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RESUMEN

ANTECEDENTES: La tuberculosis (TB) es una enfermedad asociada a importante
morbi-mortalidad en todo el mundo. En la Comunidad Valenciana (CV), al igual que en
el resto de Espafia, la tasa de TB segun datos oficiales ha disminuido entre el afio 2011
y 2015, asi como el porcentaje de enfermos inmigrantes y coinfectados con el virus de
la inmunodeficiencia humana (VIH), descenso que no se ha visto reflejado, sin
embargo, en los datos oficiales del Departamento de Salud (DS) La Fe. La inmigracion
desde paises de alta endemia de TB hace necesario revisar la epidemiologia de los
pacientes atendidos en el Hospital Universitario y Politécnico (HUP) La Fe y el patrén
de resistencias de las cepas aisladas, para comprobar la utilidad de las nuevas técnicas
moleculares incorporadas, asi como la de la secuenciacion completa del genoma (SCG)
de Mycobacterium tuberculosis, método que esta siendo evaluado como herramienta
para el diagnédstico precoz de la enfermedad y de prediccidn de resistencias.

OBJETIVO: Conocer las caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de los
enfermos con TB confirmada por microbiologia en el HUP La Fe de Valencia entre
enero de 2011 y diciembre de 2015, asi como la repercusion de la SCG de los aislados
de MTBC en la gestion de los pacientes.

METODOLOGIA: Estudio descriptivo retrospectivo de las caracteristicas de los
pacientes con TB confirmada por microbiologia en el HUP La Fe entre 2011 y 2015 y
analisis comparativo con los resultados de linaje y resistencias obtenidos tras SCG de
las cepas aisladas en 2014 y 2015.

RESULTADOS PRINCIPALES: De los 194 casos confirmados en el HUP La Fe, sélo
el 39,8% pertenecian al DS La Fe, por lo que las tasas calculadas no se corresponden

con los datos oficiales. La tasa media fue de 9,7 casos/100.000 hab, con mortalidad



asociada del 5%. La edad media de los enfermos fue 39,6 afos, con un 5,7% de casos
en edad infantil, un 10% de coinfectados con el VIH y un 51,3% de inmigrantes, no
presentando este grupo diferencias importantes respecto al resto. La mayoria de los
casos se concentraron en Torrefiel-Rascafia, en Secciones Censales de alta
vulnerabilidad. La presentacién clinica predominante fue la pulmonar (62,9%), y la
existencia de coinfeccion con VIH se asocié a forma extrapulmonar. El tiempo de
crecimiento medio en medio liquido fue 14,87 dias frente a 21,4 en medio sélido.
Hubo un 16% de resistencia fenotipica a los farmacos de primera linea, con resistencia
a isoniacida (INH) del 9,2% vy a rifampicina (RIF) del 3,6%. El linaje predominante fue el
L4, con linajes distintos al L4 en pacientes extranjeros. La concordancia kappa de la
resistencia detectada por SCG con la fenotipica fue para INH 0,95 (IC: 0,83-0,999) y
para RIF 0,999, siendo las mutaciones mas frecuentes las localizadas en -15 fabG1-inhA
y coddn 315 del gen katG para el primer farmaco y codén 450 del gen rpoB para el
segundo.

CONCLUSIONES: A pesar de que la tasa de TB es menor, el nimero de
inmigrantes afectados es mayor al estimado en el resto de la CV y de Espaiia. La
presencia de enfermedades de base no es determinante para el desarrollo de
enfermedad tuberculosa, pero si para el desarrollo de formas extrapulmonares, en
concreto en el caso de coinfeccién con VIH. Las técnicas de biologia molecular ayudan
al diagndstico, siendo mas utiles en las formas pulmonares y en la deteccién precoz de
resistencia a RIF. La SCG es una herramienta mds precisa que las moleculares, en
concreto para la deteccion precoz de resistencia a INH en nuestra area, y para el

estudio epidemioldgico de contactos.



SUMMARY

BACKGROUND: Tuberculosis (TB) is a disease associated with significant
morbidity and mortality throughout the world. In the Valencian Community (CV), as in
the rest of Spain, the TB rate according to official data has decreased between 2011
and 2015, as well as the percentage of immigrant patients and of those coinfected
with the human immunodeficiency virus (HIV), a decline that has not been reflected,
however, in the official data of the Health Department (DS) La Fe. Immigration from
high endemic TB countries, makes it necessary to review the epidemiology of patients
attended at the Hospital Universitario y Politécnico (HUP) La Fe and the resistance
pattern of the isolated strains, to verify the usefulness of the recently introduced
molecular techniques, as well as that of the whole genome sequencing (WGS) of
Mycobacterium tuberculosis, a tool that is being evaluated for early diagnosis of the
disease and prediction of resistance to first line drugs.

OBJECTIVE: To determine the epidemiological and clinical characteristics of
patients with microbiologically confirmed TB at the HUP La Fe of Valencia, Spain,
between January 2011 and December 2015, as well as the usefulness of WGS of MTBC
isolates in the management of the patients.

METHODS: Retrospective study of the characteristics of patients with TB
confirmed by microbiology in HUP La Fe between 2011 and 2015 and comparative
analysis with the results of lineage and resistance obtained after WGS of isolated
strains during 2014 and 2015.

MAIN RESULTS: Of the 194 confirmed cases, only 39.8% belonged to DS La Fe,

so the calculated rates do not correspond to the official data. The mean incidence rate



was 9.7 cases / 100,000 inhabitants, with associated mortality of 5%. The mean age of
the patients was 39.6 years, with 5.7% of cases in childhood, 10% of co-infection with
HIV and 51.3% of cases in immigrants. Most of the cases were concentrated in
Torrefiel-Rascafa, in highly vulnerable Censal Sections. The predominant clinical
presentation was pulmonary TB (62.9%), and the existence of HIV co-infection was
associated with extrapulmonary forms. The mean growth time in liquid medium was
14.87 days versus 21.4 in solid medium. Phenotypic resistance to first line drugs
accounted for 16% of cases - isoniazid (INH) resistance of 9.2% and rifampicin (RIF) of
3.6%. The predominant lineage was L4, with non-L4 lineages in foreign patients. The
kappa concordance of phenotypic resistance to the resistance detected by WGS was
for INH 0.95 (IC: 0.83-0.999) and for RIF 0.999, with the most frequent mutations being
located in -15 fabG1-inhA and codon 315 of the katG gene for INH and codon 450 of
the rpoB gene for RIF.

CONCLUSIONS: Although the rate of TB is lower in DS La Fe than estimated for
the rest of the CV and Spain, the percentage of immigrants affected is higher. The
presence of underlying disease is not determinant for the development of TB;
however, it is for the development of extrapulmonary TB, specifically in the case of HIV
co-infection. Molecular biology techniques aid in the diagnosis, being more useful in
pulmonary presentations and in the early detection of RIF resistance. WGS is a more
precise tool, specifically for the early detection of INH resistance in our area, and for

contact tracing.



A Dani, Carla, Marcos y Ana

A mis padres






iNDICE

LINTRODUCCION ....cuveveeereeereeetssenssesssessssesessnsssensssssssensnsssssensesssensnsssesessnsssensnsssssenes 3
1. Historia natural de la tuberculosis.........cccceeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 5
b R 31T 1=T 41T o) (o T TP 7
3. Formas de presentacion cliniCa .......cceceeeeeeeennccciiiiiiienieeeeeeennnnesceeeessseeeeeeennnns 13
L I =1 - 114 1= 3T o N 20
5. Prevencion ...25
6. Diagndstico MicrobiolOgIiCo......cccuviiiiiiiiiienenrrrieiiiiiiecccc e reernreeeeeeeseeeeeessas 26
7. Secuenciacion ENOMICA .....cciiiiiiiiiiiiiiiiiissnnnnnnreeetiiiiissssisssssssssssssssssssssssssssssas 39
L HIPOTESIS Y OBJETIVOS....ceveviririrereneressessessessessessessessessessessessessessessessensensensenes 51
I MATERIAL Y IMETODOS......cortiurineieerriiesestessesessessessessessessessessessessessessessessessssesses 55
1. Recogida de datos epidemioldgicos y de presentacion clinica ..56
2. Procesamiento microbioldgico de las muestras.......ccceeeeeierrirnnnneeneneeneenieennnas 59
3. Secuenciacion e interpretacion del genoma completo .........eeeeeeeiirriernnneneees 63
SO Y/ 1=1 o [o T =X & Ve 11 4T 66
IV RESULTADOS Y DESARROLLO ARGUMENTAL....ccettiiiirnreiiiiisnneessssssnneesssssssneessssnns 71
1. Datos epidemioldgicos y de presentacion clinica ........cccceevveeeriiiiieeeeniissineeenn. 71
1.1 Generalidades, mapas de localizacidn y estudio de contactos.........cccceeevueenne 74
1.2 FACLOreS 0@ MBS0 cuteiirtieiienitett ettt sttt sttt sttt st be et st sbe et ea 87
1.3 Manifestaciones clinicas en global y en grupos de riesgo.......ccccevevvveeeernnennn. 93
2. Resultados MicrobiolOgICOS .....ueuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiirsnnnnereeiiiiiiiisssssssssnnnsssssssssssesssnas 97
3. Resultados de secuenciacion completa del genoma..........ccceeeeieeirnrenrineeeennnee. 105
V CONCLUSIONES ......couciitiiiinniiiniiinniiiiniiieisimsiiiaisiesitsmssrassissssssssssssnssssnssssansss 125
VI BIBLIOGRAFIA .....ueeneeeeeenenesestsesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssssassssssns 129
VIEANEXOS....ceuiiiiuiiieniiiniiiiaeiiesiimmiiissiimsisiesitmnsssmsssstsssssrssssssssssssssssssssssasssssnssns
ANEXO I: Informe cientifico y ético de Investigacion. .....ccceeeeeeeeens
ANEXO II: Encuesta epidemioldgica de tuberculosis de 1a CV...coveeveeeriescineeersiinnes
ANEXO llI: Tabla resumen de las caracteristicas de los pacientes VIH positivos..... 149

ANEXO IV: Resumen de las caracteristicas de los enfermos menores de 15 afios.. 150
ANEXO V: Resumen de las caracteristicas de pacientes con cepas secuenciadas...151






iINDICE FIGURAS

Figura I.1: Incidencia estimada de tuberculosis en el mundo en el afio 2015. .......c....... 9
Figura 1.2: Granuloma en un paciente CON TB. ciicccccerrrrnenreeeeeessisssssssssssnnnnnssssessssssssnns 15
Figura 1.3: RMN (IMal d€ POTE).cceeerrrnnneeeeeerieessisiiisssssssnnnnneeesssesssssssssssssnnsnsssssssssssssssas 16
Figura 1.4: Colonias de M. tuberculosis en medio de cultivo de Lowenstein. .......eeee.... 26
Figura I.5: Inyeccidn intradérmica de PPD en antebrazo para realizar Mantoux.......... 28
Figura 1.6: Proceso de extraccién de tubos para Quantiferon®TB Gold In Tube.......... 29
Figura I.7: Micobacterias del MTBC tefiidas con ZN formando un corddn .................. 32
Figura 1.8: Resultado positivo para MTBC por Xpert® MTB/RIF, sensible a RIF. .......... 35
Figura 1.9: Resultado de prueba molecular de sensibilidad GenoType MTBDRplus...... 35
Figura 1.10: Resultado de la prueba molecular Anyplex™ Il MTB/MDR/XDR....ccccecere.e 36
Figura 1.11: Distribucion de los linajes dominantes de MTBC en el mundo......ccceeeue... 41
Figura 1.12: Distribucién de los linajes de MTBC siguiendo las migraciones.....cceceeee.. 41
Figura IV.1: Casos de TB diagnosticados POr afi0....cceeeeeeeeennnenenncciecesseenneneeeeennesnnnnnnnnes 71
Figura IV.2: Distribucién de los enfermos segln intervalo de edad.....ccceeeeeeeeveennennneee. 75
Figura IV.3: Localizacidon de la residencia habitual de los enfermos ....cceeeeeeeeeeeeenennnnee. 75
Figura IV.4: Ampliacion de 1a FIgura IV.3. ...cciiiiiiieereeeeeeeeeennneeececsesssessseseeseennnnnnnnnsnnns 76
Figura IV.5: Ampliacion de la zona Torrefiel-Rascafia. En verde €l ...cceeeveeeeeeeeeennnnnnnne. 76

Figura IV.6: Resumen de los resultados obtenidos tras realizar analisis MIRU-VNTR... 77

Figura IV.7: NUmero de casos segun afos de antigliedad de contacto....cccceeeeeeeeeeennans 78

Figura IV.8: Residencia habitual de los enfermos que desconocian contacto previo. ..79

Figura IV.9: Resultados de deteccién de ITL en los enfermos con ambas pruebas........ 81

Figura IV.10: Porcentaje de empleo/desempleo de los enfermos con TB......ccceceeerenee 87

Figura IV.11: Evolucion del porcentaje de enfermos con TB coinfectados con VIH......89

Figura IV.12: Porcentaje de enfermos por region de origen. ....ccccceeeeeereereeeeeeneeenennenees 91

Figura IV.13: Numero total de enfermos por region de origen y afio. ..cceeeeeeeeeeennennnnnns 91

Figura IV.14: Distribucion por edad, sexo y procedencia (en naranja los inmigrantes).91

Figura IV.15: Presentacion clinica de tuberculosis. NiUmero de casos por afio............. 93

Figura IV.16: Forma de presentacion clinica de TB segin enfermedades de base. ...... 95

Figura IV.17: Tiempos de crecimiento segin medio de cultivo para muestras de



Figura IV.18: Distribucion de enfermos por regién de procedencia. ...ccceeeeeeeeeeeennnnnes 106

Figura IV.19: Distribucidon de linajes de las cepas secuenciadas segun PhyResSE....... 106
Figura IV.20: Distribucidon de linajes en cepas aisladas en enfermos extranjeros....... 107
Figura IV.21: Comparacion del linaje con forma de presentacion clinica.......c.cccccee..... 109

Figura 1V.22: Comparacidén entre la sensibilidad fenotipica y de secuenciacién de cada

cepa (marcadas en rojo las discordancias por antituberculoso) ......ccccceeeeeeeeeenns 115
Figura IV.23: Comparacion del linaje con el patrén de sensibilidad de las cepas. ...... 116
Figura 1V.24: Evolucion de mutaciones en muestras de un mismo paciente. ....ccceeeees 117

Figura 1V.25: Residencia habitual de los enfermos cuyas cepas se han secuenciado,
marcando en azul 1os linajes distintos @l L4 ..ccueeeeeeeeeenccesesiiiienniinnnneeeeennensssssssses 118
Figura IV.26: Arbol filogenético, estudio de sensibilidad (en verde sensible, en rojo
resistente) segin WGS vy linaje (por colores de las ramas: L4 en rojo, L3 en

morado, L2 en azul y L1 en rosa fucsia) de las cepas secuenciadas......cceceeeeenenes 120



INDICE TABLAS

Tabla I.1: Resumen de los datos de los Informes de Tuberculosis de la CV 2011-2015.12

Tabla I.2: Grupos de farmacos antituberculosos de segunda linea. ....ccccceeeerrrrreeeeennees 23
Tabla I.3: Métodos de diagndstico disponibles en ITL y enfermedad tuberculosa. ...... 27
Tabla 1.4: Principales genes de MTBC asociados a resistencia a farmacos. .....c.cceeeeeeenns 43
Tabla Ill.1: Poblacién asignada al DS La Fe por afio de estudio (habitantes)....ccccceeue.. 58
Tabla I11.2: Resistencias conocidas detectadas por PhAYRESSE:....ccceeeeerrrnnnnnnneenneesennnnas 65

Tabla IV.1: Comparacion de los resultados emitidos en los Informes de TB de la CV con
los obtenidos en el Servicio de Microbiologia del HUP La Fe. uuueeeeeeireeeeececccnnnnnns 72

Tabla IV.2: Resumen de las caracteristicas epidemioldgicas segin forma de

Presentacion CliNICA. civiiiiiiieieeeeenerrrrsisiisiereeeeteieeeeennnssssssssssssssssssssssssssssssssnsnnsssses 74
Tabla IV.3: Caracteristicas de los enfermos con prueba de tuberculina negativa. ....... 80
Tabla IV.4: Caracteristicas de los enfermos con Quantiferon® negativo. .....ccceeeeeirennn. 81
Tabla IV.5: Resumen de los casos con antecedentes de TB. ...civiiiceeicsssnnnnnnenennennnnnnes 84

Tabla IV.6: Caracteristicas de los pacientes que fallecieron tras el diagnédstico de TB..86
Tabla IV.7: Enfermos de tuberculosis con enfermedad subyacente por afo. ....ccceeue... 87
Tabla IV.8: Nimero y tipo de formas extrapulmonares por afio. «.ccccceereeeeeeeeeeeeeeeennnas 94
Tabla IV.9: Tabla de contingencia pais de procedencia-forma de presentacion clinica.95
Tabla IV.10: Distribucidn de las muestras positivas segun afio de aislamiento............ 97
Tabla IV.11: Tincién, medios de cultivo y dias de crecimiento por tipo de muestra.....98
Tabla IV.12 Tabla de contingencia pais de procedencia-sensibilidad de la cepa. ....... 102

Tabla IV.13: Caracteristicas de los enfermos con cepas resistentes, sin las becegeitis.

Tabla IV.14: Tabla de mutaciones detectadas con el programa PhyResSE. ................ 111
Tabla IV.15: Lista de las cepas secuenciadas que presentaban resistencia fenotipica a

alguno de los farmacos antituberculosos de primera linea. ....eeeeeceeeeecccernennnnnee 112






ABREVIATURAS

ADA: Adenosindeaminasa

ADN: Acido desoxirribonucleico

AGi: Aminoglucésidos inyectables

AK: Amikacina

ARG: Argentina

ARN: Acido ribonucleico

ATP: Adenosin trifosfato

AU: Tincién auramina-rodamina

BAAR: Bacilo acido-alcohol resistente
BCG: Bacilo Calmette Guérin

BGR: Bulgaria

BOL: Bolivia

CAM: Camerun

CAST: Centro de Atencidn a "sin techo"
CDC: Center for Diseases Control

CHN: China

CIV: Costa de Marfil

CMI: Concentracién minima inhibitoria
CPR: Capreomicina

CSISP: Centro Superior de Investigacion en
Salud Publica

CV: Comunidad Valenciana

DES: DNA extraction solution (tampén de
extraccion del ADN)

DM: Diabetes mellitus

DOM: Republica Dominicana

DOTS: Directly observed treatment, short-
course (tratamiento observado)

DR: Estudio de sensibilidad molecular
DS: Departamento de Salud

DST: Estudio de sensibilidad fenotipica
DZA: Argelia

ECU: Ecuador

Ell: Enfermedad inflamatoria intestinal
EMB: Etambutol

ETH: Etionamida

ESP: Espafia

FDA: Food and Drugs Administration
FISABIO: Fundacién para el Fomento de la
Investigacion Sanitaria y Biomédica

FQ: Fluoroquinolonas

FRA: Francia

GAM: Gambia

GHA: Ghana

GNQ: Guinea Ecuatorial

HUP: Hospital Universitario y Politécnico
IFN-y: Interferén gamma

IGRA: Ensayo para la deteccién de IFN-y
IND: India

INH: Isoniacida

ITL: Infeccidn tuberculosa latente

KAN: Kanamicina

L: Linaje

LCR: Liquido cefalorraquideo

LEV: Levofloxacino

U: Cultivo Léwenstein-Jensen

LPA: Line-probe assay (hibridacién sondas)
LSPs: Large sequence polymorphisms
(Polimorfismos de secuencia larga)

LTU: Lituania

LZD: Linezolid

MAR: Marruecos

MDR-TB: Tuberculosis multirresistente

MGIT: Middlebrook Growth Indicator Tube

VII



MIRU-VNTR: Tipado de las unidades de
repeticion dentro del genoma de MTBC
MNT: Micobacterias no tuberculosas
MPB64: Antigeno especifico de MTBC
MRR: Mutaciones asociadas a resistencia
MTBC: complejo M. tuberculosis

MXF: Moxifloxacino

NGA: Nigeria

OMS: Organizacion Mundial de la Salud
OPS: Organizacion Panamericana de Salud
PAAF: Puncion aspiracion con aguja fina
PAK: Pakistan

PAS: Acido para-aminosalicilico

pb: Pares de bases

PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa
PPD: Derivado proteico purificado

PRK: Corea del Norte

PZA: Pirazinamida

PT: Prueba de tuberculina

QTF: Quantiferon ®-TB Gold In Tube

RD1: Regidn de delecidn

RedMIVA: Red de Vigilancia Microbioldgica
de la Comunidad Valenciana

RFLP: Polimorfismos en la longitud de los
fragmentos de restriccion

RIF: Rifampicina

ROS: Receptor de 6rgano sélido

ROU: Rumania

RRDR: Regidn de resistencia a RIF del gen

rpoB

RT-PCR: reaccion en cadena de la
polimeras en tiempo real

RUS: Rusia

SCG: Secuenciacion completa genoma
SIDA: Sindrome de inmunodeficiencia
adquirida

SIP: Sistema de Informacién Poblacional
SNC: Sistema nervioso central

STR: Estreptomicina

TB: Tuberculosis

TBEP: TB extrapulmonar

TBP: TB pulmonar

TC: Tomografia computerizada

TD: Tiempo transcurrido hasta el
diagndstico microbioldgico

TE: Tris con acido
etilendiaminotetraacético

TNF: Factor de necrosis tumoral

UE: Unidn Europea

UKR: Ucrania

VFR: Visiting friends and relatives

VHB: Virus de la hepatitis B

VHC: Virus de la hepatitis C

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana
VPN: Valor predictivo negativo

VPP: Valor predictivo positivo

WGS-DR: Resistencias detectadas por SCG
WTC: Wild-type control (cepa silvestre)
XDR-TB: Tuberculosis extremadamente
resistente

ZN: Tincidn Ziehl Neelsen



INTRODUCCION






Introduccion

I INTRODUCCION

La distribucion geografica y caracteristicas epidemioldgicas de la tuberculosis
(TB) estan bien definidas en el mundo, pero los movimientos poblacionales podrian
contribuir a cambios en las caracteristicas epidemioldgicas, clinicas, patron de
resistencia y capacidad de infeccion de las cepas aisladas en cada regién. El descenso de
casos de sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) en nuestra area y su mejor
control, el aumento del numero de trasplantes realizados y de enfermos que reciben
tratamiento inmunosupresor por diversas enfermedades, asi como las migraciones,
pueden haber modificado la epidemiologia y caracteristicas clinicas de esta enfermedad

en nuestro Departamento de Salud (DS).

En los ultimos quince afios se ha producido una evolucion en los métodos de
diagndstico, con la aparicidon de nuevas técnicas microbioldgicas, moleculares e incluso
gendmicas para el diagndstico de la TB, cuya incorporacion al quehacer habitual en el
Servicio de Microbiologia, hace necesaria la evaluacién de su repercusidon en los
distintos aspectos de la enfermedad. La utilidad de las técnicas moleculares en concreto,
viene determinada por la epidemiologia local, puesto que detectan dianas concretas del
genoma de la micobacteria que no siempre estan presentes en todas las regiones del

planeta.

La técnica mas recientemente desarrollada, aunque aun no incorporada al
trabajo diario de los laboratorios clinicos, es la secuenciacion completa del genoma

(SCG) de las micobacterias incluidas en el complejo Mycobacterium tuberculosis (MTBC).
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Esta aproximacion se emplea a dia de hoy para conocer y analizar las posibles vias de
transmisidon en el campo de la epidemiologia molecular, pero en paises como el Reino
Unido ya se estan realizando estudios para incorporar este método diagndstico al
laboratorio de los hospitales para reducir el tiempo hasta la identificacién de especie y

de resistencias a farmacos antituberculosos.

Con este trabajo se pretende profundizar en el conocimiento del perfil de la
enfermedad tuberculosa atendida actualmente en el DS La Fe de Valencia, considerando
aspectos epidemioldgicos (edad, sexo, pais de origen y hdbitos de cada enfermo) y
clinicos (forma de presentacion y enfermedad de base) y compararlos con lo declarado
por los sistemas de salud publica. Ademas, se valorara la utilidad de las técnicas para el
diagndstico microbiolégico de las micobacteriosis que se han ido incorporando y se
analizard la informacién obtenida tras la SCG de MTBC, comparandola con la obtenida

por otras técnicas disponibles en nuestro Servicio.

De esta manera, pretendemos ahondar en el conocimiento de la epidemiologia
de esta enfermedad en nuestra area, mejorar el rendimiento del protocolo de
diagnodstico actual de la Seccion de Micobacterias del Servicio de Microbiologia del
Hospital Universitario y Politécnico (HUP) La Fe y tratar de correlacionar la informacién
obtenida de la secuenciacién completa de las cepas de MTBC con los datos fenotipicos y

genotipicos obtenidos por los métodos disponibles en la actualidad en este Servicio.
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1. Historia natural de la tuberculosis

La TB es una enfermedad presente desde los inicios de la humanidad. Ya en
murales de momias egipcias del afo 4.000 a.C. se observan lesiones vertebrales
sugerentes de esta enfermedad (1), aunque no es posible confirmar su causalidad en
seres humanos antes del siglo XIX. En 1882, Robert Koch descubrié el agente causal de
esta enfermedad, un microorganismo con forma bacilar presente en muestras de
enfermos con tuberculomas, hemoptisis y aspecto caquéctico, caracteristicas que le
confirieron el nombre de tuberculosis, phtysis (griego) o consumptione (latin) a la

enfermedad (2).

