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Introduccién

Introducciodn

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa tenaz y persistente que ha
afectado a las poblaciones humanas durante miles de afios. La TB, que se ha descrito
como la «enfermedad de la familia por excelencia» y ha ido pasando de generacion en
generacion, contintia siendo un importante problema de Salud Publica. En la actualidad,
esta pandemia mundial afecta principalmente a paises en vias de desarrollo, aunque los
movimientos migratorios han provocado un incremento de las tasas de enfermedad en
muchos paises industrializados. Ademas, las caracteristicas patogénicas de la TB
favorecen la existencia de un gran reservorio humano, lo cual contribuird a que la
enfermedad se mantenga entre nosotros durante décadas.

Las conexiones entre la Salud Publica, la Medicina Veterinaria y la Sanidad
Animal fueron objeto de investigacion ya en la Europa del siglo xix. Varios
experimentos, llevados a cabo por veterinarios, indicaron que la TB bovina era
contagiosa y podia ser transmitida a los seres humanos. En aquel entonces, los primeros
intentos por establecer programas de control de la TB bovina no estuvieron exentos de
polémica, generandose un intenso debate entre los profesionales que se mostraban a
favor, por los beneficios sanitarios, y los que se posicionaban en contra de su
implantacion, por las pérdidas econdmicas que ocasionaban. Algunos cientificos creian
incluso que los seres humanos eran inmunes a la infeccién causada por el agente
etioldgico de la TB bovina y, por lo tanto, no representaba ninguna amenaza para las
personas; considerandose que era innecesario intentar controlar la enfermedad en el

ganado, asi como aplicar medidas para reducir el riesgo de infeccion. Al final
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admitieron, aunque sin demasiada vehemencia, que el contagio de la TB bovina a las
personas podia ocurrir. Actualmente, en los paises desarrollados, estos programas de
control y erradicacion, junto con la pasteurizacion de los productos lacteos y la
inspeccion de la carne en los mataderos, han reducido considerablemente la incidencia
de la enfermedad tanto en el ganado como en los seres humanos.

Motivados por una inquietud similar a la de aquellos investigadores, nos
planteamos realizar un estudio con el propdésito de determinar la influencia de esta
zoonosis en la epidemiologia de la TB humana en Extremadura; intentando establecer
posibles conexiones entre los animales (domésticos y salvajes) y la poblacion
extremefia. Ademas, teniendo en cuenta que la informacion existente en nuestra regién
sobre la enfermedad en el ser humano es escasa, creimos conveniente no limitar nuestro
estudio a aclarar solo los aspectos zoondticos, sino que era necesario llevar a cabo una
investigacion mas completa.

Para ello, en este trabajo, desarrollado a partir de la colaboracién entre el
Laboratorio de Microbiologia del Complejo Hospitalario de Céaceres (Servicio
Extremefio de Salud) y el Laboratorio de Micobacterias del Departamento de Sanidad
Animal (Universidad de Extremadura), se ha analizado una coleccion de aislados
clinicos de pacientes con TB. En el analisis se han empleado técnicas de caracterizacion
molecular, pues la aplicacion de estrategias de genotipado al estudio de la TB ha sido
esencial para aclarar cuestiones claves sobre esta enfermedad, al tiempo que ha
permitido apoyar el desarrollo y la aplicacion de medidas de control mas eficaces.

En definitiva, con este estudio pretendemos, gracias a la cooperacion entre
médicos y veterinarios, seguir avanzando en la complicada tarea de erradicar una

enfermedad que llevamos padeciendo durante milenios.
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Objetivos y
organizacion de la tesis

El objetivo global de esta tesis doctoral es el estudio epidemiolégico de la TB
humana en Extremadura, mediante la caracterizacion molecular de una coleccion de
aislados clinicos y la complementacion del analisis genotipico con informacién
sociodemogréfica, clinica y microbioldgica; todo ello para un mejor entendimiento de la
epidemiologia de la enfermedad en Extremadura, incluyendo también los aspectos
zoondticos de la misma. Los objetivos especificos de la investigacion son:

1. Conocer la diversidad genética del agente causal de la TB humana en
Extremadura mediante el uso de técnicas de genotipado.

2. Estudiar el grado de transmision reciente de la enfermedad en la poblacion
extremefia e identificar los factores de riesgo asociados con la agrupacion de
casos de TB en nuestra area.

3. Establecer si entre los extranjeros la enfermedad se ha producido por
reactivacion enddgena o por infeccion reciente para conocer la influencia de la
poblacion inmigrante en la epidemiologia de la TB en Extremadura.

4. Estudiar la complejidad clonal de la TB en un entorno de baja incidencia de
enfermedad.

5. Determinar la influencia zoondtica de la TB bovina en nuestra region.

6. ldentificar el origen de la zoonosis.
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Con la intencién de conseguir un trabajo didactico en el que quedasen reflejadas
las dificultades que presenta el estudio de esta enfermedad y que en cierto modo, se han
ido superando conforme han ido apareciendo nuevos avances, la tesis se ha estructurado

en cuatro partes:

Parte I. Revision bibliografica: Son numerosas las investigaciones que se han
llevado a cabo en torno a la TB, y su interés continla creciendo. A pesar de este
esfuerzo, queda ain mucho por hacer, y no menos que contar. Por tanto, en este trabajo
de revision se intenta recopilar toda la informacion posible que permita entender mejor

los estudios que se presentan a continuacion.

Parte Il. Diversidad genética de Mycobacterium tuberculosis en
Extremadura, Espafia: un estudio retrospectivo (1998-2012): En esta parte,
primero se realiza un analisis por separado con cada una de las dos técnicas de
caracterizacion molecular que se utilizan en la investigacion para posteriormente
combinarlas con el fin de ampliar nuestros conocimientos sobre las cepas del agente

estioldgico de la TB humana que estan presentes en esta region.

Parte Ill. Epidemiologia molecular de la tuberculosis humana en
Extremadura: Una vez realizado el analisis genético de las cepas, se prestendié dar
mayor aplicabilidad al uso de esas técnicas, complementandolas con la oportuna
informacién clinica y epidemiol6gica para conocer mas aspectos relacionados con la

distribucion de la enfermedad en la poblacion extremefia.

Parte IV. Analisis molecular de aislados de Mycobacterium bovis: En esta
ultima parte, el protagonista es el agente causal de la TB bovina y se ha seguido con la
misma metodologia con el proposito de conocer los determinates zoondticos de este

proceso en Extremadura.
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Revision bibliografica

“You have to know the past to understand the present”
(«Hay que conocer el pasado para comprender el presente»)

Dr. Carl Sagan (1934-1996)






Revision bibliografica

1. Pasado, presente y futuro de la tuberculosis

1.1. Historia de la enfermedad

La TB es una enfermedad que ha acompafiado al ser humano desde tiempos
prehistoricos, como demuestran las evidencias arqueologicas encontradas con la
presencia de lesiones caracteristicas en esqueletos humanos con miles de afios de
antigiedad (Holloway et al., 2011). En este sentido, la TB ha sido reconocida por las
tipicas deformaciones 6seas que se producen principalmente en la columna vertebral®
(Roberts y Buikstra, 2003). La presencia de lesiones reactivas en el periostio de los
huesos tubulares (osteoartropatia hipertréfica) y la osteomielitis son indicios también de
enfermedad tuberculosa (Ortner y Putschar, 1981). A su vez, la calcificacion de la
pleura se ha considerado un signo casi patognomonico de esta afeccién, al no existir
otros procesos patologicos en los que cominmente aparezcan adherencias pleurales
(Donoghue et al., 1998; Lombardi y Céaceres, 2000). Por lo tanto, gracias a las sefiales
indelebles que la TB ha dejado en ciertos tejidos, especialmente en los huesos, la
paleopatologia® ha hecho posible que se pueda demostrar que nuestros mas remotos
antepasados ya padecian esta enfermedad (Maradona, 2009). Asi, la evidencia conocida
méas antigua de TB en un fosil humano, aunque discutida por aportar pruebas
insuficientes (Roberts et al., 2009), data del Pleistoceno Medio, hace aproximadamente
500000 afios. Corresponde al craneo de un Homo erectus, cuyos restos fosiles se
encontraron en Turquia y del que se sospecha que padecié una meningitis tuberculosa

(Kappelman et al., 2008).

! La infeccién tuberculosa vertebral debe su nombre a Percivall Pott (1714-1788). El mal de Pott o espondilodiscitis
tuberculosa, constituye la localizacion mas frecuente de la infeccidn tuberculosa del aparato locomotor (Herrera et
al., 1998).

2 Ciencia que estudia las huellas dejadas por la enfermedad en los restos de seres vivos, entre ellos el hombre.
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Sin embargo, la mayoria de estas lesiones Gseas también pueden ser causadas
por otros procesos patologicos; y por consiguiente, solo con la evidencia esquelética
puede resultar insuficiente para emitir un diagndstico fiable. Por ello, la incorporacion
de las técnicas de biologia molecular para la deteccion de micobacterias tuberculosas en
huesos antiguos (Spigelman y Lemma, 1993) y tejido momificado (Salo et al., 1994), ha
dado origen a una nueva disciplina cientifica que recibe el nombre de
paleomicrobiologia®, y ha permitido la confirmacién de las sospechas paleopatolégicas
a través del estudio de ADN antiguo (Taylor et al., 2010) y otros marcadores bioldgicos
(Tran et al., 2011) del bacilo tuberculoso (Donoghue, 2011).

De este modo, el caso mas antiguo de TB humana confirmado hasta el momento
se ha encontrado en Atlit-Yam (Haifa, Israel). Los esqueletos analizados corresponden a
una mujer y un nifio, probablemente su hijo, que vivieron en un asentamiento del
Neolitico Preceramico hace unos 9000 afios. Estos restos 0seos representan la muestra
méas antigua de ADN del bacilo tuberculoso en seres humanos (Hershkovitz et al.,
2008). Ademas, este es uno de los primeros yacimientos donde existen abundantes
evidencias arqueoldgicas de actividad agricola y domesticacion de animales, y es el
unico asentamiento neolitico en el que se ha encontrado una gran cantidad de huesos de
bovidos. Esto indica que el ganado era un importante componente en la dieta y en la
vida de nuestros ancestros (Galili et al., 2002). No obstante, y en contra de lo que se
creia inicialmente, es probable que el ganado no representara una fuente primaria de
infeccion para el hombre; aunque si pudo facilitar que hubiese una poblacién humana
mas numerosa y densa (Wolfe et al., 2007). Este hecho pudo favorecer, a su vez, el
mantenimiento y la transmisién del bacilo de la TB entre los seres humanos (Weiss y

McMuichael, 2004).

% Campo emergente de la investigacién en microbiologia que se dedica a la deteccién, identificacion y caracterizacion
de microorganismos en muestras antiguas (Drancourt y Raoult, 2005).
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De igual forma se han encontrado pruebas suficientes que demostrarian la
existencia de la enfermedad en Europa desde hace unos 7000 afios (Nicklisch et al.,
2012; Masson et al., 2013). Los casos mas antiguos confirmados mediante el estudio de
ADN antiguo datan del Neolitico Temprano (5400-4800 a. C.) y se han hallado en tres
sitios (Halberstadt, Derenburg y Karsdorf) de la region alemana de Sajonia-Anhalt
(Nicklisch et al.,, 2012). También a esa época pertenece un esqueleto humano,
encontrado en el asentamiento neolitico de Hodmez6vasarhely-Gorzsa (Hungria), en el
que se ha confirmado la presencia de micobacterias mediante andlisis biomoleculares
(Masson et al., 2013). Asimismo, se han evidenciado lesiones caracteristicas en
esqueletos de seres humanos que vivieron en el Gltimo periodo de la Edad de Piedra en
otros paises europeos (Stone et al., 2009), como los restos 6seos con espondilitis
tuberculosa descubiertos en la cueva de Arene Candide (Liguria, Italia) que tienen unos
6000 afos de antiguedad (Formicola et al., 1987; Canci et al., 1996). También en ltalia,
en el yacimiento prehistorico de Corvaro (Rieti), se ha hallado parte del esqueleto de un
varon con «mal de Pott» que vivid en la Edad de Hierro (Rubini et al., 2014). El
ejemplo méas antiguo revelado en Inglaterra (Tarrant Hinton, Dorset) procede
igualmente de la Edad de Hierro, hace aproximadamente 2200 afios (Mays y Taylor,
2003), y ha sido uno de los pocos casos en ser probado por métodos moleculares
(Taylor et al., 2005).

Se tiene constancia también de que la TB estaba presente y era frecuente en el
antiguo Egipto desde periodos muy tempranos® (Zink et al., 2003a), al haberse
identificado ADN del bacilo de la TB en la columna vertebral y costillas de momias de
la época que presentaban lesiones compatibles con la enfermedad (Nerlich et al., 1997;

Zink et al., 2003b).

4 Existen abundantes restos arqueolégicos que muestran la importancia de la TB ya en el Egipto Predinastico de hace
mas de 5400 afios (Crubézy et al., 1998).
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Por otra parte, en los ultimos afios se han publicado numerosos escritos que
documentan la presencia de TB en pobladores americanos antes del contacto con los
europeos (Darling y Donoghue, 2014). Pese a ello, el origen de la TB precolombina
sigue siendo una incognita (Wilbur y Buikstra, 2006). Actualmente, la hipdtesis mas
aceptada es que la enfermedad habria llegado al continente americano con las
migraciones, humanas (Daniel, 2000) o animales (Rothschild et al., 2001; Rothschild y
Martin, 2006), que desde Asia cruzaron el puente terrestre de Bering hace mas de 10000
afios (Mackowiak et al., 2005). La TB habria persistido de forma endémica en algunos
de los pequefios grupos ndmadas dispersos por Ameérica, para posteriormente alcanzar
niveles epidémicos con el establecimiento de comunidades sedentarias densamente
pobladas (Daniel, 2000; Gomez i Prat y Mendonca de Souza, 2003; Mackowiak et al.,
2005). Factores como la introduccion de nuevas cepas procedentes de Europa o los
determinantes socioculturales, explicarian el terrible impacto de la TB entre los
indigenas de América a pesar de la antigiiedad de esta afeccién en aquel continente
(Daniel, 2000; Wilbur y Buikstra, 2006). Sin embargo, puede que el puente de Bering
no fuese la Unica via de entrada de la enfermedad en el continente americano. Los
autores de un reciente estudio, en el que se ha identificado ADN micobacteriano en
restos 0seos de seres humanos procedentes de un yacimiento arqueoldgico (Chiribaya
Alta) situado en una zona proxima a la costa del sudoeste de Peru, han sugerido que los
mamiferos marinos podrian haber desempefiado un papel relevante en la propagacion de
la TB desde Africa, a través del Océano Atlantico, hacia el Nuevo Mundo (Bos et al.,
2014). La posibilidad de que los mamiferos marinos transmitieran la enfermedad a los
grupos de cazadores-recolectores de Suramérica ya habia sido contemplada (Bastida et
al., 2011), por lo que este descubrimiento confirmaria esas sospechas. En cualquier

caso, a pesar de que su origen sea aln incierto, los estudios paleomicrobioldgicos han
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demostrado que la enfermedad existio en las sociedades precolombinas de América del
Sur (Salo et al., 1994; Arriaza et al., 1995; Konomi et al., 2002; Sotomayor et al., 2004;
Klaus et al., 2010; Bos et al., 2014) y Norteamérica (Braun et al., 1998).

No solo las evidencias arqueoldgicas encontradas nos dan muestra de la
antigliedad de esta enfermedad, sino que también existen testimonios escritos
pertenecientes a la Edad Antigua que se corresponden aceptablemente con cuadros
clinicos atribuibles a la TB (Maradona, 2009).

Aunque probablemente se habia descrito ya en los textos indios, las primeras
referencias claras a TB pulmonar datan de los tiempos de Hipdcrates (460-370 a. C.);
conociéndose como «tisis», término que procede del latin phthisis, y este del griego
ebioig, que indica enfermedad consuntiva (Bloom y Murray, 1992). Hipocrates, el mas
famoso de los médicos griegos, realizé descripciones detalladas de la tisis. En una de
ellas, recogida en el Libro 111 sobre las epidemias de los escritos hipocraticos, la destaco
como «la enfermedad mas extendida, la mas dificil y la que se llevd a méas gente». Las
manifestaciones clinicas descritas son perfectamente compatibles con la TB pulmonar.
No obstante, la escuela hipocratica consideraba que la tisis pulmonar era una
enfermedad hereditaria, en lugar de infecciosa (Herzog, 1998). Fue Aristoteles (384-322
a. C.) quien sugirié la naturaleza contagiosa de la enfermedad (Al-Amoud, 1993);
opinién mantenida también por Galeno (131-201 d. C.), uno de los médicos mas
importantes de la época romana, quien describié un cuadro clinico de ulceracion
pulmonar que cursaba la mayoria de las veces con hemoptisis, dolor toracico, tos,
expectoracion y fiebre; para el que recomendo reposo y dieta. Asimismo, sefial6 ciertas
lesiones de la columna vertebral que podrian corresponder con una TB espinal

(Marketos y Skiadas, 1999).
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Durante la Edad Media no se avanzd demasiado en el conocimiento de esta
dolencia. Posiblemente lo més significativo fue la difusion del término «escréfulax» para
la adenitis tuberculosa. La palabra escrofula proviene del latin scrofa (cerda) y asocia la
imagen del ancho cuello que posee este animal con el también ancho cuello que, debido
a las inflamaciones ganglionares, tienen los pacientes con TB ganglionar cervical
(Maradona, 2009). Durante esta época fue creencia en Francia e Inglaterra que sus
respectivos reyes tenian un poder sobrenatural para curar la escréfula o «mal del rey»
(Bloom y Murray, 1992); facultad que ejercian mediante el «toque real» (Grzybowski y
Allen, 1995), y que consistia en la imposicion de la mano del monarca sobre el enfermo
mientras pronunciaba las palabras rituales: «El rey te toca, Dios te curax.

Coincidiendo con la llegada del Renacimiento y la Edad Moderna la medicina
experimento una nueva orientacion. Quizas el hecho mas importante a recordar de entre
los que en el siglo xvI atafien a la tisis es la teoria sobre la génesis de la afeccion
pulmonar de Fracastoro (1478-1553). Este médico y humanista fue capaz de elaborar
una hipétesis muy cercana a la realidad sobre la trasmision y el origen de la TB, en un
tiempo en que no se disponia de ninguna evidencia acerca de la existencia de
organismos microscopicos. Aungue sus pensamientos no eran originales, ya que
siempre hubo en los siglos precedentes alguien que apuntaba la posibilidad del contagio
entre personas, si tuvo el mérito de elaborarlos de una manera que se aproximoé
enormemente a la realidad y de explicarlos con claridad. Fracastoro establecié una
doctrina del contagio cuyos agentes eran los seminaria, organismos, que él no creyo6 que
fuesen seres vivos, cuyo origen estaba en los humores corrompidos de los enfermos
contagiosos o también en el aire, y que eran susceptibles de alcanzar esa cualidad por la

accion de diversos agentes fisicos o de otra naturaleza (Maradona, 2009).
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Por otro lado, la ausencia de unas estadisticas fiables nos ha impedido disponer
de datos de confianza sobre las caracteristicas de la endemia de tisis en los siglos xvil y
xvii. A pesar de ello, si ha sido posible conocer que durante el transcurso del siglo xvi
la enfermedad experimentdé un aumento en su extensién. La gran epidemia europea
conocida como «Peste Blanca», se inicid probablemente en el siglo xvii y continu6
durante los siguientes 200 afios®. Se ha estimado que en algunos paises europeos la TB
podria haber causado entre una cuarta parte y cerca de la mitad de todas las defunciones
hacia el final del siglo xvii y el comienzo del xvii (Bello et al., 2000). En Londres, en
1651, la TB era responsable de un 20 % del total de muertes, alcanzando tasas de 700
casos por cada 100000 personas en 1801 (Bloom y Murray, 1992).

Desde el punto de vista del desarrollo cientifico asistimos en estos siglos al
comienzo de una época trascendental, pues comenzaron a darse los primeros pasos que
permitieron penetrar en la naturaleza de la enfermedad (Daniel, 2006). Los siguientes
avances en el estudio de la tisis estdn asociados a la practica de autopsias y la
descripcion anatomopatoldgica del proceso. En su Opera Medica de 1679, Sylvius
(1614-1672) fue el primero en usar el término «tubérculo» para referirse a las lesiones
constantes y caracteristicas que aparecian en los pulmones y otros 6rganos de los tisicos
(Herzog, 1998). Su gran perspicacia le condujo a asociar la clinica con los hallazgos
patoldgicos descubiertos en varios tejidos durante las autopsias. La explicacion que dio
sobre la enfermedad proporcion6 un nuevo panorama y sentd las bases para las grandes
aportaciones de los siglos posteriores.

Las observaciones microscopicas de finales del siglo xvil y el consiguiente

descubrimiento de organismos imperceptibles a simple vista, propiciaron que algunos

% La revolucién industrial motivé que muchas personas emigraran desde las zonas rurales a las grandes urbes
europeas; esto, afiadido a las condiciones de hacinamiento en las que vivian, la falta de higiene y la malnutricion,
incrementaron tanto la propagacion como la susceptibilidad de la poblacién a la enfermedad (Cole et al., 1998;
Daniel, 2006).
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especularan con la hipdtesis de que estos seres microscopicos podrian causar
enfermedades. Uno de ellos fue Benjamin Marten (1704-1722) quien en 1720, en su
libro titulado A new theory of consumptions: more especially of a phthisis or
consumption of the lungs, dio a conocer una nueva teoria sobre la causa de la tisis,
formulando la primera especulacion creible del carécter infeccioso de la enfermedad. En
ella reivindicaba la accién de unas «diminutas criaturas vivientes», a las que llamo
animalcula (animélculo), que se transmitian a través de la respiracion de los enfermos
(Doetsch, 1978).

En el primer tercio de siglo xix destaca sobre el resto de figuras médicas René
Laénnec (1781-1826), inventor del estetoscopio, pero cuya contribucion en los terrenos
de la anatomia patoldgica y de la clinica es de una importancia superior (Maradona,
2009). Laénnec aplicé a la tisis la técnica auscultatoria y la de la percusion, y
correlacioné los signos que hallaba en sus exploraciones con las lesiones del pulmén
que descubria en las autopsias. De esta manera pudo establecer una asociacion entre las
manifestaciones clinicas y las alteraciones patoldgicas correspondientes, y mejorar el
conocimiento secuencial del proceso patologico. A su vez, introdujo términos para
describir sus hallazgos que todavia estdn en uso, como estertores, soplos, etc.,
pudiéndose afirmar, por lo tanto, que la comprension moderna de esta enfermedad
comenzo6 con los trabajos de Laénnec (Daniel, 2006).

Por su parte, el término «tuberculosis» lo sugirio en 1839 Johann Lukas
Schonlein (1793-1864), adaptandolo de la palabra tubérculo (Ferlinz, 1995), para
englobar todas aquellas manifestaciones de la enfermedad en las que el tubérculo
estuviera presente.

Otro aspecto importante en el conocimiento de la TB fue el notable progreso que

se experimento en el campo de la epidemiologia durante la segunda mitad del siglo xix.
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Asi, la primera afirmacion apoyando con cierta fuerza la creencia del contagio de la TB
proviene de Philipp Klenke (1813-1881), quien en 1843 sostuvo que la enfermedad
podia ser transmitida a partir del tejido tuberculoso(Gradmann, 2001). Jean-Antoine
Villemin (1827-1892) demostro experimentalmente dicha transmision, inoculando pus y
fluidos de lesiones humanas a conejos, que desarrollaban la enfermedad. De este modo,
Ileg6 a la conclusion de que se trataba de una «infeccion especifica y su causa un agente
inoculable» (Villemin, 1865). Los trabajos de Villemin sobre la naturaleza contagiosa
de la TB crearon gran controversia, al fracasar otros investigadores en sus
inoculaciones, hasta que Julius Friedrich Cohnheim (1839-1884) y Carl Julius
Salomonsen (1847-1924) consiguieron reproducir sus experimentos (Cohnheim y
Salomonsen, 1877), al inocular material tuberculoso en la cAmara anterior del ojo de
animales y contribuyendo de esta forma a establecer el caracter infeccioso de la TB.

Sin embargo, ain no se habia encontrado el agente etioldgico. Muy cerca de
lograrlo se quedd Edwin Klebs (1834-1913), que fue el primero en avanzar en 1877 la
teoria de que el agente causal de la TB podria ser una bacteria (Gradmann, 2001),
aunque no pudo reconocer la verdadera naturaleza del microorganismo (Herzog, 1998).

La historia de esta enfermedad cambid drésticamente en 1882 cuando Robert
Koch (1843-1910) anuncio, en una reunion mensual de la «Sociedad Fisiologica de
Berlin», que habia logrado identificar y cultivar el agente etioldgico de la TB: una
bacteria en forma de bastoncillo a la que llamé «bacilo de la TB» (Barnes, 2000). La
presentacién publica de su descubrimiento tuvo lugar el dia 24 de marzo® en una
conferencia titulada «Acerca de la TB» (Murray, 2004b). 17 dias después, el 10 de abril
de 1882, Koch publico su estudio (Sakula, 1982), bajo el titulo «La etiologia de la TB»

(Koch, 1882), en el que establecia de manera inequivoca una relacion de causa y efecto

® Fecha posteriormente declarada «dia mundial de la TB» para conmemorar la importancia de este hecho.
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entre el bacilo y la enfermedad (Barnes, 2000), responsable de una de cada siete muertes
en Europa en ese momento (Daniel, 2005). A su vez, fijé los criterios, adaptados a los
de su maestro Jakob Henle (1809-1885), que necesariamente deben cumplirse para
poder responsabilizar a un determinado microrganismo como causante de una infeccion.
Estas condiciones han permanecido en uso hasta la actualidad y se denominan
comunmente «postulados de Koch» (Daniel, 2005).

Los primeros intentos de encontrar un tratamiento efectivo para la TB los realiz
el propio Koch, al anunciar en 1890 que un extracto con glicerol del bacilo tuberculoso,
inicialmente llamado «linfa de Koch» y que posteriormente se denomind «tuberculina,
tenia propiedades terapéuticas (Kaufmann, 2003). Esta conclusion fue rapidamente
refutada por ensayos clinicos que mostraron la falta de eficacia del tratamiento
(Kaufmann y Schaible, 2005). No obstante, Koch pronto se dio cuenta del potencial
diagnostico de esta sustancia (Kaufmann, 2003); aunque su mecanismo de accion no
comenzé a ser explicado hasta que Clemens von Pirquet (1874-1929) realizd varios
trabajos, entre 1903 y 1907, sobre inmunidad e hipersensibilidad. Estas valiosas y
originales investigaciones contribuyeron al desarrollo de un nuevo campo de
conocimiento que él denomind «alergia». Asi, en 1907, después de enterarse de que la
linfa de Koch producia reacciones en personas tuberculosas, introdujo una prueba
dérmica con la tuberculina, consistente en la aplicacion de una pequefia cantidad de esta
sustancia sobre una zona de piel escarificada. Para ello utiliz6 una lanceta de
vacunacion y estimoé en cinco milimetros el limite minimo de induracion cutanea para
calificar como positiva la reaccion, acertando plenamente en la interpretacion de los
resultados (Maradona, 2009). Ademas, von Pirquet sefial6 que las reacciones positivas
de tuberculina en los nifios que no presentaban manifestaciones clinicas se

correspondian con casos de «TB latente», término que él acufio (Daniel, 2006).
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En 1908, la busqueda de una forma de inoculacién que no produjera una fuerte
reaccion general, propicié que se introdujera la intradermorreaccion de Mantoux.
Prueba en la que una cantidad de tuberculina medida con precision se inocula a una
profundidad conocida, permitiendo una mayor certeza en el diagnostico, asi como la
posibilidad de comparar los resultados obtenidos en pruebas sucesivas. Con el objetivo
de disminuir las reacciones no especificas asociadas a la anterior, la tuberculina antigua
fue sustituida por un derivado proteico purificado (PPD), desarrollado por Florence
Seibert (1897-1991) en una serie de investigaciones en el Phipps Institute de la
Universidad de Pensilvania durante la década de 1930 (Daniel, 2006).

Otra contribucion igualmente importante para el diagnostico de la TB fue el
descubrimiento de los rayos X en 1895 por Wilhelm Konrad von Rontgen (1845-1923).
Este revolucionario avance en el campo de la fisica se empezé a utilizar en el
diagnostico de los casos de TB dudosos, relacionandose los signos radiograficos con los
encontrados en la exploracion fisica (Herzog, 1998). Progresivamente, su uso se
extendio a todos los sanatorios antituberculosos; lo cual, unido a la generalizacion de
estos lugares como base del tratamiento en la segunda mitad del siglo xix, gracias al
médico aleman Hermann Brehmer’, contribuyé a que la incidencia de la enfermedad y
su mortalidad empezasen a bajar antes de la aparicion de la vacuna y los primeros
farmacos eficaces.

El fracaso terapéutico de la tuberculina y el éxito alcanzado en otras
enfermedades, provocd que las investigaciones para combatir la enfermedad se
decantaran por la bldsgqueda de vacunas. De este modo, a principios del siglo xX, los
franceses Albert Calmette (1863-1933) y Jean-Marie Camille Guérin (1872-1961)

fueron capaces de demostrar que después de 231 pases seriados (entre 1908 y 1924), en

" Hermann Brehmer (1826-1889) propuso que la TB, en su fase inicial, se curaba sola si se llevaba a los enfermos a
un «lugar inmune» donde no hubiera tisicos.
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un medio de cultivo que contenia caldo de patata con glicerol y bilis de buey, una cepa
del bacilo tuberculoso bovino era inocua para diversas especies animales (Franco-
Paredes et al., 2006). Esta variante atenuada recibio el nombre de «bacilo de Calmette-
Guérin» (BCG) y se introdujo como una vacuna humana en 1921 (Young y Stewart,
2002); demostrando ser altamente eficaz en la proteccion contra la TB en los nifios
(Andersen y Doherty, 2005). Pronto se hizo popular en toda Europa, generalizdndose su
uso después de la Il Guerra Mundial, al considerarse que era el Unico medio disponible
para la prevencion activa de una enfermedad que se habia convertido en un importante
problema de Salud Publica (Lienhardt et al., 2012). A principios de la década de 1950,
la vacunacion con BCG se extendié masivamente en todo el mundo, después de que la
OMS (Organizacion Mundial de la Salud) recomendara ampliar las campafas de
vacunacion a paises en vias de desarrollo de Africa, Asia y América del Sur (Andersen
y Doherty, 2005).

Durante casi toda la primera mitad del siglo xx se pudo comprobar que la TB
era objeto de numerosos tratamientos sin que ninguno de ellos demostrara eficacia
alguna. Pero el panorama cambid drasticamente cuando, en medio de la Il Guerra
Mundial, llegé el gran avance definitivo en el tratamiento de la TB: la introduccion de
la quimioterapia. A pesar de que el tratamiento farmacoldgico de infecciones no
tuberculosas habia comenzado unos afios antes, con la introduccion de la penicilina y las
sulfonamidas, se comprobd que estos antibidticos no eran eficaces frente al bacilo
descubierto por Koch (Herzog, 1998). Realmente, el primer agente bactericida y
antibidtico efectivo para el tratamiento de la TB fue la estreptomicina, aislada en 1943
por Albert Schatz (1920-2005) y Selman Waksman (1888-1973) a partir de
Streptomyces griseus (Schatz y Waksman, 1944); aungue tuvo gque pasar un afo para

que William H. Feldman (1892-1974) y H. Corwin Hinshaw (1902-2000) realizaran
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pruebas en cobayas con TB y demostraran su eficacia (Feldman et al., 1945). El 20 de
noviembre de 1944, solo 15 meses después del descubrimiento de la estreptomicina,
Hinshaw y Feldman, en colaboracion con Karl Pfuetze, comenzaron el primer
tratamiento en personas. Se trataba de una mujer joven que padecia una grave TB
pulmonar, de la que no solo se recupero, sino que incluso pudo incorporarse a una vida
activa, casarse y tener hijos (Murray, 2004a).

El descubrimiento de la estreptomicina supuso el comienzo de la edad de oro en
el desarrollo de farmacos antituberculosos, al introducirse todos los antibiéticos usados
tradicionalmente para el tratamiento de esta enfermedad (Duncan, 2003), como son:
acido p-aminosalicilico (PAS, 1946), isoniacida (1952), cicloserina (1955), kanamicina
(1957), rifampicina (1965), etionamida (1966), etambutol (1968) y pirazinamida (1970).
Estos descubrimientos fueron muy importantes porque con la monoterapia de
estreptomicina no tardaron en aparecer mutantes resistentes que podian poner en peligro
el éxito del tratamiento con antimicrobianos. No obstante, pronto se demostré que este
problema se podia superar mediante el uso de combinaciones de dos o tres antibidticos
(Herzog, 1998). En la década de 1970 se establecieron las bases modernas para el
tratamiento de la TB. Fruto de un enorme esfuerzo por parte de las «Unidades de
Tuberculosis» del British Medical Research Council y de todas las personas que
aguantaron estoicas los diferentes regimenes terapéuticos (Cardona, 2006), surgio la
terapia multiple de «corta duracion» que constituye la base del tratamiento
recomendado por la OMS en la actualidad (Duncan, 2003): isoniacida, rifampicina,
pirazinamida y etambutol (se puede sustituir por la estreptomicina) diarios durante dos

meses, y en los cuatro meses siguientes, solo isoniacida y rifampicina, también diarios.
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Hermann Brehmer Jean-Antoine Villemin Albert Calmette
1826-1889 1827-1892 1863-1933

Robert Koch Wilhelm Konrad von Rontgen Selman Waksman
1843-1910 1845-1923 1888-1973

Figura 1: Pioneros en el estudio de la tuberculosis. Fuente: Herzog (1998).

El conocimiento del agente etiologico de la enfermedad, el desarrollo de la

vacuna BCG, la disponibilidad de los primeros antibi6ticos efectivos y los avances en el

diagnéstico, unidos a la mejora de las condiciones socioeconémicas e higiénicas,

provoco el continuo descenso en las tasas de incidencia, prevalencia y mortalidad de la

TB. Esto hizo que se perdiera el interés por esta enfermedad y cesaran los programas de

control. Con todo, la inexorable expansion de la pandemia del sida en la década de

1980, junto con la aparicién y generalizacion de cepas multirresistentes a los farmacos

antituberculosos, cambié drasticamente la situacion, resurgiendo, una vez mas, el interés
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por el bacilo tuberculoso. Al mismo tiempo, el escenario global de la TB ponia en
evidencia la falta de eficacia de la vacuna BCG. Esta situacion obligé a la OMS a
declararla, en 1993, una emergencia de Salud Publica mundial (World Health
Organization, 2013).

Estos factores, importantes en la reemergencia de la TB, hay que enmarcarlos en
un contexto social en el que el incremento de la inmigracion y de la pobreza en las
grandes ciudades favorecid un aumento en la transmision y el desarrollo de la
enfermedad. Aun asi, estos determinantes no habrian tenido un efecto tan importante de
haber existido unos programas de control de la TB adecuados. Como consecuencia,
muchos casos de TB no se diagnosticaban y, de los diagnosticados, muchos no recibian
un tratamiento apropiado, produciéndose recidivas y la aparicion de cepas resistentes y
multirresistentes. El resultado final fue el incremento en la transmision, y por lo tanto en
la incidencia de la TB, asi como en la mortalidad asociada a la enfermedad (Bloom y
Murray, 1992).

Esta alarmante situacion condujo a la revitalizacion de la lucha contra la TB en
todo el mundo, después de décadas de abandono. Los primeros pasos se dieron a
mediados de la década de 1990, con la implementacién de la estrategia conocida como
«DOTS» (Directly Observed Therapy, Short-Course). Un paquete de cinco medidas que
constituye el marco de referencia para conseguir controlar de manera eficaz la TB
(Lienhardt et al., 2012). Un elemento clave de esta estrategia es la supervisién directa
del tratamiento (Lienhardt et al.,, 2012) y el apoyo al paciente para tomar los
medicamentos de forma regular y a completar el tratamiento, logrando asi la curacion y
evitando la aparicion de resistencia a los farmacos. En el afio 1999, se establecio la
estrategia conocida como «DOTS-Plus» con el objetivo de estudiar la viabilidad de

proyectos que permitiesen controlar la TB multirresistente (TB-MR) en paises con
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pocos recursos. Ademas, se impulsaron programas para coordinar el control de la TB
con el del sida (Raviglione, 2003).

Un paso trascendental en la lucha contra la TB fue la creacion, en el afio 2000,
de la «Alianza Alto a la Tuberculosis», como un movimiento mundial concebido para
acelerar la adopcion de medidas sociales y politicas encaminadas a detener la
propagacion de la TB en el mundo. En 2006 se puso en marcha el «Plan Mundial para
Detener la Tuberculosis 2006-2015», en el que se describen las medidas y los fondos
necesarios para acelerar los avances en el desarrollo de nuevos instrumentos contra la
enfermedad y su aplicacion en los paises (Alianza Alto a la Tuberculosis y
Organizacion Mundial de la Salud, 2006). EI objetivo era conseguir, en consonancia
con los «Obijetivos del Desarrollo del Milenio», que la prevalencia y la mortalidad por
TB se reduzcan a la mitad en el afio 2015, en comparacion con los niveles de 1990.

A pesar de todos estos esfuerzos, la ausencia de una prueba de diagnostico
barata y eficaz, la larga duracion del tratamiento, la falta de una vacuna efectiva, la
coinfeccion con el VIH, la aparicion de TB-MR vy la debilidad de los sistemas de salud
en paises en vias de desarrollo con escasos recursos econémicos, son factores que
siguen obstaculizando el progreso hacia la consecucion del control de la TB en todo el
mundo (Lawn y Zumla, 2011).

La TB es, en definitiva, una importante enfermedad reemergente cuya frecuencia
de aparicion ha sido constante en toda la historia de la humanidad (Zink et al., 2007), y

aunque es antigua, no es una enfermedad del pasado (Lienhardt et al., 2012).
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1.2. Situacion actual de la tuberculosis

La TB continta siendo una de las causas mas importantes de enfermedad y muerte
en muchos paises y un importante problema de Salud Publica en todo el mundo. Segln
las estimaciones de la OMS, la carga mundial de TB sigue siendo enorme. Se calcula
que en 2012 hubo 8.6 millones de nuevos casos de TB y que 1.3 millones de personas
murieron por esta causa (320000 afectadas por el VIH). La mayoria de los casos y
muertes por TB ocurren entre los hombres, pero la carga de la enfermedad entre las
mujeres es también alta. En 2012, se estima que hubo 2.9 millones de nuevos casos y
410000 muertes por TB entre las mujeres. Asimismo, se calcula que 530000 nifios (de 0
a 14 afios) enfermaron de TB y 74000 nifios seronegativos murieron por esta causa
(World Health Organization, 2013).

Estos datos confirman la tendencia de los ultimos informes, donde se ha podido
observar que las tasas de incidencia han descendido desde 2002 y el nimero absoluto de
casos de TB esta disminuyendo desde 2006. De hecho, los nuevos casos de TB entre
2011 y 2012 han bajado en una proporcion del 2 %. A su vez, la mortalidad de la TB ha
disminuido en un 45 % desde 1990 (World Health Organization, 2013).

A pesar de los progresos logrados en las Ultimas décadas en la lucha contra esta
enfermedad, la TB es un problema de salud que presenta todavia marcadas diferencias
regionales y nacionales (fig. 2). Aunque las tasas de mortalidad e incidencia estan
disminuyendo en las seis regiones de la OMS, las regiones de Africa y Europa ain no
estan en camino de alcanzar la meta de la «Alianza Alto a la Tuberculosis». La mayor
parte de los casos de 2012 se registraron en Asia (58 %) y Africa (27 %), con pequefias
proporciones de casos en las regiones del Mediterraneo Oriental (8 %), Europa (4 %) y
América (3 %). Los cinco paises con el numero de casos mas alto fueron: India (2.0-2.4

millones), China (0.9-1.1 millones), Sudafrica (0.4-0.6 millones), Indonesia (0.4-0.5
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millones) y Pakistan (0.3-0.5 millones). Solamente la India representa aproximadamente
una cuarta parte (26 %) del total de casos de TB en todo el mundo, y China e India

juntas representan el 38 % de los casos mundiales de TB (World Health Organization,

2013).
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Figura 2: Estimacion de las tasas de incidencia de la TB, 2012. (World Health Organization, 2013)

Por otro lado, de los 8.6 millones de nuevos casos en 2012, se estima que un 13 %
son en pacientes infectados con el VIH. La proporcion de casos de TB coinfectados por
el VIH es mayor en los paises de la region de Africa, que representa el 75 % de los
casos de personas coinfectadas. Ademas, se estima que, en 2012, hubo 450000 casos de
TB-MR. India, China, Rusia y Sudafrica suman casi el 60 % de los casos mundiales de
TB-MR. Las mayores proporciones de pacientes con TB-MR se encuentran en Europa
Oriental y Asia Central. Por todo ello, es poco probable que se pueda cumplir en todo el
mundo, especialmente en la region de Africa y del Mediterraneo Oriental, la meta de la

«Alianza Alto a la Tuberculosis». No obstante, ya se alcanz6 en la region de las
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Américas y las estimaciones mas optimistas sugieren que la region del Pacifico
Occidental lo logr6 en 2012 (World Health Organization, 2013).

En el conjunto de los 53 paises de la Region Europea de la OMS, la TB continta
siendo un problema importante de Salud Publica, con una amplia variabilidad entre
paises y un gradiente de incremento de la incidencia de Oeste a Este. La situacion es
particularmente preocupante en el Este de Europa y en algunos paises de la antigua
Union Soviética; debido a altas tasas de TB-MR, el incremento en la incidencia de
infeccion por el VIH, el deterioro socioeconémico y el deficiente desarrollo de los
servicios de salud (World Health Organization, 2013).

En Europa, la vigilancia de la TB la realiza el Centro Europeo para la Prevencion y
Control de las Enfermedades (European Centre for Disease Prevention and Control,
ECDC), en coordinacion con la Oficina Regional de la OMS en la Regién Europea. Los
datos correspondientes al afio 2011 recogidos en un informe emitido por el ECDC,
muestran que practicamente todos los paises de la Unién Europea/Area Econémica
Europea (UE/AEE) tienen una tendencia descendente en las tasas de TB en los Gltimos
cinco afos. Si bien es cierto que la mayoria de paises partian de valores bajos, por lo
que los cambios no han sido tan notables en términos absolutos. Segun este informe,
Rumania es el pais con mayor tasa de notificacion (89.7 casos por 100000 habitantes),
seguido de: Lituania (58.7 casos por 100000 habitantes), Letonia (39.7 casos por
100000 habitantes), Bulgaria (32.1 casos por 100000 habitantes), Estonia (25.4 casos
por 100000 habitantes), Portugal (23.9 casos por 100000 habitantes) y Polonia (22.2
casos por 100000 habitantes). No obstante, en cuanto a nimero de casos, y dentro de
esta area, solo siete paises declaran mas de 3000 casos nuevos de TB: Rumania (19212),
Reino Unido (8963), Polonia (8478), Espafia (6762), Francia (4942), Alemania (4316) e

Italia (3521). Estos siete paises concentran el 77.68 % de los casos en la UE/AEE en el
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afio 2011 (European Centre for Disease Prevention and Control y WHO Regional
Office for Europe, 2013).

En lo que a Esparia respecta, en el afio 2012 se notificaron 6046 casos de TB, lo
que corresponde a una tasa nacional de incidencia de 13.1 casos por 100000 habitantes.
Esta tasa es un 11 % inferior a la del afio 2011, en el que la tasa fue de 14.74 casos por
100000 habitantes (Centro Nacional de Epidemiologia y Instituto de Salud Carlos IlI,
2013). Segun datos de la OMS, la tasa de incidencia de TB en Espafia durante el afio
2011 fue de 16 (14-18) casos por 100000 habitantes (World Health Organization, 2013).
Cifra similar a la notificada por la Red Nacional de Vigilancia Epidemioldgica y a la
suministrada por el ECDC, que en su informe anual incluye a Espafia entre los paises
considerados de baja incidencia (menos de 20 casos por 100000 habitantes), con una
tasa de notificacion de 14.7 casos por 100000 habitantes (European Centre for Disease
Prevention and Control y WHO Regional Office for Europe, 2013).

Sin embargo, no siempre se ha dado esta coincidencia en las cifras que describen
el problema de la TB en nuestro pais, resultando escasa la fiabilidad de estos datos hasta
hace unos afios. Entre las probables causas se puede citar que hasta 1995 solo era
obligatoria la notificaciébn numérica de casos de TB respiratoria, y hasta el afio 2004
solo eran de declaracion obligatoria en el ambito estatal los casos de TB respiratoria y
meningitis tuberculosa. A partir de ese afio se afiadieron las TB de otras localizaciones.

En este sentido, del total de casos en 2012, 4420 corresponden a TB respiratoria,
106 a meningitis tuberculosa y 1520 a TB de otras localizaciones (tasas de 9.57, 0.23 y
3.29 casos por 100000 habitantes, respectivamente). Esto supone para la TB respiratoria
un descenso de un 12.45 % respecto al afio 2011, en el que la tasa fue de 10.93 casos
por 100000 habitantes. En la meningitis tuberculosa las tasas ascendieron ligeramente

(de 0.22 a 0.23 casos por 100000 habitantes) y en la TB de otras localizaciones las tasas
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descendieron un 7.59 % (de 3.56 a 3.29 casos por 100000 habitantes). En estas ultimas,
ha habido un incremento progresivo en las tasas de incidencia desde el afio 2005 (2.03
casos por 100000 habitantes) al 2010 (3.78 casos por 100000 habitantes) debido
fundamentalmente a una mejora de la notificacion, inicidndose un descenso en 2011
(Centro Nacional de Epidemiologia y Instituto de Salud Carlos 111, 2013).

Por otro lado, ya con datos del afio 2012, se puede destacar que la distribucién
de las tasas de incidencia por comunidades autonomas es desigual, lo que se debe a
factores poblacionales, climatolégicos y otros relacionados con los sistemas de
vigilancia y control. En TB respiratoria, las mayores tasas se observaron en Ceuta
(49.14 casos por 100000 habitantes), Melilla (17.99 casos por 100000 habitantes) y
Galicia (15.51 casos por 100000 habitantes). Aunque las comunidades con mayor
nimero de casos son Catalufia (835) y Andalucia (667). En meningitis tuberculosa las
mayores tasas se declararon en Galicia (0.66 casos por 100000 habitantes) y Baleares
(0.31 casos por 100000 habitantes); y por nimero de casos destacan Madrid y Catalufia
(20). En la TB de otras localizaciones, Ceuta (14.23 casos por 100000 habitantes) y
Galicia (8.38 casos por 100000 habitantes) presentan las mayores tasas; mientras que
Catalufia (368) y Galicia (228) son las que tienen el mayor nimero de casos (Centro
Nacional de Epidemiologia y Instituto de Salud Carlos 111, 2013).

Por su parte, Extremadura es una de las regiones con menor tasa de incidencia en
el afio 2012, con 9.7 casos por 100000 habitantes (106 casos de TB registrados). La tasa
de incidencia media de la TB en Extremadura durante los ultimos cinco afios es de
10.17 casos por 100000 habitantes, mas de un punto inferior a la media nacional. La
Subdireccion de Epidemiologia del Servicio Extremefio de Salud ha realizado un
estudio epidemiolégico sobre la enfermedad en Extremadura entre 2004 y 2012, cuyas

conclusiones sefialan que en ese periodo se declararon 1119 casos; la mayor parte de
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ellos (90 %) correspondientes a TB respiratorias. Esos datos reflejan una tendencia
ligeramente descendente de la incidencia general de la enfermedad, pero también se
observa un moderado incremento de las TB no respiratorias. Por areas de salud, las
tasas mas altas se registran en las &reas de Plasencia (16.08 casos por 100000
habitantes) y Don Benito-Villanueva de La Serena (12.4 casos por 100000 habitantes),
mientras que las mas bajas se producen en las areas de Llerena-Zafra (6.1 casos por
100000 habitantes) y Céaceres (8.79 casos por 100000 habitantes). EI mayor niumero de
casos se da en el grupo de edad de 15 a 44 afios, aunque desde el afio 2010 la incidencia
esta descendiendo en ese grupo, al tiempo que aumenta en los menores de 14 afios. Por
sexos, afecta en mayor medida a los hombres, de manera que por cada mujer que
enferma por TB respiratoria lo hacen dos hombres (Subdireccién de Epidemiologia del
Servicio Extremerfio de Salud, 2013).

La TB es, por consiguiente, una enfermedad infecciosa con caracteristicas de
pandemia mundial que en nuestro pais, aunque a menor escala, constituye también un
importante problema de Salud Publica. De los datos disponibles se deduce que Espafia
tiene una endemia tuberculosa superior a la de los paises de su entorno socioeconémico,
con excepcion de Portugal. De hecho, un estudio reciente realizado a partir de los datos
publicados por la OMS (Global Health Atlas Database), en el que se muestra la
evolucion de la tasa de notificacion en mas de 50 paises europeos desde 1980 hasta
2006, concluye que Espafia ha empeorado su situacion en el periodo 1992-2006. Los
autores atribuyen esta situacion a la elevada prevalencia de personas con infeccion por
el VIH y la influencia de los movimientos migratorios (Rios y Monledn-Getino, 2009).

Los movimientos migratorios masivos desde paises con alta prevalencia de TB y
las condiciones de vida a la que se ven sometidos estos inmigrantes han provocado un

aumento de las tasas de enfermedad en muchos paises de la UE. Este incremento se ha
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producido a expensas de este grupo poblacional, sin que haya evidencia de que pueda
estar afectando a la epidemiologia de la enfermedad en la poblacion autoctona. Esta
nueva circunstancia requiere intensificar los esfuerzos con programas de control y
actividades que aseguren un diagndstico temprano, la disponibilidad de una terapia
adecuada, el seguimiento y finalizacion del tratamiento hasta asegurar la curacion, asi
como acciones dirigidas a poblaciones vulnerables con un alto riesgo de infeccion o que
viven en situaciones desfavorables (Grupo de Trabajo de Tuberculosis de las

Sociedades Cientificas et al., 2008).

1.3. Futuro: esperanzador, pero lleno de retos e incertidumbres

Los resultados obtenidos con la aplicacion de las estrategias «DOTS», «Alto a la
Tuberculosis» y el «Plan Mundial para Detener la Tuberculosis 2006-2015» son
evidentes. La epidemia esta en un constante, aunque moderado y lento, declive. A pesar
de ello, mas de 9 millones de personas aun desarrollan TB activa cada afio y cerca de 2
millones mueren. Estas cifras no deben desanimar a nadie, sino mas bien, servirnos para
reconocer que la TB es una pandemia Unica, y el camino hacia su eliminacion sera largo
y dificil (Raviglione et al., 2012). Por ello, con el «Plan Mundial para Detener la
Tuberculosis 2011-2015: orientemos la lucha hacia la eliminacién de la tuberculosis»,
se ha pretendido renovar la intensidad de los esfuerzos con el proposito de alcanzar
metas nuevas y mas ambiciosas; encaminadas a conseguir la eliminacion de la TB como
problema de Salud Publica en el afio 2050°. Pero esto solo sera posible si se logra
mejorar la forma en la que se diagnostica, se trata y se previene esta enfermedad. En
atencion a lo cual, en este nuevo plan, se sefialan por primera vez todas las lagunas en

investigacion que deberan cubrirse para sacar al mercado pruebas de diagnoéstico rapido

8 Para el afio 2050 se ha fijado la meta de conseguir la eliminacién de esta enfermedad alcanzando menos de un caso
de TB por 1000000 habitantes.
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de la enfermedad, regimenes terapéuticos mas cortos y una vacuna plenamente eficaz.
Ademas, se indica como se debe orientar el acceso universal hacia la atencion
antituberculosa en los programas de Salud Publica, incluida la manera de modernizar
los laboratorios de diagnostico y adoptar algunas pruebas innovadoras de diagndstico de
la TB disponibles desde hace poco (World Health Organization, 2010). Como la prueba
molecular rapida «Xpert MTB/RIF», que permite diagnosticar la TB y la resistencia a la
rifampicina en 100 minutos. Se espera que el uso de esta prueba rapida se incremente
todavia mas tras la reduccion de su precio en un 41 % (de 16.86 a 9.98 ddlares
estadounidenses) en agosto de 2012. En los Gltimos afios, también se estan haciendo
progresos en el desarrollo de nuevos farmacos y vacunas. Hay nuevos antituberculosos
y regimenes terapéuticos para la TB farmacosensible y farmacorresistente que estan
siendo investigados en ensayos clinicos o examinados por los organismos de
reglamentacion farmacéutica. Asimismo, segin la OMS, hay 11 vacunas para prevenir
la TB que se encuentran en distintas fases de desarrollo y cabe la posibilidad de que en
2020 se haya autorizado por lo menos una vacuna nueva (World Health Organization,
2013).

No obstante, el futuro control de la TB no solo va a estar supeditado a los
avances que se produzcan en el campo de la medicina y al fortalecimiento de los
sistemas sanitarios, sino que también dependera de los esfuerzos que se lleven a cabo
para abordar los determinantes sociales de la TB, asi como los factores de riesgo que
predisponen a padecer esta enfermedad (Raviglione y Krech, 2011). Estos incluyen la
desnutricion, el hacinamiento, la infeccion por el VIH, el tabaquismo, el abuso de
alcohol y otras drogas, la diabetes, las enfermedades mentales (Raviglione y Krech,
2011); y sobre todo, las situaciones sociales y econdmicas que favorecen la exposicion a

estos factores de riesgo (Rasanathan et al., 2011). Actuar sobre los determinantes
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sociales es primordial para el cumplimiento de las metas marcadas en el ultimo «Plan
Mundial para Detener la Tuberculosis 2011-2015: orientemos la lucha hacia la
eliminacién de la tuberculosis»; entre ellas, recordemos, conseguir su eliminacion en el
afio 2050. Para ello, es preciso continuar con los importantes progresos que se han
alcanzado en la atencion clinica de la enfermedad, pero sera necesario ampliar el ambito
de aplicacion de las medidas de control més alld de lo que se ha venido haciendo hasta
el momento (Rasanathan et al., 2011).

Para lograr el maximo control de la TB, los paises deben avanzar rapidamente
hacia el acceso universal a servicios de prevencién, diagndstico y tratamiento de todas
las formas de TB. La sociedad civil, las empresas y todos los agentes implicados en la
provision de asistencia sanitaria, sean publicos o privados, deben trabajar unidos para
lograr el acceso universal a la atencidn antituberculosa en todos los rincones del planeta,
un objetivo que requiere la modernizacion de los laboratorios, el acceso a medicamentos
de calidad y medidas para movilizar los recursos necesarios. En el contexto de la salud y
el desarrollo humano, la investigacion para progresar en el control de la TB esta
intimamente asociada a los esfuerzos para aliviar la pobreza y promover el desarrollo
social y econdémico (Lienhardt et al., 2012).

Por otra parte, la financiacién del tratamiento y control de la TB presenta un
déficit critico. Entre 2013 y 2015, en los paises de ingresos bajos y medios se
necesitaran hasta 8000 millones de délares anuales; pero el déficit de financiacion
alcanza los 3000 millones de dolares anuales. La financiacién por donantes
internacionales privados es especialmente necesaria para mantener los avances recientes
y garantizar su continuidad en 35 paises con ingresos bajos (25 de ellos africanos) en los
gue estos donantes aportan mas del 60 % de la financiacion. También hay un déficit de

financiacion critico para la investigacién y el desarrollo, que requiere 2000 millones de
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dblares anuales (World Health Organization, 2013). Solucionar este déficit de
financiacion sigue siendo un problema acuciante, a pesar de haberse probado la
efectividad de las intervenciones para luchar contra la TB y los millones de vidas
salvadas, en comparacion con el coste que esto supone. Sin duda alguna, se necesita un
compromiso todavia mayor por parte de los gobiernos, organizaciones no
gubernamentales y otras organizaciones sociales, asi como de los donantes privados, si
realmente se pretende conseguir el control mundial de la TB y, en Gltima instancia, su

eliminacion (Raviglione et al., 2012).
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2. Género Mycobacterium

El término Mycobacterium (M.) fue acufiado por Lehmann y Neumann para
referirse a un grupo de bacterias, algunas con la capacidad para formar peliculas
parecidas a las de los hongos al crecer en medio liquido (Lehmann y Neumann, 1896),
que presentaban caracteristicas similares. Por tanto, el bacilo tuberculoso y el bacilo de
la lepra, originalmente Ilamados Bacterium tuberculosis (Zopf, 1883) y Bacillus leprae
(Hansen, 1880) respectivamente, no se consideraron micobacterias hasta que en 1896
Lehmann y Neumann propusieron que se incluyeran dentro del género Mycobacterium;
ya que ambas especies tenian la capacidad de resistir la decoloracién con alcohol
clorhidrico. De esta forma, los convirtieron en los primeros miembros de este nuevo
taxdn, renombrandolos como: M. tuberculosis y M. leprae (Shinnick y Good, 1994).

Los miembros de este género se caracterizan por ser bacilos rectos o ligeramente
curvados, aerobios, inmdviles y no formadores de esporas (Barksdale y Kim, 1977).
Ademas de estas caracteristicas compartidas por todas la micobacterias, los requisitos
minimos necesarios para incluir una especie dentro del género Mycobacterium son: la
acido-alcohol resistencia; la presencia en su pared celular de acidos micolicos de 60 a
90 atomos de carbono, que se degradan por pirdlisis en ésteres de acidos grasos de 22 a
26 atomos de carbono; y un contenido de guanina y citosina (G+C) en su ADN que
puede variar entre el 61y 71 % (Levy-Frebault y Portaels, 1992), excepto en M. leprae,
que tiene un 58 % (Rastogi et al., 2001).

El alto contenido de lipidos de la pared celular de las micobacterias es uno de los
rasgos fundamentales que sentaron las bases de la identificacion de este género,
dotandolas entre otras propiedades de sus particulares caracteristicas tintoriales. En ese
aspecto, el género Mycobacterium esta incluido dentro de las bacterias grampositivas,

aunque la gran cantidad de lipidos de elevado peso molecular que presenta su pared
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celular hace que sean dificiles de tefiir por la tincion de Gram. A su vez, cuando se tifien
con colorantes basicos como la fucsina resisten la decoloracion con mezcla de etanol al
95% y de &cido clorhidrico al 3 %, denomindndose por este motivo &cido-alcohol
resistente. En esta propiedad de las micobacterias se basa la técnica de la tincion de
Ziehl-Neelsen, que ha servido para denominar y agrupar al género como entidad

independiente del resto de bacterias.

