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CAPITULO I

RESUMEN

Las micobacterias no tuberculosas (MNT) incluyen aquellas micobacterias fuera del
complejo Mycobacterium tuberculosis. En general se acepta que la exposicion ambiental,
particularmente al agua, es la fuente principal de la mayoria de las infecciones humanas
causadas por micobacterias no tuberculosas y que estas son ubicuas y pueden aislarse de
diferentes cuerpos de agua. La exposicion cutdnea a MNT resultante de abrasiones en la piel
o la penetracién a través de algun trauma (p. ej. inyecciones, piercing, acupuntura,
tratamiento quirrgico), puede producir una infeccion cutdnea que a menudo requiere
tratamiento con una combinacion de antibidticos durante varios meses.

Estas infecciones en piel y tejidos blandos pueden afectar a pacientes inmunocomprometidos
e inmunocompetentes, y tienen presentaciones clinicas diversas que varian de un individuo
a otro; se requiere de una buena historia clinica, asi como muestras del tejido afectado para
cultivo, histologia y técnicas moleculares para llegar a un correcto diagnostico.

Debido al repunte de infecciones por micobacterias atipicas asociadas a mesoterapia, tatuajes,
y otros procedimientos médico- estéticos, se pretende aislar y caracterizar genéticamente
diferentes especies de micobacterias atipicas presentes en cuerpos de agua potable de la

ciudad de Monterrey, Nuevo Leon, asi como de su drea Metropolitana.
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CAPITULO 11

INTRODUCCION

Introduccion

Las micobacterias no tuberculosas (MNT) incluyen aquellas micobacterias fuera del
complejo Mycobacterium tuberculosis. En 1950, los investigadores Timpe y Runyon
propusieron una clasificacion ttil para el género Mycobacterium de acuerdo con su velocidad
de crecimiento y produccion de pigmento en la oscuridad o por exposicidon a la luz. Se
clasifican en: fotocromoégenos, especies que producen pigmentos (cristales amarillos de
caroteno por exposicion a la luz, aunque no lo generan en la oscuridad); escotocromégenos,
los organismos desarrollan un pigmento amarillo brillante en la luz y en la oscuridad; no
fotocromdgenos, que incluyen especies que producen pequenas cantidades de pigmento
amarillo palido (sin embargo si son expuestas a la luz brillante no intensifican su coloracion);

y finalmente las micobacterias de crecimiento rapido. !

A su vez, por su significancia clinica se pueden clasificar en 3 grupos: el primero incluye
patdgenos obligados en humanos y animales como Mycobacterium tuberculosis complex (M.
africanum, M. bovis, M. canetti, M. caprae, M. microti, M.pinnipedii y M. mungi); M. leprae;
M. lepraemurium y avium paratuberculosis; el segundo grupo incluye micobacterias
potencialmente patdogenas a humanos y animales (micobacterias oportunistas) como M.
ulcerans; M. leprae y M. lepraemurium; por ultimo, el tercer grupo abarca especies
saprofitas, no patdgenas o solo “excepcionalmente patdgenas”, a estas pertenecen las MNT

que pueden ser de crecimiento lento (> 7 dias), o bien, de crecimiento rapido (<7 dias). 2
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En general se acepta que la exposicion ambiental, particularmente al agua, es la fuente
principal de la mayoria de las infecciones humanas causadas por micobacterias no
tuberculosas.’ Estas especies son ubicuas y pueden aislarse de una amplia variedad de
ecosistemas acuaticos, incluyendo agua natural, aguas residuales, agua potable, agua de areas
recreativas, agua industrial, y en sistemas de distribucion de agua potable en edificios, casas,
e incluso hospitales. '3

La exposicion cutanea a MNT resultante de abrasiones en la piel o la penetracion a través de
algin trauma (p. ej. inyecciones, piercing, acupuntura, tratamiento quirdrgico), puede
producir una infeccion cutdnea que a menudo requiere tratamiento con una combinacion de
antibioticos durante varios meses. En recientes afios, varios brotes de infecciones por MNT
asociados con aplicacion de tatuajes han sido reportados en la literatura; asi como reportes

por diversos procedimientos estéticos. 712

Epidemiologia

Se ha informado que el agua es uno de los depdsitos mas importantes de MNT; por lo tanto,
las personas estan expuestas a las micobacterias al beber, ducharse, o estar en contacto con
cuerpos de agua.® Incluso algunos estudios también han demostrado que el agua potable
puede ser una fuente de infeccion.’

En la Ciudad de México se ha reportado que el suministro publico de agua potable alberga
MNT.! Otro estudio demostro que el 29.7% de las muestras colectadas de agua potable de
12 municipios de la misma ciudad, también esta contaminada con MNT en concentraciones

de 1-14 UFC/500mL.!"!
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Las infecciones por MNT en la actualidad han ido en aumento, ya que diversos
procedimientos estéticos como la liposuccion, injerto de grasa autéloga, aumento de senos,
abdominoplastia, y mesoterapia han ganado popularidad.'? Se asocian a técnicas inadecuadas
con el empleo de agua no estéril colonizada con estos microorganismos; también se debe
tomar en cuenta el lugar donde se realizan, ya que se ha reportado alta incidencia en zonas
de turismo con fines médicos como Repuiblica Dominicana.'?

