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AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE MICOBACTERIAS NO TUBERCULOSAS EN AGUA
DE LOS CANALES DE XOCHIMILCO

Resumen

Antecedentes Las Micobacterias no tuberculosas (MNT) son habitantes naturales del medio
ambiente, estan distribuidas en suelos y aguas naturales y se sugiere que su reservorio principal
es el agua superficial y subterranea. En los Gltimos veinte afios, diversos estudios han sefialado
un incremento de infecciones por MNT tanto en huéspedes inmunocomprometidos como en
inmunocompetentes, a pesar de ello la distribucion e incidencia de MNT en el mundo no se
conoce del todo. Hasta el momento no existen evidencias de transmision de persona a persona
por lo que se ha propuesto que la infeccidn ocurre a traves de fuentes ambientales,
considerando el agua como vehiculo principal de transmision de las MNT. Un factor importante
en el estudio de MNT es que son consideradas como una de las causas de variacion de la
eficacia protectora de la vacuna M. bovis BCG al presentar reaccion cruzada con MNT. Se han
descrito diferentes métodos para el aislamiento de micobacterias de muestras ambientales, pero
estos no son universalmente aplicables debido a las diferencias entre las zonas geogréficas y
flora, por lo que se propone que para lograr una eficiente recuperacion de micobacterias
ambientales pudiera ser necesario desarrollar un método para cada region del mundo en estudio.

Objetivo Aislamiento e identificacion de MNT en agua superficial de los Canales de Xochimilco
de la Ciudad de México. Determinar el mejor método de descontaminacion para la recuperacion
de MNT.

Metodologia Veinte sitios del area ecologica de Xochimilco fueron seleccionados por ser
representativos de las zonas. Las muestras de agua fueron tratadas para aislamiento de
micobacterias utilizando dos métodos distintos (hidroxido de sodio y cloruro de cetilpiridinio) y a
partir de estos aislamientos se realizd la identificacion por métodos bioquimicos y moleculares.

Resultados De los métodos empleados ninguno permitio la recuperacion de MNT al 100%.
Existen diferencias de susceptibilidad de las micobacterias a los dos métodos empleados, por lo
que algunas especies no podrian ser recuperadas si solo se emplea uno de los métodos. El
NaOH 1% /SDS 3% obtuvo la mayor recuperacion de MNT y presenta bajos porcentajes de
pérdida de cultivos ya sea por contaminacion o bien por inhibicion del crecimiento. La
recuperacion de MNT obtenida fue del 95% con 19 morfologias coloniales diferentes. Las MNT
de rapido crecimiento fueron los mas frecuentes, tanto cepas pigmentadas como no
pigmentadas. Las MNT de lento crecimiento fueron en su mayoria cepas pigmentadas. Los
resultados de identificacion obtenidos por pruebas bioquimicas e INNO-LIPA no fueron
concordantes.

Conclusiones EI NaOH 1% /SDS 3% fue el mejor método para el aislamiento de MNT,; sin
embargo, se sugiere el uso de CPC 0.05% en tiempos de exposicion mayor a 30 min, debido a
las diferencias de susceptibilidad de las micobacterias. La inclusion de un método molecular
capaz de identificar la mayoria de las especies de micobacterias existentes y con una
sensibilidad alta es necesaria para determinar con precision las especies de micobacterias
recuperadas.
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Antecedentes

1.1 El género Mycobacterium

El género Mycobacterium se encuentra ubicado dentro del orden Actinomycetales y es el
unico género de la familia Mycobacteriacea. Esta relacionada a otros géneros que contienen acidos
micodlicos. El alto contenido de guanina-citosina en el DNA de las especies del género
Mycobacterium (61 a 71% mol, excepto M. leprae [55%]) esta en el intervalo de otros géneros que
contienen acido micdlico, Gordonia (63 a 69 %mol), Tsukamurella (68 a 74%mol), Nocardia (64 a
72%mol) y Rhodococcus (63 a 73%mol). I

Las micobacterias son microorganismos aerébicos (con excepcion de algunas especies que
crecen bajo atmosferas de oxigeno reducido), crecen significativamente mas lento que las otras
bacterias, no forman esporas, son inmdviles, no capsuladas y no presentan una agrupacion
caracteristica [4. Contienen una pared celular gruesa y con un elevado contenido lipidico que otorga
el 60% del peso seco de la misma.

El género Mycobacterium esta integrado por bacterias pleomorficas (bacilos rectos y/o
ligeramente curvos), miden 0.2 a 0.6 um de ancho por 1.0 a 10 um de largo y exhiben gran
variacion en la velocidad de crecimiento (tiempos de duplicacion 2-48 hr), morfologia colonial,
sensibilidad a antibidticos y biocidas, presencia de plasmidos y factores de virulencia. [38]

La morfologia colonial varia entre especies, puede ir de lisa a rugosa y de no pigmentada a
pigmentada (amarillas, naranjas o raramente rosas) usualmente debido a la formacion de pigmentos
carotenoides. !

Dentro del género Mycobacterium se han descrito mas de 100 especiest®, con fines
practicos se establecen tres grupos en funcion de la entidad(es) nosoldgica(s) producida(s):

a) El complejo M. tuberculosis causante de la tuberculosis se encuentra formado por las especies
M. tuberculosis, Mycobacterium bovis (incluido el bacilo de Calmette-Gierin o BCG utilizado
en la vacunacion), Mycobacterium canetii, Mycobacterium africanum y Mycobacterium microti,
que causa la tuberculosis en las ratas de campo;

b) M. leprae, agente causal de la lepra; y

c) Micobacterias no tuberculosas que causan las micobacteriosis.

dfacultad de Quimica, YNFAS 1
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1.2 MICOBACTERIAS NO TUBERCULOSAS

1.2.1 Generalidades de MNT

El potencial patogénico de las MNT ha sido reconocido desde principios del siglo XIX[22], Pinner
denomino a estos organismos por primera vez como micobacterias atipicas, originario de la creencia
errbnea de que eran cepas de M. tuberculosis inusuales. 231 Desde su identificacion se les ha
conocido con diversos nombresltl como anénimas, no tuberculosas, ambientales, oportunistas,
bacilos tuberculosos distintos a la micobacteria (MOTT) por sus siglas en inglés; y aungue
actualmente no existe un término universalmente empleado, el de micobacterias no tuberculosas
(MNT) es el mas aceptado. [24]

Las micobacterias ambientales incluyen aquellas especies del género Mycobacterium que no son
miembros del complejo Mycobacterium tuberculosis (de ahi el término micobacterias no
tuberculosas). Se distinguen de las del complejo, por no ser patégenos obligados y encontrarse en
el ambiente como saprofitos, comensales y simbiontes. [10.12. 38]

Las MNT estan ampliamente distribuidas en la naturaleza y han sido aisladas de una amplia
variedad de reservorios ambientales: agua, suelo, aire, protozoarios, animales, humanos, plantas y
alimentos. 23]

Aunque la temperatura Optima de crecimiento general suele ser de 35-37°C, existen
determinadas especies que requieren temperatura Optima de 30°C (Mycobacterium marinum,
Mycobacterium ulcerans, M. haemophilum), 42°C (Mycobacterium xenopi) o 52°C (Mycobacterium
thermoresistibile) para obtener una mejor tasa de crecimiento. 11, 53]

Las micobacterias ambientales se dividen en micobacterias de crecimiento rapido y lento. Las
micobacterias de crecimiento rapido forman colonias en menos de 7 dias y esto se debe a la
posesion de dos cistrones 16S rRNA (excepto M. chelonae y M. abscessus que solo tienen uno)
mientras que las de crecimiento lento requieren 7 dias o mas para la formacion de colonias y solo
cuentan con un cistron. Aungue la posesion de un solo cistron rRNA forza a la micobacteria a
crecer lentamente, también le confiere una resistencia innata a una amplia variedad de agentes
antimicrobianos, incluyendo desinfectantes y antibioticos. La baja velocidad metabdlica también
imparte mas tiempo para adaptacion en ambientes estresantes. 38

En 1959 Runyon clasifico a las MNT con base a su velocidad de crecimiento y formacion de
pigmento. La produccion de pigmento esta en relacion con la exposicion a la luz: a) fotocromogenas
si la produccion depende de la luz, b) escotocromdgenas si es independiente de la misma y c)No
fotocromégenas cuando no producen pigmentos. De esta forma surgieron 4 grupos de
transcendencia clinica: Grupo | (fotocromdgenas), Grupo Il (escotocromogenas) y Grupo Il (no
fotocromdgenas) que son de crecimiento lento y el Grupo IV de crecimiento réapido.

Aunque esta clasificacion tiene cierta utilidad microbioldgica, en la actualidad ante la incesante
aparicion de nuevas especies y las diferentes caracteristicas fenotipicas que algunas de ellas
pueden adoptar, se prefiere realizar una identificacion a nivel de especie

dfacultad de Quimica, YNFAS 2
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CLASIFICACION DE LAS PRINCIPALES MICOBACTERIAS ATIPICAS

GRUPO DEFINICION ESPECIES PATOGENICIDAD  FRECUENCIA
RUNYON DE
AISLAMIENTO
I Crecimiento lento y M. kansasii Usualmente Frecuente
fotocromdgenos: patégeno Raro
formacion de pigmento M. marinum Usualmente
amarillo si se expone a la patdgeno
luz
I Crecimiento lento y
escotocromogenos: M. gordonae No patégeno Frecuente
formacion pigmento M. szulgai Usualmente Raro
amarillo, naranja a rojo, patégeno

sise exponealaluzy
también en la oscuridad

Il Crecimiento lento y no Complejo
cromogenos: M. avium — Patdgeno Frecuente
pigmentacion muy lenta intracellulare*
0 ausente
v Micobacterias de M. fortuitum** A veces patdgeno Frecuente
crecimiento rapido M. chelonae** A veces patdgeno Frecuente

*  También se conoce como complejo MAIS: M. avium — intracellulare - scrofulaceum
** También se conoce como complejo M. fortuitum — chelonae

122 PARED CELULAR

El 60% de la pared celular de las micobacterias se encuentra conformada por lipidos diversos. La
pared celular peptidoglicolipida contiene &cido meso-diamin-opimélico, alanina, &cido glutamico,
glucosamina, &cido muramico, arabinosa y galactosa. Los acidos micolicos (contienen entre 60y 90
atomos de carbono) junto con lipidos libres (como 6,6'-dimecolato de trehalosa), le proporcionan una
barrera impermeable hidrofébica. Otros acidos grasos importantes son las ceras, fosfolipidos,
acidos micoserosicos y acidos ftienoicos. Diversos &cidos grasos (10-20 atomos de carbono) son
encontrados también, incluyendo acido tuberculostearico (&cido 10-R-metil octadecanoico), Unico
componente celular para algunos miembros de los Actinomycetales. !

La envoltura celular del género Mycobacterium consiste de tres estructuras mayores: la
membrana citoplasmatica, la pared celular y la capa lipidica externa. La pared celular esta
compuesta de peptidoglicanos unidos covalentemente a la arabinogalactana, un polimero de
arabinosa y galactosa. En la porcion més distal y externa de los arabinogalactanos se hallan

dfacultad de Quimica, YNHA/ 3
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esterificados largas cadenas carbonadas (C60 a C90) llamadas &cidos micélicos. La capa lipidica
externa esta compuesta de un amplio intervalo de lipidos complejos libres y junto con los acidos
micélicos, forma una pseudobicapa. 59

Los glucolipidos son un grupo de compuestos (micolatos de trealosa, sulfolipidos, micdsidos, etc)
que se encuentran asociados no covalentemente a los acidos micolicos y se ubican periféricamente
en la pared. Los micolatos de trealosa (llamados factores de cordon porque su presencia produce
cultivos que tienen forma de cordones serpenteantes) y sulfolipidos se encuentran principalmente en
las cepas de micobacterias mas virulentas. El lipoarabinomanano (LAM) es una molécula que se
halla anclado en la membrana citoplasmatica. EI LAM es considerado como el equivalente
micobacteriano del lipopolisacarido de las Gram negativas debido a que provoca una importante
respuesta antimicrobiana en macréfagos. En las cepas de micobacterias mas virulentas la arabinosa
terminal del LAM esta recubierta con residuos de manosa (manLAM) a diferencia de las cepas no
virulentas no estan recubiertas (AraLAM). Ademas, el LAM también podria funcionar como poro para
el paso de los nutrientes a traves de la pared celular. 50

Glugmlipioss
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Figura 1. Esquema de la envoltura celular del género Mycobacterium (60

La composicion de su pared celular confiere a la micobacteria una escasa permeabilidad celular,
que es responsable entre otras cosas, de la ineficacia de mdltiples agentes antimicrobianos, asi
como de la caracteristica acido-alcohol resistencia en determinadas tinciones para su visualizacion
microscopica. La impermeabilidad de la pared celular tiene una funcion muy importante en la
supervivencia intracelular durante la infeccion en animales y protozoarios. [38.59]
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1.2.3 TINCION

Las micobacterias son microorganismos dificiles de tefiir con los colorantes basicos habituales
debido al alto contenido de lipidos de su pared celular, en especial acidos grasos de cadena larga
(acidos micdlicos). Sin embargo, las micobacterias son usualmente consideradas como Gram
positivas a pesar de que no son facilmente tefiibles por el método de Gram, observandose como
zonas claras o “fantasmas”. 4l

Existen distintos métodos de tincion de micobacterias, las mas comunes se basan en el uso de
fuscina fenicada como colorante primario o auramina O.

a) Lastinciones que utilizan fucsina fenicada (carbolfucsina) como colorante primario, como es
el caso en Ziehl-Neelsen o variantes como la de Kinyoun, los microorganismos se tifien de
rojo sobre un fondo azul o verde dependiendo del colorante de contraste utilizado. La
variante de Kinyoun o coloracién fria, emplea cuerpos tensoactivos sin necesidad de
calentar el colorante.

b) Las tinciones que utilizan como colorante primario auramina O, auramina-rodamina produce
que los microorganismos AAR bajo la luz ultravioleta, parezcan fluorescentes de color
amarillo o naranja dependiendo del filtro empleado.

Para lograr la penetracion del colorante primario al interior de la micobacteria se debe recurrir al
calor 0 a determinados detergentes segun el método utilizado. Una vez dentro, el colorante no podra
ser extraido tras la exposicion al alcohol-&cido o acidos minerales. Esta propiedad se denomina
acido-alcohol resistencia (AAR) y es Util para la visualizacion de este grupo especifico de bacterias.
Aunque la naturaleza exacta del mecanismo de la acido-alcohol resistencia no es completamente
entendido, se piensa que el fenol permite la penetracion del colorante, lo cual es facilitado por las
altas temperaturas aplicadas en la tincion de Ziehl-Neelsen; ademas de que las micobacterias son
capaces de formar complejos estables con ciertos colorantes arilmetanos como la fucsina o la
auramina O. Los residuos de &cido micdlico de la pared celular retiene el colorante primario adn
después de la exposicion a alcohol &cido o acidos minerales fuertes. I

La diferencia basica entre ambos métodos radica en el aumento microscopico requerido y por
tanto el nimero de campos a visualizar. Los métodos con carbolfucsina precisan de un ocular-
objetivo de inmersion de gran aumento (x 1.000), mientras que las técnicas fluorescentes requieren
menos esfuerzo para observar la preparacion con un ocular-objetivo de menor aumento (x 250) sin
pérdida de sensibilidad. Ello permite una mayor rapidez de lectura y un menor cansancio del
microscopista.
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Debido a que los artefactos pueden estar presentes en la tincién, es necesario observar la
morfologia bacteriana cuidadosamente. Los BAAR son aproximadamente 1 a 10 um de largo y
tipicamente son bastoncillos largos, 0.2 a 0.6 um de ancho, con apariencia curvada o “torcida”.
Individualmente los bacilos pueden presentar areas densamente tefiidas y areas de tincion
alternada, produciendo una apariencia arrosariada. Las MNT se observan pleomérficas, como
filamentos largos o formas cocoides con propiedades de tincion uniforme. [

Figura 2. Tincion Ziehl-Neelsen y fluorescencia
del género Mycobacteriuml>!

1.2.4 SUSCEPTIBILIDAD A AGENTES FISICOS Y QUIMICOS

Las micobacterias presentan la caracteristica de una pared bacteriana con alto contenido en
lipidos complejos que le permiten ser resistentes a la desecacion, al poder bactericida o
bacteriostatico de alcalis, acidos y oxidantes.

La alta resistencia de las micobacterias a la desecacion y congelacion las hace capaces de
sobrevivir por semanas 0 hasta meses sobre objetos inanimados si estan protegidos de la luz solar.
Las micobacterias son inactivadas por calor (>65°C por no menos de 30 min) y por luz UV.
También son mas resistentes a acidos, alcalis y algunos desinfectantes quimicos que muchas otras
bacterias no formadoras de esporas. El verde malaquita, compuestos cuaternarios de amonio,
hexaclorofeno y clorexidina solo actian como bacteriostaticos en el mejor de los casos.l Jones y
col mostraron que las MNT pueden ser muy tolerantes a concentraciones elevadas de verde de
malaquita (hasta 60 pug/ml) y pueden crecer de manera dptima en concentraciones de 5ug/ml que es
una concentracion mayor a la que se encuentra en los medios de cultivo. 51!
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Existen diferentes esterilizantes de uso comln tales como vapores de Oxido de etileno y
formaldehido, compuestos de cloro, etanol 70%, glutaraldehido alcalino 2%, acido peracético y
perdxido de hidrogeno estabilizado. Sin embargo, algunos de estos agentes pueden ser inactivados
en presencia de materia organica (como los alcoholes) por lo que no pueden ser usados como
desinfectantes en esputo y otros materiales que contengan proteina.¥! Algunos de estos
desinfectantes son efectivos para eliminar micobacterias, sin embargo existen reportes del
incremento en la resistencia de diferentes especies de micobacterias a varios desinfectantes.

