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La tuberculosis (TB) es considerada una de las primeras enfermedades infecciosas humanas de las que se
tiene constancia y aun hoy, en pleno siglo XXI, es una de las mas importantes causantes de morbilidad y
mortalidad en todo el mundo. Segun describe la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en su 199
informe, 9 millones de personas enfermaron de TB a nivel mundial en el afdo 2013, aunque en éste se
refiere que ha habido una disminucion de casos en los ultimos afios. También el Centro Europeo para la
Prevencion y Control de Enfermedades (ECDC) y el Centro Nacional de Epidemiologia (CNE) informan que
en Europa y en Espana, en el afio 2012, el numero de casos de TB disminuyo respecto al afio anterior. La
presente Tesis Doctoral tiene como objetivos conocer la evolucion de la TB en la provincia de Castellon a
lo largo del periodo comprendido entre enero de 2008 a diciembre de 2012, describir las caracteristicas
clinico-epidemiologicas y microbiologicas de los casos diagnosticados con cultivo positivo, detallar la
frecuencia de resistencias de Mycobacterium tuberculosis frente a farmacos tuberculostaticos de primera
linea, y analizar los patrones de transmision de TB en Castellon durante los afios 2010, 2011 y 2012
mediante tipificacion molecular, utilizando la técnica 15 MIRU-VNTR. Para conseguir los 3 primeros
objetivos consultamos varias fuentes de informacion como son el Sistema de Informacion del Laboratorio
(SIL), el Sistema del Andlisis de la Vigilancia Epidemiologica (AVE) y los informes de TB editados por la
Generalitat Valenciana. Para llevar a cabo el cuarto objetivo, analizamos las cepas congeladas y
recuperadas de los tres afios indicados mediante la técnica de epidemiologia molecular 15 MIRU-VNTR. En
la provincia de Castellon se declararon 387 casos de TB, de los que 320 (82,7%) tuvieron el cultivo
positivo; en 2008 se diagnosticaron microbiologicamente 74 casos, 83 en el 2009, 66 en el 2010, 56 en e/
2011 y 41 en el 2012. En cuanto a las caracteristicas de los pacientes, la razon hombre/mujer fue de 1,9 y
la edad media fue de 32,5 afios, concentrandose el 60,6% en el grupo de adultos jovenes (15-44 afios). El
43,7% de los pacientes eran extranjeros, el 93,8% fueron casos no tratados previamente, el 29,4%
presentaba al menos un factor de riesgo para desarrollar enfermedad tuberculosa y, por dltimo, el 67,2%
de los pacientes fueron hospitalizados. Respecto a las formas clinicas, un 87,2% fueron TB pulmonar,
predominando la ganglionar entre las formas extrapulmonares. A partir del estudio convencional de
contactos se sospecho 7 posibles brotes de 2 miembros. El estudio de sensibilidad se realizo a las 320
cepas alsladas, resultando resistentes el 13,5%, siendo la resistencia a isoniazida del 8,1%. En poblacion
de origen espariol el porcentaje de resistencias fue del 10,6% mientras que en extranjeros fue del 15,7%.
Se realizo la tipificacion molecular a 151 cepas de las 163 aisladas en los tres afios. Los loci mas
polimorficos fueron el VNTR 4052, el VNTR 2163b y el VNTR 3690, y los que presentaron un poder de
discriminacion elevado, calculado a partir del indice de diversidad de Hunter-Gaston, fueron los MIRU 26,
40 y 10, y los VNTR 577, 2401, 3690, 2163b, 1955 y 4052. Evidenciamos que 122 cepas presentaron un
patron dnico y que 29 cepas se agruparon en 12 clusters, siendo el porcentaje de agrupacion del 19,2% y
/a tasa de transmision reciente de un 11,3%. En el presente estudio se concluye que la tasa de TB, y
paralelamente el numero de casos con cultivo positivo, en la provincia de Castellon ha disminuido a lo
largo de los afos analizados; que el fendmeno de la inmigracion tiene una influencia importante en la TB
de nuestra provincia; que el numero de hospitalizaciones, aun siendo menor que en estudios previos,
sigue siendo elevado y que la resistencia global de un 13,5% es también mds elevada a la descrita en
trabajos anteriores en Castellon. De estas resistencias, la de isoniazida superior al 5% obliga a tratar la TB
en los dos primeros meses con asociacion de 4 farmacos, como recomienda la OMS; el porcentaje elevado
de resistencia a isoniazida en el afio 2010 fue debido a un brote que fue confirmado con tipificacion
molecular. Aplicando la técnica 15 MIRU-VNTR, con un indice de discriminacion elevado de 0,998, se ha
detectado una baja tasa de transmision durante los 3 afos analizados.

PALABRAS CLAVE: Tuberculosis, Resistencia, Epidemiologia molecular, MIRU-VNTR,
Transmision.
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Introduccion

1.1.- Resena historica de la tuberculosis

La tuberculosis (TB) acompaia al ser humano desde la mas remota antigiiedad. Es
considerada una de las primeras enfermedades humanas de las que se tiene
constancia. “Consuncion”, “tisis”, “mal del rey”, “peste blanca” o “plaga blanca” han
sido distintas formas con las que se la ha conocido a través de la historia (Farga, 2004;
Cartes, 2013). Ademas, distintas enfermedades causadas por el mismo
microorganismo recibieron nombres propios, que aun hoy se utilizan, para designar
diferentes localizaciones de la enfermedad tuberculosa, como “el mal de Pott”, “la

tabés mesentérica” o “la escrofula”.

Se presume que el género Mycobacterium se origind hace mas de 150 millones de
afos. El origen cronoldgico de M. tuberculosis se ha podido estimar gracias a la
aplicacion de las modernas técnicas de genética molecular y a la secuenciacion del
genoma de varias cepas (Daniel, 2006). Se ha considerado que el progenitor mas
lejano de la tuberculosis pudo haber estado presente, en el este de Africa, hace unos
tres millones de afos siendo posible que éste afectara a los primeros hominidos
(Gutiérrez et al, 2005). Parece ser que los miembros modernos del complejo M.
tuberculosis pudieron originarse a partir de un antepasado comun africano hace unos
70.000 afos (Comas et al., 2013), aunque otros autores estiman la antigliedad entre
15.000 y 20.000 afios (Rothschild et a/., 2001). A pesar de las diferencias cronoldgicas
con respecto a su origen, si que existe un consenso acerca de su origen geografico.
Actualmente hay numerosas evidencias que demuestran que evoluciond como
patdgeno humano en el Este del continente africano, y su dispersién a otras regiones
pudo haber ocurrido con las primeras migraciones humanas. También se acepta que la
especie mas antigua del complejo M. tuberculosis seria M. bovis. Se ha considerado
que el cambio de estilo de vida, de poblacion ndmada a una forma sedentaria
acontecido durante el periodo Neolitico, pudo favorecer el desarrollo de la TB al
propiciar una serie de condiciones como: el aumento de la poblacion, la domesticacion
de animales y la ingesta de una dieta menos variada (Comas et al, 2013; Cartes,
2013).

Los hallazgos mas antiguos de la enfermedad en humanos se encontraron en
restos 6seos del periodo Neolitico en un cementerio proximo a Heidelberg (Alemania),
supuestamente pertenecientes a un adulto joven, y datados en torno a 5.000 afos

antes de nuestra era (Bartels, 1907). También se descubrieron datos sugestivos de
3



Introduccion

tuberculosis en momias egipcias entre los afos 3.500-2.650 a.C. Los paleontdlogos
hallaron en estos restos una serie de anomalias esqueléticas tipicas de la enfermedad
de Pott (tuberculosis de la columna) y que también se observaron en algunas
representaciones artisticas del antiguo Egipto (Cave, 1939; Morse et al, 1964,
Zimmerman, 1979). Como describen Salo et a/ (1994) y Daniel (2000a), algunos
estudios realizados en tejidos de momias peruanas sugirieron la presencia de
tuberculosis en América en el periodo precolonial. Dichos hallazgos se han visto

confirmados por la secuenciacion del genoma completo del bacilo (Bos et a/., 2014).

La TB era bien conocida en la Grecia clasica. En su libro “Las epidemias”,
Hipocrates (400 a.C.), el padre de la medicina, denomind tisis o consuncion a la
enfermedad, refiriéndose al caracter destructivo que tenia, y consideré que era una
enfermedad hereditaria con cierta predileccién por los adultos jovenes. Sin embargo,
Aristételes (384-322 a.C.) defendid la naturaleza contagiosa de la tuberculosis.
También lo hizo posteriormente, el médico griego Galeno (131-201) y, recomendé a su

vez, aire fresco, leche y viajes al mar para el tratamiento de esta enfermedad.

Los registros de TB pulmonar en la Europa de la Edad Media se hallan de forma
dispersa. No obstante, se menciona una particular forma de curaciéon de la escréfula
(tuberculosis con afectacién de nddulos linfaticos cervicales) mediante el denominado
“toque real”. Se creia que las monarquias europeas poseian poderes sobrenaturales
capaces de curar esta enfermedad, mediante la imposicion de manos sobre las
personas afectadas. Esta practica se mantuvo durante varios siglos, aplicandose a

miles de afectados (Grzybowski & Allen, 1995).

Se estima que en Europa, en el siglo XVII, se inici6 la epidemia de la TB,
alcanzando su maximo apogeo a finales del siglo XVIII y principios del XIX. Durante
esa época, el 25% de las muertes de adultos en las ciudades europeas fueron
causadas por esta enfermedad. A pesar de su paso arrollador por la sociedad europea,
la tuberculosis fue una infeccidn inescrutable hasta que en el siglo XIX se dilucidaron
los conceptos fundamentales de la enfermedad. Fue el médico anatomopatdlogo
francés René Laennec (1781-1826), mas conocido actualmente por su invencion del
estetoscopio, quien en 1819, en su libro “De la auscultacion Mediata”, expuso
claramente la patologia de la tuberculosis y también describié la mayor parte de los
signos fisicos de la enfermedad pulmonar y aportdé términos para describir esos

hallazgos que todavia, hoy en dia, siguen en uso (Daniel, 2000b).
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El 24 de marzo de 1882, Herman Heinrich Robert Koch hizo su famosa presentacion
“Die Aetiologie der tuberculose” a la comunidad cientifica de Berlin, donde demostrd la
etiologia infecciosa de la enfermedad, y que el agente causal era M. tuberculosis. Las
contribuciones de Koch a la bacteriologia fueron galardonadas con el Premio Nobel de
Medicina y Fisiologia en 1905 (Daniel, 2005; Koch, 1932). Con los avances en el
conocimiento de la tuberculosis, las tasas de mortalidad comenzaron su declive a

principios y mediados del siglo XIX (Wilson 1990).

En la segunda mitad del siglo XIX se consideraba que el aire fresco y una adecuada
alimentacién tenian un efecto terapéutico sobre los pacientes tuberculosos. Teniendo
en cuenta estos conceptos, Herman Brehmer, en 1859, abrid el primer sanatorio en la
region montanosa de Silesia (Alemania). Posteriormente, se fueron creando muchos
otros por todo el mundo, de manera que estas instituciones se convirtieron en piezas
clave para el control de la TB no sélo porque procuraban un régimen de descanso, una
dieta rica y cuidadosamente supervisada y ejercicio para el tratamiento de la
enfermedad, sino porque mantenian aislado al enfermo del resto de la comunidad,

reduciendo, de esta forma, el contagio (Sauret, 2001).

A principios del siglo XX, dos cientificos franceses del Instituto Pasteur, el médico
Albert Calmette y el veterinario Camille Guérin, comenzaron sus investigaciones para la
elaboracién de una vacuna antituberculosa, a partir de una variante atenuada de M,
bovis que fue denominada posteriormente bacilo de Calmette-Guérin o BCG (Sacula,

1983). Esto supuso un gran avance en el control de la TB.

Una nueva era comenzd con la introduccion de los diferentes agentes
antituberculosos: la estreptomicina en 1944; el acido para-aminosalicilico en 1946; la
isoniazida en 1952; la rifampicina en 1970; y el establecimiento de programas de
tratamiento con mas de un medicamento para evitar el desarrollo de resistencias
(Toman, 1979). La implementacion de campafias antituberculosas, el uso de la vacuna
BCG vy la aplicacion de esquemas de antibioticoterapia, junto con unas condiciones
sociales mas favorables, permitieron una dramatica reduccién de la morbimortalidad en
muchos paises durante el siglo XX. Esta tendencia de disminucién se mantuvo hasta
1984, pues a partir de ese momento la incidencia aumentd a nivel global. Los factores
que determinaron este resurgimiento de la enfermedad en los paises desarrollados
fueron: la reduccién de los recursos asignados a los programas para la lucha contra la

tuberculosis, la pobreza y la inmigracién procedente de paises en vias de desarrollo
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con elevada incidencia (Cummings, 2007). Sin embargo, el factor mas importante que
influyd en la nueva propagacion de la enfermedad fue la aparicion en forma pandémica
del Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), que convirtid a este grupo de riesgo
en el mas importante para desarrollar la TB (Brudney & Dobkin, 1991). Debido a la
falsa de creencia de que la TB podria ser erradicada como la viruela, las medidas de
control de la enfermedad, asi como la investigacion basica y clinica, habian sido
dejadas de lado y es por ello por lo que aparecieron grandes brotes asociados a la
epidemia de VIH, ya que los paises de la OMS no estaban preparados para combatirla
(Comas & Gagneux, 2009). En 1993, la OMS declard la TB una emergencia de salud
global y se pusieron en marcha nuevos planes de accion a escala mundial para luchar
contra la tuberculosis (DOTS-1996).

En el afio 2001, la Alianza Alto a la Tuberculosis emitié el “Plan Mundial para
detener la Tuberculosis 2001-2005” y, de nuevo, en el 2006, se lanza otro plan
mundial “Detener la Tuberculosis 2006-2015” (OMS, 2006). Ambos planes estan
fundamentados en la estrategia Alto a la TB establecida por la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) cuyos objetivos eran: proseguir con la expansion de la estrategia TAES
(tratamiento acortado estrictamente supervisado), intentando mejorarla; hacer frente a
la tuberculosis resistente a farmacos (especialmente la TB multiresistente MR-TB y la
extremadamente resistente XDR-TB); contribuir al fortalecimiento de los sistemas de
salud y promover la investigacion. Estas estrategias son las que se siguen en la
actualidad con el objetivo de controlar, reducir y eliminar esta enfermedad que, aun

hoy en dia, continua escribiendo su historia en las paginas de la humanidad.

1.2.- Aspectos epidemiologicos

1.2.1.- Situacion de la tuberculosis en el Mundo

La TB es un problema grave de Salud Publica. Aun hoy, en pleno siglo XXI, es una
de las enfermedades infecciosas humanas mas importantes causantes de morbilidad y
mortalidad en todo el mundo. Segun las estimaciones de la OMS publicadas en su 19°
informe, en 2013, 9 millones de personas enfermaron de tuberculosis y 1,5 millones,
de los que 360.000 eran VIH-positivos, fallecieron por esta causa. Mas de la mitad de
las personas que contrajeron TB (56%) pertenecian a las regiones de Asia Sudoriental
y el Pacifico Occidental, y una cuarta parte a la de Africa, que también fue la que
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presentd mayores tasas de incidencia y mortalidad. Solo India y China representaron el

24% vy el 11% de los casos, respectivamente.

En el mismo informe se comunica que 1,1 millones de los 9 millones de personas
enfermas por TB (13%) eran VIH-positivas. También se refleja que cuatro de cada

cinco casos de muerte, en pacientes coinfectados, se producen en Africa.

A nivel mundial, la tasa de prevalencia entre 1990 y 2013 descendié en un 41%, y
la mortalidad disminuyd un 45%. A pesar de esta considerable reduccion, las cifras
siguen siendo inaceptablemente altas y hay que acelerar la lucha contra la TB si se
quieren alcanzar las metas mundiales de la Alianza Alto a la Tuberculosis consistente

en una reduccion del 50% para 2015.

Se calcula que a nivel mundial, en 2013, el 3,5% de los casos nuevos y el 20,5%
de los tratados previamente tenian TB multirresistente (TB-MR), lo que significa que la
cifra estimada de personas que contrajeron TB-MR fue de 480.000 y que un 9% de
éstas tenian TB extremadamente resistente (TB-XDR) (WHO, 2014).
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Figura 1: Distribucion mundial de incidencia de tuberculosis en el afio 2013 (sg. OMS, 2014).
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Figura 2: Prevalencia estimada en el 2013 de VIH en los casos nuevos de tuberculosis
(sg. OMS, 2014).

1.2.2.- Situacion de la tuberculosis en Europa

Segun el informe de vigilancia y seguimiento de la TB, publicado en el afio 2014,
conjuntamente por la Oficina Regional de la OMS para Europa (OMS / Europa) y el
Centro Europeo para la Prevencion y Control de Enfermedades (ECDC), se notificaron
353.000 casos nuevos en el afio 2012 en la region europea de la OMS, lo que significa
una tasa media de 39,4 casos por 100.000 habitantes. Esto representa
aproximadamente el 4% de la carga total de TB en el mundo. Durante ese ano, el
nimero de casos se redujo en 47.000 con respecto al afo 2011, lo que refleja la
mayor disminucidén observada en esta region en los Ultimos 12 afios. La gran mayoria
de casos ocurren en los 18 Paises de Alta Prioridad, representando el 85% del total de
casos de la region. Los paises con el mayor nimero absoluto de casos fueron Rusia,
Ucrania, Kazajstan y Uzbekistan (ECDC, 2014).

En lineas generales, la incidencia de TB en la Regién Europea de la OMS aumentd
rapidamente a partir de 1990, alcanzando un pico alrededor de 1999-2000, pero desde
el ano 2001 la tasa ha ido disminuyendo a razén de un 5% por ano, lo que constituye
la disminucidon mas elevada observada en todo el mundo. Si esta reduccion avanza,
conforme lo estaba haciendo, parece factible que se pueda lograr el objetivo de la
Alianza Alto a la TB de una reduccién del 50% en el 2015 (OMS, 2006)
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En el mismo informe (ECDC, 2014) se estima que en el afio 2012 hubo 35.000
muertes por TB en personas VIH-negativas, equivalente a 3,9 por cada 100.000
habitantes, y unas 3.000 a 4.000 en VIH-positivas.

En los 29 paises de la Unidén Europea (UE), durante el afo 2012, se notificaron
68.423 casos, representando una tasa de 13,5 por 100.000 habitantes y una
disminucion del 6% respecto a 2011. Los tres paises con mayor incidencia fueron
Rumania, Polonia y el Reino Unido, constituyendo mas de un 50% del total. Y
Rumania, Polonia y Espafa representaron el 70% de la disminucién de los casos
notificados entre el 2011 y 2012. Los paises en los que practicamente las tasas de
notificacién se han mantenido constantes o que incluso han aumentado algo han sido:
Chipre, Islandia, Malta, Noruega, Suecia y Reino Unido. Todos éstos paises tienen en
comln que presentan una baja incidencia y que su mayor tasa de notificacion es en
poblacion extranjera (ECDC, 2014).
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Figura 3: Tasas estimadas de incidencia de TB en la Region Europea en 2012. (sg. ECDC,
2014).

En 2012, la infeccidon por el VIH contribuyd en el 5,2% del total de la incidencia
(casos nuevos y recaidas) de TB. El 3,6% fue en los paises de la UE y el 5,6% en los
pacientes no pertenecientes a la UE. Los paises con mayor proporcién de VIH-TB son
Estonia (13%), Portugal (12%), Ucrania (11%) y Letonia (9%).
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1.2.3.- Situacion de la tuberculosis en Espaia y en la Comunidad
Valenciana
En este apartado se pretende exponer la situacion de la TB en nuestro entorno,
tanto de una perspectiva general, en Espafia, como desde la perspectiva particular en

la Comunidad Valenciana.

1.2.3.1.- En Espaia

Segun el informe epidemioldgico del Centro Nacional de Epidemiologia (CNE, 2013),
en Espana, en el afio 2012 se notificaron 6.046 casos de TB, lo que corresponde a una
incidencia de 13,1 casos por 100.000 habitantes. Esta tasa es un 11% inferior a la del
ano 2011, en que fue de 14,7 casos por 100.000 habitantes. Del total de casos, 4.420
correspondieron a TB respiratoria, 106 a meningitis tuberculosa y 1.520 a TB de otras

localizaciones.

Del total de casos declarados, 4.042 (67%) eran nacidos en Espafia, mientras que
1.870 (31,2%) habian nacido fuera de nuestro pais. El porcentaje de casos en
extranjeros varia mucho entre las comunidades autonomas. La Rioja (49%), Murcia
(47%), Catalufia (46%) y Madrid (46%) fueron las que presentaron mayor proporcion
de pacientes de origen extranjero. Por el contrario, Galicia (7%) y Extremadura (1%)

fueron las que tuvieron menores porcentajes (CNE, 2013).

De los 1.870 extranjeros, se tenia informacién del lugar de nacimiento en 999 casos
(53%), siendo los paises mas representados Marruecos (22%), Rumania (10%),
Pakistan (10%) y Bolivia (9%).

En cuanto a la coinfeccién con el VIH, en el momento del diagndstico de TB, el

8,8% de los casos eran VIH positivos y 91,2% negativos.

El Centro Nacional de Microbiologia (CNM), que recibe muestras de todo el pais
para su identificacion, estudio de sensibilidad y cepas para confirmacion de
resistencias, recibio 871 cepas en 2012, de las cuales 37 (4,3%) fueron
multiresistentes (TB-MR), y, de éstas una fue extremadamente resistente (TB-XDR)
(CNE, 2013).
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1.2.3.2.- En la Comunidad Valenciana

Durante el afo 2012, se notificaron al Sistema de Andlisis de la Vigilancia
Epidemioldgica (AVE) 541 casos de TB, de los que 508 fueron en poblacion autdctona,
20 fueron importados (casos de TB que con toda probabilidad han desarrollado la
enfermedad en su pais) y 13 correspondieron a personas con residencia habitual en
otra comunidad auténoma. La tasa fue de 9,9 por 100.000 habitantes en poblacion
autéctona, cifra que representd un descenso del 16,8% respecto a la tasa registrada
en 2011, que fue de 11,9 por 100.000 (Generalitat Valenciana. Conselleria de Sanitat,
2013).

Desde finales de la década de los afios 90, las tasas de TB en la Comunidad
Valenciana mantienen una tendencia descendente; de los 24 casos por 100.000
habitantes del afio 1998 a la tasa registrada en 2012 se ha producido una disminucion
del 58,5%, lo que representaria un descenso anual del 4,2%, hecho similar a lo que ha
ocurrido en Espafa. La tasa mas baja se registrd en la provincia de Alicante con 8,4
por 100.000 habitantes, seguida de Castellon con 9,6 y la de Valencia que fue de 11,2,
superior a la registrada en toda la Comunidad.

En este mismo periodo, el nimero de casos notificados en poblacidn extranjera fue
aumentando progresivamente, asi como la proporcion que éstos representan respecto
del total. En el afio 1998, los casos de TB en extranjeros representaban el 2,7% de los
declarados, y se incrementaron hasta que en el 2008 pasaron a ser el 37,6%. Sin
embargo, en el 2012 la proporcidon de TB en extranjeros disminuyd, pasando a ser del
32,5%. Los paises que aportaron mayor numero fueron, al igual que en afos
anteriores, Rumania, Marruecos, Bolivia y Ecuador. De los 508 casos, 374 (73,6%)
casos de TB fueron pulmonares y 134 (26,4%) TB extrapulmonares, destacando la TB
pleural con 52 y la linfatica con 27.

En el ano 2012, la coinfeccion con el VIH en toda la Comunidad Valenciana, fue del

6,7% de los casos.

El 5,8 % de las cepas estudiadas fueron resistentes a isoniazida, mientras que un
2,6 % fueron MDR. De entre los casos nuevos, se realizd el estudio de sensibilidad a
315 cepas, de las cuales 18 fueron resistentes a isoniazida, representando una
resistencia primaria a isoniazida del 5,7% (18/315) (Generalitat Valenciana. Conselleria
de Sanitat, 2013).
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1.3.- Etiologia, patogenia y transmision de la tuberculosis

1.3.1.- Etiologia y patogenia

La TB esta causada por unos microorganismos que se incluyen taxondmicamente
en el Orden Actinomycetales y en la Familia Mycobacteriaceae, en la cual solo se
incluye un género, el género Mycobacterium. La TB puede deberse a cualesquiera de
las seis especies que integran el complejo Mycobacterium tuberculosis. M. tuberculosis,
M. bovis, M. africanum, M. canetti M. microti M. pinnipediiy M. caprae. Desde un
punto de vista sanitario, la enfermedad producida por M. tuberculosis es la mas

importante y la causante de la mayoria de los cuadros patoldgicos en humanos.

M. tuberculosis es un bacilo delgado, ligeramente curvado, de 1 a 4 ym de
longitud, cuya pared celular es compleja y rica en lipidos (acidos micdlicos), los cuales
le confieren su particular acido-alcohol resistencia (Figura 4). Dentro de sus principales

caracteristicas bioldgicas cabe destacar que:
- es un parasito estricto, con lo que la transmision es persona a persona;
- no tiene toxinas conocidas, por lo que carece de toxicidad primaria;

- es aerobio, con lo que su crecimiento depende de la presién de oxigeno del
organo afectado;

- tiene una multiplicaciéon lenta, factor que favorece su estado de latencia y su

tendencia a la cronicidad;

- y tiene un componente antigénico muy complejo, que determina diferentes grados
de virulencia, patogenicidad y grandes variaciones en la respuesta inmunoldgica
del hospedador (Farga & Caminero, 2011; Lawn & Zumla, 2011).

La TB es una enfermedad contagiosa y el mecanismo de transmision mas
importante es la via aérea. La infeccion se adquiere por inhalacion de particulas
infecciosas, en forma de aerosoles, cargadas de micobacterias que el enfermo,
especialmente el bacilifero, elimina al hablar, estornudar y, sobre todo, al toser. Sin
embargo, tan solo las gotitas de 1-5 pm son las realmente infecciosas, al poder llegar y

depositarse en la region alveolar.
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Figura 4: Mycobacterium tuberculosis, observado con microscopio optico y tefiido con
Ziehl-Neelsen

Otros mecanismos de transmision reconocidos, aunque mas infrecuentes, son: a)
via digestiva (segunda en frecuencia), como ocurriria con M. bovis a partir del ganado
bovino; b) via urogenital; c) via cutdneomucosa; d) por inoculacién; y e) via

transplacentaria (200-300 casos descritos).

La infeccién inicial se produce en los pulmones y en la mayoria de los casos es
controlada por la inmunidad celular. Tan sélo el 5% de los casos escapara de este
control y evolucionara a una TB primaria. En un 95% de los contagiados, los bacilos
permaneceran controlados en estado latente toda la vida (ITL) y un pequefio
porcentaje de éstos (10%) evolucionara a enfermedad, anos después, como un
proceso de reactivacion. En general, la probabilidad de enfermar dependera, en gran
medida, de diversos factores que interfieren directamente con la inmunidad celular del
huésped como son la desnutricion, el alcoholismo, la edad, la infeccion por el VIH y la
diabetes. En estos casos, el riesgo a desarrollar TB a lo largo de la vida sera mayor
(Parrish et al., 1998; Caminero, 2003; Alcaide et al., 2005).

1.3.2.- Transmision

Para que pueda transmitirse M. tuberculosis de persona a persona se requiere, en
general, un contacto intenso y prolongado, estando determinada por caracteristicas del
caso indice (cantidad de bacilos presentes en el esputo, intensidad de la tos y

presencia de cavitacion en la radiografia de tdrax), de las personas expuestas y del
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grado de intimidad y de la duracién de la exposicion. También pueden ser factores
determinantes para la transmisidén, la virulencia de la cepa, el efecto de la
quimioterapia en la infeccion y la existencia de infeccidn tuberculosa latente en las
personas expuestas. Los convivientes y contactos cercanos (personas con contacto
prolongado, frecuente o intenso) tienen mas riesgo de infectarse que las personas con
relacion esporadica o casual (American Thoracic Society, 2005; Gonzalez-Martin et al.,
2010).

El tratamiento correcto de la enfermedad es la mejor medida de control. Los
pacientes con TB pulmonar sensible a los antibidticos pueden dejar de ser contagiosos
a las tres semanas de haber iniciado el tratamiento, aunque hasta el segundo mes
puede persistir un riesgo bajo de contagio. Por tanto, se aconseja que, a las tres
semanas de tratamiento, a los enfermos que ya tengan baciloscopia negativa se les
retire las medidas de aislamiento y a los que aun la tengan positiva se mantenga,
aunque de manera mucho menos estricta, hasta la negativizacién de la misma. La
capacidad de los farmacos para eliminar la infectividad es una de las razones por las
cuales la deteccidon de los casos infecciosos y el tratamiento con la combinacion de
tuberculostaticos se constituyen como el principal medio para interrumpir la
propagacion de la TB (Vidal et a/., 2002).

Después de la deteccion de casos e inicio del tratamiento, la siguiente prioridad en
el control de la TB es la investigacion de los contactos. Esta debe realizarse a todos los
pacientes con sospecha o confirmacidon de TB activa, puesto que sus contactos tienen
mayor riesgo de infeccion y de desarrollar la enfermedad tuberculosa (Diagnostic
standards and classification of tuberculosis in adults and children (American Thoracic
Society, 2000).

1.3.3.- Estudio convencional de contactos

Como se acaba de comentar, un programa de control de TB debe velar,
prioritariamente, por el diagndstico y tratamiento temprano de los enfermos,
garantizando el correcto cumplimiento de la terapia y, cuando se alcanzan tasas de
cumplimiento adecuadas, se ha de profundizar en el estudio de contactos (UITB,
1999).

Desde que se demostro la eficacia de la isoniazida en la prevencidn de la TB entre

los contactos intimos de personas enfermas, el estudio convencional de contactos
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(ECC) vy el tratamiento de la infeccion tuberculosa latente (TITL) se convirtieron en una
estrategia fundamental para el control de esta enfermedad (Generalitat Valenciana.
Conselleria de Sanitat, 2007).

