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Investigamos la Presencia de micobacterias no tuberculosas (MNT) en tres
sistemas acuaticos mexicanos para evaluar la Prevalencia y distribucion de las
esPecies de MNT. En las muestras de agua se evaluaron diferentes parametros
ﬁsicoc]ufmicos en bLquucda de una correlacion con la distribucion de MNT. Asi
mismo, se determinaron las afiliaciones taxonomicas por medio de la secuenciacion
de los Fragmcntos f)spéj, rpoB Yy 165 rRNA. Las MNT se recuperaron de los
sistemas de distribucion de agua para uso Yy consumo humano y de agua de reuso
para riego delazona Metropolitana de la Ciudad de México ZMCM). Las csPecies
aisladas fueron asociadas a temperatura de 21°C y PH >7.7. El analisis Filogenético
mostro que ocho de las 14 csPecies aisladas fueron clasificadas sin ambigijcdacl: M.
Peregrinum, M. nonc/zromogcnicum, M. smegmatis, M. for‘tuitum, M. avium SSp.
homlhissu/s) M. arupense, M. gora’onae y M. chitae. Una cepa fue tentativamente
identificada como M. mantenni/M. scrofulaceum y otra cepa se relacioné a M.
porcinum//\/l. seloticum. En agua de reuso para riego se aislaron siete especies mas
de las detectadas en los sistemas de distribucion de agua para uso Yy consumo
humano. Dos de las especies encontradas en agua de reuso para riego M. avium y

M. fortuitum son consideradas Patc’)genos oPortunistas humanos imPortantes.
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We investigatec{ the presence of nontuberculous mgcobacteria (NTM) in
three Mexican aquatic systems to evaluate the Prevalence with the distribution of
NTM sPecics. Key Phgsicochemical parameters of the water samples were
determined to find correlations with the spccies’ distributions. We used multilocus
sequence analgsis (MLSA) based on /751065, rpobB, and 165 rRNA ?ragmcnts to
determine their taxonomic affiliations. NTM were recovered from water distribution
systems and reclaimed water from the Mexico City Metropolitan Area (MCMA). The
isolated sPecics were associated with a temperature of 21"C and PH >7.7. The
Phglogenetic analgsis showed that eight of the 14 different NTM strains were
unambiguously classifiable: Mycobactcrium Peregrfnum, M. nonchromogcnicum @),
M. smegmatis ), M. fortuitum, M. avium ssp. /70m/ni55u/5, M. arupense, M.
gordonac, and M. chitae. One strain was tentativclg identified as M. mantenni/M.
scrofulaceum and another strain was related to M. /oorc/num/M‘ scloticum. AllNTM
sPecies identified in the water distribution system were also detected in the
reclaimed water, but some sPecies from the reclaimed water were not found in the
water distribution systems. Two of the identified species found in the reclaimed
water, M. avium and M. fortuitum, are considered imPortant human oPPortunistic

Pathogens.
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Caracteristicas gencrales de las micobacterias no tuberculosas

El incremento en el interés por las micobacterias no tuberculosas (MNT)
existe en diferentes areas de la ciencia y algunas de las razones son por las
afectaciones imPortantes que ocasionan en la salud (Griffith 20104, por la gran
variedad de especies aisladas del medio ambiente {Tortoli 2006}, asi como por su
intervencion en el medio ambiente en la biodegradacién de hidrocarburos
aromaticos Po!iciclicos (PAHs), contaminantes orga’nicos cancerigenos y
mutagénicos que se encuentran en altas concentraciones en el medio ambientc, en
especial alrededor de industrias antiguas Proc]uc’coras de gas {Legs 2005}{Mi”er

20041

El erncoc]uc al estudio de las MNT en este trabajo es dirigiclo ala busqucda
de MNT en ambientes acuaticos en México que Pucden ser causantes de
colonizacion y eventualmente enfermedad en la Poblacién. Un incremento
imPortante en las infecciones por MNT se ha re[:)ortado a nivel mundial
ocasionando gran variedad de sindromes clinicos tanto en personas con alguna
deficiencia inmunoiégica como en personas sin un aparente Problema de salud

{Kim 2008; Piersimoni 2009; Amorim 2010; Colombo 2010}, México no es la



excel:)cic’)n, en los afios noventa Molina-Gamboag col. repor‘taron que el 30% de
infecciones por micobacterias aisladas de Pacientes con inmunodeficiencia
adquirida fueron por MNT y mas del 50% no fue identificada a nivel de cspccie ya
que no existian atn herramientas de diagnéstico molecular ni tenian la importancia

conla que cuentan actualmente {(Molina-Gamboa 1996}

Las micobacterias son una familia de bacilos rectos o Iigeramentc curvos
clasificados dentro de tres grupos Principales: ) Mycobactcrmm tubercu/osis, 2)
/\/chobactcrium /eprac Yy las Micobacterias no Tuberculosas (MNT). Las MNT
Pertenecen a la familia Mycobactereacea Yy constitugen el grupo mas granc]e dela
misma, forman parte del género Mycobacterium contenido en el orden de los
Actgnomicctales. Los reportes de infecciones por MNT en el humano son
inexistentes a través de su historia. Los informes mas recientes e unicos datan de
alrededor de medio siglo por lo que los estudios tanto clinicos como de gabinete y
laboratorio se comparan con los de la tuberculosis. La existencia de las MNT se
re[:)ortc') poco tiempo clesl:)ués de que Robert Koch descubriera el agente

etiolc')gico de la tuberculosis (1882).

Las MNT identificadas como diferentes a las micobacterias Pato'genas
fueron consideradas por mucho tiempo como sapro'Fitas, es decir, organismos de

vida libre aisladas de diferentes fuentes del medio ambiente como suelo,



vegetacion, animales, Protozoarios y agua entre otros. Por microscol:)ia, son
bacilos rectos o ligcramcntc curvos (0.2 a 0.6 um de ancho por 1.0 a 10 um de
largo), La mayoria son microorganismos aerobios aunque algunas especies
requieren ambientes microaeroﬁlicos, no Presentan movimiento, no forman
esporas, son Polimo’mcicos y algunas especies retienen mayor colorante que

aParentan tener grénulos citol:)lésmicos (Figura N.

Figura 1. Micromcotogramcia de bacilos acido alcohol resistentes (BAAR), tefiidos con la técnica de

Ziehl Ncclsen, aislados de agua de reuso de los canales de Xochimilco (00oX).

La magoria de las csPccies de MNT crece facilmente en medios

relativamente simples con exccpcic’)n de m. /L)acmolohi/um Y M. genavense,



micobacterias de requcrimientos nutricionales exigentes que utilizan micobactina,
hemina u otros comPucstos de l’)ierro; la tcmPcratura c’)Ptima para su crecimiento
varia de 30°C a 40°C Yy ocasionalmente, se observa crecimiento a temperaturas

mas elevadas o mas bajas Versalovic 2011},

Las MNT se caracterizan por Presentar una mor‘Fologia colonial diferente
segun la especie cuando se crecen en medio sdlido Middlebrook 7HIO o 7HI. Se
observan diferentes tamafios en las colonias, son lisas o rugosas, Pigmenta&as o
sin Pigmento, que depenc[e de la Procluccic’)n de compuestos carotenoides
secretados por las bacterias para protegerse de condiciones adversas (estrés);

(Versalovic 2011 (l:igura 2).

M. avium’ s M . fortuitum

Figura 2. l:otogramcias de colonias de cultivos de MNT en medio Middlebrook JHI0 aisladas de
agua de reuso donde se observan diferencias en la moncologia colonial macroscé[:)ica y en el

Pigmento.



Las MNT recibieron diferentes nombres a lo Iargo del tiempo, en 1899,
Moeller las denomino "bacilos Pseudotuberculosos"; Borrel Y Marmoreck (1901,
las llamaron "bacilos Paratuberculosos", Pinner, (19%2), Yy Timpc y Runyon, (1954),
emplearon los términos “"micobacterias atfpicas“, Hauclurog, (1955) como
"micobacterias anormales"; Runyon (1959), "micobacterias andnimas”, Corl:)e
Runyon y Lester (1963), "micobacterias inclasificadas"; en 1963, Mattheus les
denomina MOTT (Mgcobacteria other than tubercule baci“i); en 1969, Marks y
Selkon las  denominan  "micobacterias oportunistas'; Wolinskg, (1979,
“micobacterias no tubcrculosas"; Wayne y Sramck, (1992), PPEM (Micobacterias
ambientales Potencialmente Patc')genas) y Ruiz y col. (1998), "Micobacterias

ambientales”.

Desde el afio 2006 la Sociedad Americana de Térax acufio el nombre de
micobacterias no tuberculosas, terminologia que aunque es una de las mas
utilizada aun no esta aceptacla a nivel internacional (Griffith 20071, En 1890 se
reconocio por Primera vez que las MNT eran micobacterias diferentes a M.
tuberculosis aunque su Potencial Patc')geno fue reconocido hasta el inicio del siglo
XIX al identificar a Mycobacferium avium como la esPecie resPonsable de infectar
aves. En esta ¢poca atin no eran reconocidas como causantes de enfermedad en

Cl humano 38 qUC al ser inoculada |a bactcria a| cobago éste no PrCSCﬂté la



emcermedad tiPica que Presentaba al ser inFectado con M. tu[)ercu/osis. Fue hasta
1909, que fueron reconocidas como causantes de enfermedad en humanos cuando

Charles Duval aislo e identifico MNT de Pacientcs infectados {Duval 1907}

Clasificacién de MNT

Las MNT se clasificaron de formas diferentes a los largo del tiempo, el
botanico Ernest Runyon en 1959, las clasificod en cuatro grupos, la clasificacion de
Runyon se basa en la velocidad de crecimiento, Produccién de Pigmcnto enlaluzo
en la oscuridad y caracteristicas {:enotipicas. Con base a ésta clasificacion se
agrupan en cuatro categorias; del grupo I al Il son micobacterias de lento
crecimiento (colonias visibles Posterior a los 7 dias del inoculo) y el grupo IV son
micobacterias de répido crecimiento (colonias visibles de 3 a b dias). La
clasificacion de Runyon sigue siendo utilizada para clasificar a las MNT en

categorias (Tabla1).



Tabla 1. Clasificacion de Rungon

Runyon | Fotocromogenas Mycobacterium kansasi
(crecimiento lento) Mycobacterium marinum
Run yon I Escotocromodgenas Mycobacterium scrofulaceum
(crecimiento lento) Mgcobacterllfm gora’onac
Mycobactcr/’um 5zu[ga/
Runyon I/ No cromogenas Mycobacterium avium
(crecimiento lento) Mgcobacterium xenopi
Mgcobacterium terrae
Runyon IV No cromégenas Mycobacterium chelonae
(crecimiento répido) /\/cho/)actcrium absessus

/\/lycobactermm smegma tis

La clasificacion de Runyon divide a las micobacterias en dos grupos
grandcs (crecimiento lento Yy répido) y en cuantro grupos por su
Pigmcntacic’m

Murray P., Baron E., Jorgensen J, Pfaller M., Yolken R. 2003 Manual de Microbio!ogia
Clinica, 8a edicién, Vol 1, Pagﬁﬁl—ﬁs‘i-, ASM Press.

