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PALABRAS CLAVE Resumen Las micobacterias no tuberculosas (MNT) no solo se estudian por su importancia
Micobacterias no como patdgenos oportunistas, sino también por sus aplicaciones en biotecnologia y biorreme-
tuberculosas; diacion. Nuestro objetivo fue determinar la presencia de micobacterias en los distintos habitats
Biodiversidad; acuaticos de la ciudad de General Pico (provincia de La Pampa), asi como su diversidad. Los
Habitats acuaticos porcentajes de muestras positivas a micobacterias fueron los siguientes: 37,5% en el sistema de

distribucion de agua de red, 32,6% en el acuifero que abastece dicho sistema, 36,8% en el agua
proveniente de las precipitaciones, 53,1% en los humedales del area de influencia, 80% en los
natatorios cubiertos y 33,3% en las fuentes decorativas ubicadas en plazas publicas. De los 90
aislamientos de MNT obtenidos el 8,9% no logro ser identificado a nivel de especie con los méto-
dos utilizados, que incluyeron pruebas fenotipicas y métodos moleculares. Las especies mas
frecuentemente aisladas fueron Mycobacterium fortuitum y Mycobacterium gordonae. Algunas
especies identificadas han sido reportadas en casos de micobacteriosis en nuestro pais, entre
ellas M. fortuitum, M. gordonae, M. intracellulare, M. vaccae, M. lentiflavum y M. nonchromo-
genicum. No se aislaron MNT en muestras de agua de red con concentraciones de cloro activo
residual mayores de 0,8 mg/l, mientras que en los natatorios la presencia de hasta 1,5mg/l
de cloro activo residual no fue una limitante para la proliferacion de estos microorganismos.
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Introduccion

Se puede considerar que la incidencia de micobacterias en los ambientes acuaticos de General
Pico es cercana al 35%, y que la presencia de estos microorganismos y su diversidad se ve
afectada por el contacto con el hombre y sus actividades, como asi también por la existencia
de vida animal.

© 2018 Asociacion Argentina de Microbiologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Este es un
articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc-nd/4.0/).

Species diversity of non-tuberculous mycobacteria isolated from aquatic
environments of General Pico city, Province of La Pampa (Argentina)

Abstract Non-tuberculous mycobacteria (NTM) are studied not only for their importance as
emerging opportunistic pathogens but also for their applications in biotechnology and bioreme-
diation. Our aim was to determine the occurrence and diversity of mycobacteria in different
aquatic habitats of General Pico city, Province of La Pampa. The percentage of samples with
positive cultures for mycobacteria were the following: 37.5% recovered from the water sup-
ply distribution system; 32.6% from the aquifer that supplies water to the distribution system;
36.8% from rain water; 53.1% from the two wetlands in the area of influence; 80% from indoor
swimming pools; and 33.3% from water fountains in downtown public squares. Of the 90 NTM
isolates, 8.9% could not be identified at the species level with any of the used methods, phe-
notypic tests and molecular methods. Mycobacterium fortuitum and Mycobacterium gordonae
were the most frequently isolated species. Some of the identified species such as, M. fortui-
tum, M. gordonae, M. intracellulare, M. vaccae, M. lentiflavum and M. nonchromogenicum,
have been reported in cases of mycobacteriosis in Argentina. Mycobacteria with values higher
than 0.8 mg/ml of residual active chlorine were not recovered from the drinking water supply
network, whereas in the swimming pools the presence of up to 1.5mg/l was not a constraint.
Based on our results, the presence of mycobacteria in aquatic environments is close to 35% and
their occurrence and diversity is affected both by contact with man and his activities as well
as by the existence of animal life.

© 2018 Asociacion Argentina de Microbiologia. Published by Elsevier Espafa, S.L.U. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc-nd/4.0/).

por los métodos bacterioldgicos tradicionales. Estos méto-
dos no incluyen un proceso de descontaminacion que elimine

En los Ultimos anos se ha observado un incremento en el
numero de micobacteriosis o infecciones por micobacterias
no tuberculosas (MNT), tanto en individuos inmunodeprimi-
dos (por enfermedades cronicas, VIH, uso de medicamentos
inmunosupresores) como en inmunocompetentes, a menudo
asociadas en estos uUltimos a la mayor longevidad de la
poblacion, la exposicion a tratamientos cosmetologicos
(mesoterapia) y la aplicacion de tatuajes, asi como al
tabaquismo y al alcoholismo®'®%°, No existe evidencia de
transmision directa entre individuos y, en general, las infec-
ciones se producen por inoculacion o inhalacion. Se reconoce
la ubicuidad de las MNT, estas se han recuperado de diversos
habitats naturales'.

