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RESUMEN

Las Micobacterias no tuberculosas (MNT) son patégdrumanos oportunistas que viven en el ambiemtéo £n
aguas como en suelo. Son capaces de sobrevivirsesistemas de distribucién y almacenamiento dedogcios
de abastecimientos de agua potable y desde altiapaces de infectar y causar infecciones, printipaie en
personas con inmunosupresion debida a otras erdades, tratamientos médicos u otras causas.

Hemos investigado la presencia de MicobacteriasTidmerculosas (MNT) en el agua de grifo en viviendas
pacientes previamente diagnosticados de infeccipoesMNT en el Servicio de Microbiologia en el Hitap
Universitario de Canarias durante el afio 2014.

La prevalencia total del aislamiento de MNT endgsas fue del 25% y la coincidencia de especidacomuestra
clinica fue del 67%Mycobacterium fortuitum fue la especie predominante, tanto en las aguas em la infeccién
clinica.

En conclusion, no hemos podido demostrar una emidl entre el patrén de distribucién ambientahidéados de
NTM y la infeccion clinica, pero el ambiente acoatsi podria ser un factor contribuyente a est&sdnes, por
lo que es necesario realizar mas investigaciones.

Palabras clave Micobacterias no tuberculosas, aguas de griftagleviviendas, muestras clinicégycobacterium
fortuitum.

ABSTRACT

Non-tuberculosis Mycobacteria (NTM) are human opyastic pathogen who live in the environment, bath
water and in soil. They are capable of survivinghie distribution and storage systems of the sesvaf drinkable
water supplies and from there to be capable ofctitffg and causing infections, principally in peopléh
immunosuppression due to other diseases, medézdhtents or other reasons.

We have investigated the presence of Non-tubes@iMycobacteria (NTM) in tap water of houses & patients
diagnosed with episodes of NTM in the Universitysdital of Canary Islands.
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The total prevalence of isolates of NTM in watersvéb % and the coincidence of species with thacelirsample
was 67 %Mycobacterium fortuitum was the predominant species, both in water atiriical infection.

In conclusion, we could not demostrated a cormtatietween the distribution pattern of environmeihaM
isolates and clinical infection patterns, but teaic environment could be a cause factor of itifattions, while

further investigation are needed.

Keywords: Non-tuberculosis Mycobacteria (NTM), tap watdinical samplesMycobacterium fortuitum.

INTRODUCCION

Las Micobacterias no tuberculosas (MNT) son
patégenos humanos oportunistas que viven en el
ambiente, tanto en aguas como en suelo y son
capaces de sobrevivir en los servicios de abaste-
cimientos de agua potable de edificios y viviendas,
incluso de hospitales. Estan perfectamente adaptada
para residir en los sistemas de distribucién deaagu
potable y son relativamente resistentes a los
desinfectantes y se adhieren a las superficiesaiorm
do biopeliculas, lo que disminuye la eficacia de la
desinfeccién (Ashbolt, 2015, Lihrigt al., 2015), al
tiempo que son capaces de crecer en bajas
concentraciones de materia organica (Falkinham,
2010, 2013, 2015, Falkinhamt,al., 2015).

El crecimiento de estos microorganismos en los
sistemas de distribucién de agua potable puble@a e
influenciado por varios factores, incluyendo la
concentraciéon de materia organica biodegradable,
interacciones microbianas, la concentracion dendesi
fectantes residuales libres, tiempo de residencia,
factores ambientales (incluyendo el pH, la tempe-
ratura y la turbidez del agua), el disefio y las
caracteristicas de los tubos de distribucién
(Vaerewijck,et al., 2005, Falkinhangt al., 2015).

Las MNT no fueron aceptadas como patégenos
humanos hasta 1950, pero en la actualidad la
patogenicidad de estas bacterias es bien recanocid
Han sido descritas mas de 150 especies de MNT y se
siguen identificando nuevas especies (Daley vy
Griffith, 2010). Diversos estudios sugieren que la
transmision persona-persona es rara, produciéndose
la mayoria de los casos a partir de microorganismos
distribuidos en el medio ambiente. Al parecer, las
vias principales de infeccién son la inhalacion,
particulas o aerosoles, la ingestion y el contaoio
agua contaminada. En los dUltimos afios se han
publicado estudios de la tendencia creciente del
aislamiento de MNT en infecciones humanas
(Velayati, et al., 2014, Tortoli, 2014, Prevotst al.,
2014, Zlojtro, et al., 2015).

