

15




10

15

20

ES 2358 076 T3

8 X
C. krusei 7 X aplastadas, opacas, bordes
irregulares
8 X
C. parapsilosis 7 superficie rugosa, bordes
regulares
8

Ejemplo 6

Se realiz6 la evaluacion del empleo del sustrato cromogénico 6-Cloro-3-Indoxil-B-D-glucopiranosido, como
componente del medio nutritivo 9 para diferenciar algunas especies de Candida (tabla 11).

Tabla 11. Formulacién del medio nutritivo 9

Componente g/L
Extracto de boniato 10,0
Extracto de levadura 10,0
Fosfato monopotasico 1,0
Sulfato de magnesio 0,5
Agar 15,0
Desoxicolato de sodio 0,5
6-Cloro-3-Indoxil-B-D-glucopiranosido (Rosa-glu) 0,1

Se inoculd el medio por inundacion de la superficie hasta altas diluciones (10-107).

Se incubaron las placas por 48 horas y a ese intervalo de tiempo las colonias de Candida tropicalis y
Candida kefyr tomaron coloracion rosada siendo mas fuerte en Candida kefyr. Se demostré6 que a
diluciones mayores de las anteriormente estudiadas se pudo, no sélo recuperar las especies de Candida,
sino obtener respuestas cromogénicas caracteristicas, al observarse coloracion rosa en ambas especies.

Se evidencio el alto poder nutritivo del extracto de boniato en su mezcla con el de levadura, tanto como
fuente de nitrégeno, como de vitaminas y macro y micro elementos, ya que soélo estas dos bases nutritivas
constituyeron las fuentes de nutrientes en la formulacién del medio.

Se demostrd, una vez mas, que lejos de interferir en las reacciones cromogénicas, ambos extractos, en
combinacién, favorecen la aparicion de las reacciones cromogénicas a muy bajas concentraciones del
inéculo.

Se pudo establecer el alto poder de recuperacion del medio nutritivo, ya que a la dilucion 10, fue
imposible hacer el recuento en las placas de las especies de Candida glabrata y Candida krusei, por
resultar incontables, y s6lo en la dilucion 10'5, se obtuvieron los recuentos que aparecen en la tabla 12.

Tabla 12. Crecimiento de diferentes especies de Candida en el medio nutritivo 9

UFC/placa en Coloracién de la Morfologia
la dilucion colonia

Microorganismo

10* | 10° Rosada Blanca
C. albicans 45 5 X
C. tropicalis 47 5 X
C. glabrata INC 36 X abultadas, brillosas, bordes

regulares

C. kefyr 51 11 X
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C. krusei INC 50 X aplastadas, opacas, bordes
irregulares

C. parapsilosis 48 6 X superficie  rugosa, bordes
regulares

INC- Incontable
Ejemplo 7

Se llevé a cabo la evaluacion de la capacidad nutritiva de varios componentes ricos en nitrdgeno de
origen proteico (hidrolizado enzimatico de caseina y peptona bacteriolégica) con y sin desoxicolato de
sodio.

Se estudiaron variantes experimentales del medio nutritivo (de la 10 a la 15) (tabla 13), adicionando
diferentes fuentes de nitrégeno y desoxicolato de sodio, en comparacion con el medio de referencia (R2):
Agar Dextrosa de Sabouraud (BioCen).

Tabla 13. Composicién de las variantes experimentales del medio nutritivo y del medio de referencia

Componentes g/L 10 11 12 R2 13 14 15
Extracto de boniato 10,0 X X X - X X X
Extracto de levadura 10,0 X X X - X X X
Fosfato monopotasico 1,0 X X X - X X X
Sulfato de magnesio 0,5 X X X - X X X
Hidrqlizado enzimatico de 5,0 - X - X - X -
caseina

Peptona bacteriolégica 50 - - X X - - X
Dextrosa 40,0 - - - X - - -
Agar 15,0 X X X X X X X
Desoxicolato de sodio 0,5 - - - - X X X

Los medios 10, 11, 12 y R2 se esterilizaron en autoclave a 121 °C durante 15 minutos y los medios 13, 14
y 15 se fundieron y se hirvieron durante 2-3 minutos.

El pH de las variantes experimentales del medio nutritivo resulté 6,8 en todos los casos. El pH del medio
R2 resulté de 5,6.

Se inoculd por estria hasta el agotamiento del inéculo.

Al observar el crecimiento y la morfologia de las colonias de Candida, se concluy6 que si bien la adicién
de hidrolizado enzimatico de caseina y de la peptona bacteriolégica, no provocaron la intensificaciéon del
crecimiento de manera significativa, tampoco lo perjudicaron.

En comparacion con el medio R2, no se observé diferencia entre el medio R2 y las variantes del medio
nutritivo para C. albicans, C. parapsilosis y C. tropicalis, incluso en las variantes que emplearon el
desoxicolato de sodio como inhibidor.

Se comprobd, que si bien el crecimiento de C. glabrata y C. krusei se vio mediante colonias de menor
tamafio y de menor intensidad de color, efectos provocados por la adicién del desoxicolato de sodio y la
ausencia de fuentes alternativas de carbohidratos, se pudo detectar y recuperar a estas especies sin
dificultad.

En comparacion con el medio R2, que no posee inhibidores y contiene un alto nivel de azlcar (dextrosa),
las variantes del medio nutritivo resultaron satisfactorias. Este efecto inesperado permite concluir que la
mezcla de extracto de boniato y de levadura, le aporta al medio nutritivo el nitrégeno suficiente para el
desarrollo de las distintas especies de Candida, aunque el medio puede ser suplementado, con vistas a
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proveer de fuentes de nitrégeno de origen proteico para mantener por periodos mas prolongados de
conservacion a este microorganismo, sin que se agoten las fuentes provenientes de ambos extractos.

Otro aspecto relevante esta dado en que todas las variantes del medio nutritivo mantuvieron un pH
estable de 6,8, lo que junto con los elementos nutritivos sefialados anteriormente, garantizaron el
crecimiento adecuado de las especies de Candida, incluso en condiciones menos favorables que la
variante control (R2), y resulté de vital trascendencia para lograr la expresion morfolégica caracteristica de
las colonias y la buena recuperacién lograda.

Ejemplo 8

Con el objetivo de estudiar la influencia de la cantidad adicionada de extracto de boniato como fuente de
nutrientes de todo tipo (carbohidratos, nitrégeno, vitaminas y macro- y micro- elementos) y la adiciéon de
glicerol, como posible marcador enzimatico para la futura diferenciacion de especies de Candida, se
elaboraron nuevas variantes del medio nutritivo (16-19) (tabla 14), comparandolas con el medio de
referencia (R2).

Se inocularon las diferentes especies de Candida por estria hasta el agotamiento del inéculo.

El pH del medio R2 resulté de 5,6 y el de las variantes experimentales fue de 6,8, corroborandose
nuevamente el comportamiento de este indicador ya analizado en el ejemplo anterior.

En todas las variantes ensayadas, en un periodo tan temprano como las 24 horas se observo crecimiento
de todas las especies de levaduras estudiadas.

Se comprobd que la adicidon de glicerol favorecié el crecimiento de todas las especies evaluadas, al
obtener colonias con mejor desarrollo, por lo que se puede afirmar que el glicerol no afecta el crecimiento
microbiano.

Tabla 14. Composicion del medio nutritivo

Componentes g/L 16 R2 17 18 19
Extracto de boniato 10,0 20 (doble - X X X
concentracion)

Extracto de levadura 10,0 X - X X X
Fosfato monopotasico 1,0 X - - X X
Sulfato de magnesio 0,5 X - - X X
Hidrqlizado enzimatico de 5,0 - X - - -
caseina

Peptona bacterioldgica 5,0 - X - - -
Dextrosa 40,0 - X - - -
Agar 15,0 X X X X X
Desoxicolato de sodio 0,5 X - X X X
Glicerol 10 mL - - - X

El incremento de la cantidad de extracto de boniato favorece igualmente al medio nutritivo, pues a pesar
de la presencia del desoxicolato de sodio, se logré buen crecimiento de las especies de interés.

