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AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION MOLECULAR DE
MICOBACTERIAS NO TUBERCULOSAS EN EL SISTEMA DE
DISTRIBUCION DE AGUA EN UN HOSPITAL DE LIMA (PERU)

RESUMEN

Introduccion: Las infecciones por micobacterias
pueden causar lesiones cutdneas y pulmonares;
las micobacterias pueden hallarse en fuentes
de agua intrahospitalarias, pudiendo llegar a
los pacientes inmunosuprimidos y provocar
enfermedades severas. Objetivo: Aislar y
caracterizar micobacterias no tuberculosas en el
sistema de distribucién de agua en un hospital
de Lima. Materiales y métodos: Se aislaron
las micobacterias en medios convencionales
a base de huevo; y se emplearon pruebas
bioquimicas y herramientas moleculares
como la reaccién en cadena de la polimerasa
—PCR— y secuenciacion para su identificacion.
Para el andlisis de secuenciacion se empled
el GenBank y para el &rbol filogenético se
utiliz6 MEGA 6. Resultados: Fue posible el
aislamiento de bacilos acido alcohol resistentes
en muestras de agua potable fria, aunque no
en agua caliente del hospital. Se aislaron e
identificaron varias especies de micobacterias
no tuberculosas en las muestras de agua, siendo
el 100 % de crecimiento rapido, estas fueron:
Moycobacterium canariasense; M. frederiksbergense;
M. mucogenicum; Mycobacterium fortuitum y
Mycobacterium chelonae. Conclusiones: Esta es
la primera vez que se aislan micobacterias en
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agua potable de un hospital en Pera. Se concluye
que la existencia de micobacterias en el agua del
hospital podria ser fuente potencial de brotes
nosocomiales, por lo que deberia tenerse en
cuenta su estudio periddicamente.

Palabras clave: micobacterias atipicas,
micobacterias de tierra y agua, micobacterias
no tuberculosas.

ISOLATION AND MOLECULAR
CHARACTERIZATION
OF NONTUBERCULOUS
MYCOBACTERIA IN THE WATER
DISTRIBUTION SYSTEM IN A
HOSPITAL OF LIMA (PERU)

ABSTRACT

Introduction: Mycobacterial infections can cause
skin and lung lesions. Mycobacteria can be found
in intra-hospital water sources which can reach
immuno-suppressed patients and cause severe
disease. Objective: To isolate and characterize
non-tuberculous mycobacteria in the water
distribution system in a hospital in Lima.
Materials and Methods: Mycobacteria were
isolated in conventional culture egg-based
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media and biochemical tests and molecular tools
such as polymerase chain reaction (PCR) and
sequencing were used for their identification.
The GenBank was used for sequencing analysis
and MEGA 6 was used for the phylogenetic tree.
Results: Isolation of acid-fast bacilli was possible
in samples of cold drinking water, although
not in the hospital hot water. Several species
of non-tuberculous mycobacteria were isolated
and identified in the water samples being a
100% of rapid growth such as Mycobacterium

INTRODUCCION

El género Mycobacterium esta conformado
por mas de 170 especies. Las micobacterias
no tuberculosas —MNT— incluyen aquellas
micobacterias que no son miembros del
complejo Mycobacterium tuberculosis. En 1950,
los investigadores Timpe y Runyon
propusieron una clasificacién atil para el género
Mycobacterium. De acuerdo a su velocidad de
crecimiento y produccién de pigmento en la
oscuridad o por exposicion a la luz se clasifican
en: fotocromdgenos, crecimiento abundante de
los cultivos que producen pigmentos (cristales
amarillos de caroteno por exposicién a la
luz, aunque no lo generan en la oscuridad);
escotocromogenos, los organismos desarrollan
un pigmento amarillo brillante en la luz y en la
oscuridad; no fotocromégenos, que incluyen un
ntumero de especies que producen pequeiias
cantidades de pigmento amarillo palido (sin
embargo si son expuestas a la luz brillante
no intensifican su coloracién); finalmente las
micobacterias de crecimiento rapido, segtn los
grupos de Runyon.

Las especies de micobacterias incluyen especies
patégenas y no patdgenas que pueden ser
divididas en tres grupos con base en su
significancia clinica (1).
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canariasense, M. frederiksbergense, Mycobacterium
fortuitum, Mycobacterium chelonae, and
M. mucogenicum. Conclusions: This is the first
time that mycobacteria are isolated in drinking
water at a hospital in Pert. It is concluded
that the existence of mycobacteria in hospital
water could be a potential source of nosocomial
outbreaks and should be analyzed periodically.

Key words: atypical mycobacteria, soil and water
Mycobacterium, non-tuberculous mycobacteria.

El primer grupo incluye “patdgenos obligados”
en humanos y animales, por ejemplo:
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; generalmente estos son
patogenos estrictos cuya gran mayoria no suelen
ser hallados en el medio ambiente.

El segundo grupo de micobacterias consiste en
“especies potencialmente patégenas a humanos
y animales”, estas son: M. ulcerans; M. leprae y
M. lepraemurium; las cuales generalmente son
halladas en el ambiente. Recientes investigaciones
han demostrado la presencia de M. leprae en el
suelo y en alguna asociacién con protozoos (2, 3).
De igual manera pueden llegar a ser patégenas
bajo determinadas condiciones; por esta razén
son llamadas “micobacterias oportunistas” o
“patégenos ocasionales” para distinguirlas de
los “patégenos obligados”, algunas de ellas son
excepcionales (como M. ulcerans y M. malmoense)
puesto que podrian estar en ambos grupos.

El tercer grupo son especies saprofitas, no
patégenas o solo “excepcionalmente patégenas”,
a estas pertenecen las micobacterias ambientales
o también llamadas MNT en las que se incluyen:
las micobacterias de crecimiento lento y rapido;
las micobacterias de crecimiento lento son
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formadoras de colonias con mas de 7 dias de
incubacién y micobacterias de crecimiento rapido
en menos de 7 dias. Muchas especies exhiben
gran variedad en su tiempo de generacién entre
2y 48 horas (4, 5).

