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RESUMEN

Las micobacterias no tuberculosas (NMT) o micobacterias ambientales, son
microorganismos capaces de resistir a desinfectantes, antibiéticos y tratamientos
comunes de agua potable, representando un desafio en el control de infecciones. Ante
la creciente evidencia de micobacteriosis, es de interés demostrar la persistencia de
NMT posterior al tratamiento de aguas residuales, para alertar respecto a posibles
brotes de este tipo de enfermedades emergentes. Para ello, se seleccioné una Planta
de tratamiento de aguas residuales (PTAR), en la provincia de Napo-Ecuador. En
busca de especies del género Mycobacterium, se muestred tres puntos estratégicos:
tanque de homogeneizacién (MTH), camara andxica (MCA), y camara de salida (MCS).
Se colecto un total de 105 muestras, 35 de cada punto, las cuales se pretrataron con
cloruro de hexadecilpiridinio al 1% (HPC) durante 25 minutos. Luego de la filtracion,
las membranas de 0,45 um fueron sembradas en medio TSB e incubadas a 37°C. 48
cultivos (45.71%) resultaron positivos para bacilos acido alcohol resistentes (BAAR),
de los cuales el 43.75% correspondieron al MTH, 35.42% al MCA y 20.83% al MCS.
La extraccion de ADN se realiz6 a 72 colonias BAAR, se seleccionaron aleatoriamente
33, a las cuales se les amplificé y secuencié el gen 16S. Se identificaron 7 especies de
NMT, entre ellas Mycobacterium magerintense, Mycobacterium abscessus,
Mycobacterium  fortuitum, Mycobacterium oryzae, Mycobacterium porcinum,
Mycobacterium dioxanotrophicus. En conclusion, este estudio confirma la presencia de
MNT de importancia clinica en aguas residuales municipales tratadas, lo que sugiere
analizar los métodos de desinfeccidn, desarrollar estrategias de prevencion y gestiéon
efectiva de recursos hidricos.

PALABRAS CLAVE: cloruro de hexadecilpiridinio (HPC), gen 16S, micobacterias no
tuberculosas (MNT), planta de tratamiento de aguas residuales (PTAR), secuenciacion.



ABSTRACT

Nontuberculous mycobacteria (NTM) or environmental mycobacteria, are
microorganisms capable of resisting disinfectants, antibiotics, and common treatments
for drinking water, representing an infection control challenge. Given the growing
evidence of mycobacteriosis, it is of interest to demonstrate the persistence of NMT
after wastewater treatment, to warn possible outbreaks of this type of emerging
disease. For this purpose, a wastewater treatment plant (WWTP) was selected in the
province of Napo-Ecuador. In search of species of the Mycobacterium genus, three
strategic points were sampled: homogenization tank (MTH), anoxic chamber (MCA),
and outlet chamber (MCS). A total of 105 samples were collected, 35 from each point,
which were pretreated with 1% hexadecylpyridinium chloride (HPC) for 25 minutes.
After filtration, the 0.45 ym membranes were seeded in TSB medium and incubated at
37 °C. 48 cultures (45.71%) were positive for acid fast bacilli alcohol resistant bacilli
(AFAB), of which 43.75% corresponded to MTH, 35.42% to MCA and 20.83% to MCS.
After filtration, the 0.45 ym membranes were seeded in TSB medium and incubated at
37 °C. 48 cultures (45.71%) were positive for acid fast bacilli alcohol resistant bacilli
(BAAR), of which 43.75% corresponded to MTH, 35.42% to MCA and 20.83% to MCS.
DNA extraction was carried out on 72 BAAR colonies, 33 were randomly selected, from
which the 16S gene was amplified and sequenced. Seven NMT species were identified,
including Mycobacterium magerintense, Mycobacterium abscessus, Mycobacterium
fortuitum, Mycobacterium oryzae, Mycobacterium porcinum, Mycobacterium
dioxanotrophicus. In conclusion, this study confirms the presence of clinically important
NTM in treated municipal wastewater, which suggests analyzing disinfection methods,
developing prevention strategies and effective management of water resources.

KEYWORDS: hexadecylpyridinium chloride (HPC), 16S gene, nontuberculous
mycobacteria (NMT), wastewater treatment plant (WWTP), sequencing.
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1. INTRODUCCION

La gestién y disposicion adecuada de aguas residuales municipales se ha
convertido en una estrategia para preservar la calidad de los cuerpos de agua
locales y salvaguardar la salud de las comunidades que dependen directamente de
ellos [1]. No obstante, la reutilizacidén segura de las aguas residuales tratadas exige
una evaluacién adecuada de los posibles riesgos para la salud publica y el medio
ambiente. La infeccion diseminada por micobacterias no tuberculosas (MNT) es
ahora una de las enfermedades transmitidas por el agua mas graves en paises
como los Estados Unidos (EE. UU.), donde el numero estimado de muertes y el
costo sanitario directo de la infeccion por MNT es mayor que el de otras
enfermedades transmitidas por el agua [2] . Para dilucidar los aspectos
epidemiolégicos y la distribucion de estos patdégenos, muchos estudios han
evaluado varios métodos y protocolos para aislar adecuadamente MNT de

muestras ambientales, principalmente de agua [3].