2.1. Taxonomia de las micobacterias

La segunda edicion del Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology encuadra al
género Mycobacterium en el phylum Actinobacteria, clase Actinobacteria, subclase
Actinobacteridae, orden Actinomycetales, suborden Corynebacterineae, familia
Mycobacteriaceae (Bergey, 2005). En la actualidad, segun la lista elaborada por J. P.
Euzéby (Euzéby, 2014), hay descritas mas de 160 especies dentro del género
Mycobacterium.

La clasificacion de estas especies no se basa solo en las homologias genéticas,
como ocurre en la mayoria de las bacterias, sino que también tiene en cuenta
caracteristicas patogénicas, clinicas y epidemioldgicas. Asi, en las Gltimas décadas se
han propuesto numerosas clasificaciones de este género, atendiendo, primero, a sus
caracteristicas fenotipicas, a su patogenicidad y, desde finales del siglo pasado, a los
genotipos.

Una de las clasificaciones méas aceptadas es aquella que divide a las
micobacterias en dos grandes grupos: micobacterias dificilmente cultivables o no
cultivables (M. lepraemurium y M. leprae) y micobacterias cultivables. A su vez, estas
ultimas se dividen en funcion de la velocidad de crecimiento en: micobacterias de

crecimiento rapido, si forman colonias visibles en medios de cultivo sélidos en menos
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de siete dias, como M. smegmatis; y micobacterias de crecimiento lento, si requieren
mas de siete dias para producir colonias visibles en medio sélido, como M. tuberculosis
y M. bovis (Shinnick y Good, 1994).

El grupo de micobacterias de crecimiento lento incluye las bacterias de mayor
importancia tanto en Sanidad Animal como en Salud Publica. En este grupo se encuadra
el complejo Mycobaterium tuberculosis (Mycobacteium tuberculosis complex, MTBC)
que comprende todas las especies bacterianas causantes de la TB en seres humanos y
otros mamiferos; y el complejo Mycobacterium avium (Mycobacterium avium complex,
MAC) que también tiene importancia en Sanidad Animal y, recientemente, esta
adquiriendo una creciente repercusion en el ambito de la Salud Publica.

El MAC pertenece al grupo de las micobacterias atipicas, que integra a todas las
especies del género Mycobacterium capaces de producir enfermedades en el ser humano
y los animales, excepto las que forman el MTBC y M. leprae. Aunque el término
«atipicas» ha sido muy criticado y se han propuesto diversas alternativas, como
micobacterias no tuberculosas (NTM, nontuberculous mycobacteria), micobacterias
ambientales, micobacterias anonimas o micobacterias distintas del bacilo tuberculoso
(MOTT, mycobacteria other than tubercle bacilli), el hecho cierto es que sigue siendo
ampliamente utilizado en la literatura médica y en la practica clinica (Fonseca-
Capdevila, 2011).

Durante muchos afios se ha venido utilizando la clasificacion propuesta por
Runyon que divide a las micobacterias atipicas en cuatro grupos (Runyon, 1959),
basdndose en caracteristicas fenotipicas como la velocidad de crecimiento y la
capacidad de producir pigmento con o sin exposicion a la luz. En los grupos I, 11 'y I
solo se incluyen micobacterias de crecimiento lento, mientras que en el grupo IV se

engloba a las de crecimiento rapido. El grupo | de Runyon comprende especies
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fotocromdgenas, que solo producen pigmentos cuando las colonias son expuestas a la
luz, como M. kansasii 0 M. marinum. El grupo Il estd formado por especies
escotocromogenas, en las que la produccion de pigmento amarillo-naranja es
independiente de las condiciones luminicas durante la incubacién, como M. gordonae o
M. scrofulaceum. El grupo 11 contiene especies no cromdgenas como M. intracellulare,
M. avium o M. xenopi. Finalmente, el grupo IV de Runyon incluye especies de
crecimiento rapido como M. fortuitum o M. chelonae (Rastogi et al., 2001).

Los avances en las técnicas de diagnoéstico e identificacion de nuevas especies
hacen que la clasificacion de Runyon no tenga, en la actualidad, validez taxonémica.
Aunque si conserva una utilidad clinica, puesto que las bacterias de crecimiento rapido
afectan sobre todo a la piel, las articulaciones y los huesos, y son méas susceptibles al
tratamiento farmacoldgico; mientras que las de crecimiento lento producen
fundamentalmente infecciones ganglionares y respiratorias, y tienen peor respuesta a los
farmacos (Tortoli, 2009).

De acuerdo con la importancia clinica, las micobacterias se pueden clasificar en
agentes patdgenos obligados o estrictos, agentes patdgenos oportunistas o potenciales y
agentes patdgenos poco comunes o saprofitos (Hartmans et al., 2007). Los
microorganismos patdgenos obligados son aquellos que no se multiplican de forma
natural fuera de un organismo vivo e incluyen micobacterias que afectan a los seres
humanos como M. leprae y M. tuberculosis; y micobacterias propias de animales como
M. bovis. Entre los agentes patdgenos oportunistas destacan las micobacterias de
crecimiento lento M. avium, M. kansasii, M. marinum y M. scrofulaceum; y las
micobacterias de crecimiento rapido M. fortuitum, M. chelonae y M. abscessus. Este
grupo incluye bacterias aisladas en diferentes biotopos naturales pero que pueden causar

infecciones, especialmente en personas inmunodeprimidas, asi como en heridas
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traumaticas o quirargicas. Por su parte, las micobacterias saprofitas se han aislado en
una gran variedad de ambientes e incluyen unas pocas micobacterias de crecimiento
lento como M. gordonae o M. terrae, y la mayoria de micobacterias de crecimiento
rapido como M. smegmatis. Algunas de las micobacterias saprofitas se han aislado
como contaminantes en procesos patoldgicos en contadas ocasiones (Rastogi et al.,
2001).

La clasificacion de las distintas especies de micobacterias se ha realizado
tradicionalmente en funcion de la velocidad y temperatura 6ptima de crecimiento, la
pigmentacion y morfologia de las colonias, los requerimientos del cultivo y la capacidad
de crecer en presencia de inhibidores como el p-nitrobenzoato o la hidroxilamina.
Asimismo se han empleado caracteristicas bioguimicas como, por ejemplo, la presencia
0 ausencia de ureasa, arilsulfatasa o catalasa, y propiedades especificas de esas enzimas,
como la termorresistencia de la catalasa (Rastogi et al., 2001). Asi pues, el nimero de
pruebas para clasificar a las micobacterias ha ido en aumento a medida que se han ido
describiendo nuevas especies. Para facilitar el analisis de toda esta informacion se
adopto, a finales de la década de 1960, la taxonomia numérica. En este sistema, a cada
propiedad o caracteristica se le asigna un valor determinado, y la agrupacion de las
distintas especies se realiza de acuerdo con el numero de similitudes compartidas
(Wayne, 1981).

Posteriormente, los avances en el terreno de la biologia molecular y de la
genética bacteriana han permitido realizar la clasificacion taxondémica de las
micobacterias basandose en los polimorfismos presentes en las secuencias de diferentes
genes que se emplean como diana. Entre estos, podemos destacar al gen que codifica la
subunidad 16S del ARN ribosémico (ARNr 16S), que se caracteriza por presentar en su

secuencia regiones altamente conservadas junto con otras muy variables (Béddinghaus
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et al., 1990). Otro aspecto destacable del gen del ARNr 16S es la presencia de una sola
copia del mismo en casi todas las micobacterias de crecimiento lento, excepto M. terrae
(Ninet et al., 1996) y M. celatum (Reischl et al., 1998); mientras que las de crecimiento
rapido, exceptuando a M. chelonae y M. abscessus, presentan dos copias (Tortoli et al.,
2004).

El anélisis de la secuencia del gen que codifica para el ARNr 16S ha sido la
herramienta méas utilizada para los estudios taxonémicos y filogenéticos del género
Mycobacterium (Stahl y Urbance, 1990; Tortoli, 2003; Tortoli, 2006). La secuenciacion
de este gen ha permitido establecer una relacion filogenética mas comprensible, que
coincide de un modo general con los estudios de taxonomia numérica. De esta forma, se
ha dividido a las micobacterias en dos categorias que se corresponden con los dos
grupos principales de la clasificacion basada en la velocidad de crecimiento. Ademas,
con estos estudios se ha demostrado que las micobacterias de crecimiento lento
evolucionaron a partir de las de crecimiento rapido (Rogall et al., 1990; Hartmans et al.,
2007).

Existen otras regiones gendmicas que también se han utilizado como dianas para
la identificacion del género Mycobacterium, entre las que destacan: el gen hsp65, el gen
superéxido dismutasa, la region comprendida entre los genes que codifican el ARNr
16S y 23S (Tortoli, 2003); asi como los genes recA y rpoB (Adékambi y Drancourt,
2004). Recientemente se ha propuesto un nuevo marcador taxondémico para clasificar a
las micobacterias: el gen que codifica para la enzima DprE1 (Incandela et al., 2013);

una proteina esencial que interviene en el metabolismo de la pared celular.
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2.2. Envoltura celular

Las micobacterias presentan una envoltura celular caracteristica que se puede
dividir en tres componentes estructurales: membrana plasmatica, pared celular y capsula
(Daffé y Draper, 1998). Esta division, conceptualmente simplificada, es mas compleja
en la practica. En muchos casos es dificil diferenciar experimentalmente la localizacion
exacta de algunos lipidos, especialmente entre la pared y la capsula, que incluso se han
aislado en mas de un compartimiento (Ortalo-Magne et al., 1996). Ademas, se debe
tener en cuenta que en las micobacterias en crecimiento, la envoltura celular es una
estructura dinamica en continua reorganizacion (Daffé y Draper, 1998).

La pared celular que rodea la membrana plasmatica esta constituida
fundamentalmente por peptidoglicano, arabinogalactano y acidos micolicos unidos de
forma covalente. Estos componentes constituyen el denominado «complejo &cidos
micolicos-arabinogalactano-peptidoglicano» que se extiende desde la membrana
plasmatica hacia el exterior formando capas (Hett y Rubin, 2008). Este complejo es
insoluble y representa la estructura esencial de la envoltura celular micobacteriana
(Brennan, 2003). Muchos de los farmacos utilizados para combatir las micobacterias
tienen como diana a este complejo (Hett y Rubin, 2008). A su vez, la pared celular
también esta formada por otros componentes no unidos covalentemente, principalmente
lipidos y glicolipidos que comprenden una extraordinaria variedad de estructuras,
algunas comunes en todas las micobacterias y otras presentes solo en algunas especies
(Brennan y Nikaido, 1995).

La parte mas externa de la envoltura celular de las micobacterias, denominada
capsula, esta constituida por una mezcla de polisacéridos y proteinas, mas una cantidad
relativamente pequefia de lipidos (Ortalo-Magné et al., 1995; Lemassu et al., 1996;

Daffé y Etienne, 1999). Sin embargo, sus componentes no estan unidos covalentemente
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a la pared celular y por ello no se puede considerar a esta estructura como una capsula
en el sentido mas estricto del término (Roberts, 1996), aunque funcionalmente si se
comporte como tal (Daffé y Etienne, 1999). Los componentes principales de la capsula
son las proteinas y los polisacaridos neutros: glucano, arabinomanano y manano
(Ortalo-Magné et al., 1995). También es posible encontrar polisacéridos ligados a
lipidos como el lipoarabinomanano o el lipomanano (Hett y Rubin, 2008). Los pocos
lipidos presentes en la cépsula estarian localizados mas internamente y, a la vez, se
corresponden con los lipidos libres més externos de la pared celular. Todos estos
componentes constituyen la parte soluble de la envoltura celular y representan un
elemento esencial en la sefializacion de las micobacterias (Brennan, 2003) durante el

proceso de interaccion con el sistema inmunitario del hospedador (Hett y Rubin, 2008).
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Figura 3: Representacion esquematica de la envoltura celular de M. tuberculosis. Los componentes incluyen la
membrana citoplasmatica (A), peptidoglicanos (B), arabinogalactano (C), lipoarabinomanano (D), proteinas de pared
asociadas a la membrana citoplasmatica (E), acidos micélicos (F) y moléculas de glicolipidos de la superficie
asociadas a los acidos micdlicos (G) (Karakousis et al., 2004).

40



Revision bibliografica

La inusual composicion y estructura de la envoltura celular es responsable de
muchas de las caracteristicas del género Mycobacterium como la &cido-alcohol
resistencia, el crecimiento en forma de cordones de algunas especies, la morfologia
colonial y la extraordinaria resistencia de las micobacterias a agentes fisicos y quimicos
(Barry 111, 2001). De hecho, la ineficacia frente a las micobacterias de la mayoria de los
antimicrobianos de uso comun se debe en gran parte a la elevada impermeabilidad de
esta envoltura (Brennan, 2003). Por ello, resulta fundamental la identificacion de dianas
sensibles donde poder dirigir la accion de nuevos medicamentos, como la enzima
DprE1, que participa en la biosintesis de un componente esencial de la pared celular
micobacteriana (Riccardi et al., 2013).

De la misma forma, el alto contenido en lipidos de la pared celular de las
micobacterias y la longitud de la cadena de los acidos micolicos les confiere una gran
resistencia ambiental, pudiendo sobrevivir durante largos periodos de tiempo en el
medio ambiente en condiciones de baja humedad. Sin embargo, las micobacterias son

sensibles al efecto de la luz solar, las radiaciones ultravioletas y la pasteurizacion.
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3. Complejo Mycobacterium tuberculosis

El apelativo «complejo Mycobacterium tuberculosis» (MTBC), aunque no esta
formalmente aceptado como una categoria taxondmica, se aplica actualmente para
identificar a un grupo de bacterias que estadn estrechamente emparentadas con M.
tuberculosis (Garcia-Betancur et al., 2012), el principal agente etiolégico de la TB
humana. Los miembros del MTBC se caracterizan por presentar una similitud en el
99.9% de sus nuclettidos y por tener secuencias practicamente idénticas de la
subunidad 16S del ARNr (Boddinghaus et al., 1990; Sreevatsan et al., 1997; Huard et
al., 2006), aunque difieren ampliamente en su adaptacién a determinados hospedadores,
fenotipos y poder patdgeno (Brosch et al., 2002).

Los miembros clésicos del MTBC son: M. tuberculosis (Koch, 1882; Lehmann 'y
Neumann, 1896), M. bovis (Karlson y Lessel, 1970), M. bovis BCG (Grange et al.,
1983), M. africanum (Castets et al., 1968; Castets et al., 1969) y M. microti (Wells y
Oxon, 1937; Reed, 1957). Mas recientemente se han incorporado: M. canettii (van
Soolingen et al., 1997; Pfyffer et al., 1998), M. caprae (Aranaz et al., 1999; Aranaz et
al., 2003), M. pinnipedii (Cousins et al., 1993; Cousins et al., 2003), M. mungi
(Alexander et al., 2010), M. orygis (Lomme et al., 1976; van Ingen et al., 2012) y M.
suricattae (Parsons et al., 2013). Existen otras dos variantes genéticas en el MTBC
denominadas «Dassie bacillus» (Wagner et al., 1958) y «Chimpanzee bacillus»
(Coscolla et al., 2013), que han sido aisladas en mamiferos salvajes en Africa.

Estas micobacterias se han mantenido como especies diferentes por cuestiones
practicas y ciertas diferencias fenotipicas y epidemioldgicas. No obstante, la estrecha
relacion genética que existe entre ellas y la similitud de los procesos patolégicos que
causan, hacen que todas ellas puedan ser consideradas como una Unica especie

bacteriana (Imaeda, 1985); compuesta, a su vez, por varios «ecotipos» (Cohan, 2002) de
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M. tuberculosis, cada uno de los cuales estd preferentemente adaptado a determinadas
especies de mamiferos (Smith et al., 2006b). Asi, en términos generales, mientras que
M. tuberculosis y M. africanum son casi exclusivamente agentes patdgenos de los seres
humanos, M. microti causa enfermedad en roedores y M. pinnipedii afecta
principalmente a mamiferos marinos. EI miembro que cuenta con mayor nimero de
hospedadores es M. bovis, el agente etioldgico de la TB bovina; se aisla principalmente
en ganado vacuno, pero también causa TB en otros animales, tanto domésticos como
salvajes (Gordon et al., 2009). M. bovis puede infectar también a los seres humanos,
aungue no se transmite facilmente entre personas® (O'Reilly y Daborn, 1995).
Igualmente se ha observado que existen diferencias genotipicas y marcadores
genéticos claramente reconocibles entre los distintos miembros del MTBC (Mostowy et
al., 2002; Parsons et al., 2002). Esto ha sido posible gracias al desarrollo de la biologia
molecular y el conocimiento del genoma de algunos integrantes de este complejo (Cole
et al., 1998; Garnier et al., 2003; Mostowy y Behr, 2005; Behr y Mostowy, 2007). La
secuenciacion completa del genoma de la cepa de referencia H37Rv de M. tuberculosis
(Cole et al., 1998), reveld una cantidad considerable de elementos genéticos repetitivos,
que varian en tamafio, estructura y localizacion. En el MTBC se pueden distinguir dos
grupos principales de secuencias repetitivas: las repeticiones en tandem'® (tandem
repeats, TR) y las repeticiones intercaladas (interspersed repeats, IR). Un tipo de
secuencias IR muy destacado estd compuesto por unos elementos genéticos moviles
comunmente conocidos como: secuencias de insercién (insertion sequence, IS). Ademas
de estos elementos repetitivos, también se han detectado mutaciones puntuales en varios

genes o regiones especificas del genoma que estan presentes en algunos miembros del

® Recientemente se ha descubierto que este fenémeno puede deberse a mutaciones que estan presentes en M. bovis y
que afectan a un sistema de regulacion de la virulencia llamado «<PhoPR» (Gonzalo-Asensio et al., 2014).

19 Encontrar acomodo en nuestro idioma a un concepto proveniente de otro, utilizando palabras semejantes, no suele
ser facil. Como ocurre en tantas otras ocasiones, la traduccion del término inglés tandem por la locucidn adverbial en
castellano «en tdndem», no es del todo correcta. Por ello, cuando hablemos de «repeticiones (0 secuencias repetidas)
en tandem», nos estaremos refiriendo a secuencias que se repiten de forma consecutiva en un locus especifico.
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MTBC vy ausentes en otros. Esta informacion se ha utilizado para desarrollar técnicas
que permiten la discriminacion entre las diferentes especies que integran el MTBC, asi
como entre las distintas cepas de una misma especie. El desarrollo de esos métodos de
caracterizacion molecular y el empleo, en alguno de ellos, de técnicas de amplificacion
de 4&cidos nucleicos, en particular, la «Reaccion en cadena de la polimerasa»
(polimerase chain reaction, PCR), han supuesto un gran avance en la mejora del
conocimiento de este grupo de bacterias.

Los métodos méas usados para la caracterizacion genotipica de los miembros del
MTBC incluyen marcadores moleculares como: la 1S6110, secuencias repetitivas
polimorficas ricas en G+C (polymorphic GC-rich repetitive sequences, PGRS),
secuencias de repeticion directa (direct repeat, DR) 0 secuencias que se repiten en
tandem y cuyo ndmero, en el mismo locus, varia entre las cepas (variable-number
tandem repeats, VNTR). También son Utiles, especialmente en estudios filogenéticos,
los métodos basados en secuencias no repetitivas, como el «Analisis de polimorfismos
de un solo nucle6tido» (single-nucleotide polimorphisms, SNP) o la deteccion de
deleciones, que en general son conocidas como «Regiones de diferencia» (region of
difference, RD) o «Polimorfismos de gran secuencia» (large-sequence polymorphisms,
LSP).

El hecho de que el MTBC sea esencialmente clonico y existan pocas evidencias
de intercambio horizontal de genes entre los diferentes linajes (Supply et al., 2003;
Hirsh et al., 2004; Liu et al., 2006; Smith et al., 2006a), ha permitido utilizar los
polimorfismos presentes en el genoma de estas bacterias para establecer la filogenia del
complejo (Brosch et al., 2002; Mostowy et al., 2002; Gutiérrez et al., 2005; Huard et
al., 2006; Hershberg et al., 2008; Wirth et al., 2008). De esta forma, se ha podido

observar que los miembros del MTBC han sufrido una evolucién reductiva por la
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pérdida unidireccional de secuencias cromosomicas (Donoghue, 2011). En ausencia de
recombinacion, una vez que una region no repetitiva del genoma ha sido eliminada, no
puede ser reemplazada, y esa delecidn actua, por lo tanto, como un marcador genético
de un clon y todos sus descendientes (Smith et al., 2006a). Basandose en estas
observaciones, Brosch et al. (2002) propusieron un nuevo escenario evolutivo para este
grupo de bacterias. Este escenario considera que es probable que los miembros del
MTBC desciendan de un progenitor comun, denominado «M. prototuberculosis»
(Gutiérrez et al., 2005); que habria surgido tras un «cuello de botella» evolutivo hace
unos 15000-35000 afios (Sreevatsan et al., 1997; Brosch et al., 2002; Gutiérrez et al.,
2005; Djelouadji et al., 2011).

A partir de ese ancestro comdn se derivaron, inicialmente, M. canettii vy,
posteriormente, dos linajes principales; uno de los cuales parece que se extendi
exclusivamente entre los seres humanos (Wirth et al., 2008). De este linaje «humano»
se derivaron ulteriormente las cepas «modernas» de M. tuberculosis. Estas cepas
«modernas», responsables de importantes epidemias, presentan una deleciéon (en la
region 1) especifica de M. tuberculosis (TbD1), que no aparece en las cepas
«ancestrales» (Brosch et al., 2002). Estudios filogenéticos posteriores han demostrado
que esta alteracion en el genoma de M. tuberculosis resulta esencial para poder dividir
las cepas de esta especie en «ancestrales» y «modernas»'! (Hershberg et al., 2008;
Wirth et al., 2008).

El otro linaje, que se separ6 del progenitor comun antes incluso de que ocurriese
la delecion ThD1 (Brosch et al., 2002), se caracteriza por la ausencia de una regién
cromosOmica especifica, la region de diferencia 9 (RD9), que esta intacta en todas las

cepas de M. tuberculosis (Brosch et al., 2002; Smith et al., 2006a; Smith et al., 2009).

1 El concepto de «ancestral» se ha utilizado de manera confusa (Arnold et al., 2006; Gagneux et al., 2006; Mathema
et al., 2006; Flores et al., 2007; Ahmed et al., 2008). Para evitar equivocaciones, Smith et al. (2009) recomiendan
referirse a las cepas «ancestrales» como «ThD1-intacta» y a las «modernas» como «ThD1-perdida».
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Este linaje sin la RD9, engloba a todos los «ecotipos» adaptados a los animales (Smith
et al., 2006b): M. microti, M. pinnipedii, M. caprae, M. bovis, M. mungi, M. orygis, M.
suricattae, «Dassie bacillus» y «Chimpanzee bacillus». Ademas, incluye también a M.
africanum, una especie aparentemente adaptada a los hombres pero que podria haberse
originado a partir de un reservorio animal desconocido (Wirth et al., 2008).
Recientemente, se ha identificado un nuevo grupo de cepas del MTBC en restos de
seres humanos de Peru (Bos et al., 2014). Estas cepas peruanas son distintas a todos los
«ecotipos» adaptados a los seres humanos conocidos hasta el momento, y estan
estrechamente emparentadas con M. pinnipedii; un agente patdégeno adaptado a
mamiferos marinos pero que también puede causar enfermedad en otros animales y en
el ser humano (Cousins et al., 2003). Aparte de la pérdida de la RD9, los analisis
filogenéticos han detectado, en los descendientes de este linaje, la presencia de otras
alteraciones genéticas que han permitido determinar la posible filogenia del MTBC (fig.
4).

Por su parte, M. canettii y las cepas de M. tuberculosis «TbD1-intacta» no
presentan ninguna de estas deleciones y, por lo tanto, parecen ser descendientes directos
de «M. prototuberculosis», que pudo haber sido ya un agente patégeno propio de los

seres humanos (Brosch et al., 2002; Gutiérrez et al., 2005).
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[E—J Numerosos pokmorfismos en los genes constitutivos E}M canettii

» M. tuberculosis «TbD1-intacta»
» M. tuberculosis «ThD1-perdida»
M. africanum Africa occidental 1

» M. africanum Africa occidental 2
M. mungi

RD1%s Dassie bacillus

RD12°'V"H v2042%GGC _ M. orygis

RD1™Me » M. microti
,’ l‘?f-"“',l » M. pinnipedii
» M. caprae

RD)1°°G M. bovis

M. bovis BCG Tokyo

M. bovis BCG Pasteur

Figura 4: Esquema de la posible filogenia del MTBC. Basada en la presencia o ausencia de las RD y los SNP de
varios genes (mmpl6, rv2042, oxyR y pncA). Los rectangulos en gris indican la pérdida del marcador genético en

cuestion o la aparicion de una mutacion en el gen sefialado. Adaptado de van Ingen et al. (2012), incluyendo
informacion de Brosch et al. (2002), Gutiérrez et al. (2005) y Smith et al. (2009).
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4. Origen y difusion de la tuberculosis humana

En la actualidad, ain no se han resuelto todos los interrogantes que rodean el
origen y la evolucion de esta enfermedad (Nerlich y Losch, 2009; Lee et al., 2012). Los
datos mas recientes sugieren que los cambios genéticos detectados en las diferentes
especies del MTBC no sucedieron aisladamente en cada una de ellas, sino que
resultaron de acontecimientos genéticos antiguos e irreversibles ocurridos en un
progenitor comun que habria dado origen a las micobacterias que actualmente forman
este complejo (Brosch et al., 2002; Baker et al., 2004; Gutiérrez et al., 2005; Mostowy
y Behr, 2005; Filliol et al., 2006; Gagneux y Small, 2007; Hershberg et al., 2008; Wirth
et al., 2008; Comas et al., 2013; Coscolla y Gagneux, 2014).

Por otro lado, estos hallazgos contradicen la teoria, predominante hasta hace
algunos afios, de que M. tuberculosis evoluciond a partir de M. bovis durante la
domesticacion de los animales (Cockburn, 1963; Steinbock, 1976). Esta hipotesis se
basa en la capacidad que presenta M. bovis de causar enfermedad en diversas especies
de mamiferos, incluyendo los seres humanos, y la amplia variedad de hospedadores que
tiene con respecto a M. tuberculosis (Hershberg et al., 2008); presuponiéndose que con
el paso del tiempo se produjo la adaptacion especifica al huésped humano de un agente
patdgeno propio de animales (Stead et al., 1995). No obstante, los analisis comparativos
de secuencias genémicas y los estudios de genética de poblaciones demostraron que era
poco probable que M. tuberculosis surgiera directamente del actual agente etioldgico de
la TB bovina (Brosch et al., 2002; Mostowy et al., 2002).

Esto fue posteriormente confirmado con la secuenciacion completa del genoma
de M. tuberculosis (Cole et al., 1998) y M. bovis (Garnier et al., 2003). De este modo,
se pudo observar que el genoma de M. bovis es ligeramente menor (98.5 %) y ha sido

objeto de 11 deleciones respecto a M. tuberculosis (Donoghue, 2011). Teniendo en
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cuenta que un organismo clonico, como M. tuberculosis, no puede reparar deleciones de
ADN cromosémico por recombinacion, se puede asumir que M. bovis se originé a partir
de un ancestro comdn con un genoma mas grande que, a su vez, es genéticamente mas
parecido a M. tuberculosis (Smith et al., 2009). Por tanto, las evidencias encontradas
hasta el momento sugieren que fueron los seres humanos los que transmitieron la TB a
los animales y no al revés (Gibbons, 2008; Wirth et al., 2008; Smith et al., 2009).

Esta Gltima observacion también parece demostrar que la TB humana existia
antes del Neolitico (Gagneux, 2012). Méas aln si se confirma la sospecha de TB en el
fésil de Homo erectus hallado en Turquia (Kappelman et al., 2008; Roberts et al.,
2009). En cualquier caso, las evidencias disponibles hasta ahora sugieren que la TB
humana se originé en el Este de Africa y desde alli se propagd hasta Europa, Asia y el
resto del continente africano, siguiendo las rutas de migracion humana, hace unos
70000 afios (Hershberg et al., 2008; Wirth et al., 2008; Comas et al., 2010; Gagneux,
2012; Comas et al., 2013).

Un estudio realizado por Gutiérrez et al. (2005) con aislados de M. canettii, y
otras variantes lisas, propone que el MTBC se origind en Africa. Dicho trabajo mostrd
una notable diversidad genética en estas cepas por el continuo intercambio horizontal de
genes, lo que indicaria que podrian ser representantes de «M. prototuberculosis» (Brisse
et al., 2006; Smith, 2006). M. canettii, un miembro muy peculiar del MTBC, ha sido
aislado en muy pocos casos de TB y, curiosamente, la gran mayoria de los pacientes
vivian en el Cuerno de Africa o habian pasado algin tiempo en esa zona antes de
desarrollar la enfermedad (Fabre et al., 2010).

El origen africano de la TB humana estaria también apoyado por el hecho de que

Africa es la Unica region del mundo donde se pueden encontrar los seis principales
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linajes™® del MTBC adaptados a los seres humanos (Gagneux y Small, 2007; Hershberg
et al., 2008). Ademas, recientemente se ha identificado un nuevo linaje filogenético de
M. tuberculosis (linaje 7) fuertemente asociado también con el Cuerno de Africa
(Firdessa et al., 2013). Hasta el momento, este nuevo linaje solo se ha aislado en
pacientes de Etiopia o en inmigrantes cuyo pais de origen esta en el Cuerno de Africa.
El linaje 7 («Etiopia») tiene un gran interés evolutivo, ya que representa una rama
filogenética intermedia entre los linajes «ancestrales» (TbD1-intacta) y «modernoss»
(TbD1-perdida) de M. tuberculosis (Brosch et al., 2002; Hershberg et al., 2008; Comas
etal., 2010).

Por otra parte, el importante crecimiento demogréafico que se produjo en Europa,
India y Asia oriental en los ultimos siglos, proporcion6 un nicho ecologico favorable
para la expansién clonica de los tres linajes «modernos» del MTBC. Cada linaje se ha
asociado con una de esas tres regiones geograficas: el linaje 4 con Europa, el 3 con
India y el 2 con Asia oriental. La exploracion de nuevos territorios, las conquistas, los
intercambios comerciales y los recientes movimientos migratorios han contribuido a la
difusion mundial de esos tres linajes «modernos» (Hershberg et al., 2008). Como se
puede observar en la figura 5, este escenario evolutivo encaja muy bien con la actual
distribucion mundial de los siete principales linajes del MTBC adaptados a los seres
humanos (Gagneux et al., 2006; Gagneux, 2012; Comas et al., 2013; Coscolla y
Gagneux, 2014).

Todo este debate sobre el origen y la evolucién de la TB y los miembros del
MTBC, que han infectado a los seres humanos durante milenios, nos sirve para

considerar que la prolongada relacion entre el huésped y el agente patdgeno ha podido

12 Cuatro linajes de M. tuberculosis (linaje 1-«Océano indico»; linaje 2-«Asia oriental»; linaje 3-«|ndia-Africa
oriental»; linaje 4-«Euro-americano») y dos de M. africanum (linaje 5-«Africa occidental 1»; linaje 6-«Africa
occidental 2»).
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favorecer que exista una «coevolucién»™® entre ambos (Comas et al., 2013); de tal
manera que el desarrollo actual de la enfermedad pueda estar influenciado por este

hecho.
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Figura 5: Filogeografia global de los siete principales linajes del MTBC adaptados a los seres humanos [a)
Filogenia méas probable del MTBC. b) Difusion de esos linajes dentro y fuera de Africa. ¢) Expansion de los tres
linajes «modernos» desde Europa, India y Asia oriental (en rojo, prpura y azul respectivamente) al resto del mundo.
d) Distribucion geografica de los siete linajes adaptados a los seres humanos del MTBC; los puntos de colores
representan el linaje dominante en cada pais]. Adaptado de Coscolla y Gagnuex (2014), incluyendo informacién de
Gagneux et al. (2006), Hershberg et al. (2008), Comas et al. (2013) y Bos et al. (2014).

13 |_a coevolucién entre el huésped y el agente patdgeno se caracteriza por los cambios de adaptacién reciproca que se
producen en las especies que interactian (Woolhouse et al., 2002).
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5. Patogénesis de la tuberculosis

Robert Koch identificd al agente etiolégico de la TB hace mas de un siglo, y
desde entonces ha habido un enorme progreso en el conocimiento de la enfermedad. A
pesar de todo, continGan sin esclarecerse cuestiones centrales sobre su patogénesis que
resultan claves para seguir avanzando en la lucha contra esta pandemia. Por este motivo,
precisar como se establece la infeccion; conocer cuéles son los factores determinantes
de una respuesta inmunitaria que, en la mayoria de los individuos, restringe la
multiplicacién bacteriana y evita la enfermedad activa y, por consiguiente, la
transmision; averiguar por qué el sistema inmunitario deja de contener la infeccion, asi
como determinar los cambios que se producen en las personas que desarrollan la
enfermedad activa; nos ayudaria a comprender mejor el origen y desarrollo de la TB. A
la vez que tendria importantes repercusiones précticas en la busqueda de nuevos
farmacos y vacunas que contribuyan a su control (Philips y Ernst, 2012). Para intentar
hallar una posible respuesta a alguno de estos interrogantes, puede que no resulte del
todo desacertado retomar la hipétesis de la coevolucion entre el huésped y el agente
patégeno, con la que concluimos el apartado anterior. Siguiendo esa tendencia, Gagneux
(2012) sugiere que la mayor parte de esta historia de la evolucion del MTBC junto al ser
humano se habria producido durante la época en la que el hombre era cazador-
recolector, cuando las poblaciones humanas eran pequefias. Las enfermedades humanas
més antiguas™®, a menudo se caracterizan por una progresion lenta, en ocasiones, con
reactivacion después de muchos afios de infeccion latente. Este escenario reflejaria la
adaptacion de los agentes patogenos a la baja densidad de poblacion que existia en

aquellos grupos nomadas de cazadores-recolectores (Blaser y Kirschner, 2007).

Dolencias que tendrian entre 10000-500000 afios de antigiiedad, como las causadas por M. tuberculosis, Salmonella
typhi o el virus varicela-zdster. Mas de 500000 afios: Helicobacter pylori, Bacteroides spp. (Blaser y Kirschner,
2007)
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En el lado opuesto se situarian las denominadas: «enfermedades epidémicas
multitudinarias»™® (crowd epidemic diseases), que se producen localmente como una
breve epidemia vy, al tratarse por lo general de procesos agudos y muy virulentos, solo
son capaces de persistir en grandes poblaciones (Wolfe et al., 2007). La alta densidad de
poblacién es necesaria para aumentar la probabilidad de transmision y reducir el riesgo
de extincion de los agentes patogenos por el agotamiento de los hospedadores
susceptibles (Comas et al., 2013).

La TB humana tiene, por lo tanto, caracteristicas propias de una «enfermedad
epidémica multitudinaria», dado que es capaz de causar la muerte de hasta el 50 % de
los individuos afectados cuando se deja sin tratar y, ademas, ha desarrollado un
mecanismo de transmision’® adaptado a comunidades densamente pobladas (Comas et
al., 2013). Aunque también muestra un patrén de progresion cronico, con fases de
latencia y reactivacion, que es caracteristico de una enfermedad mas antigua (Barry Il
et al., 2009). Por ello se ha propuesto que el periodo de latencia caracteristico de la TB,
seguido de la reactivacion y consecuente enfermedad activa varias décadas despues,
normalmente en personas de edad avanzada, podria haber prosperado para permitir a los
miembros del MTBC acceder a nuevas generaciones de huéspedes susceptibles vy, al
mismo tiempo, evitar una situacién en la que toda la poblacion se vea afectada por un
agente patdgeno demasiado virulento (Blaser y Kirschner, 2007).

Por el contrario, la existencia de altas densidades, similares a las encontradas en
las ciudades mas pobladas de los siglos xvii y xix en Europa (Wilson, 1990), podria

haber provocado una seleccion de cepas del MTBC menos «prudentes» (Kerr et al.,

5 Muchas de estas enfermedades surgieron durante el Neolitico, cuando el desarrollo de la domesticacién de
animales aumentd la probabilidad de transmitir nuevos agentes patdgenos al ser humano; al tiempo que las
innovaciones agricolas facilitaron el aumento de la densidad de poblacion, lo cual contribuy6 a sostener el ciclo
infeccioso (Wolfe et al., 2007).

18 El bacilo tuberculoso se suele transmitir a otros individuos mediante los aerosoles que genera un enfermo con TB
activa al toser, hablar o estornudar; estimandose que para producir la infeccidn es suficiente con que las particulas en
suspension inhaladas contengan entre 1 y 10 bacilos. Estas gotitas pueden persistir en el ambiente durante varias
horas; lo que, unido a la baja dosis infectiva caracteristica de este proceso, hace que la transmision sea
extremadamente eficiente (Russell et al., 2009).
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2006); ya que en este caso el acceso a huéspedes susceptibles no era un factor limitante.
A partir de esta situacion, y debido a que los linajes «modernos» del MTBC fueron
expuestos a la rapida expansion de la especie humana (Hershberg et al., 2008), se ha
revelado que las cepas «modernas» del MTBC tienen mayor poder patdgeno y van a
provocar periodos de latencia méas cortos que las cepas «ancestrales» (Gagneux, 2012).
Algunos datos recientes, como la actual tendencia epidemioldgica asociada a una mayor
difusion de cepas del genotipo «Beijing»'’ (Parwati et al., 2010), la menor repuesta
inflamatoria desarrollada contra linajes «modernos» del MTBC que favorece una
progresion mas rapida de la infeccion (Portevin et al., 2011) y la disminucién de las
tasas de enfermedad activa causada por linajes «ancestrales» (de Jong et al., 2008),
respaldarian esta prediccion.

Parece evidente, por tanto, que el MTBC ha sido capaz de adaptarse a los
cambios de las poblaciones humanas con el fin de propagarse de manera mas exitosa;
utilizando la latencia como parte fundamental de su estrategia de transmisién. De hecho,
se ha planteado la posibilidad de que los miembros del MTBC se parezcan en este
aspecto al VIH, pues existe la certeza de que su virulencia no ha evolucionado para
aumentar la replicacion del virus dentro de un individuo, sino para incrementar su
probabilidad de transmision en el colectivo (Fraser et al., 2007).

Ademas, esta idea se veria reforzada por el hallazgo de Comas et al. (2010), al
descubrir que, en contra de lo que cabria esperar, los epitopos de células T del MTBC
son las regiones méas conservadas de su genoma. Este dato sugiere que los epitopos de
células T estarian sometidos a una fuerte presion selectiva para ser mantenidos, puesto
que podrian desempefiar una funcién esencial en la difusion exitosa del MTBC.

Basandose en sus hallazgos, los autores de la investigacion especularon con la

17 Estas cepas emergentes forman parte de uno de los tres linajes «modernos» del MTBC y representan alrededor del
50 % de los aislamientos en el Este de Asia y al menos el 13 % en todo el mundo. El genotipo Beijing es uno de los
mas predominantes en la actualidad y hay indicios de que estd aumentando en algunas areas (Parwati et al., 2010).
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posibilidad de que la respuesta inmunitaria provocada por estos epitopos de células T en
los seres humanos™®, ademas de ser bésica para la supervivencia del individuo, podria
ser parcialmente beneficiosa también para el agente patdgeno. En otras palabras, en
lugar de escapar de la inmunidad del hospedador, al MTBC le interesaria ser reconocido
(Gagneux, 2012). Un posible mecanismo por el cual el MTBC podria beneficiarse del
reconocimiento de las células T humanas es que las respuestas de estas células son
esenciales para que se establezca la infeccion latente (Comas et al., 2010). Esta
suposicion se sustenta en el hecho de que la incidencia de TB activa en las personas
coinfectadas con el VIH es inversamente proporcional al nimero de células T CD4"
circulantes (Shafer y Edlin, 1996). Las personas con sida que tienen niveles bajos de
células T CD4" avanzan rapidamente hacia la enfermedad activa, en lugar de sostener la
infeccion en fase latente durante periodos prolongados (Daley et al., 1991).

Otra prueba determinante por la que al MTBC le interesaria ser reconocido es
que la respuesta inmunitaria del hospedador favorece en cierta medida la destruccion del
tejido y la formacion de cavernas en el pulmon, que, en ultima instancia, mejora la
transmision (Rodrigo et al., 1997). La frecuencia de lesiones cavernosas en pacientes
con TB coinfectados con el VIH se correlaciona directamente con el nimero de células
T CD4" periféricas (Mukadi et al., 1993). Asi pues, la teoria de que la inmunidad
mediada por las células T contribuye a la formacion de cavernas pulmonares se
fundamenta en la observacion de que los tuberculosos con sida que presentan recuentos
de células T CD4" bajos tienen menos probabilidades de sufrir TB cavernosa que los
enfermos con recuentos superiores (Kwan y Ernst, 2011). Pese a que todavia se

desconocen con exactitud los mecanismos de cavitacion pulmonar que intervienen en la

'8 a respuesta inmunitaria adquirida frente a la TB en humanos, primates no humanos y ratones depende de los
linfocitos T (North y Jung, 2004). Entre los subgrupos de linfocitos T humanos, las células T CD4" son esenciales
para la inmunidad protectora frente al MTBC. El reconocimiento de antigenos extrafios por parte de los linfocitos T
depende de la unién de fragmentos de péptidos cortos (denominados epitopos) a las proteinas del complejo mayor de
histocompatibilidad presentes en la superficie de los macréfagos y las células dendriticas (Comas et al., 2010).
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TB, estas observaciones apoyarian la sospecha de que las células T CD4" directa o
indirectamente median el dafio tisular. Por lo que estos hallazgos ponen de manifiesto
que el MTBC se aprovecha de la repuesta inmune adquirida del huésped para aumentar
su probabilidad de transmision (Comas et al., 2010). Si bien, como explicaremos a
continuacion, algunos trabajos han probado que no solo se beneficiaria de esta, sino que

también se podria aprovechar de la formacion de granulomas.

5.1. Beneficios biolégicos del granuloma tuberculoso

Los granulomas son las lesiones histopatoldgicas mas caracteristicas de la TB
(Philips y Ernst, 2012). Esta estrecha asociacion ha provocado que exista un
considerable interés por conocer la composicion celular del granuloma tuberculoso (fig.

6), asi como los mecanismos gue intervienen en su formacion y mantenimiento (fig. 7).
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Figura 6: Composicion celular del granuloma tuberculoso. Los granulomas pueden presentar diversas
morfologias, incluyendo llamativas zonas centrales con necrosis caseosa. Las células representadas se han
identificado en granulomas humanos, asi como en los de animales infectados experimentalmente. Un hallazgo
caracteristico es que solo esta infectada una pequefia parte de los macréfagos y las células dendriticas presentes en los
granulomas. Adaptado de Philips y Ernst (2012).
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Figura 7: Progresion del granuloma de la TB humana. La infeccion se inicia tras la inhalacion de bacilos viables
presentes en las gotitas exhaladas por una persona con TB activa. Una vez en el pulmon, los bacilos son fagocitados
por los macréfagos alveolares. Los bacilos fagocitados desencadenan una respuesta inflamatoria que induce a otros
macrdfagos a invadir el epitelio alveolar. Esta respuesta también conduce a la incorporacion de células dendriticas y
monocitos de los vasos sanguineos cercanos que luego se convierten en macré6fagos inmaduros. Este agregado celular
es probablemente el origen del granuloma; que en su fase inicial, tiene un nicleo de macréfagos infectados envueltos
por macréfagos espumosos y otros fagocitos mononucleares, rodeados a su vez por linfocitos. En algin momento
algunas bacterias son transportadas, probablemente por las células dendriticas moviles, a los ganglios linfaticos
regionales donde se activa a continuacion la inmunidad adquirida. Esta respuesta inmunitaria contiene la infeccion y
representa el fin del periodo de crecimiento rapido de M. tuberculosis. A medida que el granuloma madura, se
desarrolla una amplia capsula fibrosa que encierra el ndcleo de macréfagos y excluye a la mayoria de los linfocitos
del centro de la estructura. Al mismo tiempo que ocurre esta transicion, existe una disminucion considerable en el
nGmero de vasos sanguineos que penetran en el granuloma. En esta etapa hay un incremento notable en el nimero de
macro6fagos espumosos en la capsula fibrosa. Se ha propuesto que estas células espumosas son las responsables de la
acumulacion de desechos caseosos en el centro del granuloma, que predice la progresion hacia la enfermedad activa.
Ademas, los macrofagos espumosos también pueden fagocitar bacilos que no se multiplican dentro de esos
macro6fagos, pero tampoco son eliminados porque han cambiado su metabolismo y no son reconocidos. Cuando la
infeccion progresa, el centro necrdtico caseoso del granuloma se licua, formandose cavernas que posibilitan la
diseminacion de los bacilos hasta las vias respiratorias. El dafio del tejido pulmonar provoca el desarrollo de una tos
productiva, que facilita la generacion de aerosoles infecciosos y la finalizaciéon del ciclo de vida del bacilo
tuberculoso. Adaptado de Russell et al. (2009).
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Como era de esperar en una infeccion crénica, y en contra de lo establecido por
el modelo clasico™, se ha propuesto que los granulomas no solo protegen al hospedador,
sino que también benefician al agente patdégeno (Philips y Ernst, 2012). Los recientes
descubrimientos en este campo apoyan firmemente la hipotesis de que la formacién de
granulomas favorece la rapida multiplicacion bacteriana en la fase inicial de la infeccién
y funciona como una herramienta basica para su difusion sistémica (Davis y
Ramakrishnan, 2009).

El desarrollo de un nuevo modelo experimental, que utiliza embriones de pez
cebra infectados con M. marinum, ha proporcionado una visién tUnica de cdmo se inicia
la formacion de granulomas. Para ello se ha empleado un sistema de video-microscopia
que permite el analisis en tiempo real del proceso. Los estudios realizados con este
modelo (Davis et al., 2002; Davis y Ramakrishnan, 2009), han revelado que la intensa
multiplicacién de las micobacterias en fases tempranas de la infeccion esta motivada por
un ciclo continuo de muerte celular y posterior fagocitosis de las células infectadas (o de
las bacterias liberadas al espacio extracelular) por parte de los multiples macrofagos que
han sido atraidos hasta el granuloma naciente. Los bacilos intracelulares usan el locus
de virulencia ESX-1/RD1 para atraer hasta el granuloma primario a nuevos macréfagos.
Dentro de estos macrofagos los bacilos se vuelven a multiplicar; repitiéndose el ciclo y
contribuyendo al crecimiento bacteriano en la zona donde se inici6 la infeccion (fig. 8).

Al mismo tiempo, esa lesion inicial promueve la diseminacion temprana de la
infeccion mediante la salida de macrdfagos infectados para formar otros granulomas,
Ilamados secundarios, en zonas distantes. La migracion de los macréfagos infectados se
produce por via hematogena y a través de los tejidos. De este modo, la formacion de

granulomas secundarios demuestra que los macrofagos constituyen el principal, si no el

19 Convencionalmente se ha considerado que los granulomas son las estructuras de proteccién del huésped formadas
para contener la infeccidn, al proporcionar un entorno adecuado que permite el control inmunitario de la infeccion.
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unico, mecanismo para la diseminacion sistémica de los bacilos (Davis y Ramakrishnan,

2009). Este hecho explica también por qué los tuberculosos sin lesiones cavernosas en

el pulmon pueden generar aerosoles infecciosos (Behr et al., 1999), aunque en este caso

aun no esta del todo claro como llegan los bacilos al esputo (Cardona, 2009).
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Figura 8: Mecanismo y consecuencias de la formacion de granulomas en la fase inicial de la infeccion. Adaptado de
Davis y Ramakrishnan (2009).

Queda por determinar si

esos granulomas formados con posterioridad

proporcionan también algin beneficio al agente patégeno o son la contraprestacion por

los favores recibidos con anterioridad. De igual forma, sigue sin concretarse si es la

inmunidad del hospedador, suficiente para detener pero no erradicar el crecimiento

bacteriano, o si, alternativamente, es la estrategia de evasion y persistencia frente a la

respuesta inmunitaria de las bacterias, la responsable del establecimiento y continuidad

de los granulomas (Philips y Ernst, 2012).
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5.2. Necrosis, licuefaccion y cavitacion: claves en la persistencia y
trasmision del bacilo tuberculoso

Que M. tuberculosis es un paréasito bacteriano intracelular facultativo esta fuera
de cualquier debate actual. Tampoco se discute que la fase intracelular es
imprescindible para que la bacteria (o0 grupo de bacterias), tras infectar a una nueva
victima, se multiplique en el interior de los macrofagos y con ello aumente su
probabilidad de transmision. Sin embargo, recientemente se ha propuesto una nueva
teoria sobre la patogénesis de la TB que reclama mayor protagonismo para la fase
extracelular en el desarrollo de la infeccién tuberculosa (Orme, 2014). lan Orme,
probablemente el cientifico vivo que mas ha trabajado en modelos experimentales de
TB, sostiene que M. tuberculosis puede ser igualmente considerado como un agente
patdgeno extracelular. En su hipétesis expone que un bacilo en el interior del macréfago
de un granuloma no puede infectar a la siguiente victima; ya que, segun él, esto solo
puede lograrlo un bacilo extracelular que resida en un tejido necrético. En ese ambiente
extracelular, los bacilos persisten y esperan pacientemente a que se produzca la
cavitacion para poder escapar (fig. 9). Asimismo sefiala que el mecanismo esencial para
la transmision de M. tuberculosis es la necrosis.

Hasta ahora, en la mayoria de los modelos, la generacion de necrosis se
considera como un punto final. Orme, en cambio, no esta de acuerdo con este axioma, y
estima que la degeneracion del tejido por muerte de sus células es el verdadero punto de
partida. Segun este, cuando un bacilo entra en los pulmones y comienza a residir dentro
de un macrofago alveolar, su fin Ultimo es causar un proceso que conduzca a la
necrosis; puesto que solo a través de este fendmeno el tejido pulmonar puede ser

destruido y el bacilo puede ser exhalado y transmitido.
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NEC

Figura 9: Evolucion del foco infeccioso hasta la necrosis del tejido y la calcificacion de la lesion. La infeccion
inicial desencadena una aglomeracidn considerable de células inmunes que es responsable de la formacion de la
lesion inicial o foco infeccioso [A]. En la mayoria de los casos, la inmunidad innata, fundamentalmente a través de
los macrofagos, consigue destruir a las bacterias. Pero cuando el bacilo logra sobrevivir (las micobacterias han
desarrollado mecanismos para inhibir la maduracién del endosoma e impedir la unién del fagosoma con el lisosoma),
se multiplica y son los macr6fagos los que mueren; produciéndose la salida de bacilos al espacio extracelular [flecha].
Esos bacilos son fagocitados por las células recién llegadas, en su mayoria macréfagos inmaduros que son incapaces
de matar a la bacteria, repitiéndose el proceso y amplificAndose. En este punto, se crean pequefios focos de necrosis
(visible en los pulmones de cobayas a los 5-7 dias) y la lesién comienza a tomar la apariencia clasica del granuloma
tuberculoso [B]. Las pequefias areas de necrosis se han unido formando una estructura central alrededor de la cual se
sitan los componentes celulares del granuloma. Dicho dafio crea inflamacion y esto atrae a los neutrdfilos, células
que pueden ser claves durante todo el proceso. Algunas bacterias probablemente son destruidas en este momento, por
la activacion de los macr6fagos mediante interferon-gamma que desencadena una acidificacién y un incremento de
los radicales de oxigeno y de nitrogeno en el interior del fagosoma. Pero otras salen de los macréfagos que han
muerto, por lo que se convierten en agentes patdgenos extracelulares. Los bacilos se adaptan a sobrevivir en la zona
necrotica formando agrupaciones extracelulares 0 NEC (Necrosis-associated Extracellular Cluster). Se cree que en
los seres humanos estas lesiones necréticas destruyen el tejido pulmonar y crean cavernas; esto no suele ocurrir en
modelos experimentales con cobayas, aunque si se puede observar cuando en estos experimentos se emplean cepas
muy virulentas (como las del genotipo Beijing). En ese momento los bacilos supervivientes que persisten en el foco
de necrosis cesan la multiplicacion (para que no puedan ser detectados), modifican su metabolismo para responder a
la situacion de estrés provocada por la respuesta inmunitaria y se someten a adaptaciones importantes, que
probablemente incluyen cambios en su pared celular que los hace muy dificiles o imposibles de ver con las tinciones
tradicionales. Es probable que en este punto ocurran profundas alteraciones en la expresion de genes de M.
tuberculosis. Durante esta etapa la lesion muestra calcificacion [borde representado en negro] que permite aislar
fisicamente los NEC persistentes en el niicleo necrético [C]. Adaptado de Orme (2014).

La destruccion del tejido pulmonar en la TB humana es tan grande que la lesién
caracteristica en pacientes adultos es la caverna (Grosset, 2003). Esto significa que al
proceso necroético le han seguido la licuefaccion del tejido y, finalmente, la cavitacion;
con el drenaje de la materia tuberculosa hacia el arbol bronquial (Vilaplana y Cardona,

2014). Pero... ;como se llega hasta ese estado?
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La teoria clasica sobre la patogénesis de la TB presenta a las bacterias dentro de
los macrofagos en estado de latencia, llegando un momento en que «despiertan» y se
vuelven a multiplicar; por lo que se reactiva la infeccion y se desencadena la
enfermedad. En contraposicion, algunos modelos recientes sugieren que los bacilos
persistentes sobreviven en agrupaciones extracelulares asociadas a zonas de necrosis,
dentro de unas estructuras organizadas semejantes a una «biopelicula»®°. Para describir
a estas agrupaciones bacterianas se ha propuesto el término: Necrosis-associated
Extracellular Cluster o NEC (Orme, 2011). Aunque todavia es rechazado por muchos
autores, en especial por aquellos que defienden la idea clasica de infeccion latente, en la
actualidad no hay duda de que, en condiciones in vitro, M. tuberculosis puede formar
«biopeliculas» (Ojha et al., 2008; Pang et al., 2012).

Consecuentemente, la pregunta que surge es si algo similar puede suceder en un
individuo vivo. Los nuevos modelos plantean la posibilidad de que la zona de necrosis
residual, que contiene los NEC supervivientes, se comprima sustancialmente por el
proceso de calcificacion. Esto hace que los NEC sean empujados hacia el borde de la
lesion, cerca de espacios aéreos intactos. De alguna manera, los bacilos son capaces de
sentir el aumento local de la presion parcial de oxigeno y comienzan a multiplicarse;
pudiendo ser este el primer paso en la reactivacion de la infeccion. Una vez en el borde
de la lesion, la presencia del NEC hace que se active la inflamacion local; lo cual
provoca la atraccion de macrofagos hasta esa zona. Esos macrofagos generalmente
eliminan a los NEC, pero si esto no sucede, las micobacterias pueden establecer un
nuevo foco infeccioso y reactivar la infeccion. Esta situacion podria estar produciéndose

de manera continua, aunque controlada por la respuesta inmunitaria; y solo se

2 Comunidades complejas de microorganismos que crecen adheridos a una superficie en la que las células se
mantienen unidas gracias a una matriz extracelular que ellos mismos han sintetizado (Davey y O'Toole, 2000).
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desencadenaria TB activa si intervienen factores secundarios como la infeccion por el
VIH, otras infecciones pulmonares, la vejez, etc. (Orme, 2014).

En sintonia con esto Gltimo, la «Hipdtesis Dinamica» sobre la naturaleza de la
infeccion latente (Cardona, 2009), establece que es necesaria una constante reinfeccion
enddgena para que los bacilos persistan en el tejido pulmonar. Debido al continuo
recambio celular, se estima que el tiempo medio de vida de un macrofago alveolar es de
unos tres meses. Asi pues, estd claro que el bacilo debe intentar multiplicarse
constantemente para evitar su eliminacion. Al mismo tiempo, el drenaje incesante en el
fluido alveolar de macrofagos espumosos cargados de bacilos (en estado «no
multiplicativo») desde el granuloma hacia el arbol bronquial permite la continua
reinfeccién; dado que los aerosoles generados son nuevamente inhalados por el paciente
y los bacilos regresan a una region diferente del pulmén, donde se establece un nuevo
foco infeccioso. Este proceso de reinfeccion endégena tiene como finalidad el progreso
de la lesién hacia la licuefaccion y posterior cavitacion (Vilaplana y Cardona, 2014).

Un estudio reciente en el que se utiliz6 un modelo experimental que imita la
evolucion de la lesion tuberculosa durante la enfermedad activa en adultos
inmunocompetentes, desde la necrosis caseosa hasta la licuefaccion (Marzo et al.,
2014), mostr6 que las lesiones individuales aumentaron su tamafio de forma
exponencial gracias a la atraccion masiva de neutréfilos. Los autores observaron que la
entrada rapida y en gran cantidad de neutrofilos en la lesion era la clave para generar la
necrosis central y subsiguiente licuefaccion. Por lo que determinaron que la licuefaccion
es la consecuencia de una respuesta inflamatoria excesiva, pero no es el origen del
crecimiento extracelular de los bacilos. En cambio, establecieron que la excesiva
infiltracion de neutrofilos si favorece el crecimiento extracelular de las bacterias. Tal
hallazgo es coherente con la hipotesis propuesta por Orme (2014). Estos datos sugieren,

por lo tanto, que la inflamacion puede ser un factor clave en la progresion hacia la TB
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activa (Marzo et al., 2014). Curiosamente, este fenOmeno ya habia sido descrito en el
siglo x1x por Laénnec, quien afirmoé que las lesiones cavernosas se debian a la intensa
respuesta inflamatoria y la fusion de diferentes lesiones (Vilaplana y Cardona, 2014).

