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Resumen  Las  micobacterias  no  tuberculosas  (MNT)  no  solo  se  estudian  por  su  importancia
como patógenos  oportunistas,  sino  también  por  sus  aplicaciones  en  biotecnología  y  biorreme-
diación.  Nuestro  objetivo  fue  determinar  la  presencia  de  micobacterias  en  los  distintos  hábitats
acuáticos de  la  ciudad  de  General  Pico  (provincia  de  La  Pampa),  así  como  su  diversidad.  Los
porcentajes  de  muestras  positivas  a  micobacterias  fueron  los  siguientes:  37,5%  en  el  sistema  de
distribución  de  agua  de  red,  32,6%  en  el  acuífero  que  abastece  dicho  sistema,  36,8%  en  el  agua
proveniente  de  las  precipitaciones,  53,1%  en  los  humedales  del  área  de  influencia,  80%  en  los
natatorios  cubiertos  y  33,3%  en  las  fuentes  decorativas  ubicadas  en  plazas  públicas.  De  los  90
aislamientos  de  MNT  obtenidos  el  8,9%  no  logró  ser  identificado  a  nivel  de  especie  con  los  méto-
dos utilizados,  que  incluyeron  pruebas  fenotípicas  y  métodos  moleculares.  Las  especies  más
frecuentemente  aisladas  fueron  Mycobacterium  fortuitum  y  Mycobacterium  gordonae.  Algunas
especies identificadas  han  sido  reportadas  en  casos  de  micobacteriosis  en  nuestro  país,  entre
onae,  M.  intracellulare,  M.  vaccae,  M.  lentiflavum  y  M.  nonchromo-
T  en  muestras  de  agua  de  red  con  concentraciones  de  cloro  activo
/l,  mientras  que  en  los  natatorios  la  presencia  de  hasta  1,5  mg/l

 fue  una  limitante  para  la  proliferación  de  estos  microorganismos.
ellas M.  fortuitum,  M.  gord
genicum. No  se  aislaron  MN
residual mayores  de  0,8  mg
de cloro  activo  residual  no
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Se  puede  considerar  que  la  incidencia  de  micobacterias  en  los  ambientes  acuáticos  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  así  también  por  la  existencia
de vida  animal.
© 2018  Asociación  Argentina  de  Microbioloǵıa.  Publicado  por  Elsevier  España,  S.L.U.  Este  es  un
art́ıculo Open  Access  bajo  la  licencia  CC  BY-NC-ND  (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc-nd/4.0/).
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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  1.5  mg/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  Asociación  Argentina  de  Microbioloǵıa.  Published  by  Elsevier  España,  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/).
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ntroducción

n  los  últimos  años  se  ha  observado  un  incremento  en  el
úmero  de  micobacteriosis  o  infecciones  por  micobacterias
o  tuberculosas  (MNT),  tanto  en  individuos  inmunodeprimi-
os  (por  enfermedades  crónicas,  VIH,  uso  de  medicamentos
nmunosupresores)  como  en  inmunocompetentes,  a  menudo
sociadas  en  estos  últimos  a  la  mayor  longevidad  de  la
oblación,  la  exposición  a  tratamientos  cosmetológicos
mesoterapia)  y  la  aplicación  de  tatuajes,  así  como  al
abaquismo  y  al  alcoholismo9,19,20.  No  existe  evidencia  de
ransmisión  directa  entre  individuos  y,  en  general,  las  infec-
iones  se  producen  por  inoculación  o  inhalación.  Se  reconoce
a  ubicuidad  de  las  MNT,  estas  se  han  recuperado  de  diversos
ábitats  naturales15.

En  trabajos  anteriores  hemos  detectado  MNT  en  suelos
e  los  órdenes  molisol23 y  oxisol24 en  la  República  Argen-
ina.  En  cuanto  a  los  ecosistemas  acuáticos  es  poco  lo  que
e  conoce  sobre  la  diversidad  bacteriana  total,  a  excep-
ión  de  aquellos  parámetros  microbiológicos  comúnmente
Cómo  citar  este  artículo:  Tortone  CA,  et  al.  Diversidad  

das  en  ambientes  acuáticos  de  la  ciudad  de  General  Pic
https://doi.org/10.1016/j.ram.2018.08.005

studiados1.  Aunque  las  MNT  presentan  amplia  diversidad
especto  a  las  necesidades  de  nutrientes  y  temperatura,  el
rolongado  tiempo  de  generación  habitualmente  es  el  fac-
or  que  impide  su  recuperación  a  partir  de  muestras  de  agua

s
t
c
m

or  los  métodos  bacteriológicos  tradicionales.  Estos  méto-
os  no  incluyen  un  proceso  de  descontaminación  que  elimine

 reduzca  la  microbiota  de  rápido  crecimiento18,21.
La  capacidad  de  formar  biofilm  no  está  restringida  a  nin-