Las MNT se refieren a especies de micobacterias distintas del complejo
Mycobacterium tuberculosis 'y Mycobacterium Jleprae [4] . Las MNT son
microorganismos grampositivos, aerobios, acido-alcohol resistentes, ricos en G-C,
no moviles y con forma de bastén [5]. Se estima que hay mas de 200 especies
saprofitas, de las cuales aproximadamente 20 son patégenos humanos (p. €j. M.
avium, M. intracelulare, M. xenopi , M. kansasii , M. marinum , M. chelonae , M.
fortuitum ), con gran adaptabilidad y resiliencia a las presiones ambientales [6] .
Esto debido a la arquitectura unica de la pared celular compuesta de grandes
cantidades de acidos grasos C60-C90 (que representan aproximadamente el 40% del
peso celular), peptidoglicanos, acidos micdlicos, que estan unidos covalentemente
al arabinogalactano, otorgando resistencia a biocidas y antibiéticos [7,8] . La
hidrofobicidad de los acidos micdlicos facilita la adquisicion de nutrientes, la
formacion de biopeliculas y la propagacion por aerosoles [9]. Comunmente se las
puede encontrar en todos los ecosistemas, con amplio rango de temperaturas,

concentraciones de oxigeno, pH y materia organica [10].

Las MNT son responsables de un grupo de enfermedades Illamadas
“micobacteriosis”, las cuales incluyen infecciones en huesos, articulaciones,

pulmones, piel y tejidos blandos [11]. Los individuos mas susceptibles a este tipo
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de

enfermedades son aquellos cuyo sistema inmune esta debilitado, bien sea por
infeccion con VIH/SIDA, uso de tratamiento con quimioterapia o que han recibido
un trasplante de érganos [9]. Aunque el modo de transmision de las micobacteriosis,
aun no estad muy claro, se reconoce que principalmente se adquieren desde fuentes
ambientales [12]. Las bacterias del género Mycobacterium se caracterizan también
por resistir a la fagocitosis lo que les permite infectar y replicarse en los tejidos del
huésped [13] , con una caracteristica clinica de formacién de granulomas que
contiene la interaccion huésped-patégeno [14]. Al presentarse la enfermedad los
sintomas comunes son: fiebre, tos y pérdida de peso. Sin embargo, la infecciéon
puede también estar inactiva, colonizar el organismo sin desarrollar sintomas y

permanecer en estado de latencia [15].

Segun la Agencia Nacional de Regulacién, Control y Vigilancia Sanitaria (ARCSA),
solo el 10% de las aguas residuales urbanas del Ecuador reciben algun tipo de
tratamiento [16] . El tratamiento terciario que incluye cloracion, ozonizacion vy
tratamiento con luz ultravioleta (UV), para la inactivacién de microorganismos
pueden resultar ineficaces [17]; generalmente E.coli es utilizado como indicador de
la eficiencia del tratamiento de aguas residuales; sin embargo investigaciones han
informado que varias cepas de micobacterias son entre 100 y 330 veces mas
resistentes al cloro [18-21]. Las PTAR que incorporan biorreactores de membrana
(MBR) destacan como soluciones avanzadas de depuracion, sin embargo, enfrenta
desafios criticos [22]. Una de las limitaciones operativas es el ensuciamiento de
membrana (biofouling) mayoritariamente causado por carbohidratos y proteinas
derivados de la biomasa generada por la lisis celular de microorganismos, la
formacion de biofilms de las MNT, los polisacaridos, exoenzimas promueven la
adhesion de sdlidos a la membrana lo que proporciona una superficie rugosa y

porosa que puede servir como sustrato para el crecimiento bacteriano [23].

En publicaciones referentes a MNT, en Abiyan, Costa de marfil, Africa, aislo y
caracterizd Mycobacterium sp. en aguas residuales [24] , en Abu, Dhabi, con
muestras de una depuradora municipal, se identificé en las aguas tratadas mayor
abundancia relativa de M. mageritense [25]. En Espafia se aislé M. llatzerense en
agua y muestras clinicas [26], adicionalmente se ha identificado en muestras de
aguas como predominantes a las especies de M. fortuitum y M. chelonae