Clasificacién clinica de las MNT

La gran variedad de csPecies identificadas y la diversidad en la clinica
Promovio’ otra clasificacion de MNT apoyac]o en la frecuencia de infecciones por
drgano o tejiclo asi como en la frecuencia de especies aisladas, de tal suerte que
algunos autores presentaron algunas clasificaciones por tejiclo afectado como

observamos en la Tabla 2 {Wolinsky 1979; Jarzembowski 2008}.



Tabla 2. Clasificaciones clinicas de MNT por tcjiclo afectado

Wolinskg 1979) Jarzembouski 2008)

Pulmonar Infeccion Pulmonar crénica

Linfadenitis Linfadenitis suPcmCicial

Tejiclo blando Tejiclo blando y osteoarticular

Huesos y articulaciones Enfermedad diseminada

Genitourinario Infeccion latrogénica

Diseminada

Otras

)] Estos mismos autores sefialan la frecuencia por esl:)ecic en cada tcjido y

aunque existe variacion entre las esPecies resl:)onsablcs por tcji&o y por area

geogra’ﬁca en gcneral Prcscntan gran similitud.

A pesar de todos los intentos por clasificar tanto al grupo de MNT como a
la Patologia que Producen en el humano, la ausencia de estudios ePiclemiolégicos
sistematicos, definicion de caso estandar e identificacion de la csl:)ccie o
subespecie de MNT resPonsaHe de la Patologia entre otras razones ha sido

imPosiblc realizarla. La informacién sobresaliente hasta el momento es que



alrededor del 90% de las infecciones por MNT ComPrometen al Pulm(’)n Yy elresto a
nodulos linfoides, tejido blando y huesos. Muy rara vez el sistema nervioso central,

oidou ojo estan comPrometidos.

Gracias a los avances en las técnicas moleculares el cual inicio al Principio de
los 1990s, la clasificacion de las micobacterias basado en las caracteristicas
genotiPicas ha incrementado el numero de cspccics y reclasificado
taxondmicamente a otras micobacterias, y actualmente se reconocen alrededor de

150 especies (htt!:): //www.bacterio.cict.fr/).

Patogéncsis de MNT

Las MNT son capaces de infectar animales asi como, al humano. La via de
entrada es diversa aunque el drgano mas frecuentemente afectado es ¢ Pulmo’n.
El aislamiento de MNT de alguna secrecion o tejiclo no siempre establece el
diagnéstico y por lo tanto la enfermedad ya que en muchas ocasiones se
considera colonizacion. Se sabe que la Fisiopatologia de las MNT es diversa yaque
va a &epenc{er de la esPecie y ocurre desde una colonizacion transitoria, una

infeccion limitada a una diseminada que conduce a la muerte. La rcsPuesta inmune

10



Ce[ular estimula&a por las MNT es del tiPo THI que es una respuesta Protectora o
la no Protectora, la TH2. Se sabe que las Primcras células en enfrentar a las MNT
son monocitos resPonsablcs de su Fagocitosis y Posterior eliminacion. El tema de
la Patogénesis de las MNT es muy extenso ynoes el objetivo de esta tesis por lo
que solo sefialo que el Centro de Control de Enfermedades (CDQ) marca tres

observaciones imPortantes enla Patogénesis de MNT:

Los Pacientes con el sindrome de inmunodeficiencia adquirida Presentan
infeccion por MNT diseminada solo Posterior aque la cuenta de linfocitos T CD4+
disminuyen por Aebajo de 500/MI que sugiere que los Productos de células T se

recluieran para la resistencia contra la infeccién por micobacterias.

En el grupo de Pacientes sin infeccidn con el virus de la inmuno deficiencia
humana las infecciones por MNT se asociaron con sindromes genéticos como
mutaciones, alteraciones en la sintesis y vias de seralizacion de IFNy e interleucina

12, asi como mutaciones en algunos receptores.

Las infecciones Pulmonares Prcvias ya sea adquiridas o congénitas, se

asocian a un incremento en las infecciones por MNT {Griffith 2007}
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Factores de Pcrsistcncia de las MNT

Las MNT son capaces de sobrevivir en objctos inanimados por semanas o
meses en ambientes sin nutrientes y sin luz. Son altamente resistentes a la
congelacién, a los medios acidos o alcalinos y menos resistentes a temperaturas
superiores a 65°C o luz ultravioleta. Existen rePortes de la resistencia de MNT a
desinfectantes, esta resistencia es diferente de acuerdo al tiPo de desinfectante,
concentracion del mismo Yy esPecie de MNT estudiada. Las MNT presentan
resistencia imPortante a métodos de desinfeccion comunes como cloro,
comPuestos de amonio cuaternario, hexacloropeno, entre otros {LLeDantec 2002;
Schwartz 200%; Falkinham 2003}, asi como resistencia a diferentes antibisticos
usados de Primera eleccion. La caracteristica Principal de su resistencia a
condiciones adversas se debe Principalmentc a su Pared celular, barrera
hidrofébica con alto contenido en Iipidos, acidos micdlicos, Pcpti&oglicano y

arabinogalactana {Falkinham 2009},
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Pared Celular de Micobacterias

La Parcd celular tiene imPortancia médica porque las distinguc de otras
bacterias Yy por sus factores de virulencia, esta formada por una membrana
Plasmética y por una Parecl celular. La membrana Plasmética es muy Parecida alas
bacterias gram negativas y esta cubierta por una capa c]elgacla de Pepticloglicano
unido covalentemente a D-arabino-D-galactano que es esterificado por acidos
grasos de cadena Iarga lamados acidos micolicos. También presentan otros
liPidos que forman una bicaPa asimétrica con la capa de los acidos micslicos. Toda
esta estructura contiene Protcinas que forman poros a través de la bicaPa. Esta
combinacion Polimero~PePticlog|icana-arabinogalactana y acido micdlico es
responsables de la variabilidad y espechciciclac] de las distintas serovariantes
antigénicas de las micobacterias {Chatterjee 2009; Niederweis 2010} (Figura 3). En
resumen, la capa externa de las micobacterias consiste en una matriz de Protcinas
y carbohidratos unida a la Pared celular que contiene tanto IiPidos especic
csl:)echcicos como Prol:)ios de género. La comPosicién poco frecuente de esta
cubierta celular le da un cuadro distintivo a las micobacterias; como el ser limitadas

en su Permeabilidacl, ser resistentes a quimicos fuertes como acidos, alcalis y
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cloro, de ahi su caracteristica de acido-alcohol resistencia a algunas tinciones, a

sumarcada hiclro{:obicidad, yasu adhesion a las suPemCicies.
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Figura 3. Crioelectromicroscopia de la Parecl celular micobacteriana, en la Figura 3a se
observa una crioseccion de M. bovis BCG yen la Figura 3b una crioelectro tomograxcia. En
ambas se observa el esPacio Periplésmico entre la membrana externa y la membrana

citoplésmica donde se encuentran Polimeros de arabinogalactana~PcPtidog|icano. Escala

5nM {Niederweis M. 2010}

Epiclemiologia

Las infecciones por MNT en el humano fueron reconocidas al final del siglo
XIX. Inicialmente su relacion con casos clinicos se acﬁuclicc') a colonizaciéon
transitoria o contaminacion de las muestras clinicas y fue Posteriormente que las

MNT se consic]eraron como agcntes causales dC il’]FCCCiOI’]CS cn humanos. La
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imPortancia del estudio de las infecciones por MNT inici6 en los afios noventa al
reportarse un incremento en el nimero de casos en sujctos con deficiencia en su
sistema inmunolégico. El grupo de Pacien‘ces mas afectado es el que presenta el
sindrome de inmunodeficiencia adquirida. A Par’cir de esa fecha se Publicaron
diversos rePortes de infecciones por MNT en personas con éste sindrome yen
aque”as que presentan una enfermedad Pulmonar como la enfermedad Pulmonar
obstructiva cronica (EPOCQ), fibrosis quistica Pulmonar e} diabetes, entre otras
{Sexton 2008; Cook 2010}, Recientemente, se reportaron casos de infecciones por
micobacterias en personas en aParcntc buen estado de salud (Field 2004 Bodle
2008; Piersimoni 2008}. El creciente interés en el aislamiento e identificacion de
MNT es su relacion cada vez mas estrecha Yy frecuente con el humano (Al Mahruqi
2009; Cassiclg 2009}, asociandolas a infecciones en diversos drganos o tejiclos ya
su inmunoregulacién en la eficacia protectora de la unica vacuna que existe contra
la tuberculosis) Mycobacterium bovis BCG. La caPacidad de modular la respuesta
inmune de la vacuna BCG por la interferencia de MNT es mas evidente en regjones
troPica!es Probablemcnte por la exPosicién temPrana a MNT que modula la
respuesta inmune tolerogénica {Brandt 2002; Young 2007; Mendoza-Coronel

2011h
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De 1980 a la fecha se identificaron mas casos clinicos de MNT, cabe
mencionar que, cuando se ”ega a cliagnosticar la enfermedad por MNT ésta no es
de reporte obligatorio, por lo que existen muchos datos ausentes que imPiden
tener un mejor cliagnéstico y conocimiento de su entorno. Reportes de algunos
autores sefialan que aProximaclamente la mitad de las especies de MNT
identificadas en el area de estudio son patogenos oPortunistas {Esteban 2008;

Bi”inger 2009; Thomson 20101

En una revision del 2008 Piersimoni cuestiona si el incremento de las
infecciones por MNT es real o solo se les reconoce mas frecuentemente por una
mejor caPaci&ad técnica de los microbic')logos y porque los clinicos Piensan mas en
el diagnc’)stico por MNT que en el Pasado. Por otro lado) Wintlﬂrop Proporciona la
Prcvalcncia de 8.6/100 000 en Poblacio’n gcncral en un Pcriodo de dos afos, solo
enel estado de Oregon en los Estados Unidos. Después de ajustar los resultados
por edad en ese mismo es’cuclio, la Prevalencia fue de 20/100 000 en personas
mayores de 50 afos. Una mayor frecuencia se observo en mLﬂ'eres de edad
avanzada Yy personas con enfermedad Pulmonar Previa. Finaliza el reporte
sefialando que el valor Prcdictivo del 86% de los criterios microbiolégicos de la
Sociedad Americana de Torax Yy la Sociedad Americana de Enfermedades
infecciosas (ATS/IDSA) a todos los ha”azgos microbiolc')gicos en todo el estado,
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la Prevalencia serfa de 26.7/100 000 en personas de mas de 50 afos; es c]ccir, la
frecuencia por MNT seria varias veces mayor que la incidencia anual asociada a M.

