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Introduccion

ECUADOR

Micobacterias: asociadas a infecciones cronicas en humanos y animales.

Anualmente se reportan a nivel mundial aproximadamente 9,4 millones de casos de infecciones causadas por micobacterias
(Hupp, Ferneini, Zeller, & Ferneini, 2016).

Un quinto corresponden a micobacterias ambientales (Peto, Pratt, Harrington, LoBue, & Armstrong, 2009).
Escasa investigacion sobre micobacterias ambientales en la region.

Diagrama 1: Infeccion por M. chelonae

Fuente: (Uslu, Bohm, Heppt, & Sticherling, 2019) Diagrama 2: Cultivo M. chelonae
i : Cultivo M.

Fuente: (Lage et al., 2015)
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 Existen micobacterias ambientales en los cuerpos de agua del centro-norte del

Ecuador y se pueden identificar mediante el analisis de RFLP (restriction

fragment length polymorphism).
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ODbjetivos

General

« Demostrar la presencia de micobacterias en cuerpos de agua del centro-norte del Ecuador,

mediante cultivo bacteriologico a dos temperaturas diferentes (29 °Cy 37 °C).
Especificos
« |dentificar y tipificar mediante el analisis de RFLP las cepas obtenidas.

« Determinar la rigueza de especies segun region y piso ecologico
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Metodologia



Muestreo

Diagrama 3: Mapa de puntos de muestreo
Elaborado por: autores
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Muestreo

Tabla 1: Puntos de muestreo segun region

Costa Sierra

Amazonia

6 19 16

Elaborado por: autores

Tabla 2: Puntos de muestreo segun piso ecoldgico

Tierras bajas

(<600)

Montano bajo

Montano (2000-

Montano alto

Montano alto

Subnival (4300-

Nival (>4500)

(600-2000) 3000) (3000-3700) | superior (3700- 4500)
4300)
22 3 9 3 2 1 1

Elaborado por: autores

Clasificacion de pisos climaticos: (Ministerio de Ambiente del Ecuador, 2012)
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Cultivo Microbioldgico

Pretratamiento Filtracion Incubacion




UNIVERSIDAD
INTERNACIONAL

ISEK

[,;.‘ SER MEJORES

Cultivo Microbioldgico

Pretratamiento

 HPC al 0,005% durante 20 minutos.

Filtracion

« Membranas Millipore 0,45 um y rampa de filtracion.

Incubacion o ot

MILLPORE

« 29 °Cy 37 °C durante 12 semanas.

Fuente: (Merck, 2020b)
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Cultivo Microbioldgico {03

Medio de cultivo

« 30 g/L de TSA 1 pg/mL Azlocilina

* 5000 pg/mL de Polimixina * 0,5 mg/mL Anfotericina B

« 2 mg/mL Acido nalidixico * 1% de glicerol (como fuente alterna
« 0,5 mg/mL Trimetroprim de carbono).

Fuente: (Radomski et al., 2008)
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Procesamiento de Colonias

e Ziehl-Neelsen
* Tubos TE (Tris-EDTA)

o Aislamiento de ADN mediante

boiling.

Diagrama 4: Tincion Ziehl-Neelsen
M. chelonae
Fuente: (Lage et al., 2015)
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Genotipificacion

« P1/P2 (pertenencia a genero Mycobacterium)

* Th11/Tbh12 (hsp65)

Diagrama 6: BstEll

e BstEll Yy BsuRlI (Haelll) Elaborado por: autores

 PRA-Site (algoritmo de determinacion de

especie de micobacteria)

Diagrama 6: BsuRI (Haelll)
Elaborado por: autores
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Resultados
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Crecimiento seglin Regidn M

Puntos de
muestreo

Crecimiento Region

Costa 1

Neg 20

Amaz

Diagrama 7: Crecimiento segun region
Elaborado por: autores
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Crecimiento seguin Piso Ecoldgico £}

Puntos de .. Piso
Crecimiento , .
muestreo ecologico

TB: 10

o

MAS: 2

Diagrama 8: Crecimiento segun piso ecoldgico
Elaborado por: autores

Neg 20
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Colonias por temperatura £y

Temperatura de

Colonias aisladas . .,
incubacion

52

Diagrama 9: Crecimiento de colonias segln temperatura de incubacion
Elaborado por: autores
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Diagrama 10: Resultados microscopia-Tincion Ziehl-Neelsen
Elaborado por: autores
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Diagrama 11: M. chelonae aislado de Hacienda Alban Diagrama 12: ‘Tincion Ziehl-Neelsen M. chelonae aislado de Hacienda Alban
Elaborado por: autores Elaborado por: autores
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Diagrama 13: Resultados P1/P2 y Th11/Tb12
Elaborado por: autores




Colonias por temperatura
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Diagrama 14: Crecimiento de colonias de micobacterias segun temperatura de incubacion
Elaborado por: autores
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Diagrama 15: BstEII
Elaborado por: autores
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Diagrama 16: BsuRI (Haelll)
Elaborado por: autores
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Especies Halladas

Tabla 3: Especies de micobacterias ambientales aisladas

BstEII Haelll Observaciones del punto de muestreo

M. chelonae 320/130/0 200/60/55 Zona agricola y urbana
M. mucogenicum 320/130/0 140/65/60 Zona ganadera

M. immunogenum 320/130/0 145/70/60 Zona ganadera

M. chelonae 320/130/0 200/60/55 Zona ganadera

M. chelonae 320/130/0 200/60/55 Zona agricola y ganadera
M. chelonae 320/130/0 200/60/55 Zona agricola y ganadera
M. chelonae 320/130/0 200/60/55 Zona agricola y ganadera
M. chelonae 320/130/0 200/60/55 Zona agricola y ganadera
M. parafortuitum 440/0/0 145/90/60 Zona agricola y ganadera
M. chelonae 320/130/0 200/60/55 Zona agricola y ganadera
M. chelonae 320/130/0 200/60/55 Zona agricola y ganadera

Elaborado por: autores



Riqueza

Tabla 4: Rigueza segun region

Costa

Sierra

Amazonia

1

2

Elaborado por: autores

Tabla 5: Rigueza segun piso ecologico

Tierras bajas (<600)

Montano (2000-3000)

4

1

Elaborado por: autores
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Conclusiones

La confirmacion de la presencia de micobacterias no tuberculosas (MNT) en muestras de agua del
centro-norte del Ecuador pone de manifiesto la existencia de un gran reservorio ambiental de MNT con
un importante potencial para ser y convertirse en un serio problema de salud publica.

El hecho de encontrar crecimiento a temperaturas mas bajas de las reportadas en la literatura, demuestra
que existen caracteristicas fenotipicas determinadas previamente y que las condiciones altitudinales y
latitudinales del pais, asi como la influencia de las vertientes andinas aun en tierras bajas tiene una
Influencia que debe ser considerada determinante.

Igualmente, la altitud, las mas bajas temperaturas promedio, y la radiacion UV parece estar influyendo
en la baja diversidad de la sierra en contraste con las tierras bajas de las vertientes costa y amazonica.

La caracteristica de patdogenos oportunistas y las condiciones de solapamiento de algunas especies en
ambientes de coexistencia con humanos y animales de produccion sirve de alerta para el analisis mas
detallado sobre las posibles consecuencias y patologias que pueden estar subestimandose en zonas como
“Maria Massache” y otras localidades con estas mismas caracteristicas.
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