Hace mas de 15.000 afios que existen micobacterias causantes de enfermedad
en animales (3). Actualmente se reconocen distintas especies de micobacterias dentro
del MTBC capaces de causar clinica tuberculosa: M. tuberculosis (el mas frecuente en
humanos), M. bovis, M. africanum, M. microti y M. canetti, aunque algunos estudios

consideran a esta ultima una subespecie de M. tuberculosis (4).

M. bovis es la mas antigua de las especies incluidas en el MTBC y se cree que su
evolucién a patégeno humano se debid a la domesticacidon de los animales (5). Engloba
las subespecies bovis y caprae, causa sintomas gastrointestinales en humanos, se
transmite por ingestion de derivados lacteos no pasteurizados y es la especie empleada

para el desarrollo de la vacuna del bacilo de Calmette-Guérin (BCG).



La especie M. africanum, cuya primera descripcion data de 1968, ha sido aislada
con distinta frecuencia en varios paises del continente africano y, aunque en un
principio se clasificé en dos subtipos, | y Il, recientemente se ha descrito que sélo el
subtipo I, predominante en Africa Occidental, seria el que coincide con la cepa patrén y
que el subtipo Il seria en realidad M. tuberculosis sensu stricto (6). M. microti afecta con

mayor frecuencia a roedores y su aislamiento en humanos ha sido esporadico (7).

La TB es una enfermedad de transmisién interhumana principalmente por via
respiratoria, a través de gotitas de Fliigge eliminadas por el enfermo al toser, estornudar
o escupir. El riesgo de transmisién es mayor a partir de aquellos enfermos con
micobacterias en sus muestras respiratorias, es decir, baciliferos (8), pero también los
enfermos no baciliferos pueden transmitirla (9). Una vez inhaladas, las micobacterias se
reproducen en los alvéolos pulmonares, a un ritmo lo suficientemente lento como para
no activar la inmunidad celular del huésped. Una vez que el macréfago alveolar esta
repleto de micobacterias que es incapaz de contener, éstas son expulsadas del mismo e
invaden nuevos alvéolos proximos, causando mayor dafio celular. En este momento se
pone en marcha el sistema inmunitario del huésped, que, si es adecuado, permitira la
destruccién de las micobacterias o su encapsulacidon. Algunas micobacterias pueden
quedar previamente en estadio de latencia dentro de los macréfagos, de forma que
éstos no presentaran antigenos en su membrana y no seran, por tanto, correctamente
destruidos, con la posibilidad de reactivacién si el sistema inmunitario del enfermo

infectado dejara de ser competente (10).
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Se estima que una tercera parte de la poblacion mundial tiene infeccion
tuberculosa latente (ITL), aunque es dificil definir este término. Hay estudios que
sugieren que, incluso con tratamiento, algunos bacilos podrian persistir (11). El riesgo de
enfermar de una persona infectada es del 5 al 10% a lo largo de toda su vida, variando el
tiempo hasta el desarrollo de enfermedad, siendo mds frecuente en los dos primeros
afios tras el contagio, pero pudiendo llegar a presentarse hasta mdas de 10 afos
postinfeccidn (12). Entre los factores que se han asociado a mayor riesgo de desarrollo
de enfermedad destacan la coinfeccion con el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH), ser receptor de érgano solido o de progenitores hematopoyéticos, la silicosis, ser
conviviente o contacto estrecho del enfermo bacilifero y la dialisis renal (13); sin
embargo, muchas personas que enferman no recordaran ni reconocerdn ningun posible

foco de contagio.

2. Epidemiologia

La TB es una enfermedad de ambito mundial, que afecta mayoritariamente a
personas que viven en situaciones precarias de higiene y hacinamiento. Con la mejora
de las condiciones sanitarias hubo un descenso importante en su prevalencia, pero la
llegada de la epidemia del VIH la hizo resurgir, y la enfermedad causada por las
micobacterias incluidas en el MTBC era, a finales del siglo XX, la infeccidn causante del

mayor nimero de muertes en el mundo (14).



A pesar de que el numero de casos declarados de TB ha disminuido respecto a
finales del siglo XX, esta enfermedad sigue causando elevada morbi-mortalidad en

personas de todo el mundo.

En un informe de 2013, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) resumia la
situacion de la enfermedad en el afio 2012 (15): i) se mantienen los progresos hacia la
consecucién de las metas mundiales de reduccién de los casos y la mortalidad por TB a
la mitad de la registrada en 1990 para 2015, aunque las regiones de Africa y Europa aln
no estan en camino de lograr este objetivo; ii) el acceso al tratamiento ha sido ampliado,
consiguiendo salvar 20 millones de vida; iii) la innovacion en las pruebas diagndsticas ha
sido evidente, sobre todo con el desarrollo de una técnica rdpida de deteccidon de TB
multirresistente (MDR-TB); iv) existen avances en la deteccién de coinfeccién por VIH y
TB, pero los progresos en la lucha contra la MDR-TB son lentos y la financiacién del

tratamiento y control de la enfermedad no son adecuados.

En el afio 2014, segun datos de la OMS, alrededor de 9,6 millones de personas
padecieron TB, un 18% menos que en el afilo 2000, y murieron un millén y medio por
causas relacionadas con la misma, un 47% menos que en 1994, 140.000 de ellas
menores de edad (16). La tasa media mundial fue de 133 casos/100.000 habitantes,
variando por regiones, con el mayor nimero de casos declarados en el sudeste asiatico,
y con una tasa media en Africa de mas de 281 casos/100.000 habitantes (17). Sin
embargo, en 2015 el nimero de casos aumentd respecto al afio anterior, enfermaron
10,4 millones de personas; el 83% de los casos se declararon en 22 paises y el 60% de los

mismos se concentraron en 5 paises: Indonesia, Nigeria, China, Pakistan y Sudafrica
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(Figura I.1). En este afio, 1,8 millones de personas murieron a consecuencia de la TB.
Mas del 95% de las muertes fueron en paises con nivel socioecondmico bajo y medio,
siendo la principal causa de muerte en aquellos coinfectados por VIH (18). La
informacidn recogida en la nota descriptiva de la OMS en octubre de 2016 sitda a la TB

entre las 10 principales causas de mortalidad del mundo, por delante de la malaria.

Estimated TB incidence rates, 2015

Nodata
I net applicable

En: WHO. Global Tuberculosis Report 2016. http://apps.who.int/medicinedocs/documents/s23098en/s23098en.pdf

Figura I.1: Incidencia estimada de tuberculosis en el mundo en el afio 2015.

La resistencia a los farmacos antituberculosos estd muy extendida; India, China,
Rusia y Sudafrica rednen casi el 60% de los casos mundiales de MDR-TB y Europa del
Este y Asia Central también presentan un numero elevado de resistencias. En 2010, se
registraron 81.000 casos de MDR-TB en Europa, casi el 20% de los declarados en el
mundo. En 2012, la OMS consideraba que la TB era la causa del fallecimiento de 7
personas a la hora en la region europea, reflejando el aumento de los casos de MDR-TB
y la ineficacia de las estrategias de control (15). En 2014 se declararon 40.302 casos de

TB en Ucrania, dos tercios del total de casos declarados en toda la Unién Europea (UE),
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siendo un 34% de estos MDR-TB (19). En 2015 la OMS estimé 480.000 episodios de

MDR-TB en todo el mundo.

En Espafia, en 2013, la incidencia de TB declarada fue 11,88 casos/100.000
habitantes, descendiendo en 2014 a 10,8, ambas tasas ligeramente inferiores a la media
de la UE, con mas de 30 casos/100.000 habitantes en estos dos afios (20). Es importante
saber que en paises como Rumania y Ucrania la tasa fue de 83,5 y 106/100.000

habitantes, respectivamente.

En la Comunidad Valenciana (CV) también se observa un descenso mantenido en
la incidencia declarada de la TB en las dultimas décadas, disminuyendo de 24
casos/100.000 habitantes en 1998 a 8,4/100.000 habitantes en 2015 (21); sin embargo,
estas cifras podrian ser inferiores a las reales, entre otras razones, porque se trata de
una enfermedad infradiagnosticada en nuestro entorno ya que no siempre es incluida
en la sospecha diagndstica. Ademas, en nuestra regidn, existen inmigrantes en situacion
irregular que no aparecen en los censos y que, a no ser que su vida corra peligro, no
acuden a los centros sanitarios. En el afio 1998 los casos de TB en personas nacidas
fuera de Espafia representaban el 2,7% de todos los casos notificados, se incrementaron
hasta el 37,6% en el afio 2008, siendo del 28,8% en 2014. Segun el Informe de
Tuberculosis de la CV del afio 2011, la tasa global de TB por 100.000 habitantes era de
11,9 (15,3 en varones y 8,6 en mujeres) y la tasa en extranjeros residentes en la CV de
22,9/100.000 habitantes, habiéndose reducido progresivamente desde 2008
(39,9/100.000 habitantes) (22). La reciente llegada de refugiados podria hacer que este

descenso que se observa desde hace menos de diez afios, vuelva a sufrir variacion, ya
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gue muchos de los inmigrantes a nuestra regién proceden de los paises con mayores

tasas de resistencia a los fdrmacos antituberculosos de primera linea.

Desde 1994, la OMS vy la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) han
acordado tres estrategias frente a la TB: “DOTS” (Directly observed treatment, short-
course) en 1994 (23), “Alto a la Tuberculosis” en 2006 (24) y “Fin de la Tuberculosis” en
2014 (25). La ultima de éstas, marca como uno de sus objetivos principales la reduccion
de la tasa de incidencia en un 90% entre los afios 2015 y 2035 o, lo que es lo mismo,
conseguir llegar a un maximo de 10 casos de TB por cada 100.000 habitantes, cifra
similar a la declarada en nuestra Comunidad. El descenso del 1,5% anual desde el afio
2000 declarado por la OMS seria insuficiente para alcanzar los objetivos de la estrategia
Fin de la Tuberculosis. E| diagndstico precoz, con inclusién de pruebas de sensibilidad a
los farmacos antituberculosos y pruebas sistematicas de deteccidon en contactos, se
menciona en el primero de los tres apartados de esta estrategia, mientras que en el
tercero se hace hincapié en el descubrimiento, desarrollo y aplicacion de nuevas
técnicas diagndsticas. En resumen, en su nueva estrategia, End TB Strategy (2016-2035),
la OMS incluye como una de sus metas el diagndstico precoz de la TB asi como el estudio
de sensibilidad antituberculosa universal, por lo que los laboratorios de microbiologia

tienen un papel critico en la era post-2015.

El Servicio de Microbiologia del HUP La Fe esta integrado en la Red de Vigilancia
Microbioldgica (RedMIVA) de la CV, un sistema de informacién de la Conselleria de
Sanitat que recoge los resultados de los Servicios de Microbiologia de todos los

hospitales de la CV, los almacena y analiza. A estos datos se les asocian los del paciente
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desde el Sistema de Informacion Poblacional (SIP) o el Sistema de Admision de los
hospitales, para posteriormente difundir esta informacion de forma activa (los usuarios
consultan lo que les interesa) o pasiva (mediante la generacién y envio periddico de
informes) (26). Anualmente se redacta un Informe de Tuberculosis, que resume el
numero de casos de TB declarados en toda la CV y en cada DS en concreto, describiendo
las caracteristicas de los enfermos y presentando los resultados de sensibilidad in vitro
de las cepas de MTBC aisladas. Asi, en 2011, se declararon 607 casos de TBen la CVy en
el DS La Fe, 30 (30,8% de resistencia global); en 2012, 508 y en el DS La Fe, 25 (10% de
resistencia global), con 38 enfermos ingresados; en 2013, 512 y en el DS La Fe 32 (18,5%
de resistencia global), con 39 pacientes ingresados; en 2014, 424 y en el DS La Fe 27
(16,7% de resistencia global), con 38 enfermos ingresados; y en 2015, 421 y en el DS La
Fe 27 (21,1% de resistencia global), con 22 casos ingresados (26). En la Tabla 1.1 se

resumen los datos de la CV entre los afios 2011 y 2015.

Tabla I.1: Resumen de los datos de los Informes de tuberculosis de la CV 2011-2015.

Afio Tasa CV Edad Varones VIH Inmigrantes Tasa DS La Fe
(100.000/h)  media (%) (%) (%) (100.000/h)
2011 11,9 41,8 63,9 10,4 13 16,6
2012 9,9 42,1 65,7 6,7 8,9 13,9
2013 10 39,9 63,9 5,1 9,6 18,1
2014 8,3 45,9 59,2 5,9 7,1 15,3
2015 8,4 45,2 61,8 5,2 12,4 9,7

Tabla adaptada de datos extraidos de www.sp.san.gva.es
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3. Formas de presentacion clinica

La forma de presentacién mas frecuente de esta enfermedad es la TB pulmonar.
Clasicamente se ha dividido esta forma clinica en primaria y reactivacién, aunque las
similares manifestaciones radiograficas hacen dificil su diferenciacién. La forma primaria
es mas comun en nifios, aunque se esta observando también en adultos (23-34%). La
forma post-primaria es casi siempre la consecuencia de la reactivacién de una ITL,
aunque en ocasiones es la continuacién de una infeccién primaria, y se observa

principalmente en adolescentes y adultos jévenes.

Los sintomas en la TB aparecen de forma gradual, en un periodo que puede
durar de semanas a meses, aunque puede ser mas aguda en niflos e inmunodeprimidos
(27). Los sintomas mas comunes en los enfermos con TB pulmonar son fiebre
vespertina, sudoracién nocturna, tos productiva o no, hemoptisis en ocasiones, anorexia
y pérdida de peso. La triada de fiebre, sudoracién nocturna y pérdida de peso aparece
en un 75%, 45% y 55%, respectivamente, mientras que la tos persistente se da hasta en

un 95% de los enfermos (28).

En la radiografia de térax de un enfermo con TB pulmonar primaria es facil
encontrar afectacién parenquimatosa, adenopatias y derrame pleural, pero hasta en un
15% de los casos no se observan hallazgos patoldgicos (29). La tomografia
computerizada (TC) de térax muestra dreas de consolidacion bien definidas. Las formas

de reactivacion se acompafian generalmente de cavitaciones pulmonares (30).
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A pesar de que el pulmdn es el drgano diana, en un 10-20% de los casos en
enfermos inmunocompetentes y hasta en mds del 50% en los inmunodeprimidos otros
sistemas también pueden verse afectados, por lo que es importante descartar
coinfecciéon por el VIH y realizar cribado de ITL en enfermos que vayan a recibir
inhibidores del factor de necrosis tumoral (TNF-a) u otros tratamientos
inmunomoduladores (31). El diagndstico de la TB extrapulmonar (TBEP) es dificil, puesto
que puede simular otras enfermedades, los resultados del cribado de ITL son variables,
no siempre hay granulomas ni micobacterias visibles en las muestras clinicas y el cultivo
tiene menor rendimiento. Es importante, por lo tanto, considerar también el uso de
técnicas diagndsticas de biologia molecular y otros marcadores como la
adenosindeaminasa (ADA) o valorar cualquier lesidon sugestiva en las pruebas
radiograficas, teniendo en cuenta que un resultado negativo no excluye el diagnéstico
cuando la evidencia clinica es importante (32). La sospecha clinica es crucial para realizar

las pruebas diagndsticas confirmatorias e iniciar tratamiento adecuado lo antes posible.

En la TB pleural, los hallazgos radiograficos (TC con adenopatias, infiltrados o
cavitacion) y las caracteristicas bioquimicas del liquido pleural (exudado con predominio
linfocitario, glucosa baja y niveles de ADA > 47 U/L) ayudan al diagndstico. La
confirmacién microbioldgica no siempre es posible, ya que las tinciones sélo muestran
bacilos en un 5% y el cultivo es positivo en menos del 40% de los casos. El diagnédstico
molecular de liquido pleural es especifico, pero poco sensible. La biopsia pleural tiene
mayor rentabilidad diagndstica que el liquido. El tratamiento es efectivo, pero puede

haber complicaciones como empiema, fibrotérax o fistulizacion.
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La localizacién ganglionar (linfadenitis TB) es la mas comdn de las formas
extrapulmonares, habiéndose descrito hasta en el 40% de las formas de TBEP en los
Estados Unidos y siendo la causa de mas del 50% de las linfadenitis cervicales en
Pakistan (33,34). Antiguamente se conocia con el nombre de escrofula, siendo su
localizacion mdas comun el triangulo cervical anterior, ganglios submandibulares y
supraclaviculares, seguida de la mediastinica, axilar, mesentérica, hepatoportal,
peripancredtica e inguinal (35). Es frecuente en enfermos VIH positivos y en los nifios
mayores de 14 afios en India. Los ganglios linfaticos afectados son pequefios e indoloros,
pero pueden llegar a fistulizarse si no se tratan. En el caso de afectacién intraabdominal,
el enfermo puede debutar con disfagia e incluso perforacion intestinal. No suele
presentar sintomas sistémicos, la radiografia de tdérax suele ser normal y el cribado de
ITL es normalmente positivo. Para su diagndstico etioldgico se recomienda realizar una
biopsia de la adenopatia, mejor que la puncidén aspiracién con aguja fina (PAAF). El
tratamiento es similar al de la forma pulmonar y suele tener buen prondstico. El
fendmeno paraddjico o empeoramiento transitorio es posible al inicio del tratamiento y

se ha descrito hasta en un 25% de casos (36).

(Imagen cedida por el Servicio de Anatomia Patoldgica del HUP La Fe)

Figura 1.2: Granuloma tefiido con hematoxilina-eosina hallado en un paciente con TB.
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La forma mas frecuente de la TB musculoesquelética es la vertebral (Mal de Pott
o espondilitis TB), en la columna dorsal baja y lumbar y se puede asociar a absceso
paravertebral. La artritis TB se presenta con mayor frecuencia en las articulaciones que
mayor peso soportan, como cadera y rodilla, y suele ser monoarticular, aunque se han
descrito formas poliarticulares (37). En la radiografia se aprecia inflamacion de tejidos
blandos y reduccion del espacio articular. Rara vez se observa afectacion pulmonar
concomitante. Aunque el cultivo del liquido sinovial puede ser positivo, la biopsia ofrece
mayor rendimiento diagndstico. El tratamiento suele requerir cirugia, con

desbridamiento y drenaje.

(Imagen cedida por el Servicio de Radiodiagnéstico del HUP La Fe)
Figura 1.3: RMN con destruccion de dos cuerpos vertebrales secundaria a TB (Mal de Pott)

La afectacion del sistema nervioso central (SNC) incluye meningitis TB,
tuberculoma intracraneal y aracnoiditis espinal. Es mas frecuente en niflos pequefios y
VIH positivos. El liquido cefalorraquideo (LCR) presenta proteinorraquia (100-500
mg/dL), pleocitosis mononuclear (100-500 células), aunque al principio puede haber
predominio de polimorfonucleares, hipoglucorraquia (< 45 mg/dL) y elevacion de la

concentracién de ADA. El rendimiento diagndstico de la baciloscopia y el cultivo del LCR
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aumenta si se procesan cuatro muestras, prefiriéndose el uUltimo tubo de cada
extraccidén y mejor si se procesa tras centrifugacion. Las técnicas moleculares tienen una
especificidad del 100%, pero su sensibilidad no supera el 60%. La TC con contraste es util
y puede observarse aracnoiditis basilar, edema, infartos cerebrales, hidrocefalia y
tuberculomas. La clinica de la meningitis tuberculosa puede derivar a un coma de rapida
instauracion, por lo que su sospecha es esencial y debe iniciarse tratamiento empirico
precoz y prolongarlo hasta 12 meses. En este caso, existe suficiente evidencia como para

aconsejar el uso de corticoides (38).

La presentacién de la TB abdominal puede ser en forma de enteritis o peritonitis.
En las enteritis se afecta con mayor frecuencia la regién ileocecal, con dlceras,
hipertrofia y en ocasiones fistulas o abscesos perirrectales. Cursa con dolor abdominal
cronico e inespecifico, astenia, fiebre, alteracion del transito intestinal y ascitis. La
peritonitis es mas frecuente en inmunodeprimidos por reactivacién de foco latente de
TB en peritoneo tras diseminaciéon hematdgena, y cursa con ascitis, dolor abdominal
crénico y anemia normocitica normocrdmica. El liquido peritoneal presenta leucocitosis
de predominio linfocitario (50-4000 células/dL), proteinas >3 mg/dL y elevacion de ADA
(>33 U/L) (39). Aunque la radiografia con contraste de bario y la TC son utiles, la biopsia

es la prueba recomendada para confirmar el diagndstico.

La TB genitourinaria representa el 8-20% de los casos de TBEP, segun el pais.
Puede afectar al rifién, epididimo y prdstata, en adultos jovenes varones, con disuria,
hematuria macroscépica, piuria y cdlculos renales e infertilidad. También puede
presentarse como endometritis tuberculosa, mas frecuente en mujeres jévenes de
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paises endémicos o ancianas con historia de TB sin tratamiento adecuado, afectando la
trompa y el endometrio con mayor frecuencia. En general, el tiempo entre la infeccién y
la apariciéon de esta forma de enfermedad es de unos 20 afios, lo que justificaria la
aparicién de sintomas en jovenes (40). A pesar de esto, en paises como India si se ha
descrito esta forma de presentacion en la infancia (41). Para un adecuado diagndstico
microbiolégico son necesarias 3 muestras de orina de primera hora de la mafiana o
biopsia de los érganos genitales. El tratamiento es el mismo que en la forma pulmonary

la cirugia puede ser necesaria en presencia de abscesos.

La pericarditis tuberculosa supone un 1-2% de los casos y se manifiesta como
disnea y dolor tordcico con cardiomegalia, derrame pericardico, engrosamiento de la
pared con dilatacion auricular e incluso calcificaciones pericardicas. La biopsia
pericardica es la muestra mas rentable para su diagndstico; como alternativa, la
pericardiocentesis permitird extraer liquido pericardico que podra tener aumento de
proteinas, leucocitosis, elevacion de ADA y la baciloscopia positiva en un 40-60% de los
casos. En esta forma de presentacion, al tratamiento habitual se le deberan afiadir

corticoides en caso de pericarditis constrictiva.

Se considera TB miliar a la progresidon o diseminacion de la enfermedad que
puede llevar a fallo multiorganico. El término fue acuiiado en el afilo 1700 por John Jacob
Manget, quien describié una forma diseminada de tuberculosis en la que se observaban
multiples lesiones similares a semillas de millet (mijo), que tenia peor prondstico. Es la
forma de presentacion mas frecuente en la infancia (42) y, en nifios de zonas endémicas,

pueden encontrarse en ocasiones lesiones cutaneas, como papulas y madculas
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eritematosas (tuberculosis miliaria cutis), una presentacion menos frecuente en los
vacunados con BCG (43). En adultos inmunocompetentes, representa menos del 2% de
las formas de TB y aproximadamente el 20% de las formas extrapulmonares (44). En
enfermos inmunocomprometidos este porcentaje es mayor, llegando al 50% de los
casos de TBEP en los infectados por el VIH. En ancianos, la forma criptica de TB miliar
puede confundirse con metastasis. Los factores predisponentes descritos, aunque no
probados, para esta forma de TB son: edad pediatrica, malnutricion, VIH/SIDA,
enolismo, diabetes mellitus (DM), enfermedad hepatica crdnica, didlisis, receptor de
trasplante de érgano, conectivopatia, embarazo, posparto, neoplasia vy silicosis (45). El
uso de corticoesteroides, inmunosupresores y tratamiento bioldgico con farmacos de
anticuerpos monoclonales anti-TNF (infliximab, etanercept y adalimumab) han sido
asociados a TB miliar en pacientes con artritis reumatoide (46). En un estudio reciente,
se comparaba el riesgo y tiempo hasta el desarrollo de TB miliar en enfermos con anti-
TNF, siendo el riesgo mayor para infliximab y adalimumab que para etanercept, y el
tiempo menor para infliximab (5,5 meses de media frente a 13,4 para etanercept y 18,5
para adalimumab) (47). En esta forma de presentacidn, se observan en la TC multiples
nédulos de 2-3 mm de didametro en pulmdn en un 85% de los casos. Los hallazgos de
laboratorio incluyen anemia, hiponatremia y alteracién del recuento de glébulos blancos
y las muestras mas utiles para el diagndstico de confirmacién son la médula dsea y la

biopsia esplénica (48).
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4. Tratamiento

El tratamiento de la TB en los enfermos considerados naive (nuevos), es decir,
aquellos que nunca han sido tratados o que han recibido tratamiento previo durante
menos de un mes, consiste en la administraciéon de los 4 farmacos de primera linea
isoniacida (INH), rifampicina (RIF), etambutol (EMB) y pirazinamida (PZA) durante dos
meses de fase intensiva y posteriormente reducir a los dos primeros durante cuatro
meses mas en la fase de continuacion. Es importante no administrar los farmacos en
monoterapia para evitar el riesgo de desarrollo de resistencias y facilitar que el enfermo
complete el periodo de tratamiento. Hace afios se aconsejaba el uso de sdlo tres
farmacos en la primera etapa del tratamiento, principalmente cuando no se sospechaba

riesgo de resistencia, pero las directrices de la OMS ya no aprueban esta practica (47).

