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RESUMEN

Se dan a conocer los detalles sobre composicién y preparacién del medio semisélido
“Buenos Aires modificado” (BAM) que contiene urea, lactosa e indicadores de Andrade
y azul de timol. BAM permite revelar en cultivos bacterianos, la hidrélisis de urea por
produccién de aleali, de lactosa por formacién de édcidos y gases, produccion de indol,
SH,, apreciacién directa de la movilidad y ademés posibilidad de obtener material para
reacciones serolégicas. Este medio se recomienda para diferenciar bacterias pertenecien-
tes a los grupos Escherichia, Shigella, Salmonella, Arizona, Citrobacter, Klebsiella, Ed-
wardsiella, Enterobacter, Serratia, Proteus, y Providencia.

SUMMARY

A semisolid culture media is proposed : “Buenos Aires modificado” (BAM) containing
urea, lactose and both Andrade’s and thymol blue indicators for Enterobacteriaceae
selection.

The single-tube BAM media detects: hydrolisis of urea by alkali production,
hydrolisis of lactose by acid or acid and gas, indole and hydrogen sulfide production,
motility and gives a bacterial growth useful for serological tests.

BAM media is reccomended for the differentiation of: Escherichia, Shigella, Sal-
monella, Arizona, Citrobacter, Klebsiella, Edwardsiella, Enterobacter, Serratia, Proteus
and Providencia groups.

(1) Realizado en la Universidad de Buenos Aires, Facultad de Agronomia y Ve-
terinaria, Cdtedra de Microbiologia. (Plan 117 C.A.F.P.T.A.).

(*) Profesor Titular Regular, Ayudante Segundo, Jefe de Trabajos Practicos y Pro-
fesor Asociado Regular, respectivamente.
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El empleo de un medio semisélido
con lactosa, urea e indicadores de An-
drade y azul de timol, también llamado
medio ‘‘Buenos Aires’’ (BA), fue reco-
mendado (MONTEVERDE, 1948) para se-
leccionar colonias sospechosas de perte-
necer a los géneros Shigella y Sal-
monella. 1 comportamiento del BA fue
comparado frente a los medios de Sosa,
Surraco-Pereyra, Krumwiede, Hajna y
Russell, propuestos para propésitos si-
milares.

ARAUJO CosTA y SoLf VERNIN (1955),
hallaron al BA superior a los medios de
Krumwiede-Korn, Kligler, Triple-Sugar
Iron-Agar (TSI), Singer, Surraco-Pe-
reyra, Zia, Chao-Chin y Bader-Kotz,
proponiendo el agregado de sacarosa 'y
seflalando la posibilidad de obtener in-
formaciéon sobre produccion de SH, e
indol, como asi también obtener des-
arrollo bacteriano para pruebas serold-
gicas. En otra publicacion (MoNTEVER-
DE, y col. 1963) sa consideraron las
modificaciones anteriores sehaldndose
que no se traducian en ventajas prac-
ticas.

RappaprorT y col. (1956) recomenda-
ron un medio solido diferencial UMA-
GIS. que permite revelar ataque a urea,
manita, produceién de indol y SH, pu-
diéndose emplear el desarrollo bacte-
riano para reacciones serologicas; este
con BAM en
sug fundamentos y propdsitos, aspectos

medio tiene similitudes

que seran considerados més adelante.

El presente trabajo se refiere a los
cambios introducidos al medio BA que
permiten determinar con una sola siem-
bra: movilidad, hidrélisis de urea, hi-
drélisis de lactosa con formaciéon de

acido o acido y gas, producecién de in-

J

dol y de SH,. El nuevo medio, ‘‘Bue-
nos Aires Modificado’ (BAM), ha sido
aplicado en la diferenciacién de los gru-
pos que componen la familia Enterobac-
teriaceae (Ewineg, 1966), a saber: Shi-
gella, Escherichia, Salmonella, Arizona,
Citrobacter, Enterobacter, Serratia, Ed-
wardsiella, Klebsiella, Proteus y Provi-
dencia.