Cuadro clinico

Las formas clinicas de presentacion de las micobacterias atipicas son la enfermedad
pulmonar, la linfadenitis, la infeccion de catéteres, la afectacion esquelética, la enfermedad
diseminada y las infecciones de piel y tejidos blandos. (Tabla 1) Los factores de riesgo
asociados son el tabaquismo (66 %), la enfermedad pulmonar cronica (42 %), la infeccion

por VIH (26 %), y el alcoholismo (20 %). %°

Enfermedad MNT asociadas
Broncopulmonar cronica M. avium-intracellulare, M. kansasii, M. abscessus
Linfadenitis M. avium-intracellulare, M. scrofulaceum
Esquelética M. avium-intracellulare, M. kansassi,

M. abscessus, M. marinum, M. chelonae

Infeccion diseminada VIH (+): M. avium, M kansasii

VIH (-): M. abscessus, M. chelonae
Infeccion de catéteres M. fortuitum, M. chelonae, M. abscessus
Piel y tejidos blandos M. marinum, M. chelonae, M. fortuitum,

M. haemophilum, M. avium-intracellulare,
M. terrae, M. abscessus, M. ulcerans, M. kansasii
M. simiae, M. gordonae, M. scrofulaceum, M. szulgai

Tabla 1. Enfermedades asociadas a MNT?®
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La mesoterapia se a asociado con infecciones por MNT; estos procedimientos no siempre se
realizan siguiendo estandares de seguridad e higiene, e incluso son realizados por personal
no médico en lugares sin registro sanitario.'* En Francia se diagnosticaron 10 casos de
infecciones subcutaneas graves por M. chelonae, uno por M. frederiksbergense, y otro por
ambas micobacterias, asociados al agua corriente de la habitacién donde se realiz6 la técnica
de mesoterapia.'> Recientemente, un equipo de dermatdlogos en la Ciudad de México publico
una serie de 6 casos de mujeres quienes, tras la aplicacion mediante mesoterapia con plasma
rico en plaquetas, asi como de un material de relleno intradérmico de origen desconocido,
desarrollaron una infecciéon en los sitios de inyeccion asociada a Mycobacterium

massiliense.'® (Figura 1)

Figura 1. Placas, nodulos y cicatrices asociadas a infeccion por MNT1¢
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Otra micobacteria de rdpido crecimiento que se ha asociado a mesoterapia y otros
procedimientos cosméticos sin un adecuado proceso de esterilizacion es M. chelonae.’

Estas infecciones en piel y tejidos blandos pueden afectar a pacientes inmunocomprometidos
e inmunocompetentes, y tienen presentaciones clinicas diversas; se requiere de una buena
historia clinica, asi como muestras del tejido afectado para cultivo, histologia y técnicas

moleculares para llegar a un correcto diagndstico.!'®

Junto con Mycobacterium fortuitum y Mycobacterium chelonae, los miembros del complejo
M. abscessus (M. abscessus, Mycobacterium massiliense y Mycobacterium bolletii) son las
principales micobacterias no tuberculosas  asociadas con afectacion cutdnea. Las
manifestaciones clinicas de afectacion cutanea incluyen celulitis, lesiones papulares, nédulos

con decoloracion purpura, abscesos, nodulos subcutaneos, y ulceraciones.!”

M. haemophilum se ha asociado con infecciones subcutdneas, linfadenitis, artritis séptica,
osteomielitis, neumonitis y enfermedad diseminada en individuos inmunocomprometidos.
Las manifestaciones cutdneas incluyen multiples péapulas, placas, o nédulos eritematosos o

violaceos, que a veces evolucionan a abscesos necroticos y ulceras profundas. 2°

La exposicion a agua salada o aguas residuales se asocia a infecciones por M. marinum,
micobacteria responsable del "granuloma de las peceras". Clinicamente se aprecia una papula
o nddulo solitario que puede ulcerarse y luego diseminarse en un patron esporotricoide,
generalmente afecta extremidades, y en pacientes inmunocomprometidos puede involucrar

tejidos profundos.?! (Figura 2)
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Figura 2. Nodulos con disposicion esporotricoide por Mycobacterium marinum

Existen algunos reportes de infecciones cutdneas causadas por el complejo MAC secundarias
a procedimientos quirrgicos y estéticos. El espectro de manifestaciones clinicas incluye
lesiones papulares, nodulares con un patron esporotricoide, tlceras verrugosas, seudotumores

inflamatorios, y abscesos frios.??

Aproximadamente el 90% de las infecciones por MNT involucran el sistema pulmonar; por
lo que se debe tomar en cuenta con un cuadro respiratorio aunado a datos radiologicos
compatibles como opacidades nodulares o cavernas, presencia de bronquiectasias
acompafiadas por pequefios nodulos multiples, ademés de cultivos positivos para estos

microorganismos obtenidos de muestras de esputo lavado bronquial o biopsia pulmonar.

(Figura 3)
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El aislamiento de especies del complejo MAC, MABC, M. kansasii, M. malmoense, M.
xenopi y M. szulgai de muestras respiratorias indica una probabilidad alta de enfermedad
pulmonar por MNT; mientras que las especies menos virulentas, como M. gordonae, M.

terrae y M. fortuitum complex, suelen ser contaminantes.?’