tuberculosis {Winth rop 2010}

Bodle en el 2008 reporta uno de los estudios de infecciones por MNT mas
gran&es realizados en Estados Unidos y sefiala que las infecciones diagnosticaclas
por MNT en personas sanas sugjere un incremento. La correlacion con el genero
coincide con otros reportes que sefialan mayor frecuencia en mLﬂ'eres en especial
de edad avanzada; del Porcentaje total de cultivos Positivos, una tercera Parte fue
clasificada como enfermedad con una imPortante tasa de infecciones por MNT de
crecimiento répido {Bodle 2008} La Presencia de MNT tambi¢n fue detectado en
diversos equipos de hospitales, lo que imPlica un riesgo para la Poblacic’)n

intralﬁosPitalaria {Hilborn 2006; Gomila 20071

Micobacterias no tuberculosas en agua

Las MNT son Pato’genos oPortunistas y se sugiere diversos vehiculos de
transmision: a) por aerosoles (albcrcas, rcga&cras y cua[quier cuerpo de agua),

b ingesta de aguao alimentos contaminados, c) contacto directo en Picl {Corbett
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1999; E)aquero-/\rtigao 2005; Best 2009}, Las MNT se han aislado de agua dulce
(lagunas yrios), agua salada (mar), albercas, maquinas para hacer hielo, asi como
en los sistemas de distribucion de agua para uso Yy consumo humano. De hccho, el
agua en sus diferentes tipos es uno de los mas frecuentemente relacionados a la
trasmision de MNT, tanto por el nimero de aislamientos como por la variedad de
especies encontradas en ella {Leoni 1999; Bland 2005; Castillo-Rodal 2011 Existen
evidencias que apoyan que el agua es un vehiculo imPortante de trasmision de
MNT, donde se observa la asociacién causa-efecto entre las MNT Yy el humano.
Mycobactcrfum avium (M. avium) fue aislada en diferentes miembros de una familia
con infeccion Pulmonar por MNT. M. avium se aislé de biopsias de Pulmc’m y
ex[:)ectoracic')n de un Paciente y de expectoracic')n de otros dos familiares asi como
del agua dela regaclera de la casa. Tanto en las muestras clinicas como en el agua
de la regadera se identificd a M. avium con la técnica del analisis del Polimoncismo
de los Fragmentos de digestic’)n (RFLP) {Mangjone 2001. En un hospital de
Houston Texas (EUA) se aislé a M. simiae tanto, en Pacicntes hosPitaIizados
como de uno de los sistemas de distribucion de agua del mismo hospital. La
genotipiﬁcacién se obtuvo por electroforesis de campos Pulsados (PFGE) que

mostro ser de tiPo clonal {El-SaHg 2002},

La Persistencia de las MNT en agua se exPlica por su alta resistencia a
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méto&os &esimcectantcs Yy descontaminantes Yy por su capacicia& de 1Cormar
biopeliculas en Précticamcnte cualcluier suPemCicic. Inicialmente se relacions la
Prcsencia de MNT en los sistemas de distribucion con tuberias de
Polivinilcarbonato (PVQO), y relacionadas a temperaturas altas; actualmente se
sabe que la formacion de biopeliculas por MNT ocurre en muchas supencicies ya

diferentes temperaturas.

En Finlandia) se analizaron diversos sistemas de distribucién de agua para
Uso Yy consumo humano seleccionando las muestras de agua al inicio de los
sistemas de distribucion yen la parte final de los mismos antes de entrar a las
tuberias de las casas. Los resultados muestran que las unidades formadoras de
colonia (UFC) de MNT se incrementaron 10 veces mas en la Parl:e distal de los
sistemas de distribucion de agua comParado con el numero inicial que se
encontraba en el mismo sistema de distribucion en el sitio de bombeo. De igua[
forma, se Presenté un incremento de UFC en agua de los sistemas de distribucion
Posterior al tratamiento con ozono que se usa como desinfectante. Los autores
sugjeren que los clepo’sitos de agua sirven Como reservorio de bacterias y, tanto
las tuberias antiguas (cobre) como las usadas actualmente PVC, rcprcsentan
suPcmcicics ideales para la formacion de bioPeliculas {Torvinen 2004}. En otro
estudio, se evalud la Prescncia de MNT con el efecto de la formacion de
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biopeliculas en acero inoxidable yen Policarbonato, asi como su crecimiento en
relacion a la concentracion de nutrientes. Las MNT de répido crecimiento
disminugeron su ntmero al disminuir la concentracion de nutrientes, no asi por el
tiPo de material en el que fueron creci&as, mientras que M. avium representante
de las micobacterias de crecimiento lento se multiplicé y formo biol:)eliculas en tres
dias en Presencia o no de nutrientes yen los dos materiales de tuberias utilizados.
Este ha”azgo lamo la atencion ya que se sabe que esta misma especie forma
colonias visibles en medio Middlebrook después de 7 dias de su inoculacion. Por lo
que los autores sugjeren que M. avium esta mcjor adaPtacla a vivir en agua que
otras micobacterias. Con estos datos diferentes autores sugjeren que los
depésitos de agua sirven como reservorio de bacterias Y, las tuberias no
impor’canclo el material representan superﬁcies ideales para la formacion de

biopeliculas Williams 2009}.

Falkinham en el 2009, menciona que la hidrofobicidad de la supehcicie
celular es el Principal determinante de la Persistencia de las micobacterias tanto de
répiclo como de lento crecimiento, las micobacterias se unen a Particulas
suspendidas en el agua y colonizan los sistemas de distribucion formando
biopeliculas. La formacion de estas biopc!iculas, las hace resistentes al Flujo del
aguaya los desin{:cctantcs, este mismo autor sugjere que esta resistencia no es
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genética sino ac]aptativa ya que aunque son capaces de adaptarse Yy sobrevivir a
condiciones adversas debido a que tienen sucrecimiento lento comParadas con

otras bacterias Prcsentan un metabolismo ra’PiAO {Falkinham 2009},

Métodos de recuperacién de MNT

El aislamiento o recuperacic')n de MNT del medio ambiente no es facil yaque
los reportes existentes sefialan aislamientos en ambientes acuaticos con
caracteristicas diferentes. Tradicionalmente los métodos utilizados para el
aislamiento de MNT del medio ambiente son métodos estandarizados para aislar
MNT en muestras clinicas Yy adecuados a muestras del medio ambiente. El numero
de MNT en las muestras del medio ambiente es reducido comparaclas con las
muestras clinicas; Probabiementc porque, en el medio ambiente los sustratos que
recluieren estan ComPartidos con muchos otros microorganismos. Ademas la
mayoria de las comunidades bacterianas tiene un tiempo de duplicacién de menor
ticmPo en relacion al tiemPo de crecimiento de las MNT. Los métodos de
aislamiento de las MNT del medio ambiente son diversos tanto por las

caracteristicas Propias del medio ambiente, como por las caracteristicas de cada
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esPecie. Du Moulin y col. utilizaron cloruro de cetiIPiric]inium (CPC) a una
concentracion de 0.04% para el aislamiento de las MNT Provcnientes de agua
para uso y consumo humano de los sistemas de distribucion de agua destinadas a
un hospi’cal {Du Moulin 1978}, mientras que Kamala comparé seis métodos de
descontaminacion para aislamiento de MNT de muestras de diferente origen
(ambientales Yy humanas) {Kamala 19947}, El método mas exitoso fue el compuesto
por hidroéxido de sodio (NaOH) al 1% combinado con laurilsulfato de sodio (5LS)
al 3%. En el afio 2004 Parashar Yy col. aislaron MNT de suelo y agua con NaOH
4%/SDS 3% y Radomski (2010) Iogré aislamiento de MNT con CPC 0.05%. Esta
informacion muestra la variabilidad en el uso de los tratamientos para aislar MNT

del medio ambiente (Parashar 2004; Radomski 2010}

Identificacién de Micobacterias no Tuberculosas

La identificacion tradicional de las csPecies de micobacterias se basa en el
analisis de las actividades metabolicas mediante Prucbas bioquimicas y
caracteristicas Fenotipicas por medio del analisis del crecimiento in vitro. Estas

Pruebas rec]uieren material diverso, consumen mucho tiemPo (de semanas a
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meses) y para la identificacion de muchas especies son Pobrements
reProduciblcs, Particularmente entre las esPecies cercanamente relacionadas.
Para una mcjor caracterizaciéon en la taxonomia de las micobactcrias, se
implementaron nuevos métodos de identificacion que son ra’PicJos, sensibles y
espechcicos. Desde la década de los 90s se desarrollaron diferentes técnicas
moleculares para una deteccion répicla tanto directa de la muestra, como de
cultivo de las micobacterias. Estas técnicas se basan en la amplhcicacién de
Fragmentos tnicos de DNA o RNA micobacterianos por PCR y existen diferentes
métodos comerciales disponiblcs; de los genes mas comunmente utilizados para tal

fin son el elemento de insercion 1S6110 y el 165 RNAr.

165 RNAr

Diferentes centros hospitalarios realizan la identificacion por medio de
sondas de hibridacion con estuches de diagnostico (e.g., AccuProbe, Gen~Probc,
y LIPA MYCOBACTERIA), algunas csl:)ccies son erréoneamente identificadas
{Weisburg 1991, Tortoli 2010} adema’s, el nimero de las especies tiPo que ofrecen en

los kits de cliagnc')stico esreducido (5a16 especies), por otro lado, la experiencia y
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los lineamientos son para MNT de origen clinico; mientras que, las especies de
MNT presentes en medio ambiente son mas diversas, algunas no incluidas en los
kits causan Pa’cologia en el humano yno estan consideradas en estos reactivos. En
los ultimos afios se disefiaron métodos moleculares para la identificacion de MNT
entre ellos el PCR directo con un gen especiﬁco, sondas para la hibridacién, el
analisis del Polimorﬁsmo de los Fragmentos de restriccion por PCR y la
secuenciacion entre otras. La identificacion de MNT por secuenciacion de un gen
es considerado el estandar de oro. Esta técnica compara nuclestidos de la cepa a
identificar con las secuencias conocidas que se encuentran en la base de datos del
banco de genes; con el fin de separar las especies estrechamente relacionadas o

identificar nuevas esPecies.

La region mas frecuentemente utilizada para Propo’sitos taxonomicos de las
bacterias es el gen 165 RNAr o 165 DNAr, términos utilizados de manera indistinta.
El gen 165 RNAr es utilizado como cronémetro molecular por el alto graclo de
conservacion que presenta. La secuencia de este gen esta constituida por
regiones hipervariabies, variables y conservadas. El gen 165 RNAr (gen codificante
para el RNAF del 165 de la subunidad pequena ribosomal de aProximadamcntC
1,500 Pb) es el marcador molecular que fue utilizado magoritariamcnte para
estudios taxondmicos y {:ilogenéticos en diversidad bacteriana y contribugé
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Positivamente en este campo {Weisburg 1991} (Figura 4). La secuencia 165 RNAr es
utilizada para un gran numero de csPccies) las que estan depositadas en el banco
de genes lo que da la Posibilidad de comparar la secuencia de una esPecic
desconocida. Estudios comparativos del analisis de 500 Pb o 1,500 Pb del 165
RNAr arrcja resultados similares aunque, en algunos reportes de casos clinicos
mostraron un mayor Porcen’caje de diferencias entre especies debido a una
diversidad Iigeramente mayor por kilobase secuenciado en las Primeras 500 Pb del
gen estudiado. Cabe mencionar que se recomienda el uso de 1,500 Pb cuando se
describen nuevas esPccics {darridge 20041. El método de secuenciacion de
acidos nucléicos muestra granc]es avances en la ultima década y Permi’ce que un
mayor numero de laboratorios determinen la secuencia de millones de pares de
bases de DNA por afio. Este gen en Particular divide a las MNT en dos grupos; de
réPiclo Yy de lento crecimiento. Sin embargo, la Presencia de dos o mas coPias de
éste gen en la misma cspecie o la similitud del mismo entre algunas especics de
MNT dificulta la certeza de la identificacion. Es por eso que diversos autores
decidieron utilizar otros genes para obtener una mejor discriminacion entre las

cepas de MNT {Harmsen 2003},
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I"igura 4. En la Figura del lado derecho se observa una esquema del gen 165 RNAr

mientras que en la dellado izquierclo la secuencia del gen.