Para llevar a cabo el estudio correctamente, se debe considerar los contactos
frecuentes y los esporadicos, debiéndose evaluar por un experto cada situacion y los
limites del estudio. El ECC, a partir de un caso indice (el primero que conocemos),
tiene como objetivos: a) diagnosticar a los infectados y a los enfermos (casos
secundarios) entre las personas relacionadas con un enfermo tuberculoso conocido,
siguiendo el principio de “la piedra en el estanque” (Veen, 1992) o sistema de los
circulos concéntricos (Iseman et al, 1976); b) tratar a los enfermos y a los infectados
que lo precisen (Ferebee, 1970); y c) reconstruir la cadena de transmision para
identificar, siempre que se pueda, al caso indice verdadero (Generalitat Valenciana.
Conselleria de Sanitat, 2007).

Es conocido que la evolucién epidemiolégica de la TB ha cambiado como
consecuencia de varios factores como la coinfeccion con el VIH, el crecimiento de la
pobreza, el aumento de la incidencia de la TB-MR y de las migraciones (Brudney &
Dobkin, 1991). Por otra parte, hoy en dia conocemos mucho mejor la trasmision de la
enfermedad y sus factores de riesgo. Todos estos parametros han de ser evaluados en
un contexto especifico y se deben tener en cuenta a la hora de disefiar el estudio de
contactos. Cuanto mas adaptado esté al contexto, mas elevado sera el nimero de

casos secundarios detectados (Cayla & Orcau, 2003).

Segun se indica en el “Manual de estudio convencional de contactos y tratamiento
de la infeccion latente en la tuberculosis”, editado por la Generalitat Valenciana en el
ano 2002 (Generalitat Valenciana, Conselleria de Sanitat, 2002), las fases en la
realizacion del ECC, que debe iniciarse tan pronto como se establezca el diagndstico

del caso indice, seran las siguientes:

1) Censo de contactos: Se realiza el censo de personas expuestas y que, por tanto,

deben ser sometidas al ECC, segun el riesgo tedrico de infeccidn;

2) Cribado mediante la prueba de la tuberculina (PPT): El estudio se realizara
siguiendo el sistema de circulos concéntricos o de “la piedra en el estanque” que
consiste en iniciar la investigacion por los contactos de mayor riesgo (primer
circulo) e ir ampliando el estudio hasta que la prevalencia de la infeccidn

encontrada sea la prevista en dicha poblacién (véase en la Figura 5). Si se
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detecta un nuevo caso bacilifero entre los contactos, debe iniciarse otra vez, a

partir de éste, el esquema de circulos concéntricos;

La PPT es una de las pruebas diagndsticas que todavia sigue vigente en la
medicina actual a pesar de tener mas de un siglo de experiencia; también se la
conoce como prueba de Mantoux. Actualmente se administra, mediante inyeccion
intradérmica, en la cara anterior del antebrazo, 2 UT de derivado proteico
purificado tuberculinico (PPD), utilizandose en Espafia la PPD RT-23. La lectura
se realiza a las 48-72 horas y se mide en mm la induracién en la zona de
inyeccion (diametro transversal con respecto al eje del brazo). Se consideran
positivos, con una induracion > 5, a aquellos contactos intimos con casos indices
0 sospechosos, los sospechosos de enfermedad tuberculosa clinica o radioldgica
y los pacientes con infeccién por VIH. Por otro lado, en cualquier otra
circunstancia se consideraran positivos aquellos que desarrollen una induracion

> 10mm.

Para el diagndstico de la ITL, en la actualidad disponemos, ademas de la PPT, de
pruebas diagndsticas /n vitro que, en el ambito internacional, se conocen con el
acrénimo de IGRAs (Interferon-gamma-release assays) y que se realizan a partir
de muestras heparinizadas de los pacientes (Lalvani et a/., 2001). Esta tecnologia
se fundamenta en la deteccién por enzimoinmunoensayo del interferon-gamma
(IFN-y) liberado después de una estimulacién con antigenos tuberculosos
especificos ESAT-6 (early secreted antigenic target 6), CFP-10 (culture filtrate
protein 10) y TB7.7 (p4).

3) Diagnostico: Segun el resultado del estudio con la PPT, o de los IGRAs, se
clasificaran a los contactos en no infectados y en infectados. A estos Ultimos se
les solicitara una radiografia posteroanterior y lateral de térax, para descartar

enfermedad;

4) Seguimiento de los contactos de riesgo no infectados, de manera que se debe
realizar una segunda prueba de tuberculina a los 2 meses del Ultimo contacto

con el paciente;

5) TITL: Consiste en la administracion del tratamiento preventivo a los individuos
infectados en los que se sospecha infeccidn reciente con el fin de evitar el

desarrollo de la enfermedad;
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6) Supervision del tratamiento y seguimiento;

7) Cierre del estudio cuando todos los casos censados hayan sido analizados. Tras
culminar este estudio, se debera reconstruir la cadena tedrica de transmision

(Generalitat Valenciana. Conselleria de Sanitat, 2002).

Sistema de los circulos concéntricos
y lugar de contacto

Centro ludico Vivienda

Trabajo y escuela

Primer circulo: contacto intimo diario > 6 h
Segundo circulo: contacto frecuente, diario < 6 h
Tercer circulo: contacto esporadico, no diario

Figura 5: Sistema de los circulos concéntricos (Vidal et a/., 2002).

De acuerdo con lo plasmado en la Figura 5, en el primer circulo se encontrarian los
contactos intimos y convivientes, aquellos que viven en el mismo domicilio del caso,
son parejas sexuales habituales o tienen una relacidon que implique un contacto
continuado y estrecho con el paciente. En el segundo circulo, se encontraran los
contactos préximos habituales, como compafieros de trabajo o colegio, amigos o
parientes que mantengan relacion habitual con el caso. Y ya en el tercer circulo se
encontrarian los contactos esporadicos (Generalitat Valenciana. Conselleria de Sanitat,
2007).

Cada Departamento de Salud realiza el ECC a todos los pacientes con TB como una

parte rutinaria de sus programas de control y lo puede llevar a término un grupo

17



Introduccion

multidisciplinar de profesionales que incluye médicos, microbidlogos, epidemidlogos,

enfermeras y personal técnico (Borrell et a/., 2009).

Como sabemos, el ECC es imprescindible en cualquier programa de control
de TB, aunque presenta una serie de limitaciones que se explican mas
adelante. Esto ha hecho necesaria la busqueda de nuevos métodos
epidemioldgicos que permitan documentar, de una forma mas precisa, las
cadenas de transmision. Con las técnicas moleculares se ha conseguido un gran

avance en el estudio de la epidemiologia de la TB.

1.4.- Epidemiologia molecular de la tuberculosis

1.4.1.- Descripcion

El término Epidemiologia Molecular viene de la integracion de la Biologia Molecular,
la Medicina Clinica, la Epidemiologia y la Estadistica (Mathema et al., 2006). Es una
ciencia que estudia la dindmica de transmisidn de las enfermedades infecciosas y nos
ayuda a comprender mejor la epidemiologia mediante la utilizacién de métodos de
caracterizacion molecular, como un complemento a los enfoques epidemioldgicos
clasicos. La tipificacion molecular de cepas de una misma especie permite conocer los
aislamientos procedentes de diferentes individuos y relacionarlos unos con otros para
determinar las cadenas de transmision de la enfermedad (Takashima & Iwamoto,
2006). Mas concretamente, asocia caracteristicas epidemiolégicas con las
caracteristicas bioldgicas de los aislados clinicos (Mathema et a/., 2006). Existe una
gran variedad de técnicas que tienen como objeto comparar la composicion de los
acidos nucleicos de dos o mas microorganismos, con el objeto de poder conocer la
posible relacion entre aislamientos vinculados epidemiolégicamente (Wong et al.,
2011).

A mediados de los afos 80 se incorporaron, por primera vez, estas técnicas para
intentar discriminar entre aislados clinicos de M. tuberculosis (Collins & de Lisle, 1984).
Anteriormente al desarrollo de esta tecnologia, los estudios se basaban en identificar
las caracteristicas fenotipicas de las cepas, como la morfologia de las colonias, la
susceptibilidad a los antibidticos (antibiotipo) y la tipificacion por fagos (fagotipado).

Estos habian sido los Unicos marcadores disponibles para estudiar la epidemiologia de
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la TB a pesar de no proporcionar suficiente discriminacion. Estos sistemas fenotipicos
eran, sin lugar a dudas, limitados para establecer diferencias o similitudes concluyentes

entre microorganismos (Kontsevaya et a/,, 2011).

Ya al principio de los afios 90, estas técnicas estaban mas perfeccionadas y se
alcanzaron los primeros éxitos en la obtencion de secuencias repetitivas en el genoma
de M. tuberculosis. Este fue el punto de partida para poder comparar las huellas
genéticas de los distintos aislamientos y, por tanto, establecer diferencias entre
diversas cepas. Como se ha comentado anteriormente, el detectar estas diferencias ha
permitido obtener nueva informacién sobre la epidemiologia de la enfermedad,
permitiendo ayudar a desarrollar medidas que disminuyan la transmisién de la

enfermedad (Garcia-Pachon & Rodriguez, 2005).

Ademas, la epidemiologia molecular ha introducido nuevos conceptos hoy en dia
ampliamente utilizados en estudios clinicos y de investigacién, como son la reinfeccién
(Chiang & Riley, 2005) y la infeccion multiple (Hass et a/., 1995), la pérdida de fitness
asociada a la resistencia (Gagneux et al, 2006), virulencia diferencial (Reed et al.,

2007) y el desarrollo y capacidad de proteccidn de las vacunas (Abebe & Bjune, 2006).

Todo esto ha sido posible gracias a la secuenciacion total del genoma de M,
tuberculosis. Tras la secuenciacion se identificaron diversos marcadores genéticos
utilizados para la caracterizacion y diferenciacion de cepas (Kwara et al, 2003). Las
técnicas de tipificacion molecular pueden estar basadas en el analisis del grado de
similitud y distribucion de estos marcadores genéticos (elementos variables) entre
distintos aislamientos (véase Figura 6), en el estudio de la presencia o ausencia de
determinados fragmentos de ADN, o bien en la comparacidon del genoma completo del

microorganismo (Nguyen et al., 2004).

Las estrategias de estas técnicas, independientemente de la metodologia utilizada,
se basan en el hecho de que en un andlisis poblacional de casos con TB ocurre lo
siguiente: 1) los casos causados por cepas de M. tuberculosis con idéntico genotipo
(cluster o agrupamiento) son candidatos a pertenecer a una cadena de transmision
reciente de la infeccidn. Se asume que todos los miembros de un cluster estan
implicados en una misma cadena de transmisidn reciente, que implicaria una infeccion
exdgena; y 2) en los casos causados por cepas cuyo genotipo no se ha relacionado con
otro caso de la poblacién (“cepas huérfanas”), probablemente la enfermedad se haya

producido por reactivacién de infecciones latentes (Barnes & Cave, 2003).
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Figura 6: Ubicacién de algunos marcadores moleculares en el
Mycobacterium tuberculosis (sg. Barnes & Cave, 2003).

Los requisitos ideales que deberia de reunir un método de tipificacion molecular
metodologia sencilla y rapida, coste

elevado poder de discriminacion,

serian:
resultados reproducibles, aplicabilidad directa sobre muestras

econdmico minimo,
clinicas, que los marcadores genéticos sean estables y que tenga utilidad para
discriminar entre los restantes componentes del complejo M. tuberculosis. Ninguno de

los métodos conocidos en la actualidad relne todas las condiciones expuestas (Alcaide

et al., 2005; Fernandez-Cuenca et al.,, 2013).

1.4.2.- Técnicas
Entre las técnicas mas utilizadas para la tipificacion molecular de la TB se
encuentran: 1) el polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion de la
. ing); y

secuencia de insercion 1S6110 (RFLP-IS6110); 2) el espoligotipado (spoligotyping);

20



Introduccion

3) el nimero de repeticiones variables en tandem de las unidades repetitivas

interespaciadoras en micobacterias (MIRU-VNTR).

Otras técnicas, desarrolladas a lo largo de los afios, que no han tenido tanta
difusién, serian: FAFLP (Fluorescent Amplified Fragment Length Polyormorphism);
PFGE (electroforesis en campo pulsado); PGRS (polimorfismos en secuencias repetidas

ricas en G-C); y SNP (polimorfismo en un Unico nucledtido).

1.4.2.1.- Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion de la
secuencia de insercion 1S6110 (RFLP-1S6110)

La mayoria de los primeros estudios de epidemiologia molecular aplicados en TB se
basaron en el uso de esta técnica. Debido a su reproducibilidad, poder discriminatorio,
transferabilidad de los resultados entre distintos laboratorios y su relativo bajo costo,
fue considerado durante afnos el método de referencia y ha sido el mas utilizado hasta
la fecha (Daley, 2005).

Se basa en el nimero variable de copias de la secuencia de insercién 1S6110,
especifica de M. tuberculosis complex, que presentan las diferentes cepas (de 0 a 25
copias) y en su posicién en el genoma (Warren et al., 2009). Van Embden et a/. (1993)
propusieron un protocolo estandarizado, lo que condujo a su uso generalizado por todo
el mundo.Para la realizacién de esta técnica, se necesita la obtencion de cultivo de M,
tuberculosis, la extraccion del ADN gendmico de la bacteria y su digestién con la
enzima de restriccion Pvull, que posee una Unica diana en los 1355 pb de la 1S6110.
Los fragmentos que se obtienen son de diferente peso molecular, ya que las distancias
entre las diferentes secuencias I1S6610 en el genoma son variables. Estos fragmentos
se separan por electroforesis en funcion de su peso molecular, se desnaturalizan y se
transfieren a una membrana de nylon. Posteriormente, se efectda una hibridacion con
una sonda marcada, revelando su posicién. Los patrones de bandas obtenidos reflejan

el nimero de copias de 1S6610 y su diferente posicidén en el genoma (véase Figura 7).

Las cepas que poseen el mismo nimero y posicion de bandas, se consideran
iguales y pertenecientes a un mismo clon. Las cepas que difieren en 1-2 bandas,
probablemente hayan estado emparentadas en el pasado. Se han establecido bases de

datos nacionales e internacionales (Alcaide et al., 2005).

21



Introduccion

Esta técnica presenta algunas limitaciones, ya que no puede utilizarse en cepas que
posean menos de 5 copias de la secuencia de insercién en su cromosoma, en cuyo
caso es preciso utilizar otras técnicas (Soini et al, 2001). Ademas, requiere grandes
cantidades de ADN (lo que implica la realizacion de subcultivos que precisan varias
semanas), es técnicamente larga y compleja, permite el analisis simultaneo de pocas
cepas y el coste del programa de apoyo informatico es elevado (Barnes & Cave, 2003;
Alcaide et al., 2005).
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Figura 7: Método, representado de forma esquematica, del RFLP-IS6110 de Mycobacterium
tuberculosis (sg. Wong et al., 2011).
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1.4.2.2.- Espoligotipado (“Spoligotyping”)

El “Spoligotyping” fue estandarizado por Kamerbeeck et al (1997). Se basa en la
existencia en el genoma de una zona (region DR) que contiene unas secuencias
repetitivas de 36 pb. Entre éstas hay secuencias espaciadoras que son de composicion
y longitud variables en cepas diferentes. El patrén de espaciadores de una cepa puede
ser utilizado para el genotipado (tipado de oligonucledtidos espaciadores:
“spoligotyping”), ya que las cepas difieren en términos de ausencia o presencia de sus
cebadores especificos.

Tomando como referencia las secuencias espaciadoras de la cepa M. tuberculosis
H37Rv y de la cepa P3 de M. bovis BCG, se disenaron 43 sondas. Estas sondas se
alinean y fijan en una membrana. De las cepas en estudio, se amplifica la regién DR
utilizando dos cebadores orientados opuestamente entre ellos y complementarios a la
secuencia DR. Durante la amplificacion, los iniciadores daran lugar a productos de
diferente tamafio. Estos productos de PCR se transfieren a la membrana donde estan
fijadas las sondas y la hibridacion que tiene lugar se evidencia porque uno de cada par
de cebadores esta marcado con biotina (véase Figura 8). Los resultados se expresan
como positivo 0 negativo para cada espaciador y la lectura se realiza como un cédigo
digital (Dale et al., 2001).

DR locus

H37Rv

AP 1dP2AP3IAP4<IP5APbdP
—d —d — —a p— —

1 2 3 4

X

— = e ey e Secuencias espaciadoras

— —a —

"e SE0EE 2000 SONESEONON NS IOENS | BCG
0000000000 0000000 Q00 ee bRl [T T) l 137Rv
(X1 1] 0 Bedesedie

5 10 15 20 25 30 35 40

Figura 8: Esquema del espoligotipado (sg. Barnes & Cave, 2003).
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Existe una base de datos internacional con mas de 11.000 patrones
(“espoligotipos”) de aislamientos de M. tuberculosis obtenidos en mas de 90 paises
(Filliol et al., 2002).

La técnica de espoligotipado tiene algunas ventajas con respecto al RFLP-IS6110.
Por una parte, se puede utilizar en aquellas cepas que poseen menos de 5 copias de
IS6110 en su genoma; por otra parte, requiere pequenas cantidades de ADN, es
relativamente sencilla, rapida y tiene un coste menor (Kamerbeeck et al, 1997). Sin
embargo, posee menor poder de discriminacién que el RFLP-IS6110, por lo que se

puede utilizar como complemento de éste (Kremer et al., 1999).

1.4.2.3.- MIRU-VNTR (Mycobacterial Intespersed Repetitive Unit-Variable

Numbers of Tandem Repeat)

El nimero de secuencias repetidas en tandem (VNTR) surgieron como marcadores
valiosos para el genotipado de los aislados de diversas especies bacterianas. Estas
secuencias, conocidas también como minisatélites, se describieron por primera vez en
los genomas eucariotas (Supply et al.,, 2000). Muchas de estas secuencias presentan
hipervariablidad alélica relacionada con el nimero de repeticiones y/o con la ligera
variabilidad en las secuencias, por lo que se puede utilizar como marcadores a nivel
epidemioldgico. En las Ultimas décadas, se ha descrito en las micobacterias regiones
similares pasandose a llamar MIRUs (Mycobacterial Intespersed Repetitive Unit-
Variable-Number Tandem Repeat). Supply et al. (1997) estandarizaron la técnica para
la identificacién de MIRUs.

Los MIRUs se denominan “minisatélites” ya que su tamafo oscila entre 40 y 100pb.
Son unidades de repeticidn intergénica y se encuentran como repeticiones contiguas
dentro del genoma de especies del complejo M. tuberculosis. El cromosoma de M.
tuberculosis complex contiene 41 MIRUs localizados en diferentes loci (véase Figura 9)
(Supply et al., 2006).

Los genes flanqueantes de estos MIRUs estan involucrados en diversas vias
metabdlicas que incluyen biosintesis o degradacion de acidos grasos, producciéon de

energia y transduccion de sefiales (Supply et al., 2000).

Los MIRUs fueron clasificados por Supply et al (1997) en tres tipos principales: los

tipo I, que contienen secuencias de 77pb; los tipo II con secuencias de 24 pb; y los
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tipo III con secuencias de 15 pb. De los 41 MIRUs descritos, se observd que 12
presentaban elevado polimorfismo (Supply et al,, 1997) aunque recientemente se ha
descrito que 15 y hasta 24 de estas unidades, son altamente polimérficas y varian en
el nimero de copias entre aislados de M. tuberculosis no relacionados, confiriéndole un
mayor poder discriminatorio a esta metodologia (Sola et a/, 2003; van Deutekom et
al., 2005; Supply et al,, 2006; Martin et al., 2007; de Beer & van Soolingen, 2012).
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Figura 9: Posicion de los 41 MIRUs loci en el cromosoma de M. tuberculosis H37Rv (Supply
et al., 2000).

La tipificacidon molecular mediante VNTR-MIRUs se fundamenta en la variabilidad en
el nimero de copias de secuencias repetitivas, de 40 a 100 pb, dispuestas en tandem
en 12, 15 o 24 zonas intergénicas (=loci) diferentes del genoma de M. tuberculosis. El
numero de repeticiones varia entre 2 y 8 copias de cada locus (12, 15 y 24), dando
lugar aproximadamente a 20 millones de posibles combinaciones de alelos (Supply et
al., 2001; Supply et al., 2006).

Esta técnica se basa en la amplificacion mediante PCR de cada locus MIRU con 12,
15 o0 24 pares de cebadores dirigidos especificamente a cada uno de éstos y en la
determinacion de los tamaiios de los amplicones después de realizar electroforesis en
un gel de agarosa o mediante secuenciacion. Como la longitud de las unidades de
repeticion se conoce, los tamafios de los productos de la PCR reflejan el nimero de
repeticiones de cada locus MIRU (dependiendo de los tamafios de los productos de la

PCR, se puede conocer el nimero de repeticiones en tandem). Con las bandas
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obtenidas tras electroforesis o los picos tras la secuenciacion, se calcula el tamano de
cada uno para posteriormente asignar un digito correspondiente al nimero de copias
encontradas para cada uno de los MIRUs. El analisis de los 12, 15 o 24 loci mas
polimérficos proporciona un cédigo de 12, 15 o 24 digitos que permite comparar los
aislados estudiados entre si (Supply, 2005) y, ademas, integrar los datos en una base
de datos internacional, accesible por Internet, para poder comparar los resultados
(Supply et al., 2001). Una vez obtenidos todos los datos, se introducen en el portal de

internet http://www.miru-vntrplus.org y se determina el nimero de clusters —o

agrupaciones- y el de patrones Unicos (véase Figura 10).

SELECCION DE LOS ATSLAMIENTOS QUE SE QUIEREN TIPIFICAR

EXTRACCION DE DNA

AMPLIFICACION POR PCRDE 12, 15 O 24 LOCUS MIRUs
(utilizando 12,15,24 pares de primers )

12,15024
PCR o PCR
multiplex

ELECTROFORESIS PARA VISUALIZAR PRODUCTOS DE AMPLIFICACION

CALCULO DEL N2 DE COPIAS MIRU DE ACUERDO AL PM DE LAS AMPLIFICACIONES

ASIGNAR CODIGO NUMERICO Y CONSTRUCCION DE DENDOGRAMAS (UTILIZANDO EL PORTAL
DE INTERNET VNTR PLUS) PARA LA DETERMINACION DE PATRONES UNICOS Y CLUSTER.

[ COMPARACION DE PATRONES OBTENIDOS CON BASE DE DATOS MUNDIAL ]

Figura 10: Pasos de la técnica MIRU-VNTR.

Esta base de datos incluye 186 aislados que representan a los linajes
predominantes del complejo M. tuberculosis. Permite analizar y comparar genotipos
basados en 12, 15 o 24 MIRU-VNTR, espoligotipos, SNPs (Polimorfismos de un sélo
nucledtido) e IS6110 entre otros, de forma individual o combinados. Las herramientas
para la exploracion de datos incluyen busqueda de similitud, creacién de arboles
filogenéticos y de minima expansion y mapeo de informacidon geografica (Allix-Béguec
et al., 2008; Weniger et al., 2010)
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Esta técnica presenta una serie de ventajas con respecto a la de RFLP. De hecho,
se puede aplicar en cepas con menos de 5 copias de IS6110, es mas sencilla y rapida
de realizar, se puede realizar directamente de los cultivos sin necesidad de purificar el
ADN, no se requieren grandes cantidades de ADN, la técnica puede automatizarse y los
resultados pueden ser representados en formato digital facilitando su interpretacion y
comparabilidad (Barnes & Cave, 2003).

En el afio 2006, el grupo de Supply publicd la comparacién de 29 VNTRs en la que
encontrd y selecciond un conjunto de 15 loci con alto poder de discriminacién, por lo
que la técnica MIRU 12 fue reemplazada por MIRU 15. Hoy en dia, esta ultima se
considera la técnica estandar para la discriminacion epidemioldgica rutinaria de los
aislados de M. tuberculosis y el sistema de 24 loci como una herramienta exploratoria
en estudios filogenéticos (Supply et al, 2006; de Beer et al, 2014), aunque los
marcadores basados en secuencia son mucho mas robustos para esto ultimo (Comas
et al., 2009).

1.4.2.4.- Otras técnicas de tipificacion molecular

Janssen et al. (1996) describieron la técnica de amplificacion basada en el analisis
del polimorfismo en la longitud de los fragmentos amplificados (AFLP) como un método
prometedor, novedoso y que combinaba la aplicabilidad universal con un alto poder de
discriminacion y reproducibilidad. Posteriormente, Huys et a/ (2000) la definieron
como una técnica con muy buenas expectativas para la tipificacién de micobacterias.
Se basa en la digestiéon del genoma micobacteriano utilizando dos enzimas de
restriccion, EcoR1 y Msel. En los extremos digeridos se acoplan unos adaptadores que
seran reconocidos por una serie de oligonucledtidos, marcados con fluordforos,
complementarios a estas regiones flanqueantes. A continuacidon, se realiza una
amplificacion mediante PCR y los productos obtenidos se pueden visualizar en geles de
poliacrilamida o mediante un secuenciador automatico (Goulding et a/., 2000; Kassama
et al., 2006). Se diferencia de otros métodos en que estudia todo el genoma de la
micobacteria por lo que podria ser mas discriminativo que RFLP-IS6110 para confirmar
la transmision reciente (Ruiz et al, 2003). Sin embargo, es un método caro, requiere
mucho tiempo y personal muy especializado y, por ello, no es una técnica que se

utilice cominmente (Fernandez-Cuenca, 2004).
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La electroforesis de fragmentos de restriccidon en campo pulsante (PFGE) es una
técnica ampliamente utilizada para tipificar diferentes microorganismos en brotes
epidemioldgicos y estudios poblacionales (Fernandez-Cuenca, 2004). Sin embargo, en
el caso de las micobacterias, la especial composicion de su pared celular y por
problemas de bioseguridad han hecho que el desarrollo de protocolos normalizados sea
especialmente complejo y que los resultados obtenidos sean dificiles de reproducir. En
lineas generales, la caracterizacion molecular de aislados de M. tuberculosis con esta
técnica requiere la obtencién de un cultivo puro en medio liquido, la extracciéon del
ADN de la micobacteria a partir de las células previamente embebidas en agarosa, la
digestion del ADN con endonucleasas de restriccion y posterior separacién de los
grandes fragmentos obtenidos mediante electroforesis en campo pulsados. La ausencia
de protocolos que permitan generar, almacenar y comparar patrones PFGE, ha limitado
su uso en estudios de epidemiologia molecular sobre micobacterias (Singh et al.,
1999).

El método de tipificacion PGRS fue descrito por primera vez por Ross et al. (1992).
Y analiza polimorfismos en secuencias repetidas ricas en G-C (guanosina-citosina). Es
una técnica de hibridacién Southern Blot que utiliza la sonda especifica de PGRS (un
fragmento de 3,4 kb de la secuencia de PGRS) clonado en el plasmido pTBN12.
Cuando se usa este plasmido sobre el ADN digerido previamente con Al se puede,
por una parte, distinguir cepas de casos de TB no relacionados o demostrar patrones
de bandas idénticos en aislados de casos epidemioldgicamente relacionados. Esta
técnica se utilizd de forma exitosa en el genotipado de cepas de TB con menos de 5
copias de I1S6110. A pesar de su poder de discriminacién, es un método muy laborioso
y que da lugar a patrones demasiado complejos para analizar, informatizar y

normalizar (Ross et al., 1992).

La técnica de analisis de los polimorfismos de nucledtidos Unicos o Single
Nucleotide Polymorfisms (SNPs) se basa en la deteccién de cambios nucleotidicos
acumulados durante la evolucién del bacilo. Habitualmente se usa una serie de paneles
diagndsticos de SNPs en diferentes ambitos de la epidemiologia y de la microbiologia
clinica de la TB. Por ejemplo, muchas técnicas de deteccidén genotipica de resistencias
se basan en PCR a tiempo real para la deteccion de SNPs que se saben asociados a la
resistencia a un determinado antibidtico. Usando otros paneles de SNPs podemos
clasificar las cepas en linajes y familias y asi podemos describir la estructura

poblacional del bacilo a nivel local y global (Coll et al., 2014). Al considerarse eventos
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Unicos en la evolucidon de M. tuberculosis, no reflejan homoplasias y, por ello, se
considera que son marcadores ideales para clasificar aislados. Sin embargo, al estar
restringido a unos pocos nucledtidos, el tipado de SNPs no se puede usar para medir la

transmision de la bacteria.

Por ultimo, cabe resaltar que hoy en dia los MIRUs es la técnica “gold-standard” de
tipificacion para epidemiologia molecular. Sin embargo, las agencias de Salud Publica
mas potentes estdn empezando a usar el genoma completo de la bacteria como
marcador epidemioldgico. La ventaja de usar el genoma completo es que se consigue
simultdneamente mas resolucién en los eventos de transmisién, una clasificacion
filogenética mas robusta e informacién sobre marcadores de resistencia genotipicos.
En el caso concreto de la epidemiologia y la microbiologia clinica, los genomas
completos han permitido una mayor resolucidon para detectar casos de transmision
(Walker et al., 2013), asi como detectar nuevas mutaciones asociadas a resistencias a
antibidticos (Walker et a/,, 2015). Sin embargo, su aplicacion rutinaria esta lejos de ser
adoptada mas alla de las grandes agencias de Salud Publica. Aunque su coste es cada
vez menor (alrededor de 100 euros en la actualidad), se requiere de experiencia tanto
en técnicas gendmicas como en bioinformatica para sacarle el maximo partido a la

informacion obtenida.

1.4.3.- Utilidad de las técnicas de epidemiologia molecular

Como ya se ha comentado, el desarrollo y la aplicacion de las técnicas de
epidemiologia molecular ha permitido un mejor conocimiento en la dinamica de la
transmision de la TB. Asimismo, se ha establecido como una herramienta
complementaria para el ECC y también ha sido, y es muy Util, en la caracterizacién de

las contaminaciones cruzadas en el laboratorio (Alcaide et a/,, 2005).