Figura 3. Enfermedad pulmonar por Mycobacterium abscessus®

El uso cada vez mayor de medicamentos inmunosupresores, como los biologicos anti-TNF,
los pacientes con infeccion por VIH, y los pacientes sometidos a trasplantes de células madre
y organos solidos, representan un numero creciente de personas en riesgo de desarrollar
infecciones por MNT. Las manifestaciones extra-pulmonares, incluida la enfermedad
diseminada, las manifestaciones cutdneas, y las relacionadas con catéteres infectados son mas
frecuentes en esta poblacion. El complejo MAC sigue siendo el agente mas cominmente
aislado en todos los sitios; pero M. abscessus, M. chelonae y M. fortuitum, son también

responsables de infecciones cutdneas y relacionadas a catéter en estos pacientes. 2*
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Diagnostico

Medio de cultivo

Tanto los medios liquidos como los s6lidos se utilizan para el cultivo de micobacterias. Los
cultivos en medios sdlidos permiten la observacion de la morfologia de la colonia, las tasas
de crecimiento, la categorizacion de especies segliin la pigmentacion y la cuantificacion del
organismo infectante. Los sistemas liquidos son mas sensibles y reducen el retraso en la
deteccion de MNT, pero son propensos a la contaminacion por otros microorganismos y al
crecimiento excesivo de bacterias.?® Estudios previos han demostrado aislamiento de MNT
de diferentes fuentes de agua y su crecimiento en los medios de cultivo Ogawa, Lowenstein-
Jensen, Middlebrook 7H11, Stonebrink, Middlebrook 7H10, y medio de yema de huevo de

Herrold con y sin micobactina. !-3: 3031

Tincion Ziehl Neelsen
Es una tincion rapida y econdmica, usada para la identificacion de BAAR. Sin embargo, la

tincion ZN no puede diferenciar entre Mycobacterium tuberculosis y MNT.??

Pruebas fenotipicas

El reconocimiento tradicional de las MNT se basa en el andlisis de ciertas caracteristicas
fenotipicas (biologicas y bioquimicas) tales como la velocidad de crecimiento, la produccion
de pigmento y la actividad de ciertas enzimas. Muchas de esas técnicas requieren de algunas
semanas, por lo que no es posible en determinados casos la diferenciacion entre los miembros

pertenecientes a un mismo complejo de micobacterias.
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Las pruebas como niacina positivas, reduccion de nitritos y la prueba de catalasa termolabil,
son utiles para el complejo tuberculosis.

Las pruebas bioquimicas son de utilidad para la identificacion de algunas especies, sin
embargo suelen ser incompletas debido a la falta de disponibilidad de un nimero suficiente
de ensayos discriminatorios para identificar todas las especies; siendo las herramientas

moleculares las mas apropiadas y rapidas. !

Pruebas moleculares

El método de polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion de la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR-RFLP) es uno de los métodos moleculares econdémicos y faciles de
aplicar. Con el método PCR-RFLP de hsp65 una determinada region del gen hsp65 de
micobacterias se reproduce y se corta con enzimas de restriccion, y los patrones de bandas
obtenidos se comparan con la especie de referencia en algoritmos de deteccion de especies.®
Una dificultad importante con este método es que cuando se evalua con electroforesis en gel
de agarosa, la distincion entre las bandas de casi el mismo tamafio es bastante dificil de hacer
y las bandas menores de 60 pares de bases no se pueden usar en la distincion entre especies
de micobacterias. 3

Dentro del genoma de las micobacterias existen regiones bien conservadas de ADN,
especificas de género que flanquean regiones hipervariables determinadas de especie. Las
regiones mas empleadas y amplificadas en tuberculosis han sido las regiones de la subunidad
ribosomica IS6110 y 16S rRNA. Existen otras regiones empleadas para la tipificacién como
son: rpoB que codifica la subunidad f de RNA polimerasa; el recAgen y el gen hsp65 que
codifica una proteina en las micobacterias de 65KDa. Esta es una proteina de choque térmico:

65kDa contiene epitopes que son comunes a diversas especies de micobacterias. !
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En la ultima década, el uso PCR vy la secuenciacion del gen 16S rRNA ha jugado un papel
central en el descubrimiento de nuevas bacterias. Sin embargo, este marcador genético
también tiene limitaciones; tiene secuencias muy similares y a veces las mismas en varias
especies de micobacterias, especialmente en las micobacterias de crecimiento rapido.
Ademas, se pueden encontrar dos copias del gen 16S rRNA (con diferentes secuencias) en la
misma micobacteria.® El gen hsp65 que codifica una proteina en las micobacterias de 65KDa.
Esta es una proteina de choque térmico: 65kDa contiene epitopes que son comunes a diversas

especies de micobacterias.

Por tanto, es viable el uso de la secuenciacion del gen hsp65 para identificar micobacterias
y analizar su variabilidad genética.! Este marcador genético ha sido una mejor herramienta
de identificacion de micobacterias y tiene el potencial de ser preciso, confiable y eficaz para
la identificacion de micobacterias de crecimiento rapido aisladas de muestras clinicas y del

medio ambiente.!®

Tratamiento

La piedra angular en el tratamiento de infecciones por MNT es el uso de antibidticos por
periodos largos. El tratamiento debe iniciarse de forma empirica para evitar secuelas, incluso
antes de contar con el diagnodstico definitivo de infeccion por MNT. Para infecciones
localizadas de piel y tejidos blandos, 4-6 meses de 2 antibidticos orales diferentes son el
estandar de oro.