En la misma linea, Jacques Grosset, otro de los cientificos que mas ha trabajado
con modelos experimentales de TB, ha destacado que a las bacterias les interesa
ablandar el tejido necrético para permitir la entrada de oxigeno. El alto contenido de
oxigeno favorece la intensa multiplicacion extracelular de los bacilos tuberculosos en el
tejido licuado. Un paciente con cavernas pulmonares, al toser, difunde los bacilos por
medio de aerosoles a otras partes del pulmén y al exterior (Grosset, 2003).

Por otro lado, tradicionalmente se ha defendido que la reactivacion es la
consecuencia de un «evento inmunosupresor» (Smith y Wiegeshaus, 1989). Si bien esto
es obviamente cierto en el caso de la coinfeccién por el VIH o el deterioro gradual del
sistema inmunitario causado por el envejecimiento, no explica por qué la recaida es
frecuente en pacientes que ya han recibido tratamiento con farmacos antituberculosos
(Orme, 2014). En este sentido, los nuevos modelos experimentales sugieren que la
reactivacion se produce desde las inmediaciones de las lesiones primarias
residuales(Basaraba, 2008), y se sabe que esta necrosis residual, aunque sea minima,
todavia puede albergar bacilos vivos capaces de desencadenar la enfermedad (Shang et
al., 2012). Por tanto, si el modelo presentado por Orme es correcto y se acepta que M.
tuberculosis puede formar «biopeliculas», entonces estas bacterias persistentes son en
ese punto extracelulares y, por consiguiente, se encuentran fuera del alcance tanto de la
respuesta inmunitaria mediada por las células T como de los medicamentos (Grosset,
2003). Este hecho puede explicar facilmente la aparente «tolerancia a los farmacos» de
las bacterias persistentes en pacientes que ya han sido tratados (Ojha et al., 2008; Orme,

2011).
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En definitiva, si se demuestra que los NEC existen en los seres humanos,
deberian convertirse en elementos claves de la investigacion en el ambito de la TB; no
solo para esclarecer cuestiones centrales sobre su patogénesis que siguen sin respuesta,
sino también por las repercusiones practicas que puedan tener para el desarrollo de

nuevos farmacos y vacunas que contribuyan a su control (Orme, 2014).
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6. «Tuberculosis latente»: un desafio persistente

En la mayoria de las personas la infeccion por M. tuberculosis se caracteriza por
el aislamiento y la contencion, ya que el sistema inmunitario es capaz de controlar la
multiplicacién bacteriana, no hay signos ni sintomas clinicos de la enfermedad y el
unico indicio de la infeccion es el desarrollo de una respuesta inmunitaria especifica
frente a los antigenos de las micobacterias (Philips y Ernst, 2012). Esa respuesta
inmunitaria puede ser detectada mediante métodos inmunoldgicos como la prueba de la
tuberculina o el ensayo de liberacion de interferén-gamma (Pai et al., 2008). Basandose
en la prueba de la tuberculina, se calcula que un tercio de la poblacion mundial tiene
una infeccién tuberculosa latente (Dye et al., 1999). No obstante, se ha cuestionado la
correlacion entre la positividad de la prueba de la tuberculina y la infeccién latente
(Orme, 2001). Debido a la memoria inmunoldgica, no es necesario estar infectado con
micobacterias vivas para presentar reaccion a la tuberculina; puesto que dicha reaccion
puede ser la huella que ha dejado una infeccion que ya ha sido totalmente eliminada
(Mack et al., 2009).

En una pequefia parte (5-10 %) de las personas infectadas, esa contencion falla y
se produce la enfermedad activa; ya sea en los dos primeros afios desde que tuvo lugar
la primoinfeccion («TB primaria») o mas tarde («TB posprimaria») por la reactivacion
de la infeccion latente (Lawn et al., 2011). En regiones de baja incidencia de TB como
los EE. UU., la mayoria de los pacientes con enfermedad activa son casos de «TB
posprimaria» (Lin y Flynn, 2010). En un reciente estudio realizado en ese pais, de los
39920 casos de TB notificados durante los afios 2006-2008, el 79.7 % se atribuy0 a la
reactivacion del proceso (Shea et al., 2014).

Histéricamente, la contribucién de la reinfeccion exdgena a la incidencia de la

«TB posprimaria» ha sido en gran medida ignorada porque se suponia que el contacto
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previo con M. tuberculosis proporcionaba una proteccion sustancial contra la infeccion
secundaria. Sin embargo, ha quedado probado que la reinfeccion exdgena puede ser una
fuente importante de «TB posprimaria» en areas de alta incidencia (Gomez vy
McKinney, 2004).

En cualquier caso, las personas con infeccion latente representan el principal
reservorio de M. tuberculosis. Si tenemos presente que la mayoria de esos individuos no
mueren de TB, el mayor peligro reside en la reactivacion de la infeccidn y su posterior
transmision, «silenciosa», a los contactos cercanos {{762 Lin,P.G. 2010}}. Con un
reservorio formado por 2000 millones de personas, el control de la TB parece una meta
dificil de alcanzar. Aun mas si cabe, como no logremos encontrar pruebas diagndsticas
y tratamientos mas eficaces (Esmail et al., 2014). En reconocimiento de esta necesidad,
un informe del Institute of Medicine de los EE. UU. ya advertia que «la erradicacion de
la TB no es posible con las herramientas actualmente disponibles» y «es primordial
desarrollar un modelo que facilite la comprensién de la infeccion latente» (National

Research Council, 2000).

6.1. Latencia, inactividad, quiescencia, reposo 0 persistencia:
terminologia profusa, enigma irresuelto

De forma comun, se ha empleado el término «latencia» para definir la fase de la
infeccion en la que el bacilo tuberculoso se mantiene oculto, dormido o aparentemente
inactivo, sin que los pacientes manifiesten sintomas. Aunque sigue utilizandose
habitualmente, sobre todo en la préactica clinica, cada vez es mas frecuente observar
coémo en la literatura cientifica se recurre al concepto de «persistencia» para referirse a
la inusual capacidad que presenta M. tuberculosis para resistir a los mecanismos de

defensa que el ser humano ha desarrollado con el fin de eliminarlo. De hecho, sin
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tratamiento antibidtico, la erradicacion de la infeccion tuberculosa es dificil de lograr;
algo complicado incluso utilizando medicamentos. La lentitud con la que los farmacos
antituberculosos eliminan a M. tuberculosis es otra muestra de la habilidad que tiene
este microorganismo patdgeno para persistir en el hospedador. Los seis meses 0 mas de
quimioterapia necesarios para curar la TB han motivado que los investigadores busquen
distintas alternativas para acortar la duracion del tratamiento (Gomez y McKinney,
2004).

Aparte de ser una cuestion puramente semantica, el hecho de que se hayan
reconocido mecanismos de adaptacién que permiten a M. tuberculosis persistir en el
organismo (Pang et al., 2012), contradice la antigua idea de equiparar a esta fase
asintomatica Unicamente con un estado metabdlico caracterizado por la ausencia de
actividad del agente patdgeno. Si convencionalmente se ha asociado a la infeccién
latente de manera simplificada con la contencion de bacterias en alguna forma inactiva,
el nuevo concepto de latencia contempla otros aspectos (Lawn et al., 2011).

Asi pues, en la actualidad se considera mas apropiado representar a la TB latente
como un proceso de evolucion continuo que integra las diferentes respuestas que el
sistema inmunitario genera para intentar controlar la infeccion. En este contexto, la fase
de latencia engloba una gran variedad de estados: desde aquellos en los que ha
desaparecido por completo la infeccion hasta los que estan incubando la enfermedad
con multiplicacion de bacterias en forma activa (Barry Il et al., 2009; Young et al.,
2009; Lin y Flynn, 2010; Esmail et al., 2012; Robertson et al., 2012).

Es evidente que el concepto clasico de TB latente tiene una notable utilidad
clinica. La habitual distincion entre enfermedad activa e infeccion latente, basandose en
la presencia o ausencia de signos y sintomas clinicos, ha sido de enorme utilidad para

ayudar al médico a decidir el tratamiento mas adecuado en cada momento: un solo
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farmaco cuando se detecta una infeccion latente (en paises desarrollados, la isoniacida
es comunmente usada en la quimioprofilaxis de la TB) o una combinacion de
antibidticos cuando existe enfermedad activa; a fin de evitar con ello el desarrollo de
resistencia a los medicamentos (Vilaplana y Cardona, 2014).

En cambio, Young, Barry Il y sus colegas (2009), consideran que tratar a la
infeccion latente como una entidad homogénea es un error, y potencialmente limita la
base para el desarrollo racional de nuevos medicamentos, vacunas y «biomarcadores»
asociados?!. Estos autores piensan que el concepto clasico debe ser reevaluado y quiza
reemplazado (o complementado) por una terminologia alternativa que delimite con
mayor precision las caracteristicas biologicas del proceso. En atencion a lo cual han
propuesto cinco estados diferentes que representan un modelo dinamico que va desde la
inmunidad innata hasta la enfermedad clinica (fig. 10).

Este modelo puede facilitar el disefio de mejores estrategias para el
descubrimiento de nuevos tratamientos que eviten la reactivacion. Ademas, teniendo en
cuenta que aproximadamente el 90 % de los individuos con infeccion latente nunca
desarrollan TB activa (Gomez y McKinney, 2004), este modelo puede ayudar también a
dirigir el tratamiento hacia los individuos que realmente tienen un riesgo alto de que la
infeccion progrese a enfermedad, en lugar de tratar a los 2000 millones de individuos
que se estima que hay en el mundo con resultados positivos a la prueba de la tuberculina
(Barry Il et al., 2009). Seria muy util que ese 10 % de individuos con alto riesgo de
presentar TB clinica fuese identificado antes de que se produjese la reactivacién, para
poder tratarlos y, de este modo, poder reducir la transmision. La identificacion y

seleccidn de este grupo serd una importante estrategia en el camino hacia la erradicacién

21 | os «biomarcadores» tienen gran valor tanto en la préctica clinica para modificar el tiempo y el esquema del
tratamiento en TB, como en los ensayos clinicos para evaluar nuevos farmacos o vacunas (Guio et al., 2011).
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de la TB; aunque para conseguirlo, sera preciso desarrollar técnicas de diagnostico que

sustituyan a la anticuada prueba de la tuberculina (Esmail et al., 2014).
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Figura 10: Modelo evolutivo de la infeccion tuberculosa. Después de la exposicion a M. tuberculosis, la infeccion
puede ser eliminada por la respuesta inmunitaria innata. Si esto no ocurre, el desarrollo de una respuesta inmunitaria
adquirida también puede hacer desaparecer por completo la infeccion. Para referirse a estos estados se ha empleado
las expresiones «inmunidad innata» e «inmunidad adquirida», respectivamente. En la mayor parte de los individuos
que no sean capaces de eliminar la infeccion, se va a establecer el control inmunitario de la misma. Estas personas
suelen tener resultados positivos en las pruebas inmunoldgicas y mantienen una carga bacteriana baja. A este estado
se le conoce como «infeccion quiescente» 0 en reposo. Un cambio posterior en la inmunidad del huésped, provocado
por factores inmunosupresores como la infeccién con el VIH, puede permitir la multiplicacion activa del bacilo
tuberculoso; lo que conduce a una «infeccién activa» subclinica. La pérdida del control inmunitario y el posterior
aumento de la carga bacteriana, puede originar el desarrollo de los sintomas y la «enfermedad» clinica. Adaptado de
Barry Il1. et al. (2009) con informacidn de Young et al. (2009) y Lawn et al. (2011).

Como venimos reflejando a lo largo de toda la exposicion, el desarrollo de la
enfermedad resulta de las interacciones entre el huésped, el agente patdégeno y el medio
ambiente (O'Garra et al., 2013). Mucho se ha investigado sobre la influencia de cada
uno de esos tres componentes en la evolucion de la TB. Asi pues, a partir de modelos
experimentales en raton y los propios conocimientos que se tienen sobre la enfermedad

en los seres humanos, por medio de estudios inmunolégicos, actualmente se sabe que
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las células T CD4" (Flynn y Chan, 2001; North y Jung, 2004; Cooper, 2009), junto con
la interleucina-12, el interferbn-gamma (Flynn y Chan, 2001; Alcais et al., 2005;
Cooper, 2009; Alcars et al., 2010) y el factor de necrosis tumoral (Flynn et al., 1995;
Keane et al., 2001), son fundamentales para controlar la infeccion por M. tuberculosis.
Asimismo se ha demostrado que algunas cepas de M. tuberculosis tienen mayor poder
patégeno que otras (Coscolla y Gagneux, 2010); y que determinados genotipos de M.
tuberculosis se asocian con polimorfismos en genes de la inmunidad del huésped, que lo
hacen mas susceptible a padecer la enfermedad. Este hallazgo apoya nuevamente la
hipotesis de la coevolucion de M. tuberculosis y el ser humano (van Crevel et al., 2009).
También se sabe que existen factores de riesgo que favorecen el progreso de la
enfermedad como son: la infeccion por el VIH, la edad, el tabaquismo, el alcoholismo,
la diabetes mellitus, los tratamientos inmunosupresores, la desnutricion, el
hacinamiento, la pobreza en general... (O'Garra et al., 2013). Con todo, seguimos sin
poder explicar por qué algunos individuos son capaces de contener, incluso eliminar, la
infeccion, mientras que otros desarrollan la enfermedad activa y presentan diversas

manifestaciones clinicas.
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7. Manifestaciones clinicas de la enfermedad activa

Las personas con mayor riesgo de desarrollar TB activa pueden agruparse en dos
categorias. En el primer grupo estan los individuos infectados recientemente, entre los
que se incluyen: contactos intimos de pacientes tuberculosos contagiosos, conversores
de la prueba de la tuberculina en los dos afios previos, inmigrantes recientes (menos de
cinco afnos desde su llegada) procedentes de paises con tasas altas de TB, nifios de hasta
cinco afios de edad, sobre todo en los dos primeros afios de vida; asi como residentes y
empleados de lugares que congregan a pacientes de alto riesgo. En el segundo grupo
estan los pacientes con condiciones clinicas que aumentan el riesgo de progresion,
generalmente por deficiencia del sistema inmunitario, como son los: infectados por el
VIH, pacientes con TB previa o lesiones fibroticas no tratadas, individuos con déficit
ponderal superior al 5 %, consumidores de drogas por via parenteral, pacientes tratados
con antagonistas del factor de necrosis tumoral, enfermos con tratamiento mantenido
con corticoides u otros inmunodepresores; y en general, cualquier situacion clinica que
provoque una inmunodeficiencia (Gonzalez-Martin et al., 2010).

Cuando se desarrolla TB activa, la localizacion de la enfermedad, la gravedad y
la resolucion del proceso son muy variables. La TB puede desarrollarse en
practicamente cualquier parte del cuerpo, pero en un 60-75 % de los casos se presenta
como una afeccion pulmonar (Esmail et al., 2014), con manifestaciones que pueden
variar desde una infiltracion leve hasta una enfermedad severa, destructiva y cronica
(van Crevel et al., 2002).

Ademas del pulmdn, M. tuberculosis puede invadir otros 6rganos, incluidos
ganglios linfaticos, huesos y meninges, y causar una enfermedad extrapulmonar, a
menudo asociada a «TB primaria» que es mas comun en nifios y personas

inmunodeprimidas (Golden y Vikram, 2005; Cruz y Starke, 2007). En
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aproximadamente un 20 % de los casos la TB es extrapulmonar (Peto et al., 2009;
Sandgren et al., 2013). Las formas més frecuentes son la ganglionar y la pleural,
seguidas de la genitourinaria y la miliar. La TB miliar, caracterizada por la
diseminacion hematdgena de un gran numero de micobacterias en todo el cuerpo, es la
manifestacion de la enfermedad méas grave. En el extremo opuesto se sitia la TB
pleural, que puede presentarse de forma aislada o concomitante a una TB pulmonar (van
Crevel et al., 2002).

La clinica de la TB pulmonar es inespecifica. Lo habitual es que el paciente
presente sintomas de varias semanas de duracion; siendo los mas frecuentes: tos,
expectoracion, en ocasiones hemoptoica, sudoracién nocturna excesiva y pérdida de
peso. Los pacientes también pueden presentar: fiebre, astenia, pérdida de apetito, etc. La
disnea se produce en fases avanzadas si hay una destruccion importante del parénquima
pulmonar y el dolor torécico es frecuente cuando hay afectacion pleural (Brandli, 1998).

En la tabla 1 se muestran las manifestaciones mas comunes de la TB pulmonar.

TB primaria TB posprimaria

Sintomas
Tos y expectoracion 4+
Hemoptisis +
Sudoracién nocturna ++
Pérdida de peso + ++
Malestar/fatiga + ++
Dolor toracico + +
Signos
Fiebre ++ ++

Estertores
Sonidos de roce pleural

Radiografia de torax

Afectacion apical +++
Cavitacion +++
Afectacion de bases pulmonares ++
Ensanchamiento de hilios pulmonares ++

Tabla 1: Presentacidn clinica de la tuberculosis pulmonar.
+++: Comunes (> 50 %); ++: menos comunes; +: casos aislados. Adaptado de Brandli (1998).
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Por su parte, las manifestaciones de la TB extrapulmonar dependen del 6rgano
afectado. Los signos y sintomas mas frecuentes en las distintas afectaciones
extrapulmonares se exponen en la tabla 2 (Grupo de trabajo de la Guia de Préactica
Clinica sobre el Diagnostico, el Tratamiento y la Prevencion de la Tuberculosis. Centro

Cochrane Iberoamericano, coordinacion., 2009).

Locales Sistémicos
- Dolor toréacico de tipo pleuritico. — Febricula.
TB pleural - Derrame pleural unilateral, exudativo, linfocitario.  — Disnea.
— Adenopatias preferentemente cervicales y — Sindrome constitucional
T8 ganglionar supraclavic_tflares. 5 5 en personas con infeccion
— Inflamacion, dolor, ulceracion y supuracion de por el VIH.

nddulos.

— Osteomielitis, artritis.

— Dolor y abscesos en tejidos proximos.

— Espondilitis y espondilodiscitis. — Sindrome constitucional
— Compresion radicular y paraplejia. poco frecuente.

— Desviacién de la columna y deformidades

osteoarticulares.

TB osteoarticular

. } — Fiebre.
. - Cefalea,. §|gnos meningeos. _ Anorexia, vémitos,
B Fiel sistema - Al.‘ectauon.de pares craneales. malestar, cambio de
nerwosg cgr?tral - Hldrocefglla. . caracter.
(meningitis, - TronTb05|s.de vasos ceret?rales e ictus. _ Confusién, estupor,
tuberculomas) — Hemiparesia, monoparesia. coma.

— Extrapiramidalismo. . .
trapiramidalismo — Crisis convulsivas.

— Sindrome constitucional.
— Hipotensién.
— Disnea.

— Pericarditis exudativa o constrictiva.

TB pericardi i icardi
pericardica 1. onamiento pericardico.

— Piuria, hematuria, disuria, polaquiuria, con
cultivos convencionales negativos.

— Dolor cdlico.

— Neffritis intersticial.

— Epididimitis, hidrocele, prostatitis.

— Metrorragia, amenorrea.

TB genitourinaria — Poco frecuentes.

— Masa abdominal, ascitis.
— Ulceras y sangrado digestivo.
— Oclusion intestinal.

B
gastrointestinal

— Fiebre, pérdida de peso,
diarrea.

— Malestar, fiebre,

Predominan los sint istémi anorexia, pérdida de peso,
— Pr minan Intom Istemi . <z
edominan fos Sinfomas SISIemicos sudoracion nocturna,

TB miliar — Puede haber meningitis concomitante, sobre todo debilidad.

en nifos.
— Raramente, choque y

distrés respiratorio agudo.

TB cuténea — Nodulos recurrentes con signos inflamatorios.

Tabla 2: Signos y sintomas de la tuberculosis extrapulmonar. Fuente: Grupo de trabajo de la Guia de Préactica
Clinica sobre el Diagndstico, el Tratamiento y la Prevencion de la Tuberculosis. Centro Cochrane Iberoamericano,
coordinacion (2009).
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La TB extrapulmonar a menudo se percibe mas como una peculiaridad clinica
que como un verdadero problema de Salud Publica. EI hecho de no contribuir
significativamente a la transmision de la enfermedad puede ser el origen de su escasa
relevancia en los planes de salud. Sin embargo, puede causar importantes
complicaciones y dejar secuelas de por vida en los pacientes que la padecen (Sandgren
et al., 2013). Ademas, la TB extrapulmonar puede aparecer en mas de un 50 % de los
pacientes con sida. En estos casos, la enfermedad se disemina y progresa rapidamente.
Los pacientes suelen presentar adenopatia visceral y abscesos en 6rganos. El resultado a
la prueba de la tuberculina en la mayoria de estos enfermos es negativo®. La respuesta
al tratamiento antituberculoso es favorable y similar a la de pacientes sin infeccion por
el VIH, aunque las reacciones adversas a los medicamentos son mas frecuentes en los

pacientes con sida (Golden y Vikram, 2005).

7.1. Determinantes del fenotipo clinico

Se sospecha que tanto el linaje filogenético del MTBC como el genotipo del
huésped pueden determinar los fenotipos clinicos de la TB. En los ultimos afios, son
numerosos los trabajos que han tratado sobre esta materia (Coscolla y Gagneux, 2010;
Newport, 2013). A pesar de todo, se desconoce la importancia relativa de cada uno de
estos determinantes genéticos, asi como el grado de interaccion entre ambos. Ademas,
en muchos casos los resultados presentados en esos estudios han sido contradictorios.
Tal discrepancia quizd pueda deberse a la dificultad que entrafia interpretar
correctamente la asociacion entre los diferentes linajes filogenéticos con individuos de

etnias y origenes geograficos también diversos. Correlacion en la que, por otra parte,

22 | a baja reactividad de la prueba de la tuberculina limita su uso clinico en pacientes inmunodeprimidos con TB
extrapulmonar (Kim et al., 2009).
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pueden ser igualmente decisivos factores como la edad, el sexo, el estado inmunitario, el
tabaquismo, los niveles de vitamina D, etc. (Pareek et al., 2013).

La caracterizacion genética de los aislados clinicos ha permitido identificar siete
linajes principales en el MTBC que epidemioldgicamente se asocian con regiones
geogréficas distintas (Gagneux et al., 2006; Reed et al., 2009; Brown et al., 2010;
Evans et al., 2010; Firdessa et al., 2013). Se ha comprobado también que los diversos
linajes filogenéticos pueden provocar diferentes respuestas inmunes en el huésped
(Coscolla y Gagneux, 2010). Asi por ejemplo, el linaje Asia oriental (al que pertenece el
genotipo Beijing) induce niveles méas bajos de citoquinas inflamatorias (Portevin et al.,
2011), al tiempo que exhibe un mayor crecimiento intracelular (Li et al., 2002).

Por mas que pudiera esperarse que las diferencias observadas en la respuesta
inmunitaria del huésped en experimentos in vitro dieran lugar a distintos fenotipos
clinicos también en condiciones naturales, y que, a su vez, estos patrones clinicos
pudieran ser asociados con los diversos grupos étnicos (Te Beek et al., 2006; Peto et al.,
2009), aun no se ha podido corroborar. De ahi que la influencia de la diversidad
genética del bacilo tuberculoso en los fenotipos clinicos de la TB continGe sin
determinarse con exactitud (Pareek et al., 2013).

Una excepcién notable podria ser el genotipo Beijing que, en ciertos grupos
étnicos, se ha relacionado con un curso clinico mas agresivo (Thwaites et al., 2008) y
formas extrapulmonares o extratoracicas (Kong et al., 2007; Hesseling et al., 2010). En
concreto, en el estudio llevado a cabo en Arkansas por Kong et al. (2007), se observo
una asociacion estadisticamente significativa entre la infeccidn por cepas del genotipo
Beijing y la TB extratoracica>. Segun los autores de la investigacion, estas cepas

pueden tener algunas caracteristicas biologicas especiales que faciliten el desarrollo de

2 La TB extratoracica se defini6 como los casos en los que la enfermedad no se localizé en pulmén, pleura y
ganglios linfaticos intratoracicos, con o sin enfermedad concurrente dentro de la cavidad toracica.
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formas extratoracicas. Si bien, ellos mismos reconocen las limitaciones de su trabajo, ya
que el tamafio de la muestra de pacientes con TB extratoracica infectados con cepas
Beijing fue relativamente pequefio (n= 8). Otros estudios no han podido documentar
esta relacion (Borgdorff et al., 2004; Nicol et al., 2005; Caws et al., 2008; Lari et al.,
2009; Svensson et al., 2011; Click et al., 2012; Xing et al., 2012; Sankar et al., 2013).
En cambio, algunos de esos trabajos si han confirmado la asociacion de otros linajes del
MTBC con TB extrapulmonar (Lari et al., 2009; Svensson et al., 2011; Click et al.,
2012).

Por otro lado, un estudio con adultos vietnamitas (Caws et al., 2008) demostro
una clara relacion entre el linaje de M. tuberculosis y el fenotipo clinico, al observar que
el desarrollo de TB pulmonar fue significativamente mas probable cuando intervenia el
linaje Euro-americano. Este hecho sugiere que dicho linaje tiene menor capacidad para
provocar la diseminacién de la enfermedad y causar TB extrapulmonar. En el mismo
sentido, un reciente estudio llevado a cabo en Uganda con aislados clinicos de pacientes
con TB ganglionar (Wamala et al., 2014), mostré que los individuos infectados con
cepas del genotipo «Uganda», responsables de aproximadamente el 70 % de los casos
de TB en ese pais (Asiimwe et al., 2008), fueron significativamente menos propensos a
presentar adenopatia abdominal que los pacientes infectados con cepas de otros
genotipos. Por tanto, en concordancia con lo observado por Caws et al. (2008), el
genotipo «Uganda», que pertenece al linaje Euro-americano, parece tener un potencial
reducido para causar enfermedad extrapulmonar, mientras que muestra una mayor
predisposicion para producir TB pulmonar. Los resultados de esta investigacién apoyan
nuevamente la hipdtesis de que la diversidad genotipica de M. tuberculosis puede tener
implicaciones clinicas (Wamala et al., 2014). Asimismo, otro estudio, en este caso

realizado en los EE. UU. (Click et al., 2012), evalu6 la conexion entre el linaje de M.
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tuberculosis y el fenotipo clinico de la enfermedad, teniendo en cuenta posibles factores
de confusion como el origen geografico de los pacientes, la etnia, el sexo, la infeccidn
por el VIH y la edad. De esta forma, también se encontrd una correlacion significativa
entre el genotipo de M. tuberculosis y el fenotipo clinico. Aunque los resultados
obtenidos difieren de los presentados en los trabajos a los que acabamos de hacer
referencia (Caws et al., 2008; Wamala et al., 2014). En su estudio, Click et al. (2012)
observaron que el linaje Euro-americano no se relacioné con TB pulmonar sino que se
asocid con localizaciones extrapulmonares. Ademas, establecieron que solo existia una
débil correlacion entre la presentacion clinica de la enfermedad y la etnia.

Por el contrario, Pareek et al. (2013) sostienen que la etnia es un poderoso
determinante del fenotipo clinico de la TB, con independencia del genotipo
micobacteriano implicado en el proceso. Los autores de este trabajo consideran que, a
pesar de que los linajes del MTBC pueden asociarse con fenotipos clinicos especificos,
la etnicidad parece ser el factor mas importante a la hora de determinar la presentacion
clinica de la enfermedad tuberculosa. Cuando menos en el caso de la etnia originaria del
«subcontinente indio» y la enfermedad extrapulmonar o extratoracica (Pareek et al.,
2013). En linea con el anterior, otro estudio, realizado también en el Reino Unido
(Coussens et al., 2013), demuestra un grado hasta ahora poco apreciado de como la
etnia influye en el perfil inflamatorio de los pacientes con TB. Coussens et al. (2013)
consideran que este fendmeno esta relacionado con la variedad étnica del huésped y no
con la diversidad genética del bacilo tuberculoso.

Si finalmente se confirma que el genotipo del huésped es un factor decisivo en el
desarrollo de la TB, puede que, aun sin conocer su verdadera naturaleza, los autores
clasicos tuvieran razon. Si recuerdan, al comienzo de esta revision, concretamente en el

apartado titulado «Historia de la enfermedad», deciamos que «la escuela

79



Manifestaciones clinicas de la enfermedad activa

hipocratica consideraba que la tisis pulmonar era una enfermedad hereditaria, en lugar
de infecciosa». También sefialdbamos que en esa misma época ya se sospechaba de la
naturaleza infecciosa de la TB. Suposicién que qued6 finalmente probada cuando
Robert Koch logré identificar el agente etioldgico. Esto ha motivado que durante mucho
tiempo se haya considerado a la TB como una enfermedad puramente infecciosa. Sin
embargo, cada vez hay mas pruebas que demuestran la existencia de factores genéticos
del huésped implicados en el desarrollo de la enfermedad. Pese a ello, ain se desconoce
la naturaleza exacta de esas variantes genéticas (Abel et al., 2014). Una muestra de que
este proceso patoldgico puede tener también una importante predisposicién mendeliana,
es la facilidad con la que algunos nifios infectados con M. tuberculosis desarrollan
formas clinicas graves (Stewart et al., 2003). Los resultados obtenidos en los Gltimos
afios han mostrado que algunos casos de TB grave en nifios pueden ser explicados por la
presencia de alteraciones heredadas en un solo gen de la inmunidad (Abel et al., 2014).
Por tanto, es posible que la teoria de Hipocrates no fuera del todo incierta; y la
susceptibilidad a la TB sea en parte hereditaria (Newport, 2013). Pero como se suele
decir: «se necesitan nuevos datos, mas investigaciones que permitan ampliar nuestros
conocimientos sobre estas cuestiones» (Permitannos que no citemos a ningun autor o
estudio en particular, pues probablemente estemos ante la conclusién mas repetida en la

historia de la literatura cientifica).
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8. Caracterizacion molecular del complejo Mycobacterium
tuberculosis

Los métodos que inicialmente se utilizaron para discriminar entre aislados
clinicos del MTBC se basaban en caracteristicas fenotipicas, como la morfologia de las
colonias, la susceptibilidad a los farmacos antituberculosos o el fagotipado. La utilidad
de estos métodos se ve seriamente limitada por la variabilidad fenotipica de las
micobacterias. La discriminacion entre cepas en funcion de sus caracteristicas
bioquimicas y serologicas es aun mas infructuosa. Un punto de inflexion en esta materia
fue la irrupcion y el posterior desarrollo de las técnicas de biologia molecular a
mediados de la década de 1980 (Jagielski et al., 2014). Desde entonces se han empleado
diversos marcadores moleculares para la caracterizacion genotipica de los miembros del
MTBC, que han revelado distintos tipos de polimorfismo genético (Borgdorff y van
Soolingen, 2013). Esos marcadores se han usado en métodos que tienen diferentes
aplicaciones (tabla 3). Hasta el momento, ninguna de las técnicas ha demostrado ser
claramente superior a cualquiera de las otras, debido a que cada una tiene sus propias
ventajas, asi como ciertas deficiencias o limitaciones. En este sentido, el analisis del
polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion (restriction fragment
length polymorphism, RFLP), con la 1S6110 como marcador, ha sido el método més
utilizado para la tipificacion de aislados de M. tuberculosis, por ser muy reproducible y
atil para distinguir entre cepas (van Embden et al., 1993); aunque es técnicamente
complejo, lento y caro (van Soolingen, 2001). Por el contrario, el espoligotipado
(spacer oligonucleotide typing, spoligotyping) tiene la ventaja de ser simple, rapido y
barato; y es una técnica con la que se puede, en gran medida, identificar tanto las
especies del MTBC como sus diferentes genotipos, que han sido clasificados en familias

(Brudey et al., 2006). No obstante, el RFLP-1S6110 tiene mayor poder de
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discriminacion que el espoligotipado (Kremer et al., 1999). Por su parte, el anlisis del
namero variable de repeticiones en tandem de mdaltiples loci (Multiple-locus variable-
number tandem repeat analysis, MLVA) es un método que cada vez esta siendo méas
utilizado (Lindstedt, 2005), debido a que proporciona una buena discriminacion entre
las cepas del MTBC, similar a la del RFLP (Mazars et al., 2001); y también puede ser
empleado, con resultados satisfactorios, para la determinacion de su filogenia (Hill et
al., 2012). Si bien, los métodos méas adecuados para los estudios filogenéticos son los
basados en la deteccion de las RD y los SNP, ya que son marcadores moleculares
menos propensos a manifestar homoplasia?* (Comas et al., 2009; Schiirch y van
Soolingen, 2012). Con todo, actualmente se considera que la secuenciacion completa
del genoma (whole genome sequencing, WGS) es la técnica de caracterizacién
molecular con mayor poder de discriminacion y se espera que en el futuro se convierta

en una util herramienta diagnostica (Schirch et al., 2010a; Gardy et al., 2011; Walker et

al., 2013).

Método — marcador genético Transmision Filogenia Estabilidad genética
RLFP-1S6110 Sisisist - +
Espoligotipado + + ++

MLVA ++++ +++ $?
RD — ++++ +++
SNP = ++++ +++

Tabla 3: Idoneidad de los marcadores genéticos o técnica de caracterizacion molecular en sus diferentes
aplicaciones. Adaptado de Borgdorff y van Soolingen (2013).

A continuacién se describen los métodos moleculares disponibles en la
actualidad para la caracterizaciéon genotipica del MTBC, prestando especial atencion a
las técnicas empleadas para tipificar los aislados incluidos en este trabajo de

investigacion.

24 Aparicién de genotipos idénticos en organismos filogenéticamente no relacionados.
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8.1. Andlisis del polimorfismo en lalongitud de los fragmentos de restriccién

Los primeros intentos de caracterizacion molecular del MTBC estaban basados
en el analisis del ADN bacteriano digerido con diversas endonucleasas de restriccion
(restriction endonuclease analysis, REA). Los fragmentos de ADN resultantes se
separaban por electroforesis en geles de agarosa, donde se visualizaba el perfil de
bandas obtenido, que era caracteristico de cada cepa (Collins y de Lisle, 1985; Imaeda,
1985; Collins y de Lisle, 1987). Sin embargo, usando el procedimiento original, la
sensibilidad del método es bastante limitada. Ademas, el gran nimero de bandas que se
obtiene cuando se emplean varias enzimas de restriccion, hace que la interpretacion de
los resultados sea dificil (Collins y de Lisle, 1984). Por ello se introdujeron nuevas
herramientas moleculares, como las sondas de acidos nucleicos dirigidas a secuencias
repetitivas del genoma bacteriano, con el fin de visualizar solamente aquellos
fragmentos de restriccion que contienen la secuencia de ADN complementaria a la
sonda utilizada. EI primer método en el que se aplico este procedimiento fue el analisis
del RFLP, que es, por lo tanto, una combinacién entre el REA y un ensayo de
hibridacion (Jagielski et al., 2014).

En los primeros estudios que utilizaron el RFLP, se indicaba que las cepas de M.
tuberculosis tenian un grado de diversidad genética considerablemente bajo. No
obstante, tal interpretacion de los resultados era, en realidad, engafiosa, ya que las
sondas utilizadas se dirigian a regiones altamente conservadas, y presentaban, por tanto,
una baja especificidad (Shoemaker et al., 1986; Ross et al., 1991; Palittapongarnpim et
al., 1993). El poder de discriminacion de este método aumentd sustancialmente cuando
se identificaron y se utilizaron en el disefio de las sondas (Eisenach et al., 1986;
Eisenach et al., 1988) las secuencias de insercion (Jagielski et al., 2014). La maés

conocida y estudiada es la 1IS6110 (Hermans et al., 1990; McAdam et al., 1990; Thierry
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et al., 1990a; Thierry et al., 1990b). Una secuencia que fue reconocida como tal por
Thierry y colaboradores en 1990, y que es especifica de los miembros del MTBC (Cave
et al., 1991). De todas las secuencias de insercion descritas en MTBC, la 1S6110 es el
marcador genético mas importante y ampliamente usado para diferenciar aislados
clinicos de M. tuberculosis. El grado de polimorfismo de la 1S6110 ha posibilitado que
durante mucho tiempo se haya considerado al RFLP-1S6110 como la técnica de
referencia en las investigaciones epidemioldgicas de TB en seres humanos. Sin
embargo, los trabajos llevados a cabo con aislados de M. bovis han revelado que este
miembro del MTBC suele presentar un escaso nimero de copias de esta secuencia,
habitualmente inferior a seis y en un alto porcentaje de los casos una sola copia (Collins
et al., 1993; van Soolingen et al., 1993; Aranaz et al., 1998; Kremer et al., 1999; Singh
et al., 2004).

La técnica RFLP-1S6110 se realiza siguiendo un protocolo estandarizado (van
Embden et al., 1993), en el que tras la extraccion del ADN micobacteriano, se realiza la
digestion con la enzima de restriccion Pvull. Posteriormente, los fragmentos resultantes
se separan en funcion de su tamafio por electroforesis en un gel de agarosa. Después de
la electroforesis, los fragmentos de ADN separados son transferidos a una membrana de
nailon mediante la técnica «Southern blot» (Southern, 1975), donde tiene lugar la
hibridacion con una sonda complementaria al extremo 3' de la 1IS6110, que previamente
ha sido marcada. De esta manera, se obtiene un perfil de bandas que se corresponde con
el nimero de copias de la I1S6110 en el genoma de la micobacteria analizada (fig. 11).
Una cepa de M. tuberculosis puede llegar a tener hasta 25 copias de la 1S6110, lo que
unido a la variabilidad posicional que presenta esta secuencia dentro del genoma, hace
posible que con el método RFLP-1S6110 se puedan detectar miles de patrones de

bandas diferentes (Schirch y van Soolingen, 2012).
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Figura 11: Representacion gréafica del método RFLP-1S6110 utilizado para la caracterizacion genotipica de
dos cepas (1 y 2) de M. tuberculosis. Los pequefios rectdngulos negros representan la ubicacion y el ndmero de
copias de la secuencia de insercidn 1S6110 en cada una de las cepas. Fuente: (Daley, 2005).

A pesar de su uso generalizado, el RFLP tiene la desventaja de ser un método
laborioso y lento, en el que se necesita una gran cantidad de ADN de buena calidad (dos
pg) para llevar a cabo la digestion enzimatica; lo cual implica la realizacion de
subcultivos de la cepa que se va a tipificar, prolongandose hasta varias semanas.
Ademas, es necesario contar con un software sofisticado, y costoso, para analizar y
comparar los resultados. Otra de sus limitaciones es la incapacidad para discriminar
entre cepas con bajo nimero de copias (seis 0 menos) de la 1S6110 (Jagielski et al.,
2014), como ocurre con la mayor parte de las cepas de M. bovis aisladas en ganado o de
M. tuberculosis aisladas en Asia (Bauer et al., 1999; Rhee et al., 2000; Yang et al.,

2000; Barlow et al., 2001; Mathuria et al., 2008; Thong-On et al., 2010).
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En la técnica RFLP también se han utilizado otras sondas, como la dirigida a la
deteccion de la 1S1081, un elemento de repeticion con menor grado de polimorfismo
que la 1S6110 (van Soolingen et al., 1992; van Soolingen et al., 1993), pero que permite
distinguir a M. bovis BCG y M. canettii del resto de miembros del MTBC (Schiirch y
van Soolingen, 2012); o la PGRS, una secuencia especialmente Gtil para distinguir entre
cepas con pocas copias de la 1S6110 (Poulet y Cole, 1995). En el RFLP-PGRS, la
digestion del ADN se realiza con la endonucleasa de restriccion Alul. Por su parte, el
locus de repeticion directa (locus DR), una region especifica del MTBC, también se ha
usado como diana de una sonda en esta técnica. La sonda DR, al igual que la PGRS, ha
demostrado ser util para caracterizar cepas con pocas copias de la 1S6110 (van
Soolingen et al., 1993).

Aunque la aplicacion del RFLP revoluciond los estudios sobre la transmisién de
M. tuberculosis, sus limitaciones metodoldgicas y practicas han hecho que deje de ser
considerada como la técnica de referencia. Pese a ello, el RFLP-1S6110 sigue siendo
uno de los métodos mas utilizados para la tipificacion de M. tuberculosis (Jagielski et

al., 2014).
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8.2. Identificacion de la I1IS6110 mediante reaccion en cadena de la polimerasa

La IS6110 es una secuencia diana que se utiliza actualmente en muchas técnicas
para la caracterizacion molecular de M. tuberculosis. Entre los métodos basados en la
PCR se pueden destacar: PCR con mezcla de adaptadores (mixed-linker PCR, ML-PCR)
(Haas et al., 1993); union mediada por PCR (ligation-mediated PCR, LM-PCR)
(Prod'Hom et al., 1997); unidn rapida mediada por PCR (fast ligation-mediated PCR,
FliP)(Reisig et al., 2005) y una reciente técnica de unién mediada por PCR que es
conocida por su acrénimo en inglés «FLAP» ((Zaczek et al., 2014a)fast ligation
amplification polymorphism) {{930 Zaczek,A. 2014}}. Todos estos métodos siguen un
protocolo similar que consta de cuatro pasos: i) digestion del ADN cromosémico
utilizando enzimas de restriccion que generan extremos salientes; ii) union de los
conectores o adaptadores (linker) a los extremos de los fragmentos de restriccion
generados; iii) amplificacion de los productos resultantes de la union con un cebador
especifico para la 1S6110 y un segundo cebador complementario al conector; y iv)
andlisis de los productos amplificados (Jagielski et al., 2014).

Las técnicas de caracterizacion molecular basadas en la PCR-1S6110, son muy
fiables, sensibles y especificas. Ademas, requieren cantidades relativamente pequefias
de ADN Yy proporcionan una buena discriminacion, aunque ligeramente inferior a la
obtenida con el RFLP-1S6110 (Otal et al., 1997; Kremer et al., 2005a; Reisig et al.,
2005; Zaczek et al., 2014b). La simplicidad y reproducibilidad de estos metodos los
convierten en una valiosa herramienta molecular, especialmente cuando se necesita el
analisis rapido de un numero limitado de cepas de M. tuberculosis (Zaczek et al.,
2014a). Como era de esperar, el principal inconveniente de estas técnicas es la falta de
poder discriminatorio para la tipificacion de los aislados con pocas copias de la 1S6110

(Ross y Dwyer, 1993; Yuen et al., 1995; Wilson et al., 1998).
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8.3. Espoligotipado

El primer método basado en la PCR ampliamente aceptado y adoptado de
manera universal para la caracterizacion molecular del MTBC fue el espoligotipado.
Esta técnica consiste en la deteccion de la diversidad genética del locus DR (Groenen et
al., 1993; Kamerbeek et al., 1997), una region del genoma (nica y altamente
polimorfica que inicialmente fue identificada en la cepa de M. bovis BCG P3 (Hermans
et al.,, 1991). Esta region es especifica del MTBC y no esta presente en otras
micobacterias. El locus DR pertenece a una familia universal de secuencias repetitivas,
denominadas «CRISPR»* (Jansen et al., 2002), cuya funcién biolégica no esta clara
(Mojica et al., 2005; Pourcel et al., 2005). El locus DR tiene una estructura poco
comun, compuesta por multiples secuencias repetitivas de 36 pb (DR), separadas por
otras secuencias Unicas, llamadas «espaciadores», de un tamafio que varia entre 34 y 41
pb. La secuencia DR y su espaciador adyacente forman una repeticion directa variable
(direct variant repeat, DVR). La presencia o ausencia de estas DVR permite la
diferenciacion entre los aislados clinicos del MTBC.

Esta técnica se realiza siguiendo un protocolo estandarizado (Kamerbeek et al.,
1997), que comienza con la amplificacion por PCR de todo el locus DR. Para ello se
emplean dos oligonucle6tidos complementarios a las secuencias DR; uno de los cuales
estd marcado con biotina, por lo que todas las cadenas sintetizadas a partir de ese
oligonucledtido estaran también marcadas. El siguiente paso consiste en la hibridacién
de los productos de la PCR a una membrana a la que estan unidos covalentemente 43
oligonucledtidos. 37 de ellos se corresponden con espaciadores identificados en M.
tuberculosis H37Rv (espaciadores 1-19, 22-32 y 37-43) y seis con espaciadores de M.

bovis BCG (espaciadores 20, 21 y 33-36). Las sefiales de hibridacidn se detectan por

% giglas en inglés de clustered regularly interspaced short palindromic repeats (repeticiones palindrémicas cortas
agrupadas y regularmente espaciadas).
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quimioluminiscencia en una pelicula para autorradiografia, a traves de la union entre un
conjugado de estreptavidina-peroxidasa y los productos amplificados marcados con
biotina. La visualizacién de un punto se corresponde con un espaciador hibridado, de tal
manera que, al final, se obtiene un perfil de espoligotipo, caracterizado por la presencia
0 ausencia de cada uno de los 43 espaciadores evaluados.

El perfil de espoligotipo resultante se expresa mediante un cddigo binario (donde
el niumero «1» o la letra «n» representan la presencia del espaciador y el nimero «0» 0
la letra «o» su ausencia) que puede ser transformado en un cddigo octal de 15 digitos o
en un cédigo hexadecimal (Dale et al., 2001). Esto hace que los resultados del
espoligotipado sean facilmente interpretables y se puedan comparar entre diferentes
laboratorios. Ademas, ha posibilitado la creacion de bases de datos internacionales,
como las desarrolladas por el Institut Pasteur de la Guadaloupe. En 2006 se publico
«SpolDB4» (Brudey et al., 2006) y seis afios mas tarde «SITVITWEB» (Demay et al.,
2012), que es una actualizacion de la anterior a la que se puede acceder publicamente
en: http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/. SITVITWEB, ademas
de incluir informacion referente al espoligotipado, también contiene datos del analisis
de otros marcadores moleculares (VNTR). En ella hay registrados 7105 perfiles de
espoligotipo® correspondientes a 58180 aislados clinicos del MTBC. La (ltima
actualizacion de la base de datos del Institut Pasteur de la Guadaloupe se denomina
«SITVIT2» (Rastogi y Couvin, 2014), aunque a fecha de abril de 2015 todavia no esta
disponible publicamente. De igual forma, en el afio 2003 se cre6 una base de datos
internacional con espoligotipos de M. bovis que esta disponible en la pagina web:

www.mbovis.org (Smith y Upton, 2012). En Espafia contamos también con una base de

% A cada perfil de espoligotipo (o simplemente: «espoligotipo») compartido por dos o més aislamientos se le asigna
un namero «SIT» (del inglés spoligo-international type o shared international type), mientras que los perfiles
«ORPHAN» son aquellos que se han identificado en un solo aislado clinico. En la base de datos de M. bovis los
espoligotipos se designan con un nimero «SB» (spoligotype bovis).
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datos, denominada «mycoDB» (Rodriguez-Campos et al., 2012), que recoge los
registros nacionales de micobacteriosis animal desde 1996. A diferencia de la anterior,
solo esté disponible para los servicios veterinarios y laboratorios que participan en el
«Programa Nacional de Erradicacion de la Tuberculosis Bovina».

El espoligotipado es un método simple, rapido y econémico, del que se obtienen
resultados reproducibles y relativamente fiables. La fiabilidad de los resultados esta
vinculada a la alta estabilidad del locus DR. Se cree que la tasa de cambio (reloj
molecular) de este marcador genético es muy baja. Un estudio con aislados clinicos de
pacientes con TB recurrente demostré que, aun habiendo transcurrido varios afios entre
un aislamiento y otro, diversas cepas de M. tuberculosis mostraban espoligotipos
idénticos a los del primer episodio de enfermedad (Niemann et al., 1999). Las ventajas
enunciadas han hecho que esta técnica sea empleada tanto para conocer la diversidad de
las cepas del MTBC, en estudios epidemioldgicos, como para distinguir los taxones
dentro del grupo (van Embden et al., 2000). De este modo, se ha observado que los
espoligotipos de las cepas de M. tuberculosis del linaje Euro-americano se caracterizan
por la ausencia de los espaciadores 33-36, mientras que la mayoria de las cepas de la
familia Beijing solo presentan los Gltimos nueve espaciadores, del 35 al 43. Por su parte,
la mayor parte de las cepas de M. bovis y todas las de M. bovis BCG carecen de los
espaciadores 3, 9, 16 y 39-43 (van Soolingen, 2001). Es probable que la falta de
espaciadores sea el resultado de deleciones mediadas por diferentes mecanismos
genéticos, como la recombinacién homéloga o la transposicion de la 156110%” (Groenen
et al., 1993; Fang et al., 1998; van Embden et al., 2000; Legrand et al., 2001); asi por
ejemplo, la ausencia de los 34 primeros espaciadores en las cepas Beijing parece tener

su origen en la pérdida de la RD207 (Tsolaki et al., 2005).

2T El locus DR es un punto selectivo para la integracién de la 156110.
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Sin embargo, este método también tiene algunas limitaciones. Recientemente, un
equipo de la Universidad de Pisa (Italia) ha evidenciado la existencia de evolucion
convergente en el locus DR (Rindi et al., 2012); es decir, deleciones independientes de
los mismos espaciadores en cepas que pertenecen a linajes evolutivos diferentes y que
conduce a la aparicion de perfiles de espoligotipo idénticos en cepas filogenéticamente
no relacionadas (Comas et al., 2009). La evidencia de homoplasia en el locus DR ya
habia sido descrita en otros trabajos (Warren et al., 2002; Flores et al., 2007; de Jong et
al., 2009); incluido un estudio en el que se observé que tres (de un total de 107) aislados
de M. tuberculosis tenian perfiles de espoligotipo idénticos a los de la familia Beijing,
aunque en lugar de pertenecer al linaje Asia oriental, se clasificaron como integrantes
del linaje India-Africa oriental, razoén por la cual se denominé a estas cepas como
«Pseudo-Beijing» (Fenner et al., 2011). En cambio, algunos autores consideran que los
eventos de convergencia genética son raros en los mismos espoligotipos (Sola et al.,
2001a; Kato-Maeda et al., 2011); por lo que el efecto y la importancia de la homoplasia
en el espoligotipado, sobre todo para los estudios epidemioldgicos, siguen siendo
discutibles (Reyes et al., 2012). Por otro lado, también se ha demostrado que el poder de
discriminacion del espoligotipado es inferior al del RFLP-1S6110 (Goguet de la
Salmoniere et al., 1997; Diaz et al., 1998; Kremer et al., 1999; Farnia et al., 2004; Gori
et al., 2005). La razon de su limitada capacidad discriminatoria radica en que este
método se basa en la deteccion de un marcador genético localizado en una Unica region,
el locus DR, que representa menos del 0.1 % del genoma de los miembros del MTBC.
A pesar de esto, es una buena alternativa para la diferenciacién de cepas de M.
tuberculosis con pocas copias de la 1S6110 (Bauer et al., 1999; Cronin et al., 2001);
siendo una buena opcion también para estudios moleculares con aislados de M. bovis

(Roring et al., 1998; Costello et al., 1999).
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Para suplir esa falta de discriminacion se han buscado nuevos espaciadores con
los que poder disefiar membranas de segunda generacion (van Embden et al., 2000;
Caimi et al., 2001). La introduccion de 51 secuencias espaciadoras nuevas, 26 de ellas
presentes solo en la region DR del genoma de «M. canetti», mejoro ligeramente el poder
de discriminacion del método (van Embden et al., 2000). A la misma conclusién se
Ileg6 tras utilizar una membrana con 104 espaciadores (van der Zanden et al., 2002). El
empleo de una membrana con 68 espaciadores (no incluye los 26 espaciadores de «M.
canetti») demostré una mejor discriminacién de las cepas de M. africanum (Brudey et
al., 2004) y del linaje India-Africa oriental de M. tuberculosis (Zhang et al., 2010).
Asimismo, se ha probado que estas membranas de segunda generacién pueden ser
también dtiles para los estudios epidemioldgicos con aislados de M. bovis y M. caprae
(Javed et al., 2007).

Aparte de las ya indicadas, se han propuesto otras alternativas para intentar
mejorar la funcionalidad de este método. Una de ellas emplea la tecnologia desarrollada
por la empresa Luminex (Austin, Texas). Este sistema, que puede detectar rapidamente
maultiples secuencias de ADN, utiliza microesferas (bolas) en lugar de membranas. Las
sondas de oligonucle6tidos correspondientes a los 43 espaciadores se encuentran unidas
covalentemente a esas microesferas, que contienen dos fluorocromos. La deteccién se
consigue a través de la hibridacién del producto amplificado a uno de esos
fluorocromos. Las dos principales ventajas que ofrece la utilizacidn de este sistema son
la rapidez y el aumento de la reproducibilidad. Este método permite el analisis
simultaneo de 96 muestras, mas del doble de las que se analizan con la técnica original.
Cuando se utilizan membranas, la reproducibilidad puede verse afectada por la
determinacion subjetiva de la sefial de hibridacion; interpretacion que se vuelve mas

dificil con el uso repetido de la membrana. Los errores también pueden ocurrir en el
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momento de transcribir de forma manual un resultado de 43 digitos. Con el sistema
Luminex se evitan estos problemas y se ha demostrado que los espoligotipos generados
con esta tecnologia son idénticos a los obtenidos por el método original (Cowan et al.,
2004). Una alternativa més reciente es un ensayo en el que se utiliza la espectrometria
de masas (matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry,
MALDI-TOF MS). Con este procedimiento simplificado se mejora aiun mas la
reproducibilidad, la rapidez y el andlisis de los datos (Honisch et al., 2010). También se
han realizado ensayos en los que se usan biochips (Bespyatykh et al., 2014). Una
limitacion importante de estos sistemas innovadores y tecnolégicamente mas
desarrollados es que se requieren equipos avanzados Yy costosos, que muchos
laboratorios, especialmente en paises con recursos limitados, no se pueden permitir

(Jagielski et al., 2014).
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Figura 12: Representacion grafica que ilustra el fundamento para la determinacion del genotipo del MTBC
mediante el espoligotipado. (A) Estructura del locus DR en el genoma de M. tuberculosis H37Rv y M. bovis BCG
P3. Los rectangulos representan las secuencias DR. Los genomas de M. tuberculosis H37Rv y M. bovis BCG
contienen 48 y 41 secuencias DR, respectivamente, que estan separadas por los espaciadores (numerados del 1 al 43).
(B) Principio de la amplificacion por PCR de la region DR. (C) Patrones de hibridacion (espoligotipos). El orden de
los espaciadores en la pelicula se corresponde con su orden dentro del genoma. Fuente: Kamerbeek et al. (1997).
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8.4. Andlisis del numero variable de repeticiones en tandem de multiples loci
El MLVA es otro de los métodos basados en la PCR que permite detectar el
polimorfismo genético existente entre los aislados del MTBC. En este caso, dicho
polimorfismo se origina por adicion o pérdida de secuencias repetidas en un locus
especifico. M. tuberculosis fue una de las primeras especies bacterianas en la que se
identificaron regiones, semejantes a los loci minisatélites descritos en los genomas
eucariotas, con secuencias que se repiten de forma consecutiva. A estas regiones se las
[lamo, por analogia con las identificadas previamente en los seres humanos y los
animales, loci VNTR (Jagielski et al., 2014). EI MLVA es, por lo tanto, un método de
caracterizacion molecular que estd basado en la determinacion del ndmero de
secuencias repetidas en tdndem en diferentes loci VNTR, los cuales se encuentran

repartidos por todo el genoma bacteriano (fig. 13).
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Figura 13: Esquema que ilustra el principio sobre el que se apoya el MLVA. Este método se basa en la
identificacion de un numero diferente de repeticiones en mdltiples loci VNTR dispersos por todo el genoma
bacteriano (marcados con A, B, C y D en la figura). EI nimero de repeticiones se calcula midiendo el tamafio del
fragmento producido mediante la amplificacion de todo el locus con cebadores especificos para las secuencias que lo
flanquean. Con la combinacién del nimero de secuencias repetidas en cada locus VNTR se genera un codigo
numérico Unico (4325), que se almacena facilmente en bases de datos internacionales y se puede utilizar para
establecer vinculos filogenéticos y epidemiolégicos entre cepas. Adaptado de Comas et al. (2009).
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En los primeros loci VNTR estudiados (Frothingham y Meeker-O'Connell,
1998) se identificaron las denominadas secuencias de repeticion en tandem con
polimorfismos mayoritarios (major polymorphic tandem repeat, MPTR) y las
secuencias exactas repetidas en tandem (exact tandem repeat, ETR), que se encontraron
en cinco (MPTR A-E) y seis (ETR A-F) loci respectivamente. Los loci MPTR estan
compuestos por secuencias idénticas de 10 pb separadas por secuencias espaciadoras
variables de 5 pb. Estos elementos repetitivos han sido identificados en el MTBC, asi
como en otras micobacterias, incluyendo M. gordonae, M. kansasii 0 M. szulgai
(Hermans et al., 1992). Por el contrario, los loci ETR se han encontrado exclusivamente
en las cepas del MTBC, y contienen repeticiones cuyo tamafio varia entre 53 y 79 pb.
La secuenciacion de los loci ETR revel6 que todos eran variables. En cambio, entre los
loci MPTR solo uno (MPTR-A) mostrd variabilidad (Frothingham y Meeker-O'Connell,
1998). De los 11 loci MPTR/ETR, se comprobo que tan solo cinco (ETR A-E) tenian el
suficiente poder discriminatorio como para usarlos de forma rutinaria en la
caracterizacion molecular de cepas del MTBC (Kremer et al., 1999). A pesar de ser un
método rapido, facil de realizar y altamente reproducible, el analisis basado en estos
cinco loci ETR tiene un poder de discriminacion bajo, en comparacion con el RFLP-
1S6110 o el espoligotipado (Kremer et al., 1999; Filliol et al., 2000; Barlow et al., 2001,
Roring et al., 2002).

