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Introduccidén

1. SITUACION ACTUAL DE LA TUBERCULOSIS

“Actualmente la tuberculosis ocupa el séptimo lugar en el ranking global de causas de
muerte”

“Cada segundo, en alguna parte del mundo, alguien se infecta de nuevo con el bacilo de
la tuberculosis”

“Un tercio de la poblacion mundial esta infectada por Mycobacterium tuberculosis, de los
cuales el 5-10% llegaran a desarrollar la enfermedad en algin momento de su vida.”

(WHO 2006b, Fact Sheet, N° 104, March 2006)

1.1. LA CARGA MUNDIAL DE TUBERCULOSIS

El ultimo informe de la OMS ha estimado que el nimero de casos incidentes de
tuberculosis en todo el mundo es de 9,27 millones para el afio 2007 (139 casos por
100.000 habitantes), de los cuales 4,1 millones (61 casos por 100.000 habitantes) fueron
nuevos casos baciliferos (44% del total) y 1,37 millones (14.8% del total) fueron VIH-
positivos. En este mismo afio, se registraron 1,3 millones de muertes entre los casos
incidentes de tuberculosis VIH-negativos y 456.000 entre los casos VIH-positivos (247).

La mayoria de casos se registraron en Asia (55%) y Africa (31%), mientras que
en las regiones del Mediterraneo Oriental, Europa y América las cifras correspondientes
fueron 6%, 5% y 3%, respectivamente. India, China, Indonesia, Nigeria y Sudafrica
ocupan, por este orden, los cinco primeros puestos en cifras absolutas de casos de
tuberculosis. Africa posee la mayor tasa de incidencia (363 por 100 000 habitantes)
(Figura 1) y los mayores porcentajes de casos de tuberculosis entre la poblacion VIH-

positiva correspondieron a Africa (79%) y Asia Sudoriental (11%) (247).
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Figura 1. Tasas de incidencia de tuberculosis estimadas por paises, 2007 (247)
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A pesar de que el numéro absolute de casos incidentes de tuberculosis esta
aumentando debido al crecimiento de la poblacion, la tasa de incidencia esta
disminuyendo, aunque a ritmo lento (menos del 1% al ano). La incidencia mundial de
tuberculosis alcanzd su valor maximo en 2004, con 142 casos por cada 100.000
habitantes, mientras que en 2007 la estimacion fue de 139 casos por 100.000 habitantes.
Dicha incidencia esta disminuyendo en cinco de las seis regiones de la OMS; la
excepcion es la region de Europa, donde se mantiene relativamente estable (247). Existen
22 paises con una carga elevada de tuberculosis que agrupan al 80% de los casos de
tuberculosis que se producen anualmente en todo el mundo, la mayoria de los cuales
pertenecen a la region de Africa (Tabla 1).

En cuanto a la tuberculosis multirresistente, en 2007 se detectaron 0.5 millones de
casos, el 85% de los cuales se registraron en 27 paises (15 de ellos pertenecientes a
Europa). Los cinco paises con mayor numéro de casos de tuberculosis multirresistente
fueron India (131.000), China (112.000), la Federacion Rusa (43.000), Sudafnca
(16.000) y Bangladesh (15.000). En cuanto a la tuberculosis extremadamente resistente,
que es aquella que présenta resistencia a isoniazida y rifampicina y a firmacos de

segunda linea que incluyen, al menos, una fluoroquinolona y uno de los trés farmacos
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inyectables (amikacina, kanamicina o capreomicina), 55 paises habian notificado al
menos un caso a finales de 2008 (247).

Tabla 1. Incidencia de tuberculosis en los 22 paises que poseen la carga mas elevada de
enfermedad, 2007 (247)

INCIDENCIA

TODAS LAS FORMAS  BACILOSCOPIAfOSITIVA

POR POR
HABITANTES CASOS  100.000 HAB CASOS  100.000 HAB
1000S 1000S PORANO  1000S  POR ANO

1 India 1169016 1962 168 873 75
2 China 1328 630 1306 98 585 44
3 Indonesia 231 627 528 228 236 102
4 Nigeria 148 093 460 311 195 131
5 South Africa 48 577 461 948 174 358
6 Bangladesh 158 665 353 223 159 100
7 Ethiopia 83 099 314 378 135 163
8 Pakistan 163 902 297 181 133 81
9 Philippines 87 960 255 290 115 130
10 DR Congo 62 636 245 392 109 174
11 Russian Federation 142 499 157 110 68 48
12 Viet Nam 87 375 150 171 66 76
13 Kenya 37 538 132 353 53 142
14 Brazil 191 791 92 48 49 26
15 UR Tanzania 40 454 120 297 49 120
16 Uganda 30 884 102 330 42 136
17 Zimbabwe 13 349 104 782 40 298
18 Thailand 63 884 91 142 39 62
19 Mozambique 21 397 92 431 37 174
20 Myanmar 48 798 83 171 37 75
21 Cambodia 14 444 72 495 32 219
22 Afghanistan 27 145 46 168 21 76

1.2. LA TUBERCULOSIS EN EUROPA

Segun los ultimos datos de la OMS, en 2006 se notificaron 422.830 casos de
tuberculosis en 51 de los 53 paises que componen la region Europea de la OMS, lo que

supone el 7% de los casos de tuberculosis notificados en todo el mundo. El 73% de los
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casos pertenecia a la region Este de Europa, el 21% a la Union Europea y Oeste de
Europa y el 6% a los paises restantes de la zona de los Balcanes (246).

La incidencia de tuberculosis es muy variable en los distintos paises de Europa,
con tasas que varian desde 5 casos de tuberculosis por 100.000 habitantes en Noruega
hasta 198 por 100.000 habitantes en Tajikistan. La federacion Rusa ocupa el puesto
nimero 12 en la lista global de los 22 paises con la incidencia mas elevada de
tuberculosis (http://www.euro.who.int/document/TUB/fs02¢_tbepidemeuro.pdf) (Figura
2).

Figura 2. Tasas de incidencia de tuberculosis en la Region Europea de la OMS (2006) (111)
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El porcentaje mas elevado de casos de tuberculosis coinfectados con VIH fue
registrado en Islandia y Portugal, con un 19% y 12% de casos respectivamente. Estonia y
Letonia han experimentado un aumento acusado en el porcentaje de casos de tuberculosis
coinfectados con VIH en los ultimos afios, pasando de un 0.1% a un 9% en el caso de
Estonia y de un 0.7% a un 3.4% en el caso de Letonia (111).

En toda Europa se han notificado un total de 70.000 casos de tuberculosis

multirresistente, de los cuales el 95% pertenecen a Europa del Este, lo que representa un


http://www.euro.who.int/document/TUB/fs02e
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15% del total de casos de tuberculosis que tienen lugar en esa zona, alcanzando en
algunos paises los porcentajes de multirresistencia mas elevados del mundo, como es el
caso de Azerbayan o la Republica de Moldavia, donde un 20% de los casos de
tuberculosis son multirresistentes. Ademas, en Estonia y Armenia el 27.3% y el 4% de
los casos de tuberculosis multirresistente fueron casos de tuberculosis extremadamente
resistente (241).

La crisis econdmica y los debilitados sistemas de salud puablica existentes en los
paises de Europa del Este son las causas principales del resurgimiento de la tuberculosis
en esta region. En Europa Occidental, la existencia de focos de marginalizacion social e
inmigrantes procedentes de zonas donde la incidencia de tuberculosis es elevada, son las
causas principales del incremento de la enfermedad, especialmente en las grandes

ciudades como Londres, Paris, Barcelona, Madrid y Milan.

(http://www.euro.who.int/document/TUB/fs02¢_tbepidemeuro.pdf)

1.3. LA TUBERCULOSIS EN ESPANA

Segun el altimo informe del Centro Nacional de Epidemiologia, el nimero total
de casos de tuberculosis respiratoria notificados en 2008 fue de 6.619, con una tasa de
14.81 casos por 100.000 habitantes (2). Sin embargo, se estima que una tercera parte de
los casos no son notificados, a pesar de tratarse de una enfermedad de declaracion
obligatoria, por lo que se considera que estas cifras infravaloran la situacion real. En el
ultimo informe de la OMS, se ha estimado que la incidencia de tuberculosis en Espafia
fue de 30 casos por 100.000 habitantes en el afio 2008 (247).

En relaciéon al nimero de casos absolutos de tuberculosis notificados por
Comunidades Autonomas, Catalufia encabeza la lista con un total de 1.422 casos, seguida
de Andalucia (922) y Madrid (857). Las Comunidades con el menor nimero de casos
notificados fueron Ceuta y Melilla, con un total de 34 y 14 casos de tuberculosis
respectivamente. Sin embargo, atendiendo a las tasas de tuberculosis notificadas por
100.000 habitantes, Ceuta (48.70), Galicia (22.52) y Melilla (20.77) se sitian en los
primeros lugares, mientras que Canarias (8.04) y Extremadura (9.66) ocupan los tltimos

puestos (2) (Figura 3).


http://www.euro.who.int/document/TUB/fs02e
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A pesar de la tendencia decreciente que se registré en Espafia en el nimero de
casos de tuberculosis a partir de 1995, debido al aumento de las medidas de control en la
poblacion VIH-positiva, con la entrada del nuevo milenio se produjo una desaceleracion
en dicha tendencia. En 2003 un 33.7% de los casos de tuberculosis se registraron en la
poblacién inmigrante, en comparacion con el 5.2% observado en 1998. Al igual que en el
resto de paises industrializados, la principal causa de esta desaceleracién esta asociada
con el incremento en la llegada de inmigrantes procedentes de paises donde la incidencia
de tuberculosis es elevada (117). En cuanto a las tasas de resistencia registradas en 2006,
un 10% de los casos presentaban resistencia a isoniazida, un 4.4% a rifampicina y un

3.8% eran casos de tuberculosis multirresistente (111).

Figura 3. Tasas de incidencia de tuberculosis por Comunidades Auténomas (2005-2006) (2).
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Fuente: Red Nacional de Vigilancia Epidemicidgica. Elaboracicn: Centro Naciona! de Epidemiciogia.

1.4. TUBERCULOSIS Y VIH

La infeccion por el VIH es un importante factor de riesgo asociado a la

tuberculosis. No s6lo aumenta el riesgo de reactivacion de una infeccidn latente por M.

10
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tuberculosis, sino que también incrementa el riesgo de desarrollar una tuberculosis tras
una infeccion reciente y el riesgo de reinfeccion con una nueva cepa (52). La carga de
tuberculosis ha aumentado a un ritmo muy rapido en la ultima década en aquellos paises
que presentan una epidemia por el VIH/SIDA, especialmente en las regiones del Sur de
Africa. Ademas, la tuberculosis es la principal causa de muerte entre los individuos
adultos VIH-positivos de los paises subdesarrollados (6, 52, 244).

En el afio 2000, el 9% del total de nuevos casos de tuberculosis en adultos (15-49
afios) presentaban coinfecciéon por VIH. Este porcentaje fue mucho mas elevado en
Africa (31%) y en algunos paises industrializados, como Estados Unidos (26%). En este
mismo afio, el nimero de muertes por tuberculosis fue de 1,8 millones, de las cuales el
12% se detectaron en pacientes coinfectados por VIH (52). No obstante, las cifras de
casos incidentes y mortalidad por tuberculosis coinfectados por VIH alcanzaron su valor
maximo en 2005 (15% de todos los casos incidentes y 480.000 muertes) (247).
Actualmente, los datos disponibles en 2008 son mediciones directas de la proporcion de
casos coinfectados con M. tuberculosis y VIH en 64 paises. Estos datos indican que, en
paises con epidemia de VIH, en comparacién con los pacientes VIH-negativos, los
pacientes VIH-positivos tienen una probabilidad veinte veces mayor de contraer
tuberculosis. En paises donde la prevalencia de VIH es menor, la probabilidad de
contraer tuberculosis para los pacientes VIH-positivos es entre 26 y 37 veces mayor
(247).

Recientemente, la OMS ha creado el Grupo de Trabajo tuberculosis/VIH

(www.stoptb.org/wg/tb_hiv) para actuar de manera conjunta a la hora de combatir la

combinacidn letal que forman la tuberculosis y el VIH. En este sentido, existen politicas
de colaboracion entre los programas de control de ambas enfermedades para reducir la
carga de tuberculosis entre los pacientes VIH-positivos y, asimismo, reducir la carga de
VIH entre los pacientes con tuberculosis. Estas actividades han de ser incluidas en los

programas nacionales de control de la tuberculosis (6, 242, 243, 248).

11


http://www.stoptb.org/wg/tb

2.

Introduccién

ESTRATEGIAS PARA EL CONTROL DE LA

TUBERCULOSIS

2.1. MEDIDAS DE CONTROL GLOBAL DE LA TUBERCULOSIS

2.1.1. ESTRATEGIA DOTS

En 1994 se credé la estrategia de control de la tuberculosis recomendada

internacionalmente, que mas tarde se denominaria DOTS (Directly Observed Treatment,

Short-course), que consta de cinco puntos fundamentales:

(http://www.who.int/tb/dots/en/index)

)

2)

3)

4)

Compromiso politico mediante incremento de la financiacién: se considera que los

recursos econdmicos actuales son insuficientes y es necesario un compromiso
politico que soporte todos los cambios estructurales y financieros necesarios para
mejorar la disponibilidad, distribuciéon y motivacion de trabajadores sanitarios

competentes.

pruebas bacteriologicas contintdan siendo el método recomendado para la deteccion
de la tuberculosis. Para asegurar un buen diagndstico bacteriolégico, se establece la
necesidad de organizar una red de laboratorios correctamente equipados y con
personal entrenado. Ademas, se propone que cada pais debe instaurar un laboratorio
nacional de referencia completamente equipado.