Para infecciones severas y extensas, se debe prescribir claritromicina o azitromicina al menos

2 semanas junto con 2 de los siguientes medicamentos parenterales: amikacina 7-10 mg/kg
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al dia, imipenem 1 g dos veces al dia, o cefoxitina 8-12 g/dia; posteriormente, los antibidticos

orales deben continuarse por una duracién minima de 4-6 meses. (Tabla 2)

Las intervenciones quirtrgicas suelen ser complementarias a los antimicrobianos, sobre todo

en material de relleno o implantes infectados. 2

Infecciones localizadas de piel y
tejidos blandos

Infecciones severas y extensas de piel y
tejidos blandos

Combinaciéon de 2 de los siguientes
medicamentos VO por 4-6 meses:

- Claritromicina 500 mg 2 veces/dia

- Azitromicina 250-500 mg/dia

- Levofloxacino 500 mg/dia

-  TMP/SMX 800/160 mg 2 veces/dia

- Doxiciclina 100-200 mg/dia

Claritromicina o azitromicina VO al menos 2
semanas + 2 de los siguientes medicamentos
parenterales:

-Amikacina 7-10mg/kg/dia

-Imipenem 1 g 2 veces/dia

-Cefoxitina 8-12 g/dia, dividir en 2-3 dosis
*Ajustar al contar con sensibilidad y
susceptibilidad a antibidticos™*

*Ajustar al contar con sensibilidad y
susceptibilidad a antibidticos *
Drenaje  quirtrgico, desbridamiento y

remocion de material externo si es necesario.

Drenaje  quirrgico, desbridamiento vy
remocion de material externo si es necesario.

Si no hay mejoria clinica o hay extension
tratar como infeccion severa.

Continuar al menos 4-6 meses

antibioticos orales.

con

Tabla 2. Guia para el manejo de infecciones por MNT!2
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Antecedentes

El 14 de octubre de 2019, infectélogos y dermatologos de practica privada en la Ciudad de
Meéxico, dieron a conocer casos con lesiones nodulares cutdneas, abscesos y reacciones
granulomatosas, asociadas al uso de productos de mesoterapia. La revision bibliografica
explica que se describen con frecuencia reacciones granulomatosas posteriores a la aplicacion
de sustancias como fosfatidilcolina, deoxicolato, buflomedil, silica o L-carnitina, asociado a
infecciones cutaneas por MNT. Las especies de micobacterias aisladas, relacionadas con la
aplicacion de mesoterapia son: Mycobacterium chelonae, Mycobacterium fortuitum y
Mycobacterium abscessus. Por lo anterior, el CONAVE emiti6 un aviso epidemiologico el

24 de octubre de 2019.%°

En los ultimos 3 afos ademas existen varios reportes de caso de infecciones por
micobacterias atipicas en la literatura. En la mayoria de ellos, los pacientes adquieren la
infeccion por medio de procedimientos médico-estéticos: desde mesoterapia hasta
procedimientos quirtrgicos.!® En un grupo de hospitales privados de la Ciudad de México
describieron 12 casos de infeccion por Mycobacterium fortuitum en cirugia plastica,
asociados a procedimientos estéticos con colocacion de material protésico, en donde el
tratamiento antibidtico se realizo con claritromicina 500 mg cada 12 horas y levofloxacino
500 mg cada 24 horas, durante 12 semanas, asociado al retiro de material protésico infectado

con una respuesta adecuada en todos los pacientes. 26
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De igual forma se han descrito presentaciones excepcionales de este tipo de infeccion
cutanea; se comunico el caso de una paciente femenina de 67 afios con abscesos y gomas que
seguian un trayecto linfangitico en el brazo izquierdo con infeccién por Mycobacterium
abscessus secundaria a rasgufio de un gato.?” También, se reportd el caso de una infeccion
tipo esporotricoide por M. abscessus en un paciente masculino de 35 afios que recibi6o de
tratamiento TMP/SMX 160 mg/800 mg dos veces al dia y minociclina 100 mg al dia, con

una respuesta adecuada al mes.?®

Lo anterior recalca la importancia de estas enfermedades producidas por micobacterias
atipicas que representan un reto tanto en su diagnostico por las diversas manifestaciones
clinicas que pueden ocasionar en el huésped; como en su tratamiento por las diversas
combinaciones de antibidticos por largos periodos de tiempo que se requieren para

resolverlas.

En la literatura existen estudios previos en los cuales se han aislado MNT de diferentes
fuentes de agua. Es evidente que los valores de cloro libre en el agua no son adecuados para
el control de las MNT; en Bahia Blanca, Argentina lograron aislar micobacterias saprofitas
tales como M. gordonae, M. frederiksbergense, M. peregrinum, y M. chubuense; al igual que
una potencial patogena como M. fortuitum del sistema de agua potable de la ciudad.*®
También se ha reportado aislamiento de especies potencialmente patdgenas como M.
chelonae, M. abscessus,y M. fortuitum en botellas de agua obtenidas de plantas purificadoras
en la CDMX 3!