Para las personas en situacion de riesgo de
adquirir una infeccibn por MNT, se pueden tomar
medidas para reducir la exposicion a MNT, como
evitar la inhalacion de polvo de tierra de macgtede
aerosoles de duchas, bafieras de hidromasaje y
humidificadores (Singlet al., 2014).

El objetivo de nuestro estudio fue determinar la
presencia de Mycobacterias no tuberculosas en las
aguas de consumo publico de las viviendas de

pacientes afectados por infecciones por estos
microorganismos, que han sido diagnosticados en el
Servicio de Microbiologia del Hospital Universitari

de Canarias en el afio 2014.

MATERIAL Y METODOS

Se ha realizado un muestreo dirigido a investigar
la presencia de Micobacterias no tuberculosas (MNT)
en el agua de grifo en viviendas de pacientes
diagnosticados con episodios de MNT en la Isla de
Tenerife. Las muestras fueron recolectadas en un
periodo de 13 semanas (2 junio- 29 agosto, 2014).
Para ello, previamente se revisaron los aislamsento
de MNT en pacientes diagnosticados en el Servicio
de Microbiologia y Medicina Preventiva del Hospital
Universitario de Canarias durante el periodo com-
prendido entre el 1 de enero de 2013 y 30 de jd@io
2014. Se contactd telefénicamente con estas perso-
nas, y se les informé sobre la naturaleza del estud
se les solicitd su consentimiento verbal para @arti
par en el mismo. Con las que consintieron verbal-
mente se concertd una cita para recoger el agsa en
domicilio.

Se establecieron como criterios de inclusion:
haber padecido una infeccion por micobacterias no
tuberculosas en el periodo de estudio, vivir en la
misma vivienda durante 3 o mas afios antes del
diagnostico de la enfermedad por MNT y consen-
timiento para participar en el mismo.

En el momento de la toma de la muestra, se
procedi6 a la determinacién del cloro libre residua
la temperatura del agua. El cloro libre residual se
determind mediante el método de Dietil-P-
Fenilendiamina (DPD O DFD y la temperatura
mediante el termémetro Modelo HT-5981. Al mismo
tiempo, en un recipiente normalizado de polipropi-
leno, se recogieron muestras para la determinacion
del pH y turbidez, que se realiz6 en el laboratori
Para la determinacion de la turbidez se utiliz6 el
turbidimetro TurbiCheck (Lavibond®) y para el pH,
el equipo pH-Meter GLPy el electrodo 50 121T
(Crison ®)

Para la investigacion de micobacterias, se recogio
de cada punto de muestreo después de 1 a 2 minutos
de descarga, 500 ml de agua en recipientes estérile
gue contenian tiosulfato de sodio (B#s) (Merck,
Darmstadt, Germany) al 10% para neutralizar
cualquier concentracién de cloro libre presentdaen
muestra.
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Ambas muestras se mantuvieron en temperatura
de refrigeracién hasta su procesamiento, que acurri
dentro de las 24 horas siguientes a la toma de la
muestra.

Aislamiento e identificacion de micobacterias

Se utilizé el cloruro de cetilpiridinio (CPC)
(Sigma-Aldrich. St Louis. MO. USA) para la
descontaminacion de la muestra. Los 500 ml de agua
recogidos se trataron con CPC para obtener una
concentracion final de  0,005% de cloruro de
cetilpiridinio (CPC) agitando la mezcla durante 30
segundos. Después de un tiempo de exposiciéon de 30
minutos a temperatura ambiente, las muestras se
filtraron a través de filtros de nitrato de cekdd,45
micras y 47 mm de diametro (Sartorius AG 3707
Goettingen, Germany). A continuacion los filtraes s

Figura 1. Esquema de participacion de los pacientes
diagnosticados con MNT.

Pacientes diagnésticados
con MNT
58

Pacientes Pacientes no

Fallecidos contactados contactados
6 40 12
Pacientes Pacientes no .
cambio de quisieron Eacienies
domicilio participar 24
6 10
Recogida de
muestras de
agua en el
domicilio

enjuagaron con 100 ml de agua destilada estér#, pa
eliminar CPC residual y uno de los filtros se
transfiri6 a una placa de Middlebrook 7H11 agar
(bioMérieux®Marcy L' étoile, France), que se incubdé

a 36 °C, en una camara himeda durante 51 dias. Se
revisaron las placas en las primeras horas para
descartar aquellas que habian sido contaminadas o
sufrido variaciones de pH que pudieran inhibir el
crecimiento de micobacterias. Semanalmente y
durante un periodo minimo de 8 semanas se observo
la presencia de crecimiento, velocidad de crecitnien