Taylor y col. en el 2000 comparan la susceptibilidad de aislamientos clinicos y ambientales de M.
avium a diferentes desinfectantes: cloro, monocloramina, didxido de cloro y ozono en medio de
cultivo y en agua. Todos los aislamientos fueron resistentes a los desinfectantes probados y esta
resistencia se incrementa 10 veces mas, cuando se encuentran en agua que en medio de cultivo. 62

Adicionalmente, en numerosos estudios se han aislado micobacterias de los sistemas de
distribucion de agua para uso y consumo humano, demostrando que estos microorganismos no son
eliminados por desinfectantes comunes (ozono, cloro, cloramina) y pueden persistir en estos
sistemas por largos periodos de tiempo. [34.40,39.52]

1.25 AISLAMIENTO

Las micobacterias suelen ser bastante exigentes y requieren de medios ricos y frescos. Algunas
especies (Mycobacterium genavense o Mycobacterium haemophilum) precisan de suplementos
especiales como son micobactina, hemina u otros componentes férricos para crecer. (1]

El aislamiento de MNT siempre va acompafiado de diversos contaminantes incluyendo bacterias
y hongos. Actualmente se cuenta con medios selectivos con diversos antibidticos para prevenir el
crecimiento de la flora bacteriana o flngica acompafiante. 150

En general, para el aislamiento primario a partir de muestras clinicas se prefieren medios no
selectivos y aunque estos no contienen antibidticos, poseen algunas sustancias inhibidoras para el
control de bacterias contaminantes, como son los colorantes de anilina (verde de malaquita o cristal
violeta). Su concentracion suele ser crucial para mantener el equilibrio entre la recuperacion
micobacteriana deseada y la posible contaminacion de las muestras, si la concentracion de la otra
flora es muy elevada puede llegar a afectar seriamente el crecimiento micobacteriano.

Medios con huevo

Son medios ricos que contienen huevo (entero o sdlo yema), fécula de patata, sales, glicerol y un
agente inhibidor como es el verde de malaquita 1. Las ventajas fundamentales radican en la buena
recuperacion de gran parte de las especies micobacterianas y su buena capacidad tanto inhibidora
de la flora contaminante como amortiguadora que permite neutralizar algunos restos de diversos
productos descontaminantes. Ademas, poseen una vida media prolongada cuando se conservan a
2-8 °C (6 meses). Sin embargo, son medios dificiles de preparar (coagulacién a 85-95 °C) lo que
conlleva algunas variaciones de un lote a otro, esto puede influir en la concentracion final de los
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antimicrobianos en las pruebas de sensibilidad in vitro. También presentan, algunos problemas para
distinguir entre los restos del indculo y el crecimiento micobacteriano y si se contamina la muestra
se afecta todo el medio pudiendo llegar a licuarse. [

El medio méas utilizado para el aislamiento de micobacterias es Léwenstein-Jensen, aunque
existen otros en virtud de su mayor 0 menor capacidad inhibitoria de la flora presente (Petragnani
Coletsos 0 American Thoracic Society) que varian tan sélo en la concentracion del verde de
malaquita. [50]

Medios soélidos con agar

Estos medios sintéticos, tipo 7H10 y 7H11 de Middlebrook, son transparentes y permiten una
deteccion rapida del crecimiento micobacteriano (10-12 dias) que se puede distinguir de los residuos
de la muestra en la siembra. Ademas de utilizarse para las pruebas de sensibilidad a los
antimicrobianos. La inclusion de un 2% de glicerol permite un mejor crecimiento del complejo M.
avium-intracellulare. EI medio 7H11 contiene un 0,1% de hidrolizado de caseina que favorece la
recuperacion de las cepas de M. tuberculosis resistentes a la isoniacida. Los principales
inconvenientes residen en un precio superior a los medios con huevo, una vida media corta (1 mes a
2-8 °C) y una mayor tasa de contaminaciones al contener una concentracion menor de verde de
malaquita. EI almacenaje es delicado ya que un exceso de temperatura o exposicion a la luz puede

deteriorar el medio y estimular la produccién de formaldehido que es toxico para las micobacterias
50]

Medios liquidos

En general, son medios enriquecidos que recuperan un mayor nimero de micobacterias y mas
rapidamente que los medios sdlidos. Por ello se recomienda incluirlos siempre para el aislamiento
primario de muestras clinicas. Ademas estos medios se utilizan como base para diversas pruebas de
identificacion bioquimica y de sensibilidad a los antimicrobianos. Por otro lado, tienen la desventaja
de no visualizar la morfologia de la colonia ni valorar los posibles cultivos mixtos. Aparte de los
clasicos 7H9 de Middlebrook, Dubos, Youmans, Proskauer-Beck, etc., existen una serie de sistemas
comerciales que, utilizando la base de los convencionales, logran un alto rendimiento. . 50]

1.2.6  RECUPERACION DE MNT EN MUESTRAS AMBIENTALES

El aislamiento de micobacterias a partir de muestras ambientales se dificulta por dos razones:
1. Las muestras ambientales contienen un gran nimero de otros microrganismos diferentes
(bacterias y hongos)
2. No todas las especies de micobacterias son igualmente resistentes a los diferentes agentes
quimicos empleados en los procesos de recuperacion. [8. 56.62]
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Se han descrito diferentes métodos para el aislamiento de micobacterias de muestras
ambientales, pero estos no son universalmente aplicables debido a las diferencias entre floras
bacterianas presentes en las diversas areas geograficas. 6. 7. 8]

Entre las técnicas que se han propuesto para la recuperacion de MNT se encuentran:

» Soluciones de acido oxalico (1.25%): muestran una alta efectividad en la reduccion de la
poblacion de bacterias Gram-negativas, sin embargo, también muestran una gran reduccion
(96%) en la cuenta viable de MNT.[21]

» Formaldehido, puede usarse en procedimientos que involucren el uso de membrana de
filtracion, reduce la flora contaminante y permite una buena recuperacion de MNT. Sin
embargo, algunas especies de MNT pudieran no ser recuperadas con este tratamiento. Se
recomienda su uso a una concentracion de 1% y 5 min de exposicion [21]

» El hipoclorito de sodio (0.2 ug/ml de cloro libre) mostré ser muy efectivo tanto en la
reduccion de la poblacién bacteriana de Gram-negativa asi como en la recuperacion de
MNT. Sin embargo, el tratamiento de las muestras en ocasiones exige el uso de tiosulfato
de sodio el cual neutraliza el cloro presente en el agua, por lo que no puede utilizarse en la
recuperacion de MNT en muestras de agua. [21]

Hidréxido de sodio

El hidroxido de sodio (NaOH) es el agente quimico mas empleado, ademas de poseer
propiedades mucoliticas. Al tratarse de un &lcali muy potente resulta critica la concentracion
empleada, asi como el tiempo de exposicion. Una descontaminacion agresiva lisara del orden del
20 al 90% a las micobacterias presentes en una muestra clinica. &)

Engback y col. usaron 5 métodos distintos para recuperacion de MNT siendo el mas viable el
método de lauril sulfato de sodioBl. Kamala y col. compararon seis métodos distintos, encontrando
que el tratamiento con SDS 3% y NaOH 1% es el método de recuperacion mas efectivo para
muestras de agua y suelo 6. Parashar y col. en India siguieron este Gltimo método para aislar
micobacterias de un ambiente cdlido y seco en la India, sin embargo, la contaminacién no fue
eliminada debido a las diferencias en el grado de contaminantes presentes en las muestras. Para el
tipo de muestras que manejaron el mejor método de recuperacion fue el de NaOH 4% con SDS al
3% y cetrimida al 2%, eliminando el 100% de la contaminacion y aislando ambos tipos de
micobacterias, tanto de lento como de rapido crecimiento. Los autores proponen que para lograr
una eficiente recuperacion de micobacterias ambientales pudiera ser necesario desarrollar un
método para cada parte del mundo. [7]

Le Dantec y col. utilizaron una solucion de NaOH 1% y SDS 3% para eliminar a otros
microorganismos de las muestras de agua de los sistemas de distribucion de Paris. Determinaron el
limite de deteccion de este método de recuperaciépn de MNT usando cultivos de M. gordonae a
concentraciones de 10%, 102, 103 y 104 UFC por litro. El proceso de descontaminacion redujo el
nimero de micobacterias a 1% del nimero original. [39]
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Cloruro de cetilpiridinio

El cloruro de cetilpiridinio (CPC) o cloruro de 1-hexadecil piridinio, es un agente tensoactivo
catiénico (grupo activo con carga positiva) que se encuentra dentro de los detergentes mas potentes
en cuanto a su actividad desinfectante, siendo activo contra bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas [8. Por su estructura quimica se le clasifica como un compuesto de amonio cuaternario,
sus tres grupos alquilicos cortos y un grupo alquilico largo lo hace mas activo en comparacion con
otras sales de amonio. Son rapidamente bactericidas a concentraciones muy bajas (del orden de
una parte por millén, 1 ppm), siempre que en el material a tratar no exista materia organica.

Dafia la integridad estructural de la membrana, es decir, la disposicion ordenada de lipidos y
proteinas, de modo que interfieren con su funcion ejerciendo un efecto neto de interferencia con
procesos de transporte y metabolismo energético; asi como salida de pequefias moléculas de la
célula: 81, La porcion hidrofdbica penetra en las membranas, mientras que el grupo polar cationico
se asocia con los fosfatos de los fosfolipidos, provocando alteraciones en dichas membranas,
reflejadas en la pérdida de su semipermeabilidad, con salida de metabolitos de N y P desde el
citosol. Es entonces cuando el detergente puede entrar al interior celular, con un efecto secundario
de desnaturalizacion de proteinas. Su actividad se mejora a pH alcalino. [61]

El cloruro de cetilpiridinio ha sido recomendado como un medio de eliminacion de organismos no
acido alcohol resistentes de esputo y por su baja toxicidad se emplea como desinfectante y
antiseptico topico. 6.9

Smithwick y col. en 1975 proponen un método que licua y descontamina de manera efectiva las
muestras de esputo. El procedimiento consiste en tratar la muestra con una solucién de CPC 0.5%
por 5 dias hasta su licuefaccion total y lo compara con el tratamiento inmediato de la muestra con
NALC-NaOH. Sus resultados muestran que la contaminacion es menor con respecto a la del método
tradicional (NaOH/NALC), la frecuencia de aislamiento es la misma y que incluso otras micobacterias
no tuberculosas son aisladas con mayor frecuencia. !

Du Moulin y Stottmeier en 1978 encontraron un método selectivo de recuperacion de MNT para
grandes volumenes de agua. La adicién de CPC al 0.04% (concentracion final) en las muestras de
agua elimind de manera eficiente las bacterias no &cido alcohol resistentes (P. aeruginosa, P.
cepacia, Flavobacterium sp, Acinetobacter calcoaceticus) logrando una recuperacion de
micobacterias entre el 1y 100% dependiendo de la especie. La exposicion al CPC fue de 24 horas,
por lo que sugieren que un menor tiempo de accion del descontaminante pudiera mejorar el % de
recuperacion. 8l

Carson y col. compararon la eficacia de distintas sustancias quimicas en la recuperacion de MNT
de muestras de agua. El CPC (25ug/ml) demostré una buena recuperacioén de MNT (M. fortuitum, M.
chelonae, MCLO, M. gordonae, M. scrofulaceum) con una media de supervivencia de 84-93.7%
después de 10 min de exposicion, pero bajo estas condiciones el numero de bacterias gram
negativas que se afiadieron como contaminantes no fue reducido (menos de una unidad
logaritmica). Sin embargo, sefialan que el incremento en la concentracion (500 y 1000 ug/ml) y el
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aumento en el tiempo de exposicion (15-30 min) pudieran permitir una reduccion en la cuenta viable
de bacterias gram negativas. 121l

1.2.7  INDENTIFICACION

El desarrollo de nuevas y mejores técnicas de laboratorio ha permitido que nuevas especies de
micobacterias no tuberculosas sean descubiertas. Actualmente se han identificado mas de 100
especies diferentes 531, Algunos de los métodos utilizados para la identificacion de MNT son:

I Identificacion fenotipica

Microscopia. Una caracteristica microscopica comun de todo el género Mycobacterium es su
acido-alcohol resistencia. Existen ademas diferencias microscopicas que pueden orientar de
manera presuntiva, la identificacion de alguna especie. Por ejemplo M. tuberculosis en medio
liquido, frecuentemente se observa como serpentina acordonada (factor corddn). EI complejo M.
avium puede distinguirse de M. xenopi por la apariencia microscopica de nido de pajaro o M. lacus
(ue se caracteriza microscopicamente por ser un bacilo largo con prominente arrosariamiento. [12. 53]

Velocidad de crecimiento. Se basa en los dias de incubacion que un subcultivo sélido necesita
para la deteccion de colonias visibles macroscopicamente. Un punto critico es la dilucion del inoculo
utilizada en dicho subcultivo. Las micobacterias que tarden mas de 7 dias seran catalogadas como
de crecimiento lento mientras que las que crecen en menos de 7 dias son de crecimiento rapido. [

Temperatura de crecimiento. Permite tanto la recuperacion de determinadas especies como su
identificacion presuntiva, por ejemplo aunque en general las micobacterias se desarrollan a
temperaturas entre 35-37°C, algunas especies precisan de temperaturas mas bajas (30°C) para
obtener un buen desarrollo como Mycobacterium marinum, Mycobacterium ulcerans, M.
haemophilum mientras que otras requieren de temperaturas mas elevadas como Mycobacterium
xenopi cuya principal caracteristica es su capacidad de crecer a 45°C, pero no a 28°C. Algunas
micobacterias presentan caracteristicas particulares que ayuda a diferenciarlas de otras especies,
como es el caso de Mycobacterium thermoresistibile que puede crecer a 52°C o M. szulgai la cual
se observa como escotocromdgena a 37°C pero fotocromdgena a 25°C. [11.53]

Caracteristicas de las colonias
a) Produccion de pigmento. Se basa en la capacidad de producir pigmentos carotenoides en
relacion con la exposicion a la luz
b) Morfologia de las colonias. Las caracteristicas morfoldgicas de las colinias se puede observar
tanto en medios con base de huevo o de agar
c) Pruebas bioquimicas. El nimero de estas pruebas ha llegado a ser muy amplio y a veces
ambiguos, lo que ha dado lugar a problemas de interpretacion de las mismas. Otros aspectos
negativos de estas técnicas son la necesidad de un gran inéculo (cultivos muy crecidos) y la lentitud
en la obtencién de resultados, especialmente los negativos. En 1992 se propusieron unos requisitos
minimos para la definicion de especies de micobacterias de crecimiento lentol®8l. Entre estos
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requisitos se encuentra un nimero limitado de pruebas bioquimicas que, junto con pruebas
genéticas y moleculares, permiten la caracterizacion de las distintas especies de este grupo de
micobacterias. En el caso de las micobacterias de crecimiento rapido,57 la gran variabilidad de
los resultados para una misma prueba dentro de la misma especie hace no confiables estas pruebas
para su caracterizacion fenotipica. Recientemente, se ha propuesto un esquema de identificacion
fenotipica para las especies no pigmentadas de crecimiento rapido basado fundamentalmente en la
capacidad de crecer en medios con determinados azlcares como Unica fuente de carbono Sin
embargo, este esquema no es valido para el amplio grupo de cepas pigmentadas MNT de
crecimiento répido (sin implicaciones clinicas en patologia humana, salvo casos anecdoticos),
debido a la variabilidad de los resultados que hace virtualmente imposible una caracterizacion
fenotipica correcta, debiendo recurrirse a técnicas moleculares. 126.27]

La identificacion de las micobacterias mediante pruebas bioquimicas exige experiencia y el
conocimiento de su fundamento. Ademas, debe tenerse en cuenta que la identificacion no puede
apoyarse s6lo en una prueba por muy especifica que parezca (caso de la niacina y M. tuberculosis),
sino en los resultados coherentes de un conjunto de ellas. 8

[l Identificacion cromatografica

El andlisis cualitativo de la composicion lipidica de la pared de las micobacterias permite
diferenciar especies o0 grupos de especies. Existen tres tipos de técnicas cromatogréficas utilizadas
en la identificacion de micobacterias: cromatografia en capa fina (TLC), cromatografia de gases
(GLC) y cromatografia liquida de alta presion (HPLC). La TLC y la HPLC permiten un analisis directo
de los &cidos micolicos mientras que la GLC los analiza a través de sus productos de
descomposicion.

La TLC permite la diferenciacion de ésteres de siete tipos de &cidos micélicos conocidos. Una
vez que los &cidos micolicos han sido liberados de todas las células, pueden ser extraidos como
micolatos por medio de metil-esterificacion. Luego son colocados sobre una lamina de silica gel
(fase estacionaria), donde pueden ser separados por capilaridad con la elucién de solventes (fase
movil). La identificacion de los compuestos separados, los cuales se visualizan como manchas, es
determinada por su posicion y es generalmente realizada por comparacion del patron con cepas
referencias corridas al mismo tiempo que la muestra. [53]

Para obtener el cromatograma de HPLC, los &cidos micolicos son liberados de las células
completas por medio de saponificacion y extraccion con cloroformo, para luego ser transformados a
ésteres de bromofenacil adsorbidos por UV. Los extractos son inyectados en la columna, donde son
eluidos por la fase movil, un gradiente de metanol y cloruro de metileno. Las fracciones eluidas son
cuantificadas por absorcion UV usando un detector a 254-260 nm. Recientemente la sensibilidad del
método ha mejorado remplazando la deteccion por UV por absorcion de fluorescencia. 3l

En el andlisis por HPLC, los &cidos micdlicos son separados en base a su polaridad y la longitud

de su cadena de carbonos, la mas polar y la mas corta eluye primero. En contraste a la TLC, la
identificacion de los compuestos eluidos no es importante. La distribucion de los picos mas grandes
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en el cromatograma, la posicion sobre la base de su tiempo de retencion y el peso en comparacion
con los otros picos son la unica informacion necesaria. Cada especie es caracterizada por el patron
con un ndmero, posicion y peso particular de los picos. La comparacion visual de los
cromatogramas con uno de especie conocida permite la identificacion (53]

Con GLC no solo los &cidos micdlicos son analizados sino también todos los componentes
lipidicos de la pared celular. En la GLC los &cidos grasos, una vez que son extraidos como metil
ésteres de las células completas por medio de metanolisis son sometidos a trifluoroacetilacion, lo
cual mejora la deteccion por alcohol. Luego son inyectados en el cromatdgrafo de gas donde son
movidos a través de una columna temperatura controlada por el acarramiento del gas. La
cuantificacion de los productos eluidos es determinada por medio del detector de ionizacion por
flama. La identificacion se realiza en base al tiempo de retencion y puede ser confirmado por
espectrometria de masas. b3l

. Identificacidén molecular

En la actualidad, la identificacion genotipica parece ser la mejor alternativa para una precisa y
rapida identificacion de las especies micobacterianas. Sus principales ventajas consisten en una
aplicacion universal sobre todos los aislamientos, posible deteccion rapida (directo de muestras o
cultivos recientes), identificacion de microorganismos de dificil cultivo, gran seguridad biolégica y una
adecuada relacion coste-beneficio. Las desventajas, aparte de las contaminaciones potenciales y
limitaciones en su empleo directo sobre muestras clinicas, s que estas técnicas no pueden hoy dia
sustituir completamente a la metodologia tradicional, ya que apenas existe comercializacion de las
mismas y algunas como la secuenciacion, requieren una inversion inicial elevada ademas de equipo
y personal calificado.