La ausencia de fosfato monopotasico y de sulfato de magnesio en la variante 17 no condujo a la ausencia
de crecimiento, pero si a una ligera disminucion de la intensidad de crecimiento de C. glabrata y C. krusei
a las 24 horas. Esto demuestra que el extracto de boniato en su combinacion con el de levadura son
suficientes para suministrar los requerimientos de macro y micro-elementos minimos esenciales para
promover el crecimiento de todas las especies de Candida.

Ejemplo 9

En este experimento se evalud la utilidad de incorporar el glicerol con un indicador de pH para diferenciar
especies de Candida en el medio nutritivo, ademas comparar esa respuesta con la adicién de dextrosa,
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carbohidrato empleado en la mayoria de las soluciones descritas en el estado del arte para promocionar
crecimiento de estas levaduras.

En paralelo, se incorporaron dos sustratos cromogénicos y fluorogénicos para detectar la posible
interferencia de las fuentes de carbono adicionadas con las reacciones de cromogénesis y fluorogénesis.

Las formulaciones del medio nutritivo (20-22) aparecen en la tabla 15 y se comparan con el medio de
referencia R3 conformado a partir de la formulacién del R2 con adicion de los sustratos cromogénicos y
fluorogénicos, indicador de pH y desoxicolato de sodio. El pH de todos los medios se ajusté a 6,8.

Se sembraron las cepas de diferentes especies de Candida y otros microorganismos, por estria en la
superficie del medio. El medio se incubd por 24-48 horas.

Se sembraron especies de Candida y otros microorganismos tales como: Enterobacter aerogenes,
Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis y Staphylococcus aureus. La
tabla 16 muestra las respuestas obtenidas con las variantes del medio nutritivo estudiadas, para los
diferentes microorganismos.

Tabla 15. Formulaciones de las variantes experimentales del medio propuesto y de referencia

Componente g/L Medio

20 21 22 R3
Extracto de boniato 10,0 X X X -
Extracto de levadura 10,0 X X X -
Fosfato monopotasico 1,0 X X X -
Sulfato de magnesio 0,5 X X X -
Agar 15,0 X X X X
Desoxicolato de sodio 0,5 X X X X
Glicerol 10mL - - X -
Hidrqlizado enzimatico de 5,0 - - - X
caseina
Peptona bacterioldgica 5,0 - - - X
Dextrosa 20,0 - X - (40, doble concentracion)
Azul de bromotimol 0,08 X X X X
5-Bromo-4-cloro-3-indolil-N 1’ 0,1 X X X X
acetil-p-D-glucosido
4-Metilumbeliferil-N-acetil-3-D 0,15 X X X X
galactosaminida
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Tabla 16. Respuesta de los microorganismos ensayados en diferentes variantes de medios de cultivo

Caracteristica de la | Caracteris-tica | Fluores(] Morfologia
] ] ) colonia del medio cencia
Microorganismo Medio
C. albicans 20 blanco-amarilla azul si 1 mm, lisas,
redondas
21 amarilla amarillo no 1 mm, lisas,
redondas
22 blanco-amairillo azul si 1 mm, lisas,
redondas
R3 amarillo amarillo no 1 mm, lisas,
redondas
C. tropicalis 20 blanco gris a azul verde ligera 2 mm, lisas,
redondas
21 blanco gris verde no 2 mm, lisas,
redondas
22 blanco gris a azul verde ligera 2 mm, lisas,
redondas
R3 blanco gris verde no 2 mm, lisas,
redondas
C. glabrata 20 blanco azul no 0,5 mm, lisas,
redondas
21 amarillo-naranja amarillo no 1,5 mm, lisas,
redondas
22 amarillo amarillo no 1 mm, lisas,
redondas
R3 amarillo amarillo no 1 mm, lisas,
redondas
C. kefyr 20 azul verde no 0,5 mm, lisas,
redondas
21 verde amarillo no 0,5 mm, lisas,
redondas
22 azul verde no 0,5 mm, lisas,
redondas
R3 NC NC - -
Tabla 16. (continuacion)
Caracteristica de la | Caracteris-tica Fluores(] | Morfologia
colonia del medio cencia

Microorganismo

Medio
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C. parapsilosis 20 blanco azul no 1 mm,
irregulares,
redondas

21 blanco-amarillo verde no 1 mm,
irregulares,
redondas

22 blanco-amarillo verde no 1 mm,
irregulares,
redondas

R3 amarillo amarillo no 1 mm,
irregulares,
redondas

C. krusei 20 transparente azul no 0,5 mm,
aplastadas

21 amarillo verde no 1,5 mm,
aplastadas

22 blanco-amarillo amarillo- no 1 mm,

verdoso aplastadas

R3 amarillo amarillo no 1,5 mm,
aplastadas

E. aerogenes 20 verde-azul com azul no 2-4 mm,

centro verde intenso redondas

21 amarillo-naranja amarillo no 1 mm,
redondas

22 verde verde no 2-4 mm,
redonda

R3 amarilla, halo amarilla no 2 mm, redonda

transparente

S. typhimurium 20 verde intenso verde-azul no 1 mm, redonda

21 amarilla amarilla no 1-2 mm, bordes
irregulares,
aplastadas

22 verde intenso verde-azul no 1 mm,
redondas

R3 amarillo amarilla no 1 mm,
redondas

Tabla 16. (continuacion)

Caracteristica de la | Caracteris-tica Fluores] | Morfologia
] ] ) colonia del medio cencia

Microorganismo Medio

P. aeruginosa 20 transparente azul no irregulares,
mucoides

21 amarillo amarillo no irregulares,
mucoides
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22 amarillo verde no irregulares,
mucoides
R3 amarillo amarillo no irregulares,
mucoides
E. faecalis 20 NC NC - -
21 NC NC - -
22 NC NC - -
R3 NC NC - -
S. aureus 20 NC NC - -
21 NC NC - -
22 NC NC - -
R3 NC NC - -

NC - no crecimiento

En las variantes 21 y R3, en la cuales se incluyod la dextrosa, el resultado de la diferenciacion de las
especies estudiadas no fue satisfactorio, debido a que la hidrélisis de este azlcar por varias especies de
Candida y de los demas microorganismos sembrados dio como resultado un mismo color comun y una
elevada produccién de acido, con la disminucién del pH y el viraje del indicador, ademas de una inhibicion
de la reaccion cromogénica por la disminucion del pH. Tal es el caso de Enterobacter, Salmonella y
Pseudomonas y de casi todas las especies de Candida, menos Candida tropicalis, Candida krusei y
Candida parapsilosis en la variante 21.

La inclusién de este azicar no es recomendable.

La adicién de glicerol en la variante del medio nutritivo 22, en la cantidad prevista, ademas de no
entorpecer el crecimiento de los microorganismos de interés a las 24 horas, especialmente Candida krusei
y Candida glabrata, permite, conjuntamente con los sustratos cromogénicos y fluorogénicos, diferenciar
adecuadamente las diferentes especies de Candida, incluso de otros microorganismos Gram-negativos
que pudieran crecer e interferir, al menos en teoria, con la identificacion de las levaduras estudiadas.

Especificamente, se logré diferenciar Candida albicans por el color blanco de la colonia y la fluorescencia
azul; Candida tropicalis por el color azul de la colonia en masa y fluorescencia azul, Candida kefyr por el
color azul, sin fluorescencia, Candida glabrata de color amarillo en la colonia, Candida krusei de colonia
blanco-amarillenta, pero su morfologia es de una colonia opaca, aplastada, bordes irregulares, pero
redondeados y la Candida parapsilosis del mismo color pero su superficie es irregular.

Los microorganismos Gram-negativos originaron un color del medio verde y colonias verdes, excepto
Pseudomonas aeruginosa que presenta colonias amarillas, pero mucoides.

La presencia de desoxicolato de sodio gpermitié inhibir a los microorganismos Gram-positivos inoculados,
incluso a concentraciones elevadas (10° UFC/mL).

Ejemplo 10

Con el objetivo de evaluar la influencia del pH en la respuesta microbiolégica, se procedio a variar el pH
de 6,1 a 6,8 y adicionar diferentes sustancias buferantes (medios nutritivos 23-25) (tabla 17).

