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Se describe cémo ha sido validado el medio de cultivo cromogénico Cromokit X-Staph Agar en todo tipo
de muestras alimentarias, cosméticas y ambientales. Existe una validacién similar especifica de este
medio en formato DryPlates, con resultados muy similares.
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INTRODUCCION

Los resultados obtenidos a Io Jargo de los dltimos
15 afios de servicios de aseguramiento externo de Ja
calidad de los laboratorios (servicios
intercomparativos SEILA), demuestran que los
medios de cultivo empleados por la mayoria de
laboratorios  para  deteccién  y/o recuento de
Staphylococus aureus (Baird-Parker, RPF, Mannitol
Salt Apgar) generan una proporcién aterradora de
resultados  falsamente positivos y falsamente
negativos, de modo que este microorganismo es
probablemente el pardmetro m4s problemstico actual
de detecci6n en la microbiologia alimentaria. Tras
varios afios y mejoras, Laboratorios MICROKIT lanza
al mercado la solucién a todos estos fallos, el agar
cromogénico Cromokit-X-Staph.

Entre septiembre de 2007 y julio de 2013
comparamos un fotal de 480 muestras de 24
intercomparativos en los ensayos Seilalimentos,
Seilagua y Seilaparfum y ademds se evaldan
internamente los medios con cepas de referencia
cuantitativas para el parfmetro de Staphylococcus
aureus, tanto en matrices alimentarias como en
matrices  cosméticas  siguiendo el  mélodo
MICROKIT® mediante el medio Cromokit-X-Staph
Agar, con respecto al método oficial (Normas
Técnicas oficiales vigentes para microbiologfa): UNE
11133-2 de control de calidad de medios de cultivo,
Baird-Parker segin Norma 1SO 6888-1 de alimentos
(con o sin RPF) e ISO 22718 de cosméticos, Mannitol
Salt Agar segin Pharmacopea e ISO 22718 de
cosméticos y con cepas cuantitativas de referencia
diana, interferentes y acompaiiantes.

El nucvo sistema validado tiene grandes ventajas
sobre el método cldsico, al incorporar un cromégeno
muy especifico del microorganismo diana que ahorra
las grandes cantidades de resultados falsamente
positivos y falsamente negativos de los medios de
referencia (Baird-Parker con o sin RPF Yy Mannitol
Salt Agar), de modo que ahorra confirmaciones
completamente innecesarias en colonias que no son de
las caracterfsticas de las diana (azules, brillantes,
pequefias a las 24 h de incubacién). Esto ahorra

mucha manipulacién, kits y galerfas de confirmacién,
asf como el tiempo de trabajo que todo ello supone.

MATERIAL Y METODOS

Se comparan Jos recuentos obtenidos en Cromokit
X-Staph Agar con respecto a los demds medios de nso
habitual para deteccién de S. aureus, indicados en la
Introduccién. Para ello, se emplean cepas cuantitativas
(lenticulas MICROKIT desde coleccién WDCM) de
los microorganismos més variados.

RESULTADOS Y DISCUSION

En los dltimos 24 ensayos intercomparativos (24
matrices, mds de 480 muestras repartidas entre més de
60 laboratorios) se pone en evidencia que el uso del
medio Cromokit X-Staph Agar en cualquiera de sus
presentaciones (medio deshidratado, placas, tubos y
frascos preparados, DryPlates-XStaph), no genera
ningiin falso negativo ni ningiin falso positivo, por lo
que su sensibilidad serfa del 100%, su especificidad
del 100% y su eficacia del 100%. Frente a una
sensibilidad del Baird-Parker del 68,1%, del RPF
todavia peor: del 61,9 % y del Mannitol Salt Agar del
95%; y a una especificidad del Baird-Parker del
78,2%, del RPF todavia peor: del 72,38% y del
Mannitol Salt Agar del 100%.

Por otra parte, estudiamos internamente los
pardmetros estindar de validacién cualitativa y
cuantitativa con lectura de resultados de las placas a
las 24-48 h, afiadiendo a las cepas diana (S, aureus)
varias interferentes (S. epidermidis, Micrococcus
Iuteus) y acompafiantes (E. coli, Bacillus cereus), en
20 matrices alimentarias y en 40 matrices cosméticas:

Sensibilidad: Obtenemos un 10 % de falsos
negativos en Baird-Parker, que queda asf invalidado.
Un 5% de falsos negativos en Mannitol Salt Agar que
es exactamente el valor mdximo tolerable para dar por
correcto el resultado de sensibilidad. Y un 0% en
Cromokit X-Staph Agar, lo que demuestra que es el
mejor medio.

