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Resumen

En el diagndstico de las infecciones producidas por micobacterias, el cultivo de las
muestras es necesario, ya que permite identificar la especie que esta causando el cuadro
clinico; por esta razén el agente descontaminante empleado es fundamental en la
eliminacion de la flora bacteriana asociada a las micobacterias. Tradicionalmente, la
susceptibilidad de las micobacterias a desinfectantes y antisépticos ha sido objeto de
estudio con base en su estructura celular, composicion y fisiologia, caracterizandose
principalmente por su resistencia a compuestos de amonio cuaternario. Hoy en dia se
conoce que algunos agentes descontaminantes tienen efectos toxicos sobre las
micobacterias por lo que puede verse alterada su recuperacion. Es por ello que en el
presente trabajo se evaluaron diferentes descontaminantes con el fin de estimar cual
agente proporciona el mayor porcentaje de recuperacion (HPC al 0.75%, NaOH al 2% y
4%, acido oxalico al 5% y &cido sulfurico 6%), comparando un grupo de aislados clinicos
de especies representativas del género Mycobacterium (M. fortuitum, M. chelonae, M.
tuberculosis H37Ra., M.abscessus). Para tal fin fueron comparadas la metodologia de
siembra en placas de agar, citometria de flujo y fluorimetria, estas dos ultimas técnicas se
fundamentaron en la hidrdlisis del FDA a fluoresceina.

Los resultados obtenidos por la metodologia de siembra en placas de agar
demuestran que existe una variable sensibilidad de las micobacterias estudiadas ante los
agentes quimicos descontaminantes, siendo el HPC al 0.75% el agente quimico que
mostré un mayor porcentaje de recuperacion para todas las especies evaluadas; mientras
que el NaOH 2% y 4%, y el acido sulfrico al 6% demostraron ser los agentes con
menores porcentajes de recuperacion, comprometiendo seriamente la viabilidad de las
micobacterias ensayadas. Por otra parte, la metodologia de fluorimetria sumado a la
tincion con FDA se presenta como una alternativa rapida para la estimacion de la
viabilidad celular en micobacterias, ya que permite reducir el tiempo de diagndstico a tan
solo 4 horas, no siendo estadisticamente significativo la diferencia entre los valores
obtenidos por siembra en placas de agar y andlisis de fluorimetria, lo que constituye un
gran avance sobre la investigacién de estos microorganismos. En contraste, la citometria
de flujo revelo grandes discrepancias con la metodologia de siembra en placas de agar,
por tanto el uso de esta técnica no se presenta como una herramienta Gtil para la
estimacion de viabilidad celular.
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INTRODUCCION

En términos generales el género Mycobacterium esta formado por bacilos
aerobios inmoviles, con un tamafo de 0,2 a 0,6 um de ancho y 1 a 10 um de largo.
La mayoria de las micobacterias son organismos prototroficos para todos los
aminoacidos, las bases purinicas, pirimidinicas y para las vitaminas del complejo
B. Satisfacen sus requerimientos energéticos por la oxidacion completa de la
glucosa a dioxido de carbono y agua, adicionalmente necesitan ibn amonio como
fuente de nitrégeno (Yeboah-Manu, D. y col.,, 2004). Soélo algunas especies
(Mycobacterium genavense o0 Mycobacterium haemophilum) necesitan
suplementos especiales como micobactina, hemina u otros componentes férricos.
Por otro lado, el crecimiento de las micobacterias se ve estimulado por la

presencia de CO; y acidos grasos (Fernandez y col., 1999).

La pared micobacteriana posee un elevado contenido de lipidos que se
ubica entre el 50 y 60%, y se caracterizan por ser excepcionalmente complejos,
altamente hidrofébicos y refractarios al ataque hidrolitico por parte de enzimas
celulares. Adicionalmente, se ha propuesto la existencia de un componente
externo de naturaleza cerosa. Dicha pared estd constituida por un complejo
macromolecular integrado por acidos micdlicos, arabinogalactano-peptidoglicano
(mAGP) y otros poliglicolipidos, los cuales estan unidos covalentemente (Casal
col.,, 2003). Todas las caracteristicas antes descritas, le confieren a la bacteria
baja permeabilidad, representando una efectiva barrera frente a muchos de los

agentes antimicrobianos convencionales (Figura 1).

Los acidos micolicos se ubican en la capa mas externa de la pared celular y
representan el principal constituyente de este complejo de macromoléculas. Estos
acidos tienen de 70- 80 carbonos ramificados que ademas, se estructuran
formando una capa lipidica similar a la membrana externa clasica de cualquier

microorganismo Gram negativo y se les atribuye el caracter hidrofébico de la
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envoltura (Steck y col., 1978). Los acidos micdlicos beta-hidroxiacidos estan
esterificados con el arabinogalactan (componente medio), un polimero formado
por residuos D-galactofuranosil y D-arabinofuranosil. El arabinogalactan se
conecta con el peptidoglicano, a nivel del acido muramico (en posicion 6), via un
disacarido, que se conoce como “Factor cuerda”. Este disacarido es abundante en
todas las micobacterias patégenas (Wolinsky y col., 1990). La capa mas interna de
las micobacterias es el glicopéptido o peptidoglicano, junto a moléculas de N-
acetilglucosamida y acido-N-glucoliimuramico con cadenas cortas de alanina, esta
capa es el esqueleto de las bacterias que le da forma y rigidez (Casal y col.,
2003).

Por su parte, la membrana celular tiene las caracteristicas biologicas y
bioquimicas de cualquier membrana. Esta compuesta fundamentalmente por
fosfolipidos (20- 30%) y proteinas (50- 70%). Los fosfolipidos forman una bicapa
con los grupos polares (hidrofilos) hacia afuera y la parte no polar (hidrofébica)
hacia adentro. Estos fosfolipidos de la membrana la hacen fluida, permitiendo que
las proteinas que se encuentran inmersas dentro de esta capa, se muevan

lateralmente en el mosaico de moléculas de lipidos (Casal y col., 2003).

Acidos micolicos libre y polipéptios

|
| I

W Lipoarabinosa
Acido micdlico

Q SB ¢ ; 11 ; telt 7= Arabinogalactano

]-> Peptidoglicano

taan [atatatatl [l e
066l |66660 666

Figura 1: Estructura de la pared celular de un bacilo 4cido resistente.
Tomado de http://www.cat.cc.md.us/bio14/lecguide/unit/prostruct/ufi11html.
(Consultado: 3 de Octubre de 2009)

14



En la actualidad se han identificado aproximadamente 100 especies de

micobacterias, muchas de las cuales estan asociadas a enfermedades en el ser

humano (Casal y col., 2003). La clasificacion de las micobacterias propuesta por

Runyon (1959), desde el punto de vista microbiologico, agrupa a las micobacterias

en seis grandes grupos segun la velocidad de crecimiento y pigmentacion (Tabla

1). Dentro de esta clasificacion se consideran como fotocromédgenas a aquellas

micobacterias capaces de producir pigmentos en presencia de luz, mientras que

las escotocromégenas son aquellas caracterizadas por

la produccion de

pigmentos en la ausencia de luz y por ultimo se encuentran las no cromégenas

que no producen pigmento (Kormany col., 1997).

Tabla 1: Clasificaciéon de las micobacterias segin Runyon 1959. Tomado de Casal y col. 1999

Grupos de crecimiento lento

Grupos de crecimiento rapido

Grupo | Fotocromdgenas
M. kansaii

M. asiaticum

M. intermedium

M. marinum

Grupo 1V Fotocromégenas
M.novocastrense

Grupo Il Escotocromégenas
a)Pigmento rosa-rojo:

M. lactis

b) Pigmento amarillo-naranja:
M. gordonae

M. scrofulaceum

M. flavescens

M. szulgai

c) Pigmento irregular

M. xenopi

M. simiae

M. ulcerans

Grupo V Escotocrémogenas
a)Pigmento rosa-rojo:

M. engbaecki

b)Pigmento amarillo-naranja:
. acapulcense

aurum

. duvalii

gadium

. neoaurum

gilvum

obuense

. rhodesiae

zzzzzzzzx

. aichiense

M. chubuense

M. tokaiense

c) Pigmento irregular
M. phlei

M. vaccae

M. thermoresistibile
M. smegmatis

M. austroafricanum

Grupo 111 No cromégenas
avium

. intracellulare

. gastri

terrae

triviale

. nonchromogenicum
. malmoense

. haemophilum

. shimoidef

celatum

. interjectum

. branderi

zzzz=z=z=z=z=z=z=z=cxe

. genavense

Grupo VI No cromégenas
M. fallax

M. fortultum

M. chelonae

M. abscessus

M. agri

M. chitae

M. moriokaiense
M. confluentis
M

. mucogenicum
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No se incluyen en esta clasificacion especies que no suelen aislarse de productos patolégicos humanos, sino ambientales como: M. alvei, M. brumae, M.
chlorophenolicum, M. farcinogenes, M. hiberniaie, M. holderi, M. komosense, M. lepraemurium, M. madagascariense, M. mageritense, M. microti, M.
porcium, M. poriferae, M. pulveris, M. senegalense, M. sphagni.

En la actualidad, ante la incesante identificacion de nuevas especies con
diferentes caracteristicas fenotipicas, se opta por realizar una identificacion a nivel
de especie, por lo cual se establecen tres grupos en funcion de las patologias que
éstas producen: Complejo Mycobacterium tuberculosis, Complejo Mycobacterium

leprae y Micobacterias atipicas (Casal y col., 2000).
Complejo Mycobacterium tuberculosis.

El complejo Mycobacterium tuberculosis esta constituido por agentes
patégenos que incluyen especies estrechamente relacionadas entre si, las cuales
muestran 99% de homologia en su molécula de ADN, caracterizandose
principalmente por ser agentes patdogenos de crecimiento lento (Casal y Casal,
2000). Este complejo comprende aquellas micobacterias capaces de causar
tuberculosis como: M. tuberculosis, M. bovis (incluyendo el bacilo de Calmete-
Guerin utilizado en la vacunacion), M. africanum, M. canetti, M. mungi, M. caprae,
M. pinnipedii y M. microtti (productor de tuberculosis en ratones) (Alexander y col.,
2010).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la tuberculosis (TB) es una
enfermedad infecciosa prevenible y curable que se transmite por el aire. Los
pacientes con TB activa cuyos pulmones albergan bacilos que pueden contagiar a
otras personas cuando tosen. En 2005 8,8 millones de personas contrajeron la
enfermedad, y de éstas, 1,6 millones fallecieron. Cuando un paciente infectado
con TB es diagnosticado pronto y recibe un tratamiento completo, deja
rapidamente de ser contagiosos y termina curandose

(http://www.who.int/topics/tuberculosis/es/).

Complejo Mycobacterium leprae
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En este complejo se incluyen las especies M. leprae, causante de la lepra
humana, y M. lepraemurium, agente causal de la lepra en roedores (Casal y
Casal, 2000).

Micobacterias Atipicas

Las micobacterias atipicas incluyen a todas aquellas especies del género

Mycobacterium distintas de M. tuberculosis y M. leprae. (Casal y Casal, 2000).

En la infeccibn por micobacterias atipicas, la transmision de persona a
persona es rara, siendo el mecanismo mas aceptado, la aerosolizaciéon de
microorganismos al medio ambiente y su posterior ingestién por via digestiva, en
el caso de la linfadenitis en nifios y en las formas diseminadas de los pacientes
con SIDA (Casal y Casal, 2000).

En las Ultimas décadas, el estudio de las micobacterias atipicas ha cobrado
relevancia debido al aumento en el ndmero de aislamientos asociados a
enfermedades a nivel mundial. Un hecho importante que en los ultimos tiempos ha
captado la atencién de los investigadores es el aumento de brotes registrados en
infecciones de la piel y tejidos blandos, que relacionan a las micobacterias no
tuberculosas con procedimientos cosmetoldgicos, reportados en paises como

Colombia, Estados Unidos y Venezuela (Bello y col., 2004).
Diagnéstico del género Mycobacterium

La presencia de micobacterias en las muestras de interés se puede
determinar en un primer paso, mediante la observacion microscoépica
(baciloscopia). El fundamento de la técnica se basa en la propiedad acido
resistente que presentan las micobacterias, la cual no es privativa de ellas, dado

gue también aparece en algunos otros microorganismos (Liu y col., 1999).

Las micobacterias presentan una coloracion irregular frente a la tincion

Gram, motivo por el cual se emplean otras técnicas alternativas que permiten una
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coloracion homogénea vy diferencial de la mayoria de las bacterias, entre las que
podemos mencionar la tincién de Ziehl-Neelsen, la tincion de Kinyoun y la tincién
con Auramina — Rodamina, de las cuales la tincién Ziehl-Neelsen vy la tincién de
Kinyoun se basan en la aplicacion de calor o aumento en el tiempo de contacto
entre la muestra y la fucsina, con la finalidad de lograr una penetracion profunda
en la pared micobacteriana, generando un complejo molecular producto de la
interaccion de estos dos componentes, que genera una mayor resistencia a la
accion decolorante de una solucion &cido-alcohdlica, los bacilos se muestran de
color fucsia con un fondo azul (generado por el azul de metileno). Por otro lado, la
tincién de auramina — rodamina se fundamenta en la alta afinidad que tienen los
acidos micdlicos de la pared celular de las micobacterias con los fluorocromos
auramina y rodamina. Tras la tincién, los microorganismos son observados en un
microscopio de fluorescencia presentandose como puntos amarillos o amarillo-

verdosos brillantes sobre fondo negro (Liu y col., 1999).

Métodos de descontaminacion empleados para el aislamiento de

Micobacterias.