En Michoacan también se ha reportado aislamiento de MNT en plantas purificadoras de

agua; de las 20 plantas muestreadas, 5 mostraron crecimiento de MNT: M. porcinum (n=2),
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M. fortuitum (n=1), M. conceptense (n=1), y Mycobacterium sp. (n = 1) 37 Otro estudio
examind la frecuencia de aparicion de MNT en muestras de agua potable del grifo de la
cocina en diferentes hogares de la Ciudad de México; logrando aislar en 16% de las muestras
(19/120) especies como M. mucogenicum, M. porcinum, M. avium, M. gordonae, M.
cosmeticum, y M. fortuitum.>® También se han aislado las especies M. nonchromogenicum,
M. arupense, y M. peregrinum del sistema de suministro de agua potable de la CDMX. 3°
Un hospital de trauma en la Ciudad de México evidencio la presencia de MNT en su sistema
de agua potable en el 24,8% (36/69 muestras); las especies aisladas fueron: M. mucogenicum
(n=29), M. rhodesiae (n=2), M. peregrinum (n=1), M. fortuitum (n=1), y Mycobacterium spp.
(n=3).40

Por ultimo, también se ha reportado la presencia de MNT en sitios arqueologicos de México.
De las 45 cepas de micobacterias aisladas 21 correspondieron a M. chelonae; siete, M.
abscessus; cinco, M. flavescens; cuatro, M. alvei; dos, M. fortuitum; y seis quedaron como
Mycobacterium sp. La mayoria de las micobacterias no tuberculosas surgieron de dos de las
zonas arqueoldgicas: 25 de Guachimontones (Jalisco) y 13 de Atetelco (Estado de México).
41

Este es el primer estudio que busca aislar y caracterizar genéticamente micobacterias atipicas

en cuerpos de agua del estado de Nuevo Ledn.
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CAPITULO 111
HIPOTESIS
Justificacion
Se ha informado que el agua es uno de los depositos mas importantes de MNT; por lo tanto,
las personas estan expuestas a las micobacterias al beber, ducharse, o estar en contacto con
cuerpos de agua.® Incluso algunos estudios también han demostrado que el agua potable

puede ser una fuente de infeccion.’

Debido al repunte de infecciones por micobacterias atipicas asociadas a mesoterapia, tatuajes,
y otros procedimientos médico- estéticos, se pretende aislar y caracterizar genéticamente
diferentes especies de micobacterias atipicas presentes en cuerpos de agua de la ciudad de

Monterrey, Nuevo Leon, y su area Metropolitana.

Los pacientes portadores de esta infeccidon pueden desarrollar cuadros clinicos y
caracteristicas dermatologicas que varian dependiendo del individuo y la micobacteria
causante de la infeccion. Sin embargo su presencia es muy pocas veces sospechada, llevando
a un diagndstico y tratamiento erréneos que conlleva a un avance de la enfermedad. Ahi
radica la importancia del reconocimiento de las micobacterias en un compuesto tan elemental
para la vida como lo es el agua, ya que el tener en cuenta su existencia nos llevara a tener
mayores precauciones sobre la exposicion diaria a la misma en todo tipo de procedimientos

médicos.
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Pregunta de investigacion:
(Hay micobacterias atipicas en los cuerpos de agua de la ciudad de Monterrey Nuevo Ledn

y su area Metropolitana?
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Hipotesis
Los cuerpos de agua de la ciudad de Monterrey, Nuevo Ledn, y su area Metropolitana
albergan diferentes especies de micobacterias atipicas, representando una importante via de

transmision de las enfermedades ocasionadas por las mismas.
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CAPITULO IV

OBJETIVOS

Objetivo general
Aislar y caracterizar genéticamente especies de micobacterias atipicas presentes en cuerpos

de agua de la ciudad de Monterrey, Nuevo Ledn, y area Metropolitana.

Objetivos especificos
1. Colectar agua de distintos cuerpos de agua de la ciudad y realizar cultivo para el
aislamiento de micobacterias no tuberculosas.
2. Realizar la identificacion de las micobacterias atipicas aisladas mediante técnicas
moleculares.
3. Realizar un mapa de Monterrey y su area Metropolitana sefialando las fuentes de

micobacterias atipicas encontradas durante este estudio.

Metas
1. Obtener diferentes muestras de agua de diferentes colonias de Monterrey y area
Metropolitana que pudieran ser potenciales fuentes de aislamiento de diferentes
especies de micobacterias atipicas.
2. Identificar las areas de Monterrey, Nuevo Ledn, y area Metropolitana donde se

aislen micobacterias atipicas potencialmente patdgenas para el ser humano.
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CAPITULO V
MATERIAL Y METODOS

Recoleccion de muestras y filtrado al vacio

Se recolectaron muestras de 1000 mL de agua en recipientes estériles. Las fuentes de donde
se obtuvieron las muestras de agua fueron de la red municipal de agua potable en Monterrey
y municipios del area metropolitana; también se tomaron algunas muestras de rios cercanos.
Se procedio a la filtracion de los 1000 mL de la muestra de agua recolectada a través de un
equipo de filtrado al vacio con membrana desechable con poro de 0.45 micras. (Figura 4).

Todo el procedimiento se realizo dentro de cabina de seguridad microbioldgica Nivel II.

&=
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Figura 4. Equipo para recoleccion y filtrado de las muestras

Posteriormente, con ayuda de una pinza estéril se colocaba la membrana a forma de impronta
en una caja de Petri con el medio de cultivo Middlebrook 7H10 adicionado con antibidticos
(poner aqui cuales antibidticos y la concentracion usada de cada uno de ellos).

Se etiquetaba la muestra procesada y se colocaba la caja de Petri en la incubadora a 35 °C.