En trabajos anteriores hemos detectado MNT en suelos
de los ordenes molisol?® y oxisol** en la Republica Argen-
tina. En cuanto a los ecosistemas acuaticos es poco lo que
se conoce sobre la diversidad bacteriana total, a excep-
cion de aquellos parametros microbiolégicos cominmente
estudiados’. Aunque las MNT presentan amplia diversidad
respecto a las necesidades de nutrientes y temperatura, el
prolongado tiempo de generacion habitualmente es el fac-
tor que impide su recuperacion a partir de muestras de agua

o reduzca la microbiota de rapido crecimiento'®?",

La capacidad de formar biofilm no esta restringida a nin-
glin grupo de bacterias, y las micobacterias, debido a su
compleja pared celular con alto contenido de acidos mico-
licos y glucopeptidolipidos son consideradas pioneras en la
formacién de biofilms'®; esta caracteristica es sumamente
importante en la persistencia de las MNT, tanto en habitats
naturales como artificiales. En la naturaleza se reconoce que
la formacion de biofilm actia a modo de matriz impidiendo
el acceso de patdgenos al acuifero, mientras que en los
sistemas de agua de red esta capacidad favorece su perdura-
bilidad en aquellos, asi como el incremento de la resistencia
a agentes desinfectantes®.

Es importante conocer la prevalencia y diversidad de las
MNT en el agua, ya que algunas son consideradas pato-
genas oportunistas, mientras que otras son responsables
del reciclado de compuestos organicos e inorganicos por su
intervencion en los ciclos biogeoquimicos. Algunas especies
son capaces de metabolizar un amplio espectro de con-
taminantes, tales como hidrocarburos, herbicidas u otros
compuestos xenobidticos?®. El conocimiento de las especies
micobacterianas presentes en los diferentes ecosistemas
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Figura1 Mapa de la ciudad de General Pico con los sitios de muestreo.

podria dar paso a futuras investigaciones en el area de la
biotecnologia, como asi también a estudios relacionados con
su participacion en infecciones en pacientes inmunocom-
prometidos e inmunocompetentes. Ademas, es importante
conocer la diversidad de MNT en los ambientes naturales
compartidos por el ser humano y los animales, con la finali-
dad de estudiar la posible interferencia de los Gltimos en el
diagndstico de la tuberculosis.

El objetivo de este trabajo fue determinar la presencia
de micobacterias en los distintos habitats acuaticos de la
ciudad de General Pico (La Pampa, Argentina) y conocer su
diversidad. Se estudio la prevalencia de MNT en la red de
distribucion de agua potable, como asi también en el acui-
fero Dorila-General Pico, que abastece a dicho sistema. La
presencia de bacterias en el acuifero puede obedecer a su
migracion desde el suelo o a que aquellas bacterias suspen-
didas en la atmosfera pueden ser introducidas en el acuifero
por el arrastre de las precipitaciones, ya que el acuifero se
recarga naturalmente por lixiviacion e infiltracion del agua
de lluvia.

Materiales y métodos
Recoleccion y procesamiento de las muestras

Se establecieron 6 habitats acuaticos en la ciudad de Gene-
ral Pico: 1) sistema de distribucion de agua de red; 2)
acuifero que suministra el agua al sistema de red; 3) agua
proveniente de las precipitaciones (de las que, en parte, se
nutre el acuifero); 4) 2 humedales del area de influencia de
la ciudad; 5) natatorios cubiertos; y 6) fuentes decorativas
ubicadas en plazas publicas.