Especificidad: Obtenemos vn 5% de falsos
positivos en Baird-Parker, y un 0% de falsos positivos
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tanto en Mannitol Salt Agar como en Cromokit X-
Staph, por lo que damos por correcto el resultado de la
especificidad en los tres medios, al ser tolerado hasta
un 5%.

En cuanto al limite de deteccién, ya quedarfa
demostrado que es al menos el del valor diana
inoculado en las muestras del  estudio
sensibilidad/especificidad. Sin embargo, en el intento
de mejorarlo con cepa diana a cada vez menos
concentracidn, los resultados son:
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Por lo que el limite de deteccién que hemos sido
capaces de demostrar en el 100% de muiestras es 9,6+
1,2 en Cromokit-X-Staph Agar y lo mismo en
Mannitol Salt Agar. Por debajo de este valor, son
simplemente la incertidumbre microbiolégica y el
conocido reparto heterogéneo de las muestras
microbiolégicas, los que no nos dejan detectar en el
100% de las muestras, lo cual no significa que nuestro
Ifmite REAL de detecci6n no sea inferior al 9,6 + 1,2
demostrado (como se observa en las muestras de 4,8 +
0,6 y de 7,2 + 09 ufc/inéculo en las cuales sf
detectamos, aunque siempre mds veces en Cromokit-
X-Staph Agar que en los otros medios), sino que en
las submuestras en que no detectamos, lo més
probable es que no hubiera llegado a entrar
microorganismo diana.

Exactitud:
Rango de recuento en media desviacién exuctitud
placs Baird-Parker
Bajo 19,15 *1.95 1126 %
Medio 33,10 +3,53 64,90 %
Alto 9190 +8,63 77,20% |
Rango de recuento en media desviaci6n exactitud
placa MSA
Bajo 19,97 +1,56 11742 %
Medio 3560 +3,12 69,80 %
Alto 93,70 +5,59 7871 %
Rango de recuento en media desviacién exactitud
placa Cromokit-X-
Staph B
Bajo 21,30 +1,34 259 %
Medio 39,00 +2,29 76,40 %
Alto 100,7 +4,83 84,60 %

Los tres medios recuperan un mimero adecuado de
colonias respecto a la cepa diana de referencia en los
tres rangos de recuento en placa (>50% tratdndose de

medios selectivos), si bien destaca por encima el
Cromokit-X-Staph Agar (>75% en los tres rangos)
seguido del Mannitol Salt Agar y por iltimo el Baird-
Parker.

Precision:
Rango de CV% Baird CV% CV%
recuento en Parker Mannitol Salt | Cromokit-X-
placa Agar Staph Agar
Bajo 10,18 % 7.80% 6,29 %
Medio 10,66 % 8,76 % 587 %
Alto 9,00 % 596 % 4,80 %

Se observa que la precisién ha sido similar en los 3
rangos. La precision es excelente en los tres medios,
aunque por algin motivo ha resultado algo mejor en
Cromokit-X-Staph Agar y secundariamente en
Mannitol Salt Agar.

Facilidad_de interpretacion. Las colonias de S.

aureus en este medio son azul oscuro (indigo) aunque
comienzan siendo purpura (burdeos), sin tener que
afiadir suplementos de yema de huevo con telurito ni
tener que observar halos que a tantos errores levan; la
gran ventaja adicional es que ya aparecen, pequefias
como como puntas de alfiler, en las primeras 24 h, sin
tener que esperar las 48 h del método estdndar, Las
colonias de otras especies de estafilococos crecen
pequefias pero azul claro (turquesa). En alimentos con
alta flora acompafiante de Bacillus, debe afiadirse
polimixina, para ahorrarse la aparicién de las colonias
de Bacillus (grandes y de color turquesa).

Para deteccién de estafilococos  coagulasa
positivos, simplemente realizar el ldtex a las colonias
pequefias azul oscuro (5. aureus) y si se desea,
también a las colonias azul claro (otros
Staphylococcus spp. que podrian ser coagulasa
positivos).

CONCLUSIONES

Queda validado el medio Cromokit-X-Staph Agar
como el mejor para deteccién de S. awreus, sin los
falsos positivos ni los falsos negativos de los mwedios
clasicos. Desde su lanzamiento en Octubre de 2012,
numerosos laboratorios han cambiado ya a este medio.
Y su participacién en ensayos intercomparativos como
SEILA vuelve a revalidarlo, al demostrar, ronda tras
ronda, que es el medio mds adecuado para la correcta
deteccién de Staphylococcus aureus en muestras de
alimentos, de aguas y de cosméticos.
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