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Resumen: Cuando se intenta recuperar mico-
bacterias a partir de muestras clinicas o del
medio ambiente es necesario emplear méto-
dos de descontaminacién que disminuyan la
microbiota acompanante. Es posible aplicar
métodos drasticos de descontaminacion de-
bido a que las micobacterias presentan una
compleja estructura de pared. Existen varios
métodos propuestos, considerando como
método ideal aquel que reduzca al maximo
la microbiota acompafante sin disminuir o
afectar el nUmero de micobacterias presentes.
El objetivo de este trabajo fue determinar la
reduccion decimal de una suspensién de una
cepa de micobacterias ambientales aplicando
los métodos de descontaminacién propuestos
para muestras de suelo, aguas recreacionales,
agua de red, y materia fecal.Se determiné un
inéculo mixto de bacterias meséfilas (BM)
aisladas comunmente del medio ambiente y
otro con una cepa de Mycobacterium porcinum
recuperada de agua de red. Ambos inéculos
se diluyeron hasta alcanzar una suspension
equivalente al tubo 1 de la escala de Mc Far-
land. Se cuantificé el nimero real de bacterias
siguiendo el método de diluciénen base 10.
Paralelamente se efectuaron tres experiencias
para demostrar la reduccién decimal al aplicar
los distintos métodos de descontaminacion
cuando se intenta recuperar micobacterias
desde suelo (livanainen, 1995), humedales
(Leite et al., 1989); agua de red (Engel et al.,
1980); y materia fecal (Stabel et al., 1997). Los
resultados obtenidos en este trabajo demos-
traron que los métodos de Leite et al. (1989) y
de Stabel et al. (1997) redujeron totalmente el
numero de bacterias contaminantes mientras
que en M. porcinum se redujo el nimero en
3y 4 log. Aplicando independientemente los
métodos de livanainen (1995) y Engel et al.
(1980) se obtuvieron reducciones de 4 log
en las BM contaminantes, mientras que para
la cepa de M. porcinum la reduccién oscild
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en 2,5log y 1 log respectivamente. Es im-
portante considerar la reduccién del nimero
de micobacterias que ocasionan los diferen-
tes métodos para corregir los valores de los
recuentos micobacterianos en las muestras
ambientales y también para no excluir ciertos
ambientes como posibles habitas de micobac-
terias cuando éstas no se recuperan por los
métodos convencionales ya que pueden estar
debajo del valor de reduccion determinado.

Palabras claves: micobacterias, aislamiento,
descontaminacion.

Analysis of four methods of decontamina-
tion to recover environmental mycobacte-
rium in different ecological niches

Abstract: When attempting to recover myco-
bacterium through lab or environmental sam-
ples it's necessary to apply a decontamination
method that reduces the accompanying micro-
biota. It is possible to apply drastic decontami-
nation methods due to the fact that mycobacte-
rium presents a complex wall structure. There
are several proposed methods, considering
that the ideal method is the one that reduces
accompanying microbiota without affecting the
number of existing mycobacterium. The ob-
jective of this study was to determine decimal
reduction of a mycobacterium strain suspen-
sion applying the decontamination methods
proposed for soil samples, recreational water,
tap water and fecal material. A mixed inoculum
of mesophilic bacterium was determined (B M)
commonly isolated from the environment and
another one with a Mycobacterium porcinum
strain recovered from tap water. Both inoculums
were diluted until a suspension equivalent to a
1 tube of the Mc Farland scale was reached.
The real number of bacterium was quantified
using the dilution method with base 10. At the
same time, three experiments were made to
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demonstrate decimal reduction when apply-
ing different decontaminations methods when
trying to recover mycobacterium from soil (li-
vanainen, 1995); wetlands (Leite et al., 1989);
tap water (Engel et al., 1980); and fecal material
(Stabel et al., 1997). Results obtained in this
study demonstrated that the Leite et al. (1989)
and the Stabel et al. (1997) methods reduced
the total number of contaminating bacterium

porcinum strain the reduction varied between
2,5 log and 1 log respectively. It is important
to consider the mycobacterium reduction by
each different method to correct mycobacterium
count numbers in the environmental samples
and also so that certain environments are not
included as possible habitats of mycobacterium
when they are not recovered by conventional
methods due to the fact that they may be under

while the number of Mycobacterium porcinum  the determined reduction value.
were reduced by 3 and 4 log. Independently ap-
plying the methods of livanainen (1995) y Engel
etal. (1980) reductions of 4 log were obtained in

BM contaminants while in the Mycobacterium

Key words: mycobacterium, isolation, de-
contamination.

