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Efecto del cloruro de cetilpiridinium y su utilidad como
descontaminante para el aislamiento de Mycobacterium
phlei en muestras de suelo.

Effect of the cetilpiridinium chloride and its decontaminant utility as for the isolation of
Mpycobacterium phlei in soil samples.
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RESUMEN

Las especies de micobacterias no tuberculosas
o atipicas estan presentes en muestras ambientales
(agua, suelo, materia organica, lodo, entre otras).
Estos microorganismos afectan principalmente
a pacientes inmunosuprimidos, en el caso de los
inmunocompetentes, se ven infectados por la inoculacion
directa (ej., traumatismos). Los estudios realizados
para la recuperacion de las micobacterias de muestras
ambientales es muy limitada por la falta de métodos
apropiados y la presencia de una gran cantidad de
bacterias y hongos contaminantes que dificultan su
aislamiento. El cloruro de cetilpiridinium (CPC) es uno
de los descontaminantes utilizado con mayor frecuencia
para la recuperacion de Mycobacterium de muestras
ambientales. En tal sentido, en esta investigacion, se
establecio el efecto del CPC y su utilidad como agente
descontaminante para el aislamiento de especies de
Mycobacterium phlei de muestras de suelo. La muestra
utilizada se recolectd de forma no aleatoria, se le inoculd
una poblacidon conocida de M. phlei y se procesd
empleando diferentes concentraciones de CPC 0,65%,
0,75%, 0,85%; temperaturas (temperatura ambiente y
37°C)y tiempos de exposicion al agente descontaminante
(2,4, 06,8, 12, 24 horas). Los resultados indican que el
CPC al 0,75% durante 2 horas de exposicion inhibe de
forma representativa el crecimiento de la poblacion de
M. phlei (1,7%), mientras que la microbiota del suelo
disminuy6 en menor proporcion (4,4%) en las mismas
condiciones. Por tal razon, el efecto del CPC sobre M.
phlei fue mayor que sobre la flora habitual del suelo;
esto puede deberse a que la sensibilidad al agente
descontaminante varia entre las distintas especies de
Mycobacterium.
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ABSTRACT

Diverse species of nontuberculous mycobacteria are
present in environmental samples (water, soil, organic
matter, mud, among others). These microorganisms
mainly affect immunocompromised patients, and in
the case of the non-immunocompromised, these are
infected by direct inoculation (eg. injuries). Studies
aimed at recovering mycobacteria from environmental
samples are limited by the lack of appropriate methods
and the presence of a large number of bacterial and
fungal contaminants that hinder their isolation.
The cetilpiridinium chloride (CPC) is one of the
most decontaminant agents used for the recovery
of Mycobacterium from environmental samples. In
this research, we set up the effect of the CPC and
its use as decontaminant agent for the isolation of
Mpycobacterium phlei species from soil samples. To
do this, a soil sample, was non-randomly collected
and inoculated with a known population of M. phlei
and processed using different CPC concentrations:
0.65%, 0.75%, 0.85%; incubates at room temperature
and at 37 °C, and expose to the decontaminant agent
for 2, 4, 6, 8, 12, 24 hours. Our results suggest that a
CPC concentration of 0.75% and 2 hours of exposure,
significantly inhibit the growth of M. phlei (1.7%),
whereas the remaining soil microbiota, diminished in
smaller proportion (4.4%) in the same conditions. In
conclusion, the effect of the CPC was greater on M.
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phlei population than on the habitual soil microbiota
and this can be due to the fact that the sensitivity to
the decontaminant agent differs between several

Mycobacterium species.
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INTRODUCCION

Los actinomicetos incluyen diversos géneros,
algunos de los cuales, son patégenos para animales
y el hombre [1]. Dentro de este grupo, encontramos
el género Mycobacterium, tnico de la familia
Mycobacteriaceae. Las micobacterias, segiin sus
caracteristicas fenotipicas, se clasifican en dos
grupos: complejo de micobacterias tuberculosas y
micobacterias no tuberculosas o atipicas, estas tlltimas
saprofitas en todos los ecosistemas (suelo, agua, fango,
materia orgdnica, depdsito de alimento para animales,
sedimento, vegetales, entre otros) de diferentes zonas
climaticas del mundo [2-8].