Sin embargo, hoy en dia es universalmente aceptado que el futuro de la identificacion bacteriana
recae en los métodos genéticos. El analisis de productos de PCR de genes especificos por enzimas
de restriccion es ampliamente usado para la identificacion de micobacterias a nivel de especie. La
secuenciacion de genes conservados es un método sensible y exacto pero requiere de equipo
costoso y consume tiempo. En afios recientes las pruebas de DNA han sido muy utilizadas debido a
su disponibilidad en kits comerciales, como el sistema AccuProbe Gen-Probe, (San Diego, Calif.)
que es altamente especifico y sensible con la desventaja de que solo identifica un nimero limitado
de especies (MTC, M. avium, M. intracellulare, M. gordonae y M. kansasii).

Recientemente, la tecnologia de tiras de DNA, basadas en la hibridacion reversa de productos de
PCR con sus sondas complementarias han sido aplicadas a la deteccion e identificacion simultanea
de micobacterias. Actualmente, dos pruebas de DNA INNO-LiPA MICOBACTERIA (Innogenetics
N.V., Ghent, Belgium) y GenoType Mykobakterien (Hain Life-science GmbH, >Nehren, Germany)
estan disponibles comercialmente. 45

La prueba de INNO-LiPA Micobacteria tiene como regién blanco el espacio transcrito interno 16S-
23S rDNA (ITS), el cual ha sido sugerido como representante de un blanco potencial dentro del
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genoma bacteriano para encontrar sitios disponibles para sondas de las cuales derive informacion
filogenética. Este locus genético es flanqueado por regiones muy bien conservadas del operon
RNAr y es mas pequefio. Trabajos previos sugieren la aplicabilidad de este particularmente con
respecto a la micobacteria por el alto nivel de variacion de secuencia espaciadora y la buena
reproducibilidad de la secuenciacion del ITS. [44.54

IV.  Electroferograma de proteinas e isoenzimas basados en esquemas

Se han desarrollado electroferogramas para la rapida identificacion y caracterizacion de cepas de
M. tuberculosis y MNT los cuales pueden ser usados en laboratorios pequefios. 3031 Basados en la
medida de divergencia inmunolégica en la estructura de ciertas moléculas enzimaticas como
catalasal®? y superoxido dismutasal®3. Todas estas técnicas necesitan alguna infraestructura
especializada'y experiencia pero no son dificiles de ejecutar.

1.2.8 EPIDEMIOLOGIA

Actualmente se han identificado mas de 100 especies diferentes de micobacterias no tuberculosas.
Aunque muchas de ellas son saprdfitas, algunas son potencialmente patégenas para el hombre,
teniendo un impacto significativo en la mortalidad y morbilidad en humanos y un impacto econdmico
importante en la agricultura.

De las especies conocidas de micobacterias, una tercera parte han sido asociadas con
enfermedades en humanos. Las especies de MNT asociadas con enfermedad son:

M. avium, M. intracellulare, M. kansasii, M. simiae, M. habana, M. interjectum, M. xenopi, M.
hecckeshornense, M. szulgai, M. fortuitum, M. immunogenum, M. chelonae, M. marinum, M.
genavense, M. bohemicum., M. haemophilum, M. celatum, M. conspicuum, M. malmoense, M.
ulcerans, M. smegmatis, M. wolinskyi y M. goodii, M. thermoresistible, M. neoaurum, M. vaccae, M.
palustre, M. elephantis, M. septicum y M. nonchromogenicum.[24]

En la década de los 1950’s y 1960's numerosos reportes de bacilos acido alcohol resistentes
cultivados de materiales patoldgicos demostraron que estos organismos eran clinicamente
importantes, por lo que el interés y la busqueda de MNT en el ambiente fue renovada.

A mediados de 1980 y principios de 1990 debido al advenimiento de la infeccién con HIV, la
tuberculosis resurge aun en paises industrializados incrementandose por la aparicion de cepas
multidrogo resistentes.

En afios recientes las micobacterias no tuberculosas han emergido como la principal causa de

infecciones oportunistas en individuos con SIDA, por lo que su importancia en la salud publica se ha
incrementado especialmente con la creciente poblacion inmunodeficiente.
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ENFERMEDADES POR MNT ANTES DE LA EPIDEMIA DEL SIDA

Antes del advenimiento del SIDA, las enfermedades causadas por MNT predominantes eran
pulmonares, afectando principalmente a hombres de 60 afios. Muchos pacientes presentaron
condiciones pulmonares predisponentes secundarias a funciones laborales al exponerse al polvo en
la agricultura o actividades domésticas o por inhalacién de humo de carbén produciendo
pneumoconiosis (pulmoén negro).l2% 231 Las principales micobacterias patégenas pulmonares fueron
M. kansasii, M. avium y M. intracellulare, predominando una u otra dependiendo de la localidad. Las
infecciones ocasionadas por M. kansasii fueron localizadas principalmente en la zona urbana,
mientras que las enfermedades por M. intracellulare y M. avium se presentaron en areas rurales.
Las MNT también produjeron enfermedades extrapulmonares como linfadenitis cervical en nifios
siendo el agente causal M. scrofulaceum asi como reportes de infecciones ocasionadas por M.
marinum principalmente en piel, las cuales estaban asociadas con cortes o abrasiones de ésta y
contacto con agua en albercas o por ocupacion en la industria pesquera. En estos casos, la ruta de
infeccion postulada fue el agua. (36!

ENFERMEDADES POR MNT DESPUES DE LA EPIDEMIA DEL SIDA

En todo el mundo el panorama de las enfermedades por micobacterias no tuberculosas ha
cambiado radicalmente por la emergente epidemia del SIDA. La incidencia de las enfermedades por
estas micobacterias se ha incrementado rapidamente desde los primeros reportes de enfermedades
por MNT en pacientes con SIDA en 1982036l Actualmente entre el 25 y 50% de los pacientes con
SIDA en los Estados Unidos y Europa son infectados con MNT. Las enfermedades por MNT en
individuos inmunocompetentes son principalmente pulmonares, mientras que en los pacientes con
SIDA e individuos inmunodeficientes, las enfermedades por MNT afectan otros 6rganos o son
usualmente diseminadas. (7]

MICOBACTERIOSIS

Las enfermedades causadas por MNT tienen diversas manifestaciones y han sido agrupadas de
manera general como micobacteriosis.

Las micobacterias no tuberculosas son importantes agentes causales de infecciones
nosocomiales y enfermedades ocupacionales, las infecciones nosocomiales estan frecuentemente
asociadas con los distribuidores de agua a hospitales y el equipo de lavado. Se demostré que
Mycobacterium genavense proveniente de agua de la llave de un hospital fue causante de
micobacteriosis no tuberculosa en pacientes infectados con el virus de la inmunodeficiencia. 5]

En cuanto a la salud ocupacional, las MNT son consideradas agentes causales de pneumonitis
hipersensible, asma y bronquitis como se observo en trabajadores de maquinas expuestos a fluidos

metélicos y sus aerosoles, los cuales son usados en la industria metalera para enfriado y lubricacion.
[16, 17,18, 19, 20, 29]
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Se ha observado un incremento en las infecciones por MNT en pacientes inmunocomprometidos
aunque cada vez se diagnostican mayor numero de infecciones micobacterianas en sujetos
inmunocompetentestsl,

Las MNT pueden producir enfermedad en individuos que ofrecen alguna oportunidad secundario
a inmunidad alterada ya sea local o sistémica. La enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC),
enfisema, pneumoconiosis, bronquioectasia, silicosis, fibrosis quistica, escoliosis toracica, aspiracion
debida a enfermedad esofagica previa gastrectomia y alcoholismo crdnico son algunas condiciones
que se han ligado a enfermedades debidas a MNT. En algunos casos los factores predisponentes
pueden ser muy obvios como bronquioectasia, procedimientos quirurgicos, inyecciones, ruptura de la
superficie de la piel debido a heridas y estados de inmunidad deficiente generalizados como en
SIDA, uso de agentes inmunosupresores como en los pacientes con transplantes. Sin embargo las
condiciones predisponentes son menos claras en otros individuos como en la adenitis infantil. 124

Las MNT han sido reportadas causantes de enfermedades localizadas y diseminadas
dependiendo de la predisposicion local y/o grado de inmunidad deficiente. En pacientes
inmunocompetentes diferentes MNT pueden causar enfermedad pulmonar localizada, adenitis,
infecciones de tejido blando, infecciones de articulaciones/hueso, ulceras de piel; las enfermedades
generalizadas se presentan con mayor frecuencia en individuos inmunodeficientes como pacientes
transplantados o con leucemia. [24.35]

a) Infecciones pulmonares debidas a MNT. Se responsabiliza a algunas especies ser la causa
principal de infecciones pulmonares por micobacterias como la cepa del complejo M. avium-
M. intracellulare (MAC), M. scrofulaceum, M. xenopi, M. simiae, M. habana, M. szulgai, M.
fortuitum, M. vaccae, M. malmonense, M. kansasii relacionada a enfermedades pulmonares
como bronquitis cronica, bronquioectasias y en enfermedad obstructiva cronica. M.
heckeshornense es una nueva especie de micobacteria de lento crecimiento asociada con
enfermedad cavitaria en individuos inmunocompetentes. [11. 24

b)  Glandulas linfaticas. Tanto los aislamientos de MAC como de M. scrofulaceum han sido
reportados como causantes de linfadenitis, cuya distribucion en la naturaleza es muy
semejante. Otras especies identificadas como causante de linfadenitis cervical en paises
del oeste e India son M. bohemicum, M. szulgai, M. interjectum como especies nuevas
semejantes a M. scrofulaceum que relacionadas a linfadenitis. [11. 24, 53]

€) Hueso y articulaciones. Aislados de MAC, M. szulgai, M. fortuitum, M. non-chromogenicum
y M. kansasii han sido reportados como causantes de infecciones en hueso y en
articulaciones. [11.24.57]

d) Infecciones cutaneas. M. szulgai, M. marinum, M. ulcerans y M. vaccae han sido reportadas
como causantes de infecciones en piel. M. marinum ha sido reconocida como organismo
causante de lesion granulomatosa, adquirida en piscinas y tanques de peces. Estas son
lesiones papulares en las extremidades que pueden ser confundidas con esporotricosis. M.
ulcerans es responsable de la lcera de buruli y M. vaccae también ha sido reportada como
causa de infecciones en piel. 124
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e) Infeccion de heridas y sepsis. M. fortuitum causa lesiones piogénicas en tejidos blandos,
articulaciones y abscesos producidos por inyeccion. Mientras que M. chelonae - M.
abscessus es causante de infecciones de heridas. Nuevas especies relacionadas como es
M. immunogenum ha sido recientemente reconocida como causante de sepsis, lo mismo
que M. marinum también responsable de infecciones en hueso/articulaciones/tendones
especialmente en pacientes con SIDA. M. smegmatis, M. wolinskyi, M. goodii, M.
thermoresistible y M. palustre ademés de ser causantes de infecciones de heridas, tambien
producen bacteremias. Miembros del complejo M. terrae (M. terrae, M. nonchromogenicum
y M. triviale) pueden estar asociados con enfermedad micobacterial. Ocasionalmente M.
nonchromogenicum y M. chelonae han sido identificadas como causas de infecciones
inducidas por acupuntura. M. septicum es una nueva especie de rapido crecimiento
asociada con bacteremias relacionadas con catéter. [24.57]

f) Enfermedades intestinales cronicas: Enfermedad de Crohn. El agente causal es M.
paratuberculosis, una especie altamente relacionada con M. avium. Miembros de esta
especie han sido reportados como agente causal de enteritis (enfermedad de John) en el
ganado vacuno, cabras y ovejas. [24 38l

g) Enfermedad diseminada en individuos inmunocomprometidos. Las MNT mas importantes
que causan enfermedad diseminada son: MAC, M. kansasii, M. scrofulaceum, M. xenopi, M.
simiae, complejo M. fortuitum-M. chelonae, M. genavense, M. haemophilum. [11.24]

h) Linfadenitis cervical en nifios. Las micobacterias han sido ampliamente conocidas como
agentes responsables de linfadenitis cervical en nifios. La edad de los nifios en la mayoria
de los casos es de 6 meses a 2 afios y coincide con el periodo de tiempo en que comienza
la erupcion de los dientes. La infeccion es limitada a los nodulos linfoides cervicales y
mandibulares. La inflamacion de los nddulos linfoides es usualmente la primera evidencia
de la infeccién. La terapia antimicobacteriana es poco efectiva y la remocidn quirtrgica de
los nodulos linfoides infectados ha sido el mejor tratamiento. Es asi como los nifios sirven
de centinelas para la presencia de micobacterias en agua. [38]

i) Pneumonitis hipersensible. Ha habido reportes de pneumonitis hipersensible como
consecuencia de exposicion a aerosoles que contienen micobacterias. Estos reportes
incluyen situaciones ocupacionales como trabajadores expuestas a aerosoles generados de
metales fluidos por moledores de metal, personas expuestas a aerosoles generados en
picinas, spas, bafios calientes de tina o humidificadores. Las micobacterias aisladas en
estos casos fueron M. avium, M. chelonae, y M. immunogenum. [38]

ViA DE INFECCION
Existe una variedad de situaciones donde la distribucion geografica micobacterial y ambiental

convergen con el hombre y permiten su exposicion a estas. No se ha confirmado la transmision de
MNT de persona a persona por lo que se sugiere que el agua es el principal vehiculo de transmision
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ya que se ha observado una mayor coincidencia con ella 5. Los humanos son expuestos a las
micobacterias en agua por contacto, ingestion e inhalacion siendo un ejemplo la linfadenitis cervical
en nifos resultado de la ingestion de micobacterias en el agua para beber y posiblemente de objetos
contaminados en el suelo que son llevados a la boca. La resistencia de las micobacterias a
diferentes desinfectantes hace que estas se encuentren presentes en tinas de agua caliente,
soluciones usadas en tratamientos médicos como violeta de genciana, emulsiones agua-aceite
usadas para enfriar herramientas de los trabajadores en metal. El polvo, los alimentos y cigarrillos
pueden también ser una fuente de infecciones micobacterianas. [2 3. 38l

Las actividades humanas también influyen en la distribucion y prevalencia de micobacterias. Una
de ellas es el tratamiento del agua con cloro u otros desinfectantes (0zono) con el fin de potabilizarla
lo que permite la seleccion de algunas micobacterias ambientales dependiendo de la resistencia
innata que presenta cada una. Mientras que el complejo M. avium exhibe una mayor resistencia al
cloro en comparacion a otras especies, M. aurum una de las especies mas débiles son 10 a la 100
veces mas tolerantes que E. coli. (38

La capacidad que presentan las micobacterias de crecer en aguas naturales que contienen bajas
concentraciones de materia organica, ademas de la diferencia en su susceptibilidad al cloro puede
modificar la prevalencia de una especie sobre otra. [38]

Antes del advenimiento del SIDA y en la ausencia de transmision de MNT de persona a persona,
se sugirié que la infeccion pulmonar tenia como via de infeccion el aerosol 23], La Gnica excepcion
fue la linfadenitis causada por M. scrofulaceum en nifios y los granulomas cutaneos causados por
M. marinum. Sin embargo, en pacientes con SIDA, la infeccién podia ocurrir via pulmonar, tracto
gastrointestinal o ambas. De ahi, que un amplio rango de fuentes y modos de transmision han sido
investigados en la era del SIDA.

Los aislamientos de MNT han sido no solo en aguas de fuentes naturales sino también en
sistemas de distribucion de agua a hogares (agua de la llave fria o caliente, maquinas de hielo,
nebulizadores, regaderas). [39]. Las MNT pueden sobrevivir, colonizar, persistir, crecer y
multiplicarse en los sistemas de distribucion de agua potable. [10-13]

Existen cada vez mas evidencias que sugieren que el agua es el vehiculo por el cual la
micobacteria coloniza e infecta al humano. Los organismos pertenecientes al complejo M. avium
han sido repetidamente aislados de los sistemas de distribucion de agua para beber en los Estados
Unidos y algunos paises del mundo, coincidiendo que el genotipo aislado de pacientes en brotes
intrahospitalarios es el mismo que se aislo en agua de los grifos y regaderas de los cuartos de los
pacientes. (34

Como se menciond anteriormente, las micobacterias no siempre son eliminadas por
desinfectantes comunes y pueden tolerar un amplio intervalo de pH y temperatura, lo que las hace
persistir en sistemas de distribucion de agua por largos periodos de tiempo. Joret y col. sugirieron
que las micobacterias pueden recuperar sus habilidades para crecer después de la deplecion del
desinfectante residual. Debido a la resistencia de las micobacterias al cloro, se explica por qué estas
son frecuentemente recuperadas de los sistemas de distribucion de agua. 139
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2. JUSTIFICACION

Las infecciones por MNT se han incrementado tanto en personas inmunocomprometidas como en
inmunocompetentes, a pesar de ello la distribucion e incidencia geogréfica de MNT en el mundo se
desconoce. Se ha propuesto que la transmision de MNT ocurre a través de fuentes ambientales
siendo el agua el principal vehiculo. Aunque se han descrito diferentes métodos de recuperacion de
micobacterias de muestras ambientales no se ha logrado desarrollar un método universalmente
aplicable.
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3. OBJETIVOS

& Aislar e identificar MNT en agua de riego proveniente de los Canales de Xochimilco de la Ciudad
de México.

& Determinar el mejor método para el aislamiento de micobacterias no tuberculosas.
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4, METODOLOGIA

4.1 Recoleccion de las muestras de agua.

Se seleccionaron veinte sitios representativos de la zona ecoldgica de Xochimilco. Se
recolectd un litro de agua de cada sitio de muestreo en botellas estériles de polipropileno con
tapa de rosca. La muestra fue tomada a la mitad de la extension del canal y a tres cuartas
partes de profundidad.

