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control microbiolégico

Estudio comparativo entre diferentes
medios de cultivo en placa de contacto
para control microbioldgico

(recuento total) de superficies

Ana Esponera del Campo*, Cristina Cordero Enriquez*, Gregorio Kaklis Orozco*,
Jorge Sanchis Solera*

Se pretende establecer una comparacion entre diferentes medios de cultivo

para recuento total en placa de contacto a fin de averiguar cudles son los mds idéneos
en el control microbiolégico de superficies. Se estudian tanto |a recuperacion de UFC
como la diversidad de especies.

A comparison between several kinds of culture media for total count in contact plates
is made to find the best media for microbiological surface testing. Recovery of CFU
and species diversity are studied.

Material y métodos de muestreo diferentes de industrias, hospitales y
lugares publicos. En cada lugar se han tomado

Se han utilizado 640 placas de contacto prepara- muestras diarias durante una semana laborable (5

das con 8 medios de cultivo distintos para recuento dias).
total. Los estudios se han realizado en 17 puntos
Resultado
Muestra TSA1 TSA2(LP) PCA PCA-C NUT.A LPTX LPTX-C D/EN
1 8 10 40 7 5 19 12 15
4 5 4 3 4 6 4 4
2 13 6 4 91 76 10 5 12
3 4 4 7 5 4 2 4
3 112 29 56 5 55 6 1 15
4 4 5 3 4 2 2 5
4 52 11 480 1 32 34 3 67
2 4 2 1 2 2 2 2
5 10 32 10 1 10 9 8 9
2 2 3 1 3 3 2 1
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PCA PCA-C NUT.A
MU 17 4
1 4 2
32 26 22
3 3 5
23 26 43
2 5 4
36 12 38
2 2 2
96 15 102
5 5
20 80 35
6 6 6
80 65 75
7 7 6
100 85 180
6 7 7
29 60 80
2 2 3
94 79 71
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1 0 4
1 0 2
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6 5
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Muestra TSA1 TSA2(LP£ PCA PCA-C NUT.A LPTX  LPTX-C D/EN

45 570 36! 55 820 384 153 128 117

4 6 6 8 6 5 4 1

46 104 144 240 288 MU+ 192 72 600

7 4 7 8 1 7 3 3

47 45 216 46 120 68 25 48 50

6 4 6 7 6 4 4 4

48 172 74 54 130 78 336 45 92

5 5 6 4 4 7 7 4

49 288 570 144 160 432 121 68 98

4 3 3 5 4 4 4 4

50 336 168 48 49 156 120 1IMU 65

6 4 4 5 7 8 2 8

51 24 20 7 12 74 30 26 18

4 4 3 5 4 6 5 4

52 1 20 3 21 10 17 1 10

2 3 2 5 3 3 2

53 24 67 9 27 11 74 liMU 50

3 3 3 3 3 4 3

54 73 17 3 23 6 45 IMU 28

3 2 1 2 3 3 4

55 63 64 1 18 36 30 1IMU =

4 3 1 3 3 =

56 MU MU My MU MU (MU MU MU
3 5 6 6 5 5 5

57 768 MU IIMU 780 ML IC 912 80

6 3 7 3 6 8 4 4

58 IC 480 124 840 432 IIMU 850 90

6 3 6 4 6 6 4 3

59 648 336 80 700 97 672 930 480

3 4 4 4 5 3 4 5

60 882 148 12 IIMU 139 = 120 68

6 7 ) 4 7 - 3 5

61 115 59 28 97 95 31 83 70

7 6 6 9 7 6 6 6

62 62 57 35 81 45 51 47 18

5 6 5 5 6 4 4 6

63 30 ih| 41 34 30 24 55 1

1 1 4 3 3 3 4

64 960 648 504 752 IC IC 408 IC

1 1 1 1 1 2 1 1

65 4 8 0 0 5 150 3 6

3 2 0 0 2 1 1 2

66 - - - - - - N =

67 - - - - - - - -

68 - - - - - - - -

69 = - - - - - - -

70 4 30 2 8 3 25 6 12

2 2 1 2 1 2 3 2

71 IC 300 5 12 400 8 40 2

4 6 4 4 7 5 4 2

72 IC IC IC 15 15 16 IC 40

6 6 5 5 5 4 3 6

73 408 480 360 35 264 360 7 60

5 5 6 5 5 5 5 8

74 264 264 50 48 60 30 160 80

4 5 G 4 6 4 8 4

75 240 60 120 336 40 240 6 288

7 3 7 8 4 6 1 5

76 20 IC 100 120 IIMH IC 15 IC

5 6 4 10 3 8 4 4

77 IC 4 175 125 6 16 IIMH 40

% 1 7 7 5 3 6 8

78 140 696 120 5 FE; IC 6 9

3 4 6 4 4 4 6

79 216 168 336 720 456 240 360 600

7 4 9 5 4 5 6

80 IC 840 IC IC IC IC 480 IC

5 5 4 5 4 5 2 2

Leyenda del cuadro de resultados fotal, por placa de contacto de 55 mm de didmetro, de
UFM (bacterias, levaduras y mohos).
La primera cifra de cada apartado se refiere al recuento Cuando en vez de un ntimero aparecen siglas, éstas sig-
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nifican:

— IIMU: Incontables por invasion de especie mucosa

— IIMH: incontables por invasion de moho

— IIML: Incontables por invasion de colonia en melena de
ledn

— IC: Incontables por confluencia de colonias (se han
considerado incontables las placas con mds de 999 colo-
nias y no se han tenido en cuenta para el estudio de re-
cupetacién de colonias, si para el de diversidad de espe-
cies)

— (=) : No se pudo tornar la muestra

La segunda cifra de cada apartado se refiere a la diversi-
dad en ndmero de especies distinguibles a simple vista
por la morfologia y color de la colonia.

Medios de cultivo:

-~ TSA1: Tryptic Soy Agar Microkit

— TSAZ (LP): Tryptic Soy Agar con Lecitina y Polisorbato
Muttinacional USA

-~ PCA: Plate Count Agar Microkit

— PCA-C: Plate Count Agar con particulas de carbon ac-
tivado Microkit

— NUT.A: Nutrient Agar Microkit

— LPTX: Lecithin Polisorbate Triton X100 Agar Microkit

— LPTX-C: LPTX100 Agar con particulas de carbon acti-
vado Microkit

— D/E N: D/E Neutralizing Agar Microkit

Lugares de la foma de muestras (5 dias seguidos):

— 1-5: Zona limpia de laboratorio farmacéutico (zona de
paso)

— 6-10: Suelo de despacho laboratorio farmacéutico bajo
aire acondicionado

— 11-15: Suelo en laboratorio de andlisis de alimentos

— 16-20: Cabina de flujo laminar en laboratorio de anali-
sis de alimentos

— 21-25: Matadero, mesa de teflon

— 26-30: Matadero, sierra de cuarteado

— 31-35: Suelo del cuarto de estar en una residencia de
ancianos

— 36-40: Suelo de la cocina de una residencia de ancia-
nos

— 41-45: Suelo del consultorio de un ATS

— 46-50: Suelo del WC de una clinica

— 51-55: Suelo del WC de una guarderia

- 56-60: Suelo del cuarto de estar de una guarderfa

- 61-64: Suelo de una oficina

— 65: Mesa de operaciones de un quirdfano

— 66-70: Suelo de un quirdfano

- 71-75: Equipo de procesado en una fdbtica de zumos
de citricos

— 76-80: Almacén de materias primas en una fabrica de
derivados de citricos

Media de recuento incluidos los lugares con recuen-
tos altos

N¢ colonias en placas con menos de 1000 UFC / N® pla-
cas con menos de 1.000 UFC

técnicas de LABORATORIO n® 172

TSA1:13.487 /61 = 221,10 UFC/placa
TSA2(LP): 10.974/62 = 177,00 “
PCA: 8.011/63= 127,16 “
PCA-C: 10.676/63 = 169,46 “
NUT.A:9.752/62'= 157,29 #

LPTX: 11.704 /61 = 191,87 “
LPTX-C:8.713/58 = 150,22 “
D/E N: 8.937/62 = 144,15 "
Total: 82.254 /492 = 167,18 %

Media de recuento excluidos los lugares con recuen-
tos altos

N2 colonias en placas con menos de 100 UFC / N° placas
con menos de 100 UFC

TSAT1:984/31 = 31,74 UFC/placa

TSA2(LP): 1.238/34 = 36,41

PCA: 1.450/39 = 37,18  *
PCA-C: 1.513/42 = 3602 *
NUT.A: 1.470/39 = 3769 °
LPTX: 1.268/33 = 5847 ™
LPTX-C: 1.153/37 = 31,16  “
D/EN: 1.822/43 = 4237 -~

Total: 10.898 /298 = 36,57 “

Media de diversidades

Suma del nimero de especies / N? placas con recuento
inferior a 1.000 UFC

TSA1:319/74 = 4,31 spp/placa
TSA2(LP): 280/ 74 = 3,78 ¥
PCA: 311/75= 4,15 “
PCA-C:328/75 = 4,37 “
NUTA:307/75= 4,09 “
LPTX:308/74 = 4,16 ’

LPTX-C:270/75 = 3,60 “
D/EN:334/74 = 4,51 “
Total: 2.457 / 596 = 4,12 #

Conclusiones y comentarios

Se han leido 492 placas de contacto, con un total
de 82.254 colonias.

Tras la lectura de resultados resulta evidente
que la recuperacion en UFM (bacterias, levaduras y
mohos) por medio es maxima para el TSA (221,10
UFC/placa), seguido del LPTX (191,87 UFC/placa),
del TSA-LP (177,00 UFC/placa) y del PCA-Carbon
(169,46 UFC/placa), en lugares muy contaminados
(recuentos inferiores a 1.000 UFC/placa).