Tabla 17. Formulacion de medios nutritivos con valor del pH de 6,1

Componente g/L Medio

23 24 25
Extracto de boniato 10,0 X X X
Extracto de levadura 10,0 X X X
Fosfato monopotasico 1,0 X X X
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Sulfato de magnesio 0,5 X X X
5-Bromo-4-cloro-3-indolil-N-acetil-B-D-glucosido 0,1 X X X
4-Metilumbeliferil-N-acetil-B-D-galactosaminida 0,15 X X X
Agar 15,0 X X X
Desoxicolato de sodio 0,5 X X X
3-(N-morfolina)-acido-propano sulfénico (MOPS) 0,5 - X -
Fosfato dipotasico 4,0 - - X

Los medios 26, 27 y 28 poseen las mismas formulaciones que los tres que aparecen en la tabla 17, pero
el pH de los mismos se ajusté a 6,8.

De manera general, se evidencié que las variantes de medios nutritivos de pH 6,1 demoraron mas para
reaccionar frente al sustrato 5-Bromo-4-cloro-3-indolil-N-acetil-B-DI
glucésido para Candida kefyr. No obstante, es necesario destacar que el desarrollo de Candida albicans,
Candida glabrata y Candida krusei result6 superior a este pH que a pH 6,8.

La incorporaciéon del MOPS no influyd negativamente en el desarrollo de los microorganismos estudiados,
ni interfirié en la respuesta de identificacién.

La adicion de fosfato dipotasico, tampoco inhibié la respuesta, sin embargo provocé la aparicion de una
ligera opalescencia que no interfirid en la identificacion o diferenciacion microbiana.

A manera de conclusiéon del experimento, se pudo evidenciar que tanto el pH 6,1, como el valor de 6,8
posibilitaron el crecimiento y diferenciacién de las especies de Candida, pero debe ser ajustado en
dependencia de la especie de interés a cultivar o identificar.

Ejemplo 11

Para comprobar el efecto que ejerce la adicion del desoxicolato de sodio sobre el crecimiento de Candida
y su identificacion en comparaciéon con el empleo de sustancias inhibidoras del crecimiento de los
organismos Gram-negativos de naturaleza antibiética reportados en el estado del arte se incluyo el
cloranfenicol en la formulacion de una variante de medio.

Se compararon los medios 26 y 27 que aparecen en la tabla 18 con el medio cromogénico CHROMagar
Candida (R4) (CHROMagar) y el medio Agar Dextrosa de Sabouraud (R2) (BioCen).

Se inocularon varias cepas de diferentes especies de Candida por estriado hasta agotar el inéculo.

De Candida albicans se inocularon 4 cepas aisladas y dos de la ATCC (10231 y 17111), 1 cepa de las
demas especies de levadura. Los resultados se muestran en la tabla 19.

Tabla 18. Formulaciones del medio nutritivo con diferentes inhibidores

Composicion g/L 26 27
Extracto de boniato 10,0 X X
Extracto de levadura 10,0 X X
Fosfato monopotasico 1,0 X X
Sulfato de magnesio 0,5 X X
Agar 15,0 X X
Desoxicolato de sodio 0,5 X -
Cloranfenicol 0,5 - X
5-Bromo-4-cloro-3-indolil-N [ 0,1 X X
acetil-B-D-glucosido
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4-Metilumbeliferil-N-acetil-B-D

galactosaminida

0,15

Tabla 19. Crecimiento de especies de Candida en el medio nutritivo y en CHROMagar Candida

Color de la FluoreslJ | Morfologia Tamafio de las
colonia cencia colonias,
Microorganismo Medio mm/intensidad  de
crecimiento
C. albicans 26 blanco azul lisas, redondas, | 1-1,5 bueno
abultadas
27 blanco azul lisas, redondas, | 1-1,5 bueno
abultadas
R2 blanco - lisas, redondas, | 1
abultadas
bueno
R4 verde claro - lisas, redondas, | 1
abultadas
bueno
C. tropicalis 26 azul palido muy débil |lissa, redondas, | 1,5-2
abultadas
bueno-excelente
27 blanco con leve | muy débil |lisas, redondas, | 1,5-2
tonalidad azul abultadas
bueno-excelente
R2 blanco - lisas, redondas, | 1,5
abultadas
bueno-excelente
R4 azul gris - lisas, redondas, | 1
abultadas
bueno
Tabla 19. (continuacion)
Color de la Fluores Morfologia Tamafio de las
colonia cencia colonias,
Microorganismo Medio mm/intensidad  de
crecimiento
C. glabrata 26 blanco no lisas, redondas |0,5
bueno
27 blanco no lisas, redondas | 0,5
bueno
R2 blanco - lisas, redondas | 1-1,5
bueno
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R4 violeta - lisas, redondas |1
bueno
C. kefyr 26 azul intenso no lisas, redondas |1
bueno
27 azul intenso no lisas, redondas |1
bueno
R2 blanco - lisas, redondas |1
bueno
R4 blanco - lisas, redondas |1
bueno
C. krusei 26 blanco, semi-|no opacas, 0,5
transparente aplastadas,
aspecto bueno
algodonoso
27 blanco, semi- | no opacas, 0,5
transparente aplastadas,
aspecto bueno
algodonoso
R2 blanco, semi-|- opacas, 0,5
transparente aplastadas,
aspecto bueno
algodonoso
R4 rosa palido - opacas, 1
aplastadas,
aspecto bueno
algodonoso

Como se puede apreciar, la incorporacion del cloranfenicol interfiere y dificulta la diferenciacion de las
especies, especificamente de las reacciones cromogénicas, por ejemplo, en el caso de Candida tropicalis.

Por otra parte, el empleo del cloranfenicol no garantiza la estabilidad prolongada del medio listo para el
uso, sobre todo a temperatura ambiente.

El medio CHROMagar Candida no pudo ser empleado (conservado e incubado) en presencia de luz pues
el fabricante no lo recomienda. Ademas, el medio preparado sélo se pudo emplear por un dia, pues
después de este periodo se deteriora.

El medio nutritivo de la presente invencién preparado segun la formulacién de la variante 26, se conservo
incluso a temperatura ambiente sin deterioro de sus caracteristicas promotoras del crecimiento y de las
reacciones de deteccion.

Con esta variante de formulacién se logré que las colonias de Candida albicans y Candida tropicalis (las
dos especies de mayor importancia) presentaron tamafos de colonias superiores a los medios de
referencia.

Ejemplo 12

En el siguiente experimento se procedié a estudiar la influencia del contenido de glicerol en presencia de
dos indicadores de pH.

En la tabla 20 se presentan las formulaciones de las primeras cinco variantes (28-32), en las otras cinco
(33-37) se mantuvieron los ingredientes en la concentracién sefialada, menos el caso del purpura de
bromocresol que fue sustituido por azul de bromotimol.

Todas las formulaciones fueron esterilizadas en autoclave y el pH se ajusté a 6,8.
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Se ejecuto la siembra de las diferentes cepas por estriado de la superficie.

Tabla 20. Ingredientes fundamentales del medio experimental en diferentes composiciones

Componentes g/L 28 29 30 31 32
Extracto de boniato 10,0 X X X X X
Extracto de levadura 10,0 X X X X X
Fosfato monopotasico 1,0 X X X X X
Sulfato de magnesio 0,5 X X X X X
Pdrpura de bromocresol 0,04 X X X X X
Agar 13,0 X X X X X
Desoxicolato de sodio 0,5 X X X X X
Glicerol variables (mL) - 1 5 10 12,5

Para Candida albicans no se detectd efecto depresor del crecimiento al aumentar la concentracion de
glicerol. Este microorganismo no utiliza este sustrato.

El medio no cambié de color, por lo que no se detectd actividad enzimatica indicadora que se vea
reflejada en un cambio de pH del medio.

Para Candida tropicalis y Candida parapsilosis tampoco se observé inhibicion de crecimiento al aumentar
la concentracién de glicerol.