1.4.3.1.- En el conocimiento de la transmision de la enfermedad

A) Transmision reciente de la tuberculosis

La aplicacion de las técnicas de epidemiologia molecular ha sido muy Util para la
investigacion de brotes y ha servido para mejorar nuestro conocimiento de la dinamica
de la transmision de la enfermedad. Se asume que la transmisién es reciente cuando

las cepas recuperadas de diferentes casos muestran huellas genéticas idénticas o muy
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similares. Estos se denominan casos agrupados o cluster, mientras que los
aislamientos de M. tuberculosis que muestran patrones Unicos de ADN se considera, en
general, que se debe a la reactivacién de una infeccién adquirida en el pasado (Burgos
et al., 2004).

Un aspecto importante en los estudios poblacionales es la estabilidad del patrén
genético de las cepas. Es necesario que cambie lo suficientemente rapido como para
que las cepas sin ningun vinculo no tengan el mismo patrdn y lo suficientemente lento
COmo para que cepas que pertenecen a casos relacionados se mantengan iguales
(Seidler et al., 2004). Segun diferentes estudios, se puede asumir que la vida media de
un patron de bandas, estudiado para el RFLP-IS6110, es de 2 a 8,7 afios. Cabe sefalar
que este tiempo para que el ADN de M. tuberculosis se modifique progresivamente
depende de diferentes factores tales como la eficacia del tratamiento, el intervalo entre
el inicio de la enfermedad y el tratamiento y, probablemente, el predominio en cada
zona de cepas mas o menos estables (Yeh et al., 1998; de Boer et a/., 1999; Warren et
al., 2002).

Basados en estas premisas, se han publicado numerosos estudios sobre la
proporcién de casos atribuibles a transmisidén reciente. Hasta hace pocos afos se
consideraba que en los paises con baja incidencia de TB la mayoria de enfermos
correspondian a reactivacion enddgenas de infeccidn ocurrida en el pasado. Sin
embargo, la tipificacion sistematica de amplias poblaciones ha evidenciado que las
infecciones recientes son la causa de un numero considerable de casos en estos
paises, oscilando de una sexta parte hasta casi la mitad (Alland, 1994; Small, 1994;
Borgdorff, 1998; Pfyffer, 1998). Asimismo, en paises de Africa y Asia, con elevada
incidencia, se observa, ademas de una proporcidén importante de casos recientes, un
numero limitado de cepas circulantes responsables de la mayoria de los casos, lo que
indicaria una tasa elevada de infeccidn reciente y/o el predominio de determinadas

cepas con una mejor adaptacion o una mayor virulencia (Alcaide et al., 2005).

Murray & Alland (2002) insisten en que los cluster deben interpretarse con
precaucion para estimar la verdadera carga de transmision reciente de TB, debido a
que la agrupacion de casos varia dependiendo de las caracteristicas del huésped y de
la poblacidon. También, se debe tener en cuenta que, aparte de la transmisién reciente,
diversos factores pueden dar lugar a patrones genotipicos similares, tales como la

reactivacion simultanea de una infeccidn, con la misma cepa que se habia adquirido
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mucho antes, el predominio regional de una cepa que se ha difundido a lo largo de
mucho tiempo (cepas endémicas) y también por un error de laboratorio (Glynn et al.,
1999). Se recomienda que para que la probabilidad de interpretar errbneamente un
Unico patron de ADN como una reactivacion enddgena sea minima, el periodo

abarcado en el estudio no debe ser menor de dos anos (Murray & Alland, 2002).

B) Reinfeccion exogena e infecciones mixtas

Por lo que se refiere a ésta, la tipificacion molecular también ha aclarado dudas que
se pudiera tener al respecto y se ha demostrado que son mas frecuentes de lo que se
pensaba, incluso en regiones con una incidencia relativamente baja de tuberculosis
(Siedler et al., 2004). La comparacion de huellas de ADN de las cepas aisladas durante
el primer y siguiente episodio ha demostrado que los pacientes no estan totalmente
protegidos de un posterior episodio de TB. Diversos estudios en Sudafrica y Europa
han demostrado que entre el 16 y el 75% de recidivas de la enfermedad se debian
realmente a nuevas reinfecciones (van Rie et al, 1999; Bandera et a/, 2001). En
nuestro pais, Caminero et a/. (2001a) pudieron realizar un analisis genotipico en
muestras de 18 pacientes de los que se habia obtenido cultivos positivos de M.
tuberculosis con, al menos, 12 meses de diferencia. En el 44% de los casos, los
genotipos fueron diferentes, lo que indicd reinfeccion exdgena. Otros autores, en un
estudio de Madrid donde analizaban 43 casos con recurrencia de TB, pudieron
demostrar que 14 (33%) de los casos se debia a una reinfeccién exdgena (Garcia de
Viedma et al, 2002). Las técnicas de epidemiologia molecular también han

demostrado su utilidad en el diagndstico de infecciones mixtas (Chaves et al., 1999).

C) Transmision de cepas resistentes

La tipificacion también ha aportado informacion muy valiosa en la transmision de
cepas resistentes. Durante afios se pensd que las cepas resistentes no se transmitian,
0 muy poco, basandose en la escasa proporcidon de casos secundarios en el entorno de
pacientes con TB resistente. Estudios epidemioldgicos moleculares en los Paises Bajos
y en San Francisco mostraron que los casos con aislamientos resistentes a isoniazida
se agrupaban de un 30 a un 80% menos que los casos con aislamientos sensibles (van
Soolingen et al, 1999; Burgos et al, 2003). Resultados similares se mostraron en

estudios de casos con cepas de M. tuberculosis MR en México y Sudafrica, donde las
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cepas resistentes tenian de un 70% a 80 % menos de probabilidad de transmitirse que

las cepas sensibles (Garcia-Garcia et al., 2000; Goodfrey-Faussett et a/.,, 2000).

Los estudios donde se mostraba una reduccién de la transmision de la enfermedad
eran predominantemente casos con cepas resistentes a isoniazida con mutaciones en
el gen katG y pérdida de la accidn catalasa. Actualmente se sabe que la pérdida de
transmisibilidad de las cepas resistentes es un fendomeno complejo con multitud de
matices. De la informacion disponible se deduce que probablemente tengan disminuida
la capacidad de transmisidon las cepas resistentes a isoniazida con CMIs elevadas
(>1pg/ml) y con alteraciones multiples en el gen katG o en genes no conocidos,
mientras que las cepas con CMIs bajas y mutaciones, sobretodo en el gen /nhA (Pym
et al., 2001; Pym et al., 2002), mantendrian gran parte o la totalidad de la capacidad
de transmisién. No obstante, pueden hallarse cepas que se comportan de diferente
manera, como es el caso del genotipo Beijing y su variante “W”, que a pesar de ser MR
en muchos casos se transmite de forma similar a las cepas sensibles (Bifani et al.,
1999).

D) Transmision de cepas mas virulentas

Tradicionalmente se consideraba que las distintas cepas de M. tuberculosis tenian
una virulencia similar. Sin embargo, los estudios moleculares han permitido demostrar
la existencia de un pequefio porcentaje que causan un  numero
desproporcionadamente grande de casos, lo que permite suponer que algunas cepas
son mas virulentas o bien mas transmisibles (Barnes & Cave, 2003). Un ejemplo de
este fendmeno lo constituye la familia de M. tuberculosis denominada Beijing/W. La
cepa de genotipo Beijing se ha visto implicada en grandes brotes descritos en Estados
Unidos, Asia, Europa del Este y la Federacién Rusa (Bifani et a/,, 1999). El predominio
de las cepas Beijing en muchas regiones puede indicar que tienen una ventaja
selectiva sobre otras cepas. Caminero et al (2001b) describen que en la isla de Gran
Canaria se produjo una rapida diseminacion de ésta desde un Unico paciente hasta
llegar a representar, en 4 afos, el 27,1% de los aislamientos de M. tuberculosis. Estas
cepas muestran una mayor capacidad para replicarse en los macréfagos humanos y
éste podria ser el mecanismo para su mayor propagacion (Zhang et al, 1999). Sin
embargo, este tipo de hallazgos puede deberse no sdélo a una mayor virulencia del

germen, sino también a la distinta inmunogenicidad, a distinta transmisibilidad, a un
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crecimiento diferente o a caracteristicas de la poblacidn expuesta (Murray & Alland,
2002).

1.4.3.2.- En el estudio de contactos y en los programas de control de la TB

Como ha sido senalado, la epidemiologia molecular es una herramienta
complementaria muy util para el ECC. Sin embargo, estos métodos no son
mutuamente sustituibles, ya que cada una de ellos analiza eventos distintos. EI ECC
investiga la infeccion de personas entorno a un caso y la busqueda de casos
secundarios que se producen simultdneamente en el tiempo, mientras que la
tipificacion abarca periodos mas amplios y Unicamente puede considerar los casos que
han evolucionado a enfermedad (Alcaide et al., 2005). Es por ello que la epidemiologia
molecular tiende a relacionar casos con infeccibn que no habia evidenciado la
epidemiologia clasica (Small et al, 1994; Barnes et al, 1997, Weis et al., 2002).
Jasmer et al. (1999) refieren, en un estudio realizado en la ciudad de San Francisco,
que gracias a la implementacion de técnicas de epidemiologia molecular se pudo
multiplicar por 3 el nimero de contactos identificados por cada caso nuevo de TB. Por
otro lado, Ifigo et a/ (2003), en un estudio en el que aplicaron un método de captura-
recaptura combinando la epidemiologia clasica y la molecular, refieren una excelente

mejora en la deteccion de casos relacionados con la transmisidn reciente en Madrid.

Cabe sefialar que no siempre se encuentra una explicacion congruente a la relacion
de casos que son detectados por la tipificacién y que no lo habian sido por el ECC.
Estos pueden ser debidos a contactos no conocidos y a la reactivacién en el mismo
periodo de casos infectados en épocas diferentes y que no expresarian transmision
reciente. No obstante, la aplicacion de estas técnicas ha aportado informaciéon de gran
interés a ese respecto, ya que se ha visto que la transmisién tras contactos
esporadicos es mas frecuente de lo que se pensaba y que en algunos pacientes,
dependiendo de sus habitos sociales, la transmisién en el ambito familiar no seria la

mas importante (Barnes & Cave, 2003).

Ademas, la informacidn que se obtiene tras la aplicacion de las técnicas de
epidemiologia molecular resulta muy Util para evaluar los resultados de los programas
de control de la enfermedad. En concreto, Jasmer et a/. (1999) describen que, durante
el periodo comprendido entre 1991 y 1997 en la ciudad de San Francisco, el nimero
de casos agregados en cluster, o lo que es lo mismo el nimero de casos de
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transmision reciente, habia disminuido considerablemente. Este hecho hacia pensar
que las medidas de control adoptadas habian permitido disminuir la diseminacion de la
TB.

La necesidad de la implementacion de las técnicas de tipificacion se puede observar
en las evaluaciones epidemioldgicas que se llevan a cabo en algunos paises y que
permiten disefar politicas especificas contra la TB. Es importante distinguir si la
enfermedad se debe a una infeccidén reciente o a la reactivacion de una infeccién
latente. Si los casos por infeccion reciente son significativos, deben intensificarse las
medidas de busqueda de casos y del correcto tratamiento. Por el contrario, si la
infeccién latente es la causa principal, los esfuerzos seran destinados a aplicar medidas

para prevenir la reactivacion (Geng et al., 2002).

1.4.3.3.- En la caracterizacion de contaminaciones cruzadas en el laboratorio

Estas técnicas son también de gran ayuda para los laboratorios de Microbiologia, ya
que cuando se sospechan posibles contaminaciones en el procesamiento de las

muestras, permiten demostrar, con certeza, si éstas han ocurrido o no.

Aungue en el estudio referido por Ruddy et a/. (2002) realizado en Londres solo se
detectd un 0,93% de falsos positivos por contaminacidon cruzada en el laboratorio,
algunos autores sugieren que hasta un 3% de los cultivos positivos de M. tuberculosis

corresponden a contaminaciones cruzadas (Alonso et al., 2007).

Detectar las contaminaciones tiene una elevada transcendencia clinica, ya que evita
instaurar tratamientos inadecuados y permite que se realicen exploraciones
diagndsticas de procesos alternativos que pueden ser la verdadera causa de la
enfermedad del paciente (Burman & Reves, 2000). Las rutinas de los laboratorios de
micobacterias deben estar disefiadas para poder detectar facilmente las posibles

contaminaciones que se pueden dar en el laboratorio.

La posibilidad de una contaminaciéon de laboratorio debe sospecharse cuando la
tincion de las muestras ha sido negativa, cuando se aisla M. tuberculosis Gnicamente
en una de varias muestras y con crecimiento escaso, cuando se observan varias
muestras positivas en un corto periodo de tiempo y cuando la clinica no apoya el
diagndstico de TB (Narayanan, 2004). En estos casos, la tipificacion de los aislamientos
puede confirmar o descartar las sospechas. Si el genotipo de la cepa de dudosa
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significacion clinica se corresponde con el de otra cepa manipulada simultaneamente

en el laboratorio se confirmara la contaminacién cruzada (Burman & Reves, 2000).
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Obyjetivos

Aungue la TB sigue siendo la segunda causa de mortalidad, después del SIDA,
causada por un agente infeccioso, en los Ultimos afos, a nivel mundial, se viene
observando un descenso progresivo en el niumero de casos. En Espafa, la tasa de
incidencia ha disminuido de 17,9 casos por cada 10° habitantes en el afio 2003 a 13,1
casos por cada 10° habitantes en el afio 2012. En la mayoria del resto de los paises de
la Regidn Europea también ha ocurrido este fendmeno: en Francia ha disminuido de
8,8 a 4,3 por cada 10° habitantes; en Alemania de 8,7 a 4,5; y en Italia de 7,9 a 2,8

casos por cada 10° habitantes.

En la Comunidad Valenciana también se ha podido observar esta tendencia
decreciente, pasando de una tasa de 17 por 10° habitantes en afio 2003 a 9,9 por 10°

habitantes en el ano 2012.

El Hospital General Universitario de Castellon (HGUC) es el hospital de referencia de
la provincia de Castelldon y en el Servicio de Microbiologia se realiza el diagndstico
microbioldgico de la TB de los Departamentos de Salud de Vinaroz y Castell6n y de dos
centros penitenciarios. Ademas se centraliza el estudio de sensibilidad de todos los

casos de TB de los 3 Departamentos de Salud de la provincia.
Los objetivos del presente estudio han sido:

- conocer la evolucion de la TB en la provincia de Castellén a lo largo del periodo
comprendido entre enero de 2008 vy diciembre de 2012, con la finalidad de ver si se
ha producido la tendencia decreciente observada a nivel mundial, en Europa, Espafa y

en la Comunidad Valenciana;

- describir las caracteristicas clinico-epidemioldgicas y microbioldgicas de los casos

diagnosticados con cultivo positivo de TB en ese mismo periodo;

- detallar la frecuencia de resistencias de M. tuberculosis frente a farmacos

tuberculostaticos de primera linea;

- y describir los patrones de transmision de TB en Castellén durante los anos 2010,
2011 y 2012 mediante tipificacion molecular, utilizando la técnica 15-loci MIRU-VNTR

por primera vez en nuestra provincia.

Para poder abordar estos objetivos, la presente Tesis Doctoral se ha dividido en los

siguientes apartados:
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- en el apartado de material y métodos, se describira las fuentes de informacion
consultadas para recuperar los casos de TB declarados/diagnosticados y para conocer
sus caracteristicas clinico-epidemioldgicas. Los materiales y metodologia utilizadas para
llevar a cabo el diagndstico de los casos, el estudio de sensibilidad y la caracterizacion
molecular de las cepas, asi como todo lo relacionado con el tratamiento de datos

utilizados en el presente trabajo;
- el siguiente apartado se destina a mostrar los resultados obtenidos y a su andlisis;

- posteriormente se dedica un capitulo a la discusiébn de los resultados,

contrastandolos con los logrados por otros autores en estudios similares;

- a continuacidn se expone las conclusiones mas relevantes que se desprenden del

estudio realizado;

- y ya por ultimo, se recoge todas y cada una de las referencias bibliograficas que

han sido utilizadas en el momento de la redaccion de esta Tesis Doctoral.
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Material y Métodos

3.1.- El Hospital General Universitario de Castellon

El Hospital General Universitario de Castellon (HGUC) es el centro hospitalario de
referencia de la provincia de Castelldn. Dispone de 580 camas y presta asistencia
sanitaria a 280.336 habitantes pertenecientes al Departamento de Salud de Castelldn.
Es el hospital de referencia del Hospital Comarcal de Vinaroz que asiste a una
poblacién de 89.914 habitantes pertenecientes al Departamento de Salud de Vinaroz, y
del Hospital de la Plana, que presta asistencia a 186.630 habitantes del Departamento
de Salud de la Plana.

En el Servicio de Microbiologia del HGUC se realiza el diagndstico microbioldgico y
el estudio de sensibilidad de la TB del Departamento de Salud de Castellén, que
incluye dos centros penitenciarios, y del Departamento de Salud de Vinaroz. Asimismo,
centraliza el estudio de sensibilidad de los casos de TB diagnosticados en los tres
Departamentos de Salud de la provincia. El diagnostico de TB de una pequefa parte de
la provincia, englobada en el Departamento de Salud de Sagunto, se realiza en el
hospital de Sagunto.

3.2.- Fuentes de informacion

La primera parte de esta Tesis Doctoral aborda un estudio retrospectivo realizado
con el fin de conocer la evolucién de la TB en Castelldn, en el que se analizan las
caracteristicas epidemioldgicas, clinicas y microbioldgicas de los pacientes con cultivo
positivo de la provincia, asi como la frecuencia de las resistencias de todas las cepas de

M. tuberculosis en el periodo comprendido entre Enero de 2008 y Diciembre de 2012.

Para poder llevar a cabo los tres primeros objetivos se consultaron diferentes
fuentes de informacion, como son: el Sistema de Informacidon del Laboratorio (SIL),
que en el servicio de Microbiologia de nuestro hospital es, desde julio del 2007, el
Gestlab; el Sistema de Analisis de la Vigilancia Epidemioldgica (AVE); y los Informes de

Tuberculosis de la Comunidad Valenciana.

3.2.1.- Sistema de Informacion del Laboratorio

Para recopilar los casos diagnosticados con cultivo positivo de la provincia se
consultd el Sistema de Informacion del Laboratorio (SIL) Gestlab. De éste se pudo
obtener informacion de cada paciente en relacién al: sexo, edad, localizacion de la TB,
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diagndstico microbioldgico (baciloscopia, cultivo y PCR) y la sensibilidad de las cepas

aisladas.

3.2.2.- Sistema de Analisis de la Vigilancia Epidemiolodgica

La informacién recogida del SIL se cotejd, tras eliminar los casos desplazados de
otras provincias, con la base de datos del Sistema de Andlisis de la Vigilancia
Epidemioldgica (AVE). Este sistema recoge los datos aportados por los profesionales
que realizan su actividad en el ambito de la asistencia sanitaria, los de la Red de
Vigilancia Microbiolégica (RedMiva) y la de los profesionales de la vigilancia

epidemioldgica que realizan el ECC recogiendo informacién de los pacientes (Ver Anexo
1).

La definicion de caso para su inclusion en este registro es la siguiente: paciente con
baciloscopia positiva a quien se le paut6 tratamiento antituberculoso, o tiene cultivo
positivo para M. tuberculosis, y a aquellos con tratamiento antituberculoso durante un
tiempo superior a 3 meses, 0 menos si se les retira por efectos secundarios, o0 si

fallecen (Generalitat Valenciana. Conselleria de Sanitat, 2009).

Al cotejar los datos del SIL de los pacientes con cultivo positivo con los datos del
AVE hemos podido recoger la informacion en relacién a: Departamento de Salud al que
pertenecen, sexo, edad, nacionalidad, si eran casos nuevos o tratados previamente, si
requirieron ingreso, factores de riesgo (VIH, alcoholismo, diabetes, neoplasia, ADVP,
tabaquismo) y, por ultimo, el lugar fisico donde viven habitualmente o su situacidn

social (residencia de ancianos, centro penitenciario, indigente, otras).

Ademas, a través del ECC pudimos conocer todos los posibles contactos de los
casos de TB y establecer probables agrupaciones (clusters) que posteriormente se
confirmarian o no con la segunda parte de este estudio, que se basa en la tipificacion
molecular de las cepas de M. tuberculosis aisladas durante los afos 2010, 2011 vy
2012.

3.2.3.- Informes de Tuberculosis de la Comunidad Valenciana

También se consultaron los informes de TB de la Comunidad Valenciana, editados
por la Direccidn General de Salud Publica (Generalitat Valenciana. Conselleria de
Sanitat, 2009, 2010, 2011, 2012, 2013), que resumen la actividad de la vigilancia
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epidemioldgica de la TB en la Comunidad Valenciana durante el afio anterior a cuando
son editados. Dichos informes describen los casos de TB declarados en ese afio en

relacion a:

- la frecuencia de la TB en la Comunidad Valenciana en cada uno de los
Departamentos de Salud, en las tres provincias, y en aquellas ciudades de mas de
50.000 habitantes;

los factores de riesgo y la patologia asociada a la enfermedad tuberculosa;

el estudio de sensibilidad de las cepas de M. tuberculosis aisladas;

y los estudios de contactos de los casos de TB declarados durante el ano.

3.3.- Diagnadstico microbioldgico y estudio de sensibilidad

3.3.1.- Diagnostico microbioldgico

Una vez se recibieron las muestras en el Servicio de Microbiologia, se comprobd
que los datos administrativos eran correctos y que las muestras cumplian con los
criterios de aceptacién. Se introdujeron los datos en el SIL y las muestras se llevaron a
la Seccién de Micobacterias donde al dia siguiente fueron procesadas en bloque.

3.3.1.1.- Procesamiento primario

Previamente a la siembra del cultivo y a la realizacion de la extension para su
posterior tincion, y con el fin de eliminar la flora acompanante que podria interferir en
el crecimiento de la micobacteria y de concentrar el indculo micobacteriano, a la
mayoria de las muestras en las que se solicitd estudio de micobacterias se les realizd
un pretratamiento (homogeneizacion, descontaminacién y concentracién) basado en el
método de Kubica et al. (1963). Esta técnica se fundamenta en la combinacién de dos
reactivos: a) el hidréxido sodico (NaOH) al 2%, que sirve como descontaminante por
sus propiedades alcalinas; y b) la N-acetil-L-cisteina, que actia como mucolitico,
siendo imprescindible para la disgregacion de la matriz organica de la muestra y
liberacién de los microorganismos. No se realizd este procesamiento previo en los
liquidos estériles y en las muestras de orina, en cuyo caso sdlo se concentraron

mediante centrifugacion.
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Para llevar a cabo el pretratamiento, se afnadieron a los 10 mL de muestra
introducidos previamente en un tubo cénico de 50 mL (BD Falcon™ Tube, Becton
Dickinson), unos 10 mL de BBL™ MycoPrep™ (Becton Dickinson) que es un reactivo
que lleva hidréxido sdédico (NaOH) y N-acetil-L-cisteina (NALC) dentro de una ampolla
de vidrio sellada en el interior de la solucién. Una vez realizada la mezcla, se cerrd bien
el tubo cdnico y se homogeneizd con el vortex (Heidolph Reax-2000, Comecta S.A)
durante 30 segundos. Se mantuvo 20 minutos a temperatura ambiente para generar el
proceso de descontaminacion. Una vez transcurrido ese tiempo, se anadié a la mezcla
unos 30 mL de solucién de parada tampdn fosfato BBL MycoPrep (BD) para frenar la
accion del NaOH y posteriormente se centrifugd a 5.000 rpm durante 20 minutos
(Heraeus Biofuge Stratos, Thermo Scientific). Tras la centrifugacion, se decantd el
sobrenadante y se reservd el sedimento para su posterior cultivo y realizacion de

extension para tincion.

3.3.1.2.- Cultivo y baciloscopia

Una vez descontaminadas y concentradas las muestras, del sedimento obtenido se
realizd una extensién para tefirla posteriormente con tincién de auramina-rodamina
(Tec-Laim S.A.). Posteriormente, se introdujeron 0,2 mL en el medio sélido Lowénsein-
Jensen (BBL™ Lowenstein-Jensen, Becton Dickinson) y 0.5 mL en el medio liquido
Middlebrook 7H9 (BBL MGIT, Becton Dickinson) suplementado previamente con BD
BACTEC™ MGIT™ 960 supplement kit (Becton Dickinson). Este kit estd compuesto por
una mezcla antibiética liofilizada (BBL™ MGIT™ PANTA™, Becton Dickinson) con los
siguientes antimicrobianos: polimixina B, anfotericina B, acido nalidixico, trimetoprina y
azlociclina; y con un caldo de enriquecimiento, el OADC (BACTEC™ MGIT Growth
Supplement, Becton Dickinson), que esta constituido por la mezcla de albimina
bovina, dextrosa, estearato de poliosietileno, catalasa y acido oleico. Antes de utilizarse
como suplemento para los tubos MGIT, se reconstituye un tubo del liofilizado de
PANTA con 15 mL del caldo de OADC. Los tubos de Lowénstein-Jensen se incubaron
durante un periodo de 42 dias en una estufa a 37°C, procediendo a su lectura una vez
por semana para comprobar la presencia de crecimiento, y los tubos MGIT se
incubaron en el sistema automatico para el cultivo y antibiograma de micobacterias
BACTEC™ MGIT™ 960 System (Becton Dickinson). Este sistema realiza lecturas cada

hora y detecta cuando hay crecimiento en un tubo por consumo de oxigeno, ya que los
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tubos MGIT contienen una matriz, que emite fluorescencia cuando no hay o disminuye

la concentracién de oxigeno.

Las extensiones, tras tincion con auramina, se observaron con el microscopio de
fluorescencia (Axioskop 2 plus, Carl Zeiss) y se informd su resultado segun la
nomenclatura de los CDC: 1+ (1-9 bacilos por 100 campos), 2+ (1-9 bacilos por cada
10 campos), 3+ (1-9 bacilos por campo) y 4+ (>9 bacilos por campo). En caso de no

observar BAAR, se informd como negativo.

3.3.1.3.- Identificacion de las cepas

Cuando se detectd crecimiento en los medios de cultivo, primero se comprobd la
ausencia de contaminacidn bacteriana mediante una extension y posterior tincion con
Ziehl Neelsen (Tec-Laim S.A.) y resiembra en agar chocolate PolyVitex (Bio Merieux).
En el caso de observar BAAR, la identificacion de las micobacterias se realizd hasta
finales del afo 2009 con un kit comercial de hibridacién de ADN (Accu Probe SYSTEM,
GEN-PROBE®), el cual utiliza una sonda de ADN que hibrida con el ARN ribosomal
especifico de M. tuberculosi complex. A partir de esa fecha, la identificacion se realizd
mediante deteccion del antigeno MPT 64 (BD MGIT TBc Identification Test, Becton
Dickinson). Es una prueba de inmunocromatografia que se basa en una reaccion de
anticuerpos monoclonales contra el antigeno MPT64, una de las proteinas secretadas

por M. tuberculosis complex cuando esta en cultivo.

3.3.1.4.- Diagnéstico mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa

En el Servicio de Microbiologia se implantd, desde Junio de 2009, una técnica de
diagndstico rapido de TB basada en Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) a
tiempo real, se trata del ensayo Xpert MTB/RIF, que se realiza con el sistema
GeneXpert (Cepheid, EEUUy FIND Diagnostics, Suiza). Se trata de un método
revolucionario puesto que reduce a la minima expresion la manipulacién de la muestra
y por tanto el riesgo de transmision cruzada ya que integra en un solo cartucho la
extraccion de ADN, la amplificacion genética y la deteccion por hibridacion con sondas
a tiempo real (molecular beacons). La diana de amplificacion que utiliza es la regién
core del gen rpoB, que es la regidn determinante de la resistencia a la rifampicina, con
lo que este sistema permite detectar a la vez ADN de M. tuberculosis complex y la

deteccion rapida de mutaciones relacionadas con la resistencia a la rifampicina.
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Para poder llevar a cabo el ensayo, la muestra del paciente se trata con un reactivo
(sample reagent), especialmente formulado para inactivar la micobacteria, licuarla y
estabilizar los componentes. Posteriormente, la mezcla se vortea, se deja reposar 15
minutos y se vuelve a vortear. De esta mezcla, ya inocua, se introduce un pequefio
volumen de 2 mL en el cartucho, donde ya hemos dicho que se encuentran todos los
componentes necesarios para realizar el andlisis, y se coloca en el sistema. El tiempo

de respuesta que se consigue con el Xpert MTB/RIF es de 2 horas.

3.3.2.- Estudio de sensibilidad

Se le realizd el estudio de sensibilidad frente a los cinco farmacos de primera linea
[isoniazida (H), rifampicina (R), estreptomicina (S), etambutol (E) y pirazinamida (P)]
al primer aislamiento de cada paciente. Este se realizd con el sistema BD kit BACTEC
MGIT 960 SIRE y con BD kit BACTEC MGIT 960 PZA (BD), y se introdujeron en el
sistema automatico para el cultivo y antibiograma de micobacterias BACTEC™ MGIT™
960 System (Becton Dickinson). Se trata de un analisis cualitativo en el que se
obtienen los resultadoe en unos 4 a 13 dias, basado en la comparacién de crecimiento
de la cepa aislada de M. tuberculosis en los tubos que contienen los tuberculostaticos
con el crecimiento del tubo sin farmaco (control de crecimiento). Cuando se detectd
alguna resistencia a cualquiera de los farmacos de primera linea, primero se comprobo,
y en caso de confirmarse, se envid al Centro Nacional de Microbiologia, donde se
realiz6 la identificacion y el estudio de sensibilidad a farmacos de primera y segunda
linea. El estudio de sensibilidad se repiti6 cuando el paciente no evolucionaba
favorablemente con el esquema de tratamiento inicial y se sospechd fracaso

terapéutico (Caminero, 2003).