Tabla 1. Sitios seleccionados en el area ecoldgica de Xochimilco para la recuperacion de MNT

Sitio Caracteristicas y Uso de la Zona

Trancatitla Zona agricola y de pastoreo

Aplatlaco Actividades agricolas con productos de flores y plantas de ornato.
Zona habitacional del extremo opuesto

Tezhuilo Zona agricola y en los ultimos dos meses del afio se realizan
actividades culturales. Zona de menos perturbacion aparentemente.

San Diego Zonas mas perturbadas. Asentamientos humanos y descargas de
aguas residuales asi como una zona de recarga de agua

Seminario Zona de asentamientos humanos, actividades agricolas y ganaderas
principalmente bovinos

Pizocoxpa Zona agricola con asentamientos humanos irregulares

Santisima Zona de las mas perturbadas. Asentamientos regulares e

irregulares, crianza de cerdos
Paso del 4guila  Zona agricola y de pastoreo, poco perturbada

Zacapa Zona agricola y con asentamientos humanos regulares
Bordo Actividades agricolas y de pastoreo, zonas menos perturbadas.
El Toro Zona turistica con asentamientos humanos
Fernando Celada  Zona de embarcaderos, aledafio a zona urbana
Cuemanco Sitio anexo a la pista de remo y canotaje donde se realizan
actividades deportivas, turisticas y agricolas.
Draga Zona de recarga de agua para los Canales de Xochimilco
Cotetexpan Zona de asentamientos humanos irregulares y existen algunos
invernaderos de plantas y flores.
Japén Zona agricola, por la inaccesibilidad es de las zonas que aparentan
estar menos perturbadas.
Huetzali Zona agricola aparentemente sin mucha perturbacion, aledafio al
parque ecoldgico de Xochimilco.
Urrutia A Zona agricola y de los lugares mas alejados de los Canales
Urrutia B Zona agricola y de los lugares mas alejados de los Canales
Xaltocan Zona de descarga de aguas de plantas de tratamiento aledafio a la

zona urbana y de asentamientos humanos bien establecidos.
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Pretratamiento de la muestra

El litro de agua fue transferido a botellas del mismo material de 250ml. Se centrifugaron a
una velocidad de 10 000 rpm/4°C por 20 min. Se descarto el sobrenadante y se concentré a
un volumen final de 5 ml con solucion salina estéril

4.2  Recuperacion de MNT.

La recuperacion de micobacterias a partir de muestras de agua se realizé utilizando dos
técnicas para eliminacion de otras floras. Una con una solucion de hidroxido de sodio (NaOH)
y dodecil sulfato de sodio (SDS); y la otra con cloruro de cetilpiridinio (CPC). Ambas
soluciones se emplearon en diferentes concentraciones, para el CPC las concentraciones
fueron 0.5 y 0.05% mientras que para el NaOH las concentraciones fueron 1y 2%.

a) NaOH

A un volumen de 500 ul de agua se le adiciond 750 pl de la solucion de NaOH 1 0 2% y
SDS al 3%, se agitdé por 30 min a temperatura ambiente. El pH se ajusté a 7 con &cido
fosforico al 40%. Las muestras se centrifugaron a 3000xg por 30 min, se elimind el
sobrenadante y el precipitado se elimind con un volumen de solucion salina estéril 2 veces. El
sedimento se resuspendid en 500ul de solucion salina estéril y se inoculd 60 ul en medio
Lowenstein-Jensen (LJ). Los cultivos fueron incubados a 37°C por 2 meses realizando
observacion diaria del crecimiento.

El limite de deteccion del método de descontaminacion fue determinado por el uso de M.
gordonae a concentraciones de 10 a 104 UFC/L. Se contd el nimero de células en placas de
Middlebrook 7H11. El proceso reduce el nimero de micobacterias a un 1% del numero
original. (39

b) CPC

A un volumen de 500 ul de la muestra se le adiciond CPC a una concentracion final de
0.05 0 0.5% y se incubd en agitacion por 30 min a temperatura ambiente. La mezcla se
centrifugd a 5000xg por 20 min a 25°C. El sobrenadante se desechd y el precipitado se lavo
dos veces con solucion salina estéril. La muestra se resuspendié en 500 ul de solucion salina
esteril y se inoculd 60 ul en LJ, incubandose a 37°C durante 60 dias.

Las colonias obtenidas por cultivo en LJ fueron tefiidas con la técnica Ziehl-Neelsen (ZN)
para confirmar la presencia de bacilos acido alcohol resistentes (BAAR). La morfologia
colonial y microscopica de la colonia fueron registrados.

4.3  Aislamiento

Una vez confirmada la presencia de BAAR, se resembr¢ la colonia en placas de medio
Middlebrook 7H10 enriquecido (M7H10) para obtener colonias aisladas. Los cultivos puros
fueron sembrados en medio liquido Middlebrook 7H9 (M7H9) adicionado con ADC para las
pruebas de identificacion bioquimicas y moleculares. El cultivo se almacend a —70°C para su
conservacion.
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4.4 Identificacion Molecular

Los aislamientos fueron identificados por pruebas bioquimicas convencionales y por
métodos moleculares con el kit INNO-LIPA MYCOBACTERIA (Innogenetics N.V., Ghent,
Belgium) de uso in vitro (método molecular basado en hibridacion reversa).

INNO-LIPA MYCOBACTERIA

El kit genera material amplificado biotinilado de la region espaciadora del ARNr 16S-23S
utilizando secuencias de oligonucledtidos cebadores (primers) biotinilados. El material
amplificado se utiliza para la deteccion e identificacion del género Mycobacterium de 16
especies: complejo de M. tuberculosis, M. kansasii, M. xenopi, M. gordonae, M. genavense, M.
simiae, M. marinum y M. ulcerans, M. celatum, MAIS (M. avium, M. intracellulare, M.
scrofulaceum), M. malmoense, M. haemophilum, complejo de M. chelonae, complejo de M.
fortuitum y M. smegmatis.

Principio de ensayo

El primer evento es el aislamiento del ADN bacteriano a partir de muestras de cultivos
plenamente desarrollados (cultivos en medios liquidos o sélidos). La amplificacion se basa en
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La muestra de ADN se introduce en una
mezcla de reactivos que contiene componentes esenciales para la amplificacion, incluyendo
desoxirribonucledsidos 5'trifosfatos (ANTPs), cebadores biotinilados, y ADN polimerasa
termoestable. Los cebadores utilizados en este ensayo amplifican la region espaciadora de
ARN ribosomico (ARNr) 16S - 23S de las especies de Mycobacterium. Las dos cadenas de la
hélice de ADN se separan (desnaturalizacion) por calentamiento, exponiendo las secuencias
diana a los cebadores biotinilados. Estas secuencias de cebadores oligonucleétidos son
complementarias de las regiones que flanquean a la secuencia sonda-diana.

Tras un ciclo de desnaturalizacion, alineamiento y extension, se produce una copia exacta
biotinilada, de la secuencia molde. EI proceso se repite durante 40 ciclos, obteniendo la
secuencia DNA biotinilada amplificada multiples veces.

El material de ADN biotinilado amplificado se hibrida con sondas de oligonucleotidos
especificos, inmovilizadas sobre tiras de membrana de nylon. Tras la hibridacion, se adiciona
estreptavidina marcada con fosfatasa alcalina, que se une a cualquier hibrido biotinilado que
se haya formado con anterioridad. La incubacion con 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato y el
cromogeno nitroazul de tetrazolio (BCIP/NBT) genera un precipitado de color parpura/marron.
Cada tira de tipificacion lleva fija 22 sondas de ADN paralelas una para cada especie, y 2
sondas control, la primera asegura que la adicién de la solucion de conjugado — la cual
permite la deteccion- se realizd correctamente y la segunda linea detecta la presencia de
Mycobacterium en la muestra e indica si se afiadié 0 no una cantidad adecuada de material
amplificado para la hibridacion
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Figura 3. Esquema del principio de hibridacion reversa de INNO-LIPA
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1. Extraccion de DNA
1.1 Se tomaron 0.2 ml de medio liquido en un tubo para microcentrifugacion con tapon de
rosca y se concentraron por centrifugacion (15 minutos, 17 900xg)
1.2 El sobrenadante se desechd y se llevd a cabo una centrifugacion adicional para eliminar
cualquier liquido que todavia permanezca adherido a las paredes del tubo
1.3  Las particulas celulares fueron resuspendidas en 20 pl de amortiguador TE (Tris-HClI
10mM, EDTA 1 mM, pH 8.0) e inactivadas por calor a 95°C durante 30 minutos.
1.4 Posterior a la centrifugacion a 17 900xg durante 10 segundos, el paquete celular fue
congelado a -20°C durante 30 minutos
1.5 Se agitd en vortex y se centrifugd a 17 900xg durante 10 segundos
1.6 Se us0 10ul del sobrenadante en un volumen de reaccion total de 50 pl

2. Amplificacion de la region espaciadora del ARNr 16S-23S de las especies de Mycobacterium
2.1 La preparacion de la mezcla maestra se realizd de la siguiente manera:
(N x 19.7ul) de agua para PCR
(N x 10ul) de tampon de amplificacion
(N x 10ul) de solucién de cebadores MYC
(N x 0.3 ul) de Taq polimerasa (5 U/ul)
El tampdn de amplificacion contiene todos los ANTP y NaNs al 0.05% como conservador y la
Solucion de cebadores MYC contiene los cebadores biotinilados, MgCl, y NaNs; como
conservador
2.2 La mezcla se agitd brevemente en vortex y se pipetearon 40 ul en cada uno de los
tubos de amplificacion
2.3 Al final se afadieron 10 ul del preparado de DNA a la mezcla anterior y se insertaron
en el termociclador PE 9700 precalentado y calibrado
2.4 La presencia del producto amplificado se comprobd en gel de agarosa al 2%, cargando
10ul de producto amplificado. El amplicon aparecié como una Unica banda de 400 a 550 pb.
2.5 Concluido el proceso de amplificacion, las muestras no utilizadas de inmediato se
almacenaron a -20°C

3. Hibridacion y lavado astringente con sondas especificas inmovilizadas en una tira
Muestras: producto amplificado de la region espaciadora del ARNr 16S-23S micobacteriano
Hibridacion
3.1 Secalentd un bafio con agitacion a 62°C +/- 0.5°C.
3.2 Las tiras fueron marcadas con lapiz por encima de la linea marcadora azul que hay en
cada tira
3.3 Se pipetearon 10ul de solucion de desnaturalizacién (solucion alcalina que contiene
EDTA) en la esquina superior de cada cubeta y se afiadieron 10 ul de producto amplificado
biotinilado a la solucion anterior, mezclando cuidadosamente pipeteando arriba y abajo.
3.4 El proceso de desnaturalizacion siguié su curso durante 5 minutos a temperatura
ambiente (20-25°C)
Se afiadieron 2 ml de la solucidn de hibridacion precalentada al producto amplificado
desnaturalizado contenido en cada cubeta, asegurandose de no contaminar las cubetas
adyacentes durante el pipeteado.
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3.5 Se insertd cada tira en su cubeta correspondiente, con el lado marcado de la
membrana boca arriba y se incubaron en el bafio a 62°C +/- 0.5°C con agitacion durante 30
+/- 3 minutos.

Lavado astringente.

3.6 Manteniendo la bandeja ligeramente inclinada, se aspir6 el liquido de la cubeta con una
pipeta, posteriormente se adicionaron 2 ml de solucion de lavado astringente precalentada a
cada cubeta. El aclaramiento se obtuvo sacudiendo la bandeja durante 60 +/- 30 seg a
temperatura ambiente, y se aspiro la solucion de cada cubeta

3.7 Ellavado se hizo por duplicado

3.8 Por ultimo se incubé cada tira en 2 ml de solucién de lavado astringente precalentada
en el bafio con agitacion a 62°C +/- 0.5°C durante 10 +/- 2 minutos.

4. Desarrollo de la coloracién
Todas las incubaciones subsiguientes se llevaron a cabo a 20-25°C en un agitador.
4.1 Utilizando 2 ml de solucion de aclarado de trabajo. Cada tira fue lavada dos veces
durante 60-90 segundos.
Solucion de aclarado. Tampon fosfato que contiene NaCl, Triton y MIT al 0.05%/CAA al
0.48% como conservante, a diluir al 1/5 en agua destilada o desionizada antes de su uso.
Siempre que se mantenga a una temperatura de 2-8°C, la solucion de aclarado de trabajo
permanece estable durante 2 semanas.
4.2 Se afiadieron 2 ml de solucién de conjugado de trabajo a cada cubeta y se incub6
durante 30 +/- 3 minutos en agitacion, posteriormente se elimind por aspiracion.
La solucion de conjugado contiene estreptavidina marcada con fosfatasa alcalina diluida en
amortiguador Tris
4.3 Se realiz6 el lavado de las tiras por duplicado durante 60-90 segundos utilizando 2 ml
de solucion de aclarado de trabajo y se hizo un lavado final utilizando 2 ml de tampén
sustrato.
4.4 Se afiadieron 2 ml de solucién de sustrato de trabajo a cada cubeta y se incub6 durante
30+/- 3 minutos en agitacion.
4.5 El desarrollo de la coloracion fue interrumpida lavando las tiras dos veces en 2 ml de
agua destilada mientras la agitacion continué durante 3 minutos.
4.6 Con la ayuda de unas pinzas, se retiraron las tiras de las cubetas y fueron colocadas
sobre papel absorbente. Una vez que las tiras estuvieron completamente secas se hizo la
lectura de los resultados. Las tiras reveladas y secas fueron guardadas en la oscuridad.

5. Interpretacion del patron
Una linea se considera positiva cuando al final del procedimiento del ensayo aparece una
banda de color pdrpura claro o marron. La presencia de una linea claramente visible se
considera una reaccion positiva.
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Figura 5. Interpretacion de las bandas de color pdrpura en las tiras del kit INNO-LIPA

Control de calidad

La linea azul ubicada por encima de todas las demas es la linea marcadora que sirve para
controlar la colocacion de la tarjeta plastica de lectura. La primera linea positiva es la linea de
control del conjugado. Esta linea controla la adicion de conjugado reactivo y solucion de sustrato de
trabajo durante el procedimiento de deteccion. Deberia ser siempre positiva y tener
aproximadamente la misma intensidad en cada tira en una misma ejecucion del ensayo.

La segunda linea es la linea de la sonda especifica del género Mycobacterium que detecta la
presencia de Mycobacterium en la muestra probada e indica si se afiadié o no una cantidad
adecuada de material amplificado para la hibridacion, ya que la intensidad de las lineas positivas
restantes debe compararse con la intensidad de esta linea.

dfacultad de Quimica, YNFAS 27




fMlicobacterias no tuberculosas

La sensibilidad diagnéstica fue del 98.8%. La precision tras los ensayos iniciales fue del 91.6% y,
después de los ensayos de discrepancia, del 97.6%. Su especificidad es del 100%, (ninguno de los
materiales amplificados no micobacterianos reaccioné con la sonda especifica del género
Mycobacterium)

4.5 Identificacion bioquimica

Los métodos tradicionales estan bien establecidos, estandarizados, reproducibles y relativamente
baratos, pero limitados en numero para las especies en las que un gran numero de cepas han sido
estudiadas. Diferentes especies pueden presentar caracteristicas morfolégicas y perfiles bioquimicos
convergentes. La variacion ocurre entre cepas y sus propiedades pueden no resultar como aquellas
marcadas por la cepa tipo. (8]

Velocidad de crecimiento

La prueba de velocidad de crecimiento es el tiempo que se requiere para formar colonias
maduras, visiblemente aisladas sin magnificacion sobre medio sélido. Las micobacterias que
forman colonias en los primeros 7 dias se denominan de rapido crecimiento, mientras que aquellas
que requieren un periodo mas prolongado se denominan de lento crecimiento. El medio es
inoculado con 0.1ml de una dilucion 10+ de una suspension de cultivo estandar preparada a una
densidad dptica a 580nm de 0.25 (Img/ml peso himedo). Los cultivos son incubados a 35-37°C y
observados diariamente hasta el quinto 0 séptimo dia y luego semanalmente hasta la formacion de
colonias visibles. [58]

Temperatura de crecimiento

El crecimiento en relacion con la temperatura puede usualmente ser adecuadamente
determinada por la observacion de cultivos a 37 y 30°C. Cuando una identificacion mas definitiva es
necesaria, los aislados deben cultivarse a 28, 30, 35-37,y 42 0 45°C. [58]

Pigmentacion

La prueba de produccion de pigmento debe realizarse con colonias de cultivos jovenes. Tres
tubos de medio son inoculados con una suspension de cultivo estandar diluida. Dos de los tubos
son protegidos de la luz y uno no es cubierto. Cuando se detecta crecimiento en el tubo no cubierto,
uno de los tubos envueltos debe ser examinado. Si las colonias no estan pigmentadas, el otro tubo
cubierto es expuesto a la luz (bulbo de tungsteno de 100w) a 20cm del cultivo por 1 a 5 horas. La
maxima oxigenacion del cultivo es necesaria para la induccion del pigmento, la cual es controlada
por una enzima de foto-induccion oxigeno dependiente. El tubo es protegido de nuevo y reincubado.
Después de 24 horas se compara este tubo con el protegido sin exposicion a la luz. 8]

Morfologia colonial

La morfologia colonial de las micobacterias puede ser evaluada por la observacion microscopica
de cultivos jovenes (5 a 14 dias), colonias aisladas sobre placas invertidas bajo el objetivo 10x de un
microscopio estereoscopico con luz transmitida. EI mejor medio para hacerlo es un medio sélido
claro como el agar Middlebrook 7H10 o 7H11. El gran nimero de especies de MNT han hecho dificil
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una identificacion tentativa por este método, asi que la informacién provista por esta técnica es
frecuentemente usada como complementaria para otras pruebas mas especificas. [58]

Crecimiento en piruvato

La adicion de piruvato sodico al medio de LJ a una concentracion final de 0.5% (Medio
Lowenstein-Jensen suplementado con piruvato sodico o medio Stonebrink) ha demostrado ser
efectiva para la recuperacion de cepas disgonicas o multirresistentes de M. tuberculosis, M. avium,
M. malmoense y sobre todo de M. bovis. En presencia de piruvato las cepas de M. bovis adquieren
la capacidad de utilizar el glicerol y la glucosa para presentar un crecimiento eugonico. Sin embargo,
el piruvato sodico puede perjudicar la recuperacion de M. kansasii. M. avium puede aislarse en LJ,
pero el crecimiento puede potenciarse afiadiendo al medio piruvato o glicerol y ajustando el pH a 6;
el glicerol, aunque estimula el crecimiento de casi todas las especies de micobacterias puede
perjudicar el crecimiento de M.bovis e incluso inhibirlo. (9. 58]

Avrilsulfatasa

La arilsulfatasa hidroliza el enlace entre el grupo sulfato y el anillo aromatico del disulfato
tripotasico de fenolftaleina para formar fenolftaleina libre, la cual es facilmente detectada por un color
rojo cuando un alcali es adicionado. La actividad arilsulfatasa puede ser detectada en todas las
micobacterias después de un tiempo prolongado, 3 dias posterior a la incubacion la prueba ayuda a
la identificacion de las principales especies de rapido crecimiento clinicamente importantes (M.
fortuitum-M. chelonae-) y algunas de lento crecimiento como M. xenopi, M. triviale y M. celatum.
Los tubos con 2ml de agar Dubos base oleica, que contiene 0.08 de disulfato de fenolftaleina (sal
tripotésica) y 0.01% de glicerol, son inoculados con una asada del cultivo e incubados. Después de
3 dias la prueba es revelada por la adicion de 0.3 ml de Na;COz 1M. [58]
El desarrollo de un color rosa indica una prueba positiva
Control positivo: M. fortuitum
Control negativo: M. avium o M. intracellulare

Catalasa

La catalasa es una enzima soluble, intracelular capaz de degradar el peroxido de hidrogeno en
agua y oxigeno. Dos pruebas son usadas para detectar la actividad catalasa, una semicuantitativa
que refleja diferencias en la cinética enizmatica y otra que prueba su tolerancia al calor. La enzima
es detectada por la adicion de H,0O; al cultivo, observandose la formacion de burbujas. 158!