ún  grupo  de  bacterias,  y  las  micobacterias,  debido  a  su
ompleja  pared  celular  con  alto  contenido  de  ácidos  micó-
icos  y  glucopeptidolípidos  son  consideradas  pioneras  en  la
ormación  de  biofilms10; esta  característica  es  sumamente
mportante  en  la  persistencia  de  las  MNT,  tanto  en  hábitats
aturales  como  artificiales.  En  la  naturaleza  se  reconoce  que
a  formación  de  biofilm  actúa  a  modo  de  matriz  impidiendo
l  acceso  de  patógenos  al  acuífero,  mientras  que  en  los
istemas  de  agua  de  red  esta  capacidad  favorece  su  perdura-
ilidad  en  aquellos,  así  como  el  incremento  de  la  resistencia

 agentes  desinfectantes5.
Es  importante  conocer  la  prevalencia  y  diversidad  de  las

NT  en  el  agua,  ya  que  algunas  son  consideradas  pató-
enas  oportunistas,  mientras  que  otras  son  responsables
el  reciclado  de  compuestos  orgánicos  e inorgánicos  por  su
ntervención  en  los  ciclos  biogeoquímicos.  Algunas  especies
de  especies  de  micobacterias  no  tuberculosas  aisla-
o,  La  Pampa,  Argentina.  Rev  Argent  Microbiol.  2018.

on  capaces  de  metabolizar  un  amplio  espectro  de  con-
aminantes,  tales  como  hidrocarburos,  herbicidas  u  otros
ompuestos  xenobióticos28.  El  conocimiento  de  las  especies
icobacterianas  presentes  en  los  diferentes  ecosistemas
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Figura  1  Mapa  de  la  ciudad  de  G

podría  dar  paso  a  futuras  investigaciones  en  el  área  de  la
biotecnología,  como  así  también  a  estudios  relacionados  con
su  participación  en  infecciones  en  pacientes  inmunocom-
prometidos  e  inmunocompetentes.  Además,  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  últimos  en  el
diagnóstico  de  la  tuberculosis.

El  objetivo  de  este  trabajo  fue  determinar  la  presencia
de  micobacterias  en  los  distintos  hábitats  acuáticos  de  la
ciudad  de  General  Pico  (La  Pampa,  Argentina)  y  conocer  su
diversidad.  Se  estudió  la  prevalencia  de  MNT  en  la  red  de
distribución  de  agua  potable,  como  así  también  en  el  acuí-
fero  Dorila-General  Pico,  que  abastece  a  dicho  sistema.  La
presencia  de  bacterias  en  el  acuífero  puede  obedecer  a  su
migración  desde  el  suelo  o  a  que  aquellas  bacterias  suspen-
didas  en  la  atmósfera  pueden  ser  introducidas  en  el  acuífero
por  el  arrastre  de  las  precipitaciones,  ya  que  el  acuífero  se
recarga  naturalmente  por  lixiviación  e  infiltración  del  agua
de  lluvia.

Materiales y métodos

Recolección  y  procesamiento  de  las  muestras

Se  establecieron  6  hábitats  acuáticos  en  la  ciudad  de  Gene-
ral  Pico:  1)  sistema  de  distribución  de  agua  de  red;  2)
acuífero  que  suministra  el  agua  al  sistema  de  red;  3)  agua
proveniente  de  las  precipitaciones  (de  las  que,  en  parte,  se
nutre  el  acuífero);  4)  2  humedales  del  área  de  influencia  de
la  ciudad;  5)  natatorios  cubiertos;  y  6)  fuentes  decorativas
ubicadas  en  plazas  públicas.