[27]. Estudio en Namwala, Zambia caracterizd M. avium 'y M. fortuitum en muestras
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humanas y de agua [28]. Mientras que, en Latinoamérica, en México se aisl6 de
agua potable de “buena calidad” a M. mucogenicum, M. porcinum, M.
cosmeticum, M. fortuitum [29] . Argentina aislé6 M. gordonae, en sistemas de
distribucién de agua como: acuiferos, agua derivada de precipitaciones vy
humedales [30]. En Colombia, la especie mas prevalente fue M. mucogenicum en
fuentes y aguas corrientes (de casas, edificios y locales comerciales) obteniendo el
50% de muestras analizadas como positivas [31]. Un estudio del 2015 en Ecuador
determind la existencia de M. chelonae, M.parafortuitum, M. mucogenicum y M.
immunogenum en diferentes pisos ecolégicos, mediante pruebas bioquimicas y
moleculares [32] . Actualmente, no se realiza una notificacion sistematica del
diagnéstico de MNT porque en varios paises como Ecuador, la enfermedad no es
de declaracion obligatoria a las autoridades de salud publica [33]. Considerando el
aumento de casos de micobacteriosis en las ultimas décadas, tanto en poblaciones
de alto riesgo como en la poblacién general [34]. Esta investigacién se enfocé en la
caracterizacidon de MNT en cepas aisladas de muestras de aguas residuales no
tratadas y tratadas de la PTAR Palanda-cocha Tena-Ecuador. Para esto se
identificd caracteristicas fenotipicas de las colonias aisladas en el tanque de
homogenizacién, cdmara anoxica, camara de salida y se determiné la diversidad de

las especies presentes en las aguas residuales del Sur de la ciudad de Tena.



2. METODOS

2.1 Area de estudio, toma de muestra, procesamiento de muestra, siembra,

aislamiento e identificaciéon preliminar de cultivos

Las muestras se recolectaron en la PTAR Palandacocha, ubicada en la parte sur de
la ciudad de Tena, provincia del Napo, Ecuador con autorizacién G3566 del GAD

Municipal Tena.

POZO GRUESOS

i MTH '

HOMOGENIZACION

@ o8
CAMARA CAMARA CAMARA
ANOXICA  PREAIREACION  MEMBRANAS ARQUETA DE

VERTIDO
[
[
| ]
DECANTADOR CENTRIFUGO

v

Q

CAMARA CAMARA

ANOXICA PREAIREACION MEMBRANAS

TANQUE FANG OS POZO RECIRCULACION Y PURGA FANGOS

Figura 1: Esquema de la PTAR utilizada para este estudio. Tanque de homogenizacion
(MTH), camara anéxica (MCA) y camara de salida (MCS).
Realizado por: Morocho, 2024.

En la actualidad el efluente de aguas residuales tratadas desemboca en el rio Pano.
El muestreo se realizé en cuatro meses del afio 2023 (desde mayo a agosto), en
tres puntos de la PTAR: camara de salida (MCS), camara andxica (MCA) y tanque
de homogenizacion (MTH) (Figura 1). Se repitié tres veces la toma de muestra en
cada punto, durante tres dias distintos, obteniendo un total de 105 (sin contar las
réplicas) muestras de agua, cada una de volumen total 1L, las cuales se
transportaron en un culler con hielo y se procesaron el mismo dia. Previo al

procesamiento, las muestras fueron homogeneizadas mediante agitacién por
4



inversion y se procesaron en el siguiente orden: primero MCS, segundo MCA y
tercero MTH. De manera independiente para cada punto muestreado, el
procesamiento de las muestras consistié en: realizar un pool con alicuotas de 10 ml
de cada triplicado, luego el pool fue mezclado e incubado por 25 minutos a 37 °C
con amonio cuaternario HPC (1— Cloruro de hexadecilpiridinio) al 1% [35-37] ;
posteriormente, con el sistema de filirado al vacio esterilizado (GAST, DOA-P704-
AA) se filtré el pool de muestra (30 ml) usando una membrana de 0.45 ym (MF-
Millipore) [38] . Las membranas fueron sembradas sobre un medio de cultivo
selectivo cuya preparacion se detalla en Material Suplementario Seccion 1.2S
(teniendo en cuenta que la zona de la membrana expuesta al agua durante la
filtracion esté en contacto con el medio de cultivo) para el aislamiento de MNT
segun el protocolo de Radomski (2008) [39]. Tras un periodo de incubacion de 48
horas a 37 °C, las membranas fueron retiradas y los medios de cultivo
permanecieron en incubacidn durante 12 semanas revisando cada semana la
presencia o ausencia de colonias [40] . Los recuentos de UFC se calcularon
mediante (No. de UFC por 100 ml = [(No. de colonias en medio de
cultivo) / (volumen filtrado)] x 100) [41] . Una vez desarrolladas las colonias, se
realizé la identificacion microscépica mediante tincion Ziehl Nielsen (ZN), aquellas
colonias cuyos microorganismos fueron bacilos acido alcohol resistentes (BAAR)
(Material suplementario, Seccion1.6) fueron aisladas para la identificacion molecular

y crio preservacion (70% medio y 30% glicerol) a —80 °C [42].