El tratamiento debe ser preferiblemente directamente observado (DOTS), se
iniciard lo antes posible y, en ocasiones, deberd prolongarse la fase intensiva y
administrarse hasta nueve meses o mas, especialmente en casos de cavitacion o cultivo
positivo a los 2 meses de tratamiento, resistencia in vitro o respuesta incompleta y
localizaciones extrapulmonares (49). En el caso de meningitis, pericarditis o TB miliar
con hipoxemia incontrolable, la asociacion de corticoesteroides ha demostrado ser muy

beneficiosa para el enfermo (50).

La INH es un compuesto relacionado con la nicotinamida que se introdujo en
1952. Inhibe la sintesis de los acidos micélicos, componente principal en la envoltura de

la micobacteria que interviene en su impermeabilidad (51). Es un profarmaco que se

20



Introduccion

activa por la catalasa peroxidasa codificada por el gen katG de la micobacteria. Es
bactericida frente a las micobacterias metabdlicamente activas y bacteriostatico frente a

los bacilos latentes.

La RIF es un antibidtico semisintético derivado de la rifamicina B, producida por
Streptomyces mediterranei. Se introdujo en 1967 y es bactericida frente a los bacilos
que estan tanto en fase de multiplicacidn activa como los que estan metabdlicamente
inactivos. Su mecanismo de accidn se basa en la interaccién con la subunidad beta de la
polimerasa del acido ribonucleico (ARN) (52) inhibiendo el ARN mensajero y con ello la
transcripcidn. Esta subunidad esta codificada por el gen rpoB, por lo que mutaciones en

el mismo podrdn causar resistencia a este farmaco.

El EMB es un farmaco sintético, bacteriostatico, que disminuye la aparicién de
resistencias a otros farmacos antituberculosos. Es una etilendiamina que altera la
biosintesis del arabinogalactano de la pared micobacteriana (53). Su diana es el operdn

embCAB de la micobacteria.

La introduccién de la PZA, derivado sintético de la nicotinamida, permitié acortar
la duracion del tratamiento a 6 meses, al actuar como bactericida sobre los bacilos
tuberculosos latentes (54). Es un profarmaco que se metaboliza a su forma activa (acido

pirazinoico) por la pirazinamidasa micobacteriana codificada por el gen pncA.

Se asume que existe resistencia al tratamiento antituberculoso de primera linea

cuando persisten los sintomas a los dos meses de inicio del mismo a pesar de buen
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cumplimiento, hay recaida al poco tiempo de finalizarlo correctamente o persisten los
cultivos positivos a los cuatro meses de inicio del tratamiento. En los paises en vias de
desarrollo, en los que es dificil realizar cultivo y la baciloscopia es la Unica técnica
disponible, la observacidn de bacilos caracteristicos en muestras clinicas a los dos meses
de inicio de tratamiento es suficiente para cambiar el mismo, aunque en nuestra area,
donde existen otros métodos, es importante esperar porque en muchos casos lo que se
observa son bacilos no viables en el contexto de tratamiento correcto (55). La
confirmacion definitiva de resistencia in vitro debe realizarse en el laboratorio de

microbiologia.

La resistencia se clasifica en primaria o adquirida, segun el enfermo haya recibido
0 no tratamiento previo frente a la TB. Ademads, segun el nimero y tipo de farmacos a
los que sea resistentes, se clasificara como: monorresistente (resistencia a un Unico
farmaco de primera linea), polirresistente (resistencia a mas de uno que no sean INH y
RIF juntos), multirresistente o MDR-TB (resistencia a INH y RIF simultdneamente) y
extremadamente resistente o XDR (MDR-TB con resistencia ademas a una

fluoroquinolona y a un aminoglucdsido inyectable).

Los farmacos disponibles en caso de MDR-TB se dividieron hasta el afio 2016 en 5
grupos: orales de segunda linea, aminoglucdsidos inyectables (AGi), fluoroquinolonas
(FQ), bacteriostaticos orales de segunda linea y aquellos sin papel claro frente a la TB
(56). La nueva guia de la OMS, publicada en 2016, los clasifica en 4 grupos, resumidos en

la Tabla 1.2 (57).
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Tabla 1.2: Grupos de farmacos antituberculosos de segunda linea.

Introduccion

Fluorquinolonas | AG inyectables | Otros Complementarios (add-on agents)
Levofloxacino Amikacina Etionamida/ D1 Pirazinamida
Moxifloxacino Capreomicina |Proteonamida Etambutol
Gatifloxacino Kanamicina Cicloserina/ INH alta carga
(STR) Terizidona D2 Bedaquilina
Clofacimina Delamanid
Linezolid D3 PAS
IMI/MERO
AMC
(Tioacetazona)

AG: aminoglucésidos; STR: estreptomicina; INH: isoniacida; PAS: acido p-aminosalicilico;
IMI/MERO: imipenem/meropenem; AMC: amoxicilina/clavuldnico; Tabla adaptada de la OMS.
Para el tratamiento de las formas MDR-TB se recomienda emplear 4 o mas
farmacos activos, teniendo en cuenta el grado de resistencia a INH y RIF ya que, en caso
de resistencia de bajo nivel (concentracién minima inhibitoria -CMI- préxima al punto de
corte habitual del farmaco) se permite aumentar la dosis habitual de INH o RIF,
respectivamente, o incluso dar rifabutina (58). Las nuevas recomendaciones van
orientadas a individualizar el tratamiento segun las condiciones de cada caso y a reducir
el tiempo de administracién, de los 20 meses iniciales a 9 en casos de MDR-TB no

complicada (59).

Las FQ se han recomendado en casos de enfermos con TB sensible a farmacos de
primera linea, pero con efectos secundarios que les impidan tomar el tratamiento
habitual, en concreto hepatotoxicidad (56); sin embargo, algunos autores las proponen
como parte del tratamiento inicial ain en ausencia de reacciones adversas (60) e,
incluso, una de las nuevas combinaciones para reducir el tiempo de tratamiento, aun en

fase Il de ensayo clinico, incluye moxifloxacino entre sus farmacos de primera linea (61).
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Son, ademds, uno de los pilares fundamentales en el tratamiento de las formas MDR-TB.
Su diana es la girasa del acido desoxirribonucleico (ADN) de la micobacteria, por lo que
algunas de las mutaciones en los genes gyrA y gyrB de MTBC, encargados de la

expresion de esta topoisomerasa, impediran su accion.

Los fdrmacos mas recientemente introducidos en el tratamiento de las formas
resistentes de TB son la bedaquilina y el delamanid. La bedaquilina fue aprobada en
diciembre de 2012 por la Food and Drugs Administration (FDA) estadounidense. Es una
diarilquinolina que bloquea la adenosin trifosfato (ATP) sintetasa de la micobacteria,
impidiendo su generacién de energia (62). La OMS ha recomendado afadirla al
tratamiento de las formas MDR-TB cuando hay resistencia a FQ o no hay un minimo de 4
farmacos de segunda linea sensibles in vitro (63). El delamanid se ha empleado ya en
tratamiento de formas XDR-TB. Pertenece a una nueva generacion de antituberculosos,
los nitroimidazoles (nitro-dihidro-imidazooxazoles), que inhiben la sintesis de los acidos
micélicos que componen la pared celular micobacteriana (los acidos metoximicélico y
cetomicdlico). Para poder ejercer su accidn, el delamanid tiene que sufrir una reduccion
de su grupo nitro por el propio M. tuberculosis, convirtiéndose asi en la forma activa; los
valores de CMI para M. tuberculosis oscilan entre 0,006 a 0,012 pug/mL y no se ha
observado resistencia cruzada con ninguno de los medicamentos antituberculosos
utilizados en la actualidad (64). A pesar de la reciente introduccidn de estos farmacos, ya
hay casos publicados de deteccién de mutaciones en genes micobacterianos asociados a

resistencia a bedaquilina (mmpR) y a delamanid (fbiA y fgd1) (65).
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5. Prevencion

El control de la TB se basa en tres pilares principales: a) prevencién de la
infeccion (vacunacion con BCG y control de la transmision) y del desarrollo de
enfermedad (profilaxis con INH); b) diagnéstico temprano de la enfermedad (busqueda
activa de casos, técnicas rapidas de laboratorio y mejores estrategias de diagnédstico); y
c) tratamiento adecuado con farmacos apropiados y directamente observado si fuera

necesario.

La vacuna desarrollada por Calmette-Guérin, conocida como vacuna BCG, tiene
un papel principal en los recién nacidos de paises con alta prevalencia de TB, donde ha
demostrado que reduce el desarrollo de formas complicadas, como meningitis (66). En
esta poblacion es importante descartar infeccion por VIH u otro trastorno inmunitario,
bien por cribado previo a la madre o en el momento del nacimiento, por el posible
riesgo de becegeitis, es decir, infeccion en el punto de inoculacién de la vacuna o forma
diseminada de enfermedad por ser la BCG el resultado de la atenuaciéon de una
micobacteria. La vacuna BCG confiere inmunizacion durante los primeros 10 afios y la
revacunacion en la adolescencia no confiere mayor proteccion. Su eficacia varia del 0 al
80%, segun la localizacion del ensayo clinico realizado, lo que sugiere una distinta
proteccion frente a diferentes variantes de MTBC, al igual que se ha descrito distinta
reaccion inmunitaria ante coinfeccion por helmintos y por micobacterias no
tuberculosas (67). Existen nuevas vacunas en fase de desarrollo, entre otras, RUTI y

MVAS85A que, aunque no parecen generar suficiente inmunidad en nifios pequefios,
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estan sirviendo para estudiar nuevas vias de administracién (inhaladas) y para mejorar

el efecto de la profilaxis post exposicidn (68).

La profilaxis con INH debe realizarse a todos los contactos préximos de enfermos
baciliferos y a los convivientes de VIH positivos cuando presenten tos, fiebre, sudoracion

nocturna o pérdida de peso, una vez descartada enfermedad activa (69).

6. Diagndstico microbioldgico

Las micobacterias son bacilos acido alcohol resistentes. Esta propiedad permite
su observacion al microscopio tras la tincion de fluorescencia con auramina-rodamina
(AU) (bacilos anaranjados sobre fondo oscuro) o tras tincion de Ziehl-Neelsen (ZN) o
variantes como la de Kinyoun (bacilos rosas sobre fondo azul o verde). La tincién no
fluorescente permite confirmar su presencia, ya que se observa a mayores aumentos y
la fluorescencia puede teifiir artefactos. A un microbiélogo experimentado, la tincién de
ZN podria sugerirle incluso la especie de micobacteria presente en la muestra

observada.

Figura 1.4: Colonias de M. tuberculosis en medio de cultivo de Léwenstein.
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El cultivo sigue siendo a dia de hoy la técnica de referencia para el diagndstico de
TB, con los medios a base de huevo (Lowenstein-Jensen -LJ) o sintéticos (Middlebrook
7H10 o 7H11). La lenta tasa de multiplicacion de las micobacterias (18-24 horas) hace
imprescindible su incubacién durante al menos 45 dias antes de considerar un cultivo
como negativo (70). En el caso de las especies incluidas dentro del MTBC que causan la
enfermedad tuberculosa, su crecimiento es mejor a 37°C y el tiempo de crecimiento en
medio sélido de LJ varia, entre 14-20 dias cuando la baciloscopia ha sido positiva (71)
siendo el crecimiento maximo a las 4-5 semanas de incubacion (72). Con la introduccién
de los medios de cultivo liquidos se ha disminuido el tiempo de deteccidon del

crecimiento de las micobacterias del MTBC.

En los ultimos veinte afos se ha experimentado una revolucién en el diagndstico
microbioldgico de la TB, tanto en el diagndstico de la enfermedad activa como de la

infeccidn latente, que se resume en la Tabla I.3.

Tabla 1.3: Métodos de diagndstico disponibles en ITL y enfermedad tuberculosa.

Enfermedad TB
ITL L, . Métodos Identificacion Estudio de
Tincion Cultivo L. R .
automaticos de especie sensibilidad
Clésico  PT N U Radiométricos 2¢ina, Método de
nitratos proporcion
Deteccidn
AL de genes de
ALY [lclishieas Antigeno resigstencia
Reciente (Quantiferon, AU Middlebrook (MGIT960, g
MPB64, LPAs (GeneXpert,
TB.SPOT) VersaTrek,
BACTEC) AnyplexTM,
LPAs)

PT: prueba tuberculina; ZN: Ziehl-Neelsen; AU: auramina-rodamina; LJ: Lowenstein Jensen;

LPAs: line probe assays
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Se han desarrollado nuevas técnicas de diagndstico serolégico, como la
deteccion de antigeno MPB64 para cepas de MTBC a partir de medio de cultivo liquido
positivo, o la deteccion de secreciéon de interferén-y (IFN-y) por linfocitos para el
diagndstico de ITL; se han sustituido los métodos automaticos radiométricos que
detectaban CO2 marcado con carbono 14 por otros sistemas de lectura en cultivos
liguidos; y se han comercializado técnicas moleculares que permiten detectar MTBC y

mutaciones en su genoma relacionadas con resistencias a los farmacos antituberculosos.

El Unico método de diagndstico de la ITL disponible hasta principios de este siglo
era la prueba de la tuberculina (PT) o Mantoux, que mide la respuesta inmune celular
retardada cutdnea tras la inyeccion subcutdanea de un derivado proteico purificado
(PPD), obtenido tras el filtrado de cultivo de micobacterias del MTBC esterilizado y
concentrado. Como ventajas, esta técnica es sencilla, barata y no requiere laboratorio
especializado para la obtenciéon del resultado; sin embargo, presenta como limitaciones
la interpretacién subjetiva de la medida de induracidén y que los antigenos que emplea

los comparten varias especies de micobacterias y no son especificos de MTBC (73).

Figura 1.5: Inyeccidn subcutanea de PPD en antebrazo para realizar la PT o Mantoux
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Mds recientemente, se han desarrollado los IGRAs (IFN-gamma release assays),
que cuantifican in vitro la cantidad de IFN-y secretado por los linfocitos de memoria de
la sangre del paciente una vez expuestos a antigenos ESAT-6 y CFP-10, especificos de
MTBC, adheridos a los tubos de extraccidn. Existen dos técnicas comercializadas,
TSPOT.TB (Oxford Immunotec, Oxford, UK) y Quantiferon®-TB Gold In Tube (Cellestis,
Australia), con la ventaja principal, a parte de la no exposicién in vivo del enfermo a los
antigenos, de no dar falsos positivos en aquellos vacunados con BCG (74). Hay que tener
en cuenta, no obstante, que estas técnicas pueden dar falsos positivos en infecciones
por M. marinum, M. szulgai y M. kansasii (75). Se ha descrito, ademads, una respuesta
celular atenuada a la diana ESAT-6 en los infectados por la variante M. africanum (76).
La correlacién entre estas pruebas esta siendo estudiada, habiéndose publicado un
amplio niumero de articulos al respecto. En general, se considera que en los contactos
inmunodeprimidos o en aquellos que vayan a ser sometidos a terapia inmunosupresora,
deberia darse tratamiento profilactico ante un resultado positivo de cualquiera de las
pruebas. En los inmunocompetentes, un resultado negativo de una prueba IGRA tiene
un alto valor predictivo y se ha observado que en determinadas poblaciones, como los

trabajadores sanitarios, la PT es positiva en mayor numero de casos que los IGRA.

1. Extraer sangre - !

Figura 1.6: Proceso de extraccidn de tubos para realizar la prueba Quantiferon®TB Gold In Tube
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Investigaciones recientes han demostrado que la medicidn de la expresién de
CD27 en los linfocitos T CD4 generados tras la prueba IGRA permite determinar si se
trata de ITL o TB activa (77).

Una nueva técnica para el diagndstico de ITL, aun en fase de ensayo clinico, es la
prueba C-Tb (Statens Serum Institute, Copenhaguen), que pretende aunar las ventajas
de la PTy los IGRAs, mediante la inyeccion subcutanea de los antigenos ESAT-6 y CFP-10,
de modo que permitiria obtener un resultado sin necesidad de laboratorio especializado

y emplearia antigenos mas especificos de la infeccién por MTBC (78,79).

Los métodos de cultivo semiautomaticos radiométricos (BACTEC™ 460TB) que
detectaban la presencia de MTBC en medio liquido de Middelbrook midiendo el **CO,
liberado por la micobacteria, han sido actualmente sustituidos por otros métodos
automaticos de lectura sin isdtopos radioactivos, como por ejemplo el BD BACTEC™
MGIT™ 960 (Becton, Dickinson and Company), que permite detectar el consumo de
oxigeno y, por tanto, de crecimiento bacteriano, a través de variaciones detectadas por
luz de Wood, en la base de su tubo de Middlebrook 7H9 Mycobacteria Growth Indicator
Tube (MGIT™). El cultivo en estos medios requiere una descontaminacién previa con
sosa y N-acetil-cisteina en el caso de muestras no estériles y no admite muestras
hemidticas. Para éstas Ultimas existe un sistema colorimétrico automdtico de
hemocultivos (BACTEC™ serie 9000). Otros métodos de lectura son, por ejemplo,
VersaTREK Myco Media (ThermoFischer Scientific) y BacT/ALERT MB (BioMérieux). En
general, todos los medios liquidos han reducido el tiempo de deteccion del crecimiento
de MTBC a 10-30 dias en comparacion con los tiempos mas largos de crecimiento en el

medio sélido de LJ.
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En los ultimos afios se han desarrollado técnicas moleculares que detectan la
presencia de ADN de micobacterias en muestra directa antes de su crecimiento, aunque
no diferencian entre bacilos viables y no viables, y otras que permiten identificar la
especie de micobacteria dentro del MTBC implicada en el proceso. Los métodos de
deteccion molecular disponibles en el diagndstico de la TB se pueden clasificar en: a)
técnicas de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) a tiempo real (RT-PCR); b)
tecnologia de tiras de ADN con hibridacion reversa (line probe assays, LPAs); y c)

sistemas de PCR multiple.

Dentro de las RT-PCR destaca, por su amplia distribucién en todo el mundo, la
prueba Xpert® MTB/RIF para la plataforma GeneXpert® (Cepheid, Sunnyvale,
California), aprobada por la FDA y recomendada desde el afio 2010 por la OMS. Esta
técnica realiza, a partir de muestra clinica y en un mismo proceso, la extraccion del ADN,
su amplificacidn y deteccidn, todo ello en un solo cartucho y con un pretratamiento de
la muestra en un tampdn de lisis durante 20 minutos. Detecta la presencia de MTBC de
muestra directa, con una sensibilidad de mas del 95% en muestras respiratorias con
tincién positiva y en torno al 70% en muestras con tincidon negativa (79). El mismo
laboratorio esta desarrollando un nuevo reactivo (Xpertplus) que ha demostrado tener
mayor sensibilidad de lo que tiene hasta ahora la técnica para muestras
extrapulmonares, pero aun no estd disponible en el mercado. Otras plataformas
comercializadas son Cobas Amplicor MTB (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland),
basada en la amplificacion de una region de 584 pares de bases (pb) del gen 16S rRNA

(80) o su version mas reciente, Cobas TagMan MTB, del mismo fabricante, con
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sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo
(VPN) de 91,5%, 98,7%, 91,5% y 98,7%, respectivamente, para muestras respiratorias
con tincién positiva y con una sensibilidad del 79,5% en aquellas con tinciéon negativa
(81). En el caso de muestras tanto pulmonares como extrapulmonares, la sensibilidad
global es de 77,3% vy la especificidad del 99,9% (82). Otra técnica comercializada es la de
Anyplex™ (Seegene, Seoul, Korea), que requiere una extraccion previa del ADN vy
presenta dos reactivos para la amplificaciéon: MTB/NTM, que diferencia MTBC de otras
micobacterias no tuberculosas (MNT), con una sensibilidad de un 86%; y MTB/MDR/XDR
de mayor sensibilidad, que aporta informacion de resistencias a farmacos de primera y

segunda linea en un mismo proceso.

Figura I.7: Micobacterias del MTBC tefiidas con ZN formando un corddn (cord factor).

Para llegar a la identificacion de la especie de micobacteria aislada en cultivo,
ademas de las caracteristicas macroscépicas (no cromogenas, crecimiento lento con
aspecto seco y rugoso de las colonias) y microscopicas (cord factor), se emplean pruebas
bioguimicas (niacina, nitratos y catalasa positivas) (83-85), cromatograficas (poco usadas

por ser mas complejas), seroldgicas (antigeno MPB64) y de biologia molecular
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(hibridacién por sondas de acidos nucleicos y amplificacidén de secuencias especificas de
ADN). Uno de los métodos de LPA comercializados para identificacion es GenoType
MTBC (HAIN Lifescience, Germany), también aprobado por la FDA. Requiere extraccidon
de ADN y amplificacidon previas con distintos reactivos. Esta técnica consiste en la
hibridacion de los amplicones obtenidos tras una PCR multiple, con las sondas de
oligonucledtidos especificos de especies dentro del MTBC, en concreto de los
fragmentos de ADN ribosomal 23S, gen gyrB y regidon de delecién 1 (RD1), adheridos a

una tira (86).

El estudio de las resistencias a farmacos antituberculosos de primera linea se ha
realizado cldsicamente por el método de proporciones, que actualmente ha sido
sustituido por la deteccién de resistencia a concentraciones fijas de cada farmaco en los
tubos de Middlebrook introducidos en las maquinas automadticas anteriormente
mencionadas (MGIT960, Versatrek). Ante la presencia de resistencia a alguno de estos
antituberculosos de primera linea, se puede determinar la CMI mediante inoculacion en
placas con diferentes dosis de farmaco en cada pocillo, como es el caso de las placas de

microdilucion comercializadas de Trek Diagnostic Systems (Thermo Fisher Scientific).

Para la deteccién molecular de la resistencia a los farmacos antituberculosos, se

pueden emplear como dianas dos tipos de genes o regiones:
1. Los que codifican enzimas implicadas en la activacion de los profarmacos. En
este grupo se incluyen los genes katG (catalasa peroxidasa que activa a INH), eth

(monoxigenasa) o pncA (pirazinamidasa).
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2. Los que codifican dianas especificas del farmaco o profarmaco. En este grupo
estarian englobados los genes rpoB (subunidad de la ARN polimerasa diana de
RIF), inhA y p-inhA (enoil-ACP reductasa implicada en la formacién de acidos
grasos, diana de INH y su profarmaco etionamida -ETH), embB (arabinosil
transferasa diana de EMB), gyrA/gyrB (ADN girasa diana de FQ), rpsL (proteina
ribosomal S12, de estreptomicina -STR), eis (acetiltransferasa, diana de AGi) y rrs

(rRNA 16S, diana de STR y AGi).

Los métodos de deteccidn molecular de resistencias a farmacos antituberculosos
disponibles en el mercado se pueden clasificar en: a) los de RT-PCR, como Xpert®
MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, CA); b) las técnicas de LPAs, como INNO-LiPA RIF TB
(Fujirebio, Ghent, Belgium), GenoType MTBDRplus (HAIN Life-Science, Nehren,
Germany) o AID TB Resistance assay (Autoimmun Disgnostika GMBH, Strassberg,
Germany); y c) los sistemas de PCR multiple, como Anyplex™ Il MTB/MDR/XDR
(Seegene, Seoul, Korea) o MeltPro TB Assay (Zeesen Biotecheh, Xiamen, China).

El sistema de deteccion Xpert® MTB/RIF revela, ademds de la presencia de
MTBC, mutaciones en el gen rpoB asociadas a resistencia a RIF, mediante 5 sondas que
se unen a secuencias conocidas de las cepas salvajes (WTC), por lo que la deteccién de
resistencia se basa en la falta de fijacion de alguna de las sondas y no en la presencia de
una mutacion concreta que confiera resistencia (87). Las regiones cubiertas por cada
sonda son: sonda A codones 426 a 431; sonda B codones 430 a 436; sonda C codones
435 a 442; sonda D codones 442 a 449; y sonda E codones 447 a 452. Como ventajas,
destaca su facil manejo, rapidez de obtencion de resultado, seguridad para el usuario,

identificacidon de resistencia a RIF, reproducibilidad, especificidad (99%) y sensibilidad
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(92,1% en general y 97,9% en muestras con tincidn positiva). Entre sus desventajas hay
que resaltar su elevado coste, el hecho de que no se puede recuperar el ADN extraido,
que no detecta resistencia a otros farmacos y la posibilidad de falsos negativos de

resistencia a RIF segun la regién del mundo en que se emplee (88).

Figura 1.8: Resultado positivo para MTBC por Xpert® MTB/RIF, sensible a RIF.

Un ejemplo de los LPAs, sistemas basados en la incorporacion de cadenas de
oligonucledtidos complementarios de secuencias salvajes y otras mutaciones que
confieren resistencia a INH, RIF, FQ, AGi y EMB, a una membrana de nitrocelulosa, es el
GenoType MTBDRplus (HAIN Lifescience, Germany). Esta técnica detecta mutaciones en:
gen rpoB (D516V, H526Y, H526D, S531L) que confieren resistencia a RIF; codén 315 de
katG (S315T1, S315T2) asociadas a resistencia a INH de alta carga; promotor inhA (c-15t,
a-16g, t-8c, t-8a) asociadas a resistencia a INH de bajo nivel y ETH; y en los genes gyrA,
rrs, embB y una nueva version que incluye gyrB y eis (sensibilidad 94,8% para FQ y en

torno al 90% para AGi) (89,90).