Se  analizaron  un  total  de  136  muestras  de  agua,  de  las
cuales  32  correspondieron  a  agua  de  red.  El  muestreo  se
Cómo  citar  este  artículo:  Tortone  CA,  et  al.  Diversidad  

das  en  ambientes  acuáticos  de  la  ciudad  de  General  Pic
https://doi.org/10.1016/j.ram.2018.08.005

efectuó  de  acuerdo  con  el  criterio  establecido  por  bromato-
logía  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  cercanía  al

a
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m
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al  Pico  con  los  sitios  de  muestreo.

ugar  de  cloración  del  agua  y  a  la  densidad  poblacional;
e  tomaron  4  muestras  durante  las  estaciones  climáticas
xtremas,  verano  e  invierno,  en  el  período  comprendido
ntre  el  invierno  de  2010  y  el  verano  de  2012  (fig.  1).
n  las  inmediaciones  del  ejido  de  la  ciudad  se  ubican  2
umedales,  laguna  de  reciclados  urbanos  (RRU)  y  laguna  La
rocena  (LA),  que  cumple  funciones  como  centro  recreativo.
on  la  utilización  de  muestreadores  estériles  se  recolec-
aron  un  total  de  32  muestras  de  los  humedales,  estas  se
bicaron  al  azar  en  4  sitios  de  cada  humedal,  con  2  repe-
iciones  anuales,  también  durante  el  mismo  período  de  2
ños  consecutivos.  Se  recolectaron,  además,  12  muestras
e  agua  de  aquellas  fuentes  decorativas  ubicadas  en  dis-
intos  espacios  públicos  muy  concurridos  por  los  habitantes
e  la  ciudad  (fig.  1)  y  10  muestras  provenientes  de  los  3
atatorios  cubiertos.  Asimismo,  se  recolectaron  19  mues-
ras  de  agua  de  lluvia  en  3  sitios  del  centro  de  la  ciudad,  de
n  total  de  47  episodios  de  precipitaciones  producidas  en  el
ranscurso  del  año  2013.  Durante  ese  año  las  precipitaciones
scilaron  entre  1  mm  y  45  mm,  según  los  datos  oficiales  de
a  Policía  de  la  Provincia  de  La  Pampa  (http://www.policia.
apampa.gov.ar/contenidos/ver/lluvias).

El  acuífero  Dorila-General  Pico  se  localiza  en  el  Noreste
e  la  provincia  de  La  Pampa,  sobre  una  faja  de  unos  10  km
e  ancho  de  rumbo  Nor-noroeste  a  Sur-sureste.  La  ciudad
e  General  Pico  se  abastece  de  agua  mediante  el  funcio-
amiento  de  110  pozos,  cuya  operatividad  depende  de  las
ondiciones  del  acuífero  y  de  la  demanda  de  la  población.
l  momento  del  muestreo  existían  58  pozos  operativos,  de

os  cuales  se  muestrearon  aleatoriamente  16  durante  2  años
onsecutivos.  Debido  a la  baja  de  uno  de  los  pozos,  el  total
e  muestras  recolectadas  fue  de  31.

Por  cada  muestra  tomada  se  procesaron  500  ml,  los  que
e  descontaminaron  según  los  protocolos  ya  establecidos,
eniendo  en  cuenta  la  microbiota  acompañante.  Para
de  especies  de  micobacterias  no  tuberculosas  aisla-
o,  La  Pampa,  Argentina.  Rev  Argent  Microbiol.  2018.

quellas  muestras  de  agua  de  aspecto  límpido  se  utilizó
l  método  de  Engel  recomendado  por  Kamala  et  al.14,
ientras  que  para  las  de  aspecto  turbio  se  utilizó  el
étodo  de  Fujimura  Leite  et  al.11. Cada  muestra  de  agua

https://doi.org/10.1016/j.ram.2018.08.005
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e  red  y  de  natatorio  se  recolectó  en  un  recipiente  en
l  volumen  suficiente  como  para  dar  una  concentración
nal  de  tiosulfato  de  sodio  (Na2S2O3)  de  18  mg/l,  a  fin  de
eutralizar  hasta  5  mg/l  de  cloro  residual  y  no  interferir  en
l  aislamiento  bacteriano.  Luego  de  la  descontaminación,
as  muestras  se  sembraron  por  duplicado  en  los  medios  de
öwenstein  Jensen,  Stonebrink  y  Herrold  con  micobactina,
reparados  artesanalmente13,  y  se  incubaron  a  25 ◦C,  32 ◦C