29



Medio de cultivo

El medio de cultivo Middlebrook 7H10 se prepar6 siguiendo el instructivo del laboratorio,
adicionando OADC y antibidticos; requiri6 de esterilizacién a 121°C por 10 min. Se vigilaban
las placas de Petri cada semana para observar crecimiento de colonias, las cuales eran

redondeadas, pequenas, y blanquecinas. (Figura 5)

Figura 5. Crecimiento de colonias de MNT en medio M7H10

Tincion ZN y almacenamiento de MNT aisladas
Cuando se observaba crecimiento en las placas de Petri, se tomaba una colonia con ayuda de
un asa de metal estéril. Posteriormente se fijaba la muestra en un portaobjetos y se realizaba

la tincién ZN para buscar BAAR. (Figura 6)
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Figura 6. BAAR con tincion ZN

Las muestras positivas para la tincion ZN fueron aisladas en un tubo Eppendorf de 2mL, al
cual se le agregaron 500 puL de buffer TE. Se colocd también un fragmento de cada colonia
en un microvial de 2 mL, al cual se agregd 1 mL de medio de conservacion.

Se resguardaron las muestras etiquetadas en el congelador de muestras bioldgicas del

laboratorio para el andlisis molecular posterior.

Analisis molecular
Extraccion del ADN
Para la extraccion del ADN de las MNT aisladas se sigui6 el protocolo descrito por Samira

Mohammadi y colaboradores, el cual utiliza CTAB y cloroformo para la lisis de las paredes
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celulares de las MNT. ¥ Las muestras de micobacterias aisladas se pusieron en el
Termomixer a 65°C por 30 min; luego se agregd lisozima 50 pL y se dejo a 37°C en el
Termomixer toda 1 noche. A cada muestra de micobacterias agregamos 70 puL de SDS 10%
y 6 pL de proteinasa K; se invirtieron 20 veces cada muestra para mezclar, y se colocaron en
Termomixer a 65°C por 10 min. Luego agregamos 100 pL. de NaCl 5M a cada muestra y
mezclamos 20 veces. Precalentamos solucion CTAB a 65°C y agregamos 80 pL a cada
muestra, las mezclamos bien y pusimos en Termomixer a 65°C 10 min. Agregarmos 700 puL
de mezcla de cloroformo/alcohol isoamilico a cada muestra, pusimos en vortex 10 segundos,
y luego en la centrifuga a 12 000 rcf por 5 min. Tomamos tubos Eppendorf de 2 mL para
trasferir 50 pL de la capa acuosa de cada muestra centrifugada y les agregamos 500 pL de
isopropanolol y mezclamos en vortex brevemente. Dejamos muestras en congelador 1 noche
y luego centrifugamos por 15 min a 12 000 rcf y descartamos el supernadante. El pellet de
ADN se lavé con 1 mL de etanol al 70 %, se centrifugd durante 5 min a 14 000 g,
posteriormente se descartd el supernadante y se dejo secar a temperatura ambiente durante

una noche.

Se afiadieron 50uL del buffer TE para poder realizar la cuantificacion del ADN en el equipo
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, EUA) del laboratorio. Los valores de ADN fueron
reportados en ng/uL.

Analisis de polimorfismo de longitud de fragmento de restriccion de PCR del gen hsp65
El ADN bacteriano se prepar6 de la siguiente manera: se suspendié un bucle de bacterias en
300 ml de buffer TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM) y 100 ml de cuentas de vidrio lavadas con
acido (didmetro, 106 mm; Sigma, St. Louis,Mes.), calentado a 94 ° C durante 15 min, y

sonicado a 35 kHz durante 15 min (sonicador en bafio de agua de Ge Probe Inc., San Diego,
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California). Luego 5 puL del sobrenadante que contiene el extracto de ADN crudo se uso para
PCR. La amplificacion de un fragmento de 439 pb del gen hsp65 fue realizado con cebadores

Tb11 (59-ACCAACGATGGTGTGT CCAT) y Tb12 (59 CTTGTCGAACCGCATACCCT)

por el método de Telenti y colaboradores.®* (Figura 7)

Figura 7. Gel de agarosa revelado para hsp65

Posteriormente 22 pL. del producto de PCR se digirieron con las enzimas BstEIl (Promega,
Madison, Wis.) y Haelll (BioLabs, Inc., Beverly, Mass.), y se cargaron 12 mL del producto
digerido en un gel de agarosa 2.5 % (peso/peso_vol) NuSieve 3: 1(FMC Bioproducts,

Rockland, Maine). (Figura 8)
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Figura 8. Gel de agarosa revelado para las enzimas de restriccion

Se utiliz6 un marcador de 25 pb (PROMEGA, EUA) como marcador externo de tamafio
molecular y se agregd después de cada seis carriles de migracion para reducir los errores
relacionados con la migracion. Los patrones de restriccion fueron videocopiados usando el

software Gel-Analyst (Bioprobe Systems, Montreuil, Francia). *

Analisis Estadistico

Se realiz6 un andlisis descriptivo de los datos, y se reportaron valores absolutos y
porcentuales para describir la frecuencia de muestras positivas en cada municipio de la Zona
Metropolitana de Monterrey y el tipo de MNT encontradas. Los datos se capturaron y fueron

analizados por medio del programa SPSS version 25.
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CAPITULO VI

RESULTADOS

El resultado de los cultivos indica que existe colonizacion por MNT en algunos cuerpos de
agua en el area Metropolitana.