Tratamiento estandarizado con supervisién y apoyo al paciente: deben aplicarse

tratamientos efectivos, regimenes cortos y una dosis diaria fija y Gnica para facilitar
la adherencia y reducir el riesgo de desarrollo de resistencias. Los servicios de control
de la tuberculosis deben identificar aquellos factores que pueden provocar que un
paciente interrumpa su tratamiento. El tratamiento supervisado, que puede incluir la
terapia directamente observada (TDO), asegura la adherencia y ayuda a los pacientes
a tomar su medicacion y a completar el tratamiento.

Sistema eficaz de suministro v gestion de los medicamentos: un suministro

ininterrumpido de los farmacos antituberculosos a todos los centros sanitarios es

necesario para el control de la tuberculosis. Dichos farmacos han de estar disponibles
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de manera gratuita para todos los pacientes con tuberculosis y el uso que los
proveedores hacen de estos firmacos ha de monitorizarse de manera estricta.

5) Sistema de monitorizaciéon y evaluacion, y medida del impacto: es necesario

establecer un sistema de comunicacién regular entre los niveles centrales y
periféricos del Sistema de Salud. Este sistema requiere la recogida de informacién de
cada paciente, incluyendo la informacién referente al tratamiento. Estos datos seran
posteriormente analizados para identificar los problemas que sea necesario solventar,
tanto a nivel local como nacional, con el fin de mejorar el sistema de control de la

tuberculosis.

En el momento de su creacidn, el objetivo de la estrategia DOTS era poder
alcanzar el diagnostico del 70% de los casos de tuberculosis y lograr una tasa de curacion
del 85% en 2005 (193). En 2006 el DOTS habia sido implementado ya en 184 paises, los
cuales albergan el 99% de los casos de tuberculosis y el 93% de la poblacién mundial.
Este mismo afio fueron notificados un total de 4,9 millones de nuevos casos de
tuberculosis (98% del total de nuevos casos notificados en todo el mundo), entre ellos 2,5
millones de nuevos casos baciliferos (99% del total). Entre 1995 y 2006 los programas
DOTS notificaron un total de 31,8 millones de nuevos casos y recaidas y 15,5 millones
de nuevos casos baciliferos (246).

La tasa de éxito en el tratamiento bajo la supervision del DOTS aumentd de un
77% a un 80% entre los afios 1994 y 1998 y ha permanecido estable desde entonces. Sin
embargo, estas cifras varian de unas regiones a otras, ya que mientras que en la region de
la OMS del Pacifico Oeste los resultados han sido muy satisfactorios (principalmente
resultado del 93% de éxito en el tratamiento alcanzado en China), en otras regiones,
como Africa o Europa del Este, las cifras son desesperanzadoras (166, 193). Aunque no
hay datos rigurosos que apoyen la eficacia del DOTS, esta estrategia ha ayudado a
fortalecer el sistema de salud publica y, en los paises mas pobres, ha contribuido a
construir su infraestructura basica (193).

El incremento en el nimero de casos de tuberculosis multirresistente y la
dificultad que supone el tratamiento de los mismos, debido a que los farmacos empleados
en estos casos son menos efectivos, hizo necesario que, como suplemento de la estrategia
DOTS, se crease la estrategia DOTS-plus. Esta estrategia consta de los cinco puntos

principales de la estrategia DOTS y, ademas, tiene en cuenta problemas especificos que
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han de ser solventados en regiones con una elevada prevalencia de tuberculosis
multirresistente. La estrategia DOTS-plus ha de seguir las recomendaciones establecidas
por la OMS para disminuir el riesgo de adquisicion de resistencias a antituberculosos de
segunda linea. El régimen de tratamiento recomendado por la OMS incluye la
administracion de dos o mas farmacos antituberculosos de segunda linea a los cuales el
aislado es sensible, incluyendo un firmaco administrado por via parenteral durante al
menos seis meses. El tratamiento debe ser directamente observado e individualizado
para cada paciente segun el perfil de sensibilidad del aislado de M. tuberculosis y ha de
tener una duracion de 18 a 24 meses (166).

DOTS-plus no pretende ser una estrategia de aplicacion global, sino que debe ser
implementada unicamente en aquellas regiones donde existan niveles moderados o
elevados de multirresistencia. Actualmente la estrategia DOTS-plus se ha implementado
en Bolivia, Costa Rica, Estonia, Haiti, Uzbekistan, Letonia, Malawi, México, Peru,
Filipinas y la Federacion Rusa. Recientemente, la estrategia DOTS-Plus se ha aprobado
en Georgia, Honduras, Jordan, Kenia, Kirgizstan, Libano, Nepal, Nicaragua, Rumania

and Siria (105, 193, 249).

2.1.2. ESTRATEGIA ALTO A LA TUBERCULOSIS

La tuberculosis es una de las prioridades definidas dentro del marco de los
Objetivos de Desarrollo del Milenio (ODM) de las Naciones Unidas. La meta 6: C
incluida en los ODM consiste en haber detenido y comenzado a reducir la incidencia de
la tuberculosis para el afio 2015. Este objetivo incluye la monitorizacién de la tasa de
prevalencia y mortalidad asociada a la tuberculosis y de la proporcion de casos
detectados y curados por el DOTS (78).

En 2006 la OMS creé la Estrategia Alto a la tuberculosis (Stop tuberculosis
Partnership) para alcanzar la meta de impacto establecida en el marco de los ODM. Los
objetivos de la Estrategia Alto a la tuberculosis son: conseguir el acceso universal a un
diagnoéstico de calidad y a un tratamiento centrado en el paciente, reducir el sufrimiento
humano y la carga socioeconomica asociados a la tuberculosis, y proteger a las
poblaciones vulnerables contra la tuberculosis, la coinfeccion tuberculosis/VIH y la
tuberculosis multirresistente.

(http://www.who.int/tb/publications/2006/stoptb strategy sp.pdf
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La Estrategia Alto a la tuberculosis consta de seis grandes componentes (245):

1) Proseguir con la expansion de un programa DOTS de calidad y mejorarlo en cada
uno de sus cinco componentes.

2) Hacer frente a la coinfeccion tuberculosis/VIH y a la tuberculosis multirresistente,
mediante la implementacion de actividades de colaboracion en materia de
tuberculosis/VIH y la prevencion y el control de la tuberculosis multirresistente.
Ademas, han de abordarse de manera especifica aquellos grupos de riesgo o
pacientes en situaciones especiales.

3) Contribuir al fortalecimiento de los Sistemas de Salud, mediante esfuerzos
dirigidos principalmente a mejorar las politicas establecidas, los recursos
humanos, la financiacion, la gestion, la prestacion de servicios y los sistemas de
informacion.

4) Involucrar a todo el personal de salud, estableciendo colaboraciones entre los
sectores publico y privado y creando normas internacionales para la atencion de
los enfermos de tuberculosis.

5) Dar mayor capacidad de accion a los pacientes y a las comunidades,
incrementando la participacion de la comunidad en la atencidn antituberculosa y
creando Estatutos del Paciente para mejorar su atencion.

6) Favorecer y promover las investigaciones para el desarrollo de nuevos métodos

de diagndstico, medicamentos y vacunas.

La Alianza Alto a la tuberculosis ha afiadido otras dos metas de impacto, como
son reducir a la mitad las tasas de prevalencia y de mortalidad para el afio 2015 con
respecto a los niveles de 1990. En este afio, las tasas de prevalencia y mortalidad
deberian ser 150 y 15 por 100.000 habitantes respectivamente. Ademas, la estrategia Alto
a la tuberculosis tiene como compromiso eliminar la tuberculosis como problema de
salud publica para el afio 2050, es decir, reducir la incidencia de todas las formas de
tuberculosis a un caso por millén (78).

Las tasas de prevalencia y mortalidad estan disminuyendo en todo el mundo y en
cada una de las seis regiones de la OMS. Sin embargo, en las regiones de Africa y
Europa es previsible que no se logren alcanzar en 2015 las metas citadas, como
resultado de los valores ain muy distantes en estas dos regiones entre las tasas de

prevalencia y mortalidad registradas en 2007 y las metas fijadas (247).
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2.2. MEDIDAS DE CONTROL LOCAL

ESTUDIO CONVENCIONAL DE CONTACTOS

El estudio convencional de contactos tiene como finalidad identificar a todos los
sujetos con infeccion tuberculosa activa y a los casos secundarios entre las personas
expuestas para poder interrumpir, en la medida de lo posible, la cadena de transmisién y
someter a tratamiento quimioprofilactico a todas aquellas personas que presenten una
infeccion tuberculosa latente (1, 177).

Se considera “contacto” a toda persona sometida a riesgo de contagio por haber
estado expuesta a una fuente de infeccion tuberculosa (1). El riesgo de que una persona
resulte infectada depende de: las caracteristicas del caso indice (baciloscopia positiva,
presencia de cavitaciones, habitos sociales), estado inmunoldgico del contacto y forma e
intensidad de la exposicion. Las personas inmunodeprimidas y los nifios menores de
cinco aflos tienen un riesgo de contagio mas elevado (4).

Para determinar qué personas deben ser sometidas al estudio convencional de
contactos, se establece el siguiente orden de prioridad segun el riesgo de infeccion, salvo
que existan circunstancias especiales o diferencias de elevada susceptibilidad que deben

ser valoradas individualmente (1):

1) Riesgo alto: mas de 6 horas al dia de exposicion en un ambiente favorable para el
contagio, o si el contacto estd inmunodeprimido, o si existe mas de un caso en
relacion con el contacto (brote epidémico).

2) Riesgo medio: menos de 6 horas de exposicion.

3) Riesgo bajo: riesgo de contagio similar al de la poblacién general.

Todos los contactos clasificados de riesgo alto o medio en los que no se haya
documentado previamente una infeccién tuberculosa deberéan ser sometidos a la prueba
de la tuberculina y, si ésta resulta positiva y se ha descartado una tuberculosis activa,
deberan comenzar el tratamiento quimioprofilactico (4).

El estudio convencional de contactos sigue un sistema de “circulos concéntricos”
que ccmienza por aquellos contactos con un riesgo alto de infeccion y va abarcando

progresivamente a los contactos con riesgo de infeccion decreciente. El estudio se
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extendera hasta que la tasa de resultados positivos para la prueba de la tuberculina sea
semejante a la esperada en la comunidad (4).

Existen determinadas situaciones y contextos epidemiologicos especiales que se
han de tener en cuenta a la hora de realizar el estudio convencional de contactos, ya que
por sus caracteristicas se facilita el contacto entre un gran nimero de personas y la
transmision de la tuberculosis puede ser mas favorable, como son: congregaciones,
prisiones y correccionales, lugares de trabajo, hospitales, escuelas, asilos y casas de
acogida (4).

Sin embargo, no siempre el estudio convencional de contactos logra identificar
todos los casos implicados en una cadena de transmision reciente. En este sentido, las
nuevas herramientas de genotipado molecular han desvelado situaciones en las que la
transmision ha tenido lugar mediante un contacto esporadico o casual (144), o bien en
entornos de transmision diferente a los contemplados por el estudio convencional de
contactos (141). Por este motivo, es importante el uso combinado de la epidemiologia
convencional y las técnicas de genotipado para ayudar a identificar de una forma mas

precisa los casos de tuberculosis implicados en una cadena de transmision reciente (68).
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3. AGENTE ETIOLOGICO DE LA TUBERCULOSIS

Existen diversos agentes etiologicos de la tuberculosis, todos ellos incluidos
dentro del llamado “Complejo Mycobacterium tuberculosis”, que incluye las especies M.
tuberculosis, M. africanum, M. canettii, M. bovis y M. microti. M. tuberculosis, M.
africanum y M. canettii son fundamentalmente patégenos humanos, mientras que M.
bovis y M. microti son mayoritariamente los agentes causantes de la tuberculosis en
animales, aunque pueden ser transmitidos al hombre (185). Se han descrito asimismo
especies responsables de la infeccion de cabras y focas, que se han denominado M.
caprae y M. pinnipedi (166). Todos ellos se caracterizan por compartir mas de un 99% de
su secuencia nucleotidica y presentar idéntica secuencia del gen 16S del ARNr (85, 106,
115, 205).

El género Mycobacterium estd formado por bacilos rectos o ligeramente
curvados, inmoviles, no esporulados, sin flagelos ni capsula y con un alto porcentaje de
guanina y citosina (G+C) en su ADN (157). Las micobacterias estan estructuralmente
mas préximas a las bacterias Gram-positivas que a las Gram-negativas, aunque tampoco
se acomodan en esta categoria, puesto que en su pared celular hay principalmente lipidos
en vez de proteinas y polisacaridos.

El bacilo de la tuberculosis es un microorganismo prototréfico (sintetiza sus
compuestos a partir de fuentes basicas de Carbono y Nitrégeno) y heterotréfico (utiliza
compuestos organicos ya sintetizados como fuentes de Carbono y energia). Su estructura
macromolecular y su estado fisiologico son el resultado de una gran adaptacion a su
entorno; la calidad nutricional de éste determina la forma de vida del bacilo, tanto en su
habitat natural, como en el medio de cultivo (166).