El papel potencialmente patdgeno de las
micobacterias no tuberculosas fue valorado a
principios de los afios 50 y desde entonces, ha
existido un interés creciente por conocer el espectro
de enfermedades que estas bacterias pueden producir,
ya que afectan tanto a individuos inmunocompetentes
como inmunocomprometidos. Las infecciones en
humanos, se producen por la introduccion de las
bacterias en los tejidos subcutaneos profundos por
medio de traumatismos, accidentes, infecciones de
heridas quirtrgicas, agujas de inyeccion, insercion de
un catéter intravenoso y uso de apdsitos contaminados
o dispositivos protésicos, como las valvulas cardiacas;
la enfermedad suele desarrollarse con lentitud, sigue
una evolucion cronica y desencadena en una reaccion
granulomatosa [2,6,8-13].

Para el aislamiento de micobacterias atipicas a partir
de muestras ambientales, éstas deben descontaminarse
antes del cultivo, debido a que presentan una
gran cantidad de bacterias y hongos que pueden
actuar como contaminantes [3]. Algunas soluciones
descontaminantes utilizadas frecuentemente, son tan
fuertes que pueden destruir o afectar seriamente a las
micobacterias [2]. Las sustancias utilizadas para la
descontaminacién de muestras ambientales son muy
variadas, debido a que no se ha optimizado una técnica
que permita obtener cultivos puros de micobacterias
provenientes de muestras ambientales [3,14]. Algunas
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de ellas son: cloruro de cetilpiridium (CPC), cloruro
de benzalconio, NaOH 1%, écido oxalico, dodecyl
sulfato de sodio (SDS) con diferentes concentraciones
de NaOH vy cetrimida, entre otras [3,5,14-18].

Es por ello, que el objetivo de este estudio fue
establecer el efecto del CPC y su utilidad como agente
descontaminante para el aislamiento de M. phlei de
muestras de suelo.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de la muestra

Se recolectaron 100 g de suelo del jardin del
Departamento de Microbiologia y Parasitologia, y
se pasaron por un tamiz de 2 mm (Endecotts LTD,
London, England). El suelo tamizado se mezclo
manualmente durante 15 minutos y 40 g del mismo
se colocaron en una placa de Petri estéril.

Preparacion de la suspensiéon bacteriana de M.
Phlei

A partir de un cultivo puro de M. phlei se
transfirieron colonias a un tubo con solucién salina
fisiologica (SSF) estéril hasta ajustar a la turbidez
del patron 0,5 de McFarland; luego se realizé una
dilucion 1:2 de la suspension con un volumen final
de 10 mL.

La cepa de M. phlei utilizada se caracteriza
morfoloégicamente por mostrar colonias anaranjadas,
con aspecto cerebriforme, bordes ondulados,
consistencia seca y densidad opaca.

Inoculacion de la muestra de suelo no estéril

De la suspension bacteriana se tomo una alicuota
de 3 mL y se inocul6 en 40 g de suelo no estéril, se
mezcld con una espatula estéril y se incubd durante
48 horas a temperatura ambiente.

Preparacion de la suspension del suelo inoculado
con M. phlei

Se pesaron 10 g del suelo inoculado con M. phleiy
se agregaron en 90 mL de SSF estéril, se agitd durante
20 minutos con un agitador magnético y se dejo en
reposo durante 10 minutos. Luego se realizaron las
pruebas que se describen a continuacion.

Estimacion de la poblacién bacteriana de M.
phlei por el método del nimero mas probable
(NMP)

Se tomd 1 mL de la suspension de suelo inoculado
con M. phlei y se afiadio a 9 mL de SSF estéril.
Partiendo de esta dilucion (10-!), se realizaron
diluciones seriadas hasta 10-7. Se inocularon, por
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quintuplicado, 100 pL de cada una de las diluciones en
tubos con agar Lowenstein-Jensen (L-J). Se incubaron
a37°C durante 1 semanay se revis6 diariamente para
evaluar si habia crecimiento. Para estimar la poblacion
bacteriana se utilizaron las tablas del nimero mas
probable (NMP) de Woomer [19]. Para estimar que
dos poblaciones son significativamente diferentes
(p=0,05) se utilizo el factor de confianza calculado
por este mismo autor [19].