y pigmentacion de las colonias. Las colonias
sospechosas se tifieron por la técnica de Ziehl
Neelsen para el hallazgo de bacilos acido-alcohol
resistentes (BAAR). Las colonias positivas fueron
subcultivadas en el agar Léwenstein-Jensen
(bioMérieux® Marcyétoile, France) para su identi-
ficacion a nivel de especies por un método oligocro
matogréfico para la deteccion cualitativa del géner
Mycobacterium basado en la amplificacién de un

fragmento especifico de un gen de Mycobacteria
(SPEED-OLIGO®) (Vircell) (Granada, Spain).

RESULTADOS

El total de pacientes diagnosticados con MNT en
el Hospital Universitario de Canarios en el periddo
estudio fueron 58.De éstos, en 34 no fue posible |
recogida de la muestra de agua por distintas sausa
por lo que quedaron un total de 24 pacientes que
cumplian los requisitos y a los que se pudo tomar |
muestra de agua de sus viviendas, requerida para la
busqueda de MNT (Figura 1).

La temperatura, los niveles cloro libre residual,
turbidez y pH de las muestras de agua, oscilarte en
21,1-23,4°C y <0,3-0,7 mg/l, 0,1 a 0,65 UNF y8.3 —
8.6 respectivamente (Tabla 1).

En la Tabla 2 se observan los resultados de los
aislamientos clinicos de MNT de los pacientes del
estudio y los aislados obtenidos del agua de las
viviendas de los pacientes. La prevalencia de MNT
en el total de aguas analizadas fue del 25%. En el
caso de las muestras clinicas, la especie masglaisla
fue M. fortuitum (70,8%), seguida d&l. chelonae
(16,7%). Los aislados de MNT procedian de mues-
tras de esputo (54,2%), hemocultivos (20,8%), biop-
sias (12,5%) y otros exudados (12,5%).

En el caso del agua de abastecimiento, el predo-
minio fue igualmente para la espedik fortuitum
(67,7%).

DISCUSION

Micobacterias no tuberculosas han sido aisladas
en aguas potables en todo el mundo (Thompson et al.
2013; Briancesco et al, 2014.; Fernandez-Rendon et
al. 2012; Klanicova et al, 2013; Genc et al, 2013.;
Crago et al. 2014; Donohue et al. 2015).

El porcentaje total del aislamiento de MNT en
nuestras aguas fue del 25%. En cuatro casos laamism
especie se identifico tanto en el paciente comelen
agua del domicilio, M. fortuitum en 3 casos W.
chelonae en 1 caso.

Nishiuchiet al. (2007) estudiaron el aislamiento d
MNT de las viviendas de 49 pacientes con enferme-
dad pulmonar pok. aviumy de 43 voluntarios sanos
sin enfermedad, obteniendo que de once muestras que
contenianM. avium complex, diez eran de viviendas
de pacientes y 1 era de la residencia de un valanta
indicando que ocho cepas ersh avium, y tresM.
intracellulare, lo que demostraba la relacion con las
especies que causaban enfermedad pulmonar en la
poblacién japonesa.

Falkinham (2011) realizé un estudio de aisla-
miento de MNT en el agua de viviendas de 31
pacientes en los Estados Unidos y Canada con enfer-
medad por MNT. Los pacientes incluidos en el estu-
dio tenian infeccion poM. avium (9), M. intra-
cellulare (6), M. aviumcomplex (11), M. abscessus
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Thompson (2013) en un estu-
dio examiné el agua de las vi-
viendas y aerosoles de duchas