Uno de los pasos fundamentales en el tratamiento de las muestras para el
diagnostico de las infecciones causadas por micobacterias, es el proceso de
descontaminacion, cuyo objetivo es reducir el sobrecrecimiento bacteriano no
deseado en muestras que contengan una flora bacteriana mixta (Konemam,
1999). Se ha demostrado que si el procedimiento no es llevado de forma
cuidadosa, los agentes quimicos empleados pueden ser téxicos para las
micobacterias afectando de esa manera el resultado (falso negativo), y si el
procedimiento no es efectivo se da lugar a un sobrecrecimiento de la flora

asociada (Ratnamy col., 1987).

Tomando en cuenta estas caracteristicas se han desarrollado una serie de
metodologias que emplean agentes quimicos descontaminantes fundamentados
en procesos alcalinos, acidos y por ultimo en amonios cuaternarios. Entre los que

encontramos:
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a) Método de Petroff:

Este es el método mas difundido en el mundo entero y recomendado por la
OMS, en especial en paises en vias de desarrollo donde la tuberculosis es
prevalente, su inoculacion se realiza en medios a base de huevos con pH cercano
al neutro (pH=7) (Kleeberg, 1980).

Esta metodologia emplea una solucion de hidroxido de sodio al 4%, que
tiene propiedades mucoliticas y descontaminantes. Al tratarse de un
procedimiento alcalino muy potente, resulta critica la concentracion empleada, asi
como el tiempo de incubacion. Una descontaminacion agresiva es capaz de
eliminar de 20 a 90% de las micobacterias presentes en una muestra clinica
(Kleeberg, 1980).

Una de las desventajas de este método consiste en la necesidad de una
centrifuga para el procesamiento de las muestras lo que limita su uso en trabajos
de campo y a la vez, limita el nmero de muestras que pueden ser procesadas al
mismo tiempo, ya que el mismo dependera de la capacidad que posea la

centrifuga (Kleeberg, 1980).
b) Método de N-acetil-L-Cisteina - NaOH:

La N-acetil-L-Cisteina es un agente mucolitico que puede digerir
rapidamente el esputo liberando las micobacterias presentes, esta metodologia
permite trabajar con concentraciones de hidroxido de sodio mas bajas cuando se
utilizan de forma conjunta. La combinacion N-acetil-L-Cisteina con NaOH al 2%,
es el método de descontaminacion — digestion mas difundido en el mundo

(Narvaez y col., 1998).

19



Este método aunque representa una menor toxicidad para las micobacterias
por cuanto la concentracion del hidroxido de sodio es menor, presenta las mismas
desventajas que el método de Petroff en el procedimiento de centrifugacion
(Narvaez y col., 1998).

c) Método de Kudoh:

Se han desarrollado y evaluado varias modificaciones del Método de Petroff
se encuentra el método de Kudoh, que aunque puedan resultar menos eficientes
en laboratorios muy bien equipados y con alto presupuesto, son muy Utiles para
situaciones en las que es necesario establecer el cultivo en laboratorios con estufa
de incubacion pero sin centrifuga adecuada, muchas veces sin area de contenciéon
de las actividades de mayor riesgo y con dificil acceso a un laboratorio de

referencia (Sisco y col., 2006).

En esta técnica se emplea una solucién de hidréxido de sodio al 4% como
agente descontaminante y mucolitico, al igual que en el método de Petroff. La
diferencia radica en que en este método no se emplea la centrifugacién de la
muestra con el descontaminante, sino el contacto de la muestra y el
descontaminante a través de un hisopo estéril durante dos minutos (Manual de la

Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2004).
d) Método de Acido Oxalico 5%:

Cuando la descontaminaciéon por métodos alcalinos no es posible en
muestras de esputo, se recurre al método del acido oxalico al 5%. La desventaja
gue presenta esta metodologia es la baja recuperacion de micobacterias (Narvaez
y col., 1998).

Su mecanismo de accion se fundamenta en la desnaturalizacion o al menos
inhibicion de la actividad de enzimas y moléculas acido-labiles como el ATP
presentes en las membranas de las bacterias. Esto se debe a que la

concentracion de hidrogeno afecta el estado ionico de las enzimas en la
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membrana, que regulan el tamafio y la variacion del flujo de protones (Brown y
Mayes, 1980).

La técnica mezcla volimenes iguales de acido oxalico (5%) y de muestras
de esputo durante un periodo de 15 minutos, posteriormente se somete a un
proceso de centrifugacion y neutralizacion empleando una solucion de NaOH 4%
estéril que contiene rojo de fenol como indicador de pH (Manual de la Agencia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2004).

e) Método de Acido Sulfarico 6%:

Aungue su uso no es universal, en el afio 2005 se reportd que el método de
descontaminacion con &cido sulfirico permite mayor recuperacion de
micobacterias no tuberculosas de muestras clinicas que el método de N-acetil-L-
Cisteina - NaOH (Buijtels y Petit, 2005).

Al igual que el &cido oxalico, el acido sulfurico tiene efectos sobre algunas
proteinas de membrana presentes en las bacterias, generando una alteracién en
su potencial quimico, desencadenando una pérdida en la integridad fisica de la
pared celular. En cuanto a su metodologia se emplea de manera similar a la del

acido oxalico, descrita anteriormente (Brown y Mayes, 1980).
f) Métodos que emplean Compuestos de Amonio Cuaternario (QACs):

Desde 1935, fecha en la que se desarrollaron estos compuestos, se ha
visto que los QACs son mucho mas eficaces en la prevencion del crecimiento de
las bacterias (bacteriostaticos) que en su destruccion. Ademas, son mas efectivos
frente a las bacterias Gram positivas, y su efecto es eficiente sobre bacterias y
virus. Los QACs son considerados desinfectantes de bajo nivel, pueden ser

esporostaticos, pero no son esporicidas (Ahlstrom y col., 1999).

Los compuestos de amonio cuaternario son surfactantes y poseen dos

regiones en su estructura molecular, una hidrofébica y otra hidrofilica.
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Dependiendo de la carga o la ausencia de ionizacién del grupo hidrofilico, los
agentes se clasifican en catidnicos, aniénicos, no ionicos y anfoliticos. Los
compuestos de amonio cuaternario estan dentro del grupo de los agentes
cationicos. Son los mas utiles como antisépticos y desinfectantes, y es por ello que
se han utilizado para una variedad de propésitos clinicos (Ahlstrom y col., 1999).
Estos compuestos catidnicos actlan en la adsorcion y penetracion del agente en
la pared de la célula, donde reaccionan con la membrana citoplasmatica y ocurre
una desorganizacion provocando la fuga de material de bajo peso molecular
seguido con la degradacion de proteinas y acidos nucléicos para provocar la lisis

de la pared celular (Ahlstrom y col., 1999).

Estos compuestos no son micobactericidas, pero tienen una accién
micobacteriostatica, aunque el efecto real sobre las micobacterias ha sido poco
estudiado (McDonnel y Russell, 1999).

Medios de cultivo empleados para el crecimiento de micobacterias

Entre los medios mas utilizados para el crecimiento de micobacterias se
encuentran los elaborados a base de huevo, que requieren de un proceso de
coagulacion para su elaboracion. Estos son medios ricos que garantizan el
crecimiento de la mayoria de las micobacterias. Los mismos contienen un inhibidor
para el crecimiento de la flora asociada, que generalmente es un colorante de
anilina (verde de malaquita), tienen una larga vida si se guardan refrigerados y
resisten a la desecacion durante largos periodos de tiempo. Adicionalmente, su
alto contenido de fosfolipidos permite neutralizar las sustancias empleadas como
agentes descontaminates, tales como, el hidroxido de sodio y los compuestos de
amonio cuaternario (Kleeberg, 1980). Entre los medios a base de huevo se
pueden destacar el medio Lowestein — Jensen, el medio Ogawa y por ultimo el

medio Stonebrik.

Por otro lado, se encuentran los medios elaborados a base de agar como

medio Middlebrook 7H10 y 7H11. Presentan la ventaja de no necesitar un proceso
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de coagulacion, por lo que su preparaciéon es mas sencilla y se pueden alcanzar
concentraciones exactas de antibiéticos para las pruebas de susceptibilidad. Entre
sus desventajas se encuentra que son mas susceptibles a la desecacion durante

largos periodos de incubacioén (Casal y col., 1999).

En cuanto a los medios liquidos, se puede mencionar que representan la
forma de cultivo con mejor tasa de crecimiento en relacion a los medios
anteriormente descritos para micobacterias. Tienen la desventaja de no permitir
visualizar la morfologia de la colonia ni valorar los posibles cultivos mixtos. Entre
los mas utilizados se encuentra el Medio 7H9 de Middlebrook, que puede ser
empleado para subcultivos de micobacterias, pruebas de identificacion bioquimica
y en la preparacion del inoculé para pruebas de susceptibilidad antimicrobiana,

entre otros (Casal y col., 1999).

Si bien estos medios de cultivos son los que estan descritos en la literatura
para el aislamiento de micobacterias, estas pueden crecer en medios nutritivos,

como tripticasa de soya, entre otros (Sisco y col, 2006).

Identificacidén del género Mycobacterium empleando la técnica “analisis con

enzimas de restriccion del polimorfismo del gen hsp65 (PRA)”.

En la actualidad, la identificacién molecular parece ser la mejor alternativa
para la identificacion de las especies de micobacterias de forma precisa y rapida.
Es por ello que Telenti y col. (1993), desarrollaron una técnica basada en la
amplificacion por PCR del gen hsp65, el cual codifica para una proteina de choque
térmico (65 kDa) que contiene epitopes uUnicos y también comunes en varias

especies de micobacterias (Schinnick, 1987).

Este método molecular amplifica, mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), un segmento de 439 pb del gen hsp65. El producto amplificado
es digerido con las enzimas de restriccion BstEIll y Haelll, y la interpretacion de los

patrones de restriccion obtenidos por electroforesis en gel de agarosa, se realizan
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por la observacion de los algoritmos disponibles en

http://app.chuv.ch/prasite/index.html (Telenti y col. 1993).

Metodologias empleadas para evaluar la eficacia de los desinfectantes sobre

las micobacterias
Método de suspension:

En este método los microorganismos son suspendidos en una solucion, a la
cual se le adiciona posteriormente el desinfectante, luego de un tiempo
determinado de contacto, se realiza una dilucion de la mezcla y se inocula en un
medio de cultivo adecuado para determinar el nivel bactericida del desinfectante
(Bello y col., 2004).

Este método ha sido modificado, y actualmente se utiliza una solucion
neutralizante para detener la accién del desinfectante y poder evaluar su accién
durante un tiempo requerido. Es uno de los procedimientos del tipo in vitro
utilizados en la valoracion de la actividad de un antiséptico o desinfectante en su
funcién de eliminacion de microorganismos patégenos. El principio basico es
determinar la concentracibn minima bactericida (CMB), que es la minima
concentracion de desinfectante ensayada capaz de reducir en 5 unidades
logaritmicas (10°) una suspensién de bacterias en 20 minutos de contacto con el
desinfectante a 37° C (Bello y col., 2004).

Posterior al tratamiento, es necesario determinar la cantidad de células
presentes en la muestra y es por ello que se han desarrollado una serie de

metodologias para tal fin, entre las que podemos mencionar:
a) Ensayo de recuento de colonias en placas:

Esta técnica se fundamenta en la observacion de colonias aisladas,

permitiendo estimar el numero de bacterias presentes en la muestra sembrada.
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Para que el sistema de recuento en placa tenga validez estadistica, es necesario
contar entre 30 y 300 colonias, con objeto de disminuir el error de la medida.
(Mcbain y col., 2004).

b) Ensayo colorimétrico con 3',6'-fluoresceina diacetil (FDA):

En el ensayo colorimétrico, el FDA se utiliza como indicador de crecimiento
y viabilidad celular. El método se basa en la capacidad de las bacterias de
incorporar FDA, originandose posteriormente su hidrélisis en fluoresceina libre por
la accion de esterasas intrinsecas en aquellas bacterias cuya integridad
permanezca. A medida que la fluoresceina se acumula en las células, pueden ser
facilmente detectadas por citometria de flujo y fluorimetria. Por el contrario, las
células muertas o inhibidas por antimicobacterianos hidrolizan menor cantidad de

FDA en relacién a las células viables (Bownds y col., 1996).

Citometria de flujo

La citometria de flujo (CMF) es un método de analisis automatizado en el
que células individuales, u otras particulas biolégicas, inmersas en una corriente
de fluidos, son sometidas a un haz luminico y examinadas por sensores, que
miden sus caracteristicas fisicas o quimicas. Asi, pueden estudiarse grandes
poblaciones celulares midiendo su contenido en &cidos nucléicos, su actividad
enzimatica, su cinética celular y adicionalmente permite determinar
subpoblaciones por la deteccién de antigenos de superficie, granularidad, entre
otros. Todo ello proporciona una confirmacién objetiva de los datos morfolégicos
que tienen significacion diagnostica y pronostica en muchos casos (Pumarola y
col., 2005).

Algunas de las aplicaciones clinicas especificas de la CMF incluyen la
determinacién de subpoblaciones linfocitarias, la deteccibn de anticuerpos
antiplaquetas, el andlisis de receptores hormonales, analisis del contenido en
ADN-ARN y la estimacion de la viabilidad celular. A su desarrollo han contribuido

numerosos campos de la ciencia, como la hidrodinamica, la Optica, los
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ordenadores de alta velocidad, la gran disponibilidad de fluorocromos y la

produccién de Anticuerpos Monoclonales (Pumarola y col., 2005).

Fluorimetria

Se fundamenta en las propiedades de algunos compuestos de emitir
fluorescencia al incidir radiaciones electromagnéticas de longitud de onda
adecuada sobre las moléculas organicas originando una transicion desde el
estado electrénico fundamental hasta un estado electronico excitado (Pumarola y
col., 2005).