La identificacién de bacterias convencionales esta
bien establecida en los laboratorios clinicos, sin
embargo para la tipificacién de MNT el personal
del laboratorio clinico debe estar familiarizado
con esa especie de bacterias. El reconocimiento
tradicional de las MNT se basa en el anélisis
de ciertas caracteristicas fenotipicas (biolégicas
y bioquimicas) tales como la velocidad de
crecimiento, la produccién 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.
Las pruebas bioquimicas para MNT son muy
amplias y muchas veces tediosas, pero algunas
de ellas son relativamente sencillas y permiten
la identificacién de especies. A mediados de los
afos 90 se identificaron nuevos requerimientos
para la identificacién de micobacterias de
crecimiento lento; dentro de estos requisitos
se encontré un numero limitado de pruebas
bioquimicas que, ademas de la aplicaciéon de
técnicas moleculares, permitian obtener la
identificacion de micobacterias. Las pruebas
como niacina positivas, reduccién de nitritos y la
prueba de catalasa termolabil, son ttiles 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
numero suficiente de ensayos discriminatorios
para identificar todas las especies; siendo las
herramientas moleculares las mas apropiadas y
rapidas. Dentro del genoma de las micobacterias
existen regiones bien conservadas de ADN,
especificas de género que flanquean regiones
hipervariables determinadas de especie. Las
regiones més empleadas y amplificadas en
tuberculosis han sido las regiones dela subunidad
ribosémica 156110 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. Por tanto, es
viable el uso de la secuenciacién del gen hsp65
para identificar micobacterias y analizar su
variabilidad genética. La secuenciaciéon hsp65
tiene el potencial de ser preciso, confiable y
eficaz para la identificacion de Mycobacterium de
crecimiento rapido aisladas de muestras clinicas
y del medio ambiente (6).

Con base en ello se emplearon algunas de estas
herramientas moleculares para establecer la
identidad de las especies de micobacterias
aisladas. En Pert hay pocos estudios sobre las
micobacterias ambientales, por lo que rara vez
son reportadas. El objetivo de este estudio fue
aislar y caracterizar molecularmente MNT del
sistema de distribucién de agua en un hospital
de Lima.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevé a cabo en un hospital
oncolégico de Lima entre 2003-2004.
Sin embargo los andlisis de secuenciacion,
filogenia y el manuscrito se realizaron en 2014.

Recoleccion de agua del hospital

Las muestras de agua se recolectaron en
diferentes areas del hospital, el cual se ubica en
Lima Este; en general se tomaron 37 muestras
de agua divididas en 5 ensayos. Se obtuvieron
las muestras en el séptimo piso en el drea de
pediatria (neutropenia, zona de infectados
y procedimientos oncolégicos especiales).
Se prosigui6 en el sexto y quinto piso: clinica.
En el cuarto piso, en el drea de la unidad de
cuidados intensivos —UCI—. En el tercer piso
servicio de proteccion al inmuno neutropénico
—SEPIN—. Igualmente en el comedor que se
encuentra en el sétano y finalmente en el primer
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piso en el pozo de distribucién de agua que
abastece todo el hospital.

La recoleccién de la muestra se realiz6 en frascos
de vidrio estériles de tapa rosca, los cuales
fueron lavados y autoclavados a una presién de
15 mmHg a 121 °C por 15 minutos. Se procedié
a tomar las muestras de agua de cada piso del
hospital, el volumen de agua fue entre 800 ml
y 900 ml tanto para agua fria (-23 °C) como
para agua caliente (>50 °C); inmediatamente
obtenidas las muestras fueron procesadas. En el
caso de la muestra de agua caliente, esta se dejo
enfriar para ser filtrada después.

Filtrado de muestras de agua y deteccién de
micobacterias

Se emple6 el método del filtrado al vacio, el cual
permitié retener los microorganismos que se
deseaban aislar. Entre 800-900 ml de agua fueron
tratados a través de un filtro Millipore 0,45 pm
de didmetro; se procedié con una cuidadosa
limpieza del equipo de filtrado al vacio con
agua destilada estéril y alcohol (de 70°) antes
y después de filtrar cada muestra de agua.
Luego de pasar el agua por la membrana, esta
se coloc6 en placas de Petri conteniendo medio
de cultivo Ogawa; estas fueron incubadas a
37 °C y 42 °C por 10 dias para las muestras de
agua fria y de 15 a 20 dias minimo para las
muestras de agua caliente.

Cultivo de las muestras

El medio de cultivo empleado fue el Ogawa,
a base de huevo, usado para el aislamiento
primario. El medio se coagul6 en placas de Petri,
lo que permitié colocar la membrana en el centro
de la placa. Se realizaron 5 ensayos.

Primer ensayo: el aislamiento de micobacterias
del agua fria se incub6 a 37 °C con adiciéon de
antibidticos (dicloxacilina 40pg/ml, cefalexina
40pg/ml) en condiciones de aerobiosis.
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Segundo ensayo: el aislamiento de micobacterias
del agua caliente se incub6 a 37 °C y 42 °C con
adicién de antibioticos (dicloxacilina 1mg/ml,
cefalexina 1mg/ml, fluconazol 1 mg/ml) en
condiciones de microaerofilia; se incubaron por
un mes.

Tercer ensayo: el aislamiento de micobacterias
del agua caliente se incub6 a 37 °C y 42 °C con
adicién de antibioticos (dicloxacilina 1mg/ml,
cefalexina 1mg/ml, fluconazol 1mg/ml) en
condiciones de aerobiosis.

Cuarto ensayo: sembrado y aislamiento de
micobacterias del agua caliente incubadas a
37 °C y 42 °C en condiciones de aerobiosis,
sin antibioticos.

Quinto ensayo: repeticion del primer ensayo
con el agua fria en el que se incubé a 37 °C en
condiciones aerdbicas, sin antibiéticos.