PARTE EXPERIMENTAL

lia conocida dificultad para investi-
gar indol en cultivos bacterianos des-
arrollados en medios que contienen un
hidrato de carbono por ellos atacado, dio
motivo a varios ensayos. Los experimen-
tos realizados permitieron llegar a la
siguiente férmula :

Peptona (2) 2,0 g
Urea 1,0 g
Lactosa 0,3 g

Indicador de Andrade (*) 1,5 ml
Indicador azul de timol (**)0,3 ml
Agar 03 ¢
Agua destilada 100 ml
pH 6,8
(*) Fuecsina acida 0,25 g
Na OH/N 16 ml (aprox.)
Agua destilada 100 ml
(**) Azul de timol 1,6 g
Na OH/0,1 N 344 ml
Agua destilada 100 ml

[}

Prepardcion del medio

Por razones practicas se cumple en
dos etapas, A y B.

A: Peptona Pl
Agar 03 g

Agua destilada 93,2 ml

(2) Ver Control de aptitud de los compo-
nentes.
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Se tratan los componentes por ca-
lentamiento hasta disolucion; se deja en-
friar a 20°C y se ajusta el pH a 6,8
=+ 0,1; se esteriliza en autoclave a
120°C durante 15 minutos. Si se pre-
sentaran precipitados pueden eliminar-
se filtrando por papel u otro agente si-
milar, para obtener un medio adecua-
damente transparente. Si se hace esto
ultimo se vuelve a esterilizar, ahora a
115°C durante 15 minutos.

B: (%)
(') Solucién acuosa de urea

50 % 2,0 ml
(*) Indicador de Andrade 1,5 ml
(*) Solucién de azul de

timol 0,3 ml
(*) Solucién acuosa de lac-

tosa 10 % 3,0 ml

Al volumen total de A, previamente
fundido y luego enfriado a T0°C =+
10°C, se agregan asépticamente (1),
(%), (®) ¥y (*) mezelando bien. En este
momento y estando el medio homogénea-
mente en fase liquida, se puede frac-
cionar en tubos estériles de 10 x 100
mm, a razéon de 4 ml en cada uno. Los
tubos se llevan en posicién vertical a
B.M. a 80°C durante 10 minutos para
eliminar eventuales burbujas de aire,
enfriandolos luego riapidamente.

Una vez hecho esto el medio se en-
cuentra en condiciones para ser sem-
brado o para su conservacién en hela-
dera (aprox. 4°C). Si el tiempo de con-
servacién se estima en mas de 20 dias,

(3): (1), (2), (3) son autoestériles después
de 24 horas a temperatura ambiente; (4) se
puede esterilizar agregando exceso de cloro-
formo y agitando repetidas veces o por filtra-
cion. La solucién B completa es autoestéril
luego de 48 horas a temperatura ambiente.

conviene mantener los tubos cerrados de
manera que se evite la evaporaciéon y/o
contaminacién. Las posibilidades de con-
servacion se aumentan considerablemen-
te manteniendo por separado A y B en
continentes adecuadamente obturados.

Los sucesivos tratamientos térmicos
pueden ocasionar transitorios cambios
en el color del medio que no afectan
finalmente su tonalidad normal (paji-
z0-verdoso).

Al modo de preparaciéon indicado se
le pueden introducir distintas variantes,
siempre que no se altere la proporeion
y calidad de los ingredientes y se tenga
en cuenta la labilidad térmica de alguno
de ellos (urea, indicador de Andrade),
debiendo prestarse especial atencion al
control ulterior de diferenciacion.

Controles

a) Control de aptitud de los compo-
nentes.

Su resultado estard dado por la com-
paracion de las lecturas correspondien-
tes al control de diferenciacién, con las
propiedades bioquimicas conocidas de
las especies a probar.

