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RESUMEN

Sommaruga, R. 1987. Uso del Bromuro de Cetiltrimetil Amonio en la cuantificacion de
bacterias amonificadoras herpobénticas mediante la técnica del nimero més probable.
Rev. Asoc. Cienc, Nat. Litoral, 18 {(1): 71 —-75.

El uso de este surfactante aumenta la recuperacion de células viables, en comparacion al con-
trol. Posiblemente, la accién de este agente quimico sea a nivel de cépsula bacteriana, precipitando
sus principales constituyentes, produciendo el desprendimiento entre bacterias y particulas del se-
dimento.

ABSTRACT

Sommaruga, R. 1987. Use of Cethyltrimethylammonium Bromide in the enumeration
of Herpobenthic ammonifying bacteria by the most probable number technic. Rev.
Asoc. Cienc. Nat. Litoral, 18 (1}: 71 - 75 .

The use of this surfactant increases the recovery of viable cells compared to the control. It is
set as an hypothesis that the action of this chemical agent takes place at the bacterial capsule level,
precipitating its main constituents and causing the bacteria to detach themselves from the particles
in the sediment.

INTRODUCCION

Durante mucho tiempo, la técnica probabilistica conocida como Nimero Mas
Probable {(NMP), ha sido utilizada en bacteriologia acuatica, principalmente en bacte-
riologia sanitaria y en la cuantificacion de grupos fisiologicos. Aunque muchas veces
fue objeto de critica por poseer baja precision, constituye uno de los pocos métodos
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que puede estimar el error con el cual trabaja y que utilizado con ciertas precaucio-
nes, resulta una herramienta indispensable para el bacteriologo acuaticos.

Las nuevas técnicas oe cuantificacion, como por ejemplo el uso de la microsco-
pia de epifluorescencia y tincion con naranja de acridina, han sido aplicadas al conteo
de bacterias del sedimento28:17 . Sin embargo, son incapaces de diferenciar y cuanti-
ficar grupos fisiologicos. Por lo que ain hoy el NMP sigue siendo utilizado para estu-
dios ecologicos en sedimentos y suelosl.

Los problemas metodologicos en la cuantificacion de poblaciones bacterianas del
sedimento estan relacionados principalmente con la subestimacion causada por los pro-
cesos de adherencia entre las particulas del sedimento y las bacterias. Estos procesos
son complejos y Campbell3 los resume dividiéndolos en tres fases. La primera, adsor-
cion, es fisica o quimica y gobernada principalmente por fuerzas de atraccion del tipo
de van der Waals o de repulsion, la siguiente es la adhesion en donde se logra estabilizar
la unidn mediante la secrecion de proteinas, polisaciridos o una matriz glicoproteica.
Por (ltimo se produce o no la colonizacion de la superficie.

El presente trabajo tiene por objetivo estudiar la accion del bromuro de cetiltri-
metil amonio (BCTA), en la disminucion de la subestimacion en la cuantificacion de
bacterias amonificadoras herpobénticas, mediante la técnica del NMP. E| BCTA es un
detergente cationico de formula CH3 (CHg) 15N (CH3)3Br, para el cual se conoce su
accion precipitante de acidos nucleicos y mucopolisaciridos#:15. E| término herpo-
bénticas se refiere a aquellos organismos que crecen en o sobre el fango facilmente pene-
trable y es el acufiado por Hutchinson! 2 y recomendado por Jones 4.

MATERIAL Y METODOS

Muestras de sedimento de la parte central (ca. Bm) del lago artificial reciente “TonTon", Ca-
nelones, Uruguay (340 51' S, 56° 02', W), fueron obtenidas durante el verano y otofio de 1986.
Este lago tiene caracteristicas eutrdficas y durante el periodo de muestreo presenté un hipolimnion
en condiciones andxicas y subdxicas. Algunas caracteristicas del sedimento se pueden observar en
Cuadro 1. El sedimento fue muestreado mediante buceo auténomo, utilizdndose nicleos (corer) de
acrilico (50 cm de largo, 5 cm de didmetro interno v 6 cm de didmetro externo), Los nicleos fue-
ron conservados en frio hasta su posterior procesamiento. E! sedimento utilizado en los experimen-
tos fue el comprendido entre 0 y 6 cm siendo cortado en secciones de 1 cm de espesor bajo condi-
ciones asépticas y colocados en cajas de Petri estériles. Luego de uno de los segmentos escogidos,
1g de sedimento himedo fue colocado en el primer blanco de dilucién, conteniendo en uno de los
casos BCTA (Sigme Chemical Co., St. Louis, MO.) a una concentracién final de 0,00001 ©/o (v/v)