8

8

8

08

08

08

8

08

MU

rpoB MUT2A
8 MUT28
8 MUT3
katG MUT1
katG MUT2

p:

\\\\\\\

po
rpol

Figura 1.9: Resultado de prueba molecular de sensibilidad GenoType MTBDRplus.
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Los sistemas de PCR multiple son sistemas basados en la deteccion simultdnea de
distintas mutaciones por varias reacciones en cadena de la polimerasa. El sistema
Anyplex™ Il MTB/MDR/XDR (Seegene, Seoul, Korea), permite la deteccién de MTBC y el
andlisis de mutaciones que confieren resistencia a farmacos antituberculosos de
primera y segunda linea, por deteccion de mutaciones en los genes rpoB, katG, inhA,
gyrA, rrs y eis. Emplean la tecnologia TOCE, con tres tipos de primers: 2 DPO (pareja de
primers para amplificacién), 1 Pitcher (oligonucleotido complementario a la diana, que
etiqueta pero no se hibrida a ella) y 1 Catcher (secuencia con fluorescencia). Esta técnica
detecta en total 38 mutaciones en dos amplificaciones distintas, pero una misma carrera
o run (18 en rpoB: L511P, Q513K, Q513L, Q513P, D516V, D516Y, S522L, S522Q, H526C,
H526D, H526L, H526N, H526R, H526Y, S531L, S531W, L533P y delecion de 3
aminodcidos entre los codones 513 y 516; 3 en la regidon promotora de inhA: c-15t, t-
8a,t-8c; 4 en katG:S315l, S315N, S315T1, S315T2; 7 en gyrA: A90V, S91P, D94A, D94G,

D94H, D94N, D94Y; 3 en rrs: 1401, 1402, 1484; y 3 en eis: g37t, c14t, g10a) (90).
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Figura 1.10: Resultado de la prueba molecular Anyplex™ Il MTB/MDR/XDR.
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En el andlisis de esta técnica de Seegene realizado por Causse y colaboradores,
se detectaron todas las cepas XDR-TB pero fallé en 2 MDR-TB de las 25 que se probaron,
por lo que la sensibilidad seria 97% para RIF, ya que no detectd la mutacién asociada a
resistencia S531L; 61% para INH, ya que no detecté la mutacion S315T; 95% para FQs; y
del 100% para AGi; todo ello comparado con lo que detectaron por HAIN MTBDRplus. La
especificidad fue del 100%, 98%, 99% y 100%, respectivamente. La prueba MeltPro TB
Assay (Zeesen Biotecheh, Xiamen, China), también permite detectar resistencia a INH,
RIF y FQs empleando el andlisis de las curvas de fusidn (melting curve analysis) con
sondas etiquetadas por partida doble (dually labeled probes). En el estudio multicéntrico
de Pang y cols (91), se demostro su utilidad en muestras de esputo con diferente grado
de sensibilidad segun el farmaco: RIF (94%), INH (85%), ofloxacino (83%), amikacina

(75%), kanamicina (63%).

En general, con estas técnicas se pueden detectar gran parte de las mutaciones
que con mayor frecuencia confieren resistencia frente a los farmacos antituberculosos,
pero queda un porcentaje no detectable que varia en funcion del farmaco, la técnica
empleada y la epidemiologia local. Asi, en el caso de la RIF, al ser las mutaciones S531L,
H526D/Y y D516V del gen rpoB las responsables de mas del 95% de las resistencias a
éste farmaco, con las técnias MTBDRplus y/o Xpert® MTB/RIF, quedarian menos del 5%
de cepas resistentes por detectar. En el caso de EMB, este porcentaje se eleva hasta el
40%, ya que solo el 60% de los aislados resistentes presentan la mutacion M36V/I/L
incluida en la tira MTBDRs/. Para INH, la mutacidn S315T del gen katG estd presente en
el 70% de las cepas resistentes y otro 25% presentan el cambio de nucledtidos -8/-15 de

la regidon promotora inhA, con lo que cubririan practicamente el 90% de las mismas.
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Para los farmacos de segunda linea, estos porcentajes de no deteccion estan entre el 10

y el 30%.

Aunque el método de referencia para determinar la sensibilidad antibidtica in
vitro (DST) es el cultivo, las técnicas moleculares aportan informacion acerca de
mutaciones en el genoma de MTBC asociadas a resistencia (DR) a los farmacos
antituberculosos en menos tiempo. Asi pues, mutaciones en los genes katG, inhA, rpoB,
embB, rrs, rpsL y gyrA de M. tuberculosis, repercuten en el manejo de los enfermos con
TB, a la espera de la DST. El control de la TB depende en gran medida de la deteccidon
temprana de nuevos casos e inicio de tratamiento antituberculoso correcto, algo que no

pueden facilitar los métodos de DST fenotipicos convencionales (92).

En el Servicio de Microbiologia del HUP La Fe se han ido incorporando algunos de
estos métodos diagndsticos comercializados en los ultimos afios, que pueden haber
disminuido los tiempos de diagndstico y mejorado el tipo de informacién aportada. El
sistema de lectura para cultivo en medio liquido BD BACTEC™ MGIT™ 960 (Becton
Dickinson and Company), ha sustituido al anterior método radiométrico. El cultivo en
medio liquido se sigue complementando con el cultivo en medio sélido de LJ, de lectura
manual cuando la colonia es visible al ojo humano, pero no lo ha sustituido puesto que
se han descrito casos de ausencia de crecimiento en el primero (93). Por otro lado, se
han incorporado técnicas moleculares de deteccién de MTBC, en concreto, las de RT-
PCR y las de hibridacién por sondas. Las RT-PCR comerciales incluidas han sido el

sistema GeneXpert® (Cepheid, Sunnyvale, CA) y el Anyplex™ en sus dos versiones
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MTB/NTM y MTB/MDR/XDR (Seegene), y la tecnologia de hibridaciéon por sondas

empleada actualmente es la de Genotype (HAIN Lifescience GmbH, Nehren, Germany).

7. Secuenciacién genémica

El andlisis del genoma de M. tuberculosis ha evolucionado de forma exponencial
desde 1998, cuando Cole y sus cols. publicaron la primera secuencia completa de H37Rv
(94), cepa patron que habia sido aislada en 1905 por Edward R. Baldwin (95). Se
describié entonces su genoma circular, de aproximadamente 4,5 millones de pares de
bases y unos 4000 genes, siendo grandes las expectativas ante este hallazgo. No ha sido,
sin embargo, hasta unos afios después, con los avances tecnolédgicos que han permitido
la secuenciacion de muchas cepas en menos tiempo, cuando se han podido realizar
estudios de evolucién, de transmisidon y de mutaciones relacionadas con resistencias a
farmacos antituberculosos. La publicacion del genoma de M. tuberculosis ha servido
para conocer mejor este microorganismo y ha sido util en el desarrollo de nuevos
farmacos, vacunas y técnicas diagndsticas. Los métodos bioinformaticos necesarios para
interpretar el significado de las variaciones del genoma también han mejorado gracias al
trabajo continuo de investigadores bdsicos, y se estan desarrollando nuevas plataformas
informaticas, accesibles de forma gratuita a través de internet, que recogen y comparan
secuencias de MTBC con la cepa original H37Rv (96). Varios autores comentan que,
mientras la capacidad de generar datos a partir de la SCG ha crecido sustancialmente, la

capacidad de manejar estos datos y optimizarlos al madximo aun es limitada (97).
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El empleo de la SCG de MTBC en epidemiologia molecular ha sido descrito en
distintas publicaciones (98,99) y ha sustituido a otros métodos de genotipado menos
discriminativos empleados hasta hace pocos afios, como es el caso de los RFLPs
(restriction fragment length polymorphisms) y MIRU-VNTR (mycobacterial interspersed
repetitive units - variable number tandem repeat) (100). Ante un caso de TB, es
importante conocer tanto la cadena de transmisidn para prevenir nuevas infecciones,
como las caracteristicas particulares de cada cepa, para poder anticipar, en la medida de
lo posible, la evolucién de cada paciente y su respuesta al tratamiento. En este aspecto,
varios estudios han intentado relacionar la forma de presentacidn de la enfermedad y la
evolucién del enfermo, con el subtipo o linaje de MTBC aislado, dato que la SCG puede
aportar de forma mas precisa que los antiguos métodos de genotipado. El complejo
MTBC se ha dividido en 7 linajes (L): L1 o indico; L2 o Beijing, predominante en el
sudeste asiatico; L3 o Central Asian (CAS), en la India; L4 o EuroAmerican, comun en
Europa, Oriente Medio, América y parte de Africa y que incluye los subtipos Latin
American-Mediterranean (LAM), Haarlem, X type, T y el mas reciente PGG3; L5 y L6,
ambos en Africa Occidental; y L7, aislado en inmigrantes etiopes en Djibouti (101). Su
distribucidon en el mundo se intentd plasmar en el mapa publicado por Gagneaux y

Comas (102) (Figura I.11).
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Figura 1.11: Distribucién de los linajes dominantes de MTBC en el mundo.

Sin embargo, las migraciones poblacionales podrian estar modificando esta

distribucién, como refleja el mapa mas actual de Dheda y cols. (103) (Figura 1.12).

En: Dheda. The epidemiology, transmission, diagnosis, and management of multidrug-resistant,
extensively drug-resistant and incurable tuberculosis. The Lancet Resp Med Com. 2017; 4:291-360

Figura 1.12: Distribucidn de los linajes de MTBC siguiendo las migraciones poblacionales.

Mas recientemente se ha introducido la distincion entre generalistas vy

especialistas dentro del linaje 4, el mas ampliamente distribuido en el mundo,
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sugiriendo que los distintos sublinajes adoptan distintas estrategias de adaptacion ante

estas migraciones poblacionales (104).

El genoma de M. tuberculosis es muy constante (105), pero contiene distintas
inserciones y deleciones, conocidas como polimorfismos de secuencia (Large Sequence
Polymorphisms, LSPs). El papel de estos LSPs ha sido estudiado y discutido (106),
sugiriendo en algunos casos que se tratan de cambios neutrales que permiten su uso
como marcadores filogenéticos de poblacion y de evolucidn, mientras que en otros
casos se considera que tienen un papel relevante en la patogenicidad de cada cepa,
como en el caso de deleciones en el gen plcD, que supondria dos veces mas de riesgo de
desarrollo de formas de TBEP (107).

La caracterizacion gendémica de aislados de TB ha demostrado ser util para
entender la epidemiologia de esta enfermedad, pero también esta siendo estudiada su
utilidad en el campo de la microbiologia clinica (108). En este terreno, el analisis del
comportamiento de cada cepa y su evolucién estdn siendo analizados, buscando
mutaciones y deleciones implicadas en el desarrollo de resistencias a farmacos y
diferenciandolas de aquellos polimorfismos determinantes de linaje, no asociados por
tanto a resistencia fenotipica, a excepcién de las mutaciones pncA H57D y rpsA A440T,

que estan presentes en M. bovis, intrinsecamente resistente a PZA (109).

Es importante entender que la resistencia a los farmacos empleados en el
tratamiento de la TB no es un fendmeno binario, sino que la repercusion de la aparicién
de mutaciones individuales es variable sobre la CMI de cada farmaco. En un articulo

publicado en 2015, se describe cémo, con la SCG se detectaron 120 mutaciones

42



Introduccion

relacionadas con resistencia fenotipica (MRR) y otras 772 benignas (mutaciones que no
confieren resistencia a farmacos); los autores concluyen que, con las MRR, se pueden
predecir el 89,2% de los fenotipos con una sensibilidad del 92,3% y una especificidad del
98,4%. El 10,8% restante, no podrian predecirse por tratarse de mutaciones aun no
relacionadas con cambios fenotipicos (110). En la Tabla .4 se detallan los genes

implicados con mayor frecuencia en la resistencia a fdrmacos antituberculosos.

Tabla 1.4: Principales genes de MTBC asociados a resistencia a farmacos.

. Gen asociado a
Farmaco . .
resistencia
Isoniacida katG
inhA, fabG1
Rifampicina rpoB
Etambutol embCAB
Piracinamida pncA
rpsA
Quinolonas gyrA
Amikacina, rrs
Capreomicina tlyA
Kanamicina eis
rpsL
Estreptomicina rrs
gidB
. . ethA
Etionamida inhA

En el caso de INH y RIF, los farmacos de primera linea mas importantes en el
tratamiento de la TB, varios estudios han demostrado que mas del 95% de las cepas
resistentes a RIF presentan mutacion en la region de 81pb localizada entre los codones
507 y 533 del gen rpoB, denominada RRDR (RIF resistance-determining region) (111)
mientras que, en el caso de la INH, el mecanismo es mas complejo y en él interviene un

mayor numero de genes. En la revisidn sistematica realizada por Seifert y cols. con los
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estudios publicados entre los aflos 2000 y 2013, se llegd a la conclusion de que en el
64% de las resistencias fenotipicas a INH estaba involucrada alguna mutacién en el
coddn 315 del gen katG (112), siendo la segunda mutacién en frecuencia la localizada en
la posicion -15 del gen inhA (19%), y seguida de otras 10 localizadas en el promotor del
inhA y la regiéon intergénica ahpC-oxyR (113). Papaventis y cols., tras realizar una
revision sistematica de 20 publicaciones para determinar la eficacia de la SCG en la
deteccion de resistencia a antituberculosos de primera y segunda linea, empleando el
método fenotipico como referencia, demostraron, recientemente, la relacion con
resistencia fenotipica en polimorfismos de 53 genes. La sensibilidad y especificidad en
conjunto de la SCG fue 0,98 (95% IC 0,93-0,98) y 0,98 (95% IC 0,98-1,00) para RIF y 0,97

(95% I1C 0,94-0,99) y 0,93 (95% IC 0,91-0,96) para INH, respectivamente (114).

Las revisiones mas recientes afirman que, segun la localizacion de la mutacion
dentro de cada gen, el fenotipo podria o no ser resistente. En la region RRDR del gen
rpoB, las mutaciones de los codones 516, 526 y 531 son las responsables del 90% de las
resistencias a RIF (115), pero conocer la mutacién exacta y el consecuente cambio de
aminoacido es crucial, como por ejemplo en el caso del cambio en el codén 526, que
origina variables de CMI entre 0,5-256 ug/mL (116). Existen, ademds, mutaciones
controvertidas o disputadas (disputed mutations), como es el caso de H526N, que se ha
relacionado con resistencia a RIF pero que en un estudio reciente se asocia a CMI de RIF
0,125 pg/mL, siendo, por lo tanto, sensible (117). En este mismo estudio se expone que
la mutacién en el alelo H526L se asocia a cepa resistente a RIF pero sensible a rifabutina,
enfatizando en la importancia de conocer la mutacién exacta. Ademads, hay que tener en

cuenta que con los métodos moleculares se obtienen falsas resistencias en el caso de
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mutaciones silentes, es decir, aquellos cambios de nucleétido que no contribuyen a
cambio de aminoacido, no siendo por tanto mutaciones relevantes para determinar
resistencia a farmacos. Las mutaciones silentes descritas son: F506, T508, Q510, L511,
Q513, F514, T525, A532, L533, P535 (118-121). A parte de estos falsos positivos para
resistencia a RIF, existe el problema de falsos negativos por ser mutaciones fuera de la
region RRDR las causantes de la resistencia (cambio V146F o I572F) (122-124) o tratarse
de otro mecanismo, como las bombas de expulsién. En un estudio llevado a cabo por
Pang y cols., tras analizar las cepas resistentes a RIF que no presentaban mutaciones, se
observd que las bombas de expulsion Rv0783, Rv2936 y Rv0933 podian estar

involucradas en el trasporte del farmaco fuera de la célula (116).

En cuanto a la INH, también se ha descrito que, segun la localizacién de la
mutacion, la cepa de MTBC deberia ser considerada con resistencia de bajo o alto nivel,
pudiendo emplearse INH a dosis mas elevadas de lo habitual en el primer caso. Asi, se
ha observado que las mutaciones en el gen inhA, region promotora, producen cepas de
baja resistencia (CMI 0,2-0,5 pug/mL) y ocurren en 6-43% de las resistencias a INH (113).
Si se detectara resistencia por mutacién en el gen inhA podria usarse INH a altas dosis,
no pudiendo emplearse la ETH, ya que ésta tiene la misma diana que INH (inhA) pero se
activa a partir del profarmaco a través de otra enzima (ethA). En el caso de pérdida de la
actividad catalasa-peroxidasa por mutaciones en el gen katG, se induciria la aparicion de
cepas con resistencia de alto nivel a INH (CMI 2-8 pg/mL) (125). Por lo tanto, si se
detecta una resistencia de alto nivel (katG) no deberia iniciarse tratamiento con INH,

pero podria sustituirse por etionamida/proteonamida, a no ser que hubiera mutacién en
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ethA. La sustitucion del codén S315T del gen katG, se da en 42-95% de las resistencias a

INH.

El EMB actua frente a MTBC al inhibir las arabinosiltransferasas asociadas a la
membrana, codificadas por el operon embCAB (embC, embA, embB). En un estudio
realizado sobre un total de 139 cepas MDR-TB, se analizd el porcentaje de resistencia a
EMB ligado a mutaciones en este operdn. Los autores llegaron a las siguientes
conclusiones: en su region, 56,8% de las MDR-TB estaban relacionadas con resistencia a
EMB; el 82,2% de las cepas resistentes a EMB eran del linaje Beijing; y las mutaciones
mas frecuentes se localizaban en los codones 306 de embB (embB306), embB406, embA

(-16) y embB497 (126).

Con respecto a la PZA, el estudio multicéntrico llevado a cabo por Miotto y cols.
identific6 280 variaciones genéticas en el gen pncA que les permitié clasificar las
mutaciones en muy alto grado de confianza de desarrollo de resistencia, alto grado,
aquellas sin un papel claro y mutaciones no asociadas a resistencia fenotipica. Con este
estudio llegaron a la conclusién que cualquier técnica molecular con la que se quisiera
predecir la resistencia a PZA deberia incluir al menos las mutaciones de muy alto y alto
grado de confianza, consiguiendo de este modo una precisidon diagndstica variable entre

un 89,5% y un 98,8% (127).

Respecto a farmacos de segunda linea empleados en casos de MDR-TB, como las
FQ, mutaciones en el gen gyrA confieren resistencia a las mismas; sin embargo, distintas

mutaciones en este gen tienen distinta repercusion en los valores de CMI, segun la FQ
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empleada (128). Algunos autores han demostrado que una sustitucién en A90V de gyrA
podria tratarse con mayores dosis de moxifloxacino (400-600 mg) en lugar de darse
como resistente (esta sustitucion origina valores de CMI 1 pg/mL, considerandose

resistencia a partir de > 0,5 pg/mL) (129).

La existencia de poblaciones heterogéneas genéticamente dentro de un mismo
individuo también se ha relacionado con diferencias entre el resultado fenotipico y
molecular de sensibilidad a los farmacos antituberculosos. Los posibles mecanismos por
los que puede existir esta variedad de cepas en un mismo individuo son: la infeccion
simultdnea por cepas distintas; la sobreinfeccidon o infeccidn posterior por otra variante;
o la aparicion espontdnea de una cepa heterorresistente tras la infeccién. Se cree que
las lesiones generadas por las micobacterias son independientes dentro de un mismo
érgano, por lo que una Unica muestra de esputo podria no ser representativa de la
poblacién real de micobacterias dentro del enfermo (130). Estudios recientes indican
que la heterogeneidad genética de las cepas de MTBC es mayor de lo que se pensabay
qgue puede influir en la interaccion con el hospedador, su transmisibilidad, el desarrollo

de resistencia a antituberculosos y el resultado de las pruebas diagndsticas.

La variacion regional de las mutaciones individuales puede limitar la sensibilidad
de los métodos de diagndstico molecular comercializados. La SCG es por tanto necesaria
para identificar la frecuencia de las mutaciones en cada regidn y saber asi si las técnicas

rapidas son utiles.
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Los recientes avances en el diagndstico de la TB, con la incorporacién de la SCG al
analisis de las resistencias a los fdrmacos antituberculosos, conlleva la necesidad, por
parte de los microbidlogos y micobacteriélogos, de conocer y en ocasiones incluso
manejar programas bioinformaticos de interpretacion. Se han desarrollado bases de
datos accesibles de forma gratuita que recogen todas las variables descritas en la
bibliografia (131) y hay programas bioinformaticos disponibles online que permiten
analizar las secuencias de forma rapida. Un trabajo reciente presenta una guia sencilla y
resume las caracteristicas de cuatro de los programas disponibles gratuitamente en
internet: Mykrobe predictor (132), TB Profiler (133), Total Genotyping Solution for
Mycobacterium tuberculosis o TGS-TB (134) y Phylo-Resistance Search Engine o PhyReSE

(135,136).

Estas nuevas orientaciones indican la importancia de conocer la mutacion exacta
a través de la SCG. Aunque la tecnologia de SCG estd aun al alcance de pocos
laboratorios de investigacion no asistenciales, con este trabajo se ha intentado
relacionar y comparar los resultados de sensibilidad fenotipica a los farmacos de
primera linea de cada caso, con los aportados tras la SCG de las cepas aisladas en los dos
ultimos afios del estudio y la interpretacion obtenida con una de estas herramientas

bioinformaticas, en concreto PhyReSE.
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Il HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El presente trabajo se ha basado en los siguientes supuestos:

1. Los enfermos con TB en el DS La Fe tienen factores de riesgo para el desarrollo

de la enfermedad distintos a la coinfeccién por VIH.

2. El ndmero de casos confirmados en poblacién inmigrante en nuestro
Departamento es superior al reflejado en los informes anuales de la Conselleria

de Sanidad de la Comunidad Valenciana.

3. La forma de presentacion clinica y la tasa de resistencia a farmacos
antituberculosos en el grupo de inmigrantes son distintas a las del resto de la

poblacién autdctona de la CV.

4. Las nuevas técnicas moleculares introducidas en el Servicio de Microbiologia
del HUP La Fe reducen el tiempo del diagnéstico de enfermedad y aportan

datos correctos sobre sensibilidad a los antituberculosos.
5. La secuenciacion completa del genoma de MTBC es una técnica util tanto para

el estudio de contactos como para la deteccidn de resistencias antituberculosas

de alto y bajo nivel de expresion.

Objetivo principal

Conocer las caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de los enfermos con TB
confirmada por microbiologia en el HUP La Fe de Valencia entre enero de 2011 y
diciembre de 2015, asi como la repercusion de la secuenciacion del genoma completo

de los aislados de MTBC en la gestion de los pacientes.
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Objetivos secundarios

52

1.

Realizar un mapeo epidemioldgico de la situacion de la TB e identificar
poblaciones de riesgo y vinculos entre los atendidos en el DS La Fe.

Comparar los resultados totales obtenidos con los notificados a los sistemas de
control epidemioldgicos en el dmbito de la CV (Servicio de Epidemiologia del
Hospital y de la red de vigilancia de la CV, RedMIVA)

Mostrar las formas de presentacion clinica segun las caracteristicas
epidemioldgicas de los enfermos.

Analizar la utilidad de los métodos de diagndstico disponibles en el Servicio de
Microbiologia del HUP Fe, comparando los tiempos hasta el diagndstico e
identificacién con las técnicas habituales y las moleculares.

Analizar el patréon de sensibilidad de las cepas segun caracteristicas del
enfermo.

Valorar la aportacién de la secuenciacion gendmica, comparando los resultados
obtenidos por este método con los epidemioldgicos del enfermo y los

resultados fenotipicos de sensibilidad.
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11l MATERIAL Y METODOS

Este estudio se ha realizado con la autorizacidon del Comité de Etica e

Investigacidn Sanitaria del HUP La Fe (Anexo 1).

Estudio descriptivo retrospectivo de los casos de TB confirmada en el Servicio

de Microbiologia del HUP La Fe entre enero 2011 y diciembre 2015.

La poblacién estudiada fue toda la atendida en el DS La Fe, que incluyé el HUP
La Fe, 12 Centros de Salud y el centro de especialidades Ricardo Trénor ubicado en la
calle Alboraya, en este periodo de tiempo. En este punto se asumid que el médico que
atiende al enfermo habria enviado muestras para procesar en microbiologia ante
cualquier caso de sospecha de enfermedad tuberculosa en sus distintas formas de

presentacion clinica.

Desde enero de 2013, las muestras de los enfermos atendidos en el Hospital
Doctor Moliner con diagndstico de TB también se envian y procesan en el Servicio de
Microbiologia del HUP La Fe. Los datos recogidos de este grupo de enfermos se
analizaron de forma independiente y no se computaron para determinar las tasas de

incidencia del DS La Fe.

Se considerd caso confirmado de TB todo aquel que reunia una de las

siguientes condiciones:
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a) aislamiento en cultivo de una micobacteria del MTBC en cualquier muestra
clinica de enfermo con sintomas compatibles con TB,

b) demostracién de bacilos acido-alcohol resistente (BAAR) por microscopia y
confirmacién por método molecular de micobacterias del MTBC, aunque no se
obtuviera crecimiento por los medios de cultivo habituales, o bien,

c) demostracion por un método de biologia molecular de la presencia de
micobacterias del MTBC y signos o sintomas compatibles con enfermedad
tuberculosa, cuando no hubiera pruebas de otra enfermedad que los explicara

y el enfermo hubiera recibido tratamiento antituberculoso con mejoria.

Todos los episodios de un mismo enfermo se consideraron como uno solo
mientras no hubieran pasado mas de 12 meses desde haber completado un
tratamiento correctamente, excepto cuando se hubiera perdido su seguimiento

durante mas de 12 meses y hubiera pruebas de nueva enfermedad tuberculosa.