Gen /75/965

Uno de los genes recientemente seleccionados para la identificacion de
MNT es el gen grotLll constituido por 441 Pb, gen que esta Presen’ce en todas las
micobacterias, es altamente conservado ya la vez presenta mayor Polimorﬁsmo al
compararlo con el gen 165. El PCR de /75P65, seguiclo del analisis de los
Fragmentos de digestién por las enzimas BstEll y Haelll es un método réPido para

la identificacion de las micobacterias atin en esPccics cercanamente relacionadas.
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La hipervariabilicla& del gen /75/05510 situd como uno de los genes mas utilizados en

los métodos de rutina de estudios taxondmicos {Telenti 199%; Brunello 2001

(Figura 5).
441bp
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l:igu ras. Esc]uerna del Fragmento del gen /75/355.

Gen rPoB

El gen que codifica la subunidad § de la RNA Polimerasa bacteriana (rIDoB)
esta constituido por 3,500 Pb Yy se usa para la identificacion de especies nuevas
debido a que es altamente conservado Yy presenta gran Polimomcismo con una
variacion Promedio del 3% en su secuencia, existe una sola coPia y la c]ivergencia
genética de los genes r/ooB se correlaciona mejor con la divergcncia gendmica

global H Proporciona un ijOY’ aPOHO ClC arranquc Para la reconstruccion
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Filogenética, por lo que es un buen complemento para una mejor discriminacion
entre las esPecies bacterianas cercanamente relacionadas, esPeciaImente las de

ra’Piclo crecimieto Miller 1994 Sintchenko 1999 (Figura é).
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Gen rpoB de M. tuberculosis

l:igu raé. Esc]uema del Fragmento del gen r/ooB.

Es imPortante mencionar que en un gran numero de casos, la informacion
que Proporciona el estudio de un solo gen no Permite diferenciar a nivel de
esPecie Yy mucho menos a nivel de subespccie por lo que la secuenciacion con

genes concatenados Pcrmitc la identificacion de MNT en diferentes disciplinas.

Con todos estos antecedentes mencionados y con la falta de estudios de
MNT en el medio ambiente en México en csPccial enel agua, decidimos realizar una
investigacion de la Presencia de MNT en tres ambientes acuaticos, y para su
cspeciacién con el uso de tres genes concatenados para incrementar el Poder
discriminatorio presente en cada aislado de MNT y asi comparar la diversidad
genética que Proporcione informacion sobre la epidemiologia de las MNT aisladas

de agua. Cabe mencionar que este es el Primer estudio realizado en México yen el
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mundo donde se realiza el analisis Filogenético de maxima similitud con tres genes:
165, /75P65 Yy rPoB para la identificaciéon de los aislamientos obtenidos de tres
ambientes acuaticos diferentes. Esto Permitc conocer la existencia de MNT en
diferentes sistemas de agua y al mismo tiempo la identificacion a nivel de especie y

de subespecie.
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Justificacién
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La creciente asociacion de infecciones en humanos por micobacterias no
tuberculosas, la modulacion que Produccn en la respuesta inmune de la
vacuna M. bovis BCG hacia la inmunotolerancia y la fuerte sospecha de que
el agua es el Principal vehiculo para su trasmision, determina la im[:)ortancia

de aislar e identificar MNT en ambientes acuaticos.
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Objetivos
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Objetivo General

Aislar e identificar Micobaterias no tuberculosas de diferentes ambientes

acuaticos en México.
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Objetivos pa rticulares

1. RecuPeraci(’)n de MNT de diferentes ambientes acuaticos.

2. Correlacionar los Parémetros Fisicocluimicos y microbiolégicos con la Presencia

de MNT.

3. Identificar las espccies de las cepas de MNT por medio del analisis del
Polimormcismo de los Fragmen’cos del gen /Llsloéj (PCR-PRA - PRASITE) y por

secuenciacion de los genes 165 RNAr, /751055 y rpoB.

4. Describir las esPccics de MNT aisladas de los ambientes acuaticos.
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Material y Métodos
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Areas de estudio

Los subsistemas de agua estudiados estan localizados uno en el estado de
Jalisco Yy el otro enla Zona Metropolitana de la Ciudad de México ZMCM). En ¢
estado de Jalisco se analizé agua supeﬁcicial de la cuenca del rio Cuitzmala que
tiene una extensidon de 1,000 km? donde se encuentran zonas forestales,
Pecuarias) agricolas, urbanas y turisticas. Este rio limita la reserva de la Biosfera

Chamela-Cuitzmala que Prescnta una extension de 15,142 hectareas.

El subsistema de agua de la Ciudad de México pertenece al acuifero de la
ZMCM que esta localizado en la parte central este del cinturén volcanico
Mexicano limitado por elevaciones topogra’Ficas de origen volcanico {Mazari-
Hiriart 2005}, Este subsistema Proporciona el 70% de la demanda de agua de
todos los habitantes de la zona metroPolitana Yy Proviene de agua subterranea de

los tres Principales subacuiferos (el 30% restante Proviene de otras Fuentes).

El tercer subsistema estudiado fue el agua suPcmCiciaI de reuso para riego
Provcniente de los canales de Xochimilco localizados en el sureste de la cuenca del
valle de México, zona conformada por 189 Km de canales que comunica y riega las

chinampas (Platagormas Hotantes construidas con sedimento extraido del fondo
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de los sistemas del viejo lago donde se siembran i’lortalizas) Plantas Yy fores;
D.D.F., 1988). El agua de los canales de Xochimilco es alimentada por agua Huvial,
aportc de agua tratada Provcnientc de las Plantas de tratamiento de aguas
residuales y agua residual sin tratamiento Proveniente de los Pobladores

asentados alrededor de los canales (Mapa 1 {Mazari-Hiriart 2008}.
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el estado de Jalisco Yy Sistemas de distribucion de agua yagua de reuso enla ZMCM).
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Co/eccién d@ muestras O’C agua

Un total de 40 muestras Provenientes de los tres sistemas acuaticos fueron
estudiadas; cinco muestras de agua de el rio Cuitzmala: dos muestras en el inicio
del rio, una en la parte media y dos en la parte baja donde, ya existen
asentamientos humanos. Las muestras se tomaron a una Proﬁmclidacl Promeclio
del rio y se conservaron a 4°C hasta su Proccsamicnto (MaPa 2). Adicionalmente
15 muestras Provenientes de los sistemas de distribucion de agua para uso y
consumo humano de la ZMCM fueron seleccionadas de 1,575 regjstros de pozos de
extraccion de sitios representativos del area geogréﬁca: cinco en Texcoco, cinco
en la Ciudad de México Yy cinco en Xochimilco (MaPa 3). Las muestras se
colectaron del sistema de distribucion antes de entrar a los domicilios Particularcs
dcspués de clejar correr el agua 5 minutos y 20 muestras de agua suPcrmcicial de
reuso para riego de los canales de Xochimilco tomadas a ProFunclidacl Promeclio
del area seleccionada y de diferentes sitios seleccionadas al azar (11 para
agricultura y9 de area urbana) (Mapa 4). En todos los sitios se colectd 1 L de
agua en botellas de Polipropileno estériles de boca ancha con tiosulfato de

amonio al 0.5%. lLas muestras Provcnientes de la ZMCM se procesaron de
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inmediato y las del rio Cuitzmala se conservaron a 4°C hasta su arribo en
Y

c
laboratorio para su Procesamxcnto.
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de muestreo. Estado de Jalisco.
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Caracteristicas ﬁsicoqu/m/cas de [as muestras de agua

Los siguientes parametros se utilizaron para describir las caracteristicas
Fisicoquimicas de cada sistema: temperatura, PH, conduc’tividad, amonio. nitritos y
nitratos. En cada Punto de muestreo la temperatura, PH Yy conductividad fueron
obtenidas con una sonda multiparémetros con el medidor de conductividad

Portétil YS13500 (Yellow SPring, OH, USA).

Andlisis bactcrlb/o’gico

El analisis bacteriolégico se realizo en los tres tiPos de agua en bLisc]uecla
de coliformes y enterococos fecales de acuerdo a los Procec]imientos estandares
de filtracion de membrana. Por medio de un filtro de acetato de celulosa (Mi”iPore
MF tgpe HA 045 um Poro) se filtro 11 de agua y la membrana del filtro se coloco
en medio M-FC (medio de cultivo espechcico para coliformes fecales Beckton-
Dickenson Co.) y en medio de agar K-F especiﬁco para enterococos. las
muestras se incubaron a 35°C por 24 h para los enterococos fecales ya 44 5°C

Para 185 bacterias COthOFmCS FCCBICS. Los enterococcus 9 COthOFmCS FCCB[CS s
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incubaron, identificaron y contaron de acuerdo a la Asociacion Americana para la

salud delica {Apha 1992}.

Método de rccuperaabn de MNT

En un estudio Piloto se utilizd (1% NaOH/3% SDS) y CPC 0.005% por 15
min en las muestras de los canales de Xochimilco, la recuperacién de las bacterias
fue menor al 50% del total de muestras debic]o a la Presencia de grandes
cantidades de microbiota acompanante que por su crecimiento degradé el medio y
no Permitié el crecimiento de las MNT. Para evaluar la recuPcracic')n de MNT se
estandarizaron 3 concentraciones de NaOH 1, 2 Yy 4%) Yy tres de CPC (0.005,
0.05 Yy 05%). La metoclologia se modificd con el incremento en el tiempo de
exposici(')n a los descontaminantes de 15 a 30 min y la recuperacio'n de MNT
mejoré sustancialmente, al incrementar el ticmpo de cxPosici(')n, mas que
incrementar la concentracion de los mismos (NaOH 1 y 2% y CPC 0.05 y 0.5%).
Este cambio Pcrmitié la recuPeracio'n de MNT con ambos métodos casi al 100% de
las muestras estudiaclas, de 20 muestras de agua de reuso para riego de los

canales de Xochimilco con NaOHI%/15 se aislaron MNT en 6 de 20 sitios, mientras
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que con NaOHI1% por 30 min se aislaron en 19 de los 20 sitios estudiados. Una
situacion semcjante fue observada con el método de recupcracic’)n con CPC 0.5%
ya que se aislaron MNT en 19 de 20 sitios estudiados mientras que con CPC al
0.05% se aislaron MNT en 8 de 19 sitios estudiados. Los resultados Preliminares
aguclaron a la seleccion de dos concentraciones en cada uno de los
descontaminan’ces, por lo que la concentracion mas alta de NaOH Yy la mas baja de
CPC fueron eliminadas para los sistemas de distribucion de agua mientras que
para el agua de reuso se mantuvo NaOH al 1 Yy 2% Yy CPC al 0.05 Yy 0.5%. En la
muestra que no se aislaron MNT por ambos métodos fue por la alta concentracion

de microbiota acompaﬁante que imPiclio' el crecimiento de MNT.