La caracteristica principal que diferencia a las micobacterias es su pared celular,
que presenta determinados acidos grasos de alto peso molecular (entre 70 y 90 atomos de
carbono) llamados 4cidos micélicos, que constituyen mas del 50% del contenido de la
envuelta celular (183). La disposiciéon de estos acidos micélicos es especifica de cada
especie y es una propiedad utilizada en la identificacion (166).

La cubierta lipidica citada anteriormente confiere al género Mycobacterium sus
caracteristicas principales, como son: resistencia a las soluciones de acido-alcohol, alta
hidrofobicidad, resistencia intrinseca a algunos antibidticos y propiedades inmunoldgicas

distintivas. Determinados componentes de la pared, como el lipoarabinomanano y el cord
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factor intervienen en la patogenia y favorecen la supervivencia del microorganismo en el
interior de los macréfagos (104). Ademas, probablemente también contribuya a la baja
velocidad de crecimiento de algunas especies, entre ellas las incluidas en el complejo M.
tuberculosis, ya que dificulta la captura de nutrientes por parte de la bacteria (166). En
condiciones de laboratorio favorables, M. tuberculosis se divide aproximadamente cada
17 horas (183), lo que supone una tasa de crecimiento muy lenta en comparacién con la
mayoria de bacterias cultivables, que tienen un tiempo de duplicacidon que oscila entre 15
minutos y una hora. La estructura tan hermética de su pared es, sin duda, esencial para
preservar la maquinaria metabolica y de replicacion de la bacteria, la cual puede pasar a
un estado de latencia cada vez que sea necesario. Esta caracteristica parece ser la
principal respuesta adaptativa del bacilo ante condiciones subdptimas o incluso extremas,

tanto in vitro, como in vivo (166).
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4. DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD

4.1. DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

La tuberculosis activa se diagnostica mediante la deteccion de bacilos
pertenecientes al complejo M. tuberculosis tanto en muestras respiratorias (tuberculosis
pulmonar) como en extrarrespiratorias (tuberculosis extrapulmonar). A pesar de que en
los 1altimos afios se han desarrollado nuevas herramientas de identificacion, el
diagndstico de la tuberculosis sigue recayendo en el examen microscopico y en el cultivo
de las muestras clinicas (166). Sin embargo, el desarrollo de nuevas técnicas moleculares
ha permitido una identificacion mas rapida y precisa de las distintas especies de

micobacterias cultivadas (3).

4.1.1. Examen microscopico

El examen microscopico mediante la deteccion de bacilos AAR es el
procedimiento mas simple, barato y rapido para proporcionar al clinico un diagndstico
preliminar. Ademads, permite obtener una estimacion cuantitativa de los bacilos que estan
siendo excretados y con ello identificar aquellos pacientes que son mas infecciosos (3).
Asimismo, resulta util para monitorizar la respuesta de los pacientes al tratamiento
antimicrobiano (10).

Los métodos para determinar la presencia de micobacterias AAR se basan en su
resistencia intrinseca a la pérdida de coloracidn, tras aplicar un colorante primario,
después de la exposicion a soluciones de acido-alcohol o acidos minerales. Los métodos
de tincidon mas utilizados son: a) tinciones basadas en la utilizacion de fucsina fenicada
(carbolfucsina) como colorante primario. Estas son, la clasica de Ziehl-Neelsen o
variantes como la tincién de Kinyoun, donde los microorganismos se tifien de rojo sobre
un fondo azul o verde (Figura 4), dependiendo del colorante de contraste utilizado; y b)
métodos que utilizan como colorante primario determinados fluorocromos (auramina O,
auraminarodamina) donde los microorganismos que son AAR, bajo la luz ultravioleta,
aparecen fluorescentes de color amarillo o naranja, dependiendo del filtro empleado
(Figura 4). La diferencia basica entre ambos métodos radica en el aumento microscdpico
requerido y, por tanto, en el nimero de campos a visualizar. De esta forma, los métodos

con carbolfucsina precisan el examen con un ocular-objetivo de inmersiéon de gran
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aumento (x 1.000). En cambio, las técnicas fluorescentes requieren menos esfuerzo, al
poder observar la preparacion con un ocular-objetivo de menor aumento (x 250) sin
pérdida de sensibilidad. Esto permite una mayor rapidez de lectura y un menor cansancio
del microscopista, siendo por tanto el método de cribado recomendado en los laboratorios

con un gran numero de muestras (10).

Figura 4. Observacion microscopica de M.tuberculosis mediante tincion de Ziehl-Neelsen
(izquierda) y tincion de auramina (derecha).

I

Todas las tinciones en las que se observe la presencia de bacilos AAR deberdn
informarse como positivas, especificandose el método de tincion empleado. Ademas, ha
de aportarse también una estimacion de la cantidad de bacilos AAR présentés en la
muestra clinica, usandose ffecuentemente el esquema de cuantificacion propuesto por la

American Thoracic Society (Tabla 2)

Tabla 2. Interpretacion e informe de la microscopia (baciloscopia) para la deteccion de bacilos
AAR (3).

Tipo de tincién, aumento Optico y n° de BAAR observados

Informe Fucsina Fluorocromo Fiuorocromo
(X 1.000) (x260) (x450)

No BAAR 0 0 0
Dudoso (repetir) 1-2/300 campos (3 bamdos) 12/ 30 campos (1 barrido) 1-2/70 campos (1,5 barridos)
Positivo 1+ 1-9/100 campos (1 barrido} 1-9/10 campos 2-18 /50 campos (1 barrido)
Positivo 2 + 1-9/10 campos 1-9/ campo 4-36 /10 campos
Positivo 3+ 1-9/ campo 10-90 / campo 4-36 / campo
Positivo 4 + >9, campo >90 / campo >36 / campo
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Las tinciones negativas no descartan la tuberculosis, ya que se ha observado que
unicamente entre el 50% y el 80% de las muestras de pacientes con tuberculosis
presentan tinciones positivas (3)

En la identificacion microscopica pueden cometerse errores de dos tipos (10):

1) Errores por defecto (falsos negativos): muestras no representativas (saliva en vez de
esputo, volumen escaso de orina, jugo gastrico no tamponado, etc.), extensiones
demasiado gruesas o finas, mala fijacion de la extension, mala calidad de los
colorantes, exceso de decoloracion, defectos de observacion (pocos campos
examinados, fatiga del observador, escasa atencion o experiencia, etc.).

2) Errores por exceso (falsos positivos): son los mas graves, y pueden ser debidos a la
presencia de restos de alimentos en el esputo, precipitados del colorante,
contaminacidn cruzada de los portaobjetos durante las tinciones y/o uso de agua
contaminada con micobacterias ambientales, contaminacion a través del aceite
mineral con el objetivo de inmersion, o puede tratarse de otros microorganismos con

propiedades de AAR.

4.1.2. Cultivo

El aislamiento de micobacterias a partir del cultivo de muestras clinicas continta
siendo fundamental para el diagndstico especifico de las infecciones por estos
microorganismos. El cultivo ha demostrado ser mas sensible (Ginicamente requiere la
presencia de 10-10° bacterias viables/ml) que el examen microscopico. Ademas, el
aislamiento del agente causal permite la identificacion de la especie, los posteriores
estudios de sensibilidad frente a los antimicrobianos, asi como la monitorizacién del
tratamiento y curacion del paciente (10).

Existen tres tipos de medios de cultivo de micobacterias: medios basados en
huevo (Lowestein-Jensen), medios basado en agar (7H10 y 7H11 de Middlebrook) y
medios liquidos (7H9 de Middlebrook, Dubos, Youmans, Proskauer-Beck, etc., y
sistemas comerciales). Los medios liquidos son medios muy enriquecidos que recuperan
un mayor nimero de micobacterias y de manera mas rapida que los medios so6lidos. Por
ello se aconseja incluirlos siempre para el aislamiento primario de muestras clinicas.
Ademas, estos medios se utilizan como base para diversas pruebas de identificacion

bioquimica y de sensibilidad a los antimicrobianos. Por el contrario, presentan la
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desventaja de no poder visualizar la morfologia de la colonia (Figura 5) ni valorar los
posibles cultivos mixtos. Actualmente, uno de los medios liquidos mas utilizados es el
MGIT (Mycobacterial Growth Indicator Tube), que consiste en un medio fluorométrico
basado en el 7H9 de Middlebrook con un componente fluorescente. Bajo la luz
ultravioleta el crecimiento se aprecia mediante la visualizacion de un brillo fluorescente
anaranjado en la superficie y en el fondo del tubo como consecuencia de una disminucion
de la cantidad de oxigeno (3) (10).

En la actualidad, el cultive de micobacterias se basa en la utilizacion de sistemas
automatizados de incubacion y lectura, en los que también pueden realizarse pruebas de
sensibilidad a antimicrobianos, como los sistemas BACTEC 460 tuberculosis, MB/BacT
ALERT 3D y MGIT 960. Estos sistemas presentan otras ventajas importantes, ya que la
automatizacion ¢limina la manipulaciéon del tubo, lo que conlleva la desaparicion de

posibles contaminaciones cruzadas (10).

Figura 5. Colonias de Mycobacterium tuberculosis en medio de cultivo solido.

4.2. DIAGNOSTICO MOLECULAR

La principal ventaja del diagndstico molecular consiste en su aplicacion universal
sobre todos los aislamientos, deteccidon rapida, identificacion de microorganismos de
dificil cultivo y una adecuada relacion coste-beneficio. Sin embargo, estas técnicas no
pueden hoy dia sustituir completamente a la metodologia tradicional y algunas, como la
secuenciacidn, requieren una inversion inicial elevada.

Existen dos tipos de técnicas de identificacion molecular: 1) técnicas basadas en

la utilizacion de sondas de acidos nucleicos, que consisten en sondas comerciales de
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ADN (sondas de AccuProbe® (GenProbe Inc., San Diego, Estados Unidos)) no
radiactivas que permiten identificar, por hibridacion con el ARNr micobacteriano, de
forma rapida (2 horas) y especifica, el complejo M. tuberculosis, y 2) técnicas basadas en
la amplificacion, mediante PCR, de secuencias especificas de ADN y posterior
caracterizacion de los fragmentos de amplificacion (PCR-RFLP del gen hsp65,
secuenciacion de la subunidad ribosomal 16S, hibridacién en fase solida (INNO-LiPA®
Mycobacteria (Innogenetics NV, Gante, Bélgica), GenoType® Mykobacterien (Hain
Diagnostika, Nehren, Alemania), etc.) (10).

Deteccion directa de M. tuberculosis en la muestra clinica

Actualmente se han desarrollado diferentes métodos moleculares que permiten la
deteccion del complejo M. tuberculosis directamente de las muestras clinicas con un
evidente adelanto diagndstico. Estos métodos se basan en la amplificacién de regiones
especificas del genoma del complejo M. tuberculosis (165). Existen tanto métodos
basados en reactivos comerciales (AMPLICOR M. tuberculosis assay, BDProbeTec® ET
(Becton Dickinson, Sparks, Estados Unidos)), como otros no comerciales que utilizan
habitualmente las plataformas LightCycler® (Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim, Alemania), o ABI Prism 7700® (PE Applied Biosystems, Foster City,
Estados Unidos)

4.3. PRUEBAS DE SENSIBILIDAD A ANTIMICROBIANOS

Las pruebas de sensibilidad a antimicrobianos deben realizarse con métodos
microbioldgicos que comprueben la eficacia de cada farmaco. Se considera que una cepa
es resistente cuando el 1% del indculo de la poblacion bacteriana en estudio es resistente

a una concentracion prefijada de un determinado farmaco.

