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INTRODUCCION

Las micobacterias son bacilos Gram positivos y dcido alcohol resistentes; algunas de ellas se
definen como medio ambientales, no patdgenas y otras generan enfermedad en animales,
humanos o ambos. La técnica diagndstica considerada de oro es el cultivo bacterioldgico,
donde se utilizan distintos medios para determinar caracteristicas fenotipicas de las colonias
como su tamafio, color, rugosidad y su velocidad de crecimiento. Esta técnica es laboriosa y
complicada debido a que, entre otros factores, estas bacterias son muy exigentes para su
crecimiento y desarrollo. A los laboratorios que realizan el diagndstico de enfermedades
producidas por micobacterias les podria ser de utilidad contar con un cepario de micobacterias
ambientales, ya que éstas se pueden utilizar para aumentar la especificidad de otras técnicas
diagndsticas, como las seroldgicas. El objetivo de este trabajo es utilizar distintos medios de
cultivo para el crecimiento de dos micobacterias ambientales (Mycobacterium phlei y
Mycobacterium smegmatis) y una patogena (Mycobacterium avium subsp avium).

MATERIALES Y METODOS

Para este estudio se prepararon 4 medios de cultivo que fueron sembrados en distintos
momentos. A partir del protocolo de elaboracién del medio Lowenstein Jensen se realizaron
las siguientes modificaciones: por un lado, el agregado de agar al 1,5% (de aqui en adelante
M1) el cual fue fraccionado en tubos de vidrio de 1,8 cm de didmetro por 10 cm, colocando
aproximadamente 12 ml de medio en cada uno, para el crecimiento de M. phlei. Para el
crecimiento de esta cepa, ademas se probé la elaboracién de un medio de caracter bifasico
(M2), donde se utilizé como fase sdlida a M1 pero sin harina de papa y con el aumento del pH
mediante la sustitucién del fosfato de potasio monobdsico por el fosfato de sodio dibdasico,
quedando regulado en 7. Este medio se autoclavd en botellas de Roux dejandolos inclinados
para que solidifique de esa manera. Una vez sélido se agregd el caldo, el cual se prepard con
los siguientes ingredientes: 320 ml de agua destilada; 0,077 gr. de fosfato disddico; 0,05 gr. de
sulfato de magnesio; 0,12 gr. de citrato de magnesio; 0,72 gr. de asparragina; 2,8 ml de
glicerina.

Por otro lado se probé la utilizacién de un medio de cultivo deficiente en hierro con el fin de
recuperar micobactina, el siderdforo liposoluble producido por estas bacterias. Asi, se uso la
receta del medio de cultivo desarrollado por Hall y Ratledge (1982), (de aqui en adelante M3),
fraccionado en tubos inclinados para que se forme el pico de flauta, donde se sembrd M. phlei,
M. smegmatis y M. avium subsp avium.

Posteriormente se utilizé esta receta como base para la parte sélida de un medio bifasico (M4)
con menos proporcién de agar (1,5%); el caldo se prepard con los mismos ingredientes que el



solido pero sin el agregado de agar. En este Ultimo medio de cultivo se sembraron las mismas
cepas que en M3.

Todos los medios sembrados fueron incubados en estufa a 37°C. En este trabajo se presentan
los resultados obtenidos hasta 2 meses de incubacion.

RESULTADOS
Se presentan los resultados obtenidos en el crecimiento en la siguiente tabla:

Medios de cultivo
Cepas M1 M2 M3 M4
3 dias 7 dias >10 dias 3 dias 7 dias >10 dias 3 dias 7 dias >10 dias 3 dias 7 dias >10 dias
Mycobacterium Phlei + ++ +Ht +H+ +Ht +H+

Mycobacterium sis sis ss | ss s/ sis " - st + b4t st
smegmatis

Mycobacterium avium | g SIS sis SIS sis SIS + + +t + + -+
subsp avium

Referencias. (-) no hubo desarrollo; (+) escaso desarrollo; (++) moderado desarrollo; (+++) abundante desarrollo; (S/S) sin sembrar.

DISCUSION Y CONCLUSIONES
M. smegmatis solo se sembrd en los medios 3 y 4 (deficientes en hierro) mostrando un muy
buen desarrollo en ambos medios. Esta cepa fue utilizada para la extraccién de micobactina,
requerida para el crecimiento de M. avium subsp. paratuberculosis que requiere del
agregado de micobactina en el medio de cultivo.

M. phlei fue sembrado en los 4 medios; en los medios 3 y 4 (medios deficientes en hierro y
otros nutrientes) no hubo desarrollo. Por el contrario en los medios 1y 2 su desarrollo fue muy
bueno, destacandose en el medio 2 (bifasico), el cual se probé como una alternativa para
obtener mayor masa somatica. El propdsito de utilizar este medio fue lograr que las bacterias
comiencen su crecimiento en la fase sélida y luego pueda expandirse a la fase liquida. Esta
cepa es utilizada para la pre-adsorcion de sueros utilizados en diferentes métodos
diagndsticos.

Por dltimo, M. avium subsp avium fue sembrado en los medios 3 y 4 y si bien su crecimiento
fue escaso en ambos, desarrollé mejor en el medio 3. De esta manera logramos desarrollar un
medio bifasico adecuado para el desarrollo de una micobacteria de crecimiento lento,
visualizdndose crecimiento desde el tercer dia de inoculacidn.

Estos hallazgos nos podrian ayudar a mejorar los medios de cultivo normalmente utilizados,
teniendo la prudencia de hacer otros ensayos para corroborar la veracidad de los resultados
obtenidos.
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