En la fluorimetria el andlisis automatizado se realiza a través del fluorémetro
donde las longitudes de onda de excitacion y de emision se escogen con filtros de
absorcion o de interferencia. Un fluorometro de filtro generalmente consta de una
lampara de mercurio como fuente de excitacion y un filtro primario para transmitir

la longitud de onda excitacional deseada (Pumarola y col., 2005).
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ANTECEDENTES

Desde el descubrimiento de las micobacterias, se ha considerado el cultivo
como la técnica estandar para la deteccion de M. tuberculosis, pero la mayoria de
las muestras de esputo contienen una variedad de microorganismos que impiden
el crecimiento de esta especie. Es por esta razon que la descontaminacion de las
muestras es crucial en los cultivos. Sin embargo, la recuperacion de micobacterias
es afectada negativamente por la descontaminacion, y por ello se ha realizado una
serie de trabajos con la finalidad de dilucidar las técnicas de descontaminacién

mas viable para distintas especies de micobacterias.

Sisco y col. (2006), evaluaron la recuperacion de cepas de micobacterias no
tuberculosas (M. fortuitum, M. abscessus, M. marinum) utilizando Acido oxalico al
5%, cloruro de hexadecilpiridina (HPC) 0.75% e hidroxido de sodio (NaOH) al 2%
y 4%. Sus resultados mostraron un mayor porcentaje de recuperacion empleando
el agente desinfectante HPC en relacion a los demas agentes estudiados,
demostrando asi que el Acido Oxalico y el Hidroxido de sodio comprometen
seriamente la recuperacion de dichas micobacterias, por lo cual su uso y tiempo

de incubacion debe ser estrictamente controlados.

Buijtels y Petit (2005), compararon el método de descontaminacion con N-
acetil-L-cisteina-NaOH y el procedimiento con acido sulfurico en la deteccion de
micobacterias. De un total de 219 muestras de esputo recogidas de 142 pacientes,
la mitad de las muestras fueron tratadas con N-acetil-L-cisteina-NaOH y la otra
mitad con &cido sulfurico. De los 146 cultivos positivos para micobacterias
recuperadas después de la descontaminacién con acido sulfarico, 28 fueron M.
tuberculosis, 84 micobacterias atipicas (MNT) y 34 bacterias acido resistentes de

crecimiento rapido que no pudieron ser identificadas a nivel de especie; en
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comparacion con el método de N-acetil-L-cisteina-NaOH, se recuperaron 115
cultivos de micobacterias que consistieron en 34 cepas de M. tuberculosis, 55
NTM y 26 de las bacterias acido resistentes de crecimiento rapido que no pudieron
ser identificados. Esto resultados los llevé a la conclusion de que el método
alcalino N-acetil-L-cisteina-NaOH en relacion al método &cido sulfurico, no
representa diferencias significativas en la recuperacion de M. tuberculosis,
mientras que el método alcalino N-acetil-L-cisteina-hidroxido de sodio es menos
eficaz en comparacion al procedimiento con &cido sulfarico en la obtencion de

micobacterias no tuberculosas.

Yeboah y col. (2004), evaluaron diferentes métodos de descontaminacion
(método de Petroff, método de N-acetil-L-cisteina-NaOH y el método de acido
oxalico), en combinacién con cuatro medios de cultivo, todos con base en huevo,
para el aislamiento primario de M. ulcerans a partir de muestras de tejido blando.
Los investigadores concluyen que con el método del acido oxalico se obtiene un
porcentaje de recuperacion superior en relacion con los otros descontaminantes
valorados, siendo favorecido este procedimiento por la utilizacion de medio

Lowenstein-Jensen suplementado con glicerol.

Ratnam y col. (1987), describieron un procedimiento alcalino con N-acetil-
L-cisteina-NaOH que combina los pasos de la descontaminacién, concentraciéon y
la inoculacion de muestras en medios de cultivos selectivos. De acuerdo con estos
autores, la mayor muerte de micobacterias ocurre durante los primeros minutos de
exposicion al descontaminante. Ellos observaron que la tolerancia al alcali no era
una caracteristica constante; este efecto puede ser de hasta 10 células/mL, entre
las especies de micobacterias, siendo las especies de crecimiento rapido (M.
fortuitum y M. Chelonae) las mas susceptibles al pH alcalino. Adicionalmente
observaron que al reducir el tiempo de contacto de la muestra con la solucion
alcalina y la concentracion de NaOH, aumentaba la recuperacion de este tipo de

micobacterias.
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Recientemente, la aplicacion de los compuestos de amonio cuaternario en
el proceso de descontaminacion de micobacterias ha cobrado gran auge en
funcion de su menor susceptibilidad ante este tipo de compuestos.

Smithwick y col. (1975), trabajando con muestras de esputo, demostraron
gue después de 8 dias de exposicion con una solucion de Cloruro de Cetilpiridina
al 1% (también conocido como Cloruro de Hexadecilpiridina) y Cloruro de Sodio al
2% en volumenes iguales, permanecian viables muestras con bacilos
tuberculosos, por lo que es evidente la resistencia de dicha especie a estos
compuestos. En esta investigacion se plantean que la recuperacion de
micobacterias atipicas, al emplear esta solucion para la descontaminacion de
muestras de esputo, era mayor en comparacion con el método que emplea N-
acetil- L- cisteina- NaOH, por tanto ellos concluyeron que los compuestos de
amonio cuaternario constituyen una alternativa en los procesos de
descontaminacién para la recuperacion de bacilos tuberculosos en muestras de

esputo que deben ser transportadas por mas de 24 horas.

Thornton y col (1998), compararon el método que emplea Cig —
carboxipropilbetaina (CB-18) con respecto al método N-acetil-L-cisteina-NaOH con
tween 80, encontrando que el porcentaje de recuperacion para el método N-acetil-
L-cisteina-NaOH se encontraba en promedio alrededor de 20% para bacilos
tuberculosos, mientras que para micobacterias atipicas se ubicé en un promedio
de 11%. En contraste, con el CB-18 se obtuvo un promedio de recuperacion de M.
tuberculosis de 58% y de 65% para micobacterias no tuberculosas, concluyendo
de esta manera que el aislamiento de micobacterias se ve favorecido por el uso de

compuestos de amonio cuaternario.

Bownds y col. (1996), emplearon las micobacterias atipicas M. avium, M.
fortuitum, M. gordonae, M. marinum, en pruebas de susceptibilidad. Para ello
utilizaron los antibioticos ciprofloxacina, claritromicina, eritromicina, kanamicina,
rifampicina y tobramicina, encontraron que es posible evaluar viabilidad celular en

micobacterias, en un lapso de 6 a 24 horas después del inicio de los ensayos de
29



susceptibilidad mediante el uso de citometria de flujo, empleando una tincion con
3',6'-fluoresceina diacetil (FDA).

Bownds y col (1996), ante la necesidad de determinar métodos alternativos
para estimar viabilidad celular, posterior a un proceso de descontaminacion,
desarrollaron una metodologia para determinar la susceptibilidad de M.
tuberculosis ante agentes antimicobacterianos. Estos autores demostraron que las
pruebas de susceptibilidad de M. tuberculosis se pueden lograr rapidamente
mediante el uso de citometria de flujo. Los resultados de estas pruebas se

encuentron disponibles en un periodo de 24 horas.

Burdz y col. (2003) emplearon diferentes sistemas de descontaminacion
para la recuperacion de M. tuberculosis H37Ra. Para ello, utilizaron muestras de
esputo y otros microorganismos constituyentes de la flora que generalmente esta
asociada a este tipo de muestras, valiéndose para ello de técnicas de siembra en
placa y citometria de flujo. Se valoraron el N-acetil-L-cisteina-NaOH, el método de
Petroff y el procedimiento de Yamane, que constituye una variante del método de
Petroff que no requiere del proceso de centrifugacion. Varios de los parametros
del método N-acetil-L-cisteina-NaOH  fueron  analizados, incluyendo
concentraciones de NaOH final de 0,5 - 3% y los tiempos de exposicion de NaOH
(de 0 a 30 minutos). Estos investigadores concluyeron que ningin método de
descontaminacion fue significativamente superior a otro. Sin embargo, una
concentracion de 1 - 2% de NaOH y un incremento en el tiempo de exposicién a
este compuesto hasta 30 min, efectivamente elimina a las bacterias contaminantes
asociadas a las muestras de esputo, sin afectar significativamente la viabilidad de
M. tuberculosis H37Ra.
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JUSTIFICACION

En el diagnostico de las infecciones producidas por micobacterias, es
necesario el cultivo de las muestras, ya que permite dar a conocer al laboratorio
que especie estd causando el cuadro clinico, con lo cual se podran llevar a cabo
pruebas de susceptibilidad antimicrobiana que permitan darle al paciente el

tratamiento apropiado para su curacion.

Para realizar el cultivo, la descontaminacion es un paso esencial. Gran
parte de los métodos de descontaminacion empleados por la mayoria de los
laboratorios, utilizan diversos agentes quimicos, entre ellos alcalis, &cidos y
compuestos de amonio cuaternario, que eliminan la flora asociada y comprometen
también la viabilidad de las micobacterias presentes, por lo que el tiempo de
exposicion, pH y la concentracion del agente descontaminante deben ser
estrictamente regulados a fin de poder obtener la maxima recuperacion posible.
Para ello es necesario emplear un agente que logre un equilibrio con una minima
tasa de contaminacién en los cultivos pero que permita también una recuperacion

Optima de micobacterias.

Numerosas investigaciones, han aportado informacion sobre diferentes
metodologias que han permitido la valoracién de la viabilidad celular en especies
de micobacterias, siendo empleada la metodologia de siembra en placa con agar
como el estandar de referencia por la mayoria de los estudios, presentando esta
ultima metodologia la desventaja de requerir un lapso de 4 a 12 dias para arrojar
un resultado. Por otra parte, sélo algunos trabajos de investigacion, se han
centrado en la valoracion del porcentaje de recuperacién por metodologias
rapidas, que permiten obtener un resultado en un periodo inferior a 24 horas, entre

los que podemos mencionar la metodologia de citometria de flujo, por tal motivo,
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es relevante estandarizar nuevas técnicas que permitan estimar el porcentaje de

recuperacion en especies de micobacterias.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

Comparar el efecto de diferentes agentes quimicos descontaminantes para la

recuperacion de micobacterias previamente aisladas de muestras clinicas.

Objetivos especificos:

Estandarizar metodologias para la estimacion adecuada del porcentaje de
recuperacion en cepas de micobacterias, utilizando: citometria de flujo y

recuento de colonias en placas de agar.

Determinar el porcentaje de recuperacion de: M. fortuitum, M. tuberculosis
H37Ra y M. abscessus, utlizando diferentes agentes quimicos

descontaminantes.

Realizar analisis estadisticos para estimar variaciones causadas por los
agentes quimicos en el porcentaje de recuperacibn en cepas de

micobacterias.
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MARCO METOLODOLOGICO
Material bioldgico:

Para llevar a cabo este trabajo se emplearon cepas de micobacterias
atipicas que corresponden a aislados clinicos de pacientes que asistieron al
Laboratorio de Tuberculosis del Instituto de Biomedicina, mientras que la cepa de
M. tuberculosis H37Ra es una cepa no virulenta empleada como referencia a nivel
mundial. (Tabla 2)

Tabla 2. Micobacterias empleadas para la estimacion del efecto causado por diferentes agentes descontaminantes.

Micobacteria Tiempo de crecimiento Cédigo de referencia
M. fortuitum Rapido LTF 4045
M. abscessus Rapido LTC 1624
M. chelonae Rapido LTC 1590
M. tuberculosis H37Ra Lento 63C4

Agentes descontaminantes evaluados:

Para el presente estudio se emplearon diferentes agentes descontaminantes
representados en concentraciones finales, los cuales son empleados en el

aislamiento de micobacterias:

e Solucion de NaOH al 2%

e Solucion de NaOH al 4%

e Solucion de Acido Oxalico al 5%
¢ Solucién de Acido Sulfarico al 6%
e Solucion de HPC al 0.75%

Preparacion de la suspension bacteriana de trabajo:

Se tomé un inoculd bacteriano (cuatro azadas) y se resuspendié en 12 mL
de solucion salina (NaCl) al 0,85% en un tubo conico de 15 mL. Seguidamente,
se agitd utilizando un vortex con perlas de vidrio estériles hasta obtener una

suspension homogénea. Posteriormente, se ajusto la suspension a una densidad
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6ptica igual a uno a 600nm, lo que equivale a 10° células/mL, de acuerdo a
estimaciones previas realizadas en el laboratorio con la metodologia de siembra
en placas con agar y estimacion de la hidrolisis del FDA por citometria de flujo.
Por otra parte, para la metodologia de estimacion de la hidrolisis del FDA, por
analisis de fluorimetria, se requirié un ajuste de la suspension bacteria a una

densidad éptica igual a dos a 600nm, lo que equivale a 2x10° células/mL.
Protocolo de descontaminacion:

En un tubo cénico se mezclaron por separado a voliumenes iguales (1 mL) la
suspension bacteriana de trabajo con los diferentes agentes descontaminante en
estudio, seguidamente se agitdé e incubd la suspension durante 20 y 40 minutos a
temperatura ambiente. Como control bacteriano se mezclaron volimenes iguales
(1 mL) de la suspension bacteriana de trabajo y agua con la finalidad de

determinar el titulo de la suspension inicial.
» Metodologia de siembra en placas con agar:

Transcurrido el tiempo de incubacion con el agente descontaminante, se
agitaron por separado los tubos tratados con los agentes descontaminantes y la
suspension bacteriana control utilizando un vértex. Posteriormente se realizaron
diluciones seriadas en caldo de tripticasa de soya con la finalidad de determinar el
titulo bacteriano, desde 10" a 10”. Finalmente, se agitaron en el vértex cada una
de las diluciones y se tomaron 20 uL de cada una sembrando por duplicado en
placas de agar tripticasa de soya cuando se emplearon micobacterias atipicas y

medio Lowenstein-Jensen para M. tuberculosis H37Ra.
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Metodologia de estimacion de la hidrolisis del FDA por analisis de citometria

de flujo y fluorimetria:
Protocolo de neutralizacion:

Transcurrido el tiempo de incubacion con el agente descontaminante, se
agitaron nuevamente los tubos en un vértex y se realiz6 una neutralizacion
quimica como se muestra en la tabla a continuacion:

Tabla 3. Concentracion y volumen (soluciones stock) de los diferentes agentes quimicos y neutralizantes.