Cuadro 1
Caracteristicas del sedimento

Segmento del Porosidad Pérdidaen peso  Corgdnica Norginico Md ¢

sedimento (cm) (o/o p/p)  a 5000 C (o/o) {u-mol/g) {u-mol/g) {mm) Color
0:3 83 14,0 3145 290 0,022  Negro
3-6 70 7.2 2908 221 0,00  Negro
6-9 45 2,8 2527 133 0,060 Gris-verdoso
9-12 20 0,5 601 57 0,110  Blanco-
grisdceo
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y en el control peptona al 0,19/0. Las otras diluciones fueron hechas en ambos casos en peptona
a igual concentracién. Después de una enérgica agitacién a mano (30"'), 5 tubos conteniendo 5 ml
de un medio que tenja una constitucién por litro: 5g de Bacto-peptona (Difco Laboratories, De-
troit Mich.) y 100 ml de un extracto liquido filtrado de los sedimentos del lugar (concentracién
final de amonio 0,2 M), fueron inoculados con 1 ml de cada dilucién 1:6 e incubados por 7 dias
a 200C. Al final de este periodo los tubos en los cuales existia turbidez y produccion de amonio,
indicado por la adicion de reactivo de Nessler, fueron considerados como positivos. El NMP se ob-
tuvo mediante la utilizacion del programa en lenguaje BASIC de Huriey & Roscoe™“. La relacién
peso himedo: peso seco no fue calculada, considerdndose que el sedimento utilizado en cada ex-
perimento era homogéneo en cuanto al contenido de agua para todas las submuestras de un mismo
nivel. La presencia de cdpsula fue observada mediante el uso de la tincién con tinta china® sobre fro-
tis realizados de todas las submuestras. Las caracteristicas de crecimiento en los tubos tambign fue-
ron observadas. El test de Student’'s fue realizado sobre los datos transformados en base al log 0 y el
valor t calculado, corregido por finitud19.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados presentados en Cuadro 2, indican que las submuestras tratadas con
BCTA, en el primer blanco de dilucion presentan diferencias significativas superiores
al 959/0 en comparacion al control con peptona al 0,19/, siendo los conteos con BCTA
superiores.

Scheraga et a/18, estudiaron la accion que tenian diversos agentes en la recupera-
cion de células viables en sistemas modelos, utilizando conteos por microscopia, en pla-
ca y estimacion de ATP. De todos los agentes estudiados el BCTA produjo un aumento
en la recuperacion de hasta un 58 ©/o dependiendo de la bacteria testeada, resultando
recomendable para bacterias no marinas. Sin embargo, a la concentracion utilizada mas
efectiva 0,0001 9/o (v/v), encontraron que a pesar de aumentar la recuperacion, la con-
centracion utilizada constituia un factor critico, puesto que la acciéon del detergente
puede ser negativa.

Cuadro 2
Comparacion entre el conteo de bacterias amonificadoras usando BCTA
en el primer blanco de dilucion y el control.

Experimento x+D.E. Valor - t
nimero Tratamiento 10910 NMP g.l. =8
BCTA 4,40 + 0,36 .
? Control 3,81 + 0,30 H
BCTA 4,58 + 0,40 244*
2 Control 4,08 + 0,35 g
BCTA 4,43 +0,35 .
3 Control 3814029 3,03

* Conteos significativamente diferentes determinado por el t - test {p <0,05).
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Durante los experimentos realizados, la concentracion utilizada 0,00001 ©/o (v/v)
nunca produjo resultados negativos con respecto al control. El crecimiento bacteriano
en el medio liquido, fue caracteristico en la mayoria de los tubos, formando un collar
de células en su pared interior, en la interfase liquido-aire. Esta caracteristica, indica la
tendencia a agregarse en suspension, adhiriéndose asi entre ellas y a la superficie. La
presencia de capsula bacteriana fue confirmada en todos los casos.

Costerton? cita varios trabajos referidos en la literatura, realizados en varios am-
bientes naturales, en donde se demuestra que todas las bacterias estan recubiertas por
un glicocalix extracelular. En ambientes acuaticos los exopolimeros microbianos ocu-
rren cominmente como capsulas discretas, firmemente adheridas a la superficie celu-
lar 0 como una capa limosa débilmente, o no asociada a la célulal®. Algunos de estos
polimeros superficiales integrantes de las cdpsulas, como lo son los exopolisacaridos,
pueden actuar como adhesivos en las interacciones de adsorcion610.11,

Recientemente Platt et a/1®, aislaron y analizaron parcialmente los constituyen-
tes qu”-n[cQs del material exopohmenco de una bacteria de sedimento de agua dulce.
Este exopolimero, estaba constituido por protelnas polisacaridos y ADN.

Debido a que el BCTA tiene una accion prempltante sobre acidos nucleicos y
mucopollsacérldos parece probable que la accion de este, sea a nivel de la capsula bac-
feriana, precipitando los principales constituyentes de ésta, produciendo asi la desadhe-
rencia entre bacterias y particulas del sedimento.
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