Se analizaron un total de 136 muestras de agua, de las
cuales 32 correspondieron a agua de red. El muestreo se
efectud de acuerdo con el criterio establecido por bromato-
logia de la Municipalidad de General Pico y la Cooperativa
de Electricidad y Agua Potable (CORPICO). Se selecciona-
ron 8 sitios de la ciudad, dependiendo de la cercania al

lugar de cloracion del agua y a la densidad poblacional;
se tomaron 4 muestras durante las estaciones climaticas
extremas, verano e invierno, en el periodo comprendido
entre el invierno de 2010 y el verano de 2012 (fig. 1).
En las inmediaciones del ejido de la ciudad se ubican 2
humedales, laguna de reciclados urbanos (RRU) y laguna La
Arocena (LA), que cumple funciones como centro recreativo.
Con la utilizacién de muestreadores estériles se recolec-
taron un total de 32 muestras de los humedales, estas se
ubicaron al azar en 4 sitios de cada humedal, con 2 repe-
ticiones anuales, también durante el mismo periodo de 2
afos consecutivos. Se recolectaron, ademas, 12 muestras
de agua de aquellas fuentes decorativas ubicadas en dis-
tintos espacios publicos muy concurridos por los habitantes
de la ciudad (fig. 1) y 10 muestras provenientes de los 3
natatorios cubiertos. Asimismo, se recolectaron 19 mues-
tras de agua de lluvia en 3 sitios del centro de la ciudad, de
un total de 47 episodios de precipitaciones producidas en el
transcurso del afno 2013. Durante ese ano las precipitaciones
oscilaron entre 1 mm y 45 mm, segun los datos oficiales de
la Policia de la Provincia de La Pampa (http://www.policia.
lapampa.gov.ar/contenidos/ver/lluvias).

El acuifero Dorila-General Pico se localiza en el Noreste
de la provincia de La Pampa, sobre una faja de unos 10 km
de ancho de rumbo Nor-noroeste a Sur-sureste. La ciudad
de General Pico se abastece de agua mediante el funcio-
namiento de 110 pozos, cuya operatividad depende de las
condiciones del acuifero y de la demanda de la poblacion.
Al momento del muestreo existian 58 pozos operativos, de
los cuales se muestrearon aleatoriamente 16 durante 2 afos
consecutivos. Debido a la baja de uno de los pozos, el total
de muestras recolectadas fue de 31.

Por cada muestra tomada se procesaron 500 ml, los que
se descontaminaron segin los protocolos ya establecidos,
teniendo en cuenta la microbiota acompanante. Para
aquellas muestras de agua de aspecto limpido se utilizd
el método de Engel recomendado por Kamala et al.™,
mientras que para las de aspecto turbio se utilizo el
método de Fujimura Leite et al.'". Cada muestra de agua


http://www.policia.lapampa.gov.ar/contenidos/ver/lluvias
http://www.policia.lapampa.gov.ar/contenidos/ver/lluvias

262

C.A. Tortone et al.

de red y de natatorio se recolectd en un recipiente en
el volumen suficiente como para dar una concentracion
final de tiosulfato de sodio (Na;S;03) de 18 mg/l, a fin de
neutralizar hasta 5mg/l de cloro residual y no interferir en
el aislamiento bacteriano. Luego de la descontaminacion,
las muestras se sembraron por duplicado en los medios de
Lowenstein Jensen, Stonebrink y Herrold con micobactina,
preparados artesanalmente’?, y se incubaron a 25°c, 32°c
y 42 °c hasta 60 dias.

Identificacion de los aislamientos

Las colonias acido alcohol resistentes identificadas como
micobacterias fueron inicialmente clasificadas en grupos
segn Runyon?, sobre la base de rasgos fenotipicos, y fue-
ron sometidas a una identificacion molecular utilizando la
secuenciacion parcial del gen 165 ARNr'7; a las cepas no
identificadas se les realizd secuenciacion del gen hsp65
o un PCR-restriction analysis'>%3'. Las pruebas bioquimi-
cas y fenotipicas aplicadas incluyeron la evaluacion de la
produccion de pigmentos y la velocidad de crecimiento,
la determinacion de las temperaturas de desarrollo (25°c,
32°c, 37°cy 42°C), el crecimiento en presencia de hidroxi-
lamina y de NaCl al 5%, catalasa semicuantitativa, catalasa
a 68°C, reduccion de nitratos a nitritos, ureasa, pirazi-
namidasa (a 4 dias), arilsulfatasa (3 dias y 2 semanas),
B-galactosidasa, hidrolisis de Tween 80 (a 5 dias y 10 dias),
captacion de hierro, reduccion de telurito (en 7 dias y 9 dias)
y utilizacién de manitol y citrato® 3.