1. Recogida de datos epidemiolégicos y de presentacion clinica

La historia clinica de cada caso fue revisada a través de la base de datos
informatizada del hospital (MIZAR) o, en su defecto, en el Servicio de Documentacidn,
recogiendo los siguientes datos:

a) epidemioldgicos (edad, sexo, pais de procedencia, tiempo desde llegada a

Espafia, tiempo desde ultima visita a un pais endémico, residencia habitual

en la CV, numero de convivientes, empleo habitual);
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b) consumo de alcohol, tabaco o drogas ilegales;

c) existencia de enfermedad de base (DM, hepatitis viricas, VIH, recepcion de
trasplante o cualquier otra afeccion que requiera tratamiento
inmunosupresor prolongado, y estado de salud mental alterado);

d) historia de enfermedad tuberculosa tratada o de contacto con enfermo
bacilifero y tiempo desde el mismo, recogiendo la fecha y el resultado de la
Ultima prueba de ITL realizada (Mantoux o prueba de IFN-y);

e) manifestaciones clinicas de interés en los 12 meses previos al diagnédstico
de confirmacidén (tos, expectoracién, hemoptisis, astenia, anorexia, fiebre,
escalofrios, sudoracidn nocturna) y en el caso de formas extrapulmonares,
otros sintomas y signos como dolor local, tumefaccidn, supuracion, signos
meningeos, urinarios, dependiendo de la forma de presentacidn, y el valor
de la adenosindeaminasa en liquido organico;

f)  hallazgos radiograficos relevantes o compatibles con TB;

g) hallazgos anatomopatoldgicos compatibles con TB;

h) evolucidn clinica registrada hasta julio de 2016.

Se revisaron los informes de TB emitidos durante cada uno de estos afios por el
Centro Superior de Investigacion en Salud Publica (CSISP) de la CV, recogiendo el
numero total de casos y caracteristicas de los enfermos notificados en el DS La Fe y se
compararon con el nimero de casos confirmado en el Servicio de Microbiologia del
HUP La Fe. Se calcularon tasas por 100.000 habitantes en el DS La Fe empleando el

numero total de poblacién adscrita al mismo para cada afio del estudio, segun los
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datos suministrados por el Servicio de Documentacién del hospital, reflejados en la

Tabla lll.1.

Tabla 111.1: Poblacidn asignada al DS La Fe por afio de estudio (habitantes).

Afio Poblacion
DS La Fe
2011 206.878
2012 200.599
2013 200.350
2014 196.815
2015 281.506

Para la realizacion de los mapas de localizacion de la vivienda de cada enfermo
se empled el programa de acceso gratuito en internet Mapcustomizer, disponible en la

pagina web www.mapcustomizer.com.

Se considerd inmigrante a todo aquel no nacido en Espafia o que no ostentaba
la nacionalidad espafiola en el momento de ser admitido al centro y diagnosticado. Los
nifios menores de 5 afios, hijos de no nacionalizados, a pesar de haber nacido en
nuestro pais, se incluyeron como inmigrantes, considerando que las caracteristicas de
convivencia y de viajes a su pais (VFR: visiting friends and relatives) eran las mismas
que las de sus progenitores. Se emplearon los cddigos de paises como abreviaturas en

las tablas segln la norma ISO 3166-1 alfa-3.

Se considerd forma de presentacidon pulmonar aquella en la que el pulmdn era
el Unico érgano afectado. El resto de formas clinicas se consideraron extrapulmonares,
incluyendo la forma pleural cuando no hubiera afectacién del pulmén o la ganglionar

mediastinica si se afectaban exclusivamente los ganglios linfaticos mediastinicos.
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Se considerd que habia prueba complementaria sugerente de TB si asi lo
expresaban los radiélogos o anatomopatdlogos en su informe, asi como en los casos

en que se mencionaba la presencia de granulomas.

Con respecto a la evoluciéon del enfermo, se consideraron las siguientes
posibilidades: buena evolucién (si los cultivos al final del tratamiento eran negativos),

abandono de tratamiento o pérdida de seguimiento, recaida o fallecimiento (éxitus).

2. Procesamiento microbioldgico de las muestras

Todas las muestras recibidas en el Servicio de Microbiologia para estudio de
presencia de micobacterias se procesaron siguiendo las normas de las sociedades

espafiola y americana de microbiologia (SEIMC y ASM).

Las muestras normalmente estériles se sembraron directamente en un tubo de
medio sdlido de LJ y un tubo de medio liquido de Middlebrook (MGIT) para lectura en
el sistema BD BACTEC™ MGIT™ 960. En el caso de muestras no estériles, se realizd
una homogenizacién con sosa (NaOH) y antibidtico (colistimetato de sodio) previa a su
siembra en ambos medios. El volumen de muestra inoculado en el medio liquido fue
500pL. Las muestras de sangre, médula dsea o, en ocasiones, liquidos organicos
macroscopicamente hematicos se inocularon en frascos de “Myco/F lytic medium”

para su lectura en BACTEC™ 9060.
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A todas las muestras recibidas se les realizd tincion, bien de fluorescencia con
auramina-rodamina (AU) o de Ziehl-Neelsen (ZN) o ambas, para determinar la
presencia de BAAR. En ambos casos, las muestras se fijaron al portaobjetos empleando
plancha de calor a 50°C durante 10 minutos. La AU se dejé actuar 30 min en oscuridad,
posteriormente se limpidé con alcohol-acido y agua durante 2 min y se empled como
contracolorante el permanganato potasico durante 10 min. Para la tincién de ZN se fijé
la muestra, ademas, con metanol (1 min), se cubrié el porta con fucsina fenicada
tensoactiva (10 min), se lavd con agua y acido clorhidrico y se contracolored con azul

de metileno (5 min).

Todas las muestras inoculadas se incubaron a 37°C. En el caso de crecimiento
de colonias sospechosas de micobacterias en cualquier medio de cultivo, se realizé una
nueva tincidn de ZN para confirmar su 4cido-alcohol resistencia y un subcultivo en U y
placa de agar sangre para determinar la morfologia macro y microscépica de la misma
y su velocidad de crecimiento. Una de las caracteristicas microscopicas de las
micobacterias del MTBC es la observacién de cordones acido-alcohol resistentes (cord
factor) en los cultivos liquidos, aunque no es patognomaénico de especie puesto que

hay otras micobacterias que también tienen esta propiedad, como M. abscessus.

Para la identificacion de la especie aislada se realizaron pruebas bioquimicas
(niacina y reduccién de nitratos) y moleculares, en concreto, la técnica de hibridacion
de sondas Gentoype MTBC (HAIN Lifescience, Germany) que diferencia 4 especies
dentro del complejo M. tuberculosis, ademas de la cepa de la vacuna del BCG (M.

tuberculosis, M. microtti, M. bovis, M. africanum, M. bovis BCG). Para poder realizar
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esta ultima técnica, se extrajo el ADN de la micobacteria por calor en termobloque a
96°C a partir de medio de cultivo crecido, bien 1 mL de medio liquido de MGIT™
centrifugado o un asa de colonias de medio sélido de LJ diluidas en 200puL de agua libre
de nucleasas. Tras la amplificacién del ADN con los primers suministrados por la casa
comercial y siguiendo el programa de ciclos recomendado por el fabricante, se
procedid al revelado por hibridacion de las cadenas amplificadas en las tiras de papel

provistas y a su interpretacion segun la planilla aportada en la caja de reactivos.

La deteccion de MTBC por técnicas moleculares a partir de muestra directa se
realizé a demanda del facultativo responsable del enfermo cuando la solicitud
estuviera justificada o ante una alta sospecha de enfermedad por parte de los
facultativos de microbiologia tras la revision de la historia o de las tinciones directas.
Para el diagndstico molecular, disponiamos de las técnicas GeneXpert® (Cepheid),
Genotype (HAIN Lifescience) y Anyplex™ MTB/NTM y MTB/MDR/XDR (Seegene),
anteriormente descritas, ademas de una técnica de PCR casera anidada (double-
nested). El ADN de las muestras se extrajo por calor en termobloque a 96°C durante 40
minutos tras concentracidén y mezcla con solucidn de extraccion (DES) en el caso de
muestras de origen respiratorio o, si se trataba de liquidos organicos, biopsias, sangre
o médula dsea, mediante el método automatico para extraccion de ADN de
micobacterias (Maxwell™ 16, Promega, USA o MagPurix TB DNA Extraction Kit,

Zinexts, Taiwan).

Ante un primer diagndstico en nuestra area y con el primer aislamiento se

realizd, ademas, un estudio de sensibilidad in vitro a los farmacos de primera linea INH
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y RIF, mediante técnicas moleculares: PCR a tiempo real Anyplex™ MTB/MDR/XDR
(Seegene) o la hibridaciéon de sondas Genotype™ MTBDRplus (HAIN Lifescience,

Germany), indistintamente.

En este trabajo, consideramos el tiempo hasta el diagndstico (TD), aquel
transcurrido desde la recepcion de la muestra en el Servicio de Microbiologia hasta la
obtencién de un resultado positivo por cualquiera de los métodos microbioldgicos
disponibles. Ademas del TD, se registré el método por el que se habia llegado a este
primer diagndstico: tincion positiva en el caso de que se observaran BAAR bien en la
tincién de ZN o bien en la de AU; cultivo positivo si crecié la micobacteria en LJ, MGIT™
o Myco/F, especificando el tiempo de crecimiento en cada uno de ellos; o técnica
molecular positiva, en cuyo caso se considerd cualquiera de las técnicas disponibles,

puesto que éstas han variado durante el periodo de estudio.

En el caso de confirmarse la identificacion de MTBC, el estudio de sensibilidad
in vitro a los antituberculosos de primera linea, se realizd en medio liquido de MGIT
con concentraciones fijas de INH (0,1ug/mL), RIF (1ug/mL), STR (1ug/mL), EMB
(5ug/mL) y PZA (100ug/mL). En caso de detectarse cualquier resistencia a los farmacos
de primera linea, el estudio se ampli6 a AGi (amikacina, kanamicina), FQ
(levofloxacino, moxifloxacino) y otros farmacos menos habituales (rifabutina,
capreomicina, acido paraminosalicilico, cicloserina, etionamida, linezolid) considerados
como segunda, tercera, cuarta y quinta linea, mediante técnica de microdilucién

(Sensititre™ MYCOTB MIC o RAPMYCO, Trek Diagnostics).
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La sensibilidad fenotipica de cada aislamiento se expresé como sensible o
resistente segun el resultado obtenido en la primera aproximacién y, en el caso de

cepas resistentes, se incluyé la CMI observada en la placa de microdilucion.

3. Secuenciacidn e interpretacién del genoma completo

La SCG de las micobacterias se realiz6 en el laboratorio del FISABIO bajo la
supervision del equipo de trabajo del Dr. Comas. Para ello, las cepas de MTBC en
medio de LJ o MGIT o sus ADN extraidos en el caso de cepas resistentes, se llevaron al
CSISP, donde estd localizado el laboratorio de bioseguridad P3. Alli se procesaron para
su posterior secuenciacion con la tecnologia lllumina®. Esta parte del trabajo fue
posible gracias al Proyecto MINECO SAF2013-43521-R para la SCG de todas las cepas
de MTBC aisladas en la CV a partir de 2014. Por esta razon, las secuencias analizadas
en este estudio corresponden a las cepas aisladas en 2014 y principios del afio 2015. Se
seleccionaron aleatoriamente, ademas, algunas cepas de entre las resistentes de 2013,

para poder ampliar la busqueda de las mutaciones asociadas a resistencia fenotipica.

Para el proceso de secuenciacién, en primer lugar, se extrajo el ADN de la
micobacteria, bien tras suspension de un asa de colonias en TE (Tris con EDTA) o en
agua libre de nucleasas y calor en termobloque a 96°C durante 1 hora o, en algunos
casos, empleando extractores semiautomaticos (Magpurix ®@DNA Extraction Kit)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Puesto que la concentracidon de ADN inicial
es crucial para una correcta secuenciacion, se ajustd mediante dilucidon en agua hasta

0,2ng, para asi poder emplear 5uL y tener una concentracién de partida de 1ng. Para
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su medicion se empled el sistema fluorométrico Qubit®3.0 (puede usarse una

concentracién de 0,5ng/uL en un volumen final de 20uL)

Con el kit de preparacion de librerias Nextera®XT DNA se procesaron los
extraidos de las muestras para su posterior secuenciacidon en grupo (pool de
secuencias). Esta tecnologia permite fragmentar el ADN y a su vez ir afadiendo
adaptadores, proceso conocido como tagmentacion. Tras la amplificacion vy
purificacién de estos fragmentos de ADN sefializados con adaptadores, se pueden
secuenciar varias cadenas cortas y posteriormente unirlas para recuperar largas
secuencias de genoma completo. La calidad de las librerias se comprobé mediante
Bioanalyzer (Agilent) y posteriormente se cargaron en la plataforma MiSeq de

Ilumina® para su completa secuenciacion.

Estas secuencias las delineamos y comparamos con la cepa tipo H37RV y los
datos de mutaciones conocidas, empleando el programa bioinformatico PhyResSE de
acceso gratuito en internet, para obtener datos de resistencia a farmacos
antituberculosos y linaje (135). Los criterios del programa PhyResSE para valorar la
calidad de las secuencias y la fiabilidad de las mutaciones son: al menos 5 lecturas
correctas, buena concordancia tras lectura en ambas direcciones y al menos 12pb de

distancia entre los SNPs.

Se recogio la informacion referida al linaje de MTBC y al patrén de resistencias
que, posteriormente, se compard con la procedencia del paciente o vinculo de

contagio y con las resistencias fenotipicas obtenidas para cada cepa. Se registraron las
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concordancias y discrepancias y se profundizé en estas ultimas, incluyendo medidas de
sensibilidad y especificidad de la técnica comparada con otras aproximaciones

moleculares implantadas en el laboratorio y el estudio de sensibilidad en cultivo.

En la Tabla 1ll.2 se recogen las mutaciones asociadas a resistencia detectadas

por el programa PhyResSE.

Tabla 111.2: Resistencias conocidas detectadas por PhyResSE:

ID Gen/ nombre Inicio Gen Fin Gen antiTB
Rv0005/ gyrB 5240 7267 FQ
Rv0006/ gyrA 7302 9818 FQ
Rv0486/ mshA 575348 576790 ETH
Rv0667/ rpoB 759807 763325 RIF
Rv0682/ rpsL 781560 781934 STR
Rv0701/ rplC 800809 801462 LZD
MTB000019/ rrs 1471846 1473382 AGis
MTBO000020/ rrl 1473658 1476795 LZD
Rv1483/ fabG1 1673440 1674183 INH
Rv1484/ inhA 1674202 1675011 INH,ETH
Rv1630/ rpsA 1833542 1834987 PZA
Rv1694/ tlyA 1917940 1918746 CPR
Rv1854c/ ndh 2103042 2101651 INH,ETH
Rv1908c/ katG 2156111 2153889 INH
Rv2043c/ pncA 2289241 2288681 PZA
Rv2416c/ eis 2715332 2714124 KAN
Rv2428/ ahpC 2726193 2726780 INH
Rv2764c/ thyA 3074471 3073680 PAS
Rv3793/ embC 4239863 4243147 EMB
Rv3794/ embA 4243233 4246517 EMB
Rv3795/ embB 4246514 4249810 EMB
Rv3854c/ ethA 4327473 4326004 ETH
Rv3919c/ gidB 4408202 4407528 STR

ID: identificacion; antiTB: farmaco antituberculoso; INH: isoniacida; FQ: fluorquinolonas; ETH:
etionamida; RIF: rifampicina; STR: estreptomicina; LZD: linezolid; AGis: aminoglucdsidos inyectables
(incluye STR,AK,KAN,CPR); PZA: piracinamida; CPR: capreomicina; KAN: kanamicina; PAS: 4cido para-
aminosalicilico; EMB: etambutol

Para definir las relaciones filogenéticas entre las cepas inferimos una filogenia a

partir del alineamiento entre todas las posiciones variables entre ellas. La inferencia se
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realiz6 mediante el método de distancias Neighbour-joining implementado en MEGA
(137) y sin correcciéon de distancias debido a que la mayoria de posiciones son
bialélicas. Un total de 1.000 pseudo-réplicas del alineamiento original se usaron para la

inferencia.

4. Método estadistico

Las variables y resultados, tanto descriptivos como microbioldgicos y de
secuenciacidn, se recogieron en una base de datos Excel (Excel 2011) a partir de la que
se efectud el andlisis estadistico, con la ayuda de la Unidad de Bioestadistica del
Instituto de Investigacidn Sanitaria La Fe, empleando el Software R (version 3.3.2), una
aplicacion gratuita para célculos estadisticos y graficos (R Project Statistical Computing,

http://www.r-project.org/).

Las variables descriptivas se resumieron mediante la media, desviacion
estandar, rango y mediana en el caso de variables continuas y en frecuencias absolutas
y relativas para las variables categdricas. Para el andlisis bivariante se empled el test
Chi cuadrado de asociacion, que mide el grado de dependencia entre dos variables
categoricas, y el test T-student en el caso de muestras independientes. No todas las
variables de estudio estaban registradas en el total de la muestra, por lo que cada
cruce especifico se evalué en el subconjunto de casos vdlidos. El grado de
significatividad empleado fue el 5%, por lo que cualquier p-valor menor a 0.05 fue

indicativo de relacidn estadisticamente significativa.
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En el andlisis del acuerdo entre los resultados de sensibilidad propocionados
por el método fenotipico frente al genotipico o a la SCG, se estimé el indice Kappa de

concordancia.

Para facilitar la comprension de los resultados, se utilizaron graficos de

coordenadas effect plot, realizando previamente correcciones en los casos necesarios.

Ademds, se empled el programa SPSS para la realizacion de tablas de

contingencia y el calculo de los intervalos de confianza.
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IV RESULTADOS Y DESARROLLO ARGUMENTAL

1. Datos epidemioldgicos y de presentacion clinica

Entre enero de 2011 y diciembre de 2015, en el Servicio de Microbiologia del
HUP La Fe se procesaron 18683 muestras para cultivo de micobacterias, aislandose
MTBC en 826 (4,4%) muestras de 254 enfermos, lo que supuso una media de 50,8
casos diagnosticados por afio y 3,3 muestras positivas por enfermo. Del total de
enfermos diagnosticados, 60 (23,6%) fueron atendidos en el Hospital Dr. Moliner (H
Moliner) y seguidos en el Centro de Atencidn a Sin Techo (CAST) y no se incluyeron en
el andlisis de resultados epidemioldgicos de este trabajo. La distribucion de casos

diagnosticados por afio segun hospital de procedencia se muestra en la Figura IV.1.
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Figura IV.1: Casos de TB diagnosticados por afio.

El nimero de enfermos ingresados en el H Moliner ha ido en aumento desde el
afio 2011, tras convertirse en el destino de los enfermos con TB de toda la CV que
requieren ingreso mas prolongado de lo habitual, ya sea por problemas sociales, de

cumplimiento del tratamiento o por resistencia a farmacos de primera linea. Este
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aumento se refleja en el porcentaje de casos pertenecientes a este hospital
confirmados en nuestro Servicio, que aumenté un 37% entre el afio 2011 y el 2015,
suponiendo un 43,1% de las TB confirmadas microbiolégicamente en el dltimo afio del

estudio.

De los 194 (76,4%) enfermos diagnosticados en el HUP La Fe, 93 (48%)
pertenecian a Departamentos de Salud distintos al DS La Fe. En la Tabla IV.1 se
resumen los datos del Informe de TB emitido durante cada uno de estos afios por el
CSISP de la CV referentes al DS La Fe y se comparan con los datos confirmados en el
Servicio de Microbiologia del HUP La Fe. Para el cdlculo de las tasas se emplearon los
datos de poblacién adscrita al DS La Fe aportados por el Servicio de Documentacion

del HUP La Fe, resumidos en el apartado de material y métodos.

Tabla IV.1: Comparacién entre los resultados del DS La Fe emitidos en los Informes de TB de la
CV (resaltados en gris) y los obtenidos en el Servicio de Microbiologia del HUP La Fe.

Afio Tasa Casos Edad Varones Inmigrantes VIH+ Estudiode Resistencia
(100.000 h) declarados media (%) (%) (%) sensibilidad global
2011 16,6 30 39,8 40 13,3 16,7 20 3 (15%)
22,2 (10,2*%) 46 (21%) 40,3 59 60,9 19,6 46 (21%*) 11 (8%)
2012 13,9 25 37,5 56 8 8 14 2 (14,3%)
17,9 (7,5%) 36 (15%) 39 72,2 63,9 2,8 36 (15%) 5(3%)
2013 18,1 32 39,4 65,6 21,9 3,1 27 5(18,5%)
19,5 (11%) 39 (22%) 38,6 64,1 46,2 2,6 39 (22%) 5 (3*)
2014 15,3 27 46,8 55,6 7,4 7,4 24 4 (16,7%)
22,4 (11,7*) 44 (23%) 39,8 65,9 29,5 9,1 44 (23%) 3 (3%)
2015 9,7 27 41,2 63 37 18,5 19 4(21,1%)
9,9 (7,1%) 29 (20%*) 40,5 71,4 55,2 17,2 28 (20*) 1(1%)

(*): enfermos pertenecientes al DS La Fe.

La tasa estimada por los Informes de Salud de la CV es menor a la confirmada

por cultivo en el Servicio de Microbiologia del HUP La Fe, debido probablemente a que
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no todos los pacientes diagnosticados pertenecen al DS La Fe y son asignados por el
CSISP como casos a otros DS; sin embargo, la tasa estimada es mayor si se tienen en
cuenta sdlo a los enfermos pertenecientes al DS La Fe. Esto puede deberse a que no
todos los casos de TB declarados se confirman por microbiologia. Si que coinciden, a
excepciodn del afio 2013, el nimero de casos en que se realizé estudio de sensibilidad
segun el Informe de TB de la CV con el nimero de enfermos con TB confirmada por
cultivo pertenecientes al DS La Fe; no obstante, el dato de la resistencia global no
coincide, por lo que seria interesante profundizar en cdmo se realiza el proceso de

transmision de esta informacién para tratar de mejorarlo.

La informacion epidemioldgica y clinica de 193 casos se resume y analiza a
continuacién. Los datos epidemiolégicos de uno de los enfermos se han excluido ya
gue usurpd una tarjeta sanitaria y los datos reflejados en nuestro sistema de admision
son incorrectos; sin embargo, los datos microbioldgicos de este caso si que se han

incluido en la estadistica general ya que coinciden con el momento del diagndstico.

En la Tabla IV.2 se resumen los datos epidemioldgicos segun la forma de

presentacion clinica de TB.
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Tabla IV.2: Resumen de las caracteristicas epidemioldgicas de los pacientes seguin su forma de
presentacion clinica.

TB pulmonar TB extrapulmonar
(121) (72)
n (%)
Intervalo edad (afios)
0-5 5(4,1) 6(8,3)
6-19 11 (9,1) 2(2,8)
20-29 22 (18,2) 16 (22,2)
30-39 26 (21,5) 18 (25,0)
40-49 24 (19,8) 12 (16,7)
50-59 18 (14,9) 3(4,2)
60-69 8(6,6) 5(6,9)
70-79 6 (5,0) 3(4,2)
>80 1(0,8) 7(9,7)
Varones 88 (72,7) 39 (54,2)
Nacionalidad espaiola 61 (50,4) 33 (45,8)
Enfermedad de base 47 (39,5) 44 (61,1)
Habitos Téxicos 67 (59,8) 23 (33,3)

1.1 Generalidades, mapas de localizacion y estudio de contactos

La edad media de los individuos enfermos fue 39,6 afios (5 meses-90 afios) y

127 (65,4%) eran varones.

La mayoria de los enfermos (61,1%) tenian edades comprendidas entre 20 y 50
afos (Figura IV.2), dato que coincide con lo recogido en la literatura, que muestra que
los adultos en edad fértil son los mas afectados (19). En nuestra serie, el 7,3% (14/193)
de los enfermos eran menores de 15 afios y, en concreto, un 5,7% (11/193) tenian
menos de 5 afos, lo que se correlaciona con la prevalencia estimada en los paises de
baja incidencia (“low burden”), donde los casos de TB declarados en edad infantil

corresponden al 2-7% del total (17).
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Figura IV.2: Distribucion de los enfermos segun intervalo de edad.

La localizacion de la residencia habitual de los enfermos con vivienda en el 4rea
metropolitana de Valencia se resalta en las Figuras IV.3, IV.4 y IV.5. Doce pacientes

vivian en la calle y dormian en albergues temporalmente.
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Figura IV.3: Localizacion de la residencia habitual de los enfermos con TB confirmada en el
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Figura IV.5: Ampliacion de la zona Torrefiel-Rascafia. En verde el
Centro Municipal de Servicios Sociales.

Como se aprecia en estas imagenes, los casos se concentraron en la zona de
Torrefiel-Rascafia y, en concreto, en calles consideradas de alta vulnerabilidad por el
Departamento de Estadistica del ayuntamiento de Valencia, donde desde el afio 2016

analizan el equipamiento, la demografia y la socioeconomia de cada una de las

Secciones Censales del municipio de Valencia para poder detectar aquellas que puedan
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requerir atencion especial por parte de la administracion (138). Seria, por lo tanto,

interesante realizar cribado de enfermedad tuberculosa en estas secciones.