Tras la secuenciacion completa del genoma de la cepa H37Rv de M. tuberculosis
se identificaron nuevos loci VNTR. Entre ellos, unos que contenian un tipo de
secuencias repetitivas especificas de las micobacterias Ilamadas unidades de repeticién
intercaladas (mycobacterial interspersed repetitive units, MIRU) (Supply et al., 1997).
Las MIRU son secuencias de ADN, de un tamafio entre 46 y 100 pb, que estan dispersas

por todo el genoma de las micobacterias, generalmente dentro de las regiones
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intergénicas. En concreto, el genoma de M. tuberculosis H37Rv contiene 41 loci MIRU
(Supply et al., 2000). 12 de ellos se seleccionaron para la caracterizaciéon molecular de
aislados de M. tuberculosis (Supply et al., 2000; Mazars et al., 2001). El analisis
MIRU-VNTR?, como cualquier ensayo basado en el polimorfismo de los loci VNTR,
conlleva la amplificacion por PCR de varios de esos marcadores moleculares. Cada
locus es amplificado con cebadores especificos, usando dos oligonucledtidos
complementarios a las regiones que flanquean dicho locus. Los productos resultantes de
la PCR se visualizan mediante electroforesis, ya sea en geles de agarosa o utilizando un
secuenciador automatizado (electroforesis capilar); en este dltimo caso, uno de los
oligonoclettidos de cada par se marca con sondas fluorescentes. EI ndmero de
repeticiones se calcula midiendo el tamafio del fragmento producido mediante la
amplificacion de todo el locus VNTR; como el tamafio de la secuencia que se repite en
cada locus es conocido, el tamafio del amplicon refleja el numero de copias
amplificadas de la secuencia en cuestion (Frothingham y Meeker-O'Connell, 1998;
Supply et al., 2000). Los resultados se expresan en un cdodigo numérico de varios
digitos, en el que cada cifra representa el nUmero de repeticiones existentes en cada uno
de los loci VNTR analizados (Supply et al., 2001; Supply et al., 2006). Este sistema
permite que los resultados puedan ser comparados entre laboratorios y facilita que los
datos sean recogidos en bases de datos internacionales; informacion que puede ser
utilizada en estudios genéticos y epidemioldgicos a gran escala (Hill et al., 2012). La ya
mencionada SITVITWEB (Demay et al., 2012), contiene datos tanto del espoligotipado

como del andlisis basado en los 12 loci MIRU (MIRU international type, MIT) y en los

%8 Habitualmente se tiende a emplear la sigla en inglés «VNTR» para referirse al método de caracterizacién molecular
basado en la determinacion del nimero variable de repeticiones en tindem de varios loci; posiblemente derivada de la
expresion en inglés VNTR-typing. De igual forma, es frecuente utilizar «sMIRU-VNTR» para nombrar a este método
cuando se aplica al estudio de micobacterias, aunque los loci VNTR amplificados no formen parte de los
originalmente nombrados por Supply et al. (1997) con el acronimo «MIRU». Por ello, creemos que para referirnos a
este método, lo mas acertado es usar: «Analisis del nimero variable de repeticiones en tandem de mdaltiples loci», que
seria la traduccion de Multiple-locus VNTR analysis [de forma abreviada: MLVA] (Lindstedt, 2005).
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cinco loci ETR (VNTR international type, VIT). En total, esta base de datos incluye
62582 aislados clinicos del MTBC procedentes de 153 paises (105 paises de
aislamiento). Por su parte, la aplicacion web de libre acceso (www.miru-vntrplus.org/)
denominada «MIRU-VNTRplus» (Allix-Béguec et al., 2008b; Weniger et al., 2010),
contiene datos obtenidos a partir de métodos basados en cinco marcadores diferentes
(RFLP-1S6110, CRISPR, VNTR, LSP y SNP) y permite el anélisis combinado de los
mismos.

En general, el andlisis basado en secuencias minisatélites es un procedimiento
rapido, sensible, especifico y altamente reproducible. Ademas, la heterogeneidad
observada en los loci VNTR (que todavia se estdn descubriendo en el genoma de los
bacilos de la TB) proporciona una gran flexibilidad en el disefio de nuevas
combinaciones de marcadores que permiten mejorar la capacidad de discriminacién de
este método. Poder de discriminacion que, por otra parte, suele aumentar cuando el
namero de loci VNTR evaluados es mayor. Asi, el analisis de 12 loci MIRU-VNTR es
un método cuya capacidad de discriminacion es superior al analisis basado en los cinco
loci ETR, y se aproxima o incluso supera a la del analisis del RFLP-1S6110. No
obstante, cuando se compara con el RFLP-1S6110, el poder de discriminacién varia en
funcién de las copias de la 1S6110 presentes en los aislados investigados. De esta forma,
se ha observado que cuando se analizan aislados de M. tuberculosis con un namero de
copias bajo, el genotipado con MIRU-VNTR es ligeramente mas discriminatorio que
cuando se utiliza el RFLP-1S6110 (Mazars et al., 2001; Supply et al., 2001; Hawkey et
al., 2003; Blackwood et al., 2004). En cambio, el poder de discriminacion es menor si el
namero de copias de la 1S6110 en los aislados investigados es alto (Cowan et al., 2002;
Lee et al., 2002). Por ello, es aconsejable no utilizar el analisis de 12 loci MIRU-VNTR

como unico método de tipificacidn, ya que tiende a sobreestimar el nimero de vinculos

98



Revision bibliografica

epidemioldgicos reales, especialmente en grandes estudios poblacionales (Cowan et al.,
2005; Scott et al., 2005). De ahi que se haya recomendado usar esta combinacién de
marcadores junto con otros métodos de caracterizacion molecular, como el RFLP-
1S6110 (Blackwood et al., 2004) o el espoligotipado (Cowan et al., 2005).
Alternativamente, y con el objetivo de optimizar y estandarizar esta técnica, en
el afio 2006 se propuso un nuevo conjunto de 24 loci VNTR para el genotipado de M.
tuberculosis (Supply et al., 2006). Dentro de este conjunto, que contiene los 12 loci
MIRU-VNTR originales descritos previamente, se defini6 un subgrupo altamente
discriminatorio de 15 loci VNTR, que agrupé al 96 % de todos los polimorfismos
detectados por el conjunto completo. Varios estudios han demostrado que el poder
discriminatorio de este nuevo sistema basado en 24 o 15 loci VNTR es igual al del
RFLP-1S6110 (Oelemann et al., 2007; Allix-Béguec et al., 2008b; Alonso-Rodriguez et
al., 2008; de Beer et al., 2013). Esto, unido a su rapidez, la necesidad de pequefias
cantidades de ADN vy la simplicidad para comparar resultados que pueden ser
digitalizados, ha favorecido que se considere a este método como la nueva técnica de
referencia (gold standard) para la realizacion de estudios de epidemiologia molecular
con aislados del MTBC. En concreto, se ha propuesto que el anélisis basado en 15 loci
sea el método de referencia para la caracterizacion molecular de los aislados de M.
tuberculosis en los estudios epidemioldgicos, mientras que se recomienda utilizar el set
de 24 loci para determinar la diversidad genética de las cepas en estudios filogenéticos
(Supply et al., 2006). En el afio 2009 se investigd por primera vez la idoneidad de este
grupo de 24 loci VNTR para la caracterizacion genotipica de aislados del MTBC
mediante el MLVA, en un estudio en el que participaron 37 laboratorios de todo el
mundo (de Beer et al., 2012). Los resultados revelaron una reproducibilidad entre los

laboratorios de tan solo el 60 %, mientras que la reproducibilidad dentro de los
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laboratorios fue del 72 %. Después de identificar problemas importantes en el uso de la
técnica, se determind que era necesario introducir algunas mejoras metodoldgicas, asi
como un mayor grado de estandarizacion. Para medir los efectos logrados tras esa
ultima optimizacion se ha llevado a cabo un segundo estudio, en 41 laboratorios de 36
paises diferentes, en el que se han observado avances importantes, con el aumento de la
reproducibilidad entre los laboratorios al 78 % y dentro de los laboratorios al 88 % (de
Beer et al., 2014).

Gracias a estos estudios, que incluyen fundamentalmente aislados de M.
tuberculosis, el MLVA es una técnica estandarizada. Sin embargo, para las
investigaciones con aislados de M. bovis aun no existe un conjunto normalizado de loci
VNTR que asegure una buena discriminacion en cualquier parte del mundo. Hasta el
momento solo se han encontrado diferentes combinaciones de loci VNTR validadas
Unicamente en determinados paises (Boniotti et al., 2009; Duarte et al., 2010;
McLernon et al., 2010). En nuestro pafs, se ha usado un conjunto de nueve® loci VNTR
en una investigacion en la que se analizd una coleccion de aislados de M. bovis
espafoles con el espoligotipo SB0121, el mas prevalente en la peninsula ibérica (Duarte
et al., 2008; Rodriguez et al., 2010), y se observo que dicha combinacion tenia un poder
de discriminacién razonablemente alto (Rodriguez-Campos et al., 2013). Estos datos
han sido corroborados en un estudio posterior basado en tres PCR mudltiples en el que
los productos se analizaron mediante electroforesis capilar y la asignacion alélica se

realizd de forma automatica (Navarro et al., 2014).

2 Seis de estos marcadores (VNTR2165, VNTR2461, VNTR580, VNTR2163a, VNTR2163b y VNTR3232) habian
sido recomendados por la red de investigacion internacional «WVENoMYC» (Veterinary Network of Laboratories
Researching into Improved Diagnosis and Epidemiology of Mycobacterial Diseases) (Supply, 2006) y los tres
restantes [VNTR3192 y VNTR2996 (Gortazar et al., 2005) y VNTR4052 (Romero et al., 2008)] se han usado con
éxito en el genotipado de cepas espafiolas.
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Nombre del  Alias Alias Alias Otro
locus VNTR MIRU ETR QuUB* alias Referencia

154 MIRU 2 (Supply et al., 2000)

424 Mtub04 (Le Fleche et al., 2002)
531 MPTR-A  (Frothingham y Meeker-O”Connell, 1998)
577 ETR-C (Frothingham y Meeker-O”Connell, 1998)
580 MIRU4 ETR-D (Frothingham y Meeker-O”Connell, 1998)
802 MIRU40 (Supply et al., 2000)
960 MIRU 10 (Supply et al., 2000)

1644 MIRU 16 (Supply et al., 2000)

1955 Mtub21 (Le Fléche et al., 2002)

2059 MIRU 20 (Supply et al., 2000)

2163a QUB-11a (Skuce et al., 2002)

2163b QUB-11b (Skuce et al., 2002)

2165 ETR-A (Goyal et al., 1994)

2347 Mtub29 (Le Fleche et al., 2002)

2401 Mtub30 (Le Fléche et al., 2002)

2461 ETR-B (Frothingham y Meeker-O”Connell, 1998)
2531 MIRU 23 (Supply et al., 2000)

2387 MIRU 24 (Supply et al., 2000)

2996 MIRU 26 (Supply et al., 2000)

3006 MIRU 27 QUB-5 (Supply et al., 2000)

3171 Mtub34 (Le Fleche et al., 2002)

3192 MIRU 31 ETR-E (Frothingham y Meeker-O”Connell, 1998)
3232 QUB-3232 (Roring et al., 2002)

3239 ETR-F (Frothingham y Meeker-O”Connell, 1998)
3336 QUB-3336 (Roring et al., 2002)

3690 Mtub39 (Le Fléche et al., 2002)

4052 QUB-26 (Skuce et al., 2002)

4156 QUB-4156 (Roring et al., 2002)

4348 MIRU39 (Supply et al., 2000)

Tabla 4: Principales loci VNTR utilizados en los estudios de caracterizacion genotipica de los aislados del
MTBC mediante el MLVA. Los coloreados en gris oscuro se corresponden con el subgrupo altamente
discriminatorio de 15 loci VNTR que forman parte del conjunto de 24 loci propuesto por Supply et al. (2006) para la
estandarizacion de la técnica; los nueve restantes estan resaltados en color gris claro.

* QUB (Queen’s University Belfast).
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8.5. Electroforesis en campo pulsante

La tipificacion mediante electroforesis en campo pulsante (pulsed-field gel
electrophoresis, PFGE) se basa en el anélisis de todo el ADN cromosomico después de
ser sometido a una digestion con enzimas de restriccion y a un campo eléctrico que
cambia periddicamente su orientacion. En general, esta técnica implica la extraccion del
ADN de la bacteria de una manera suave mediante la ruptura de la pared celular tras
infiltrar una suspension del organismo en un blogue de agarosa. Seguidamente, se lleva
a cabo la digestion del ADN cromosémico con endonucleasas de restriccion y una
electroforesis en gel de agarosa para separar los fragmentos obtenidos tras la digestion
enzimatica. La PFGE permite la separacion de fragmentos grandes (hasta 10 Mb) de
ADN, mientras que con el uso de una electroforesis convencional no se pueden separar
bandas de mas de 50 kb. Esto se logra mediante la variacion de la duracion del impulso
eléctrico y el cambio de la direccidn de la corriente. Después de la electroforesis, los
patrones de bandas resultantes se comparan, usando un conjunto predefinido de criterios
para establecer relaciones genéticas y epidemiolodgicas entre las cepas (Tenover et al.,
1995). Aunque el poder discriminatorio de este método es alto y se ha utilizado con
éxito para diferenciar entre cepas de M. tuberculosis (Feizabadi et al., 1997), M. bovis
(Feizabadi et al., 1996) y M. bovis BCG (Zhang et al., 1995), el genotipado mediante
PFGE se utiliza muy poco en investigaciones con aislados del MBTC, debido a que
tiene varias limitaciones. Entre sus desventajas se puede destacar que es un proceso
técnicamente exigente, que requiere personal especializado; es lento, ya que se
necesitan varios dias para completar todo el protocolo; y conlleva unos costes
considerables. Al mismo tiempo, se precisa ADN de buena calidad y en cantidad
suficiente para la digestion con enzimas de restriccion (Hughes et al., 2001). Ademas,

se ha observado que el andlisis de la PFGE no siempre genera la suficiente
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discriminacion entre cepas (Feizabadi et al., 1997; Singh et al., 1999; Khosravi et al.,
2014). Por ello, aunque se ha convertido en la técnica de referencia para la tipificacion
de otras bacterias, principalmente de agentes patdgenos transmitidos por los alimentos
(Peters, 2009) como Salmonella Listeria, Campylobacter o Escherichia coli, (fig. 14),
no es habitual utilizarlo en los laboratorios especializados en TB (Schirch y van

Soolingen, 2012). No obstante, sigue siendo el método de tipificacion més usado para

micobacterias no tuberculosas (Jagielski et al., 2014).

Figura 14: Imagen de un gel de agarosa utilizado para la caracterizacion, mediante PFGE, de cepas
verotoxigénicas de Escherichia coli O157:H7.

103



Caracterizacion molecular del complejo Mycobacterium tuberculosis

8.6. Analisis de deleciones

La pérdida de material genético ha marcado la historia evolutiva del MTBC. La
comparacion de los genomas de diversas cepas de M. tuberculosis ha permitido detectar
mutaciones genéticas, que consisten en la pérdida de uno o mas nucledtidos de la
secuencia del ADN, también conocidas como RD o LSP. Las deleciones no se
distribuyen al azar, sino que mas bien aparecen en agregaciones, y ocurren tanto dentro
de los genes como en las regiones intergénicas (Kato-Maeda et al., 2001; Brosch et al.,
2002; Fleischmann et al., 2002; Tsolaki et al., 2004). En un estudio con 100 aislados
clinicos de M. tuberculosis, Tsolaki et al. (2004) encontraron 68 deleciones distintas,
cuyo tamafio vario desde 105 pb hasta aproximadamente 12 kb. Este trabajo puede
servir como ejemplo para evidenciar que las RD son una importante fuente de
variabilidad genética entre cepas, razon por la cual han sido utilizadas como marcadores
moleculares en el estudio de la filogenia y la evolucién del MTBC (Brosch et al., 2002;
Mostowy et al., 2002; Hirsh et al., 2004; Tsolaki et al., 2004; Tsolaki et al., 2005;
Gagneux et al., 2006; Alland et al., 2007). El anélisis de deleciones, también conocido
como deligotyping, se puede realizar mediante un procedimiento simple basado en la
PCR o0 empleando microarrays (Goguet de la Salmoniere et al., 2004). La
determinacion de las RD en el laboratorio es facil y sencilla. Sin embargo, este analisis
tiene algunas limitaciones: la distancia genética entre dos grupos de cepas es imposible
de determinar si solo se tiene en cuenta la presencia o ausencia de las RD, y su poder de
discriminacion es limitado para los linajes que no presentan las RD estudiadas. En
definitiva, el andlisis de deleciones es un método muy sensible y eficaz para la
deteccidn rapida de aislados clinicos de M. tuberculosis, resultando también muy
apropiado para establecer relaciones filogenéticas (Goguet de la Salmoniere et al.,

2004).
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8.7. Analisis de polimorfismos de un solo nucleétido

A la hora de decidir qué marcador molecular es el mas apropiado para los
estudios filogenéticos con aislados del MTBC, se debe ser cauto al recurrir a loci que
han podido evolucionar demasiado rapido, debido a la aparicion de eventos evolutivos
convergentes como los descritos en las CRISPR (Warren et al., 2002) o en los loci
VNTR (Hanekom et al., 2008). Para definir asociaciones filogenéticas inequivocas, los
marcadores moleculares tienen que ser Unicos y, a ser posible, irreversibles. De los
marcadores filogenéticos empleados en el estudio del MTBC, los LSP y los SNP son los
que mejor cumplen con esas condiciones (Abadia et al., 2010). Los SNP son los menos
mutables de todos, siendo poco probable, aunque no imposible (Colangeli et al., 2014),
que muestren homoplasia. Ademas, solo el analisis de SNP permite detectar la presencia
de recombinacion en el MTBC (Namouchi et al., 2012). Por ello, son los marcadores
moleculares mas apropiados para los estudios filogenéticos (Sreevatsan et al., 1997;
Gutacker et al., 2002; Alland et al., 2003; Baker et al., 2004; Filliol et al., 2006;
Gutacker et al., 2006; Dos Vultos et al., 2008; Hershberg et al., 2008). A pesar de que
se han propuesto varias combinaciones de estos marcadores para el estudio del MTBC
(Filliol et al., 2006; Comas et al., 2009; Abadia et al., 2010; Homolka et al., 2012;
Stucki et al., 2012; Coll et al., 2014; Feuerriegel et al., 2014), sigue sin definirse un
conjunto normalizado de SNP que sirva como referencia. Tampoco existe una base de
datos completa, actualizada, bien organizada y facil de usar (Stucki y Gagneux, 2013).

Los SNP se dividen en dos grupos principales: synonymous-SNP (s-SNP) vy
nonsynonymous-SNP (ns-SNP). Estos ultimos, si estan presentes en las regiones de
codificacion, pueden introducir cambios en aminoacidos que alteran la estructura de las
proteinas. Este hecho puede influir tanto en los procesos evolutivos como en el fenotipo.

Asi, por ejemplo, los ns-SNP a menudo se encuentran en loci asociados con la

105



Caracterizacion molecular del complejo Mycobacterium tuberculosis

resistencia a los farmacos antituberculosos (Ramaswamy y Musser, 1998; Schirch et
al., 2011). La deteccién de ns-SNP en los genes que confieren resistencia a los
medicamentos ofrece importantes conocimientos sobre los mecanismos moleculares que
intervienen en el desarrollo de dicha resistencia (Jagielski et al., 2014).

Por el contrario, los s-SNP no alteran la estructura de las proteinas y son, por
consiguiente, fenotipicamente neutrales. Como también se supone que desde el punto de
vista evolutivo son selectivamente neutrales, los s-SNP pueden ser utilizados como
marcadores inequivocos en estudios de genética de poblaciones y para la determinacion
de las relaciones filogenéticas entre las cepas de las micobacterias (Baker et al., 2004;
Gutacker et al., 2006). Recientemente, Dos Vultos et al. (2008), han propuesto a los
SNP localizados en los genes que codifican componentes del sistema 3R (genes que
estan implicados en la replicacion, recombinacion y reparacion del ADN) como los
marcadores genéticos esenciales para estudiar la evolucion de M. tuberculosis. Aunque
los SNP representan los marcadores mas fiables para la clasificacién del MTBC, su uso
estd limitado por la necesidad de tener que analizar un gran nimero de genes para
obtener resultados aceptables (Jagielski et al., 2014). Ademas, con este método es
imposible realizar una estimaciéon de la distancia genética entre cepas, y se derivan
filogenias «lineales» (Pearson et al., 2009; Smith et al., 2009), en las que las dos cepas
utilizadas para identificar los SNP estan posicionadas en los extremos y las demas cepas
analizadas se sitGan en algun lugar a lo largo de esa linea, no existiendo ramas
secundarias (branch collapse). En resumen, el analisis de SNP es un método altamente
sensible y especifico que resulta muy datil en la determinacion de relaciones

filogenéticas, aunque tiene un valor limitado como técnica rutinaria de genotipado.
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8.8. Secuenciacion completa del genoma

La WGS promete ser la herramienta definitiva para conocer méas sobre los
agentes patogenos y la epidemiologia de las enfermedades. En el caso de M.
tuberculosis los analisis basados en la WGS se han empezado a aplicar recientemente.
En 2010 y 2011, se comunicaron los primeros resultados de trabajos en los que se llevd
a cabo la WGS de aislados de M. tuberculosis y se hizo evidente que esta nueva
estrategia molecular proporcionaba una mayor discriminacion que los métodos de
tipificacion convencionales (Schirch et al., 2010a; Gardy et al., 2011). De esta forma,
algunos casos que habian sido agrupados mediante el analisis del RFLP o el MLVA en
estudios previos, se subdividieron en nuevos grupos. Estos resultados coincidian de un
modo mas preciso con la informacion obtenida en el seguimiento de los contactos.

Hasta el trabajo de Walker et al. (2014) en el condado de Oxfordshire (Reino
Unido), la WGS se habia utilizado en estudios retrospectivos, como los llevados a cabo
para investigar brotes de M. tuberculosis (Gardy et al., 2011; Kato-Maeda et al., 2013;
Roetzer et al., 2013; Walker et al., 2013). Sin embrago, segun los autores de ese trabajo,
el suyo ha sido el primer estudio en el que se aplica la WGS para cuantificar con mayor
precision la transmision de la TB dentro de una poblacion no seleccionada, en una
localizacion definida y durante un periodo fijo (2007-2012). Esto les ha permitido
evaluar la eficacia de las medidas existentes para controlar la TB y obtener datos para
disefiar futuras intervenciones en materia de Salud Pablica (Walker et al., 2014).

Ademas de para aclarar estas u otras cuestiones epidemiolégicas, como por
ejemplo, distinguir el origen de la recurrencia en pacientes infectados con M.
tuberculosis (Bryant et al., 2013a) o detectar la transmision reciente en un pais con alta
carga de TB (Luo et al., 2014), la secuenciacion del genoma también se puede usar para

analizar aspectos evolutivos (Comas et al.,, 2010; Schirch et al., 2011) o para
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determinar la tasa de mutacion de M. tuberculosis (Ford et al., 2011; Bryant et al.,
2013b; Walker et al., 2013; Colangeli et al., 2014; Guerra-Assuncdo et al., 2015). En
este sentido, en un estudio realizado en el Reino Unido se estimo una tasa de mutacion
de 0.5 SNP/genoma/afio (Walker et al., 2013), mientras que en un trabajo con pacientes
de Malaui esta tasa fue de 0.26 SNP/genoma/afio (Guerra-Assuncéo et al., 2015); muy
parecida a la estimada en una investigacion en los Paises Bajos (Bryant et al., 2013b) y
cercana también a la estimacion hecha en un estudio en macacos (Ford et al., 2011), que
fueron de 0.3 y 0.39 SNP/genoma/afio respectivamente. Ford et al. (2011) encontraron
que en los macacos las tasas de mutacion durante la enfermedad activa y la latencia eran
similares. Estos resultados contrastan con las observaciones de Colangeli et al. (2014),
al hallar unas tasas de cambio sustancialmente més bajas durante la latencia®. En este
trabajo, los autores fueron capaces de estimar la tasa de multiplicacion y mutacién de
«bacilos latentes» de M. tuberculosis mediante la comparacién de la secuencia del
genoma de una cepa que habia sido transmitida desde un solo caso indice y fue la
causante de la enfermedad en contactos cercanos, que no desarrollaron TB activa hasta
pasados mas de 20 afios. Segun estos autores, la latencia implica bajas tasas de
multiplicacién y mutacion en comparacion con la enfermedad activa. Asi pues, parece
que la latencia humana puede diferir de la latencia en primates no humanos. Aunque
segun los propios autores del estudio, estos resultados deberan ser validados en otros
trabajos con diferentes poblaciones de pacientes y cepas de M. tuberculosis, ya que ellos
solo pudieron estudiar dos casos con un periodo largo de latencia. Por tanto, es posible
gue exista una mayor variedad de tasas de mutacion entre los millones de seres
humanos con infeccién latente. Especialmente si se tiene en cuenta lo expuesto en el

apartado 6.1 de esta revision bibliografica.

% Las medias de las tasas de mutacion fueron: 5.5x107° mutaciones/pb/generacién para la TB transmitida
recientemente y 7.3x107*! mutaciones/pb/generacion para la TB latente.
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La WGS también se ha aplicado al estudio de aspectos relacionados con la
«evolucidn in vitro» de M. tuberculosis (loerger et al., 2010; Comas et al., 2012) y M.
bovis BCG (Pan et al., 2011; Copin et al., 2014); asi como de cuestiones relativas con la
«microevolucién» de M. tuberculosis dentro de un paciente (Merker et al., 2013; Pérez-
Lago et al., 2014a). El andlisis de varios aislados de un mismo paciente ha permitido
establecer que la diversidad genética dentro de un huésped puede ser tan alta como la
encontrada entre pacientes. Ademas, la variacion genetica durante el curso de una
infeccion se ha probado tanto en localizaciones extrapulmonares (no repercute en la
transmisioén) como en pacientes con TB pulmonar. En este ultimo caso, esa diversidad
genética puede ser finalmente transmitida (Pérez-Lago et al., 2014a).

Como en el analisis del RFLP y el MLVA, la utilidad de la WGS depende de la
estructura de la poblacién de M. tuberculosis existente en el entorno en que se usa
(Sloot et al., 2013). Comprobemos por qué: en su estudio, Walker et al. (2014)
consideraban que existia una posible transmision cuando habia como maximo 12 SNP
de diferencia entre el par de aislados comparados. Tan solo en unos pocos casos, en los
que se identificaron menos de 12 SNP de diferencia, se confirm6 una relacién
epidemioldgica a través de entrevistas; estos resultados coinciden con los de una
investigacion anterior en Amsterdam (Bryant et al., 2013b). ¢Indica esto que en esas
zonas estan circulando cepas con pocas o incluso sin diferencias y sin que haya ningun
vinculo epidemioldgico entre los casos? ;O estamos de nuevo, y esta vez utilizando un
marcador mas preciso y con mayor poder de discriminacién, ante un método que no es
capaz de aclarar como se produjo la transmision de la TB? ¢Es, sencillamente,
imposible confirmar todos los casos de transmision mediante entrevistas con los
pacientes? Otra gran preocupacion que no ha sido suficientemente investigada es que,

segun algunos indicios, los aislados de M. tuberculosis no son poblaciones homogéneas,
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sino que integran poblaciones con diferentes perfiles de SNP (Schirch et al., 2010b).
Con los medios actualmente disponibles para la WGS, solo se visualiza el perfil de SNP
de la poblacion predominante, aunque ese predominio puede cambiar cuando la cepa se
transmite a otra persona (van Soolingen, 2014).

Si a esto le afiadimos su elevado coste y la complejidad para analizar los datos
obtenidos, parece que, desafortunadamente, tampoco estamos ante el método perfecto;
aunque es una alternativa al MLVVA que cada vez es mas accesible y asequible, y en la
que se tienen depositadas muchas esperanzas en un futuro no muy lejano. Pero hasta
que llegue ese momento, en la mayoria de los laboratorios, la caracterizacion molecular
de aislados de M. tuberculosis requiere el analisis de al menos dos marcadores para
discriminar aislamientos epidemiologicamente no relacionados (Rozo-Anaya y Ribon,
2010). Evidentemente, la misma formula deberia ser aplicable a cualquier miembro del

MTBC.
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9. La epidemiologia molecular como fuente del conocimiento

La epidemiologia molecular es un campo que ha surgido, en gran parte, de la
integracion de la biologia molecular, la medicina clinica, la estadistica y la
epidemiologia (Mathema et al., 2006). Con la utilizacion de este enfoque
multidisciplinar se persigue identificar el origen de la infeccién, asi como los factores
que determinan la transmision, la difusion y la distribucion de la enfermedad en las
poblaciones. El papel que ha desempefiado la epidemiologia molecular en la mejora del
conocimiento de la TB en las dos Gltimas décadas es indiscutible. A esto también ha
contribuido en gran medida el disefio de aplicaciones web, disponibles publicamente,
que han permitido utilizar los datos de la epidemiologia molecular para abordar de una
manera global e integradora los desafios actuales que sigue planteando esta enfermedad
(Shabbeer et al., 2012b).

En general, la aplicacion de estrategias de genotipado al estudio de la TB ha
mejorado nuestra comprension sobre la biologia de M. tuberculosis y la patogénesis de
la enfermedad. Asi, por ejemplo, los estudios de epidemiologia molecular han
demostrado que la reactivacion enddgena puede ocurrir décadas después de haberse
producido la infeccion inicial (Lillebaek et al., 2002). Al mismo tiempo, los métodos
moleculares han permitido discriminar los aislados del MTBC en diferentes escenarios:
a) en el contexto «macropoblacional», como ya hemos visto en apartados anteriores,
para definir la distribucion internacional de linajes del MTBC o analizar aspectos
evolutivos; b) en el contexto «micropoblacional», para identificar grupos de pacientes
infectados por una misma cepa (transmisién reciente); c) en el paciente, para diferenciar
recaidas por reactivaciones de la enfermedad (recidivas) o reinfecciones exdgenas; asi
como para distinguir casos con infecciones mixtas; y d) en el laboratorio, para reconocer

eventos de contaminacion cruzada (Garcia de Viedma et al., 2011).

111



La epidemiologia molecular como fuente del conocimiento

9.1. Transmision reciente

Debido al largo periodo de incubacién de la TB, la transmisién reciente se ha
definido como el contagio que se ha producido en los ultimos 2-5 afios (Glynn et al.,
1999a; Borgdorff et al., 2005). Teniendo esto en cuenta, gracias a la epidemiologia
molecular se ha demostrado que la importancia de la enfermedad recién adquirida en
muchos entornos era superior de lo que se suponia. Asimismo, se han podido analizar
los factores de riesgo asociados a la infeccion reciente y detectar escenarios de
transmision «no convencionales», como bares, clubes sociales, iglesias, etc. (McNabb et
al., 2004). Entre los factores de riesgo asociados con la transmision reciente
encontramos: el sexo masculino, ser adulto de poca edad, ser nativo (frente a nacidos en
el extranjero), residir en zonas urbanas, el consumo excesivo de alcohol y el abuso de
drogas, la falta de hogar, la exposicion a ambientes muy concurridos (incluidos los
centros penitenciarios) y la localizacion pulmonar (Alland et al., 1994; Small et al.,
1994; van Soolingen et al., 1999; Geng et al., 2002; Diel et al., 2004; Fok et al., 2008;
Love et al., 2009; Nava-Aguilera et al., 2009; Rodwell et al., 2012; Sloot et al., 2013).
La infeccion por el VIH y la TB-MR se encontraron como factores de riesgo en algunos
lugares, pero no en otros (Nava-Aguilera et al., 2009).

En entornos con alta incidencia de TB, la transmisién reciente es la responsable
de la mayoria de los casos de enfermedad y muchos de estos eventos de transmisién
tienen lugar fuera de los hogares (Verver et al., 2004). Por su parte, hasta la década de
1990, se creia que, en los paises de baja incidencia, muchos de los casos se debian a la
reactivacion enddgena de una infeccion latente y solo una pequefia proporcion,
aproximadamente del 10 %, se atribuia a la infeccién recién adquirida (Horwitz, 1973;
Styblo, 1990). Sorprendentemente, dos estudios de referencia en los que se trabajé con

pacientes que residian en entornos de baja incidencia, hallaron, mediante el anélisis del
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RFLP, una proporcion inesperadamente alta de enfermedad atribuible a eventos de
transmision reciente. En estos trabajos se encontrd que en Nueva York y San Francisco
més del 30 % de los casos de TB se debieron a una infeccidn reciente (Alland et al.,
1994; Small et al., 1994). Sin embargo, algunos estudios han cuestionado la idoneidad
del RFLP, y el marcador 1S6110, para medir la carga de transmision reciente en una
comunidad (Alito et al., 1999; Gillespie et al., 2000; Diel et al., 2002). Por ejemplo, en
una poblacion rural de Arkansas, resultd imposible identificar los vinculos
epidemioldgicos entre la mayoria de los casos agrupados, en particular cuando se
trataba de personas mayores (Braden et al., 1997a). En cambio, en los Paises Bajos se
demostré que hasta en un 86 % de los casos agrupados existia una probable relacion
epidemioldgica (van Deutekom et al., 2004).

En cualquier caso, una de las principales preocupaciones en la mayoria de los
estudios de epidemiologia molecular es la pobre correlacion entre los resultados
moleculares y los datos epidemioldgicos (Garcia de Viedma et al., 2011). Para resolver
esta falta de correlacion, algunos autores han utilizado enfoques innovadores. Una de las
estrategias empleadas ha sido mantener entrevistas con los pacientes para ampliar la
cantidad y calidad de los datos epidemioldgicos obtenidos en los estudios de contactos
convencionales. Con las respuestas a cuestionarios detallados, también se consigue
informacién del entorno social de los pacientes (Fitzpatrick et al., 2001; Klovdahl et al.,
2001; Barniol et al., 2009), es decir, de los llamados «contactos ocasionales»: personas
a las que pueden haber transmitido el agente patdgeno fuera de la familia. Se ha
demostrado que existen otros enlaces (amigos, vecinos, conocidos con los que se
comparten actividades de ocio, etc.) que habitualmente no se detectan con la
epidemiologia clasica, pero que, junto con las conexiones laborales, representan casi la

misma proporcién de casos por transmision reciente que los eventos ocurridos dentro
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del hogar (Borrell et al., 2009). Estudios realizados en distintos contextos
epidemioldgicos han demostrado que dentro de la misma unidad familiar, una
proporcién sustancial de sus miembros, el 30 % en San Francisco (Behr et al., 1998) y
el 54 % en Ciudad del Cabo (Verver et al.,, 2004), estaban infectados con cepas
diferentes. Si no se hubiese realizado un analisis molecular, la epidemiologia tradicional
lo habria atribuido a la transmisién dentro del hogar. Otra de las formulas empleadas en
estos trabajos, consiste en usar fotografias de los pacientes como herramienta para
establecer vinculos epidemiolégicos a través del reconocimiento visual de otros casos
relacionados (Weis et al., 2002; Perri et al., 2011). Cuando se ha aplicado este
procedimiento, los pacientes agrupados reconocieron mas fotografias de los individuos
de su grupo que de otros y fue posible identificar lugares publicos donde probablemente
la transmision de la TB se viese favorecida. Algunos autores han integrado el uso de
fotografias con la aplicacién de cuestionarios detallados. Esto ha permitido identificar
contextos de transmision que no habian sido reconocidos, aumentando asi el porcentaje
de casos agrupados con vinculos demostrados (Martinez-Lirola et al., 2008). La
aplicacion de estas estrategias ha conseguido que exista una alta correlacion entre la
epidemiologia molecular y la convencional (van Deutekom et al., 2004).

Una clara evidencia de la necesidad de este tipo de estudios se puede observar
en los analisis epidemioldgicos que se llevan a cabo en algunos paises y que permiten
disefiar politicas especificas contra la TB. Es importante poder distinguir si, en una
region determinada, la enfermedad se debe a una infeccién reciente o a la reactivacion
enddgena. Si se demuestra que la transmision reciente es significativa, sera necesario
intensificar las medidas de bdsqueda activa de casos y su tratamiento. Si, por el
contrario, la causa principal es la reactivacién de una infeccion latente, deberan

aplicarse medidas para prevenir que la enfermedad se desarrolle (Garcia-Pachén y
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Rodriguez, 2005). Para comprobar la trascendencia de estos matices, un estudio en
Hong Kong (Vynnycky et al., 2008) estim6 que la tasa de reactivacion enddgena entre
los hombres de edad avanzada puede ser hasta 17 veces superior en esa region que en el
Reino Unido. El alto riesgo de que la enfermedad se desarrolle a traves de la
reactivacion endogena, puede tener importantes implicaciones en la evolucion de la
incidencia de la enfermedad. Por ello, los autores concluyeron que para controlar la TB
en Hong Kong se necesitara algo mas que la «simple» aplicacién de medidas destinadas
a interrumpir la transmision de la enfermedad activa (Vynnycky et al., 2008). Para
controlar la TB, no solo en Hong Kong, sera preciso realizar un diagnostico precoz de
las personas con mayor riesgo e identificar a esos individuos antes de que se produzca la
reactivacion, para poder tratarlos con medicamentos que sean realmente eficaces contra
la infeccion...«latente», «inactivay, «quiescente», «en reposo» o «persistente» (segin
prefiera el lector). Por tanto, trabajos como este han de servir para que, cuando menos,
se reconsideren las estrategias de lucha contra la TB en todo el mundo, puesto que los
riesgos encontrados en Hong Kong (carencias nutricionales en la poblacion hasta la
década de 1950, alta prevalencia de silicosis durante la década de 1990, aumento de las
enfermedades asociadas al envejecimiento debido al incremento de la esperanza de vida,
etc.) pueden estar presentes también en otros paises asiaticos. Teniendo en cuenta que
mas del 50 % de la carga mundial de TB se encuentra en Asia, es posible que para
conseguir los objetivos marcados para el afio 2050 sea indispensable ajustar las medidas
de lucha a los factores socioecondmicos, demograficos y ambientales propios de cada

poblacién.
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9.2. Tuberculosis recurrente: ¢recidiva o reinfeccion?

La recurrencia puede ser el resultado de la reactivacion de un episodio previo de
TB o de una nueva infeccion por cepas diferentes. Hasta la llegada de las herramientas
moleculares, no estaba clara la contribucion de la reinfeccién exdgena a la carga de
enfermedad recurrente. Pero un conocido estudio con pacientes de Ciudad del Cabo
(van Rie et al., 1999), demostré que la reinfeccién exdgena podia ser una importante
causa de recaida en pacientes que han completado con éxito el tratamiento
antituberculoso. Entre los 16 pacientes con TB recurrente, 12 (75 %) tenian una cepa
con un perfil RFLP diferente al del primer aislamiento. Con estos datos quedé probada
la importancia epidemioldgica de la reinfeccion exdgena en un entorno de alta
incidencia de TB, como Sudafrica o China. En este Ultimo pais, concretamente en
Shanghai, otra investigacion reveld que en el 61.5 % de los pacientes con episodios
repetidos de enfermedad se habia producido una nueva infeccién con otra cepa distinta
(Shen et al., 2006). De igual forma, diversos trabajos con pacientes de Sudéfrica
(Sonnenberg et al., 2001), Malaui (Crampin et al., 2010) e India (Narayanan et al.,
2010), en los que ademas se pudo valorar el efecto de la infeccién por el VIH como
factor de riesgo, demostraron que los casos recurrentes que resultan de una nueva
infeccion por cepas diferentes son particularmente comunes entre los pacientes con sida.
No obstante, la terapia antirretroviral reduce el riesgo de recaida entre estos enfermos
(Houben et al., 2012).

Aunque se necesitan mas estudios, algunos hallazgos recientes basados en la
WGC sugieren que la reinfeccion exdgena puede estar causada por la falta de proteccién
inmunolégica (Bryant et al., 2013a). Por tanto, conocer los casos de reinfeccion
exdgena es importante por varias razones, entre otras, para mejorar nuestra comprension

sobre el papel que desempefia la inmunidad adquirida en este proceso patoldgico, lo
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cual podria ser fundamental para el desarrollo de vacunas més eficaces (Borgdorff y van
Soolingen, 2013). Esta inmunizacion, por otra parte, seré especialmente oportuna en los
individuos que ya han padecido TB clinica, pues varios estudios han demostrado que en
zonas de alta incidencia, si estas personas se vuelven a infectar, tienen mayor riesgo que
el resto de la poblacion de presentar nuevamente TB activa (Verver et al., 2005; Glynn
et al., 2010; Lahey et al., 2013). Igualmente, se ha observado que en los entornos con
baja incidencia de TB también es més frecuente que la enfermedad vuelva a aparecer en
las personas que tienen un historial previo de clinica tuberculosa (Millet et al., 2013).
De todos modos, en esos paises con baja carga de TB, como los EE. UU.,
Canada, Espafa, Australia o Dinamarca, la enfermedad recurrente es mucho menos
comun y rara vez es atribuible a la reinfeccidén exdgena (Jasmer et al., 2004; Cacho et
al., 2007; Dobler et al., 2009; Bang et al., 2010). Sin embargo, se ha demostrado que la
contribucion relativa de la reinfeccion exdgena a la carga de TB recurrente en algunas
de estas zonas de baja incidencia es mucho mayor de lo que se creia (Bandera et al.,
2001; Caminero et al., 2001; Garcia de Viedma et al., 2002). En 12 afios de
investigacion en el Hospital Gregorio Marafién de Madrid, Garcia de Viedma et al.
(2002) observaron que 14 (33 %) de los 43 pacientes con TB recurrente presentaban una
cepa de M. tuberculosis diferente a la del primer episodio. Muchos de esos pacientes no
se habian adherido a la terapia antituberculosa durante su primer episodio y, aun asi,
presentaron una cepa distinta. En estos casos se rechazd a la reactivacién enddgena
como origen de la recaida. Los autores del estudio concluyeron que la reinfeccién
exogena no debe ser descartada como causa de TB recurrente incluso cuando no se dan
las circunstancias clinico-epidemioldgicas propicias para que se favorezca el desarrollo

de una nueva infeccion.
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9.3. Infecciones mixtas

Numerosos estudios moleculares han demostrado que un paciente puede
contener simultaneamente varias cepas diferentes de M. tuberculosis. El fenédmeno de
las infecciones mixtas™ no es exclusivo de M. tuberculosis, y se ha observado con
agentes patogenos de todo tipo (Balmer y Tanner, 2011). Como se puede observar en la
figura 15, existen varios mecanismos por los que potencialmente podria existir una
poblacién heterogénea de cepas de M. tuberculosis dentro de un hospedador: (a) una
persona puede infectarse al mismo tiempo por multiples cepas o (b) puede volver a
infectarse con cepas distintas; (c) la diversidad genética en la poblacion bacteriana
puede surgir también de manera espontanea durante el curso de la infeccion (Ford et al.,
2012). Se estima que entre el 10 y el 20 % de los pacientes con TB estan infectados con
maultiples cepas. Esto indica que las infecciones mixtas son muy comunes y es probable

que se haya subestimado su importancia en la epidemiologia de la TB (Cohen et al.,
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Figura 15: llustracion de las posibles causas de infecciones mixtas. [A] La presencia de maltiples cepas en un
hospedador complica el estudio de la diversidad genética y hace que tanto el diagnéstico como el tratamiento de la
TB sea mas dificil. Hay varios mecanismos potenciales por los cuales podria existir heterogeneidad de cepas dentro
del huésped: (a) infeccion por multiples cepas a la vez, (b) reinfeccion exdgena con cepas nuevas, o (c) mutacion de
cepas durante el curso de la infeccion. [B] Los resultados experimentales sugieren que las lesiones pueden estar
causadas por cepas genéticamente distintas y pueden ser independientes, de tal manera que las bacterias en la muestra
procedente de una lesién pueden no representar la verdadera diversidad genética presente en el paciente. Por lo tanto,
las muestras de esputo son propensas a subestimar la verdadera diversidad de cepas existente en un solo individuo, ya
que las bacterias presentes en lesiones cavernosas son las que generalmente aparecen en las muestras de esputo,
aungue durante un muestreo seriado es posible detectar cepas en el esputo procedentes de lesiones diferentes.
Adaptado de Ford et al. (2012).

%1 En este apartado utilizaremos el concepto de infeccién mixta para referirnos de forma general a la presencia
simultanea de mas de una cepa (o variante clonal) en un individuo.
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A pesar de las limitaciones de los métodos actuales de caracterizacion
molecular, debido a su escasa sensibilidad para detectar la presencia de mas de un tipo
de cepa a la vez, se ha sugerido que la infeccion mixta puede ser la verdadera causa del
fracaso terapéutico en pacientes en los que coexisten cepas resistentes a los antibidticos
de primera linea junto con otras sensibles a esos farmacos (Theisen et al., 1995;
Niemann et al., 2000; Baldeviano-Vidalon et al., 2005; van Rie et al., 2005). Fallo que
habitualmente es atribuido a una nueva infeccion con cepas resistentes (Cox et al.,
2008). En ese sentido, van Rie et al. (2005) describieron un claro ejemplo del impacto
negativo que tiene en el paciente la presencia de maltiples cepas, al detectar, mediante
cultivos seriados de esputo, cambios en los patrones de susceptibilidad a los farmacos
antituberculosos. Los investigadores observaron que, durante el periodo de tratamiento
inicial, los antibi6ticos de primera linea redujeron la subpoblacion de cepas sensible a
los medicamentos, al tiempo que la subpoblacién de cepas resistente fue capaz de
persistir y crecer; convirtiendo asi a un paciente con TB, aparentemente, susceptible a
los farmacos en un caso de TB-MR. Tras un cambio de régimen terapéutico, el
tratamiento con antibidticos de segunda linea condujo a la reaparicion de la
subpoblacion de cepas sensible. Esto representa un mecanismo de seleccion a través de
la presion antibidtica, en el que el tratamiento determina la poblacién de cepas
dominante en los pacientes con infeccion mixta. Utilizando un modelo matematico
sencillo se ha observado que el uso generalizado de la terapia preventiva con isoniacida
en personas coinfectadas con cepas sensibles y resistentes, puede favorecer la aparicién
de resistencia a los medicamentos al seleccionar la subpoblacion de cepas resistente a la
isoniacida (Colijn et al., 2009).

Por otro lado, en los ensayos clinicos que evalGan nuevos farmacos contra la TB,

el fracaso del tratamiento suele ser indicio de un pobre rendimiento terapéutico del
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medicamento examinado. No obstante, si durante la fase de evaluacién en pacientes no
se diferencia adecuadamente la ineficacia de los nuevos farmacos de los casos en los
que el fallo tenga su origen en una infeccién mixta, los medicamentos evaluados pueden
ser descartados erréneamente (Niemann et al., 2009).

Ademas de la capacidad que parecen tener las infecciones mixtas para deformar
los resultados del tratamiento y comprometer la eficacia terapéutica, también se
sospecha que una infeccion posterior, algin tiempo después del contacto inicial con el
agente patdgeno, puede provocar la reactivacion enddgena de la infeccion primaria,
favoreciendo la progresion de la enfermedad (du Plessis et al., 2001). Pese a que el
papel de la reinfeccion exdgena en la progresion de la TB no esta claro todavia, se ha
sugerido que una infeccion secundaria con la cepa de la vacuna BCG puede aumentar el
riesgo de desarrollar TB en pacientes que tengan una infeccion tuberculosa previa (Fine,
2001). Esto implica que el proceso de vacunacion (equivalente a una infeccion
secundaria) altera el estado inmune del huésped, permitiendo a M. tuberculosis
multiplicarse activamente y causar la enfermedad (Moreira et al., 2002; Taylor et al.,
2003). Por otra parte, es probable que la infeccion primaria, en lugar de conferir
proteccién contra una segunda infeccion, promueva un estado de inmunodepresion en el
individuo; siendo mas facil la reinfeccion con una nueva cepa, incluso cuando la
infectividad de esta segunda es menor (Martin et al., 2011). A una conclusién similar se
llegé empleando modelos experimentales con ratones después de infecciones seriadas
con diferentes cepas (Repique et al., 2002; Mollenkopf et al., 2004) o infecciones
repetidas con la misma (Henao-Tamayo et al., 2012). Ademas, se ha sugerido que la
reinfeccién se debe a que la infeccion primaria no ofrece una proteccién suficiente
contra cepas genéticamente alejadas, algo a tener en cuenta para el disefio de futuras

vacunas (Bryant et al., 2013a).
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9.4. Deteccion de contaminacion cruzada

La identificacion de cultivos falsos positivos como resultado de una
contaminacion cruzada en el laboratorio ha sido ampliamente documentada desde que
se comenzara a aplicar el analisis genotipico en el estudio de la TB (Small et al., 1993;
Alland et al., 1994; Bauer et al., 1997; Braden et al., 1997b; Jasmer et al., 2002;
Johnson et al., 2013). Aunque una investigacion en Paris reveld que el 7.8 % de los
cultivos de TB eran falsos positivos debido a la contaminacién cruzada (Gutiérrez et al.,
1998), lo habitual es que no represente un problema comun en la practica rutinaria de
los laboratorios (Ruddy et al., 2002), con tasas que varian entre el 0.1 (Bhattacharya et
al., 1998) y el 3% (Frieden et al., 1996). Esas tasas pueden ser mayores cuando se
realiza una investigacion por sospecha de contaminacion cruzada (Nitta et al., 1996;
Burman et al., 1997); como ocurri6 en un laboratorio de referencia de micobacterias de
Brasil, donde el 65.9 % de los cultivos positivos se atribuyeron a un error en el
laboratorio. La fuente méas probable de la contaminacion fue un reactivo utilizado en el
procesamiento de las muestras (Ramos et al., 1999).

Cuando el resultado de la baciloscopia de las muestras es negativo, solo hay un
cultivo con crecimiento y la clinica no apoya el diagnostico de TB (Burman y Reves,
2000; Ruddy et al., 2002), si, ademas, el genotipo del caso de dudosa significacion
clinica se corresponde con la cepa de un paciente bacilifero, cuya muestra ha sido
manipulada en el laboratorio el mismo dia, es muy probable que se haya producido una
contaminacion cruzada (Garcia-Pachon y Rodriguez, 2005). En este contexto, la
sustitucion de una técnica relativamente lenta como el RFLP por el MLVA deberia
asegurar un analisis mas rapido y optimizado que, al mismo tiempo, ayudase a la
deteccién temprana de estos casos (Martin et al., 2008). A su vez, es de suma

importancia que exista una interrelacion entre los médicos que reciben los resultados
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dudosos y el laboratorio (van Duin et al., 1998). Por otra parte, también se han
evidenciado casos falsos positivos a partir del cultivo de muestras recogidas con un
broncoscopio contaminado (Michele et al., 1997; Ramsey et al., 2002; Larson et al.,
2003; Schoch et al., 2003).

Estos errores pueden conducir a una equivocacion en el diagnostico, con graves
consecuencias tanto para la salud del paciente como para el resto de la poblacion; entre
otras cuestiones, por los gastos innecesarios derivados de tratamientos,
hospitalizaciones y pruebas diagnoésticas (de Boer et al., 2002). El coste econémico
asociado a cada caso mal diagnosticado de TB se ha estimado en 10873 doblares
(Northrup et al., 2002). Por otro lado, la contaminacién cruzada también puede alterar
los resultados de los estudios de epidemiologia molecular, provocando una
sobreestimacion de las tasas de transmision reciente; especialmente si el andlisis
genotipico se realiza en centros de referencia y la comunicacion con el laboratorio de

diagnostico es escasa (Martinez et al., 2006).

9.5. Cuestiones abiertas

Aungue se han hecho grandes progresos en la epidemiologia molecular de la TB
en las Gltimas dos décadas, muchas preguntas permanecen aln sin respuesta. En este
sentido, deberan identificarse las cadenas de transmision dentro de los grupos de
pacientes que presentan perfiles idénticos de RFLP y MLVA. También sera
fundamental la identificacion de los determinantes de la estabilidad genética, la mejora
de la cuantificacion de la infeccion mixta, la determinacion de las probabilidades de
transmision y las tasas de progresion de infeccion a enfermedad. Igualmente, sera
necesaria una mejor comprension de la influencia del genotipo de M. tuberculosis en la

presentacion clinica de la enfermedad y su asociacion con algunas poblaciones.
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Asimismo, sera preciso determinar la validez de las nuevas pruebas para diagnosticar la
infeccion latente y la probabilidad de fracaso del tratamiento o recaida en asociacion
con la cepa de M. tuberculosis implicada, asi como la eficacia de las nuevas vacunas.
Pero tal vez la pregunta mas importante afecta a la evolucion de la estructura de la
poblacion de M. tuberculosis y los factores genéticos que intervienen en la seleccion de
cepas. Si se demuestra que la epidemia mundial de TB se estd convirtiendo en una
epidemia de TB-MR, es posible que se invierta el éxito alcanzado hasta ahora en el
control de la enfermedad y nos encontraremos ante una plaga que se habréa reinventado a
si misma (Borgdorff y van Soolingen, 2013). Durante esta revision bibliografica hemos
contado como el largo camino de una enfermedad cuya historia comenzé hace miles de
afios contintia aun en la actualidad; que la capacidad invasiva de su agente etiologico es
tal, que ha sabido sortear las barreras que el hombre le ha puesto en su afan por
combatirla; pero quiza lo mas inquietante de todo es que todavia no sabemos con
claridad cuanto tiempo tendra que transcurrir para que la humanidad se libre
definitivamente de ella. Si en apartados anteriores solicitabamos permiso para escatimar
en menciones, ahora pedimos la comprensién del lector por el derroche en alusiones
historicas, pero como decia el Dr. Carl Sagan: «hay que conocer el pasado para
comprender el presente» (Donoghue, 2011). Puede que en el caso de la TB, tal
comprension pase ineludiblemente por seguir ahondando en la ya célebre teoria de la
coevolucion entre el huésped y el agente patdgeno. Esto ayudara, segun algunos doctos,
a desarrollar mejores estrategias, y herramientas mas eficaces, que nos permitan vencer
por fin a la enfermedad que mas sufrimiento ha causado en la historia de la humanidad;
que es, en definitiva, lo que todos los que nos dedicamos a su estudio, humildemente,

perseguimos.
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10. Determinacion de la estructura poblacional de
Mycobacterium tuberculosis en Extremadura basada en el
espoligotipado
RESUMEN

En Espafia, hay muchas regiones, entre ellas Extremadura, en las que se
desconoce cuales son las cepas de M. tuberculosis predominantes dentro de la
comunidad y su evolucion. En nuestro trabajo, hemos utilizado el espoligotipado para
determinar el genotipo de 436 aislados clinicos con el objetivo de definir la estructura
genética de la poblacién de cepas de M. tuberculosis aisladas en Extremadura. En total
se distinguieron 108 genotipos, 62 de los cuales se identificaron en un solo aislado. Los
resultados se compararon con los de la base de datos internacional SITVITWEB. 19
perfiles de espoligotipo (n = 28) no estaban definidos en esta base de datos y cinco (n =
9) aparecian bajo la denominacion «ORPHAN». El resto de aislados (n = 399) se
clasificaron en 84 SIT. La familia predominante fue la LAM (29.13 %), sequida de la T
(24.31%) y la H (23.62 %). La incidencia de la familia Beijing es muy baja en
Extremadura y no hay evidencia de transmision o mayor virulencia. Las subfamilias H3
(19.04 %), LAM9 (17.20 %) y T1 (14.45 %) fueron las mas prevalentes; mientras que
los espoligotipos mas comunes fueron: SIT42 (11.01 %), SIT50 (10.78 %) y SIT106
(6.64 %). Los resultados obtenidos mediante el espoligotipado muestran una elevada
diversidad geneética entre las cepas de M. tuberculosis que causan la TB humana en
Extremadura, con un claro predominio de las familias que se corresponden con el linaje

Euro-americano.
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ABSTRACT

As in many other regions in Spain, the population structure of the M.
tuberculosis strains circulating in Extremadura has not been previously described. In
this work, 436 clinical isolates of M. tuberculosis were genotyped by spoligotyping. A
total of 108 distinct genotypes were identified, 62 of them represented as unique
isolates. Results were compared with those recorded in the international database
SITVITWEB. 19 spoligotype profiles (n = 28) were new, not previously recorded in this
database, and five (n=9) had been yet recorded under the name “ORPHAN”. The
remaining isolates (n = 399) were classified into 84 SIT. The predominant family was
LAM (29.13 %), followed by T (24.31 %) and H (23.62 %). The incidence of Beijing
family is very low in Extremadura and no evidence was found of its transmission or
increased virulence. The sub-families H3 (19.04 %), LAM9 (17.20%) and T1
(14.45 %) were the most prevalent; while the most common spoligotypes were SIT42
(11.01 %), SIT50 (10.78 %) and SIT106 (6.64 %). The results showed a high degree of
genetic diversity among M. tuberculosis strains causing human TB in Extremadura,

with a clear predominance of the families included in the Euro-american lineage.

INTRODUCCION

A pesar de los avances alcanzados en las Ultimas décadas, la TB continla siendo
un problema global de Salud Publica. En los paises desarrollados, la enfermedad se esta
concentrando en poblaciones vulnerables, como los inmigrantes y otros colectivos en
riesgo de exclusiéon social. La adecuacién de las medidas de control al contexto
especifico de cada region y la revision continua de los programas de lucha contra la TB
son imprescindibles para conseguir la eliminacion de la enfermedad (Orcau et al.,

2011). Para adaptar con éxito estas estrategias es importante identificar qué cepas son
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las que predominan en una comunidad y como varian con el tiempo. En Espafa, los
estudios de genética de poblaciones con aislados clinicos del MTBC de origen humano
son muy escasos (Garcia de Viedma et al., 2005b). Por ello, creimos oportuno
determinar el genotipo de la totalidad de aislados de M. tuberculosis disponibles en el
Laboratorio de Microbiologia del Complejo Hospitalario de Céceres (Extremadura,
Espafia) entre 1998 y 2012. EI método empleado inicialmente para la caracterizacion
molecular de los 436 aislados clinicos aprovechables para este analisis fue el
espoligotipado. Entre los métodos de tipificacion utilizados para la determinacién de la
diversidad genética de M. tuberculosis, el espoligotipado tiene la ventaja de ser simple,
barato y altamente reproducible (Kremer et al., 1999). Ademas, los datos obtenidos se
pueden comparar facilmente con los de otros laboratorios gracias a la existencia de
bases de datos internacionales, como SITVITWEB (Demay et al., 2012). Todo esto ha
hecho que el espoligotipado se convierta en el método mas practico para clasificar los
aislados de M. tuberculosis dentro de los principales linajes en una region determinada.
La utilizacion de diversas técnicas de tipificacion ha provocado que la
nomenclatura empleada en la taxonomia del MTBC no sea Unica e inequivoca; de tal
manera que los linajes (familias) de la clasificacion basada en el espoligotipado (Sola et
al., 2001a; Sola et al., 2001b; Filliol et al., 2002; Filliol et al., 2003; Sola et al., 2003;
Brudey et al., 2006; Demay et al., 2012) se pueden considerar «sublinajes» incluidos
dentro de los principales linajes definidos mediante el analisis de las RD o los SNP
(Gagneux et al., 2006; Hershberg et al., 2008; Comas et al., 2009). De hecho, si se
combinan ambos sistemas de clasificacion (Kato-Maeda et al., 2011), se puede observar
como: (1) el linaje Océano indico, que se caracteriza por la pérdida de la RD239,
incluye dos grupos designados mediante el espoligotipado, por un lado estaria el linaje

«EAIl» (East African Indian), que presenta el espaciador 33 aunque carece de los
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espaciadores 29-32 y 34, y por el otro la familia «<MANU», que presenta todos los
espaciadores menos el 34 (MANUL1), 33 y 34 (MANU2) o 34-36 (MANU3); (2) el
linaje Asia Oriental, al que le falta la RD105, contiene, segun la clasificacion basada en
el espoligotipado, a las cepas de la familia Beijing y a un grupo de cepas asiaticas en las
que estan presentes todos los espaciadores; (3) el linaje India-Africa oriental, que no
tiene la RD750, se corresponde con el linaje «CAS» (Central Asian), en el que estan
ausentes los espaciadores 4-7 y 23-34; (4) el linaje Euro-americano, que presenta una
delecion de 7 pb en el locus pks 15/1, incluye cinco grandes familias de espoligotipos:
«T», «H» (Haarlem), <cLAM» (Latin American-Mediterranean), «S» y «X»; finalmente,
y aunque resulte paradojico, los linajes (5) Africa occidental 1, que se caracteriza por no
tener la RD711, y (6) Africa occidental 2, que ha perdido la RD702, se corresponden, en
la taxonomia basada en el espoligotipado, con el linaje «AFRI2» y el linaje «<AFRI1»,
respectivamente (Gagneux y Small, 2007).