Procesamiento de las muestras para aislamiento de MNT

El aislamiento de MNT en agua se realizé con dos métodos de recuPeraci(’)n.
La toma de la muestra se realizé con las condiciones mencionadas anteriormente
que depcndié del area estudiada. 11 de agua se ccntrhcugé a 5,000 rpm /4°C por
20 min, el sobrenadante se descarto y con un volumen final de 5 mL se trabajé.

Para agua subterranea a un volumen de 500 pl de agua se adiciond 750 pl de
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NaOH 0.5 y 1%/SDS 3% y para CPC a500 pl de agua se adicions 500 pl de CPC a
una concentracion final de 0.005 y 0.05%. Para agua supemcicial (Rio Cuitzmala y
canales de Xochimilco)) se trabajc') con los mismos reactivos a mayor
concentracion, a 500 pl de agua se adiciono 750 pl de NaOH 1 y 2%/SDS 3% ypara
CPC a500 pl de agua se adicions 500 pl de CPC a una concentracién final de 0.05
Yy 0.5%. El NaOH se agitc') 30 min a temperatura ambiente Yy el PH se ajusté ay/con
acido fostorico 40%). El CPC se agitc') en las mismas condiciones Yy las muestras
con ambos métodos se centrhcugaron a 3,000xg por 30 min, se eliming el
sobrenadante y el Prccipitado se rc-susPcnclic’) dos veces con solucion salina
estéril (SSE). El Precipi’ca&o se re~suspendio’ en 500 pl de SSE yse inoculd 60 pl
al medio Lowestein-Jensen (LLJ). Todas los cultivos en medio LJ se mantuvieron a
37 C durante dos meses y con observacion diaria de los mismos. Posterior al
crecimiento de colonias se realizé tincion de Ziehl-Neelsen Yy los bacilo alcohol
resistentes (BAAR) se sembraron en medio 7H10 enricluecido con acido oleico,
a”sumina, dextrosa Yy catalasa (OADC) para obtener colonias aisladas y su

Posterior identificacion.
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Identificacion de MNT

Los Primeros 14 aislamientos de bacilo alcohol resistentes Positivos se
identificaron mediante los métodos tradicionales (clasificacion de Rungon y
Prucbas Bioquimicas), algunas de las Pruebas biocluimicas no fueron
reProducibles ademas de que el tiempo que ocupaba cada ensayo fue muy largo y
se consumia gran material, por lo que la identificacion se realizd con el método
molecular de analisis del Polimorﬁsmo de los Fragmentos de digestién por reaccion
en cadena de la Polimerasa (PCR-PRA) del gen /15/055, éste método se valido con
csPccies de MNT de la coleccion American Type Culture Colection (ATCQO) tanto

de MNT como especics del complcjo M. tuberculosis H37Rv.

Posterior a la identificacion de MNT PCR-PRA con el gen /75/055) se realizo
el analisis de las secuencias de los Proc]uctos de amPliﬁcaci(')n para los genes 165

rRNA, /75/065 y rpoB.
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Extraccion de DNA

Extraccion de DNA micobacteriano se realizé mediante el kit UltraClean
Genomic Purification (MO BIO, Laboratories) de acuerdo a las recomendaciones
del Proveedor. El DNA extraido se suspendié en agua graclo molecular y se

almacend a -20°C hasta su uso.

Amp/f[fcacfo’n (PCR)

Un Fragmento de aproximadamente 44 Pb del gen /75/065 se amPliFicé con
dos iniciadores especificos  (ThII[5’ACCAACGATGGTGTGTCCAT] y Thiz
[5CTTGTCGAACCGCATACCCT]) descritos por Telenti y col (Telenti 199%). La
Composicién de la mezcla de reaccion (50 ul) fue de 50 mm KCl, 10 mM de Tris-
HCl (PH 83),1.5 mM de MgClz) 10 mM de dNTPs, 20 Pmol de cada iniciador, 1.5 U
de Tac] Polimcrasa y 100 ng de ADN suspcndidos en agua para PCR. Las
condiciones de amplhcicacién consistieron en un Primer ciclo a 94°C por 3 min,
seguido de 45 ciclos a 94°C Porl min, 56°C Porl min, 72°C Porl min, el evento final

de extension consistid en un ciclo a 72°C por 5 min. La Presencia del Proc{ucto
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amplhcicaAo se confirmé a través de una electroforesis en gel de agarosa al 2% por
1 hora a 100 Volts M) en solucion amortiguadora de Tris-boratos-EDTA (TBE 1X;
0.045 M tris-borato y 0.001 M EDTA, PH 8.0). Para la obtencion de los
Procluctos de restriccion se utilizé 10 U/ ul las enzimas BstEll y Haelll (Boehringer
Mannheim, Germany}. A una mezcla conteniendo 8 pL de agua para PCR, 2 uL de
solucion amortiguaclora de restriccion ylouL del Producto de PCR se agrego 0.5
uL de cada enzima. Las digestiones fueron incubadas por 2 horas a 60°C para la
enzima BstEll ya 37°C para la enzima Haelll. La seParacic’)n de los Fragmentos de
restriccion se observd en un gcl de agarosa al 3% (Biogc!, Q‘Biogcnc) mediante
una electroforesis en solucion amortiguaclora THBE 0.5X. El analisis se llevé a cabo

con el programa GeneTools (Sgngene, 1998-2000) Yy la interpretacic’m se realizéd

con base en el algoritmo clisponible en Internet (htt!:)://aPP.ChUV.C]’I/PFaSﬂiC)

PRASITE.

Amp/h[icacio’n Y secuenciacion de los genes 165 rRNA, /75105 5y rpob

Las amplhcicaciones de cada especie identificadas por PCR-PRA se

enviaron a secuenciar. Para la amPIiFicacién del Fragmento del gen 165 rRNA se
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utilizaron los Primers universales D
(ccgaattcgtcgacaacAGAGTTTGATCCTGGCTCAG) Yy

rDI (cccgggatccaagc’ctAAGGAGGTGATCCAGCC) {Weisburg 1991}. Para amplhcicar
un Fragmento del gen rIDOB (71,290 bP) se emplearon los Primers esPechCicos para
/\/chobactcrium, rpof)_NﬁZé (GAGAACCTGTTCT TCaaggagaagce) y rpoB_C757
(CGTCCTCGTAGTTGtgrccgtccca) , {Contreras-Moreira 2009}. Para amPthicar
un Fragmento del gen /75}765 (~ 644 bP) se utilizaron los Primers HSPF3
(ATCGCCAAGGAGATCGAGCT) y HSPR4 (AAGGTGCCGCGGATCTTGTT),
descritos por Kim y cols. {Kim 2005} Los Procﬂuctos de PCR obtenidos de los tres

genes, fueron secuenciados por MACROGEN (Korea).

Andlisis ﬁ'/ogenét/co

Las secuencias Parciales gencraclas en este estudio fueron comParac]as
con las secuencias de referencia obtenidas por medio de una busqueda en el
programa “Herramientas de Bdsqueda de Alineamientos en una Base Local”, por
sus siglas en inglés (BLASTN), a través de la base de datos no redundantes (nr)

del Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica (NCBD (August lﬁth, 2010).
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Ulnicamente los 15 hits mas altos fueron usados en analisis Postcriores, de los
cuales se exclugcron los corresponclientcs a secuencias de genomas comPletos.
Los analisis Fi!ogcnéticos se realizaron con el criterio de maxima verosimilitud

{Vinuesa 2008}.

Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como medianas con minimas y maximas. El
analisis estadistico de los métodos de recuPeracic’)n de MNT (intratécnica e
intertécnica) y el de las caracteristicas Fisicocluimicas y microbiolc')gicas se realizéd

con Pruebas no Paramétricas (Wilcoxon y Ude Mann~Whi’meg).

51



Resultados
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Andlisis )[léltoquimico

Los analisis de los parametros Fisicoquimicos mostraron que la temperatura
del agua de los sistemas de distribucion de la ZMCM y del agua de reuso para
riego de los canales de Xochimilco fue signiﬁcativamente menor que la del agua
supermcicial del rio Cuitzmala (p<0.0M). El PH del rio Cuitzmala fue cercano al neutro
(PH = 7.6) y con un Iigero incremento en los otros dos tiPos de agua sin
signhcicancia estadistica entre los tres (p = 0.0772). La conductividad mas baja se
observé en los sistemas de distribucion de agua para uso Yy consumo humano (51
uS/cm), 14 veces mas alta en el agua de reuso para riego (775 uS/cm) y cinco
veces mas alta en el agua suPergicial del rio Cuitzmala (*10.9 uS/cm) con
signhcicancia estadistica (P<0.0D. La concentracion de amonio fue mas baja en
agua suPerFicial que en agua de reuso Yy que en los sistemas de distribucion
mientras que, los nitritos y nitratos presentaron una concentracion alta en ¢ agua

de reuso (p<0.01 (tabla®).
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Tabla 3. Caracteristicas Fisicoquimicas e indicadores de contaminacion microbiolégica

Parametros NOM-127-ECOL 1997 Agua super icial de Agua de los sistema Agua de reuso NOM-127-ECOL 1997
rio N= 5 de distribucion N= 15 N= 20
Caracteristicas ﬁsicoquimicas
TcmPcratura o) 20.0-3%7.0 27.49 21.26 20.16 20.0-37.0
(25.0%-30.28) (17.2-23.17) (17.12-23.17)
pH (pH) 6.5-8.5 7.6 7.8 8.3 6.5-8.5
(7.3-8.72) (7.78-8.26) (7.85-10.4%)
Conductividad /25°C ND 51 310.9 775 ND
(pS/cm) (2.51-320) (274.9-879.8) (750-1,070)
Amonio NH4 (mg/L) < 0.2 mg/l (hasta 0.3 mg/! 0.02 0.85 1.55 < 0.2 mg/l (hasta 0.3 mg/I
en aguas anaerébicas) (0.01-1.%3) (0.5-0.95) (0-12.8) en aguas anaerébicas)
Nitrito (NO, mg/L) 0.10 (mg/mL) 0.008 0.0095 0.6 0.10 (mg/mL)
(0.002-.65) (0.003%35-0.027) (1-1.4)
Nitrato (NOsmg/L) 3 mg/mL 0.025 2.4 3.75 3 mg/mL
(0.006-0.95) (2.4-3%.05) (1.3~11.2)
Indicadores de contaminacién microbioldgica
Coliformes fecales No detectable NMP/100 ml 1,095 3,250 No detectable NMP/100
(UFC/100 mL) Cero UFC/100 ml (346-~3,880) ND (0-2,000,000) ml Cero UFC/100 m}
Enterococos spp. No detectable NMP/100 ml 2,188.5 17,500 No detectable NMP/100
(UFC/100 mL) Cero UFC/100 ml (1,549~2,828) ND (0-~1,000,000) ml Cero UFC/100 m}

Los resultados se expresan como mediana (minimo-maximo). NO, = nitritos. NOs = nitratos. ND = no determinado. NMP = nimero mas Probable UFC = unidades formadoras de

colonia.
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Andlisis bacteﬁo/o’gk:o

En agua suPcmCicial del rio Cuitzmala la evaluacion de la calidad
microbiolégica de agua mostro un Promedio en la densidad de los coliformes
fecales de 1,095 unidades formadoras de colonia (UFC)/ 100 mlL, mientras que el
Promeclio de enterococos fecales fue de 2,188 UFC/ 100 mL. En el agua de reuso
para riego el Promedio en la concentracion de coliformes fue de 3 250 UFC/mL y

de 17,500 UFC/mL para enterococos (Tabla®).