Determinacion del efecto del CPC a diferentes
concentraciones y tiempo de exposicion sobre M.
phlei incubado a 37 °C y temperatura ambiente

Del sobrenadante de la suspension de suelo
inoculado con M. phlei, se tomo6 1 mL y se agrego, por
triplicado, 1 mL de CPC a cada tubo, en las diferentes
concentraciones (0,65; 0,75; 0,85%), durante los
siguientes tiempos de exposicion: 2, 4, 6, 8, 12,y 24
horas a temperatura ambiente. Al finalizar cada periodo,
se centrifugd a 4000 rpm por 10 minutos, se descarto
el sobrenadante y el sedimento se lavo tres veces para
finalmente resuspenderlo en 1 mL de SSF estéril. Luego
se tomo una alicuota de 100 pL y se sembro en medio
L-J por triplicado. Tres tubos se incubaron a 37 °C y
tres tubos a temperatura ambiente durante 4 semanas,
se revisaron diariamente (Fig. 1).

|| Suspension Bacteriana ajustada al 0,5 McFarland, dilucion 1:2 ||

. Seinoculd

|| Suelo no Estéril ||

. Seincubd por48 horas a temperatura ambiente

Suspension de la muestra de suelo (10 g de suelo mas
90 mL de solucién salina fisioldgica)

a

|| Se mezcl6 por 20 minutosy 10 minutos en reposo ||

. Se distribuyé el sobrenadante

en alicuotas de 1 mL

Seagregé 1 mL CPC a diferentes concentraciones
(0,65; 0,75;,0,85)%

Seincub6 atemperatura ambiente

|| Tiempo de exposicion (2, 4, 6, 8, 12, 18, 24) horas ||

JL

Finalizado el tiempo de exposicion se centrifugd y se
lavo 3 veces con SSF estéril

Seresuspendio en 1 mL de SSF estéril

Se sembré 100 pL en medio Lowestein-Jensen por
triplicado

Seincub6 a 37 °Cy a temperatura
; jente por4 semanas
Seleyo diariamente
Crecimiento positivo

Figura 1. Procedimiento para determinar el efecto del cloruro
de cetilpiridium sobre la poblacion bacteriana a las diferentes
concentraciones, tiempos de exposicién y temperaturas
ensayadas.
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Estimacion de la poblacion bacteriana total en
el suelo inoculado con M. phlei y efecto del CPC a
las 2 horas de exposicién

Se tomo 1 mL de la suspension de suelo inoculado, y se
agregd en 9 mL de SSF estéril; partiendo de esta dilucion
(101, se realizaron diluciones seriadas hasta 10-%. De
cada una de las diluciones, se sembraron 50 uL por
quintuplicado en una microplaca, la cual previamente
contenia 150 pL de caldo infusion cerebro corazén
(BHI). Para estimar la poblacion se compararon los
pozos positivos con las tablas del NMP [19]. Este
mismo procedimiento se realiz6 después de las 2 horas
de exposicion al CPC al 0,75%.

Efecto del CPC al 0,75% a las 2 y 4 h de
exposicion sobre la poblacion de M. phlei,incubado
a37°C

Se prepard una suspension bacteriana de M. phlei
como se describi6 anteriormente, a partir de la cual
se tomaron 9 mL, se afiadi6 igual volumen de CPC al
0,75%, dejandolo durante 2 y 4 horas a temperatura
ambiente. Luego de cumplido cada uno de los tiempos
de exposicion, se realizaron 3 lavados como se explicd
anteriormente. El sedimento resultante se resuspendio
en 2 mL de SSF estéril y se realizaron diluciones
seriadas hasta 10”7, de cada una de ellas se tomaron
100 pL inoculandose por quintuplicado en medio L-J
e incubandose a 37 °C durante 4 semanas, revisandose
diariamente (Fig. 2).

|| Suspension bacteriana ajustada al 0,5 McFarland dilucion 1:2 ||

.