Cuando se detectd alguna resistencia, y segun los datos que constaban en las
encuestas de cada caso, se clasificd6 ésta como: resistencia en pacientes sin
tratamiento previo (antiguamente denominada inicial o primaria), definida como la que
se presenta desde un inicio debido a que la cepa transmitida era portadora ya de
mutaciones relacionadas con resistencia antibidtica; y resistencia en pacientes
previamente tratados (antiguamente denominada secundaria o adquirida), definida
como la que aparece una vez se ha recibido tratamiento farmacoldgico durante al

menos un mes, normalmente debido a una mala administracion del mismo
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(combinacién insuficiente de farmacos, tratamiento intermitente no controlado o

tiempo insuficiente) (Farga & Caminero, 2011).

3.4.- Mantenimiento de los aislados y recuperacion

3.4.1.- Mantenimiento de los aislados

Una vez realizado el estudio de sensibilidad, se congelaron las cepas (una por cada
paciente) a -80° C. Los aislados se suspendieron en 750 L de solucion acuosa de
glicerol (Guinama, Valencia) al 10% (v/v) (Tison & Carbonelle, 1972) en tubos
eppendorf de 0.2 mL (0.2 mL Thermotube, ABgene, Epson, Surrey), con el fin de

poderlos recuperar cuando se necesitara para cualquier estudio posterior.

3.4.2.- Recuperacion de las cepas

Para llevar a cabo el estudio de epidemiologia molecular, se intentaron recuperar
las cepas congeladas pertenecientes a los casos de TB con cultivo positivo
diagnosticados en los afos 2010, 2011 y 2012. Con el fin de comprobar la viabilidad de
los aislados seleccionados, se llevo a cabo su descongelacion e inoculacidon en un tubo
de medio liquido Middlebrook 7H9 (BBL MGIT, Becton Dickinson), suplementado con
0.8 mL de OADC (suplemento de crecimiento BACTEC MGIT, Becton Dickinson) y en 2
tubos de Ldwenstein-Jensen (Becton Dickinson), que se incubaron como se ha

comentado anteriormente en el apartado del cultivo.

Posteriormente, en caso de no obtener crecimiento en los medios Lowenstein-
Jensen a las 2 semanas, se realizaron subcultivos a partir del MGIT en 2 tubos de
Lowenstein-Jensen que fueron incubados en estufa de 37°C y atmodsfera convencional
durante unas 3-4 semanas hasta tener un nimero de colonias suficientes para realizar
la extraccion de ADN. Una vez crecidas y diferenciadas las colonias, se procedid a
corroborar la pureza de los cultivos mediante observacion macroscopica y microscopica
con tincion de Ziehl-Neelsen, tras lo cual se prepararon réplicas de los cultivos en

glicerol (Guinama) al 10% (v/v) que fueron conservadas a -80°C.
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3.5.- Tipificacion molecular de los aislados

3.5.1.- Extraccion del ADN

Una vez se obtuvo suficiente crecimiento, la extraccién del ADN se llevé a cabo
mediante un procedimiento de lisis térmica (Allix et a., 2004; Doig et al., 2002 ), para
lo cual: i) dos asas bacterioldgicas bien cargadas con biomasa procedente del cultivo
en Lowénstein-Jensen se suspendieron en 1 mL de agua estéril en un tubo eppendorf
de 0.2 mL etiquetado correctamente con la identificacion de cada cepa; ii) se
centrifugd a 13.000 rpm durante 2 minutos (Heraerus Microcentrifuge, Thermo
Scientific); iii) se elimind el sobrenadante y se reservd el pellet; iv) el pellet se
resuspendié con 450 uL de TE pH 8 (10mM Tris-HCI,Merck; 1mM EDTA Sigma-Aldrich
Co); v) la mezcla se homogeiz6 con vortex (Heidolph Reax-2000, Comecta S.A) hasta
conseguir disgregar todo lo posible las colonias; vi) la suspension fue inactivada por
calor a 90° C durante 30 minutos en un bloque térmico (Accublock™, Labnet); vii) se
volvid a centrifugar a 13.000 r.p.m durante 5 minutos; y por ultimo viii) se recuperd el
sobrenadante y se dispensd en otro tubo eppendorf también rotulado correctamente
con los datos de la cepa. El DNA extraido fue almacenado en un congelador a -20°C
hasta su posterior andlisis.

3.5.2.- Analisis de la calidad del ADN

Para evaluar la calidad del ADN elegimos 20 muestras. Se preparé un gel de
agarosa al 0.8% P/V (Conda/Pronadisa) en buffer TBE 1X pH 8, (Tris (hidroxymethyl)
aminomethane, Applichen/Panreac; acido bdrico, Applichem/Panreac; EDTA 0.5 M
VWR/Prolabo) y con la ayuda de un peine se realizaron 20 pocillos. Se tom6 1 L de
ADN con 9 pL de buffer de carga. El tampon de carga se habia preparado afiadiendo a
60 mL de TBE 10X pH=8,0, 0.125 ml de azul de bromofenol (Merck), 0.125 mL de
xilencianol (Applichen) y 30 mL de glicerol (VWR, Prolabo). La electroforesis se realizd
en una cubeta para 20 muestras (Real Comb 20 Sample MC, Durviz) a 120 voltios
durante 40 minutos (Fuente de alimentaciéon Real 300V/700MA/150W, Durviz).

3.5.3.- Amplificacion mediante PCR de 15 loci MIRU

Para caracterizar e identificar genéticamente los aislados clinicos, se utilizd un set
de 15 loci MIRU-VNTR (4, 26, 40, 10, 16, 31, 424, 577, 2165, 2401, 3690, 4156,
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2163b, 1955 y 4052) disenados por Supply (2005). Se realizaron 5 PCR multiplex con

el fin de analizar 5 grupos de 3 loci simultaneamente siguiendo el protocolo propuesto

por Supply (2005) con las modificaciones propuestas por Alonso-Rodriguez et al.

(2009a). Los tamafios de los productos de la PCR se analizaron en un secuenciador de

DNA automatizado por electroforesis capilar (ABI Prism 3730, Applied Biosystems).

Cuando no se consiguié obtener un resultado aceptable por secuenciacion, se realizd la

amplificacion de cada locus por separado y se analizaron los productos mediante

electroforesis en geles de agarosa. Este Ultimo procedimiento se explicara mas

adelante con detalle.

LONGITUD DE LA

SECUENCIAS DE LOS PARES DE

PCR MULTIPLEX | LOCUS | ALIAS UNIDAD DE
REPETICION (pb) EERS
cso | MIRU4/ 77 GCGCGAGAGCCCGAACTGC (FAM)
ETR-D GCGCAGCAGAAACGCCAGC
MIX 1 TAGGTCTACCGTCGAAATCTGTGAC
2996 | MIRU 26 >1 CATAGGCGACCAGGCGAATAG (VIC)
GGGTTGCTGGATGACAACGTGT (NED)
802 | MIRU40 >4 GGGTGATCTCGGCGAAATCAGATA
GTTCTTGACCAACTGCAGTCGTCC
960 | MIRU10 2> GCCACCTTGGTGATCAGCTACCT (FAM)
MIX 2 TCGGTGATCGGGTCCAGTCCAAGTA
1644 | MIRU 16 >3 CCCGTCGTGCAGCCCTGGTAC (VIC)
ACTGATTGGCTTCATACGGCTTTA
3192 | MIRU31 >3 GTGCCGACGTGGTCTTGAT (NED)
CTTGGCCGGCATCAAGCGCATTATT
424 | VNTR42 >l GGCAGCAGAGCCCGGGATTCTTC (FAM)
MIX 3 oy | UNTRY/ o CGAGAGTGGCAGTGGCGGTTATCT (VIC)
ETR C AATGACTTGAACGCGCAAATTGTGA
AAATCGGTCCCATCACCTTCTTAT (NED)
2165 ETR A 7> CGAAGCCTGGGGTGCCCGCGATTT
CTTGAAGCCCCGGTCTCATCTGT (FAM)
2401 | VNTR 47 >8 ACTTGAACCCCCACGCCCATTAGTA
MIX 4 CGGTGGAGGCGATGAACGTCTTC (VIC)
3630 | VNTR 52 >8 TAGAGCGGCACGGGGGAAAGCTTAG
sise | VNTRS3/ - TGACCACGGATTGCTCTAGT
QUB-4156 GCCGGCGTCCATGTT (NED)
CGTAAGGGGGATGCGGGAAATAGG
2163 | QUB-11b 69 CGAAGTGAATGGTGGCAT (FAM)
MIX 5 AGATCCCAGTTGTCGTCGTC (VIC)
1955 | VNTR 1955 >7 CAACATCGCCTGGTTCTGTA
ws2 | qusze » AACGCTCAGCTGTCGGAT (NED)

CGGCCGTGCCGGCCAGGTCCTTCCCGAT

Tabla 1: Secuencias de los cebadores (primers) de cada uno de los loci MIRUs y longitud de
cada unidad de repeticion. Se indica en cada par el cebador marcado y el
fluoréforo empleado en el marcaje.
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Para cada PCR multiplex, se marcé un cebador de cada par (forward y reverse) con
un colorante fluorescente especifico. Sin embargo, cuando se realizo el andlisis de los
productos de la PCR usando electroforesis en gel de agarosa, se utilizaron los mismos

oligonucledtidos no marcados (IDT, Integrated DNA Technologies).

En la Tabla 1 se muestra la designacion de cada locus, la longitud de cada
repeticion y la secuencia de los cebadores utilizados para la PCR. Estos se utilizaron a

una concentracion de 10 puM, excepto los del locus 53 que fue de 20 uM.

3.5.3.1.- Amplificacion mediante PCR multiplex

La reaccion de amplificacion se realizd en una placa para PCR de 96 pocillos de
media faldilla (Cultek), que se identificd correctamente con la fecha, indicandose la
posicion de cada muestra y de cada una de las 5 reacciones de PCR multiplex (Mix1,
Mix2, Mix3, Mix4, Mix5). En cada placa de reaccion se incluyd un control positivo
(H37Ra) y uno negativo (agua ultrapura, MilliQ) (Figura 11).

M1 M2 M3 M4 M5 M 6 M7 M8 M9 M 10 C- H37Ra
A | MIX1 | MIX1 | MIX1 | MIX1 | MIX1 | MIX1 | MIX1 | MIX1 | MIX1 | MIX1 | MIX1 | MIX1

M1 M2 M3 M4 M5 M 6 M7 M8 M9 M 10 C- H37Ra
B | MIX2 | MIX2 | MIX2 | MIX2 | MIX2 | MIX2 | MIX2 | MIX2 | MIX2 | MIX2 | MIX2 | MIX2

M1 M2 M3 M4 M5 M 6 M7 M8 M9 M 10 C- H37Ra
C | MIX3 | MIX3 | MIX3 | MIX3 | MIX3 | MIX3 | MIX3 | MIX3 | MIX3 | MIX3 | MIX3 | MIX3

M1 M2 M3 M4 M5 M 6 M7 M8 M9 M 10 C- H37Ra
D | MIX4 | MIX4 | MIX4 | MIX4 | MIX4 | MIX4 | MIX4 | MIX4 | MIX4 | MIX4 | MIX4 | MIX4

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M 10 C- H37Ra
E | MIX5 | MIX5 | MIX5 | MIX5 | MIX5 | MIX5 | MIX5 | MIX5 | MIX5 | MIX5 | MIX5 | MIX5

X X X X X X X % X % % X
F
G X X X X X X X % X % % X
H X X X % X % X % * % % X

FECHA REACCION PCR

Figura 11: Modelo de placa para la PCR multiplex.

El volumen final de cada reaccién fue de 50 WL, siendo 45 uL de mastermix y 5 pL

de muestra con el DNA problema. El kit comercial utilizado fue QIAGEN Multiplex PCR
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Kit (1000) (Qiagen) que contiene: i) la QIAGEN Multiplex PCR Master Mix (compuesta
por la HotStarTaqg DNA Polymerase (Qiagen), los dNTPs, el tampdn (Multiplex PCR
buffer) y MgCl, 25mM), ii) la solucion Q vy iii) agua ultrapura (RNase-Free Water).

Los volumenes de los reactivos (en pL) utilizados para realizar las PCR multiplex

son los que se indican en la Tabla 2.

REACTIVOS MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5

4 26 | 40 10 16 | 31 42 | 43 |ETRA| 47 52 | 53 RnE 1955 |Qub26

(2163b)

Primer -1 1,251 1,25 125| 125|125 | 1,25 125|125 | 1,25 | 1,25 | 1,25 2 1,25 1,25 | 1,25
Primer -2 1,251 1,25 | 1,25 | 1,25 | 1,25 |1,25| 1,25 | 1,25 | 1,25 | 1,25 | 1,25 2 1,25 1,25 | 1,25
Qi PCR mMIX 25 25 25 25
Q solution 5 5 5 5
H,0 ultrapura 7,5 7,5 6 7,5

Tabla 2: Tabla de reactivos PCR multiplex 15 MIRU-VNTR.

Una vez realizadas las diluciones en cada pocillo con la mastermix y la muestra,

antes de introducir la placa en el termociclador, se selld6 con film de aluminio para

placas de 96 pocillos (Corning, VWR) que también se identificd correctamente.

Para llevar a cabo la reaccién de amplificacion, se definieron en el termociclador

(Mastercycler® Pro, Eppendorf) las condiciones de PCR esquematizadas en la Tabla 3.

CICLOS TEMPERATURAS TIEMPO
1X 950 C 15 minutos
940 C 1 minuto
20X 590 C 1 minuto
720 C 1:30 minuto
1X 720 C 10 minutos
1X 80C Indefinido

Tabla 3: Condiciones de temperatura, n° de ciclos y tiempo para la reaccion de PCR multiplex.
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En caso de no realizarse seguidamente el analisis por secuenciacion de los

productos de la amplificacion, la placa se almacend a -20°C hasta su uso.

3.5.3.2.- Amplificacion mediante PCR individuales

Como ya se ha comentado, cuando la tipificacion del aislado o el niumero de
repeticiones de algin MIRU no se pudo conseguir con PCR multiplex y posterior
secuenciacion por electroforesis capilar, estd se obtuvo mediante PCR de cada locus
MIRU y posterior analisis de los productos mediante electroforesis en gel de agarosa.
Se utilizé una placa de 96 pocillos, que se identificd correctamente con la fecha y los
numeros de muestra. Se incluyd un control positivo H37Ra y un control negativo (agua
ultrapura milliQ). El volumen final de cada reaccion fue de 50 pL, siendo 45 pL de
mastermix (44,8 L del MIX indicado en la tabla+ 0,2 pL de Taq HotStart Qiagen) y 5
UL de muestra con el DNA problema. El kit comercial utilizado fue HotStarTaq® DNA
Polymerase (Qiagen) KIT que contiene: i) la HotStarTaq DNA Polymerase 5Units/pL
(Qiagen); ii) el tampon (PCR buffer 10X); iii) MgCl, 25mM); iv) la solucién Q 5X; y v)
agua ultrapura (milliQ). Y por otra parte se utilizaron los dNTPs a una concentracién de
5mM (Promega). Los volimenes de los reactivos (en L), stocks con cantidades

calculadas para 20 muestras, son los que se indican en la Tabla 4.

REACTIVOS| 4 26 40 10 16 31 42 43 (ETRA| 47 52 53 [Qub1l1lb| 1955 |Qub26
MIX (2163b) (4052)
Primer -1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
(100 pM)
Primer -2
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
(100 pM)
(BIUO';F)ER 100| 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
MgCl, 25mM | 60 | 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60
dNTPs 5mM 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
Q 5x 200 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200 200 200 200
AGUA
526 | 526 | 526 | 526 | 526 | 526 | 526 | 526 | 526 | 526 | 526 | 526 526 526 526
ultrapura
Tabla 4: Reactivos para PCR simple, con cantidades calculadas para 20 muestras.
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Las condiciones de PCR definidas en el termociclador (Mastercycler® pro,

Eppendorf) para la PCR individual fueron las indicadas en la Tabla 5.

CICLOS TEMPERATURAS TIEMPO
1X 950 C 15 minutos
940 C 1 minuto
35X 590 C 1 minuto
720 C 1:30 minuto
1X 720 C 10 minutos
1X 8°C Indefinido

Tabla 5: Condiciones de temperatura, n° de ciclos y tiempo para la reaccion de PCR individual
para posterior analisis con gel de agarosa.

Habida cuenta de que no se obtuvo resultados para el MIRU 4156, ni utilizando la
electroforesis capilar ni con electroforesis en gel de agarosa, con los cebadores
definidos en las tablas correspondientes, se reviso la bibliografia y se constatd la
existencia de problemas para la obtencién de los resultados para ese MIRU (de Beer et
al, 2012, 2014). Asi que, se decidid utilizar la pareja de cebadores siguientes, de la
misma marca comercial que los anteriores descritos (IDT, Integrated DNA

Technologies).

4156-F GAT GTG CGG TAC GTG ATC
4156-R TGA CCA CGG ATT GCT CTA GTC

3.5.3.3.- Medicion del producto amplificado tras PCR multiplex

Una vez finalizada la reaccion de PCR, se midié el DNA obtenido tras amplificacion
con el fluorimetro portatil (QuantiFluor™ Single Tube, Promega), utilizando el kit
PicoGreen (Invitrogen-Molecular Probes), de la siguiente manera (medimos soélo la
concentracion de DNA de la primera fila de la placa de 96 pocillos, asumiendo que en
el resto de reacciones se obtuvieron concentraciones similares): i) se realizé6 una
dilucién en un tubo eppendorf de 1 uL de la muestra de la placa de PCR en 24 L de
TE 1X (10 mM Tris-HCI, 1mM EDTA, pH7.5); ii) en un tubo eppendorf se preparo la
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cantidad necesaria de PicoGreen, diluido a 1:200 en TE 1X, para medir el DNA de 12
muestras como indica el kit; iii) se afiadié a la muestra diluida unos 25 L de fluoréforo
diluido y se incubd a temperatura ambiente y a la oscuridad durante 3 minutos vy; iv)
transcurrido ese tiempo se procedid a medir en el fluorimetro con la ayuda de unos

tubos capilares (Minicell Adapter Cuvettes, Promega).

Una vez obtuvimos la concentracion de DNA de las 12 muestras, realizamos una
media de todas ellas, siempre y cuando fueran similares. Si por el contrario habia
alguna muestra cuya concentracion de DNA era muy diferente, se ajustaba por
separado. La concentracion media obtenida se ajustd con agua ultrapura (MilliQ) a 2,5
ng/uL en volumen final de 10 L. Esta dilucion se realizd en una placa de 96 pocillos
rotulada correctamente como “PLACA DILUCION POST-PCR (FECHA)".

3.5.4.- Secuenciacion mediante electroforesis capilar

3.5.4.1.- Preparacion de la placa para el secuenciador

Preparamos un mix con 9 pL de formamida (Applied Biosystem) y 0,3 uL de
GeneScan™-1200 Liz ® Size Standar (Applied Biosystem) por cada muestra. De este
mix, dispensamos 9 L en otra placa de 96 pocillos de media faldilla (Cultek) adaptada
para el secuenciador de DNA automatizado por electroforesis capilar (ABI Prism 3730,
Applied Biosystem). Seguidamente, se dispens6 1 WL de muestra de la “PLACA
DILUCION POST-PCR” con la ayuda de una pipeta multicanal. En los pocillos donde no

habia muestra, se dispensaron 10 pL de agua.

La sellamos con un film de aluminio para placa de 96 pocillos (Corning, VWR) y se
centrifugdé con el fin de que la muestra y el mix formamida-liz se mezclaran y se
dispusieran en el fondo de cada pocillo. La placa se almacend a -20° C hasta que se
secuencié. Como se recomienda en el protocolo, una vez realizada la mezcla

formamida-liz-DNA no se almacend mas de una semana.

La placa se envid a la Seccion de Gendmica del Servicio Central de Soporte a la
Investigacion Experimental (Universitat de Valéncia). Para ello, se rellené previamente
una plantilla (véase modelo en el anexo 2) indicando la posicion de cada muestra en la
placa e identificamos la placa de la siguiente manera: primero el ano, luego el mes y
luego el dia _TB. Asi pues, la placa del dia 26 de junio del 2014, se llamaria
140626_TB.
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La secuenciacion fue llevada a cabo mediante electroforesis capilar con un

secuenciador automatico de DNA ABI Prism 3730, Applied Biosystems.

3.5.4.2.- Analisis de los productos obtenidos

Los cromatogramas obtenidos para cada locus MIRU fueron analizados con el
programa GeneMapper v 4.0. (Applied Biosystems) para asignar el tamafio de los
alelos. Este programa realiza la identificacién de los fragmentos de interés y el calculo
de su tamafo en nucledtidos, asi como la altura y el area de los picos. Ademas
identifica los alelos correspondientes a estos picos, mostrandonos la informacion de
forma grafica.

Una vez obtenidos los tamafios de los alelos del locus MIRU analizado, éstos fueron
convertidos a un cddigo numérico. Esta conversion estad disponible en el manual
“Multilocus Variable Numbers of Tandem Repeat typing of Mycobacterium tuberculosis
complex isolates” (de Beer & van Soolingen, 2012) (véase anexo 3).

3.5.5.- Electroforesis en gel de agarosa

Después de la amplificacion mediante PCR simple para un locus MIRU de un
determinado nimero de muestras, se procedio a su analisis mediante electroforesis en

gel de agarosa.

Para poder llevarla a cabo, se prepar6 un gel de agarosa al 2% P/V
(Conda/Pronadisa), en buffer TBE 1X pH=8,0 ((Tris (hidroxymethyl) aminomethane,
Applichen/Panreac; acido bdrico, Applichem/Panreac; EDTA 0.5 M VWR/Prolabo). Se
pesaron 2,4 g de agarosa y se diluyeron en 120 mL de TBE 1X; se calentd hasta
ebullicion, con el fin de disolver totalmente la agarosa; se dejé enfriar ligeramente y se
afiadieron 4 pL de Gel Red™ (Biotium) para poder visualizar correctamente los
tamafios de las bandas de ADN. Se vertid en la cubeta en la que se habia colocado un
peine para dar lugar a 20 pocillos. Una vez se hubo solidificado el gel de agarosa, se
retird el peine y se colocd en la cubeta de electroforesis (Real Comb 20 sample, Durviz)
que previamente se habia llenado con tampoén TBE 1X para que cubriera todo el gel.
Con el fin de poder medir el DNA, se dispensd, con la ayuda de una micropipeta en el
primer y en el ultimo pocillo, 3 L de un marcador de peso molecular (PM) de 100 pb
(DNA Ladder Mix, GeneRuler, Thermo Scientific); y en el resto de pocillos, la mezcla de

2 UL de tampdn de carga y 4 pL de muestra (de esta mezcla sélo se dispensé en cada
57



Material y Métodos

pocillo 5 pL). El tampdn de carga se habia preparado afiadiendo a 60 mL de TBE 10X
pH=8,0, 0.125 mL de azul de bromofenol (Merck), 0.125 mL de xilencianol (Applichen)
y 30 mL de glicerol (VWR, Prolabo). Una vez se dispenso todas las muestras, se tapo
la cubeta y se puso en marcha la electroforesis seleccionando una corriente eléctrica
de 110 Voltios durante 2 horas (Fuente de alimentacion Real 300V/700MA/150W,

Durviz).

3.5.5.1.- Analisis de los tamaiios obtenidos

Tras finalizar ese tiempo de migracién, y con la finalidad de visualizar los tamafios
de los amplicones, los geles fueron depositados en un transiluminador de luz
ultravioleta (Vilber Lourmat) y las imagenes fueron fotografiadas mediante un sistema
de captacién de imagenes (DC290 Zoom Digital Camera, Eastman Kodak Company)
que permitia visualizarlas en un monitor (Rainbow CCTV RMB92), en donde se podia
guardar en una tarjeta de memoria para posteriormente analizarlas con detalle. Para
determinar el nimero de repeticiones en tandem de cada locus MIRU, o lo que es lo
mismo el PM de los productos de PCR evidenciados en cada gel de electroforesis, se
compard la altura de la banda obtenida con el marcador de PM. Primero, se analizo la
cepa control H37Ra y se comprobd que los tamafios de los fragmentos eran los
esperados para ésta. Al igual que se hizo con la electroforesis capilar, el tamafio de
cada MIRU-locus se convirtié a un niumero (nimero de repeticiones) basandonos en el
Manual “Multilocus Variable Numbers of Tandem Repeats Typing of M. tuberculosis
complex isolates” donde se encuentra descrita la correspondencia entre el PM y el

numero de repeticiones de cada locus (de Beer & van Soolingen, 2012).

El nimero de repeticiones esperadas para cada locus MIRU-VNTR de la cepa
control H37Rv/H37Ra se muestra en la Tabla 6 y su cédigo MIRU de 15 digitos seria:
243132253233552.

0
slefelslsl=]2ls .52 [a]s [z s
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z |2 |2 |2 |2 |2 |E |E |& |[E |E |E & |2 |4
s | | | | | |g€ | |G |g |5 |5 |&o E |2
>
3 3 1 3 2 3 2 4 3 2 5 2 5 2 5

Tabla 6: N° de repeticiones esperadas de la cepa control H37Ra para cada loci MIRU-VNTR.

58



Material y Métodos

3.5.6.- Analisis de los genotipos obtenidos
3.4.6.1.- Genotipos

Una vez calculado el nimero de repeticiones de cada locus MIRU-VNTR, bien tras
electroforesis capilar o bien por electroforesis en gel de agarosa, los resultados
obtenidos, es decir el codigo numérico de cada cepa, se recogid en una base de datos
elaborada en hojas de célculo de Excel 2010. El codigo numérico de cada uno de los

genotipos fue analizado usando el portal de internet MIRU-VNTR p/us.

http://www.miru-vntrplus.org/MIRU/index.faces

Con la finalidad de conocer el nimero de clusters (genotipos idénticos) y de
patrones Unicos de transmision (genotipos Unicos) se utilizd una herramienta de la web
que se denomina arbol de minima expansion. Este arbol muestra la relacidon entre los
genotipos de M. tuberculosis; la longitud de las ramas indica la cantidad de alelos
diferentes; y los circulos representan el numero de aislados agrupados o no.
Dependiendo del tamafio y de la intensidad del color de cada circulo, éstos incluiran
mas o menos aislados. Cuanto mayor sea el circulo, y mas intenso el color de éste,

mas cepas estaran incluidas en el custer.

Como se ha comentado con anterioridad, se consideran genotipos Unicos aquellos
que estan representados por un solo aislado y los clusters se definen como dos o mas
aislados de diferentes pacientes que presentan el mismo genotipo. Los cluster se
consideran resultado de una transmision reciente, mientras que los genotipos Unicos

pertenecen a reactivaciones de infecciones de TB latentes (Small ef a/., 1994).

3.4.6.2.- Tasa de transmision

La tasa de transmision se calculd a partir del nimero de aislados en cluster, menos
el nimero de clusters y todo ello dividido entre el niUmero total de aislados (Small et
al, 1994; Nabyonga et al., 2011).

3.4.6.3.- Poder de discriminacion de la técnica

El poder discriminatorio de un método de tipificacion es su capacidad para
distinguir entre cepas no relacionadas genéticamente entre si (Hunter & Gaston,
1988). Para su calculo, se aplic el indice de diversidad de Hunter-Gaston (D 6 HGDI)

para cada locus MIRU-VNTR (Hunter & Gaston, 1988; Dillon et al., 1993).
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El indice viene dado por la siguiente ecuacion:

M1
=1

5
D=1 — 3 nj(ni1)

Donde “N” es el nimero total de cepas en el estudio; “s” es el nimero total de
clusters obtenidos; y “n;”es el nimero de aislados por cluster. El HGDI ¢ D varia entre
0.00 y 1.00; de manera que un valor de 0.00 indica que todos los aislados son
indistinguibles, y un valor de 1.00 indicaria que todos los aislados en la muestra se

diferencian.

Los loci que presentaron un valor de HGDI > 0,6 se clasificaron como altamente
discriminantes. Los que presentaron valores entre > 0,3 y < 0,6 como de moderado
poder de discriminacién y finalmente, los de valores < 0,3 se clasificaron como de bajo

poder de discriminacion (Sola et al., 2003).
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4.1.- Resultados obtenidos a partir de las fuentes de informacion

Las tasas de incidencia de TB registradas en la provincia de Castelldn fueron 18 por
10° habitantes en 2008; 15,3 por 10° en 2009; 12,8 por 10° en 2010; 10,3 por 10’ en
2011; y de 9,6 por 10° en 2012 (Conselleria de Sanitat, Generalitat Valenciana, 20009,
2010, 2011, 2012 y 2013).

En los tres Departamentos de Salud de la provincia analizados se declararon 387
casos de TB: 101 casos en el afio 2008; 91 en 2009; 76 en el 2010; 61 en el 2011; y
58 casos en el afio 2012.

El nimero de casos y las tasas de incidencia por Departamento de Salud y por ano,
se distribuyeron tal y como se recoge en la Tabla 7.

2008 2009 2010 2011 2012 Total

No Tasa No Tasa No Tasa No Tasa No Tasa No Tasa

Vinaroz | 17 | 20,4 | 17 | 197 | 10 | 11,1 | 9 | 99 | 14 | 154 | 67 | 153

LaPlana | 30 | 171 | 18 | 100 | 26 | 140 | 32 | 10,7 | 18 | 10,1 | 124 | 12,4

Castellon | 54 20,1 56 20,5 40 14,1 20 11,1 26 9,0 196 | 14,9

Tabla 7: Distribucién de casos de TB y tasas por 10° habitantes por Departamento de
Salud de la provincia de Castellén y por afio.

Durante este periodo se diagnosticaron 320 pacientes con cultivo positivo que
representaban el 82,7% de los casos declarados. En el afno 2008 se diagnosticaron 74
casos, 83 en el 2009, 66 en 2010, 56 en 2011 y 41 en el afo 2012. El 43,7% de los
pacientes eran extranjeros (140/320) y la mayoria procedia de Rumania (57,4%,
80/140), Marruecos (21,4%, 30/140) y Colombia (3,6%, 5/140).