El objetivo de este trabajo fue definir la estructura genética de la poblacion de
cepas de M. tuberculosis aisladas en Extremadura, con la ayuda de una técnica de
caracterizacion molecular simple y rapida como el espoligotipado, para obtener una
mejor comprension de las variantes genotipicas implicadas en la transmision de la
enfermedad. Como la inmigracion es un fendmeno relativamente reciente en
Extremadura, este estudio también puede contribuir a la comprension de su influencia

en la diversidad genética de M. tuberculosis en una region con baja prevalencia de TB.
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MATERIALES Y METODOS

Confidencialidad y aspectos éticos

El proyecto de investigacion en el que se encuadra este trabajo contd con la
aprobacién de la Comision de Bioética de la Universidad de Extremadura. Ademas, el
Comité Etico de Investigacion Clinica del Complejo Hospitalario de Caceres también
emitié un dictamen favorable. Los aislados que se incluyeron en este experimento
proceden del cultivo bacteriolégico de muestras clinicas de pacientes atendidos en
hospitales del Servicio Extremefio de Salud como parte del diagnostico habitual de TB
que se realiza en los laboratorios de microbiologia. La caracterizacién molecular de los
aislados puede entenderse como un complemento de ese diagndstico, por lo que el
comité ético consideré que no era necesario el consentimiento informado de los
pacientes. Durante la creacion de las fuentes de informacion utilizadas se ha garantizado
en todo momento la proteccion de la intimidad de los pacientes y el tratamiento
confidencial de los datos personales conforme a lo dispuesto en la Ley Orgéanica
15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter Personal. La
presentacion de los datos se ha realizado de manera agregada, para impedir que se

pueda identificar a un paciente a partir de la difusién de los mismos.

Poblacion de estudio

El presente trabajo es parte de un estudio observacional retrospectivo de base
poblacional que incluye todos los aislados del MTBC disponibles en el Laboratorio de
Microbiologia del Complejo Hospitalario de Caceres entre enero de 1998 y mayo de
2012. En total, se determind el genotipo de 450 aislados procedentes de pacientes
atendidos en diferentes hospitales extremefios; aunque para el analisis de los resultados

de este trabajo se han excluido nueve aislados del MTBC identificados como especies
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diferentes de M. tuberculosis. Tampoco se han incluido cinco aislados de M.
tuberculosis que estaban duplicados, es decir, habia dos muestras de un mismo caso
(paciente con TB activa en un momento puntual). Por tanto, en el presente trabajo, cada
aislado se corresponderia con un caso con cultivo positivo a M. tuberculosis.
Extremadura es una de las 17 comunidades autonomas que integran el Estado
espafiol. Esté situada en el sudoeste de la peninsula ibérica y tiene una extension de
41634 km®. Su poblacién en 2012 fue de 1108130 habitantes, el 3.8 % extranjeros
(Instituto de Estadistica de Extremadura, 2012). Son elementos diferenciales de esta
region: el predominio del mundo rural, la baja densidad de su poblacion y su dispersion.
Extremadura esta dividida en ocho Areas de Salud, cuatro en la provincia de Caceres
(Caceres, Plasencia, Coria y Navalmoral de la Mata) y otras cuatro en la de Badajoz
(Badajoz, Mérida, Don Benito-Villanueva de La Serena y Llerena-Zafra). Los aislados
incluidos en el analisis se obtuvieron a partir del cultivo bacterioldgico de muestras
clinicas de pacientes con TB diagnosticados en todos los hospitales de la provincia de
Céceres: Complejo Hospitalario de Céceres (Hospital San Pedro de Alcantara y
Hospital Virgen de la Montafia), Hospital Virgen del Puerto (Plasencia), Hospital
Ciudad de Coria (Coria) y Hospital Campo Arafiuelo (Navalmoral de la Mata); asi como
en los hospitales del Area de Salud de Don Benito-Villanueva de La Serena (Hospital

Don Benito-Villanueva y Hospital Siberia-Serena Este).

Cultivo de las muestras, identificacién de M. tuberculosis y determinacion
de la sensibilidad antibiotica

Las diferentes muestras clinicas (esputo, otras secreciones respiratorias
obtenidas por técnicas broncoscopicas, liquido pleural, jugo gastrico, muestras de
aspirado ganglionar, etc.) se procesaron de acuerdo con los métodos de referencia

(Alcaide Fernandez de la Vega,F. et al., 2005), y se cultivaron empleando los sistemas
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automatizados para la deteccion de micobacterias en medios liquidos «MB/BacT»
(bioMérieux, Craponne, Francia) y, més recientemente, «<BD BACTEC MGIT' 960»
(Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, EE. UU.), conforme a las
instrucciones de los fabricantes. Estos sistemas se utilizaron también para el analisis de
sensibilidad a los farmacos de primera linea, ya que ambos métodos han sido validados
para determinar la sensibilidad antimicrobiana de M. tuberculosis (Garrigo et al., 2007).
Los antibidticos testados han sido isoniacida, etambutol, estreptomicina, rifampicina y
pirazinamida. Los aislados de M. tuberculosis se identificaron mediante el uso del kit
comercial «GenoType® MTBC» (VER 1.X), siguiendo las recomendaciones del
fabricante (Hain Lifescience GmbH, Nehren, Alemania). De igual forma, en algunos
casos, se utilizd el kit «GenoType® MTBDRplus» (VER 1.0), que permite la

identificacion del MTBC y su resistencia a la rifampicina e isoniacida.

Extraccion de ADN para el andlisis genotipico

Para la extraccion de ADN se procedi6 del siguiente modo: en primer lugar, se
recogié 1 ml del medio de cultivo liquido con crecimiento bacteriano y se centrifugo a
12000 revoluciones por minuto (r. p. m.) durante 15 minutos. Posteriormente, se
descartd el sobrenadante, se resuspendio el sedimento con 1 ml de agua destilada estéril
y se volvio a centrifugar en las mismas condiciones; este lavado se repitio una vez mas.
A continuacion, se resuspendi6 ese sedimento en 200 pl de agua ultrapura estéril. Esta
suspension se inactivd durante 10 minutos a 100 °C vy, después de 5 minutos a
temperatura ambiente, se introdujo durante otros 15 minutos en un bafio de ultrasonidos.
Por altimo, se centrifug6 a 12000 r. p. m. durante 5 minutos. EI ADN se conservo a una

temperatura minima de -20 °C hasta su utilizacion.

133



Determinacion de la estructura poblacional de Mycobacterium tuberculosis en Extremadura basada en el espoligotipado

Espoligotipado

El analisis genotipico de los aislados de M. tuberculosis de origen humano se
llevo a cabo en el Laboratorio de Micobacterias del Departamento de Sanidad Animal
de la Universidad de Extremadura. El espoligotipado se realizé siguiendo el protocolo
descrito por Kamerbeek et al. (1997). La region DR se amplificé mediante una PCR en
la que se utilizaron dos cebadores (Eurogentec, Seraing, Bélgica): DRa
(GGTTTTGGGTCTGACGAC, marcado con biotina en el extremo 57) y DRDb
(CCGAGAGGGGACGGAAAC). Las amplificaciones se realizaron en un
termociclador «<PCR Express» (Hybaid, Ashford, Inglaterra). EI producto amplificado
se hibridé en una membrana de nailon; en este experimento se han empleado dos tipos
de membranas: una comercial (Ocimum Biosolutions, Hyderabad, India) y otra
preparada en el laboratorio del Centro de Vigilancia Sanitaria Veterinaria (VISAVET,
Madrid, Espafia). EI ADN hibridado se detectd con el conjugado de estreptavidina-
peroxidasa (Roche Applied Science, Barcelona, Espafia) y el sistema ECL (GE
Healthcare, Barcelona, Espafia). Como control positivo se us6 ADN de la cepa de
referencia M. tuberculosis H37Rv (cedida amablemente por VISAVET) y como control
negativo la mezcla de la reaccién sin ADN de micobacterias.

La conversion del codigo binario de 43 caracteres (1 = presencia / 0 = ausencia
del espaciador) al codigo octal de 15 digitos se realizé con la ayuda de «spolTools»
(http://www.emi.unsw.edu.au/spolTools/), que es una aplicacion disefiada para
manipular y analizar datos de espoligotipos (Tang et al., 2008). Los resultados del
espoligotipado se registraron de forma manual en una hoja de Excel (Microsoft Office),
junto con otra informacion de interés como la fecha de aislamiento, el pais de origen de
los pacientes o la sensibilidad antimicrobiana; estos datos estaban disponibles en el

archivo del Laboratorio de Microbiologia del Complejo Hospitalario de Caceres.
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Definicion y clasificacién de los linajes y familias

La identificacion de los perfiles de espoligotipo y su asignacion dentro de las
principales familias de M. tuberculosis se efectu6 de acuerdo con la informacion
disponible en la base de datos internacional SITVITWEB (Demay et al., 2012). Para
distinguir a los diferentes espoligotipos que, de forma general en esta base de datos, se
designan con el nombre: «<ORPHAN» (perfiles que se han encontrado en un solo aislado
clinico de todos los recogidos en SITVITWEB), se les identifico con esa denominacién
en inglés seguida de un nimero de dos cifras. Por otro lado, los perfiles que no estaban
incluidos en la base de datos consultada, se nombraron con la sigla «<NSIT» (no shared
international type) seguida también de un numero de dos cifras. A los aislados con
perfiles ORPHAN y NSIT se les repitid el analisis para confirmar los resultados.
Debido a que en SITVITWEB algunos espoligotipos no tienen asignada una familia,
decidimos utilizar «<SPOTCLUST» (Vitol et al., 2006), que esta disponible en linea
(http://tbinsight.cs.rpi.edu/run_spotclust.html), para clasificar tanto a estos espoligotipos
como a los perfiles no registrados. Del mismo modo, se utilizé la aplicacion «TB-
Lineage» (http://thinsight.cs.rpi.edu/run_tb_lineage.html) para determinar el principal
linaje genético de los aislados de M. tuberculosis a partir de sus espoligotipos (Shabbeer

etal., 2012a).

Andlisis filogenético

La comparaciéon filogenética entre los genotipos se llevd a cabo usando el
software InfoQuest” FP (Bio-Rad, EE. UU.), con el que se elabord un arbol de minima
expansion (minimal spanning tree, MST) y un dendrograma, basado en el indice de
similitud de Dice y utilizando como algoritmo de agrupacion el UPGMA (unweighted
pair group method with arithmetic average). Tambiém se utilizd spolTools para

elaborar un «érbol de espoligotipos».
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RESULTADOS

Caracteristicas de la poblacion de estudio

Se analizaron los datos correspondientes a 436 aislados clinicos de M.
tuberculosis coleccionados a lo largo de 14 afios (fig. 16). El afio 2000 (n = 43) fue del
gue mas aislados se obtuvieron y 2006 (n = 22) del que menos (descartamos al 2012 por
no ser un afio de muestreo completo). El 6.42 % (n = 28) de esos aislados procedian de
pacientes no nacidos en Espafia; los paises de origen fueron: Marruecos (n = 12),
Rumania (n = 7), Brasil (n = 2), China (n = 2), Pert (n = 2), Argelia (n = 1), Honduras
(n = 1) y Portugal (n = 1). En cuanto a las pruebas de sensibilidad antibiotica, 21
aislados mostraron resistencia frente a la isoniacida, cuatro fueron resistentes a la
estreptomicina y uno al etambutol. Ademas, hubo dos casos de TB-MR: una cepa fue
resistente a la estreptomicina, rifampicina e isoniacida, mientras que otra cepa mostrd

resistencia frente a la estreptomicina, rifampicina y etambutol.
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Figura 16: Distribucién de los aislados clinicos del estudio por afio de aislamiento.
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Andlisis de los datos del espoligotipado

Se han identificado 108 genotipos diferentes (tabla 5). Al comparar los
espoligotipos de nuestras cepas con los de la base de datos del Institut Pasteur de la
Guadaloupe, se observo que 19 perfiles de espoligotipo (n = 28) no estaban registrados
en SITVITWEB («NSIT»). Ademas, habia cinco espoligotipos (n = 9) que aparecian
bajo la denominacion «<ORPHAN». Los 399 aislados restantes se clasificaron en 84 SIT.
Por lo tanto, el 93.58 % (n = 408) de nuestros aislados presentaban espoligotipos
incluidos en esta base de datos. Por otra parte, de los 436 aislados, 374 (85.78 %) se
agruparon formando 46 grupos, que estaban integrados como minimo por dos aislados
con un mismo perfil de espoligotipo; en cambio, 62 (14.22 %) genotipos tan solo se
identificaron en un aislado, y se consideraron cepas Unicas (fig. 18). De los 46 grupos,
cuatro tenian un espoligotipo que no estaba registrado en SITVITWEB: NSIT05 (n =
4), NSITO7 (n = 2), NSIT13 (n =4) y NSIT19 (n = 3); por lo tanto, es posible que estos
genotipos puedan ser especificos del &ambito de estudio.

El 79.82 % (n = 348) de los aislados se clasificaron como integrantes de alguna
de las cinco grandes familias que se corresponden con el linaje Euro-americano: 127
aislados (29.13 %) pertenecian a la familia LAM, 106 (24.31 %) a la familia T, 103
(23.62 %) a la familia H, seis a la familia X (1.38 %) y otros seis a la familia S (1.38%).
Las subfamilias H3, LAM9 y T1 fueron las mas prevalentes (tabla 6). A su vez, cuatro
aislados se clasificaron como miembros de la familia H37Rv (0.92 %) y otros tres
pertenecian a la familia Beijing (0.69 %). La familia de los 81 (18.58 %) aislados
restantes era desconocida (unknown, U) segun SITVITWEB, por lo que se utilizd
SPOTCLUST para su determinacion (tabla 5). De acuerdo con TB-Lineage, los Gnicos
espoligotipos que no pertenecian al linaje Euro-americano fueron: SIT1 y NSIT09

(linaje Asia oriental) por un lado, y por otro, SIT160 y NSIT14 (linaje Océano indico).
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N° de
Nombre Perfil de espoligotipo Cadigo octal Familia* Linaje** aislados
(%)
SIT42 LLLLLULE LD LD I LT D DL DL L L] T777777607760771 LAM9 EA 48 (11.01)
SIT50 NN RN RNEE RN N T WENEREE  777777777720771 H3 EA 47 (10.78)
SIT106 NN MEREREER T e 776177400000171 U (LAM7) EA 29 (6.65)
SIT53 NN EEEE RN RNENNNNNNERRRRREN T WENEEEE  777777777760771 T1 EA 23 (5.28)
SIT33 T I 776177607760771 LAM3 EA 22 (5.05)
SIT47 LLLLLLLELLLEDDLELTLLLL DL L Se— - L T77777774020771 Hi EA 14 (3.21)
SIT58 RN NN NENENRRER T RENEEEE  777777557760771 T5-Madrid2 EA 14 (3.21)
SIT35 RN NERNENNRERERRER NI RMNEREE  777737777420771 H3 EA 13 (2.98)
SIT2652 T T MENERC T RMNEREE  777777604760771 LAM9 EA 13 (2.98)
SIT37 LLLLLLLELLLE LD LD L L LD L LI L] T77737777760771 T3 EA 12 (2.75)
SIT105 ST TR IO 776160000000071 U (LAM7) EA 9 (2.06)
SIT154 NN NN EENNEENNNNENNNNENNRNENNRN | TWEEEEEE  757777777760771 T1 EA 8 (1.83)
SIT20 R MENEEE [ MEEEEEE  677777607760771 LAM1 EA 6 (1.61)
SIT373 R NRRRRNRN | WeEEEEE 7 77777767760771 T1 EA 6 (1.38)
SIT167 RN T ReeEREE 7777777766077 T1 EA 6 (1.38)
SIT418 NN N EEEE NN RNENERNEERRRREN N T RENEEEE  (17777777720771 H3 EA 6 (1.38)
SIT137 NN REEENNRRREENEN WA CTW  777776777760601 X2 EA 6 (1.38)
SIT209 T T MR CMEEERR L wemamEn  776017607760771 LAM12-Madrid1 EA 5(1.15)
SIT764 RN NN ReeEEEE 7 77757777720771 H3 EA 5(1.15)
SIT2 [EEEEEREEEREEEREEEEEEREEE muERmE EmEE )} 000000004020771 H2 EA 5 (1.15)
SIT73 NN RN NN WERCREN  777737777760731 T3/T2 EA 4(0.92)
SIT451 NN NN EEEERNEN [ NENENENNNEN T REMEEEN  777777477760771 H37Rv EA 4(0.92)
SIT17 R ERRRR T eeeenn  677737607760771 LAM2 EA 4(0.92)
NSIT05 NN RNEENRERERRERN WA TR 777777777660400 U (T2) EA 4(0.92)
SIT93 | MRRRR T wemmnn  777737607760771 LAM5 EA 4(0.92)
SIT160 R WMNRRRN ([ TCIIICCCIW 777777477400001 U (EAIL) ol 4(0.92)
SIT1069 RN EEENENENE RN WEREREE  771777777760771 T1 EA 4(0.92)
NSIT13 W WM T WmmmmEE  777777556360771 U (T1) EA 4(0.92)
SIT1 OO OO OO e 000000000003771 Beijing AO 3(0.69)
SIT52 RN RN T ReNwEE 7 77777777760731 T2 EA 3 (0.69)
OrpHAND2 [ ERRRRC IO Cmeem  776137400000171 U (LAM7) EA 3(0.69)
SIT2331 R [T MMM WO WmEM  777777605760471 LAM9 EA 3(0.69)
SIT770 N R ERRRR T eeemnn  777677607760771 LAM9 EA 3 (0.69)
SIT1176 N ERRRE T eeeenn 7 77757607760771 LAM9 EA 3 (0.69)
SIT? NN EEN NN NN RNENNNNNNERNNNREN T REMEEEE  377777777760771 T1 EA 3(0.69)
NSIT19 W MMM WEMMEEN  777776337720771 U (H3) EA 3 (0.69)
SIT2655 TR mmmmmmm  775777760060771 T1 EA 2 (0.46)
SIT71 NN NN ENEE NN eeaEeEE  776337777760771 S EA 2 (0.46)
SIT180 NN T RREERRE  G77777777720771 H3 EA 2 (0.46)
NSITO7 | MMM WmmmEEE  737777761760771 U (T1) EA 2 (0.46)
SIT51 NN NN RRRRRNR WERCTC  777777777760700 T1 EA 2 (0.46)
SIT1227 R MMMERMNR [ WEmMEEE  777737557760771 T5-Madrid2 EA 2 (0.46)
SIT130 R ERRe e e 776177607760731 LAM3 EA 2 (0.46)
SIT2302 T e e 776117607760771 LAM3 EA 2 (0.46)
OrpHANO3 R W WMRCWEE  777777777520731 H3 EA 2 (0.46)
OrpHANOS N NN SRR weeeEn  417176777760731 T2/ X1 EA 2 (0.46)
NSITO1 T NN e ww  770037777760751 U (S) EA 1(0.23)
NSIT02 N NENNENNNENSEEENSNENSENEEENEN | EEEEEEE 337777777760771 U (T1) EA 1(0.23)
OrpHANO1 (I NN e wnn  (077777777760731 T2 EA 1(0.23)
SIT397 R T mememEn  777777600000771 U (LAMS) EA 1(0.23)

Tabla 5: Espoligotipos encontrados en los 436 aislados de M. tuberculosis analizados.

Continla en la siguiente pagina
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N° de
Nombre Perfil de espoligotipo Cadigo octal Familia* Linaje**  aislados
(%)

NSITO3 T e e e G36177607760771 U (LAM3) EA 1(0.23)
SIT8O0 MmN T MMMMRNN LW MMMRCMEN L MMMMEEE  741774047560771 T1 EA 1(0.23)
SIT124  EEEENENNNNENNENEEEEENENEEEEEEA I MNNNEEE  777777777700771 U (H3) EA 1(0.23)
NSITO6 e T e T EEEEEa T wemsmEE  776177007760771 U (LAM3) EA 1(0.23)
SIT2511 e o [T T 1T (T[T 1] 777736770000000 U (Family34) EA 1(0.23)
SIT784 NEEEEEEE  ENNEEEENENENNENEENEEEE O NEE AEE 776377777760731 S EA 1(0.23)
SIT268  EEEENENEENENEEEEEES EESEEEEEECW O WEEEEEE  777777677720771 H3 EA 1(0.23)
SIT751  Crwsssssssssssssssssssssssssssswssssss  (77777777760771 T1 EA 1(0.23)
SIT3 O T T e wmmmmmn  000000007720771 H3 EA 1(0.23)
SIT746 EEEEEENEEEENENEENNENEENENEEN NN EEEEEEE TT7777777520771 H3 EA 1(0.23)
SIT1278 OO weEssss WEEEEEEEEsssssssssss T wssmsms  (37677777760771 T1 EA 1(0.23)
SIT505  EENEEEEEEEEN EEESSEENNEEENNNNEEE [ CWEEIT  777737777760700 T3 EA 1(0.23)
NSITOS  mmmmmmmN | WEEEEmEES [ W I TTM I WEEEEEE  776177604020771 U (LAMS) EA 1(0.23)
SIT68 — eeEwEES e e 775777757760771 T5 EA 1(0.23)
NSITO9  COCCOOOII IO e 000000000000331 U (Beijing) AO 1(0.23)
SIT578  WEC EEEEEEENEEEEEEEN | WENNNEEN [ NEEEEEE  637777607760771 LAM1 EA 1(0.23)
SIT254  eESEEEEEEEEEE 1 ITTTT ENNEEEN T NEEEEEE  777760007760771 T5-RUS1 EA 1(0.23)
SIT789  WECEEEEN  ENNNENNNENNNEEENNNNEEE [ NEEEEEE  G76377777760771 S EA 1(0.23)
SITA50  sEEEEEEEESEEEEEES SEEEERCCCCCCCCCOCCCCCOCD  777776770000000 U (Family34) EA 1(0.23)
SIT866 SN EEEEE—— T eeeEsEa T wmEmEEE  577777607760771 LAM9 EA 1(0.23)
SIT60 — EEEEEEEEEEEEEEEEEEEN [ WEEEENEE L CRENCWEE  777777607760731 LAM4 EA 1(0.23)
SIT276  EENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE TN NEEEEEE  777777770060771 T1 EA 1(0.23)
NSITL0 o mm wmmw e wmmmmmn  777753607760771 U (LAM9) EA 1(0.23)
SIT1541  Cmmmmmme T wemmmm—— e e 376377607760771 LAM9 EA 1(0.23)
SIT125 EEEEEEEEEEEEEREEREREEREE L EaEn R L] 000000007760731 T2/LAMS EA 1(0.23)
SIT34  EEEEEEEN  ENEEEEEEENNNEEEEEENNNE | NENEEEE  776377777760771 S EA 1(0.23)
NSIT11 e T e Cwemmmmn  700000000760771 U (Family36) EA 1(0.23)
SIT1539  WENNNR EENEEEEEEEEEENEENEENENCWCWNNNEEE  773777777720771 H3 EA 1(0.23)
SIT4 OO OO O wmmmmmn  000000007760771 U (Family36) EA 1(0.23)
SIT520  EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEN T WCREEEE  777777777760571 T1 EA 1(0.23)
SIT1830 WM WEEEEEN W [ WENNEENE [ WEEEEEE  776177207760771 LAM3 EA 1(0.23)
SIT2409  WEEEEEEEENEE EEENNNNEE NNENEEEEE ([ WEEEEEE  777737757760771 T3 EA 1(0.23)
NSITL2 W s www T wmn  477777607560731 U (LAM9) EA 1(0.23)
SIT162 — eSS e CReCwees  777777607760671 LAM9 EA 1(0.23)
NSIT14 — WERCIIIT MESNSNEESSSSS_REES T NONS_SEEEEE  7(00777747413371 U (EAI5) ol 1(0.23)
SIT828  CHNEEEEEEEMMEEEEEEN || WENNNEEE NN EEE  377777607760731 LAM4 EA 1(0.23)
SIT78  EENEEEEEEEENEEEEEEENNNEEEEEEENNE [ CNENWE  777777777760711 T1 EA 1(0.23)
NSITL5 T s 777777557000771 U (H3) EA 1(0.23)
NSITL6 [ wmmmmm  777777742160771 U (LAM10) EA 1(0.23)
SIT36 ~ EENEEEEEEEEN EEEEEEENNEEEEEEEN W NENEEEE  777737777720771 H3 EA 1(0.23)
OrpHANDA — EEEN EENEENNNEEEENNNNEEEEEEEN NN NEENEEE  757777777660771 T1 EA 1(0.23)
SIT602  EENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE [ [TTTTTTTCNEEEEEE  777777770000771 U (H1) EA 1(0.23)
SIT388  weE NN | wesEmEms T CwmmmEmE  737777607760771 LAM9 EA 1(0.23)
SIT46  EEEEEEEEEESSSSESESEEEEES CCCCCCCCCCCCCOOCD  777777770000000 U (Family34) EA 1(0.23)
SIT283 ~ WENEEEEEEENNEEEEENNN W TN T NEEEEEE  777777704020771 H1 EA 1(0.23)
SIT790  eENEEEN  ENNEEEEEEENEEEEEENEEE [T NENEEEE  776377777740771 S EA 1(0.23)
SIT509 — seEsEEsEESEEE——————T e eEeEa T wmEmEEE  777777605760771 LAM9 EA 1(0.23)
SIT64 MM T s 777777607560771 LAMS6 EA 1(0.23)
SIT29  EEERECIIIIIIIIIC RO Cmemmn  760001400000171 U (LAM7) EA 1(0.23)
SIT1229  WEEEEEEEEEEEE | EENNEEEENENEEE N [ WEEEEEN 777743777720771 H3 EA 1(0.23)

Tabla 5: Espoligotipos encontrados en los 436 aislados de M. tuberculosis analizados (continuacion).

Continla en la siguiente pagina
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N° de
Nombre Perfil de espoligotipo Cadigo octal Familia*  Linaje** aislados
(%)
NSIT17 L E L ER L REREER LR L e 676340337760771 u(s) EA 1(0.23)
SIT1354 O 1 | I 576177607760771 LAM3 EA 1(0.23)
NSIT18 [EE SNENEEEEEES NN NENSENEEEEE O EEEEEEE 337773777760771 U (T1) EA 1(0.23)
SIT603 LLLULELLLLULLLEELLLLLELE LI L LR e LU L) T77777777320731 H3 EA 1(0.23)
NSIT04 L EEEEEEEEEEEEEEEREREEE L REEE L 740000003760771 U (T3) EA 1(0.23)
SIT230 NEEEENNEEENNEENEEEEE O EEEEEEE O EEEEEEE 777777603760771 T1 EA 1(0.23)
SIT99 EEEE NENEEENENSENNEENNENEEEEEN N EEEEEEE T57777777720771 H3 EA 1(0.23)
SIT191 [ NN NSNS ENNNENNENENNEEEEE | EEEEEEE 177777777760771 T1 EA 1(0.23)

Tabla 5: Espoligotipos encontrados en los 436 aislados de M. tuberculosis analizados (continuacion).

*U: familia indefinida en SITVITWEB, entre paréntesis se indica la familia segin SPOTCLUST.

** EA: Euro-americano; Ol: Océano indico; AO: Asia Oriental.

Tanto en la figura 17 como en la figura S1 (disponible en el material

suplementario aportado en formato digital) se muestran las relaciones filogenéticas entre

los espoligotipos de M. tuberculosis identificados en Extremadura.
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Figura 17: MST que muestra las relaciones filogenéticas entre los espoligotipos de M. tuberculosis identificados en
Extremadura. El MST es una red no dirigida en el que todos los aislados estan unidos entre si con el menor ndmero de
vinculos posible entre los genotipos més relacionados. En él se resumen los vinculos filogenéticos entre dos genotipos
diferentes por los cambios genéticos presentes en cada uno. La longitud de las ramas representa la distancia entre los
perfiles, mientras que la forma de las lineas indica el nimero de espaciadores diferentes entre dos perfiles: lineas continuas,
uno o dos cambios (las mas gruesa representan un solo cambio, mientras que las mas delgadas indican dos cambios); las
lineas negras discontinuas representan tres cambios y las grises discontinuas cuatro o mas cambios. El color de los circulos
indica la familia (segun la clasificacion basada en el espoligotipado) a la que pertenece cada genotipo. Los circulos en
blanco se corresponden con los genotipos cuya familia es desconocida (U) segun la base de datos SITVITWEB. El

coeficiente utilizado fue categorico.
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Espoligotipado
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sms H
s U (Family36)
siTi2s T2/ 1AM
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siTi2e U )
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SIT784 (5) H
SIT160 2) W
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NSITOS (4) ()
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NSIT12 U (LAM9)
SIT33 (22) LAM3
SIT130(2) LAM3
SIT1354 LAM3
NSITOS. U (LAM3)
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Figura 18: Dendrograma (simplificado) elaborado a partir de los espoligotipos encontrados en los 436 aislados
de M. tuberculosis de Extremadura. La escala de la izquierda representa la distancia genética entre las cepas (100 =
perfiles idénticos). A la derecha se indica el nombre del espoligotipo (entre paréntesis el nimero de aislados que
presentan perfiles compartidos) y el nombre de la familia (U: familia indefinida en SITVITWEB, entre paréntesis se
indica la familia segin SPOTCLUST).
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Familia Subfamilia* N° de aislados Porcentaje
LAM1 8 1.83
LAM2 4 0.92
LAM3 28 6.42
LAM LAMA4 2 0.46
LAMS 4 0.92
LAM6 1 0.23
LAM9 75 17.20
LAM12-Madridl 5 1.15
Tl 63 14.45
T2 7 161
T T3 18 4.13
T5 1 0.23
T5-Madrid2 16 3.67
T5-RUS1 1 0.23
H1 15 3.44
H H2 5 1.15
H3 83 19.04
X X2 6 1.38
S 6 1.38
H37Rv 4 0.92
Beijing 3 0.69

Tabla 6: Familias de M. tuberculosis en la poblacion de cepas extremefias basada en la informacion de
SITVITWEB. *En los casos que existia controversia (dos posibles subfamilias) se eligio la primera opcion.

Los 11 espoligotipos predominantes en este estudio representaron el 55.96 %
(n= 244) de los aislados analizados. Los méas destacados fueron: SIT42 (n = 48 /
11.01 %), SIT50 (n =47/ 10.78 %), SIT106 (n =29/ 6.65 %), SIT53 (n = 23/ 5.28 %),
SIT33 (n = 22 / 5.05%) y SIT47 (n = 14 / 3.21%). La mayor parte de estos
espoligotipos eran también los mas comunes en Espafia (SIT53 [7.65 %], SIT50
[6.71 %], SIT42 [5.91 %], SIT33 [3.36 %] y SIT47 [3.22 %]) y Europa del Sur (SIT53
[10.59 %], SIT42 [7.74 %], SIT50 [6.11 %] y SIT47 [3.9 %]). Una relacion de los
perfiles compartidos por mas de un 2% de los aislados de nuestro estudio y su
distribucion geografica segun la base de datos SITVITWEB mostro que, exceptuando al
SIT2652 (identificado unicamente en un aislamiento en Portugal y otro en Paraguay), la
mayoria eran espoligotipos bastante comunes en todo el mundo, y se suelen encontrar

con frecuencia en paises de Europa y América (tabla 7).
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N° de aislados N° de N° de aislados  Distribucion geogréfica en Distribucién
SIT (%) en este aislados (%) en todo el regiones con >5 % de un geogréfica en paises
estudio en Espafa mundo determinado SIT * con >5 % de un
determinado SIT **
42 48 (11.01) 50 (6.71) 2188 AMER-N:26.8; EURO-W:19.6; USA:26.78; AUT:9.41;
AMER-S:11.1; EURO-S:9.2; ITA:6.03; CZE:5.67;
EURO-E:7.8 BRA:5.48
50 47 (10.78) 44 (5.91) 1952 AMER-S:23.3; AMER-N:20; USA:19.98; BRA:11.99;
EURO-S:13.1; EURO-W:9.4 ITA:8.5
106 29 (6.65) 11 (1.48) 60 AMER-N:38.3; AMER-S:26.7; USA:38.33; ESP:18.33;
EURO-S:18.3; EURO-W:8.3 BRA:15; ARG:8.33;
DZA:5; FXX:5
53 23 (5.28) 57 (7.65) 3812 AMER-N:21.7; EURO-W:16.1;  USA:21.3; ZAF:6.14;
AMER-S:9.8; EURO-S:9.2; ITA:5.9; AUT:5.64;
ASIA-W:8.3; AFRI-S:6.3; BRA:5.12
33 22 (5.05) 25 (3.36) 774 AFRI-S:38.4; AMER-N:20.3; ZAF:38.37; USA:20.28;
AMER-S:19.3; EURO-S:8.9; BRA:9.95; ARG:7.36
EURO-W:7.1
47 14 (3.21) 24 (3.22) 1029 EURO-W:24; AMER-N:23.1; USA:22.64; AUT:12.24;
EURO-S:12.5; AMER-S:8.3; ITA:8.16; BRA:5.93;
EURO-E:9 CZE:5.73
58 14 (3.21) 15 (2.01) 119 AMER-N:39.5; AMER-S:24.4; USA:39.5; BRA:12.61;
EURO-S:16; EURO-W:10.1 ESP:12.61; ARG:6.72
35 13 (2.98) 1(0.13) 92 EURO-W:20.7; ASIA-N:19.6; RUS:19.57; AUT:14.13;
ASIA-W:18.5; EURO-E:10.9; USA:8.7; CZE:8.7,
EURO-N:9.8; AMER-N:8.7 TUR:6.52; SAU:5.43
2652 13 (2.98) 0 2 AMER-N:50; EURO-S:50 PRY:50; PRT:50
37 12 (2.75) 0 243 EURO-W:18.9; AMER-N:17.3;  USA:15.23; SAU:9.98;
ASIA-W:13.6; EURO-N:12.8; DNK:7; NLD:5.76
EURO-E:7; ASIA-S:6.2
105 9 (2.06) 5 (0.67) 33 AMER-N:51.5; EURO-S:18.2; USA:51.52; BRA:15.15;

AMER-S:15.2; EURO-W:12.1

ESP:15.15; FXX:6.06

Tabla 7: Relacion de los espoligotipos predominantes (perfiles compartidos por mas de un 2 % de los aislados)
en este estudio, comparandolos con los aislados de Espafia que presentan ese mismo nimero SIT y su
distribucion geografica en todo el mundo segun la informacion disponible en la base de datos SITVITWEB.

* Solo se muestra la distribucion mundial de las regiones con una proporcion de un SIT determinado igual o superior al
5 % en comparacion con el nimero total de asilados con ese SIT en la base de datos SITVITWEB. La definicion de las
regiones geograficas coincide (excepto Rusia, que se considera una subregion por si misma denominada: «Asia del
Norte»; en lugar de incluirse en Europa del Este) con la realizada por las Naciones Unidas
(http://unstats.un.org/unsd/methods/m49/m49regin.htm); donde los continentes: AFRI (Africa), AMER (América),
ASIA (Asia) y EURO (Europa), se subdividen en: N (del Norte), S (del Sur), E (del Este) y W (del Oeste).

** Solo se muestra la distribucion de aquellos paises con una proporcién de un SIT determinado igual o superior al 5 %
en comparacion con el nimero total de asilados con ese SIT en la base de datos SITVITWEB. Los nombres de los
paises estan definidos por un cddigo de tres letras (ISO 3166-1 alpha-3) disponible en ftp:/ftp.ripe.net/is03166-
countrycodes.txt o en http://unstats.un.org/unsd/methods/m49/m49alpha.htm.

143


http://unstats.un.org/unsd/methods/m49/m49regin.htm
ftp://ftp.ripe.net/iso3166-countrycodes.txt
ftp://ftp.ripe.net/iso3166-countrycodes.txt
http://unstats.un.org/unsd/methods/m49/m49alpha.htm

Determinacion de la estructura poblacional de Mycobacterium tuberculosis en Extremadura basada en el espoligotipado

De los 108 espoligotipos caracterizados, 71 no se habian encontrado antes en
Espafia, 0 cuando menos no estaban registrados en SITVITWEB, aunque la mayoria de
ellos se han identificado en paises de Europa y América que tienen vinculos historicos
con Espafa; sirvan como ejemplo: SIT373 (Republica Checa, Austria e Italia), SIT2655
(Austria y Paraguay) o SIT51 (Austria, Italia y México). En el caso concreto de los
perfiles que se han identificado en un solo aislado clinico en nuestro estudio, de los 62
espoligotipos observados, solamente en 11 de ellos (SIT1539, SIT1541, SIT29, SIT268,
SIT746, SIT1278, SIT68, SIT60, SIT254, SIT34, SIT78) aparecia Espafia como pais de
aislamiento; si bien, los dos Unicos registros con el SIT1541 eran de aislamientos
realizados en nuestro pais, y también eran espafioles siete de los ocho aislados
registrados con el SIT1539. De los 51 espoligotipos Unicos restantes que encontramos,
no habia registros espafioles; pudiéndose destacar a varios de ellos por haberse
identificado en pacientes extranjeros: SIT751, se identificd en un paciente de Marruecos
(pais donde se ha identificado uno de los 13 aislados registrados con ese SIT); SIT890,
en un paciente de Honduras (EE. UU. era el pais de aislamiento de los nueve aislados
registrados); SIT602 y SIT1229, en pacientes rumanos (de Rumania solo hay datos
referentes a 88 aislamientos en la base de datos y estos SIT no se encontraban entre
ellos); NSIT14, en un paciente brasilefio; y NSIT16, en un paciente de Marruecos.
También era originario de este pais africano el paciente con TB recurrente al que
pertenecian los tres aislados con SIT2331; de este espoligotipo solo existian tres
aislados en SITVITWEB y en dos de ellos el pais de origen de los pacientes también era
Marruecos.

En cuanto a la familia Beijing, los tres aislados con SIT1 pertenecian a pacientes
de China (n = 2) y Per( (n = 1). China fue el pais de aislamiento de 24 de los 5800

aislados registrados con el SIT1, y era el pais de origen de 127 pacientes en los que se
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identifico este espoligotipo en investigaciones realizadas en otros paises; en Perd, por su
parte, se han identificado cuatro aislados con el SIT1 y fue el pais de origen de 10

pacientes, dos de los cuales estaban en Espafia cuando se realizé el aislamiento.

DISCUSION

Nuestro estudio es el primer intento que se hace en Extremadura por conocer la
estructura genética de la poblacién de cepas de M. tuberculosis. Entre el afio 2004 y
2012 se declararon en Extremadura 1119 casos de TB (Subdireccion de Epidemiologia
del Servicio Extremefio de Salud, 2013); por lo tanto, nuestra muestra representa una
parte relevante (aproximadamente el 25 %) del total de casos de TB en nuestra region.
Los resultados del presente estudio revelan que los genotipos predominantes fueron:
SIT42, SIT50, SIT106 y SIT53. Estos resultados concuerdan con los de una
investigacion previa llevada a cabo en nuestro pais (Garcia de Viedma et al., 2005b); los
autores de ese estudio determinaron que, salvo el SIT106, estos también eran los
genotipos mas prevalentes en Madrid. A su vez, como en ese otro trabajo, hemos
observado que, en conjunto, la familia LAM (Sola et al., 2001a), con todas sus variantes
(SIT42/LAMY, SIT33/LAMS3, SIT2652/LAM9, SIT20/LAM1, SIT209/LAM12-Madl,
SIT17/LAM2, SIT93/LAMS5, SIT2331/LAMY, SIT770/LAM9, SIT1176/LAMY,
SIT130/LAM3, SIT2302/LAM3, SIT578/LAM1, SIT866/LAM9, SIT60/LAM4,
SIT1541/LAMY, SIT1830/LAM3, SIT162/LAMY, SIT828/LAM4, SIT388/LAMY,
SIT509/LAM9, SIT64/LAM6 y SIT1354/LAM3), también fue la méas abundante en
Extremadura. Asimismo, nuestros resultados coinciden con los de un estudio realizado
en Portugal (David et al., 2007), donde la familia predominante fue la LAM, seguida de
la T y la H; si bien, la proporcion de aislados de la familia LAM en el pais vecino

(51 %) fue superior a la que nosotros encontramos (29.13 %). Por otro lado, al comparar
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nuestros resultados con los datos recogidos en SITVITWEB de aislados europeos, se
observa que la estructura de la poblacion determinada en nuestro estudio es
caracteristica de un pais del sur de Europa, y comparte los genotipos méas prevalentes
también en paises como Austria y Republica Checa, cuya historia esta estrechamente
relacionada con el antiguo Imperio espafiol (Garcia de Viedma et al., 2005b). Esta
estructura poblacional de M. tuberculosis también se observa en paises de Iberoamérica
y del norte de Africa, algo l6gico si tenemos en cuenta la proximidad con el continente
africano y los vinculos histéricos con ambas zonas geograficas.

La diversidad genética de M. tuberculosis parece estar estructurada
geograficamente (Gagneux et al., 2006; Hershberg et al., 2008), ya que algunas cepas
infectan preferentemente a ciertas poblaciones humanas, y las asociaciones entre los
agentes patogenos y sus hospedadores parecen ser estables (Hirsh et al., 2004). El linaje
Euro-americano, por ejemplo, ha sido identificado en varias regiones de todo el mundo,
aunque es predominante en Europa y América (Gagneux y Small, 2007). Este es el
linaje méas heterogéneo del MTBC y esta integrado por 10 sublinajes distintos, cada uno
de los cuales esta definido por una delecion (RD) especifica (Gagneux et al., 2006).
Segun la clasificacion basada en el espoligotipado, el linaje Euro-americano se
corresponde con cinco grandes familias (LAM, H, T, Sy X), que se suelen caracterizar
por la ausencia de los espaciadores 33-36 (Streicher et al., 2007). Esta correspondencia
se confirmd recientemente en un estudio sobre concordancia entre el analisis del LSP y
el espoligotipado (Kato-Maeda et al., 2011). Teniendo en cuenta lo anterior, y
basandonos en los resultados obtenidos con la aplicacion TB-Lineage (Shabbeer et al.,
2012a), parece totalmente razonable que, en una region como la nuestra, el 97.94 % de

los aislados se hayan clasificado como pertenecientes al linaje Euro-americano.
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Por otra parte, de igual forma que se ha hecho con anterioridad en nuestro pais
(Garcia de Viedma et al., 2005b), planteamos la posibilidad de que exista una relacion
filogeografica entre algunos genotipos encontrados en este estudio y Espafia. No
obstante, las limitaciones de nuestro trabajo y de la técnica empleada, especialmente
para establecer relaciones evolutivas (Warren et al., 2002; Comas et al., 2009; Rindi et
al., 2012), nos hacen ser cautos a la hora de plantear estas asociaciones. Asi pues, el
SIT2652 es probablemente el genotipo mas representativo de dicha relacion, al haberse
identificado 13 aislados con ese espoligotipo, mientras que en SITVITWEB tan solo
hay registrados dos aislados, uno de Portugal y otro de Paraguay, paises geogréafica o
histéricamente relacionados con Espafia. Un escenario hipotético de la evolucion de este
genotipo sugiere que el SIT42, que pertenece a la subfamilia LAM9, podria ser el origen
del SIT2652, clasificado también como integrante de la subfamilia LAM9, por la
pérdida de los espaciadores 26 y 27. Esta hipotesis se basa en varios estudios con cepas
de M. tuberculosis en los que se determind que la evolucion del locus DR se produce
principalmente por la pérdida de uno o varios espaciadores contiguos (Groenen et al.,
1993; Fang et al., 1998; van Embden et al., 2000). Otro genotipo que parece estar
relacionado con nuestro &mbito geogréafico es el NSIT13 (777777556360771), que pudo
originarse a partir del SIT58 por la pérdida de los espaciadores 27 y 28. EI SIT58 es uno
de los genotipos mas prevalentes tanto en nuestro estudio como en Espafia, y pertenece
a la subfamilia T5-Madrid2, que es especifica de nuestro pais y de zonas relacionadas
con él (Garcia de Viedma et al., 2005b). Por ultimo, otro genotipo que puede estar
asociado también a nuestro territorio es el NSITO5 (777777777660400), ya que, igual
que el anterior, ha sido identificado en cuatro aislados, y no existen registros con este
perfil en SITVITWEB. La pérdida de los ultimos seis espaciadores en el SIT167 ha

podido ser el origen del NSITO5.
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Se podria argumentar que nuestro estudio solo analiza los aislados obtenidos en
una zona geografica muy limitada y que para asociar estos genotipos a Espafia se debe
demostrar que estan presentes también en otras regiones espafiolas. Sin embargo, el
hecho de que Espafia no aparezca como pais de aislamiento de un determinado
espoligotipo en SITVITWEB, no significa que esas cepas no existan en nuestro pais.
Asi por ejemplo, los genotipos SIT3 (000000007720771), SIT36 (777737777720771),
SIT37 (777737777760771), SIT46 (777777770000000), SIT450 (777776770000000) y
SIT578 (637777607760771), también se han encontrado en otra investigacion con
aislados clinicos de M. tuberculosis (resistentes a la estreptomicina) en Barcelona (Tud6
et al., 2010). Por consiguiente, los 12 aislados con SIT37 encontrados en Extremadura
no son los Unicos aislamientos en los que se ha identificado este espoligotipo en nuestro
pais. A su vez, los genotipos SIT3, SIT36, SIT46, SIT450 y SIT578, se pueden
considerar cepas Unicas en nuestro estudio, incluso en Extremadura, pero no serian las
Unicas cepas aisladas en Espafia con esos espoligotipos. Seguramente, cuando la base de
datos SITVIT2 esté disponible publicamente y se puedan comparar nuevamente
nuestros resultados con los datos actualizados, a algunos de los 19 espoligotipos
denominados NSIT en este trabajo ya se les habra asignado un nimero SIT. Asimismo
es probable que para entonces haya méas informacion sobre nuestro pais, puesto que
SITVIT2 contiene datos referentes a 111635 aislados clinicos del MTBC, casi el doble
gue SITVITWEB (Rastogi y Couvin, 2014). A esto también contribuira nuestro estudio,
puesto que, por ejemplo, cuando los resultados aqui presentados pasen a formar parte de
esa base de datos, los aislados con espoligotipos «ORPHAN», en especial:
«ORPHANO02»  (776137400000171), «ORPHANO3»  (777777777520731) vy

«ORPHANO5» (417176777760731), dejaran de ser «huérfanos».
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Extremadura es una region en la que el fendmeno de la inmigracion es
relativamente reciente; por tanto, aunque el nimero de inmigrantes no es elevado en
comparacion con otras comunidades autonomas, el presente trabajo también puede
contribuir a la comprension de su influencia en la diversidad genotipica de M.
tuberculosis en Espafia. En este sentido, el pais que més aislados foraneos ha aportado a
este estudio fue Marruecos, donde también predomina el linaje Euro-americano (Lahlou
et al., 2012). Entre estos aislados se identificaron siete genotipos diferentes: SIT7,
SIT42, SIT47, SIT751, SIT2652, SIT2331 y NSIT16 (777777742160771). El SIT42 es
también el genotipo mas prevalente en Marruecos (Lahlou et al., 2012; Chaoui et al.,
2014). Exceptuando a dos espoligotipos, SIT2652 y NSIT16, del resto también tenemos
conocimiento de su existencia en este pais (Demay et al., 2012; Chaoui et al., 2014). En
el caso del SIT2652, el Unico aislado de nuestro estudio con este genotipo identificado
en un paciente no nacido en Espafa, corresponde a una persona que llevaba mas de 20
afios viviendo en nuestro pais; por lo que es poco probable que el SIT2652 sea un
genotipo importado desde Marruecos. Por el contrario, el NSIT16, junto con el SIT751
y el SIT2331 (que si se han identificado en Marruecos), son cepas Unicas. Esto indica
gue seguramente esas personas Yya estuvieran infectadas, antes de llegar a Extremadura,
por cepas que no han sido transmitidas a la poblacién autéctona. Lo mismo ocurre con
el SIT34 (Portugal), SIT78, SIT602 y SIT1229 (Rumania), SIT890 (Honduras) y
NSIT14 (Brasil). La escasa relevancia en nuestro estudio, y por consiguiente en nuestra
region, de la familia Beijing, uno de los genotipos mas predominantes en la actualidad
en todo el mundo (Parwati et al., 2010), qued6 demostrada al identificarse tan solo tres
aislados con el SIT1 (todos resistentes a la estreptomicina); ademas, ninguno pertenecia
a pacientes esparioles, sino que se aislaron en inmigrantes que procedian de paises

donde es frecuente aislar cepas del genotipo Beijing como son China (Wan et al., 2011)
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y Peru (lwamoto et al., 2012). Esta situacion ya ha sido descrita previamente en nuestro
pais (Samper et al., 2005; Alonso et al., 2010), y nuestros resultados coindicen con los
de otros estudios que informaron de la introduccion del genotipo Beijing en Espafia a
través de pacientes suramericanos (Codina et al., 1999; Garcia de Viedma et al., 2006a).
Por ultimo, analizando nuestros resultados, consideramos que, en los Gltimos afios, el
unico genotipo que ha podido llegar por primera vez a la zona de estudio con un
paciente extranjero y ser transmitido a la poblacién autoctona es el SIT106, ya que la
fecha del primer aislamiento de este genotipo fue noviembre de 1998 y la muestra
pertenecia a un inmigrante cuyo pais de origen era Brasil. Sin embargo, solo con estos
datos es imposible confirmar que este sea realmente un genotipo importado, sobre todo
teniendo en cuenta que también se habia encontrado en otra zona de Esparia (Sola et al.,
2001b). Estos resultados parecen descartar que exista una importante transmision de TB
de esta poblacion inmigrante a la poblacién autdctona, o viceversa, y coinciden con lo
descrito por otros autores (Chin et al., 1998; Diel et al., 2002; Geng et al., 2002; Barniol
et al., 2009). No obstante, nuestros datos contrastan con los de otros trabajos espafioles
(Ifigo et al., 2007; Martinez-Lirola et al., 2008; Alonso-Rodriguez et al., 2009a; Borrell
et al., 2010; Gil et al., 2011), en los que se encontré una alta proporcién de casos en
extranjeros y se observO que existia una transmision bidireccional entre la poblacion
autoctona y la inmigrante; si bien, estos estudios se llevaron a cabo en zonas con mayor
poblacién extranjera, como Madrid, Barcelona, Castellon o Almeria (Fuente: Instituto
Nacional de Estadistica).

En conclusion, la influencia de la inmigracion en la diversidad genotipica de M.
tuberculosis en Extremadura parece ser escasa. Ademas, la incidencia de la familia
Beijing es muy baja y no hay evidencia de transmisién o mayor virulencia. Por tanto,

este trabajo confirma que en nuestra regién, por el momento, no es necesario adoptar

150



Diversidad genética de Mycobacterium tuberculosis en Extremadura, Espafia: un estudio retrospectivo (1998-2012)

medidas especificas para controlar la enfermedad en la poblacion inmigrante. Aun asi,
los resultados observados con el espoligotipado muestran una elevada diversidad
genética entre las cepas de M. tuberculosis que causan la TB humana en Extremadura,
con un claro predominio de las familias que se corresponden con el linaje Euro-
americano. No obstante, la poca informacion disponible en nuestro pais y las
limitaciones del método utilizado, nos impide aclarar ciertos aspectos aqui planteados;
en especial, la posibilidad de que exista una asociacion filogeografica entre algunos
genotipos identificados en este trabajo, como el SIT2652, NSITO5 o NSIT13, y nuestro

ambito geografico.
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11. Utilidad del MLVA para el genotipado de Mycobacterium
tuberculosis en Extremadura

RESUMEN

En este experimento hemos utilizado el MLV A para determinar el genotipo de
una coleccion de aislados de M. tuberculosis que previamente habia sido caracterizada
mediante el espoligotipado. El objetivo fue obtener mas conocimientos acerca de la
aplicabilidad de estrategias de genotipado con marcadores VNTR en un entorno de baja
incidencia de TB como es Extremadura. EI MLVA se llevo a cabo mediante la
amplificacion por PCR de un conjunto de 15 loci (424, 577, 580, 802, 960, 1644, 1955,
2163b, 2165, 2401, 2996, 3192, 3690, 4052 y 4156). Los productos amplificados se
separaron por electroforesis capilar. Se identificaron 190 perfiles MLVA diferentes en
los 403 aislados incluidos en el analisis; de los cuales, 60 fueron perfiles compartidos y
130 perfiles Unicos. En general, la diversidad alélica observada en nuestro estudio fue
bastante alta. Los loci 4052, 2163b y 802 fueron los mas discriminatorios, mientras que
los loci que mostraron una menor variabilidad fueron el 580 y el 3192. El poder de
discriminacion y la tasa de agrupamiento del conjunto de 15 loci VNTR
(HGDI =0.9886; 67.74 %) fueron similares a los valores mostrados por una
combinacion de 12 loci (HGDI = 0.9878; 68.49 %). Por ello, se propone el uso del
MLVA con un conjunto reducido de 12 loci VNTR como técnica de primera linea para

el genotipado de aislados clinicos de M. tuberculosis en Extremadura.

ABSTRACT
In this study, we have used a MLVA assay for genotyping a collection of M.
tuberculosis isolates previously characterized by spoligotyping. The objective was to

gain knowledge about the suitability of VNTR markers for typing purposes in an
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environment of low incidence of TB like Extremadura. The MLVA assay was
performed by PCR amplification of a set of 15 loci (424, 577, 580,802, 960, 1644,
1955, 2163b, 2165, 2401, 2996, 3192, 3690, 4052 and 4156). Amplified products were
separated by capillary electrophoresis. Among 403 analyzed isolates of M. tuberculosis,
190 MLVA distinct profiles were identified, being 130 of them unique. In general, the
allelic diversity observed was quite high. 4052, 2163b and 802 loci were the most
discriminant meanwhile 580 and 3192 loci showed less variability. The discriminatory
power and the clustering rate of all 15 VNTR loci (HGDI =0.9886; 52.85 %) were
similar compared to the results obtained with a selected set of 12 loci (HGDI = 0.9878;
53.84 %). Thus, the use of MLVA assay with a reduced set of 12 VNTR loci is
proposed as a suitable first-line genotyping technique for clinical isolates of M.

tuberculosis in Extremadura.

INTRODUCCION

El genotipado de aislados clinicos de M. tuberculosis ha permitido ampliar
nuestros conocimientos sobre la TB. Lamentablemente, en los hospitales espafioles no
estd muy generalizado el uso de técnicas de genotipado que permitan algo mas que la
simple determinacién de la especie implicada en el proceso. Entre esas técnicas,
posiblemente la mas utilizada en la actualidad en todo el mundo sea el MLVA, debido a
su sencillez, rapidez, fiabilidad y reproducibilidad (Lindstedt, 2005). Numerosos
estudios han demostrado que este método proporciona una buena discriminacion entre
las cepas del MTBC y también ayuda a establecer relaciones filogenéticas (Mazars et
al., 2001; Supply et al., 2001; Cowan et al., 2002; Sola et al., 2003; Oelemann et al.,
2007; Allix-Béguec et al., 2008a; Hill et al., 2012; Rindi et al., 2014). En nuestro caso,

hemos utilizado un conjunto de 15 loci VNTR propuesto por Supply et al. (2006) para
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determinar el genotipo de una coleccién de aislados de M. tuberculosis que previamente
habian sido caracterizados mediante el espoligotipado (Apartado 10). La eficacia de esta
combinacién de 15 loci VNTR se evalud en un trabajo realizado en Espafia (Alonso-
Rodriguez et al., 2008), demostrandose la utilidad de este sistema para el genotipado de
M. tuberculosis en nuestro entorno. A pesar de ello, es notoria la escasez de
publicaciones con trabajos espafioles en los que se haya empleado este método para
tipificar aislados clinicos de M. tuberculosis (Alonso-Rodriguez et al., 2009b; Alonso et
al., 2010), y algunos se centran exclusivamente en el estudio de cepas resistentes
(Lopez-Calleja et al., 2009; Gavin et al., 2012). EI objetivo del presente trabajo fue
obtener mas conocimientos acerca de la aplicabilidad de estrategias de genotipado con
marcadores VNTR en un entorno de baja prevalencia de TB como es Extremadura; y
con ello, aportar mas informacion sobre la utilidad del MLVA para el estudio de esta

enfermedad en Espafia.