 42 ◦C  hasta  60  días.

dentificación  de  los  aislamientos

as  colonias  ácido  alcohol  resistentes  identificadas  como
icobacterias  fueron  inicialmente  clasificadas  en  grupos

egún  Runyon24,  sobre  la  base  de  rasgos  fenotípicos,  y  fue-
on  sometidas  a  una  identificación  molecular  utilizando  la
ecuenciación  parcial  del  gen  16S  ARNr17; a  las  cepas  no
dentificadas  se  les  realizó  secuenciación  del  gen  hsp65

 un  PCR-restriction  analysis12,30,31.  Las  pruebas  bioquími-
as  y  fenotípicas  aplicadas  incluyeron  la  evaluación  de  la
roducción  de  pigmentos  y  la  velocidad  de  crecimiento,
a  determinación  de  las  temperaturas  de  desarrollo  (25 ◦C,
2 ◦C,  37 ◦C  y  42 ◦C),  el  crecimiento  en  presencia  de  hidroxi-
amina  y  de  NaCl  al  5%,  catalasa  semicuantitativa,  catalasa

 68 ◦C,  reducción  de  nitratos  a  nitritos,  ureasa,  pirazi-
amidasa  (a  4  días),  arilsulfatasa  (3  días  y  2  semanas),
-galactosidasa,  hidrólisis  de  Tween  80  (a  5  días  y  10  días),
aptación  de  hierro,  reducción  de  telurito  (en  7  días  y  9  días)

 utilización  de  manitol  y  citrato3,13.

arámetros  físico-químicos  y  microbiológicos  de
alidad

ediante  métodos  tradicionales1 se  determinaron  distintos
arámetros  físico-químicos  y  microbiológicos  de  calidad  en
as  muestras  extraídas,  y  estos  variaron  según  el  origen  de
quellas.  En  las  muestras  de  agua  de  red  se  determinó  cloro
ibre  residual,  coliformes  totales,  coliformes  termotoleran-
es  y  mesófilos  totales.  En  las  muestras  de  humedales  se
eterminó  temperatura,  demanda  bioquímica  de  oxígeno,
emanda  química  de  oxígeno,  pH,  conductividad  y  recuento
otal  de  mesófilos.  Estas  variables  fueron  estudiadas  en  rela-
ión  con  la  frecuencia  de  aislamientos  micobacterianos.

nálisis  estadístico
Cómo  citar  este  artículo:  Tortone  CA,  et  al.  Diversidad  

das  en  ambientes  acuáticos  de  la  ciudad  de  General  Pic
https://doi.org/10.1016/j.ram.2018.08.005

os  datos  se  muestran  a  través  de  estadísticos  descriptivos
imples.  A fin  de  cumplir  con  el  objetivo  propuesto  se  analizó
a  distribución  y  la  incidencia  de  MNT  en  cada  ubicación.
olo  se  empleó  algún  método  estadístico  adicional  frente  al
allazgo  de  variables  aparentemente  relacionadas.  Se  usó
a  prueba  «t» de  Student  para  la  comparación  de  2  medias

 un  nivel  de  significación  del  95%,  con  el  fin  de  establecer
a  relación  entre  la  presencia  de  MNT  y  la  concentración  de
loro  libre  residual  o  la  temperatura  ambiental.
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esultados y discusión

e  identificaron  MNT  en  el  36,8%  (7/19)  y  en  el  53,1%  (17/32)
e  las  muestras  de  agua  de  lluvia  y  humedales,  respecti-
amente.  En  el  acuífero,  el  32,6%  (10/31)  de  las  muestras
ueron  positivas  a  micobacterias.  En  el  sistema  de  distribu-
ión  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-
idas  de  natatorios  tuvieron  MNT;  también  el  33,3%  (4/12)
e  las  tomadas  de  las  fuentes  decorativas  emplazadas  en
spacios  públicos.

En  las  muestras  de  agua  de  red  las  concentraciones  de
loro  libre  residual  variaron  entre  0,08  y  1,2  mg/l,  y  en  los
atatorios  muestreados  osciló  entre  0,15  y  1,5  mg/l.  No
e  aislaron  MNT  en  muestras  de  agua  de  red  con  valores
e  cloro  libre  residual  mayores  de  0,8  mg/l.  En  el  agua  de
ed  se  demostró  una  relación  significativa  entre  la  recu-
eración  de  MNT  y  la  concentración  de  cloro  libre  residual
p  =  0,00004),  mientras  que  en  los  natatorios  la  presencia  de
asta  1,5  mg/l  de  cloro  libre  residual  no  fue  una  limitante
ara  el  desarrollo  de  estos  agentes,  lo  que  demuestra  su
esistencia  a  los  desinfectantes,  en  concordancia  con  lo
escrito  por  otros  investigadores6,7.