Los resultados del crecimiento de Candida kefyr evidenciaron que, al aumentar la concentracion de
glicerol, se favorecio el color, tamafo y brillo de las colonias. Este microorganismo tampoco degrada el
glicerol como sustrato.

El incremento del glicerol posibilita la mejor visualizacion del cambio de color en las colonias de Candida
glabrata (incremento de la tonalidad amarilla) y del medio (amarillo), ademas sus caracteristicas
morfoldgicas mejoran al observarse colonias mas abultadas, de mayor tamafio y coloracion mas
acentuada. En este microorganismo el purpura de bromocresol mejoré la respuesta al cambio de pH.
También se pudo apreciar el cambio de color, observando el fondo de la placa, donde a profundidad se
pudo apreciar adecuadamente la reaccion en forma de halo de color amarillo alrededor de la colonia.

En el caso de Candida krusei, el aumento del contenido de glicerol favorece la mejor visualizacion del
cambio de color del medio (amarillo), ademas sus caracteristicas morfolégicas mejoran al observarse
colonias de mayor tamafio de 1 a 3 mm y coloracion blanca mas acentuada. Para este microorganismo el
azul de bromotimol favorecio la deteccion del cambio de color en el medio (viraje a amarillo) al aumentar
la concentracion del sustrato. En general, la adicion de agar en concentracién de 13 g/L favorecio el
tamafio de las colonias, aunque se considerd que debajo de ese nivel la superficie del medio podia
quebrarse al sembrar por el método de estrias.

Ejemplo 13

Varios inhibidores de los microorganismos Gram-negativos y Gram-positivos fueron analizados y
comparados (tabla 21) con vistas a determinar cuales pueden ser utilizados en la composicion del medio
nutritivo de la presente invenciéon y para comparar la adiciéon de aquellos que han sido reportados por
diferentes autores y que aparecen en el estado de la técnica.

Se sembraron 6 especies de Candida y 6 cepas de microorganismos Gram-positivos y Gram-negativos
(por estriado en la superficie a partir de un inéculo 108 UFC/mL) a inhibir, entre ellas Proteus vulgaris,
Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Enterococcus faecalis y
Staphylococcus aureus.

Se incubaron las placas de los medios a 30 °C por 48 horas.Las variantes de medios nutritivos 38 y 39
permitieron la total inhibicién de los microorganismos Gram-negativos y Gram-positivos ensayados. Las
especies de Candida mostraron buen crecimiento. El color de las diferentes especies fue marrén oscuro, a
excepcion de Candida glabrata que resulté blanca.

La variante 40 inhibié a todos los microorganismos Gram-positivos y a Proteus vulgaris. Todas las cepas
de Candida mostraron crecimiento muy abundante, con morfologia caracteristica y de color rosado.
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El medio nutritivo 41 inhibié a Candida krusei y Candida parapsilosis, no lograndose la total inhibicién de
los microorganismos Gram-negativos.

Las variantes 42 y 43 resultaron demasiado inhibitorias para los microorganismos a inhibir e incluso para
Candida y estas ultimas especies no crecieron en el medio.

Las variantes de 44 a 48, de manera similar inhibieron totalmente a las especies de Candida.

Como resultado de los ensayos se pudo demostrar que de manera inesperada, solo el sulfito de sodio, el
citrato de amonio y bismuto y la rosa bengala, en combinacién con el extracto de boniato y su mezcla con
el extracto de levadura, permitieron el crecimiento y diferenciacion de todas las especies de Candida y
lograron inhibir los microorganismos de competencia, impidiendo que aquellos organismos Gram(]
negativos que pudieran tener las mismas reacciones de identificacion resultaran totalmente inhibidos, al
igual que los Gram-positivos que no crecieron en las variantes de los medios que contenian dichos
ingredientes.

Tabla 21. Formulaciones del medio nutritivo con diferentes inhibidores

Componentes g/L 38 39 40 41 42 43 44 45 | 46 47 48
Extracto de 10,0 X X X X X X X X X X X
boniato

Extracto de 10,0 X X X X X X X X X X X
levadura

Fosfato 1,0 X X X X X X X X X X X
monopotasico

Sulfato de 0,5 X X X X X X X X X X X
magnesio

Agar 15,0 X X X X X X X X X X X
Desoxicolato de 0,5 X

sodio

Sulfito de sodio 3,0

Citrato de amonio 5,0

y bismuto

Glicina 3,0 X

Rosa bengala 0,05 X

Solucién de telurito 18 mL X X X

de potasio al 2 %

Cloruro de litio 5,0 X

Cetrimida variable 0,3 | 1,0

Acido bérico variable 10 | 30 | 50
Ejemplo 14

Se efectud un experimento con el objetivo de estudiar el efecto de la leche descremada en calidad de
agente nutricional como aporte de proteinas y azucares (lactosa) a la composicién.

En la tabla 22 aparece la composicion de un disefio experimental para comparar diferentes composiciones
nutritivas, teniendo en cuenta dos niveles de concentracion de leche descremada en polvo. Se comparan
las respuestas con una composicion basica de la presente invencion sin la inclusién de la leche (variante
49 de la tabla 22) y con dos formulaciones (variante 49 y variante 50) que no responden a lo reivindicado
en la solucion propuesta, pues solo contienen el extracto de boniato.
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Tabla 22. Ingredientes del medio experimental

Componentes g/L 49 50 51 52
Extracto de boniato 10,0 X X

Mezcla de extracto de boniato 20,0 X X
y levadura

Leche descremada variables 5 10 5
Fosfato monopotasico 1,0 X X X X
Sulfato de magnesio 0,5 X X X X
Desoxicolato de sodio 0,5 X X X X
Glicerol 10 (mL) X X X X
Agar 15,0 X X X X

El pH de trabajo definido fue 6,8.

Todas las variantes de la composicion ensayadas se calentaron hasta ebullicion durante 2-3 min,
después de alcanzado el punto de fusion del agar y no se esterilizaron por autoclave.

Se inocularon varias especies del género Candida, tales como, Candida albicans, Candida tropicalis,
Candida krusei, Candida, kefyr, Candida parapsilosis, Candida glabrata y Saccharomyces cerevisiae.

Se incubaron las placas durante 48 horas a temperatura de 25 °C y la lectura arrojé que en las variantes
49 y 50 no se logré un desarrollo satisfactorio de las especies Candida glabrata, Candida krusei y
Candida parapsilosis, lo que puede estar debido a la escasez de elementos esenciales tales como,
vitaminas y factores de crecimiento presentes en el extracto de levadura.

Las variantes 51 y 52 mostraron un crecimiento satisfactorio para todos los microorganismos ensayados,
sin embargo, es necesario destacar que en la variante 49, las especies de Candida kefyr manifestaron, de
manera inesperada, un halo transparente debido al efecto proteolitico sobre la caseina. Ninguna otra
especie mostrd actividad proteolitica alguna. De esta manera se puede concluir que la leche descremada
en polvo, puede constituir un nuevo marcador de actividad proteolitica de Candida kefyr para identificarla
o diferenciarla del resto de las especies.

Ejemplo 15

Se evalud el efecto antibacteriano del acido nalidixico en combinacion con el desoxicolato de sodio frente
a un grupo de bacterias Gram-negativas y Gram-positivas, asi como levaduras pertenecientes al género
Candida.

El experimento consistid en un disefio que incluye una escala de concentraciones de acido nalidixico
desde 0,01 hasta 0,05 g. En la tabla 23 se presentan las composiciones para evaluar la capacidad de
inhibicion sobre las bacterias y la promocion del crecimiento de las especies fungicas.

Los medios de cultivo no se esterilizaron en autoclave, sélo se fundieron hasta lograr la completa
disolucion del agar durante 2 a 3 min. Se distribuyeron en placas estériles.

El pH final de los medios preparados fue 6,8.

Como se aprecia en la tabla 23, las especies microbianas cultivadas fueron: Escherichia coli, Enterobacter
aerogenes, Shigella flexneri, Salmonella typhimurium, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa,
Candida albicans, Candida tropicalis, Candida kefyr, Issachenkia orientalis (Candida krusei), Candida
glabrata y Candida parapsilosis.