No debe descartarse que el contenido
en triptofano de la peptona en uso sea
insuficiente, como para que los cultivos
exhiban sus propiedades indolégenas.
En caso de requerirse el agregado de
triptofano, la prueba se conducira sobre
BAM con distintas concentraciones del
aminodcido; para ello se puede prepa-
rar en cinco frascos, el medio con sus
componentes para 100 ml pero conte-
nidos en 98 ml, para agregar estéril-
mente 2 ml de diferentes soluciones
acuosas estériles de triptofano a cada
frasco a fin de obtener un gradiente
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decreciente, a partir de una concentra-
cion del 1 %. El control biolégico co-
rrespondiente dard indicacion acerca de
la concentracién que debe agregarse pa-
ra corregir la peptona.

Con respecto a la produccién de SH,
también es necesario realizar un control
previo de la peptona a emplear. Algu-
nas peptonas contienen azufre en canti-
dad suficiente como para permitir una
producecion de SH, detectable en los pa-
peles reactivos, en el lapso de 24 horas
a 37°C, por parte de aquellos gérmenes
que normalmente lo producen.

Si la peptona es deficiente, se puede
realizar un ensayo similar al sefialado
en el caso del triptofano, agregiandose
en este caso monoclorhidrato de cistei-
na, en gradiente decreciente, a partir de
una solucién acuosa estéril al 0,5 %.

Debe tenerse en cuenta que un exce-
so de azufre puede dar lugar a que, es-
pecies tenidas como no productoras, apa-
rezecan ennegreciendo los papeles reac-
tivos para SH.,.

En el caso de que una peptona haga
aparecer falsos productores de SH, (K.
coli, Klebsiella sp.) lo aconsejable es no
emplearla en la preparacion del BAM.

Las pruebas anteriormente citadas de-
ben efectuarse manteniendo constante la
concentracién de lactosa (Difeo); aun
cuando con el hidrato de carbono mno
se han tenido problemas, en el caso de
que ello ocurriera se podrian subsanar
de modo similar al indicado para la
peptona.

lia peptona a usar debe posibilitar la
obtencion de suficiente desarrollo, en
cl lapso de 24 hs-37°C, como para hacer
evidenciables las propiedades bioquimi-
cas antedichas. Eventualmente el déficit

de nutrientes de una peptona puede ser
corregido mediante el agregado de apro-
piada cantidad de suero estéril.

Lia experiencia recogida con el uso de
BAM ha demostrado que ‘‘Bacto Tryp-
tone’” (*) retine los requisitos como pa-
ra aconsejar su empleo en la prepara-
¢ion de este medio.

Si- el indicador de Andrade es repe-
tidamente esterilizado por calentamien-
to, pierde sensibilidad; su rendimiento
también puede verse afectado por sus-
tancias reductoras producidas por ac-
¢ién bacteriana sobre ciertas peptonas
cuyo uso debe evitarse. El medio calen-
tado tiene un color rojizo que debe vol-
ver al pajizo verdoso una vez enfriado.

Con respecto al agar se emplea en fi-
bra, de muy buena calidad, lavado du-
rante 24 horas en agua corriente y fi-
nalmente enjuagado 3 veces en agua
destilada y secado.

b) Control de diferenciacion:

Cada partida de medio se controla in-
cubando a 37°C un tubo sin sembrar y
otros sembrados separadamente con Sal-
monella, Shigella, Escherichia, Entero-
bacter, Citrobacter, Klebsiella, Proteus
v Serratia; eventualmente puede agre-
garse Pseudomonas aeruginosa, Vibrio,
Alcaligenes, ete. Las siembras se efec-
than por puncion lateral, colocandose
luego las tirillas de papel para deter-
minacion de SH, e indol. Los resultados
observados deben concordar con los se-
fialados en los cuadros 1, 2 y 3.

Investigacion de SH.,: Se realiza por
medio de papeles embebidos en solucién
sobresaturada de subacetato de plomo.

(4) Difco Laboratories Ime., Detroit, Mi-
chigan,
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El ennegrecimiento de su extremo es
manifiesto en los cultivos productores
de SH.,.