A\ Introduccién \

| género Mycobacterium caracterizado por agrupar a bacilos no esporula-

dos, inméviles, acido alcohol resistentes, con un tiempo de generacién
comprendido entre 2 y 20 h, retine a mds de 160 especies (Euzéby, 2012),
entre ellas las patégenas obligadas como los integrantes del complejo Tu-
berculosis y Lepra (M. tuberculosis, M. bovis, M. leprae). Por otro lado, las
potencialmente patdgenas responsables de algunas micobacteriosis como lo
son las especies del complejo MAIS (M.aviun, M. intracellulare, M. scrofu-
laceum). Por Ultimo, el género Mycobacterium contiene un gran grupo de
micobacterias sapréfitas beneficiosas para el medio ambiente como las espe-
cies M. flavum y M. vaccae involucradas en la degradacion de hidrocarburos,
ademds de aquellas que solubilizan fosfatos, e intervienen en la fijacién de
nitrégeno. Muchas de las especies consideradas ambientales eventualmente
pueden ocasionar trastornos en hospedadores tanto inmunocompetentes
como inmunocomprometidos que sufren inoculaciones accidentales o que
se someten a ciertas practicas como la mesoterapia y tatuajes (Cooksey ez
al., 2004; Herreros et al., 2009; Kennedy ez a/., 2012).

Las micobacterias de los dos tltimos grupos son consideras ambien-
tales debido a que su nicho ecoldgico es el medio ambiente, no presentan
hospedador animal primario y no se ha comprobado atn la transmisién
directa entre individuos infectados (Vaerewijck ez a/., 2005).

Cuando se intenta recuperar micobacterias a partir de muestras clinicas
o del medio ambiente, es necesario emplear métodos de descontaminacién
que disminuyan la microbiota acompanante. Esto se debe a que en el re-
ducido ecosistema que representa la placa de petri o el tubo con medio de
cultivo, el tiempo de generacién ejerce un valor preponderante. Ante esta
desventaja, las micobacterias ofrecen una pared compleja que les permite
resistir a fuertes dlcalis y dcidos, existiendo varios métodos propuestos como
descontaminantes (Kamala ez a/., 1994).
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El objetivo de este trabajo fue determinar la reduccién decimal de
una suspensién de una cepa de micobacteria ambiental empleando cuatro
métodos de descontaminacién utilizados para muestras de suelo, aguas
recreacionales, agua de red y materia fecal.

\ Materiales y Métodos \

Se trabajé con dos grupos de microorganismos: uno formado por bacterias
mes6filas (BM) aisladas comtinmente en el medio ambiente y otro por una
cepa de M. porcinum aislado de agua de red de la ciudad de General Pico.

Se realizaron dos suspensiones independientes con cada grupo de bac-
terias (15 mL de cada una), con una turbidez equivalente al tubo 1 de la
escala de Mc Farland. Se cuantificé el nimero real de bacterias siguiendo
el mérodo de dilucién en base 10.

Se sometié a ambos inéculos a cada uno de los 4 métodos de descon-
taminacién comdnmente utilizados, dependiendo del tipo de muestra a
ensayar. Tabla Ne 1.

Posteriormente al proceso de descontaminacién se efectué el recuento
de BM y de M. porcinum sobrevivientes a dicho proceso, determindndose la
reduccién decimal del ndmero de microorganismos presentes en el inéculo
inicial (Madigan ez al., 2010).

Tanto en el método de descontaminacién para muestras de suelo (livanai-
nen, 1995) y el correspondiente a muestras de agua provenientes de humedales
(Leite et al., 1989), la muestra debe incubarse 6 h a 35 °C en caldo Miieller
Hinton o Cerebro corazdn, diluido al 0,1%, para favorecer la germinacién
de las esporas de otros géneros bacterianos, contenidas en las muestras am-
bientales. Esta pre incubacién al tratamiento quimico no se efectud en esta
experiencia ya que se trabajé con una cepa pura de M. porcinum y el indculo
referido a bacterias mesdfitas no presentaba bacterias esporuladas.