4.3.1. Métodos fenotipicos convencionales para la deteccion de resistencias

e M¢étodos basados en medios de cultivo sélidos: existen diversos métodos, pero el mas

utilizado es el “Método de las proporciones criticas”, descrito por Canetti y Grosset,

en que se compara el nimero de colonias crecidas en presencia de diferentes
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diluciones de antibiotico con las colonias cultivadas en medio sin antibidtico,
interpretando el resultado a través de la proporcion de colonias capaces de crecer en
presencia del fairmaco. Inicialmente, la técnica se disefid para su utilizacion en medio
de Lowenstein- Jensen y para los farmacos de primera linea, exceptuando la
pirazinamida (10). Poco después se estandarizd para los medios 7H10 y 7H11 de
Middlebrook. Este método ha sido recomendado como la prueba de sensibilidad de
referencia frente a la cual han sido comparadas todas las pruebas de sensibilidad
desarrolladas posteriormente (251). Los factores limitantes mas importantes son el
tiempo de incubacion, de 3 a 4 semanas, y el célculo del indculo, debido a la
tendencia de M. tuberculosis a formar agregados no homogéneos. Recientemente se
ha introducido un nuevo método Hamado “E-test”, basado en la utilizacion de tiras
impregnadas de antibi6tico aplicadas directamente sobre placas de medio de cultivo.
Este método aporta la ventaja de determinar la CMI del farmaco gracias al gradiente
de concentraciones del antibidtico a lo largo de la tira. Se trata de un método sencillo,
aunque requiere cierta experiencia en su lectura y tiene un coste superior al resto de

técnicas basadas en medio sélido (10).

e Métodos basados en medios de cultivo liquidos: a partir de 1980 fue introducido

como método de analisis de sensibilidad de los aislados de M. tuberculosis el sistema
radiométrico BACTEC 460 tuberculosis, que es una version modificada del método de
las proporciones (17). Esta basado en la utilizacién de viales de cultivo, con medio 7H9
modificado, inoculados con la cepa a estudiar y conteniendo la concentracién adecuada
de antibidtico. La estandarizacion del inoculo se logra estableciendo una asociacion entre
un crecimiento y una determinada lectura radiométrica (10). Los viales de la cepa a
estudiar son leidos diariamente, interpretandose la sensibilidad y resistencia segun la
progresion de las lecturas de crecimiento respecto al control sin antibidtico. Este método
proporciona resultados en un tiempo mucho menor (5-6 dias) y diversos estudios han
demostrado que los resultados obtenidos son comparables a los resultados obtenidos con
el método de las proporciones (198), aunque presenta el inconveniente del manejo de
sustancias radiactivas y su escasa automatizacién. En los ultimos afios han aparecido
diversos sistemas no radiométricos para realizar las pruebas de sensibilidad, entre los que
se encuentran el BACTEC MGIT 960, el MB/BACT ALERT 3D y el ESP Cultura

System II. Todos ellos utilizan el medio de cultivo 7H9 modificado y el crecimiento se
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evidencia mediante la deteccion de la produccién de CO, o el consumo de O,. El mas
utilizado es el BACTEC MGIT 960, que ha demostrado una gran reproducibilidad y una
gran correlacion con el método radiométrico (17). Las ventajas principales de este

método son la incubacién automatizada y la ausencia de radiactividad en el proceso.

El analisis de sensibilidad recomendado para los farmacos de primera linea es el
analisis de dos concentraciones distintas de isoniazida y una concentraciéon de
rifampicina, etambutol y pirazinamida. Los antimicrobianos de segunda linea analizados
son capreomicina, cicloserina, etionamida, kanamicina, ofloxacino, PAS, rifabutina y
estreptomicina. El analisis de todos estos farmacos de segunda linea, a excepcion de la
cicloserina, junto con el analisis de una concentracion mas elevada de etambutol, debe
realizarse para todo aquel aislado resistente a rifampicina o resistente a dos o mas de los

farmacos de primera linea (251)

4.3.2. Métodos genotipicos para la deteccion de resistencia a firmacos de primera
linea

La deteccion de resistencia mediante el uso de métodos moleculares se ha
centrado en la identificacion de resistencias a isoniazida y rifampicina.

Resistencia a isoniazida: esta asociada fundamentalmente a la aparicion de

mutaciones en dos genes: el gen katG y el gen inhA. El primero codifica la enzima
catalasaperoxidasa, implicada en la transformacién de la isoniazida en su compuesto
activo. La mutaciéon mds frecuente en este gen afecta al codon 315, provocando un
cambio de aminoacido. El gen inhA codifica la enzima enoil ACP reductasa que participa
en la sintesis de la pared bacteriana. Las alteraciones en el codén 315 del gen katG suelen
asociarse a resistencia superior a 1 pg/ml, mientras que las vinculadas al gen inh4 suelen
ser inferiores o iguales a esta concentracion.

Resistencia a rifampicina: la resistencia a este farmaco se encuentra,

practicamente en todos los casos, relacionada con mutaciones en el gen rpoB, que
codifica la subunidad beta de la ARN polimerasa, evitandose, asi, las interferencias
causadas por la rifampicina en la transcripcién. La mayoria de las cepas tienen
alteraciones en una zona de 81 pb del gen que se conoce como region determinante de la
resistencia a la rifampicina (RDRR). Las mutaciones mas frecuentes son las que afectan

a los codones 451 y 456. Al igual que con la isoniazida, se ha observado relacion entre
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las CMIs y las mutaciones. Asi, las mutaciones de los codones 451 y 456 se asociarian a

CMlIs superiores a 32 pg/ml, mientras que las de los codones 436, 441, 443 y 447 se

vincularian a CMIs mas bajas.

La identificacion molecular de resistencias tiene como ventajas la rapidez en la

obtencion de los resultados y su independencia del crecimiento bacteriano. Los

principales métodos de identificaciéon molecular son (10):

Métodos basados en hibridacidon: LiPA (Line Probe Assay) es una técnica comercial

desarrollada para la deteccion de las principales mutaciones de resistencia a
rifampicina. Se basa en la hibridacién del ADN de la cepa problema sobre una
membrana en la que estan fijadas sondas capaces de detectar individualmente cada
una de las mutaciones mas comunes en la RDRR del gen rpoB. Por otra parte, se han
desarrollado técnicas no comerciales entre las que destacan las basadas en PCR e
hidridacién revelada por ELISA y las basadas en equipos de PCR a tiempo real. Estas
ultimas permiten la amplificacién y deteccion del producto de forma simultanea
utilizando sondas marcadas con moléculas fluorescentes. Las técnicas de PCR a
tiempo real se han aplicado en la deteccion de las mutaciones implicadas en la
resistencia a la rifampicina y a la isoniazida, tanto en aislamientos de cultivo como
directamente en las muestras clinicas. Esta ultima posibilidad ofrece expectativas para
detectar la resistencia con gran rapidez. No obstante, existen limitaciones que exigen
su perfeccionamiento, como la baja sensibilidad en las muestras con baciloscopia

negativa y la necesidad de dirigirse tan s6lo a las mutaciones concretas conocidas.

Métodos basados en la secuenciacidn: en la actualidad se considera el método de

referencia, debido a que permite conocer la secuencia concreta de un fragmento,
constatando todas las mutaciones presentes. Actualmente es aplicable inicamente a
muestras procedentes de aislamientos de cultivo. Técnicamente es algo mas compleja
que el resto de los métodos. Sin embargo, existen equipos de secuenciacién con un
alto grado de automatizacion que, aunque son costosos, permiten que estas técnicas

puedan plantearse como una alternativa real.
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4.4. DIAGNOSTICO DE LA INFECCION LATENTE POR M. tuberculosis

4.4.1. Prueba de la tuberculina

La prueba de la tuberculina se desarroll6 en el siglo XIX y hoy en dia contintia
empledndose como la técnica mas comun para la deteccion de la infeccion latente por M.
tuberculosis (147). Esta prueba estd basada en la reaccion de hipersensibilidad de tipo
retardado que se produce en un individuo infectado por M. tuberculosis cuando se le
inyecta “tuberculina”, que es un derivado proteico purificado (Purified Protein Derivative
o PPD), aunque también contiene ciertos lipidos y polisacéridos, formado por mas de 200
antigenos pertenecientes al complejo M. tuberculosis, pero que también son compartidos
por otras micobacterias (3, 9).

La tuberculina se inyecta de forma subcutanea y, si existe infeccion latente por M.
tuberculosis, las células T generadas durante la infeccién son reclutadas al lugar donde
ha sido suministrada la tuberculina, produciendo una induracién en esa zona. La reaccion
a la tuberculina comienza 5 6 6 horas después de haber sido inyectada, produciéndose la
méxima induracién a las 48 6 72 horas, siendo tras este periodo de tiempo cuando deben
leerse los resultados de la prueba (3).

Los resultados deben ser interpretados por personal sanitario cualificado y debe
comprobarse si existe induracion en la zona de inyeccién de la tuberculina y, en ese
caso, ha de medirse el diametro de ésta. La Sociedad Toracica Americana ha establecido
recomendaciones para determinar si la prueba de la tuberculina es positiva o negativa,
segun el diametro de la induracion y ciertas caracteristicas del paciente (Tabla 3).

Sin embargo, la prueba de la tuberculina presenta la limitacién de poder presentar
falsos positivos en aquellas personas vacunadas por BCG o infectadas por micobacterias
no tuberculosas. Ademas, también se han observado falsos negativos en personas
inmunodeprimidas. Otro problema afiadido es la variabilidad que existe en cuanto a la

forma de administracidn, lectura de los resultados y respuesta bioldgica (147).

28



Introduccién

Tabla 3. Recomendaciones para la estimacion de positividad en la prueba de la tuberculina (3)

Induracién 2 5 mm Induracién 2 10 mm Induracién 2 15 mm
Personas VIH-positivas Personas procedentes de paises de alta Personas sin factores de
incidencia con un tiempo transcurrido desde su riesgo para 1B

llegada < 5afos

Contactos recientes de un caso
de TB
Adictos a drogas inyectadas

Residentes y empleados de instituciones donde
existe un riesgo de transmisién elevado

Cambios fibréticos en la
radiografia de térax consistentes Personal del laboratorio de micobacteriologia

con una TB anterior

Personas con factores de riesgo para
desarrollar un TB (silicosis, diabetes melitus,
insuficiencia renal, ciertos desérdenes

. X hematolégicos etc.
Pacientes con érganos 9

transplantados y otros pacientes

inmunodeprimidos (recibiendo al Nifios < 4anos, nifios y adolescentes expuestos
el equivalente a >15mg/dia de a adultos que se encuentren dentro de las
prednisona durante >1mes categorias de riesgo

4.4.2. Métodos alternativos a la prueba de la tuberculina

Actualmente existen nuevos métodos para el diagndstico de la tuberculosis latente
basados en la medicion ex vivo del IFN-y liberado por las células T en respuesta a la
estimulacion con dos antigenos de M. tuberculosis (antigenos ESAT-6 y CFP-10) (9, 67).
Entre este tipo de ensayos, denominados IGRAs, se encuentran el T-SPOT-tuberculosis y
el QuantiFERON®-tuberculosis Gold y han demostrado ser mas especificos que la
prueba de la tuberculina, ya que no se ven afectados por la vacunacion por BCG y no
muestran reacciones cruzadas con micobacterias no tuberculosas, y en personas inmuno-
comprometidas su sensibilidad es mayor que la obtenida con la prueba de la tuberculina
(9). No obstante, ciertos estudios han sugerido que la positividad obtenida con estos
ensayos es menor que la ofrecida por la tuberculina, aunque no esté claro si esta menor
positividad se debe a una mayor especificidad o a una menor sensibilidad (67).

La mayor desventaja que presentan estos ensayos es su elevado coste; sin
embargo, en paises sin limitaciones econdmicas, su utilizacién es cada vez mayor. En
este sentido, el CDC ha recomendado que la prueba de la tuberculina sea reemplazada

por el QuantiFERON®-tuberculosis Gold y las recomendaciones britdnicas lo han
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propuesto como prueba confirmatoria para aquellos casos con prueba de tuberculina

positiva (9)
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S. MANIFESTACIONES CLINICAS, TRANSMISION Y
TRATAMIENTO DE LA TUBERCULOSIS

5.1. MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA TUBERCULOSIS

Ciertas enfermedades y condiciones fisicas que hacen que el sistema inmune se
debilite son factores que facilitan el desarrollo de la tuberculosis. Entre ellos se
encuentran: VIH/SIDA, diabetes, malnutriciéon, alcoholismo, edad avanzada,
insuficiencia renal cronica, leucemias, tumores, tratamiento con inmunosupresores,
silicosis, gastrectomia y factores hereditarios (3).

Las manifestaciones clinicas de la tuberculosis son muy variables y dependen de
un gran numero de factores, tanto de la bacteria como del hospedador. Existen una serie
de sintomas de naturaleza sistémica, que son independientes del 6rgano o tejido infectado
y que engloban: fiebre, pérdida de apetito, pérdida de peso, debilidad, sudoracién
nocturna y malestar general (3). Todos ellos son sintomas comunes a otras enfermedades
y dificultan, por tanto, el diagnéstico de la tuberculosis. En ocasiones la tuberculosis es
asintomatica, descubriéndose de forma casual o mediante el estudio de contactos de un
enfermo tuberculoso (18)

Existen diferentes tipos de tuberculosis dependiendo de su localizacién
anatOmica:

e tuberculosis pulmonar: es la forma mas comUn de tuberculosis en un adulto

inmunocompetente. El sintoma principal es la tos y, conforme avanza la enfermedad
y como resultado de la inflamacién y necrosis del tejido, se produce el esputo, que es
clave para el diagndstico de la enfermedad. Puede estar asociada a dolor pleural,
como resultado de la inflamacion del parénquima pulmonar adyacente; la disnea no
es un sintoma muy frecuente, aunque la tuberculosis puede provocar, sin embargo, un
fallo respiratorio severo (3).

En un paciente con tuberculosis primaria (resultado de una infeccidn reciente) las
anomalias radioldgicas mas frecuentes son: 1) infiltrado parenquimatoso en campos
medios o inferiores, con frecuencia asociado a adenopatias hiliares homolaterales, 2)
adenopatia hiliar o paratraqueal que provoca en ocasiones atelectasia por compresion

y 3) patrén miliar, que corresponde a la forma mas grave y que es la expresion de la
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diseminaciéon hematdgena, habitualmente silente, que ocurre durante la
primoinfeccidn, siendo mas frecuente en nifios de corta edad o en pacientes
inmunodeprimidos. En estas formas clinicas a menudo no se consigue el diagnodstico
bacteriologico, porque suelen estar asociadas a lesiones cerradas con menor
poblacién bacilar, siendo la radiologia y una prueba de la tuberculina positiva las
claves para identificarla (18).