Método de rccupcracién de MNT

Los aislamientos de MNT se obtuvieron con ambos métodos de
recuperacién utilizados. En agua de los sistemas de distribucion con el
descontaminante NaOH al 1 Yy 2% se aislaron las mismas esPecies. Asi M.
nonchromogcnicum, M. arupense y M. Pcrcgrinum fueron aisladas con el uso de

NaOH 1%3 2%.

M. nonc/‘:romogen/cum, M. PCFCgFIﬁUﬂ79 M. gorc/onae s¢€ recuPeraron con Cl

método de CPC. La concordancia entre los l";a”azgos obtenidos con NaOH al 1% Yy
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2% fue de 42.8% (P<0.500) y con CPC al 0.005 4y 0.05% fue de 14.29% (p< 0.924)

(tabla 4).

Tabla 4. MNT aisladas en los sistemas de distribucion con dos métodos de

recuPeracic’)n

Esl:)ecics NaOH (n) CPC (n)

1% 2% 0.005% 0.05%

M. nonc/‘lromogcnicum I I I ~

M. arupense 1 ~ 1 -

M. Pcrcgrlhum 1 1 2 1
M. gordonae ~ 1 ~
Total 3 2 4 I

Hidroxido de sodio (NaOH), cloruro de cctill:)eridinium (CPQO)

El aislamiento de MNT entre ambos métodos en agua de los sistemas de
distribucion mostrd que con NaOH se aislaron dos M. nonchromogcnicum, una M.
arupense Yy dos M. Pcregrinum mientras que, con CPC se aisld una M.
nonchromogcnicum, tres M. /ocrcgr/hum y una M. gordonac. La concordancia

entre los dos métodos es de 57.14% (P< 0.048) (Figura 7).
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M. PCngFInUm M. nonchromogenicum
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i, .

M. gordonaé A/I aru/ocnse

Figura 7. Fotograﬁa de colonias de esPecies de MNT aisladas de los sistemas de

distribucion de agua para uso y consumo humano.

En agua de reuso con el descontaminante NaOH al 1% se aislaron diez M.
nonchromogenicum, una M. arupense, cinco M. Ioercgrinum, una M. smegmatis, dos
M. fortuitum, una M. C/w'tac, dos M. mantenii/M. scrofulaceum y una M.
Porcinum//\/l. boenickei. Con la concentracion de NaOH al 2% se identificaron
siete M. nonchromogcnicum, una M. arupense, siete M. Percgr/hum, una M.
)[ortuitum, una M. avium, una M. chitae y una M. mantenii/M. scrofulaceum. El
método de NaOH al 1 Yy 2% Presenté una concordancia de 46 .34% (p< 0.167). Con
el método de CPC 0.05% se aislaron cuatro M. nonchromogenicum, cinco M.

Percgrinum, una M. smegmatis, dos M. fortuitum yuna M. chitae. Con el método
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CPC 0.5% se aislé una M. nonchromogcnicum, siete M. Pcrcgrinum dos M.

fortuitum, una M. avium y una M. chitae (I:igura 8) y (Tablas).

Tabla 5. MNT aisladas de agua de reuso para ricgo con dos

métodos de rccuperacic’m

NaOH (n) CPC (n)

Especies 1% 2% 0.05% 0.5%
M. nonchromogenicum 10 7 4 1
M. arupense 1 1 o] O
M. Peregrinum 5 7 5 7
M. smegmatis 1 0 1 0o
M. fortuitum 2 1 2 2
M. gordonae - - - -
M. avium - 1 - 1
M. chitae 1 1 1 1
M. mantenii/ M. 2 1 - -
scrofulaceum
M. Porcinum//\/l. 1 - - -
boenickei
Total 2% 19 % 12
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Al comparar los métodos de recuperacic’)n intra-técnica con NaOH se
observé una concordancia de 19.51% (p< 0.855) y la comParacién intra-técnica con

el método de CPC mostro una concordancia de 53.6% (P <0.957).

=<
M. fortu/tum /\/chobactcrium ssp

-

M. manteni

M. scrofulaceum M. smeematis
._.‘_‘3'." r r :n',l' r e .

i Ny

i I

| » W o SES
M. avium

M. chitae

F‘igu ra 8. Fotograﬁa de esPecies de MNT aisladas de agua de uso Y

consumo Iﬂumano.
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Recuperac/o’n de MNT de los tres tipos de agua estudiados

Un total de 40 muestras se analizaron en los tres sistemas acuaticos de los
que se aislaron 128 colonias BAAR (l:igura 2y Figura 10). Los aislamientos BAAR
Positivo Pertenecieron alos sistemas de distribucion de agua para uso Yy consumo
humano de la ZMCM y al agua suPerFicial de reuso para riego de los canales de

Xochimilco) enel agua suPenCicial del rio Cuitzmala no se obtuvo aislamientos.

Figura 9. Medio Lowestein Jensen con crecimiento de colonias micobacterianas de diferente

tamafio, forma Yy color.
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Figura 10. MicroFotograFia de moncologia microscc')Pica de BAAR diferentes tefiida con

Ziehl Neelsen de cultivos Posi’civos de muestras de agua, 100x.

En todos los Puntos de muestreo de los sistemas de distribucion de agua
para uso y consumo humano de la ZMCM (Texcoco, Ciudad de México y
Xochimilco) se aislaron MNT, Figura 9. Mientras que; en agua supemcicial de reuso

de los canales de Xochimilco se aislaron en 19 de los 20 sitios estudiados.

Los aislados BAAR Positivos identificados por PCR-PRA de los sistemas
de distribucion de agua para uso Yy consumo humano mostraron la Presencia de M.

nonchromogenicum) M. arupense, M. Percgr/num tiPo ] y M. gorc/onae) estas
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especies fueron aisladas en todas las muestras analizadas. Mientras que los
BAAR aislados de agua de reuso para riego se identificaron 12 especies diferentes

(Figuras lla, Hby tabla 6).

Gel1 Gel2

1 23 4 5 67 8 9 10111213 14 15 16 123 45678 910111213 14 1516

1000 pb

- 500 pb

100 pb

‘75001)

Figura Ila Y 1tb. Perfiles de los Fragmcntos de restriccion con las enzimas BstEll y Haelll de las
micobacterias no tuberculosas (MNT) a partir dela amplhcicacic'm grot Ll (hspéﬁ) Gel1, cepas 2, 4,
7,8,1%,18,27; B. gel 2, cepas 36, 48, 53, 62, 85, 95 , 96. Carriles nones, enzima BstEll, carriles pares

enzima Haelll, carril 15 marcador de peso molecular 50 Pb, carril 16 marcador de peso molecular 100

ob.
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Tabla é. Identificacion de MNT por PCR-PRA (/75,00/,53

Sistemas de distribucidon Canales de Xochimilco
de agua
M. nonchromogcnicum M. nonc/’zromogcnfcum
M. arupense M. arupense
M. Iocrcgr/num M. Pcrcgrfrlum
M. gora’onac M. smegmatis
M. fortuitum
M. avium

M. malmoense
M. szu[ga/'

M. scrofulaceum
M. chitae

M. mantenii

Mycobacterium spp

Andlisis ﬁfogcnét/k:o de las secuencias 165, /75P6 5y rpoB.

Un aislado rePresentativo de cada cepa fue SLﬂ'eto a MLSA para determinar
sus afiliciones Filogenéticas. Desgraciaclamente la ausencia de algunas secuencias
homélogas para el gen /75/0555 de siete secuencias del gen rPOB en el banco de
genes no Pcrmitié una buena discriminacion por lo que se decidio combinar la
evidencia de estos marcadores (/L)s/oéj Yy rIDOB) Yy comPararlos con el gen 165 RNA

de forma individual (Tabla 7).
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Tabla 7. 1dentificacion de MNT por MLSA (165 RNA, /75/9653 rPo[D).

clave origen 165 RNA spéj rpobB esPecie
02 entubada/reuso M. Peregr/hum/ M. alvei M. /Dcregrinum M. Pcrcgrlhum M. Pcregr/num
o4 reuso M. avium M. avium ssp hominissuis M. avium ssp M. avium ssp hominissuis
hominissuis
o7 reuso M. 5mcgmatis/M. gooo’ii M. smcgmatis M. smcgmat/’s M. srncgmatis
08 reuso M. chitae M. chitae SR ND
) reuso M. mantenii/M. scrofulaceum ND SR ND
18 entubada/ reuso M. nonchromogcnicum M. nonc/n‘omogcnicum SR M. nonchromogcnicum
27 cntubada/ reuso M. nonchromogenicum M. nonchromogenicum SR M. nonc/w'omogenicum
36 entubacla/ reuso M. arupense M. arupense SR M. arupense
48 reuso M. mantenii/M. scrofulaceum  ND SR ND
5% reuso M. fortuitum M. fortuitum M. fortuitum M. fortuitum
62 reuso M. smegmatis M. smegmatis M. smegmatis M. smegmatis
85 reuso M. Porcinum/M. M. /Dorcfnum/M. boenicker M. scpticum ND
boenickei/M. seloticum
95 entubada M. goro’onac M. gora’onac M. gora’onac M. gora’onac
96 reuso M. mantenii/M. scrofulaceum ND SR ND
MLSA = analisis de multilocus secuencia, SR = sin referencia, ND = no determinado.