En la Tabla 8 se describe la distribucién de los casos por afio de estudio,
diferenciando nacionales de extranjeros. Durante los 5 afos analizados, se puede
constatar cémo ha ido disminuyendo el nimero total de casos de TB a partir del afio
2009, tanto en espafioles (46 casos en 2009 y 23 en 2012) , como en extranjeros (37
casos en 2009 y 18 en 2012).
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ANO N° CASOS ESPANOLES % EXTRANJEROS %
2008 74 44 59,5 30 40,5
2009 83 46 55,4 37 44,6
2010 66 32 48,5 34 51,5
2011 56 35 62,5 21 37,5
2012 41 23 56,1 18 43,9
TOTAL 320 180 56,3 140 43,7

Tabla 8: Distribucion de casos espaioles y extranjeros por afo del estudio en la provincia de
Castelldn.

En la Tabla 9 se detalla la distribucion del origen de los extranjeros por afio de
estudio, englobando en el norte de Africa los casos procedentes de Marruecos y de
Argelia. En los del Centro y Sudamérica, se incluye los casos de Pert, Colombia, Brasil
y Ecuador, mientras que en “otras nacionalidades” se incluye los nacidos en Ucrania,

Italia, Alemania, Pakistan y China.

ANO | RUMANIA | o | ORTE | o CENTROY % | OTRAS | %
AFRICA SUR AMERICA

2008 19 63 6 20 2 6,7 3 10

2009 22 59,4 12 32,4 2 5,4 1 2,7

2010 16 47,1 9 26,5 5 14,7 4 11,8

2011 13 61,9 5 23,8 1 4,8 2 9,5

2012 10 55,5 3 16,7 4 22,2 1 5,6
TOTAL 80 57,1 35 25,1 14 10 11 7,9

Tabla 9: Distribucion de casos extranjeros por origen y por afio de estudio en la provincia de
Castellon.

En cuanto a la distribucién por sexo, cabe decir que fue mas frecuente en hombres,
representando el 65% (208/320) de casos, que en las mujeres que fue de un 35%,

(112/320), siendo la razéon hombre/mujer de 1,9. Si se analiza afo a afio, se observa
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como predomina siempre el sexo masculino: 70,3% en el aho 2008; 69,9% en el 2009;
53% en el 2010; 67,9% en el 2011; y de un 61% en el 2012.

La edad media de los pacientes fue de 32,4 afos (rango etario: 0-91). Un 4,6%
(15/320) eran menores de 14 anos; un 60,6% (194/320) tenian entre 15 y 44 afos; un
22,5% (72/320) entre 45 y 64 afos; vy, el 12,2 % (39/320) eran mayores de 65 afnos.

La distribucién por sexo, edad y afo del estudio se recoge en la Tabla 10.

SEXO (N/%) EDAD (N/%) ANOS
ANO
H M 0-4 5-14 15-24 | 25-34 | 35-44 | 45-54 | 55-64 | 65-74 >75
2008 52 22 4 1 7 14 27 12 2 3 4
(70,3) | (29,7) | (54) | (1,3) | (9,6) | (18,9) | (36,5) | (16,2) | (2,7) | (41) | (54)
2009 58 25 4 0 11 16 22 16 2 7 5
(69,9) | (30,1) | (4,8) (13,2) | (19,3) | (26,5) | (19,3) | (24) | (84) (6)
2010 35 31 2 0 13 16 13 10 6 3 3
(53) | (47) 3) (19,7) | (24,2) | (19,7) | (151) | (5,1) | (45) | (4.5)
2011 38 18 0 1 4 14 13 13 3 3 5
(67,9) | (32,1) (1,8) | (7,1) | (25) ](23,2) | (23,2) | (54) | (54) | (8)9)
2012 25 16 2 1 2 13 9 5 3 3 3
(61) | 39) | 49 | 24 | 49 | (31,7) | (21,9) | (12,2) | (7,3) | (7,3) | (7,3)
TOTAL | 208 112 12 3 37 73 84 56 16 19 20
(65) | (35 | (3,7) | (0.9) | (11,6) | (22,8) | (26,2) | (175 | (5) | (59) | (62)

Tabla 10: Distribucién de nimero de casos y porcentaje de TB por sexo, grupo de edad y por
afo de estudio en la provincia de Castellon.

En relacién a los pacientes que habian recibido tratamiento, el 93,8% (300/320) de

los pacientes eran casos no tratados previamente.

En relacion a los factores de riesgo (FR) para el desarrollo de enfermedad
tuberculosa, el 36,6% (117/320) de los casos presentaba al menos uno: alcoholismo,
tabaquismo, diabetes, neoplasia, usuarios de drogas por via parenteral (UDVP) o
infeccién por VIH. El FR mas frecuente fue el alcoholismo, solo o asociado a otros, con
un 17,2% (55/320), seguido de la infeccion por el VIH 7,8% (25/320), bien como
Unica predisposicién o junto con otra. El tabaquismo, se recogid en el 7,2% (23/320)
de los casos y la diabetes en el 5% (16/320). Un 6,6% (21/320) de los pacientes
presentaron dos FR, destacando la combinaciéon VIH+UDVP con 6 (1,9%) casos; y en 5
(1,6%) pacientes coincidian hasta 3 FR a la vez (VIH+Alcoholismo+UDVP) (Tabla 11).
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2008 44
11 19 2 1 0 3 0 2 0 1 2 2 1 (59,5)
2009 14 2 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 (23101)
2010 9 2 1 0 1 3 0 0 0 0 1 0 2 (21;98)
2011 1 0 5 2 1 1 3 2 1 0 3 0 1 (32715)
1
2012 4 0 3 1 0 2 1 0 0 1 0 0 1 (3137)
TOTAL 39 23 | 12 | s 2 | 10| s 4 1 2 6 2 5 117
% (12,2) | (7,2) | 3,7) | (1,6) | (0,6) | (3,1) | (1,6) | (1,2) | (O,3) | (0.6) | (1,9) | (0.6) | (1,6) | (36,6)

Tabla 11: Distribuciéon de casos con factores de riesgo de TB por afio de estudio.

El 45,6% (146/320) eran poblacidon de riesgo: indigentes, inmigrantes (extranjeros
con estancia inferior a 5 afios), personal sanitario, presos, ancianos institucionalizados,
o colectividades. En este grupo de poblacion, la TB se dio con mayor frecuencia en
inmigrantes 17,5% (56/320), seguido de indigentes con un 15% (48/320). Los presos

sblo representaron el 5,3% del total (17/320) (Tabla 12).
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2008 36
7 20 0 4 2 3 (48,6)
2009 35
10 20 0 1 1 3 (42.2)
2010 38
16 11 2 5 1 3 (57.6)
2011 23
11 4 1 3 1 3 (41.1)
2012 14
4 1 1 4 1 3 (34.1)
TOTAL 48 56 4 17 6 15 146
(15) | (17,5) | (1,25) | (53) | (1,8) | (47) | (45,6)

Tabla 12: Distribucion de la poblacion de riesgo por afio de estudio.
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El nimero de pacientes hospitalizados fue de 215 (67,2%): 52 (70,3%) en el afio
2008; 55 (66,3%) en el 2009; 45 (68,2%) en el 2010; 37 (66,1%) en el 2011; vy, por
ultimo, 26 (63,4%) en el afio 2012.

En cuanto a las formas clinicas, el 87,2% (279/320) presentaba TB pulmonar vy el
12,8% (41/320) extrapulmonar (EP). La forma clinica predominante dentro de las TB
EP fue la ganglionar, con un 5,9% (19/320), seguida de la pleural y la genitourinaria,
ambas con un 2,5% (8/320). Hubo un bajo porcentaje de TB osteoarticular (0.9%,
3/320) y de TB miliar (0,6%, 2/320), y tan sdélo se diagnosticé un caso de TB intestinal

y otro peritoneal. No se diagnosticd ningln caso de meningitis tuberculosa.

Si analizamos las caracteristicas de los pacientes con TB EP, observamos que un
51,2% eran mujeres y que es muy poco frecuente en poblacion infantil (un caso). El
53,6% de los casos se englobd dentro del grupo de edad de entre los 25 y 54 afos,
mientras que el 26,8% eran mayores de 65 afios. El 51,2% eran de nacionalidad

espaiola; el 29,3% marroqui; el 9,7% rumana; y el resto de otras nacionalidades.

A partir del ECC, se sospecharon 7 posibles agrupaciones: cada brote estaba

formado por 2 miembros.

N° i i EDAD No ANO
AMBITO RELACION SEXO NACIONALIDAD
BROTE (afios) CEPA AISLAMIENTO

870 Familiar Hermanos v 16 PERUANA 50 2010
M 15 PERUANA 11 2010

885 Familiar | Madre e hija | 25 RUMANA 13 2010
M 0 ESPANOLA 15 2010

1027 Familiar Matrimonio v 53 MARROQLF 62 2010
M 43 MARROQUI 18 2011

1079 Familiar Hermanos v 40 ESPA'EIOLA 26 2011
\Y 32 ESPANOLA 32 2010

1180 Comunitario Amigos M 26 BRASILENA 1 2012
M 4 COLOMBIANA 4 2012

1274 Familiar Amplio circulo v 4 RUMANA 15 2012
M 1 RUMANA 30 2012

1294 Familiar Padre e hija M 32 ESPA':IOLA 13 2012
Vv 66 ESPANOLA 31 2012

Tabla 13: Caracteristicas de los brotes obtenidos tras el ECC y datos relevantes de los casos.
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Todos ellos se dieron dentro del ambito familiar, excepto uno en el que la relacion
era de amigos. De los 14 casos agrupados, 5 eran espafioles y 9 extranjeros. Uno de
los brotes se consideré de agrupacién mixta, al estar formado por una madre de
nacionalidad rumana y su hija de 6 meses nacida en Espafa. En la Tabla 13 se
muestran las caracteristicas de los brotes definidos por el ECC y de los casos que los

forman.

4.2.- Resultados sobre el diagndstico microbioldgico

4.2.1.- Resultado de la baciloscopia

De los 320 casos diagnosticados con cultivo positivo en la provincia de Castelldn, el
resultado de la baciloscopia fue positivo en el 60,6% (194/320) de los pacientes. Si lo
analizamos segun la forma clinica, observamos que ésta fue mayoritariamente positiva
en las formas pulmonares, siendo un 66,3% (185/279), mientras que en las
extrapulmonares lo fue en un 17,1% (7/41). La distribucion del resultado de la
baciloscopia, segun la forma clinica y afo de estudio, se puede observar en la Tabla
14,
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2008 47 63,5 45 70,3 2 20
2009 50 60,2 50 65,8 0 0

2010 34 51,5 31 57,4 3 25
2011 34 60,7 32 68,1 2 22,2
2012 27 65,8 27 71,1 0 0

TOTAL | 194 60,6 185 66,3 7 17,1

Tabla 14: Distribucion del resultado de la baciloscopia seguin forma clinica y por afo de

estudio.
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4.2.2.- Resultado de la PCR

Desde la implantacion de la técnica de PCR en nuestro laboratorio, en junio del
2009, se realizd ésta a 69 pacientes (69/320). Se analizaron 60 muestras respiratorias
(60/279) resultando 54 positivas, y 9 muestras extrapulmonares (9/41), siendo

positivas 6.

4.3.- Resultados del estudio de sensibilidad

El estudio de sensibilidad frente a los farmacos de primera linea se realizo a las 320
cepas aisladas. Se detectd M. tuberculosis resistente a cualquier farmaco (DR-TB) en el
13,5% (41/320) de los aislados. Todas las DR-TB fueron casos que no habian sido

tratados previamente (inicial o primaria).

En el afno 2008 hubo un 5,4% (4/74) de cepas resistentes; un 10,8% (9/83) en el
ano 2009; 18,2% (12/66) en el 2010; 16,1% (9/56) en el 2011; y finalmente 17,1%
(7/41) en el 2012.

En los 5 afios analizados, la resistencia global a isoniazida (H) fue de un 8,1%
(26/320), siendo en un 50% (13/26) en poblacién extranjera. En el afio 2008 hubo un
4% (3/74) de cepas resistentes a H; en el 2009 fue de un 7,2% (6/83); en el 2010 del
16,7% (11/66); en el 2011 del 7,1% (4/56); y en el 2012 de un 4,9% (2/41).

La combinacidn de resistencia a H y a estreptomicina (S) se observo en 11 (3,4%)
casos. No se detectd ninguna cepa extremadamente resistente (TB-XDR), ni ninguna

con resistencia aislada a etambutol (E).

Del total de las cepas resistentes, el 51,2% (21/41) presentd resistencia a un solo
farmaco; el 31,7% (13/41) a 2 farmacos; y el 17,1% (7/41) a mas de 2 farmacos.
Cabe destacar que en el afo 2008, 2009, 2010, 2012 se aislaron 1 (1,3%), 3 (3,6%), 2
(3%) y 1 (2,4%) cepas multirresistentes (TB-MR) respectivamente, lo que result6 el
2,2% (7/320) del total, presentando 6 de estas cepas resistencia a los 5 farmacos de

primera linea (1,9%).

La distribucion de las resistencias a los farmacos antituberculosos de primera linea

y por afo de estudio esta indicada de forma detallada en la Tabla 15.
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Tabla 15: Distribucion de resistencias a los farmacos antituberculosos de primera linea y
por afio de estudio.

El porcentaje de resistencia en la poblacidén espafiola fue del 10,6% (19/180) y en
extranjeros del 15,7% (22/140). La distribucion de las resistencias por afio de estudio
y nacionalidad fue del 4,5% en espafioles vs 6,7% en extranjeros durante el afio 2008;
del 10,9% vs 10,8% en el 2009; 12,5% vs 23,5% en 2010; 14,1% vs 14,3% en el

2011; y del 8,7% vs 27,8% en el afio 2012 (Tabla 16).

Tabla 16: Porcentajes de casos resistentes por afo y nacionalidad.
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Afio ESPANOLES | EXTRANJEROS TOTAL
% (n/N) % (n/N) % (n/N)
2008 4,5 (2/44) 6,7 (2/30) 5,4 (4/74)
2009 | 10,9 (5/46) 10,8 (4/37) 10,8 (9/83)
2010 | 12,5 (4/32) 23,5 (8/34) 18,2 (12/66)
2011 | 14,1 (6/35) 14,3 (3/21) 16,1 (9/56)
2012 8,7 (2/23) 27,8 (5/18) 17,1 (7/41)
TOTAL | 10,6 (19/180) | 15,7 (22/140) 13,5 (41/320)




Resultados

Del total de las DR-TB, un 53,7% (22/41) fue en extranjeros y un 46,3% (19/41)
en espafoles. De los extranjeros con DR-TB, 6 (14,6%) eran marroquies; 6 (14,6%)
procedian de Centro y Sudamerica; 5 (12,2%) eran rumanos; y 5 (12,2%) de otras

nacionalidades.

4.4.- Resultados del polimorfismo genético mediante 15 MIRU-VNTR

De las 163 cepas que habian sido aisladas durante el periodo comprendido entre
enero de 2010 y diciembre de 2012 se pudieron recuperar 151 (92,6%): 85 (56,3%)
pertenecian a pacientes espafoles y 66 (43,7%) a casos de nacionalidad extranjera.
Estas 151 cepas se tipificaron mediante un set de 15 loci MIRU-VNTR, lo que supuso la
realizacion de 2.265 determinaciones.

Mediante electroforesis capilar, se pudo obtener resultado en 1.760 (77,7%) de los
analisis realizados, mientras que a partir de electroforesis en gel de agarosa se obtuvo
en 503 (22,2%), y Unicamente en 2 (0.09%) loci no se consiguio resultado.

En la Tabla 17 se puede observar el nimero de resultados obtenidos para cada
locus-MIRU a partir de electroforesis capilar y a partir de electroforesis en gel de

agarosa.

Los loci que fallaron mas con electroforesis capilar fueron: el VNTR 4052, con un
77,9%; el MIRU 42; con un 32,5%; y el VNTR 4156, en el que no se consiguié ningun

resultado con dicha técnica.

Los resultados obtenidos con la electroforesis capilar para el VNTR 4156 fueron
realmente desesperanzadores. No se logré determinar el nimero de repeticiones para
dicho MIRU-VNTR en ninguna cepa, pese a las mejoras ensayadas aumentando las
concentraciones de la muestra, de los cebadores y de los reactivos de la PCR multiplex.
Para lograr resultados en la tipificacion de este VNTR, se tuvieron que redisefiar los
cebadores basandonos en el trabajo publicado por de Beer et al. (2014) y se realizaron
las repeticiones de las PCR individuales que se analizaron con electroforesis en gel de

agarosa.
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Electroforesis Electroforesis en gel No resultado
SET LOCUS capilar de agarosa
N (%) N (%) N (%)
1 MIRU 4-580 151 (100) - -
2 MIRU 26-2996 128 (84,8) 23 (15,2) -
3 MIRU 40-802 140 (92,7) 11 (7,3) -
4 MIRU 10-960 147 (97,3) 4(2,7) -
MIRU 16-1644 139 (92,0) 12 (8,0) -
6 MIRU 31-3192 144 (95,4) 7 (4,6) -
7 MIRU 42-424 102 (67,5) 49 (32,5) -
8 VNTR 577 129 (85,4) 22 (14,6) -
9 VNTR 2165 128 (84,8) 23 (15,2) -
10 VNTR 2401 147 (97,3) 4(2,7) -
11 VNTR 3690 140 (92,7) 11(7,3) -
12 VNTR 4156 - 150 (99,3) 1(0,7)
13 VNTR 2163b 109 (72,2) 41 (27,1) 1(0,7)
14 VNTR 1955 112 (74,2) 39 (25,8) -
15 VNTR 4052 44 (29,1) 107 (70,9) -
TOTAL 1760 (77,7) 503 (22,2) 2 (0,09)

Tabla 17: Numero de resultados obtenidos mediante electroforesis capilar y en gel de agarosa
para cada locus.

El nimero de alelos detectados por locus vari6 de 2 en el MIRU 4, a 10 en el VNTR
52, resultando este ultimo el mas polimorfico en nuestro estudio. El poder de
discriminacion de la técnica, calculado mediante el indice de HGDI, fue de un 0.998. La
diversidad alélica, o HGDI de cada MIRU, varié de 0,05 en el MIRU 4 a 0,83 en el
VNTR 4052. Los MIRU 26, 40 y 10, y los VNTR 577, 2401, 3690, 2163b, 1955 y 4052
mostraron un elevado poder discriminante. Los MIRU 16, 31 y 42, y los VNTR 2165 y

4156 presentaron un moderado poder de discriminacion. Finalmente, el MIRU 4, con

un HGDI de 0.05, presentd una baja capacidad discriminante (Tabla 18).
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Resultados

(MIA'S ?‘j,SNTR) N° DE ALELOS HGDI

MIRU 4-580 2 e

MIRU 26-2996 9 0,67

MIRU 40-802 6 0.73

MIRU 10-960 6 0.72

MIRU 16-1644 4 0,57

MIRU 31-3192 4 0.36

MIRU 42-424 6 0,57

VNTR 577 5 0,66

‘;’ VNTR 2165 5 0,56
% VNTR 2401 4 0.62
g VNTR 3690 8 0,70
E’ VNTR 4156 3 0,54
E VNTR 2163b 8 0.76
VNTR 1955 6 0.62

VNTR 4052 10 0.83

Tabla 18: N° de alelos y diversidad alélica para cada MIRU-VNTR.

Los pesos moleculares (PM) para los loci 1955 y 2163b de algunos aislados, y su
correspondencia con el nimero de repeticiones, obtenido a partir de electroforesis en

gel de agarosa, se muestran en las Figuras 12 y 13.
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M1 23 45 67 89 101112131415161718 M

Figura 12: Imagen gel electroforesis agarosa de locus 1955. M: Marcador de peso molecular;
Carril 1: Cepa control H37Ra, PM: 203, 2 copias MIRU, Carril 2: Cepa 8-2011, PM: 309, 4 copias MIRU;
Carril 3: Cepa 9-2011, PM: 149, 1 copia MIRU; Carril 4: Cepa 13-2011, PM: 149, 1 copia MIRU; Carril
5: Cepa 16-2011, PM: 472, 7 copias MIRU; Carril 6: Cepa 21-2011, PM: 203, 2 copias MIRU; Carril 7:
Cepa 30-2011, PM: 309, 4 copias MIRU; Carril 8: Cepa 41-2011, PM: 256, 3 copias MIRU; Carril 9: Cepa
48-2011, PM: 203, 2 copias MIRU; Carril 10: Cepa 54-2011, PM: 203, 2 copias MIRU; Carril 11: Cepa 3-
2010, PM: 149, 1 copia MIRU; Carril 12: Cepa 10-2010, PM: 203, 2 copias MIRU; Carril 13: Cepa 13-
2010, PM: 203, 2 copias MIRU; Carril 14: Cepa 14-2010, PM: 256, 3 copias MIRU; Carril 15: Cepa 15-
2010, PM: 203, 2 copias MIRU; Carril 16: Cepa 23-2010, PM: 203, 2 copias MIRU; Carril 17: Cepa 24-
2010, PM: 203, 2 copias MIRU; Carril 18: Cepa 27-2010, PM: 149, 1 copia MIRU.
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101112 1314151617 18M

Figura 13: Imagen gel electroforesis agarosa de locus 1955 y 2163b. M: Marcador de peso
molecular; Carril 1: Cepa control H37Ra (VNTR 1955) , PM: 203, 2 copias MIRU, Carril 2: Cepa 34-2010,
PM: 149, 1 copia MIRU; Carril 3: Cepa 36-2010, PM: 149, 1 copia MIRU; Carril 4: Cepa 39-2010, PM:
256, 3 copia MIRU; Carril 5: Cepa 41-2010, PM: 256, 3 copias MIRU; Carril 6: Cepa 61-2010, PM: 256, 3
copias MIRU; Carril 7: Cepa 62-2010, PM: 256, 3 copias MIRU; Carril 8: Cepa H37Ra (QUB-11b), PM:
417, 5 copias MIRU; Carril 9: Cepa 5-2011, no se obtuvo resultado; Carril 10: Cepa 9-2011, PM: 204, 2
copias MIRU; Carril 11: Cepa 13-2011, PM: PM: 204, 2 copias MIRU; Carril 12: Cepa 16-2011, PM: 560,
7 copias MIRU; Carril 13: Cepa 21-2011, PM: 204, 2 copias MIRU; Carril 14: Cepa 24-2011, PM: 204, 2
copias MIRU; Carril 15: Cepa 41-2011, PM: 346, 4 copias MIRU; Carril 16: Cepa 48-2011, PM: 346, 4
copias MIRU; Carril 17: Cepa 50-2011, PM: 346, 4 copias MIRU; Carril 18: Cepa 51-2011, PM: 346, 4
copias MIRU.
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Los PM para los MIRUs 10, 16 y 31 de algunos aislados y su correspondencia con el
numero de repeticiones, obtenido a partir de electroforesis capilar, se muestran en las
Figuras 14 a 17.
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Figura 14: Imagen de electroforesis capilar de MIRU 10: Muestra C40-2010.

PM 638, 3 copias MIRU.
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Figura 15: Imagen de electroforesis capilar de MIRU 10: Muestra C2-2011.

PM: 691, 4 copias MIRU.
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Figura 16: Imagen de electroforesis capilar de MIRU 16: Muestra C2-2011.

PM: 670, 2 copias MIRU.
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Figura 17: Imagen de electroforesis capilar de MIRU 31: Muestra C2-2011.

PM: 639, 3 copias MIRU.

Con el nimero de repeticiones que se obtuvo de cada MIRU-VNTR para cada
muestra (patrdn numérico), se cred una base de datos Excel (Microsoft®),
especialmente disefiada, para introducir los resultados en el portal MIRU-VNTR plus
gque se muestran en las Tablas de la 19 a la 21. En estas Tablas se muestra, en negro,
los resultados obtenidos por electroforesis capilar y, en rojo, los que se consiguieron a
partir de electroforesis en gel de agarosa. Esta serie de repeticiones permitieron

asignar a cada una de las cepas del estudio un cédigo MIRUs de 15 digitos.
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Resultados

IDENTIFICACION CEPAS MIRU 04] MIRU 26 | MIRU 40| MIRU 10| MIRU 16 | MIRU 31| VNTR 42 | VNTR 577 | VNTR 2165
3192

:
:
2
:
i
>
S
:

C3-155080-2010

C4-154541-2010

C5-154616-2010

C6-154971-2010

C7-157089-2010

C8-1635//-2010

C9-164004-2010

C10-167/663-2010
C11-168163-2010
C12-170880-2010
C13-170392-2010
C14-16/7881-2010
C15-171677-2010
C16-170860-2010
C17-171672-2010
C18-172292-2010
C19-16/7521-2010
C20-163589-2010
C21-171912-2010
C22-172965-2010
C23-175434-2010
C24-174481-2010
C26-171655-2010
C27-174864-2010
C28-177888-2010
C29-177889-2010
C33-18145/-2010
C34-180615-2010
(C35-180631-2010
C36-180314-2010
C37-182545-2010
C39-182120-2010
C40-183460-2010
C41-185539-2010
C42-183133-2010
C43-188832-2010
C44-188349-2010
C45-184380-2010
C46-190007-2010
C47-190818-2010
C48-191485-2010
C49-191798-2010
C50-192213-2010
C51-192820-2010
C52-193443-2010
C53-196311-2010
C54-199694-2010
C55-197970-2010
C56-199931-2010
C57-193982-2010
C58-199630-2010
C59-202593-2010
Ch0-203732-2010
Cb1-205465-2010
Cb2-205255-2010
C63-203928-2010
C64-209181-2010
Cb5-209182-2010
Cbb-21045/7-2010
C67-209932-2010
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Tabla 19: Distribucion del nimero de repeticiones para los loci MIRU de cada cepa aislada en

el 2010.
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IDENTIFICACION CEPAS

VNTR 2401

VNTR 3090

VNTR 4156

IVNTR 2163}

VNTR 1955

E

:

3690

4156

-
g

:
¢

C3-155080-2010

("]

C4-154541-2010

C5-154616-2010

C6-154971-2010

C7-157089-2010

C8-163577-2010

C9-164004-2010

C10-167663-2010

C11-168163-2010

C12-170880-2010

C13-170392-2010

C14-167881-2010

C15-171677-2010

C16-170860-2010

C17-1/1672-2010

C18-172292-2010

C19-167521-2010

C20-163589-2010

C21-171912-2010

C22-172965-2010

C23-175434-2010

C24-174481-2010

C26-171655-2010

C27-174864-2010

C28-177888-2010

C29-177889-2010

C33-181457-2010

C34-180615-2010

C35-180631-2010

C36-180314-2010

C37-182545-2010

(39-182120-2010

C40-183460-2010

C41-185539-2010

C42-183133-2010

C43-188832-2010

C44-188349-2010

C45-184380-2010

C46-190007-2010

C47-190818-2010

C48-191485-2010

C49-191798-2010

C5(-192213-20110)

C51-192820-2010

C52-193443-2010

£53-196311-2010

C54-199694-2010

C55-197970-20110)

C56-199931-2010

C57-193982-2010

C58-199630-2010

(C59-202593-2010

Cei-2003732-2010

CH1-205465-2010

Ch2-205255-2010

C63-203928-2010

C64-209181-2010

C65-2009182-20110)

C66-210457-2010

Ch7-209932-2010
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Resultados

Tabla 19 (continuacidon): Distribucion del nimero de repeticiones para los loci MIRU de cada

cepa aislada en el 2010.
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Resultados

IDENTIFICACION CEPAS | MIRU 04| MIRU 26 | MIRU 40| MIRU 10| MIRU 16 | MIRU 31| VNTR 42 | VNTR 577 | VNTR 2165
580 2996 802 960 1644 3192 424 577 2165
C1-211722-2011 2 7 2 5 3 3 2 3 3
C2-213810-2011 2 1 1 4 2 3 4 2 2
C3-214939-2011 2 1 7 3 3 3 3 4 3
C4-214364-2011 2 4 2 3 4 3 2 4 2
C5-217175-2011 2 1 3 6 1 2 1 4 1
C6-218551-2011 2 1 5 3 1 3 1 4 3
C7-218308-2011 2 5 4 3 3 3 2 4 2
CB8-219409-2011 2 & 3 5 4 4 < 2 4
(C9-221732-2011 2 4 3 5 3 3 2 3 3
C10-221332-2011 2 4 5 3 1 3 2 2 2
C11-222192-2011 2 4 4 3 3 3 2 4 3
C12-244659-2011 2 & 5 3 1 3 1 4 3
C13-224769-2011 2 5 6 4 3 3 2 3 2
C14-225818-2011 2 6 5 3 1 3 1 4 3
C13-227007-2011 2 5 3 5 2 4 2 3 3
C16-227007-2011 2 2 3 6 3 5 2 2 B
C18-229242-2011 2 5 5 4 2 3 3 4 2
C19-231919-2011 2 5 4 3 3 3 2 4 2
C20-233440-2011 2 5 3 5 3 3 0 3 3
C21-234815-2011 2 5 4 3 3 3 2 4 3
C22-240905-2011 2 5 3 5 3 3 2 3 3
C23-240477-2011 2 4 1 3 2 3 4 4 2
C24-243623-2011 2 9 2 4 3 4 2 4 2
C23-244440-2011 2 5 3 5 3 3 2 2 3
C26-246359-2011 2 5 6 4 3 3 3 3 2
C27-243867-2011 3 5 2 5 4 5 3 6 4
C28-242330-2011 2 4 5 3 1 3 2 2 3
C29-246850-2011 2 5 3 1 3 3 2 2 2
C30-246695-2011 2 4 3 4 2 3 2 3 3
C31-250868-2011 2 1 3 3 2 3 2 4 1
C32-250484-2011 2 5 6 4 3 3 3 3 2
(C33-252436-2011 2 4 4 3 1 3 4 5 3
(C34-253188-2011 2 5 3 5 3 3 2 3 3
(C33-253171-2011 2 4 1 2 3 2 2 3 3
C36-253653-2011 2 1 3 5 3 2 2 3 3
C37-253775-2011 2 4 3 4 2 3 4 2 2
(C38-252988-2011 2 1 3 5 3 3 2 3 3
C39-254805-2011 2 5 4 4 2 3 3 2 2
C40-255840-2011 2 4 3 3 3 5 4 2 4
C41-259712-2011 2 5 3 4 2 3 < 2 2
C42-259329-2011 2 4 5 3 1 3 2 2 3
C43-255748-2011 2 1 3 5 3 3 2 2 3
C44-261079-2011 2 5 4 3 3 3 2 4 2
C43-259325-2011 2 4 3 4 3 3 4 4 2
C47-261551-2011 2 5 4 3 3 3 2 4 3
C48-260659-2011 2 4 5 3 1 3 2 4 2
C49-262346-2011 2 4 3 4 3 3 2 4 2
C50-261539-2011 2 6 5 3 3 3 3 4 3
C51-259875-2011 2 4 3 4 2 3 4 2 2
C52-264244-2011 2 5 1 6 2 3 4 4 2
C54-268731-2011 2 5 0 3 1 3 2 4 3
C55-269686-2011 2 5 2 5 3 2 4 1 3
C56-268309-2011 2 5 4 3 3 3 2 4 3
C57-268842-2011 2 5 3 6 3 3 2 3 3
C58-274258-2011 2 5 3 5 2 3 2 3 2
C60-274676-2011 2 4 3 5 3 3 2 3 3

Tabla 20: Distribucion del niUmero de repeticiones para los loci MIRU de cada cepa aislada en
el 2011.
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Tabla 20 (continuacion): Distribucion del nimero de repeticiones para los loci MIRU de cada

cepa aislada en el 2011.
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Tabla 21: Distribucién del nimero de repeticiones para los loci MIRU de cada cepa aislada en

el 2012,
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Tabla 21 (continuacion): Distribucion del nimero de repeticiones para los loci MIRU de cada

cepa aislada en el 2012.
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Una vez se introdujeron todos los cddigos en el portal de internet MIRU-VNTR plus,
se determind la relacion genética de los 151 aislados genotipados con un arbol de
minima expansion, el cual evidencié que 122 cepas presentaban un patrén Unico.
Ademas determind la presencia de 12 clusters, que incluian 29 cepas (Figura 18),
considerando cluster o brote a la agrupacién de 2 o mas cepas idénticas para los 15

loci estudiados.
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Figura 18: Arbol de minima expansién que formaron las 151 cepas del estudio. Los
circulos blancos representan las cepas con patron Unico y los circulos con
color las cepas en cluster, sefialando en color azul claro los clusters formados
por 2 miembros y en azul mas intenso agrupaciones formadas por 3 0 mas
miembros.
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El arbol de minima expansidn muestra la relacidon que hay entre los diferentes
genotipos de las 151 cepas: los circulos blancos representan los patrones huérfanos y
los circulos azules los casos en cluster, siendo mas intenso el color cuantos mas
miembros forman la agrupacién. El nimero de aislados de cada brote varid entre 2 y 4
miembros. El porcentaje de agregacion fue de 19,2% (29/151) y la tasa de transmision
de 11,3%.