En la tuberculosis pulmonar postprimaria, que es aquella que se desarrolla como
resultado de una reactivacion endogena de una infeccion latente adquirida afios antes,
la localizacién mas frecuente de las lesiones es en los segmentos apicales y
posteriores de los 16bulos superiores, y apicales de los 16bulos inferiores de uno o
ambos pulmones. Las formas radiologicas son muy diversas, pudiendo observarse
cualquier patron radioldgico; sin embargo, lo mas frecuente es la presencia de un
infiltrado a menudo cavitado unilateral o bilateral. La cavitaciéon es debida a la
necrosis caseosa y es el signo mas evocador de tuberculosis, pero en absoluto
exclusivo. En la tuberculosis pulmonar cavitada, la bacteriologia del esputo o del
broncoaspirado es casi siempre positiva, siendo, por tanto, la forma mas contagiosa

de la enfermedad (18).

e tuberculosis extrapulmonar: es una forma menos comun de la enfermedad; su

diagndstico presenta mayores dificultades que la tuberculosis pulmonar, ya que afecta
a zonas que son menos accesibles y donde, ademas, se requiere una menor cantidad
de bacilos para causar un dafio mucho mayor. Todo esto hace que la confirmacion
bacterioldgica sea menos frecuente (166).

Existen diversas formas de tuberculosis extrapulmonar, aunque las mas
relevantes son las detalladas a continuacion (166):

- tuberculosis miliar o diseminada: es el resultado de una diseminacién
masiva del bacilo de la tuberculosis por el torrente sanguineo. Los nifios no
vacunados, los ancianos y las personas inmunodeprimidas son mas susceptibles a esta
forma de tuberculosis. Los sintomas son inespecificos ¢ incluyen fiebre, anorexia y
pérdida de peso, aunque, dependiendo del organo, afectado pueden aparecer otros
sintomas mas especificos.

- tuberculosis pleural: es la forma mas comin de tuberculosis extrapulmonar.

En la mayoria de los casos se produce varios meses después de la infeccion primaria
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y los sintomas son fiebre, tos seca, disnea y dolor toracico. La prueba de sensibilidad
a la tuberculina (TST) puede ser negativa en el momento del diagnostico y volverse
positiva durante el tratamiento con antituberculosos.

- tuberculosis ganglionar: es la segunda forma mas comun de tuberculosis
extrapulmonar en pacientes VIH-negativos y la mas comun en VIH-positivos y
enfermos de SIDA. La localizacion preferente es la cadena ganglionar cervical.
Primeramente, los ganglios crecen de forma lenta y no causan dolor, pero después el
volumen de éstos aumenta, tienden a fusionarse y suelen formarse fistulas. La prueba
de la tuberculina suele ser muy positiva, excepto en pacientes inmunodeprimidos.

- tuberculosis en el Sistema Nervioso Central: presenta dos formas basicas,
meningoencefalitis y tuberculoma intracraneal. La frecuencia de meningoencefalitis
ha disminuido mucho desde que se introdujo la vacunacién con BCG, aunque ha
aumentado en adultos jovenes con VIH/SIDA. Los sintomas incluyen apatia, letargia,
fiebre y transtornos mentales como irritabilidad, dificultad de comprension,
alteraciones de la personalidad, desorientacion y confusién mental. También se han
observados otros sintomas como vértigo, vomitos y migrafia.

- Otras localizaciones extrapulmonares: se han observado diversas formas de
tuberculosis extrapulmonar. Entre ellas, las mas comunes son la tuberculosis
genitourinaria, renal y osteoarticular, aunque también existen formas menos
comunes, como tuberculosis cutanea y ocular, que suelen ser consecuencia de
inoculacion accidental, o tuberculosis del tracto digestivo, que suele producirse tras la

ingestion de alimentos contaminados.

5.2. TRANSMISION Y DESARROLLO DE LA TUBERCULOSIS

La tuberculosis se transmite de una persona a otra a través de microparticulas

aerosolizadas de una a cinco micras de diametro que contienen bacilos del complejo M.

tuberculosis. Estas particulas son exhaladas por personas con tuberculosis pulmonar o

laringea al toser, estornudar, hablar o cantar. También pueden generarse en

procedimientos que conduzcan a la formacion de aerosoles, como induccion de esputo,

broncoscopias y durante la manipulacidon de tejidos infectados o procesamiento de

muestras en un hospital o laboratorio. El didmetro reducido de estas microparticulas

33



Introduccién

favorece su persistencia prolongada en el aire y, una vez inhaladas, pueden alcanzar los

alvéolos pulmonares, donde los bacilos de M. tuberculosis se replican. (3).

Hay cuatro factores que determinan la probabilidad de transmision de M.
tuberculosis:
1) Numero de bacilos expulsados al aire
2) Concentracion de estos bacilos en el aire, que viene determinada por el espacio y
ventilacion de la habitaciéon
3) Tiempo de exposicion

4) Estado inmunologico del individuo expuesto

Existen una serie de medidas que ayudan a reducir el nimero de bacilos de
tuberculosis presentes en el aire de una habitacion, como son la ventilacién, la radiacidn
con luz ultravioleta y la utilizacion de mascarillas con un tamafio de poro adecuado en
pacientes baciliferos durante el periodo anterior a la negativizacion del esputo mediada
por la terapia (3).

Una vez que un individuo se ha contagiado con el bacilo de tuberculosis, la
naturaleza de su respuesta inmune determinaré si la infeccion progresa o es contenida.
Aquellas personas capaces de desarrollar una respuesta inmune eficaz para contener los
bacilos de tuberculosis desarrollaran una infeccion latente por un periodo de tiempo
indeterminado. El riesgo de progresar hacia la forma clinica de la enfermedad es mas alto
durante los primeros tres a cinco afios tras la infeccion, especialmente en personas
inmunodeprimidas. Segin esto, la enfermedad puede tener lugar durante la fase inicial de
la infeccion (tuberculosis primaria), debido a una infeccion con una carga bacilar
elevada, elevada patogenicidad/virulencia por parte de la bacteria y/o factores que
disminuyen la respuesta inmune del hospedador. En este caso, la enfermedad se
desarrollaria transcurridos unos meses tras la infeccion. La otra forma de enfermedad es
la llamada tuberculosis postprimaria, que se produce después de que haya transcurrido un
periodo prolongado tras la fase inicial de infeccion y suele deberse a una ruptura en el
equilibrio entre la bacteria y el sistema inmune del hospedador en aquellos individuos

con una tuberculosis latente (166).
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5.3. TRATAMIENTO DE LA TUBERCULOSIS

El primer agente antituberculoso efectivo descubierto fue la estreptomicina en
1944, cuyo inconveniente era la facilidad de adquisicién de resistencias frente al mismo.
Con el fin de minimizar esta limitacion, en 1950 fue introducida la terapia combinada
con estreptomicina y PAS. En 1952, la isoniazida fue afiadida a esta terapia combinada,
lo que increment6 notablemente la eficacia del tratamiento, aunque aun seguian siendo
necesarios periodos prolongados de administracion (18-24 meses), con inyecciones
dolorosas y efectos secundarios, lo que dificultaba mucho la adherencia al tratamiento
por parte de los pacientes. En 1960, el PAS fue sustituido por el etambutol y a finales de
esta década fue descubierta la rifampicina, que permitié pasar a un tratamiento por via
oral y de tan s6lo nueve meses de duracion (163). Finalmente, en 1980, se introdujo la
pirazinamida, que permitid reducir la duracion del tratamiento a seis meses (166).

El objetivo del tratamiento antituberculoso no es soélo curar al paciente y
prevenirle de una recaida, sino que también se pretende conseguir que el paciente deje de
ser infeccioso lo antes posible, romper la cadena de transmision y evitar la aparicidn de
resistencias. En el tratamiento de la tuberculosis hay que tener en cuenta, por tanto, que
es necesaria la administracion de mas de un farmaco al que el microorganismo haya
mostrado susceptibilidad, ya que la utilizacion de un numero insuficiente de los mismos
lleva asociada la seleccion de mutantes resistentes. En la mayoria de las situaciones
clinicas es necesaria la utilizacién de, al menos, tres farmacos, los cuales deben incluir
antibiéticos altamente bactericidas (destruccion de bacilos en estado de crecimiento
activo) y otros con alta capacidad esterilizante (destruccion de bacilos en estado
persistente, con crecimiento lento) (18).

El farmaco con mayor capacidad bactericida es la isoniazida, seguida de la
rifampicina, la pirazinamida y la estreptomicina. Los farmacos con mayor capacidad
esterilizante son la pirazinamida y la rifampicina; mientras que la isoniazida ofrece una
escasa capacidad esterilizante (18). Teniendo en cuenta estas consideraciones, los
regimenes de tratamiento actuales se dividen en una fase intensiva inicial de dos meses
de duracidn, en la cual los tres firmacos se administran conjuntamente y, en ocasiones,
junto a un cuarto farmaco, generalmente etambutol, y una fase de continuacion de cuatro
meses de duracion, donde se administra isoniazida y rifampicina (163). En la fase

intensiva del tratamiento, la isoniazida es responsable de la eliminacion del 95% de los
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bacilos durante los dos primeros dias de tratamiento y su actividad bactericida es
sustituida por la rifampicina y la pirazinamida segiin avanza esta fase inicial. En la fase
de continuacion con isoniazida y rifampicina, la rifampicina es el unico farmaco efectivo
contra aquellos bacilos que se encuentran en estado de latencia (150).

Ademas de los farmacos considerados como antituberculosos de primera linea en
el tratamiento de la tuberculosis (isoniazida, rifampicina, pirazinamida, etambutol y
estreptomicina), se dispone de farmacos de segunda linea (amikacina, kanamicina,
capreomicina, PAS, cicloserina, etionamida, protionamida y varias fluoroquinolonas)
(166), que suelen utilizarse en los casos de tuberculosis resistente, aunque son farmacos
menos efectivos, con un coste mas elevado, mayores efectos secundarios asociados y que

requieren periodos de tratamiento mas prolongados (de nueve meses a un afio) (163).

S.4. VACUNAS CONTRA LA TUBERCULOSIS

La tnica vacuna disponible actualmente para la tuberculosis es el Bacilo de
Calmette Guerin (BCQG), constituida por una cepa viva atenuada de M. bovis aislada por
primera vez por Calmette y Guerin de una vaca con tuberculosis. Esta cepa fue
subcultivada sucesivamente en el laboratorio y, al cabo de trece afios, se observd que
habia perdido su virulencia. La vacuna con BCG fue aplicada por primera vez en
humanos en 1921 y actualmente se estima que mas de un billon de personas la han
recibido (http://www.who.int/vaccine research/diseases/ari/en/index4.html#vaccine).

BCG protege frente a formas severas de tuberculosis en nifios, incluyendo
tuberculosis miliar y meningitis tuberculosa, aunque la eficacia de su proteccion es
menor en adultos y adolescentes y varia mucho de unas regiones geograficas a otras.
Ademas, se han documentado casos de tuberculosis en inmunodeprimidos vacunados con
BCG. Las razones que explican la reducida eficacia de esta vacuna son las diferencias
existentes en el estado inmunologico del hospedador, diferencias en las diferentes cepas
de BCG utilizadas para preparar la vacuna en los distintos paises, y factores nutricionales
y socio-economicos de las distintas poblaciones. Sin embargo, debido a la proteccion que
ofrece frente a las formas mas severas de tuberculosis infantil, la OMS continiia

recomendandola en el calendario de vacunacién de paises con alta incidencia y
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prevalencia de tuberculosis. Actualmente la vacunacion con BCG es obligatoria en 64
paises (166).

Recientemente, se han generado nuevas cepas de BCG, que han sido modificadas
genéticamente para sobreexpresar un determinado antigeno o estimular la produccién de
una determinada citoquina, y que podrian ser candidatas a nuevas vacunas contra la
tuberculosis, aunque las diferencias entre las cepas BCG usadas por los distintos
laboratorios para construir estas nuevas vacunas pueden provocar diferencias en la
respuesta inmune que generan
(http://www.who.int/vaccine_research/diseases/ari/en/index4.html#vaccine).

En los ultimos afios, la anotacion del genoma completo de M. tuberculosis junto
con el desarrollo de nuevas técnicas de analisis genomico han proporcionado un nuevo
marco para el desarrollo de nuevas vacunas contra la tuberculosis basadas en la
inactivacion de genes relevantes en la virulencia del bacilo. En este sentido, se ha llevado
a cabo la generacion de mutantes atenuados de M. tuberculosis como nuevos candidatos
a posibles vacunas contra la tuberculosis (8). Uno de estos mutantes es el mutante SO2,
que ha demostrado ser mas atenuado que BCG y conferir una inmunidad equivalente a
esta ultima en modelo murino y superior en ensayos con cobayas (140). Estudios
adicionales ayudaran a asegurar la eficacia de estos nuevos mutantes como vacunas
contra la tuberculosis y a demostrar su elevado nivel de proteccion en los distintos

individuos.
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6. EPIDEMIOLOGIA DE LA TUBERCULOSIS

INCREMENTO DE LA TUBERCULOSIS Y ANALISIS DE LOS FACTORES
IMPLICADOS

La tendencia decreciente en el nimero de casos de tuberculosis que se habia
registrado en los paises industrializados entre 1950 y 1980, gracias a los programas de
control de la tuberculosis y a la introduccion de los nuevos farmacos desarrollados para
su tratamiento, comenzo6 a cambiar a partir de 1985, tanto en Europa como en Estados
Unidos (116) (149). Las principales causas de este cambio fueron dos: la pandemia del
VIH, que provocd que un gran nimero de personas que tenian una infeccion latente por
M. tuterculosis desarrollasen la enfermedad (116), y la falta de solidez de los programas
de cortrol de la tuberculosis en estos paises, que consideraban que la enfermedad estaba
practicamente eliminada. Al no existir un sistema de seguimiento y vigilancia adecuado,
los pacientes abandonaban el tratamiento o no lo cumplian correctamente (48) (39).