64




Enla I:igura 12 (Filograma ML) se muestra la relacion existente entre los 14
aislados de MNT, 131 secuencias de referencias del género Mycobactcrium y ocho
secuencias fuera del grupo y que corresPonden a los géneros Gordonia, Dietzia,
Rhodococcus Yy Tsukamurella. La Primera inspeccién de los arboles mostro que los
aislados de MNT del medio ambiente se encontraron bien agrupaclos en el cado
de I\/chobacter/um, el cual es PerFectamente apoyaclo con un valor de soPorte de
1.0 (SH). Los 14 aislados de MNT se distribugeron en el clado donde se
observaron claramente dos grupos, micobacterias de crecimiento ra’Pido y lcnto,
para una mayor claridad; la mayoria de los clados de los tres arboles fueron
colapsados que mostraron solo a los mas relevantes para este estudio. Las cepas
de MNT 3, 36 Yy 96 estdn cercanamente afiliadas con las cepas M.
nonchromogénicum yM. arupense. (0.94). El aislado de MNT 48 fue relacionado
signiﬁcativamente a M. gora’onae con un valor de soPorte (SH) de 0.99. Los
aislados de MNT 4,7 y 8 se encontraron agrupados dentro del bien demarcado
clado M. scrofulaceum/M. mantenii (valor de soporte (SH) 0.98). El aislado de
MNT 85 fue el unico encontrado en el clado del complejo /\/chobacter/um avium
(MAC) con una cercana afinidad a M. avium. El aislado 62 de MNT se relacions a
M. chitae. Entre los aislados de crecimiento réPic[o las cepas de MNT 95 y 18 se

agruparon dentro del clado M. gooa’///l\/l. smcgmat/’s aunque su afiliacion
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taxonomica exacta dentro de este grupo no fue determinado debido a la Pérc]ida
de resolucion de las secuencias de 165 rRNA. El aislado 27 fue claramente afiliado
a M. fortuitum con un valor de soPorte imPor’cante SH 0.98). Finalmen’ce, las cepas
de MNT 2 Yy 5% se agruparon dentro del clado m. Porcinum/M. scptlbum/M.

Percgr/hum//\//. a/ve/', un grupo con Pobre resolucion interna.
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Figura 12. F“ilogenia de maxima similitud de la secuencia casi completa del gen 165 rRNA
rccuperacla a través del modelo GTR+GH que mostré una inferencia de relacion de los 14 aislados
del medio ambiente con el uso de 131 secuencias de referencia de Mycobactermmy 8 secuencias de

otros grupos que fueron Gordonia, Dietzia, Rhodococcus Y Tsukamurella. La magoria de los

claclos se Prcsentan ClC Forma colaPsacla.
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En un intento por mejorar la clasificacion taxonomica de nuestros aislados

de MNT, se realizé el analisis de criterio de oPtimizacic’)n de maxima verosimilitud de

la mogcnia de /75/0559 rpob (Figuras 13 y 4).
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F‘igura 13. Arbol Filogcné

210148222 [M. sp. FL03-60-326A]FL03-60-326A
296936573 [M. avium complex]IEC20
296936571 [M. avium complex]IEC19
[~ 637136917 [M. avium subsp. paratuberculosis K-10]

85
0'99L‘639737977 [M. avium 104]

0,97 0,85{296936559 [M. avium complex]IEC14
296936557 [M. avium complex]I[EC13

7
296936545 [M. intracellulare]lEC7
645124140 [M. intracellulare ATCC 13950]

296936583 [M. sp. IEC27]IEC27
296936581 [M. sp. IEC26]IEC26

638088731 [Rhodococcus sp. RHA1]
43790662 [Rhodococcus opacus B4]

0.02

tico con base al gen /75/365.

10148214 [M. sp. FL04-58-32A]FL04-58-32A

0,92 210148209 [M. sp. FL04-23-N47C]FL04-23-N47C

68



1 96
0,99 13
36
62
063 226511029[Mycobactenum indicus praniijw
645127170 [Mycobacterium intracellulare ATCC 13950]
—10,35 8
637137115 [Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis K-10]
1 4'_] 639737776 [Mycobacterium avium 104]
! 253740489[Mycobacterium haemophilum]ATCC 29548
[1 639790664 [Mycobacterium sp. KMS]
— low 640138311 [Mycobacterium sp. JLS]
ﬂS [Mycobacterium vanbaalenii PYR-1]
640459324 [Mycobacterium gilvum PYR-GCK]
| 34391555[Mycobacterium mageritense]
34391557[Mycobacterium mageritense]CIP 104973T
- — 068 — 34595745[Mycobacterium goodii]ATCC 700504
18
§§1I74793[Mycobacterium smegmatis str. MC2 155]mc2 155

6397739905 [Mycobacterium smegmatis str. MC2 155]

8%%95743[Mycobacterium smegmatis]ATCC 19420
7144498]Mycobacterium smegmatis]
116488418[Mycobacterium wolinskyi]ATCC 700010
34391563[Mycobacterium fortuitum]ATCC 49404T
34391553[Mycobacterium septicum]ATCC 700731T

0,93

2

34391565[Mycobacterium fortuitum]ATCC 49403T

! %3291549[Mycobacterium fortuitum]CIP 104534T

27

34595749[Mycobacterium senegalense]CIP 104941
34595757[Mycobacterium farcinogenes|3753 NCTC 10955
34595747[Mycobacterium porcinum]CIP 105392
62720652[Mycobacterium conceptionense]CIP 108544
637577673 [Nocardia farcinica IFM 10152]

! |— 638088547 [Rhodococcus sp. RHA1]
l— 643790435 [Rhodococcus opacus B4]

0.03

Figu ra 14. Arbol mogenético del gen rloolj
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En resumen, de los sistemas de distribucion de agua de la ZMCM se
aislaron 4 csPccics de MNT: M. Iocrcgr/num, M. noncromogenicum, M. arupense y
M. gordonac, mientras que en el agua de reuso para riego se aislaron 8 csPccies
bien definidas: M. Pcregrinum, M. noncromogenicum, M. arupense, M. zfortuiwm,,
M. smegmatis, M. c/7/tae, M. avium y M. 5ordonac. Una cepa fue tentativamente
identificada cercana al grupo M. mantenii/M. scrofulaceum yotra fue relacionada

al grupo M. Porc/num//\/l. boenickei.
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Discusion
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Este es el Primer estudio que se realiza en México donde se evaltian tres
ambientes acuaticos en dos areas geogréﬁcas distantes. Este trabajo se enfoco
en la busqueda de MNT en tres diferentes sistemas de agua con caracteristicas
hiclrolégicas diferentes. Si bien ya existen reportes en el mundo de la Presencia de
MNT en el agua, el incremento constante en rePortes de infecciones por MNT asi
como en el nimero y diversidad de las mismas, ha suscitado gran interés tanto en la
identificacion de la fuente de trasmision como, en las caracteristicas
Fisiopatolégicas que Procluccn. En diferentes ocasiones fue sefalado que una de
las vias mas imPortantcs en la trasmision de MNT es ¢ agua a pesar de que son
pocos los autores que lo demuestran (El Shalg 2002). Por otro lado, resultados
epidemiolégicos y de distribucion de las MNT son aislados. En nuestros ha”azgos,
los metodos de recuperacic’m de MNT que utilizamos (NaOH y CPQC) fueron
similares. Los datos resultados obtenidos sugjeren que con una concentracion
menor se recuperan mayor cantidad y variabilidad de MNT, sin embargo, para
confirmar esto, se debe realizar una investigacion que incluga grccucncia,

estacionalidad y diferentes concentraciones.

La concentracion del método descontaminante se debe seleccionar de
acuerdo a las caracteristicas del ambiente acuatico, para el agua de los sistemas
de distribuciéon la concentracion debe ser menor, mientras que para la

72



recuperacién de MNT de cuerpos de agua altamente contaminados la
concentracion debe ser mayor y asi se elimina la microbiota acompaﬁante que

obstaculiza el crecimiento de las MNT.

Agua del Rio Cuitzmala

Ilama la atencion la ausencia de MNT en agua supermcicial (rio Cuitzma!a) ya
que como fue rePortado las MNT son ubicuas. Es importante mencionar que; dado
que las MNT presentan caracteristicas individuales y diferentes entre si, existe la
Probabiliclad de la Presencia de MNT en éste subsistema de agua y que
Probablemente no sobrevivieron a los métodos de descontaminacion utilizados.
Para esclarecer la Presencia o no de MNT en el rio Cuitzmala se debe aislar y

amplhcicar el DNA ambiental.

Los valores de los Parémetros Fisicoquimicos del rio Cuitzmala, cumplieron
la horma Norma Oficial Mexicana NOM-127-ECOL-1997, no asi la concentracién de
indicadores fecales y enterococos fecales ya que ambos parametros excedieron

los limites maximos Permi’cic]os en calidad de agua (O-UFC/100mL). La Presencia
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de indicadores fecales sugiere contaminacion Probablemen’ce originac]a por las

actividades Propias de los Poblaclores como es la cria de ganado.

A pesar de que el Promeclio dela temperatura en los cinco sitios estudiados
(27.5°C) del rio Cuitzmala fue aProximadamente 6°C superior a la de los otros
cuerpos de agua, pensamos que no fue factor que afectara la Presencia de MNT
ya que el crecimiento in vitro, se da a temperaturas menores o mayores a la

seﬁalada.

Agua de los Sistemas de Distribucion

Las condiciones que encontramos en agua de los sistemas de distribucion
nos muestra, una correlacion negativa con la Prcsencia de enterococos y
coliformes fecales explicada por dos razones fundamentales: 1) la mayor parte del
agua Proviene de pozos con una Progundiclacl de a[:)roximaclamente 100 my 2)
antes de enviarla a los sistemas de distribucion es tratada con cloro por lo que son
climinadas Précticamente todas las bacterias coliformes. La temperatura del agua
fue signiﬁcativamente menor (p< 0.01) comParada con la temPeratura del rio

Cuitzmala, el cual es trol:)ical en naturaleza y no afectd la sobrevivencia de las
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MNT. Las esPecies de MNT aisladas en los sistemas de distribucion de agua se
acompaﬁaron de PH neutro y tcmpcratura Promedio de 21°C. La Prescncia de m.
nonchromogcnicum yM. Pcrcgrinum en los sistemas de distribucion de agua nos
sugjere de su resistencia al cloro (método desinfectante de uso comin en México
Yy muchos otros Paises), asi como a los métodos de descontaminacion para su
aislamiento ya que, estas especies se aislaron con los dos métodos y ambas
concentraciones. M. gora’orlae se aisld con CPC (0.05 Yy 0.005%), no asi con
NaOH; esta csPecie, es conocida como contaminante de agua de uso y consumo
humano ya que es aislado aislada de agua de la llave tanto de casas como de
hospitales‘ M. goralonac es medianamente resistente al cloro, aunque, 100 veces
mas resistente que E. coli (Le Dantec 2002) y con respecto a su Patogenia,
existen pocos casos en la literatura de infecciones en humanos por esta

micobacteria.

Agua de reuso (canales de Xochimilco)

En agua superﬁcial de reuso se aislaron todas las especies identificadas

con excel:)cic'm de m. gordonac. Este cuerpo de agua se caracterizo por una
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’cemPeratura de 20°C, PH que en Promec]io fue de 7.8 aunque, en algunos sitios
fue detectado hasta 10.4. Este incremento en el PH Puedc indicar la Presencia de
ertilizantes que se sabe de su uso por horticuitores de la regidn y limitantes para
Frtltq be d lert!t dlgglttp
el crecimiento de organismos acudticos. La conductividad fue uno de los
Parémetros fisicos mas elevados, su incremento nos reﬂeja la Presencia de sales
isueltas asi como de materia organica e inorganica y con frecuencia, éste
disuelt, de mat g o y f t
Parémetro es utilizado como una herramienta de peso para evaluar la calidad del
agua. Este sistema de agua esta acompaﬁado de cuentas altas de colhcormes
fecales y enterococos fecales que junto con los valores de conductividad lo
Yy que )

cataloga como un ecosistema con calidad de agua deficiente.