En 39 casos se desconocia el nimero de convivientes, 17 enfermos (10,9%)
vivian solos y 22 (14,1%) con al menos 4 personas mas en una misma vivienda. Hubo
un posible caso de contagio entre tres convivientes cuyo vinculo demostramos en un
trabajo previo en el que empleamos el método de epidemiologia molecular MIRU-
VNTR (139). En la Figura IV.6 se resume el resultado de ese brote analizado por dicha
técnica, en el que el niumero de repeticiones de secuencias conocidas del genoma de

M. tuberculosis coincidid en los tres enfermos y fue distinto al de otros casos

contemporaneos que no vivian en el mismo domicilio.
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Figura IV.6: Resumen de los resultados obtenidos tras realizar analisis MIRU-VNTR.

La técnica MIRU-VNTR fue sustituida en el afio 2014 por la SCG para el analisis

epidemioldgico de brotes en la CV, debido a que esta Ultima permite, ademas de
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vincular contactos, saber en qué orden se ha producido el contagio para poder

identificar los casos indice.

En el presente estudio, a pesar de este caso de contagio directo por
aglomeracién en la misma vivienda, el hacinamiento no fue un factor determinante
para padecer TB, al ser similar el porcentaje de enfermos que vivian solos al de los que
tenian mas de cuatro convivientes, lo que podria aumentar la posibilidad de haber
adquirido la infeccion fuera de la vivienda habitual. Seria interesante, por lo tanto,
recoger otros datos en las encuestas epidemioldgicas, tales como los habitos diarios y
el nombre de los locales comerciales, centros sociales o de ocio frecuentados, para
intentar identificar focos de contagio distintos a los convivientes, al igual que se ha

sugerido en otro estudio (140).

El origen de la infeccion fue recogido en 182 (94,3%) historias clinicas. El 22,7%
de los pacientes recordaba haber tenido un contacto préximo con otro enfermo
bacilifero. En 7 pacientes no constaba en la historia clinica el tiempo desde el contacto.

El resto de tiempos desde el contacto se resumen en la Figura IV.7.
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Figura IV.7: NUmero de casos segun afios de antigliedad de contacto.
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El tiempo desde el contacto fue de menos de un afo en 11 casos y de entre uno
y dos afos en otros 7, por lo que la mitad de los enfermos en los que aparecia recogida
esta informacion recordaban haber tenido un contacto préximo en los dos afios
previos al momento del diagndstico, dato que coincide con lo estimado por el Centers

for Disease Control — CDC (141).

De los 141 enfermos restantes, 4 tenian vias de infeccidon distinta a la
respiratoria (3 becegeitis y 1 M. bovis), 6 eran indigentes o dormian en albergues, 4
referian posible infeccion en su trabajo y 2 sospechaban haber padecido TB en su
infancia. En 125 (68,7%) casos no se reconocia ninguna posible fuente de contagio, y la
mayoria de ellos se concentraban de nuevo en la zona Torrefiel-Rascafia, lo que apoya
la sugerencia de buscar focos de contagio en zonas préximas a la vivienda y

frecuentadas diariamente a través de nuevos datos en las encuestas epidemioldgicas.
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Figura IV.8: Residencia habitual de los enfermos que desconocian contacto previo con
otro caso de tuberculosis.

79



En 84 historias clinicas aparecia recogido el resultado de alguna de las dos
pruebas de ITL, siendo positiva al menos una de ellas en 70 (83,3%) enfermos. El
Mantoux o PT aparecia registrado en 65 casos, siendo la induracién mayor de 5 mm de
didmetro en 50 (76,9%) enfermos, 44 con induracion >10 mm. La prueba IGRA
(Quantiferon®, QTF) se habia realizado en 37 ocasiones, siendo positiva en 26 (70,3%),
y en 5 (13,5%) indeterminado. En las Tablas IV.3 y IV.4 se resumen las caracteristicas

clinicas y epidemioldgicas de los enfermos con PT o QTF negativo, respectivamente.

Tabla IV.3: Caracteristicas de los enfermos con prueba de tuberculina negativa.

Caso Edad/ Pa.is s el Contaf:to QTF  Forma clinica Evolucion
Sexo origen base conocido

5 38/M GNQ VIH No NR TBEP (miliar) Buena
17 4m/M MAR No Si NR TBP Buena
30 35/V NGA VIH ND POS  TBEP (ganglionar) Buena
52 66/V ESP ROS No NR TBEP (miliar) Exitus
57 28/V ESP Ell No IND TBEP (miliar) Buena
58 51/V BOL No Si NR TBP Buena
114 89/M ESP DM, HTA ND NR TBEP (meningea) ND
115 22/V GHA VIH ND POS TBEP (miliar) Buena
124 44/v ESP Ell No NR TBEP (miliar) Buena
130 37/V ECU No No POS  TBEP (pleural) Buena
134 20/V ESP IS No NEG  TBEP (ganglionar) Buena
145 30/M ESP ROS No NEG  TBEP (pleural) Buena
152 50/V ESP Ell ND POS TBP Buena
160 46/M ECU No Si NR TBP Buena
172 48/V ESP No Si NEG  TBEP (meningea) Buena

QTF: Quantiferon®; m: meses; M: mujer; V: varon; GNQ: Guinea Ecuatorial; MAR: Marruecos;
NGA: Nigeria; ESP: Espafia; BOL: Bolivia; GHA: Ghana; ECU: Ecuador; NR: no realizado; ROS;
receptor de érgano sélido; ND: no disponible; IS: tratamiento inmunosupresor; Ell: enfermedad
inflamatoria intestinal; TBEP: tuberculosis extrapulmonar; TBP: tuberculosis pulmonar.
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Tabla IV.4: Caracteristicas de los enfermos con Quantiferon® negativo.

Caso
134
139
145
146

172
184

Edad/
Sexo
20/V

39/V
30/M
48/V

48/V
86/V

Pais de
origen
ESP

ROU
ESP
ESP

ESP
ESP

Enf de base

IS
VIH

ROS

DM,
neoplasia
No

DM

Contacto
conocido

No
No
No
ND

Si
No

PT
NEG
NR
NEG
NR

NEG
POS

Forma clinica

TBEP (ganglionar)

TBEP (miliar)
TBEP (pleural)
TBP

TBEP (meningea)
TBEP (pleural)

Evolucién

Buena
Pérdida de
seguimiento
Buena

Buena

Buena
Buena

PT: tuberculina; V: varén; M: mujer; ESP: Espafia; ROU: Rumania; DM: Diabetes mellitus; NR: no
realizado; ROS; receptor de érgano sélido; ND: no disponible; IS: tratamiento inmunosupresor;

TBP: tuberculosis pulmonar; TBEP: tuberculosis extrapulmonar.

En 18 casos aparecia el resultado de ambas pruebas, con una concordancia muy

baja entre ellas, aunque es un numero de resultados insuficiente para extraer

conclusiones estadisticamente significativas (Flgura 1V.9).

QTF + QTF IND QTF -
PT + 6 3 1
PT - 4 1 3

Figura IV.9: Resultados de deteccidn de ITL en los enfermos con ambas pruebas.

Estas pruebas no estan indicadas para el diagndstico de enfermedad activa,

pero a menudo se solicitan como prueba complementaria ante la ausencia de otras

pruebas que confirmen la sospecha clinica de TB. En este estudio, a pesar de que la

mayoria de los pacientes tenian al menos una prueba de ITL positiva, una prueba

negativa no permitié descartar la enfermedad (15/65 PT negativas y 6/37 QTF

negativos), siendo similar el porcentaje de QTF negativo de este grupo (16,2%) al

encontrado en el metandlisis de Sester y cols

(142). La mayoria de resultados
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negativos se dieron en formas extrapulmonares, lo que coincide con lo observado

previamente en otra revision (143).

Un 6% de los enfermos (11/193) referia haber padecido TB al menos una vez
antes (Tabla IV.5). Aunque el nimero de casos es también pequefio para extraer
conclusiones estadisticamente significativas, podemos observar que no hubo
diferencias por pais de origen ni por enfermedad de base. La mayoria presentaron
forma clinica pulmonar y las cepas eran sensibles a los farmacos antituberculosos de
primera linea. No se pudo establecer si se trataba de recidivas o reinfecciones. En la
mitad de los casos el intervalo de tiempo desde el episodio anterior fue mayor de 6
afios (media 8,6 afios; intervalo, 2-30). Se observé diferente sensibilidad a los farmacos
antituberculosos de primera linea en 4 casos, aunque esta informacién no estuvo

disponible en todos ellos.

La recidiva de TB ha sido descrita en pacientes coinfectados con el VIH a pesar
de haber cumplido correctamente el tratamiento, especialmente en aquellos con
recuentos bajos de linfocitos CD4 (144). Otros factores de riesgo descritos en la
literatura para recurrencia de TB, ademads del VIH, son el alcoholismo, el tabaquismo,
el compromiso extrapulmonar, la DM, la insuficiencia renal crénica vy la silicosis (145).
En nuestro trabajo, 3 de los 4 pacientes coinfectados por el VIH que presentaron
recaida de TB tenian menos de 50 linfocitos CD4 en el momento del diagndstico,
aunque uno de ellos no habia completado el tratamiento en el primer episodio. Otro
presentaba asociacion de silicosis y DM, ambos factores de riesgo también asociados a

recaidas. De los 3 pacientes que no tenian enfermedad de base, 2 tuvieron TB
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resistente en el primer episodio, lo que podria explicar la recaida. El otro paciente sin
enfermedad de base, procedia de un pais endémico (Guinea Ecuatorial), por lo que
podria haberse reinfectado, aunque para esclarecer esta posibilidad habria que

analizar y comparar ambas cepas.
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De los 194 enfermos diagnosticados tras ser atendidos directamente en el HUP
La Fe, en 5 se aisl6 MTBC en muestras recogidas con mas de un afio de separacion
entre ellas, pero no se consideraron casos nuevos por no haber recibido tratamiento

completo durante mas de 12 meses entre los episodios.

En 11 enfermos no se pudo realizar seguimiento por traslado a otro Centro o

por no presentarse a los controles ambulatorios posteriores al episodio.

Del total de pacientes, 17 (8,8%) fallecieron (Tabla 1V.6), todos ellos en menos
de 10 meses tras el diagndstico de la enfermedad y 10 (58,8%) en los primeros 10 dias.
Todos los fallecidos eran adultos, la mayoria espafoles, con forma de presentaciéon
clinica predominante pulmonar y cepas polisensibles, a excepcién de 3 MDR-TB. En
total, 9 de las 17 muertes podrian haber sido consecuencia de la propia TB por tratarse
de formas diseminadas o resistentes. El porcentaje de fallecidos es, por lo tanto,
similar al descrito en otros estudios (146,147). En ellos se resalta que la mortalidad se
debe mayoritariamente a causas ajenas a la propia enfermedad tuberculosa, pero que,
cuando la muerte deriva directamente de la TB, el tiempo entre el diagndstico vy el
fallecimiento es de menos de un mes, dato que coincide con lo hallado en nuestro

trabajo.
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Tabla IV.6: Caracteristicas de los pacientes que fallecieron tras el diagndstico de TB.

Caso

3
33
35
36
44
52
59
81
89
20
122
132
136
142
143
155
190

Edad/
Sexo
41/V
76/M
38/V
25/M
74/V
66/V
52/V
58/V
29/V
40/V
51/V
65/V
43/M
56/V
25/M
90/M
36/M

Origen

ESP
ESP
MAR
ESP
ESP
ESP
LTU
ESP
ESP
ESP
ESP
ESP
ARG
ESP
IND
ESP
UKR

Enf de base

VIH, VHC
AntiTNF

No

Otra

Pulmonar, DM, IS
ROS, VHC

No

No

Ell, hematilogica
Psicosocial

ROS, HTA, DM
Psicosocial
Hematoldgica
Desconocido

No (embarazo)
IS, DM

VIH

Forma clinica

TBP

TBEP (miliar)
TBP

TBEP (pleural)
TBP

TBEP (miliar)
TBP

TBP

TBP

TBP

TBP

TBEP (miliar)
TBP

TBP

TBEP (meningea)
TBEP (meningea)
TBP

IREP

SSSS
SSSS
SSSS
SSSS
RRSR
SSSS
RRSS
SSSS
SSSS
SSSS
SSSS
SSSS
SSSS
SSSS
SSSS
SSSS
RRSS

V: varén; M: mujer; ESP: Espaiia; MAR: Marruecos; LTU:
UKR: Ucrania; DM: Diabetes mellitus; ROS: receptor érgano sélido; HTA: hipertensién arterial;
Ell: enfermedad inflamatoria intestinal; IS: inmunosupresién; TBP: tuberculosis pulmonar;
TBEP: tuberculosis extrapulmonar; IREP: isoniacida, rifampicina, etambutol, pirazinamida (se

Lituania; ARG: Argentina; IND: India;

muestra su sensibilidad (S) o resistencia (R) fenotipica por ese orden)
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1.2 Factores de riesgo

Resultados y discusion

Cincuenta y ocho enfermos referian tener un trabajo estable en el momento

del diagndstico de la enfermedad, 50 eran menores de edad, estudiantes o jubilados y

70 estaban en paro o realizando trabajos temporales (Figura IV.10).

6%
menores

edad
7%

estudiantes

desconocido
8% /

jubilados
13%

Figura IV.10: Porcentaje de empleo/desempleo de los enfermos con TB.

La mitad de los enfermos tenian una o mas enfermedades de base (Tabla IV.7).

Tabla IV.7: Enfermos con TB y enfermedad subyacente o situacion predisponente por afio.

VIH

Hepatitis virica (VHC/VHB)
DM

Ell

Neoplasia
Psiquiatrico/Social
Gestacion

ROS

Hematoldégico

Silicosis

Enfermedad pulmonar/asma
HTA

2011 2012 2013 2014 2015 TOTAL
(n)

9 1 1 4 5 20

2(1/1) 3(3/0) 1(1/0) 6(4/2) 1(0/1) 13
3 3 4 6 2 18
1 1 1 2 0 5
2 1 2 3 1 9
1 0 1 3 2 6
0 2 0 2 1 5
0 4 1 3 0 8
1 1 1 2 2 7
2 0 0 0 0 2
3 1 1 0 0 5
4 1 4 4 3 16

DM: Diabetes mellitus; Ell: enfermedad inflamatoria intestinal; ROS: receptor de drgano

sélido; HTA: hipertension arte

rial.
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Mds de un tercio de los enfermos (36%) estaban desempleados o tenian
trabajos temporales en el momento del diagndstico, condiciéon que podria influir en el
nivel socioecondmico, aspecto clasicamente asociado a TB, aunque un estudio reciente
demostrd que esa asociacion era valida para pacientes nativos en EEUU, pero no para

los inmigrantes a ese mismo pais (148).

Las enfermedades de base presentes con mayor frecuencia en este estudio
fueron la coinfeccién con el VIH, la DM, la hipertension arterial (HTA) y la coinfeccidn

por virus de la hepatitis.

El nimero de enfermos coinfectados con el VIH ha ido variando en estos 5 afios
de estudio, suponiendo en total un 10,4% de los casos en todo el periodo, cifra similar
a la mencionada por la OMS para el afio 2007 (149) y superior a la recogida en la
revision europea del afio 2014 (150). En los informes anuales de TB de la CV, este
valor se ha reducido a la mitad, aunque en nuestro Departamento, a pesar de haberse
observado un descenso en los primeros afios, el porcentaje de casos en coinfectados

fue casiigual al final que al principio del periodo de estudio (Figura IV.11).
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Figura IV.11: Evolucidn del porcentaje de enfermos con TB coinfectados con VIH.

Otro 10% de los enfermos con TB eran diabéticos, porcentaje practicamente
constante a lo largo del periodo de estudio e igual al estimado en el mundo segun el
proyecto TANDEM (151). Esta informacién no se recoge en el Informe anual de TB de
la CV, por lo que no se ha podido comparar con el del resto de la regién. La OMS ha
relacionado la DM con triple riesgo de desarrollar esta enfermedad infecciosa y por
ello incluye a los enfermos con DM como diana en sus intervenciones de busqueda

activa de ITL (152).

Otras situaciones de base que se encontraron y que hay que tener en cuenta a
la hora del diagnéstico diferencial fueron el tratamiento prolongado con
inmunosupresores, condicion mencionada clasicamente y repetida en la literatura
(153), y el embarazo. Hasta finales del siglo XIX se creia que el embarazo era
beneficioso para la luchar contra la enfermedad, al favorecer el colapso de las
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cavitaciones pulmonares, mientras que a principios del siglo XX se cambié de actitud y
la recomendacién era abortar (154). Los estudios mas recientes apuntan a que la
incidencia en embarazadas es la misma que en la poblacion general (155), aunque la
pérdida de anticuerpos maternos durante la lactancia y la situacion afiadida de estrés
por la condicion de embarazo, podrian favorecer la reactivacion de la ITL, siendo

necesarios mas estudios para respaldar esta hipdtesis.

Casi la mitad de los enfermos (46,4%) asumian habitos tdxicos, es decir, eran
fumadores o bebedores activos (més de 2 cigarrillos y/o mas de 1 litro de alcohol al
dia) o consumian otro tipo de drogas. En 13 casos se desconocia esta informacién. A
pesar de que la OMS ha demostrado que fumar aumenta el riesgo de desarrollar TB
(156), el numero de pacientes fumadores con TB en nuestro estudio es inferior al de
no fumadores. Casi un tercio de nuestros enfermos (26,4%) no tenian habitos toxicos
ni presentaba enfermedad de base; sin embargo, un 74,5% (38/51) de los pacientes
eran inmigrantes. Por lo tanto, estaria justificado el considerar la TB en el diagndstico
diferencial en cualquier enfermo con clinica sugerente, independientemente de su
estado de salud basal, hdbitos téxicos y nivel socioecondmico, sobre todo si es

inmigrante y de pais con mayor incidencia que Espafia.

Un total de 99 (51,3 %) enfermos eran extranjeros, 1 de ellos de Francia, y el
resto procedentes casi a partes iguales de 4 de las Regiones de la OMS (Figura IV.12).
Los nifios menores de 5 afios hijos de inmigrantes, aunque hubieran nacido en Espafia,
se consideraron dentro de este grupo, siendo 8 los casos. En las Figuras IV.13 y V.14 se

resumen las caracteristicas de los enfermos de origen extranjero.
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Figura IV.13: Nimero total de enfermos por regién de origen y afio.
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Figura IV.14: Distribucion por edad, sexo y procedencia (en naranja los inmigrantes).
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En cuanto al tiempo desde su llegada a nuestro pais, 11 llevaban un afio o
menos en Espafia y 51 residian en la CV desde hacia mas de 5 afios. En total 35
extranjeros (35,3%) reconocian haber visitado su pais en el ultimo afio o llevar menos

de 1 afio residiendo en Espafia antes del diagndstico de su enfermedad.

Un poco mas de la mitad de los enfermos eran, por lo tanto, inmigrantes, cifra
mayor a la calculada en los Informes de Salud emitidos por el CSISP, y algo superior a la
del resto de Espafia (20) donde, desde que la infeccion por el VIH se ha convertido en
una enfermedad crénica controlada y los casos de SIDA son esporadicos y bien
tratados, son los inmigrantes los que elevan la incidencia (157). La edad media en este
grupo fue 32,8 afos, un 17,2% menor que la media global del estudio, debido
probablemente a que el 73,7% de los menores de 5 afios con TB eran hijos de
inmigrantes, incluidos en este grupo. Un tercio de ellos fueron diagnosticados en su
primer afio de estancia en nuestro pais, dato importante a la hora de considerarla
importada. En el Ultimo afio de estudio, ademads, un tercio de los enfermos extranjeros
con TB provenian del sudeste asiatico y un cuarto de paises de Europa del Este, zonas
de alta prevalencia de MDR-TB (19), por lo que hay que estar atentos y mejorar las
medidas de control de transmisién y diagndstico precoz ante la posibilidad de

aumento de cepas resistentes.
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1.3 Manifestaciones clinicas en global y en grupos de riesgo

En cuanto a la sintomatologia, 98 (50,5%) referian pérdida de peso, 127 (65,4%)
describian distermia de predominio vespertino, sudoracidon nocturna o febricula,
puntualizando solamente 19 de ellos temperatura objetivada de mas de 38,5°C. En 31
ocasiones se relataba hemoptisis y en 3 hematoquecia. La triada de fiebre, sudoracion
y pérdida de peso, considerada tipica en la TB, se presentd, por lo tanto, en

porcentajes similares a los descritos en la literatura (28).

En 122 (62,9%) enfermos la forma de presentacién clinica fue pulmonar y en 72
(37,1%) extrapulmonar, en concreto, 14 TB pleurales, 15 ganglionares, 6
musculoesqueléticas, 5 del, 5 intestinales, 2 genitourinarias (una de ellas por
instilacion de BCG), 1 pericarditis, 22 formas diseminadas y 2 exclusivamente cutdneas
post-inoculaciéon de la vacuna BCG. La distribucion de formas de presentacién por afio

se resume en la Figura IV.15y la Tabla IV.8.
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Figura IV.15: Presentacion clinica de tuberculosis. NUmero de casos por afio.
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Tabla IV.8: Nimero y tipo de formas extrapulmonares por afio.

2011 2012 2013 2014 2015 Total
n n (%)
Pleural 5 0 1 6 2 14 (19,4)
Ganglionar 3 2 3 3 4 15 (20,8)
Musculoesquelética 2 1 1 0 2 6(8,3)
Meningea 0 0 1 2 2 5(6,9)
Abdominal 0 1 1 0 3 5(6,9)
Genitourinaria 0 0 1 0 0 1(1,4)
Pericarditis 0 0 1 0 0 1(1,4)
Diseminada 6 8 2 5 1 22 (30,6)
Becegeitis 0 1 2 0 0 3(4,2)

La forma de presentacidn clinica principal fue la pulmonar. A pesar de ello, se
observd un descenso de los casos de TBP con mantenimiento del nimero de formas
extrapulmonares, correspondiendo las primeras al 65,22% de las formas de
presentacién clinica en 2011 y al 51,72% en 2015, diferencia, sin embargo, no
estadisticamente significativa (p=0,2454). Habra que comprobar este descenso en afios

venideros.

La existencia de enfermedad de base se asocié de forma significativa con la
forma TBEP (p=0,004). Al analizar las enfermedades de base mds frecuentes por
separado, la forma de TBEP se asocié con el grupo de coinfectados con el VIH
(p=0,007), siendo ésta su forma clinica predominante (Figura 1V.16), al igual que se ha
descrito en la literatura, donde las formas extrapulmonares, en especial las
diseminadas, se han asociado en mayor porcentaje a pacientes inmunodeprimidos

(44,45)
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Figura IV.16: Forma de presentacion clinica de TB segun enfermedades de base.

Ser inmigrante no fue un factor estadisticamente significativo (p=0,538) para

desarrollar TBEP. La forma ganglionar, la mas frecuente de las TBEP segun la literatura

en enfermos con TB en EEUU (33,34), fue una de las predominantes pero no la

mayoritaria en este estudio, y se presentd a partes iguales en enfermos nacionales y

en procedentes de la regién indica.

Tabla IV.9: Tabla de contingencia pais de procedencia-forma de presentacion clinica.

Inmigrante Nacional
N % N %
TBP 60 60,6% 61 64,9%
TBEP 39 39,4% 33 35,1%

Considerando la utilidad de las pruebas complementarias en el diagndstico de

de la enfermedad, en 95 casos (49%) hubo hallazgos radiograficos que obligaban a

descartar TB como una posible causa, 24 de ellos tras la realizacién de una tomografia
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computerizada (TC), por lo que una prueba de imagen normal no descartaria TB. De los
60 casos en que se dispone de un resultado de anatomia patoldgica, en 46 (76,7%)
mencionaban la presencia de granulomas, en 7 sélo reaccién linfocitaria y en los otros
7 no hubo hallazgos sugerentes de infeccion micobacteriana, por lo que la existencia
de granulomas se puede considerar frecuente pero no esencial en las biopsias de

lesiones por TB.
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2. Resultados microbiolégicos

Resultados y discusion

Hubo un total de 552 muestras positivas (Tabla 1V.10) durante los 5 afios de

estudio, lo que supuso una media de 2,85 muestras por enfermo, siendo la mayoria de

ellas de origen pulmonar.

Tabla IV.10: Distribucidn de las muestras positivas segln origen y afio de aislamiento.

2011 2012 2013 2014 2015 Total
n

Pulmonares 109 68 89 87 104 457
Esputo 91 51 73 66 95 376
BAS 4 4 1 4 1 14
LBA 10 11 8 11 3 43
Biopsia pulmonar 0 0 4 2 1 7
Jugo gastrico 4 2 3 2 4 15
Frotis faringeo 0 0 0 2 0 2
Extrapulmonares 17 18 20 23 17 95
Adenopatia mediastinica 0 1 0 1 2 4
Liquido pleural 3 0 1 1 1 6
Biopsia pleural 2 0 1 4 2 9
Adenopatia cervical 2 2 2 3 2 11
Adenopatia supraclavicular 2 0 1 0 0 3
LCR 0 1 1 3 1 6
Biopsia intracerebral 0 0 0 1 2 3
Masa paravertebral 4 1 1 1 1 8
Sangre 1 2 0 2 2 7
Orina 0 2 1 0 0 3
Heces 0 1 1 4 2 8
PPB 2 3 5 2 2 14
Biopsia hepatica 1 1 0 0 0 2
Biopsia peritoneal 0 1 0 0 0 1
Liquido ascitico 0 1 0 0 0 1
Biopsia esplénica 0 1 0 0 0 1
Adenopatia inguinal 0 1 0 0 0 1
Biopsia intestinal 0 0 3 1 0 4
Liquido pericardico 0 0 2 0 0 2
Escrotal 0 0 1 0 0 1

BAS: broncoaspirado; LBA: lavado broncoalveolar; LCR: liquido cefalorraquideo; PPB: piel y

partes blandas.
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La tincién fue positiva en 247 (44,7%) muestras clinicas. En la Tabla V.11 se
resume el resultado de la tincién y los tiempos de crecimiento en medio de cultivo

liqguido (MGIT) y sélido (LJ) para la mayoria de las muestras.