En lugares mas limpios, con un maximo de 100
UFC/placa, la maxima recuperacion la da el D/E
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Neutralizing (42,37 UFC/placa), seguido del LPTX
(38,42 UFC/placa), del Nutrient Agar (37,69
UFC/placa) y del PCA (37,18 UFC/placa).

Los recuentos minimos los dan, en sitios sucios,
el PCA (127 UFC/placa), seguido por el D/E Neu-
tralizing (144,15 UFC/placa), el LPTX-Carbdn
(150,22 UFC/placa) y el Nutrient Agar (157,29
UFC/placa). En sitios menos sucios, los minimos
corresponden al LPTX-Carbon (31,16 UFC/placa),
seguido del TSA (31,74 UFC/placa), del PCA-Car-
bén (36,02 UFC/placa) y del TSA-LP (36,41
UFC/placa). '

En cuanto a la diversidad, es maxima en el D/E
Neutralizing (4,51 aspectos coloniales diferentes
por placa), seguido por el PCA-Carbdn (4,37) y por
el TSA (4,31). El maximo absoluto de aspectos co-
loniales diferentes en una sola placa tambien lo da
el D/E Neutralizing (12 en una placa, 11 enotray 10
en otra), seguido por el PCA-Carbén (10 en una
placa) empatado con el TSA (10 en una placa).

La minima diversidad corresponde al LPTX-Car-
bon (3,60 aspectos coloniales diferentes por placa),
seguido por el TSA-LP (3,78), el Nutrient Agar
(4,09), el PCA (4,15) y el LPTX (4,16).

Se concluye asi que no siempre es bueno afadir
inactivadores de los desinfectantes a los medios de
cultive y que cada laboratorio debe elegir el medio
de cultivo dptimo segin busque maxima recupera-
cion en sitios limpios, maxima recuperacién en si-
tios sucios o maxima diversidad.

La lectura resulta mas facil en los medios con
carbén y en el D/E Neutralizing, ya que las colonias
contrastan de forma excelente con el fondo, y apa-
recen francamente nitidas. Lo opuesto ocurre en
los medios incoloros y transparentes, sobre todo el
el TSA-LP, cuyas colonias son muy difusas.

Las colonias aparecidas en el D/E Neutralizing
son mas pequefias que en los otros medios, de for-
ma constante. Las especies invasoras afectan me-
nos a este medio (2 placas de 74 contadas) y al
LPTX (2 placas de 74 contadas), y mas al LPTX-
Carbdn (10 placas de 75). Los demds medios su-
fren mas o menos por igual la aparicién de espe-
cies invasoras (3-4 placas de 74-75 contadas).

Si medimos la dispersion de los resultados se-
gun los medios, para cada muestra, mediante la va-
rianza o la desviacion tipica, advertiremos que es
muy elevada. Por ofra parte, el indice de agrega-
cion es superior a 1, los individuos estén agrupados
aunque los grupos puedan a su vez estar distribui-
dos al azar (distribucion contagiosa). Todo ello ha-
ce ver que es totalmente insuficiente tomar una so-
la placa al dia para conocer el nivel de contamina-
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cién de una superficie. La muestra para cada lugar
concreto ha de ser de al menos 5 placas en sendos
subespacios escogidos al azar.

Una mayor profundizacién en estudios estadisti-
cos a partir de la tabla de resultados puede dar [u-
gar a otras conclusiones interesantes que escapan
a los objetivos de este trabajo, por ejemplo la com-
paracion de medias para cada tipo de laboratorio
(farmacéutico, alimentario, hospitalario...).

Tampoco era objetivo del presente trabajo identi-
ficar las especies encontradas, pero cabe decir que
la flora ha resultado ser muy constante (aproxima-
damente 40 aspectos coloniales diferentes). Las
especies mas frecuentes y cosmopolitas han sido,
por orden decreciente de frecuencia, las siguientes:

A. Bacterias (més del 97 % de la flora aparecida):

1. Estafilococos (cat +, coag —,) no patégenos, di-
versas especies pigmentadas de tonos blanco,
amarillo-limén, amarillo-canario, rosado tenue,ro-
sado casi rojo, naranja, salmon...(carotenoides)
que son flora normal de la piel humana. Represen-
tan cerca del 30 % de las especies encontradas.

2. Enterobacter aglomerans

3. Escherichia coli

4. Pseudomonas putida, Pseudomonas fluores-
cens con colonias pigmentadas

5. Citrobacter freundii

6. Enterobacterias con colonias invasoras mucosas
7. Bacillus sp. con colonias invasoras en melena de
ledén

8. Estreptococos con microcolonias

9. Etc.

B. Mohos (menos del 3 % de la flora aparecida):

1. Penicillium sp.pl.
2. Rhizopus sp.pl.
3. Alternaria sp.pl.
4. Aspergillus sp.pl.
5. Ete.
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