La prueba semicuantitativa divide a las micobacterias en dos grupos, aquellas que producen baja
catalasa y aquellas que producen alta catalasa, basado sobre la longitud de la columna de burbujas
producida (menos 0 mas de 45mm)

Método: un tubo con LJ coagulado verticalmente es inoculado con 0.2 ml de una suspension
bacteriana, se incuban 2 semanas a 35°C con la tapa a media rosca. Después del tiempo de
incubacion, se adiciona 1ml de una solucion recién preparada de Tween 80 al 10% y perdxido de
hidrogeno al 30% (1:1). Esperar 5 min y medir la columna de burbujas formada.

Control <45mm: M. tuberculosis H37Ra

Control >45mm: M. kansasii
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Para la prueba de catalasa termo-resistente, una asada es resuspendida en un tubo con 0.5ml de
buffer de fosfatos 0.067M (pH 7) e incubado a 68°C por 20 min. Después de este tiempo se deja
enfriar a temperatura ambiente y luego se adiciona 0.5ml de la mezcla Tween-H20,. La formacion
de burbujas es registrada 20 min después.

Control positivo: M. kansasii
Control negativo: M. tuberculosis H37Ra

Toma de hierro

La prueba de toma de hierro es usada para detectar micobacterias de rapido crecimiento capaces
de convertir el citrato férrico de amonio en dxido de hierro el cual es visible como un color café rojizo
en las colonias. La ingesta de hierro es util en la diferenciacion de M. chelonae y M. abscessus,
cominmente negativas, de muchas otras micobacterias de répido crecimiento que son positivas.
Los aislados de M. mucogenicum producen color canela menos perceptible. Las micobacterias de
lento crecimiento no son capaces de acumular el 6xido de hierro.

Un tubo con LJ es inoculado con 0.2ml de suspension bacteriana e incubado a 37°C hasta que el
crecimiento es visible. Se Agrega una gota de una solucion acuosa de citrato férrico de amonio al
20% por cada mililitro de medio L-J. Después de una incubacion de 21 dias a 37°C, se lee la
prueba. Un color café rojizo en las colonias y una decoloracion canela en el medio indican una
prueba positiva. [58]

Control positivo: M. fortuitum
Control negativo: M. chelonae o M. abscessus

Acumulacion de niacina.

La niacina (acido nicotinico) funciona como un precursor en la biosintesis de coenzimas NAD y
NADP. Aunque todas las micobacterias producen acido nicotinico, algunas tienen un bloqueo en la
via de transporte y excrecion de niacina. La niacina acumulada en el medio de cultivo es detectada
por su reaccion con un halido ciandgeno en la presencia de una amina primaria. A un cultivo LJ con
buen desarrollo se le adiciona 1 ml de agua destilada estéril. Se coloca el tubo horizontalmente
permitiendo que el agua cubra toda la superficie. La incubacion se realiza a 37°C durante 30 min
para llevar a cabo la extraccion. Se transfiere 0.5ml del liquido a un tubo y se afiade 0.5 ml de
bencidina al 4% (en alcohol, mezcla incolora) y 0.5 ml de bromuro de ciandgeno al 10%. Al finalizar
la reaccion, afiadir NaOH para evitar la formacién de HCN. Un color rosa indica una reaccion
positiva. 58l
Control positiva: M. tuberculosis H37Ra
Control negativo: M. avium

Reduccion de nitratos.

Las micobacterias difieren cuantitativamente de su habilidad para reducir los nitratos a nitritos.
Método: En un tubo se colocan unas gotas de agua estéril y se resuspende dos asadas
emulsificadas de un cultivo en LJ de 3 a 4 semanas, luego se agregan 2 ml de buffer de nitratos
(NaNOsz 0.1M en buffer de fosfatos 0.22M pH 7). La mezcla se agita ligeramente e incuba a 37°C
por 2 horas. Se agrega una gota de acido clorhidrico al 50% (50 ml de HCI en 50 ml de agua), 2
gotas de una solucién acuosa al 0.2% de sulfanilamida y 1 gota de solucién acuosa al 0.1% de
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dicloruro de N-(1-naftil) etilendiamina. El desarrollo de una coloracion de rosa a rojo que contraste
con el control se considera una prueba positiva. [58]

Control positiva: M. tuberculosis H37Ra

Control negativo: M. avium

Pirazinamidasa

La enzima pirazinamidasa hidroliza la pirazinamida (PZA) en amonio y &cido pirazinoico, es
detectado por la adicion de sulfato férrico amoniacal. Esta prueba es frecuentemente usada para
separar M. marinum de M. kasasii y M. bovis de M. tuberculosis.
El medio de prueba consiste en un caldo base Dubos conteniendo 0.1g de PZA, 2.0 g de &cido
pirdvico y 15.0 g de agar por litro. El medio es dispensado en tubos (5ml), esterilizado por autoclave
y solidificado en posicion vertical. El agar es inoculado con una gran carga del cultivo y se incuba
por 4 dias a 37°C. Después de este tiempo se adiciona 1 ml de sulfato ferroso amoniacal al 1%. Si
en la preparacion se observa una banda rosa por arriba del agar, la prueba es positiva. 8
Control positivo: M. avium o M. intracellulare
Control negativo: medio sin inocular

Tolerancia al cloruro de sodio

Pocas micobacterias son capaces de crecer o tolerar la presencia de cloruro de sodio al 5%. M.
triviale es la Unica micobacteria de lento crecimiento capaz de hacerlo. Las micobacterias patdgenas
de rapido crecimiento, excepto M. mucogenicum y muchos aislados de M. chelonae, también crecen
en NaCl al 5%.

El medio LJ conteniendo 5% de NaCl y LJ sin sal son inoculados con 0.2 ml de la suspension
bacteriana e incubados a 30 0 35°C. El crecimiento es registrado a las 4 semanas. b8l
Control positivo: M. fortuitum
Control negativo: M. tuberculosis H37Ra

Reduccion de telurito.

La telurito reductasa reduce el telurito de potasio incoloro a un precipitado metalico negro de
telurio. La prueba es usada para separar M. avium y M. intrcellulare de muchas otras micobacterias
no cromogenas. Algunas micobacterias de rapido crecimiento pueden presentar una prueba telurito
positiva como M. fortuitum y M. chelonae que tampoco son cromdgenas.

Dos gotas de una solucion acuosa al 0.2% de telurito de potasio son afiadidas a 5 ml de cultivo
de 7 dias en Middlebrook 7H9. Se incuba a 37°C y se examina diariamente por 4 dias 0 mas. Se
considera una prueba positiva cuando se observa un precipitado negro [58]

Control positivo: M. avium
Control negativo: M. kansasii

Hidrolisis de tween 80

Las lipasas producidas por algunas micobacterias hidrolizan el detergente mono oleato sorbitan
polioxietileno (Tween 80) en &cido oleico y polioxietileno sorbitol. El rojo neutro en el pH 7 del
medio de prueba es unido por Tween 80 y tiene un color ambar a pH neutro. Si el Tween 80 es
hidrolizado, el rojo neutro no es largamente unido y revierte a su usual color rojo a pH 7. La prueba
permite la diferenciacion entre las especies de MNT de lento crecimiento.
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La solucion sustrato consiste en 0.5 ml de Tween 80 en 100 ml de buffer de fosfatos 0.067M (pH 7.0)
al cual se le afiaden 2 ml de una solucion acuosa al 1% de rojo neutro. La solucion es distribuida en
cantidades de 4 ml en tubos con tapon de rosca y se esterilizan por autoclave. Una asada de la
micobacteria es inoculada en el tubo. Se incuba a 37°C y se revisa a las 24h, 5y 10 dias. Un
cambio en el color de ambar a rosa o rojo sefialan una reaccion positiva. [8l

Control positivo: M. kansasii

Control negativo: M. avium

Ureasa

La habilidad de un aislamiento para hidrolizar urea en amonio y CO; es usada para identificar
tanto micobacterias escotocromdgenas como no cromogenas. M. scrofulaceum es ureasa positiva,
mientras que M. avium y M. intracellulare son organismos ureasa negativos. La prueba de la ureasa
es particularmente (til en el reconocimiento de cepas pigmentadas de M. avium.

El medio de prueba es preparado por una mezcla de 1 parte de medio agar base urea
concentrado con 9 partes de agua destilada. El medio se distribuye en 4 ml en tubos y se
esterilizan. Posteriormente son inoculados con una asada emulsificada del cultivo y se incuba por 3
dias a 37°C. Se considera una prueba positiva si se observa un color rojo o rosa. Si después de 10
dias no hay cambio de color se considera la prueba como negativa. [8]

Control positivo: M. scrofulaceum
Control negativo: M. gordonae

Crecimiento en agar McConkey

La prueba sobre crecimiento en agar McConkey es Util en la identificacion de ciertas especies de
micobacterias de répido crecimiento. El medio debe prepararse sin la adicion de cristal violeta, ya
que el crecimiento de algunas especies puede ser inhibido por la presencia de este colorante. La
prueba consiste en sembrar una estria continua a partir de un cultivo sélido. La prueba es positiva
para el complejo M. fortuitum-chelonae. Algunas otras micobacterias pueden presentar un ligero
desarrollo sobre el medio, sin embargo, se considera una prueba positiva cuando el crecimiento se
observa hasta el final de la estria sembrada. (42!
Control positivo: M. fortuitum
Control negativo: M. avium
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S. RESULTADOS

5.1 Aislamiento de MNT en agua superficial de los Canales de Xochimilco

En 19 de los 20 sitios estudiados se aislaron micobacterias no tuberculosas. Se obtuvo un total de
91 aislamientos, de los cuales solo 19 presentaban una morfologia colonial diferente. (Tabla 2)

Tabla 2. Numero de aislamientos obtenidos e identificados

No. de muestras 20
Aislamientos totales 91
Morfologias coloniales diferentes 19
Aislamientos identificados por BQs 20
Aislamientos identificados por INNO-LiPA 10

Descripcion de los aislamientos

La evaluacion de las caracteristicas macroscopicas de las colonias se llevd a cabo mediante el
examen visual del desarrollo en la superficie de las placas de agar Middlebrook 7H10. Las colonias
fueron caracterizadas de acuerdo a su tamafio, forma, elevacion, margen (borde), color, superficie,
densidad y consistencia. Algunos cultivos presentaron morfologia colonial parecida entre si, aunque
no igual, sin embargo compartian la caracteristica particular de intensificar su pigmento con el paso
del tiempo por lo que pudiera tratarse de variantes coloniales de la misma especie. 14 (Tabla 3)

Los aislamientos fueron clasificados en base al criterio de Runyon en los siguientes grupos: Grupo I

fotocromdgenas, Grupo II: escotocromodgenas, Grupo Ill: no fotocromégenas (estos tres primeros
grupos son de lento crecimiento) y el Grupo IV: de crecimiento rapido.
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Tabla 3. Caracteristicas macroscdpicas de las colonias de MNT recuperadas en agua superficial de
los Canales de Xochimilco

DESCRIPCION DE LOS AISLAMIENTOS

MORFOLOGIA COLONIAL MORFOLOGIA MICROSCOPICA CLASIFICACION DE
(Tincién de Ziehl-Neelsen) RUNYON
«Colonias de 2 mm de didmetro, | Bacilos largos, delgados,

circulares, convexa, margen entero, color
naranja, mate, opacas, cremosas

agregados en cumulos

Répido crecimiento

Variante 1: Colonias de 1-2mm de
didmetro, circulares, umbeliforme, margen
ondulado,  color  naranja,  mate,
translUcidas, quebradiza

Bacilos cortos en forma de
coma y cocoide agregados
en cimulos

Réapido crecimiento

Variante 2: Colonias de 2 mm de

Bacilos cortos, delgados,

didmetro, circular, planas, margen | aflados como agujas en | Rapido crecimiento
ondulado,  color  naranja,  mate, | cimulos.

translucida, quebradiza.

¢Colonias de 1 mm de diametro, | Bacilos largos delgados, en

circulares, convexas, margen entero, color
blanco, brillantes, opaca, cremosas

cimulos.

Réapido crecimiento

Colonias de 4 mm de didmetro, circulares,
elevadas, margen ondulado, color crema,
mate, opaca, rugosas

Bacilos  pleomorficos, sin
agregacion

Répido crecimiento

Colonias de 2 mm de diametro, circulares,
elevadas, margen entero, color naranja,
brillantes, opaca, cremosas

Bacilos cortos, anchos, que
se agrupan en hileras

Réapido crecimiento

Colonias de 2 mm de didametro, circulares,
planas, margen ondulado color blanco,
mate, translucida, quebradiza

Bacilos cortos, en acimulos

Répido crecimiento

vColonias de 3 a 5 mm de diametro,
irregulares, elevadas, margen ondulado,
color blanco, mate, opacas, quebradiza

Bacilos  pleomorficos, sin
agregacion

Réapido crecimiento

Colonias de 3 a 5 mm de didmetro,
circulares, convexas, margen entero, color
amarillo naranja, brillantes, opacas,
cremosas

Bacilos cortos en acimulos,
tincion homogénea

Réapido crecimiento

Colonia de 2 a 3 mm de didmetro, circular
umbilicada, margen entero, color blanco,
mate, opaca, cremosa

Bacilos cortos, anchos, en
forma de coma, sin
agregacion

Répido crecimiento

Colonias de 3 mm de diametro, circulares,
elevadas, margen entero, color blanco,
mate, translucida, quebradiza

Bacilos en forma cocoide, en
acumulos

Réapido crecimiento

Colonias < 1mm de diametro, circulares,
elevadas, margen entero, color amarillo
palido, brillantes, opacas, cremosas

Bacilos muy cortos, anchos,
forma cocoide, en ciimulos

Répido crecimiento
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Colonias de < 1 mm de diametro,
circulares, umbeliformes, margen entero,
color blanco, brillante, opaca, cremosa

Bacilos cortos, delgados,
afilados

Répido crecimiento

Colonias de 2 mm de diametro, circulares,
umbeliforme, margen entero, color gris,
mate, opaca, cremosa.

Bacilos cortos, redondos,
anchos, se tifien fuertemente

Réapido crecimiento

Colonias de 1 mm de diametro, circulares,

Bacilos cortos, anchos, en

elevadas, margen entero, color amarillo, | pequefios cimulos Escotocromdgena
mate, opaca, butirosa

Colonias de 1-2 mm de didmetro, | Bacilos cortos, sin agregacion

circulares, convexas, margen entero, color Escotocromdgena
amarilla naranja, brillante, opaca, cremosa

eColonias de 2 mm de diametro, | Bacilos largos, delgados,

circulares, elevadas, margen entero, color | curvos, en pequefios cumulos Escotocromdgena
amarillo  claro, brillantes,  opacas,

cremosas

Colonias de 2 mm de didmetro, circulares, | Bacilos cortos, anchos, en

elevadas, margen entero, color amarillo | cimulos Escotocromégena
intenso, mate, opaca, cremosa

Colonias de 1 a 0.5 mm de diametro, | Bacilos  cortos,  anchos,

circulares, elevadas, margen aserrado, | agregados en pares o hileras Escotocromdgena
color amarillo, brillantes, transparentes,

quebradiza

Colonias de < 1mm de diametro, | Bacilos largos, delgados, se

circulares, elevadas, margen entero, color | tifien débilmente No fotocromogena
ante, brillante, transparente, cremosa

aColonias de 1 mm de diametro, | Bacilos medianos, agregados

circulares, convexa, margen entero, color | en cimulos No fotocromogena

blanca, mate, opaca, butirosa

A v ¢ ¢ Las morfologicas coloniales marcadas, fueron las mas frecuentes (ver grafica 2).

La recuperacion de MNT en los sitios estudiados mostrd micobacterias con diferente morfologia
microscopica observandose desde bacilos largos y delgados hasta micobacterias en forma cocoide
como se observa en las microfotografias (Figura 6)
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Figura 6. Morfologias bacterianas microscopicas mas frecuentes de las MNT aisladas en agua
superficial de los Canales de Xochimilco
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5.2 Evaluacion de métodos de recuperacion de MNT

Los métodos utilizados para el aislamiento de MNT en agua fueron hidroxido de sodio (NaOH) y
cloruro de cetilpiridinio (CPC) en dos diferentes concentraciones cada uno. Ninguno de los métodos
mostr6é un 100% de recuperacion de MNT en las muestras. Los dos métodos de recuperacion de
MNT presentaron pérdida de cultivos ya sea porque se aislaron solamente otros microorganismos
contaminantes (en ocasiones produciendo una licuefaccion del medio y por tanto la pérdida total del
cultivo) o bien debido a la susceptibilidad de la micobacteria al descontaminante empleado. La tabla
4 muestra por sitio, el nimero de diferentes MNT recuperadas y el método con el que se aislo.