2.2 Extraccion de ADN, PCR y secuenciacion

Se aisl6 el ADN de las 72 cepas mediante el método de ebullicion con tampoén Tris-
EDTA 1x [43]. Las colonias suspendidas en tapon fueron incubadas a 100 °C por
6-8 minutos, centrifugadas a 15000 rpm a 4 °C por 4-5 minutos y el sobrenadante
se utilizé en la PCR [44,45]. La PCR (GoTag® Green Master Mix de Promega®)
consistio en el uso de los primer A1F (5'- CTGGCTCAGGACGAACGCTG-3") y 54R
(5-TCTAGTCTGCCCGTATCGCCC3') para la amplificacion de un fragmento del
gen 16S rRNA, el termociclador (ProFlexTM) se configuré con 35 ciclos como se
describié en el trabajo de Hernandez (1999) con ciertas modificaciones (Material
suplementario, Tabla 1S, Tabla 2S) [46]. Los productos PCR se visualizaron en gel
de agarosa al 1% tenido con Syber safe 1x, las muestras positivas fueron
secuenciadas mediante el método Sanger con el Analizador Genético ABI 3500xL
de Applied Biosystems del Departamento de Servicios de la Universidad de las

Américas, Quito, Ecuador [44].

2.3 Analisis bioinformatico

La limpieza de las secuencias fue realizada con lenguaje de programacion R 4.2.2

(R Development) mediante el uso del paquete R sangeranalyseR

(https://github.com/roblanf/sangeranalyseR) [47,48]. Considerando los parametros

recomendados por Crossley (2020) [49], los parametros mas importantes usados
fueron, el recortado de secuencia 30 y el ruido 33 %. Luego, las secuencias
tratadas en R fueron usadas para la identificacién de especies mediante BLAST
[50] vy para la construccion del arbol filogenético, en ambos casos se uso el
software Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA 11) [51]. La construccion
del arbol filogenético consistid en un alineamiento multiple usando el método
neighbor-joing incorporado en el algoritmo ClustalW y los clusters se generaron con
el modelo Kimura 2-parameter [52]. La construccién del arbol filogenético se realizé
con las 33 secuencias experimentales tratadas en R, 22 secuencias de MNT
obtenidas GenBank NCBI y Nocardia usada como grupo externo. Las secuencias
referencia se obtuvieron mediante Blast de nucleoétido
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi), los parametros de busqueda fueron: bases
de datos de ARNI/ITS (Secuencias de ARN ribosomal 16S (Bacterias y Archaea),

Organismo (Mycobacteriaceae (taxid:1762), se incluyd models (xm/xp),

uncultured/environmental sample sequences y no se limitd a sequence from type
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material. La identidad de cada secuencia se determind por porcentaje de cobertura,

p value, porcentaje de identidad y la longitud de secuencia comparada.

Algunos de los parametros implementados en MEGA incluyen el analisis de
maxima verosimilitud (ML), el modelo Kimura 2-parameter y la robustez del
bootstrapping establecida en 1000 pseudoreplicas por analisis. Finalmente, se
usaron la diversidad alfa y beta para el andlisis de diversidad de especies en los
diferentes grupos muestrales mediante el uso del paquete R vegan

(https://github.com/vegandevs/vegan) [53] . Todos los analisis realizados en R se

encuentran en mayor detalle en el repositorio GitHub (https://github.com/IKIAM-

NPLab/Environmental Mycobacteria ).
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3. RESULTADOS

En general, de las 105 muestras procesadas y sembradas en medio de cultivo se
obtuvieron 48 (45.71%) cultivos positivos, 8 (7.62%) negativos y 49 (46.67%)
contaminados (Tabla 1). Las caracteristicas tomadas en cuenta para considerar a un
cultivo como positivo fueron que al menos una de su colonia sea un BAAR; los cultivos
considerados como negativos fueron aquellas que transcurrido un determinado tiempo
(3 meses) no se observaron Unidades Formadoras de Colonias (UFC); se usaron las
diferencias fenotipicas como tiempo de crecimiento y morfologia de colonias para
considerar a un cultivo como contaminado, por ejemplo, los microorganismos
contaminantes suelen crecer en menos tiempo que las micobacterias, asi como las
morfologias comunmente observadas en MNT como se detalla en Material

Suplementario, Seccion 1.6,Tabla 3S, Figura 1Sy 2S.

La mayor cantidad de cultivos positivos encontrados fueron en MTH con 21 (43.75 %),
seguida de MCA con 17 (35.42 %) y MCS con 10 (20.83 %). En promedio, los cultivos
positivos mostraron UFC de 109.90, 186.57 y 53.52 UFC/100 ml para MTH, MCA y
MCS, respectivamente (Figura 2). Posteriormente, se realizaron aislamientos de los
cultivos positivos, en el que, de cada uno al menos un cultivo axénico (cepas) se logroé
obtener. En total, se obtuvieron 72 cepas de MNT confirmadas con microscopia BAAR
y caracteristicas fenotipicas. Luego, se seleccionaron al azar 33 cepas para
identificacion molecular, previamente las caracteristicas fenotipicas evaluadas de
estas cepas fueron textura, pigmentacion y velocidad de crecimiento [54] (Material
Suplementario,Tabla3S); se observd que 16 colonias presentaron textura superficial
lisa, 13 rugosa y 4 verrugosa, 26 colonias presentaron pigmentacién crema, 5 blanca y
2 naranja; considerando aquellas colonias que aparecen de entre 5-7 dias como MNT
de crecimiento rapido y de entre 8-18 dias como MNT de crecimiento lento, el 39.99%
correspondieron a MNT de crecimiento lento [55] . Al realizar un analisis entre las
especies identificadas y sus caracteristicas fenotipicas evaluadas se evidencio, que la
especie M. mageritense fue encontrada tanto entre los tiempos de incubacion
establecidas para MNT de crecimiento rapido como de crecimiento lento; de igual

manera no se encontrd una textura y pigmentacion unica para esta especie.