1 mL de la suspension
bacteriana

=

9mL de lasuspension
bacteriana

H

1mL j» Se adicionaron 9 mLde CPC

R g al0,75% a 2y 4 horas de
.*—- exposicion

,} ] R

| (4 R JL

[ = —— -
107" i 107

Diluciones seriadas en
solucion salina fisiolégica
hasta 107

Finalizado el iempo de
incubacion se centrifugd y se
lavo 3 veces con SSF estéril

H

JL

Seresuspendié en 2 mL de
solucion salina fisiolégica

Seinocularon 100 pL de cada
unade las diluciones por
quintuplicado en Léwenstein-
Jensen

H

Diluciones seriadas en
solucidn salina fisiolégica
hasta 107

1 Seincub6 a 37 °C por

H

Seinocularon 100 uL de cada
dilucién en medio Léwenstein-
Jensen por quintuplicado

Sereviso diariamente
crecimiento bacteriano

Incubar a 37 °C por

4 nas
Se revisaron diariamente

crecimiento positivo

Figura 2. Procedimiento para determinar el efecto del cloruro
de cetilpiridium al 0,75 % sobre la poblaciéon de M. phlei.




Para determinar la poblacion bacteriana de M. phlei
inicial en dicha suspension, se tom6 1 mL de la misma
y se afladié a 9 mL de SSF estéril. Partiendo de esta
dilucién (101, se realizaron diluciones seriadas hasta
10”7, Se inocularon, por quintuplicado, 100 pL de cada
una de las diluciones en tubos con agar Lowenstein-
Jensen (L-J). Se incubaron a 37 °C durante 1 semanay
se reviso diariamente para evaluar si habia crecimiento
(Fig. 2). Estimandose la poblacién bacteriana por el
NMP [19].

RESULTADOS

Efecto del CPC a las diferentes concentraciones,
tiempo de exposicién y temperatura de
incubacion

No se observo una diferencia significativa
entre el efecto de las diferentes concentraciones
de CPC y temperaturas de incubacion (Fig. 3 y 4).
Sin embargo, a temperatura ambiente se observo
mayor recuperacion de M. phlei a las 2 y 4 horas de
exposicion al CPC, comparado con la temperatura
de incubacion de 37 °C. A esta ultima temperatura,
se observo un crecimiento mas rapido y abundante
(5 dias) en comparacion con los tubos incubados a
temperatura ambiente (10 dias).

Cuando se compara la cantidad de morfotipos
coloniales a las diferentes temperaturas e iguales
concentraciones del CPC, se observa mayor nimero
de morfotipos coloniales a temperatura ambiente (10
morfotipos) que a 37 °C (5 morfotipos), ademads, se
observo abundante crecimiento de hongos filamentosos
a temperatura ambiente, mientras que a 37 °C se
inhibi6 el crecimiento de estos microorganismos
(Tabla 1). Debido a la diversidad de morfologias
coloniales correspondientes a la microbiota del suelo
presente en los cultivos, se les realizé la coloracion
de Gram para determinar la morfologia y tincién
bacteriana; resultando mayor predominio de bacilos
gramnegativos.

En cuanto a los morfotipos coloniales, se
evidencié que a medida que aumentaba el tiempo
de exposicion disminuia el numero de colonias,
tanto de los contaminantes como las de M.
phlei, este comportamiento fue similar a las
diferentes concentraciones de CPC y temperaturas
ensayadas.

A partir de las 12 horas de exposicion al CPC
en las distintas concentraciones y temperaturas, no
hubo recuperacion de M. phlei, a diferencia de la
poblacion total que presentd crecimiento en las mismas
condiciones.
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Figura 3. Recuperacion de M. phlei después de la exposicion
al CPC a las diferentes concentraciones y a 37 °C
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Figura 4. Recuperacion de M. phlei después de la exposicion
al CPC a las diferentes concentraciones y a temperatura
ambiente.

TABLA 1
Morfotipos coloniales recuperados de la muestra de
suelo después de la exposicion al CPC a las diferentes
concentraciones y temperaturas.