Con todo ello podemos afirmar que en nuestro entorno, durante los afos 2010 al
2012 y con la limitacién de que no se pudo recuperar todas las cepas estudiadas, el
80,8% (122/155) de los casos con cultivo positivo se debia a reactivaciones de

infecciones antiguas y el 19,2% (29/151) eran casos de transmision reciente.

De los 7 brotes que se habian sospechado por ECC, sdlo se confirmaron 5 por
epidemiologia molecular, al no poder recuperar en los otros dos brotes una de las dos
cepas de los pacientes que formaban el cluster. Pero, gracias a la aplicacion de la
técnica 15 MIRU-VNTR, se constatd que durante esos 3 anos, ademas de confirmar las

agrupaciones anteriores, se detectaron 7 brotes mas.

Pudimos conocer que los casos espanoles se agrupaban mas que los extranjeros,
21,2% (18/85) vs 16,7% (11/66). Del total de agrupaciones, 6 (50%) incluyeron
Unicamente pacientes espaioles; 3 (25%) estaban formadas soélo por extranjeros; y 3
(25%) fueron mixtas. De los 11 extranjeros, un 45,5% se encontraba en agrupaciones

mixtas y un 54,5% en agrupaciones formadas Unicamente por extranjeros.

El 27,3% de los extranjeros que se agruparon procedian de Marruecos, el 27,3%
de Rumania; el 18,2% de Pery; y los 3 restantes (27,3%) de Alemania, Ucrania e

Italia.

De los pacientes en cluster, el 58,6% eran hombres y el 41,4% mujeres. En cuanto
a la edad, 3 (10,3%) eran menores de 15 afos (2 de ellos con 6 meses y 1 afio
respectivamente); 22 (75,9%) tenian entre 15 y 59 afos; y 4 (13,8%) pacientes eran

mayores de 65 anos.

En el 93,1% de los casos la forma clinica fue pulmonar, mientras que en 2 casos

(6,9%) fue extrapulmonar, una ganglionar y otra pleural.

Ademas, indicar que las baciloscopias habian sido positivas en 21 (72,4%) de las

muestras y de las 8 (27,6%) negativas, 2 pertenecian a los casos de 6 meses y 1 afio;
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1 al paciente de la TB pleural; y otras 5 eran de casos con TB pulmonar (en uno de

ellos la muestra habia sido un lavado broncoalveolar).

Analizando si los pacientes agrupados eran poblacion de riesgo, se pudo constatar
que 7 (24,1%) de ellos si tenian esta caracteristica. Uno procedia de un centro
penitenciario; 3 padecian diabetes; 2 neoplasia; y, por Ultimo, un caso presentaba a la

vez alcoholismo y neoplasia. No hubo ningln caso de coinfeccién con el VIH.

De las 29 cepas, 8 (27,6%) mostraron resistencia a uno o a mas farmacos de
primera linea; 5lo fueronaHyas; 2as;y una presentd resistencia a S y a P. Esta
Ultima compartié patréon con una cepa totalmente sensible. Ninguno de los casos

agrupados presenté MR.

El primer cluster lo formaron 3 cepas sensibles a los cinco farmacos de primera
linea, pertenecientes a 3 casos de nacionalidad espafiola: una mujer de 82 afios con
TB ganglionar; y 2 hombres, de 40 y 34 afnos con TB pulmonar. Ninguno presentaba

factores de riesgo. Los 3 casos tenian la baciloscopia positiva.

El sequndo cluster fue una agrupacién mixta formada por 4 cepas de 4 pacientes,
sensibles a los 5 farmacos de primera linea: una paciente alemana de 59 anos, una
rumana de 29; y 2 espafoles con 69 y 46 afos. Todos ellos padecian TB pulmonar y
no tenian factores de riesgo. Tres casos tuvieron la baciloscopia positiva y uno

negativa.

El tercer cluster estuvo compuesto por 2 cepas resistentes a H y a S que
pertenecian a 2 casos de nacionalidad peruana: una mujer de 15 afos y un hombre de

16 con TB pulmonar. No presentaron factores de riesgo y los 2 casos eran baciliferos.

El cuarto clusterlo formaban 2 cepas, sensibles a los 5 farmacos, de 2 pacientes de
nacionalidad espafiola: un hombre de 20 afios y una mujer de 15, con TB pulmonar.

Tampoco tenian factores de riesgo y los 2 casos tenian la baciloscopia positiva.

El quinto cluster estuvo constituido también por 2 cepas sensibles, propias de 2
pacientes de nacionalidad espainola: 2 hombres de 42 y 54 afios con TB pulmonar. Uno
de ellos era poblacién de riesgo, puesto que procedia de un centro penitenciario, y el

otro referia simultaneamente neoplasia y alcoholismo. Ambos con baciloscopia positiva.

El sexto cluster fue una agregacidon mixta formada por 3 cepas sensibles de 3
pacientes: una mujer de 29 afos de nacionalidad rumana; una nifa de 6meses de
nacionalidad espafola; y un hombre de 46 afos también autdctono. Los tres casos
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fueron TB pulmonar y sin factores de riesgo. Los dos adultos fueron casos baciliferos,

mientras que la nifia tuvo la baciloscopia negativa.

El séptimo cluster estuvo formado por 2 cepas pertenecientes a 2 casos
extranjeros: una paciente de 13 afios de nacionalidad marroqui, con TB pleural; y que
presentd resistencia a Py a S; y el otro caso era un rumano de 43 anos con TB
pulmonar. En ambos casos sin factores de riesgo. El caso con TB pleural tuvo

baciloscopia negativa, mientras que la del caso con TB pulmonar fue positiva.

El octavo cluster constaba de 3 cepas resistentes a H y a S pertenecientes a: una
paciente de nacionalidad italiana de 50 afnos; un paciente ucraniano de 1 afo; y una
espafola de 44 anos. Los tres casos carecian de factores de riesgo, presentaban TB

pulmonar, dos con baciloscopia positiva y el nifo la tuvo negativa.

Por lo que se refiere al noveno cluster, cabe sefalar que agrupaba a 2 cepas
resistentes a S pertenecientes a 2 pacientes de nacionalidad espafiola, con TB
pulmonar: una mujer de 32 afios sin factores de riesgo y con baciloscopia positiva; y

un hombre de 66 afos, diabético y con baciloscopia negativa.

El décimo cluster lo constituyeron 2 cepas sensibles a los 5 farmacos
pertenecientes a 2 pacientes espafoles, con TB pulmonar: 2 hombres, uno de 40 afios

con diabetes, y el otro de 32 afios con neoplasia, ambos con baciloscopia positiva.

El undécimo cluster estuvo formado por 2 cepas sensibles pertenecientes en
ambos casos a marroquies con TB pulmonar: 2 hombres de 43 y 53 afios, sin factores
de riesgo de padecer TB y ambos con baciloscopia negativa, uno de ellos considerado

probable caso indice.

Por Ultimo, el duodécimo cluster lo integraron 2 cepas sensibles a los 5 farmacos
pertenecientes a 2 pacientes de nacionalidad espafiola y con TB pulmonar: una mujer
de 46 afos, con diabetes y baciloscopia positiva; y un hombre de 78 afios, con

neoplasia y que no era bacilifero.

En las Figuras 19 a 24 se muestran detalladamente todas las agrupaciones
procedentes del arbol de minima expansion, donde se puede ver el nimero de cepa y
el ano de aislamiento. Ademas, en el pie de Figura se indica la sensibilidad de las cepas

y la nacionalidad, el sexo y edad de cada paciente.
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Figura 19: Representacion del 1°" cluster formado por 3 cepas sensibles a todos los farmacos
pertenecientes a 3 pacientes de nacionalidad espafiola; 1 mujer y 2 hombres; y
edades de 82, 40 y 34 afios.
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Figura 20: Representacion del 2° cluster formado por 4 cepas sensibles a todos los farmacos
pertenecientes a 4 pacientes, 1 con nacionalidad alemana, 1 rumana y 2 espafiola;

2 mujeres y 2 hombres; y edades de 59, 29, 69 y 46 aiios.
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Figura 21: Representacion del 3% cluster formado por 2 cepas resistentes a H y a S,
pertenecientes a 2 pacientes de nacionalidad peruana; 1 mujer y 1 hombre; y

edades de 15 y 16 afios.
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Figura 22: Representacion del 4° cluster formado por 2 cepas sensibles a los 5 farmacos de 12
linea, pertenecientes a 2 pacientes de nacionalidad espafiola; 1 hombre y 1 mujer;

y con edades de 20 y 16 afios.
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Figura 23: Representacion del 5° cluster formado por 2 cepas sensibles a los 5 farmacos de 12

linea, pertenecientes a 2 pacientes de nacionalidad espanola, 2 hombres; y edades

de 42 y 54 afos.
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Figura 24: Representacion del 6° cluster formado por 3 cepas sensibles a los 5 farmacos de 12
linea, pertenecientes a 2 pacientes de nacionalidad espafola y 1 rumana; 2

mujeres y 1 hombre; y edades de 25 afios , 6 meses y 46 afos.
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Figura 25: Representacion del 7° cluster formado por 2 cepas una de ellas resistentea Sy a P

y la otra sensible a los 5 farmacos de 12 linea, pertenecientes a 2 pacientes una de

nacionalidad marroqui y otro rumana; 1 mujer y 1 hombre; y edades de 13 y 43
anos.
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Figura 26: Representacion del 8° cluster formado por 3 cepas resistentes a H y a S,

pertenecientes a 3 pacientes de nacionalidad italiana, ucraniana y espafola; 2
mujeres y 1 hombre; y edades de 50, 44 y 1 afios.
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Figura 27: Representacion del 9° cluster formado por 2 cepas resistentes a S, pertenecientes a

2 pacientes de nacionalidad espafola; 1 mujer y 1 hombre; y edades de 32 y 66

anos.
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Figura 28: Representacion del 10° cluster formado por 2 cepas sensibles a los 5 farmacos,
pertenecientes a 2 pacientes de nacionalidad espafiola; 2 hombres; y edades de 40

y 32 afios.
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Figura 29: Representacion del 11° cluster formado por 2 cepas sensibles a los 5 farmacos,
pertenecientes a 2 pacientes de nacionalidad marroqui; 2 hombres; y edades de
43 y 53 afios.
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pertenecientes a 2 pacientes de nacionalidad espafola; 1 mujer y un hombre; y

edades de 46 y 78 afios respectivamente.
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En las 151 cepas estudiadas, se identificaron 122 (80,8%) patrones huérfanos que
correspondian a 77 (63,1%) pacientes varones y 45 (36,9%) mujeres. Unicamente 2
(1,6%) casos en menores a 15 afos presentaron patrén Unico, mientras que los
mayores de 65 anos lo hicieron en un 11,5% (14/122). Al analizar la nacionalidad, se
observd que un 54,9% (67/122) eran espafoles; un 27,9% (34/122) eran rumanos; un
7,4% (9/122) marroquies; un 4,9% procedia de Centro y Sudamérica; y, por ultimo,
también un 4,9% procedian otros paises. El 28,7% (35/122) presentaba algun factor

de riesgo.

Por lo que se refiere a las formas clinicas, el 85,4% (104/122) padecian TB
pulmonar; 7,4 % (9/122) TB ganglionar; 4,9% (6/122) TB pleural; y el resto, un 2,5%
(3/122), fueron pacientes uno con una TB urinaria, otra peritoneal y otra endometrial.
Ademas, cabe sefialar que las baciloscopias fueron positivas en un 57,4% (70/122) de
los casos y un 13,1% (16/122) de las cepas presentaron resistencias a uno o mas
farmacos de primera linea. Un 3,2% (4/122) lo fuerona Hy a S; un 3,2% (4/122) a H;
un 1,6% (2/122) a S; un 1,6% (2/122) a P; y 1 cepa (0,8%) fue resistente a Sy a P.
Cabe destacar que en este grupo un 2,5% (3/122) eran TB MR.

Cuando comparamos las caracteristicas de los pacientes que estaban agrupados
con los que presentaron patrones huérfanos, observamos que el porcentaje de mujeres
en el primer grupo era algo superior (41,4% vs 36,9%). Sin embargo, la proporcién de
extranjeros es mayor en el grupo de patrones Unicos. En el grupo de pacientes en
cluster, los marroquies y rumanos mostraron la misma proporcion (27,3%), mientras
que en el de patrones Unicos fue muy superior la de los rumanos con un 27,3% vs un
7,4% de los marroquies. Hubo un porcentaje mas elevado de casos menores de 15
afnos dentro del grupo en cluster (10,3%), mientras que en el otro la proporcion fue de
un 1,6%. Sin embargo, la relacién fue muy similar en los pacientes mayores de 65
anos (13,8% vs 11,5%). Los casos con patrones Unicos presentaron con mas
frecuencia factores de riesgo de padecer TB (28,7% vs 20,7%). Una mayor proporcion
de casos con TB extrapulmonar (14,6% vs 6,9%) mostraron patrones huérfanos y el
porcentaje de casos con baciloscopia positiva fue mayor en las agrupaciones (72,4%
vs 57,4%). Respecto a las cepas resistentes, la proporcidon fue mayor en los pacientes
en cluster (27,6% vs 13,1%).
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Este trabajo es el primero realizado en la provincia de Castelldon que relne los
principales aspectos de la TB. Describe las caracteristicas clinico-epidemioldgicas y
microbioldgicas de los casos diagnosticados con cultivo positivo, detalla la frecuencia
de resistencias de M. tuberculosis frente a los farmacos de primera linea, y analiza los
patrones de transmisidon de la TB mediante tipificacion molecular, utilizando la técnica

15 MIRU-VNTR por primera vez en nuestra provincia.

Este capitulo esta dedicado a discutir los resultados obtenidos en la presente Tesis.
Para ello, y con la finalidad de aportar claridad a la discusién, hemos considerado
oportuno en primer lugar, comparar nuestros resultados con los obtenidos en trabajos
previos realizados en nuestra provincia; y posteriormente, con los de otros estudios
similares llevados a cabo por autores a nivel nacional y en otros escenarios geograficos
de Europa y de otros paises fuera de Europa. Nuestra intencion es detallar, de una
forma clara y precisa, cdmo ha evolucionado la TB en Castellon y situarnos dentro del

panorama que esta enfermedad supone como problema de Salud Publica.

5.1.- Sobre la evolucion epidemioldgica y clinica de la tuberculosis

En la provincia de Castelldn se produjo una tendencia decreciente en la tasa de
incidencia de TB, que pasé de 18 por 10° habitantes en el afio 2008 a 9,6 por 10° en el
afo 2012 (Generalitat Valenciana. Conselleria de Sanitat, 2009, 2013). Con respecto a
las tasas notificadas para la provincia en la década de los 90, que era del orden de 27
por 10° habitantes, supone una reduccién de casi una tercera parte (Moreno et al,
1996).

En Espafia, la tasa de 18,4 por 10° habitantes en el afio 2008 (Rodriguez et al.,
2009) pasé a ser de 13 casos por 10° en el 2012 (CNE, 2013).

El ECDC, en el afio 2008, describe una tasa media de 16,7 casos por 10° habitantes
(ECDC, 2010) y en su ultimo informe Tuberculosis surveillance and monitoring in
Europe 2014 (ECDC, 2014), notificd una tasa media de incidencia para la UE de 13,5
por 10° en 2012, con un rango que iba de 3,4 casos por 10’ de Islandia, a los 85,2 por

10’ habitantes de Rumania.

Estos datos muestran que también en Espafa, y en Europa, en este mismo periodo
(2008-2012), la incidencia de TB ha disminuido aunque no de una manera tan notable

como la ocurrida en Castelldn, donde la tasa se redujo casi a la mitad (de 18 a 9,6).
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Durante los 5 anos del estudio, se diagnosticaron 320 casos de TB con cultivo
positivo. Se considera que nuestra serie representa la situacion real de la TB en la
provincia, ya que supone el 82,7% de los casos declarados. La distribucién de casos
por ano fue la siguiente: 74 en el afio 2008; 83 en el 2009; 66 en el 2010; 56 en el
2011; y 41 en el afio 2012. El nimero de casos con cultivo positivo ha ido

disminuyendo de forma paralela a la incidencia, como era de esperar.

En nuestra provincia, gracias a los trabajos realizados de forma conjunta por un
grupo multidisciplinar formado por neumologos, microbidlogos y epidemidlogos, se ha
podido analizar cdmo ha ido evolucionando la TB desde el afio 1992 (Moreno et a/.,
1996; Marin et al., 2000; Tirado et al., 2006; Gil et a/., 2011).
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Figura 26: Tendencia en el nimero de casos de TB con cultivo positivo desde el afio
1992 al 2012 en la provincia de Castelldon.

Marin et al. (2000) diagnosticaron, en el periodo de 1992 a 1998, 532 casos de TB
con cultivo positivo. En los dos primeros afos se registraron 66 y 54 casos,
respectivamente, numeros similares a los del final de nuestro estudio. Sin embargo, a
medida que avanzaron los afios, los autores informaron de un nimero de casos mas
elevado que en nuestra serie: 95 en 1994; 88 en 1995; 81 en 1996; 78 en 1997; y 70
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en 1998. El periodo siguiente, de 1999 hasta el 2003, fue revisado por Tirado et al.
(2006). En éste se detectaron 644 casos: 89 casos en el afio 1999; 55 en el 2000; 66
en el 2001; 64 en el 2002; y 65 en el 2003. En ese estudio ya se observaba como los
casos de TB comenzaban a disminuir. Gil ef a/ (2011) describen que en el periodo
siguiente, de 2004 a 2007, se diagnosticaron 301 casos: 63 en el 2004; 85 en el 2005;
80 en el 2006; y 73 en el 2007. Durante este espacio de tiempo no hubo una

tendencia definida (Figura 26).

En los Ultimos afios, los cambios en la tasa de incidencia van muy unidos al
problema de la inmigracion y la TB se encuadra dentro del contexto que supone la
globalizaciéon (Paliceo, 2005). En Espafa, al igual que en otros paises europeos, el
incremento de la TB relacionada con el fendmeno migratorio se detecta en menor o
mayor grado en todas las comunidades auténomas, soportando un mayor peso
aquellas que presentan una mayor concentracion de inmigrantes (Molina-Salas et al.,
2014). Nuestra provincia también se ha visto inmersa en este fendmeno. En el periodo
estudiado, la poblacién extranjera representaba el 43,7% (140/320) de los casos de TB
con cultivo positivo, siendo las nacionalidades mas frecuentes la rumana, con una
proporcion del 57,1%, y las procedentes del norte de Africa, con un 25,1%. Tirado et
al. (2006), ya comentaban la influencia que supuso la inmigracién en la evolucion de la
TB en Castellon, al resefiar que, en el periodo 1995-2003, la poblacién extranjera habia
aumentado del 3,8% en el aifo 1995 al 33,8% en el 2003. El pais de donde procedia la
mayoria de los pacientes era Rumania (36,9%), al igual que en nuestra serie. Marin et
al. (2010), en un trabajo sobre lo que suponia la inmigracién desde Rumania en
nuestra provincia, describen como durante el periodo 2004 al 2007 los casos de TB en
espaioles fueron disminuyendo de un 71,4% a un 53,1%. Sin embargo, la proporcién
de extranjeros aumentd de un 28,5% en el 2004 a un 46,9% del total en 2007. En ese

periodo, el 64% de la poblacidn extranjera con TB también era rumana.

Con todo lo sefialado, queda patente cdmo el impacto de la inmigracién ha influido
en la dindmica de la TB en nuestra provincia. Todo ello ha ocurrido sobre todo, a
expensas de la poblacion rumana, que en el afio 2008 suponia el 8,7% de la poblacién
total en la provincia de Castellon y que fue llegando de forma masiva debido a la
amplia oferta de trabajo que habia en el campo de la construccion, servicio doméstico

y ceramica (Marin et al., 2010).
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La inmigracion ha influido mas en unas zonas que en otras de nuestro pais. Segun
refieren Molina-Salas et al. (2014), durante los afios 2004 al 2009 en el Area III de
Salud de la Region de Murcia la proporcién de poblacidon inmigrante de los casos con
TB era del 67,9%, muy superior a la detectada en nuestra provincia. Sin embargo,
Ballesteros et al. (2014) describen, que en dos areas urbanas de Cataluia, durante los
anos 2001 al 2011, la poblacion extranjera supuso el 36% del total de los casos de TB,
cifras algo inferiores a las recogidas en nuestra provincia. En el Area de Salud Sur de
Granada, zona receptora de poblacidn inmigrante procedente de paises con alta
incidencia de TB, se resefia que durante el periodo 2003-2010 ésta fue del 22,6%,
pasando de ser menos de un 5% en el 2003 a un 50% en el 2010 (Morales-Garcia et
al.,, 2015), observandose la misma influencia que en Castelldn ha tenido el fendmeno

migratorio en la evolucion de la TB.

El Centro Nacional de Epidemiologia publicé que el 31,2% de los casos de TB en el
ano 2012, correspondian a personas nacidas fuera de Espafa (CNE, 2013). Los autores
refieren que el niUmero de extranjeros respecto del total de casos de TB varia mucho
entre las diferentes comunidades auténomas: La Rioja (49%), Murcia (47%) y
Catalufia y Madrid (con un 46% cada una) que son las que presentan mayor
proporcién; destacan que Extremadura y Galicia son las que tienen un menor nimero
de extranjeros (1% y 7%, respectivamente). La proporcién de nacidos fuera de Espana
para la Comunidad Valenciana estaria sobre un 32,5%, inferior a la de nuestra

provincia para ese mismo afo.

Cuando se analiza la evolucién de los casos declarados segun el pais de nacimiento,
en el periodo 2005-2012, se observa como el nimero de casos ha ido aumentando
hasta el afo 2008, posiblemente debido a la mejora en la recogida de la informacion, y
que, a partir de ese afo, hay un descenso en ambos grupos, menos acusado en el

grupo de extranjeros (CNE, 2013).

Hay que tener en cuenta, cuando se trata sobre datos de TB e inmigracidon en
Espafa, que hasta el afio 2004 existian lagunas en la informacién en lo referente al
nimero de casos declarados en personas nacidas fuera de Espafia (Chaves & ffiigo,
2007). Parece ser que no habia una adecuada conexién entre los registros
autondmicos y las bases de datos de ambito nacional. En el afo 2004, el CNE, en su
Boletin Epidemioldgico, informaba que de los 7.766 casos de TB, 787 (10,1%)

correspondian a personas nacidas fuera de Espafa. Sin embargo, en ese mismo afio
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tres comunidades auténomas notificaron un total de 964 casos de TB en extranjeros, lo
cual permitia comprobar que los registros no estaban completos. Afortunadamente
este problema ha sido subsanando con los afos, y cada vez las comunidades
auténomas cumplimentan mejor las variables de declaracién de la TB, tal y como
puede observarse en el Informe Epidemioldgico sobre la situacion de la tuberculosis en
Espana (CNE, 2013).

En un estudio multicéntrico, realizado entre el 1 de enero del 2006 y 31 marzo del
2007, en el que participaban 53 hospitales espafioles, Garcia-Garcia et al (2011)
referian que de los 1.500 pacientes con TB, un 29,7% eran extranjeros procedentes
mayoritariamente de Rumania (13,9), Bolivia (13,5%), Marruecos (11,5%), Pakistan
(9,5%), Ecuador (7,5%), Senegal (4,6%), Colombia (4,4%) y Peru (4,4%). La
proporcidon de extranjeros de este trabajo es bastante inferior a la nuestra, que en el
2008 era del 40,5%. El porcentaje de casos procedentes de Rumania, aun siendo la

nacionalidad extranjera mas prevalente, era muy inferior a la nuestra (63%).

Si nos centramos en las caracteristicas de los pacientes con TB de nuestra serie, el
65% eran hombres y el 35% mujeres, siendo la razén hombre/mujer de 1,9. En los
estudios previos realizados en Castellén, la proporcion de hombres fue del 76,9% en el
periodo 1992-1998 y la razén era 3,3 (Marin et al, 2000); del 69,6% en el periodo
1995-2003 (Tirado et al.,, 2006); y del 67% durante los afos 2004-2007 (Gil et al.,
2011). Observamos como a lo largo del tiempo, la TB sigue siendo mas frecuente en
hombres, aunque la proporcién de casos en mujeres ha ido aumentando en nuestra

provincia.

El porcentaje en nuestra serie es similar a la descrita en Madrid por Alvarez-Castillo
et al. (2011), para el periodo 1999-2004, en el que el porcentaje de hombres fue del
62,1%, vy al referido por Giménez Duran et al. (2011), en las Islas Baleares del 63,7%.
En un estudio multicéntrico de 32 hospitales espafioles realizado durante los afos
2010-2011, la razdn fue 2,1 (Blanquer et al., 2015).

Todos estos datos coinciden con los factores epidemioldgicos resefiados en la
literatura, donde se afirma que los hombres tienen mayor riesgo de enfermar, sobre

todo a partir de determinadas edades (Caminero, 2003).

La media de edad de nuestros pacientes fue de 32,4 afos (rango etario: 0 - 91). El

grupo mas afectado, representando el 60,6% del total, correspondidé a los adultos
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jévenes; un 4,6% de los casos fueron en poblacion infantil; y un 12,2% en mayores de

65 anos.

Al contrastar nuestros datos con los publicados anteriormente en nuestra
provincia, vemos que en el periodo 1992-1998 la edad media de los pacientes con TB
fue superior a la nuestra (40,7 afnos), y que también la mayoria de los casos (55,4%)
se concentrd entre los 15 y 44 afios; un 4,2% fueron menores de 14 anos; y el
porcentaje en el grupo de mayores de 65 afios fue mas alto (18,3%) (Marin et al.,
2000). En el estudio realizado por Tirado et a/. (2006) durante los afios 1995-2003, los
pacientes tenian una edad media de 40,5 afios, también superior a la de nuestra serie;
el 60,9% se concentrd en el grupo de edad entre 15 y 44 afios; un 3,9% eran menores
de 15 afios; y un 15,5% eran mayores de 65. De 2004 a 2007, segun sefalan Gil et al.
(2011), la edad media de los casos con TB fue de 42 afos; un 65% tenian entre 16 y
45 afos; un 2% era poblacién infantil; y no podemos conocer cuantos eran mayores
de 65 afios puesto que estos autores analizaron los grupos de edad entre 46 y 75 afos

con un 25% de casos y mayores de 75 afos con un 8%.

La media de edad de los casos de TB en Castelldén, segin nuestra experiencia, ha
ido disminuyendo a lo largo del tiempo, aunque el grupo en el que se dan la mayoria
de los casos sigue siendo el de adultos jévenes (15-45 afios), al igual que ocurre en
otras series de nuestro pais (Alvarez-Castillo et a/, 2011; Molina-Salas et al., 2014;
Blanquer et al, 2015; Morales-Garcia et al, 2015). En los mayores de 65 anos, en
nuestra provincia, el nimero de casos ha ido disminuyendo, mientras que en la

poblacién infantil desde el afio 1992 ha ido oscilando.

A nivel nacional, segin el informe del afo 2012 (CNE, 2013), también se
concentran la mayoria de los casos de TB (48,9%) en el grupo de 15-44 afios. Sin
embargo, la proporcién de pacientes mayores de 65 afos es mayor que la nuestra
(20,5%). El porcentaje de menores de 15 afos fue de 6,3%, un poco mas alta que

nuestra serie.