Tabla 1: Distribucion de MNT aisladas por medio de cultivo positivo. Donde MTH,
tanque de homogeneizacién, MCA camara anoxica, MCS camara de salida.
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Sitios # de # de # de cultivos # de # de cepas
muestras cultivos contaminados cepas secuenciadas
procesadas positivos aisladas*

Valor absoluto
(Valor en %)

MTH 35 21 13 24 13
(33.33%) (43.75%) (26.53%) (33.33%) (39.39%)

MCA 35 17 16 35 12
(33.33%) (35.42%) (32.65%) (48.61%) (36.36%)

MCS 35 10 20 13 8
(33.33%) (20.83%) (40.82%) (18.05%) (24.24%)

TOTAL 105 48 49 72 33

(100%) (100%) (100%) (100%) (100%)

Realizado por: Morocho, Silvana, 2024.

Las bandas nitidas y especificas observadas en la electroforesis mostraron que todas
las 33 cepas seleccionadas amplificaron el gen 16s rRNA (Figura 3). Luego, la
comparacion de secuencias del gen 16s rRNA (A1F) con las bases de datos permitio
conocer las especies de las cepas antes mencionadas. De esta manera se
identificaron las siguientes especies de MNT: M. mageritense, M. porcinum, M. oryzae,
M. syngnathidarum, M. fortuitum y M. dioxanotrophicus. El analisis filogenético de las
secuencias del gen 16s rRNA (A1F) obtenidas de las 33 cepas mostraron formacion
de clusteres con las secuencias de referencia de MNT usadas. A diferencia de las
secuencias A1F-50Y y A1F-67Y, las ubicaciones de las secuencias experimentales
junto con las secuencias de referencia de MNT coincidieron con la identificacion

independiente realizada con BLAST (Figura 5).

Las aguas residuales del Sur del Tena mostraron una riqueza de especies de MNT de
7. Ademas, se consideraron como comunidades a los tres puntos de muestro para
realizar un analisis de diversidad alfa mediante los indices de diversidad Shannon y
Simpson (Tabla 2). La comparacion del indice Shannon entre los sitios de muestreo
demostraron que la diversidad de MNT varia a lo largo de la PTAR. Las muestras de
aguas analizadas antes de iniciar los procesos de tratamientos de la PTAR (MTH)
mostraron valor de Shannon proximos al mas inferior (0.656), en comparacién con
otros sitios, donde las MNT fueron mas diversas (1.358). Una tendencia semejante al
indice de Shannon fue encontrada en el indice de Simpson. Por otro lado, la
distribucion de las especies de MNT en los diferentes puntos de muestreo se muestran
en la Figura 4. En general, las 7 especies identificadas tuvieron una prevalencia mayor
al 7 %. Las especies M.mageritense y M. abscessus fueron identificados en los tres
sitios de muestreo. Las especies M. porcinum, M. oryzae y M. syngnathidarum fueron
encontradas unicamente en la MCA, en cambio la especie M. dioxanotrophicus fue

observada solo en MCS.



Figura 2: Cultivos positivos obtenidos por el método de filtracién por membrana.
Camara andxica (A), tanque de homogenizacién (B) y salida (C).
Realizado por: Morocho, 2024.
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Figura 3: Electroforesis de los productos PCR del gen 16s, bandas especificas
que representan la amplificacién de secuencias de ADN.
Realizado por: Morocho, 2024.

Tabla 2: Diversidad alfa de los sitios de muestreo luego de la identificacion mediante BLAST.
Donde MTH, tanque de homogeneizacion, MCA camara andxica, MCS es salida.

Sitios Riqueza Simpson Shannon
MTH 3 0.357 0.656
MCA 5 0.681 1.358
MCS 4 0.722 1.330
Total/Tena 7 - -

Realizado por: Morocho, 2024.
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Figura 4: Representacion grafica de la proporcion (%) de especies en cada sitio
de muestreo luego de la identificacion mediante BLAST.

Realizado por: Morocho, 2024.
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Figura 5: Ubicacion filogenética de las 33 secuencias experimentales
(etiquetadas con el cédigo del primer A1F y cepa).
Realizado por: Morocho, 2024.
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4. DISCUSION

De manera preliminar se aislaron 72 cepas de MNT en la PTAR Palandacocha, de las
cuales se escogieron al azar 33 para la identificacion de especies mediante técnicas
de Biologia Molecular y Bioinformatica. Todas las cepas seleccionadas resultaron en
especies del género Mycobacterium: M. abscessus, M. fortuitum, M. mageritense, M.
oryzae, M. porcinum, M. syngnathidarum y M. dioxanotrophicus. La mayor diversidad
de especies de MNT se encontraron en aguas residuales al interior (MCA) y la salida
(MCS) de la PTAR que al ingreso (MTH). Los tres sitios de muestreo se caracterizaron

por presentar las especies M. abscessus y M. mageritense.