Otros factores sociales, como el aumento de la mendicidad derivado del
empecramiento de las condiciones econémicas, el alcoholismo y el abuso de sustancias
inyectidas por via parenteral en ciertas subpoblaciones, también contribuyeron al
incremento en el nimero de casos de tuberculosis, debido a la dificultad para asegurar un
buen cumplimiento del tratamiento en estos grupos sociales (39). Este fallo terapéutico
llevé asociado un aumento en el numero de casos de tuberculosis resistente y
multiresistente (116, 149). En Europa del Este, principalmente en los paises miembros
de la antigua Unién Soviética, es donde se produjo un mayor aumento de los casos de
tubercilosis multirresistente, que posteriormente fueron exportados a Europa Occidental
debidc a la inmigracidon desde estas regiones, como resultado de la crisis socio-

economica (149).

6.1. Brotes de Tuberculosis

En determinadas regiones, la existencia de brotes ha conllevado asimismo
situacones que han resultado en un incremento de las tasas de tuberculosis. En 1992
tuvo lugar en Estados Unidos un brote de tuberculosis multirresistente que afecté a mas
de 10( personas en 21 hospitales de la ciudad de Nueva York, de los cuales el 82% eran

pacientes coinfectados con el VIH (154). Este brote fue causado por una unica cepa de
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M. tuberculosis y sus variantes clonales, que eran resistentes a los cuatro farmacos de
primera linea y a algunos de segunda linea. Esta cepa se denominé W y se vio que habia
sido responsable de dos brotes documentados anteriormente en uno de los hospitales de
esta ciudad y en la prision del Estado de Nueva York, respectivamente (5, 221). La cepa
W llegd a ser endémica en el Estado de Nueva York, donde provocé més de 350 casos, y
posteriormente se extendid a otros Estados y a Puerto Rico. Las tasas de mortalidad
debidas a la infeccion por dicha cepa fueron superiores al 80% (7).

En esta década de los 90 también surgieron casos de tuberculosis multirresistente
en pacientes coinfectados con VIH en hospitales y prisiones de otros paises (60, 153,
172, 182). La coinfeccion tuberculosis-VIH hace que la progresion hacia la forma clinica
de la enfermedad sea rapida y si las medidas de control son escasas, la transmision entre
pacientes con VIH/SIDA puede provocar una rapida diseminacion de una misma cepa
MR (154). Durante esta €época, en muchas instituciones no habia facilidades para el
aislamiento de los pacientes con tuberculosis, produciéndose condiciones de
hacinamiento que aumentaban la transmision de la enfermedad. Ademas, en muchos
casos, el tratamiento suministrado a estos casos de tuberculosis multirresistente era
inadecuado y la tasa de cumplimiento del mismo en los enfermos coinfectados con el
VIH era baja. Todas estas circunstancias hicieron que los hospitales y otras instituciones
no estuviesen preparados para hacer frente al incremento tan dramatico de la tuberculosis
en esta poblacion (153).

Debido a los grandes brotes producidos, las medidas de control y tratamiento de
la tuberculosis en los paises industrializados se reforzaron, principalmente en aquellas
comunidades con un alto riesgo para la infeccion por tuberculosis, y su incidencia
comenzd a disminuir (145). En Estados Unidos y en los paises miembros de la Union
Europea esta tendencia decreciente se ha mantenido a los largo de los ultimos afios (42,
111), mientras que en muchos paises en vias de desarrollo de Africa, Asia y América
Latina, la tuberculosis continta siendo una amenaza para el sistema de Salud Publica, ya
que las tasas de incidencia continuan siendo muy altas, poniéndose de manifiesto que el
numero de casos de tuberculosis estd obviamente relacionado con la situacién econdémica

del pais (166).
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6.2. Tuberculosis e inmigracion

A pesar de la tendencia decreciente en el nimero de casos de tuberculosis
detectada en las Ultimas décadas en los paises industrializados, debida principalmente al
control de la infeccion por el VIH en estos paises, el aumento en el nimero de casos de
tuberculosis entre la poblacién inmigrante ha producido una desaceleracion de dicha
tendencia (42, 111, 145, 180). Esta poblacion inmigrante procede principalmente de
regiones donde la incidencia de tuberculosis es elevada y, como consecuencia de la
inestabilidad econémica y politica existente en sus paises de origen, se ven forzados a
emiigrar a otras regiones con una situaciéon econémica mas favorable (180).

En Estados Unidos el 57% de los casos nuevos de tuberculosis se detectan entre
la poblacién extranjera y, dentro de esta poblacion, el mayor nimero de casos se observa
entrre los inmigrantes procedentes de Africa Subsahariana y el Sureste de Asia. Ademas,
los mayores porcentajes de resistencia a isoniazida corresponden a las poblaciones
prorcedentes de Vietnam (20%) y Peru (18%) (42).

En la Unién Europea los casos de tuberculosis en poblacion extranjera alcanzan el
20%, variando desde un 40 a un 100% en los distintos paises. El mayor porcentaje de
caswos de tuberculosis se observa igualmente en inmigrantes procedentes de Asia y Africa,
aumque también se ha registrado un porcentaje importante (7%) de casos de tuberculosis
entire los inmigrantes procedentes de paises miembros de la antigua Unién Soviética.
Estios paises de Europa del Este poseen también tasas muy altas de tuberculosis
muliltitresistente, que oscilan entre el 10 y el 21% de los casos (111). El incremento en los
caswos de tuberculosis multirresistente y tuberculosis extremadamente resistente en los
paisses de Europa Occidental estd asociado mayoritariamente a casos extranjeros
prorcedentes de estas regiones (80).

El mayor riesgo de desarrollo de la enfermedad entre la poblacién inmigrante
tieme lugar durante los primeros afios tras su llegada al pais receptor (132) (61) (164) y el
riessgo de poseer una infeccion latente por M. tuberculosis es mayor entre los inmigrantes
de tedlad mas avanzada, ya que el tiempo de exposicion a la tuberculosis en su paises de
origgem ha sido mayor (42). Ciertos factores, como déficit en la alimentacion, estrés y
comdiiciones de vida precarias, son habituales en los primeros afios de entrada de la
pobolacion inmigrante en el pais receptor (100, 164), haciendo que aumente la

vulinerrabilidad a la enfermedad por el efecto que dichos factores tienen en el sistema
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inmunoldgico (164). Ademas, la dificultad para acceder al sistema de salud publica de los
inmigrantes que se encuentran en situacion ilegal aumenta el riesgo de que, al desarrollar
la enfermedad, el caso de tuberculosis no sea notificado a los sistemas de Salud Publica
(29)

Aunque, en la mayoria de los casos, la tuberculosis en la poblacion inmigrante se
debe a una reactivacion endogena de una infeccion adquirida en sus paises de origen, la
reinfeccién exdgena puede ser responsable de hasta el 20% de los casos en algunas
poblaciones, segin han demostrado estudios recientes de epidemiologia molecular (19,
96, 169). La enfermedad predomina en varones jovenes, ya que son los que se encuentran
ligados al fenomeno migratorio, siendo la localizacién pulmonar la mas frecuente. La
coinfeccion tuberculosis-VIH es menos habitual, excepto en aquellas poblaciones que
proceden del Africa Subsahariana, donde la incidencia del VIH es muy elevada (73).

A pesar de que existe cierta controversia, por sus posibles connotaciones
discriminatorias, el chequeo para la deteccion de tuberculosis en la poblacion inmigrante
en el momento de su llegada al pais receptor es una practica comun en Europa,
Norteamérica y Australia (36). Ademas, se ha propuesto como especiclmente
recomendable diagnosticar y tratar la infeccion tuberculosa latente en la poblacion
inmigrante procedente de zonas donde la incidencia de tuberculosis es elevada (42. 100)

El impacto que la poblacién inmigrante tiene en la poblacion autdéctona en
relacidn con la transmisién de la tuberculosis varia segin los estudios, ya que mientras
que algunos autores han puesto de manifiesto que la inmigraciéon no tiene ninguna
influencia en la transmision de la tuberculosis en la poblacién autoctona (61), otros
autores han demostrado que existe una gran permeabilidad en dicha transmision entre

ambas poblaciones (12, 31, 71).

6.3. Cepas prevalentes y factores de riesgo asociados a su transmisién

La cepa W, anteriormente comentada y responsable de un gran niimero de casos
en Estados Unidos, pertenece a una familia de cepas de M. tuberculosis muy conservada
genéticamente y ampliamente distribuida por todo el mundo denominada familia W-
Beijing. Su nombre se debe a que inicialmente se identific6 como predominant: en la
zona de Pekin (Beijing) en China (responsable del 92% de los casos), aunque,
posteriormente, muchos estudios han demostrado que es comun en otras zonas (Asia,

Texas, Estonia y Cuba, entre otras (102)). Ademas, ha estado implicada en grandes brotes
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de tuberculosis, como el descrito en Nueva York (154), o el de la isla de Gran Canaria,
donde en 1996 la cepa mas comun aislada en esta isla pertenecia a la familia Beijing, a
pesar de su baja prevalencia en el resto de Espaiia (44). Inicialmente, se considerd que
esta familia estaba asociada a una mayor tendencia a desarrollar resistencia o
multirresistencia. Sin embargo, a pesar de que diversos estudios han demostrado una
relacion significativa entre la familia W-Beijing y la resistencia a farmacos (27, 70, 128),
otros autores, por el contrario, no han observado una mayor resistencia entre estas cepas
comparadas con el resto de las cepas aisladas en las mismas regiones (44, 57).

En cuanto a los factores de riesgo asociados a la infeccion por la familia Beijing,
un estudio realizado en Vietnam encontr6 una asociacion entre la edad y la infeccion por
estas cepas (16) y estudios recientes realizados en Sudafrica han demostrado una estrecha
asociacion entre la infeccion por cepas pertenecientes a esta familia y la infeccion por
VIH en esta region (148). A pesar de todo, la amplia distribucion internacional de esta
familia, junto a su frecuente implicacion en brotes, sugiere que estas cepas poseen una
mayor capacidad de diseminacioén (102).

Ademas de la familia W-Beijing, otras cepas han sido asimismo destacadas por
su elevada prevalencia en determinadas regiones. Una de estas es la cepa C, sensible a
antituberculosos, ampliamente distribuida en Nueva York desde los afios 90 y cuya
infeccion estd asociada con el abuso de sustancias inyectadas por via parenteral (154),
siendo una de las cepas mas frecuentemente aislada en esta ciudad en poblacion indigente
y VIH-positiva entre los afios 2001 a 2004 (134). En el Reino Unido la cepa CH fue la
responsable de un brote que afectd a 235 escolares en Leicester en el afio 2000, debido a
un mal establecimiento de las medidas de vigilancia, tratamiento y control de la
tuberculosis (239). Otros ejemplos de cepas prevalentes en determinadas zonas son la
cepa Harlingen en Holanda, cepa asociada a poblacion autoctona o de Surinam (123,
229); la cepa MTZ en Zaragoza, cepa sensible sin factores de riesgo asociados a su
transmisiéon (133), y la cepa responsable del denominado Cluster 2 de Dinamarca,
asociada a hombres jovenes nacidos en Dinamarca (131). Algunos autores han sugerido
que la alta prevalencia de estas cepas aisladas en determinadas regiones podria ser debida
a que poseen una mayor virulencia y transmisibilidad (133, 154), particularmente en
aquellos casos en los que las caracteristicas de los pacientes afectados no pudiesen

explicar el motivo de su elevada prevalencia (133).
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7. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE LA TUBERCULOSIS

La Epidemiologia Molecular surge al integrar la Biologia Molecular, la Medicina
Clinica, la Estadistica y la Epidemiologia (144). En esencia, esta disciplina esta dirigida a
estudiar el papel que juegan factores de riesgo ambientales y genéticos en la etiologia de
la enfermedad y en su distribucion en la poblacion. En relacion con las enfermedades
infecciosas, la Epidemiologia Molecular utiliza una aproximacion multidisciplinar para
identificar los factores causantes de la enfermedad, su propagacion /diseminacién y su
distribucion, lo cual se lleva a cabo principalmente mediante una asociacién de las
caracteristicas epidemioldgicas con los rasgos genotipicos de los aislados clinicos (144).

El entendimiento de la transmision de la tuberculosis mejord notablemente
gracias a la introduccion de las técnicas de genotipado a principios de los afios 90,
cuando una amplia variedad de marcadores genéticos para M. tuberculosis fueron
identificados (127). Los métodos utilizados hasta entonces para la identificacion de cepas
se basaban en la morfologia de las colonias, velocidad de crecimiento, sensibilidad a
determinados antibidticos y tipado mediante la utilizacién de fagos. Todos estos métodos
resultaban imprecisos y no aportaban un poder de resolucion suficiente para ser
utilizados en el estudio de la epidemiologia de la tuberculosis (144).