El  valor  mínimo  que  especifica  el  Código  Alimentario
rgentino  es  de  0,2  mg/l  de  cloro  activo  residual;  nuestros
allazgos  evidencian  que  esa  concentración  no  es  adecuada
ara  la  erradicación  de  las  MNT  del  agua  de  red.  Por  otro
ado,  no  se  detectaron  coliformes  totales,  lo  que  indica  el
orrecto  tratamiento  de  desinfección  del  agua.

Los  sistemas  de  distribución  de  agua  potable  ejercen  una
resión  de  selección  sobre  la  microbiota;  en  tal  sentido  pue-
en  resultar  favorecidas  las  micobacterias  por  su  capacidad
ara  formar  biofilm  y  su  resistencia  natural  a  los  niveles  de
loro  y  ozono  empleados  en  la  higienización  del  agua8.  Se
a  demostrado  que  las  micobacterias  pueden  resistir  con-
entraciones  de  cloro  libre  de  0,3  mg/l  durante  60  min70,8,

 para  una  efectiva  desinfección  de  Mycobacterium  avium
 Mycobacterium  intracellulare  se  requieren  exposiciones
uperiores  a  1  mg/l  durante  más  de  2  horas29.

En  los  natatorios  muestreados  se  aislaron  micobacterias
n  presencia  de  concentraciones  de  hasta  1,5  mg/l  de  cloro
ctivo  libre;  las  especies  aisladas  a  dicha  concentración
ueron  Mycobacterium  fortuitum,  Mycobacterium  goodii  y
ycobacterium  gordonae.  Otros  investigadores  recuperaron
NT  de  muestras  de  agua  potable  con  niveles  de  cloro  libre
e  hasta  2,5  mg/l  y  niveles  de  cloro  total  de  2,8  mg/l7.

La  temperatura  ambiental  fue  el  factor  limitante  para
a  proliferación  de  MNT  en  los  humedales,  y  este  factor
ambién  incidió  en  la  diversidad  de  MNT.  En  las  muestras
ecogidas  durante  el  invierno  de  2010,  en  el  que  las  tempe-
aturas  registradas  en  el  muestreo  oscilaron  entre  1  y  6 ◦C,
o  se  recuperaron  micobacterias,  mientras  que  sí  se  aislaron
n  las  muestras  del  invierno  siguiente,  con  registros  térmi-
os  de  12  a  16 ◦C.  La  relación  entre  la  presencia  de  MNT  y
a  temperatura  ambiental  fue  significativa  según  la  prueba
t» de  Student  (p  =  0,008).  Si  bien  este  estudio  solo  com-
rendió  2  años  consecutivos  de  muestreo,  se  pudo  observar
ue  si  la  temperatura  ambiente  de  la  estación  invernal  no
de  especies  de  micobacterias  no  tuberculosas  aisla-
o,  La  Pampa,  Argentina.  Rev  Argent  Microbiol.  2018.

s  extrema,  la  diversidad  micobacteriana  va  aumentando  a
ravés  del  tiempo,  es  decir,  el  número  de  especies  aisladas
e  eleva  gradualmente  (fig.  2).

https://doi.org/10.1016/j.ram.2018.08.005
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Figura  2  Frecuencia  de  aislamientos  de  micobacterias  no  tuberculosas  en  humedales,  en  las  estaciones  extremas,  durante  2  años
consecutivos  y  en  relación  con  la  temperatura  ambiental.