La siembra se realizdé a partir de un inéculo estandarizado al 50 % de transmitancia por el método de
agotamiento del indculo en la superficie del medio agarizado, con el objetivo de obtener colonias aisladas.

Las placas fueron incubadas durante 48 horas a temperatura de 28 + 2 °C. La respuesta de los ensayos
arrojo, que el acido nalidixico en las tres concentraciones evaluadas inhibié totalmente las bacterias
Gram-negativas, excepto Pseudomonas aeruginosa. En cuanto a las levaduras del género Candida
sorprendentemente se aprecidé que, lejos de haber inhibicidon en su crecimiento, esta sustancia favorecio el
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desarrollo colonial de especies, tales como Candida krusei y Candida glabrata, siendo otras especies del
género también favorecidas pero con menor evidencia.

Tabla 23. Composiciones disefiadas para evaluar el efecto del acido nalidixico y el desoxicolato de sodio
como agentes inhibidores de las bacterias

Componentes g/L 53 54 55
Mezcla de extracto de boniato 20,0 X X X

y de levadura

Fosfato monopotasico 1,0 X X X
Sulfato de magnesio 0,5 X X X
Desoxicolato de sodio 0,5 X X X
Glicerol 10 (mL) X X X
Acido nalidixico variables 0,01g 0,03 g 0,05¢
Agar 15,0 X X X

Este efecto se logra de manera inesperada. Profundizando en la posibles causas, se puede llegar a la
conclusion, que los iones magnesio en la cantidad adicionada (0,5 g/L como sulfato de magnesio)
aumentan la resistencia de Candida al acido nalidixico.

El hallazgo de la no inhibicion de Pseudomonas aeruginosa resulté de interés, pues este microorganismo,
lejos de constituir un competidor no deseado en el diagndstico de Candida, resulta de interés su
identificacion en conjunto, pues, por ejemplo, la otomicosis ha sido considerada por un gran numero de
autores como una etiologia fungica, a pesar de que en realidad son las bacterias las responsables de la
mayor parte de las otitis externas y los hongos soélo estan implicadas en un escaso numero de estos
procesos. Se estima que las otitis externas constituyen de un 5 a 20 % de las consultas otologicas, la
mayoria de etiologia bacteriana. Las otitis externas son causadas principalmente por Pseudomonas, y
solamente un 15-20 % de éstas son atribuidas a hongos.

Ejemplo 16

Se ensayaron un conjunto de variantes experimentales con dos niveles de acido nalidixico en
combinacion con desoxicolato de sodio en calidad de inhibidores de bacterias Gram-negativas y Gram(]
positivas, y su combinacion con gliceroly Tween 80, con vistas a definir su efecto en el desarrollo de las
diferentes especies fungicas.

En la tabla 24 se presentan las composiciones que corresponden al disefio experimental evaluado.

Tabla 24. Composiciones para evaluar dos niveles de acido nalidixico en combinacién con glicerol y

Tween 80
Componentes g/L 56 57 58 59 60 61 62 63 64
Mezca de extracto 20,0 X X X X X X X X X
de boniato y de
levadura
Fosfato 1,0 X X X X X X X X X
monopotasico
Sulfato de 0,5 X X X X X X X X X
magnesio
Desoxicolato de 0,5 X X X X X X X X X
sodio
Acido nalidixico variable 0.03 0.05 - 0.03 0.05 - 0.03 0.05 -
Agar 15,0 X X X X X X X X X
Glicerol 10 (mL) - - - X X X - - -
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Tween 80 10 (mL) - - - - - - X X X

Se ajusté el pH a 6,8 y se sometieron a ebullicion para lograr la completa homogeneizacion del producto.
No se esterilizaron en autoclave.

Las composiciones se evaluaron por el método de estriado hasta el agotamiento del inéculo de las
especies: Candida albicans, Candida tropicalis, Candida kefyr, Candida glabrata, Isachenkia orientalis
(Candida krusei) y Candida parapsilosis.

Las placas fueron incubadas durante 48 horas a temperatura de 28 + 2 °C.

Los resultados muestran que el efecto del glicerol (variantes 59, 60 y 61), como suplemento en el medio
de cultivo, reporté un desarrollo colonial superior para todas las especies evaluadas que al utilizar el
Tween 80 como suplemento. Esta respuesta, desde la lectura a las 24 horas, evidenciaba los resultados
encontrados.

Aquellas variantes con acido nalidixico, con ambas concentraciones (0,03 y 0,05 g/L), al ser combinadas
con glicerol, manifestaron que lejos de suprimir el crecimiento y desarrollo de las colonias de especies de
Candida, éste fue favorecido. Con el Tween 80 se obtuvo un resultado mas discreto.

Ejemplo 17

Varios sustratos cromogénicos y fluorogénicos, con diferentes grupos cromégenos y/o fluorégenos, para
las enzimas glicosidasas (hexosaminidasas y beta-glucosidasa), presentes en determinadas especies del
género Candida, se evaluaron siguiendo el disefio experimental que se presenta en la tabla 25.

Tabla 25. Composiciones evaluadas con diferentes sustratos cromogénicos y/o fluorogénicos para

glicosidasas

Componentes g/L 65 66 67 68
Mezcla de extracto de boniato y de 20,0 X X X X
levadura

Fosfato monopotasico 1,0 X X X X
Sulfato de magnesio 0,5 X X X X
Desoxicolato de sodio 0,5 X X X X
Glicerol 10 mL X X X X
Agar 15,0 X X X X
4-MU-B-D-galactosaminida 0,1 X - - -
X-B-D-galactosaminida 0,1 - X - -
X-B-D-glucosaminida 0,1 - - X -
X-B-D-glc 0,1 X - - -
Salmon™-B-D-glc 0,1 - X - -

Leyenda:

4-MU-B-D-galactosaminida: 4-Metilumbeliferil-N-acetil-beta-D-galactosaminida
X-B-D-galactosaminida: 5-Bromo-4-cloro-3-indoxil-N-acetil-beta-D-galactosaminida
X-B-D-glucosaminida: 5-Bromo-4-cloro-3-indoxil-N-acetil-beta-D-glucosaminida
X-B-D-glc: 5-Bromo-4-cloro-3-indoxil-N-acetil-beta-D-glucopiranosido
SalmonTM-B-D-gIc: 6-Cloro-3-indoxil-N-acetil-beta-D-glucopiranosido

Las composiciones fueron ajustadas a pH 6,8 y se fundieron durante 2-3 minutos hasta lograr la completa
disolucion del agar. No se esterilizaron en autoclave.
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Las especies inoculadas fueron Candida albicans, Candida tropicalis, Candida kefyr, Candida glabrata,
Isachenkia orientalis (Candida krusei) y Candida parapsilosis.

La inoculacion de las especies se realizé por el método de diluciones seriadas, con el fin de detectar en
las colonias aisladas sus caracteristicas morfolégicas y culturales frente a los distintos sustratos utilizados.

Las placas fueron incubadas a 30 °C, durante 48 horas.

En la tabla 26, se destaca la influencia favorable de la presencia del glicerol como agente nutritivo, capaz
de favorecer el desarrollo de las especies de Candida ensayadas.

Tabla 26. Crecimiento de diferentes especies de Candida en las composiciones cromogénicas y/o

fluorogénicas

Variantes | UFC/pl Caracteristicas de las colonias
Vi ] acaen
icroorga-nismo la dilu’) Color Fluores-cencia Morfologia
cion
10° Azul | Rosa | Blanca
C. albicans 65 4 - - X redonda, lisa,
abultada y brillante,
66 10 - - -
J~1mm
67 3 X - - -
68 8 - - X -
C. tropicalis 65 9 X - - - redonda, lisa,
abultada y brillante,
66 4 - X - -
J~1-2 mm
67 2 - - X -
68 4 - - X -
C. glabrata 65 7 - - X - redonda, lisa,
abultada y brillante,
66 9 - - X -
d<1mm
67 3 - - X -
68 9 - - X -
C. kefyr 65 3 X - - - redonda, lisa,
abultada y brillante,
66 5 - X - -
D ~1mm
67 1 - - X -
68 6 - - X -
C. krusei 65 8 - - X - aplastadas,
opacas, bordes
66 6 - - X - irregulares,
67 6 - - X - @~ 2-4 mm
variable
68 8 - - X -
C. parapsilosis 65 11 - - X - superficie rugosa,
bordes regulares
66 13 - - X -
67 10 - - X -
68 9 - - X -
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Se evidencia la aparicion de caracteristicas cromaticas y fluorescentes en todas las variantes evaluadas,
destacandose la capacidad que posee Candida albicans de utilizar los sustratos de galactosaminida y
glucosaminida, y las especies de Candida tropicalis de emplear los sustratos cromogénicos del tipo
glucopiranésido.