Parametros fisico-quimicos y microbiolégicos de
calidad

Mediante métodos tradicionales' se determinaron distintos
parametros fisico-quimicos y microbiologicos de calidad en
las muestras extraidas, y estos variaron segln el origen de
aquellas. En las muestras de agua de red se determiné cloro
libre residual, coliformes totales, coliformes termotoleran-
tes y mesofilos totales. En las muestras de humedales se
determiné temperatura, demanda bioquimica de oxigeno,
demanda quimica de oxigeno, pH, conductividad y recuento
total de mesofilos. Estas variables fueron estudiadas en rela-
cion con la frecuencia de aislamientos micobacterianos.

Analisis estadistico

Los datos se muestran a través de estadisticos descriptivos
simples. A fin de cumplir con el objetivo propuesto se analizd
la distribucion y la incidencia de MNT en cada ubicacion.
Solo se empled algiin método estadistico adicional frente al
hallazgo de variables aparentemente relacionadas. Se us6
la prueba «t» de Student para la comparacion de 2 medias
a un nivel de significacion del 95%, con el fin de establecer
la relacion entre la presencia de MNT y la concentracion de
cloro libre residual o la temperatura ambiental.

Resultados y discusion

Se identificaron MNT en el 36,8% (7/19) yen el 53,1% (17/32)
de las muestras de agua de lluvia y humedales, respecti-
vamente. En el acuifero, el 32,6% (10/31) de las muestras
fueron positivas a micobacterias. En el sistema de distribu-
cion de agua de red se pudieron recuperar MNT en el 37,5%
(12/32) de las muestras. EL 80% (8/10) de las muestras obte-
nidas de natatorios tuvieron MNT; también el 33,3% (4/12)
de las tomadas de las fuentes decorativas emplazadas en
espacios publicos.

En las muestras de agua de red las concentraciones de
cloro libre residual variaron entre 0,08 y 1,2mg/l, y en los
natatorios muestreados oscilé entre 0,15 y 1,5mg/l. No
se aislaron MNT en muestras de agua de red con valores
de cloro libre residual mayores de 0,8 mg/l. En el agua de
red se demostré una relacion significativa entre la recu-
peracion de MNT y la concentracion de cloro libre residual
(p=0,00004), mientras que en los natatorios la presencia de
hasta 1,5mg/l de cloro libre residual no fue una limitante
para el desarrollo de estos agentes, lo que demuestra su
resistencia a los desinfectantes, en concordancia con lo
descrito por otros investigadores®’.

El valor minimo que especifica el Cddigo Alimentario
Argentino es de 0,2 mg/l de cloro activo residual; nuestros
hallazgos evidencian que esa concentracion no es adecuada
para la erradicacion de las MNT del agua de red. Por otro
lado, no se detectaron coliformes totales, lo que indica el
correcto tratamiento de desinfeccion del agua.

Los sistemas de distribucion de agua potable ejercen una
presion de seleccion sobre la microbiota; en tal sentido pue-
den resultar favorecidas las micobacterias por su capacidad
para formar biofilm y su resistencia natural a los niveles de
cloro y ozono empleados en la higienizacién del agua®. Se
ha demostrado que las micobacterias pueden resistir con-
centraciones de cloro libre de 0,3 mg/l durante 60 min’%8,
y para una efectiva desinfeccién de Mycobacterium avium
y Mycobacterium intracellulare se requieren exposiciones
superiores a 1 mg/l durante méas de 2 horas?’.

En los natatorios muestreados se aislaron micobacterias
en presencia de concentraciones de hasta 1,5mg/l de cloro
activo libre; las especies aisladas a dicha concentracion
fueron Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium goodii y
Mycobacterium gordonae. Otros investigadores recuperaron
MNT de muestras de agua potable con niveles de cloro libre
de hasta 2,5mg/l y niveles de cloro total de 2,8 mg/l’.