Tabla 1. Resultados de los parametros fisicoquimicos estiogi

Parametros de 20 pacientes con enferme-
Muestras  Temperatura Cloro libre Turbidez oH a 20°C dad pulmonar por MNT. Las
(°C) residual (ppm) (UNF) micobacterias  aisladas de
1 22,3 0,43 0,20 8.37 muestéas cll’nicas7y en el agua
' coincidieron en pacientes
2 214 Ofas . 8,45 (35%) casos:M. abscessus
3 22,1 0,48 0,28 8.59 (3), M. avium (1), M. gordo-
4 220 0.19 0.42 nae (1 ), M. lentiflavum (1) y
— s e gl M. kansasii (1).
5 4 4 1 8,37 Las aguas de nuestro estu-
6 22,5 0,38 0,40 8.45 dio son ligeramente alcalinas,
7 22.0 0,33 0,15 859 y pt:.((ejsentargi valfreslie pH, _de
: turbidez y de cloro libre resi-
8 21,4 0,41 0,62 8,6 dual dentro de los valores
9 22,1 0,64 0,10 8,37 paramétricos indicados en la
10 22.3 0,39 0,57 845 legislacion espafiola vigente
: (RD 140/ 2003). No hemos
11 21,6 0,42 0,13 8,59 podido relacionar estos valo-
12 22,1 0,37 0,22 8.6 res con la presencia o no de
13 21,1 0,46 0,10 8 45 MNT, Si bien, como indica
' Vaerewijck et al. (2007), estos
14 22,1 0,44 0,36 8,59 factores relacionados con el
15 22,3 0,47 0,17 8.6 agua pueden influir en la pre-
sencia de MNT. Todas las
16 214 0.45 0,65 8,37 aguas de nuestro estudio esta-
17 22,1 0,37 0,28 8,45 ban desinfectadas con cloro y
18 22,2 0,44 0,24 8,59 esta demostrado que estas bac-
19 214 0.64 0.56 8.6 terias son resistentes a los
' ' ' ' niveles de cloracion existentes
20 22,1 0,43 0,13 8,37 en los sistemas de distribucion
21 22.3 0,48 0,37 8.45 Ejehagua de coTsumo)humano
' Thompson et al. 2013).
22 23,4 0,48 0,10 8,59 Este estudio tiene varias
23 22,7 0,19 0,12 8,6 limitaciones. El tiempo que
24 22,3 0,47 0,19 8 45 transcurre entre la exposicion
' de una persona a MNT por el
agua Yy la infeccién y diagnos-
(4) y M. xenopi (1). En el 49% de las viviendas tico de la enfermedad puede
crecieron MNT incluyendoM. avium (10), M. ser muy largo, ya que muy a menudo un paciente ha
intracellulare(10), M. malmoense (5), M. szaulgai (3), tenido sintomas durante muchos afios antes de ser
M. gordonae (6), M. chelonae (2), M. scrofulaceum diagnosticado, y por lo tanto, establecer el et@m
(1), M. triviale (1), yM. terrae (1). En el 17/37 (46%) el que se expusieron es muy dificil. Otra limitaces
de las viviendas encontraron la misma especie que due no se ha realizado la secuenciacién genética de
presentaban los pacientes. los aislados para evaluar la similitud genéticaesnt
Brown-Elliott et al (2011) informaron de la los obtenidos en muestras ambientales y clinicas.
identificacion deM. porcinum de 24 pacientes en un En conclusion, no hemos podido demostrar una
hospital universitario de Galveston durante un correlacién entre el patrén de distribucién amlaent
periodo de 5 afiosM. porcinum se consideré un de aislados de NTM y la infeccion clinica, pero

patégeno en 11 (46%) de 24 pacientes infectados, consideramos que el ambiente acuatico podria ser un
incluyendo 4 pacientes con enfermedad adquirida en factor contribuyente a estas infecciones, por I g

la comunidad. Se recogieron muestras de agua del necesario realizar mas investigaciones.

hospital y de las viviendas de la ciudad de

Galveston. Los resultaron mostraron una gran AGRADECIMIENTOS

similitud entre las cepas dé. porcinum obtenidas de

las aguas y de los pacientes, indicando que lassagu Este estudio ha sido subvencionado por la
eran el reservorio de estas cepas. Fundacién Cajacanarias (Referencia AGUA10/2014).
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Tabla 2. Aislamientos de MNT en pacientes y muestrasDaley CL, Griffith DE Pulmonary non-tuberculous

de aguas.
MNT
Ne° Aislados Aislado en
Paciente clinicos muestra de agua

1 M. fortuitum M. fortuitum
2 M. fortuitum -

3 M. fortuitum M. fortuitum
4 M. fortuitum -

5 M. fortuitum -

6 M. chelonae M. chelonae
7 M. fortuitum -

8 M. fortuitum -

9 M. fortuitum -

10 M. chelonae -

11 M. fortuitum -

12 M. fortuitum -

13 M. fortuitum -

14 M. chelonae M. fortuitum
15 M. fortuitum -

16 M. chelonae -

17 M. fortuitum -

18 M. chelonae -

19 M. fortuitum M .fortuitum
20 M. fortuitum -

21 M. fortuitum -

22 M. fortuitum -

23 M. abscessus -

24 M. abscessus M. peregrinum
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