De manera general en este estudio se encontraron concentraciones de MNT que van
desde 53.52 a 186.57 UFC/100 ml (Figura 2). De acuerdo con la literatura cientifica
disponible a la fecha, aun no se han determinado la dosis infecciosa especifica de
estos microorganismos, y lo mas probable es que la virulencia difiera entre especies
[56]. Sin embargo, para M. abscessus una especie de MNT aislada de las lineas de
aguas odontoldgicas de Quito-Ecuador y Caracas-Venezuela [56] , menos de 10
micobacterias fueron suficientes para establecer infecciones de tejidos blandos en
humanos que practicaban mesoterapia y administraban inyecciones subcutaneas de
0.1 ml de solucién contaminada con 100 UFC/ml de MNT [57]. Coincidentemente, esta
especie de MNT fue encontrada en aguas residuales al ingreso y salida de la PTAR
(Figura 4), el cual representaria un riesgo para aquellos poblados que podrian estar
expuestos aguas abajo del rio Pano (desemboca de la PTAR Palandacocha). Por otro
lado, la presencia de M. abscessus en aguas tratadas se puede justificar por
resistencia del mismo a desinfectantes y biocidas como los organomercuriales, el cloro

y el glutaraldehido alcalino [58,59].

En cuanto a la presencia de MNT en aguas residuales, varios estudios demuestran
que las bacterias patégenas u oportunistas humanas pueden sobrevivir a los procesos
de tratamiento [60-62]. En este estudio se demostrd la presencia de MNT en los 3
sitios de muestreo, 3 especies en MTH, 5 en MCA y 4 en MCS, resultados que fueron
corroborados con la literatura [63] . Entre estos se tiene el trabajo de Cai y Zhang
(2013), donde mediante analisis metagendémico reportd una baja abundancia del
genero Mycobacterium en la entrada en comparacion con la salida en una PTAR [63].

El andlisis alfa, Shannon y Simpson muestran que MCA alberga una mayor diversidad
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tanto en términos de riqueza como de equidad en comparacion a los otros dos sitios,
esto se podria explicar por la ausencia de competencia por O 2 ya que se ha informado
la supervivencia de Mycobacterium en bajos niveles de oxigeno [64], permitiendo una
mayor diversidad microbiana entre los microorganismos que utilizan vias metabdlicas
anaerdbicas [65] . Ademas, otros estudios ya han observado una mayor diversidad

bacteriana en aguas anodxicas frente a aguas oxicas [66].

Por otro lado, en MTH se observé una menor diversidad, cuando se penso que en este
sitio se albergarian la mayor cantidad de especies debido a que se reciben a diario
volumenes de agua con diversos patdgenos humanos. Esto sugiere que este sitio no
alberga las condiciones adecuadas en comparacion a MCA. Sin embargo, se
necesitan mas estudios comparativos basados en planes de muestreo bien disefiados
para determinar los principales factores de esta disimilitud. En nuestro estudio M.
mageritense se aisl6 en mayor frecuencia de forma consistente en los tres sitios,
coincidiendo con los resultados de Yamrot et al, realizado en Abu Dhabi, con muestras
de la depuradora municipal central de lodos activados, y que emplea desinfeccién con
cloro [25]. A pesar de que por técnicas moleculares se ha detectado la presencia de
MNT un estudio realizado por Chandra y Arora [67] también informdé una eliminacion
del 50% de la carga micobacteriana durante los procesos de tratamiento primario de
aguas residuales. Estos informes indican que las plantas de tratamiento de aguas
residuales pueden tener diferentes eficiencias en la eliminacibn de células

Mycobacterium.

Aunque existan pocos informes que describan la distribucion de MNT en América del
Sur, Zweijpfenning et al (2018) reportd que las especies que se encuentran con mayor
frecuencia en esta parte del mundo son las del complejo MAC, con una frecuencia del
34%, seguidas de M. kansasii con 17%, M. gordonae con 15% y M. fortuitum con 9%
[68] . Sin embargo, en América del Sur no se han investigado las MNT en aguas
residuales, lo que si se ha documentado son especies de Mycobacterium en muestras
de agua potable y muestras clinicas [69-71]. En cuanto a la importancia clinica se
reconocid a 5 especies como patdégenos oportunistas de crecimiento rapido y que M.
abscessus, M. fortuitum son no pigmentadas y se han asociado a casi todas las
enfermedades en humanos [72]. Castellano y colegas identificaron M. abscessus y M.
fortuitum en un consultorio odontolégico en Quito-Ecuador [56] , tras cirugias
cosmeéticas [73], lesiones inflamatorias [74], tractos sinusales cutaneos odontogénicos