Investigacion del indol : Se efectlia se-
glin una variante desarrollada por uno
de los autores (HEermIDA, 1967), que
consiste en introducir una tirilla de pa-
pel de filtro (estéril), sin ningan agre-
gado previo, en el interior de wun
sembrado, junto a la ti-
ra para SH,. El revelado de las tiras
para deteccién de indol se realiza luego
de la incubacién, por medio de una
gota de reactivo de Ehrlich o de Ko-
vacs,

tubo ya

lila en los
cultivos indolégenos. las tiras corres-

apareciendo color
pondientes a los cultivos negativos que-
dan amarillas.

Interpretacion de resultados

Cuando la siembra se efecttia a par-
tir de bacterias Giram negativas de mor-
fologia tipica, de cultivos puros o de
aislamientos sobre medios selectivos, a
las 24 hs.-37°C los resultados posibilitan

la orientacion dentro de los grupos que
componen la familia Enterobacteriaceae.

La prolongacién de la incubacién has-
ta 96 horas favorece la aparicion de
cambios en el color del medio que ayu-
dan en la caracterizaciéon de componen-
tes de los grupos Shigella, Arizona, Kleb-
siella, Citrobacter, Enterobacter y Se-
rratia; con respecto a los 4 Gltimos gru-
pos algunos atacan urea ademés de lac-
tosa.

El ataque a lactosa se aprecia con ni-
tidez principalmente en las primeras
24 horas de incubacién, con aparicion
de viraje al rojo; a veces esto solo se
observa en el tercio inferior, pudiendo
a las 48, 72 6 96 horas producirse vira-
je al verde o verde-azulado en los gru-
pos que ademéas de lactosa, hidrolizan
urea (Klebsiella, Citrobacter, Entero-
bacter y Serratia).

Los cuadros 1, 2 y 3 sintetizan los
datos que aporta la siembra de BAM
en relacién con la identificacion de En-
terobacteriaceae.
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(CONSIDERACIONES

El medio BAM es basicamente el me-

dio BA al que se le han introducido los
cambios necesarios para que, €n una
siembra, sea posible investicar ade-
més de SH, e indol, movilidad, ata-
que a la urea y producecion de acido
o acido y gas de lactosa; existe ademas
la posibilidad de utilizarlo con agrega-
do de sacarosa y también de obtener por
centrifugacion material antigénico pa-
ra pruebas serolgicas.
El concepto de ‘‘represién cataboli-
7 sobre la sintesis de triptofanasa
(BEGGs, y col. 1965) es el fundamen-
to de la modificacién del medio BA ten-
diente a posibilitar la produccién de
indol.

ca

Con este fin se buscé una concentra-
cion de lactosa cuya hidrolisis fuese re-
velable por viraje del indicador de An-
drade y ecuyos productos catabdlicos
dejaran de inhibir la sintesis de trip-
tofanasa en un lapso menor de 24 ho-
ras. Se obtuvo asi indicacién de hidré-
lisis del hidrato de carbono y de pro-
duccién de indol en 24 horas (indculo
en fase logaritmica), usando una con-
centracion de lactosa Difeco de 0,3 %
p.v. La disminuciéon de la intensidad
del viraje é&cido fue compensada au-
mentando la cantidad de indicador de
Andrade hasta 1,5 % v.v.

La investigacion de indol segtin la va-
riante recomendada (HuermmbA, 1967)
tiene una serie de ventajas que son se-
fialadas en dicho trabajo.

Cuando se siembran bacterias del gé-
nero Proteus este medio permite revelar
precozmente los indol6égenos, pero la
produccion de SH, no es posible apre-
ciarla sino después de 72 horas. Hsto

puede ser d- interés cundo la busque-
da va dirigida a la identificaciéon de en-
terobacterias ureoliticas. En este caso
una alternativa seria realizar, previo
subeultivo, la deteccién de SH, por mé-
todos clasicos. Ensayos que estamos efec-
tuando indican que al disminuir la con-
centracién de urea al 0,5 % p.v. se pue-
de obtener en 24 horas indicacién de su
ataque y al mismo tiempo la produec-
cibn de SH.,.