Empleados en la metodologia de analisis de la hidrélisis del FDA por citometria de flujo y fluorimetria.

Volumen Agente Descontaminante Volumen Agente Agente Neutralizante Volumen Agente
Suspension Descontaminante Neutralizante
Bacteriana (mL) (mL) (mL)
1 NaOH al 4%(1N) 1 Acido Clorhidrico (0,5N) 2
1 NaOH al 8% (2N) 1 Acido Clorhidrico (1N) 2
1 Acido Oxalico al 5% (0.8M) 1 NaOH (0,8M) 2
1 Acido sulfdrico al 6% (2.2M) 1 NaOH (2,2M) 2
1 HPC al 0.75% 1 Tween 20 al 2% 2

Por otra parte, se tomaron por separado 1mL de cada una de las
neutralizaciones y suspensiones bacterianas y se mezclaron con 1mL de solucion
tampon Hepes 500 mM (pH 7).

Preparacion de la solucion de trabajo de FDA

Se empled una solucién madre de FDA a una concentracién de 2,5 x 10°
ng/mL, disuelta en acetona y seguidamente se diluy6 en solucion salina de cloruro
de sodio (0,85%) obteniéndose una concentracién final de FDA de 2,5 x 10*

ng/mL.
a) Lectura de la hidrdlisis del FDA por analisis de citometria de flujo

Se tomaron por separado 900 pL de cada una de las suspensiones
descontaminadas con los diferentes agentes descontaminantes y la suspension
bacteriana a titular. Seguidamente, se mezclaron cada una de las suspensiones
con 100 pL de la solucién de trabajo de FDA (concentracion final 2,5 x 10°

ng/mL), y se realizo la lectura bajo condiciones de operacion del citbmetro de flujo
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(FACSCalibur). Finalmente, se realizd la metodologia de siembra de placas de

agar descrita anteriormente.
b) Lectura de la hidrolisis del FDA por analisis de fluorimetria

Para la descontaminacion con HPC, y posterior lectura por fluorimetria fue
necesario realizar una neutralizacién del compuesto por centrifugacién, en la cual
se mezclaron, en un tubo eppendorf de 1,5 mL, volimenes iguales (500 uL) de la
suspension bacteriana de trabajo y el HPC 0,75%. Posteriormente, se agité e
incub6é la suspension durante 20 y 40 minutos a temperatura ambiente.
Transcurrido el tiempo de incubacién con el agente descontaminante, se agitaron
nuevamente los tubos utilizando un vortex y se centrifugé a 10.000xg durante 1
minuto, se descartd el sobrenadante y se resuspendio el pellet en un mililitro 1mL

de solucion tampdén Hepes 500 mM (pH 7).

Finalmente para la lectura de la hidrdlisis del FDA por fluorimetria se
tomaron por separado 180 pL de cada una de las suspensiones
descontaminadas con los diferentes agentes descontaminantes utilizados y la
suspension bacteriana a titular. Luego se mezclaron cada una de las
suspensiones con 20 uL de la solucion de trabajo de FDA (concentracion final
2,5 x 10% ng/mL). Finalmente, se sembraron cada de las suspensiones en una
microplaca negra de 96 pozos, realizando la lectura a una longitud de onda de
excitacion A=488 nm y de emision A=520 nm. Finalmente, se realizé la

metodologia de siembra de placas de agar descrita anteriormente.
Analisis estadistico:

El andlisis de ANOVA de tres vias se realizd utilizando el programa
estadistico “Statistica” version 9. Adicionalmente, se realizé el test Duncan (prueba
a posteriori) con la finalidad de estimar variaciones en los tratamientos. Se estimé
el porcentaje de recuperacion segun la metodologia empleada, de la siguiente

manera:
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a) Metodologia de siembra en placas con agar:

Con el contaje bacteriano obtenido de cada dilucidbn con los diferentes
agentes descontaminantes se calcul6 el porcentaje relativo de recuperacion de

las micobacterias mediante la siguiente formula:

% Recuperacion = Recuento de colonias después de la descontaminacion X 100

en placas con agar Recuentro de colonias de la titulacion

b) Metodologia de estimacién de la hidrolisis del FDA por analisis de

fluorimetria:

Con el contaje de unidades de fluorescencia relativa (UFR), obtenido
posterior a un tiempo de incubacion de 4 horas con los diferentes agentes
descontaminantes se calculé el porcentaje relativo de recuperacion de las

micobacterias mediante la siguiente férmula:

% Recuperacion = UFR después de la descontaminacion X 100

Fluorimetria UFR de la titulacion

c) Metodologia de estimacion de la hidrdlisis del FDA por anédlisis de

citometria de flujo:

De la poblacion seleccionada se estimo la region con fluorescencia positiva
para la fluoresceina y se realiz6 el calculo del porcentaje relativo de recuperacion

de las micobacterias utilizando la siguiente formula:

% Recuperaciéon = Valor medio de fluorescencia después de la descontaminacion x 100

Citometria de flujo Valor medio de fluorescencia de la titulacién
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RESULTADOS

» Metodologia de siembra en placas con agar.
Comparacion de agentes quimicos descontaminantes para la recuperacion
de M. abscessus.

En la figura 2, se muestra la comparacion de agentes quimicos
descontaminantes, evaluados por la metodologia de siembra en placas con agar a
distintos tiempos (20 y 40 min.), para la recuperacion de M. abscessus.
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Porcentaje de Recuperacion (%)

20 40

Tiempo (min.)

Porcentaje de recuperacion (%) Porcentaje de recuperacion (%)
Agente descontaminante

20 minutos 40 minutos
E NaOH 2% <1 <1
-_'i NaOH 4% <1 <1
& Acido oxalico al 5% 13.5+3.8 <1
1 Ac. Sulfurico 6% <1 <1
1 HPC 0.75% 97.7+28 92.1+29

Figura 2. Comparacién de la recuperaciéon de M. abscessus para los diferentes agentes

descontaminantes estimado por siembra en placas con agar. Para los tiempos 20 y 40 minutos.
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Como se puede observar en la figura 2, al usar NaOH al 2 y al 4% como
agente descontaminante, con un tiempo de incubacion de 20 minutos, se observo
que la recuperacion de M. abscessus fue inferior al 1% para ambas
concentraciones; mostrando que no existen diferencias estadisticamente
significativas en el porcentaje de recuperacion entre estas dos concentraciones
(p>0.05). De igual modo, la recuperacion obtenida para el tratamiento con &cido

sulfdrico fue menor al 1% para este mismo tiempo de incubacion.

Con HPC la recuperacion fue de 97.7 £ 2.8% mientras que con el uso de
acido oxalico fue de 135 + 3.8%, indicando que son los agentes
descontaminantes del estudio que ofrecen la mayor tasa de recuperacion para M.

abscessus, posterior a un tratamiento de 20 minutos (p>0.05) (Figura 2)

Al prolongar el tiempo de incubacién a 40 minutos se obtuvo una
recuperacion para el NaOH al 2 y al 4%, menor al 1% para ambas
concentraciones, de manera similar se encontré un porcentaje de recuperacion
inferior al 1% para el &cido sulfurico y acido oxalico. Por el contrario, el HPC
mostré una recuperacion de 92.1 + 2.9%. EI porcentaje de recuperacion obtenido
para el HPC revel6 diferencias estadisticamente significativas con respecto a los
demdas agentes quimicos descontaminantes en estudio, para este tiempo de
incubacion (p<0.05). (Figura 2).

En relacion al recuento de colonias, no hubo diferencia estadisticamente
significativa a los 20 y 40 minutos con el uso de NaOH al 2 y al 4% como agente
descontaminante (p>0.05), al igual que con el uso del HPC no hubo variaciones
con relevancia estadistica, para los tiempos en estudio (p>0.05). Por el contrario,
se encontraron variaciones significativas con el uso de acido oxalico al prolongar

la incubacién hasta 40 minutos (p<0.05). (Figura 2)

El Andlisis de varianza determin6é que el efecto causado por los distintos
agentes descontaminantes presenta significancia estadistica (p<0.05),

adicionalmente existen cambios sobre la recuperacién de M. abscessus en los
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tiempos de incubacion 20 y 40 minutos (p<0.05), sumado a esto la interaccion del
tiempo de incubacibn y los distintos agentes descontaminantes son
representativamente distintos (p<0.05), lo que indica un efecto diferencial de los

distintos agentes quimicos en el tiempo, sobre el porcentaje de recuperacion.
(Tabla 4)
Tabla 4. Analisis de varianza (ANOVA) de Mycobacterium abscessus estimado por la metodologia de

siembra en placas con agar. (SS) suma de cuadrado, (F) valor estadistico de contraste, (MS) Variaciones
entre los niveles, (p) probabilidad.

SS Grados de libertad MS F P
12928.91 1 12928.91  4921.36 0.000000
Intercepto
TIEMPO 120,52 1 120.52 45.87 0.000001
TRATAMIENTO 41472.02 4 10368.01  3946.55 0.000000
TIEMPO-TRATAMIENTO 298.66 4 74.66 28.42 0.000000
52.54 20 2.63

Error

Comparacion de agentes quimicos descontaminantes para la recuperacion
de M. chelonae.

En la figura 3, se muestra el porcentaje de recuperacion de M. chelonae
cuando ha sido incubada con diferentes agentes quimicos descontaminantes, para
los tiempos 20 y 40 min., donde las estimaciones fueron realizadas empleado la

metodologia de siembra en placas con agar.
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Tiempo (min.)
Porcentaje de recuperacion (%) Porcentaje de recuperacion (%)

Agente descontaminante

20 minutos 40 minutos
—I'— NaOH 2% <1 <1
I NaOH 4% <1 <1
& Acido oxalico al 5% <1 <1
i Ac. Sulfdrico 6% <1 <1
I HPC 0.75% 65.7+6 64.5+0.9

Figura 3. Comparacién de la recuperaciéon de M. chelonae para los diferentes agentes

descontaminantes estimado por siembra en placas con agar. Para los tiempos 20 y 40 minutos.

Como se observa en la figura 3, al usar NaOH al 2% y al 4% como agente
descontaminante con un tiempo de incubacién de 20 minutos se observo que la
recuperacion de M. chelonae fue inferior al 1% para ambas concentraciones, por
lo tanto, no hubo diferencias estadisticamente significativas para estos
tratamientos (p>0.05). De igual modo, los tratamientos acidos (acido oxalico y
acido sulfarico) presentaron una baja tasa de recuento de colonias en placas con
agar, obteniéndose un valor inferior al 1%; no se observaron variaciones entre los
descontaminantes con pH acido en estudio para este tiempo incubaciéon (p>0.05).

Con HPC el porcentaje de recuperacion obtenido fue de 65.7 + 6%, siendo el
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agente descontaminante que ofrece la mayor tasa de recuperacion de colonias

sobre los demas agentes en estudio (p<0.05).

Cuando la incubacion se prolongd hasta 40 minutos, la recuperacion con
NaOH al 2% y al 4% se mantuvo constante, con un valor inferior al 1%. De manera
similar los resultados indican un valor de recuento de colonias en placas con agar
menor al 1% con los descontaminantes acido oxalico y acido sulfarico, mostrando
similaridad estadistica (p>0.05). Por ultimo el HPC present6 una recuperacion de
64.5 £ 0.9%. (Figura 3)

El analisis estadistico sugiere que el tiempo de incubacién para M. chelonae
con los agentes descontaminantes en estudio no es un parametro critico con
significancia estadistica (p>0.05). Adicionalmente este analisis sugiere que el
agente descontaminante empleado es significativamente determinante en la
recuperacion de esta especie (p<0.05). Por ultimo, la interaccion de los agentes
descontaminantes en estudio y los tiempos de incubacibn no presentaron
relevancia estadistica (p>0.05), lo que indica que no existe un efecto diferencial de
los distintos agentes quimicos en el tiempo, sobre el porcentaje de recuperacion.
(Tabla 5)

Tabla 5. Andlisis de varianza (ANOVA) de Mycobacterium chelonae estimado por la metodologia de

siembra en placas con agar. (SS) suma de cuadrado, (F) valor estadistico de contraste, (MS) Variaciones
entre los niveles, (p) probabilidad.

SS Grados de libertad Ms F p
Intercepto 5155.11 1 5155.11 3083.99 0.000000
TIEMPO 0.87 1 0.87 0.52 0.478042
TRATAMIENTO 19924.73 4 4981.18 2979.94 0.000000
TIEMPO-TRATAMIENTO 0.69 4 0.17 0.10 0.980265
Error 3343 20 1.67
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Comparacion de agentes quimicos descontaminantes para la recuperacion
de M. fortuitum.

En la figura 4, se muestra el porcentaje de recuperacion de M. fortuitum
cuando ha sido incubada con diferentes agentes quimicos descontaminantes, para
los tiempos 20 y 40 min., donde las estimaciones fueron realizadas empleado la

metodologia de siembra en placas con agar.
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Tiempo (20 min.)

Porcentaje de Recuperacion (%)

Porcentaje de recuperacion (%) Porcentaje de recuperacion (%)
Agente descontaminante

20 minutos 40 minutos
—I'— NaOH 2% 33+1.5 15+2
I NaOH 4% 26+4 10+2.5
& Acido oxalico al 5% 59+1.1 31+55
iAc. Sulfurico 6% <1 <1
I HPC 0.75% 62+8.4 45+1.1

Figura 4. Comparacion de la recuperacion de M. fortuitum para los diferentes agentes

descontaminantes estimado por siembra en placas con agar. Para los tiempos 20 y 40 minutos.