La Presencia de MNT en sistemas de distribucion de agua Potable fue
rePortada por diferentes autores. La caPacidad de algunas csPccics de
micobacterias de resistir a los métodos de desinfeccion del agua como el cloro
(desinfectante universalmente utilizado) y al ozono, asi como a otros
desinfectantes utilizados en hospitales, laboratorios o en casa-habitacion fue
sefialado. La recuperacién de MNT Posterior a los métodos de desinfeccion
disminuge ya que se sabe no todas las micobacterias presentan la misma
resistencia a los diferentes agentes quimicos, Probablcmente por sus diferencias
en los comPonentcs de su Parcd celular (Niederweis Yy col. 2010). La Parcd celular
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de las micobacterias es una estructura muy imPor'tante para su sobrevida y
Pcrsistencia en ambientes inhéspitos asi como también a la resistencia a diferentes
antibisticos. Reportes recientes muestran mostraron la resistencia de MNT a
diferentes antibioticos en esPecial alas de réPiclo crecimiento y muchas de estas
resistencias son intrinsecas. Un resultado de interés en nuestros ha”azgos es el
aislamiento de M. avium de agua de reuso para riego, ya que se sabe que los
aerosoles son un mecanismo de trasmision de micobacterias ypor lo tanto un foco
de infeccion. Las especies aisladas de los sistemas de &istribucién, M.
nonc/vr‘omogcnicum y M. arupense pertenecen al mismo clado y se sabe de su
caPacidad de infectar al humano con deficiencia inmunolo’gica. M. Percgrinumg M
gora’onac son especies que fueron aisladas por otros autores de diferentes
fuentes de agua inclugenclo en los sistemas de distribucion y se consideran no

Patégenas para el hombre.

F‘ilogenia de MNT

De interés en esta investigacion, es la correcta caracterizacién de las

esl:)ecies de MNT, ya que su clasificacion es comPIicacla tanto a nivel de esPecie
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como de subespecic. En sePtiembre del afio 2011 se citaron 154 especies nuevas

(ht’cP:/ /www.bacterio.cict.fr/). Todas las csPccies citadas fueron asociadas a la
secuencia 165 rRNA, siendo éste marcador genético de mucho valor para colocar
los nuevos aislados dentro de un amPIio marco Fi[ogénetico molecular,
especialmente para confirmar la afiliacion genérica y para una clasificacion
tentativa a nivel especie/complejo {Clarridge 2004}, La alta conservacion de las
secuencias del gen 165 rRNA imPicle con frecuencia la clasificacion de cepas
nuevas de MNT a nivel de esPecie por lo que emergjid una nueva herramienta
molecular como es el analisis de las secuencias multilocus (MLSA) como nuevo
estandar en la sistematica molecular bacteriana Vinuesa 2010}, Este emcoque de
multiples genes mostro ser exitoso para la clasificacion de diversas micobacterias
tanto clinicas como de medio ambiente asi como también mostro claramente una
alta resolucion taxondmica de la clasificacion Filogenética de nuevos aislados de
MNT obtenidos por el analisis de las secuencias Hspéjg rloob al ser comParados
con el gen 165 rRNA {Adekambi 2004; Gomila 2007 (Figuras 12 y %) Los dos
genes son extensamente utilizados y validados para este Propo’sito {Kim 2005}
{Adekambi 2009}, De hecho la clasificacion de diversas cepas del medio ambiente
fueron bien situadas en base a un lugar congruente dentro de un clado de

especies bien resuelto sobre ambas Filogenias. Por ejemplo las cepas de MNT 18 y
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95 se encontraron claramente afiliados con M. smegmatis, una esl:)ecie que fue
claramente clistinguida de M. goodi/ en ambos arboles Filogcnéticos (Figuras 12y
). De igual forma la cepa de MNT 2 fue afiliada sin ambigﬂcdades con M.
Peregrinum en los arboles de /7510659 rpoB con un valor de soPorte de 0.97 Yy
0.99, respectivamente. La cepa MNT 5%, el otro miembro encontrado en el clado
M. Ioorcinum,//\/ﬁ se/oticum//\/l Peregr/num//\/l. alvei del 165 rRNA forma un clado
fuertemente apoya&o con M. septfcum con un valor de soPor’ce alto (0.99) en el
arbol del rpob sin tener una asociacion imPortante con M. Porcinum en el arbol de
/L)s/oéj en donde este gen es incaPaz de discriminarlo de M. scpticum (Figura 14).
DesaFortuna&amente, aun no hag secuencias disPonibles para M. loorcinum en el
rpof) que sobrelapen con la regién dirigicla por los Primers rpoB_N}Zé y

rpoB2 C757 utilizados en este estudio (Figura 14).

Este estudio mostré claramente una resoluciéon taxondmica alta de la

clasificacion Filogenétca dlos nuevos aislados del medio ambiente

La combinacion de éstos marcadores nos Pcrmitié clasificar  sin
ambigijcdac]es a8delas 14 cepas de MNT a nivel de esPeciC. Estas cepas fueron
identificadas como M. Ioercgrinum, M. nonchromogenicum, M. smegmatis, M.
fortuitum, M. gora’onac, M. avium ssp. hominisuis, M. chitae yM arupense. Todas

estas especies fueron aisladas Previamente de diferentes fuentes de agua
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incluyendo unidades de hemodialisis de hospitales {Gomila 2007}, Este estudio

demuestra la amPIia distribucion geogra’ﬁca delas MNT

El resto de los aislados de MNT de agua no fue clasificado sin
ambig’dedacles) en Primer lugar por la ausencia en las secuencias de referencias en
el Banco de Genes que se sobrclapen con los Fragmentos de los genes /75,065 y
rpoﬁ secuenciados por nosotros, en cspccial las cepas de MNT +7y8y que se
relacionaron cercanamente a M. scrofulaceum y M. manteniien la Filogenia con 165
rRNA. La falta de cercania Yy la suPerPosicién de las secuencias de referencia de
MNT en el Banco de Genes fue Particularmente limitado para la regjon del rpob

secuenciado Por nosotros.

Hay 8 aislados que no presentaron homologia cercana al rpob disponible
en el banco de datos para la regjon seleccionada por nuestros iniciadores. Esta
situacion no es tan limitante para el amplicén /151055, aunque, para aigunas
csPccies tales como M. arupense, M. scrofulaceum o M. mantenii atin no tienen
secuencias de /751065 depositadas en el banco de datos que sobrelapen con esta

regién seleccionada por los Primers HSPF3 y HSPR4 usados en este estudio.

La situacion de las infecciones por MNT en México son Pareciclas a las

acontecidas en el resto del mundo iMolina-Gamboa 1996; Alvaraclo~t_:squivc| 2009}
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C]OFICIC algunas CSPCCiCS CIC MNT aisladas cecn algljn thO CJC agua Probablemente

son rcsPonsablcs de infecciones en Pacientcs de la misma rcgic’)n.

Las esPecies recuperadas de los sistemas de distribucion de agua también
se aislaron en agua de reuso para riego. La literatura nos sefiala que M.
nonchromogcnicum y M. arupense fueron aisladas de diferentes fuentes de agua
asi como de diferentes tcjiclos de Pacicntcs irnccctados} se han relacionado mas
veces con tcji&o sinovial que con tejiclo Pulmonar {Eskesen 2007}, Las
micobacterias de crecimiento rél:)ido y ampliamente conocidas patogenos
oportunistas (M. fortuitum) fueron aisladas de medio ambiente y de tfjic{o de
humano infectados con esta esPecie. Un estudio multicéntrico conducido por
Esteban Y col {Esteban 2008} mostro que M. fortutum fue el Patc’)gcno
oPorl:unista aislado con mas frecuencia en infecciones Pulmonarcs, mientras que
Thomson {Thomson 2010} reporto un incremento en la incidencia de infecciones

por M. fortuitum por afno.

En este estudio, aislamos de agua de reuso para riego una de las MNT mas
imPortantes enlas Patologias del humano a nivel mundial) M. avium SSp. hominissuis
responsable de infecciones en diversos téjiclos en el humano especialmente en
Pulmén y fuertemente asociada a linfadenitis a temprana edad {Bruﬂnesteijn Van

CoPPenraet 2008; Cassicly 2009; Kaevska 2011
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CONCLUSIONES
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1.- El agua de uso Y consumo humano y el agua de reuso para riego en la
ZMCM mostraron la Presencia de MNT yesto implica un riesgo para la salud del

Iﬁumano.

2.- El aislamiento de MNT se realizé con NaOH y CPC en agua entubada
para uso y consumo humano y en agua de reuso para riego por lo que se
recomienda cualquiera de los dos métodos para recuperar micobacterias no

tuberculosas de ambientes acuaticos.

3. Se debe estandarizar la concentracion y el tiemPo de uso de ambos
métodos de recuperacic’m de micobacterias de acuerdo a las caracteristicas

Prol:)ias del ambiente acuatico en estudio.

4.~ la Presencia de bacterias heterotrofas en el mismo tiPo de agua donde

se aislaron las MNT muestra que coexisten en cc]uilibrio.

5~ La Presencia de MNT de agua para uso Yy consumo humano de los

sistemas de distribucion sugjere que éstas son resistentes al cloro, desinfectante
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utilizado en agua Potable. Es necesario realizar las investigaciones Pertinentes y

demostrar tal Posibilidad.

6. El método molecular PCR-PRA con el gen /751065 para la identificacion
de MNT es altamente sensible Yy esPechcico por lo que se recomienda su uso en

actividades rutinarias y de investigacic’m.

7. La identificacion de csPecies Yy subespecies de las MNT se Iogr(’) por el
analalisis individual de los arboles Filogené’cicos con los genes 165 RNA, /75/0553
r/ooﬁ. Los arboles Filogenéticos separan claramente a las esPecies en dos grupos.

1) micobacterias de crecimiento répiclo y 2) micobacterias de crecimiento lento.

8. El ntimero reducido de secuencias cliponibles en la base de datos para el
gen FPOB dio por resultado menor numero de identificaciones de las esPecics de

MNT por éste gen.
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PersPectivas
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Se debe evaluar la susceptibilicla& al cloro de las MNT aisladas y confirmar

su resistencia.

Si se confirma la resistencia a los métodos de desinfeccion, las MNT deben

ser incluidas como indicadores en agua para uso y consumo humano.

Para demostrar que la via de trasmision es el agua es necesario confirmar
por métodos moleculares que los aislamientos clinicos son la misma clona que los

ambientales.

Se deben realizar diferentes investigaciones para evaluar la Fisiopatogenia

de las MNT aisladas de aguay emitir recomendaciones.
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