Concentracion de CPC
0,65% 0,75% 0,85%
Tiempode | Temperatura | 37°C | Temperatura | 37°C | Temperatura | 37°C
exposicion ambiente ambiente ambiente
(Horas)

2 10 5 6 4 6 4

4 7 4 6 4 6 4

6 6 3 6 3 4 3

8 6 3 5 3 4 3

12 4 3 4 2 4 2

24 3 3 3 2 2 2

Las caracteristicas utilizadas para la diferenciacion de los morfotipos coloniales fueron: tamario,
color, densidad, forma, aspecto, bordes y consistencia.

Efecto del CPC sobre la poblacion de M. phlei
y sobre la poblacién total presente en el suelo a
37°C

La poblacion de M. phlei en la muestra de suelo
inoculado sin tratamiento con CPC fue de 45320 org/g
de suelo humedo (4,532 x 10* org/g de suelo himedo),
al ser sometida al descontaminante disminuy6 el
98,28% (780 org/g de suelo himedo); al incrementar el
tiempo de exposicion (4 horas) la poblacion disminuyd
1,56% mas, respecto a la poblacion de M. phlei a las
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2 horas (77,0 org/g suelo humedo) y con respecto a la
poblacion inicial disminuy6 el 99,84%. Al comparar
estadisticamente las poblaciones estimadas a 2 h y
4 h, respecto a la poblacion, se observo una diferencia
significativa en relacion a los limites de confianza,
calculados (p = 0,05) (Tabla 2).

TABLA 2
Efecto del CPC al 0,75% sobre la poblacién de M. phlei a
37°C.

Tiempo de exposicion (Horas) Limites de confianza NMP (org/g sh)
0 1,37x 104 - 1,49 x 104 45320%
2 2,36x 102-2,57 x 102 780
4 2,33x 10 —2,54 x 102 77

*Sin ser sometido al CPC

Factor de dilucion: 1/10.
Factor de confianza: 3,30 [19].
NMP: niimero mas probable.

Con relacién a la poblacion total, la cantidad de
microorganismos del suelo se estim6 en 62000 org/g
de suelo humedo (6,2x10%rg/g de suelo humedo),
esta poblacion disminuy6 en un 95,55% (2760 org/g
de suelo himedo) a las 2 horas de exposicion al
CPC, observandose una diferencia estadisticamente
significativa al comparar estas poblaciones (Tabla 3).

TABLA 3
Efecto del CPC al 0,75% sobre la poblacion total presentes en
la muestra de suelo a 37°C

Tiempo de exposicion (Horas) Limites de confianza NMP (org/g sh)
0 1,88x 10%-2,05 x 10° 62000*
2 8,36x 102-9,10 x 10° 2760

*Sin ser sometido al CPC

Factor de dilucion: 1/10.
Factor de confianza: 3,30 [19].
NMP: nimero més probable.

DISCUSION

En el presente estudio se encontrd una disminucion
de la poblacion de micobacterias a medida que
aumentaba el tiempo de exposicion al CPC a las
concentraciones estudiadas. Resultados que coinciden
con lo referido por Grant y Rowe [18], quienes sefialan
que 5 horas o mas de exposicion al CPC inhibe de
forma representativa el crecimiento de la poblacion de
Mycobacterium paratuberculosis. Ademas, Thorel y
col. [7], no recuperaron micobacterias a 37 °C con 18
horas de exposicion al descontaminante y Prosser [3],
obtuvo resultados opuestos a los antes mencionados,
ya que recuper6 de 2 a 10 colonias del complejo M.
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avium-intracellulare-scrofulaceum (MAIS) a 24 horas
de exposicion. Esto puede deberse a diferentes factores
como son, las caracteristicas propia del suelo (tipo de
suelo, concentracion de O2, CO2, temperatura y pH) y
de las especies de Mycobacterium aisladas, siendo unas
especies mas susceptibles a este compuesto que otras.