Las membranas se colocaron en la placa
de Petri luego de realizar una impronta
a un lado de la misma placa, esto para
observar las caracteristicas de las colonias que
pudieran crecer.

Extraccion de ADN

Se tomo una asada de la cepa y se suspendi6
en 400 uL de TE 1x, se incubd a 80 °C por
20-30 minutos para inactivarla. Después de
su enfriamiento se agregé 50 uL de lisozima
(50mg/ml), que fue agitado en vortex, luego
incubado a 37 °C por al menos 1 hora en
movimiento o 12 horas en reposo. Se agrego
70 pL de SDS 10 % y 5 puL de proteinasa K
(20mg/ml), se paso por el vortex y se incub6 a
65 °C por 10 minutos, se agreg6 100 pL de NaCl
5M y 100 pL de CTAB/NaCl solucién. Se pasé
por el vortex hasta que el liquido estuvo lechoso
y se incub6 a 65 °C por 10 minutos. Se agregé
750 pL de cloroformo/alcohol isoamilico 24:1.
Se paso por el vortex por 10 s y se centrifugé a
temperatura ambiente por 5 minutos a 14,000 g,
transfiriéndose el sobrenadante a un nuevo tubo
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con 0,6 de volumen (450 pL de isopropanol), se
incub6 a -20 °C por 30 minutos y se centrifugé
15 minutos a 14,000 g; el sedimento se volvié
a suspender en 1 ml de etanol al 70 % y se
centrifugé a 14,000 g por 5 minutos, se decant6
el sobrenadante y el sedimento se dej6 secar
20 minutos y luego se afiadi6é 30-40 uL TE y se
refriger6 4 °C o -20 °C.

Analisis bioquimico

Los analisis bioquimicos fueron realizados
por el Instituto Nacional de Salud —INS— de
Lima (Pert) y algunas cepas por el Instituto de
Medicina Tropical -IMT—de Amberes (Bélgica).
Las pruebas bioquimicas fueron basicamente:
coloraciéon de Ziehl-Neelsen; temperatura de
crecimiento (37-42 °C); velocidad de crecimiento
(dias); morfologia de las colonias y la producciéon
de pigmento; asi como métodos bioquimicos
tales como niacina, nitrato, fosfatos, urea y
algunas enzimaticas como la catalasa; basados
en el manual de Kent y Kubica de 1985 (7).

Analisis del genotipado molecular

El genotipado de cepas sellevo a cabo en el Instituto
de Medicina Tropical Alexander von Humboldt —
IMT-AvH— (Pert) y el IMT de Amberes Bélgica por
el laboratorio Unidad de Tuberculosis. Las cepas
fueron analizadas amplificando el gen 165rRNA, en
este caso el cebador empleado fue el directo (forward)
pA: (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') (8, 9).
También realizamos el analisis de secuenciacién
del gen hsp65 para la diferenciacion de especies
de micobacterias, en donde se amplificé una
secuencia parcial de 441 aproximadamente.
Se empled el cebador directo (forward) Tb11
(5'-ACCAACGATGTGTGTCCAT-3') y el cebador
reverse Tb12 (TTGTCGAACCGCATACCCT) (6,
7). Para la amplificaciéon de los productos de PCR
se empleo el siguiente protocolo: 1 ciclo de 95
°C durante 5 minutos; 30 ciclos de 94 °C durante
1 minuto, 65 °C durante 1 minuto, 72 °C durante
1 minuto y 1 ciclo de 72 °C durante 7 minutos; como
describe el manual de Leao et al. (10).

Los estudios de secuenciacién fueron realizados
con un analizador automatizado (Applied
Biosystems 3130 Series Genetic Analyzers).

Analisis filogenético

Todas las secuencias obtenidas fueron analizadas
empleando el software MEGA version 6.0.
El andlisis de alineaciéon fue con CLUSTALW
empleando el software MEGA 6. Para el
analisis del arbol filogenético fue empleado
el método neighbor-joining con el modelo de
2-parédmetros de Kimura y con 1,000 Bootstrap
de replicaciones.

RESULTADOS

En total se analizaron 37 muestras de agua
potable del hospital. Fueron divididas en 5
ensayos individuales. Solo se detectaron 16/37
bacilos acido alcohol resistentes, es decir el
43,2 %.Las16(100 %) cepasfueronaisladasenagua
fria, ninguna en agua caliente. La temperatura del
agua caliente del hospital alcanzé un promedio
de 73 °C y un pH entre 7,2-7,4. (Tabla 1).
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Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas de las muestras de agua en el hospital

Conteo en placa

Fuente Temperatura °C Cloro residual pH ufc/100 ml
Caliente
Promedio 73 °C Nd 7,9 0
Rango 70-74 °C 0
Fria
Promedio 18 °C Nd 72 50 x 10°
Rango 16-18 °C 30 x10%-9,0 x 10?

Nd: no detectado; ufc: unidades formadoras de colonia.
Fuente: elaboracion propia.

Las muestras de agua contenian mds de dos
especies de micobacterias. La identificacion
molecular fue llevada a cabo por el IMT-AvH
y por el Laboratorio Nacional de Referencia
e Investigaciones en Tuberculosis (Bélgica)
(Tabla 2). Todas las colonias se desarrollaron
dentro de 5 a 7 dias.
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Tabla 2. Identificacién de las cepas de micobacterias no tuberculosas aisladas en agua potable del hospital

Cepa Orig‘efl Pigmento Temp(.era.’tura Prueba.s convencionzjlles Secuenciamiento del
geogrifico de crecimiento realizadas en Perta hsp65 */ 16rRNA**