[75]. En Ecuador M. fortuitum se identific6 en una infeccion ésea [[76] y en tractos
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sinusales cutaneos odontogénicos [75] ; M. syngnathidarum, se ha asociado a
infecciones en peces [77] , y a una infeccion intraabdominal en un paciente
inmunocompetente [57]; M. porcinum, en humanos se ha relacionado con infecciones
del catéter central y neumonitis [78] ; M. mageritense hasta la fecha, solo se ha
notificado unos pocos casos de infeccidn en tejidos blandos [79-81]. Cabe sefialar que
las infecciones respiratorias, especialmente las debidas a MNT de lento crecimiento,

varian segun la region geografica [82—84].
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5. CONCLUSION

Este estudio exploratorio representa la primera aproximacion a la identificacion
molecular de especies, caracterizacion fenotipica y determinacion de la diversidad de
micobacterias ambientales en aguas residuales del cantdon Tena-Ecuador. A pesar de
que no se encontré una estrategia satisfactoria para el aislamiento de micobacterias
de crecimiento lento a partir de muestras polimicrobianas. Se identificaron siete
especies de micobacterias no tuberculosas (MNT), M. abscessus, M. fortuitum, M.
mageritense, M. oryzae, M. porcinum, M. syngnathidarum y M. dioxanotrophicus en
tres puntos estratégicos de la planta de tratamiento de aguas residuales (PTAR)
Palandacocha. Los indices de diversidad demostraron que la camara anéxica (MCA) y
camara de salida (MCS) albergan una gran diversidad de especies, lo que sugiere que
posiblemente estos dos sitios son nichos de MNT. Por ende, se recalca la importancia
de analizar los métodos de desinfecciébn empleadas por la PTAR Palandacoha,
desarrollar estrategias de prevencién y gestion efectiva de las aguas residuales. Se
espera que al completar la secuenciacion de las 39 muestras de ADN 16S ribosomal
faltantes se pueda obtener resultados mas robustos, para futuras investigaciones se

podria complementar los resultados mediante la amplificacién del gen hsp65 y rpoB.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

1. METODOLOGIA

1.1 Muestreo

El muestreo se realiz6 tres veces en cada punto: tanque de homogeneizacién, camara
andxica y salida. Durante los meses de mayo, junio, julio y agosto se tomaron 105
muestras. Introduciendo el envase estéril cerrado al punto de recoleccion, una vez
sumergido este se abre y se llena completamente para evitar el ingreso de aire que
pueda alterar la muestra hasta su analisis [1]. Las muestras fueron transportadas en

un cooler con hielo, y el procesamiento se llevé a cabo el mismo dia de recoleccidn.

1.2 Preparacién de medio de cultivo

Para el cultivo y aislamiento de micobacterias ambientales se siguié el protocolo
establecido por Radomski et al, 2008 [2]. Se disolvid, 30 g del medio deshidratado
Trypto Casein Soy Broth (TSB), 15 g de agar y 10 ml de glicerol 1% en 1000 ml de
agua tipo |. Se esterilizé en autoclave por 45 min. Se agrego los antibidticos,
vancomicina (10 mg/ml), acido nalidixico (25 mg/ml) y anfotericina B (5 mg/ml).

Finalmente, los medios de cultivo se dispensaron en cajas Petri de 60 x15 mm.

1.3 Pretratamiento

Los ftriplicados de las muestras de la camara de salida, andxica y tanque de
homogenizacién se homogenizaron por 1 min manualmente. Se tomo 15 ml de cada
triplicado en un tubo falcén y se centrifugo a 4700 xg por 15 min a 4°C. Seguidamente
se transvaso 30 ml del sobrenadante y se decontamino con amonio cuaternario HPC

(1- Hexadecylpyridinium Chloride), al 1% y una incubacion de 20 min a 37°C [3-5].



1.4 Filtracion al vacio

Tras el pretratamiento y la esterilizacién del sistema de filtrado con hipoclorito de sodio.
Se preparo el equipo de filtracién con el filtro de membrana Millipore 0,45 um [6]. Con
el equipo armado y encendido, se agregdé 1 L de agua destilada para neutralizar los
restos de hipoclorito. Se procedié a homogeneizar la muestra por agitacion y se filtro
las muestras por separado segun corresponda: camara de salida, anoxica y tanque de

homogenizacion.

1.5 Siembra

Una vez la filtracidon culmino, las membranas se colocaron sobre los medios de cultivo
de manera que la zona expuesta al agua durante la filtracion esté en contacto con el
medio de cultivo. La incubacion se realizé a 37 °C por un periodo de incubacion de 48
horas las membranas Millipore se retiraron y los medios de cultivo permanecieron en
incubacion durante 12 semanas. Tiempo establecido para el cultivo de las

micobacterias de mas lento crecimiento [7,8].