Tabla  1  Especies  de  micobacterias  no  tuberculosas  (MNT)  recuperadas  de  hábitats  acuáticos  de  la  ciudad  de  General  Pico,  La
Pampa

Origen  de  las  muestras  de  agua

Red  Humedales  Fuentes  Lluvia  Pozos  Natatorios  Total
Especies n  (%)  n  (%)  n  (%)  n  (%)  n  (%)  n  (%)

M.  gordonae 2  (18,2)  3  (8,8)  1  (9,1)  -  2  (20,0)  6  (35,3)  14
M. fortuitum 2  (18,2) 1  (2,9)  1  (9,1)  1  (14,3)  1  (10,0)  4  (23,5)  10
M. peregrinum -  -  2  (18,2)  -  3  (30,0)  -  5
M. vaccae -  8  (23,5) -  -  -  -  8
M. aurum  -  5  (15,0)  1  (9,1)  -  -  -  6
M. arupense  -  2  (5,9)  2  (18,2)  -  -  -  4
M. porcinum  1  (9,1)  -  -  -  -  -  1
M. duvalii  -  6  (17,6)  -  -  -  -  6
M. asiaticum  -  -  1  (9,1)  -  -  -  1
M. poriferae  -  1  (2,9)  -  -  -  -  1
M. parafortuitum  -  -  1  (9,1)  -  -  -  1
M. intracellulare  -  1  (2,9)  -  -  -  -  1
Mycobacterium  sp.  -  7  (20,6)  -  1  (14,2)  -  -  8
M. chubuense  -  -  2  (18,2)  -  -  -  2
M. phocaicum/mucogenicum  -  -  -  -  -  1  (5,9)  1
M. septicum  -  -  -  -  2  (20,0)  -  2
M. nonchromogenicum  3  (27,3)  -  -  -  -  -  3
M. moriokaense  1  (9,1)  -  -  -  -  -  1
M. lentiflavum  1  (9,1)  -  -  -  -  -  1
M. fluoranthenivorans  -  -  -  1  (14,2)  -  -  1
M. neoaurum  1  (9,0)  -  -  -  -  -  1
M. flavescens  -  -  -  2  (28,7)  -  -  2
M. rhodesiae  -  -  -  -  1  (10,0)  -  1
M. arabiense  -  -  -  -  1  (10,0)  -  1
M. mucogenicum  -  -  -  -  -  2  (11,7)  2
M. goodii -  -  -  1  (14,3)  -  2  (11,8)  3
M. iranicum -  -  -  -  -  1  (5,9)  1
M. holsaticum -  -  -  1  (14,3)  -  -  1
M. houstonense  -  -  -  -  -  1  (5,9)  1
Cómo  citar  este  artículo:  Tortone  CA,  et  al.  Diversidad  

das  en  ambientes  acuáticos  de  la  ciudad  de  General  Pic
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Total 11  34  1
de  especies  de  micobacterias  no  tuberculosas  aisla-
o,  La  Pampa,  Argentina.  Rev  Argent  Microbiol.  2018.
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No  se  pudo  establecer  ninguna  asociación  entre  el
úmero  o  la  diversidad  de  MNT  y  el  resto  de  los  paráme-
ros  físico-químicos  o  microbiológicos  estudiados  (datos  no
ostrados).
La  identificación  a  nivel  de  especie  de  las  MNT  resulta

ompleja  y  requiere  la  utilización  de  métodos  moleculares  y
onvencionales.  De  acuerdo  con  un  trabajo  reciente  de  Mon-
eserin  et  al.20,  el  análisis  combinado  de  las  secuencias  de
l  menos  2  regiones  genómicas  conservadas  continúa  siendo
l  método  de  elección.

En  la  tabla  1  se  muestran  las  distintas  especies  de  MNT
ecuperadas  según  el  origen  de  la  muestra  de  agua.  De  un
otal  de  58  (42,6%)  muestras  positivas  se  aislaron  90  cepas
e  MNT,  de  las  cuales  8  (8,9%)  no  lograron  ser  identificadas

 nivel  de  especie  con  los  métodos  utilizados  (tabla  2).
M.  gordonae  y  M.  fortuitum  fueron  las  especies  más

recuentemente  aisladas  en  los  hábitats  estudiados.  Dichas
species  también  fueron  las  más  frecuentes  en  un  estudio
ealizado  por  Khosravi  et  al.16 en  agua  de  hospitales,  quie-
es  consideran  que  estas  especies  son  parte  importante  de  la
omunidad  microbiana  cultivable  de  los  diferentes  sistemas
e  distribución  de  agua  de  red  y  señalan  su  posible  relación
on  la  presencia  de  M.  fortuitum  en  las  muestras  clínicas.
Cómo  citar  este  artículo:  Tortone  CA,  et  al.  Diversidad  

das  en  ambientes  acuáticos  de  la  ciudad  de  General  Pic
https://doi.org/10.1016/j.ram.2018.08.005