26503-(3) Lima, Pera F 25y 37°C Mycobacterium vaccae ND

26503-(4) Lima, Perta F 25y 37°C Mycobacterium vaccae ND

26503-(7) Lima, Pera Nf 25y 37°C Mycobacterium fortuitum ND
26503-(9b) Lima, Pera Nf 25y 37°C Mycobacterium fortuitum ND
26503-(9¢) Lima, Pera Nf 25y 37°C Mycobacterium fortuitum ND
141203-7(1) Lima, Perta Nf 25y 37°C Mycobacterium triviale M. mucogenicum™/**
141203-7(2) Lima, Pera Nf 25y 37°C Mycobacterium chelonae M. canariasense”/**
141203-7(3) Lima, Perta S 25y37°C Mycobacterium phlei M. frederiksbergense™/**
141203-6(1) Lima, Pera Nf 25y 37°C Mycobacterium fortuitum ND
141203-5(1) Lima, Pera Nf 25y 37°C Mycobacterium fortuitum ND
141203-4(1) Lima, Pera Nf 25y 37°C Mycobacterium fortuitum M. fortuitum™/**
141203-4(2) Lima, Perta S 25y 37°C Mycobacterium phlei M. canariasense”/**
141203-4(3) Lima, Pera Nf 25y 37°C Mycobacterium chelonae ND
141203-3(1) Lima, Perta S 25y 37°C Mycobacterium phlei M. frederiksbergense™/**
141203-8(1) Lima, Pera S 25y 37°C Mycobacterium phlei ND
141203-8(2) Lima, Pera S 25y 37°C Mycobacterium fortuitum ND

Hsp65= proteina de shock térmico; ND= no determinado; F= fotocromégeno; S= escotocromégeno;
Nf = no fotocromégeno. Todas las cepas crecieron a 37 °C en incubacién, pero también a
temperatura ambiente 25 °C.

Fuente: elaboracion propia.

La identificacién bioquimica fue llevada a
cabo por el INS y el IMT(Bélgica). Todas las
colonias aisladas crecieron en medio Ogawa y
a temperatura de 37 °C. El rango de acidez fue
registrado en agua fria con pH 7,2y para el agua
caliente de 7,4 (Tabla 1).
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Tabla 3. Identificacién bioquimica de micobacterias aisladas de agua del hospital de Lima
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Simbolos: NaCl= cloruro de sodio
Th = hidrélisis de tween 80 Foto = fotocromégeno
TCH-= hidracida del 4cido 2 tiofeno carboxilico 10pg/ml No foto = no fotocromégeno
INH= Isoniacida 10 mg/ml ** No fue identificado en Bélgica, pero si en Lima (Pert)
HA-= hidroxilamina (Figura 1).
PNB= acido 4-nitrobenzoico 0,5mg/ml Cata= catalasa

Fuente: elaboracion propia.
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En el ensayo 1 el volumen de agua filtrada fue
de 840 ml y 990 ml, recolectado a las 11:00 a.
m. En estas muestras se identificé bacilos &cido
alcohol resistentes (9) 100 %. Las cepas crecieron
a los 5 dias de incubacién a 37 °C (Figuras 1, 2).

Figura 1. A y B) colonias de micobacterias aisladas del agua potable del grifo del hospital
y crecidas en medio Ogawa empelando una membrana de 0.22 p de poro. C) Coloraciéon de
Ziehl- Neelsen

15
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X

Figura 2. Cepas de Micobacterias aisladas en medio Ogawa, A) Mycobacterium frederickbergense

4% piso B) M fortuitum C) Mycobacterium chelonae complejo aislado de UCI. D) Mycobacterium

frederickbergense aislado 7™ piso. E) Mycobacterium fortuitum.y F) Mycobacterium frederickbergense
aislada del comedor.

En la muestra 5 se observé que la morfologia
de los bacilos era mas ancha y larga, bajo la
tincion de Ziehl-Neelsen, respecto a las demas
muestras estudiadas. Luego de 11 dias de crecida
la colonia se observé que esta se torné de color
anaranjado. En la muestra 9 se identificaron
3 colonias: 1 colonia amarilla, 1 colonia amarilla
palida y 1 colonia blanca y rugosa. En general,
solo se tomo6 una colonia en representaciéon de
cada placa de Ogawa. Con la excepciéon de la
muestra 9, en donde se tomaron las 3 colonias
diferentes (9a, 9b, 9c).
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En los ensayos 2, 3 y 4, no se aisl6 ningtn
microorganismo en estos experimentos.

En el ensayo 5, por su parte, se identificé bajo
la tincién de Ziehl-Neelsen la presencia de
bacilos acido alcohol resistentes en (9) 100 % de
las muestras de agua. Las cepas aisladas de las
muestras de agua crecieron dentro de los 5 dias
de incubacioén a 37 °C (Figura 3).
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Figura 3. A,B) Muestras de agua incubadas a 42°C en las que se observa deshidratacién después

de un mes de incubacién y en una placa crecimiento de Bacillus sp. Figura 3B, ampliacion de

la imagen donde se indica con la flecha amarilla. 3 C y D) Colonias de Micobacteria aislada de
agua del pozo del hospital (fuente de ingreso del agua al hospital).

Las especies identificadas en el ensayo 1,
por pruebas fenotipicas, fueron: 3 cepas de
M. fortuitum y 2 cepas de M. vaccae (Tablas 2, 3).
En el ensayo 5, fueron: M. chelonae2/16 (12,5 %);
M. triviale 1/16 (6,25 %); M. phlei 4/16 (25 %);
M. vaccae 2/16 (12,5 %) y M. fortuitum 7/16
(43,75 %) (Tablas 3, 4).
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Tabla 4. Hallazgos microbiol6gicos del 1y 5 ensayo