Como se observa en la figura 4, la recuperaciéon de M. fortuitum después
del tratamiento con NaOH al 2% por 20 minutos fue de 33 + 1.5%, mientras que

para el NaOH al 4%, se obtuvo un valor de 26 + 4%. Para el acido oxalico y HPC
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la recuperacion fue de 59 £ 1.1% y 62 + 8.4%, respectivamente. Por dltimo el
recuento de colonias en placa arrojo un porcentaje de recuperacion inferior al 1%
para el &cido sulfurico. Se observaron claras diferencias entre los diferentes
agentes descontaminantes estudiados, siendo éstas estadisticamente

significativas (p<0.05).

Al prolongar la incubacion por 40 minutos se observl que el porcentaje de
recuperacion con NaOH al 2% fue de 15 + 2%. Por otro lado, para la
concentracion de 4% se obtuvo un valor de 10 + 2.5%. Al emplear acido oxalico
como agente quimico descontaminante la recuperacion fue de 31 + 5.5% y con el
acido sulfarico la recuperacion fue inferior al 1%. Por dltimo, para el HPC, el
porcentaje de recuperacion fue de 45 = 1.1%. Se observaron diferencias
significativas entre los diferentes agentes descontaminantes para este tiempo de

incubacion (p<0.05). (Figura 4)

Se estimd estadisticamente que existe un efecto significativo sobre M.
fortuitum con relacion al tiempo de incubacion (p<0.05), adicionalmente se
encontrdé que existe una significancia estadistica en la recuperacion determinada
por el agente quimico descontaminante empleado (p<0.05), junto a esto la relacién
tiempo de incubacion- agente descontaminante no es un rango constante para
esta especie, debido que a no existe un disminucién homogénea en el porcentaje
de recuperacién para los distintos agentes descontaminantes al aumentar el
tiempo de incubacion de 20 a 40 min.(p<0.05). (Tabla 10)

Tabla 6. Andlisis de varianza (ANOVA) de M. fortuitum estimado por la metodologia de siembra en

placas con agar. (SS) suma de cuadrado, (F) valor estadistico de contraste, (MS) Variaciones entre los
niveles, (p) probabilidad.

SS Grados de libertad msS F p
Intercepto 39392.16 1 39392.16  7584.34 0.000000
TIEMPO 1533.53 1 1533.53 295.25 0.000000
TRATAMIENTO 29805.92 4 7451.48  1434.66 0.000000
TIEMPO-TRATAMIENTO 824.12 4 206.03 39.66 0.000000
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Porcentaje de Recuperacion (%)

Comparacion de agentes quimicos descontaminantes para la recuperacion
de M. tuberculosis H37Ra.

En la figura 5, se muestra el porcentaje de recuperacion de M. tuberculosis
H37Ra cuando ha sido incubada con diferentes agentes quimicos
descontaminantes, para los tiempos 20 y 40 min., donde las estimaciones fueron

realizadas empleado la metodologia de siembra en placas con agar.
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Tiempo (min.)

Porcentaje de recuperacion (%) Porcentaje de recuperacion (%)
Agente descontaminante

20 minutos 40 minutos
—I'—NaOH 2% 3.8+0.3 <1
I NaOH 4% <1 0
& Acido oxalico al 5% 0 0
i Ac. Sulfdrico 6% 5.4+0.9 1.9+0.8
I HPC 0.75% 26.5+1.4 4+0.2

Figura 5. Comparacion de la recuperacion de M. tuberculosis H37Ra para los diferentes agentes

descontaminantes estimado por siembra en placas con agar. Para los tiempos 20 y 40 minutos.
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Como se observa en la figura 5, al utilizar NaOH al 2% como agente
descontaminante para un tiempo de incubacion de 20 minutos se observo que la
recuperacion de M. tuberculosis H37Ra fue de 3.8 + 0.3%; mientras que con el
uso de NaOH al 4% fue inferior al 1%, no observandose diferencias
estadisticamente significativas entre las concentraciones en estudio (p>0.05). Al
emplear acido oxalico no se obtuvo un recuento de colonias en placas de agar. En
cuanto al acido sulfarico su valor se ubicé en un porcentaje de 5.4 + 0.9%. Por otro
lado, al emplear HPC, el porcentaje de recuperacion fue de 26.5 + 1.4%. Se
observaron diferencias estadisticamente significativas para los diferentes agentes
descontaminantes (p<0.05), siendo mas eficiente el HPC con respecto al NaOH y

acido sulfurico (p<0.05).

Cuando la incubacién se prolongé por 40 minutos el porcentaje de
recuperacion con NaOH al 2% fue de inferior al 1%, mientras que con el NaOH al
4% no se observaron colonias posterior a la siembra en placa con agar. Con el
HPC se obtuvo un valor de 4 + 0.2%. Por ultimo la descontaminacion con &cido
oxalico y acido sulftrico fue de 0% y 1.9 + 0.8%, respectivamente. Se observaron
diferencias significativas para los diferentes agentes descontaminantes para este

tiempo de incubacion (40 minutos) (p<0.05). (Figura 5)

El andlisis de varianza refleja que existe un efecto del tiempo sobre la
recuperacion de M. tuberculosis H37Ra (p<0.05), aunado a esto, el agente
descontaminante empleado es critico para la recuperacion de este
microorganismo, lo que refleja que existen variaciones significativas en las medias

calculadas para la recuperacion (p<0.05). (Tabla 12)
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Tabla 7. Andlisis de varianza (ANOVA) de M. tuberculosis H37Ra estimado por la metodologia de
siembra en placas con agar. (SS) suma de cuadrado, (F) valor estadistico de contraste, (MS) Variaciones
entre los niveles, (p) probabilidad.

SS Grados de libertad MS F p
Intercepto 513.27 1 513.27 199.44 0.000000
TIEMPO 232.46 1 232.46 90.32 0.000000
TRATAMIENTO 837.95 4 209.48 81.40 0.000000
TIEMPO-TRATAMIENTO 442.06 4 110.51 42.94 0.000000
Error 51.47 20 2.57

Metodologia de estimacion de la hidrélisis del compuesto FDA por analisis
de fluorimetria.

Comparacion de agentes quimicos descontaminantes para la recuperacion
de M. abscessus.

En la figura 6, se muestra la cinética bacteriana de M. abscessus generada
por la incorporacion del FDA hasta su hidrélisis a fluoresceina, posterior a la
descontaminacion y neutralizacién de los distintos agentes quimicos empleados.
La accion de esterasas metabdlicamente activas, que estan presentes en células
viables de M. abscessus, genera en el tiempo un aumento de las UFR, como
consecuencia de la acumulacién intracelular de fluoresceina, como se puede
observar en todas las curvas de color verde de la figura 6. Por otro lado, la cinética
bacteriana de las muestras que han sido tratadas con los diferentes agentes
descontaminantes, mostro en el tiempo una menor tasa de UFR, en relacion a la
cinética bacteriana de las muestras no tratadas con ningun descontaminante,
siendo estadisticamente significativo el efecto negativo generado por los agentes

descontaminantes en estudio (p<0.05).
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Figura 6. Cinética de incorporacion del FDA para M. abscessus y el efecto de los agentes descontaminantes: (6.A)

NaOH 2%, (6.B) NaOH 4%, (6.C) Acido Oxalico 5%, (6.D) Acido sulftrico 6%, (6.E) HPC 0,75%.
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En la figura 7, se muestra la comparacibn de los porcentajes de

recuperacion de M. abscessus, empleando la metodologia de siembra en agar

(barras azules) y la estimacién de la hidrdlisis del FDA por analisis de fluorimetria

(barras rojas), a los tiempos 20 y 40 min.
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placas con agar placas con agar
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Ac. Sulfurico 6% <1 <1 <1 <1
HPC 0.75% 86.2+2.3 52.8 0.4 79.3+£3.9 31.8+0.9

Figura 7. Comparacién del porcentaje de recuperacion de M. abscessus estimadas en paralelo por
analisis de fluorimetria y por recuento de colonias en placas de agar. Para los tiempos de incubacion

de 20 y 40 minutos
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Como se muestra en la figura 7, al emplear NaOH al 2% para un tiempo de
20 minutos, se obtuvo un porcentaje de recuperacién estimado por analisis de
fluorimetria de 4.5 + 0.1% mientras que por siembra en placas con agar el valor
obtenido fue de 4.8 + 0.4%, por lo que no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los valores obtenidos por estas metodologias
(p>0.05). Por otro lado, cuando se empleé NaOH al 4%, se obtuvo por fluorimetria
un porcentaje de células viables de 1.5 + 0.2%, en contraste al obtenido por
siembra en placas con agar (valor inferior al 1%). Al comparar estadisticamente
estos valores, no se obtuvieron en los resultados diferencias significativas
(p>0.05).

Por otro lado, al usar &cido oxalico durante 20 minutos como agente
descontaminante, la viabilidad de las células estimada por fluorimetria y por
siembra en placas con agar, no tuvo diferencias significativas (p>0.05), pues los
valores son muy similares (10 + 0.6% y 12.2 + 2.6% respectivamente). Con
respecto al empleo del 4cido sulfdrico como agente descontaminante, éste mostro
una tasa de recuperaciéon similar por ambas técnicas, siendo el mencionado valor
inferior al 1%. Por ultimo, el HPC fue el Unico agente descontaminante que para el
tiempo de 20 minutos presentd diferencias estadisticamente significativas en el
porcentaje de recuperacién con la técnica de fluorimetria al compararla con la
siembra en placas con agar, siendo los valores de 52.8 + 0.4% y 86.2 + 2.3%,
respectivamente (p<0.05). (Figura 7)

Al prolongar el tiempo de incubacion por 40 minutos se observo que la
recuperacion con NaOH para las dos concentraciones en estudio no fueron
significativamente diferentes a nivel estadistico (p>0.05). Para el NaOH al 2% se
obtuvo un valor de 2.5 £+ 0.2% por analisis de fluorimetria en relacion a la siembra
en placas con agar donde se obtuvo un valor en 3 £ 0.5%, el analisis estadistico
indica que estos resultados no son significativamente distintos (p>0.05). Por otro
lado, para la concentracion del NaOH al 4%, el recuento de colonias en placas con
agar se ubicé en un valor inferior al 1% y no contrasta con el obtenido por

fluorimetria cuyo valor fue de 1.6 + 0.4% (p>0.05). Para la descontaminacién con
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acido sulfarico durante 40 minutos, el valor mantuvo una relacion similar para
ambas técnicas (p>0.05), ubicandose la estimacién en porcentajes inferiores al
1%. Por otro lado, con el acido oxalico se obtuvo un valor de 6.9 + 0.6% por la
siembra en placa de agar y de 5.6 £ 0.5% por fluorimetria, siendo las medias
estadisticamente similares (p>0.05). Por ultimo, HPC fue el que presento
diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de recuperacion con la
técnica de fluorimetria al compararla con la siembra en placas con agar para este
tiempo de incubacion, siendo los valores de 31.8 + 0.9% y 79.3 £ 3.9%,

respectivamente. (Figura 7)

Comparacion de agentes quimicos descontaminantes para la recuperacion
de M. chelonae.

En la figura 8, se muestra la cinética bacteriana generada posterior a la
descontaminacion y neutralizacion de los distintos agentes quimicos empleados.
La cinética bacteriana de incorporacién del FDA, mostro en el tiempo un aumento
de las UFR como consecuencia de la acumulacion intracelular de fluoresceina
generada por la accibn de esterasas metabdlicamente activas presentes en
células viables. Adicionalmente, se obtuvo una disminucién de las UFR debido a
efectos negativos sobre la viabilidad celular generado por la presencia de los
diferentes agentes descontaminantes en estudio, causando diferencias
estadisticamente significativas entre la cinética de las células no tratadas con
ningln descontaminante, con respecto a la cinética de las bacterias que fueron

sometidas a los agentes quimicos descontaminantes (p<0.05).
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Figura 8. Cinética de incorporacion del FDA para M. chelonae y el efecto de los agentes descontaminantes: (8.A) NaOH

2%, (8.B) NaOH 4%, (8.C) Acido Oxalico 5%, (8.D) Acido sulfirico 6%, (8.E) HPC 0,75%.
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En la figura 9 se muestra la comparacion del porcentaje de recuperacion de
M. chelonae, empleando la metodologia de siembra en agar (barras azules) y la
estimacion de la hidrolisis del FDA por analisis de fluorimetria (barras rojas), para

los distintos agentes descontaminantes, evaluados a los tiempos 20 y 40 min.
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Figura 9. Comparacion del porcentaje de recuperacion de M. chelonae estimadas en paralelo por
analisis de fluorimetria y por recuento de colonias en placas de agar. Para los tiempos de incubacion
de 20 y 40 minutos
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Como se observoé en la figura 9, al emplear NaOH al 2% con un tiempo de
incubacion de 20 minutos, se obtuvo una recuperacion estimada por fluorimetria
de 1.4 £ 0.2%, mientras que por siembra en placas con agar fue inferior al 1%, por
lo que no se encontraron variaciones estadisticas entre los valores obtenidos
(p>0.05). Por otro lado, al emplear NaOH al 4% no se observaron diferencias
significativas entre el analisis de fluorimetria y la siembra en placas con agar

siendo los valores obtenidos; 2 + 0.4% y menor al 1% respectivamente (p>0.05).