Segun se sefala en el informe europeo (ECDC, 2014), la mayoria de los casos
nuevos (44%) se concentrd en el grupo de edad de entre los 25 y 44 aios, siendo del
35,7% en los paises de la Unidon Europea (UE/EEE) y del 45,7% en los paises no
UE/EEE. La poblacién infantil, en la UE/EEE, representd un 4,7% del total en el afio
2012. Sin embargo, cabe senalar que la tendencia, durante el periodo 2006-2010, en

toda la regidn europea, de la notificacion global de TB en nifios disminuyd en un 10%.
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Desde la mitad la década de los 80, los adultos jovenes han sido el grupo de edad
mas afectado, en gran parte debido a los enfermos con infeccidon por VIH. No obstante,
y aunque los casos de VIH han disminuido, el predominio en este grupo etario se
mantiene debido al incremento de los casos de TB en el colectivo inmigrante (Balagué
et al., 2002).

De las encuestas epidemioldgicas de las que se recogieron los factores de riesgo
para desarrollar TB, se pudo conocer que el 29,4% de los casos presentaba al menos
un factor de riesgo (FR). El alcoholismo, como Unico FR o asociado a otros, se presentd
en el 17,2% de los pacientes, siendo el mas frecuente. los pacientes con infeccion por

VIH representaron el 7,8% y un 5% de los casos tenian diabetes.

En nuestra provincia, la infeccién por el VIH en los enfermos tuberculosos fue, en
los primeros trabajos, del 23,9% en el periodo 1992-1998 (Marin et al., 2000), del
17,7% en el 1995-2003 (Tirado et al., 2006); y del 7,3% en los afios 2004-2007 (Gil et
al, 2011). Cabe sefalar que, en Castelldn, tras el elevado porcentaje de casos VIH
positivos registrados, al principio de los afos 90 se produce un descenso a partir de
1995, tendencia que se ha consolidado en afos sucesivos, llegando hasta el periodo
analizado en este trabajo a un 7,8%. Este descenso es atribuible a la instauracién de la
terapia antiretroviral de gran actividad (TARGA), a partir de la segunda mitad de los
anos 90, con la que se empezd a mejorar la situacion inmunitaria de los pacientes, con
lo que se ha conseguido reducir el desarrollo de la enfermedad tuberculosa en estos

pacientes (Campos et al., 2002).

Nistal et al. (2015), en un estudio multicéntrico, analizando la presencia de
infeccion por VIH en pacientes ingresados en nuestro pais por TB entre los afios 2001
y 2011, describen que el 15,9% de casos tenian infeccion por VIH. También resaltaban
que, a lo largo de los 10 afios del estudio, el porcentaje de coinfectados disminuyo de
un 19,8% en el 2001 a un 10,7% en el 2011. Ademas, Rojas-Marcos et al. (2015),
durante el mismo periodo, estudian la presencia de diabetes también en los pacientes
ingresados con diagndstico de TB y encuentran que un 8,1% de los pacientes tenian
esta enfermedad, observandose un fendmeno contrario al mencionado con el VIH, ya

que la proporcidon aumentd de un 6,8% en el 2001 a un 10,2% en el 2011.

Gonzalez-Moreno et al. (2013), en un hospital secundario, durante el periodo 2003-
2011, refieren que el 11% eran VIH; el 3,2% tenian diabetes; y el 2,4% alguna

neoplasia. En un estudio prospectivo realizado durante los afos 1997-2008 en el
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Hospital Ramdn y Cajal, se resefia como el porcentaje de pacientes VIH disminuyd del
26% en los afios 1997 a 2000 al 12% en los afios 2005 a 2008 (Fortun et a/., 2011).
Ademas se comenta otros factores de riesgo como el alcoholismo y diabetes, que
presentaron porcentajes similares a los de nuestro estudio con 13,5% y 8,6%,
respectivamente. En el informe nacional, se comunica que durante el afio 2012, de los
casos en los que se disponia de informacion acerca del estatus VIH en el momento del
diagndstico de TB, un 8,8% eran positivos (CNE, 2013).

El porcentaje de casos de TB hospitalizados en nuestro periodo (67,2%) ha
disminuido en relacién a los estudios previos realizados en nuestra provincia. De
hecho, Marin et al. (2000) refieren un 85,5% de hospitalizaciones de los pacientes con
TB en el periodo 1992-1998; y Tirado et al. (2006) un 80% durante 1995-2003. El
porcentaje continlia siendo elevado, teniendo en cuenta que la hospitalizacién deberia
eludirse, sobretodo en casos de TB respiratorias no complicadas (March, 1989;
Montes-Santiago et al, 2010). En Castellén, podria ser que este nimero elevado de
hospitalizaciones se deba a la ausencia de una consulta monografica de TB en nuestro
Departamento de Salud, como si existe entre otras provincias, como Barcelona (UITB,
1999), Mallorca (Gonzalez- Moreno et al, 2013), Sevilla (Toral et a/., 2000) y Madrid
(Soler et al, 2009). Esto hace que se siga hospitalizando mas de lo deseable ante la
necesidad de controlar que se realicen las pruebas diagndsticas necesarias, supervisar
la adherencia al tratamiento de pacientes problematicos y la necesidad de asegurarse

que se siguen las medidas de aislamiento.

Existen dos trabajos en Espafia, publicados en los ultimos afos, donde se analiza,
en uno de ellos, la epidemiologia de las hospitalizaciones por TB en nuestro pais
(Culqui et al, 2015) y, en el otro, el coste de éstas (Montes-Santiago et al,, 2010). En
el primero se comenta como la tasa nacional de hospitalizacién por TB se redujo de
16,44 casos por 10° habitantes en el afio 1999 a 12 por 10° habitantes en el afio 2009.
Las comunidades auténomas que mostraron valores mas elevados en el afio 2009
fueron Melilla y Ceuta, con tasas de 35,49 y 33,06, respectivamente, y las
comunidades auténomas que, por el contrario, presentaron tasas de hospitalizaciones
mas reducidas fueron Canarias, Andalucia y Navarra con 5,75, 9,60 y 9,89 por 10°
habitantes respectivamente. La Comunidad Valenciana, en ese mismo afio, no presentd
una tasa muy elevada, ya que fue del 10,80. En el segundo trabajo, sobre los costes,
los autores comentan que las TB respiratorias hospitalizadas constituyeron el 80,4% de

todas las TB respiratorias declaradas por el Sistema EDO en el periodo 1999-2006, si
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bien es cierto que se produjo un descenso medio anual en esos anos del 3%. En el afio
2006, el gasto de estas hospitalizaciones supuso 30,8 millones de euros. Teniendo en
cuenta que bastantes ingresos hospitalarios fueron innecesarios, se podria haber

evitado esa carga econdmica y sanitaria para nuestro pais.

Esta misma reflexion nos hacemos los responsables del diagnostico, tratamiento y
control de la TB en Castelldon y, aunque en los Ultimos 20 afos haya habido una
reduccion en el nimero de hospitalizaciones, deberiamos intentar, en la medida de lo

posible, reducir ain mas estos ingresos evitables.

Por lo que se refiere a las formas clinicas, el 87,2% de nuestra serie presentaba TB
pulmonar y el 12,8% extrapulmonar (EP). La forma EP predominante fue la ganglionar
(5,9%), seguida de la pleural (2,5%) y genitourinaria (2,5%). Se dieron 3 casos
(0,9%) de TB osteoarticular y 2 (0,6%) de TB miliar.

Analizando los datos de la TB segln la localizacién anatdmica, en las distintas
publicaciones realizadas en nuestra provincia, observamos que, durante el periodo
1992-1998, la proporcidon de TB pulmonar fue de un 90,8% y la de la EP de un 9,2%,
sin especificar localizacion anatdomica en estas Ultimas (Marin et al, 2000). En el
trabajo realizado durante 1995-2003 no se especifica localizacién de la TB y en el
Ultimo, realizado durante el periodo 2004-2007, Gil et al (2011) sélo analizan la
poblacion que estd en cluster y de ésta mencionan que un 88% de los pacientes
presentaba TB pulmonar; un 6,1% pleural; un 3,5% linfatica; y el 1,8% meningea. Al
comparar nuestros datos con los del primer periodo, vemos que la proporcion de TB

extrapulmonar en nuestra serie ha sido superior, de un 12,8%.

En nuestra provincia estamos muy por debajo del porcentaje de TB EP observado a
nivel nacional, en torno a un 30% desde el afio 2007, y que apenas ha variado a lo

largo de los afios, al contrario de lo que ocurre con la TB respiratoria (CNE, 2013).

En otros estudios realizados en nuestro pais, las proporciones de TB EP son mucho
mayores. En Asturias de un 38,7% (Servicio de Vigilancia epidemioldgica de Asturias,
2013), mientras que en Mallorca, durante el periodo 2003-2011, la proporcion de TB
EP diagnosticadas fue de un 33,8% (Gonzalez-Moreno et a/., 2013).

Segun los datos reportados por el ECDC, en el afio 2012 en los paises de la
UE/EEE, la localizacion EP tuvo un promedio del 13%, muy similar a la nuestra. Sin

embargo, 10 paises informaron cifras superiores, mas de un 30% de sus casos de TB
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tenian localizacion EP y 3 de ellos con un porcentaje superior al 40%, como Holanda
(48,6%), Reino Unido (46,8%) y Suecia (40,3%).

5.2.- Sobre el estudio de sensibilidad

El estudio de sensibilidad fue realizado a las 320 cepas aisladas, resultando
resistentes el 13,5% (41/320) de los aislamientos. Nuestro porcentaje fue muy
superior a los referidos en los estudios previos de nuestra provincia, ya que Marin et al.
(2000) refieren una resistencia del 4,7%, siendo un 3,9% en casos no tratados
previamente y un 11,1% en casos con tratamiento previo. En cambio, Tirado et al.
(2006) sefialan que un 5% de los casos presento resistencia a uno 0 mas farmacos, un
4,6% era resistencia inicial (no tratados previamente) y un 6,7% en casos previamente

tratados.

En los estudios anteriores, el porcentaje de resistencias siempre fue mayor en
casos con tratamiento previo. Sin embargo, todas las resistencias del presente trabajo,
como ya se ha comentado, se detectaron en pacientes que no habian sido tratados
previamente, ni siquiera en poblacion extranjera, lo que resulta especialmente
llamativo. Aunque este dato resulte sorprendente, nos consta que la fuente de
informacidn es fiable, ya que procede de las encuestas epidemioldgicas realizadas de
forma exhaustiva e individualizada. La desaparicion de las resistencias en casos
tratados previamente podria atribuirse a una mayor adecuacion de las pautas
terapéuticas y a un mejor cumplimiento de éstas. Y, por otro lado, la proporcién mayor
de resistencias globales descritas en nuestro estudio podria deberse al menor nimero

de casos de TB en dicho periodo.

Desde el afio 2008 al 2012, la resistencia global frente a H fue de un 8,1%
(26/320), muy superior a la descrita en los primeros afos, 1992 a 1998, por Marin et
al. (2000), que fue de un 3%, y a la referida por Tirado et a/. (2006) durante 1995y
2003, que recoge una resistencia a H del 4,3%. Hay que hacer notar que en el afio
2010 la resistencia a H fue del 16,7%, cifra, nunca antes observada, en nuestra
provincia, lo que ha contribuido a elevar el porcentaje total de nuestra serie. Este
elevado porcentaje de resistencia a H se debid a la existencia de 2 brotes, detectados
tras la realizacion de la técnica de epidemiologia molecular, uno de 2 miembros y otro

de 3, con cepas resistentesa Hy a S.
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De nuestras cepas, un 2,2% mostraron TB-MR y un 1,9% de éstas eran resistentes
a los 5 farmacos de primera linea. Este porcentaje es algo mas elevado a los descritos
previamente en nuestra provincia, ya que se obtuvo un 1,1% (Marin et a/., 2000), un
0,5% (Tirado et al., 2006) y un 1,4% (Marin et al., 2010).

Para comparar con los datos nacionales, proporcionados en el Informe
Epidemioldgico de la TB en el afio 2012 (CNE, 2013), debemos tener en cuenta que los
datos no son extrapolables al total de casos de toda Espafia, ya que las cepas que se
reciben en el CNM no proceden de todas las comunidades autonomas. De las 871
cepas que recibieron, 50 (5,74%) fueron resistentes a H, dato muy inferior al nuestro.
Por otra parte, en el Estudio RETUBES (Blanquer et al, 2015), un trabajo prospectivo
multicéntrico de pacientes con aislamiento de M. tuberculosis y antibiograma a
farmacos de primera linea, en el que participaban 32 hospitales espaioles durante los
anos 2010 y 2011, los autores refieren una resistencia global del 9,2%, del 6,7% a H,
y que un 1,9% de los pacientes tuvo TB-MR, estos datos también son inferiores a los

nuestros.

En un trabajo sobre la TB resistente en Castilla y Ledn realizado durante el periodo
1996 a 2000 (Alberte-Castineiras et al, 2006), también de 5 afos, se refieren unas
resistencias muy inferiores a las de nuestro estudio: del 3,8% a cualquier farmaco de
primera linea; del 1,9% a H; y 1 caso (0.1%) de TB-MR. Todas estas resistencias eran
en casos no tratados previamente, como en nuestro trabajo. Esa misma comunidad
(Alberte-Castineiras et al, 2010), durante los afios 2000 a 2005, cifra sus resistencias
globales en un 4,2%; un 3,2% a H; y 0,1% TB-MR.

En Mélaga, en un estudio de resistencias que se realizd a 465 cepas procedentes de
diferentes centros hospitalarios de la provincia, se obtuvo una resistencia aislada a H
del 6,5%; a R del 1,3%; a S del 5,5%; a E del 0,4%; y a P del 5,8%. El 1,1% fueron
TB-MR; el 2,2% presentaron resistencia combinada a I+S; y el 0,4% a I+E. Entre los
pacientes que recibieron tratamiento previo, encuentran una resistencia a H del

10,7%, mientras que en los que no lo tomaron fue del 7,2% (Montiel et a/, 2011).

Segun sefialan Cucurrull et a/ (2011), en un estudio amplio realizado entre los afios
1996 a 2009 en la provincia de Girona, en los que se identificaron 1278 cultivos
positivos, el 6,4% presentd resistencia a uno o mas farmacos de primera linea y el
89% eran casos no tratados anteriormente. En Zaragoza, durante el periodo 2000 a

2012, en uno de los hospitales de referencia de la provincia se aislaron 758 cepas, de
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las que un 11,5% fueron resistentes y un 0,92% mostraron MR (Garrido et a/., 2013).
Otro estudio, que abarca 12 afos (2001 a 2012), realizado en un hospital de Cérdoba,
muestra una resistencia a H de 7,2%; a S del 3,5%; a R del 3,4%; a P del 1,8%; a E
del 1,1%; y un 1,8% de las cepas fueron MR (Gutiérrez et al.,, 2014). En Mallorca, en
el trabajo mencionado anteriormente sobre la experiencia de una consulta monografica
de TB, se dispuso del estudio de sensibilidad en 357 cepas, de las que un 4,8%
(17/357) mostraron resistencia a H, todas ellas pertenecientes a pacientes que no
habian recibido tratamiento previamente y el 1,1% (4/357) fueron TB-MR. De estas 4
MR, en 2 casos los pacientes si habian sido tratados previamente (Gonzalez-Moreno et
al., 2013).

Garcia-Rodriguez et al. (2011) sefialan que, en el Area Sanitaria de La Corufia
donde hay una consulta monografica de TB, los datos de resistencia son muy bajos.
Diagnosticaron 2.258 casos de TB desde 1991 hasta finales de 2010, con un 63,8% de
cultivos positivos y se realizd el estudio de sensibilidad Unicamente en el 58,8% de
ellos. En 726 casos sin antecedentes de tratamiento previo, las resistencias fueron del
0,7% a H; de 0.4% a R; y 0,8% a S. Ademas, en 122 casos tratados previamente, de
un 8,2% a H, de 49% aR,de0,8% a S, y el 2,4% fueron cepas TB-MR. El periodo

analizado no es comparable, ya que este estudio abarca 20 anos.

En general, los porcentajes de resistencia publicados en otros estudios son
inferiores a los obtenidos en la provincia Castelldn y nos llama especialmente la
atencion la resistencia aislada a R y E, recogida por estos autores, ya que en nuestro

caso no se detectd ninguna.

En nuestros pacientes, pudimos comprobar que la DR-TB fue algo mas elevada en
poblacion extranjera (15,7%) que en espafioles (10,6%). Esta proporcion de DR-TB,
mas prevalente en inmigrantes, se recoge por primera vez en Castellén en el trabajo
de Tirado et al (2006), en donde la diferencia de resistencia entre espafioles y

extranjeros, en aquel periodo, era mucho mas acusada, (3,7% vs 13,1%).

Rodrigo et al. (2010) también comunican esta diferencia en los resultados de un
trabajo prospectivo de cohorte a nivel nacional, donde se analizan las caracteristicas
diferenciales de la TB en inmigrantes en Espafa. Desde enero del 2006 al 31 de
diciembre del 2007. Los autores reflejan que la resistencia total de las cepas a algun
farmaco en la poblacién autdctona fue del 7,9%, frente al 18,3% en inmigrantes. Otro

articulo, presentado por Ballesteros et a/ (2014), en el que se describen las
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caracteristicas de la tuberculosis en inmigrantes y autdctonos en dos hospitales de
Catalufia, muestra también esta mayor proporcién de resistencias (9,2% vs 5%) en la
poblacién extranjera. En el Area Sur de Granada, Morales-Garcia et al. (2015), sefalan
que la poblacion extranjera mostrd un porcentaje superior al de los espafoles (7,5%
vs 5,8%).

Existen otros trabajos donde no hubo diferencia en las resistencias entre la
poblacién inmigrante y la autdctona (Gonzalez-Moreno et al, 2013) y otros donde el
porcentaje de resistencias fue superior en espanoles que en extranjeros (77% vs
23%)(Garrido et al., 2013).

5.3.- Sobre la caracterizacion molecular

En el presente trabajo se ha llevado a cabo la caracterizacidon molecular de 151
cepas de M. tuberculosis de las 163 que habian sido aisladas durante los afios 2010 a
2012. Se planted analizar 3 afios, ya que la duracidn de un estudio de epidemiologia
molecular no debe ser inferior a 2 afios, para no interpretar erroneamente un patron
Unico de DNA como una reactivacion enddégena (Seidler et al., 2004; Garcia-Pachén &
Rodriguez, 2005).

De estas 151 cepas, el 56,3% pertenecian a pacientes espafioles y el 43,7% a
casos de nacionalidad extranjera. Para la caracterizacion molecular se utilizd un set de
15 loci MIRU-VNTR disefiado por Supply et al. (2006).

Se realizd un primer anadlisis tras amplificar el DNA de las cepas mediante
electroforesis capilar, y cuando no se obtuvo resultado, se repitid el analisis mediante
electroforesis en gel de agarosa; lo que ocurrié en el 22% (503/2265) de las
determinaciones realizadas. La necesidad de utilizar otra técnica pudo deberse a que
no partimos de DNA purificado, lo que pudo suponer alguna limitaciéon en algin locus.
El DNA se extrajo mediante un procedimiento de lisis térmica de acuerdo con el

protocolo de varios autores (Allix et al., 2004; Alonso-Rodriguez et al., 2009a).

Segun nuestra experiencia, los loci que fallaron mas fueron el VNTR 4156, el VNTR
4052 vy, por ultimo, el MIRU 42. En un estudio multicéntrico en el que participaron 37
laboratorios de 30 paises (23 de Europa, 4 situados en Asia, 1 en Oceania, 1 en Africa
y 8 en América), se mostraban los resultados tras la tipificacion mediante MIRU-VNTR
de 30 muestras de DNA extraidas de 20 cepas de M. tuberculosis (10 de ellas eran de
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la misma cepa) con el fin de conocer la reproducibilidad intra e inter-laboratorios (de
Beer et al, 2012). Los participantes dieron a conocer que los loci que mas fallaban
eran: los VNTR 4052 y 4156, y los MIRU 31 y 42 por este orden. Nuestro datos
coinciden con los de estos autores excepto para el MIRU 31, que sdélo requirid
electroforesis en gel de agarosa en un 4,6% (7/2265) de las determinaciones, y el
VNTR 4156, que no funciond mediante electroforesis capilar, teniendo que realizar el
100% de las cepas por electroforesis de agarosa e incluso redisefar los cebadores

basandonos en la bibliografia (de Beer et al., 2014).

En la presente investigacion, con el método 15 MIRU-VNTR, se reportd un elevado
poder de discriminacion del 0.998, similar al obtenido por Alonso-Rodriguez et al.
(2008), de un 0.995; al reportado en Uganda por Nabyonga et a/ (2011) del 0,996; y
superior al informado por Sola et a/ (2003), de un 0.988, y por Nikolaevskii et al.
(2005), que fue de un 0.747.

Cuando analizamos los indices de discriminacion de diferentes loci vemos que, en
particular, 9 de ellos mostraron un indice de discriminacién elevado y fueron: los MIRU
10, 26, 40 y los VNTR 577, 2401, 3690, 2163b, 1955 y 4052. Hubo 5 que presentaron
un indice de discriminacion moderado (los MIRU 16, 32 y 42, y el VNTR 2165) y sélo el
MIRU 4 fue el que mostré un bajo poder de discriminacion. La mayoria de ellos
coinciden con los resultados informados por otros autores (Sola et al, 2003;
Nikolaevskii et al/, 2005; Alonso-Rodriguez et al, 2008; Comas et al, 2009). En la

Tabla 22 se muestra la comparacion de los resultados con el de otros trabajos.

La mayoria de estos estudios coinciden con nuestros resultados en que el MIRU 4
tiene un bajo poder de discriminacion; que el MIRU 16, el 31 y el VNTR 53 tienen una
moderada capacidad discriminante; y que los VNTR 47, 52, 1955, 2163b y 4052 lo
tienen elevado. Ademas, todos ellos coinciden en que los MIRU 10 y 40 tienen un

elevado poder discriminante.

El MIRU 4 (locus 580) tiene una capacidad de discriminacion muy reducida para las
cepas circulantes en nuestro entorno, lo que nos lleva a pensar que podria ser
sustituido por otro en el set 15 loci MIRU-VNTR, como por ejemplo el MIRU 23 o el
VNTR 3171 que, segun Comas et a/. (2009) y Alonso-Rodriguez et a/. (2008), son loci

moderadamente discriminantes.
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LOCUS ALIAS Esta Tesis Com;:ogt al., AIo::t:Eozc(I;ggsuez Nicg;fez\astl)(;i et Solzaof)tf3 al.,
580 MEI_IF_{:_ ;/ Bajo Bajo Bajo Moderado
2996 MIRU 26 Elevado Moderado Moderado Elevado Elevado
802 MIRU 40 Elevado Elevado Elevado Elevado Elevado
960 MIRU 10 Elevado Elevado Elevado Elevado Elevado
1644 MIRU 16 Moderado Moderado Moderado Moderado
3192 MIRU 31 Moderado Moderado Moderado Elevado Elevado
424 VNTR 42 Moderado Elevado Elevado No analizado
577 VNTR 43/ Elevado Moderado Elevado Moderado

ETRC
2165 ETR A Moderado Elevado Elevado Elevado elevado
2401 VNTR 47 Elevado Elevado Elevado No analizado
3690 VNTR 52 Elevado Elevado Elevado No analizado

4156 V(IQ\IJ;_ 535/6 Moderado Moderado Moderado No analizado

2163b QUB-11b Elevado Elevado Elevado No analizado
1955 | VNTR 1955 Elevado Elevado Elevado No analizado
4052 QUB-26 Elevado Elevado Elevado No analizado

Tabla 22: Comparacién de nuestros resultados en cuanto al poder de discriminacién con el
resto de trabajos revisados.

Las 151 cepas caracterizadas dieron lugar a 134 patrones diferentes. En concreto,

122 cepas tenian patrén Unico, lo que significa que un 78,2% pertenecian a casos de

reactivaciones de infecciones antiguas, y 29 (19,2%) cepas estaban agrupadas en 12

clusters, con lo que durante el periodo 2010 a 2012 hubo una tasa de transmision

reciente de un 11,3%. Cabe decir que este estudio presenta una pequefia limitacion,

puesto que no se pudieron recuperar la totalidad de las 163 cepas aisladas durante

esos 3 afos, aunque se trata de una serie muy representativa ya que se obtuvieron

datos del 92,6%.

No hubo ningun cluster con un nimero elevado de casos, como si ocurre en otros

trabajos realizados en algunas areas de nuestro pais (Safi et a/., 1997; Borrell et al.,

2010). Las agrupaciones contenian de 2 a 4 miembros, lo que parece indicar que la
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infeccién reciente en nuestra provincia se esta produciendo en pequefios brotes o
microepidemias. Este hecho podria reflejar la eficiencia del ECC y de las medidas
preventivas, quimioprofilaxis primaria o TITL, que se aplican inmediatamente en

cuanto se localiza un posible contacto.

Con el ECC se sospechd la existencia de 7 brotes durante este periodo. La
aplicacion de la técnica de epidemiologia molecular 15 MIRU-VNTR posibilitd
documentar 5 de estos brotes, ya que en 2 de ellos no se pudo recuperar las cepas.
Pero, ademas, permitié detectar 7 brotes mas que no habian sido sospechados por las
técnicas epidemioldgicas clasicas, probablemente por ser contactos esporadicos. Una
limitacidn del presente estudio es que no se ha podido reencuestar a los pacientes, por
lo que no hemos podido llegar a confirmar la posible relacién epidemioldgica. Pese a
ello, la caracterizacion molecular de las cepas mejora claramente la investigacion de la
transmision de la TB, permite encontrar nuevas rutas y, ademas contribuye a
completar el ECC como se muestra en éste y en diversos trabajos. Por ejemplo, Borrell
et al. (2009) comparan los resultados mediante la epidemiologia clasica con los que se
obtienen tras la aplicacion de métodos de caracterizacion molecular y refieren que
estos Ultimos detectan 65 agrupaciones, mientras que el ECC consigue 44. Asimismo,
Solsona et al. (2001) constatan que en una serie de 44 pacientes, que por ECC no
habian sido considerados que pudieran formar parte de brotes, pues vivian solos, la

aplicacion de técnicas moleculares demostrd que el 50% estaban agrupados.

La mayoria de los trabajos publicados en Espaiia referentes a la transmision de la
TB han sido realizados mediante la técnica de RFLP. La mayor parte de éstos describen
unas tasas, o porcentajes de agregacion, mas elevadas que las encontradas en nuestra
provincia y el niUmero de casos agrupados en algunos brotes es también, en ocasiones,

mayor.

Existe un trabajo previo al nuestro en Castelldn sobre la transmision de la TB (Gil
et al, 2011) en el que se informaba que, durante el periodo 2004 a 2007 (4 anos),
hubo un porcentaje de agregacion del 40%, obtenido tras la caracterizacion de 286
cepas por RFLP. Describen la existencia de 40 brotes de 2 a 6 miembros. En este
trabajo, segun el ECC, al 85 % de los pacientes en cluster se les habia considerado
como casos aislados y sélo el 15 % referian contacto con tuberculosos. Creemos que
esta proporcidon de casos agrupados es tan elevada comparada a la nuestra (19,2%)

por varios motivos. En primer lugar, la duracidon del estudio, que fue de un afo mas.
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Ademas, en aquel periodo, el niUmero de casos por afo del estudio con cultivo positivo
fue mayor vy, finalmente, el uso exclusivo del método de RFLP puede sobrestimar el
nimero de clustery la transmisidn reciente. Son varios los autores que afirman que el
RFLP no siempre es un indicador fiable de la vinculacion epidemioldgica de los
pacientes (van Deutekom et a/, 2005; Alonso-Rodriguez et a/., 2009b). En vista de la
diferencia de los resultados en cuanto a la transmision reciente y en el nimero de
miembros de las agrupaciones, y aun teniendo en cuenta los factores antes
mencionados, consideramos que en la provincia de Castelldn se llevan a cabo cada vez

mejor las medidas de control en la transmision de la TB.

Safi et al (1997), en un estudio de 3 afios en la ciudad de Sevilla, refirieron un
porcentaje de agregacién por RFLP del 38%; lo cual coincide con los datos de Ifigo-
Martinez et al/ (2000, 2003) en Madrid, quienes encontraron un 42% de cepas
agrupadas, tras caracterizar por RFLP y spoligotyping. En un trabajo sobre la
transmision reciente, en un area de baja incidencia como Segovia, Eliazaga et ai.
(2002) observaron un porcentaje de agrupacion del 28%, también realizado mediante
RFLP y spoligotyping. Existen trabajos espafioles en los que se describe un porcentaje
de agrupacién superior al 50% (Ruiz-Garcia et a/., 2002; Cacho et al., 2005), aunque
esta proporcién tan elevada parece ser debida a la duracién de esta investigacion (de 7

a 10 afios) y esto hace que se aumente el porcentaje de casos en cluster.

En un trabajo presentado por Borrell et a/ (2008), realizado durante los afios 2003
y 2004 mediante RFLP, se refiere que la tasa de transmision reciente en la ciudad de

Barcelona fue de un 12,09%, similar a la nuestra.

En un estudio realizado durante 3 afios y medio (mayo 2009 a diciembre 2012), en
un centro hospitalario de referencia de Andalucia, se estudiaron por 15 MIRU-VNTR,
109 cepas procedentes de 5 provincias andaluzas, detectandose 21 brotes con un total
de 57 casos, lo que correspondia a una tasa de transmision del 33% (Gonzalez-Galan
et al., 2013).

En Europa encontramos paises donde el porcentaje de transmision reciente es bajo,
al igual que ocurre en nuestra provincia, como es el caso de Suiza, con un 17% de
casos en cluster (Fenner et al., 2012); de Londres (Maguire et al., 2002), con una tasa
de transmision del 14,4% y un porcentaje de agregacion del 22,7%; y de Noruega,
donde Heldal et al. (2003) publican una proporcion de pacientes en cluster del 17,5%.

Sin embargo, la mayoria de estudios reportan un porcentaje de agrupaciéon mayor,
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como el de van Soolingen et al (1999) en Holanda, con un 46,2%; el descrito por
Moro et al (2002) en Milan, con una tasa de transmision de un 28,1%, y una
proporcion de casos en cluster del 44,1%; y el de Diel et al. (2005) que informan en

Alemania un porcentaje de agrupacion del 33,7%.

