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RESUMEN

Introduccién y objetivoiLas micobacterias no tuberculosas (MNT) son patdgeemergentes, cuyo habitat es
ambiental y que en los Ultimos afios ha aumentadmsortancia como agentes etiolégicos de infecbidmana. El
objetivo de este estudio fue comparar la pruebacutar de la Reaccion en Cadena de la PolimeRBR) a tiempo
real y el método convencional, el cultivo (Middelbk 7H11 agar), para la deteccion rapida de MNTnhuestras
ambientales.

Material y MétodosSe estudiaron 217 muestras de agua de consumabuswgidas en distintos puntos de la Isla
de Tenerife. Para la realizacién de la PCR a tiengab se prepar6 el tubo de reaccion (B0Ocon 10ul KAPA
SYBR®FAST gPCR Kit Master Mix (2X) Universal, Qu8Foward primer (900nM), 0,81 Reverse primer (300nM),

3 ul agua libre RNAsa, 0,41 ROX Low y 5ul eluido (ADN muestra). Se compararon los resokaobtenidos con

el cultivo con los obtenidos mediante la PCR apieneal, con la finalidad de determinar la senisiéd, especificidad

y valores predictivos de esta prueba diagnéstica.

ResultadosDe las 127 muestras positivas por cultivo encombsaque el 48,8% (62) también fueron positivas
mediante PCR a tiempo real a partir de la muedteatd. De las 90 muestras negativas pdyaobacteriunrspp por
cultivo, el 100% de las mismas también fueron negatpor PCR a tiempo real, especificidad de 100%.
ConclusionesilLa PCR a tiempo real a partir de muestra diréeteagua presentd una baja sensibilidad y alta
especificidad para detectdiycobacteriunspp. Es necesario seguir profundizando en esteléstudios para lograr
validar una técnica mas sensible en el diagnostpido, de las enfermedades causadas por micolactey
tuberculosas.

Palabras clave Mycobacterias no tuberculosas, cultivo, reaceidicadena de la polimerasa, PCR, agua de consumo.
ABSTRACT

Introduction and objectiveNontuberculous mycobacteria (NTM) are an emergpathogen whose habitat is
environmental and that in the last years has iseedt importance as ethiological agents of huméection. The

aim of this study was to compare the real time p@isase chain reaction (PCR) molecular test anddhgentional
method, the culture (Middelbrook 7H11 agar), far thpid detection of NTM in environmental samples.
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Material and methodsThere were studied 217 water samples of humarucgption gathered in different points of
the Tenerife Island. To perform real time PCR thaction tube was prepared (20 ul) withill KAPA SYBR®FAST
gPCR Kit Master Mix (2X) Universal, 0,8 Foward primer (900nM), 0,8 Reverse primer (300nM), 3 ul water free
RNAsa, 0,4 ul ROX Low and 5 ul eluate (DNA sampl&)ere were compared the results obtained witlctifieire
with those obtained by real time PCR, with the pggof determining the sensibility, specificity qorddictive values

of this diagnostic test.

Results:Of 127 positive samples by culture we found tt&B4% (62) also were positive by real time PCR fitbin
direct sample. Of 90 negative samples for Mycobraatespp by culture, 100 % of the same ones alge wegative

by real time PCR, specificity of 100 %.

ConclusionsThe real time PCR from direct sample of water @nésd a low sensibility and high specificity to et
Mycobacterium spp. It is necessary to continue wayknto this type of studies to achieve a higharsibility and

rapid technology.

Keywords: Nontuberculous mycobacteria, culture, polymerdsgncreaction, PCR, drinking water.

INTRODUCCION

Las micobacterias no tuberculosas (MNT) han sido
reconocidas como agentes etiolégicos de varias-infe
ciones respiratorias y extra-respiratorias de iddivs
inmunocompetentes (Kendalet al., 2013). Estas
"micobacterias ambientales” son saprofitos de vida
libre que se han aislado de diferentes habitaisgo ta
naturales como creados por el hombre (Casstdl,
(2009); Falkinham, 2009), lo que determina que se
puedan encontrar colonizando los sistemas de
distribucion de agua potable, de edificios, viviasdy
hospitales en forma de biopeliculas. La capacidad d
adherirse a las superficies les confiere resigenios
desinfectantes cominmente utilizados para tratar la
aguas de abastecimiento publico, lo que disminaye |
eficacia de la desinfeccién (Wingender and Flemming
2011; Falkinham, 2015; Ashbolt, 2015; Liihrig, et al,
2015). En ocasiones, las infecciones humanas con
MNT se producen por el contacto con el medio
ambiente pudiendo las biopeliculas funcionar como
reservorios ambientales (Bryantet al, 2013;
Mirsaeidi,et al.,2014).