La temperatura ambiental fue el factor limitante para
la proliferacion de MNT en los humedales, y este factor
también incidi6 en la diversidad de MNT. En las muestras
recogidas durante el invierno de 2010, en el que las tempe-
raturas registradas en el muestreo oscilaron entre 1y 6°C,
no se recuperaron micobacterias, mientras que si se aislaron
en las muestras del invierno siguiente, con registros térmi-
cos de 12 a 16°C. La relacion entre la presencia de MNT y
la temperatura ambiental fue significativa segin la prueba
«t» de Student (p=0,008). Si bien este estudio solo com-
prendid 2 anos consecutivos de muestreo, se pudo observar
que si la temperatura ambiente de la estacion invernal no
es extrema, la diversidad micobacteriana va aumentando a
través del tiempo, es decir, el nUmero de especies aisladas
se eleva gradualmente (fig. 2).
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No se pudo establecer ninguna asociacion entre el
numero o la diversidad de MNT vy el resto de los parame-
tros fisico-quimicos o microbioldgicos estudiados (datos no
mostrados).

La identificacion a nivel de especie de las MNT resulta
complejay requiere la utilizacion de métodos moleculares y
convencionales. De acuerdo con un trabajo reciente de Mon-
teserin et al.??, el analisis combinado de las secuencias de
al menos 2 regiones gendmicas conservadas continla siendo
el método de eleccion.

En la tabla 1 se muestran las distintas especies de MNT
recuperadas segun el origen de la muestra de agua. De un
total de 58 (42,6%) muestras positivas se aislaron 90 cepas
de MNT, de las cuales 8 (8,9%) no lograron ser identificadas
a nivel de especie con los métodos utilizados (tabla 2).

M. gordonae y M. fortuitum fueron las especies mas
frecuentemente aisladas en los habitats estudiados. Dichas
especies también fueron las mas frecuentes en un estudio
realizado por Khosravi et al.'® en agua de hospitales, quie-
nes consideran que estas especies son parte importante de la
comunidad microbiana cultivable de los diferentes sistemas
de distribucion de agua de red y seialan su posible relacion
con la presencia de M. fortuitum en las muestras clinicas.

Por otro lado, es interesante destacar que se aislaron
micobacterias en el 37,5% de las muestras de agua de red,
valor similar a lo reportado por Covert et al.® en los Estados

Unidos. Estos investigadores describieron que la incidencia
de micobacterias en los sistemas de distribucion de agua
potable de origen subterraneo fue similar a la de aquellos
que se abastecen de aguas superficiales: 31%y 36%, respecti-
vamente. Ademas, estos investigadores recuperaron solo M.
gordonae de los sistemas de distribucion de agua de origen
subterraneo.

Considerando las 2 caracteristicas primordiales en la
identificacion de las MNT, velocidad de crecimiento y
pigmentacion?®, de un total de 90 aislamientos de MNT, el
72,2% (n=65) correspondieron a especies de rapido creci-
miento y el 27,8% (n=25) a cepas de lento crecimiento; el
71,1% (n=64) de las cepas fueron pigmentadas. Asimismo,
el 88,2% de las cepas recuperadas de humedales fueron cro-
mogénicas, mientras que en el resto de los habitats, entre el
30% y el 50% de las cepas presentaron dicha caracteristica.

Estos resultados se condicen con lo descrito por algunos
investigadores, quienes sostienen que la presencia de pig-
mentos (como los carotenoides) en las bacterias desempena
un papel muy importante en aquellos habitats sometidos a
la luz, debido a que estos compuestos protegen a las células
de la fotooxidacion intermediada por la luz visible y el ultra-
violeta cercano®. Este tipo de pigmento le confiere color a
las colonias, que puede ir desde el amarillo al rojo; esta
coloracion es caracteristica de un gran nimero de especies
del género Mycobacterium.