Recuento de colonias dentro y fuera
de la membrana

Descripcion de la cepa/
colonia

Colonia

71 ufc fuera de la membrana
>1000 ufc dentro de la membrana

33 ufc fuera de la membrana
> 1000 ufc dentro de la membrana

+200 ufc fuera de la membrana
> 1000 ufc dentro de la membrana

+200 ufc fuera de la membrana
> 1000 ufc dentro de la membrana

+200 ufc fuera de la membrana
> 1000 ufc dentro de la membrana

+200 ufc fuera de la membrana
> 1000 ufc dentro de la membrana

+200 ufc fuera de la membrana
> 1000 ufc dentro de la membrana

>500 ufc dentro de la membrana

10 ufc fuera de la membrana
> 1000 ufc dentro de la membrana

137 ufc fuera de la membrana
>200 ufc fuera de la membrana

>1000 ufc, colonias blancas de Imm y
colonias 2-3 mm blancas cremosa. 19-
24 ufc pigmentadas amarillo-naranja

Colonia blanca lisa

Colonia grande amarilla
pélida

Colonia amarilla-naranja

Colonia amarilla

Colonia amarilla pélida

Colonia blanca rugosa

Colonia amarilla-naranja
Colonia blanca
Colonia amarilla-naranja

Colonia amarilla-naranja

Colonia blanca

Colonia naranja
ligeramente seca y rugosa

141203-7(1)

141203-7(2)

141203-7(3)

141203-6(1)

141203-5(1)

141203-4(1)

141203-4(2)
141203-4(3)
141203-3(1)

141203-8(1)
141203-8(2)

Piso del Coédigo muestra
hospital
7 7(1) neutropenia
7 7(2) infectados
. 7(3) procedimientos
especiales
6 6(1)
5 5(1)
4 4(1)
4 4(2)
4 4(3)
3 3(1)
2 8(1)
2 8(2)
1
Pozo ?
7 3P
4 4P
3 7P
(utm)
Sétano
8
comedor
Pozo 9
9a
9b
9c

>500 ufc

55 ufc fuera de la membrana
>500 ufc dentro de la membrana

>500 ufc dentro de la membrana

75 ufc dentro de la membrana

45 ufc dentro de la membrana

Colonia amarilla 1-2 mm
Colonia amarilla 1-2 mm

Colonias amarillas
2-3mm

Colonia amarilla-palida

Colonia amarilla
Colonia amarilla

Colonia amarillo palido
mucoide

Colonia blanca rugosa

26503-(3)

26503-(4)

26503-(7)

26503-(9b)

26503-(9c)

ufc= unidad formadora de colonia; utm= unidad de trasplante de médula.

Fuente: elaboracion propia.
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Identificacién por biologia molecular

El 7/16, es decir el 38 % de las cepas, fueron
analizadas para la secuenciacién del gen hsp65
y por secuenciacion parcial del 16S rRNA.
Una delas 7 cepas fue duplicada y por ellono se
contabilizé. Las 6 cepas restantes se estudiaron
con un cebador universal con lo que se obtuvo
entre 477-640 pb y con el gen hsp65 conseguimos
un amplicén de 441pb empleando los cebadores
Tb1ly Tb12.

Identificacién de micobacterias por analisis del
gen del 16S rRNA

La identificacién de las cepas fue asi: 3(1) y 7(3)
se encuentran relacionadas con Mycobacterium
frederiksbergense y muestran una similitud del
99 %, asi como a M. neoaurum en un 93 %.
Las cepas 4(2) y 7(2) estan relacionadas a
M. canariasense en un 97 % y M. diemhoferi.
La cepa 7(1) esta relacionada a M. chelonaey 4(1)
relativamente cercana a M. fortuitum (Tabla 2,
Figura 4).

)

4(2)

7(2)

97

93

Mycobacterium canariasense NC-OB (KJ720533)
an Mycobacterium canariasense strain 502329 (AY255478)
——— Mycobacterium diemhofer (AF480599)

Mycobacterium frederiksbergense (AJ276274)
Mycobacterium necaurum (AF430593)

Mycobacterium phlei (AF480603)

43 -

M.senegalense (M29567)
7(1)

o )

93

Mycobacterium vaccae (AF480591)

M.abscessus (X82235)
Mycobacterium immunogenum (AJ011771)
Mycobacterium fortuitum (X52933)

Mycobacterium Chelonae-like (X80771)
Mycobacterium mucogenicum strain ATCC 49650 (AY457074)

Tsukamurella paurometabola (AF283280)

Figura 4. Arbol filogenético de micobacterias de crecimiento rapido, indicando la relacién de las cepas de
Micobacterias aisladas del Hospital. Arbol basado en las secuencias parciales obtenidas del PCR se han
comparado con las secuencias disponibles en el GenBank para el gen ARNTr 16S. El algoritmo utilizado
para construir el drbol fue Neighbor-joining con el modelo de 2-parametros de Kimura. La cepa NC-OB

(KJ720 533) @. El grupo externo fue Tsukamurella paurometabola
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Identificacion de micobacterias por analisis
del gen hsp65

Las 6 cepas fueron analizadas secuenciando
el gen hsp65 (Tabla 2). Los fragmentos
amplificados de las cepas fueron de 430 a 448 pb
aproximadamente. Las cepas 4(2) y 7(2) estan
relacionadas filogenéticamente a Mycobacterium

canariasense, asi como a Mycobacterium neoaurum,
lo que confirma el analisis del 16S. En el caso de
la cepa 7(1) muestra una similitud (del 100 %)
con Mycobacterium mucogenicum. Las cepas 3(1)
y 7(3) son cepas idénticas a M. frederiksbergense
y cercanas a M. neoaurum. La cepa 4(1) esté
relacionada a Mycobacterium fortuitum (Figura 5).