Sin embargo, de todos los marcadores genéticos identificados, s6lo un numero
reducido de ellos demostraron tener una capacidad de discriminacion y una
reproducibilidad suficientes para ser implementados a gran escala (126, 127). El
principio de la era genomica en el estudio de la tuberculosis comenzaria en 1998 con la
publicacion del genoma completo de la cepa de laboratorio H37Rv (51). A pesar de que
el genoma del complejo M. tuberculosis esta altamente conservado en relacion con el de
otros patogenos bacterianos, se han observado regiones con polimorfismos genéticos,
algunos de ellos consistentes en secuencias monoméricas repetidas periddicamente y que
comunmente se denominan repeticiones en tindem de numero variable o VNTRs
(Variable-number tandem repeats) (144).

En general, a la hora de elegir el marcador molecular adecuado para realizar un
estudio de epidemiologia molecular de la tuberculosis en una poblacidn determinada, hay
que tener en cuenta la estabilidad del marcador y la variabilidad genética de las cepas de

M. tuberculosis en esa poblacién. La tasa de cambio del marcador genético debe ser lo
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suficientemente rapida como para distinguir entre cepas no relacionadas
epidemiolégicamente y lo suficientemente lenta para permitir agrupar aquellos casos
relacionados epidemioldgicamente (144). El poder de discriminaciéon de un marcador
genético se considera adecuado cuando la probabilidad de considerar idénticas dos cepas
no relacionadas es inferior al 5% (indice de diversidad de Simpson). Ademas, el método
de genotipado elegido deber ser, preferiblemente, un método rapido, facil, reproducible y

de bajo coste.

7.1. PRINCIPALES TECNICAS DE GENOTIPADO DE M. tuberculosis

7.1.1.IS6110-RFLP

En 1993 este método fue adoptado como el método de genotipado estandar para
el complejo M. tuberculosis (225) Esta técnica esta basada en la variabilidad que existe
dentro del complejo M. tuberculosis tanto en el nimero, como en la posicion dentro del
genoma de la secuencia de insercion IS6110. En esta técnica, el cromosoma de M.
tuberculosis es digerido con la enzima de restriccion Pvu 11, los fragmentos de restriccion
son separados mediante electroforesis en gel de agarosa e hibridados con una sonda cuya
secuencia es complementaria a IS6110. Los fragmentos de restriccién generados que
contienen esta secuencia de insercion son detectados por quimioluminiscencia (Figura 6).
El desarrollo de programas para el analisis de los patrones de RFLP ha permitido
establecer comparaciones entre los patrones de los aislados clinicos de los distintos
laboratorios y se han creado bases de datos de genotipos tanto a nivel nacional como
internacional (107, 127, 209, 226).

La principal ventaja del IS6110-RFLP es su elevado poder de discriminacion y
una estabilidad biologica adecuada para los estudios de transmisién. Ademads, al ser una
técnica ampliamente utilizada, existe una gran cantidad de genotipos disponibles para
realizar comparaciones. Sin embargo, esta técnica presenta las siguientes limitaciones:
requiere una gran cantidad de ADN purificado, implica un procedimiento lento y
laborioso, requiere personal cualificado tanto para su realizacion como para la
interpretacion de los resultados (Figura 7), existe cierta subjetividad a la hora de asignar
los genotipos y ofrece un bajo poder de resolucion entre las cepas con un niimero bajo de

copias de IS6110.
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Figura 6. Esquema metodoldgico de la técnica IS6//0-RFLP
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7.1.2. Spoligotipado

Esta técnica de genotipado basada en PCR fue desarrollada en 1997 por
Kamerbeek y cols. (121) y analiza el polimorfismo en la secuencia RD (repeticiones
directas) del complejo M. tubereulosis. La region RD consta de repeticiones directas
separadas por espaciadores de secuencia unica (43 espaciadores han sido descritos para el
complejo M. tubereulosis). El producto de la amplificacion por PCR de esta region es
hibridado con una membrana que contiene inmovilizados 43 oligonucledtidos de
secuencia complementaria a las secuencias de los 43 espaciadores (Figura 8). La
presencia o ausencia de cada uno de estos espaciadores es determinada por
quimioluminiscencia (Figura 9), estableciéndose asi un genotipo para cada cepa que
puede representarse en forma de cddigo binario. El Spoligotipado ha sido utilizado
principalmente como técnica de genotipado de segunda linea para analizar aquellos
aislados de M. tubereulosis con menos de seis copias de IS6110 y para estudios de

filogenia, ya que permite diferenciar entre familias genéticas de cepas.

Figura 8. Esquema metodologico de la técnica de Spoligotipado.
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La principal ventaja de esta técnica es que, al estar basada en PCR, requiere

pequenas cantidades de ADN, el cual no es necesario que esté¢ purificado. Ademas, es
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una técnica mas rapida y sencilla que el IS6110-RFLP en la que los resultados se
representan en forma numérica, lo que permite una comparacion sencilla de datos entre
los distintos laboratorios. La gran desventaja de esta técnica de genotipado es su bajo
poder de discriminacidén, ya que analiza una unica region del cromosoma de M.
tubereulosis.

Se dispone de una base de datos intemacional de Spoligotipos denominada, en su
ultima versidon, SpolDB4, que contiene un total de 39.295 patrones pertenecientes a
aislados de 122 paises que se agmpan en 1939 Spoligotipos compartidos y que permite
determinar la familia fillogenética a la que pertenece una determinada cepa de M.

tubereulosis (38).

Figura 9. Imagenes de spoligotipos de aislados clinicos de MTBC
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7.1.3. MIRU-VNTR

En 1997 Supply y cols, observaron que el genoma de M. tubereulosis poseia un
elevado numero de secuencias repetitivas de DNA, de entre 40 y 100 pb, a las que
denominaron MIRU. La secuencia de nucleotidos de estas repeticiones es constante, pero
las distintas cepas varian en el numero de repeticiones que poseen en cada locus de
MIRU (212). Esta técnica se basa en la amplificacion mediante PCR de los distintos loci
de MIRU utilizando parejas de primers que flanquean dichas regiones. Mediante el
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analisis del tamano de los fragmentos de amplificacion obtenidos, se asigna el numero de
repeticiones que existe en cada uno de los loci (Figura 10). Los resultados son expresados
en forma de un c6digo numérico que hace referencia al numero de repeticiones existente

en cada uno de los loci analizados.

Figura 10. Esquema metodoldgico de la técnica MIRU-VNTR
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De los 41 loci de MIRU identificados, inicialmente se seleccionaron 12 para el
genotipado de de M. tubereulosis, denominandose a este conjunto de loci MIRU-12
(211). Sin embargo, se observd que el poder de discriminacion de MIRU-12 era inferior
al de IS6110, excepto en aquellos aislados con un numero reducido de copias de IS6110
(94, 120, 152, 187). Actualmente, un nuevo conjunto de 15 loci de MIRUs (MIRU-15),
compuesto por 6 de los loci de MIRU-12 mas 9 loci nuevos han sido propuestos como la
nueva técnica de referencia para el genotipado de M. tubereulosis (210), ya que ha
demostrado un poder de discriminacidon semejante al de la técnica IS6110-RFLP y ha
resultado ser una herramienta util para estudios de transmision de la tubereulosis (162)
(11, 13). Junto a este conjunto de 15 loci, un juego de 24 loci ha sido propuesto como
herramienta molecular de alta resolucion en estudios filogenéticos (210). Ademas, la
técnica MIRU-VNTR es un método rapido, sencillo, reproducible y que permite obtener
resultados a partir de pequenas cantidades de ADN sin purificar. Recientemente se ha
creado una base de datos intemacional denominada MIRU-VNTRplus para facilitar el

analisis y la comparacion de resultados (14).
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7.2. APLICACIONES DE LAS TECNICAS DE GENOTIPADO DE M. tuberculosis

7.2.1. Epidemiologia molecular: Estudio de las dindmicas de transmisiéon de M.
tuberculosis

Las técnicas de genotipado establecen como casos en “cluster” al conjunto de dos
o mas casos de tuberculosis cuyos aislados presentan un genotipo idéntico. En general,
los casos en cluster son considerados miembros de una cadena de transmisidn reciente.

Inicialmente, estas técnicas fueron aplicadas en el estudio de brotes de
tuberculosis en determinadas regiones (54, 146, 222), permitiendo la identificacién de
casos relacionados que no se habian sospechado inicialmente (146).

Posteriormente, el uso de estas herramientas moleculares se ha extendido al
analisis de cadenas de transmisidn y se han realizado amplios estudios de epidemiologia
molecular en diferentes regiones del mundo (12, 49, 64, 131, 201, 232), identificindose
un alto porcentaje de casos en cluster, que oscila del 40%, en zonas de baja incidencia de
tuberculosis (49, 131, 201, 229), al 70% en zonas donde la incidencia es elevada (232).
Por ultimo, gracias a las técnicas de genotipado, se han revelado fendmenos de
transmisidn reciente entre contactos esporadicos fuera de los contextos habituales de
transmision (28, 158).

Al analizar la informacion molecular conjuntamente con los datos
epidemiolégicos, se identifica un cierto grado de discrepancia y uUnicamente en un
porcentaje reducido de los casos en cluster se logra identificar el nexo epidemioldgico
(21, 33,71, 108, 118, 194). Tan sélo en aquellos estudios en los que se ha llevado a cabo
un analisis mas refinado, ha logrado incrementarse el porcentaje de clasteres con nexos
epidemioldgicos probados (23, 141, 200, 223, 240). Por Gltimo, en algunas situaciones,
determinados clusteres corresponden a la presencia de cepas prevalentes en una
determinada regiéon a lo largo del tiempo y no estan asociados a un fendmeno de

transmision reciente (72, 134).

7.2.2. Caracterizacion de recurrencias

En la infeccién por M. tuberculosis se denomina recurrencia al desarrollo de un
nuevo episodio de tuberculosis después de un episodio previo, el cual habia sido

considerado clinicamente curado (144).
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Tradicionalmente se asumia que las recurrencias estaban causadas por una
reactivacion endogena de la cepa que inicialmente habia sido aislada en el primer
episodio (206). Sin embargo, una recurrencia también puede estar causada por una nueva
cepa (reinfeccion exdgena). La aplicacion de las técnicas de genotipado al estudio de
recurrencias en tuberculosis ha permitido identificar genotipos diferentes entre aislados
pertenecientes a episodios sucesivos en pacientes con tuberculosis recurrente en
determinadas circunstancias de elevado riesgo de sobreexposicion (59, 204, 228),
poniéndose de manifiesto que la reinfeccion exdgena ha de considerarse en el estudio de
recurrencias. Este fendmeno de reinfeccion exdgena se ha detectado, asimismo, en zonas
con incidencia baja o0 moderada de tuberculosis (19, 43, 98), y tanto en pacientes VIH-

positivos como VIH-negativos (98, 204).

7.2.3. Analisis de la complejidad clonal en la infeccién por M. tuberculosis

Del mismo modo que ocurria en las recurrencias, en la valoracion de casos con un
unico episodio de tuberculosis también se asumia homogeneidad clonal. Sin embargo, la
aplicacién de estrategias de genotipado en este ambito ha permitido detectar casos de
infeccion simultanea con dos cepas de M. tuberculosis (32, 59), observandose en algunas
situaciones incluso una compartimentalizacion de la infeccién, con diferentes cepas o
variantes clonales de M. tuberculosis infectando compartimentos anatomicos diferentes
(97, 99) o incluso distintas regiones del pulmdn (122). En ocasiones, la no consideracion
de una infeccion simultanea con dos cepas diferentes ha provocado discrepancias en las
pruebas de sensibilidad a antimicrobianos y ha dificultado la asignacion precisa de
cadenas de transmision (32, 252).

Aunque estos fenémenos de complejidad clonal son aceptados hoy en dia, su
frecuencia y significado apenas han sido estudiados (191), debido a que inicialmente la
deteccidon simultanea de dos cepas o variantes clonales era compleja y laboriosa,
descansando bien en la interpretacion de bandas de menor intensidad en los patrones de
RFLP (66) o bien en la obtencidn y genotipado de colonias aisladas a partir de una
muestra clinica (99). Sin embargo, la técnica de genotipado MIRU-VNTR ha demostrado
ser una herramienta til para detectar de manera sencilla estos fendmenos de complejidad

clonal, observandose la presencia simultanea de dos productos de amplificacién en uno o
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varios loci, cuando dos variantes clonales o cepas de M. tuberculosis estan presentes en
un mismo aislado clinico (95).

La deteccion de estos fendmenos es relevante tanto a nivel clinico (diferentes
cepas pueden tener diferentes perfiles de sensibilidad y/o diferentes comportamientos
infectivos), como a nivel epidemioldgico, ya que una reinfeccion exdégena en un paciente
con tuberculosis recurrente indica que ha tenido lugar un fendmeno de transmision
reciente, lo que resulta determinante a la hora de poner en marcha el estudio

convencional de contactos.

7.2.4. Analisis de la distribucion geografica de cepas de M. tuberculosis

La introduccion de marcadores genéticos para M. tuberculosis ha permitido
estudiar la filogenia de esta bacteria, asi como los cambios que han tenido lugar en la
estructura y distribucion de su poblacion, lo que ha llevado a la identificacion de grandes
familias filogenéticas distribuidas por todo el mundo (75, 230, 238).