Las tasas de incidencia y mortalidad de las
infecciones por MNT han ido en aumento en todo el
mundo en la ultima década (Martin-Casaba@taal.,
2004; Bryant, et al, 2013; Mirsaeidiet al., 2014a,b
Mirsaeidi, et al.,2014a), sugieren que las infecciones
por MNT rara vez se propaga de persona-persona,
produciéndose la mayoria de los casos a partir de
microorganismos distribuidos en el medio ambiente.
Por lo tanto, la distribucion de las especies delN
el medio ambiente local de las especies de MNhas u
clave importante para la prediccion de las espelges
MNT aislados de pacientes.

Micobacterias no tuberculosas, han sido aisladas
en aguas potables en todo el mundo (Thomptal,,
2013; Briancesco, et al.,2014.; Fernandez-Rendon et
al., 2012; Klanicova, et al, 2013; Geng, et al.,2013.;
Crago,et al, 2014; Donohue, et al.,2015, Lecuonat
al., 2016) siguiendo diversas técnicas de diagnéstico
microbiolégico.

En los dltimos afios se ha avanzado en las pos-
ibilidades del diagnéstico microbiol6gico al dispon

de medios de cultivos que permiten un aislamiento
mas rapido de las micobacterias, asi como de m&todo
moleculares que basados en técnicas de PCR (reacci6
en cadena de la polimerasa) e hibridacion revema c
sondas especificas permiten identificar facilmeumte
namero muy elevado de micobacterias no
tuberculosas

El objetivo de este estudio fue comparar los
resultados obtenidos en la deteccién de MNT, &gav
de los dos métodos ensayados el método conven-
cional, el cultivo en Middelbrook 7H11 agar, y el
método molecular la reacciébn en cadena de la
polimerasa (PCR) a tiempo real, con el fin de eatud
la utilidad de ésta como técnica rapida y confialge
deteccion de MNT en muestras directas de aguas de
consumo

MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un muestreo sistematico dirigido en base
al tamafio de las poblaciones de la Isla de Tendrde
toma de muestras de agua de consumo humano, se
realizé en el periodo entre los meses de marzo a
noviembre de 2014. Se tomaron un total de 217
muestras de aguas de consumo publico procedentes
del grifo. En cada punto de muestreo se recogi6é un
litro de agua en recipientes estériles con tiotulife
sodio (NaS;0s) para neutralizar la accion del cloro
libre presente y las muestras fueron transportatias
laboratorio a temperaturas de refrigeracion (48&ja
su procesamiento. Para la descontaminacién de la
muestra se utilizé el método de cloruro de cetilpir
dinio (CPC). Cada muestra se redujo a la mita@n80
para la primera fase (método convencional) y 500ml
para la segunda fase (método molecular PCR a tiempo
real). Cada 500 ml de muestra son tratados CP@ hast
una concentracién final de 0,005%, agitando la taezc
durante 30 segundos. Después de un tiempo de
exposicion a temperatura ambiente de 30 minutes, la
muestras se filtraron a través de filtros de rotrde
celulosa 0,45 micras y 47mm de diametro. A comtinu
cion para eliminar CPC residual, los filtros seuenj
garon con 100mL de agua destilada estéril y uosle
filtros se transfirié inmediatamente al medio stlec
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Figura 1. Protocolo utilizado para aislamiento de micobaateen muestras de aguas.
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Middlebrook 7H11 agar (suplementado con Middle-
brook OADC Enrichment) (MB7H11). La técnica de
cultivo completa ha sido descrita previamente por
Lecuonaet al. (2016). El segundo filtro se someti6é a
un protocolo de extraccién de ADN. La metodologia
utilizada consté de un primer paso de extraccidn de
ADN a partir del filtrado de 500 mL de la muestoac
membrana de nitrocelulosa 0.45um. Se recoge la
membrana y se le afiade 10 mL de Tris EDTA (TE) en
un tubo estéril. Se ultrasonifica durante 30 min
obteniendo el eluido. Para la realizacién de la RCR
tiempo real, se prepard el tubo de reacciénu(26on

10 ul KAPA SYBR®FAST gPCR Kit Master Mix
(2X) Universal, 0,8 Foward primer (900nM), 0,8l
Reverse primer (300nM), |8 agua libre RNAsa, 0,4

\ﬁm

Metodo directo. PCE.

10 ml de Tris- EDTA baffer. (Tuko Falcon)
4
Homogensizar en y0gieEs.
i
Zopicar bafio uitrasorido 35 KHz 30°
ApTar visorosaments 5 en ULET
Bletira el filiro
Sumapension se centrifuza 5000z 15 min
Se descarta sobrenadante
500l zedinento
homo i

genpizar
Tram=fiers 3 1m fubo esteri] con 500 pll de Triz-

EDTA baffer (Extraer el ATRN)
Homozeneizar

Sppicara 35 kHz 15°
Suapem=ion a eballicion 05 °C 100
Centrifizgar a 20.000g 5 min
Sobrepadante == ubiliza BCEL

ul ROX Low y 5 pl eluido (ADN muestra). En este
estudio, se establecié una PCR a tiempo realarniia