Tabla 4. Efecto de los diferentes métodos de recuperacion en el aislamiento de MNT en canales de
Xochimilco

Sitio Aislamientos  NaOH2% NaOH1% CPC0.5% CPC 0.05%
totales SDS 3% SDS3%
Trancatitla 4
Aplatlaco 12
Tezhuilo 5
San Diego
Seminario
Pizocoxpa
Santisima
Paso del
aguila
Zacapa
Bordo
El Toro
Fernando
Celada
Cuemanco
Draga
Cotetexpan
Japon
Huetzali
Urrutia A
Urrutia B
Xaltocan 0
Total 91
¢ En negritas cultivos sin crecimiento
¢ Enazul cultivos sin recuperacion de MNT, aislamiento de otros microorganismos no
pertenecientes al género Mycobacterium.
¢ Rojo cultivos con gran nimero de microorganismos contaminantes lo que produjo la
degradacion del medio
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La recuperacion méas alta de MNT se logré con NaOH1% y SDS/3%, por el contrario el mayor
numero de muestras en donde no se recuperaron MNT ya sea por efecto del método usado o por
contaminacion del cultivo fue con CPC 0.5%. EI NaOH 1%/SDS 3% (10%) junto con el
NaOH2%/SDS3% (15%), presentan los porcentajes mas bajos de pérdida de cultivos por
contaminacion (Tabla 5).

Los cultivos en los cuales no se obtuvo aislamiento por el método de NaOH/SDS fue en su
mayoria por inhibicion de las micobacterias mientras que los aislamientos que no se obtuvieron con
el método de CPC fueron secundarios a exceso de contaminacion. (Tabla 4 y 5)

Tabla 5. Recuperacion de MNT en las 20 muestras procesadas por diferentes métodos

No. DE MUESTRAS No. DE MUESTRAS CONTAMINACION

METODO DE POSITIVAS PARA SIN POR OTRAS
AISLAMIENTO ~ MICOBACTERIAS (%)  CRECIMIENTO ESPECIES (%)
NaOH 2%/SDS 3% 11/20  (55) 6/20 (30) 3120 (15)
NaOH 19%/SDS 3% 14120 (70) 4120 (20) 220 (10)
CPC 05 7120 (35) 5/20 (25) 820  (40)
CPC 0.05 12120 (60) 3/20 (15) 520 (25)
TOTAL 44/80  (55) 18/80 (22) 18/80 (22)

El mayor nimero de aislamientos se obtuvo con NaOH, siendo el NaOH al 2%/SDS 3% el
método con mayor numero de morfologias coloniales diferente, no obstante, fue este metodo el que
mostro el porcentaje mas alto (30%) de pérdida de cultivos por inhibicion de crecimiento y un menor
porcentaje de recuperacion de MNT (Tabla 5). Con el NaOH 1%/SDS 3% el niumero de morfologias
coloniales diferentes fue menor que el obtenido con el NaOH2%/SDS 3% sin embargo tiene el
mismo porcentaje de aislamientos totales que este y la pérdida de cultivos es menor. Por otro lado
el CPC al 0.05% mostrd un bajo porcentaje de aislamientos, pero una gran diversidad en cuanto a
morfologia colonial (Tabla 6).

Tabla 6. Recuperacion de MNT por los diferentes métodos de purificacion y enriquecimiento

METODO DE AISLAMIENTOS TOTALES No.AISLAMIENTOS CON
RECUPERACION (%) MORFOLOGIA COLONIAL
DIFERENTE

NaOH 2%/SDS 3% 29 (31.9) 13 (68.4)
NaOH 1%/SDS 3% 29 (31.9) 10 (52.6)

CPC 0.5% 11 (12.0) 7 (36.8)

CPC 0.05% 22 (24.2) 12 (63.2)

TOTAL 01 19*

% Es el numero total de morfologias coloniales diferentes observadas considerando todas las
muestras y ambos método
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Algunas muestras solo fueron recuperadas con las concentraciones mas bajas tanto de CPC
como de NaOH. AUn maés, en algunas muestras la recuperacion de micobacterias solo se obtuvo
con uno u otro descontaminante mostrando las diferencias en susceptibilidad de las micobacterias a
los agentes quimicos utilizados (Tabla 7).

Tabla 7. Efecto de los métodos de recuperacion de MNT empleados en la
susceptibilidad micobacteriana

AISLAMIENTO RECUPERADO SOLO RECUPERADO SOLO
(CLASIFICACION RUNYON) CON NaOH CON CPC
Grupo IV 10/14 1/14*
Grupo IV 4/4 0/4
Grupo IV 3/9 59
Grupo IV 212 02
Grupo IV 1/5 3/5
Grupo IV 01 1/1
Grupo IV 0/1 1/1
Grupo |l 01 1/1
Grupo IV 12 02
Grupo Il 0/1 1/1
Grupo IV 12 02
Grupo I 1/1 0/1
Grupo I 1/1 0/1
Grupo IV 212 02
Grupo IV 0/1 1/1

A Tres aislamientos fueron recuperados por ambos métodos

5.3 lIdentificacion bioquimica y molecular

La identificacion de los aislamientos se realizd mediante pruebas bioquimicas convencionales y por
métodos moleculares con el kit INNO-LIPA (Innogenetics, Ghent, Belgium).

El kit INNO-LiPA ofrece un nimero limitado de tiras reactivas, por lo cual, para la identificacion de
los aislamientos obtenidos de las muestras de agua se seleccionaron 10 aislamientos con morfologia
colonial diferente. Se identificaron 5 especies: M. smegmatis, M. fortuitum-M. peregrinum, M.
chelonae complex (grupo I, Il, I, IV, M. abscessus), M. gordonae, M. intracellulare (Tabla 8).

La identificacion realizada por INNO-LiPA indica que la especie mas frecuente es la del complejo M.
fortuitum-M. peregrinum, solo 3 (dos pigmentadas y de lento crecimiento y una pigmentada y de
rapido crecimiento) de las 10 micobacterias identificadas no fueron positivas para la sonda MFO.
(Tabla 8).
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Tabla 8. Identificacion de 10 aislamientos por INNO LiPA MICOBACTERIA v2

AISLAMIENTO Sonda Sonda de
(CLASIFACION género hibridacion Especie
RUNYON) especifico
Grupo IV + MFO M. smegmatis
MSM
Grupo IV + MFO M. fortuitum-M.peregrinum complex
Grupo Il + MGO M. gordonae
Grupo IV + MFO M. fortuitum-M.peregrinum complex
MCH-1 M. chelonae complex (grupo I, Il I, IV, M.abscessus)
Grupo Il + MAIS M. intracellulare (sequevar Mac-A)
MIN-2
Grupo IV +
MFO M. fortuitum-M. peregrinum complex
Grupo IV + MFO M. fortuitum-M. peregrinum complex
Grupo IV + MFO M. fortuitum-M. peregrinum complex
Grupo IlI + MFO M. fortuitum-M.peregrinum complex
MCH-1 M. chelonae complex (grupo I, 11, II, IV, M.abscessus)
Grupo IV

Las tiras de tipificacion indicaron la presencia de mas de una especie en los cultivos probados,
observandose una banda pUrpura muy ténue a diferencia de las bandas mas intensas que se
encontraron para las otras especies (las cuales son las reportadas en la tabla 8). Solo 2 de los 10
aislamientos mostraron ser una sola especie. Las especies “contaminantes” fueron: M. simiae,
complejo M. tuberculosis, complejo M. avium, complejo M. chelonae

Por cuestiones operativas solo se aplicaron las pruebas bioquimicas a 20 de los 91 aislamientos
obtenidos, identificando 7 especies: 4 de rapido crecimiento (M. phlei, M. vaccae, M. fortuitum, M.
alvei) y 3 de lento crecimiento (M. gordonae, M. szulgai, M. terrae). Por pruebas bioquimicas la
especie mas frecuente fue M. terrae, mientras que M. fortuitum solo fue encontrada en 1 de 20

aislamientos identificados (Tabla 9).

Tabla 9. MNT identificadas por pruebas bioquimicas convencionales

MNT IDENTIFICADAS POR PRUEBAS BIOQUIMICAS CONVENCIONALES

NO. DE
AISLAMIENTOS ESPECIE
IDENTIFICADOS

AISLAMIENTO

(CLASIFICACION

RUNYON)
Grupo IV
Grupo IV
Grupo Il
Grupo Il
Grupo IV
Grupo I
Grupo I
Grupo Il
Grupo IV

2

PNORRFPNDRE

M. szulgai
M. phlei
M. terrae
M. gordonae
M. alvei
M. terrae
M. terrae
complejo M. fortuitum
M. vaccae
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Solo 5 aislamientos con morfologias coloniales similares se identificaron por ambos métodos, sin
embargo, no hubo concordancia en los resultados obtenidos en la identificacion, excepto en un
aislamiento (M. gordonae). [Tabla 10]

Tabla 10. Aislamientos de MNT identificados a nivel de especie por INNO-LIPA y por pruebas
bioguimicas convencionales

AISLAMIENTO BIOQUIMICAS INNO-LIiPA
Grupo IV M. szulgai M. smegmatis
Grupo IV M. alvei M. fortuitum-M. peregrinum complex
Grupo I M. terrae M. fortuitum-M. peregrinum complex
M. chelonae complex
Grupo IV M. phlei M. fortuitum-M. peregrinum complex
Grupo Il M. gordonae M. gordonae

Debido a las diferencias en los resultados de la identificacion por ambos métodos, no se puede
determinar con excactitud la especie a la que pertenece cada uno de los aislamientos estudiados.
Sin embargo, algunas caracteristicas especiales permiten proponer cual es la especie mas probable.
En el aislamiento identificado por pruebas bioguimicas como M. szulgai y por el método molecular
como M. smegmatis, la especie mas probable es M. smegmatis, ya que una caracteristica distintiva
de M. szulgai es su fotocromogenicidad a 25°C, la cual no fue observada para este aislamiento.

En los 3 aislamientos restantes (dos no pigmentos y uno no pigmentado) en los que no coincide
la identificacion de ambos métodos, la especiacion proporcionada por INNO-LiPA no es congruente
con la morfologia de la colonia o el resultado obtenido en algunas pruebas bioquimicas. Los 3
aislamientos fueron identificados por INNO-LIPA como complejo M. fortuitum-M. peregrinum, sin
embargo, ninguno de ellos presentd una prueba positiva de crecimiento en agar McConkey, la cual
es una prueba clave en la identificacion de esta especie. Ademas, uno de los aislamientos es una
cepa pigmentada y M. fortuitum es una especie no pigmentada (Tabla 10).

Distribucion de MNT

La mayoria de los sitios estudiados son zonas agricolas (13), mas de la mitad de estos tienen
asentamientos humanos irregulares y solamente 5 sitios tienen actividades de pastoreo y de
recreacion. Los aislamientos de MNT se encontraron con mayor frecuencia en las zonas agricolas,
Unicamente cuatro no fueron aislados en este tipo de zona: un aislamiento de lento crecimiento
identificado como M. intracellulare (por el método molecular) y uno pigmentado de rapido crecimiento
identificado como M. vaccae (por pruebas bioquimicas) que fueron recuperadas solo en la zona
turistica; M. gordonae (identificada por ambos métodos) y una cepa escotocromogena de lento
crecimiento se encontraron exclusivamente en zonas de asentamientos humanos.
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Tres especies de MNT fueron encontradas en cada uno de los sitios estudiados: M. smegmatis,
M. fortuitum y M. terrae. La distribucion de las MNT recuperadas en los veinte sitios del area
ecoldgica de Xochimilco se muestra en la tabla 11.

Tabla 11. MNT recuperadas en las diferentes zonas estudiadas
MNT RECUI?ERADAS
(CLASIFICACION RUNYON)

Agricola Grupo Il, Grupo Ill, Grupo IV
Agricola y Pastoreo Grupo II, Grupo IV
Agricola, Pastoreo y Asentamientos humanos Grupo 1, Grupo IV
Agricola y Asentamientos humanos Grupo I, Grupo IV
Agricolay Turistica Grupo I1l, Grupo IV
Asentamientos humanos y Pastoreo Grupo Il, Grupo Ill, Grupo IV
Asentamientos humanos y Turistica Grupo I, Grupo IV
Asentamientos Humanos Grupo I, Grupo I, Grupo IV
Turistica Grupo Il, Grupo Ill, Grupo IV

Los aislamientos de MNT de crecimiento rapido fueron los méas frecuentes y se encontraron
cepas pigmentadas y no pigmentadas con la misma frecuencia, mientras que, en los aislamientos de
lento crecimiento predominaron las cepas pigmentadas (Grafica 1).

Grafica 1. Frecuencia de aislamiento de MNT de rapido y lento
crecimiento en muestras de agua de los Canales de Xochimilco
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Los aislamientos de MNT fueron organizados de acuerdo a las caracteristicas morfolégicas de las
colonias en 19 grupos (ver tabla de descripcion morfologica). La frecuencia de recuperacion se
muestra en la grafica 2. Las MNT de réapido crecimiento mas frecuente fueron naranja opaca®,
blanca brillante® y blanca rugosa®. Las cepas de lento crecimiento de mayor frecuencia fueron
blanca opaca* y amarilla brillante®.

Gréfica 2. Frecuencia de morfologias coloniales de MNT recuperadas
en muestras de agua de los Canales de Xochimilco
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6. DISCUSION

El aislamiento de micobacterias a partir de muestras ambientales se dificulta debido a que las
muestras ambientales contienen abundante flora diversa y no todas las especies de micobacterias
son igualmente resistentes a los diferentes procesos de recuperacion.

Existen numerosos estudios comparativos de métodos de recuperacion de MNT en los que se
demuestra la eficacia de las soluciones de hidroxido de sodio con lauril sulfato de sodio como
método de aislamiento de muestras ambientales 56, Kamala y col. compararon seis métodos de
recuperacion encontrando que el tratamiento con SDS 3% y NaOH 1% es el método de recuperacion
maés efectivo para muestras de agua y suelo (. Sin embargo, un estudio realizado por Parashar en
la India [7], muestra que el uso de concentraciones de NaOH al 1-2% son insuficientes para obtener
una buena recuperacion de MNT por lo que es necesario utilizar hasta el 4% del alcali para reducir el
namero de microorganismos contaminantes, por lo que la concentracion de NaOH depende de la
calidad de la muestra ambiental.

De las muestras de agua de riego provenientes de los Canales de Xochimilco, se aislaron
diferentes especies de micobacterias no tuberculosas, y estas se acompafiaron invariablemente de
una gran variedad de microorganismos, lo que dificultd el aislamiento primario. Se utilizé uno de los
métodos mas empleados para la recuperacion de micobacterias ambientales (NaOH/SDS) con dos
diferentes concentraciones 1y 2%. La seleccion de estas concentraciones se realizo con base a la
experiencia de diferentes autores en recuperacion de MNT en muestras de medio ambiente. [5.6.7. 39

Por otra parte, el tratamiento alcalino es capaz de inhibir el crecimiento de las micobacterias y
disminuir la posibilidad de su recuperacion. Le Dantec y col.¥¥l determinaron que el proceso de
recuperacion con una solucion de NaOH 1% y SDS 3% redujo al 1% del numero original de MNT
demostrando que este método elimina un gran nimero de micobacterias. A fin de evitar la pérdida
de cultivos por inhibicion del crecimiento se utilizo ademas del NaOH, otro método de recuperacion
que asegurara el aislamiento de MNT, por lo que se selecciond el CPC.

A finales de los 70's se publicaron estudios en los que se recomendaba al CPC como un buen
medio de eliminacion de organismos no acido alcohol resistentes en muestras de esputol®4dl e
incluso se propuso como medio de transporte y/o almacenaje de muestras clinicas que no pudieran
ser trabajadas dentro de las primeras 48 horas. €]

Aunque el uso de CPC no reemplazé al método tradicional (NaOH/NALC), llegd a conocerse
como un buen bactericida de microorganismos no acido alcohol resistente incluso a concentraciones
muy bajas (del orden de una parte por millon, 1 ppm). Recientemente en algunas investigaciones
20.34,40] |o han utilizado como método de aislamiento de MNT en muestras de agua, sin embargo, no
hay un consenso en cuanto a la concentracion y el tiempo de exposicion para una buena
recuperacion de micobacterias. De igual manera el CPC se utilizd en dos concentraciones
diferentes 0.5% y 0.05% y con un tiempo de exposicion de 30 min.
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A pesar del uso de dos descontaminantes con dos concentraciones diferentes, nuestros
resultados muestran que ninguno de los métodos de recuperacion empleados permite un aislamiento
de MNT del 100%.

La pérdida de los cultivos con CPC 0.05% se debid principalmente a la ineficacia para eliminar la
flora contaminante; por otro lado la recuperacion de micobacterias con NaOH 2%/SDS 3% fue bajo
debido a la inhibicion del crecimiento, probablemente a causa de la lisis que incluy6 a las MNT.

El NaOH 1%/SDS 3% fue el método con el que se obtuvo la mayor recuperacion de MNT (70%),
ademas de presentar porcentajes bajos de pérdida de cultivos ya sea por contaminacion o bien por
inhibicion de crecimiento, estos resultados concuerdan con los obtenidos por Kamalal®l. Parashar
utilizé6 NaOH al 1% como método de recuperacion de micobacterias en muestras de agua, con un
grado de contaminacion de hasta un 100%, por lo que recomendé el uso de concentraciones mas
elevadas de NaOH. Nuestros resultados muestran que la recuperacién de micobacterias de las
muestras de agua de los Canales de Xochimilco es efectiva con concentraciones de NaOH 1% 'y
que el empleo de concentraciones mas elevadas como lo indica Parashar en su estudiol” resulta en
eliminacion no solo de flora contaminante sino también de micobacterias. Al inicio de nuestro
estudio, debido al origen de las muestras se utilizo NaOH al 4%, sin embargo, la concentracion tan
elevada de NaOH no solo elimind los microorganismos contaminantes sino también a las
micobacterias presentes en la muestra, obteniendo una nula recuperacion, caso contrario a lo
encontrado por Parashar en donde el empleo de NaOH 4% logra una recuperacion de MNT en el
100% de las muestras. Lo anterior apoya la importancia de desarrollar un método de aislamiento de
muestras ambientales en cada region del mundo en estudio para lograr una eficiente recuperacion
de MNT.