La accion de la enzima galactosaminidasa, presente en Candida albicans, se aprecia con mayor claridad
en la variante 65, donde las colonias se identifican por su fluorescencia al ser iluminadas con una lampara
UV. Sin embargo, con el sustrato cromogénico para detectar esa misma actividad enzimatica (variante 66)
no se obtuvieron resultados positivos, al no colorearse las colonias. Esta respuesta negativa no era
esperada y resulté sorprendente y muy propio de la composiciéon especifica reivindicada en la presente
invencion.

En la variante 67 se logré que las colonias aisladas de Candida albicans, adquieran una coloracion azul
debido al empleo del sustrato cromogénico 5-Bromo-4-cloro-3-indoxil-N-acetil-beta-D-glucosaminida.

Las colonias de Candida tropicalis y Candida kefyr, manifiestan una coloracion azul y rosada para las
variantes 65 y 66, respectivamente, en dependencia de la incorporacién del componente X 6 Rosa al
glucésido, éste ultimo, utilizado por ambas especies.

Otras especies evaluadas, tales como, Candida parapsilosis, Candida krusei y Candida glabrata no
responden frente a ninguno de los sustratos incorporados, por lo que se identifican por sus caracteristicas
morfologicas.

Ejemplo 18

Se procedid a la evaluacion de una composicion que comprende el uso de agentes antibacterianos de
amplio espectro y sustratos cromogénicos especificos para la identificacion y diferenciacion de algunas
especies de Candida.

La evaluacion se realizé con la formula que aparece en la tabla 27 y se empleé como medio de referencia
el Chromagar Candida (Chromagar, Francia).

La preparaciéon de la composicién se realizé pesando el total de los ingredientes y empleando agua
desionizada. Se ajusto el pH a 6,8 y se llevo a ebullicién hasta la disolucion completa del agar durante 2-3
min.

El medio de referencia se prepard segun lo establecido en la etiqueta del fabricante, siendo su pH final de
5,9.

Se ensayaron un grupo de especies fungicas y de bacterias con vistas de evaluar la capacidad de
inhibicion y promocién del crecimiento de la composicion experimental, entre ellas: Candida albicans
ATCC 102321, Candida tropicalis, Candida kefyr, Candida krusei (Isachenkia orientalis) Candida glabrata
(Torulopsis), Candida parapsilosis, Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763, Saccharomyces uvarum
ATCC 9080, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Proteus vulgaris ATCC 13315, Salmonella
typhimurium ATCC 14028, Shigella flexneri ATCC 12022, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883, Enterococcus faecalis ATCC 19433 y Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Los resultados alcanzados fueron muy satisfactorios, lograndose inhibir todas las bacterias Gram(]
positivas y Gram-negativas inoculadas en el medio de cultivo, excepto Pseudomonas aeruginosa. Se
logré diferenciar las especies Candida albicans, Candida tropicalis y Candida kefyr de acuerdo a la
coloracion de las colonias aisladas. No obstante, Candida krusei y Candida parapsilosis por su coloracion
blanca, la primera opaca, y la segunda brillante, y por su morfologia colonial también pudieron ser
identificadas con la composicion de la presente invencion.

El medio de referencia, Chromagar Candida, solo permite la identificacion de las especies Candida
albicans, Candida tropicalis y Candida krusei y logra la inhibicion total de las bacterias ensayadas.

Tabla 27. Composicion del medio cromogénico segun la presente invencion

Componentes g/L 69
Mezcla de extracto de boniato y 20,0 X
levadura

Fosfato monopotasico 1,0 X
Sulfato de magnesio 0,5 X
Desoxicolato de sodio 0,5 X
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Agar 15,0 X
Glicerol 10 mL X
Acido nalidixico 0.03 X
X-B-D-glucosaminida 0,1 X
Salmon"™-p-D-glc 0,1 X

Leyenda:

X-B-D-glucosaminida: 5-Bromo-4-cloro-3-indoxil-N-acetil-beta-D-glucosaminida

SalmonTM-B-D-gIc: 6-Cloro-3-indoxil-N-acetil-beta-D-glucopiranosido

Ejemplo 19

Para detectar otras actividades enzimaticas dentro de las especies del género Candida se realiz6 un

disefio para definir con cual
especies fungicas de interé

o cuadles de los sustratos evaluados se lograba identificar el mayor nimero de
s. Este experimento se hizo imprescindible, ya que no era obvio (ejemplo 17),

que en la presente composicion, diferentes sustratos para una misma actividad brindaran iguales
respuestas, obteniéndose incluso respuestas negativas y contradictorias para algunas especies.

Las variantes consistieron en incorporar en concentracion de 0,1 g/L los siguientes sustratos
cromogeénicos y fluorogénicos que aparecen en la tabla 28. Los ingredientes fueron incorporados a la

composicion basica que col
en la tabla 28.

Tabla 28. Evaluacion de
fosfolipasa y glicosidasas

rresponde con la variante 69 de la tabla 25, segun el disefio que se presenta

otros sustratos cromogénicos para la deteccion de actividades estearasa,

Formulacién g/L 70 71 72 73 74 75 76 77 78
Composicion  de la | 37,3 X X X X X X X X X
variante 20 de la tabla 4

Magenta caprylate 0,1 X - - - - - - - -
X-nonanoate 0,1 - X - - - - - -
X-phos-inositol 0,1 - - X - - - - - -
4-MU-B-D-xyl 0,1 - - - X - - - - -
X-a-D-manosido 0,1 - - - - X - - - _
X-a-D-gal 0,1 - - - - - X - - -
X-B-D-glcUA - Na 0,1 - - - - - - X - -
SalmonTM-B-D-glc Var. - - - - - - - 0,1 0,5

Leyenda:

Magenta caprilate: 5-Bromo-6-cloro-3-indoxil-caprilate

X-nonanoate: 5-Bromo-4-cloro-3-indoxil nonanoate

X-phos-inositol: 5-Bromo-4-

4-MU-B-D-xyl: 4-Metilumbel

cloro-3-indoxil-mio-inositol-1-fosfato, amonio sal

iferil-beta-D-xilopiranosido

X-a-D-manosido: 5-Bromo-4-cloro-3-indoxil-alfa-D-manopiranosido

X-a-D-gal: 5-Bromo-4-cloro-3-indoxil-alfa-D-galactosido

X-B-D-glcUA-Na: 5-Bromo-4-cloro-3-indoxil-beta-D- acido glucuronido, ciclohexilamonio sal
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SalmonTM-B-D-gIc: 6-Cloro-3-indoxil-N-acetil-beta-D-glucopiranosido

A las composiciones se les ajusté el pH a 6,8 £ 0,1 y se esterilizaron hirviendo los mismos durante 2-3
minutos garantizando la totalidad de disolucion del agar.

Se inocularon por el método de estriado hasta el agotamiento del indculo las siguientes especies: 4
especies aisladas de Candida albicans, Candida albicans ATCC 10231 y Candida albicans ATCC 17111,
Candida tropicalis, Candida kefyr, Candida krusei, Isachenkia orientalis, Candida glabrata, Candida
parapsilosis, Saccharomyces uvarum ATCC 9080 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Las placas fueron incubadas a 30 °C durante 48 horas.

De manera general, se logro detectar cuales sustratros cromogénicos o fluorogénicos eran escindidos por
las diferentes especies de Candida.

Candida albicans se identifica por sus actividades fosfolipasa (sal de amonio del 5-Bromo-4-Cloro-30]
Indoxil-Mio-Inositol-Fosfato), a la beta glucosidasa, pero a muy alta concentracion del sustrato (6-Cloro-31(
indoxil-beta-D-glucopirandsido).