Para la descontaminacion con soluciones a pH acido para un tiempo de 20
minutos se observd un rango constante en la recuperacion de colonias en placas
de agar para M. chelonae ubicandose en un valor inferior al 1% tanto para el acido
oxalico como para el &cido sulfarico, mientras que los valores obtenidos por el
fluorimetro no mostraron diferencias estadisticamente significativas con respecto
al patron de placa obtenido al emplear &cido sulfdrico como agente
descontaminante, siendo el valor obtenido de 2.2 + 0.5%, por el contrario se
encontraron variaciones estadisticas significantes para el acido oxalico donde la
recuperacion fue de 12.1 + 0.4% (p<0.05). Para el HPC a un tiempo de 20 minutos
el porcentaje de recuperacion mostré una similitud entre sus medias, indicando
que no existen variaciones en la estimacién del porcentaje de recuperacion por
ambas técnicas, siendo el porcentaje obtenido por siembra en placas con agar de
78.5+1.5%y 74.6 £ 1.2% por fluorimetria (p>0.05). (Figura 9)

Al prolongar el tiempo de incubacién hasta 40 minutos se observo que para
la concentracion de NaOH al 2 y al 4%, la recuperacion por siembra en placa fue
inferior al 1% para ambas concentraciones, no siendo significativamente distintos
a los valores obtenidos por analisis de fluorescencia, los cuales se ubicaron en 2.7
+ 0.6% para la concentracion de 2% y 1.5 £ 0.5% cuando se empled el NaOH al
4% (p>0.05). Con el uso de acido oxalico y acido sulfurico, la estimacion de la
hidrdlisis del FDA por analisis de fluorimetria dieron valores de 10.4 + 1.3 % y 2.2
+ 0.2%, respectivamente, de los cuales el acido oxdlico para este tiempo es el

agente quimico que muestra diferencias significativas respecto a la siembra en
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placas con agar (p<0.05). Con el HPC a los 40 minutos la estimacion de la
viabilidad celular para M. chelonae, se ubic6 en 68.1 + 1.1%, siendo
significativamente parecido al obtenido por siembra en placas con agar donde el
valor fue de 57.1 + 3.6% (p>0.05). (Figura 9)

Comparacion de agentes quimicos descontaminantes para la recuperacion
de M. fortuitum.

En la figura 10, se muestra la cinética bacteriana de M. fortuitum generada
por la incorporacion del FDA hasta su hidrélisis a fluoresceina, posterior a la
descontaminacion y neutralizacion de los distintos agentes quimicos empleados.
La accion de esterasas metabdlicamente activas presentes en células viables de
M. fortuitum, genera en el tiempo un aumento de las UFR, hasta llegar a una tasa
de saturacion a las 4 h de seguimiento, como consecuencia de la acumulacion
intracelular de fluoresceina (curvas de color verde en la figura). Por otro lado, la
cinética de incorporacion del FDA y su transformacién a fluoresceina en las
muestras tratadas con los diferentes agentes descontaminantes, mostré en el
tiempo una menor tasa de UFR, en relacion a la cinética de las muestras que no
fueron tratadas con ningun descontaminante, siendo estadisticamente significativo
el efecto negativo generado por los agentes descontaminantes en estudio
(p<0.05).
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Figura 10. Cinética de incorporacion del FDA para M. fortuitum y el efecto de los agentes descontaminantes: (10.A)
NaOH 2%, (10.B) NaOH 4%, (10.C) Acido Oxalico 5%, (10.D) Acido sulfdrico 6%, (10.E) HPC 0,75%.
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En la figura 11, se muestra la comparacion del porcentaje de recuperacion

de M. fortuitum, empleando la metodologia de siembra en agar (barras azules) y la

estimacion de la hidrdlisis del FDA por andlisis de fluorimetria (barras rojas), a los

tiempos 20 y 40 min.
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Figura 11. Comparaciéon del porcentaje de recuperacion de M. fortuitum estimadas en paralelo por
analisis de fluorimetria y por recuento de colonias en placas de agar. Para los tiempos de incubacion

de 20 y 40 minutos
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Como se observa en la figura 11, al comparar estadisticamente la siembra
en placa con la fluorimetria, sobre cada uno de los tiempos de exposicién a los
distintos agentes descontaminantes, no se observan diferencias significativas
(p>0.05). Sin embargo, cuando se comparan los porcentajes de recuperacion
obtenidos con el HPC para los tiempos 20 y 40 minutos, se observa un mayor
porcentaje de recuperacion a un menor tiempo de incubacion, siendo

significativamente estadistico el cambio (p<0.05).

Comparacion de agentes quimicos descontaminantes para la recuperacion
de M. tuberculosis H37Ra.

En la figura 12, se muestra la cinética de hidrolisis del FDA generada por
células viables posterior a la descontaminacion y neutralizacién de los distintos
agentes quimicos empleados, mostrando en el tiempo un aumento de las UFR
como consecuencia de la acumulacién intracelular de fluoresceina generada por la
accion de esterasas metabodlicamente activas presentes en células viables. En
contraste, se obtuvo una disminucion de las UFR debido a efectos negativos sobre
la viabilidad celular generado por la presencia de los diferentes agentes
descontaminantes en estudio, causando diferencias estadisticamente significativas
entre la cinética de las células no tratadas con ningun descontaminante, con
respecto a la cinética de incorporacion del FDA por M. tuberculosis H37Ra,

cuando fueron sometidas a los agentes quimicos descontaminantes (p<0.05).
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Figura 12. Cinética de incorporacion del FDA para M. tuberculosis H37Ra y el efecto de los agentes descontaminantes:
(12.A) NaOH 2%, (12.B) NaOH 4%, (12.C) Acido Oxalico 5%, (12.D) Acido sulftrico 6%, (12.E) HPC 0,75%.
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En la figura 13, se muestra la comparacion del porcentaje de recuperacion

de M. tuberculosis H37Ra, para los distintos agentes descontaminantes,

empleando la metodologia de siembra en agar (barras azules) en paralelo a la

estimacion de la hidrolisis del FDA por andlisis de fluorimetria (barras rojas).
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Figura 13. Comparacion del porcentaje de recuperacion de M. tuberculosis H37Ra estimadas en

paralelo por analisis de fluorimetria y por recuento de colonias en placas de agar. Para los tiempos de
incubacién de 20 y 40 minutos
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Como se observa en la figura 13, no hubo diferencias estadisticamente
significativas en los porcentajes de recuperacion de M. tuberculosis H37Ra
cuando se comparan la siembra en placa y la fluorimetria, cuando las bacterias
estuvieron expuestas por 20 minutos a todos los agentes descontaminantes
(p>0.05). De igual manera sucede al prolongar el tiempo de exposicion a los
descontaminantes por 40 minutos; las diferencias entre ambas metodologias no
son significativas (p>0.05). Por el contrario, cuando se comparan los tiempos de
exposicion de 20 y 40 minutos al descontaminante HPC, la recuperacion es
significativamente mayor a los 20 minutos que la recuperacion a los 40 minutos

(p<0.05) y este resultado solo se observa con este agente quimico.

» Metodologia de estimacion de la hidrolisis del compuesto FDA por andlisis
de citometria de flujo.

Comparacion de agentes quimicos descontaminantes para la recuperacion
de M. abscessus.

En la figura 14 se muestran las diferentes representaciones obtenidas por
analisis de citometria de flujo, para las células no marcadas, es decir, representan
al control negativo de éste experimento. En el eje X esta representada la
intensidad de fluorescencia para la fluoresceina y el eje Y la granularidad
bacteriana, ambas escalas estan expresadas en unidades logaritmicas. En la
figura 14.A esta reflejada la poblacion seleccionada de las células no marcadas,
mientras que la figura 14.B representa la region que no posee fluorescencia
(cuadrante inferior izquierdo). Por otro lado, la figura 14.C es la representacion del
histograma de la intensidad de fluorescencia, donde M1l es la region de
fluorescencia para la fluoresceina, dado que las células no estan marcadas su

media de fluorescencia no se encuentra en esta region.
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Figura 14. Analisis de citometria de flujo para las células vivas no marcadas (control negativo).

En la figura 15, estan representadas las células vivas marcadas con FDA
(control positivo) y sin exposicion a ningln agente descontaminante, en la cual las
figuras 15.B y 15.C, indican que existe un efecto significativo sobre la lectura como
consecuencia de la incorporacién y posterior hidrdlisis del FDA (p<0.05), dado que
los eventos obtenidos para las células vivas, se encontraron en la region de
fluorescencia para la fluoresceina (cuadrante inferior derecho, en la figura 15.B, y
rango M1, en la figura 15.C).

abcesus.004 Wlycobacterium abcesus 004

104

10°

Células Vivas

ght
120 180 240 300

102
g
Counts

Marcadas

SSC-Hex

60
1

o

1 102 103 A4

FDA

100 10

10?

10! 10

102
FSC-Height

Figura 15. Andlisis de citometria de flujo para las células vivas marcadas con FDA (control positivo).

En la figura 16, se observa la estimacion de la viabilidad celular de M.
abscessus empleando la metodologia de citometria de flujo, donde las lecturas
demuestran que existe un efecto negativo sobre la supervivencia de ésta
micobacteria posterior a un tratamiento con NaOH al 2% y 4%, debido a que se
observd una disminucién progresiva en la media de fluorescencia respecto a las

células vivas marcadas en su totalidad (p<0.05).
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Figura 16. Analisis de citometria de flujo para la estimacion del porcentaje de recuperacion de M.

abscessus. Empleando como agente descontaminante NaOH al 2% y 4%.

En la figura 17, esta representada la estimacién de la viabilidad celular para

M. abscessus, empleando la metodologia de citometria de flujo para los agentes

descontaminantes HPC, acido oxdlico y acido sulfurico, siendo los tiempos de

incubacion empleados 20 y 40 minutos,

con

los distintos agentes

descontaminantes. En este caso se obtuvo una disminuciéon de la media de

fluorescencia con significancia estadistica (p<0.05), como consecuencia de la

incubacion de este microorganismo con los diferentes agentes descontaminantes.

Nuevamente la viabilidad de las células se puede observar en el cuadrante inferior
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derecho de la figura 17.B y en el rango M1 de la figura 17.C, debido a la

fluoresceina incorporada en las células con integridad de membrana.
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Figura 17. Andlisis de citometria de flujo para la estimacion del porcentaje de recuperacion de M.

abscessus. Empleando como agente descontaminante HPC, acido oxalico y acido sulflrico



En la figura 18, se muestra la comparacion del porcentaje de recuperacion

de M. abscessus empleando la metodologia de siembra en agar (barras fucsias)

en paralelo a la estimacion de la hidrolisis del FDA por andlisis de citometria de

flujo (barras verdes), para los distintos agentes descontaminantes.
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Agente Porcentaje de recuperacion (%) Porcentaje de recuperacion (%)
descontaminante 20 minutos 40 minutos
E._I_'— Siembra en I Citometria 1 Siembra en —T'— Citometria
placas con agar de flujo placas con agar de flujo
NaOH 2% 18.69 15.31 <1 6.27
NaOH 4% <1 3.73 <1 1.76
Ac. Oxalico 5% 11.53 85.42 <1 84.08
Ac. Sulfurico 6% <1 97.12 <1 90.53
HPC0.75% 92.30 72.73 88.46 54.64

Figura 18. Comparacion del porcentaje de recuperacién obtenido para M. abscessus por siembra en
placa de agar y citometria de flujo. Para los tiempos: (16.A) 20 min., (16.B) 40 min.

Como se observa en la figura 18, el Unico agente quimico que mostrd

similaridad en cuanto a la recuperacion de M. abscessus cuando se comparan la
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siembra en placa y la citometria de flujo, fue el NaOH al 4% (p>0.05). El resto de
los agentes descontaminantes muestran diferencias significativas en la
recuperacion de la micobacteria durante los dos tiempos evaluados (p<0.05).
Cabe destacar que la siembra en placa arroj6 valores mucho menores que la
citometria en casi todos los agente descontaminantes probados, a excepcion del

HPC, donde la recuperacion en placa fue mayor que por citometria de flujo.

Como se observa en la figura 18, al emplear NaOH al 2%, con un tiempo de
incubacion de 20 minutos, se obtuvo un valor estimado por andlisis de citometria
de 15.31%, mientras que por siembra en placas, el valor obtenido se ubic6é en
18.69%, observandose diferencias significativas entre las medias (p<0.05). Para
la concentracion de NaOH al 4% se obtuvo un porcentaje de células viables de
3.73%, utilizando la metodologia de citometria de flujo, no siendo estadisticamente
significativa la diferencia obtenida por la metodologia de siembra en placas, la cual

se ubico en un valor inferior al 1% (p>0.05).

Al realizar una descontaminacion durante 20 minutos empleando &cido
oxalico como agente descontaminante por la metodologia de citometria de flujo y
siembra en placas, se obtuvo un valor de 85.42% y 11.53% respectivamente,
mostrando diferencias estadisticamente significativas (p<0.05). Por otro lado, el
acido sulfarico mostré una tasa de recuperacion significativamente distinta para
ambas técnicas con un valor inferior al 1% para siembra en placas y de 97.12%
determinado por citometria de flujo (p<0.05). Por ultimo, el HPC present6
variaciones en el valor de recuperacion para la técnica de citometria de flujo (52.8
+0.4%) respecto a la siembra en placas (86.2 £ 2.3%) (p<0.05). (Figura 18)

Al prolongar el tiempo de incubacién por 40 minutos con el NaOH al 2% se
obtuvo, por analisis de citometria de flujo, un valor de 6.27% siendo
significativamente distinto al obtenido por siembra en placas con agar, ubicandose
en un valor inferior al 1% (p<0.05). Por otro lado, para la concentracion de NaOH
al 4%, el recuento de colonias en placas se ubic6 en un valor inferior al 1%; este

valor es comparable con el valor obtenido por citometria de flujo (3.73%), lo que
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reflej6 wuna variacion, estadisticamente significativa (p>0.05). Para la
descontaminacion con &cido sulfurico, el valor no mantuvo una relacion similar
para ambas técnicas (p>0.05), ubicandose la estimacidén en un porcentaje inferior
al 1% para el recuento de colonias y de 90.53% por analisis de citometria de flujo.
Por otro lado, con el &cido oxalico se obtuvo un valor de siembra en placa de agar
inferior al 1% y de 84.08% por citometria de flujo, siendo las medias

estadisticamente diferentes (p<0.05). (Figura 18)

Comparacion de agentes quimicos descontaminantes para la recuperacion
de M. chelonae.