Tabla IV.11: Tincién y dias de crecimiento segin medio de cultivo por tipo de muestra.

Muestra N Tincion + Rango® Media®
202 L 7-98 21
E 7
sputo 376 s37%) MG 554 15
11 L 7-43 22
LB,
i = (25,6 %) MGIT 4-30 13
9 L 12-38 21
BAS 14 (64,3 %) MGIT 4-26 12
Jugo 15 1 L 19-26 22
gastrico (6,7 %) MGIT 11-52 19
Biopsia/ 40 8 U 14-73 30
PAAF (20 %) MGIT 6-42 17
6 1] 10-100 28
PPB 14
(42,9 %) MGIT 5-25 13

N: nimero total; LBA: lavado broncoalveolar; BAS: broncoaspirado; PAAF: puncién aspiracion
con aguja fina; PPB: piel y partes blandas; °medicion en dias de crecimiento

La tincidn fue, por lo tanto, rentable aunque no concluyente, diagnosticandose
con ella la mitad de los casos en el momento o en los primeros dias del ingreso del
enfermo, siendo el esputo y el BAS las muestras con mayor porcentaje de tinciones
positivas y el jugo gdstrico la que menor rendimiento diagndstico tuvo con la tincién, al

igual que se describe en la literatura (158,159).

En cuanto al tiempo de crecimiento en medio de cultivo sélido de LJ, el rango
fue de 7 a 100 dias con una media de 21,4 dias (IC 95: 19,86-22,93), teniendo en
cuenta que se desecharon los cultivos no crecidos a partir del dia 100 de incubacién.
En 18 ocasiones el crecimiento fue en mas de 45 dias (11 esputos, 1 biopsia cerebral, 1

liquido pleural, 1 biopsia esplénica, 1 cutanea, 1 heces, 1 orina, 1 frotis faringeo). En 12
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casos se obtuvo crecimiento en este medio y no en el medio liquido de MGIT (4
esputos, 4 LBA, 1 orina, 1 liquido pleural, 1 PAAF, 1 exudado hombro) siendo el LBA
una de las muestras con mayor discordancia, dato que habra que analizar en mayor
profundidad, para ver si fue debido a algun factor de manipulacién en el laboratorio o

a algun componente del medio que pueda interferir en el crecimiento.

Con respecto al tiempo de crecimiento en medio liquido de MGIT, el rango fue
de 5 a 54 dias con una media de 14,87 dias (IC 95:14,00-15,73) siendo positivos un
Unico esputo y un jugo gastrico mas alld del dia 45 de incubacién en BD BACTEC™
MGIT™ 960. En 38 de estos casos no hubo crecimiento en el medio sélido de LJ tras
100 dias de incubacion, la mayoria de ellos muestras de esputo, y en otros 5 casos el
método de deteccién automatica BD BACTEC™ MGIT™ 960 dio el cultivo liquido como
negativo pero se hizo subcultivo al observar macroscépicamente posible crecimiento y

se recupero la micobacteria.

El tiempo de crecimiento de las muestras de esputo en las que se dispone de
esta informacidn, se resume en la Figura IV.17. Se pudo observar un pico maximo de
crecimiento en medio liquido a los 11 dias de incubacién (media 15 dias) y en medio
sélido a los 20 dias (media 21 dias), siendo muy pocos los cultivos con crecimiento mas
alla del dia 45 de incubacion. El medio liquido de MGIT permitié detectar un 14,4%
mas de crecimientos, aunque hubo casos positivos por LJ con ausencia de crecimiento

en medio MGIT.
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Figura IV.17: Tiempos de crecimiento segin medio de cultivo para muestras de esputo.

De los 194 enfermos estudiados, el diagndstico microbioldgico inicial fue por
observacién de BAAR en la tincion de muestras clinicas en 98 casos (50,5%), por
deteccion de acidos nucleicos de MTBC en 24 y por crecimiento en cultivo en los
restantes. Las técnicas moleculares aportaron, por lo tanto, un 12,4% mas de
diagndsticos iniciales que la tincion, teniendo en cuenta sélo los casos en los que la
tincién fue negativa y la PCR positiva, a pesar de que esta prueba no se realizé a todas
las muestras, sino sélo a aquellas en que el clinico encargado del enfermo lo solicité o
hubo alguna duda de BAAR tras la observacion de la tincidon. Para determinar este
porcentaje con mayor precisién habria que realizar un estudio prospectivo procesando

la PCR a todas las muestras en paralelo al cultivo.

En cuanto al estudio de sensibilidad a los farmacos de primera linea, 34 (17,5%)
enfermos tenian cepas resistentes: 22 monorresistentes (9 a INH, 3 aRIF,5aSTRy 5 a

PZA), 8 polirresistentes y 4 MDR-TB, una de ellas pre-XDR. En total 20 (10,3 %)
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enfermos tenian cepas resistentes a INH (dos de ellos con becegetis), 7 a RIF, 13 a STR,

3 aEMB Yy 10 a PZA incluyendo las 3 cepas de M. bovis BCG (Tabla IV.13).

Tabla IV.12: Caracteristicas de los enfermos con cepas resistentes, sin incluir las becegeitis.

Caso

8
18
38
40
62
66
67
129
151
10
126
161

95
98
105
191
12
101
111
186
11
24
29
55
59
63
85
190
31
44

Edad/
sexo
28/V
86/V
67/M
66/M
46/V
74/V
38/M
62/V
29/M
45/M
46/M
41/V
52/V
28/M
49/M
55/V
37/V
21/V
35/V
29/V
31/M
43/V
22/V
45/M
25/V
52/V
21/V
28/M
36/M
37/V
74/V

Pais de
origen
ROU
ESP
ESP
ROU
MAR
ESP
GNQ
ESP
IND
ESP
ESP
ROU
coL
ROU
BOL
ESP
PAK
BOL
ESP
BOL
MAR
ROU
ROU
NGA
MAR
LTU
BOL
ESP
UKR
PRK
ESP

Enfermedad de
base
Psicosocial
Silicosis

Asma (corticoides)
LMA

No
Linfocitopenia CD4
No

HTA, DM

No (embarazo)
VIH

No

VIH,VHB

No

No

DM
Psicosocial
VHB

No

No

No

VIH

No

No

VIH

No

No

No

No

VIH, asplenia
No

Silicosis, DM

Forma
clinica
TBP
TBEP
TBEP
TBP
TBP
TBEP
TBP
TBEP
TBEP
TBEP
TBP
TBEP
TBP
TBP
TBP
TBP
TBEP
TBP
TBP
TBP
TBEP
TBP
TBP
TBEP
TBP
TBP
TBP
TBP
TBP
TBP
TBP

IRSEP

RSSSS
RSSS-
RSSSS
RSSSS
RSSSS
RSSSS
RSSSS
RSSSS
RSSSS
SRSS-
SRSSS
SRSSS
SSRSS
SSRSS
SSRSS
SSRS-
SSRSS
SSSSR
SSSSR
SSSSR
SSSSR
SSSRR
RSRSS
RSRSS
RSRSS
RSRSS
RSRRS
RRSSS
RRRSS
RRRRR
RRRSR

Evolucion

Buena
Buena
Buena
Exitus
Buena
Buena
Buena
Buena
Buena
Buena
Buena
Recidiva
Buena
Buena
Buena
Buena
Buena
Buena
Buena
Buena
Buena
Recidiva
Buena
Buena
Buena
Exitus
Buena
Buena
Recidiva
Buena
Exitus

V: varén; M: mujer; ROU: Rumania; ESP: Espafia; MAR: Marruecos; GNQ: Guinea
Ecuatorial; IND: India; COL: Colombia; BOL: Bolivia; PAK; Pakistan; NGA: Nigeria; LTU:
Lituania; UKR: Ucrania; PRK: Corea del Norte; TBP: pulmonar: TBEP: extrapulmonar; IRSEP
isoniacida, rifampicina, estreptomicina, etambutol, pirazinamida (se muestra su sensibilidad

(S) o resistencia (R) fenotipica o sensibilidad intermedia (l) por ese orden)
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En global, hubo un 16% de resistencias en las cepas de MTBC aisladas en
nuestra area excluyendo las becegeitis, dato algo inferior a la media reflejada en los
Informes de TB de la CV para el DS La Fe en este mismo periodo, que fue 19,4%. Los
casos de resistencia a INH sin resistencia a RIF supusieron un 7,2%, los resistentes a RIF
sin resistencia a INH un 1,5% y los MDR-TB un 2,1%, mientras que en Espafia para el
afio 2014 se estimd un porcentaje similar de MDR-TB pero porcentajes inferiores de
resistencia a INH y RIF de forma individual, siendo del 5% y 0,2%, respectivamente
(160). De las 7 cepas resistentes a RIF, practicamente la mitad tenian también
resitencia a INH, siendo este porcentaje mucho menor al estimado por otros autores
(161), que consideran que la resistencia a RIF detectada por Xpert® MTB/RIF podria
servir de marcador de MDR-TB, no siendo este supuesto aplicable por lo tanto en

nuestra drea, donde existe mayor nimero de monorresistencia a RIF.

A pesar de que la mayoria de las resistencias se presentaron en inmigrantes, no

hubo asociacién estadisticamente significativa entre las formas resistentes y la

procedencia extranjera (p=0,279; IC 95%:0,65-4,90) (Tabla IV.12).

Tabla IV.13 Tabla de contingencia pais de procedencia-sensibilidad de la cepa.

Inmigrante Nacional
N % N %
polis 78|  78,8% 81 89%
Resis 21 21,2% 10 11%

Tampoco se encontro relacidn estadisticamente significativa de las formas

resistentes con la edad (p=0,111; 1C95%:0,995-1,055), sexo (p=0,071; 1C95%:0,923-
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6,36), coinfeccién con el VIH (p=0,43; 1C95%:0,405-6,217) ni con la forma TBEP

(p=0,389; 1C95%:0,216-1,738).

Hubo dos casos de TB confirmados exclusivamente por técnicas de biologia
molecular, sin crecimiento de M. tuberculosis posterior, uno con forma de
presentacién meningea y otra musculoesquelética. En los otros 103 enfermos en los
que se empledé alguna técnica de biologia molecular para el diagndstico
complementario, 84 (81,6%) tuvieron resultado positivo. De las 57 formas pulmonares
a las que se les hizo PCR, 54 (94,7%) fueron positivas, mientras que de las 46
extrapulmonares, 30 (65,2%) fueron positivas. Las técnicas de biologia molecular
ayudaron de forma notable en el diagnéstico, siendo las formas pulmonares las mas
favorecidas por estos métodos, al igual que se describe en la literatura, donde se hace
hincapié en que las formas de TBEP son mas dificiles de diagnosticar por técnicas
moleculares, aunque estudios recientes confirman la mejora en la sensibilidad de las
nuevas técnicas ante las formas de TBEP (162). De nuevo, para determinar este
porcentaje con mayor precision, habria que realizar un estudio prospectivo

procesando la PCR a todas las muestras en paralelo al cultivo.

En cuanto a la sensibilidad genotipica a INH y RIF detectada a partir de muestra
directa, se realizé en 73 ocasiones. En 3 de estos casos hubo resistencia fenotipica a
RIF y 6 cepas eran resistentes a INH. Los métodos moleculares habian detectado
precozmente la resistencia a RIF en las 3 ocasiones, mientras que para la INH, sélo un
tercio de las resistencias pudieron ser informadas previamente al cultivo. En dos

ocasiones fue debido a que se empled la técnica Xpert® MTB/RIF, que sélo detecta
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resistencias a RIF, por lo que el porcentaje real de fallo de deteccion precoz a INH fue

del 50%.

Se analizd la concordancia entre el andlisis molecular de resistencias a INH y RIF
realizado con las técnicas disponibles en el laboratorio y la sensibilidad fenotipica
(DST), siendo el indice kappa global 0,73 (1C95%:0,38-0,999), es decir, concordancia
entre ambas técnicas moderada. Esto demuestra que las técnicas moleculares
comercializadas disponibles actualmente son adecuadas para una primera orientacién
y pueden aportar informacién importante en el caso de detectar una mutacién
asociada a resistencia, pero que el estudio definitivo de sensibilidad por cultivo es

necesario y serd el que determine el resultado final, especialmente en el caso de INH.
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3. Resultados de secuenciacion completa del genoma

Se secuenciaron un total de 64 cepas de M. tuberculosis pertenecientes a 62
enfermos tanto del DS La Fe como del H Moliner. De uno de ellos no disponemos de
informacion de edad, sexo ni pais de origen, por haber facilitado un nimero de SIP
falso. De otro paciente se secuenciaron tres cepas con distinto patrén de sensibilidad.
Las cepas secuenciadas fueron las del afio 2014 y principios de 2015, y se
seleccionaron aleatoriamente algunas cepas de entre las resistentes de 2013, para

poder ampliar el estudio de las mutaciones asociadas a resistencia.

Las cepas correspondieron a 40 (65,6 %) varones y 21 mujeres, con una edad

media de 43 afios (rango 3-90).

Segun regidn de origen, se agruparon en procedentes de Europa (34 de Espaia
y 1 de Francia), de Europa del Este (2 de Rusia, 6 de Rumania, 1 de Bulgaria, 1 de
Ucrania), de Africa del Norte (1 de Argelia y 1 de Marruecos), de Africa Subsahariana
occidental (3 de Guinea Ecuatorial, 1 de Costa de Marfil), de Sudamérica (1 de
Argentina, 1 de Ecuador y 2 de Bolivia), del sudeste asiatico (2 de China) o de regién
indica (2 de Pakistan y 2 de la India) (Figura 1V.18). Los datos demogréficos de los
enfermos de esta parte del estudio fueron, por lo tanto, similares a los del trabajo

global.
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Figura IV.18: Distribucion de enfermos por regién de procedencia.

Tras la secuenciacion e interpretacion con el programa bioinformatico
PhyResSE, se obtuvo la siguiente relacién de linajes: 1 EastAfrican Indian (EAIl), 5
L2/Beijing, 2 DelhiCAS, 51 L4/EuroAmerican (15 L4.1.2/Haarlem, 16 L4.3/LAM y en los
20 restantes no se pudo determinar el sublinaje), 1 L4.6.2/Cameroon, 1 L4.1.3/Ghanay

1 S-type (Figura IV.19).
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Figura IV.19: Distribucion de linajes de las cepas secuenciadas segin PhyResSE.
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Tras el andlisis de linajes empleando una base de datos in-house se obtuvo la
siguiente clasificacion de las secuencias: 1 L1 que correspondia al EAI, 5 L2/Beijing, 2
L3/DelhiCAS, 1 L4.1/tipo X, 15 L4.1.2/Haarlem, 1 L4.1.3/Ghana, 18 L4.10/PGG3, 16

L4.3/LAM, 1 L4.4/Vietnam, 1 L4.5/Iran y 1 L4.6.2/Cameroon.

Al analizar los datos de secuenciacién, se observa que la herramienta
bioinformatica casera permitié profundizar en los subtipos incluidos en el linaje 4,
aportando mayor informaciéon que la herramienta PhyResSE, que no identificd el

sublinaje en el 39,2% (20/51) de las cepas EuroAmerican incluidas en el linaje 4.

En los enfermos espafioles, las cepas aisladas se distribuyeron de la siguiente
forma: 10 L4.1.2/Haarlem, 12 L4.10/PGG3, 11 L4.3/LAM y 1 L2/Beijing. La distribucion

en extranjeros se muestra en la Figura 1V.20.

i Europa del Este - Africa ¥ Américas = Sudeste Asiatico

S P N W s U1 O

Figura IV.20: Distribucién de linajes en cepas aisladas en enfermos extranjeros.

El linaje predominante fue el L4, considerado el mds ampliamente distribuido

en el mundo (104). El Unico caso espafiol con linaje distinto de éste, tenia pareja rusa,
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dato que podria explicar la infeccién por un linaje no autéctono. En los enfermos de
origen extranjero, la distribucién de los linajes fue mas variada. En los procedentes de
Africa y América, las cepas pertenecian al L4, que también es el mas comun en esas
regiones; sin embargo, en los enfermos procedentes del sudeste asiatico, los linajes
predominantes fueron distintos al L4, lo que sugiere que la infeccion fue en su pais de
origen, donde los linajes no L4 se presentan con mayor frecuencia (163,164). El andlisis
estadistico, no obstante, concluyé que, para los linajes con un valor mayor a 2, no
habia datos suficientes para sacar conclusiones respecto a la relaciéon con la region de
origen del enfermo; sin embargo, cualitativamente todos los linajes y sub-linajes
concuerdan con lo publicado. Asi pues, L2/Beijing es comun en el este de Asia pero
también en Europa del Este y el linaje 1/EAl es muy comun en la India y el sudeste
asiatico. No hubo diferencia entre el nimero de cepas pertenecientes a sublinajes
generalistas del L4 (L4.1.2/Haarlem, L4.3/LAM y L4.10/PGG3), hallandose una sola

cepa de los sublinajes especialistas L4.5 y L4.6.2/Cameroon.

En cuanto a la forma de presentacién clinica, de los 64 casos en los que se
secuencié la cepa, 49 (79%) tenian manifestaciones pulmonares, 3 pleurales, 6
diseminadas (con afectacién de dos o mds 6rganos), 4 exclusivamente ganglionares 'y 2

meningeas.

En el andlisis comparativo del linaje frente a la forma clinica de presentacion,

hubo que realizar una regresiéon logistica, al ser sélo dos categorias, pulmonar y

extrapulmonar, las comparadas, ademas de una correccion de Firth para evitar los
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problemas de separacién perfecta ocasionados por el linaje Beijing, en el que todas las

formas de presentacion fueron pulmonares (Figura 1V.21).
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Figura IV.21: Comparacién del linaje con forma de presentacion clinica.

Al analizar la asociacion entre el linaje y la forma de presentacién, la conclusion
fue que no hay prueba de asociacion estadisticamente significativa entre la forma de
presentacién y el linaje, al igual que se muestra en otro estudio (165), aunque si se
observa una tendencia del linaje Haarlem a la forma extrapulmonar (p=0,09; OR: 4,2;
IC: 0,9-37,8), al igual que el resto de linajes agrupados en “otros”, dato que coincidiria
con otro estudio publicado en el que las formas de TBEP estaban significativamente
asociadas a los linajes CAS y BOV (166). Asimismo, se observd una separacion perfecta
en el linaje Beijing, en el que sélo se daba una de las dos condiciones (todas eran
formas pulmonares), dato distinto al observado por otros autores, que encontraron
asociacion significativa entre el linaje Beijing/W en aislados del sudeste asiatico y la

forma TBEP (164). El escaso nimero de cepas Beijing de nuestro estudio, hizo que su
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asociacion con la forma pulmonar no pudiera ser demostrada. Habria que considerar,
ademas, el distinto origen de nuestras cepas Beijing, que son de pacientes que

provienen de Europa del Este.

El estudio fenotipico de sensibilidad de las cepas a los farmacos de primera
linea realizado por cultivo en medio liquido de MGIT determind que 46 cepas eran
sensibles a todos ellos (poliS), 9 eran monorresistentes (cuatro a INH, dos a RIF, dos a
STR y una a PZA), 1 polirresistente (a INH, STR y EMB) y 8 multirresistentes (MDR) con
distintos patrones asociados a la resistencia a INH y RIF. De las 18 cepas que
presentaban alguna resistencia, 4 habian sido aisladas de muestras de enfermos de
origen espafiol (2 eran MDR, 1 resistente a INH y otra resistente a RIF) y 14 de

extranjeros.

Con respecto al empleo de la secuenciacidn para la deteccidon de mutaciones
relacionadas con resistencia a los farmacos antituberculosos (WGS-DR), tras la
comparacién de las secuencias con la cepa patron H37Rv, se detectd la presencia de
mutaciones relacionadas con resistencia a INH en 12 cepas, a RIF en 10, a STR en 15, a
EMB en 6 y a PZA en 1, existiendo en ocasiones mas de una mutacién para el mismo

farmaco antituberculoso en una misma cepa (Tabla IV.14).
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Tabla IV.14: Numero de mutaciones detectadas con el programa PhyResSE.

ID Gen/ Numero de casos con mutaciones y cambios que generan
nombre/antiTB

Rv0006/ gyrA/FQ 2 (Asp94Gly)

Rv0667/ rpoB/RIF 10 (8 Ser450Leu; 1 His445Asp; 1 Leu452Pro)

Rv0682/ rpsL/STR 3 (2 Lys43Arg; 1 Lys88Arg)

MTB000019/ rrs/AGis 12

Rv1483/ fabG1/INH 7 (-15nt/1673425)

Rv1484/ inhA /INH 1 (Ser94Ala)

Rv1908c/ katG/INH 7 (Ser315Thr)

Rv2043c/ pncA/PZA 1 (Alal46Val)

Rv2416c/ eis/KAN 1

Rv3794/ embA/EMB 2

Rv3795/ embB/EMB 5 (Met306Val, Met306lle, Gly406Ser, Tyr334His, Tyr319Ser)
Rv3854c/ ethA/ETH 1 (lle338Ser)

ID: identificacion; antiTB: farmaco antituberculoso; INH: isoniacida; FQ: fluorquinolonas; ETH:
etionamida; RIF: rifampicina; STR: estreptomicina; AGis: aminoglucdsidos inyectables (incluye
STR,AK,KAN,CPR); PZA: piracinamida; KAN: kanamicina; EMB: etambutol

En la Tabla IV.15 se resumen los detalles de procedencia y linaje de las cepas
con resistencia fenotipica a los farmacos antituberculosos de primera linea y las
discordancias entre las sensibilidades fenotipicas y las WGS-DR que han sido
relacionadas en la bibliografia con resistencia fenotipica. Se incluye una columna con la
CMI de INH en aquellas cepas consideradas resistentes por el método BD BACTEC™

MGIT™ 960, que tiene un punto de corte Gnico en 0,10 ug/mL.
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Tabla IV.15: Lista de las cepas secuenciadas que presentaban resistencia fenotipica a alguno

de los farmacos antituberculosos de primera linea.

LEBES Linaje WGS-DR IRSEP CMI INH
origen

GNQ 14.1.2 fabG1 RSSSS 0,5 pg/mL
RUS L2 katG,rpsL,embB RSRRS >4 ug/mL
BOL L4.3 none SSSSR2

CHN L2 katG,rpoB,rrs,eis,embA,embB RRRRR >4 ug/mL
BOL L4.3 none SSRSS

ESP L4.10 fabG1,rpoB RRSSS 0,12 pg/mL
ROU L4.1.2 rpoB SRSSS

ROU L4.1.2 fabG1,inhA,rpoB RRSSS 1 pg/mL
ROU L4.10 fabG1,katG,rpoB,embB,pncA RRRRR >4 ug/mL
IND L3 katG RSSSS 4 ng/mL
ESP L4.10 rpoB SRSSS

ESP L4.10 katG(Leud8Pro)* RSSSS

GNQ L4.1.2 fabG1,rpoB,embB RRSRS 2 pg/mL
RUS L4.3 fabG1,katG,rpoB,rrs,embB RRRRR >4 ug/mL
ESP L2 katG, rpoB,rpsL, rpsA RRRSS

PAK L4.5 none SSRSS

ROU L4.10 fabG1 RSSSS 0,25 pg/mL
UKR L2 katG,rpoB,rpsL,rrs,embA RRRSS 1 pg/mL

WGS-DR: genes con mutaciones asociados a resistencia; IRSEP: isoniacida, rifampicina,
estreptomicina, etambutol, pirazinamida (se muestra su sensibilidad (S) o resistencia (R)
fenotipica por ese orden); GNQ: Guinea Ecuatorial; RUS: Rusia; BOL: Bolivia; CHN: China;
ESP: Espafia; ROU: Rumania; IND: India; PAK: Pakistan; UKR: Ucrania; CMI INH:

concentracion minima inhibitoria de isoniacida.
* esta mutacion no ha sido asociada a resistencia fenotipica

2 se resaltan en negrita y subrayadas las discordancias entre WGS-DR e IRSEP

En el caso de las mutaciones que conferian resistencia a INH, 8 estaban

localizadas en el gen inhA, considerando las mutaciones en la region promotora de

inhA (fabG1-inhA, -15) como parte de esta region y otras 7 en el gen katG (coddn 315).

Las mutaciones en el primer gen se han asociado a CMls bajas, mientras que las de

katG se han visto relacionadas con CMls altas que no permitirian emplear INH de alta

carga en el tratamiento (167). Esta caracteristica también se aprecia en las cepas

analizadas en este trabajo. Una de las mutaciones del gen inhA no habia sido

detectada por el programa PhyResSE, por lo que no esta recogida en la Tabla IV.14. Se
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trata de una mutacion silente en la regién Rv1483 (regién promotora fabGl,
concretamente en el operdn mabA-inhA, posicion 1674048 G/A) en el coddn 203, que
ha sido asociada por Ando y cols. a sobreexpresiéon de InhA, dando resistencia de bajo
nivel a INH (168). Por otro lado, una de las cepas con DST resistente a INH no se
considero resistente por WGS-DR al no presentar una mutacién conocida. Al revisar la
secuencia, se observé una mutacidon en el codén 48 del gen katG, que habra que
analizar en profundidad para demostrar su asociacion. Ademas, la SCG permitio
esclarecer el origen de la otra mutacién que no habia sido detectada por métodos
moleculares. Se trata de la mutacién en el codén 94 del gen inhA, que no estd incluida
en las técnicas moleculares comerciales Genotype MTBDRplus ni Seegene MTB-MDR-
XDR. Esta mutacién ha sido detectada en el afio 2016 en cepas de nuevos pacientes en
nuestra drea, por lo que hay que considerar que pueda aparecer en un futuro préximo
y siga sin poder detectarse de forma precoz por los métodos moleculares que

empleamos actualmente.