Candida tropicalis se identifica por sus actividades fosfolipasa (sal de amonio del 5-Bromo-4-Cloro-3[]
Indoxil-Mio-Inositol-Fosfato), beta-glucosidasa (6-Cloro-3-indoxil-beta-D-glucopiranésido) y mannosidasa
(5-Bromo-4-cloro-3-indoxil-alfa-D-mannopirandésido).

Candida kefyr se identifica por su actividad beta-glucosidasa (6-Cloro-3-indoxil-beta-D-glucopirandésido).

Candida parapsilosis se identifica por sus actividades fosfolipasa (sal de amonio del 5-Bromo-4-Cloro-3(]
Indoxil-Mio-Inositol-Fosfato) y xilosidasa (Metilumbeliferil-beta-D-xilopirandsido).

Candida krusei, Isachenkia orientalis y Candida glabrata por su color blanco (opaco y brillante,
respectivamente) debido a la ausencia de las mencionadas actividades enzimaticas.

Saccharomyces uvarum ATCC 9080 por su actividad fosfolipasa y Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 no respondié a ninguno de los sustratos empleados, aunque mostré fluorescencia verdosa al incidir
luz UV sobre las colonias.

Ejemplo 20

Se tomé la composicion descrita en la variante 68 de la tabla 25 y se le afiadieron los sustratos
cromogeénicos Y fluorogénicos descritos en la tabla 29.

Cada variante se ensay6 a 3 valores diferentes de pH: 6,0-6,4 y 6,8
Lo resultados resultaron:

Candida albicans se identifica por sus actividades L-prolina aminopeptidasa (L-prolina-7-amido-4[]
metil-coumarina hidrobromuro) y alfa glucosidasa (Metil-umbeliferil-alfa-D-glucopirandsido); Candida
tropicalis y Candida parapsilosis se identifican por su actividad alfa- glucosidasa (Metil-umbeliferil-alfa-D [
glucopiranésido). Candida parapsilosis, ademas, respondi6 al sustrato para la L-prolina aminopeptidasa
(L-prolina-7-amido-4-metil-coumarina hidrobromuro).

Tabla 29. Evaluacion de otros sustratos cromogénicos para la deteccién de actividades aminopeptidasa,
glicosidasas y fosfatasa alcalina

Formulacién g/L 79 80 81 82 83 84
Composicion  de la | 37,3 X X X X X X
variante 20 de la tabla 4

H-Pro-AMC-HBr 0,1 X - - - - -

PNP-B-D[J 0,1 - X - - -

galactosaminida

PNP-B-D-glucosaminida | 0,1 - - X - - -

4-MU-a-D-glc 0,1 - - - X - -

Y-phos.diNa 0,1 - - - - X -

3-Indoxil-colina-fosfato 0,1 - - - - - X
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Leyenda:

H-Pro-AMC-HBr: L-prolina-7-amido-4-metil-coumarina-hidrobromuro
PNP-B-D-galactosaminida: 4-nitrofenil-N-acetil-beta-D-galactosaminidina
PNP-B-D-glucosaminida: 4-nitrofenil-N-acetil-beta-D-glucosaminidina
4-MU-a-D-glc: 4-Metilumbeliferil-alfa-D-glucopiranosido

Y-phos.diNa: 3-Indoxil-fosfato-sal sodica

Candida albicans no mostré resultados satisfactorios en la presente composicion, frente a los sustratos de
hexosaminidasas evaluados (PNP-B-D-galactosaminida y PNP-B-D-glucosaminida) ya que ambos
difunden al medio y no se puede asociar la reacciéon cromogénica a una determinada colonia.

Las demas especies de Candida no escindieron ninguno de los sustratos ensayados.

Las composiciones que poseian valores de pH de 6,4 y 6,8 fueron las que promovieron mayor desarrollo
de las colonias (tamafio y morfologia caracteristica) y una mayor intensidad del color.

Ejemplo 21

El experimento tuvo por objetivo evaluar el efecto de la adicién de trehalosa o glicerol en el crecimiento y
diferenciacion por cromogénesis o fluorogénesis de especies de Candida. La composicién ensayada y sus
variantes se muestra en la tabla 30.

Tabla 30. Composicion de medios nutritivos para ensayar diferentes componentes

Componentes g/L 85 86 87 88
Mezcla de extracto de boniato 20,0 X X X X
y de levadura

Fosfato monopotasico 1,0 X X X X
Sulfato de magnesio 0,5 X X X X
Desoxicolato de sodio 0,5 X X X X
Glicerol 10 (mL) X X
Trehalosa 10,0 X X

Acido nalidixico 0,03 X X X X
Agar 15,0 X X X X
X-B-D-glucosaminida 0,1 X X X X
Salmon™-B-D-glc 0,1 X X X X
X-phos-inositol 0,1 X X
4-MU-a-D-glc 0,1 X X

En la tabla 31 se muestran los resultados de estos experimentos.

Se observé que la presencia de glicerol favorecié el crecimiento de algunas de las especies ensayadas
(Candida albicans, Candida krusei).

La trehalosa, para algunas especies, en ausencia de glicerol lejos de promover el crecimiento, lo
disminuyé (por ejemplo, para Candida krusei).

La adicién de trehalosa si provocd una intensificacion significativa de la reaccidbn cromogénica para
Candida albicans y Candida tropicalis. Este hallazgo resultd inesperado y no se habia reportado en el
estado del arte, ya que la trehalosa se ha empleado ampliamente en los medios de cultivo para promover
crecimiento e identificar Candida glabrata.
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Candida albicans se identifica por sus actividades de la hexosaminidasa (5-Bromo-4-cloro-3-indoxil-N[J
acetil-beta-D-glucosaminida), alfa-glucosidasa (Metilumbeliferil-alfa-D-glucopirandsido) y fosfolipasa (sal
de amonio del 5-Bromo-4-Cloro-3-Indoxil-Mio-Inositol-Fosfato); Candida tropicalis se identifica por sus
actividades alfa- y beta- glucosidasas (Metilumbeliferil-alfa-D-glucopirandsido y 6-Cloro-3-indoxil-beta-D(]
glucopiranésido) y fosfolipasa (sal de amonio del 5-Bromo-4-Cloro-3-Indoxil-Mio-Inositol-Fosfato); Candida
kefyr se identifica por su actividad beta-glucosidasa (6-Cloro-3-indoxil-beta-D-glucopiranésido); Candida
parapsilosis se identifica por su actividad alfa-glucosidasa (Metil-umbeliferil-alfa-D-glucopirandsido).
Candida krusei y Candida glabrata por su color blanco (opaco vy brillante, respectivamente) debido a la
ausencia de las mencionadas actividades enzimaticas.

Tabla 31. Caracteristicas de diferentes especies de Candida en las composiciones cromogénicas y/o
fluorogénicas

Variantes Caracteristicas de las colonias
Microorga-nismo Color Fluores Morfologia
cencia
Azul Violl | Rosa Blan[J
leta ca
C. albicans 85 X+ - - - - Redonda, lisa,
abultada y brillante,
86 X+ - - - X
J~2mm
87 X - - - -
88 X - - - X
C. tropicalis 85 - X+ - - - Redonda, lisa,
abultada y brillante,
86 - X - - X
J~1-2 mm
87 - X - - -
88 - X - - X
C. glabrata 85 - - - X - Redonda, lisa,
abultada y brillante,
86 - - - X -
<1 mm
87 - - - X -
88 - - - X -
C. kefyr 85 - - X - - Redonda, lisa,
abultada y brillante,
86 - - X - -
J~1mm
87 - - X - -
88 - - X - -
C. krusei 85 - - - X - Aplastadas,
opacas, bordes
86 - - - X - irregulares,
87 - - - X+ - & =~ 2-4 mm
variable
88 - - - X+ -
C. parapsilosis 85 - - - X - Superficie rugosa,
bordes regulares
86 - - - X X
87 - - - X -
88 - - - X X
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Leyenda:

X+: elevada intensidad del color

Ejemplo 22

La composicion para el cultivo de especies fungicas se muestra en la tabla 32.
El pH de la composicién se establecié en 6,6.