En la figura 19, se observa los controles bacterianos empleado en la
metodologia de citometria de flujo para de M. chelonae, descritos anteriormente

de forma similar para M. abscessus.
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Figura 19. Analisis de citometria de flujo para las células vivas no marcadas (control negativo) y
células vivas marcadas con FDA (control positivo).

La figura 20, muestra que existe un efecto negativo sobre la supervivencia
de éste microorganismo posterior a un tratamiento con NaOH al 2 y al 4%, debido
a que se observOo una disminucién progresiva en la media de fluorescencia

respecto a las células vivas marcadas en su totalidad (p<0.05).
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Figura 20. Analisis de citometria de flujo para la estimacion del porcentaje de recuperacion de M.
chelonae, empleando el agente descontaminante NaOH al 2% y 4%.

En la figura 21, esta representada la estimacion de la viabilidad celular para

M. chelonae, empleando la metodologia de citometria de flujo para los agentes

descontaminantes HPC, acido oxalico y &cido sulftrico. Por otro lado, se obtuvo

una disminucion de la media de fluorescencia con significancia estadistica

(p<0.05), como consecuencia de la incubacién de este microorganismo con los

agentes descontaminantes.
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Figura 21. Anédlisis de citometria de flujo para la estimacion del porcentaje de recuperacion de M.
chelonae, empleando los agentes quimicos HPC 0,75%, acido oxalico al 5% y acido sulfarico al 6%.
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En la figura 22, se muestra la comparacion del porcentaje de recuperacion
de M. chelonae, para los distintos agentes descontaminantes, empleando la
metodologia de siembra en agar (barras fucsias) en paralelo a la estimacion de la

hidrolisis del FDA por analisis de citometria de flujo (barras Verdes).
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Figura 22. Comparacion del porcentaje de recuperacion obtenido para M. chelonae por siembra en
placa de agar y citometria de flujo. Para los tiempos: (22.A) 20 min., (22.B) 40 min.

Como se observo en la figura 22, al emplear NaOH al 2%, con un tiempo de

incubacion de 20 minutos, se obtuvo una recuperacion estimada por citometria de
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flujo de 73.76%, mientras que por siembra en placa fue inferior al 1%. Por otro
lado, con el uso de NaOH al 4%, se obtuvo un porcentaje de supervivencia de
86.26% estimado por citometria de flujo, mientras que el recuento de colonias en

placa obtenido fue menor al 1%.

Para la descontaminacion con soluciones a pH acido, para un tiempo de 20
minutos, se observéd un rango constante en la recuperacion de colonias en placas
de agar para M. chelonae ubicandose en un valor inferior al 1% tanto para el acido
oxalico como para el acido sulfurico, mientras que la lectura realizada por
citometria de flujo para la descontaminacion con acido oxalico se obtuvo un valor
de 93.04% vy para el acido sulfurico fue de 90.1%. Para el HPC los valores
estimados por hidrélisis del FDA se ubicaron en 86.71% y para la siembra en

placa de agar fue de 97.05%. (Figura 22)

Al prolongar el tiempo de incubacién hasta 40 minutos se observd que para
la concentracién de NaOH al 2 y al 4%, la recuperacion por siembra en placa fue
inferior al 1% para ambas concentraciones, siendo significativamente distintos a
los obtenido por andlisis de citometria de flujo donde los valores se ubicaron en
37.04% para la concentracion de 2% y 77.98% cuando se emple6 el NaOH al 4%.
Con el uso de acido oxalico y acido sulfurico se obtuvieron los siguientes valores
82.44% y 89.74% respectivamente, para la estimacion de la hidrélisis del FDA por
citometria de flujo. Con respecto al HPC a los 40 minutos la estimacion de la
viabilidad se ubic6é en 66.75%, siendo significativamente distinto al obtenido por

siembra en placas con agar donde el valor fue de 95.5% (p<0.05). (Figura 22)

Comparacion de agentes quimicos descontaminantes para la recuperacion
de M. fortuitum

En la figura 23, se observa los controles bacterianos empleado en la
metodologia de citometria de flujo para de M. fortuitum, descritos anteriormente de

forma similar para M. abscessus.
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Figura 23. Andlisis de citometria de flujo para las células vivas no marcadas (control negativo) y
células vivas marcadas con FDA (control positivo).

La figura 24, muestra que existe un efecto negativo sobre la supervivencia

de éste microorganismo posterior a un tratamiento con NaOH al 2% y 4%, debido

a que se observdé una disminucion progresiva en la media de fluorescencia

respecto a las células vivas marcadas en su totalidad (p<0.05).
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Figura 24. Analisis de citometria de flujo para la estimacion del porcentaje de recuperacion de M.
fortuitum, empleando el agente descontaminante NaOH al 2% y 4%.

En la figura 25, esta representada la estimacion de la viabilidad celular para

M. fortuitum, empleando la metodologia de citometria de flujo para los agentes

descontaminantes HPC, acido oxalico y acido sulfarico. Por otro lado, se obtuvo

una disminucion de la media de fluorescencia con significancia estadistica

(p<0.05), como consecuencia de la incubacién de este microorganismo con los

agentes descontaminantes.
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Figura 25. Analisis de citometria de flujo para la estimacion del porcentaje de recuperacion de M.
fortuitum, empleando los agentes quimicos HPC 0,75%, acido oxalico al 5% y acido sulfdrico al 6%.
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En la figura 26, se muestra la comparacion del porcentaje de recuperacion
de M. fortuitum empleando la metodologia de siembra en agar (barras fucsias), en
paralelo a la estimacién de la hidrélisis del FDA por analisis de citometria de flujo
(barras verdes), para los distintos agentes descontaminantes.
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Figura 26. Comparacion del porcentaje de recuperacién obtenido para M. fortuitum por siembra en
placa de agar y citometria de flujo. Para los tiempos: (26.A) 20 min., (26.B) 40 min.
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Como se observo en la figura 26, al emplear NaOH al 2%, como agente
quimico descontaminante para un tiempo de 20 minutos se obtuvo un porcentaje
de recuperacion de 37.34% por la metodologia de recuento en placas; siendo
significativamente diferente al obtenido por el analisis de citometria de flujo donde
el valor obtenido fue de 19.15% (p<0.05). De igual manera, hubo variaciones
estadisticamente significativas entre las dos técnicas comparadas para la
concentracion de NaOH al 4% (p<0.05), siendo los mencionados 28,11% para la
siembra en placas con agar e fue inferior al 1% el determinado por citometria de

flujo.

Al realizar la descontaminacion quimica con soluciones a pH &cido para el
tiempo de incubacion de 20 minutos, se observaron variaciones estadisticamente
significativas entre la metodologia de siembra en placa y la estimacion de la
hidrolisis del FDA realizada a través de andlisis de citometria de flujo (p<0.05),
siendo el valor obtenido para el acido oxalico de 56.9%, estimado por analisis de
siembra en placas con agar y 8.52% para el andlisis de citometria de flujo.
Empleando acido sulfarico se obtuvo un porcentaje de recuperacion inferior al 1%
por recuento de colonias en placas y 20.7% para la estimacion de la hidrolisis del
FDA empleando el citbmetro. Por ultimo, el HPC no mostré6 cambios significativos
en la estimacion de la recuperacién de M. fortuitum por siembra en placas con
agar y citometria de flujo, siendo los valores obtenidos 53.47% y 1.96%

respectivamente (p>0.05). (Figura 26)

Al prolongar la incubacion por 40 minutos con cada uno de los
descontaminantes, se observo que para el NaOH al 2% existen diferencias entre
las medias determinadas por siembra en placa y citometria de flujo siendo los
porcentajes obtenidos 15.21% y 17.19% respectivamente (p<0.05). Para la
concentracion de NaOH al 4%, se obtuvo un porcentaje de 9,95% por siembra en
placa e inferior al 1% estimado por la hidrolisis del FDA, siendo las diferencias

estadisticamente significativas entre los valores obtenidos (p<0.05). (Figura 26)
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Para la descontaminacion con HPC durante 40 minutos los porcentajes
obtenidos por siembra en placa (34.78%) y por citometria de flujo (1.91%)
mostraron ser significativamente distintos (p<0.05). En cuanto al acido sulfdrico, se
encontré que el porcentaje presenta variaciones significativas para las dos
técnicas en estudio siendo el valor obtenido por recuento en placa inferior al 1% y
de 8.22% cuando el analisis se realizd por citometria de flujo, para el agente
quimico acido oxalico el porcentaje obtenido por siembra en placa de agar fue de
30,69% vy por citometria de flujo fue 7.22%; no mostrando similaridad estadistica
(p<0.05). (Figura 26)

Comparacion de agentes quimicos descontaminantes para la recuperacion
de M. tuberculosis H37Ra.

En la figura 27, se observa los controles bacterianos empleado en la
metodologia de citometria de flujo para de M. tuberculosis H37Ra, descritos

anteriormente de forma similar para M. abscessus.
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Figura 27. Analisis de citometria de flujo para las células vivas no marcadas (control negativo) y
células vivas marcadas con FDA (control positivo).

La figura 28, muestra que existe un efecto negativo sobre la supervivencia
de éste microorganismo posterior a un tratamiento con NaOH al 2% y 4%, debido
a que se observdé una disminucion progresiva en la media de fluorescencia
respecto a las células vivas marcadas en su totalidad (p<0.05).
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Figura 28. Analisis de citometria de flujo para la estimacién del porcentaje de recuperaciéon de M.
chelonae, empleando el agente descontaminante NaOH al 2% y 4%.

En la figura 29, esta representada la estimacion de la viabilidad celular para

M. tuberculosis H37Ra, empleando la metodologia de citometria de flujo para los

agentes descontaminantes HPC, acido oxalico y acido sulfarico. Por otro lado, se

obtuvo una disminucion de la media de fluorescencia con significancia estadistica

(p<0.05), como consecuencia de la incubacién de este microorganismo con los

agentes descontaminantes.
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Figura 29. Analisis de citometria de flujo para la estimacion del porcentaje de recuperacion de M.
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al 6%.
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En la figura 30, se muestra la comparacion del porcentaje de recuperacion
de M. tuberculosis H37Ra, para los distintos agentes descontaminantes,
empleando la metodologia de siembra en agar (barras fucsias), en paralelo a la

estimacion de la hidrélisis del FDA por analisis de citometria de flujo (barras

verdes).
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Figura 30. Comparacion del porcentaje de recuperaciéon obtenido para M. tuberculosis H37Ra por
siembra en placa de agar y citometria de flujo. Para los tiempos: (30.A) 20 min., (30.B) 40 min.
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Como se observo en la figura 30, al usar NaOH al 2 y al 4% como agente
descontaminante para un tiempo de incubacion de 20 minutos se observo que la
recuperacion en porcentaje de M. tuberculosis H37Ra fue inferior al 1% para la
metodologia siembra en placas con agar y mientras que por citometria de flujo se
obtuvo un valor de 89%, estimado para una concentracion de NaOH al 2%,
mientras que para la concentracion de NaOH al 4% el valor obtenido se ubico en
88.77%; observandose diferencias estadisticamente significativas entre las
metodologias en estudio (p<0.05). Al emplear acido oxalico y acido sulfdrico se
obtuvo un recuento de colonias en placas inferior al 1%, siendo estas variaciones
estadisticamente significativas (p<0.05), dado que el porcentaje obtenido por
citometria de flujo fue de 94,7% para el &cido sulfdrico y de 61,96% para el 4cido
oxalico. Por otro lado, al emplear HPC el porcentaje de recuperacion fue de 34.4%
(siembra en placas con agar) y para el analisis de citometria 61,96%. Se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre las dos metodologias
empleadas para este agente quimico (p<0.05).

Cuando la incubacién se prolongé por 40 minutos el porcentaje de
recuperacion con NaOH (al 2% y al 4%) fue inferior al 1% para la metodologia de
siembra en placas con agar, siendo estas variaciones estadisticamente
significativas (p<0.05), dado que el valor obtenido por citometria de flujo se ubicé
en 80,19% para el NaOH al 2% y 76,3% para la concentracion de NaOH al 4%.
Para el 4cido oxdlico para las dos metodologias comparadas (siembra en placas y
citometria de flujo) el porcentaje estimado se ubico en un valor inferior al 1%. Con
el HPC se obtuvo por recuento de colonias en placas de agar un valor de 17.4%
siendo diferente estadisticamente al obtenido por citometria flujo (p<0.05), donde

el porcentaje mostrado fue inferior al 58,91%. (Figura 30)
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DISCUSION

Tradicionalmente, la susceptibilidad de las micobacterias a desinfectantes y
antisépticos ha sido objeto de estudio con base en su estructura celular,
composicion y fisiologia. Bello y col. (2004), esto demuestra el efecto diferencial
de los agentes descontaminantes sobre la actividad micobactericida,
caracterizandose principalmente por un menor efecto sobre las micobacterias

cuando se emplean compuestos de amonio cuaternario.