Se analizaron 95 muestras de 10 municipios pertenecientes a la Zona Metropolitana de
Monterrey. Los municipios en los que se recolectaron un mayor nimero de muestras fueron
Monterrey (42 muestras), seguido de San Pedro Garza Garcia (8 muestras). So6lo se aislaron
MNT en 7/95 cultivos, lo que equivale al 7.4%, y en un cultivo se aislaron 2 MNT. De las 7
MNT encontradas, 3 eran especies potencialmente patdgenas en humanos (1 pertenecia a
Mycobacterium fortuitum y 2 pertenecian a Mycobacterium chelonae), 2 eran microbacterias
de crecimiento rapido (ambas pertenecian a Mycobacterium vaccae) y 1 era de crecimiento
lento (Mycobacterium triviale). Las micobacterias que se aislaron con mas frecuencia fueron
Mycobacterium chelonae (ambas crecieron en un cultivo en Escobedo, una era subespecie
abscessus y otra subespecie bollesi) y Mycobacterium vaccae que se aislo en 2 muestras, 1
en el municipio de Monterrey y 1 en el municipio de San Pedro Garza Garcia. (Tabla 3)
Los municipios en los que se encontraron mas de 1 MNT fueron en el municipio de Escobedo
( 2 que pertenecian a Mycobacterium chelonae subespecie abscessus 'y subespecie bolleti), 2
en el municipio de San Pedro Garza Garcia (pertenecian a Mycobacterium vaccae y
Mycobacterium triviale) y 2 en el municipio de Monterrey (pertenecian a M. kommossesense
y M. vaccae). (Figura 9) No se logr6 aislar ninguna MNT en ninguna de las 7 muestras que

se tomaron de cuerpos de agua en el Hospital Universitario en el municipio de Monterrey.
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Positivo MNT

Apodaca 0
Escobedo 2 M. chelonae
subespecie abscessus
M. chelonae
subespecie bollesi
Garcia 0
Guadalupe 0
Juarez 0
. .. Monterrey 2 M. kommossesense
Municipio
M.vaccae
San Nicolas de los 1 M. fortuitum
Garza
San Pedro Garza 2 M. vaccae
Garcia M. triviale
Santa Catarina 0
Santiago 0
Total 7

Tabla 3. Especies de MNT aisladas por municipio en Monterrey y area Metropolitana
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Figura 9. Nimero de casos de aislamiento de MNT por municipios

37



CAPITULO VII

DISCUSION

A diferencia de Mycobacterium tuberculosis y M. leprae, la mayoria de las especies de MNT
descritas hasta la fecha generalmente no se consideran patdégenos humanos obligados. En
determinadas circunstancias como la presencia de lesiones cutdneas, disfunciones
pulmonares o inmunitarias, y enfermedades cronicas, estas micobacterias ambientales
pueden causar enfermedades. >

El espectro clinico de enfermedades ocasonadas por MNT varia de acuerdo a la especie; sin
embargo, éstas pueden afectar pulmones, piel y tejidos blandos, tejido 6seo, tejido linfatico,

infectar catéteres, y generar cuadros diseminados. %°

Las infecciones causadas por estas
especies tienden a la cronicidad y requieren de periodos prolongados de tratamiento con una
combinacion de multiples antibidticos; ademads, suele requerirse de una alta sospecha clinica
para llegar al diagndstico en conjunto con pruebas moleculares que permitan identificar al
agente causal. 12

En los ultimos afos, se han reportado infecciones por MNT asociadas a procedimientos
médico- estéticos como la mesoterapia, la liposuccion, la abdominoplastia, la aplicacion de
implantes y rellenos.!>!® Dentro de las especies patdgenas mas frecuentemente aisladas en
estos procedimientos se encuentran: M. abscessus (56%), M.chelonae (26%), y M. fortuitum
(10%).!2 Otras especies menos frecuentemente reportadas son M. frederiksbergense, y M.

massiliense. 131
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También se han hecho reportes de infecciones por micobacterias atipicas asociadas a la
aplicacion de tatuajes.’ Por lo anterior, los médicos debemos tener presente a estos
patdgenos como agentes causales emergentes en las infecciones asociadas a los diversos

procedimientos.

El agua es la fuente principal de la mayoria de las infecciones humanas causadas por MNT.?
La tolerancia a un amplio rango de pH y temperatura, la resistencia al cloro, y la capacidad
de formar biopeliculas han demostrado ser factores importantes que contribuyen a la
supervivencia, colonizacion, y persistencia de las MNT en los diferentes sistemas de
distribucion de agua.® En este trabajo decidimos analizar distintas muestras de agua potable
de Monterrey y el area Metropolitana para poner en evidencia la presencia de diferentes
especies de micobacterias no tuberculosas tanto saproéfitas como potencialmente patdogenas
para el ser humano. De las 95 muestras de 10 municipios diferentes, un 7,4% fueron positivas
para MNT; en las especies de micobacterias que logramos aislar encontramos dos

potencialmente patogenas para el ser humano: M. abscessus y M. chelonae.

En la literatura se encuentran publicados estudios donde se han logrado aislar y caracterizar
genéticamente especies de MNT en la red de distribucion del agua potable de ciudades como
Bahia Blanca, Ciudad de México, y Morelia. 3931373839 Entre las especies aisladas reportadas
se encuentran saprofitas como M. gordonae, M.vaccae, M. peregrinum, y M. chubuense; asi
como especies potancialmente patdgenas como M. fortuitum, M. chelonae, M abscessus, M.
mucogenicum, y M. senegalense. Por lo anterior, las MNT son consideradas como flora
normal de los sistemas de distribucion de agua; pueden sobrevivir, crecer y persistir alli

siendo competidores efectivos en ambientes con bajo contenido de nutrientes y
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desinfectados, como el agua potable. *°En otras grandes ciudades como Cali (Colombia), y
Michigan (Estados Unidos de América) también se han asilado MNT potencialmente
patdgenas para el ser humano de sus sistemas de distribucion de agua potable, tales como M.
chelonae, M. fortuitum, M. gordonae, M. mucogenicum, y MAC. 443