Para la RIF, las 10 mutaciones detectadas estaban localizadas en el gen rpoB, la
mayoria de ellas (80%) en el coddn 450 6 531 si seguimos la nomenclatura del E.coli. La
mutacion descrita por la herramienta bioinformatica PhyResSE en el coddn 450 del gen
rpoB de M. tuberculosis corresponde al coddn 531 de E.coli y, como describen algunos
autores (169), es importante tener en cuenta las distintas nomenclaturas a la hora de
valorar las posiciones dentro de este gen, ya que se emplean de forma aleatoria en la
literatura y también en los kits de PCR comerciales. En un articulo recientemente
publicado, se aconseja llegar a un consenso para que se emplee la numeracién del

genoma de referencia de la especie interrogada en cada caso (170).
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En el caso de STR se detectaron mutaciones en 15 cepas, todas menos 3 de
ellas por cambio de citosina por tiamina en el gen MT000019. La mutacién en el gen
MTO000019 asociada a resistencia a STR segun la herramienta de analisis bioinformatico
PhyResSE, detectada en 12 cepas, fue cuestionada al no relacionarse con el hallazgo
fenotipico en 9 casos y encontrarse presente otra mutacion que podria estar
relacionada con la resistencia a STR en otras tres cepas. Con este estudio se sugiere
que esta mutacion asociada a resistencia de baja confianza (low-confidence resistance)
se trata de un marcador filogenético comun en nuestra regién, quedando por tanto

excluidas y rectificadas dichas resistencias.

En cuanto a la PZA, la poca correlacion puede deberse tanto a la dificultad en el
estudio de resistencias fenotipicas debido al pH necesario para su crecimiento, como a
lo que ya han sugerido otros autores, que es que deben existir mecanismos
complementarios a las mutaciones en el gen pncA que intervienen en la resistencia a

este farmaco (171).

Para el estudio de la concordancia entre las mutaciones encontradas en genes
asociados a resistencia por secuenciacion completa del genoma (WGS-DR) con la DST,
se realizé un primer andlisis antes de considerar la mutacién en rrs como marcador
filogenético, con un valor de correlacién kappa global moderado (0,469) (IC95%: 0,27-
0,63). En este primer analisis, los valores de indice kappa por farmacos independientes
fueron: para INH 0,95 (IC: 0,83-0,999); para RIF 0,999; para STR 0,43 (IC: 0,13-0,67);

para EMB 0,90 (IC: 0,64-0,999); y para PZA 0,39 (IC: 0,01-0,999)(Figura IV.22a). Este
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ultimo resultado se debe a que sélo hubo una cepa que fuera resistente a PZA tanto

por DST como por WGS-DR.

Sample number
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INH

Figura IV.22: Comparacidn entre la sensibilidad fenotipica y de secuenciacion de cada cepa
(marcadas en rojo las discordancias por antituberculoso)

Tras un segundo analisis estadistico en el que se excluyd la mutacidn rrs tras
haberse considerado como marcador filogenético comun en nuestra area, el indice de

correlacién kappa global fue sustancial (0,72) (1C95%:0,51-0,999), siendo por farmacos
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independientes el mismo excepto en el caso de la STR, que paso a ser de 0,75 (IC: 0,38-

0,999) (Figura 1V.22b).

Para el analisis de la asociacion entre el linaje y la resistencia a antituberculosos
de primera linea, empleando como patrén de referencia el fenotipico sensible (poliS),
hubo que realizar una regresion multinomial, siendo la conclusién que no se
encontraba relacién estadisticamente significativa entre el linaje y las resistencias
(p=0,11). Si se encontrd, no obstante, una asociacidon estadisticamente significativa
(p=0,031) del linaje Beijing con el patrén de resistencia MDR-TB, hallazgo mencionado

anteriormente por otros autores (172) (Figura IV.23).
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Figura IV.23: Comparacion del linaje con el patrén de sensibilidad de las cepas.

La existencia de poblaciones heterogéneas intrapaciente también se pudo

demostrar con la SCG. A continuacidon se muestran las variaciones en el porcentaje de
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micobacterias resistentes halladas en las 3 cepas secuenciadas del mismo paciente, en

las que el porcentaje de resistencias a INH y RIF aumenté con el tiempo (Figura 1V.24).
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Figura IV.24: Evolucion de mutaciones en muestras de un mismo paciente.

Otro de los usos de la SCG es el estudio epidemioldgico de contactos (108). En
este trabajo, ademas, entre las 64 cepas secuenciadas, se detectaron 4 clusters,
considerando la existencia de relacién entre las cepas cuando el nimero de SNPs de
diferencia entre ellas era menor de 5 (muy probable) o de 10 (probable) y excluyendo
las 3 cepas del mismo paciente, en las que el nimero de SNPs de diferencia fue O y 1.
Uno de los clusters incluia dos hermanas que compartian vivienda, pero los otros tres
estaban compuestos por personas no relacionadas entre si segln lo reflejado en su
historia clinica. En estos casos habria que profundizar para hallar el momento del
contacto que llevé al contagio. En la Figura IV.25 se puede observar que los linajes no
L4 estdn intercalados entre los L4, por lo que, los casos que por estudio epidemioldgico
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de contactos se podrian haber considerado contagios por ser casos proximos tanto en

el tiempo como en el espacio, en realidad no lo serian al tratarse de linajes distintos.
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Figura IV.25: Residencia habitual de los enfermos cuyas cepas se han secuenciado, marcando
en azul los linajes distintos al L4

En la Figura IV.26 presentamos el arbol filogenético de las cepas secuenciadas
(9994 SNPs), donde se resume por colores la agrupacion de los distintos linajes
encontrados y aparece asociada en la columna de la derecha el resultado de la WGS-

DR, permitiendo ver la relacidn de las cepas con mutaciones similares.

El conocimiento de la epidemiologia de los enfermos con TB y su patréon de
resistencia es importante para seleccionar las técnicas de diagndstico adecuadas en un

Servicio de Microbiologia. Las limitaciones que supone el manejo de los datos
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generados a partir de la SCG y su comparacién con los clinicos y epidemioldgicos, junto
a la dificultad de implantar la gendmica en los Sistemas Sanitarios de Salud,
probablemente retrasaran la implantacion de la herramienta de SCG en los Servicios
de Microbiologia de nuestro pais. A pesar de ello, con este trabajo se confirma que la
SCG es una buena herramienta para el estudio epidemioldgico de la TB y resistencias a
farmacos antituberculosos de primera linea, que ayuda a anticipar el perfil de
resistencia y el tratamiento adecuado, facilitando asi la interrupcion de la cadena de

contagio de esta enfermedad.
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V CONCLUSIONES

1. Enel periodo de estudio se diagnosticaron 194 episodios de TB en el HUP La Fe,
lo que supone una tasa media de 9,7 casos/100.000 habitantes en el DS La Fe,
tasa menor a la estimada en Espafa y en la Comunidad Valenciana.

2. La mayoria de los pacientes con TB viven en la zona Torrefiel/Rascafia, en calles
clasificadas como de “alta vulnerabilidad” por el Ayuntamiento de Valencia, y
no recuerdan contacto previo con enfermos tuberculosos.

3. Existen incongruencias entre el nimero de casos diagnosticados y las
resistencias a farmacos antituberculosos detectadas en el HUP La Fe y los datos
oficiales de la Conselleria de Sanitat.

4. En nuestra serie, la presencia de las enfermedades de base o los factores de
riesgo previamente descritos en la literatura no es determinante para el
desarrollo de enfermedad tuberculosa.

5. La forma de presentacion clinica mas frecuente es la TB pulmonar. Esta forma
de presentacion ha disminuido en el periodo de estudio, manteniéndose
estable el nimero de formas extrapulmonares.

6. La existencia de enfermedad de base, en concreto la presencia de coinfeccion
por el VIH, se asocia a mayor riesgo de desarrollo de TB extrapulmonar.

7. La mayoria de los enfermos diagnosticados de TB en nuestro Servicio son
inmigrantes y en una proporcion mayor a la estimada en los Informes de Salud

de la CV y del Ministerio de Sanidad.
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10.

11.
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La forma de presentacion clinica de la TB en la poblacion inmigrante y su tasa
de resistencia a los farmacos antituberculosos son similares a las observadas en
la poblacién autdctona.

Las técnicas de biologia molecular ayudan al diagndstico de la enfermedad TB,
siendo mas utiles en las formas pulmonares, y a la deteccidon precoz de
resistencias a farmacos antituberculosos de primera linea, en concreto
rifampicina.

El linaje 4 es el mas frecuente en el DS La Fe y las mutaciones detectadas con
mayor frecuencia son las localizadas en la regién promotora del gen inhA, en el
cododn 315 del gen katG y en el codén 450 del gen rpoB.

La SCG es una herramienta mas precisa que las técnicas comercializadas de
biologia molecular para detectar resistencias a isoniacida en nuestra area, asi

como para el estudio epidemioldgico de contactos.
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Dr. Javier Peman Garcia
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Valencia, 13 de Julio de 2016
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“CARACTERIZACION EPIDEMIOLOGICA, CLINICA, MICROBIOLOGICA Y GENOMICA DE
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS EN EL DEPARTAMENTO DE SALUD LA FE DE VALENCIA"

por usted presentado.
A la vista de los dictdmenes emitidos, dicho Proyecto, puede iniciarse y llevarse a cabo.
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: Sanitaria Lape
Maria Millan Salvador

Director General
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DEPARTAMENTO DE SALUD LA FE DE VALENCIA" que presenta como Doctorando D* Ana
Gil Brusola, siendo Director de la Tesis el Dr. Ifiaki Comas Espadas de la Universidad de Valencia
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INVESTIGACION

Rafael Botella Estrada
Presidente de la Comisién de Investigaci

IS La Fe | Avenida Femando Abril Martorell, o 106, Tome A, 7%, 46026 Valencia
Tel: (+34)96 12466 01 | Fax (+34)96 12466 20| \_sle@gvaes|
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ANEXO IlI: Encuesta epidemioldgica de tuberculosis de la CV.
A

Vara?

La informacién contenida en esta encuesta es
ial y su uso es estri sanitario

\\\ (Ley 14/1986, General de Sanidad, art. 10.3)

Consclleria de Sanitat
DIRECCION GENERAL
DE SALUD PUBLICA

[ ENCUESTA EPIDEMIOLOGICA DE TUBERCULOSIS |
[DATOS DEL MEDICO |

Nombre y Apellidos: N° de Coleg:
Localidad: _ Centro de Trabajo Teléfono:
Servicio: Fecha declaracion Semana

Procedencia de la declaracion:

[IDENTIFICACION DEL CASO

SIP: N° H* CLINICA: AREA
Nombre: Primer Apellido: Segundo Apellido:
Fecha Nacimiento: Edad: (afios/meses) Sexo: Hombre [ ] Mujer [ ]
Domicilio: D.P.
Poblacion: Provincia: Teléfonos:
Ocupacion: Municipio donde trabaja
Paciente extranjero: Si [ |  Afio llegada Fecha llegada 7/7/7 Pais nacimiento
Nof ]
Observaciones:

[DATOS CLINICO-EPIDEMIOLOGICOS

N° convivientes en el hogar: N° de personas con riesgo alto
Fechas: F. Inicio sintomas F. Primera visita F. Inicio Tto. F. Diagnostico
Clasificacion: Confirmado [ | Probable [ ] Error Diagnostico [ ] Pendiente [ ] Desconocido [ ]
Caso: Pertenece a brote [ ] Caso aislado [ ] Agregacion [1] Pendiente [ ]
Desconocido [ ] En caso de Brote o Agregacion REFERENCIA:
Tipo caso: Autéctono [ ] Importado [ ] Extracomunitario [ ] Pendiente [ ]
Desconocido [ ] Pais Com. Auténoma
PRUEBAS DIAGNOSTICAS: Positivo ~ Negativo No realizado Pendiente  Dudoso  Desconocido
Mantoux (___mm) [1] [] [] [] [] []
Baciloscopia [1] [1] [1] [1 [] []
Cultivo ) [] [] [] [1] [] [1]
Anat. Patologica [1] [ 1] [ 1] [1] [1] [ 1]
Rx Torax [] [] [] [1] [] [1]
Otra prueba ( )
CONFIRMACION BACTERIOLOGICA: Si [ ] No [ ]
TIPO GERMEN : . Tyberculosis [] M. Bovis [1] M. Africanum [ ] M. Atipica [ ]
Sin especificar [ ] Otro [ 1] Desconocido [ ]
LOCALIZACION : Pulmonar [ ] Pleural [] Laringea [ ] Meningea [ ] Genito-urinaria [ ]
SNC [ Digestiva [ ] Diseminada [ ]  Miliar [ 1 Osteoarticular [ ]
Linfatica Intratoracica [ ] Linfatica Extratoracica [ 1 Otralocalizacion [ ]  Desconocido [ ]
LOCALIZACION SECUNDARIA (si la hubiera):
SINTOMAS:  Respiratorios [1] Generales [ ] Ambos [ 1 Asintomatico [ ] Otros [ ]
Citar:
SITUACION EVOLUTIVA: C.Inicial [ ] Tratado Previamente [ ] Desconocido [ ]

Afio inicio tratamiento (en el caso de Tratado Previamente)
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PAUTA DE TRATAMIENTO:

2RHZ+4RH [] 2RHZE+4RH [] JRHE+7RH [1
2ERH+10ER [] 2HZE+10ER [] ORHZE+10RHE [ ]
2RHZE+7a 10RHZ [ ] Otra [ ] Especificarotra — Desconocida [1]
RESISTENCIAS:
[H] Si[ ] No[ ] Desconocido [ ] [R] Si[ ] No[ ] Desconocido [ ]
1] Si[ ] No[ ] Desconocido [ ] [S] Si[ ] No[ ] Desconocido [ ]
[E] Si[ ] No[ ] Desconocido [ ] Otros farmacos:
TIPO DE TRATAMIENTO:
Ingreso hospitalario Si[ 1 No[ ] Desc.[ ] FechaIngreso —//_ Fecha alta hospitalaria VA —
Hospital
ANTECEDENTES:
Sin contacto con enfermo conocido [ ] Contacto, sin prescripcion de quimioprofilaxis [ ]  Contacto, con QP que no tomé [ ]
Contacto, con QP que tom6 de forma incompleta [ ] Contacto, que tom¢ de forma completa la 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 [ ] Residencia de ancianos [] Otras colectividades cerradas [ ]
‘TRATAMIENTO OBSERVADO DIRECTAMENTE (TOD) ‘
Tratamiento Directamente Observado (TOD) si [] No [1] Desc. [ ]
- Tuberculosis o TITL en programa TOD: ™ [ ] TITL [ ]
- Fecha inicio del TOD:
- Oficina de farmacia, Centro de Atencion Primaria u Hospital qu e dispensa el TOD:
- Numero de controles de toma TOD:
- Resultados de la bioquimica hepatica realizada:
1. Fecha / /. Gor GPT
2. Fecha A— Gor GPT
3. Fecha / / GOT GPT
- EL CASO, ha sido declarado por las EDO:  Si [ ] No [ ] Afio de declaracion :
- Numero de test de Hamilton realizado: — Numero de positivos:
- Fecha de finalizacion del TOD: / /
- EVOLUCION AL FINALIZAR EL TOD:
Curacion [ ] Tratamiento completo [ ] Fracaso terapéutico [ ] Traslado [ ]
Abandono [ ] Muerte por TBC [1] Muerte NOpor TBC [ ]
[EVOLUCION AL FINAL DEL PROCESO |
Curacion [ ] Tratamiento completo [ ] Fracaso terapéutico [ ] Traslado [ ]
Abandono [ ] Muerte por TBC [1] Muerte Nopor TBC [ ]
Tratamiento prolongado por complicaciones [] Régimen inicial con duracién mayor de 12 meses [ ]
Sin informacién disponible [] Pérdida [] Supresion de tratamiento por complicaciones [1
OBSERVACIONES:
FECHA DE CUMPLIMENTACION: / /.
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ANEXO llI: Tabla resumen de las caracteristicas de los pacientes VIH positivos.

Anexos

Caso

3
5
10
14

20

26
29
30
32
60
115

131
138
139

161
166
174
185
188
190

Edad/
Sexo
41/V
38/M
45/M
41/M

25/M

34/V
45/M
35/V
38/V
42/M
22/V

42/V
43/M
39/V

41/V
ND

28/V
31/M
36/M
40/V

Pais de
origen
ESP
GNQ
ESP
GNQ

ESP

GAM
NGA
NGA
ESP
DOM
GHA

ESP
ESP
ROU

ROU
ND
CAM
MAR
UKR
GNQ

Linfocitos
CD4

ND

ND

196

411

25

83
ND
79
ND
195
16

8
38
4

19
24
206
ND
ND
271

PT

NR

NEG
POS
POS

NR

POS
POS
NEG
NR
NR
NEG

NR
POS
NR

NR
NR
NR
NR
NR
NR

QTF

NR
NR
NR
NR

NR

IND
NR
POS
NR
NR
POS

NR
POS
NEG

NR
NR
POS
NR
NR
POS

Forma clinica

TBP

TBEP (miliar)
TBEP (ganglionar)
TBEP (vertebral)

TBEP (miliar)

TBEP (miliar)
TBEP (ganglionar)
TBEP (ganglionar)
TBP

TBEP (miliar)
TBEP (miliar)
TBP

TBEP (miliar)
TBEP (ganglionar)
TBEP (miliar)
TBP

TBEP (pleural)
TBEP (miliar)
TBP

TBEP (ganglionar)

IRSEP

SSSSS
SSSSS
SRSSS
SSSSS

SSSSS

SSSSS
RSRSS
SSSSS
SSSSS
SSSSS
SSSSS

SSSSS
SSSSS
SSSSS

SSSSS
SSSSS
SSSSS
SSSSR
RRRSS
SSSSS

Evolucion
Exitus
Buena
Buena
Buena
Pérdida
seguimiento
Buena
Buena
Buena
Recidiva
Buena
Buena
Pérdida
seguimiento
Recidiva
Pérdida
seguimiento
ND

Buena
Buena
Buena
Recidiva
Buena

PT: Prueba de la tuberculina; QTF: Quantiferon®; IRSEP: sensibilidad fenotipica a isoniacida,
rifampicina, estreptomicina, etambutol y piracinamida; m: meses; M: mujer; V: varén; ESP:
Espafia; GNQ: Guinea Ecuatorial; GAM: Gambia; NGA: Nigeria; DOM: Republica Dominicana;
GHA: Ghana; ROU: Rumania; CAM: Camerun; MAR: Marruecos; UKR: Ucrania; NP: no procede;
NR: no realizado; NEG: negativo; POS: positivo; TBEP: tuberculosis extrapulmonar; TBP:
tuberculosis pulmonar
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ANEXO IV: Tabla resumen de las caracteristicas de los enfermos menores de 15 afios.

Caso Edad/
Sexo
17 4m/M
42 6m/V
47 4/M
50 3/M
75 14/M
91 2/M
93 3/V
112 2/V
119 4/M
140 15/V
144 23m/V
154 3/V
159 14/v
176 3/M

Pais de Contacto

origen
MAR
ROU
MAR
ESP
ESP
NGA
ECU
ESP
MAR
NGA
ROU
ESP
ESP
ROU

conocido

Si (madre)
Si (tio)

Si (abuela)
Si (profe)

NP

Si (profe)

Si (profe)

NP

Leche

ND

Si (padre)

Si (abuelo)
Si (padre)

No

PT

NEG
POS
POS
POS
NP

POS
POS
NP

POS
NR

POS
POS
POS
POS

QTF

NR
NR
POS
NR
NP
NR
NR
NP
NR
NR
NR
NR
NR
POS

Forma clinica

TBP

TBEP (ganglionar)
TBEP (miliar)
TBEP (ganglionar)
TBEP (becegeitis)
TBP

TBP

TBEP (becegeitis)
TBEP (intestinal)
TBP

TBP

TBP

TBP

TBEP (vertebral)

IRSEP

SSSSS
SSSSS
SSSSS
SSSSS
SSSSR
SSSSS
SSSSS
SSSSR
No crece
SSSSS
SSSSS
SSSSS
SSSSS
SSSSS

Evolucion

Buena
Buena
Buena
Buena
Buena
Buena
Buena
Buena
Buena
Buena
Buena
Buena
Buena
Buena

PT: Prueba de la tuberculina; QTF: Quantiferon®; IRSEP: sensibilidad fenotipica a isoniacida,
rifampicina, estreptomicina, etambutol y piracinamida; m: meses; M: mujer; V: varén; MAR:
Marruecos; ROU: Rumania; ESP: Espafia; NGA: Nigeria; ECU: Ecuador; NP: no procede; NR: no
realizado; ND: no disponible; NEG: negativo; POS: positivo; TBEP: tuberculosis extrapulmonar;
TBP: tuberculosis pulmonar
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Anexos

ANEXO V: Resumen de las caracteristicas de los pacientes con cepas secuenciadas.

N Pais de origen Region IRSEP Linaje R WGS
1 GNQ Africa Subsahariana RSSSS Haarlem INH

2 RUS Europa del Este RSRRS Beijing INH,STR,EMB
3 BOL Sudamérica SSSSR LAM no

4 CHN Sudeste asiatico RRRRR Beijing INH,RIF,STR,EMB
5 BOL Sudamérica SSRSS  LAM STR

6 ESP Europa RRSSS PGG3 INH,RIF
7 DZA Africa del Norte SSSSS  Haarlem no

8 ESP Europa SSSSS LAM no

9 IND Indico SSSSS  EastAfricanindian no

10 ESP Europa SSSSS PGG3 no

11 ESP Europa SSSSS LAM STR

12 ESP Europa SSSSS PGG3 no

13 ROU Europa del Este SSSSS  Haarlem no

13 idem idem SRSSS Haarlem RIF

13 idem idem RRSSS Haarlem INH,RIF
14 ROU Europa del Este RRRRR PGG3 INH,RIF,EMB,PZA
15 ESP Europa SSSSS  Haarlem no

16 PAK indico SSSSS  DelhiCAS no

17 ESP Europa SSSSS  LAM STR

18 ESP Europa SSSSS  Haarlem no

19 ESP Europa SSSS- LAM STR

20 |IND indico RSSSS DelhiCAS INH

21 ROU Europa del Este SSSSS X no

22 ARG Sudamérica SSSS-  S-type/Vietnam  no

23 ECU Sudameérica SSSSS  PGG3 no

24 MAR Africa del Norte SSSSS  LAM STR

25 ESP Europa SSSSS  Haarlem no

26 ESP Europa SSSSS PGG3 no

27 ESP Europa SRSSS  PGG3 RIF

28 ROU Europa del Este SSSSS  Haarlem no

29 ESP Europa RSSSS  PGG3 no

30 ESP Europa SSSSS LAM STR

31 ESP Europa SSSSS  Haarlem no

32 ESP Europa SSSSS LAM no

33 ESP Europa SSSSS  Haarlem no

34 ESP Europa SSSSS LAM no

35 ESP Europa SSSSS LAM STR

36 ESP Europa SSSSS LAM STR

37 ESP Europa SSSSS  Haarlem no

38 ESP Europa SSSSS  Haarlem no

39 ESP Europa SSSSS LAM STR
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Pais origen Region IRSEP Linaje R WGS

40 ESP Europa SSSS-  LAM no

41 ESP Europa SSSSS PGG3 no

42 GNQ Africa Subsahariana RRSRS Haarlem INH,RIF,EMB
43 GNQ Africa Subsahariana SSSSS  LAM STR

44 ESP Europa SSSSS PGG3 no

45 ESP Europa SSSSS PGG3 no

46 ND ND SSSSS  Cameroon no

47 ESP Europa SSSSS PGG3 no

48 ESP Europa SSSSS PGG3 no

49 ROU Europa del Este SSSSS  PGG3 no

50 FRA Europa SSSSS PGG3 no

51 ESP Europa SSSSS  Haarlem no

52 ESP Europa SSSSS  PGG3 no

53 CIV Africa Subsahariana SSS5S Ghana no

54 CHN Sudeste asidtico SSSSS  Beijing no

55 BGR Europa del Este SSSSS  PGG3 no

56 ESP Europa SSSSS  Haarlem no

57 ESP Europa SSSSS  Haarlem no

58 RUS Europa del Este RRRRR LAM INH,RIF,STR,EMB
59 ESP Europa RRRSS Beijing INH,RIF,STR
60 PAK indico SSRSS Iran no

61 ROU Europa del Este RSSSS  PGG3 INH

62 UKR Europa del Este RRRSS Beijing INH,RIF,STR,EMB

N: numero de cepa secuenciada; Ecuat: ecuatorial; IRSEP: isoniacida, rifampicina,
estreptomicina, etambutol, pirazinamida (se muestra su sensibilidad (S) o resistencia (R)
fenotipica por ese orden); INH: isoniacida; RIF: rifampicina; STR: estreptomicina; EMB:
etambutol; PZA: pirazinamida; ND: no disponible
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