Por  otro  lado,  es  interesante  destacar  que  se  aislaron
icobacterias  en  el  37,5%  de  las  muestras  de  agua  de  red,

alor  similar  a  lo  reportado  por  Covert  et  al.6 en  los  Estados

l
c
d

Tabla  2  Identificación  de  micobacterias  no  tuberculosas  por  PRA

Origen  de  la
muestra  de  agua

N  Secuenciación  16S
ARNr  (%  identidad)

Pruebas  bi

Red 1  M.  fluoranthenivorans
(99)

M.  neoauru

1 M.  lentiflavum  (99)  Mycobacter
1 Spq  M.  gordona
1 M.  moriokaense  (100)  Mycobacter

Fuentes 2  M.  austroafricanum
(99)

M.  chubuen
cloropheno

AR 4  M.  farcinogenes/M.
senegalense/M.
mucogenicum  (98)

Mycobacter

RRU 1  Spq  M.  porifera
4 M.  duvalii  (99)  Mycobacter

1 Spq  M.  aurum  

2 M.  vaccae/M.
flavescens/M.
duvalii/M.
acapulcensis  (98)

Mycobacter

1 M.  duvalii  (100)  Mycobacter
1 M.  intracellulare/M.

colombiense  (99)
Mycobacter

1 Spq  M.  gordona
Lluvia 1  Mycobacterium  sp.  (99)  Mycobacter

ND: no determinado; Spq: secuencia de mala calidad; AR: Laguna La A
analysis.
 PRESS
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nidos.  Estos  investigadores  describieron  que  la  incidencia
e  micobacterias  en  los  sistemas  de  distribución  de  agua
otable  de  origen  subterráneo  fue  similar  a  la  de  aquellos
ue  se  abastecen  de  aguas  superficiales:  31%  y  36%,  respecti-
amente.  Además,  estos  investigadores  recuperaron  solo  M.
ordonae  de  los  sistemas  de  distribución  de  agua  de  origen
ubterráneo.

Considerando  las  2  características  primordiales  en  la
dentificación  de  las  MNT,  velocidad  de  crecimiento  y
igmentación26, de  un  total  de  90  aislamientos  de  MNT,  el
2,2%  (n  =  65)  correspondieron  a  especies  de  rápido  creci-
iento  y  el  27,8%  (n  =  25)  a  cepas  de  lento  crecimiento;  el

1,1%  (n  =  64)  de  las  cepas  fueron  pigmentadas.  Asimismo,
l  88,2%  de  las  cepas  recuperadas  de  humedales  fueron  cro-
ogénicas,  mientras  que  en  el  resto  de  los  hábitats,  entre  el

0%  y  el  50%  de  las  cepas  presentaron  dicha  característica.
Estos  resultados  se  condicen  con  lo  descrito  por  algunos

nvestigadores,  quienes  sostienen  que  la  presencia  de  pig-
entos  (como  los  carotenoides)  en  las  bacterias  desempeña

n  papel  muy  importante  en  aquellos  hábitats  sometidos  a
a  luz,  debido  a  que  estos  compuestos  protegen  a  las  células
e  la  fotooxidación  intermediada  por  la  luz  visible  y  el  ultra-
ioleta  cercano33. Este  tipo  de  pigmento  le  confiere  color  a
de  especies  de  micobacterias  no  tuberculosas  aisla-
o,  La  Pampa,  Argentina.  Rev  Argent  Microbiol.  2018.

as  colonias,  que  puede  ir  desde  el  amarillo  al  rojo;  esta
oloración  es  característica  de  un  gran  número  de  especies
el  género  Mycobacterium.

 y  secuenciación  del  gen  hsp65  (casos  discrepantes)

oquímicas  PRA  Secuenciación  hsp65
(%  identidad)

m  M.  neoaurum  type  1  M.  neoaurum  (96)

ium  sp.  M.  lentiflavum  type  1  M.  lentiflavum  (99)
e  M.  gordonae  type  9  M.  gordonae  (100)
ium  sp.  M.  brumae  type  1  M.  moriokaense  (97)
se/  M.
licum