En general el grado de contaminacién en los cultivos es mayor cuando se emplea CPC, sin
embargo, el incremento de la concentracion (de 0.05 a 0.5%) no hace mas efectivo al método de
aislamiento, ya que ademas de incrementar el % de contaminacion también se incrementa la
inhibicion del crecimiento.  Du Moulin y Stottmeiert®l demostraron la efectividad del CPC al 0.04%
como método de eliminacion de microorganismos no acido alcohol resistentes (103 unidades
viables/ml), logrando una recuperacion de micobacterias entre el 1 y 100% dependiendo de la
especie, sin embargo el tiempo de exposicion al CPC fue de 24 horas. Esto indica que quizas sea
necesario incrementar el tiempo de exposicion a CPC por mas de 30 min a concentraciones de
0.05%.

La susceptibilidad de las micobacterias a los diferentes métodos de aislamiento es otro pardmetro
critico para la seleccion del mejor metodo. Algunos estudios muestran que existen diferencias entre
distintas especies de MNT en cuanto resistencia innata a los diferentes agentes quimicos. Carson y
col. compararon cinco métodos de recuperacion de MNT: &cido oxalico, formaldehido, cloro, CPC'y
cloruro de cetiltrimetilamonio. La reduccion en la cuenta viable para las cinco especies de MNT (M.
fortuitum, M. chelonae, MCLO, M. gordonae, M. scrofulaceum) estudiadas fueron diferentes, desde
un 94.4% hasta un 0.8%. Por ejemplo, para MCLO el porcentaje de recuperacion con &cido oxalico
fue de tan solo 5.6%, mientras que con CPC la recuperacion fue de 81.1%21.  Aislamientos clinicos
de M. chelonae, mostraron una supervivencia mayor a 24hr en formaldehido al 2% (solucion
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acuosa), en cambio, cepas ATCC de M. chelonae y M. fortuitum fueron rapidamente inactivadas
después de dos horas de exposicion. 56!

La recuperacion de algunas micobacterias fue posible unicamente con solo uno de los métodos
de recuperacion. Tres aislamientos de rapido crecimiento y dos cepas pigmentadas y de lento
crecimiento fueron aisladas cuando las muestras se trataban con NaOH pero no con CPC. Un
aislamiento de rapido crecimiento y tres pigmentadas y de lento crecimiento fueron recuperadas
Unicamente con CPC y no con NaOH. Los resultados obtenidos muestran una clara diferencia de
susceptibilidad a los dos métodos de aislamiento empleados, lo que indica que algunas especies no
hubieran sido recuperadas si solo se emplea uno de los descontaminantes. [38. 62. 56. 21]

De los 91 aislamientos de MNT obtenidos se encontraron 19 morfologias coloniales diferentes,
hasta el momento se ha realizado la especiacion por pruebas bioquimicas convencionales de solo
20 aislamientos. Para la identificacion empleando el kit INNO-LiPA, de todos los 91 aislamientos
obtenidos se seleccionaron 10 por su morfologia colonial notablemente diferente.

Los resultados de los métodos hioquimicos tradicionales a pesar de estar bien establecidos,
estandarizados y ser relativamente poco costosos con frecuencia son ambiguos y erroneos, ya que
estan limitados en extension a las especies para las cuales un gran nimero de cepas ya han sido
estudiadas. Los errores de identificacion pueden resultar, especialmente porque las caracteristicas
fenotipicas no han sido identificadas en muchas de las especies recientemente descritas que fueron
reconocidas en base a la secuencia 16S ARNr.

La determinacion de la especie por métodos bioguimicos se realiza comparando el perfil
bioquimico del aislamiento y el perfil bioquimico de la cepa tipo. La mayoria de las especies que
estan bien caracterizadas bioquimicamente son aquellas que se aislan con mayor frecuencia a partir
de muestras clinicas. Sin embargo, existe un gran numero de micobacterias ambientales para las
cuales no se ha estandarizado su patron bioquimico. A fin de realizar una mejor identificacion de las
micobacterias aisladas de las muestras de agua, se hizo una recopilacion de todos los perfiles
bioquimicos disponibles, tanto de especies ambientales como de aquellas que son clinicamente
significativas. (ANEXO 3)

En nuestro caso los resultados de las pruebas bioquimicas aplicadas a los aislamientos obtenidos
no fueron concluyentes debido a la variacion en la actividad enzimatica y las caracteristicas
fenotipicas entre las especies que no es una propiedad absoluta debido a su variacion. Al comparar
el perfil, este no resultd idéntico entre la cepa tipo y el aislamiento, ya que ademas de existir
variaciones intraespecie para una misma prueba, existe la carencia de resultados en algunas
pruebas por parte de la cepa tipo, generando que el resultado no sea concluyente.

Algunas especies no fueron identificables a nivel de especie, sino Unicamente a nivel de
complejo. Como en el caso del complejo M. fortuitum en el que ademas de todas las pruebas
convencionales, es necesaria la aplicacion de pruebas adicionales como la utilizacion de diferentes
compuestos como citrato, manitol o inositol como Unicas fuentes de carbono. (2]
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Por otro lado, en la especiacion de MNT por pruebas moleculares (INNO-LiPA) se identificé en 6
de 10 aislamientos el complejo M. fortuitum-M. peregrinum, sin embargo, las caracteristicas
fenotipicas de algunos de estos aislamientos no corresponden a los reportados para el complejo M.
fortuitum

Existen numerosos estudios que evaltan la especificidad y sensibilidad del kit INNO-LiPA. Miller
y col. encontraron una identificacion correcta en 59 de los 60 aislamientos clinicos probados (la
mitad de ellos especies pertenecientes al complejo M. tuberculosis) “31. Stuffys y col. en el 2001
identificaron 157 cepas de micobacterias, 47 cepas de referencia (37 especies diferentes) y 110
aislamientos clinicos. Compararon los resultados del kit con pruebas convencionales y PCR-PRA
(analisis de enzimas de restriccion) del gen hsp 65. Lo que encontraron fue una exactitud del 99.4%
y una sensibilidad del 100% a nivel de género*. Makinen y col. en el 2002 estudiaron 81
aislamientos clinicos seleccionados de una coleccion de cepas, reportando una exactitud del 89.4%,
se sugiere que las diferencias observadas entre los estudios anteriores y este (exactitud varia desde
89.4% hasta 99.4%), pudieran reflejar variacion genética observada ya en subespecies
micobacterianas aisladas de diferentes areas geograficas. (43l

Los estudios que evallan la especificidad y sensibilidad de INNO-LIPA (para ese entonces solo
identificaba 8 especies de MNT y el complejo M. tuberculosis) existentes anteriores al 2002
muestran un alto grado de confiabilidad en la identificacion de MNT por esta prueba molecular. Sin
embargo todos ellos estudian cepas referencia o aislamientos clinicos, ninguno lo utiliza en la
identificacion de MNT de muestras ambientales.

El kit INNO-LIPA que utilizamos para la identificacion de nuestros aislamientos ambientales,
corresponde a una nueva version que identifica 8 especies adicionales. Tortoli y col. en el 2003
evalud esta nueva version utilizando 197 cepas, 53 de las cuales eran cepas referencias de
micobacterias y 11 no pertenecian al género Mycobacterium (Nocardia spp, Gordona spp,
Tsukamurella spp, Rhodococcus). A nivel de género se demostrd un 100% de especificidad y
sensibilidad (ninguna de las cepas que no pertenecian al género Mycobacterium dieron una prueba
positiva) y a nivel de especie la especificidad del kit fue del 92.2%. 146l

En los aislamientos que obtuvimos solo uno fue negativo para la sonda género especifica, los 9
aislamientos restantes fueron positivos para la sonda de género.

Tortoli reporta en ese mismo estudiols! varias reacciones cruzadas detectadas con la sonda MFO
que es especifica para M. fortuitum complex. Las especies probadas no podian ser identificadas por
el kit (M. thermoresistible, M. agri, M. alvei, M. mageritense, M. senegalense), sin embargo, dieron
una marca positiva para M. fortuitum.

Asi que los resultadosde identificacion obtenidos por INNO-LIPA para los aislamientos
recuperados de las muestras de agua superficial de los Canales de Xochimilco no pueden
considerarse concluyentes debido a las reacciones cruzadas que pueden presentarse con la sonda
MFO. El kit permite identificar Unicamente 16 especies de micobacterias que son comunmente
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aisladas en muestras clinicas, los aislamientos que se identicaron por INNO-LiPA provienen de
muestras ambientales por lo que si el aislamiento obtenido corresponde a una especie de MNT no
incluidas en la tira reactiva, se forman uniones inespecificas con la sonda MFO. #2

En la mayoria de los aislamientos identificados por el kit INNO-LIPA se detectaron mas de una
especie, suguiriendo que el cultivo pudiera ser mixto, a pesar de que no se observaban dos
morfologias coloniales distintas en este.

Los estudios de Stuffys y Makinen que emplean el kit para la identificacion de MNT[{445] también
encuentran la presencia de otras bandas ademas de la especie especifica en la tira. En algunos
casos, la cepa probada estaba mezclada a pesar de no mostrar evidencia macroscopica de ello,
pero en otros casos el cultivo se encontré puro por pruebas moleculares. La aparicion a esas
bandas no esperadas fue atribuida a la sensibilidd de la prueba a la temperatura. Aln cuando los
reactivos fueron precalentados como indica el procedimiento, la temperatura no permanece dptima
ni constante durante el pipeteo de los mismos, pudieron haber producido hibridaciones inespecificas.

Otra razon posible por la que se observan bandas menos intensas en la tira reactiva es la
variacion intraespecie. Se ha reportado la existencia de variaciones intra-especies dentro de los
aislamientos de micobacterias y esta se ha asociado con las diferencias geograficas de su origen 71,
Makinen y col., encontraron que INNO-LIPA solo amplificd el 62.5% de los aislamientos de M.
chelonae probados, lo que muestra la heterogenicidad intraespecies de la region 16S-23S. Las
bandas no esperadas en las tiras de los aislamientos probados pudieran ser debidos a una
heterogenicidad intra especie mas que por la presencia de mas de una especie en el cultivo 45I,

Actualmente se desconoce la frecuencia y distribucion de las MNT en el mundo. Existen algunos
estudios que reportan la frecuencia y prevalencia de las MNT en agua de algunos paises.

Le Dantec y col en Francia estudiaron muestras de dos plantas de tratamiento y de los sistemas
de distribucién de agua de 12 sitios localizados a través de Paris y que estan fuera del desarrollo
urbano. La recuperacion de MNT fue del 72% y la mayoria de las MNT no fue identificada. De las
especies identificables la mayoria corresponde a micobacterias sapréfitas siendo las mas frecuentes
M. gordonae y M. nonchromogenicum. De las especies potencialmente patdgenas aisladas las mas
frecuentes fueron. M. chelonae y M.fortuitum. 39

Covert y col. en Estados Unidos estudiaron muestras de agua potable y de tratamiento de 21
estados. Se aislaron MNT en el 33% de las muestras, tanto micobacterias de lento como rapido
crecimiento. Las especies mas frecuentes fueron M. mucogenicum, M. intracellulare, M. gastri, M.
kansasii y M. gordonae. (34

Torvinen y col. estudiaron 16 sistemas de distribucion de agua potable en 8 localidades de
Finlandia. La frecuencia de aislamientos fue de 35%. Solo el 64% de los aislamientos totales fueron
especies identificables: M. lentiflavum, M. tusciae y M. gordonae. (40

Kamala y col. seleccionaron 15 pueblos al azar en el &rea cerca de Madras, al sur de la India,
estudiaron muestras de agua, suelo y polvo casero (piso, cocina, tejado). Se encontrd una gran
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proporcion de MNT patdgenas y no patdgenas. La especie predominante en agua y polvo fue MAIS
complex y en suelo predomind M. fortuitum complex 411,

En las muestras de agua superficial de los Canales de Xochimilco, los aislamientos de répido
crecimiento fueron los mas frecuentes, tanto de cepas pigmentadas como no pigmentadas. Los
aislamientos de lento crecimiento fueron en su mayoria cepas pigmentadas. Las especies de MNT
encontradas fueron M. fortuitum-M. peregrinum, M. chelonae, M. smegmatis, M. intracellulare y M.
gordonae, siendo la més frecuente M. fortuitum-M. peregrinum (identificadas por INNO-LiPA) y M.
phlei, M. vaccae, M. fortuitum, M. alvei, M. gordonae, M. szulgai, M. terrae (identificadas por
pruebas bioguimicas).

Se logr6 una recuperacion de MNT en 19 de los 20 sitios estudiados (95%). La mayoria de los
sitios estudiados corresponden a zonas agricolas y de pastoreo, solo algunos se emplean como
zonas habitacionales exclusivamente o de recreo. La mayoria de las MNT aisladas se encontraron
en zonas agricolas, unicamente cuatro no fueron aislados en este tipo de zona: M. intracellulare
(identificada por el método molecular) y M. vaccae (identificado por pruebas bioquimicas) que fueron
recuperadas solo en la zona turistica; M. gordonae (identificada por ambos métodos) y una cepa
escotocromogena de lento crecimiento se encontraron exclusivamente en zonas de asentamientos
humanos. M. intracellulare recuperadas unicamente a partir de zonas habitacionales y de recreo,
pertenece al complejo MAC que es altamente prevalente en infecciones por micobacterias no
tuberculosas.

Tres especies de MNT fueron encontradas en todos los sitios estudiados: M. smegmatis, M.

fortuitum y M. terrae. M. smegmatis se le considera como saprdfita, sin embargo, M. fortuitum-
M.peregrinum complex es una MNT de rapido crecimiento potencialmente patogena.
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CONCLUSIONES

Ninguno de los métodos de recuperacion de MNT fue el 6ptimo.
La mayor recuperacion de MNT se obtuvo con NaOH 1 % / SDS 3% .

El método mas pobre para el ailasmiento de MNT fue con el empleo de CPC mismo que se
mejora con el incremento del tiempo de exposicion.

Los aislamientos de MNT de rapido crecimiento tanto cepas pigmentadas como no
pigmentadas fueron los mas frecuentes. Mientras que, los aislamientos de MNT de lento
crecimiento fueron en su mayoria cepas pigmentadas.

Con frecuencia mas de una especie fue detectada para los aislamientos MNT identificados
con el kit INNO-LIiPA.

dfacultad de Quimica, YNHA/ 50




fMlicobacterias no tuberculosas

PERSPECTIVAS

« Debido a la falta de concordancia en la identificacion de las MNT recuperadas de las muestras
de agua de los Canales de Xochimilco por ambos métodos (pruebas bioquimicas e INNO-LiPA),
es necesario la inclusion de un método molecular capaz de identificar la mayoria de las especies
de micobacterias existentes y con una sensibilidad alta como PCR-PRA o0 secuenciacion para

determinar con mayor precision la especie.
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ANEXO 1
TINCION DE ZIEHL NEELSEN

Una vez realizado el frotis, se cubre el portaobjetos con fucsina fenicada y se calienta a emision de
vapores durante 5 min. Se lava con agua corriente y se decolora con alcohol &cido durante 1 min.
Se realiza otro lavado con agua corriente y se cubre el portaobjetos con solucion de azul de
metileno por 1 min. Finalmente se lava con agua y se deja secar al aire.

Preparacion de reactivos
Carbol fucsina

FUCSING DASICA.......ccveeeeeieecee e 03¢
Alcohol etilico 95% ......ccvevevviiviieiiceieenas 10 ml
Fenol (cristales derretidos).............ccocvvvevennn 59
Agua destilada.............cccccceeeiiiiiii i, 90 ml
Alcohol acido

Alcohol etilico.........covvvviiiiiiiiiiii e, 97 ml
Acido clorhidrico conC............cccvvvvvivvinnnnnn. 3ml

Azul de metileno
Azul de metileno..........ccccevvviiiiiiiie 03¢
Agua destilada.............cccccovvvveiiiiiiiin, 100 ml

PREPARACION DE MEDIO L-J

Componentes PESO
KH2PO4.. v 240¢g
MOSO4.TH20. ..o, 0249
Citrato de Magnesio..............cccceevvvvvevnnnnn. 0.60 g
ASPAragiNg. ......ccvvvvieiiiiiiieeiee e, 3.60¢9
GliCEIOl. . oo 12 ml
Agua desionizada...............cccceeeiieiiininnn 600 ml
Verde de malaquita 2%.........c.cccovvrrririrnnne. 20 ml
HUBVO.....oiviiie e 1000 ml

Las sales y el glicerol se disuelven en el agua con calentamiento y se esterilizan 15 min, 121°C. La
solucion de verde de malaquita al 2% se prepara en un matraz aparte, se cubre inmediatamente y se
esteriliza también bajo las mismas condiciones. El huevo lavado con agua y jabdn, se sumerge en
una solucion de etanol al 70% durante 30 min. Se rompe el cascardn bajo condiciones estériles, se
homogeniza con ayuda de una licuadora y se vacia al medio con sales. Se afiade poco a poco el
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verde de malaquita y se deja reposar en obscuriudad durante una hora. El medio se vacia en tubos
de vidrio y se coagulan a 85°C en el coagulador.