MATERIALES Y METODOS

Aislados clinicos y muestras de ADN

Se han analizado los aislados clinicos de M. tuberculosis de origen humano que
ya habian sido genotipados mediante el espoligotipado; por tanto, el cultivo
bacterioldgico, la identificacion y la extraccion de ADN se realizaron como se ha
descrito anteriormente (Apartado 10). En total, se caracterizaron 441 muestras de ADN
de M. tuberculosis, incluyendo los cinco aislados que estaban duplicados (dos muestras
de un mismo caso) con el objetivo de comprobar la reproducibilidad de la técnica en

nuestro laboratorio.
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PCR para el MLVA

El MLVA se llevé a cabo mediante la amplificacion por PCR de un conjunto de
15 loci VNTR propuesto por Supply et al. (2006) por su capacidad discriminatoria entre
cepas, empleando oligonucleo6tidos complementarios a las regiones flanqueantes de esos
loci (tabla 8). Uno de los cebadores de cada pareja utilizada para la amplificacion de los
VNTR se marcé con alguno de estos cuatro fluorocromos: 6-FAM, PET, NED o VIC.
En lugar de realizar PCR multiples, cada locus VNTR se amplifico de manera
individual, usando el kit «HotStarTag DNA Polymerase» (QIAGEN®, Hilden,
Alemania), en un volumen final de reaccién de 20 ul. La composicion de la mezcla de
reaccion fue la siguiente: de 2 a 10 ng de ADN; 0.1 pl de ADN polimerasa (0.5 U); 4 pl
de «Q-Solution»; 2 ul de «PCR Buffer»; de 1.5 a 3.5 mM de MgCl, (tabla 8); 0.2 mM
de cada dNTP («dNTP Mix», Promega Biotech Ibérica, Alcobendas, Espafia); 0.4 uM
de cada cebador (Applied Biosystems®, Warrington, Inglaterra); y agua ultrapura estéril,
para ajustar el volumen final. Las amplificaciones se realizaron en un termociclador
«PCR Express» (Hybaid, Ashford, Inglaterra) con las condiciones descritas por Supply
et al. (2000), excepto para el locus 4156, que se bajo la temperatura de hibridacion a 50
°C. Los productos amplificados se diluyeron con agua destilada (1:10) y posteriormente
se mezclaron en la misma proporcién, conformando los denominados «Mix de carrera»

(tabla 8).

Andlisis de los productos amplificados

En placas de 96 pocillos, se mezcld 1 ul de la muestra con 9 pl de formamida
Hi-Di"™ (Applied Biosystems®, Warrington, Inglaterra) y 0.5 pl del marcador de pesos
moleculares GeneScan™ 1200 LI1Z® (Applied Biosystems®, Warrington, Inglaterra). A

continuacion, las muestras se desnaturalizaron, en un termociclador «GeneAmp® PCR
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System 2700» (Applied Biosystems®, Foster City, EE. UU.), a 95 °C durante 5 minutos
y luego se mantuvieron en hielo durante otros 5 minutos aproximadamente. Los
fragmentos de ADN se separaron por electroforesis capilar en el secuenciador «3130
Genetic Analyzer» (Applied Biosystems®, Foster City, EE. UU.), utilizando polimero
POP-7" y capilares de 36 cm. Las condiciones para la electroforesis capilar fueron las
siguientes: temperatura de funcionamiento, 60 °C; voltaje previo a la carrera, 15 kV;
tiempo previo a la carrera, 180 s; voltaje de inyeccion de la muestra, 1 kV; tiempo de
inyeccion de la muestra, 16 s; voltaje durante la carrera, 12 kV; y tiempo de carrera,
2700 s. La determinacion del tamafio de los amplicones y la asignacion de los diferentes
alelos se realiz6 con el software GeneMapper® 3.7 (Applied Biosystems®), siguiendo
las recomendaciones de otros autores (Allix et al., 2004; Supply, 2005). Para determinar
el numero de repeticiones en cada locus VNTR se utilizé como control ADN purificado
de M. tuberculosis H37Rv, proporcionado amablemente por D. Garcia de Viedma
(Hospital Gregorio Marafién, Madrid, Espafia); y la asignacion se realiz6 de acuerdo
con la correspondencia entre el tamafio del amplicon y el nimero de copias en H37Rv
descrita en otros trabajos (Goyal et al., 1994; Frothingham y Meeker-O'Connell, 1998;
Supply et al., 2000; Le Fleche et al., 2002; Skuce et al., 2002). El perfil MLVA se
definié a partir del nimero de repeticiones en cada uno de los 15 loci VNTR
amplificados, segun el siguiente orden: 424, 577, 580, 802, 960, 1644, 1955, 2163b,

2165, 2401, 2996, 3192, 3690, 4052 y 4156.

Utilizacion de MIRU-VNTRplus
Para analizar los datos del genotipado se utiliz6 MIRU-VNTRplus (Allix-
Béguec et al., 2008b; Weniger et al., 2010), una aplicacion web de libre acceso

(www.miru-vntrplus.org) que, entre otras utilidades, permite la identificacion del linaje
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filogenético a partir de una base de datos compuesta por una coleccién de 186 cepas de
referencia del MTBC («ldentification by Similarity Search»). Con otra de las
herramientas de MIRU-VNTRplus («Calculate Minimum Spanning Tree»), elaboramos
un MST para estudiar la relacion genética existente entre los diferentes perfiles MLVA
identificados en el presente trabajo. Finalmente, con otra aplicacion («Calculate
phyogenetic tree»), fabricamos un dendrograma, utilizando el coeficiente categérico
como medida de distancia genética y el UPGMA como algoritmo de agrupacion, con el

que pudimos establecer las similitudes entre los diferentes perfiles MLVA.

Andlisis de grupos, diversidad alélicay poder de discriminacion

El analisis de grupos se realiz6 con la ayuda de dendrogramas (generados como
se ha descrito justo antes) que nos permitieron visualizar las relaciones entre los
diferentes aislados de M. tuberculosis. Cada grupo se formd con aquellos aislados que
presentaban perfiles idénticos, y la tasa de agrupamiento se calculd con la formula:
nc/ n; donde n¢ es el numero de aislados agrupados y n el nimero total de aislados en la
muestra (Alland et al., 1994).

La diversidad alélica (h), o indice de discriminaciéon de Hunter-Gaston (Hunter-
Gaston discriminatory index, HGDI), de cada uno de los loci VNTR se calcul6 con la
ecuacion de Hunter y Gaston (1988), formula idéntica a la del indice de diversidad de
Simpson (Simpson, 1949):

1 A

D=1-——— 5" 6.
A-'(N-l)z viw-1)

i=1

donde D es el indice de discriminacion, N el namero de aislados, S el nimero total de
alelos y n; el nimero de aislados con el alelo j (Hunter y Gaston, 1988). Para este

calculo se utilizé una aplicacion («Discriminatory Power Calculator») disponible en
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linea: http://insilico.ehu.es/mini_tools/discriminatory_power/. De igual forma, se

determiné el poder de discriminacién del conjunto de 15 loci VNTR, asi como de las

distintas combinaciones de estos loci.

«Mixde  Locus Alias Tamafiode  [MgCl,] Pares de cebadores (5'a 3"), con el
carrera» repeticion (mM) fluorocromo indicado entre paréntesis
en pb
Mix1 424 Mtub04 51 15 CTTGGCCGGCATCAAGCGCATTATT (VIC)
GGCAGCAGAGCCCGGGATTCTTC
577 ETR-C 58 2 CGAGAGTGGCAGTGGCGGTTATCT (PET)
AATGACTTGAACGCGCAAATTGTGA
4052 QUB-26 111 2 AACGCTCAGCTGTCGGAT (NED)
CGGCCGTGCCGGCCAGGTCCTTCCCGAT
2163b QUB-11b 69 2 CGTAAGGGGGATGCGGGAAATAGG (FAM)
CGAAGTGAATGGTGGCAT
Mix2 3192 MIRU 31 53 2 ACTGATTGGCTTCATACGGCTTTA (VIC)
GTGCCGACGTGGTCTTGAT
1955 Mtub21 57 2 AGATCCCAGTTGTCGTCGTC (PET)
CAACATCGCCTGGTTCTGTA
2165 ETR-A 75 2 AAATCGGTCCCATCACCTTCTTAT (NED)
CGAAGCCTGGGGTGCCCGCGATTT
960 MIRU10 53 2 GTTCTTGACCAACTGCAGTCGTCC (FAM)
GCCACCTTGGTGATCAGCTACCT
Mix3 1644 MIRU16 53 3 TCGGTGATCGGGTCCAGTCCAAGTA (VIC)
CCCGTCGTGCAGCCCTGGTAC
2996 MIRU26 51 3 TAGGTCTACCGTCGAAATCTGTGAC (PET)
CATAGGCGACCAGGCGAATAG
802 MIRU40 54 3 GGGTTGCTGGATGACAACGTGT (NED)
GGGTGATCTCGGCGAAATCAGATA
2401 Mtub30 58 3 CTTGAAGCCCCGGTCTCATCTGT (FAM)
ACTTGAACCCCCACGCCCATTAGTA
Mix4 3690 Mtub39 58 3 CGGTGGAGGCGATGAACGTCTTC (PET)
TAGAGCGGCACGGGGGAAAGCTTAG
580 MIRU4 77 3 GCGCGAGAGCCCGAACTGC (FAM)
GCGCAGCAGAAACGCCAGC
4156 QUB-4156 59 35 TGACCACGGATTGCTCTAGT (NED)

GCCGGCGTCCATGTT

Tabla 8: Loci VNTR y secuencias de los cebadores utilizados en este estudio. Cada «Mix de carrera» indica los
VNTR que se mezclaron para la misma electroforesis y el marcaje de cada uno de ellos. Los loci se identificaron con
nUmeros que se corresponden con su posicion (en kpb) en el genoma de M. tuberculosis H37Rv.

159



Utilidad del MLVA para el genotipado de Mycobacterium tuberculosis en Extremadura

RESULTADOS

Reproducibilidad del MLVA

Con el fin de comprobar la reproducibilidad del MLVA en nuestro laboratorio,
se analizaron «a ciegas» y por separado cinco aislados de M. tuberculosis duplicados.
Los resultados fueron idénticos en todas las muestras procedentes de un mismo caso, lo

cual indica que la reproducibilidad del MLV A bajo nuestras condiciones fue del 100 %.

Genotipos y perfiles MLVA

En total, se analizaron 441 muestras de ADN de M. tuberculosis, aunque 38 de
ellas se excluyeron del andlisis de datos por varias razones. La ausencia de producto
amplificado impidi6 que en algunas muestras se pudiera determinar el ndmero de
repeticiones en uno o mas loci VNTR, resultando imposible definir el perfil MLVA
completo; por esta razén se excluyeron 25 (5.68 %) aislados. Los dos loci VNTR en los
que se observaron mayores problemas de amplificacion fueron el 4052 y 4156; en
ambos casos, se utilizo el fluorocromo NED para marcar a los cebadores. Tampoco se
incluyd en el analisis a las ocho (1.81 %) muestras en las que se identificaron dos alelos
en uno o mas loci VNTR, lo cual indica la posible presencia de dos cepas distintas en un
mismo paciente (Cohen et al., 2012). Finalmente, de los aislados duplicados, solo se
incluyé una muestra de cada caso. Entre los 403 (91.59 %) aislados restantes, se
identificaron 190 perfiles MLVA diferentes (tabla 9); de los cuales, 130 eran perfiles
unicos, mientras que los otros 60 fueron perfiles compartidos. Al comparar nuestros
resultados con la base de datos MIRU-VNTRplus, se comprob6 que no existian
coincidencias; por tanto, no se pudo asignar a ninguno de nuestros perfiles MLVA el
cddigo MtbC15 utilizado en la nomenclatura de MIRU-VNTRplus (Weniger et al.,
2010). Los perfiles con mayor nimero de aislados fueron: M15Ex069 (n = 24),

M15Ex108 (n = 14), M15Ex187 (n = 13) y M15Ex104 (n = 12).
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Perfil N° de repeticiones por locus VNTR N° de
MLVA 424 577 580 802 960 1644 1955 2163b 2165 2401 2996 3192 3690 4052 4156 asilados
(%)

M15Ex001 2 4 3 8 3 3 2 3 2 2 5 3 6 4 2 1(0.25)
M15Ex002 2 4 3 6 3 3 2 3 2 2 5 3 6 7 2 1(0.25)
M15Ex003 3 4 3 2 3 3 2 5 2 2 5 3 6 5 2 1(0.25)
M15Ex004 2 4 3 2 3 3 2 4 2 2 5 3 6 5 2 3(0.74)
M15Ex005 2 4 3 2 3 3 2 2 2 2 5 3 6 5 2 1(0.25)
M15Ex006 2 4 3 3 3 3 2 2 2 2 5 3 6 5 2 7(1.74)
M15Ex007 2 4 3 4 3 3 2 2 2 2 5 3 6 5 2 1(0.25)
M15Ex008 2 4 3 4 3 2 2 2 2 2 5 3 6 5 2 1(0.25)
M15Ex009 2 4 3 2 1 3 2 5 2 2 5 3 6 4 2 1(0.25)
M15Ex010 1 4 3 2 3 3 2 1 2 2 5 3 6 4 2 1(0.25)
M15Ex011 2 4 3 2 3 4 2 3 2 2 5 3 6 3 2 1(0.25)
M15Ex012 2 4 3 2 3 3 2 3 2 2 5 3 6 3 2 1(0.25)
M15Ex013 2 4 3 2 3 4 2 3 2 2 5 3 5 5 2 2 (0.50)
M15Ex014 2 4 3 2 3 4 2 3 2 2 5 3 6 5 2 1(0.25)
M15Ex015 2 4 3 2 3 4 2 3 2 2 6 3 6 5 2 2 (0.50)
M15Ex016 2 4 3 2 3 4 2 3 2 2 6 4 6 5 2 1(0.25)
M15Ex017 2 4 3 2 3 4 2 3 2 2 7 3 6 6 2 1(0.25)
M15Ex018 2 3 3 1 3 4 2 1 2 2 5 3 6 5 2 1(0.25)
M15Ex019 2 3 3 2 3 4 2 4 2 2 5 3 6 5 2 7(1.74)
M15Ex020 2 3 3 2 3 4 2 3 2 2 5 3 6 5 2 1(0.25)
M15Ex021 2 4 3 2 3 4 2 4 2 2 5 3 6 5 2 11 (2.73)
M15Ex022 2 4 3 2 3 4 2 4 2 2 5 3 4 5 2 2 (0.50)
M15Ex023 2 4 3 2 2 4 2 4 2 2 5 3 6 5 2 4 (0.99)
M15Ex024 2 4 3 1 3 4 2 4 2 2 5 3 6 5 2 2 (0.50)
M15Ex025 2 4 3 2 3 4 2 4 2 2 4 3 6 4 2 1(0.25)
M15Ex026 2 4 3 2 3 4 2 4 2 2 4 3 6 5 2 2 (0.50)
M15Ex027 2 3 3 2 3 4 2 3 2 2 6 3 6 4 2 1(0.25)
M15Ex028 2 4 3 4 3 1 2 3 3 2 5 3 8 5 2 2 (0.50)
M15Ex029 2 4 3 5 3 1 2 3 3 2 5 3 8 5 2 1(0.25)
M15Ex030 2 2 3 4 3 1 2 3 3 2 3 3 10 5 2 1(0.25)
M15Ex031 2 4 3 3 3 3 2 3 3 2 5 3 6 5 2 4 (0.99)
M15Ex032 2 4 3 4 3 3 2 3 3 2 5 3 6 5 2 8 (1.99)
M15Ex033 2 4 3 2 3 3 2 3 3 2 5 3 6 5 2 1(0.25)
M15Ex034 2 4 3 4 3 3 2 3 3 2 5 3 5 5 2 1(0.25)
M15Ex035 2 4 3 3 3 3 2 3 3 2 5 3 6 3 2 2 (0.50)
M15Ex036 2 4 3 5 3 3 2 3 3 2 8 3 6 5 2 1(0.25)
M15Ex037 2 4 3 5 3 3 2 2 3 2 5 3 5 5 2 1(0.25)
M15Ex038 2 4 3 5 3 3 2 2 3 2 5 3 6 5 2 1(0.25)
M15Ex039 2 4 3 2 3 3 2 2 3 2 5 3 6 5 2 1(0.25)
M15Ex040 2 4 3 3 3 3 2 2 3 2 5 3 6 5 2 1(0.25)
M15Ex041 2 4 3 5 3 3 2 4 3 2 5 3 6 3 2 1(0.25)
M15Ex042 2 4 3 4 3 3 2 3 3 2 4 3 6 5 2 1(0.25)
M15Ex043 2 4 3 4 3 3 2 3 3 2 4 3 6 5 3 1(0.25)
M15Ex044 2 4 3 4 3 3 2 4 3 2 4 3 6 5 2 1(0.25)
M15Ex045 1 4 3 4 3 3 2 3 3 2 3 3 6 5 2 4 (0.99)
M15Ex046 2 4 3 2 3 3 2 3 3 2 2 3 5 5 2 1(0.25)
M15Ex047 2 4 3 1 3 3 2 5 3 2 5 3 4 5 2 1(0.25)
M15Ex048 2 4 4 4 3 3 2 5 3 2 5 3 6 2 2 1(0.25)
M15Ex049 1 4 3 5 3 2 2 5 3 2 5 3 6 5 2 2 (0.50)
M15Ex050 2 4 3 1 3 3 2 4 3 2 4 3 8 3 2 1(0.25)
M15Ex051 1 2 3 4 3 3 2 2 2 2 5 3 6 6 2 1(0.25)
M15Ex052 2 4 3 3 3 3 3 4 4 2 5 3 5 5 2 1(0.25)
M15Ex053 3 4 3 3 2 3 2 5 3 2 5 3 5 5 2 1(0.25)
M15Ex054 2 3 2 2 3 2 2 4 2 2 4 3 6 5 2 1(0.25)
M15Ex055 2 4 3 1 3 3 3 3 2 1 4 3 5 6 2 1(0.25)
M15Ex056 2 4 3 1 3 3 2 3 2 2 5 4 5 4 2 1(0.25)
M15Ex057 2 4 3 4 4 3 2 3 2 2 6 3 8 5 2 4 (0.99)
M15Ex058 4 4 3 2 4 3 2 3 2 2 7 4 8 5 2 1(0.25)
M15Ex059 4 4 3 2 4 3 2 3 2 1 8 4 8 5 2 1(0.25)
M15Ex060 1 5 3 2 3 3 3 3 3 2 4 3 7 3 2 1(0.25)
M15Ex061 3 4 4 2 3 3 1 5 4 2 5 2 6 6 2 1(0.25)
M15Ex062 4 4 4 2 3 3 1 4 3 2 5 2 6 9 2 2 (0.50)
M15Ex063 2 3 3 2 2 3 1 2 3 2 5 2 6 5 2 1(0.25)
M15Ex064 2 4 3 4 3 3 1 3 3 2 5 2 7 1 2 1(0.25)
M15Ex065 3 5 4 5 2 3 1 3 3 2 5 3 6 10 2 1(0.25)

Tabla 9: Resultados del MLVA para los 403 aislados.

Continda en la siguiente pagina
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Perfil N° de repeticiones por locus VNTR N° de
MLVA 424 577 580 802 960 1644 1955 2163b 2165 2401 2996 3192 3690 4052 4156 35230)‘05
0

M15Ex066 2 4 4 3 3 3 1 4 5 2 4 3 6 1 2 1(0.25)
M15Ex067 1 4 4 6 3 3 1 4 4 2 5 3 6 4 1 1(0.25)
M15Ex068 1 4 7 6 3 4 1 3 4 2 5 3 6 8 2 1(0.25)
M15Ex069 4 4 3 3 4 3 2 4 2 2 3 3 4 7 2 24 (5.96)
M15Ex070 2 4 3 3 4 3 2 4 2 2 3 3 4 7 2 8 (1.99)
M15Ex071 4 4 3 3 4 3 2 4 2 2 3 3 4 5 2 1(0.25)
M15Ex072 3 4 3 3 4 3 2 4 2 2 3 3 4 3 2 1(0.25)
M15Ex073 3 5 3 4 4 3 2 4 2 2 3 3 4 7 2 1(0.25)
M15Ex074 4 4 3 1 4 3 2 4 2 2 5 3 4 3 2 1(0.25)
M15Ex075 4 4 3 3 4 3 3 2 2 2 4 3 4 4 2 2 (0.50)
M15Ex076 4 4 3 3 4 3 3 4 2 2 4 3 4 4 2 1(0.25)
M15Ex077 4 2 3 3 4 3 3 4 2 2 4 3 4 4 2 1(0.25)
M15Ex078 4 4 3 3 4 3 2 4 2 2 4 3 4 4 2 1(0.25)
M15Ex079 6 4 3 3 4 3 3 4 2 2 5 3 4 6 2 2 (0.50)
M15Ex080 4 4 3 3 4 3 3 4 2 2 5 3 4 6 2 1(0.25)
M15Ex081 3 4 3 4 5 3 3 4 2 2 5 3 4 4 2 1(0.25)
M15Ex082 4 4 3 4 4 3 2 3 2 2 3 2 4 2 2 7(1.74)
M15Ex083 4 3 3 5 4 3 2 3 2 2 5 3 4 6 2 1(0.25)
M15Ex084 1 4 3 3 4 3 3 3 2 2 1 3 4 6 3 1(0.25)
M15Ex085 5 4 3 3 4 3 3 3 1 2 4 3 4 3 2 1(0.25)
M15Ex086 5 2 3 3 4 2 3 4 2 2 5 3 4 8 2 1(0.25)
M15Ex087 5 2 3 4 4 2 3 4 2 2 5 3 4 7 2 1(0.25)
M15Ex088 5 2 3 3 4 2 3 5 2 2 5 3 4 7 2 1(0.25)
M15Ex089 3 2 3 3 4 2 3 3 2 2 5 3 4 7 2 7(1.74)
M15Ex090 3 2 3 3 4 2 2 4 2 2 5 3 4 7 2 1(0.25)
M15Ex091 4 2 3 3 4 2 3 4 2 2 3 3 4 7 2 1(0.25)
M15Ex092 4 2 3 3 4 2 3 4 2 2 5 3 4 7 2 1(0.25)
M15Ex093 4 2 3 3 4 2 3 4 2 2 6 3 4 7 2 1(0.25)
M15Ex094 4 2 3 3 4 2 3 2 2 2 7 3 4 7 2 1(0.25)
M15Ex095 4 2 3 3 5 2 3 3 2 2 5 3 4 6 2 1(0.25)
M15Ex096 4 2 3 3 4 2 3 3 2 2 5 3 4 6 2 1(0.25)
M15Ex097 4 2 3 3 4 2 3 3 2 2 5 3 4 4 2 1(0.25)
M15Ex098 4 2 3 4 5 2 3 3 2 2 5 3 4 7 2 1(0.25)
M15Ex099 1 4 3 1 3 2 3 2 2 1 5 3 5 4 2 5(1.24)
M15Ex100 1 4 3 1 3 2 3 2 2 1 3 3 5 4 2 1(0.25)
M15Ex101 1 4 3 1 4 2 3 2 2 1 6 3 6 5 2 2 (0.50)
M15Ex102 1 4 3 1 4 2 3 2 2 1 6 3 6 4 2 1(0.25)
M15Ex103 5 4 3 1 4 2 3 2 1 1 6 3 5 6 2 1(0.25)
M15Ex104 4 4 5 1 3 2 3 4 2 1 4 3 5 1.7 2 12 (2.98)
M15Ex105 4 4 5 1 2 2 3 4 2 1 4 3 5 8 2 1(0.25)
M15Ex106 4 4 3 1 3 2 3 4 2 1 4 3 5 8 2 1(0.25)
M15Ex107 4 4 3 1 3 2 3 4 2 1 5 3 5 8 2 3(0.74)
M15Ex108 4 4 2 1 3 2 3 4 2 1 5 3 5 8 2 14 (3.47)
M15Ex109 4 4 2 1 3 2 3 3 2 1 5 3 5 8 2 4 (0.99)
M15Ex110 2 4 2 1 3 2 3 4 2 1 5 3 5 8 2 1(0.25)
M15Ex111 4 4 3 1 4 2 3 1 2 1 5 3 5 8 2 1(0.25)
M15Ex112 4 4 3 1 4 2 3 2 2 1 5 2 5 8 2 1(0.25)
M15Ex113 4 4 3 1 4 2 3 3 2 1 5 2 5 9 2 1(0.25)
M15Ex114 5 4 3 1 4 2 3 4 2 1 5 3 5 6 2 1(0.25)
M15Ex115 5 4 3 1 4 2 3 3 2 1 5 3 5 8 2 1(0.25)
M15Ex116 4 4 3 1 4 2 3 3 2 1 4 3 5 7 2 1(0.25)
M15Ex117 2 4 3 1 4 2 3 3 2 1 5 3 5 7 2 1(0.25)
M15Ex118 3 5 2 1 4 1 3 3 2 1 1 3 6 8 2 1(0.25)
M15Ex119 4 5 3 1 4 1 2 3 2 1 3 3 5 8 2 1(0.25)
M15Ex120 3 3 3 2 4 3 3 2 2 1 5 3 4 5 3 6 (1.49)
M15Ex121 4 4 3 2 4 3 2 2 2 1 5 3 5 7 3 2 (0.50)
M15Ex122 3 4 3 2 4 3 2 2 2 1 5 3 5 7 3 1(0.25)
M15Ex123 3 4 3 5 3 2 3 2 2 1 4 3 5 9 3 1(0.25)
M15Ex124 3 4 3 4 4 2 3 2 2 1 5 3 5 6 3 1(0.25)
M15Ex125 3 4 3 4 3 3 5 3 2 1 5 3 5 9 3 6 (1.49)
M15Ex126 3 4 3 4 3 3 3 2 2 1 5 3 5 9 3 2 (0.50)
M15Ex127 3 4 3 4 2 3 3 2 2 1 5 3 5 9 3 1(0.25)
M15Ex128 3 3 3 4 3 3 3 2 2 1 5 4 5 9 3 1(0.25)
M15Ex129 3 4 3 4 5 3 3 2 2 1 5 2 5 7 2 1(0.25)
M15Ex130 3 2 3 4 4 3 3 2 2 1 5 2 5 7 2 1(0.25)

Tabla 9: Resultados del MLVA para los 403 aislados (continuacion).
Continda en la siguiente pagina
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Perfil N° de repeticiones por locus VNTR N° de
MLVA 424 577 580 802 960 1644 1955 2163b 2165 2401 2996 3192 3690 4052 4156 35230)‘05
0

M15Ex131 3 2 3 2 4 3 4 2 2 1 5 2 5 7 2 1(0.25)
M15Ex132 3 4 3 3 4 3 3 2 1 1 5 2 5 6 2 1(0.25)
M15Ex133 3 4 3 6 4 3 3 2 1 1 5 2 5 6 2 1(0.25)
M15Ex134 4 4 3 4 4 3 3 2 2 1 5 2 5 6 2 1(0.25)
M15Ex135 3 4 3 4 4 3 4 1 2 1 4 2 5 6 2 1(0.25)
M15Ex136 1 4 3 4 4 3 3 2 2 1 4 2 5 5 2 1(0.25)
M15Ex137 4 3 3 3 5 2 4 3 2 4 5 3 7 8 3 1(0.25)
M15Ex138 2 3 3 3 5 2 2 3 2 4 5 3 6 8 3 1(0.25)
M15Ex139 2 3 3 3 5 3 3 4 3 4 5 3 6 7 3 5(1.24)
M15Ex140 2 3 3 3 5 3 3 4 3 4 5 3 6 5 3 1(0.25)
M15Ex141 2 3 3 3 5 3 3 4 3 4 5 3 6 6 3 1(0.25)
M15Ex142 2 3 3 5 5 3 3 4 3 4 5 3 6 7 3 1(0.25)
M15Ex143 2 3 3 3 5 3 3 5 3 4 5 3 6 4 3 2 (0.50)
M15Ex144 2 3 3 3 5 3 3 5 3 4 5 3 6 7 3 1(0.25)
M15Ex145 2 3 3 4 5 3 3 4 3 4 5 3 6 4 3 2 (0.50)
M15Ex146 2 3 3 3 5 3 3 3 3 4 5 3 6 3 3 2 (0.50)
M15Ex147 2 3 3 3 5 3 3 3 3 4 5 3 6 5 3 5 (1.24)
M15Ex148 2 3 3 3 5 3 3 3 3 4 5 3 8 7 3 1(0.25)
M15Ex149 2 3 3 3 5 3 3 6 3 4 5 2 6 6 3 5 (1.24)
M15Ex150 2 3 3 3 5 3 3 6 3 4 5 3 6 6 3 4 (0.99)
M15Ex151 2 3 3 3 6 3 3 6 3 4 5 3 6 6 3 3(0.74)
M15Ex152 2 3 3 3 5 3 3 2 3 4 5 3 6 6 3 2 (0.50)
M15Ex153 2 3 3 3 5 3 3 4 3 4 5 3 5 6 3 4 (0.99)
M15Ex154 2 3 3 3 5 3 3 5 3 4 5 3 5 3 3 1(0.25)
M15Ex155 1 3 3 1 5 3 3 5 3 4 5 3 6 6 3 1(0.25)
M15Ex156 2 3 3 3 5 3 2 5 3 4 5 3 6 4 3 1(0.25)
M15Ex157 2 3 3 3 5 3 2 5 3 4 5 3 6 6 3 4 (0.99)
M15Ex158 2 3 3 3 5 3 2 7 3 4 5 3 6 6 3 1(0.25)
M15Ex159 2 3 3 3 2 3 2 4 3 4 5 3 6 6 3 1(0.25)
M15Ex160 2 3 3 3 2 3 2 5 3 4 5 3 6 6 3 3(0.74)
M15Ex161 3 3 3 3 5 3 2 4 3 4 5 3 6 6 3 4 (0.99)
M15Ex162 3 3 3 3 5 3 2 5 3 4 5 3 6 6 3 1(0.25)
M15Ex163 3 3 3 3 5 3 2 6 3 4 5 3 6 4 3 9 (2.23)
M15Ex164 2 3 3 3 6 3 2 5 3 4 5 3 6 6 1 1(0.25)
M15Ex165 2 3 3 3 6 3 2 6 3 4 5 3 6 3 3 2 (0.50)
M15Ex166 2 3 3 3 6 3 2 5 3 4 5 3 6 5 3 1(0.25)
M15Ex167 2 3 3 3 6 3 2 4 3 4 5 3 6 5 3 1(0.25)
M15Ex168 2 3 3 3 6 3 2 4 3 4 5 3 6 4 3 1(0.25)
M15Ex169 2 3 3 3 6 3 2 6 3 4 6 3 6 6 3 1(0.25)
M15Ex170 2 3 3 3 5 3 2 5 3 4 5 3 6 7 2 1(0.25)
M15Ex171 2 3 3 3 5 3 2 3 3 4 5 3 6 7 1 1(0.25)
M15Ex172 2 3 3 3 5 2 3 4 3 4 5 3 6 7 2 1(0.25)
M15Ex173 3 3 3 3 3 3 3 3 3 4 5 3 6 8 3 1(0.25)
M15Ex174 2 2 3 3 3 3 3 2 3 4 5 3 6 5 3 1(0.25)
M15Ex175 2 3 3 3 4 3 3 4 2 4 5 2 6 5 3 1(0.25)
M15Ex176 2 3 3 3 5 3 3 2 3 3 5 2 6 5 3 2 (0.50)
M15Ex177 2 3 3 3 4 3 3 6 3 4 5 4 7 7 3 5(1.24)
M15Ex178 3 2 4 3 5 3 2 6 3 4 5 3 6 6 3 3(0.74)
M15Ex179 4 3 3 3 5 3 2 2 3 4 3 3 6 4 3 1(0.25)
M15Ex180 4 3 3 4 4 3 2 2 3 4 3 3 6 4 3 1(0.25)
M15Ex181 2 3 3 2 4 2 3 6 3 4 4 3 6 8 3 3(0.74)
M15Ex182 2 4 3 2 4 3 4 3 3 4 1 3 7 6 3 1(0.25)
M15Ex183 2 4 3 2 4 3 4 3 3 4 5 3 7 6 3 3(0.74)
M15Ex184 1 4 3 3 4 3 4 3 3 4 5 3 9 9 3 2 (0.50)
M15Ex185 4 4 3 1 5 3 2 4 3 4 6 2 5 8 3 4 (0.99)
M15Ex186 4 4 3 4 3 3 4 5 3 4 7 5 6 8 2 2 (0.50)
M15Ex187 3 4 3 2 10 2 3 2 4 3 1 3 6 8 3 13(3.23)
M15Ex188 6 4 3 1 5 4 4 3 2 1 3 4 5 7 0 2 (0.50)
M15Ex189 6 4 3 1 5 3 4 3 2 1 3 4 5 7 0 2 (0.50)
M15Ex190 2 4 6 3 3 3 6 11 9 2 2 5 9 6 1 1(0.25)

Tabla 9: Resultados del MLVA para los 403 aislados (continuacion). Los marcadores se nombraron de acuerdo a
su posicién en el genoma de M. tuberculosis H37Rv. Los perfiles MLVA se enumeraron segln su posicion en el
analisis filogenético (fig. 20). El valor decimal refleja la existencia de alelos con un tamafio intermedio.
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Para el analisis filogenético usamos varias aplicaciones de MIRU-VNTRplus,
con las que se elabor6 un MST (fig. 19) y un dendrograma (fig. 20); ambos se
generaron a partir de los resultados del MLVA en los 403 aislados incluidos en el

analisis, y mostraron una importante variabilidad genética entre las cepas de M.

tuberculosis de esta coleccion extremefia.
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Figura 19: MST elaborado a partir de los datos del MLVA que muestra la relacion genética entre las cepas de M.
tuberculosis. Cada circulo representa un perfil MLVA distinto. La longitud de las ramas indica la distancia entre los
genotipos. * Esta figura se puede ver con mayor detalle en el material suplementario aportado en formato digital.
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Figura 20: Dendrograma (simplificado) elaborado con los perfiles MLVA encontrados en los 403 aislados de

M. tuberculosis. Entre paréntesis se indica el nimero de aislados con perfiles compartidos. * Esta figura se puede ver

con mayor detalle en el material suplementario aportado en formato digital.
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Analisis de grupos, diversidad alélica y poder de discriminacién

En primer lugar, se calculé la diversidad alélica (h) en cada uno de los 15 loci
VNTR amplificados en los 403 aislados clinicos de M. tuberculosis (tabla 10). De
acuerdo con el método de clasificacion de Sola et al. (2003), siete loci (4052, 2163b,
802, 960, 424, 2401 y 3690) se consideraron como «altamente discriminatorios»
(h>0.6); seis (1955, 2165, 2996, 1644, 577 y 4156) se clasificaron como
«moderadamente discriminatorios» (0.3 < h < 0.6); y dos VNTR (3192 y 580)
mostraron un bajo poder de discriminacion (h < 0.3). El locus en el que se observd
mayor diversidad fue el 4052 (h = 0.82), mientras que el 580 (h = 0.21) fue el locus que
menos variabilidad mostrd. Estos resultados demuestran que, en general, la diversidad
alélica observada en nuestro estudio fue bastante alta, algo que concuerda con el origen
de la muestra, ya que se ha obtenido a partir de una poblacion heterogénea. A
continuacion, se calculd la tasa de agrupamiento y el poder de discriminacion (HGDI)
acumulado en distintas combinaciones de loci VNTR (tabla 11); estos conjuntos se
formaron con la adicion sucesiva de loci siguiendo un orden decreciente en funcion de
la diversidad alélica observada en cada locus. EI HGDI del conjunto de 15 loci VNTR
en nuestro estudio fue 0.9886; ligeramente inferior al observado en una investigacién
previa (HGDI = 0.995) llevada a cabo en nuestro pais (Alonso-Rodriguez et al., 2008).
El HGDI acumulado de las combinaciones 12 (HGDI = 0.9878) y 13 (HGDI = 0.9878)
fue idéntico, y, a su vez, muy similar al de la combinacién 14 (HGDI = 0.9880); por su
parte, las tasas de agrupamiento fueron también muy parecidas (12/68.49 %;
13/67.99 % y 14/67.74 %). Por tanto, basandonos en estos resultados, planteamos la
posibilidad de seleccionar un subconjunto con los 12 loci VNTR mas discriminatorios
para su uso como técnica de primera linea para la caracterizacién molecular de aislados

clinicos de M. tuberculosis en futuras investigaciones en Extremadura.
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N° de N° de aislados por locus VNTR

alelos * 424 577 580 802 960 1644 1955 2163b 2165 2401 2996 3192 3690 4052 4156
0 4
1 25 72 1 6 9 4 4 90 16 2 4
2 189 28 21 86 13 97 201 72 230 193 2 34 8 258
3 72 111 357 169 162 257 171 112 150 15 56 352 15 137
4 104 259 10 60 123 43 15 150 17 105 38 14 83 38

5 7 5 13 11 81 6 28 1 266 3 96 116

6 6 1 4 10 1 35 18 197 62

7 1 1 5 12 77

8 1 2 11 56

9 1 3 16

10 13 1 1

11 1

7s 12

h® 0.67 050 021 072 070 052 057 074 053 065 053 022 066 0.82 047

Tabla 10: Determinacion de la diversidad alélica de cada locus VNTR amplificado en los 403 aislados clinicos.

2 Cada alelo se corresponde con el tamafio del fragmento producido por la amplificacion de todo el locus; como el
tamafio de la unidad de repeticion es conocido, se considera que el tamafio del amplicdn representa el nimero de
repeticiones en cada locus. 0: Corresponde a alelos desprovistos de cualquier unidad de repeticion. s: alelo con tamafio
intermedio.

® Diversidad alélica (h), calculada con la ecuacién de Hunter y Gaston (1988).

0 o N° de
Combinacien Lo VNTR - Ntk gonoipos  aisados 550 grupamiensa | HGD
compartidos  agrupados grupo %

1 4052 (0.82)

2 2163b (0.74) 43 32 392 2-45 97.27 % 0.9473
3 802 (0.72) 91 51 363 2-42 90.07 % 0.9675
4 960 (0.70) 128 63 338 2-36 83.87 % 0.9769
5 424 (0.67) 147 61 317 2-27 78.66 % 0.9818
6 3690 (0.66) 156 61 308 2-27 76.43 % 0.9832
7 2401 (0.65) 158 60 305 2-27 75.68 % 0.9833
8 1955 (0.56) 164 59 298 2-24 73.95 % 0.9843
9 2165 (0.53) 168 58 293 2-24 72.70 % 0.9845
10 2996 (0.53) 176 60 287 2-24 71.22 % 0.9859
11 577 (0.50) 181 59 281 2-24 69.73 % 0.9872
12 1644 (0.52) 186 59 276 2-24 68.49 % 0.9878
13 4156 (0.47) 187 58 274 2-24 67.99 % 0.9878
14 3192 (0.22) 189 59 273 2-24 67.74 % 0.9880
15 580 (0.21) 190 60 273 2-24 67.74 % 0.9886

Tabla 11: Tasa de agrupamiento y HGDI acumulado calculados con la adicidn sucesiva de loci VNTR.
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DISCUSION

Este es el primer estudio en Extremadura en el que se utiliza un conjunto de 15
loci VNTR (Supply et al., 2006) para determinar el genotipo de aislados clinicos de M.
tuberculosis. En total, se identificaron mediante el MLVA 190 genotipos diferentes.
Estos resultados demuestran una importante diversidad genética de M. tuberculosis en
nuestra region, superior a la inicialmente determinada con otro método (Apartado 10).
Una caracteristica destacable es que, en general, el analisis ha funcionado incluso con
aislados almacenados durante varios afios (periodo de estudio: 1998-2012), ya que en la
mayoria de ellos se amplificaron con éxito todos los loci VNTR. No obstante, en un
568% (n = 25) de las muestras, la ausencia de producto amplificado impidio
determinar el nUmero de repeticiones en uno o mas loci. Curiosamente, en los loci que
mas problemas de amplificacion se observaron (4052 y 4156), coincidié que, en ambos
casos, los cebadores estaban marcados con el fluorocromo NED; sin embargo, mediante
varias comprobaciones en geles de agarosa descartamos que pudiese deberse a un
problema asociado al fluorocromo, ya que en esas pruebas tampoco se detectd amplicon
alguno. Ademas, resultados similares a los nuestros han sido publicados recientemente
en un estudio italiano en el que no se utilizé electroforesis capilar (Rindi et al., 2014).
La falta ocasional de amplificacion de algunos loci también ha sido descrita en otros
trabajos (Supply et al., 2006; Iwamoto et al., 2007; Shamputa et al., 2010; Asante-Poku
et al., 2014). Esto podria explicarse por la aparicion de deleciones, cambios de
nucledtidos en las secuencias complementarias a los cebadores utilizados o una
deficiente calidad del ADN (Shamputa et al., 2010).

Tradicionalmente, el MLVA se ha realizado mediante electroforesis en gel de
agarosa, aunque este procedimiento tiene limitaciones cuando se trata de estimar con

precision el tamafio del fragmento amplificado (Yokoyama et al., 2006). En nuestro

168



Diversidad genética de Mycobacterium tuberculosis en Extremadura, Espafia: un estudio retrospectivo (1998-2012)

estudio, la utilizacion de electroforesis capilar nos permitié observar, en los aislados
identificados con el perfil M15Ex104, la existencia de alelos con un tamafio intermedio
en el locus 4052. Posiblemente, si no hubiésemos empleado ese sistema, en lugar de
asignar una fraccion decimal a esa unidad de repeticion, hubiéramos redondeado, que es
lo mas comun en estas situaciones (Yokoyama et al., 2006). Sin embargo, este hecho no
hubiese tenido ninguna repercusion en el presente trabajo trabajo, por errores de
interpretacion derivados del falso agrupamiento de aislados con perfiles que no son
exactamente idénticos, ya que también se observaron diferencias en otros loci. Ademas,
teniendo en cuenta que solo se ha identificado una repeticion con fraccion decimal en un
locus y en un unico grupo de aislados, la electroforesis en gel de agarosa puede
considerarse como una alternativa aceptable en laboratorios que no dispongan del
equipo necesario para el analisis mediante electroforesis capilar (Jenkins et al., 2010).
Por otro lado, el analisis de la diversidad alélica revelo la existencia de
diferencias significativas entre algunos loci VNTR. Los loci 4052, 2163b y 802 fueron
los mas discriminatorios, mientras que los loci que mostraron una menor variabilidad
fueron el 580 y el 3192. Estos resultados sugieren que algunos loci (4052 y 2163b)
evolucionan de manera mas rapida que otros (580 y 3192), o lo que es lo mismo, ciertos
loci MIRU/ETR (580/MIRU4/ETR-D y 3192/MIRU31/ETR-E) evolucionan a un ritmo
mas lento en comparacion con algunos loci QUB (4052/QUB26 y 2163b/QUB11b);
algo que ya habia sido advertido por otros autores (Kremer et al., 2005b). Asimismo,
nuestros resultados coinciden con los de varios estudios recientes en los que también se
han evaluado estos loci VNTR con aislados del linaje Euro-americano (Asante-Poku et
al., 2014; Realpe et al., 2014; Rindi et al., 2014); grupo taxondmico al que pertenece la
mayoria de nuestras cepas (Apartado 10). Por lo tanto, la eficacia de un determinado

conjunto de loci VNTR para el genotipado de M. tuberculosis parece estar influenciada
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en gran medida por las variantes genéticas predominantes en una zona geografica, como
se ha demostrado especialmente con la familia Beijing (Yokoyama et al., 2007; Murase
et al., 2008).

Con la intencién de optimizar este andlisis, entendiendo esta optimizacion como
la busqueda de un conjunto de loci VNTR (entre los 15 evaluados) que permita reducir
al minimo el ndmero de loci necesarios para una caracterizacion fiable de M.
tuberculosis en Extremadura, se evaluaron diversas combinaciones para identificar un
subconjunto de loci VNTR que proporcione una discriminacion comparable a la del
conjunto de 15 loci. El analisis combinatorio revel6 que tres (4156, 3192 y 580) de los
15 loci aportaban poca informacion adicional a la obtenida con la combinacién de los
otros 12 loci; y tanto el poder de discriminacion como la tasa de agrupamiento de este
subconjunto de 12 loci (HGDI = 0.9878; 68.49 %) eran muy similares a los valores
obtenidos con el conjunto completo (HGDI = 0.9886; 67.74 %). Con estos datos, se
propone el uso del MLVA con un subconjunto compuesto por los 12 loci VNTR maés
discriminatorios de este estudio como técnica de primera linea para el genotipado de
aislados clinicos de M. tuberculosis en Extremadura. Ademas de ahorrar tiempo y
trabajo, también se conseguiria reducir en un 20 % el gasto asociado al genotipado.
Recientemente se ha estimado un coste de 168.60 ddlares por cada muestra analizada
con el conjunto completo de 15 loci (Asante-Poku et al., 2014). Si tomamos esa
cantidad como referencia, el ahorro en nuestro caso seria de unos 30 euros por muestra.

En conclusién, la realizacion del MLVA mediante el uso de un sistema
automatizado basado en la electroforesis capilar ofrece rapidez, precision, alto
rendimiento y perfecta reproducibilidad. Se ha identificado un conjunto reducido de 12
loci que se puede aplicar para la diferenciacion de aislados de M. tuberculosis en futuras

investigaciones en Extremadura, y posiblemente en el resto de Espafia; si bien, seria
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fundamental confirmar estos resultados con la oportuna informacion epidemioldgica, asi
como investigar con aislados de otras regiones. Al mismo tiempo, se deberia comprobar
si la capacidad de discriminacion tanto del conjunto de 15 loci VNTR como de ese

subconjunto de 12 loci mejora cuando se combina con otros métodos.
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12. Uso combinado del MLVA y el espoligotipado para el
estudio de la diversidad genética de Mycobacterium
tuberculosis

RESUMEN

Los resultados del espoligotipado y el MLVA obtenidos en analisis previos se
analizaron de forma conjunta con el objetivo de evaluar la utilidad de combinar ambos
métodos para el estudio de la diversidad genética de M. tuberculosis en Extremadura,
asi como para dilucidar ciertos aspectos evolutivos. El estudio combinado de los
resultados mostré6 que la complejidad existente entre la poblacion de cepas de M.
tuberculosis en Extremadura fue mayor de la observada con cada método por separado.
La asociacion entre el conjunto convencional de 15 loci VNTR vy el espoligotipado
permitio la identificacion de 206 genotipos distintos en 403 aislados. La discriminacion
mas alta se logré cuando se utilizd esta combinacion (HGDI = 0.9905). Hubo nueve
grupos con perfiles MLVA compartidos que se dividieron al incluir en el andlisis los
resultados del espoligotipado. Dos de estos grupos con idéntico perfil MLVA pero
distintos espoligotipos estaban formados en su totalidad por aislados resistentes a la
isoniacida. Nuestros resultados demuestran que el uso combinado del espoligotipado y
el MLVA es una estrategia de genotipado adecuada para el estudio de la diversidad
genética de M. tuberculosis en Extremadura, pudiendo contribuir también al

esclarecimiento de determinadas relaciones evolutivas.

ABSTRACT
The results previously obtained by spoligotyping and MLVA assays were
analyzed together to assess the contributions of the two methods for the study of the

genetic diversity of M. tuberculosis in Extremadura as well as to elucidate certain
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evolutionary aspects. The results of using a combination of these two techniques
showed more complexity than those obtained using either technique alone. The highest
discrimination (HGDI = 0.9905) was achieved using a defined set of 15 VNTR loci
combined with spoligotyping which allowed to identify 206 different genotypes in 403
isolates. The VNTR analysis established nine groups with share MLV A profile but the
inclusion of spoligotyping analysis allowed their subtyping. Two of these groups with
identical MLVA profile but different spoligotypes were composed entirely of isoniazid-
resistant isolates. Our results show that the combined use of spoligotyping and MLVA
methods is an appropriate genotyping strategy for the study of the genetic diversity of
M. tuberculosis in Extremadura and may also contribute to the explanation of certain

evolutionary relationship.

INTRODUCCION

El conocimiento de la filogeografia de las poblaciones de M. tuberculosis ha
permitido demostrar la existencia de asociaciones entre los principales linajes
filogenéticos y las poblaciones humanas en todo el mundo, lo cual puede tener
importantes consecuencias en el desarrollo de estrategias para controlar la TB. El
espoligotipado es actualmente uno de los métodos mas utilizados para el estudio de la
filogeografia del MTBC, debido a su rapidez, simplicidad, bajo coste y alta
reproducibilidad (Kremer et al., 1999). A pesar de que se ha demostrado que el
espoligotipado es un método util para clasificar las cepas de M. tuberculosis dentro de
los principales linajes filogenéticos en una zona determinada (Kato-Maeda et al., 2011),
la tendencia de esta técnica a sobreestimar la proporcion de aislados agrupados y las
evidencias encontradas de evolucion convergente en el locus DR de M. tuberculosis

(Flores et al., 2007; Fenner et al., 2011; Rindi et al., 2012), hacen que sea recomendable
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combinarlo con otros métodos, mas discriminatorios o basados en marcadores
moleculares menos propensos a exhibir homoplasia, si se desea resolver cuestiones
epidemioldgicas o dilucidar aspectos evolutivos (Comas et al., 2009).

La caracterizacion molecular de aislados clinicos de M. tuberculosis es parte de
un proyecto disefiado para determinar la utilidad del genotipado en el estudio de la TB
en un entorno de baja incidencia como Extremadura. Este es el primer trabajo de
investigacion basado en dos métodos complementarios (espoligotipado y MLVA) que
describe los genotipos de M. tuberculosis presentes en esta region. Los resultados se
analizaron retrospectivamente con el objetivo de evaluar de forma conjunta las
aportaciones de ambos métodos para el estudio de la diversidad genética de M.
tuberculosis en Extremadura, asi como para el esclarecimiento de ciertas relaciones
evolutivas planteadas previamente a partir de la informacion obtenida con cada método

por separado.

MATERIALES Y METODOS

Muestra de estudio

Los resultados del MLVA en los 403 aislados clinicos de M. tuberculosis
incluidos en un andlisis previo (Apartado 11) se analizaron junto con los datos
obtenidos mediante el espoligotipado en esas mismas muestras (Apartado 10). La
nomenclatura empleada para designar tanto a los espoligotipos como a los perfiles

MLVA fue idéntica a la utilizada en apartados anteriores (10 y 11).

Analisis combinado del MLVA y el espoligotipado
Los resultados del espoligotipado y el MLVA se combinaron y analizaron

mediante un coeficiente categorico en MIRU-VNTRplus (www.miru-vntrplus.org);
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aplicacion con la que se generaron diferentes dendrogramas, usando el UPGMA como
algoritmo de agrupacion. Cada grupo se form6 con dos o mas aislados con idéntico
espoligotipo y perfil MLVA. La tasa de agrupamiento y el poder de discriminacion
(HGDI) de cada método, asi como de las distintas combinaciones de estos, se calcularon

de igual forma que en el apartado 11.

Andlisis filogenético
Para analizar la relacion evolutiva entre los aislados extremefios se elaboraron
varios MST, con el software InfoQuest FP (Bio-Rad, EE. UU.), a partir de los datos

obtenidos con el espoligotipado y el MLVA.

RESULTADOS

El estudio combinado de los resultados del espoligotipado y el MLVA mostré
una elevada diversidad genética entre los 403 aislados clinicos de M. tuberculosis
incluidos en el andlisis. Asi, utilizando el conjunto de 15 loci VNTR en combinacion
con el espoligotipado, se detectaron 206 genotipos distintos, incluyendo 144 cepas
Unicas. El 64.26 % (n = 259) de los aislados se distribuyeron en 62 grupos. El tamafio
de los grupos vari6 entre dos y 21 aislados. Cabe destacar que el uso combinado del
espoligotipado y el subconjunto de 12 loci propuesto anteriormente (Apartado 11),
gener0 solo un genotipo menos (205); por su parte, el porcentaje de aislados agrupados
fue idéntico, aunque se formo un grupo menos (61). Entre los métodos evaluados, o
combinacion de estos, el espoligotipado fue el que menor capacidad mostré para
diferenciar entre cepas (HGDI = 0.9595). La discriminacion mas alta se logré cuando se
utilizaron juntos el espoligotipado y el MLVA-15 loci (HGDI = 0.9905). EI HGDI

observado en el analisis exclusivo del conjunto completo de 15 loci fue ligeramente
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inferior (HGDI = 0.9886). La capacidad discriminatoria del binomio «espoligotipado +

MLVA-12 loci» fue practicamente igual a la conseguida con la otra combinacion

(tablal2).
0
Meétodo ge’r\1];tcij|§os aislgd(?;con ge’r\:;tcijSos ai’;lloac(jj?)s agrl—g:?ndi:nto HGDI
diferentes g%nnoitclgo compartidos  agrupados %
Espoligotipado 98 54 44 349 86.60 % 0.9595
MLVA 12 loci 186 127 59 276 68.49 % 0.9878
MLVA 15 loci 190 130 60 273 67.74 % 0.9886
Espoligotipado + MLVA-12 loci 205 144 61 259 64.27 % 0.9900
Espoligotipado + MLVA-15 loci 206 144 62 259 64.27 % 0.9905

Tabla 12: Comparacion de la capacidad discriminatoria de varios métodos, 0 combinaciones de estos, para la
caracterizacion molecular de aislados de M. tuberculosis de Extremadura.

Nuestros resultados demuestran que solo una pequefia parte de los grupos
definidos mediante el MLVA se fracciond al incluir en el analisis los datos
correspondientes al espoligotipado. En este sentido, nueve de los 60 grupos con perfiles
MLVA compartidos se dividieron al asociarse los dos métodos (tabla 13). Lo mas
Ilamativo se observo en el perfil M15Ex021, que unificaba a 11 aislados en un solo
grupo en el que se identificaron siete espoligotipos diferentes: SIT53 (n = 3), SIT373
(n=3), SIT37 (n = 1), SIT2409 (n = 1), SIT191 (n = 1), NSITO2 (n = 1) y NSIT18
(n=1). Por su parte, el M15Ex163 (n = 9) se dividié en dos grupos, uno integrado por
siete aislados (SIT50) y otro formado por dos aislados (SIT47); lo destacable en este
caso fue que los nueve aislados mostraron resistencia frente a la isoniacida.
Curiosamente, en el perfil M15Ex089 se observé una situacion similar, ya que todos los
aislados del grupo (seis con SIT33 y uno con NSIT06) eran también resistentes a ese
mismo antimicrobiano. La asociacion entre el espoligotipado y el MLVA-12 loci resultd

algo maés eficaz, puesto que se dividieron los mismos grupos, incluido uno que contenia
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aislados con el espoligotipo SIT2 junto a otros con SIT46 y NSIT19, y ademas se
diferenciaron dos espoligotipos distintos en sendos grupos compuestos por aislados que
presentaban el mismo nimero de copias en cada uno de esos 12 loci (tabla 14).

La elaboracion de tres MST a partir de los aislados con los tres espoligotipos
mas prevalentes (SIT42, SIT50 y SIT106) nos permitio comprobar que la complejidad
existente entre la poblacion de cepas de M. tuberculosis en Extremadura fue mayor de la
inicialmente observada con el espoligotipado. En el grupo de aislados con SIT42
(n =46) se distinguieron 18 perfiles MLVA diferentes, dos menos que en los 43
aislados con SIT50; por su parte, en el grupo del SIT106 (n = 29) se detectaron tres
perfiles distintos. En el complejo con el SIT42, las cepas que mayor distancia genética
mostraron (M15Ex059 y M15Ex83), se aislaron en pacientes cuyo pais de origen era
Marruecos (fig. 21).

Las relaciones genéticas entre los 403 aislados de M. tuberculosis incluidos en el
analisis se visualizaron mediante un MST elaborado con los espoligotipos y los perfiles
MLVA (15 loci) identificados en estas muestras (fig. 22). En general, se distinguieron
de forma clara los aislados pertenecientes a cada una de las principales familias,
existiendo una separacion evidente entre las diferentes agrupaciones. En esta
representacion se pudo observar la proximidad genética entre los aislados con
espoligotipo SIT42 y aquellos con SIT2652; también se aprecio la misma proximidad
entre los aislados con SIT58 y aquellos con NSIT13, asi como entre un aislado con
espoligotipo SIT167 y dos con NSITO5. En todos los casos se identificd una variacion

alélica en dos loci entre los respectivos perfiles MLVA.
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Tabla 13: Grupos de aislados con idéntico perfil MLVA pero distinto espoligotipo que se dividieron al combinar el
espoligotipado y el MLVA-15 loci.
Perfil e 8ze3y Perfil de espoligotipo N° de aislados
MLVA 3 R 8838 S 3338
<t 0 O — — « N N N M <
2 3 35 3 3 6 3 4 56 6 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE il S|T46 1
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Tabla 14: Grupos adicionales que se dividieron al utilizar de forma conjunta el espoligotipado y el MLVA-12 loci.
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Figura 21: MST elaborados a partir de los aislados con los tres espoligotipos mas prevalentes en Extremadura.
El arbol filogenético conecta cada genotipo en funcion de los cambios en el nimero de repeticiones entre perfiles.
Cada perfil MLVA esta representado por un circulo. El tamafio del circulo es proporcional al nimero total de aislados
y el color de los circulos también indica el nimero de aislados de cada perfil MLVA. La longitud de las ramas
representa la distancia entre los perfiles, mientras que la forma de las lineas indica el nimero de alelos diferentes
entre dos perfiles: lineas continuas, uno o dos cambios (las mas gruesa representan un solo cambio, mientras que las
mas delgadas indican dos cambios); lineas grises discontinuas con rayas representan 3 0 mas cambios.
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Figura 22: MST, compuesto con los resultados obtenidos en el MLVA vy el espoligotipado, que ilustra la relacién
evolutiva entre los 403 aislados de M. tuberculosis. El arbol filogenético conecta cada genotipo en funcién de los
cambios en el nimero de repeticiones entre perfiles. Cada perfil MLV A esta representado por un circulo. El tamafio del
circulo es proporcional al nimero total de aislados. El color de los circulos indica la familia (segun la clasificacion basada
en el espoligotipado) a la que pertenece cada genotipo. Los circulos en blanco se corresponden con los genotipos cuya
familia es desconocida (U) segun la base de datos SITVITWEB. La longitud de las ramas representa la distancia entre los
perfiles, mientras que la forma de las lineas indica el nimero de alelos diferentes entre dos perfiles: lineas continuas, uno o
dos cambios (las mas gruesa representan un solo cambio, mientras que las mas delgadas indican dos cambios); las lineas
negras discontinuas representan tres cambios y las grises discontinuas cuatro 0 mas cambios.