Cabello-Vilchez y colaboradores reportaron la presencia de M. canariasense, M.
frederiksbergense, M. mucogenicum, M. fortuitum'y M.chelonae en el sistema de agua de un
hospital en Lima, Pert; recalcando el peligro que esto puede significar sobre todo para los
pacientes hospitalizados con algun tipo de inmunosupresion por cancer, trasplantes o cirugias
oncologicas. ! De igual forma, un hospital en la CDMX recalco el riesgo de infecciones
nosocomiales que representa el aislar especies como M. mucogenicum, M. rhodesiae, y M.
fortuitum del sistema de agua potable. 4° Una revision sistematica de 21 estudios acerca de
infecciones por MNT en los sistemas de agua de los establecimientos de salud encontré que
11 involucraron micobacterias de crecimiento rapido (M. fortuitum, M. abscessus y M.
chelonae); seis estudios incluyeron M. mucogenicum como agente infeccioso, y los estudios
restantes incluyeron M. avium, M. immunogenum'y M. xenopi. La fuente mas comun de estos
microorganismos fue el agua de las duchas y lavabos; y la mayoria de los pacientes en los
estudios eran susceptibles a infecciones a través de catéteres venosos centrales o heridas
postquirtrgicas. 4

Otra revision sobre brotes de infecciones por MNT senal6d que la exposicion a las mismas es
comun en en el entorno hospitalario por diversas causas que incluyen procedimientos
dentales, cirugias cardiacas y estéticas, uso de soluciones no estériles, o equipo de
broncoscopia y endoscopia contaminado. Lo anterior sugiere que los hospitales pueden
requerir de una mejor desinfeccion de la plomeria y el uso de filtros de 0,2—0,45 mm en el

sistema de agua potable para proteger a los pacientes vulnerables.*
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No encontramos reportados estudios similares en el Estado de Nuevo Ledn, por lo que el
objetivo principal de esta tesis era conocer si el sistema de agua de la ciudad de Monterrey y
la zona Metropolitana también estaban contaminados con MNT, y si algunas de estas
especies pudieran ser potencialmente patdégenas para el ser humano. El sistema de
distribucion de agua potable se encuentra abastecido por las fuentes superficiales que constan
de las presas El cuchillo, La Boca, Cierro Prieto, y La Estanzuela; el agua es extraida y
bombeada hacia plantas potabilizadoras de donde se envia a dos anillos de trasferencia que
atraviesan toda la zona Metropolitana de Monterrey pasando por diversas estaciones de
bombeo para su districubion a los usuarios.

Nuestros resultados mostraron una tasa relativamente baja de aislamiento de MNT (7,4%);
sin embargo, también ponen de manifiesto que hay especies potencialmente patogenas como
Mycobacterium fortuitum y Mycobacterium chelonae en el sistema de agua potable de
Monterey y el area Metropolitana. Estos hallazgos son importantes ya que en México se ha
reportado a estas mismas especies de MNT como las responsables de brotes de infecciones
asociadas a mesoterapia, procedimientos quirrgicos y estéticos.!®?>2¢ Recientemente un
hospital de tercer nivel en la Ciudad de México publicd también que M. abscessus y M.
fortuitum se aislaron en dos tercios de los pacientes (18/27) con infecciones por MNT de
rapido crecimiento, sobre todo aquellos con diabetes mellitus tipo 2 y enfermedad renal
cronica.*® Mycobacterium chelonae también ha sido sefialada como un agente causal de
infecciones asociadas a tatuajes siendo la fuente de contaminacion el agua no estéril utilizada

para diluir la tinta. %74
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La Secretaria de Salud Federal, a través del Unidad de Inteligencia Epidemiologica y
Sanitaria de la Direccion General de Epidemiologia ha emitido avisos epidemioldgicos
alertando a la comunidad médica sobre el potencial riesgo de infecciones cutaneas y de

tejidos blandos por MNT durante la aplicacion de mesoterapia lipolitica en México.?>#

El aislamiento de especies potencialmente patdogenas de micobacterias en el agua potable
lleva a la hipdtesis de que ésta representa una fuente importante de exposicion, y por lo tanto,
los niveles de MNT en el agua potable deben manejarse para minimizar el riesgo de

infeccion, como se hace con otros microorganismos de interés.*®
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CAPITULO VIII

CONCLUSION

La ciudad de Monterrey y el area Metropolitana si albergan especies de MNT. En este estudio
aislamos y caracterizamos genéticamente 6 especies diferentes en el agua potable. En los
municipios de Monterrey, Escobedo, y San Nicolés de los Garza encontramos especies que
son potencialmente patdogenas para el ser humano, sobre todo para individuos
inmunocomprometidos. De esta forma, comprobamos que el agua, si bien es un recurso vital,

también puede resultar una fuente de contagio de micobacterias atipicas.

Este es el primer estudio en Nuevo Ledén que revela la presencia de micobacterias
potencialmente patogenas en el sistema de distribucion de agua potable. Son necesarios mas
estudios que permitan un mayor muestreo de diversos cuerpos de agua de los diferentes
municipios del Estado para poder aislar y caracterizar genéticamente un mayor numero de

especies de micobacterias atipicas.
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