Middlebrook 7H10 Agar Base (Sigma)

Componentes (g/L)

Sulfato de amonio, 0.50

Acido L-Glutamico, 0.50
Fosfato de potasio monobaésico, 1.50
Fosfato de sodio dibasico, 1.50
Citrato de sodio, 0.40

Citrato de amonio férrico, 0.04
Sulfato de magnesio, 0.025
Cloruro de calcio, 0.0005
Sulfato de zinc, 0.001

Sulfato de cobre, 0.001
Piridoxina, 0.001

Biotina, 0.0005

Vede de malalquita, 0.00025
Agar, 15.00

Middlebrook OADC Growth Supplement (Sigma)

Componentes: (por vial)

Middlebrook 7H9 Broth Base (Sigma)
Componentes (g/L)
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Alblmina Bovina Fraccion V 2.50 g
Dextrosa 1.00 g

Catalasa 0.002 ¢

Acido Oleico 0.025 g

Cloruro de sodio 0.425 g

Agua destilada 50 ml

Sulfato de amonio, 0.50
Fosfato dibasico de sodio, 2.50
Fosfato monobésico de potasio, 1.00
Cloruro de sodio, 0.10

Sulfato de magnesio, 0.05
Cloruro de calcio, 0.0005
Sulfato de zinc, 0.001

Sulfato de cobre, 0.001

Citrato de amonio férrico, 0.04
Acido L-Glutamico, 0.50
Piridoxina, 0.001

Biotina, 0.0005
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Middlebrook ADC Growth Supplement (Sigma)
Componentes: (por vial)
Albimina Bovina Fraction V 2.5 g
Dextrosa 1.0 g
Catalasa 0.0015 g
Agua destilada 50 ml
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Aislamientos identificados por pruebas bioguimicas convencionales*

fMicobacterias no tuberculosas

TEMPERATURA p .
cEPA CRECIMIENTO FORMACIONDE | PiRU- | Niack- | niTRa- | SAT | catatasa | HORO| TELU- | ToMADE | ARILSUL- | NACL | mac- |l
MICROSCOPIA (°C) VELOCIDAD DE . OBS/LUZ VATO* NA TO 68°C SQ T80 RITO HIE-RRO FATASA 5% CONCKEY
COLONIA 35 | 25 | 42 | CRECIMIENTO
IN2N Bacilos Iargosldelgados ZN+en Rugosa/ | e LENTO NARANJA ED N + 45 mm +5d +14d N
aclimulos cremosa +/+
. . Rugosa/ NARANJA N
6NIN Bacilos cortos ZN+ en acimulos cremosa + + LENTO 4 ED + + >45 mm +5d - +14d +
! - Lisa/ AMARIILLO NARANJA
7C0.5A Bacilos cortos ZN+ pleomorficos cremosa + | - LENTO 4 BD + >45 mm +10d +14d + +
Bacilos cortos ZN+ con cuerpos ) AMARILLA NARANJA
7C0.05A densos, cordones Lisa/cremosa | + + LENTO 4 ED + >45 mm +10d +14d + +
1IN2B Bacilos cortos delgados ZN+ Lisa/cremosa | + + LENTO -1- BD + >45 mm +5d +14d +
7N1BG Bacilos largos ZN+ en aciimulos | Seca/rugosa + + LENTO -1 BD + >45 mm +5d +14d +
2N1B Bacilos +/- cortqs, delgados ZN+ Rugosaseca N LENTO .- ED + 45 mm 54 N +14d N
en acimulos
7N2B Bacilos largos ZN+ en acimulos | Lisa/cremosa | + + LENTO -1- ED + >45 mm +5d * +14d +
Bacilos pleomérficos ZN+ en
7N2B mechones, apariencia Lisa/cremosa | + + LENTO -l- ED + >45 mm +5d +14d +
desordenada
. . Rugosa/
7C0.05B Bacilos cortos ZN+ en acimulos cremosa + +- LENTO -l ED + >45 mm +10d +14d +
Bacilos medianos delgados ZN+ )
9N1B en acimulos Lisa/cremosa + + LENTO -1- ED + >45 mm +10d +14d +
8N2B Bacilos cortos delgados ZN+en | - g0 00 |+ LENTO -l- NEG + >45 mm +50 +14d +
aclimulos
ELL Bacilos medianos, delgados ZN+ | Lisa/cremosa | + + LENTO - BD + + >45 mm +5d + +14d +
Bacilos pleomérficos ZN+ con )
3N4 cuerpos densos Lisa/seca + + LENTO -l- BD + + >45 mm +10d -14d +
11C05 Bacilos ngc"; dzeN+ forma Lisa/cremosa | + | +- LENTO - BD + + >45 mm +10d -14d
MNO.5 Bacilos “;“C{Jrcn"lﬁg: INFen | isalcremosa |+ | +- LENTO - BD + + <45 mm +5d +14d + +
1IN2S Bacilos largos, delgados ZN+ Lisa/cremosa + + >45 mm +10d +14d +
18c005A |  Bacloscortos ZNtforma | i omosa |+ |+ RAPIDO AMARILLO NARANJA | gy sa5mm | +10d |+ +3d T
cocoide +/+
2C0.05N Bacilos cortos ZN+en Secalrugosa + + RAPIDO AMARILLO NARANJA BD + >45 mm +10d -3d + + +
acumulos +/+
5N1B Bacilos cortos ZN+ en acimulos Rugosa/ + RAPIDO - BD >45 mm +10d -3d +
cremosa
10N1G Bacilos cortos, delgados ZN+ Rugosa/ N RAPIDO Ll ED +D + 45 mm +5d + +3d +
forma arrosariada cremosa
Il LLUVIAS Bacilos cortos ZN+ forma Rugosa/ | o+ RAPIDO -1 BD + + >45 mm -10d + +3d " + +
cocoide en actimulos cremosa
15N1B Bacilos cortos ZN+ en aciimulos Secallisa + +- LENTO -1- ED + + >45 mm +D10d + -* +14d + + +

El signo de mas y menos indican la presencia o ausencia, respectivamente, de la caracteristica; los espacios en blanco indican que no hay informacion o no esta disponible sobre esa caracteristica en particular; V variable, +/- usualmente presente, -/+ usualmente ausente. El

porcentaje entre paréntesis se refiere al porcentaje de cedpas positivas probadas, el resultado de la prueba esta dada en base a esos porcentajes. # ED escaso desarrollo, BD buen desarrollo
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Pruebas bioquimicas reportadas de las cepas tipo*

fMicobacterias no tuberculosas

CEPA MICROSCOPIA/ COLONIA TE(’EA:EEA&I(L:J)RA VELOCIDAD DE. FOFI}’I’\GA':A%\?PODE PIRU- | NIACI- | NITRA- | CAT CATALASA Hll_llstlg TELU- HIE- ARILSULFA- NACL MAC- UREA PZA
. . * 0,
Caract. especiales 5 | %5 | 4 CRECIMIENTO OBS/LUZ VATO NA T0 68°C SQ T80 RITO RRO TASA 5% CONCKEY
. Rugosa/plana . B . ] ] ] ] +-
M.bovis ransparente + LENTO / 4) 9 (2) <45 (69) (21) 0) 0) (50)
Se confunde con M. Lisa .-
M. avium simiae, M. bovis, M. | transparente/ + LENTO (87 -(0) -(4) | /- (60) <45 (98) -(2) +(81) -(1) -(0) -1+ -(2) +
malmoense, M. xenopi rugosa
M. xenopi Lisa + LENTO - -(0) -(7) +-(31) >45 (85) -(12) | +/-(65) +1- (36) -(0) -(0) "
M. haemophilum Requiere hemmay Rugosa/lisa * LENTO -1- <45 +
nitrato Fe de amonio
Crece mejor en pH ) LENTO -1- ) ] ] ) ] A
M. malmoense bajos Lisa + (<6 semanas) (88) 0) (1) I+ <45 (99) +(99) +(74) (0) (0) 9) +
M. shimoidei Rugosa + LENTO -1- <45 + +
Cocobacilos, colonias .
M. genavense ' Lisa/ plana LENTO +
se hacen blancas o Transparente R A (1 a3 meses) -l * >45 * *
crema con el tiempo
Pequeiia, lisa, Lisa/ plana LENTO -1- ) + ] + ) ] ] . +
L E amarila palida wasparente | ' * | (20-35dias) (100) O | qog | 450100 O | 100 | -© +(100) 0) 0) )
M. ulcerans Rugosa + + LENTO -1- * <45 " +
M. térrea complex Lisa/rugosa + LENTO ('9/3') -(1) | H-(67) | +(92) >45 (93) (g+9) -1+ (46) -(2) -(2) Vv (13) "
- -1- + + + -+
M. triviale Rugosa + LENTO (100) -(0) + (89) (100) >45 (100) (100) -(25) +/- (56) (100) (33) )
. . -/- + -+
M. gastri Lisa/Rugosa + LENTO (100) -(0) -(0) -(11) <45 (100) (100) +-(50) -(0) -(0) (44)
M. brander Lisa P LENTO -1 * <45 +
umbonada
M. canetti Se confunde con M. Lisa conv a LENTO .- . + ND ND ND
tuberculosis rugosa
. . ~ LENTO
M. heidelbergense Lisa pequefia + (4 semanas) -1- + ND + +
M. lacus Bacilo Iargo muy Pequefa seca + + o+ LENTO -1- + ND <45 +- +- +
arrosariado (2 a 3 semanas)
. e Rugosas LENTO
M. shottsii Cocobacilo disgénico desinflada + (4 26 semanas) -l + Vv ND +
. . ) LENTO
M. triplex Bacilos cortos Lisas + (2 a 3 semanas) -1- + + >45 - 14d +
. LENTO AMARILLO
M. palustre Lisas + +] o+ (3 a4 semanas) i+ +- + <45 + -10D +
f Fuertemente ZN+, Lisas AMARILLO
b afe bastones curvos abultadas * * LENTO +1+ * ND >45
. ) LENTO AMARILLO
M. doricum Lisa + + (2 semanas) i+ + + <45 +
. . . + LENTO AMARILLO PALIDO -100
M. conspicuum Cocobacilos Lisa + (<3 semanas) ot . <45 + ND +10D
Bacilos en baston N LENTO
M. tusciae colonias centro Rugosa + H+ + + <45 +10D ND ND -10D + ND
. (1 mes LJ)
elevado c/ franja plana
M. heckeshornense Colonias pequefias Lisa + + LENTO (4sem) ++ + <45 ND ND

El signo de mas y menos indican la presencia o ausencia, respectivamente, de la caracteristica; los espacios en blanco indican que no hay informacion o no esta disponible sobre esa caracteristica en particular; V es variable, +/- es usualmente presente, -/+ usualmente ausente.

ND no determinada. El porcentaje entre paréntesis se refiere al porcentaje de cedpas positivas probadas, el resultado de la prueba esta dada en base a esos porcentajes. ¢ ED escaso desarrollo, BD buen desarrollo
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- MICROSCOPA | 0 ovin | creeminto e | VELOCIDAD O " | PRU- [ Niack | NiTRA- | cAT | caTAtasA | DR TELU- | HE- | ARISULFA- | NAcL | wac | oo |
. . 0, 0,
Caract. especiales 3 %5 | 42 CRECIMIENTO OBS/LUZ VATO NA T0 68°C SQ T80 RITO RRO TASA 5% CONCKEY
M. kansasii No crece a 45°C Lisa rugo /lisa + + LENTO 9/6+) -(4) +(99) +91) >45 (93) +(99) | -/+(31) -(0) 0 (;g)
; Se confunde con M. Lisa/ lisa -+ ) ] ] ] -0) +(83) +
M. marinum kansasi rugosa + + LENTO (100) [+(21) | -(0) (30) <45 +97) | -/+(39) [+ (41)
M. simiae Lisa P LENTO ('9’3) 4-(63) | 428) | +05) | >45(93) © | +) ) 0 (glg’) ¥
M. asiaticum Lisa + LENTO -I+ (86) -(0) (15) +(95) >45(95) +(95) - (20) -(0) -(0) -(10)
Colonias irregulares - -
M. xenopi con proyecciones en 3
bastén, se confunde Lisa * LENTO 1 <45 *
con M. avium
M. gordonae Lisa . LENTO (;’9") 0 | @ | o8 | sas00) | +ao0) | -29) v 0 Ve o
-(0) V(31) +-
M. scrofulaceum | S confunde con M. Lisa + + LENTO b c0 | 5 | +e4 | >ase8) @ | +-64 v
avium 97)
) . ++37° (93) ] + i} 5 Y -(0) +(72) +
M. szulgai Lisa o rugosa + LENTO J+ 25°(93) 0) (100) +(93) >45(98) I+ (49) | +/-(53)
M. flavescens Lisa + LENTO +/+ (100) -(0) [ +92) [ +(100) >45(94) +(100) | -1+ (44) -(0) +-(62) +(72) +
) . ) LENTO ND +-
M. Intermedium Cocobacilo Lisa + + + (2 semanas L)) -I- + >45 + ND ND +10D
. Cocobacilos, colonias ND +-
M. lentiflavum amarillas palidas, Lisa + + LENTO (34 |- +- <45 ND ND -10D
~ semanas) -3D
muy pequefias
Y. it Cocobacilo, colonias v v ND + +
- Intef] amarillas o con Lisa + LENTO ++ + <45 ND ND .
variante blanca
) Pequefias de 1-2 mm ) -10D Deil
M. bohemicum de diametro Lisa + + + LENTO ++ + <45 ND ND 3D 4.
) A Se confunden con M.
e b;rm')?g;&gsmo Xenopi, crecen mejor Planas lisas + + (5a léEsg;c;nas) AM'L:R/”;LAS <45 +
en LJ que en M7H10
M. cookii Bacilos en baston Lisas + LENTO AMARlLLf}’;‘ARANJA ND ND +
M. hiberniae Cocobacilos Rugqsas conel + + LENTO ROSADAS + + >45 \Y
tiempo +H+
M. hodleri Lisa/rugosa + + RAPIDO +4+ ND ND + ND ND ND +
. . RAPIDO AMARILLO CADMIO ND
M. frederiksbergense Lisas + (5a7dias) A + ND ND + ND
. Cocoides, bacilos + ND ND
M. chlorophenolicum enramados que se Mucoides + + RAPIDO AMARILLANARANJA ND ND ND +
(1 semana) ++
fragmentan
M. madagascariense Lisas + + RAPIDO AMAR”‘I‘SJ’:‘ARANJA ND ND + + *
AMARILLO +
M. murale Cocobacilos Lisas + + RAPIDO AZAFRANADO +- ND + +
++
AMARILLO ND ND +
M. vanbaalenii Lisas + + RAPIDO AZAFRANADO + ND ND + +
++

El signo de mas y menos indican la presencia o ausencia, respectivamente, de la caracteristica; los espacios en blanco indican que no hay informacién o no esta disponible sobre esa caracteristica en particular; V es variable, +/- es usualmente presente, -/+ usualmente ausente.

ND no determinada. El porcentaje entre paréntesis se refiere al porcentaje de cedpas positivas probadas, el resultado de la prueba esta dada en base a esos porcentajes.
#ED escaso desarrollo, BD buen desarrollo
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TEMPERATURA | vELOCIDAD FORMACION DE HIDRO
CEPA MICROSCOPIA/ COLONIA | CRECIMIENTO °C DE PIGMENTO \f Eg} N'ﬁ:" N'ISA' gﬁz CATQEASA Liss TREl% :gzc') AR'#/?‘SJIKFA' NQ,EL cohl/l\l/?:CK-EY UREA | PzA
Caract especiales 3B | 25 42 | CRECIMIENTO OBS/LUZ T80 0
M. fortuitum (3) Citrato - Rugosa/lisa + + RAPIDO ( é ) +(100) | +(90) >45 (93) -+ (43) | +(92) + +(97) +(85) + +(70)
Citrato+. No crece en ) -/
M. chelonae NaCl ni en McConkey Lisa/rugosa + RAPIDO 00) -1+ -(2) +/- (53) >45 (92) -1+ (39) | +(89) +(95) Vv + +(89)
M. abscessus Citrato - Lisa/rugosa + RAPIDO -I- >45 \Y + +- + +
Parcialmente ZN+, se .
; i Lisa -1+ RAPIDO
M. mucogenicum confunde con M. } + . -I- v <45 + + + +
chelone mucoide (2 a4 dias)
M. smegmatis Lisa/rugosa + RAPIDO +/+ (50) +(95) <45(82) + + +(100) -(0) + +(100)
. - BEIGE
M. septicum Pleomorﬂcps mas Rugosallisa + o+ RAPIDO - + ND ND ND ND N v . + ND ND
cocobacilares (<1 semana) (100)
M. senegalense Rugosa + RAPIDO -I- + ND ND ND + + + + ND
. . . RAPIDO -I-
M. immunogenum Bacilos curvos Rugosallisa + (<1 semana) (10) -(100) ND ND ND ND -(100) +(100) + ND ND
o Se confunde con M. Lisa a RAPIDO -I- -1+
M. wolinskyi smegmatis mucoides + |+ + (2-4 dias) (100) +(100) (100) <45(89) ND ND + -5 +(100) ND ND
-- <7 dias (78)
M. goodii Se confunde con M. | Lisa mucoides/ AMARILLO
smegmatis fugosa + -1+ + RAPIDO e +(100) -(7) <45(50) ND ND + -(0) +(88) + ND ND
7- 10dias M7H10
Bacilos largos ’ ;
M. mageritense fuertemente Z+ | HSAMUCOTS] | 1y (ZR:;"E[SS) - ND | +70) | -(0) ND -100) | ND | +0) +(80) +(80) + +(60) | +(100)
forma de bastén 9 (100)
M. alvei Bacilos cortos, Grandes y . . (ZRSA(;F;E; . . . . 0 . . .
’ fuertemente ZN+ rugosas 37°)
M. brumae Grandes y + + RAPlD,O - + + ND + +
rugosas (4 05 dias)
Cocobacilos, las
M. confluentis colonias después de ) RAPIDO
2 meses cambian de Lisas * * * (2 a4 dias) /- * * >45 *
cafés a negras
Cocoide a 20°C, las
M. holsaticum colonias son )
o Lisasy RAPIDO
dlsgonlca§, pueden humedas * * * (1 semana) * ND v * *
verse amarillas con el -/
tiempo
M. phlei Rugosa + RAPIDO ++ + + >45 + + +
M. vaccae Lisa + RAPIDO +H+ + + >45 + + + \
M. elephantis Cocobgqlos tefiidos + + + RAPIDO AMARILLO + . 45 + . +
débilmente ) +/+
M. hassiacum Crecenla 85°Cyla !_lsas, + + RAPlD,O +/+ + >45 + +
colonia es seca himedas (2 a 6 dias)
M. novocastrense La consistencia d ela Lisas + + + RAPIDO -1+ + + >45 + + + +- +
colonia es butiracea

+El signo de més y menos indican la presencia o ausencia, respectivamente, de la caracteristica; los espacios en blanco indican que no hay informacién o no esta disponible sobre esa caracteristica en particular; V es variable, +/- es usualmente presente, -/+ usualmente ausente.

ND no determinada. El porcentaje entre paréntesis se refiere al porcentaje de cedpas positivas probadas, el resultado de la prueba esta dada en base a esos porcentajes.
# ED escaso desarrollo, BD buen desarrollo
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