la pareja de primer genéricos 110F/I571R disefiados
por Radomski et al. (2010). En cada ensayo, sayacl

un control negativo que contenia Unicamente agaa. L
PCR a tiempo real se realiz6 en el termociclador
Mx3000p con las siguientes condiciones de amplifi-
cacion: 3 minutos a 95°C, 40 ciclos iniciando con 3
segundos a 95°C y 20 segundos a 55°C. El protocolo
seguido, en ambas técnicas, se observa en la Rigura
Se compararon los resultados obtenidos de PCR con
los del cultivo, con la finalidad de determinar la
sensibilidad, especificidad y valor predictivo dstae
prueba diagnoéstica.
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Tabla 1. Comparacién de los resultados
obtenidos de las dos técnicas de deteccion de
MNT a partir de muestras directa de agua.

Muestras positivaT;

para MNT
Cultivo
Micobacteria aislada (MB7H11 rtPCR
agar)
M. fortuitum 105 50
M. canariasense 4 3
M. chelonae 4 2
M. peregrinum 3 3
M. abscessus 2 1
M. simiae 2 1
M. mucogenicum 2 0
M. conceptionense /
2 1
M. senegalense
M. septicum 1 0
M. phocaicum 1 0
M. porcinum / M. 1 1

neworleansense

RESULTADOS

De un total de 217 muestras de agua de consumo
publico ensayadas, se obtuvieron 127 muestras posi-
tivas por cultivo con medio MB7H11 agar. De éstas,
mediante la técnica de PCR a tiempo real se debecta
62 positivas, obteniéndose una sensibilidad d&48,

De las 90 muestras negativas pgdseobacteriunspp.
obtenidas por cultivo, el 100% de las mismas fueron
negativas por PCR a tiempo real, especificidad del
100%, con un valor predictivo positivo del 100% y
valor predictivo negativo del 58,5%.

La comparacion segun especie con la deteccion de
Mycobacterium(Tabla 1), se observa que es variable.
La mayoria de las micobacterias fueMnfortuitum
de 105 aisladas mediante cultivo, la técnica de PCR
tiempo real solo detecté 50.

DISCUSION

Estudios previos de nuestro grupo de investigacion
evidenciaron la elevada colonizacién del agua por
MNT en la Isla de Tenerife (Lecuonet al, 2016).
Debido a esta elevada prevalencia de MNT en nigestra
ambientales consideramos la importancia de disponer
de una técnica sencilla y rapida para el aislamidat
MNT en aguas de consumo publico.

La técnica de PCR a tiempo real utilizada fue
disefiada por Radomsdd al (2010) que desarrollaron
este método para la deteccionMgcobacteriunmspp.

a partir de muestras ambientales.

En nuestro estudio, la PCR a tiempo real a partir

de muestra directa de agua presenta limitaciones pa

la deteccion deMycobacteriumspp., dada la baja
sensibilidad encontrada.

Diversos autores indican que el método mas
sensible para detectar MNT en el agua es el cuitivo
MB7H11 agar y posteriormente determinar las espe-
cies por métodos de biologia molecular (Husseat. et
2009; Klanikova et al.,, 2013), que es la técnica seguida
por nosotros en el estudio anterior ya publicado
(Lecuonaet al 2016). El cultivo es un método barato
de deteccién de MNT con la desventaja de presentar
un tiempo de resultado de aproximadamente entre 4-6
semanas, lo cual retrasa en muchos dias el diagmost
Sin embargo, la PCR a tiempo real, aunque tiene un
tiempo de respuesta de horas, presenta una baja
sensibilidad para detectar MNT en las condiciores d
estudio y es un método costoso y que requiere de un
infraestructura especial en el laboratorio.

Una limitacién de este estudio es que no se
realizaron cultivos ni PCR cuantificada, por targe,
desconoce la carga bacteriana presente en lasrasiest
de agua. Por ello, no podemos valorar si las mastr
con un nimero bajo de bacilos reducen la sensiloilid
de la técnica molecular. En la actualidad, se desm
la dosis infectiva minima de MNT que puede tener
implicaciones clinicas. Por tanto, podemos suponer
que la PCR utilizada, podria probablemente detectar
como positivas aquellas muestras de agua con @evad
carga bacteriana de forma rapida (18 a 24h), ldeue
haria ser considerada una futura herramienta de
screening para los Laboratorios de Salud Publica.
Consideramos que es necesario investigar en las
ventajas y limitaciones de los métodos para obtener
una técnica que permita una identificacion rapida y
correcta de las especies de micobacterias no
tuberculosas en aguas de consumo.

CONCLUSIONES

En nuestro estudio, la PCR a tiempo real a pagtir d
muestra directa de agua present6 una baja sedadbili
para detectavlycobacteriunspp. Es necesario seguir
profundizando en este tipo de estudios para délserro
una técnica mas sensible, rapiday de bajo costo.
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