Para poder suplir las limitaciones y las discrepancias del RFLP, aunque se ven
minimizadas cuando se complementa con el spoligotyping, se propicio el desarrollo de
la técnica 15 MIRU-VNTR. Esta técnica es un método altamente reproducible, necesita
menos cantidad de DNA y tiene menor tiempo de respuesta que el RFLP, método hasta
hace poco considerado como gold estandar en epidemiologia molecular de TB. La
técnica 15 MIRU-VNTR, tiene un poder discriminatorio similar al del RFLP, éste
especialmente en zonas de baja incidencia, lo que le convierte en el método molecular
de primera linea mas eficiente (Hawkey et a/, 2003; van Deutekom et al., 2005; Allix
et al., 2006; Alonso-Rodriguez et al, 2008). Por todo ello, nos ha resultado interesante

aplicar esta técnica por primera vez en nuestra poblacion.

Los estudios poblacionales de epidemiologia molecular de la TB han puesto
repetidamente de manifiesto que la transmisién reciente en Espafia es mayor en la
poblacién autdctona que en la inmigrante, como ocurre en el de como el de fiigo et a/.
(2007), con un 41,9% vs 27,1%, y el de Borrell et a/ (2010), con un 44,6% vs el
28,8%. En nuestra provincia, durante los afios estudiados, cabe sefalar que también
se ha observado esta tendencia, aunque la diferencia no alcance significacion
estadistica, con un 21,2% de espanoles en cluster vs un 16,6% de extranjeros. El
mismo fendmeno se ha descrito fuera de Espana, en Houston, Londres y Noruega (de
Bruyn et al, 2001; Maguire et al, 2002; Heldal et al, 2003). Asimismo, en una
revision de 36 estudios de epidemiologia molecular realizados en 17 paises, se sefala
que el hecho de ser nativo seria un factor de riesgo para formar parte de un cluster
(Fok et al, 2008). En base a lo comentado, cabria pensar que la mayoria de los
extranjeros desarrollarian la enfermedad principalmente por reactivacion de una
infeccion adquirida en su pais de origen, hecho que también describen otros autores
(Diel et al., 2004; Borrell et al., 2010).

El 25% de agrupaciones en nuestro estudio eran mixtas, formadas por pacientes
espafoles y extranjeros. También en Castellon, Gil et al. (2011) refieren un 30% de
brotes formados por poblacion extranjera y autdctona, algo superior al de nuestro

periodo. En otros trabajos realizados en Espafia, se muestran cifras similares o
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superiores: un 50% de clusters mixtos descritos por Ifiigo et al (2007); un 53%
referido por Alonso-Rodriguez et al. (2009b) ambos en Madrid; y un 33,8% segun
Borrell et al (2010) en Barcelona. Todo ello parece indicar que, en Espafia, la
poblacién extranjera esta totalmente integrada con la nacional, al contrario de lo que
ocurre en otros paises europeos con bajas tasas de incidencia, donde no parece que
haya tanta integracion como muestran los datos de Dhale et a/. (2007) en Noruega,
con un 12% de clusters mixtos, y Lillebaek et al. (2002) en Dinamarca, que, con un
59% de casos de TB en poblacién extranjera, describen que practicamente no hay

transmision entre éstos y la poblacion nativa.

Cuando analizamos los pacientes en cluster, llama la atenciéon que 8 (27,6%) de los
casos tuvieron la baciloscopia negativa. Tradicionalmente, los pacientes no baciliferos
han sido considerados menos infecciosos, aunque algunos autores comunican que
éstos son capaces de transmitir la infeccion (Hernandez-Gardufo et a/., 2004; Sanz et
al, 2006). Curiosamente, en el trabajo realizado previamente, en nuestra provincia,
por de Gil et al (2011) mediante RFLP, el porcentaje fue el mismo (27%). Sin
embargo, en Elche los autores publican cifras muy superiores (42,3%) de baciloscopias
negativas (Ruiz-Garcia et al, 2002). En un estudio realizado por Tostmann et al.
(2008) en Holanda, donde intentan determinar el papel que juegan los pacientes con
baciloscopia negativa y con cultivo positivo en la transmision de la TB; comentan que
una posible explicacion es que para poder visualizar una baciloscopia al microscopio se
requiere una carga bacilar de 5.000-10.000 por mL. Sin embargo, una infeccion puede
producirse con un nimero menor de bacilos. Otra explicacidn estaria relacionada con la
realizacion de la técnica, el tipo de tincion y la experiencia del observador de las que
depende la sensibilidad. Por otro lado, este hecho también se ve influido por las
caracteristicas de los pacientes: los nifios y los pacientes VIH positivos suelen tener
baciloscopia negativa. Estos autores refieren que la transmision de TB en casos con
baciloscopia negativa en Holanda es de un 12,6% y recomiendan que en el estudio de
contactos se tenga en cuenta a estos pacientes como posibles fuentes de transmisién.
En nuestro estudio, de los 8 casos con baciloscopia negativa al menos 1 era un

probable caso indice.

Aunque diversos autores definen las cepas resistentes como menos transmisibles
y, por tanto, con menor tendencia a formar clusters (van Soolingen et al, 1999;
Garcia-Garcia et al, 2000; Burgos & Pym, 2002), de las 29 cepas agrupadas, en

nuestro caso, hubo un 27,6% (8/29) que mostraron resistencia a algun farmaco de
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primera linea. Ademas, de estas cepas resistentes, 4 estaban agrupadas en 2 brotes
que se dieron en el afio 2010, lo cual explicaria el aumento del porcentaje de la

resistencia global observado este afno.

Las formas extrapulmonares de los pacientes agrupados fueron anecdoéticas en
nuestra serie, al contrario de lo que describieron otros autores (Ruiz-Garcia et al.,
2002; Gil et al, 2011) En concreto, Hernandez-Gardufio et al. (2004) refieren en un
estudio de epidemiologia molecular en Vancouver, que cuando incluyen los casos de

TB extrapulmonar, la tasa de transmision aumenta.

Pudimos comprobar, al comparar nuestros casos en cluster con los que presentan
patrones huérfanos, que no hubo practicamente diferencias en cuanto a la proporcion
de hombres y mujeres en los dos grupos. Dentro del grupo de casos agrupados hubo
un mayor porcentaje de menores de 15 afios, mayor proporcién de baciloscopias
positivas y resistencias. Sin embargo, en el grupo con patrones Unicos, aquellos con TB
por reactivacion de una infeccién antigua, los pacientes presentaban en mayor medida

factores de riesgo.

Tras la caracterizacion molecular de las cepas aisladas en el periodo 2010 a 2012,
los resultados obtenidos en la presente Tesis, permiten afirmar que la tasa de
transmision reciente en la provincia de Castelldn es baja en comparacion con estudios
previos. Pensamos que las medidas en el control de la transmisiéon de la TB son cada
vez mejores. Destacamos la estrecha relacion existente entre clinicos, microbidlogos,
epidemidlogos y preventivistas en Castellén. De hecho, una comunicacion facil, fluida y
rapida, ha propiciado un abordaje multidisciplinar de la infeccién que lleva a que se
pongan en marcha cuanto antes las medidas de control y tratamiento. Ademas, la Red
de Vigilancia Microbioldgica de la Comunidad Valenciana (RedMIVA), creada en el afio
2007, y que recoge diariamente a tiempo real todos los resultados microbioldgicos de
la red de hospitales de la Comunidad, permite recuperar todos los casos de TB con
cultivo positivo, aunque no hayan sido declarados previamente, con lo que el
porcentaje de pacientes con TB no declarados es cada vez menor en nuestra

Comunidad.

En nuestra opinién, y dado que la causa principal de la TB es la infeccién latente,
se deberia intensificar las medidas en la prevencion de la reactivacidon en poblacién con
factores de riesgo tales como, diabetes, silicosis, insuficiencia renal crénica, neoplasias,

alcoholismo, adiccién a drogas por via parenteral e infeccién por VIH. En los Ultimos
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afos, la poblacion en la que se esta reforzando las medidas de prevencion frente a la
TB son el grupo de pacientes que van a recibir terapias inmunosupresoras
(transplantados y terapia anti-TNF). Las distintas sociedades cientificas (Dermatologia,
Reumatologia, Nefrologia, Digestivo, etc.) han ido incorporando a sus protocolos el
diagnodstico de la infeccién tuberculosa latente (ITL), recurriendo a nuevas

herramientas diagndsticas como el estudio del IGRA.

Aungue consideramos que el control de la TB en la provincia de Castellén se esta
llevando a cabo de una forma sistematica y satisfactoria, siempre se podria mejorar,
asegurando un marco de calidad y eficiencia asistencial. Pensamos que la
implementacidon de una Unidad Especializada en Tuberculosis contribuiria a agilizar el
diagndstico, tratamiento y seguimiento de los pacientes y en consecuencia abarataria
los costes. Ademas, nos permitiria participar en estudios multicéntricos de TB con otras

unidades ya creadas en nuestro pais.

Ademas, la incorporacién de técnicas de epidemiologia molecular de una forma
sistematica contribuiria a mejorar el conocimiento de las cadenas de transmision de la

TB y ayudaria a optimizar las medidas de control.
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Los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral, como respuesta a los

objetivos marcados, permiten extraer las conclusiones siguientes:

1. En el periodo analizado, del afio 2008 al 2012, se ha observado una
tendencia decreciente en las tasas de TB en la provincia de Castelldn, hecho
gue coincide con el nimero de casos con cultivo positivo, los cuales, fueron

disminuyendo a partir del afio 2009.

2. Aunque el nimero de extranjeros en los dos ultimos afos del estudio ha
sido menor, la proporcidn de los mismos no ha disminuido, siendo aun en el
2012 de un 43,9%, demostrando la influencia que sigue teniendo este

grupo de poblacién en la TB de Castellon.

3. El nimero de hospitalizaciones, y el coste que conllevan, sigue siendo
elevado, a pesar de que ha disminuido con respecto a otros periodos
estudiados. Creemos en la necesidad de crear una Unidad Especializada de
TB, como existe en otras provincias, para poder realizar un mejor

seguimiento de ciertos pacientes sin tener que ingresarlos en el hospital.

4. La resistencia global detectada es muy superior a lo que se observo en
estudios previos en nuestra provincia. Los valores detectados de resistencia
global a isoniazida refuerzan las recomendaciones de la OMS de tratar a los

pacientes con asociacién de 4 farmacos en los dos primeros meses.

5. El porcentaje elevado de resistencia a isoniazida en el afio 2010 nos hacia
sospechar que pudiera haber habido algin brote. Este hecho se confirmd

con la tipificacion molecular.

6. La técnica 15 MIRU-VNTR, con un elevado indice de discriminacion, ha
resultado una herramienta Util en el estudio de transmision reciente en

nuestra provincia. Los loci con mayor poder de discriminacion en nuestra
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serie han sido: MIRU 26, MIRU 40, MIRU 10, VNTR 577, VNTR 2401, VNTR
3690, VNTR 2163b, VNTR 1955 y el VNTR 4052. Consideramos que éstos
deberian constar siempre en el panel de tipificacion molecular de TB en

nuestro entorno.

7. La aplicacién de la técnica de epidemiologia molecular 15 MIRU-
VNTR ha permitido detectar siete brotes que no habian sido considerados

mediante el ECC, probablemente por deberse a contactos esporadicos.

8. Y, por ultimo, la baja tasa de transmisién reciente obtenida hace
pensar que las medidas de control adoptadas han permitido disminuir la
diseminacion de la enfermedad en nuestra provincia. En consecuencia, se
considera oportuno que los esfuerzos vayan destinados a aplicar medidas
para prevenir la reactivacion en la poblacién de riesgo, sin olvidarse, en

modo alguno, del control de la transmision.
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Anexo 1:

Encuesta epidemioldgica de
Valenciana.

tuberculosis de

Anexos

la Comunidad

La informacién contenida en esta encuesta es
confidencial ¥ su nso es estrictamente sanitario
(Ley 14/1986, General de Sanidad, art. 10.3)

N

Conselleria de Sanitat
DIRECCION GENERAL
DE SALUD PUBLICA

ENCUESTA EPIDEMIOLOGICA DE TUBERCULOSIS

[DATOS DEL MEDICO |
Nombre v Apellidos: N® de Coleg:
Localidad: Centro de Trabajo Teléfono:
Servicio: Fecha declaracion Semana
Procedencia de la declaracion:
[IDENTIFICACION DEL CASO
SIP: IN° H* CLINICA: AREA
Nombre: Primer Apellido: Segundo Apellido:
Fecha Nacimiento: Edad: (afios/meses) Sexo: Hombre [ ] Muyer [ ]
Domucilio: DP:
Poblacion: Provincia: Teléfonos:
Ocupacion: Municipio donde trabaja
Paciente extranjero: g4 [ 1 Aifollegada Fecha llegada _.r’_f"_ Pais nacinuento
Nol[ 1

Observaciones:

| DATOS CLINICO-EPIDEMIOLOGICOS

N® convivientes en el hogar:

N de personas con niesgo alto

Fechas: F. Inicio sintomas F. Primera visita F Imicio Tio. F. Dragnostico
Clasificacion: Confirmado [ ] Probable [ ] Error Dhagnostico [ ] Pendiente [ ] Desconocido [ ]
Caso: Pertenece abrote [ ] Casoaislado [ ] Agregacion [1] Pendiente [ ]
Desconocido [ ] En caso de Brote o Agregacion REFERENCIA:
Tipo caso: Autoctono [ ] Importado [ ] Extracomunitario [ ] Pendiente [ ]
Desconocido [ ] Pais Com. Auténoma
PRUEBAS DIAGNOSTICAS:
Positive  Negativo Norealizado Pendiente Dudose Desconocido
Mantoux (___mm) [] [1 [1 [1 [1 [1
Baciloscopia [] [] [] [1 [1] []
Cultrvo [] [] [] [1 [1] []
Anat. Patologica [] [] [1] [] [1] [1]
Rx Torax [1 [] [1] [1 [1 [1
Otra prueba ( )
CONFIRMACION BACTERIOLOGICA: Si[ ] No [ ]
TIPO GERMEN: M Tyberculosis [ ] M. Bovis [1 M. Africanum [ ] M. Atipica [ ]
Sin especificar [ ] Otro [1 Desconocido [ ]
LOCALIZACION : Pulmonar [ ] Pleural [1 Laringea [ 1 Menngea [ ] Genito-urmaria [ ]
SNC [ 1 Digestiva [ ] Diseminada [ 1 Milar [ 1 Osteoarticular [ ]
Linfatica Intratoracica [ ] Linfatica Extratoracica [ 1 Otralocalizacién [ ] Desconocido [ ]
LOCALIZACION SECUNDARIA (si la hubiera):
SINTOMAS:  Respiratorios [ ] Generales [ ] Ambos [ 1 Asmtomatico [ ] Otros [ ]
Citar:
SITUACION EVOLUTIVA: Clmicial [ ] Tratado Previamente [ ] Desconocido [ ]
Afio inicio tratanuento (en el caso de Tratado Previamente)
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PAUTA DE TRATAMIENTO:
ORHZ+4RH [] JRHZE+RH [1 JRHE+7RH []
2ERH+10ER [1 JHZE+10ER [1] 2RHZE+10RHE [1]
2RHZE+7al0RHZ [ ] Otra [ ] Especificar otra Desconocida [1
RESISTENCIAS:
H] Si[ ] No[ ] Desconocido[ ] [R] Si[ ] No[ ] Desconocido [ ]
[Z] Si[ ] No[ ] Desconocido[ ] [s] Si[ ] No[ ] Desconocido[ ]
[E] Si[ 1 Nol[ ] Desconocido [ ] Otros farmacos:
TIPO DE TRATAMIENTO:
Ingreso hospitalario Si[ ] No[ ]  Desc.[ ] Fecha Ingreso A Fecha alta hospitalaria —
Hospital
ANTECEDENTES:

Sin contacto con enfermo conocide [ ] Contacto, sin prescripcién de quimioprofilaxis [ ] Contacto, con QP que no tomé [ ]
Contacto, con QP que tomo de forma incompleta [ ] Contacto, que tomo de forma completala QP [ ] Desconocidos [ ]

PATOLOGIA ASOCIADA :

Alcoholismo [ ] VIH-coinfec. [ ] UDPV [ ] Diabetes [ ] Neoplasia [ ]  Otra Patologia [ ]

Especificar otra

FACTORES DE RIESGO:
Marginados [ ] Inmigrante zon alta endémica < 5 afios [ ] Transetinte [ ] Personal sanitario [ ]
Prisiones [1] Residencia de ancianos [] Otras colectividades cerradas [ ]

[TRATAMIENTO OBSERVADO DIRECTAMENTE (TOD)

Tratamiento Directamente Observado (TOD) si [1] No [] Desc. [ ]
- Tuberculosis o TITL en programa TOD: B [ ] TITL [ ]
- Fecha mmcio del TOD:

- Oficina de farmacia, Centro de Atencion Pnmana u Hospital que dispensa el TOD:

- Numero de controles de toma TOD:

- Resultados de la bioquimica hepatica realizada:

1. Fecha £ [ = GOT GPT

2. Fecha _ + [ = GOT GPT

3 Fecha ___ ¢ + = GOT GPT
- EL CASQ, ha sido declarado por las EDO:  Si [ ] No[ ] Aiio de declaracion :
- Numero de test de Hamulton realizado: Nuimero de positivos:
- Fecha de finalizacion del TOD: A

- EVOLUCION AL FINALIZAR EL TOD:

Cumcien [ ] Tratamiento completo [ ] Fracaso terapéutico [ ] Traslado [ ]
Abandono [ ] Muerte por TBC [] Muerte NOpor TBC [ ]

[EVOLUCION AL FINAL DEL PROCESO |
Cumacion [ ] Trataniento completo [ ] Fracaso terapeutico [ ] Traslado [ ]
Abandono [ ] Muerte por TBC [1 Muerte Nopor TBC [ ]

Tratamiento prolongado por complicaciones [ 1 Régimen inicial con duracién mayor de 12 meses [ ]
Sin informacién disponible [1] Pérdida [ 1 Supresion de tratamiento por complicaciones [1]
OBSERVACIONES:

FECHA DE CUMPLIMENTACION: / /
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Anexo 2: Modelo de plantilla que acompafia la placa para realizar electroforesis
capilar en la Seccion de Gendmica del Servicio Central de Soporte a la

investigacion experimental (Universitat de Valéncia).

A compietar por & servicio de secuenciacion
Andlisis de fragmentos de ADN Fecha de recepcion muestra:
f ) o i
E .-‘5‘ VRIVERSITAT [ VALENCIR Edificio de Investigacion. Dr. Moliner 50, Burjassot, 46100-Valencia Fecha maxima de analisis:
) ) ) Tel: 96-354 33 01 f Fax: 96-254 34 11
SECCION DE GEMNOMICA seCUuenciacion.scsie@uv.es
NOMBERE DEL USUARIO: Barbara Gomila Sard TELEFONQ: 961925969
DIRECTOR DEL PROYECTO: FERMANDO GOMZALEZ CANDELAS E-MAILUsuario FTP:
DEPARTAMENTO: GEMOMICA Y SALUD
INSTITUTO O CENTRO: FISABIO MIF:
Comgleta La plantilla poriendo un nombre de muestra (maxime 10 caracteres) en cada celda. [«] FAM [] wic PET]
Caracteres novalidos espacios \ [ () < > " | " s 7 H " s - |4] Sélo electroforesis MNED [ 1 HEX JOE]
Inchicar 105 TOMoCromos IIES005.
Mombre de la placa: 000 TB
1 2 3 4 5 [ 7 8 9 10 11 12
A EITRa_MIKL
B E3TRa MIXZ
C E3TRa MIXZ
D EITRa_MIKE
E E3TRa MIXS
F == AGUR AGUE RGTA BGUR AGUA BEUA EGUA AGUZ REUA RGTA AGUZ
GIF== AGUE AGUE EE0R EGUR AGUR BGUA EGUR AGUR REUA BGUR AGUE
"= AGUE AGUE EG08 EGUE EGUE EEUA EGUR AGUE REUA ey RGO
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Anexo 3: Fragmentos esperables para cada MIRU, nimero de repeticiones para
cada MIRU segun el PM obtenido. Se ha rodeado con un circulo azul, el
numero de repeticiones para cada loci MIRU de la cepa patrén H37Ra.
(Sg. de Beer & van Soolingen., 2012)

3 3 {i 3

il 1 i g

- - & - v

iLs i i § §
w |V N z N g

® k] @ g ® @

g |x|%|8|8| 8 |z s8] & |x[8[8|8] 8 |z|¥%| 3
MIRUOZ T 1 100 110 | 106 | MIRUIO 2 | O | 477 | 470 [VNTR42 | 3 | 0 | 536 | 531 JUNTR47 | 4 | 0 | 246
MIRUDS 1 0 170 166 | MIRUIDO 2 1 532 523 VNTR42 3 1 587 582 VNTRfﬂ 4 1 3077
MIRUDA 1 | 101 193 | 189 | MIRUT0| 2 |_2_| 585 | 578 [VNTR42 | 3(| 2 | 638 | 633 |VNTR47 | 4( 2 |1 363
MIRUO4 1 | 1 | 248 | 244 [MiRU10| 2] 3 U638 | 631 |[VNTR42 | 3 "5 | 689 | 684 JVNTR47 | 4 | 3 | 421
MIRUOS 1 | 102| 272 | 268 |MIRUT0O| 2 | 4 | 691 | 684 |[VNTR42 | 3 | 4 | 740 | 735 JVNTR47 | 4 | 4 | 481
MIRUOS 1 |2 [ 324|320 |[MIRUI0| 2 | 5 | 744 | 737 [VNTR42 | 3 | &5 | 791 | 786 |[VNTR47 | 4 | 5 | 541
|MiIRUOS 1 | 103 347 | 343 |[MIRUID| 2 | 6 | 795 | 788 [VNTR42 | 3 | 6 | 842 | 837 |[VNTR47 | 4 | 6 | 598
MIRUOS 1( 3 1400 | 396 |MIRUIO| 2 | 7 | 845 | 838 |[VNTR42 | 3 | 7 | 893 | 888 |[VNTRA7 | 4 | 7 | 656
MIRUO4 1 |~ 476 | 472 |MIRUI0| 2 | 8 | 901 | 894 [VNTR42 | 3 | 8 | 944 | 939 |[VNTR47 | 4 | 8 | 715
MIRUO4 1 | 5 | 553 | 549 |MIRUI0| 2 | 9 | 951 | 944 [VNTR42 | 3 | 9 | 995 | 990 |VNTR47 | 4 | 9 | 772
MIRUO4 1 | 6 | 631 | 627 |MIRU10| 2 | 10 | 999 | 992 [VNTR42 | 3 | 10 | 1046 | 1041 [VNTR47 | 4 | 10 | 826
MIRUO4 1 | 7 | 707 | 703 |MIRU10, 2 | 11 | 1052 | 1045 |VNTR42 | 3 | 11 1097 | 1092 JVNTR47 | 4 | 11 @ 884
MIRUDA 1 | 8 | 779 | 775 |MIRUI0| 2 | 12 | 1105 | 1098 [VNTR42 | 3 | 12 | 1148 | 1143 JVNTR47 | 4 | 12 | 941
MIRUO4 1 9 856 852 | MIRUIO | 2 13 | 1158 1151 JVNTR42 3 13 1199 | 1194 [VNTR47 4 13 IOOQ
MIRUO4 1 10 933 :929 MIRUIO | 2 14 !27H 1204 JVNTR42 3 14 | 1250 | 1245 JVNTRA47 4 14 1058
MIRUO4 1 | 11 | 1010 1006 | MIRU10 | 2 | 15 | 1264 | 1257 [VNTR42 | 3 | 15 | 1301 | 1296 [VNTR47 | 4 | 15 | 1116
MIRUO4 1 | 12 | 1087 | 1083 | MIRU16 | 2 | O | 545 | 536 [VNTRa3 | 3 | 0 | 171 | 168 |VNTRS2" | 4 | 0 | 266
MIRUOS 1 | 13 [ 1164 1160 | MIRU16| 2 L~ 617 | 608 [VNTR43 | 3 | 1 | 207 | 204 |VNTRS2°| 4 | 1 | 319
MIRUOS 1 | 14 | 1241 | 1237 | MIRU16 | 2% 2 /670 | 661 [VNTR43 | 3 | 2 | 261 | 258 |VNTR52* | 4 | 2 | 363
MIRUO4 1 | 15 | 1318 | 1314 |MIRUI6| 2 | 3 | 720 | 711 [VNTR43 | 3 | 3 | 314 | 313 |VNTRS2" | 4 | 3 | 410
MIRU26 1| 0 | 280 | 273 |MIRU16| 2 | 4 | 772 | 763 [VNTR43 | 3/ 4 |, 364 | 361 |VNTRS2" | 4 | 4 | 456
MIRU26 1 | 1 | 335 | 328 |MIRU16 2 | 5 | 822 | 813 [VNTRa3 | 3 |5 | 418 | 415 |VNTR52" | 4l 5 |:503
MIRU26 1 L-2-. 385 | 378 |MIRUI6| 2 | 6 | 872 | 863 [VNTR43 | 3 | 6 | 473 | 470 |VNTR52* | 4 | 6 | 555
|MirU26 10 3 J437 | 430 [MIRU16| 2 | 7 | 925 | 916 [VNTR43 | 3 | 7 | 526 | 523 |[VNTR52° | 4 | 7 | 603
MIRU26 1 | 4 | 488 | 481 |MIRU16| 2 | 8 | 978 | 969 [VNTR43 | 3 | 8 | 584 | 581 |VNTRS2'| 4 | 8 | 643
MIRU26 1| 5 | 539 | 632 |MIRUI6| 2 | 9 | 1031 1022|VNTR43 | 3 | 9 | 642 | 639 |VNTR52" | 4 | 9 | 690
MIRU26 1| 6 | 592 | 585 |[MIRU16 2 | 10 | 1084 | 1075 |VNTR43 | 3 | 10 | 700 | 697 |VNTRS2* 4 | 10 | 736
MIRU26 1 7 641 634 | MIRUIE | 2 1 1137 | 1128 [VNTR43 3 " 758 755 JVNTRS52* 4 11 785
MIRU26 1 | 8 | 692 | 685 |[MIRU16| 2 | 12 | 1190 1181 |VNTR43 | 3 | 12 | 816 | 813 JVNTR52* | 4 | 12 | 825
MIRU26 1 | 9 | 7a3 | 736 |MiIRU16| 2 | 13 | 1243 | 1234 JVNTR43 | 3 | 13 | 874 | 871 JVNTRS2* | 4 | 13| 870
MIRU26 1 | 10 | 794 | 787 |MIRU31| 2 | 0 | 492 | 481 |[ETR-A 3 0 | 195 | 191 |VNTRS2* 4 | 14 | 915
MIRU26 1 | 11 | 845 | 838 |MIRU31. 2 | 1 | 543 | 532 |[ETR-A 3 |1 | 270 | 266 |[VNTRS2" | 4 | 15 | 956
MIRU26 1 | 12| 892 | 885 | MIRU31| 2 | 2 | 596 | 585 |[ETR-A 3 | 2 | 345 | 341 |[VNTR53 | 4 | 0 | 558
MIRU26 1 | 13 | 943 | 936 |MIRU31| 20| 3 [1650 | 639 |ETR-A 30| 3 1420 | 416 |VNTRS3 | 4 | 1 | 618
MIRUA0 1| 0 | 337 | 342 |[MIRU31| 2 | 4 | 702 | 691 [ETR-A 3 (747 498 | 494 |VNTRS3 | 4(| 2 |;673
MIRU40 10 1 7401 | 396 |MIRU31| 2 | 5 | 751 | 740 |[ETR-A 3| 5| 575| 571 [VNTRS3 | 4 |5 | 732
MIRU40 1 =z 455 | 450 |MIRU31| 2 | 6 | 804 | 793 |[ETR-A 31 6 | 652 | 648 [VNTRS3 | 4 | 4 | 790
|MiRU40 1| 3 | 509 | 504 |[MIRU31 2 | 7 | 853 | 842 [ETR-A 31 7 | 731 | 727 |[VNTRS3 | 4 | 5 | 850
MIRU40 1| 4 | 563 | 558 |MIRU31| 2 | 8 | 903 & 892 |ETR-A 3 | 8 808 804 |VNTRS3 | 4 | 6 910
MIRU40 1| 5 | 617 | 612 |[MIRU31T| 2 | 9 | 953 | 942 [ETR-A 3 9 | 888 | 884 [VNTRS3 | 4 | 7 | 971
MIRU40 1 | 6 | 671 | 666 | MIRU31| 2 | 10 | 1003 | 992 |ETR-A 3 | 10 | 970 | 966 JVNTRS3 | 4 | 8 | 1030
MIRU40 1 | 7 | 725 | 720 [MIRU31| 2 | 11 | 1059 | 1048 |[ETR-A 3 | 111038 | 1034 JVNTRS3 | 4 | 9 | 1090
MIRU40 1| 8 | 779 | 774 |MIRU31| 2 | 12 | 1112 1101 |[ETR-A 3 112 1109 | 1105 |VNTRS3 | 4 | 10 | 1150
MIRU40 1 9 833 828 | MIRU31 | 2 13 | 1165 1154 JETR-A 3 13 | 1186 11‘82 VNTRS3 4 11 1210
MIRUA40 1 | 10 | 887 | 882 |MIRU31| 2 | 14 | 1218 | 1207 [ETR-A 3 | 14 | 1263 1259 |[VNTR53 | 4 | 12 | 1271
MIRU40 1 | 11 | 941 | 936 | MIRU3T 2 | 15 | 1271 1260 |[ETR-A 3 | 15| 1340 1336 JVNTR53 | 4 | 13| 1331
MIRU40 1 | 12 | 995 | 990 VNTRS53 | 4 | 14 | 1390
MIRU40 1 | 137/ 1049 | 1045 VNTRS3 | 4 | 15 | 1450
MIRU40 1 | 14 | 1103 | 1098
MIRU40 1|15 | 1157 | 1152
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