M.  parascrofulaceum
type  3

M.  rutilum/M.
chubuense/M.
novocastrense  (96)

ium  sp.  M.  komassense  type
1/M.  parafortuitum
type  1

Mycobacterium  sp.
(98)

e  M.  poriferae  type  1  M.  poriferae  (95)
ium  sp.  M.  parafortuitum

type  1/M.
komossense  type  1

M.  komossense/M.
vaccae/M.
novocastense  (96)

M.  vaccae  type  1  Spq
ium  sp.  M.  simiae  type  2  M.  austroafricanum

(96)

ium  sp.  M.  gilvum  type  1  M.  duvalii  (99)
ium  sp.  M.  lentiflavum  type

1/M.  florentinum
type1

M.  lentiflavum  (97)

e  M.  gordonae  type  4  M.  gordonae  (96)
ium  sp.  ND  ND

rocena; RRU: Laguna de reciclados urbanos; PRA: PCR-restriction

https://doi.org/10.1016/j.ram.2018.08.005
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Figura  3  Ocurrencia  y  distribución  de  especies  de  micobacterias  no  tuberculosas  en  relación  con  el  ciclo  del  agua  y  con  las
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actividades desarrolladas  por  el  ser  humano.  Se  muestran  los  po

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

La  diversidad  de  micobacterias  en  los  ecosistemas  acuá-
ticos  aquí  estudiados  fue  similar  a  la  descrita  en  la
bibliografía15,22.  Algunas  de  las  especies  identificadas  han
sido  reportadas  en  casos  de  micobacteriosis  en  nuestro
país,  tal  es  el  caso  de  M.  fortuitum,  M.  gordonae,  M.
intracellulare,  Mycobacterium  vaccae,  Mycobacterium  len-
tiflavum  y  Mycobacterium  nonchromogenicum2,12,20.  Cabe
señalar  que  no  todas  las  MNT  que  se  aíslan  ofrecen  un  riesgo
potencial  para  la  salud  humana  y  animal;  muchas  de  ellas
intervienen  en  procesos  de  biorremediación5 degradando
compuestos  tóxicos  e  impermeabilizando  el  suelo,  evitando
así  la  contaminación  del  acuífero  por  químicos.  Entre  las
especies  identificadas  M.  vaccae, Mycobacterium  poriferae
y  Mycobacterium  fluoranthenivorans  se  han  descrito  como
biorremediadoras  de  suelos  contaminados4,32.

La  mayoría  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  acuá-
ticos  y  las  aves)  son  sus  hospedadores  comunes32.  El  mayor
porcentaje  de  muestras  positivas  se  encontró  en  los  nata-
torios  y  los  humedales.  Con  excepción  de  M.  goodii, las
Cómo  citar  este  artículo:  Tortone  CA,  et  al.  Diversidad  

das  en  ambientes  acuáticos  de  la  ciudad  de  General  Pic
https://doi.org/10.1016/j.ram.2018.08.005

demás  especies  aisladas  de  los  natatorios  ----Mycobacterium
mucogenicum,  Mycobacterium  houstonense  y  Mycobacte-
rium  iranicum----  no  se  recuperaron  del  resto  de  los  hábitats
acuáticos  estudiados.  Dichas  especies  se  han  asociado  a

C

L

tajes  de  muestras  positivas  de  cada  muestreo.

nfecciones  tanto  en  pacientes  inmunodeprimidos  como
n  inmunocompetentes25,27,32.  Por  otro  lado,  M.  vaccae,
ycobacterium  duvalli  y  Mycobacterium  aurum  fueron  las
species  más  frecuentemente  aisladas  en  humedales,  aun-
ue  son  consideradas  no  patógenas.

De  acuerdo  con  los  resultados  obtenidos  en  el  presente
rabajo  se  puede  asumir  que  la  incidencia  de  micobacterias
n  los  ambientes  acuáticos  de  General  Pico  es  cercana  al
5%,  y  que  la  presencia  de  estos  agentes  y  su  diversidad  se
e  afectada  tanto  por  el  contacto  con  el  hombre  y  sus  activi-
ades  como  por  la  presencia  de  vida  animal.  En  este  trabajo
lgunas  especies  solo  se  recuperaron  en  determinados  hábi-
ats,  mientras  que  otras  compartieron  varios  de  ellos,  lo  que
uede  obedecer  al  comportamiento  del  agua  a  través  de  los
cosistemas  y  en  relación  con  la  actividad  humana.
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