Como resultado de estos ensayos de obtuvo una diferenciacién muy marcada de las especies fungicas de
interés clinico, especificamente con la variantes 90 y 93 se obtuvieron intensidades de las reacciones
cromaticas mucho mas intensas que todas las anteriormente descritas y que las observadas en medios
cromogeénicos existentes.

Tabla 32. Medio nutritivo para ensayar la adicién de maltosa y trehalosa en presencia de glicerol

Componentes g/L 89 90 9 92 93
Extracto de boniato variable 10,0 10,0 10,0 10,0 20,0
Extracto de levadura 10,0 X X X X X
Fosfato monopotasico 1,0 X X X X X
Sulfato de magnesio 0,5 X X X X X
Desoxicolato de sodio 0,5 X X X X X
Glicerol 10 (mL) X X X X X
Trehalosa 10,0 X

Maltosa 10,0 X

Acido nalidixico 0,03 X X X X X
Agar 15,0 X X X X X
X-B-D-glucosaminida 0,1 X X X X X
SalmonTM-B-D-glc 0,1 X X X X X
X-phos-inositol 0,1 X

En particular Candida albicans, en presencia de trehalosa o maltosa combinadas con glicerol, mostro, de
manera no esperada, un color azul verdoso o verde (para la variante 90) muy bien diferenciable del resto
de las especies; Candida tropicalis resulté de color azul violaceo intenso y, sin embargo, en las variantes
91 y en la 92 resultaron rosas-azuladas. Candida kefyr presentd en todas las variantes una coloracion
rosada, mientras Candida parapsilosis, en las variantes 89, 90 y 91 resultaron blancas y en la 92 tomo
una coloracién azul pdlida. Candida krusei y Candida glabrata resultaron blancas y se identifican por la
opacidad o brillantez como ya se describié en los ejemplos anteriores.

El aumento al doble de la concentracion del extracto de boniato favorecié la intensidad de la reaccion
cromogénica de Candida albicans y Candida tropicalis y de manera general la morfologia (tamafio) de
las colonias de todas las especies.
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REIVINDICACIONES

Medio nutritivo para el cultivo de levaduras caracterizado por contener una mezcla de extracto de
boniato con extracto de levadura o de tomate, agar y sustancias que propician la identificacion de las
diferentes especies de Candida seleccionadas entre los sustratos cromogénicos y fluorogénicos,
indicadores o colorantes, fuentes de carbono y sales organicas e inorganicas que se encuentran en el
medio nutritivo seleccionadas entre el 5-Bromo-4-Cloro-3-Indoxil-Mio-Inositol-Fosfato, el Metill
umbeliferil-alfa-D-glucopirandsido, el 5-Bromo-4-cloro-3-indolil-N-acetil-B-D-glucopiranosido, el 61
Cloro-3-Indoxil-B-D-glucopiranosido, la 4-Metilumbeliferil-N-acetil-3-D-galactosaminida, la 5-Bromo-41]
cloro-3-indoxil-N-acetil-beta-D-glucosaminida, L-prolina-7-amido-4-metil-coumarina hidrobromuro, L[]
prolina paranitroanilida, purpura de bromocresol, azul de bromotimol, leche descremada, glicerol y
sulfato de magnesio.

Medio nutritivo para el cultivo de levaduras segun la reivindicacion 1 caracterizado por contener una
mezcla de extracto de boniato con extracto de levadura o de tomate, en cantidad de 20 a 30 g/L,
encontrandose el extracto de boniato en cantidad de 50 a 67 % con respecto a la masa de la mezcla,
de 13 a 15 g/L de agar y las sustancias que propician la identificacion de las diferentes especies de
Candida seleccionadas entre los sustratos cromogénicos y fluorogénicos, indicadores o colorantes,
fuentes de carbono y sales organicas e inorganicas que se encuentran en el medio nutritivo en
cantidad de 0 a 26 g/L, preferiblemente el 5-Bromo-4-Cloro-3-Indoxil-Mio-Inositol-Fosfato, en
cantidades de 0 a 0,1 g/L, el Metil-umbeliferil-alfa-D-glucopiranésido de 0 a 0,1 g/L, el 5-Bromo-4[]
cloro-3-indolil-N-acetil-B-D-glucopiranosido de 0 a 0,1 g/L, el 6-Cloro-3-Indoxil-B-D-glucopiranosido de
0 a 0,1 g/L, la 4-Metilumbeliferil-N-acetil-B-D-galactosaminida de 0 a 0,15 g/L, la 5-Bromo-4-cloro-3[]
indoxil-N-acetil-beta-D-glucosaminida de 0 a 0,1 g/L, L-prolina-7-amido-4-metil-coumarina
hidrobromuro de 0 a 0,5 g/L, L-prolina paranitroanilida de 0 a 0,2 g/L, purpura de bromocresol de 0 a
0,04 g/L, azul de bromotimol de 0 a 0,08 g/L, leche descremada de 0 a 5 g/L, glicerolde 0 a 25 g
(mL)/L y sulfato de magnesio de 0 a 0,5 g/L.

Medio nutritivo segun la reivindicacién 1 y 2, caracterizado porque contiene una combinacion de
potenciadores de la reacciéon cromogénica consistente en maltosa o trehalosa.

Medio nutritivo segun la reivindicacién 3, caracterizado porque la maltosa o trehalosa se encuentra
en cantidades de 1 g por cada g (mL) de glicerol.

Medio nutritivo segun reivindicaciones de la 1-4, caracterizado porque contiene sustancias que
aportan nitrégeno, especificamente aquellas seleccionadas entre la glicina, peptona bacterioldgica e
hidrolizado enzimético de caseina.

Medio nutritivo segun reivindicacion 5, caracterizado porque las sustancias que aportan nitrégeno, se
encuentran en cantidades de 0 a 13 g/L, especificamente la glicina a concentracién de 0 a 3 g/L,
peptona bacterioldgica de 0 a 5 g/L e hidrolizado enzimatico de caseinade 0 a 5 g/L.

Medio nutritivo segun reivindicaciones de la 1 a la 6, caracterizado porque contiene inhibidores de las
bacterias que son preferiblemente seleccionados entre el acido nalidixico, la rosa bengala, , el
desoxicolato de sodio, sulfito de sodio, el citrato de amonio y bismuto y el cloruro de
tetrafeniltetrazolio.

Medio nutritivo segun la reivindicacion 7, caracterizado porque los inhibidores de las bacterias se
encuentran en una cantidad de 0 a 10 g/L y mas especificamente el acido nalidixico, se adiciona en
cantidad de 0 a 0,05 g/L, la rosa bengala, en cantidad de 0 a 0,05 g/L, el desoxicolato de sodio de 0
a 0,5 g/L, sulfito de sodio de 0 a 3 g/L, el citrato de amonio y bismuto de 0 a 5 g/L y el cloruro de
tetrafeniltetrazolio de 0 a 0,05 g/L.

Medio nutritivo segun las reivindicaciones de 1 a 8, caracterizado porque contiene sustancias
reguladoras del pH y activadores enzimaticos, en cantidades de 0 hasta 6 g/L, preferiblemente el
fosfato monopotasico, el fosfato dipotasico y el 3-Morpholino-propansulfonsaure .

Medio nutritivo segun las reivindicacion 9, caracterizado porque el fosfato monopotasico se
encuentra en una cantidad de 0 a 1 g/L, el fosfato dipotésico de 0 a 4 g/L y el 3-Morpholino(]
propansulfonsaure (acido 3-morpholino-propano sulfénico), también conocido MOPS, de 0 a 0,5 g/L.

Medio nutritivo segun las reivindicaciones de 1 a la 10, caracterizado porque la totalidad de los
ingredientes a utilizar, se afiaden en cantidad de 35 a 50 g en 1 litro de agua destilada o desionizada
conunvalordepHde5a?7.

Medio nutritivo segun la reivindicacién 11, caracterizado porque el pH se ajusta a valores entre 6,0 y
6,8.
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