Tabla N° 1. Descripcién de los cuatro métodos de descontaminacién

M¢étodo Mu.eStm Desc. quimico Tiempo de Neutralizacién
indicada contacto
NaOH 4% 30 mi
Tivanainen, 1995. | Suelo Verde de Malaquita (35?31)1 H,SO, al 15%

0,2% (A/A)

NaOH al 1% y Lauril 10 mi
Engel ez al., 1980. | Aguade red | Sulfato de Sodio al (%TCH; H,SO, al 4%
3% (A/A)

Contintia>>
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. Agua de 4% SO,H, 10 min 0
Leite ez al., 1989. humedales | (A/A) (35°C) Na OH al 30%,
Materia 0,9% Cloruro de 18 hs
Stabel, eral, 1997. | ¢ hexadecilpiridinio | (220C)

A/A: partes iguales.

En los métodos livanainen (1995), Engel ez al. (1980) y Leite ez al. (1989),
posterior a la neutralizacién, la muestra se concentra y se lava mediante
centrifugacién durante 15 minutos a 3500 rpm resuspendiéndose con agua
destilada estéril. Al pellet obtenido se le efectuaron diluciones en base 10
(10"a 10°°) inoculando por duplicado 100 pL en agar Miieller Hinton para
efectuar el recuento de BM y en los medios Léwenstein Jensen y Stonebrink
para el recuento de M. porcinum.

En el método descripto por Stabel, ez al. (1997) (utilizado en la recu-
peracién de M. avium ssp paratuberculosis) se realizaron las diluciones y
posterior siembra con el sedimento que se formd tras la incubacién de 18h.

Para la cepa M. porcinum (objetivo del trabajo) el ensayo se repitié tres
veces, mientras que con las BM se realizé un solo ensayo por duplicado.

\ Resultados \

Los resultados obtenidos se muestran en las tablas 2 y 3.

Tabla N° 2. In6culo inicial y nimero de sobrevivientes de bacterias meséfilas
y de M. porcinum posteriores a los cuatro métodos de descontaminacién

BM M. porcinum M. porcinum M. porcinum

UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL
Inoculo inicial 3x10° 5,7 x 108 1x 107 5,7 x 108
livanainen, 1995. | 4,1 x10° 3,7x10° 1x 107 4,7 x 10°
Engel ez al., 1980. | 2,2x10° 3,25x 107 1,3x10° 3,7 x 107
Leite ez al., 1989. | SD 1,9 x 10° 4x 10% 2,2x 10°
Stabel et al., 1997. | SD 5x10° 2,0 x 104 1,4 x 104

SD: sin desarrollo.
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Tabla N° 3. Reduccién decimal de BM y M. porcinum al aplicar los cuatro
métodos de descontaminacién

Reduccién del log BM Reduccién del log M. porcimun
livanainen, 1995. 4 3-0-2
Engel ez al., 1980. 4 1-1-1
Leite ez al., 1989. 9 2-3-5
Stabel et al., 1997. 9 3-3-4

\ Discusién y Conclusiones \

Debido al efecto negativo que representa el lento crecimiento de las
micobacterias respecto a la competencia por los nutrientes, es posible des-
contaminar las muestras ambientales por métodos quimicos, basindose
en la capacidad que presentan las micobacterias de resistir tratamientos
drésticos. Si bien la descontaminacién facilita la recuperacién de las mico-
bacterias, también se reduce el niimero de las mismas, aproximadamente
el 30% (Kazda, 2009). El método ideal de descontaminacién deberfa ser
aquel que redujese al mdximo la microbiota acompanante sin reducir el
nimero de micobacterias. Nuestros resultados indican que los métodos
de Leite ez al. (1989) y Stabel, ez al. (1997) si bien son los que reducen la
microbiota acompanante a menos de una unidad formadora de colonia
(UFC) también reducen el ndmero de M. porcinum en aproximadamente
3 log. Mientras que el método de livanainen (1995) y Engel ez al., (1980)
ejercen menor reduccién del namero de M. porcinum y de las BM respecto
a los métodos antes nombrados.

Seria de importancia considerar en estudios posteriores, la reduccién del
ntmero de micobacterias que ocasionan los diferentes métodos para poder
corregir los valores de los recuentos micobacterianos hallados en muestras
ambientales, también seria de utilidad para no excluir ciertos ambientes
como posibles hébitas de micobacterias, cuando éstas no se logran aislar
por los métodos convencionales.
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