DISCUSION

Esta es la primera vez que se utiliza de forma combinada el espoligotipado y el
MLVA para estudiar la diversidad genética de M. tuberculosis en Extremadura.
Nuestros resultados demuestran que la poblacion de cepas de M. tuberculosis en esta
region es muy heterogénea, ya que se identificaron 206 genotipos diferentes. Esta cifra
es incluso superior si tenemos en cuenta que en el analisis combinado de los resultados
del espoligotipado y el MLVA no se incluyeron 10 aislados en los que se identifico un
espoligotipo Gnico (SIT3, SIT4, SIT36, SIT124, SIT276, SIT746, SIT866, SIT1541,
NSITO8 y NSIT10); por lo tanto, en la coleccion completa de aislados extremefios

existirian como minimo otras 10 cepas de M. tuberculosis distintas.
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Aunque el MLVA proporcion6 una buena diferenciacion entre cepas, superior a
la obtenida inicialmente con el espoligotipado, se ha observado que la adicidn de este
otro método mejora ligeramente la capacidad discriminatoria del andlisis con
marcadores VNTR. Estos resultados coinciden con lo publicado en diversos estudios
(Oelemann et al., 2007; Allix-Béguec et al., 2008a; Mulenga et al., 2009; Cardoso-
Oelemann et al.,, 2011; Realpe et al.,, 2014). Como era de esperar, la mejor
discriminacion se logré con el uso combinado del MLVA-15 loci y el espoligotipado, si
bien, la asociacion del MLVA-12 loci con el espoligotipado ofrecié unos resultados
muy similares; el alto HGDI observado, indica que esta combinacion permite clasificar
correctamente cepas estrechamente relacionadas, por lo que deberia ser una alternativa a
tener en cuenta para futuras investigaciones en nuestra region.

Por otro lado, resulté desconcertante encontrar aislados (n =16) resistentes a la
isoniacida que se agruparon en dos complejos, y en cada uno de los cuales se identificd
un anico perfil MLVA pero dos espoligotipos diferentes. Asi, por ejemplo, se pudo
observar que el uso combinado de ambos métodos dividié a los nueve aislados con el
perfil M15Ex163 en dos grupos, y cada uno estaba compuesto por aislados resistentes a
la isoniacida con un espoligotipo distinto (SIT47 o SIT50). Descartamos que pudiera
deberse a interpretaciones erréneas durante la lectura del perfil de espoligotipo (en dos
casos se detect6 esta circunstancia, que fue corregida a lo largo de la investigacion) o a
una incorrecta asignacion de los alelos. Una explicacion posible es que las mismas
mutaciones de resistencia se adquirieran de forma independiente, algo no descartable si
las mutaciones en cuestion son las mas comunes y, por consiguiente, las que mas
probabilidades tienen de ser adquiridas. Aunque parece demasiada casualidad, esto
mismo podria valer para el grupo con el perfil M15Ex089. Otro escenario posible es que

se haya producido una microevolucion de genotipos, resistentes a la isoniacida, por la
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pérdida de espaciadores en el locus DR (Fang et al., 1998; Soini et al., 2000; van
Embden et al., 2000; Warren et al., 2002), tanto en el caso del SIT50 (posible origen del
SIT47) como en el SIT33 (posible origen del NSIT06), que no habria afectado a
ninguno de los 15 loci VNTR analizados (Al-Hajoj et al., 2010). Asimismo, este
fendmeno se podria achacar también a la homoplasia en marcadores VNTR, hecho que
ya ha sido descrito por otros autores (Homolka et al., 2012; Reyes et al., 2012; Rindi et
al., 2014), o a la falta de discriminacion del conjunto de 15 loci VNTR empleado, no
siendo descartable que con la amplificacion de un conjunto mas amplio de loci se
pudiera diferenciar correctamente esas cepas también con el MLVA. Lamentablemente,
con las técnicas usadas y la informacion disponible, no es posible determinar con
exactitud la causa de este fendmeno.

El espoligotipado ha demostrado ser una técnica valida para clasificar las cepas
de M. tuberculosis dentro de los principales linajes filogenéticos (Kato-Maeda et al.,
2011). Sin embargo, para resolver cuestiones epidemioldgicas o dilucidar aspectos
evolutivos debe ser combinado con otros métodos mas discriminatorios (Comas et al.,
2009). Algunos autores consideran que, a diferencia del espoligotipado (Rindi et al.,
2012), el MLVA 15 loci puede ser un método apropiado para el analisis filogenético del
linaje Euro-americano (Rindi et al., 2014). Asi pues, la proximidad genética observada
entre los aislados con el perfil M15Ex104 (SIT2652) y aquellos con los perfiles
M15Ex105, -106 o -107 (SIT42), apoyaria el hipotético escenario planteado en el
apartado 10 sobre la relacion evolutiva de esos genotipos. Lo mismo ocurriria entre los
aislados con el perfil M15Ex045 (NSIT13) y los que presentaban los perfiles
M15Ex032, -033 0 -034 (SIT58); asi como entre dos aislados con M15Ex015 (NSIT05)
y uno en el que se identifico el perfil M15Ex027 (SIT167). Mientras que las mutaciones

en la region DR son unidireccionales e irreversibles, debido a que se pueden perder
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espaciadores pero nunca ganarlos (van Embden et al., 2000; Warren et al., 2002), la
variacion en el nimero de secuencias que se repiten de forma consecutiva en un locus
VNTR puede ser el resultado de mutaciones bidireccionales, siendo posible tanto el
incremento como la reduccion en el numero de repeticiones (Ozcaglar et al., 2012). Esto
dificulta el establecimiento de relaciones evolutivas Unicamente a partir de la
informacion suministrada por el MLVA; ademas, como hemos comprobado, la
concordancia entre el MLVA y el espoligotipado no es absoluta. Por lo tanto,
consideramos que el MLVA puede utilizarse como método complementario al
espoligotipado para el analisis filogenético del linaje Euro-americano, pero no es una
técnica completamente fiable como para ser empleada de forma exclusiva en la
resolucion de cuestiones evolutivas.

En conclusién, nuestros resultados demuestran que el uso combinado del
espoligotipado y el MLVA 15 loci es una estrategia de genotipado adecuada para el
estudio de la diversidad genética de M. tuberculosis en Extremadura; pudiendo
contribuir también al esclarecimiento de determinadas relaciones evolutivas. Sin
embargo, basandonos solo en estas dos técnicas no hemos podido encontrar una
respuesta convincente que explique por qué la gran mayoria de los aislados resistentes a
la isoniacida de nuestro estudio presentaron perfiles MLVA idénticos pero distintos

espoligotipos.
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13. Factores asociados con la agrupacién de casos de
tuberculosis en Extremadura

RESUMEN

Se ha realizado un estudio epidemiolégico retrospectivo de base poblacional en
el que se incluyeron todos los aislados clinicos del MTBC reunidos entre enero de 1998
y mayo de 2012 en el Laboratorio de Microbiologia del Complejo Hospitalario de
Céceres. El objetivo del estudio fue describir los factores asociados con la agrupacion
de casos de TB y determinar la influencia de la transmision reciente en la distribucién
de la enfermedad en la poblacion extremefia. Los aislados clinicos del MTBC se
caracterizaron mediante el espoligotipado y el MLVA. Los datos sociodemograficos,
clinicos y epidemioldgicos de los pacientes se obtuvieron a partir de la historia clinica.
Se analizaron 445 casos con cultivo positivo, de los cuales cinco (1.1 %) se
consideraron falsos positivos por contaminacion cruzada en el laboratorio. De los 432
aislados clinicos incluidos en el anéalisis de datos, 259 (59.9 %) se encontraban
agrupados en 62 clusteres y 173 (40.1 %) se correspondieron con genotipos Unicos. El
analisis bivariante mostré que los factores de riesgo asociados a la formacion de
clasteres fueron: la edad inferior a 30 afios (OR = 3.24 / IC del 95 % [1.95-5.40]), ser
autoctono (OR = 4.33 / IC del 95 % [1.87-10.03]) y la localizacion pulmonar de la
enfermedad (OR = 2.48 / IC del 95 % [1.46-4.21]). Los resultados de este trabajo ponen
de manifiesto que una parte importante, aproximadamente el 45 %, de los casos de TB
en Extremadura podria ser atribuida a la transmision reciente; esto implica la necesidad
de intensificar las medidas de busqueda activa de casos entre los contactos de pacientes

con TB.
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ABSTRACT

We performed a population-based retrospective epidemiological study which
included all clinical isolates of MTBC collected between January 1998 and May 2012 in
the microbiology laboratory of Caceres Hospital. The aim of the study was to describe
the factors associated with clustering in TB cases and determine the influence of recent
transmission in the distribution of the disease among the population of Extremadura
(southwestern Spain). Clinical isolates of MTBC were characterized by spoligotyping
and MLVA. Socio-demographic, clinical and epidemiological data of the patients were
obtained from their medical records. 445 culture-positive cases of TB were analyzed, of
which five (1.1 %) were considered false positive cultures due to laboratory cross-
contamination. Among the 432 clinical isolates included into the data analysis 259
(59.9 %) were grouped into 62 clusters and 173 (40.1 %) showed unique genotypes. The
bivariate analysis showed that the risk factors associated with clustering in this
population were: age less than 30 years (OR = 3.24 / 95% CI [1.95-5.40]), be
indigenous (OR =4.33 /95 % [1.87-10.03]) and pulmonary disease location (OR = 2.48
/ 95 % CI [1.46-4.21]). The results of this work show that a significant portion, about
45 % of TB cases in Extremadura, could be attributed to recent TB transmission; which

increase the need of screening TB active cases among contacts of TB patients.

INTRODUCCION

Los estudios poblacionales que han incorporado los métodos de biologia
molecular al andlisis de la TB han mejorado nuestro conocimiento sobre como se
transmite la enfermedad. Muchos de estos trabajos han demostrado que, incluso en
paises con baja incidencia de TB, un elevado porcentaje de casos se presenta en

«clusteres» (Alland et al., 1994; Small et al., 1994); es decir, grupos de pacientes
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infectados con la misma cepa. Generalmente se asume que estos casos agrupados son el
resultado de la transmision reciente, mientras que los pacientes con genotipos unicos se
supone que representan una transmision remota y la reactivacion enddgena de
infecciones adquiridas hace mucho tiempo (Small et al., 1994; Mathema et al., 2008).
Por lo tanto, el porcentaje de casos agrupados reflejaria, en los estudios poblacionales,
el grado de transmision reciente de la enfermedad (Ifiigo Martinez et al., 2000).

En Espafia se han realizado numerosos estudios para conocer la proporcién de
casos de TB que puede ser atribuida a la transmision reciente y poder identificar los
factores de riesgo que permiten definir los patrones de transmision de la enfermedad
(Samper et al., 1998; Ifiigo Martinez et al., 2000; Elizaga et al., 2002; Ruiz Garcia et
al., 2002; Inigo Martinez et al., 2003; Pena et al., 2003; Cacho Calvo et al., 2005; Ifiigo
et al., 2007; Ldpez-Calleja et al., 2007; Martinez-Lirola et al., 2008; Lucerna et al.,
2011).

En linea con estos trabajos, se ha llevado a cabo un estudio de epidemiologia
molecular de base poblacional con el objetivo de describir los factores asociados con la
agrupacion de casos de TB y determinar la influencia de la transmision reciente en la
distribucion de la enfermedad en la poblacion extremefia. Para ello, se ha combinado la
informacién procedente de la caracterizacion molecular de los aislados clinicos
mediante el espoligotipado (Kamerbeek et al., 1997) y el MLVA (Supply et al., 2006)

con los datos obtenidos en la investigacion epidemioldgica clasica.

MATERIALES Y METODOS

Coleccion de aislados clinicos
Se ha realizado un estudio retrospectivo de base poblacional en el que se

incluyen todos los aislados clinicos del MTBC reunidos entre enero de 1998 y mayo de
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2012 en el Laboratorio de Microbiologia del Complejo Hospitalario de Céceres. Este
centro, situado en el Hospital San Pedro de Alcéntara, es el «Laboratorio de Referencia
Autonémico de Micobacterias» de Extremadura, y recibe aislados de otros hospitales
extremefios para su identificacion y antibiograma. En concreto, se recibieron muestras
de pacientes diagnosticados en los otros tres hospitales de la provincia de Caceres
(Plasencia, Coria y Navalmoral de la Mata), asi como en los hospitales del Area de
Salud de Don Benito-Villanueva de La Serena (Badajoz). Ademas, entre las muestras
analizadas se incluye también un aislado de M. africanum remitido desde el Hospital
Infanta Cristina (Badajoz). Para el presente trabajo, solo se ha tenido en cuenta un Gnico
aislamiento por episodio de TB activa. El cultivo bacteriologico, la identificacion de la
especie y las pruebas de sensibilidad a los antibidticos, asi como la extraccion de ADN
para el analisis genotipico, se realizaron como se ha descrito previamente (Apartado

10).

Genotipado

Los aislados clinicos del MTBC se caracterizaron en el Laboratorio de
Micobacterias del Departamento de Sanidad Animal de la Universidad de Extremadura,
usando el espoligotipado (Kamerbeek et al., 1997) y el MLVA (Supply et al., 2006)
como se describe en los apartados 10 y 11, respectivamente. Se consider6 que un perfil
MLVA incompleto (ausencia de alelo en uno o0 mas loci VNTR) o que presentaba dos
alelos en uno 0 mas loci VNTR, se correspondia con un genotipo Unico cuando en esa
muestra se identificO un espoligotipo Unico o, si se trataba de un espoligotipo
compartido, no se encontrd una relacion epidemioldgica entre pacientes con perfiles que

pudieran ser idénticos.
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Caracteristicas de los pacientes

Los datos sociodemogréficos, clinicos y epidemioldgicos de los pacientes se
obtuvieron a partir de la historia clinica. La recogida de informacion se realiz6 seglin un
protocolo que incluia las siguientes variables: sexo del paciente; edad; lugar de
residencia; pais de origen; situacién social; profesion; padecimiento de otra enfermedad
(respiratoria, céncer, sida, diabetes y/u otras); informacion referente al consumo de
tabaco, alcohol y otras drogas; manifestaciones clinicas (tos y expectoracion, signos y
sintomas generales, adenopatia, derrame pleural y/u otras); resultado de la prueba de la
tuberculina; localizacion anatdmica de la enfermedad; antecedentes personales de TB, y
contacto con familiares, amigos o conocidos diagnosticados de TB. La busqueda de
informacidn se realizé en colaboracion con el Servicio de Neumologia del Complejo
Hospitalario de Caceres. Los datos de los pacientes que no fueron atendidos en dicho
centro se consiguieron a través de «JARA», un sistema integrado de informacién
sanitaria del Servicio Extremefio de Salud que permite consultar la «historia clinica
electronica» del paciente. Toda esta informacién se complet6 con los datos
microbioldgicos, disponibles en los informes del archivo del Laboratorio de
Microbiologia del Complejo Hospitalario de Céaceres, y se registré en una hoja de Excel
(Microsoft Office) junto con los resultados del genotipado. Esta investigacion cont6 con
la aprobacion de la Comisidn de Bioética de la Universidad de Extremadura y el Comité

Etico de Investigacion Clinica del Complejo Hospitalario de Caceres.

Deteccion de contaminacion cruzada en el laboratorio
La investigacion de posibles casos con cultivos falsos positivos se llevé a cabo
tras la revision de las historias clinicas, que fue posterior a la caracterizacién molecular

de los aislados. Se considerdé que se habia producido una contaminacién cruzada en el
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laboratorio en aquellos casos en los que el paciente solo disponia de un cultivo con
crecimiento, el resultado de la baciloscopia era negativo, no habia clinica que apoyara el
diagnostico de TB, presentaba un genotipo idéntico (mismo espoligotipo y perfil
MLVA) al de una muestra de un paciente bacilifero procesada en el mismo laboratorio
dentro de un intervalo de siete dias y, ademas, no existia ninguna relacion
epidemioldgica entre ambos pacientes (de Boer et al., 2002). Estos casos no se

incluyeron en el analisis de los datos.

Definicidén de cluster y estimacion de la transmision reciente

Los resultados del espoligotipado y el MLVA se combinaron y se analizaron con
el software InfoQuest” FP (Bio-Rad, EE. UU.), con el que se elaboré un dendrograma,
utilizando el coeficiente categérico como medida de distancia genética y el UPGMA
como algoritmo de agrupacion. Un cluster se definié como la agrupacién compuesta por
dos 0 mas casos cuyos aislados compartian espoligotipos y perfiles MLVA idénticos. Se
asumio que los casos agrupados eran el resultado de una infeccion recién adquirida,
mientras que los casos no agrupados (genotipos Unicos) se atribuyeron a la reactivacion
de la infeccion latente (Small et al., 1994; Mathema et al., 2008). El indice de
transmision reciente (recent transmission index, RTI) se calcul6 con la formula: RTl,;
= (n¢ - ¢) / n; donde n es el nimero total de casos agrupados, ¢ el nimero de cllsteres y
n es numero total de casos en la muestra (Small et al., 1994; Tanaka y Francis, 2005).
Este método, conocido como «n menos uno», presupone gque un caso de cada cluster se
origind por una reactivacion endogena y, por lo tanto, debe ser eliminado de los casos
agrupados (Murray, 2002). Se considerd que los pacientes con la fecha de aislamiento

mas antigua representaban los casos indice de cada grupo (Metcalfe et al., 2010). Los
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vinculos epidemioldgicos entre los casos agrupados en clusteres se clasificaron del
siguiente modo (Jonsson et al., 2014):

e Evidente: familiares o contactos sociales (amigos, compaiieros de trabajo...).

e Posible: misma localidad de residencia o poblaciones cercanas.

e Desconocido: falta de vinculos conocidos entre los casos.

Analisis estadistico

Se realiz6 un andlisis descriptivo de forma diferenciada segin el tipo de
variable; para las cualitativas se aplico el calculo de frecuencias absolutas y porcentajes,
mientras que para las cuantitativas se calcularon los siguientes estadisticos descriptivos:
media, desviacion tipica, maximo y minimo. También se traté de identificar los factores
asociados a la transmision reciente. El analisis se basé en la comparacion entre el grupo
de casos agrupados en clusteres y el grupo de casos Unicos, valorando la existencia de
diferencias estadisticamente significativas en la distribucion de cada una de las variables
estudiadas: sexo, edad, lugar de residencia, origen del paciente, infeccion por VIH,
cancer, diabetes, consumo de tabaco, alcoholismo, consumo de drogas por via
parenteral (CDVP) y localizacion anatomica de la TB. La asociacion entre las variables
dependientes (pertenencia 0 no a cluster) con el resto de variables se determing,
calculando odds ratio (OR) y sus respectivos intervalos de confianza (IC) del 95 %,
mediante andlisis bivariantes. Asimismo, se estudio la existencia de diferencias en la
distribucion de casos agrupados y casos Unicos entre las familias de cepas. Para ello se
utilizé la prueba y* («Chi-cuadrado»), salvo cuando no se cumplian las condiciones
estadisticas necesarias para realizar dicha prueba, en cuyo caso se uso el test exacto de

Fisher. De igual modo, se estudio la distribucion de TB pulmonar y extrapulmonar entre
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las diferentes familias. Se considero significativo todo valor de p < 0.05. Los datos se

procesaron con el programa SPSS version 18.

RESULTADOS

Se analizaron 445 casos con cultivo positivo, de los cuales cinco (1.1 %) se
consideraron falsos positivos por contaminacion cruzada en el laboratorio. El caso méas
Ilamativo fue el de un paciente con dos aislamientos (la fecha del primero fue mayo de
2009 y la del segundo octubre de 2010) en los que se identificaron dos genotipos muy
diferentes: NSIT17/M15Ex068 en el de 2009 y SIT50/M15Ex151 en el de 2010.
Durante el estudio de la historia clinica se observéd que en el segundo caso solo existia
un cultivo positivo. Este paciente padecia leucemia aguda mieloblastica, por lo que en
su momento el equipo médico consider6 que la inmunodeficiencia pudo favorecer la
reactivacion del anterior episodio de TB. Se comprob6é que el aislado de 2010
presentaba un genotipo idéntico al de una muestra procesada el mismo dia; sin embargo,
entre ambos pacientes no se encontrd ninguna relacién epidemioldgica. Con la ayuda de
las técnicas moleculares se pudo concluir que el aislamiento de 2010 se correspondia
con un caso de contaminacion cruzada en el laboratorio, y por consiguiente, el segundo
tratamiento que recibi6 este paciente fue innecesario.

De los 440 casos restantes, en 431 (97.95 %) se identificé a M. tuberculosis, en
ocho (1.82 %) a M. bovis y en uno (0.23 %) a M. africanum. Los casos de M. bovis no
se incluyeron en el andlisis de los datos, ya que se analizaran en otra parte del trabajo.
Al comparar el espoligotipo (760000077777671) del unico aislado de M. africanum de
nuestro estudio con la base de datos internacional SITVITWEB (Demay et al., 2012), se
observO que solo existia un aislamiento (ORPHAN) con ese mismo espoligotipo, y

Guinea Bissau era el pais de origen de ambos pacientes. Todos los resultados del
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andlisis molecular, asi como otros datos de interés, se pueden consultar en la tabla S1
del material suplementario aportado en formato digital.

En el andlisis univariante de los datos se comprobd que el 71.3 % (n = 308) de
los casos correspondieron a hombres y el 28.7 % (n = 124) a mujeres; por lo tanto, en la
poblacion de estudio, por cada mujer con TB habia afectados 2.46 hombres. La edad
media de los enfermos fue de 48.39 afios (Desviacion tipica = 21.75), con un rango de
92 afios (minimo = 1 y méximo = 93). Por grupos de edad, predomind el de 31 a 65
afios (210 / 48.6 %), seguido del grupo de mayores de 65 afios (114 / 26.4 %) y del
grupo de 16 a 30 afios (94 / 21.8 %); los otros 14 (3.2 %) casos se incluyeron en el
grupo de hasta 15 afios. En cuanto al origen de los pacientes, un 93.3 % (n = 403) de los
casos pertenecia a poblacion autéctona y un 6.7 % (n = 29) a inmigrantes; en la figura
23 se puede observar la distribucion de casos de pacientes extranjeros por pais de
origen. El 45.1 % (n = 195) de los enfermos residian en una ciudad con mas de 20000
habitantes o en poblaciones de alrededor, mientras que el 54.9 % (n = 237) vivian en
pueblos. En el andlisis por factores de riesgo para la TB se comprobd que el 12.5 %
(n=54) de los pacientes presentaba también otra enfermedad respiratoria (silicosis,
EPOC, etc.), el 7.6 % (n = 33) estaba infectado por el VIH, un 5.8 % (n = 25) padecia
cancer, un 7.6 % (n = 33) diabetes y un 11.1 % (n = 48) otra alteracion de la salud.
Respecto al consumo de tabaco, alcohol y otras drogas, en el 56.5 % (n = 244) de los
casos la historia clinica recogia la condicion de fumador del paciente y en un 8.8 %
(n =38) de casos se pudo establecer la situacion de alcoholismo; por su parte, en el
7.9 % (n = 34) se especificaba el habito del paciente a las drogas por via parenteral y en
el 6.5 % (n =28) se hacia referencia al consumo de drogas por via no parenteral. En
relacion a la localizacion anatémica de la enfermedad, 356 (82.4 %) enfermos

presentaban TB pulmonar, 68 (15.74 %) extrapulmonar y en ocho (1.85 %) casos la
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localizacion fue mixta. Segun la informacion contenida en la historia clinica, 28 (6.5 %)
pacientes referian haber padecido TB previamente, y 46 (10.6 %) habian contactado con
familiares, amigos o conocidos diagnosticados de TB. Por altimo, el resultado de la
prueba de la tuberculina fue positivo en 150 (34.7 %) casos, si bien no se encontro

ninguna referencia a esta prueba en més de la mitad (268 / 62 %) de los casos.
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Figura 23: Distribucién de casos de pacientes extranjeros por pais de origen.

De los 432 aislados incluidos en el andlisis, 259 (59.9 %) se encontraban
agrupados en 62 cllsteres y 173 (40.1 %) se correspondieron con genotipos Unicos (ver
figura S2 en material suplementario digital). El tamafio de los grupos varié entre dos y
21 aislados; los clusteres de dos fueron los mas numerosos (25; 40.3 %), seguidos de los
de tres (13; 20.1 %) y de los de cinco (7; 11.3 %). La proporcion de casos de TB
agrupados no diferia sustancialmente por afio de aislamiento (tabla 15). De los 62
clasteres identificados, 57 estaban formados en su totalidad por autéctonos, dos (C40 y
C61) estaban integrados exclusivamente por pacientes extranjeros y tres (C05, C45 y
C55) fueron clusteres mixtos. En estos Gltimos, existia un Gnico inmigrante por grupo,
el resto eran autoctonos. De los tres clisteres mixtos, tan solo en el C55 el caso indice

se correspondio con un paciente extranjero.
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Afio Todos los casos (% Casos agrupados (% con Casos Unicos (% con
sobre el total de afos) respecto al afio) respecto al afio)
1998 37 (8.6) 19 (51.3) 18 (48.7)
1999 34 (7.9) 23 (67.6) 11 (32.4)
2000 42 (9.7) 25 (59.5) 17 (40.5)
2001 33(7.7) 20 (60.6) 13 (39.4)
2002 25(5.8) 18 (72.0) 7(28.0)
2003 30 (6.9) 20 (66.7) 10 (33.3)
2004 32(7.4) 25(78.1) 7(21.9)
2005 26 (6.0) 13 (50.0) 13 (50.0)
2006 21 (4.9) 13 (61.9) 8(38.1)
2007 27 (6.2) 17 (63.0) 10 (37.0)
2008 25 (5.8) 17 (68.0) 8 (32.0)
2009 34 (7.9) 18 (52.9) 16 (47.1)
2010 27 (6.2) 16 (59.2) 11 (40.7)
2011 25(5.8) 8(32.0) 17 (68.0)
2012 14 (3.2) 7 (50.0) 7 (50.0)
1998-2012 432 (100) 259 (59.9) 173 (40.1)

Tabla 15: Numero de casos agrupados y no agrupados por afio de aislamiento.

Asimismo, se realiz6 una comparacién de los casos agrupados frente a los no
agrupados para diversas variables. Este analisis bivariante mostré que los factores de
riesgo asociados a la formacién de clUsteres fueron: la edad, el origen de los pacientes y
la localizacion anatomica de la enfermedad. Los individuos con menos de 30 afios
presentaron mayor riesgo de formar agrupaciones (OR =3.24 / IC del 95 % [1.95-5.40])
que los enfermos con una edad igual o superior a 30 afios. En cuanto al origen de los
pacientes, los autoctonos tuvieron 4.33 veces mas posibilidades de asociarse a clusteres,
en comparacion con los extranjeros (OR = 4.33/ IC del 95 % [1.87-10.03]). Por ultimo,
los pacientes que presentaron una TB pulmonar tuvieron 2.48 veces més riesgo de
formar agrupaciones que los enfermos con TB extrapulmonar (OR = 2.48 / IC del 95 %
[1.46-4.21]). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre casos
agrupados y no agrupados en el resto de variables estudiadas (tabla 16). En el anélisis de
la distribucidn de casos agrupados y casos Unicos entre las diferentes familias de cepas,
se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las familias Hy T. De este
modo, el porcentaje de casos agrupados con cepas de la familia H fue significativamente

mayor que el porcentaje de casos agrupados encontrado para al resto de familias,
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mientras que el porcentaje de casos Unicos con cepas de la familia T fue
significativamente mayor que el porcentaje encontrado para el resto de familias
(tabla 17). De igual forma, en el estudio de la distribucion de casos con localizacion
pulmonar y extrapulmonar entre las diferentes familias, también se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en las familias H y T. Asi, con respecto al
resto de familias, mientras que en los casos con cepas de la familia H fue méas frecuente
la localizacion pulmonar, en los casos con cepas de la familia T fue méas comdn la

localizacion extrapulmonar (tabla 18).

Variable Casos agrupados (%)  Casos Unicos (%0) OR IC del 95 %
Sexo 0.94 (0.61-1.43)
Mujer* 73(28.2) 51 (29.5)
Hombre 186 (71.8) 122 (70.5)
Edad 3.24 (1.95-5.40)
< 30 afios* 86 (33.2) 23 (13.3)
>30 aflos 173 (66.8) 150 (86.7)
Lugar de residencia 1.32 (0.89-1.95)
Urbano/periurbano* 124 (47.9) 71 (41.0)
Rural 135 (52.1) 102 (59.0)
Origen 4.33 (1.87-10.03)
Autoctono* 251 (96.9) 152 (87.9)
Extranjero 8(3.1) 21 (12.1)
Infeccion por VIH 0.69 (0.34-1.40)
Si* 17 (6.6) 16 (9.3)
No 242 (93.4) 157 (90.7)
Céncer 0.84 (0.37-1.90)
Si* 14 (5.4) 11 (6.4)
No 245 (94.6) 162 (93.6)
Diabetes 0.69 (0.34-1.40)
Si* 17 (6.6) 16 (9.3)
No 242 (93.4) 157 (90.7)
Consumo de tabaco 1.25 (0.85-1.84)
Si* 152 (58.7) 91 (52.6)
No 107 (41.3) 82 (47.4)
Abuso de alcohol 1.50 (0.73-3.05)
Si* 25 (9.7) 13 (7.5)
No 234 (90.3) 160 (92.5)
CDVP 0.83 (0.41-1.69)
Si* 19 (7.3) 16 (9.3)
No 240 (92.7) 157 (90.7)
Localizacion TB* 2.48 (1.46-4.21)
Pulmonar* 229 (89.1) 127 (76.0)
Extrapulmonar 28 (10.9) 40 (24.0)

Tabla 16: Analisis bivariante de las principales variables sociodemograficas y clinicas asociadas con casos
agrupados en Extremadura. * Categoria de referencia. *Los casos con localizacion mixta no se tuvieron en cuenta.
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Todos los casos

Casos agrupados

Casos Unicos

Familia M. x p
tuberculosis (%) (%**) (%**)
AFRI1 1(0.23) 0 (0.0) 1 (100) n/a nfa
Beijing 3(0.69) 2 (66.7) 1(33.3) 1.0007
H37Rv 4(0.92) 4 (100) 0 (0.0) n/a n/a
LAM 126 (29.16) 71 (56.3) 55 (43.7) 0.62 0.430
T 104 (24.07) 52 (50.0) 52 (50.0) 5.65 0.017
H 101 (23.37) 72 (71.3) 29 (28.7) 7.89 0.005
S 6 (1.38) 2(33.3) 4 (66.7) 0.230°
X 6(1.38) 5(83.3) 1(16.7) 0.408%
Tabla 17: Numero de casos de TB con genotipos compartidos y Unicos distribuidos por familia.
n/a = no se realiz6 ninguna prueba estadistica debido a que existia alguna celda en la fila con valor 0.
# Se utiliz6 el estadistico exacto de Fisher.
* 9% con respecto al total de casos (n = 432). ** % con respecto al nimero de casos dentro de cada familia.
Eamilia M. Todos los casos TB pulmonar TB extrapulmonar 7 p
tuberculosis (%*) (%**) (%**)
AFRI1 1(0.23) 0 (0.0 1 (100) n/a n/a
Beijing 3(0.69) 3 (100) 0 (0.0 n/a n/a
H37Rv 4(0.92) 4 (100) 0 (0.0) n/a n/a
LAM 126 (29.16) 106 (84.1) 20 (15.9) 0.002 0.961
T 104 (24.07) 80 (76.9) 24 (23.1) 5.55 0.018
H 101 (23.37) 92 (91.1) 9(8.9) 4.63 0.031
S 6 (1.38) 5(83.3) 1(16.7) 1.000?
X 6 (1.38) 5(83.3) 1(1.47) 1.000%

Tabla 18: Numero de casos de TB pulmonar y extrapulmonar distribuidos por familia.

n/a = no se realizé ninguna prueba estadistica debido a que existia alguna celda en la fila con valor 0.

# Se utilizé el estadistico exacto de Fisher.

* % con respecto al total de casos (n = 432). ** % con respecto al nimero de casos dentro de cada familia.

Tras considerar un caso indice en cada cluster, se estim6 que el 45.6 % (259-
62/432) de los casos analizados se debian a una transmisién reciente. En el analisis
Ilevado a cabo para establecer relaciones epidemioldgicas en los clusteres identificados
se hallé algun tipo de vinculo en el 76.1 % (n = 197) de los casos agrupados. En el
22.4% (n = 58) de los casos agrupados se encontraron vinculos evidentes (no se
tuvieron en cuenta los casos de recidivas). No se pudo identificar ninguna conexion

epidemioldgica en el 23.9 % (n = 62) de los casos agrupados (tabla 19).
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Cluster N° de N® d.e casos Tipo de vinculo epidemioldgico
€asos relacionados
Co1 2 0 Desconocido
C02 3 3 Evidente (contactos sociales: comparten practicas de riesgo [CDVP])
C03 5 2 Posible
Cco4 2 0 Desconocido
C05 4 2 Posible
C06 2 2 Posible
Cco7 2 0 Desconocido
Co08 3 2 Evidente (familiares no convivientes)
C09 3 0 Desconocido
C10 3 2 Recidiva (mismo paciente)
C11 2 2 Posible
C12 9 8 Posible
C13 3 3 Posible
C14 2 0 Desconocido
C15 7 4 Posible
C16 3 2 Posible
C17 4 4 Evidente (contactos sociales)
C18 2 0 Desconocido
C19 5 5 Evidente (familiares: padre y dos hijos) en tres casos; posible con y entre el resto
C20 2 0 Desconocido
C21 2 2 Posible
C22 5 5 Posible
C23 3 2 Recidiva (mismo paciente)
C24 2 2 Posible
C25 2 2 Recidiva (mismo paciente)
C26 2 2 Posible
C27 3 0 Desconocido
C28 4 3 Evidente (familiares: padre e hijo) en dos casos; posible con el otro
C29 4 4 Posible
C30 2 2 Evidente (familiares: padre e hijo)
C31 7 7 Posible
C32 3 3 Posible
C33 2 2 Evidente (familiares: hermanos)
C34 2 2 Posible
C35 2 2 Posible
C36 5 4 Posible
C37 3 3 Evidente (familiares: hermanos) en dos casos; posible con el otro
C38 3 3 Posible
C39 2 2 Posible
C40 3 3 Recidiva (tres casos de un mismo paciente)
C41 4 4 Posible
C42 13 13 Evidente (familiares: matrimonio e hijo) en tres casos; posible con y entre el resto
C43 5) 0 Desconocido
C44 2 2 Posible
C45 13 9 Evidente (familiares o contactos sociales) en seis casos; posible con y entre el resto
C46 3 2 Evidente (contactos sociales: comparten practicas de riesgo [CDVP])
C47 14 14 Evidente (familiares o contactos sociales) en siete casos; posible con y entre el resto
C48 4 2 Evidente (familiares: medre e hija)
C49 5 5 Posible
C50 2 2 Evidente (familiares: padre e hijo)

Tabla 19: Relacién epidemioldgica entre los casos agrupados en clUsteres.
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Cluster N° de N® d.e €asos Tipo de vinculo epidemioldgico
asos relacionados
C51 6 5 Evidente (familiares: padre e hija) en dos casos; posible con y entre el resto
C52 2 0 Desconocido
C53 2 2 Posible
C54 2 2 Evidente (familiares: madre e hija)
C55 21 21 Evidente (familiares o contactos sociales) en seis casos; posible con y entre el resto
C56 2 0 Desconocido
C57 8 5 Posible
C58 7 2 Posible
C59 6 4 Recidiva (dos casos de un mismo paciente); posible con y entre el resto
C60 2 0 Desconocido
C61 2 2 Evidente (contactos sociales)
C62 5 5 Evidente (familiares: padres e hijos) en cuatro casos; posible con el resto

Tabla 19: Relacién epidemiolégica entre los casos agrupados en clUsteres (continuacion).

En este analisis se observaron seis casos de recidivas (TB recurrente causada por
la misma cepa): cuatro pacientes desarrollaron nuevamente la enfermedad entre uno y
cuatro afos después del primer episodio, mientras que otro paciente (un recluso nacido
en Marruecos) sufrio tres episodios de TB con un intervalo de poco mas de un afio entre
cada uno de ellos. Por otra parte, se detectaron tres posibles eventos de transmision
entre pacientes con vinculos epidemioldgicos evidentes, cuyos aislados mostraron una
variacion en un solo locus del perfil MLVA (Allix-Béguec et al., 2014; Jonsson et al.,
2014). Dos de estos eventos se hallaron en una misma familia: un paciente en el que se
identificd el perfil M15Ex108 era hermano de otro enfermo que presento el perfil Unico
M15Ex110 (una variacion entre ambos perfiles); a su vez, el primer paciente también
era familiar directo (marido y padre, respectivamente) de una mujer y su hija en las que
se encontrd el perfil M15Ex109 (una variacién con respecto a M15Ex108), si bien,
cuando al padre se le diagnostico la TB (enero de 1999) su hija ain no habia nacido, por
tanto, todo hace indicar que fue la madre la que le transmitié la enfermedad a la nifia.
Curiosamente, una nifia de cinco afos, integrante del mismo grupo que la mujer y su
hija del anterior caso, también presentd el perfil M15Ex109, aunque es poco probable

que el foco de infeccién pudiera ser alguno de los miembros de su grupo (C48), sino
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que seguramente fue su padre, al que se le diagnostico la enfermedad poco antes que a
ella 'y en el que se identificd el perfil M15Ex108, quien le transmitid la infeccion. Al
mismo tiempo, se detectaron otras posibles situaciones de transmision reciente
inicialmente no contempladas, como la observada en un grupo de nueve aislados
(clasteres C30 y C31) resistentes a la isoniacida con idéntico perfil MLVA (M15Ex163)
pero distinto espoligotipo (SIT47 o SIT50), que pertenecian a pacientes de la misma
localidad. También existia una posible relacion epidemioldgica entre el paciente con el
genotipo NSIT06/M15Ex089 y varios enfermos con el genotipo SIT33/M15Ex089,

ambos también resistentes a la isoniacida.

DISCUSION

En este estudio se han analizado los factores sociodemograficos, clinicos y
epidemioldgicos asociados con la formaciéon de grupos de cepas de M. tuberculosis
idénticas, o genéticamente relacionadas, cuyo origen parece estar en la transmision
reciente de la enfermedad (Rodwell et al., 2012). De los 432 casos de TB estudiados
desde 1998 hasta 2012 en Extremadura, la mayoria (59.9 %) presentaba genotipos
compartidos por dos o mas aislados. El porcentaje de aislados agrupados (59.9 %) en
nuestro estudio es algo superior al encontrado en otros trabajos espafioles: 52.6 % en
Zaragoza (Lopez-Calleja et al., 2007), 52.4 % en Elche (Ruiz Garcia et al., 2002),
50.7 % en Madrid (Cacho Calvo et al., 2005), 46 % en Barcelona (Solsona et al., 2001),
44 % en Almeria (Lucerna et al., 2011) o 38 % en Sevilla (Safi et al., 1997); sin
embargo, es inferior al 72.3 % observado en un estudio en Gran Canaria (Pena et al.,
2003). Exceptuando el trabajo insular, esto podria estar relacionado con la duracién de
la investigacion, ya que la proporcién de casos agrupados aumenta cuanto mayor es el

periodo de estudio (Glynn et al., 2005; Houben y Glynn, 2009), y el nuestro fue el que
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mas afios abarcd. Ademas, en este trabajo hemos empleado el MLVA (junto con el
espoligotipado) para la caracterizacion molecular de los aislados, mientras que en el
resto de estudios se utilizo el andlisis del RFLP (en algunos casos complementado con
el espoligotipado), lo que podria suponer una discrepancia en el establecimiento de
agrupaciones entre ambos métodos (Hanekom et al., 2008). Esto sugiere que el disefio
del estudio y el método de genotipado utilizado, asi como el escenario en el que se
desarrolla la investigacién, podrian afectar a la proporcién de casos agrupados (Mears et
al., 2015).

Aun asumiendo que el caso indice de cada cluster fue consecuencia de una
reactivacion enddgena, nuestros resultados indicarian que una parte importante (=~ 45 %)
de los casos de TB en nuestra region probablemente se debieron a una transmisién
reciente. No obstante, el hecho de encontrar genotipos compartidos no refleja
necesariamente una transmision reciente (Glynn et al., 1999a), ya que existen otros
factores que pueden dar lugar a la aparicion de genotipos idénticos, como la
reactivacion simultanea de infecciones adquiridas hace mucho tiempo (Smit et al.,
2014), la homoplasia (Reyes et al., 2012) o el predominio regional de un genotipo que
se ha difundido a lo largo de muchos afios (Garcia-Pachon y Rodriguez, 2005). En
nuestro estudio hemos encontrado que los grupos compuestos por dos o tres casos
representaron algo mas del 50 % del total de clisteres, lo cual indica que la mayor parte
de los casos de TB en Extremadura se estan produciendo en pequefios brotes o
microepidemias causados por cepas diversas; esto refleja la ausencia de un genotipo de
M. tuberculosis predominante en la poblacion (Samper et al., 1998), y sugiere que los
programas de control de la enfermedad estarian siendo eficaces (Alonso Rodriguez et

al., 2010). A su vez, con el uso combinado del espoligotipado y el MLVA 15 loci
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también parece improbable que la homoplasia haya tenido una influencia notable en
nuestros resultados (Reyes et al., 2012).

Por otro lado, el 40.1 % de los casos de este estudio presentaron genotipos
unicos. Los casos con genotipo no compartido normalmente se atribuyen a la
reactivacion de la infeccion latente; sin embargo, esto tampoco se cumple en todos los
casos, ya que existe la posibilidad de que se haya producido la mutacién de un genotipo
transmitido recientemente o también puede suceder que la persona que transmitié un
genotipo aparentemente Unico no haya sido incluida en el anélisis. La probabilidad de
interpretar de forma err6nea un caso con genotipo Unico como una reactivacion
enddgena aumenta cuantos menos casos se analizan y cuanto menor es la duracién del
estudio (Glynn et al., 1999b; Murray y Alland, 2002).

Uno de los puntos fuertes de nuestra investigacion ha sido precisamente su
duracion. El hecho de disponer de un periodo de estudio de 14 afios y cinco meses nos
ha permitido analizar determinados aspectos relacionados con la epidemiologia y la
patogénesis de la enfermedad que de otra forma hubiera resultado imposible. De este
modo, aunque no podemos descartar que se haya producido un contagio a partir de
individuos que no han sido incluidos en el estudio, hemos observado que el tiempo
transcurrido entre la deteccion de algunos casos y la aparicién de otros con los que
comparten cepas y vinculos epidemioldgicos fue superior a cinco afios; tiempo limite
establecido para separar una transmision reciente de una remota, aunque este es un
plazo arbitrario (Borgdorff et al., 2005). Asi, por ejemplo, en un cluster (C33) formado
por dos casos con un genotipo muy particular (ORPHANO03/M15Ex165), se comprobd
que los pacientes eran hermanos, y entre un aislamiento y otro habia transcurrido una
periodo de algo méas de ocho afios. En otro grupo (C31), compuesto por siete pacientes

que residian en la misma localidad, también pasaron ocho afios sin que apareciese la
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cepa (SIT50/M15Ex163) resistente a la isoniacida causante de la microepidemia. En
concreto, entre abril de 1998 y noviembre de 2001 se identificaron cinco aislados con
ese genotipo, y no fue hasta noviembre de 2009 cuando volvié a aislarse en otro
paciente la cepa en cuestion; la cual reaparecid nuevamente en mayo de 2012, lo que
sugiere que el periodo de incubacion pudo ser incluso superior a los ocho afios si el
enfermo diagnosticado en 2009 no fue quien contagio al paciente que enfermd en 2012,

Estas observaciones confirman, una vez mas (Lillebaek et al., 2002), que la fase
de latencia de la TB puede prolongarse durante afios. Ademas, corroboran que debe
replantearse la forma en que se estima la proporcion de TB atribuible a la transmision
reciente, puesto que dificilmente se puede hablar de infeccion recién adquirida cuando
han transcurrido ocho afos desde el diagnostico de la enfermedad en un paciente y la
deteccidn de la misma cepa en otro enfermo con el que tiene vinculos epidemioldgicos
evidentes. Varios autores han discutido sobre esta cuestion con anterioridad (Glynn et
al., 1999a; Murray, 2002; Tanaka y Francis, 2005; Benedetti et al., 2010), y coinciden
en que los casos agrupados deben interpretarse con precaucién para estimar la verdadera
proporcion de TB atribuible a la transmision reciente. En este sentido, consideramos
que seria oportuno descartar los casos recurrentes causados por la misma cepa, ya que,
cuando menos en regiones de baja incidencia de TB como Extremadura, casi con total
seguridad son consecuencia de la reactivacién de un episodio previo de TB y no de una
reinfeccién exdgena. En cambio, se deberia contemplar la posibilidad de que se haya
producido una transmisién reciente cuando se observa una diferencia minima en el
perfil genotipico de dos casos relacionados.

El enfoque utilizado para identificar la proporcion de TB atribuible a la
transmision reciente se basa en el concepto de que los organismos epidemiol6gicamente

relacionados comparten genotipos indistinguibles, mientras que los organismos no
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relacionados presentan alguna diferencia genética (Barnes y Cave, 2003; Moonan et al.,
2012). Sin embargo, tanto en este como en otros estudios (Allix-Béguec et al., 2014;
Jonsson et al., 2014) se ha podido establecer una clara relacion epidemioldgica entre
aislados con alguna variacion en el perfil MLVA. Quizas el caso que mejor representa
esta situacion en nuestro trabajo es el de dos hermanos con un genotipo similar pero no
idéntico: uno de los pacientes presentd un perfil compartido (M15Ex108), mientras que
en el otro hermano se identificé un perfil Unico (M15Ex110); dado que entre ambos
perfiles existia una variacién en un locus, no se consider6 como transmision reciente.
Esto indica que, si bien la definicion de clister se debe mantener estricta debido al
elevado grado de clonalidad encontrado recientemente en las cepas de M. tuberculosis
(Sloot et al., 2013), las variaciones de un solo locus a veces ocurren entre aislados con
enlaces claros (Allix-Béguec et al., 2014). Por lo tanto, siempre que exista una relacion
epidemioldgica entre los pacientes, parece razonable contemplar la posibilidad de
transmision reciente en aquellos casos en los que se observe una variacion en un solo
locus del perfil MLVA (Jonsson et al., 2014); obviamente, deben presentar el mismo
espoligotipo. De igual modo, creemos que este razonamiento puede ser extensible a
otros casos, como el de los nueve aislados clinicos resistentes a la isoniacida con el
mismo perfil MLVA (M15Ex163) pero distinto espoligotipo (SIT47 o SIT50), que
procedian de pacientes que residian en la misma localidad. La evidencia de una
conexion epidemioldgica entre ambos grupos (C30 y C31) sefialaria a un evento de
microevolucion en el locus DR (Aga et al., 2006) como causa de la aparicion de un
nuevo genotipo (SIT47/M15Ex163), que tendria su origen en una cepa
(SIT50/M15Ex163) transmitida entre vecinos. Este argumento se veria reforzado por el
hecho de que la Unica transmision del genotipo SIT47/M15Ex163 se haya producido

entre un padre (caso indice) y su hijo de tres afios. La existencia de una relacién
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epidemioldgica apoya, por tanto, el escenario evolutivo planteado en el apartado 12, al
tiempo que resta verosimilitud a la posibilidad de que las mismas mutaciones de
resistencia se adquirieran de forma independiente. Por otro lado, la evidencia de
vinculos epidemioldgicos entre los pacientes con determinadas cepas resistentes a los
antibioticos demuestra que se ha producido una transmisién de esas cepas entre la
poblacion extremefia, algo que ya se habia evidenciado en Espafia (Samper et al., 2005;
Gavin et al., 2012) o Portugal (Perdigdo et al., 2008; Perdigdo et al., 2011), y descarta
que en la mayoria de los casos la aparicion de resistencia a los farmacos haya tenido
lugar durante el tratamiento, como en México (Martinez-Guarneros et al., 2013).

En el analisis por factores de riesgo asociados a la formacién de clusteres,
observamos que los pacientes con una edad inferior a 30 afios, los autoctonos y los
enfermos con TB pulmonar tenian mayor probabilidad de pertenecer a un cldster.
Alguno de estos factores de riesgo detectados ya se habian sugerido en trabajos previos
realizados en nuestro pais (Ifiigo Martinez et al., 2000; Elizaga et al., 2002; Ruiz Garcia
et al., 2002; Pena et al., 2003; Cacho Calvo et al., 2005; Ifiigo et al., 2007; Lopez-
Calleja et al., 2007; Lucerna et al., 2011). En el caso de la edad se observa una gran
disparidad en cuanto al criterio utilizado para establecer las distintas categorias; si bien,
la mayoria de los trabajos coinciden en que la transmision reciente suele estar asociada a
la poblacion més joven (Nava-Aguilera et al., 2009). Esto podria deberse a la mayor
actividad social que presenta este grupo poblacional (contactos en centros educativos,
lugares de trabajo, de ocio, transportes publicos, etc.) con respecto a personas de mas
edad. Coincidiendo también con otros trabajos (de Bruyn et al., 2001; Weis et al., 2002;
Heldal et al., 2003), se ha observado una mayor probabilidad de pertenecer a clusteres
en autoctonos que en extranjeros. Estos resultados sugieren que los inmigrantes

desarrollan la enfermedad principalmente por reactivacion de una infeccién adquirida en
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su pais de origen. Ademas, la escasa presencia de clusteres mixtos en nuestro estudio
descarta que exista una importante transmisién bidireccional entre la poblacion
autoctona y la inmigrante. En tan solo uno (C55) de los tres clisteres mixtos detectados,
el caso indice se correspondid con un paciente extranjero. Este caso es el de un paciente
nacido en Brasil, del que se sospechaba que pudiera haber importado el espoligotipo
SIT106 a nuestra region (Apartado 10). Después de recopilar mas informacion,
consideramos que ese espoligotipo ya existia en Extremadura, puesto que hay otro
grupo de aislados (C58) con ese mismo espoligotipo aunque con diferente perfil MLVA
(M15Ex082). Sin embargo, es posible que el paciente brasilefio importase un genotipo
(SIT106/M15Ex069) distinto al existente en nuestra region hasta su llegada
(SIT106/M15Ex082), y la introduccion de una cepa nueva justificaria que ese claster
(C55) sea el de mayor tamario (21 casos) de todo el estudio.

Por otra parte, se encontré que las cepas de la familia H fueron mas comunes
entre los casos agrupados, mientras que las cepas de la familia T lo eran en los casos no
agrupados. Una situacién analoga se observo en el estudio de la distribucién de casos
con localizacion pulmonar y extrapulmonar entre las diferentes familias. Estos
resultados apoyarian la idea extendida en los ultimos afios de que la diversidad
genotipica de M. tuberculosis podria tener implicaciones clinicas (Coscolla y Gagneux,
2010; Click et al., 2012; Wamala et al., 2014).

No obstante, tanto esta como otras suposiciones son dificiles de probar debido a
las limitaciones de nuestra investigacion. Una de ellas es el caracter regional del trabajo,
no pudiéndose descartar que algin paciente haya adquirido la TB por contacto con
personas que residen fuera del area estudiada. Ademas, nuestra investigacion también
estd limitada por su disefio retrospectivo, por lo que es posible que los resultados

puedan estar parcialmente condicionados y sesgados debido a la falta de informacién en
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las historias clinicas. Esta puede ser una de las razones del bajo porcentaje (22.5 %) de
casos agrupados con vinculos epidemioldgicos evidentes. Aunque se debe ser precavido
a la hora de hacer comparaciones con otros trabajos, ya que las definiciones de vinculos
epidemioldgicos varian en los diferentes estudios, diversas investigaciones, tanto en
Espafia como en otros paises, han conseguido un mayor porcentaje de confirmacion
epidemioldgica a través de entrevistas con los pacientes (Diel et al., 2002; Weis et al.,
2002; van Deutekom et al., 2004; Martinez-Lirola et al., 2008; Alonso-Rodriguez et al.,
2009a; Barniol et al., 2009; Perri et al., 2011).

Este trabajo también nos ha permitido detectar casos con cultivos falsos
positivos. Ademas de influir en los resultados de los estudios epidemioldgicos
(Martinez et al., 2006), la existencia de cultivos falsos positivos puede inducir al
diagnostico erréneo de TB y la instauracion de tratamientos prolongados con farmacos
potencialmente toxicos (Alonso et al., 2007). En esta investigacion, se determino que el
1.1 % (n =5) del total de casos de TB humana con cultivo positivo analizados (n = 445)
se debia a una contaminacion cruzada en el laboratorio. A pesar de que no es un dato
alarmante y entra dentro de un rango (1-3 %) que se podria considerar como tolerable a
tenor de lo publicado en otros estudios (Small et al., 1993; Burman y Reves, 2000; de
Boer et al., 2002; Ruddy et al., 2002), estos casos se hubiesen podido detectar a tiempo
si en los hospitales extremefios, o cuando menos en un centro de referencia, se aplicasen
de forma rutinaria técnicas como el MLVA en el diagnéstico de la TB (Martin et al.,
2008). Asimismo, debemos sefialar que los casos de contaminacion cruzada han podido
afectar ligeramente a los resultados obtenidos en andlisis previos (Apartado 10, 11 y
12). Esta circunstancia se debe asumir cuando el analisis genotipico no se puede
completar con la oportuna informacién clinica y epidemiolégica. Por lo tanto, para que

la caracterizacién molecular de los aislados clinicos sea una medida realmente Gtil en
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los hospitales extremefios, es fundamental que exista una buena comunicacion entre
todas la partes implicadas en el diagnostico de la TB.

En conclusion, nuestros resultados mostraron que una parte importante de los
casos de TB en Extremadura podria ser atribuida a la transmision reciente; esto implica
la necesidad de intensificar las medidas de busqueda activa de casos entre los contactos
de pacientes con TB, especialmente en autdctonos de menos de 30 afios, grupo
poblacional que parece contribuir activamente a la transmision de la enfermedad. Al
mismo tiempo, consideramos que los estudios clésicos de contactos se deberian
completar con una investigacion epidemiol6gica mas amplia en la que también se
incluyese el analisis molecular de los aislados clinicos, mediante técnicas de genotipado
como el MLVA, para poder descubrir escenarios de transmision menos convencionales
que podrian estar pasando inadvertidos. Esto también permitiria detectar a tiempo
posibles casos con cultivos falsos positivos por contaminacion cruzada en el laboratorio.
Ademas, teniendo en cuenta que la reactivacion enddgena de la infeccion latente podria
ser la causa de mas de la mitad de los casos nuevos de TB en nuestra regién, y que dicha
reactivacion puede ocurrir hasta pasados ocho afios desde el contagio, los programas de
lucha y control de la TB deberan centrar sus esfuerzos a medio y largo plazo en la

aplicacion de medidas para prevenir que la enfermedad se desarrolle.

210



Epidemiologia molecular de la tuberculosis humana en Extremadura

14. Complejidad clonal en la infeccion por Mycobacterium
tuberculosis

RESUMEN

La epidemiologia molecular ha revelado que la infeccion por M. tuberculosis es
mas compleja de lo que inicialmente se creia. Nuestro objetivo fue determinar la
frecuencia de la complejidad clonal en la infeccion por M. tuberculosis en una
poblacion no seleccionada y en un entorno de baja incidencia de TB como Extremadura.
En el 1.8 % (n = 8) de los 432 aislados clinicos analizados se detecté mas de un alelo en
algin locus VNTR. Nuestros resultados demuestran que la complejidad clonal en la
infeccion por M. tuberculosis también puede ser identificada en entornos de baja
incidencia de la enfermedad. Aun asi, las infeciones mixtas, los casos de TB recurrente

por reinfeccion exdgena y de heterorresistencia son poco comunes en Extremadura.

ABSTRACT

Molecular epidemiologic results have shown that infection with M. tuberculosis
is more complex than previously thought. The main objective of our study was to
characterize the clonal complexity in TB from an unselected low-incidence population
as Extremadura. In 1.8 % (n = 8) of the 432 clinical isolates analyzed more than one
allele was found in some of the VNTR. Our results showed that the clonal complexity
of M. tuberculosis infection can also be identified in geographical areas with a low
incidence of the disease. Nevertheless, mixed-strain M. tuberculosis infections,
recurrent TB cases caused by exogenous reinfection and cases of hetero-resistance are

rare in Extremadura.

211



Complejidad clonal en la infeccién por Mycobacterium tuberculosis

TEXTO

Hasta hace unos afios se asumia que un paciente con TB albergaba solo un tipo
de cepa; sin embargo, la aplicacion de las técnicas de genotipado al analisis de aislados
clinicos de M. tuberculosis ha revelado que la infeccion por este agente patégeno podria
ser mas compleja de lo que inicialmente se creia. De este modo, se han identificado con
cierta frecuencia varios fenomenos relacionados con la complejidad clonal, como las
infecciones mixtas (revisado recientemente en Cohen et al., 2012) o los fendmenos de
microevolucion que conducen a la aparicion de variantes clonales dentro de un huésped
(Warren et al., 2002; Aga et al., 2006; Al-Hajoj et al., 2010; Navarro et al., 2011;
Pérez-Lago et al., 2011; Kato-Maeda et al., 2013; Pérez-Lago et al., 2014a). En algunos
casos se ha observado que las diferentes cepas o variantes clonales no se distribuyen de
forma homogénea, sino que infectan distintas zonas dentro del mismo pulmon o incluso
localizaciones anatomicas diferentes, dando lugar a lo que se conoce como
compartimentacion de la infeccion (Garcia de Viedma et al., 2003; Kaplan et al., 2003;
Garcia de Viedma et al., 2006b; Andrade et al., 2009; Muwonge et al., 2013). Como
ocurre con otros aspectos de esta enfermedad, es dificil establecer una clara distincién
entre las infecciones mixtas y la diversidad clonal derivada de los fenémenos de
microevolucion. Algunos autores sefialan que la diversidad clonal se relaciona con casos
esporadicos de polimorfismo asociados a mutaciones adaptativas, mientras que una
infeccion mixta implica la adquisicion de otro genotipo de M. tuberculosis
completamente nuevo por la exposicion simultanea o continuada a diferentes cepas
(Cohen et al., 2012; Muwonge et al., 2013).