3(1)
99 I

—

67

! 4(1) l

Mycobacterium canariasense NC-OB (KJ720534)

Mycobacterium canariasense (AY255477)

I: Mycobacterium neoaurum CIP 105387 (AF547860)
a3 Mycobacterium frederiksbergense DSM 44346 (AF547834)
Mycobacterium diemhoferi CIP 105384 (AF547825)

T — Mycobacterium mucogenicum CIP 105223 (AF547858)
Mycobacterium abscessus CIP 104536 (AF547802)
Mycobacterium chelonae CIP 104535 (AF547818)

Mycobacterium senegalense CIP 104941 (AF547872)
499(— Mycobacterium fortuitum subsp. fortuitum CIP 104534 (AF547833)
Mycobacterium tuberculosis subsp. tuberculosis CIP 105795 (AF547885)
Mycobacterium vaccae strain CIP 105934 (AF547889)

Mycobacterium phlei strain CIP 105389 (AF547866)
Tsukamurella paurometabola strain KCTC 9821 HSP65 (AY299165)

Figura 5. Arbol filogenético de micobacterias de crecimiento rapido, indicando la relacion de las cepas
de Micobacterias aisladas del Hospital. Las secuencias obtenidas del PCR se han comparado con las
secuencias disponibles en el GenBank para el gen hsp65. El algoritmo utilizado para construir el arbol
fue Neighbor-joining con el modelo de 2-pardmetros de Kimura. La cepa NC-OB (KJ720533) 7. El grupo
externo fue Tsukamurella paurometabola
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DISCUSION

Las MNT han sido implicadas en enfermedades
crénicas como son las infecciones respiratorias
y cuténeas (1, 5).

Las MNT tales como M. fortuitum, M. chelonae,
M. peregrinum, M. szulgai, M. gordonae han sido
involucradas en infecciones nosocomiales y
pseudobrotes; por esta razén deben de ser
estudiadas con mayor profundidad para
establecer claramente la causa de un brote o
pseudobrote nosocomial.

Kirschner etal. (11) demostraron que la poblacién
de M. avium esta relacionada directamente con
los niveles de zinc. La presencia de micobacterias
en los sistemas de distribucién de agua de
los hospitales se da en parte porque se usan
cafierias galvanizadas, las cuales son hechas
con aleaciones de zinc. Debe considerarse
que el zinc es raro en aguas naturales, pero
bastante comin en agua potable y en los
desagiies por el uso comun de material de
hierro (metal galvanizado). La remocién de
zinc se da por corrosiéon de las aleaciones de
bronce y zinc-cobre, siendo conocida como
descincificacion. La descincificacion es agravada
por la cloracién del agua y puede ocurrir
tanto en agua caliente como en agua fria (12).
Otro factor que contribuye a la presencia de estas
micobacterias en los sistemas de distribucion
de agua en los hospitales es su resistencia a
la desinfeccién por cloro (Cl-), por ejemplo:
Mycobacterium intracellulare, M. xenopi, M. avium,
M. fortuitum, M. chelonae, son conocidos por su
resistencia a los metales pesados y oxianiones;
Mycobacterium scrofulaceum, M. avium y
M. intracellulare, son anormalmente resistentes al
cadmio (Cd), mercurio (Hg), plata (Ag) y telurio
(Te). Queda demostrado asi que en la fisiologia
de las micobacterias es un claro determinante en
su ecologia y en su distribucién geografica (11,
12), lo que impide erradicarlas completamente.

Las infecciones por micobacterias no son
exclusivamente pulmonares, Mycobacterium

scrofulaceum fue encontrada como agente
causante de linfoadenitis en nifios (13).

Las investigaciones de du Moulin y Stottmeier
(14) determinaron las potenciales rutas de
infeccién para los pacientes hospitalizados.
Estas se podrian identificar como: el cafio en el
bafio del paciente; el agua de la jarra en la mesa
de noche del paciente; el equipo de nebulizaciéon
y el urinario entre otros. En el mismo estudio
(14) aislaron 43 cepas de micobacterias de agua
potable en agua caliente y fria del hospital
de una comunidad costera en EEUU. En esa
investigacion se encontré que 39 cepas (90,7 %)
fueron Mycobacterium avium complex, M. gordonae
(7,0 %) y M. scrofulaceum (2,3 %); la concentracion
de M. avium fue de 10 a 500 ufc/100ml.
En hospitales de otros paises se han encontrado
complicaciones post cirugia de trasplante renal
y en los pacientes con leucemia infectados por
varias especies de micobacterias (15, 16).

Es importante sefialar que el nicho ecolégico y
la fisiologia de las MNT son significativamente
diferentes a Mycobacterium tuberculosis. Muchas
micobacterias son de vida libre y han sido
detectadas en un amplio rango de ecosistemas
incluyendo agua, suelos y aerosoles (16, 17).

Las MNT se hallan en el medio ambiente o
reservorios de agua como lo es el sistema
de distribucién de agua potable, no hay
una contaminacion de otro origen; estas son
residentes capaces de crecer, persistir y sobrevivir
(11, 16, 17) en su medio acuoso. Los factores
que permiten a las micobacterias persistir y
mantenerse viables serian: la temperatura;
los nutrientes gaseosos y la interrupcion
de flujo de agua. Las micobacterias mas
comunmente halladas son: Mycobacterium avium
complex; Mycobacterium gordonae; M. flavescens;
M. fortuitum y M. chelonae.

La capacidad de las micobacterias para
sobrevivir en fuentes de agua de los hospitales
ha sido reportada hace mas de 30 afios (18).
Las micobacterias patégenas han sido aisladas
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de agua de hospital en varias ocasiones, von
Reyn (18) aislé Mycobacterium avium 10 de 33
(30 %) muestras ambientales en Boston y New
Hampshire entre 1990-1992; otros investigadores
han reportado resultados similares (19, 20, 21).
Por otro lado en este estudio no se ha detectado
micobacterias en agua caliente, la temperatura
del agua del hospital alcanzé en promedio los
73 °C. Las MNT crecen en un rango de 52-57 °C
(18, 21), esto podria explicar porque no se han
aislado micobacterias del sistema de distribucion
de agua caliente (Tabla 1).

Hace algunos afios se han venido reportando
nuevas especies de micobacterias en fuentes
de agua de hospitales; estos estudios han
demostrado una fuerte asociaciéon entre las
especies de micobacterias en el agua y brotes
nosocomiales en pacientes inmunosuprimidos
(13-16, 19, 21).