1.6 Identificacion y clasificacion de las colonias

Se observo la velocidad de crecimiento en el transcurso de los tres meses de
incubacion. Una vez desarrolladas las colonias, se realizé la identificacion morfoldgica.
Esto segun la clasificacion de Runyon, que describe el crecimiento rapido y lento junto
a la pigmentacién que se produce y la tincién de Ziehl Nielsen. Para la tincion se tomo
con el asa bacterioldgica una muestra de la colonia, y se colocé en un portaobjetos
con agua destilada para diluir [37]. Luego se pas6 el portaobjetos por calor para fijar la
muestra, y se agrego el primer colorante carbol-fucsina se procedié nuevamente a
colocar la muestra al fuego. Seguidamente, la muestra se lavé con agua destilada y
se agrego acido alcohol al 3% durante 5 minutos. Finalmente, se lavé la muestra y se
afadio el colorante azul de metileno por 2 minutos, se lavo y se dejé secar para
observar en el microscopio [9] . Las bacterias acido alcohol resistentes (BAAR) se

observan como bastones de color rosa intenso.



1.7 PCR

Tabla 1S. Reactivos y concentracion final de PCR

Reactivos Concentracion Volumen Total
Buffer 1X SuL
MgCI2 2.5 mM 254
dNTP 200 uM 0.5 uL
Primer Forward 0.5 uM 1.25pL 25l
Primer Reverse 0.5 uM 1.25 uL
Taq Polimerasa 1U 0.2 L
Agua ultrapura - 9.3 uL
DNA - 5L

Fuente: Hernandez et al., 1999

Tabla 2S. Condiciones PCR para el gen 168S.

Temperatura Tiempo

Desnaturalizacion inicial 95°C 5 min
Desnaturalizacion 96 °C 30s

Hibridacién 61°C 30s o0 ciclos
Extension 72°C 30s

Extension final 72°C 10 min
Conservacion 4°C ~

Fuente: Hernandez et al., 1999



Tabla 3S. Identificacidn fenotipica de 33 muestras secuenciadas. MTH (13), MCA (12), y MCS
(8), donde CDna (Cddigo de extraccion de ADN), Csenger (Codigo de secuenciacion);
ID (% identidad).

Sitio CDna CSenger Textura Color Forma Die.is.de Blast Identificacién ID Idre.nt.lfl(ian:lon E)?r
crecimiento analisis filogenético
S16 65y rugosa crema redonda 7 M. mageritense 100 M. mageritense
S5 13y rugosa crema redonda 15 M. mageritense 100 M. mageritense
S52 63Y rugosa crema redonda 9 M. fortuitum 100 M. fortuitum
S6 15y lisa crema redonda 7 M. mageritense 100 M. mageritense
S17 66y lisa crema redonda 6 M. mageritense 100 M. mageritense
S8 64y verrugosa crema redonda 7 M. mageritense 100 M. mageritense
MTH 544 55y verrugosa crema redonda 6 M. mageritense 100 M. mageritense
S46 57Y lisa blanca ovalada 7 M. mageritense 100 M. mageritense
S4 rugosa crema ovalada 14 M. mageritense 100 M. mageritense
S7 lisa crema ovalada 10 M. abscessus 100 M.chelonae
529 rugosa crema ovalada 6 M. magerintense 100 M. mageritense
S30 lisa crema ovalada 6 M. mageritense 100 M. mageritense
S31 rugosa crema ovalada 5 M. mageritense 100 M. mageritense
S2 12y lisa crema redonda 8 M. mageritense. 100 M. mageritense
S48 59Y lisa crema redonda 5 M. mageritense 100 M. mageritense
$32 68y lisa crema redonda 7 M. mageritense 99.25 M. mageritense
S39 50Y lisa naranja redonda 10 M. syngnathidarum 94.51 Sin identificar
S45 56y lisa blanca ovalada 12 M. abscessus 100 M. abscessus
MCA S$41 52y lisa blanca ovalada 6 M. mageritense 100 M. mageritense
S43 54y lisa blanca ovalada 6 M. mageritense 100 M. mageritense
518 67y verrugosa crema redonda 7 M. oryzae 98.32 Sin identificar
S42 53y verrugosa naranja redonda 5 M. porcinum 100 M. porcinum
549 60Y rugosa crema redonda 5 M.mageritense 100 M. mageritense
S40 51Y rugosa crema redonda 6 M.abscessus 100 M. abscessus
S35 rugosa amarilla redonda 6 M. porcinum 100 M. porcinum
S51 62Y lisa crema ovalada 6 M. mageritense 100 M. mageritense
S9 29y lisa crema ovalada 10 M. abscessus 100 M.chelonae
S50 61Y rugosa crema ovalada 7 M. fortuitum 100 M. fortuitum
MCS S10 30y rugosa crema redonda 10 M. abscessus 100 M. abscessus
S47 58y rugosa blanca redonda 6 M. mageritense 100 M. mageritense
$19 rugosa crema redonda 10 M. porcinum 100 M. porcinum
S20 lisa crema redonda 10 M. dioxanotrophicus 100 M. dioxanotrophicus
S25 lisa crema ovalada 18 M. mageritense 100 M. mageritense

Realizado por: Morocho, 2024.




Figura 1S. Cultivos positivos para MNT. (A) MCA, Camara anoxica, (B)
MTH Tanque de homogenizacién.
Realizado por: Morocho, 2024.

Figura 28S. Visualizacion de BAAR mediante tincién Ziehl-Neelsen.
Realizado por: Morocho, 2024.
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