En Espafia existen varios trabajos que tratan acerca de estas cuestiones (Garcia
de Viedma et al., 2003; Garcia de Viedma et al., 2005a; Garcia de Viedma et al., 2006b;

Martin et al., 2007; Martin et al., 2010; Martin et al., 2011; Navarro et al., 2011; Pérez-
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Lago et al., 2011; Pérez-Lago et al., 2012; Navarro et al., 2013; Pérez-Lago et al.,
2014a; Pérez-Lago et al., 2015), aunque se limitan a dos escenarios epidemioldgicos
(Madrid y Almeria) con una incidencia moderada de TB (Navarro et al., 2011).

Por ello, el objetivo de este analisis ha sido determinar la frecuencia de la
complejidad clonal en la infeccion por M. tuberculosis en una poblacion no
seleccionada y en un entorno de baja incidencia de TB como Extremadura. El estudio de
la complejidad clonal se ha basado en los datos obtenidos en un analisis previo
(Apartado 13). A diferencia del espoligotipado, que no permite detectar infecciones con
multiples cepas en un paciente (salvo que se analicen por separado varias colonias),
debido a que los espaciadores presentes en unos clones pueden ocultar la ausencia de
espaciadores en otros, el MLVA es un método simple, rapido y sensible para estudiar la
complejidad clonal en la TB (Shamputa et al., 2004; Garcia de Viedma et al., 2005a;
Shamputa et al., 2006; Martin et al., 2007). En el analisis con marcadores VNTR solo
se obtiene un alelo para cada locus, por tanto, la presencia de dos alelos en uno 0 mas
loci reflejaria la existencia de una infeccion por dos genotipos diferentes. En el presente
trabajo se ha considerado que un paciente padecia una infeccion mixta cuando habia
mas de un alelo en mas de un locus, mientras que se asumio la presencia de variantes
clonales (infeccidn policlonal) cuando solo era un locus el que mostraba mas de un alelo
(Mulenga et al., 2009; Muwonge et al., 2013).

En el 1.8 % (n =8) de los 432 aislados clinicos analizados se detectd méas de un
alelo en algun locus VNTR (tabla 20). En todos los casos los pacientes eran nativos, la
localizacion de la TB fue pulmonar y en las historias clinicas de estos enfermos no se
encontraron referencias a antecedentes personales o familiares de TB. En tres de los
ocho pacientes se identificaron dos alelos en mas de un locus VNTR; concretamente, en

la muestra TBhEXx053 se encontraron siete loci con dos alelos (fig. 24). Estos resultados
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demuestran que en Extremadura las infeciones mixtas, por la exposicion simultanea a
multiples cepas o la reinfeccién exdgena con cepas nuevas, son poco comunes. En los
otros cinco pacientes solo se observé un locus con mas de un alelo, por lo que
probablemente estos casos se debieron a fendmenos de microevolucion. Hay que
destacar que dos (TBhEx395 y TBhEx409) de estos cinco casos se agruparon en el
mismo cluster (C12) y el locus en el que se observo la presencia de dos alelos no fue el
mismo en ambos (tabla 20), por tanto, entre algunas variantes clonales de estos

pacientes podrian existir diferencias en dos loci.

e, Neder icion rl VNTR
Identificacion de de repeticiones por locus

lamuestra .0 577 580 802 960 1644 1955 2163b 2165 2401 2996 3192 3690 4052 4156
TBhEX052 1 4 3 2 23 34 2 3 2 2 45 3 6§ 3 2
TBhEX053 2 3 23 12 35 23 2 5 23 14 5 3 56 6 2
TBhExX116 4 4 5 1 23 2 3 4 2 1 4 3 5 77 2
TBhEX118 2 3 3 3 4 3 3 4 2 24 5 2 6 5 3
TBhEX219 2 4 3 4 2 3 238 2 23 2 5 2 6 1 2
TBhEX340 2 4 3 2 3 4 23 3 2 2 6 3 6 5 2
TBhEX395 203 3 2 2 34 2 4 2 2 s 3 6 5 2
TBhEX409 > 3 3 2 3 4 2 34 2 2 5 3 6 5 2

Tabla 20: Aislados de M. tuberculosis con dos alelos en algin locus VNTR.

En esta investigacién también se detectaron varios eventos de microevolucién
entre pacientes con vinculos epidemiolégicos (tabla 21), algo que ya ha sido descrito en
nuestro pais (Pérez-Lago et al., 2011). El genotipo M15Ex108 parece que evolucion6 en
dos ocasiones diferentes dentro de una misma familia (eventos A y B); una situacion
que podria ser equivalente a la expuesta anteriormente en el clister C12, ya que entre el
perfil M15Ex109 y el M15Ex110 existe una variacion en dos loci. Ademas, el genotipo
M15Ex108 pudo evolucionar en el mismo sentido (M15Ex109) en otra ocasion (evento
C). Estos resultados sugieren que algunos clones podrian presentar una mayor
frecuencia de mutacion y, por consiguiente, una mejor capacidad de adaptacion (Rad et

al., 2003), lo que concuerda con el hecho de que los clusteres C12 (M15Ex019) y C47

214



Epidemiologia molecular de la tuberculosis humana en Extremadura

(M15Ex108) sean dos de los grupos de mayor tamafio de nuestro estudio, con nueve y
14 casos respectivamente. No obstante, teniendo en cuenta que recientemente se ha
comprobado que el cultivo podria modificar la composicion clonal de M. tuberculosis
existente en la muestra clinica, también es posible que en muchos casos tan solo se
estén detectando las variantes clonales predominantes en las muestras o aquellas con
mayor tasa de crecimiento, por lo que se estaria subestimando la heterogeneidad clonal
de la infeccion por M. tuberculosis (Martin et al., 2010). Esto nos incita a replantear
quién fue la persona que contagio al paciente con el genotipo M15Ex110, ya que pudo
ser su hermano, y producirse una microevolucion en los mas de cinco afios que se
prolongd la fase de latencia, o su cufiada, que le pudo transmitir una infeccion,
posiblemente policlonal, que tard6 solo unos meses en pasar a TB clinica. En los otros
dos probables eventos de microevolucion detectados (D y E) no se pudo determinar un
vinculo epidemioldgico tan evidente, aunque se comprobd que los pacientes de los
casos relacionados compartian lugar de residencia. Una situacion similar a la observada
en los dos eventos de microevolucion en el locus DR descritos en cepas resistentes a la

isoniacida (Apartado 12 y 13).

Vinculo Genotipo Fecha aislamiento

A SIT42 o o
Marido MI5Ex108 4 4 2 1 3 2 4 2 1 5 5 2 01/1999
Mujer  MI5Ex109 4 4 2 1 3 2 2 1 5 5 2 02/2004

B SIT42 rr T
Hermano 1 MI15Ex108 4 2 1 3 2 3 2 1 5 3 5 8§ 2 01/1999
Hermano 2 MISEx110 |2] 4 2 1 3 2 3 2 1 5 3 3 8 2 09/2004

c SIT42 Lo Lo
Padre MISExlos 4 4 2 1 3 2 3 2 1 3 3 2 01/2009
Hija MISEs10¢ 4 4 2 1 3 2 3 3] 2 1 5 5 2 02/2009

D SIT200 rrr T re
Vecino 1D MISEx077 4 [2] 3 3 4 3 3 4 2 2 4 2 10/1998
Vecino2D MISEx076¢ 4 [4] 3 3 4 3 3 4 2 2 4 2 06/2011

E SIT33 n T o
VecinolE MISEx0%6 4 2 3 3 4 2 3 3 2 2 5 3 4 2 06/2001
Vecino2E MISEx097 4 2 3 3 4 2 3 3 2 2 5 3 4 4 2 042010

Tabla 21: Eventos de microevolucidn entre pacientes con vinculos epidemioldgicos. El marido del evento A y el
hermano 1 del B son el mismo paciente.
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En los eventos D y E se evidencio que a pesar del tiempo transcurrido entre un
aislamiento y otro, la diferencia en el perfil MLVA de los genotipos relacionados fue
minima. Estos resultados concuerdan con las observaciones de Colangeli et al. (2014)
que encontraron una tasa de mutacion baja durante la latencia. En la actualidad, el
concepto de latencia engloba una gran variedad de estados (Barry 11l et al., 2009), y es
posible que durante la fase de infeccion activa, en la que hay multiplicacion bacteriana
en ausencia de manifestaciones clinicas, pueda ocurrir alguna microevolucion. Ademas,
la existencia de un gran retraso entre el comienzo de la fase clinica y el diagnéstico de
la enfermedad permite a la poblacion bacteriana infectante aumentar de tamafio y
proporciona tiempo suficiente para que ocurra la microevolucion (Al-Hajoj et al., 2010).
El disefio retrospectivo de esta investigacion nos impide determinar si existio tal retraso
en alguno de los casos en los que se ha detectado complejidad clonal. Tampoco nos
permite establecer el grado de compartimentacion de la infeccion por M. tuberculosis en
nuestra poblacidn, puesto gque solo se analizé una muestra de cada caso.

Por otro parte, también se estudio la complejidad clonal en casos recurrentes de
TB. Tan solo en uno de los cinco pacientes con TB recurrente se hallé un perfil MLVA
diferente entre un episodio y otro. Se considerd, por tanto, que en los otros cuatro
pacientes la recurrencia se debid a una recidiva (Apartado 13). Estos resultados indican
que la enfermedad recurrente es poco comun en Extremadura y suele deberse a la
reactivacion enddgena de un proceso anterior. De hecho, la presencia del mismo
espoligotipo y la existencia de una variacion en un solo locus entre los dos genotipos de
ese paciente apoyarian también esta afirmacion, por lo que seguramente estemos ante un
nuevo caso de infeccidn policlonal. Aunque la variacion entre los genotipos fue minima,
se observd que ambos diferian en su perfil de resistencia frente a la isoniacida. Asi,

mientras que el aislado de 2005 (TBhEx108) mostrd resistencia frente a este antibidtico,
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el aislado de 2011 (TBhEx374) fue sensible. Este fendmeno no es raro en M.
tuberculosis, y son numerosos los estudios que han descrito la presencia de poblaciones
policlonales y heteroresistentes en la infeccion por este agente patdgeno (Rinder et al.,
2001; Post et al., 2004; Martin et al., 2007; Hofmann-Thiel et al., 2009; Niemann et al.,
2009; Zhang et al., 2012; Eilertson et al., 2014). La posibilidad de que un paciente
pueda estar infectado con variantes resistentes y sensibles al mismo tiempo, de las
cuales solo una puede ser detectada en las pruebas de sensibilidad antibidtica, tiene
importantes implicaciones clinicas y de Salud Publica. Afortunadamente, en nuestra
region, esta parece ser una situacion anecdética, lo cual no resta interés al
descubrimiento de este tipo de casos, en especial porque, segun algunos autores, la
heterorresistencia es un fendémeno claramente subestimado (Hofmann-Thiel et al.,
2009).

En conclusion, el MLVA nos ha permitido detectar la presencia de diferentes
cepas o subclones genéticamente distintos de una determinada cepa en un mismo
paciente. Estos resultados demuestran que la complejidad clonal en la infeccion por M.
tuberculosis también puede ser identificada en un entorno de baja incidencia de TB
como Extremadura. Ademas, es posible que la proporcion de heterogeneidad clonal en
nuestra poblacion sea superior a la observada, debido a que solo se ha analizado una
muestra por caso y se ha trabajado sobre aislados clinicos cultivados (Martin et al.,
2010). Aun asi, en nuestra region, los casos de infecciones mixtas, de TB recurrente por

reinfeccién exdgena y de heterorresistencia son poco frecuentes.
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15. Tuberculosis humana causada por Mycobacterium bovis en
Extremadura

RESUMEN

En esta investigacion llevada a cabo en Extremadura se han identificado ocho
aislados de M. bovis, incluidos tres M. bovis BCG. Los perfiles de espoligotipo
observados en esas muestras fueron: SB0120, SB0121, SB0134 y SB0295. Estos
perfiles coinciden con los de cepas aisladas tanto en animales domésticos como en
animales salvajes que habitan en fincas de Extremadura. La existencia de algunos
aislados clinicos de origen humano con el mismo espoligotipo que los aislados animales
confirma que las personas que tienen alguna relacién profesional con animales
infectados con M. bovis parecen estarian especialmente expuestos al contagio de esta

ZOOoNosis.

ABSTRACT

In this research, conducted in the Spanish region of Extremadura, has been
identified eight isolates of M. bovis, including three of M. bovis BCG. These isolates
were differentiated into four spoligotype patterns: SB0120, SB0121, SB0134, and
SB0295. These profiles match with M. bovis strains isolated from both livestock and
wild animals in Extremadura estates. The existence of M. bovis clinical isolates of
human origin with the same spoligotype pattern as some isolated from animals
highlights that people who are in frequent contact with M. bovis infected animals seem

particularly susceptible to contracting this zoonotic disease.
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TEXTO

M. bovis es el principal agente causal de la TB bovina, y probablemente sea el
agente zoonotico mas importante en la historia de la humanidad. No obstante, en la
actualidad, la TB humana causada por M. bovis es un proceso poco frecuente,
relaciondndose con el consumo de leche sin pasteurizar procedente de animales
infectados, o productos lacteos elaborados a partir de esta, y el contacto cercano y
continuo con ganado infectado; aunque también se ha descrito la transmision entre
personas (Palenque et al., 1998; Robles et al., 2002; LoBue et al., 2004; Samper et al.,
2005; Evans et al., 2007; Sunder et al., 2009; Etchechoury et al., 2010). A pesar de que
el ganado se considera el principal reservorio animal de M. bovis (de la Rua-Domenech,
2006), la fauna salvaje también pueden contribuir al mantenimiento y la difusion de la
TB bovina (Aranaz et al., 2004). En Espafia, se considera que el jabali es el principal
reservorio salvaje (Hermoso de Mendoza et al., 2006; Naranjo et al., 2008), aunque el
ciervo, y localmente el gamo (Garcia-Jiménez et al., 2013), también pueden desempefiar
un papel importante en la epidemiologia de la TB bovina (Gortazar et al., 2005;
Hermoso de Mendoza et al., 2006; Romero et al., 2008). Existen muy pocas
publicaciones de infecciones zoonoticas directamente atribuibles al contacto con
animales salvajes infectados (Pérez-Lago et al., 2014b).

Ademas de la trascendencia zoonotica, la TB bovina tiene una notable
importancia econémica, ya que es la enfermedad infecciosa en la que se han invertido
mas medios y dinero para su control y erradicacion en los Gltimos afios (de Benito et al.,
2005). En los paises desarrollados, los éxitos logrados en el control de la enfermedad en
el ganado han contribuido a que la incidencia anual de casos de TB humana por M.
bovis haya disminuido considerablemente en las Gltimas décadas (Hlavsa et al., 2008),

mientras que la incidencia es mayor en los paises donde los recursos son insuficientes
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para implantar programas de control de la TB bovina (Ayele et al., 2004; Miiller et al.,
2013). En la mayoria de los paises industrializados los casos de TB por M. bovis en el
ser humano representan menos del 1% del total de los casos, aunque puede haber
ciertas areas y poblaciones con una prevalencia mayor: 0.17-0.5 % en el Reino Unido
(Stone et al., 2012); 0.5-2 % en Francia (Mignard et al., 2006); 1.4 % en Paises Bajos
(Majoor et al., 2011); 1.4 % en EE.UU. (Hlavsa et al., 2008); 2.7 en Nueva Zelanda
(Baker et al., 2006); 3% en Irlanda (Ojo et al., 2008). La llegada de inmigrantes
procedentes de paises donde la afectacion del ganado y la ingestion de productos
contaminados son frecuentes, ha contribuido a que aumente el nimero de casos en estos
paises (Rodwell et al., 2008; Mandal et al., 2011).

En Espafia, varios trabajos han descrito casos en los que el agente causal fue M.
bovis (Aguirre et al., 1992; Sauret et al., 1992; Roig et al., 1999; Esteban et al., 2005;
Remacha et al., 2006; Hervas Castillo et al., 2007; Alfayate et al., 2009; de Juan, 2010).
Un estudio realizado con las muestras disponibles en el «Laboratorio Nacional de
Referencia de Micobacterias» entre 2004 y 2007 determind que el 1.9 % de los casos de
TB humana estaban causados por M. bovis (Rodriguez et al., 2009). Igualmente, se ha
demostrado la transmision de este agente entre personas, resultando de especial interés,
por la alta mortalidad, los brotes de TB humana en la década de 1990 causados por una
cepa multirresistente de M. bovis, que posteriormente ha seguido detectandose de forma
esporadica (Blazquez et al., 1997; Guerrero et al., 1997; Samper et al., 1997; Palenque
et al., 1998; Cobo et al., 2001; Rivero et al., 2001; Robles et al., 2002; Solano et al.,
2003; Ramos et al., 2004; Samper et al., 2005; Romero et al., 2006).

En el presente trabajo se hace una descripcion de los casos en los que se
identificé a M. bovis (o M. bovis BCG) en un estudio previo (Aparatado 13). Con el fin

de determinar las probables vias de transmisién entre las poblaciones animales y el ser
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humano, se definio el perfil genético de los aislados mediante la técnica del
espoligotipado (Kamerbeek et al., 1997), que se ha convertido en la primera opcion para
la genotipificacion de M. bovis debido a su rapidez, reproducibilidad y poder de
discriminacion (Haddad et al., 2004). Para el analisis de estos perfiles se utilizo la base
de datos internacional especifica de M. bovis (Smith y Upton, 2012).

En ocho aislados clinicos, de un total de 440, se identificO a M. bovis,
incluyendo tres M. bovis BCG. Estos resultados sugieren que la TB humana causada por
M. bovis es un proceso poco frecuente en Extremadura. Los perfiles de espoligotipo
observados fueron: SB0120 (n = 3), SB0121 (n = 3), SB0134 (n=1) y SB0295 (n =1).
En la tabla S1 (material suplementario aportado en formato digital) se muestran otros
datos de interes.

SB0121 y SB0134, por este orden, son los espoligotipos mas prevalentes en la
fauna espafiola, mientras que SB0295 y SB0120 también se encuentran con bastante
frecuencia (Rodriguez et al., 2010). Resultados similares se han observado en una
investigacion en Extremadura (Garcia-Jiménez, 2013). A su vez, en un estudio llevado a
cabo en nuestro pais con aislados humanos de M. bovis y M. caprae (Rodriguez et al.,
2009), se observo gue los espoligotipos mas frecuentes eran SB0121 y SB0134, perfiles
que se han detectado en todo el mundo (Stone et al., 2012). Por tanto, nuestros
resultados confirmarian que las cepas mas prevalentes en las poblaciones animales son
las que con mayor frecuencia se identifican también en el ser humano.

En tres de los ocho casos, los pacientes padecian cancer de vejiga y recibieron
instilaciones intravesicales de BCG para su tratamiento (Lamm, 1995); tras el cual, a
uno de ellos se le diagnosticd una TB miliar, una complicacion infrecuente pero descrita
en la literatura (Colmenero et al., 2012). El perfil de espoligotipo (676773777777600;

SB0120) de los tres aislados se correspondié con el de una cepa de M. bovis BCG
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(Goguet de la Salmoniere et al., 1997; Bauer et al., 1999). A pesar de que se han
descrito casos de TB humana por M. bovis con este espoligotipo (Kubica et al., 2003;
Lari et al., 2006; Lari et al., 2011; Malama et al., 2014), lo més probable es que el
origen de estos tres aislamientos esté en el tratamiento del carcinoma vesical.

En cuanto al resto de casos, habia cuatro varones afectados y solo una mujer.
Esta paciente (TBhEx128; SB0121), de nueve afios de edad, era de origen marroqui y
presentd una TB ganglionar cervical. Las adenopatias cervicales representan la forma
mas frecuente de presentacion entre las TB extrapulmonares (LoBue et al., 2003; Ayele
et al., 2004), y eran muy comunes en Europa hasta que se logré el control de la TB
bovina en la cabafia ganadera y se generalizo la pasteurizacion de la leche. Actualmente
es un proceso extremadamente raro en la poblacion infantil autoctona, pero puede
presentarse en inmigrantes originarios de paises donde la TB bovina no esta controlada
y la ingestion de leche sin pasteurizar es habitual (Alfayate et al., 2009). Por su parte,
los hombres eran todos autdctonos, la localizacién anatomica de la TB fue pulmonar y
sus edades fueron: 75 afios (TBhEx031; SB0295), 76 afios (TBhEx287; SB0121), 36
afios (TBhEx399; SB0134) y 65 afios (TBhEx432; SB0121). En la historia clinica de
este Gltimo se mencionaba que el paciente se dedicaba a la ganaderia, mientras que en la
del hombre de 36 afios se reflejaba que era trabajador de un matadero. En ambos casos,
la TB podria estar asociada a una exposicién ocupacional (Cousins y Dawson, 1999;
Gibson et al., 2004; Remacha et al., 2006; Rodriguez et al., 2009). En los otros dos
casos no se hacia ninguna referencia a la actividad profesional de los pacientes ni se
destacaron otros antecedentes de interés, por lo que podria contemplarse cualquier
posible via de transmision (O'Reilly y Daborn, 1995).

En conclusion, la existencia de algunos aislados clinicos de origen humano con

el mismo espoligotipo que los aislados animales confirma que las personas que tienen
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alguna relacion profesional con animales infectados por M. bovis estarian especialmente

expuestos al contagio de esta zoonosis.
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16. Comparacion de aislados humanos y animales de
Mycobacterium bovis con idéntico espoligotipo

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue comparar los aislados de M. bovis procedentes de
pacientes humanos con aislados de animales con idéntico espoligotipo para identificar el
posible origen de la infeccion en estos pacientes y contribuir al conocimiento de la
epidemiologia de la TB humana causada por M. bovis en Extremadura. El analisis
comparativo se llevd a cabo mediante la amplificacion por PCR de 19 loci VNTR. El
andlisis con marcadores VNTR ha permitido detectar un elevado grado de diversidad
genética en la poblacion extremefia de M. bovis. Pese a ello, se encontr6 un aislado de
origen humano con idéntico genotipo que el de tres aislados de origen animal. Sin
embargo, no se ha podido demostrar que los casos humanos por M. bovis se deban a una
transmision reciente de los animales al hombre, por lo que probablemente sean

consecuencia de la reactivacion enddgena de una infeccion adquirida en el pasado.

ABSTRACT

The aim of this study was to compare M. bovis isolates from human and animal
origin which shared identical spoligotype to identify the possible source of infection in
these patients and contribute to the knowledge of the epidemiology of human TB caused
by M. bovis in Extremadura. This comparative analysis was performed by PCR
amplification of 19 loci VNTR. VNTR analysis revealed a high degree of genetic
diversity among Extremadura M. bovis population. It should be noted that one of the
human isolates had an identical MLVA-18 profile as three isolates from animal origin.
However, there was no evidence of recent animal-to-human transmission, so they were

probably the result of endogenous reactivation of an infection acquired in the past.
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INTRODUCCION

Durante bastante tiempo el flujo de informacion entre las autoridades de Salud
Publica y Sanidad Animal ha sido ineficiente debido a la ausencia de una estrategia
comun entre ambas. Afortunadamente, esta situacion se esta revirtiendo en los ultimos
afos, toda vez que el control de las zoonosis resulta altamente beneficioso para el
hombre y los animales. Las técnicas de caracterizacién molecular desarrolladas en las
ultimas décadas han permitido comparar aislados de origen humano y animal, y realizar
estudios epidemioldgicos en los que se ha podido demostrar la transmision de la TB
entre los animales y el hombre, y, en muchos casos, determinar el origen de la infeccion
(Dominguez Rodriguez y Bezos Garrido, 2014). Sin embargo, son escasos los estudios
de epidemiologia molecular de la infeccion por M. bovis que integran en un mismo
trabajo tanto a animales como a seres humanos (Romero et al., 2006; Jenkins et al.,
2011; Malama et al., 2014; Sanou et al., 2014). El método de genotipado que
habitualmente se ha utilizado para la caracterizacion molecular de M. bovis ha sido el
espoligotipado, aunque la escasa discriminacion que ofrece esta técnica en algunas
situaciones hace gque sea necesario complementarlo con otros métodos con mayor poder
de discriminacion como el MLVA (Pérez-Lago et al., 2014b).

El objetivo de este estudio fue comparar los aislados de M. bovis procedentes de
pacientes humanos con aislados de animales con idéntico espoligotipo para identificar el
posible origen de la infeccién en estos pacientes y contribuir al conocimiento de la
epidemiologia de la TB humana causada por M. bovis en Extremadura. El analisis

comparativo se ha llevado a cabo mediante la amplificacion por PCR de 19 loci VNTR.
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MATERIALES Y METODOS

Aislados de M. bovis

El analisis se llevo a cabo en 141 aislados de M. bovis (incluidos tres aislados de
M. bovis BCG) con los espoligotipos SB0120, SB0121, SB0134 y SB0295. Ocho
aislados procedian de pacientes humanos (Apartado 15), 85 de ganado bovino (Bos
taurus) y 48 de jabalies (Sus scrofa). Los aislados de origen animal seleccionados para
este andlisis formaban parte de otra investigacion (Garcia-Jiménez, 2013). La seleccion
de las 133 muestras de animales (29 con SB0120, 47 con SB0121, 29 con SB0134 y 28
con SB0295) se realizd entre los 915 aislados extremefios de M. bovis con esos
espoligotipos (SB0120 [n= 79], SB0121 [n=671], SB0134 [n=68] y SB0295
[n=97]) disponibles entre 2008 y 2012 en el Laboratorio de Micobacterias del
Departamento de Sanidad Animal de la Universidad de Extremadura. Siempre que fue
posible se seleccionaron aislados procedentes de animales que vivian en fincas
proximas al lugar de residencia de los pacientes humanos, y el resto de la muestra se
completd seleccionando al azar aislados de animales de distintas localizaciones
geogréficas para que estuviera representada la poblacion extremefia de M. bovis con

cada uno de esos cuatro espoligotipos.

Genotipado de los aislados de M. bovis mediante el MLVA

El MLVA se llevé a cabo mediante la amplificacion por PCR de 19 loci VNTR:
424, 577, 580, 802, 960, 1644, 1955, 2163a, 2163b, 2165, 2401, 2461, 2996, 3192,
3232, 3336, 3690, 4052 y 4156. Seis de estos marcadores (580, 2163a, 2163b, 2165,
2461 y 3232) han sido recomendados por la red de investigacion internacional
«VENOMYC» para el genotipado de M. bovis (Supply, 2006). El resto, salvo el locus

3336, forman parte del conjunto de 15 loci VNTR propuesto por Supply et al. (2006)
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para estudios epidemioldgicos con aislados de M. tuberculosis; que también ha sido
probado para caracterizar aislados humanos de M. bovis (Lari et al., 2011). Las PCR y
el andlisis de los productos amplificados se realizaron como se describe en el apartado
11. En la tabla 22 se muestran las secuencias de los pares de cebadores de los loci
VNTR recomendados para la caracterizacion molecular de M. bovis y que no se

utilizaron previamente en el genotipado de aislados clinicos de M. tuberculosis

(Apartado 11).
«Mixde  Locus Alias Tamafiode  [MgCl,] Pares de cebadores (5'a 3"), con el
carrera» repeticion (mM) fluorocromo indicado entre paréntesis
en pb
Mix5 2163a QUB 11a 69 2 CCCATCCCGCTTAGCACATTCGTA
TTCAGGGGGGATCCGGGA (NED)
2461 ETR-B 57 2 ATGGCCACCCGATACCGCTTCAGT (PET)
CGACGGGCCATCTTGGATCAGCTAC
3232 QUB-3232 56/57 2 TGCCGCCATGTTTCATCAGGATTAA
GCAGACGTCGTGCTCATCGATACA (VIC)
3336 QUB-3336 59 2 ATCCCCGCGGTACCCATC (FAM)

TTCTACGACTTCGCAACCAAGTATC

Tabla 22: Loci VNTR recomendados para la caracterizacion molecular de M. bovis y que no se incluyen en el
conjunto de 15 loci VNTR utilizado para el genotipado de aislados clinicos de M. tuberculosis (Apartado 11). El «Mix
de carrera 5» indica los VNTR que se mezclaron para la misma electroforesis y el marcaje de cada uno de ellos. Los loci se
identificaron con nimeros que se corresponden con su posicién (en kpb) en el genoma de M. tuberculosis H37Rv.

Andlisis de los datos

La diversidad alélica (h) de cada uno de los loci VNTR, asi como la tasa de
agrupamiento y el poder de discriminacion (HGDI) de las distintas combinaciones de
loci se calcularon de igual forma que en el apartado 11. Para establecer la similitud
genética entre las cepas se uso el software InfoQuest” FP (Bio-Rad, EE. UU.), con el
que se elaboré un dendrograma, utilizando el coeficiente categérico como medida de

distancia genética y el UPGMA como algoritmo de agrupacion.
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RESULTADOS

Los problemas de amplificacion observados en el locus 3336, que han sido
descritos también por otros investigadores (Allix et al., 2006; Supply et al., 2006),
hicieron que finalmente no se incluyera a este marcador en el analisis.

Con el conjunto de 18 loci VNTR se detectaron 84 genotipos distintos en los 141
aislados de M. bovis caracterizados (tabla 23). De estos, 22 fueron genotipos
compartidos por dos 0 mas aislados y 62 fueron genotipos Unicos. El grupo de mayor
tamanio estaba formado por 10 aislados, seguido de uno de nueve y otro de ocho; los tres
grupos incluyeron tanto a animales domésticos como a salvajes, una situacion que se
repitié en nueve de los 22 grupos con genotipo compartido (fig. 25). De los ocho
aislados humanos, uno (TBhEx432) present6 un genotipo idéntico al identificado en tres
animales domésticos (TBbEx035, TBbEx036 y TBbEX039); este paciente era ganadero
de profesion aunque no se ha podido establecer una relacién directa entre él y estos
animales. Los genotipos de los otros dos aislados humanos con SB0121 (TBhEx128 y
TBhEX287) y del aislado con SB0295 (TBhEx031) mostraron una variacion en un solo
locus con respecto a tres genotipos identificados en jabalies (M18Ex27, M18Ex24 y
M18EX59, respectivamente). La muestra TBhEx128 pertenecia a una nifia de nueve
afios de origen marroqui, y no se encontré ninguna conexion entre esta y el jabali; en los
otros dos casos tampoco se ha podido establecer una relacion entre las personas y los
animales. Por su parte, el paciente con el espoligotipo SB0134 (TBhEx399) era
trabajador de un matadero, aunque el perfil MLVA identificado en este enfermo
presentaba tres 0 mas loci de diferencia con respecto a los aislados animales de M. bovis
con ese mismo espoligotipo incluidos en el analisis. Por ultimo, los tres aislados
humanos con espoligotipo SB0120 presentaron un perfil MLV A claramente distinto al

de los aislados animales. Estos tres aislados mostraron en el locus 580 (MIRU4) una
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variante alélica que carece de un fragmento de 53 pb en el extremo 3", algo que ya ha
sido descrito en cepas de M. bovis BCG (Magdalena et al., 1998; Lari et al., 2006; Lari
et al., 2011). Hay que destacar que uno de estos aislados (TBhEx431) presentd una
variacion en dos loci con respecto a los otros dos aislados de M. bovis BCG.

La tabla 24 muestra la diversidad alélica en cada uno de los 18 loci VNTR
amplificados. El locus en el que se observd mayor diversidad fue el 3232 (h = 0.84),
mientras que el 802 y el 960 (h = 0.01) fueron los loci que menos variabilidad
mostraron. Por su parte, en la tabla 25 se puede observar la tasa de agrupamiento y el
HGDI acumulado en distintas combinaciones de loci VNTR formadas con la adicion
sucesiva de loci siguiendo un orden decreciente en funcién de la diversidad alélica
observada en cada locus. Por otro lado, también se calcularon estos indices para el
conjunto de 15 loci (MLVAL5) propuesto por Supply et al. (2006) para la
caracterizacion de M. tuberculosis, un conjunto de nueve loci (MLVA9) recomendado
para el genotipado de M. bovis en Espafia (Rodriguez-Campos et al., 2013; Navarro et
al., 2014) y varias combinaciones de loci para identificar un subconjunto que
proporcionase la misma discriminacion que el conjunto completo de 18 loci utilizado en
el presente trabajo (en la tabla 25 solo se muestra la combinacion seleccionada). La
discriminacion obtenida con el conjunto de 18 loci VNTR (HGDI = 0.9833) se logro al
combinar 12 loci (MLVAL12): 3232, 2165, 1955, 2461, 2163b, 2163a, 2996, 577, 4052,
580, 1644 y 960. Este subconjunto no estaba formado por los 12 loci con mayor
diversidad alélica, sino que se incluyeron algunos marcadores poco discriminatorios
(1644 y 960) pero que mostraron una variacién de un solo locus entre aislados
estrechamente relacionados, es decir, que el locus en cuestidn era el Unico de los 18 que
permitia distinguir un aislado de otros con los que guardaba una estrecha relacion

genética (Allix et al., 2006).
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N°de Hospedador
MLVA aislados (n° aislados)

Perfil
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1
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3
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7
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4
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5
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3
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2
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Tabla 23: Perfiles MLVA encontrados en los aislados de M. bovis dentro de cada grupo con idéntico

espoligotipo.
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9
7
7
7
7
7
7
8
8
7
6
5
6
6
5
5
5
5
5
5
2
5
5
6
5

B(1) J@3)

3 3 9 2
3 3 11 2

2
2

2 5 4

2 5 4

2 5 4 2
2

4 4 45
6
6
6
5
5
6

5
3

4 4 5
4 4 5
4 4 5
4 4 5
4 4 5
4 3 5
4 4 5

1 3 3 11 2

2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2

3 5111

4 2

1

3 3 111

2
2
2

2 5 4 2
0 5 4 2

2

3 3 11 2
3 4 10 2

3
2
2
3
3
3
3
3
3
3

3 3 9
2

2 5 4
2 5 4

B4 I

B I

1 11 4
2 10 4
2 10 4
2 10 4
2 10 4
2 10 2
2 10 3
2 10 4

2

SB0134

4 5 4 3

2 5 4 2
2 5 4 2
2 5 4 2
2 5 4 2

= 30)

(n

3 4 5 4 3
3 4 5 4 3
3 4 5 4 3

3

B(1) J(1)

B J(O)

4 5 4 3

2 5 4 2
2 5 4 2
2 5 5 2
2 5 4 2

3 45 4 3
3 45 4 3
3 4 6 4 3
3 4 4 4 3

4

9

2 10 5
2 10 3

2 5 4 2
2 5 4 2
2 2
2 6 4 2
2 5 4 2

3 45 4 2

6 4 2 5 4

6 4 2 5
4 2 5
4 2 5

6
6

3 3 10 3

3 3 9

6 4

4
3
3

3

3 3 10 4
3 3 10 4

2

2 5 4

Tabla 23: Perfiles MLVA encontrados en los aislados de M. bovis dentro de cada grupo con idéntico

espoligotipo (continuacidn). 0: Corresponde a alelos desprovistos de cualquier unidad de repeticidn. s: alelo con

tamario intermedio. Abreviaturas: B (ganado bovino), H (humano) y J (jabali).
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Anélisis molecular de aislados de Mycobacterium bovis

N° de aislados con cada alelo® Diversidad
locus g ¢ 5 3 4 5 § 7 8 9 10 11 12 13 1Is 2s alélica
424 34 107 0.37
577 2 28 1 107 3 0.39
580 1 128 9 2 1 0.17
802 1 140 0.01
960 1 140 0.01
1644 6 135 0.08
1955 3 38 6 2 1 0.66
2163a 2 1 5 29 97 4 3 0.48
2163b 4 90 14 32 1 0.53
2165 24 22 44 51 0.72
2401 3 1 137 0.05
2461 9 15 76 38 2 1 0.62
2996 3 1 26 102 5 4 0.44
3192 3 134 4 0.10
323 1 5 11 12 4 33 32 24 16 1 2 0.84
3690 3 134 4 0.10
4052 1 1 23 114 2 0.32
4156 3 138 0.04

Tabla 24: Determinacion de la diversidad alélica de cada locus VNTR amplificado en los 141 aislados de M. bovis.
# Cada alelo se corresponde con el tamafio del fragmento producido por la amplificacion de todo el locus; como el tamafio
de la unidad de repeticion es conocido, se considera que el tamafio del amplicon representa el nimero de repeticiones en
cada locus. 0: Corresponde a alelos desprovistos de cualquier unidad de repeticidn. s: alelo con tamafio intermedio.

0 (4] i 0 4]
Corgsilgi‘i:ién Locus(r:)/ NTR gfa’r:lotcii;os Ncor(iI 22;15(!3?)%5 ge,r\llotcii;os aizllac(jj?)s ag r-ll;gzarlncignto acrn?u?; do
diferentes Unico compartidos agrupados %

1 3232 (0.84)
2 2165 (0.72) 26 7 19 134 95.03 % 0.9213
3 1955 (0.66) 39 18 21 123 87.23 % 0.9369
4 2461 (0.62) 56 32 24 109 77.30 % 0.9585
5 2163b (0.53) 65 41 24 100 70.92 % 0.9681
6 2163a (0.48) 74 51 23 90 63.82 % 0.9770
7 2996 (0.44) 74 51 23 90 63.82 % 0.9770
8 577 (0.39) 76 53 23 88 62.41 % 0.9774
9 424 (0.37) 76 53 23 88 62.41 % 0.9774
10 4052 (0.32) 77 58 21 83 58.86 % 0.9781
11 580 (0.17) 80 59 21 82 58.15 % 0.9793
12 3192 (0.10) 80 59 21 82 58.15 % 0.9793
13 3690 (0.10) 80 59 21 82 58.15 % 0.9793
14 1644 (0.08) 83 61 22 80 56.73 % 0.9825
15 2401 (0.05) 83 61 22 80 56.73 % 0.9825
16 4156 (0.04) 83 61 22 80 56.73 % 0.9825
17 802 (0.01) 83 61 22 80 56.73 % 0.9825
18 960 (0.01) 84 62 22 79 56.02 % 0.9833

MLVA152 54 33 21 108 76.59 % 0.9548

MLVAQ® 76 52 24 89 63.12 % 0.9786

MLVA12°¢ 84 62 22 79 56.02 % 0.9833

Tabla 25: Tasa de agrupamiento y HGDI calculados con la adicidn sucesiva de los loci VNTR analizados, asi como con
distintas combinaciones de estos. * Conjunto propuesto por Supply et al. (2006). ® 580, 2163a, 2163b, 2165, 2461, 2996,
3192, 3232 y 4052, ©3232, 2165, 1955, 2461, 2163b, 2163a, 2996, 577, 4052, 580, 1644 y 960.
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Comparacion de aislados humanos y animales de Mycobacterium bovis con idéntico espoligotipo
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CODIGO BINARIO P. MLVA
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Figura 25: Dendrograma elaborado con los genotipos identificados en los 141 aislados de M. bovis.
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DISCUSION

En el presente estudio se ha realizado un analisis comparativo de aislados
humanos y animales de M. bovis con idéntico espoligotipo para identificar el posible
origen de las infecciones humanas por este agente patdgeno en Extremadura. La
utilizacién de un conjunto de 18 loci VNTR para la caracterizacion molecular de
aislados de M. bovis con los espoligotipos SB0120, SB0121, SB0134 y SB0295 revel6
un alto grado de diversidad genética en la poblacion extremefia de M. bovis. Aun asi, en
un hombre se identificé un genotipo idéntico al encontrado en tres animales domésticos.
A este ganadero de 65 afios de edad, se le diagnosticO una TB pulmonar y en su
explotacion se detectaron animales reaccionantes positivos en los saneamientos
ganaderos, por tanto, se podria contemplar la posibilidad de una transmision entre
especies. Sin embargo, no se pudo establecer una relacién directa entre este paciente y
el grupo de animales en el que se identifico la misma cepa, por lo que dificilmente se
puede determinar si la enfermedad fue consecuencia de un evento de transmision
reciente o, teniendo en cuenta su edad, si se debia a la reactivacion enddgena de una
infeccion que pudo ocurrir incluso antes de la implantacién de los tratamientos térmicos
de la leche y de las campafas oficiales de saneamiento ganadero. Asimismo, se pudo
establecer un probable riesgo de exposicion a M. bovis en el paciente con el
espoligotipo SB0134, ya que en su historia clinica se mencionaba que era trabajador de
un matadero; no obstante, el perfil MLVA identificado en este paciente presentaba tres
o mas loci de diferencia con respecto a los aislados animales de M. bovis con ese mismo
espoligotipo. A pesar de que la fecha del aislamiento fue diciembre de 2009 y en el
analisis se incluyen aislados animales desde el afio 2008, es posible que esta persona se
infectase unos afios antes; el retraso entre la exposicidn y la posterior reactivacion puede

ser la causa de que la cepa identificada en este enfermo no se haya detectado en los
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animales, debido a los posibles cambios en la circulacion de cepas de M. bovis en la
poblacion bovina (Pérez-Lago et al., 2014b). No obstante, este paciente presentaba otros
factores de riesgo asociados con la TB, como haber estado en un centro penitenciario o
el CDVP, por tanto, aunque la hipétesis de la exposicion ocupacional parece la méas
probable, tampoco se puede descartar una transmision de M. bovis de persona a persona
(Evans et al., 2007) con una cepa que podria no estar presente en la fauna extremefia;
especialmente teniendo en cuenta que el espoligotipo SB0134 fue uno de los mas
prevalentes en un estudio sobre TB humana por M. bovis y M. caprae realizado en
Espafia (Rodriguez et al., 2009). Por su parte, los genotipos de los otros tres aislados
humanos de M. bovis mostraron una variacién en un solo locus con respecto a tres cepas
aisladas en jabalies. Hay autores que sugieren que en entornos de alta diversidad puede
ser necesaria una interpretacion menos estricta de los resultados del genotipado para
poder identificar las posibles fuentes de infeccion (Rodriguez-Campos et al., 2011).
Aun coincidiendo en parte con estos autores, consideramos que en los casos de TB
humana por M. bovis de nuestro estudio no deberiamos aplicar este planteamiento, ya
que, por ejemplo, la falta de conexiones entre la nifia de origen marroqui y el jabali en el
que se identificé un genotipo similar hace que resulte poco probable que esta paciente se
contagiase en nuestro pais. A su vez, el hecho de que la nifia presentase una adeonopatia
cervical daria mayor fuerza a la posibilidad de que la infeccion tuviera lugar en
Marruecos, donde la TB bovina no esta controlada y la ingestion de leche sin
pasteurizar es habitual, y no en Espafia (Hervas Castillo et al., 2007; Alfayate et al.,
2009; Rodriguez et al., 2009). Aunque también existe una proximidad genética entre los
genotipos identificados en otros dos pacientes (TBhEx031 y TBhEx297) y dos cepas
aisladas en animales, la avanzada edad de estos enfermos (75 y 76 afios,

respectivamente) y su estado de inmunodepresion, sefialarian a la reactivacion enddgena
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de una infeccion adquirida en el pasado como la causa méas probable de la enfermedad
en ambos casos. Por ultimo, resultd interesante encontrar que uno (TBhEx431) de los
tres aislados de M. bovis BCG presentd una variacion en dos loci con respecto a los
otros dos aislados, lo que indica que en este paciente se produjo una microevolucion,
que pudo ser la causa de la TB miliar diagnosticada en este enfermo tras recibir
instilaciones de BCG para el tratamiento del cancer de vejiga.

Por otro lado, también ha quedado probado que el ganado doméstico y la fauna
salvaje pueden compartir cepas de M. bovis. En general, se ha observado que los
animales de la misma explotacién presentan genotipos idénticos. Asimismo se han
evidenciado coincidencias genotipicas entre aislados de bovinos y jabalies que viven en
fincas del mismo término municipal, si bien, no todos los animales con idéntico
espoligotipo que habitan en fincas del mismo término presentaron el mismo genotipo
(fig. 25). De igual modo se ha comprobado que los animales de una finca pueden
presentar perfiles MLVA con diferencias en algin locus VNTR, como en el caso de los
bovinos de las muestras TBbEx085 (M18Ex75) y TBbEx086 (M18EXx76), lo que indica
que en la infeccion por M. bovis también es frecuente detectar variantes clonales
(Rodriguez-Campos et al., 2013). Algo mas comun ha sido encontrar animales que se
cazaron en la misma monteria (se entiende que han compartido habitat) con genotipos
diferentes, en algunos casos con hasta cuatro loci VNTR de diferencia en el perfil
MLVA, como por ejemplo entre el jabali TBbEX059 (M18Ex24) y los jabalies
TBbEX060 (M18Ex48) y TBbEX061 (M18Ex49). Otros casos similares son los de las
muestras TBbEx075 (M18Ex41) y TBbEx076 (M18Ex39) por un lado, y TBbEx070
(M18Ex30) y TBbEX071 (M18Ex32) por otro, que pertenecen a jabalies abatidos en la
misma caceria pero en los que se identificaron perfiles con diferencias en dos loci. Sin

embargo, TBbEXQ71 presentd un genotipo idéntico (SB0121/M18Ex32) al de otro jabali
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y dos bovinos, aun habiendo sido cazado en una finca de un término municipal distinto
al de las fincas de los otros tres animales; si bien, todos tienen en comun su proximidad
a la Sierra de San Pedro. Una situacion parecida se observd en el grupo formado por
cinco animales (cuatro bovinos y un jabali) con el genotipo SB0295/M18EXx68, ya que,
salvo dos bovinos de la misma explotacion, el resto habitaban en fincas de diferentes
municipios proximos a la Sierra de San Pedro, lo que indica que el jabali podria actuar
como elemento dispersor de cepas, o variantes clonales, dentro de esta area (Parra et al.,
2005; Hermoso de Mendoza et al., 2006). Curiosamente, el suido (TBbEx133) con el
perfil M18EX68 fue abatido en la misma accién cinegética que otro jabali (TBbEx132)
que presento un genotipo diferente (SB0295/M18Ex57), el cual también se identifico en
otros animales, tanto domésticos como salvajes, que vivian en distintas fincas repartidas
por toda la geografia extremefia. Estas observaciones sugieren que el contagio entre el
ganado bovino y los artiodactilos salvajes parece frecuente en Extremadura (Hermoso
de Mendoza et al., 2006).

El MLVA podria ser un metodo apropiado para la caracterizacion molecular de
M. bovis, sin embargo, aln no existe un conjunto normalizado de loci VNTR que
asegure una buena discriminacion en cualquier parte del mundo. Hasta ahora solo se han
encontrado diferentes combinaciones de loci VNTR validadas Unicamente en
determinados paises (Boniotti et al., 2009; Duarte et al., 2010; McLernon et al., 2010)
y, segun Boniotti et al. (2009), probablemente las poblaciones de M. bovis en los
distintos paises son demasiado diversas como para lograr un consenso sobre un
conjunto de marcadores Utiles en cualquier situacion. Aun asi, sigue siendo necesario
evaluar la capacidad discriminatoria de varios loci de forma individual y en
combinacion con otros antes de proponer su uso generalizado (Romero et al., 2006), por

lo que cualquier trabajo que intente aportar algo de informacion a este respecto deberia
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ser bien recibido. En nuestro estudio, el analisis con un conjunto de 18 loci VNTR
mostré una alta heterogeneidad clonal, especialmente en el grupo de aislados con el
espoligotipo SB0121, el mas prevalente en la peninsula ibérica (Duarte et al., 2008;
Rodriguez et al., 2010), coincidiendo con otros trabajos tanto de Espafia (Rodriguez-
Campos et al., 2013) como de Portugal (Duarte et al., 2010; Cunha et al., 2012). El
poder discriminatorio observado en el presente trabajo puede considerarse alto
(HGDI =0.9833) teniendo en cuenta que en la muestra solo se incluyeron aislados de
cuatro espoligotipos. Sin embargo, encontramos una combinacién de 12 loci (3232,
2165, 1955, 2461, 2163b, 2163a, 2996, 577, 4052, 580, 1644 y 960) que proporciond la
misma discriminacién que el conjunto de 18 VNTR. En este subconjunto se incluyen
ocho de los nueve loci que se han probado con éxito en investigaciones llevadas a cabo
en nuestro pais (Rodriguez-Campos et al., 2013; Navarro et al., 2014); el unico locus
que no se eligié fue el 3192, debido a que no aportd ningun perfil extra a una
combinacion de 10 marcadores con una diversidad alélica superior a la ofrecida por ese
locus. Por su parte, si se incluyé al locus 1955, que fue el tercero con mayor diversidad
alélica en nuestro estudio y que hasta el momento no habia sido recomendado. También
se eligieron dos loci (1644 y 960) que, a pesar de presentar una baja diversidad alélica,
fueron capaces de diferenciar aislados estrechamente relacionados. No obstante, es
posible que nuestra muestra sea pequefia y poco representativa, por lo que estas
observaciones deberian ser confirmadas con estudios que analicen un mayor nimero de
aislados de M. bovis.

En conclusion, la integracion de los esfuerzos de médicos y veterinarios para
llevar a cabo un estudio de epidemiologia molecular comdn en Extremadura ha
permitido mejorar nuestro conocimiento sobre la TB humana causada por M. bovis en

esta region. En nuestra investigacion, en la que se ha utilizado un método de genotipado
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altamente discriminatorio como el MLVA, se ha demostrado que en la actualidad sigue
existiendo un fuerte vinculo entre las enfermedades animales y las humanas; por ello,
creemos que es necesario darle continuidad a este estudio y seguir trabajando en linea

con el concepto de «un mundo, una salud».
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3.

Conclusiones

El uso combinado del espoligotipado y el MLVA con 15 loci VNTR ha
permitido demostrar la existencia de una elevada diversidad genética entre las
cepas de M. tuberculosis que causan la TB humana en Extremadura, con un
claro predominio de las familias que se corresponden con el linaje Euro-
americano.

Una parte importante de los casos nuevos de TB podria ser atribuida a la
transmision reciente, por lo que es necesario intensificar las medidas de
busqueda activa de casos entre los contactos de pacientes con TB, especialmente
en autéctonos de menos de 30 afios, grupo poblacional que parece contribuir
activamente a la transmisién de la enfermedad.

A pesar de la importante proporcion de casos agrupados, la reactivacion
enddgena de la infeccion latente parece la principal causa de la enfermedad en la
poblacion extremefia. Dado que dicha reactivacion puede ocurrir hasta pasados
ocho afios desde el contagio, los programas de lucha y control de la TB deberian
centrar sus esfuerzos a medio y largo plazo en la aplicacion de medidas para
prevenir que la enfermedad se desarrolle.

La influencia de la inmigracion en la epidemiologia de la TB en Extremadura es
escasa. Por tanto, este trabajo confirma que en nuestra region, por el momento,
no es necesario adoptar medidas especificas para controlar la enfermedad en la

poblacién inmigrante.

243



Conclusiones

244

5. El andlisis molecular de los aislados clinicos, mediante técnicas de genotipado

como el MLVA, permitiria detectar a tiempo posibles casos con cultivos falsos
positivos por contaminacion cruzada en el laboratorio, por lo que deberia
implantarse el uso sistematico de estas técnicas en los hospitales.

La complejidad clonal en la infeccion por M. tuberculosis también puede ser
identificada en entornos de baja incidencia de la enfermedad como Extremadura.
Aun asi, las infeciones mixtas, los casos de TB recurrente por reinfeccion
exogena y de heterorresistencia son poco comunes en esta region.

La TB humana causada por M. bovis es un proceso poco frecuente en
Extremadura.

Los datos epidemiologicos disponibles no han permitido demostrar que los
casos de TB humana por M. bovis sean consecuencia de una transmision
reciente, sino que probablemente se deban a la reactivacion endégena de una

infeccion adquirida en el pasado.



Resumen

Resumen

Se ha realizado un estudio epidemioldgico retrospectivo de base poblacional en
el que se incluyeron todos los aislados clinicos del MTBC reunidos entre enero de 1998
y mayo de 2012 en el Laboratorio de Microbiologia del Complejo Hospitalario de
Céceres. En nuestro trabajo, hemos utilizado el espoligotipado para determinar el
genotipo de aislados clinicos con el objetivo de definir la estructura genética de la
poblacion de cepas de M. tuberculosis aisladas en Extremadura. Los resultados
obtenidos mediante el espoligotipado muestran una elevada diversidad genética entre las
cepas de M. tuberculosis que causan la TB humana en Extremadura, con un claro
predominio de las familias que se corresponden con el linaje Euro-americano. También
hemos utilizado el MLV A para determinar el genotipo de esta coleccidn de aislados de
M. tuberculosis que previamente habia sido caracterizada mediante el espoligotipado. El
objetivo fue obtener mas conocimientos acerca de la aplicabilidad de estrategias de
genotipado con marcadores VNTR en un entorno de baja incidencia de TB como es
Extremadura. Se propone el uso del MLVA con un conjunto reducido de 12 loci VNTR
como técnica de primera linea para el genotipado de aislados clinicos de M. tuberculosis
en Extremadura. Los resultados del espoligotipado y el MLVA obtenidos en analisis
previos se analizaron de forma conjunta con el objetivo de evaluar la utilidad de
combinar ambos métodos para el estudio de la diversidad genética de M. tuberculosis en
Extremadura, asi como para dilucidar ciertos aspectos evolutivos. El estudio combinado
de los resultados mostr6é que la complejidad existente entre la poblacion de cepas de M.

tuberculosis en Extremadura fue mayor de la observada con cada método por separado.
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Nuestros resultados demuestran que el uso combinado del espoligotipado y el MLVA es
una estrategia de genotipado adecuada para el estudio de la diversidad genética de M.
tuberculosis en Extremadura, pudiendo contribuir también al esclarecimiento de
determinadas relaciones evolutivas.

En otra parte del estudio se pretendié describir los factores asociados con la
agrupacioén de casos de TB y determinar la influencia de la transmision reciente en la
distribucion de la enfermedad en la poblacion extremefia. Los datos sociodemogréficos,
clinicos y epidemioldgicos de los pacientes se obtuvieron a partir de la historia clinica.
Los resultados de este trabajo ponen de manifiesto que una parte importante,
aproximadamente el 45 %, de los casos de TB en Extremadura podria ser atribuida a la
transmision reciente; esto implica la necesidad de intensificar las medidas de bdsqueda
activa de casos entre los contactos de pacientes con TB. Nuestros resultados también
demuestran que la complejidad clonal en la infeccion por M. tuberculosis puede ser
identificada en entornos de baja incidencia de la enfermedad. Aun asi, las infeciones
mixtas, los casos de TB recurrente por reinfeccion exdgena y de heterorresistencia son
poco comunes en Extremadura.

En esta investigacion llevada a cabo en Extremadura se han identificado ocho
aislados de M. bovis, incluidos tres M. bovis BCG. Los perfiles de espoligotipo
observados en esas muestras fueron: SB0120, SB0121, SB0134 y SB0295. Estos
perfiles coinciden con los de cepas aisladas tanto en animales domésticos como en
animales salvajes que habitan en fincas de Extremadura. Asimismo se compararon los
aislados de M. bovis procedentes de pacientes humanos con aislados de animales con
idéntico espoligotipo para identificar el posible origen de la infeccion en estos pacientes
y contribuir al conocimiento de la epidemiologia de la TB humana causada por M. bovis

en Extremadura. El andlisis con marcadores VNTR ha permitido detectar un elevado
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grado de diversidad genética en la poblacion extremefia de M. bovis. Pese a ello, se
encontrd un aislado de origen humano con idéntico genotipo que el de tres aislados de
origen animal. Sin embargo, no se ha podido demostrar que los casos humanos por M.
bovis se deban a una transmisién reciente de los animales al hombre, por lo que
probablemente sean consecuencia de la reactivacion endogena de una infeccion

adquirida en el pasado.
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ADN: acido desoxirribonucleico

ARN: &cido ribonucleico

BCG: bacilo de Calmette-Guérin

C: Citosina

CDVP: consumo de drogas por via parenteral

CRISPR: repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente espaciadas (clustered
regularly interspaced short palindromic repeats)

dNTP: desoxi-nucleétidos trifosfatos

DR: repeticion directa (direct repeat)

DVR: repeticion directa variable (direct variant repeat)

ECDC: Centro Europeo para la Prevencién y Control de las Enfermedades (European Centre
for Disease Prevention and Control)

EE. UU.: Estados Unidos

EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica

ETR: repeticiones en tandem exactas (exact tandem repeat)

G: Guanina

HGDI: indice de discriminacién de Hunter-Gaston (Hunter-Gaston discriminatory index)

IC: Intervalo de confianza

IR: repeticiones intercaladas (interspersed repeats)

IS: secuencia de insercién (insertion sequence)

kb: kilobase

kpb: kilo par de bases

LSP: polimorfismo de gran secuencia (large-sequence polymorphism)

MAC: complejo Mycobaterium avium (Mycobacteium avium complex)

Mb: Megabase

MIRU: unidades de repeticion intercaladas en el genoma de las micobacterias
(mycobacterial interspersed repetitive units)

MLVA: analisis del namero variable de repeticiones en tindem de maltiples loci (Multiple-
locus variable-number tandem repeat analysis)

MOTT: micobacterias distintas del bacilo tuberculoso (mycobacteria other than tubercle
bacilli)
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— MPTR: repeticion en tandem con polimorfismos mayoritarios (major polymorphic tandem
repeat)

— MST: &rbol de minima expansién (minimal spanning tree)

— MTBC: complejo Mycobaterium tuberculosis (Mycobacteium tuberculosis complex)

— NTM: micobacterias no tuberculosas (nontuberculous mycobacteria)

— OMS: Organizacion Mundial de la Salud

— OR: odds ratio

— pb: pares de bases

— PCR: reaccion en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction)

— PGRS: secuencias repetitivas polimdrficas ricas en G+C (polymorphic GC-rich repetitive
sequences)

— PPD: derivado proteico purificado (purified protein derivative)

— RD: region de diferencia (region of difference)

— RFLP: polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion (restriction fragment
length polymorphism)

— RTI: indice de transmisidn reciente (recent transmission index)

— SB: spoligotype bovis

— SIT: spoligotype international type

— SNP: polimorfismos de un solo nucleétido (single nucleotide polimorphisms)

— TB: tuberculosis

— TB-MR: tuberculosis multirresistente

— TR: repeticion en tandem (tandem repeat)

— UE/AEE: Unién Europea / Area Econémica Europea

— UE: Unién Europea

— VIH: virus de la inmunodeficiencia humana

— VNTR: nimero variable de repeticiones en tindem (variable number of tandem repeats)
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