Segun los resultados obtenidos, se evidencia que
la muestra tratada con 0,65% de CPC presenta mayor
crecimiento de M. phlei y a medida que aumenta
la concentracién disminuye la poblaciéon. Estos
resultados ratifican lo reportado por Prosser [3], quien
demostr6 que al aumentar la concentracion (0,05; 0,2;
1)% del CPC disminuye la poblacién del complejo
MAIS. Hecho que tiene importancia desde el punto
de vista experimental, por cuanto, la sensibilidad al
CPC puede variar de una cepa a otra.

Con relacion a la poblacion total, se observé mayor
diversidad de morfotipos coloniales en las muestras
incubadas a temperatura ambiente, prevaleciendo
el crecimiento de hongos, en comparacién a las
incubadas a 37 °C. Resultados semejantes a los
obtenidos por Benson y col. [10], quienes descartaron
gran cantidad de muestras debido a la contaminacion
por hongos. Posiblemente, esto se deba a que el agente
descontaminante no elimine las esporas, favoreciendo
el rapido crecimiento de los hongos.

Larecuperacion de M. phlei tratada a las diferentes
concentraciones de CPC fue mayor a temperatura
ambiente que a 37 °C, pero el indice de contaminacioén
fue menor a 37 °C; observandose un comportamiento
similar con respecto al crecimiento de la microbiota
del suelo en las muestras tratadas a 0,75 y 0,85%.
Estos resultados se asemejan a lo reportado por
Prosser [3], quien recuperé micobacterias saprofitas
con crecimiento de la microbiota del suelo; y a su
vez, difieren de lo referido por Parashar y col. [17],
debido a que recuperaron en un 100% varias especies
(M. terrae, M. avium, M. fortuitum, M. chelonae) sin
contaminacion; mientras que Thorel y col. [7], no
recuperaron micobacterias. Esto puede ser debido a
que a temperatura ambiente estos microorganismos
crecen con mayor lentitud, lo que favorece el
desarrollo de microorganismos de crecimiento rapido
presentes en el suelo.

Con relacion al efecto del CPC al 0,75% sobre
la poblacion de M. phlei, es importante destacar que
las micobacterias al ser expuestas 2 horas al agente
descontaminante, disminuyeron al 1,7% (780 org/g
de suelo humedo) y a las 4 horas al 0,17% (77,0
org/g de suelo humedo) de la poblacion total (45320
org/g de suelo himedo); estos resultados nos indican
que la accion del CPC sobre las especies de M. phlei
fue significativa. Resultados que coinciden con la




investigacion realizada por Grant y Rowe [18], quienes
encontraron que el CPC al 0,75% durante 5 horas fue
un tiempo muy prolongado para la recuperacion de
M. paratuberculosis,y contradiciendo lo senalado por
Chalbaud [14], quien recuperd gran cantidad de M.
chelonae ss. chelonaey M. chelonae ss. abscessus sin
contaminacion con la flora habitual del suelo.

De igual manera, la poblacion total disminuy6 al
4,5% (2760 org/g de suelo himedo) a las 2 horas de
exposicion al CPC con relacién a la poblacion total
sin exposicion al CPC (62000 org/g de suelo htimedo).
Comparando estos resultados con el efecto obtenido
con la especie de M. phlei a las 2 horas de exposicion,
podemos observar que estas micobacterias se inhiben
en mayor proporcion (98,3 %) que la microbiota del
suelo (95,6 %). Estos resultados difieren de lo sefialado
por Chalbaud [14], quien sefala que la recuperacion de
micobacterias (M. chelonae ss. chelonae y M. chelonae
ss. abscessus) es Optima a las 4 horas de exposicion.

Comparando los resultados obtenidos al exponer
ambas poblaciones al efecto del CPC durante 2 horas,
encontramos que la poblacion de micobacterias
disminuy6 en proporciones similares a la poblacion de
la microbiota del suelo en las mismas condiciones.

CONCLUSIONES

De acuerdo a los hallazgos obtenidos en
esta investigacion, el CPC no es una sustancia
descontaminante apropiada para la recuperacion
de M. phlei en muestras de suelo, ya que el efecto
de inhibicién del crecimiento de la poblacion fue
estadisticamente significativo. Ademads, de que no tiene
un efecto descontaminante muy pronunciado.
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