Lo expuesto implica que en este tipo
de medio es necesario efectuar en la for-
mula bésica aquellos cambios indispen-
sables para que la diferenciaciéon res-
ponda a lo esperado, teniendo en cuenta
la variable calidad con que se presentan
comercialmente algunos de sus compo-
nentes y la compleja interrelacién de
los procesos bioquimicos que tienen lu-
gar en ellos por accién bacteriana.

El empleo de BAM adicionado con sa-
carosa, fue realizado comparativamente
con BA en una investigacién de salmo-
nelas en carnes y ganglios linfaticos
equinos (7). Se estudiaron 800 colonias
sospechosas aisladas en medio Shigella-
Salmonella (SS), a las 24 horas se eli-
minaron con ambos medios, por viraje
azul o rojo 380 colonias. En BA se pre-
sentaron 420 colonias sospechosas, lo
que obligé a su estudio bioquimico pre-
liminar ; con BAM fueron eliminadas 360
de estas 420 colonias, lo cual significo
el ahorro de 3240 tubos conteniendo
distintos medios de cultivo; fue eviden-
te entonces la rapidez diagndéstica, la
disminucién del trabajo y un apreciable
ahorro de materiales.

(5) Trabajo en ejecucién en la Catedra de
Microbiologia (Escuela Veterinaria). Faeultad
de Agromomia y Veterinaria. Universidad de
Buenos Aires (1967).
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Sobre las 60 colonias separadas por
BAM, 27 pertenecian al grupo Salmone-
lla por confirmacién bioquimica y se-
rolégica. Lios 33 cultivos restantes se
eliminaron aplicando las pruebas adicio-
nales que van mas adelante y que per-
miten mayores ajustes, ya que tanto
BAM como otros mediss similares solo
posibilitan - aproximaciones en el diag-
néstico de grupos bacterianos.

La inicial confusion entre Salmonella
vy Pseudomonas aeruginosa, esta tltima
de frecuente hallazgo en microbiologia
entérica, se puede eliminar parcialmen-
te con BAM, puesto que Ps. aeruginosa
no produce SH,; Alcaligenes por pro-
tedlisis, puede lentamente virar el medio
al verde; la confusion entre Vibrio y
algunas Salmonella, Edwardsiella y Pro-
videncia es posible, especialmente cuan-
do la poblacién no proviene de agar SS.

En las primeras 24 horas y aun an-
tes, BAM permite identificar E. coli,
P. mirabilis y P. vulgaris; a veces en 24-
48 horas facilita ubicar K. pneumoniae,
C. freundi y E. tarda, es decir que per-
mite definir especies bacterianas.

Cuando dentro de los grupos de En-
terobacteriaceae se requieren nuevas di-
ferenciaciones recomendamos un primer
grupo de reacciones: KCN, malonato,
elucosa, rafinosa e inosita y luego, si
es necesario, un segundo grupo: ramno-

sa, sorbita, maltosa y agar Christensen ;
en esta forma pueden diferenciarse, en-
tre otros a Salmonella de Arizona, Pro-
videncia de Alcaligenes, Enterobacter
de Serratia y Enterobacter entre si.

Se insiste en la necesidad de que la
siembra del medio se haga a partir de
colonias purificadas; los reaislamientos
efectuados a partir de medios selecti-
vos (SS) no revelaron contaminaciones
sino en escasas oportunidades.

BAM une a su relativa facilidad de
preparacién un apreciable tiempo de
conservacion en heladera y una clara y
rapida apreciacién de los resultados.

Dado que en su oportunidad BA fue
cotejado con varios medios similares,
queda por considerar BAM en rela-
c¢ién con UMAGIS (RAPPAPORT y col.
1956). Este 1ultimo no revela mo-
vilidad y no posee la claridad dada por
el uso de dos indicadores, por otra parte
la manita no posee el mismo valor di-
ferencial que la lactosa en enterobacte-
rias y ademas no es acertado el ecriterio
de los autores en la separacion de gru-
pos patdégenos y apatégenos en base a
los cambios observados en el medio.
UMAGIS por ultimo puede conducir a
confusién entre Salmonella y Shigella
con Klebsiella, Citrobacter y Entero-
bacter.
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