Tabla 2 Identificacion de micobacterias no tuberculosas por PRA y secuenciacion del gen hsp65 (casos discrepantes)
Origen de la N  Secuenciacion 16S Pruebas bioquimicas PRA Secuenciacion hsp65
muestra de agua ARNr (% identidad) (% identidad)
Red 1 M. fluoranthenivorans M. neoaurum M. neoaurum type 1 M. neoaurum (96)
(99)
1 M. lentiflavum (99) Mycobacterium sp. M. lentiflavum type 1 M. lentiflavum (99)
1 Spq M. gordonae M. gordonae type 9 M. gordonae (100)
1 M. moriokaense (100) Mycobacterium sp. M. brumae type 1 M. moriokaense (97)
Fuentes 2 M. austroafricanum M. chubuense/ M. M. parascrofulaceum M. rutilum/M.
(99) clorophenolicum type 3 chubuense/M.
novocastrense (96)
AR 4 M. farcinogenes/M. Mycobacterium sp. M. komassense type Mycobacterium sp.
senegalense/M. 1/M. parafortuitum (98)
mucogenicum (98) type 1
RRU 1 Spq M. poriferae M. poriferae type 1 M. poriferae (95)
4 M. duvalii (99) Mycobacterium sp. M. parafortuitum M. komossense/M.
type 1/M. vaccae/M.
komossense type 1 novocastense (96)
1 Spq M. aurum M. vaccae type 1 Spq
2 M. vaccae/M. Mycobacterium sp. M. simiae type 2 M. austroafricanum
flavescens/M. (96)
duvalii/M.
acapulcensis (98)
1 M. duvalii (100) Mycobacterium sp. M. gilvum type 1 M. duvalii (99)
1 M. intracellulare/M. Mycobacterium sp. M. lentiflavum type M. lentiflavum (97)
colombiense (99) 1/M. florentinum
typet
1 Spq M. gordonae M. gordonae type 4 M. gordonae (96)
Lluvia 1 Mycobacterium sp. (99) Mycobacterium sp. ND ND

ND: no determinado; Spq: secuencia de mala calidad; AR: Laguna La Arocena; RRU

analysis.

: Laguna de reciclados urbanos; PRA: PCR-restriction
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actividades desarrolladas por el ser humano. Se muestran los porcentajes de muestras positivas de cada muestreo.

En la figura 3 se esquematizan los resultados de esta
investigacion en relacion con el ciclo del agua y las acti-
vidades desarrolladas por el ser humano.

La diversidad de micobacterias en los ecosistemas acua-
ticos aqui estudiados fue similar a la descrita en la
bibliografia'®?2. Algunas de las especies identificadas han
sido reportadas en casos de micobacteriosis en nuestro
pais, tal es el caso de M. fortuitum, M. gordonae, M.
intracellulare, Mycobacterium vaccae, Mycobacterium len-
tiflavum y Mycobacterium nonchromogenicum?®'%%°, Cabe
sefalar que no todas las MNT que se aislan ofrecen un riesgo
potencial para la salud humana y animal; muchas de ellas
intervienen en procesos de biorremediacion® degradando
compuestos toxicos e impermeabilizando el suelo, evitando
asi la contaminacion del acuifero por quimicos. Entre las
especies identificadas M. vaccae, Mycobacterium poriferae
y Mycobacterium fluoranthenivorans se han descrito como
biorremediadoras de suelos contaminados*32.

La mayoria de las micobaterias son especies de vida
libre en el suelo y el agua, y se reconoce que el ser
humano y los animales (tanto los terrestres como los acua-
ticos y las aves) son sus hospedadores comunes®. El mayor
porcentaje de muestras positivas se encontré en los nata-
torios y los humedales. Con excepcion de M. goodii, las
demas especies aisladas de los natatorios —Mycobacterium
mucogenicum, Mycobacterium houstonense y Mycobacte-
rium iranicum— no se recuperaron del resto de los habitats
acuaticos estudiados. Dichas especies se han asociado a

infecciones tanto en pacientes inmunodeprimidos como
en inmunocompetentes?®?7:32, Por otro lado, M. vaccae,
Mycobacterium duvalli y Mycobacterium aurum fueron las
especies mas frecuentemente aisladas en humedales, aun-
que son consideradas no patogenas.

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente
trabajo se puede asumir que la incidencia de micobacterias
en los ambientes acuaticos de General Pico es cercana al
35%, y que la presencia de estos agentes y su diversidad se
ve afectada tanto por el contacto con el hombre y sus activi-
dades como por la presencia de vida animal. En este trabajo
algunas especies solo se recuperaron en determinados habi-
tats, mientras que otras compartieron varios de ellos, lo que
puede obedecer al comportamiento del agua a través de los
ecosistemas y en relacion con la actividad humana.
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