Por medio de la metodologia de siembra en placas con agar se lograron
observar marcadas diferencias entre los distintos agentes quimicos empleados,
siendo el NaOH al 2 y al 4%, uno de los agentes descontaminante que report6 el
menor porcentaje de recuperacion para las micobacterias en estudio, donde M.
fortuitum fue la especie mas resistente ante este agente quimico (figura 4),
seguido de M. tuberculosis H37Ra (figura 5), por dltimo, se encontré que las
especies mas sensibles ante este agente quimico fueron M. abscessus y M.
chelonae (figura 3). Los resultados mostrados para el NaOH son similares a los
reportados por Buijtels y Petit (2005) que concluyeron que el tratamiento con
NaOH afectaba negativamente la recuperacion de micobacterias y por ende la
solucion descontaminante que se empleaba para el tratamiento de las muestras
era un factor decisivo en la recuperacion de micobacterias en el cultivo. Ratnam y
col. (1987) también observaron que la tolerancia al alcali no era un rasgo
constante entre todas las especies de micobacterias. Igualmente, Sisco y col.
(2006), demuestran que el NaOH compromete seriamente la recuperacion de

micobacterias de crecimiento rapido.

En la actualidad se conocen pocos estudios sobre el mecanismo de accion
diferencial del NaOH sobre las micobacterias, pero posiblemente se deba a un
efecto similar al descrito por lafiéz (1998), donde la saponificacion de los lipidos
de la envoltura externa de las micobacterias, ocurria por interaccion de los iones

OH’, como sucede con otras bacterias y virus con envoltura, originando la
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destruccion de la membrana celular como consecuencia de la desorganizacion de

la estructura del peptidoglicano, ocasionando un desequilibrio osmético.

Otro de los agentes descontaminantes en estudio fue el acido oxalico al 5%,
el cual por medio de la metodologia de siembra en placa reportdé una recuperacion
significativamente mayor a la obtenida con el uso de NaOH para la mayoria de las
especies de micobacterias en estudio, siendo M. chelonae y M. tuberculosis
H37Ra las méas sensibles ante el 4cido oxalico. Estos resultados guardan relacion
a los reportados por Yeboah — Manu, Bodmer y col. (2004), quienes ensayaron el
uso del acido oxalico como agente descontaminante y lo compararon con NaOH
mediante los métodos de Petroff y N- acetil-L cisteina- NaOH para el aislamiento
de M. ulcerans, obteniendo como resultado una mayor recuperacion con el acido

oxalico en relacion a aquellos métodos que emplean NaOH.

Por otro lado, el uso de acido sulftrico al 6% como agente descontaminante
obtuvo la menor recuperacién en placas con agar en relacion al resto de los
descontaminantes, en cada una de las tres especies de micobacterias atipicas
ensayadas (M. fortuitum, M. abscessus y M. chelonae), mientras que M.
tuberculosis H37Ra demostrd ser la especie en estudio mas resistente al efecto de
este agente descontaminante. Estos resultados no guardan relacion con los
reportados por Buijtels y Petit (2005) que concluyeron que el tratamiento con acido
sulfarico no muestra diferencias significativas sobre la recuperacion de M.

tuberculosis en relacion a las micobacterias atipicas.

Pese a que los agentes quimicos acido oxalico y acido sulfarico presentan
mecanismos de accion similares, fundamentados en la desnaturalizacion o al
menos inhibicién de la actividad de enzimas y moléculas acido-labiles presentes
en la membrana, los resultados obtenidos en este estudio sugieren, que el efecto
micobactericida de la solucion de acido sulfarico en relacion al acido oxalico, es
mucho mas pronunciado en micobacterias atipicas en comparacion a M.
tuberculosis H37Ra, tal vez esto podria estar relacionado a una concentracion

minima bactericida (CMB) diferencial entre estos dos agentes descontaminantes.
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El HPC es el agente descontaminante que ofrecio el mayor porcentaje de
recuperacion de micobacterias por siembra en placa. Varias han sido las
investigaciones que describen este hecho, como es el caso de Thornton y col.
(1998), donde demuestran que es posible una mayor recuperacion de M.
tuberculosis 'y micobacterias atipicas empleando compuestos de amonio
cuaternario en relacion al uso de NaOH como agente descontaminante. Los
resultados obtenidos reflejan que las micobacterias atipicas estudiadas no
presentan efecto negativo por el aumento en el tiempo de incubacion con HPC
guardando concordancia por lo descrito por Smithwick y col. (1975) donde el
aumento en la incubacion con compuestos de amonio cuaternario hace posible la
recuperacion de micobacterias atipicas posterior a un lapso de 24 horas. La Unica
excepcion a lo planteado fue observada en M. tuberculosis H37Ra, donde los
resultados indican que el HPC afecta negativamente a esta micobacteria al

prolongar su exposicion al amonio cuaternario.

Diversas investigaciones han estudiado el mecanismo de resistencia de las
micobacterias a los compuestos de amonio cuaternario. Johnston y col. (2000)
describieron que durante el curso de accion de estos agentes ocurre un fenémeno
llamado “self quenching” en el cual la inactivacién del agente ocurre debido a una
saturacion del mismo por parte de las propias bacterias. Esta inactivacion puede
ser de origen fisico o quimico. Una vez que ocurre la lisis del microorganismo por
el agente quimico, varios componentes emulsificantes de la membrana y la célula,
como fosfatidiletanolamina y triacilglicéridos, son liberados y saturan al agente
reduciendo su actividad micobactericida. Esta teoria explica la resistencia de las
micobacterias a los compuestos de amonio cuaternario, ya que si bien una parte
de la poblacibn micobacteriana muere, la liberacibn de estos compuestos
emulsificantes inactivan el agente quimico permitiendo la sobrevivencia de la
mayoria de las micobacterias. Levy (2002) propuso otro mecanismo llamado
“active efflux”, en el cual una o varias proteinas de la membrana plasmatica actuan
como bombas para la expulsion de los agentes quimicos hacia el exterior de la
célula bacteriana. Este tipo de bombas dependientes de protones se han descrito
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en M. smegmatis y parecen mediar no solo la resistencia a detergentes sino

también parecen estar implicadas en la resistencia a antibiéticos.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que la sensibilidad de
algunas especies estudiadas se ve determinada principalmente por la relaciéon del
tiempo de incubacién y el agente quimico descontaminante empleado. Este
comportamiento podria deberse a la compleja composicion de la pared celular de
las micobacterias y su relacion con la CMB, donde de acuerdo al descontaminante
empleado sobre la bacteria le confiere mayor o menor resistencia a los agentes

guimicos descontaminantes.

Se pudo determinar que el medio tripticasa de soya, pese a ser un medio
rico en nutrientes que permite el crecimiento de micobacterias atipicas, no es apto
para el crecimiento de M. tuberculosis H37Ra, indicando la ausencia de un
suplemento nutricional necesario para el crecimiento de esta micobacteria. Los
resultados encontrados sugieren que este factor esencial est4 presente en el
medio Lowestein-jensen y que posiblemente puede tratarse de la albumina, el cual
es uno de los componentes de éste medio de cultivo, por tanto, se propone que la
adiciéon del suplemento nutricional OAD (acido oleico, albumina y dextrosa), en el

medio tripticasa de soya puede favorecer el crecimiento del M. tuberculosis.

Los resultados muestran que no existen diferencias estadisticamente
significativas entre los diferentes recuentos de colonias en placas con agar,
realizados de forma independiente y en paralelo con las metodologias de
citometria de flujo y fluorimetria. Cabe destacar, que las pequefas variaciones
observadas se encontraron dentro de la desviacion estandar propia de la

metodologia de siembra en placas con agar, lo que refleja su alta reproducibilidad.

Los valores obtenidos en la metodologia de fluorimetria y siembra en placas
mostraron diferencias significativas cuando se realizé la descontaminacion con
acido oxalico para M. chelonae, este efecto podria ser atribuible a la generacién

de una subpoblacién no cultivable en medio tripticasa de soya pero con una
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condicion metabolicamente activa, capaz de hidrolizar el FDA a fluoresceina
posterior a la descontaminacion. Adicionalmente, la metodologia de recuento
colonias en placas con agar, mostré discrepancia con la metodologia de
fluorimetria cuando se emple6 el HPC como agente quimico sobre M. abscessus,
este efecto puede estar relacionado al apantallamiento generado por bajas

concentraciones de HPC sobre la sefial de fluoresceina.

Entre las metodologias usadas para comparar el porcentaje de
recuperacion de las micobacterias, la citometria de flujo fue la técnica que revelo
la mayor discrepancia, dado que se obtuvo un mayor porcentaje de recuperacion
por esta metodologia en relacion a los resultados expuestos por siembra placas
con agar, para M. abscessus, M. chelonae y M. tuberculosis H37Ra, por el
contario, se obtuvo un menor porcentaje de recuperacién para M. fortuitum en
comparacion al recuento de colonias en placas con agar. Estos resultados no
guardan relacién con los reportados en las investigaciones realizadas por Bownds
y col. (1996) quienes plantearon que el uso de la citometria de flujo y la tincién con
FDA constituye un método rapido de estimacién de la viabilidad celular en
micobacterias. El porcentaje de recuperacién obtenido por la técnica de citometria
de flujo sugiere que algunas bacterias a pesar de ser afectadas por el agente
descontaminante, sus esteras se encuentran metabdlicamente activas, por lo que
no guarda concordancia a los descrito por Burdz y col. (2003), ya que ellos afirman
que la hidrolisis del FDA en micobacterias se ve inhibida por la presencia de

agentes antimicrobianos.

Otra posible causa a la discrepancia obtenida en los resultados de las
metodologia de siembra en placas con agar y la citometria de lujo, podria deberse
a una mayor sensibilidad en la lectura por particula que se realiza en los
citometros de flujo, por otro lado, el solapamiento de las colonias como
consecuencia del crecimiento bacteriano podria estar generando una
subestimacion del porcentaje de recuperacion para M. abscessus, M. chelonae y

M. tuberculosis H37Ra; sin embargo, para M. fortuitum no encontramos una
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explicacion factible para la discordancia obtenida en los porcentajes de
recuperacion. A través este estudio se pudo constatar que en Venezuela, no hay
mucha experiencia en la utilizacion del citometro de flujo para el conteo de
poblaciones bacterianas, lo que dificulta la interpretacion de los resultados
experimentales obtenidos. Esta observacion, lejos de ser desalentadora, permite

el disefio de nuevos estudios para la estandarizacion de la metodologia.

Actualmente, la siembra en placas con agar es considerada el estandar de
oro empleado para la determinacién del titulo bacteriano en micobacterias,
teniendo como ventaja la observacion de la morfologia de las colonias bacterianas
presentes en una determinada muestra. Sin embargo, presenta la desventaja de
requerir un periodo prolongado de tiempo, que va de 7 a 12 dias, para emitir un
resultado. En la presente investigacion, los valores obtenidos a través del analisis
de fluorimetria demuestran que la estimacion de la viabilidad celular para las
micobacterias en estudio, puede obtenerse en un lapso de 4 horas después que
han sido sometidas al agente descontaminante, sustentado en la alta similitud

mostrada con la metodologia de siembra en placas con agar.

En el presente estudio se obtuvo el porcentaje de recuperacion de
micobacterias con los diferentes agentes descontaminantes y se reportaron
resultados preliminares que permitirAn continuar esta investigacion, mediante el
ensayo de otras cepas del género Mycobacterium y el uso de otros agentes
descontaminantes reportados en la literatura. Adicionalmente, la estandarizacién
de la hidrolisis del FDA por analisis de fluorimetria abre la posibilidad a la
aplicacion de ésta técnica para ser utilizada en pruebas resistencia, acortando el

tiempo para la obtencién de los resultados.
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CONCLUSIONES

Una vez comparado el efecto de los agentes quimicos descontaminantes se
observd que el NaOH y acido sulfurico tiene un efecto negativo sobre la
recuperacion de micobacterias, confirmando la alta sensibilidad de estas especies
a dichos agentes descontaminantes, y en base a esto no son recomendados para

ser utilizados en muestras con sospecha de infeccion por micobacterias.

El HPC fue el agente descontaminante que permitio la mayor tasa de
recuperacion de micobacterias, en este orden de ideas se considera que la
adaptacion de este agente quimico a protocolos de aislamiento de micobacterias
podria traer grandes beneficios en el diagndstico de infecciones producidas por las

mismas.

El tiempo de incubacion de la muestra con el agente descontaminante debe
ser estrictamente regulado, por cuanto la recuperacién de micobacterias muestra
una significativa reduccion en el porcentaje de recuperacién al prolongar el tiempo
de exposicion al NaOH, &cido sulfarico y en menor proporcion el acido oxalico. El
HPC fue el agente quimico que no produjo una reduccion significativa en la
recuperacion de micobacterias al prolongar el tiempo de exposicion, por lo que su
uso como agente descontaminante permite que el tiempo de incubacion pueda ser

ajustado de forma menos estricta.

La metodologia de fluorimetria, fundamentada en la hidrdlisis del FDA, para
la estimacién de viabilidad celular se presenta como una alternativa rapida para tal
fin, ya que permite reducir el tiempo necesario a tan solo 4 horas para obtener un
resultado, con una alta similitud referente a los valores obtenidos por siembra en
placas con agar. En contraste, la citometria de flujo revelé grandes discrepancias
cuando se compardé con la siembra en placas con agar, por lo que no se presenta

como una herramienta util para la estimacion de viabilidad celular.
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RECOMENDACIONES

Debido al efecto negativo que presentan el NaOH y &cido sulfurico sobre las
micobacterias, no deben ser utilizados como agentes descontaminantes sobre

muestras clinicas con sospecha de la presencia de micobacterias.

Es importante regular el tiempo de incubacion con los diferentes agentes
descontaminantes, ya que es un factor critico en la recuperacion de la

micobacterias.

Se recomienda realizar las lecturas con FDA en solucién tampon a pH 7 y sobre
medios que no sean nutritivos debido a que la estabilidad del compuesto es

baja y se podria originar un efecto de autohidrolisis.

Es necesaria la neutralizacion, bien sea quimica o por dilucién, de los agentes
quimicos descontaminantes antes de estimar el porcentaje de recuperacion,

con la finalidad de atenuar el efecto residual sobre las bacterias.
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