En 1988 (21) 34 areas de un hospital fueron
analizadas en basqueda de micobacterias, 14 (41
%) demostraron la presencia de M. avium por
métodos fenotipicos y genotipicos. Once &reas
correspondieron a muestras de agua caliente con
una temperatura promedio de 55 °C, sugiriendo
que el agua caliente no es factor limitante para
algunas micobacterias. Otros investigadores (22)
detectaron MNT en el 54 % de las muestras de
hielo, donde el 35 % fueron de agua potable, en
lugares publicos de 21 Estados de EEUU. Hace
algan tiempo se publicé una extensa revision
bibliografica por Vaerewijck et al. (23) enla que
se recomienda la evaluacién de los sistemas de
distribucién de agua y las biopeliculas como
método de control de micobacterias ambientales.

Consideramos que debe realizarse una limpieza
minuciosa de las maquinas de uso clinico, de
igual modo de toda agua potable del hospital
y toda fuente de agua que pueda ser reservorio
de patégenos. Los estudios preventivos o de
mantenimiento como de limpieza o desinfeccién
deben ser hechos por personal especializado y
respaldado por un laboratorio clinico, dejando
informes para futuras comparaciones de
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resultados. La presencia de micobacterias en el
sistema de distribucién de agua de los hospitales
de Lima deberia ser notificada a los érganos
de control y considerada seriamente como una
fuente importante de patégenos agresivos, sobre
todo para los pacientes inmunosuprimidos por
quimioterapia o cirugias de trasplante.

Para finales de los anos 90, Hillebrand-
Haverkort et al. (24) demostraron la presencia de
M. genavense en agua de hospital 210 bacterias/ml
por técnicas moleculares como reaccién en cadena
de la polimerasa —RCP—; esta micobacteria es
de dificil cultivo e identificacion.

Las especies de micobacterias aisladas en este
hospital han sido reportadas anteriormente
como responsables de infecciones nosocomiales
en humanos en otras sedes hospitalarias
de Lima. Es importante que el personal del
laboratorio esté familiarizado con cepas tipo
Mycobacterium fortuitum y Mycobacterium
chelonae. En este estudio también hemos
identificado a Mycobacterium frederiksbergense,
una cepa aislada por primera vez en Dinamarca
en 2001; la cual recientemente ha sido implicada
en infecciones en humanos, en especial en un
paciente pedidtrico con leucemia linfoblastica
aguda (25). Asi Mycobacterium canariasense fue
aislada més de una vez del agua del hospital.
La primera descripcion de Mycobacterium
canariasense fue por Campos-Herrero et al. y
Jiménez et al. (15, 26), ellos identificaron la
bacteria en 12 pacientes con leucemia y linfomas.
Los pacientes tuvieron cuadros de bacteriemia;
nunca identificaron la fuente de la infeccidn,
pero lo més probable es que fuera el agua.
LapresenciadeM. canariasensey M. frederiksbergense
en agua hospitalaria podria representar una
amenaza potencial, ya que pueden considerarse
como patdgenos oportunistas en pacientes con
cancer (27). Hoy no son consideradas las MNT
un problema de salud ptublica en Pert. Durante
este estudio no se ha hecho la busqueda de casos
clinicos que se correlacionen con infecciones
por estas micobacterias en este hospital.
Sin embargo los hallazgos ponen de manifiesto
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la presencia y potencial peligro en pacientes
inmunosuprimidos por cancer, trasplantes o
cirugias oncolégicas de emergencia.

CONCLUSIONES

Este es el primer estudio en Pertt que revela
la presencia de micobacterias potencialmente
patdgenas en el sistema de distribucion de agua
deunhospital de Limay que podria comprometer
a pacientes inmunocomprometidos. Este estudio
pretende servir como punto de partida para
profundizar en investigaciones sobre MNT en
el Pert. En algunos de los hospitales del pais
existe la necesidad de investigar potenciales
reservorios de patégenos de dificil identificacién
o aislamiento. Las pruebas bioquimicas son
tatiles para algunas especies de micobacterias,
pero para discriminar especies muy cercanas
filogenéticamente es necesario el uso de
herramientas moleculares. La presencia de MNT
en fuentes de agua dentro del hospital podria
conllevar a infecciones intrahospitalarias.
La sospecha de casos debe partir del personal
clinico y el laboratorio, por ello se cree que serian
recomendables las evaluaciones periédicas de las

fuentes de agua en los hospitales para determinar
la carga microbiana; y poderlas relacionar asi con
los posibles brotes o pseudobrotes que pueden
darse en un determinado periodo al interior de
los hospitales.

AGRADECIMIENTOS

Los autores desean agradecer a todas las personas
que hicieron posible realizar este estudio para
el bienestar de los pacientes del hospital; de
manera muy especial al Dr. Humberto Guerra
Allison del IMT-AvH de Pert y a la Dra. Leen
Rigouts Jefa de la Unidad de Tuberculosis
de Amberes, quienes ayudaron a identificar
las cepas y secuenciarlas. Un agradecimiento
también a MSc Oscar Nolasco, quien asistié
al anédlisis de PCR y secuenciacion; a la Dra.
Maria Silva, Jefa del Area de Microbiologia del
hospital y a todo el personal del laboratorio
que colaboraron con nosotros. Finalmente nos
gustaria agradecer al licenciado Juan Espejo
Fernandez, al Dr. Josué Campos Avila por sus
criticas y comentarios al presente estudio y muy
especialmente a Veronnika Pefia Baldoceda por
la revision del manuscrito.

REFERENCIAS

1. Portaels F. Epidemiology of mycobacterial diseases. Clin. Dermatol. 1995; 13: 207-222.

2. Lahiri R, Krahenbuhl James L. The role of free-living pathogenic amoeba in the transmission of leprosy:
A proof of principle. Lepr Rev. 2008; 79: 401-409.

3. Grange JM, Dewar CA, Powbotham TJ. Microbe dependence of Mycobacterium leprae: A possible
intracellular relationship with protozoa. Int J Lepr. 1987; 55: 565-566.

4. Cooper AM, Appelberg R, Orme IM. Immunopathogenesis of Mycobacterium avium infection. Front.

Biosci. 1998; 3: 141-148.

5. Wright EL, Zywno-van Ginkel S, Rastogi N, Barrow WW. Monoclonal infection involving Mycobacterium
avium presenting with three distinct colony morphotypes. J. Clin. Microbiol. 1996; 34: 2475-2478.

6. Ringuet H, Akoua-Koffi C, Honore S, Varnerot A, Vincent V, Berche P, et al. Hsp65 sequencing for
identification of rapidly growing mycobacteria. J Clin Microbiol. 1999; 37 (3): 852-857.

7. Kent P, Kubica GP. Public Health Mycobacteriology: A guide for the level III laboratory. Atlanta:
Department of Health and Human Services; 1985.

23



Biusamd ..........................................................................................................................................................

Alfonso Martin Cabello-Vilchez, Ronald G. Nufiez-Ato

8. Edwards U, Rogall T, Blocker H, Emde M, Boéttger EC. Isolation and direct complete nucleotide
determination of entire genes. Characterization of a gene coding for 16S ribosomal RNA. Nucleic
Acids Res. 1989; 17 (19): 7843-7853.

9. ZhangYY, Li YB, Huang MX, Zhao XQ, Zhang LS, Liu WE, et al. Novel species including Mycobacterium
fukienense sp. is found from tuberculosis patients in Fujian Province, China, using phylogenetic
analysis of Mycobacterium chelonae/abscessus complex. Biomed Environ Sci. 2013; 26 (11): 894-901.

10. Leao SC, Martin A, Mejia GI, Palomino JC, Robledo J, Telles MAS, et al. Practical handbook for the
phenotypic and genotypic identification of mycobacteria. Bruges: Vanden Broele; 2004.

11. Kirschner RA Jr, Parker BC, Falkinham JO III. Epidemiology of infection by nontuberculous mycobacteria.
Mycobacterium avium, Mycobacterium intracellulare, and Mycobacterium scrofulaceum in acid, brown-
water swamps of the southeastern United States and their association with environmental variables.
Am Rev Respir Dis. 1992; 145 (2 Pt. 1): 271-275.

12. Jackson MH, Morris GP, Smith PG, Crawford JF. Environmental Health Reference Book. Oxford:
Butterworth-Heinemann; 1990.

13. Wolinski E. Nontuberculous mycobacteria and associated diseases. Am Rev Respir Dis. 1979; 119
(1): 107-159.

14. du Moulin GC, Stottmeier KD. Waterborne mycobacteria: An increasing threat to health. ASM News.
1986; 52: 525-529.

15. Campos-Herrero MI, Garcia D, Figuerola A, Suarez P, Campo C, Garcia MJ. Bacteremia caused by the
novel species Mycobacterium canariasense. Eur J Microbiol Infect Dis. 2006; 25: 58-60.

16. Falkinham JO III. Epidemiology of infection by nontuberculous mycobacteria. Clin Microbiol Rev.
1996; 9 (2): 177-215.

17. Mofett HL, Williams T. Bacteria recovered from distilled water and inhalation therapy equipment. Am
J Dis Child. 1997; 114 (1): 7-12.

18. von Reyn CF, Maslow JN, Barber TW, Falkinham JO III, Arbeit RD. Persistent colonization of potable
water as a source of Mycobacterium avium infection in AIDS. Lancet. 1994; 343: 1137-1141.

19. Kauppinen ], Nousiainen T, Jantunen E, Mattila R, Katila ML. Hospital water supply as a source of
disseminated Mycobacterium fortuitum infection in a leukemia patient. Infect Control Hosp Epidemiol.
1999; 20 (5): 343-345.

20. Carson LA, Petersen NJ, Favero MS, Aguero SM. Growth characteristics of atypical mycobacteria in
water and their comparative resistance to disinfectants. Appl Environ Microbiol. 1978; 36 (6): 839-846.

21. du Moulin GC, Stottmeier KD, Pelletier PA, Tsang AY, Hedley-Whyte J. Concentration of Mycobacterium
avium by hospital hot water systems. JAMA. 1988; 260 (11): 1599-1601.

22. Covert TC, Rodgers MR, Reyes AL, Stelma GN Jr. Ocurrence of Nontubercolous Mycobacteria in
Enviromental Samples. Appl Eviron Microbiol. 1999; 65 (6): 2492-2496.

23. Vaerewijck MJ, Huys G, Palomino JC, Swings J, Portaels F. Mycobacteria in drinking water distribution
systems: Ecology and significance for human health. FEMS Microbiol Rev. 2005; 29 (5): 911-934.

24. Hillebrand-Haverkort ME, Kolk AH, Kox LF, Ten Velden 1], Ten Veen JH. Generalized mycobacterium
genavense infection in HIV-infected patients: Detection of the mycobacterium in hospital tap water.
Scand J Infect Dis. 1999; 31 (1): 63-68.

25. Senozan EA, Adams D], Giamanco NM, Warwick AB, Eberly MD. A catheter-related bloodstream
infection with Mycobacterium frederiksbergense in an immunocompromised child. Pediatr Infect Dis
J. 2015; 34 (4): 445-447.

26. Jiménez MS, Campos-Herrero MI, Garcia D, Luquin M, Herrera L, Garcia MJ]. Mycobacterium
canariasense sp. nov. Int J Syst Evol Microbiol 2004; 54: 1729-1734.

27. Paniz-Mondolfi A, Ladutko L, Brown-Elliott BA, Vasireddy R, Vasireddy S, Wallace R] Jr. First report
of Mycobacterium canariasense catheter-related bacteremia in the Americas. J Clin Microbiol. 2014;
52 (6): 2265-2269.

24

Biosalud, Volumen 17 No. 2, julio - diciembre, 2018. pags. 7 - 24 ISSN 1657-9550