La base de datos actual de Spoligotipos (SpolDB4) (38) ha permitido definir la
distribucion geografica de las distintas familias filogenéticas, asi como identificar
aquellas familias que son predominantes en una determinada region.

Entre los 62 linajes descritos en SpolDB4, cabe destacar siete de ellos por su
amplia distribucion:

e Familia EAI: descrita por primera vez en Guinea-Bissau (119) y frecuente en el
Sureste Asiatico, India y Este de Africa (127). Ademads, se caracteriza por presentar un
namero reducido de copias de IS6110, existiendo un subgrupo dentro de esta familia
que s6lo posee una Unica copia de esta secuencia de insercion.

e Familia W-Beijing: descrita por primera vez en 1995 por van Soolingen et al. (230) y
que, como se ha comentado anteriormente, es una familia prevalente en muchas zonas
de Asia, aunque posee una amplia distribucion mundial.

e Familia CAS: presente en India y endémica en Sudan, otros paises subsaharianos y
Pakistan (38). Esta familia también posee un patron distintivo de RFLP. Se piensa,
ademas, que esta familia podria ser la antecesora de la familia W-Beijing.

e Familia Haarlem: fue descrita por primera vez en Holanda (127) y se ha constatado
que es prevalente en el Norte de Europa. También se ha identificado, aunque en menor

medida, en el Caribe y es prevalente también en Africa, donde se piensa que fue
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introducida por colonizadores europeos (81). Esta familia posee un también un patrén
caracteristico de RFLP, aunque es muy diversa.

e Familia LAM: se caracteriza por la ausencia de los espaciadores 21-24 y por su gran
diversidad, probablemente resultado de fendémenos de convergencia genética (236).

e Familia X: se ha identificado en Europa y también en Guadalupe y la Polinesia
francesa. Los miembros de esta familia se caracterizan por un niimero reducido de

copias de IS6110 y la ausencia del espaciador 18 en su Spoligo-tipo (189).

Ademas, recientemente se han empleado nuevas herramientas moleculares para
realizar estudios de filogeografia, que consisten en clasificar la estructura poblacional
global del complejo M. tuberculosis en linajes que se corresponden con determinados
origenes geograficos (linajes filogeograficos). Estos estudios consisten en analizar
polimorfismos de secuencia larga (LSP), que son resultado de deleciones gendmicas
irreversibles, a menudo como resultado de eventos Unicos y que resultan utiles para
abordar estudios filogenéticos (37, 219). Se han propuesto 19 regiones LSP a partir de la
cuales es posible clasificar la estructura poblacional global del complejo M. tuberculosis
en 6 linajes que se corresponden con determinados origenes geograficos (93).

Otra de las técnicas empleadas en estudios de filogenia es la basada en
polimorfismos de secuencia tinica 0 SNPs, que son muy utiles para estudios evolutivos,
ya que se mantienen a través de generaciones, facilitando el trazado de organismos
relacionados. Mediante el analisis de SNPs, Sreevatsan et al. (205) dividieron el
complejo M. tuberculosis en tres grupos genéticos (MGGs; Major Genetic Groups)
caracterizados por secuencias especificas localizadas en el codon 463 del gen katG y el
codon 95 del gen gyr4 (205), aunque estudios recientes han subdividido estos tres grupos
genéticos, considerando finalmente la existencia de 7 grupos filogenéticos o SCGs (SNP

Cluster Groups), mediante el analisis de 159 SNPs (82).

7.2.5. Evaluacién de los programas de control de la Tuberculosis

Las técnicas de genotipado de M. tuberculosis han puesto de manifiesto que un
porcentaje considerable de los casos de tuberculosis son debidos a fendmenos de
transmision reciente incluso en areas donde la incidencia de la tuberculosis es baja (156).

El porcentaje de casos implicados en cluster se convierte en un indicador idéneo para: 1)
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identificar las poblaciones diana de intervencion preferente para controlar la transmision,
2) monitorizar longitudinalmente la eficiencia de las medidas de control implementadas,
que deben conducir a reducciones en este parametro.

En 1996 el CDC inicié un estudio prospectivo de cinco afios que se denomind
“Red nacional de vigilancia y genotipado de tuberculosis”, que sirvié como herramienta
para la prevencion y control de la tuberculosis, asi como para analizar la diversidad de las
cepas de M. tuberculosis presentes en los Estados Unidos, incluyendo diferencias por
region y poblacioén, asi como la prevalencia de cepas endémicas (47). Inicialmente los
estudios de epidemiologia sugerian que la mayor parte de la transmision de la
tuberculosis en los Estados Unidos ocurria entre contactos locales, pero estudios
posteriores pusieron de manifiesto la existencia de una transmision mas amplia
geograficamente y destacaron la necesidad de una colaboracidon entre las distintas
jurisdicciones para mejorar el control de la tuberculosis (27, 46).

Ademids, la identificacion de grupos de riesgo para la transmision de la
tuberculosis, ha permitido mejorar las medidas de control en determinados colectivos
sociales y disminuir asi su tasa de incidencia. Un ejemplo es el estudio realizado por
Kong et al. (125) en Denver, donde se demostroé el papel de las técnicas de genotipado en
la medicion de la eficacia de realizar la prueba de la tuberculina entre la poblacidn
indigente. Estos autores observaron una disminucién en el porcentaje de casos en cluster
desde un 49%, durante los siete afios anteriores al inicio del estudio, hasta un 14% al
cabo de cuatro afios tras la implementacion del programa de control en esta poblacion.
Asimismo, en Nueva York, la identificacién molecular de casos en cluster infectados por
cepas de tuberculosis multirresistente permitié monitorizar la mejora de los programas de
de control de la tuberculosis en esta ciudad y ademas permitio identificar que la mayoria
de estos casos ocurria en pacientes VIH-positivos y en trabajadores sanitarios (155).

El establecimiento de la contribucion relativa de la transmision reciente y la
reactivacion enddgena a la incidencia absoluta de la tuberculosis es importante para fijar
las medidas de control de tuberculosis que han de establecerse en una determinada
region, ya que una predominancia de transmision reciente indica que las medidas de
control han de dirigirse a la identificacion rapida de nuevos casos de tuberculosis. Por el
contrario, la identificacion de casos huérfanos, resultado de reactivaciones enddgenas
puede ser util para identificar regiones/poblaciones donde concentrarse en la

identificacion de la infeccion latente (68).
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7.2.6. Deteccion de contaminaciones cruzadas de laboratorio

Las contaminaciones cruzadas de laboratorio ocurren por un mal procesamiento
de las muestras, lo que provoca la formacion de aerosoles que contaminan muestras
consecutivas, obteniéndose asi un cultivo falso-positivo. La no identificacion de un
cultivo de M. tuberculosis falso-positivo supone la administracion innecesaria de
tratamiento, asi como el inicio de un estudio de contactos.

Las técnicas de genotipado han permitido identificar de forma sencilla estos
fenémenos y han puesto de manifiesto que tienen lugar con una frecuencia mas elevada
de la esperada inicialmente (25, 34, 40, 142). Una contaminacidn cruzada de laboratorio
debe ser sospechada cuando: 1) unicamente se aisla M. tuberculosis en una de las
muestras clinicas seriadas de un paciente, 2) la carga bacteriana del cultivo es reducida,
3) la muestra de la cual se sospecha un posible falso positivo se ha procesado
conjuntamente (o en un periodo reducido de tiempo) con, al menos, un aislado
perteneciente a un paciente con elevada carga bacilar y 4) se producen discrepancias
entre los resultados microbiologicos y las observaciones clinicas. La sospecha de un falso
positivo se confirma mediante la deteccion de genotipos idénticos en las muestras

implicadas, tras comprobar la ausencia de nexos epidemiolégicos.

54



Introduccién

8. PATOGENESIS, VIRULENCIA E INMUNIDAD

La infeccidn por M. tuberculosis tiene lugar generalmente por via respiratoria, a
través de microparticulas aerosolizadas. Una vez que la bacteria ha alcanzado el pulmon,
entra en contacto con los macrofagos alveolares que se encuentran en este tejido. Estas
células del sistema inmune desempefiaran un papel crucial en la contencidon de la
infecciéon por este microorganismo, ya que tras la entrada en el hospedador, las
micobacterias seran fagocitadas por los macréfagos.

La fagocitosis de M. tuberculosis requiere la union a diversos receptores de la
membrana plasmatica del macrofago (171). El receptor mediante el cual se lleva a cabo
esta union in vivo aun no ha sido establecido con exactitud (113) y se han propuesto
diversos receptores, como son: receptores del complemento, receptores de manosa y
receptores “scavenger”. Uno de los receptores principales en la union de la micobacteria
con el macréfago que se ha descrito en estudios in vitro es el receptor RC3, teniendo
también un papel clave el colesterol, ya que la union entre la micobacteria y RC3 es
dependiente de éste (171).

Sin embargo, M. tuberculosis es un patégeno intracelular que ha desarrollado
distintas estrategias para permanecer dentro del macrdfago y evitar ser destruido por las
células del sistema inmune del hospedador. Tanto la evolucién como las caracteristicas
de la infeccion dependeran, por tanto, de dos parametros: la virulencia de la cepa de M.
tuberculosis a la hora de infectar y la eficacia de la respuesta del hospedador infectado

(171).

8.1. FAGOCITOSIS E INHIBICION DE LA MADURACION DEL FAGOSOMA

La fagocitosis es una forma especializada de endocitosis por la cual particulas
grandes, entre las que se incluyen los microorganismos, son internalizadas en vesiculas
de gran tamafio denominadas fagosomas. Durante el proceso de fagocitosis el fagosoma
se fusionara finalmente con los lisosomas, formando un fagolisosoma, donde el material
fagocitado sera degradado enzimaticamente (171).

Si el proceso normal de maduracion del fagosoma tiene lugar, tras la fusion con
los lisosomas, la micobacteria encontrara un ambiente hostil caracterizado por un pH

acido y la presencia de intermediarios reactivos de oxigeno, enzimas lisosomales y

55



Introduccién

péptidos téxicos. En estudios realizados con ratén, se ha comprobado que los
intermediarios reactivos de nitrégeno presentan una gran capacidad antimicrobiana. Sin
embargo, su papel en humanos ha generado cierta controversia, aunque los macrofagos
alveolares de la mayoria de pacientes con tuberculosis presentan actividad de la enzima
NOS (203).

Sin embargo, las micobacterias patdgenas son capaces de inhibir la fusion del
fagosoma con los lisosomas y con ello su acidificacion. Uno de los mecanismos que ha
sido propuesto para evitar esta acidificacidon consiste en bloquear, en los fagosomas que
contienen micobacterias, el aumento de ATP-asas que bombean protones al interior
(203). Otro mecanismo adicional consiste en inhibir la maduracion del fagosoma para
evitar que sea reconocido por los lisosomas, jugando la proteina TACO un papel
relevante, ya que es retenida activamente en aquellos fagosomas que contienen
micobacterias en su interior (Figura 11) (171). A pesar de todo, no esta claro que el
bloqueo de la acidificacion del fagosoma sea esencial para garantizar la supervivencia de

M. tuberculosis dentro del macrofago (203).

Figura 11. Evasion de los mecanismos de defensa del macréfago por M. tuberculosis
(171). Las micobacterias (azul) evitan la maduracion de los fagosomas mediante la

retencion de la proteina TACO (amarillo) en su superficie

Endosoma temprano

Endosoma tardio

Lisosoma

56



Introduccion

8.2. FACTORES DE VIRULENCIA DE M. tuberculosis

La virulencia de un microorganismo se define como la capacidad que éste tiene
para evadir las defensas del organismo (137). M. tuberculosis no posee los factores de
virulencia que han sido descritos para otros patégenos, tales como toxinas, moléculas de
adhesioén y moléculas de invasion. Por tanto, la virulencia de las cepas clinicas se ha
evaluado generalmente con la estimacion de la mortalidad producida en el modelo
murino de tuberculosis experimental (136, 137).

Diferentes estudios han identificado diversos genes que tienen importancia en la
patogénesis de la infeccion por M. tuberculosis y que han sido agrupados, de acuerdo con
la funcién de la proteina que codifican, en las siguientes categorias (203):

e Secrecion y envuelta celular: bajo esta categoria se agrupan genes que codifican

proteinas que son secretadas por la bacteria o que intervienen en la sintesis de
moléculas de la superficie celular, como por ejemplo la proteina de 19 kDa, que
es un antigeno reconocido por las células T, o el glicolipido LAM, que constituye
un importante inmunomodulador.

e Enzimas implicadas en el metabolismo celular: son aquellas implicadas en el

metabolismo de acidos grasos, ya que es la principal fuente de carbono usada por
la bactenia durante su crecimiento en el interior de la célula infectada.

e Reguladores de la transcripcidon: son moléculas que controlan la transcripcion de

otros muchos genes, como son los “sistemas de dos componentes” empleados por

la micobacteria para responder a cambios que tienen lugar en las caracteristicas

de su entorno a través de una cascada de sefializacién celular, como por ejemplo
el sistema de dos componentes PhoP.

Determinadas moléculas han sido identificadas como factores de virulencia
asociados a determinadas cepas de M. fruberculosis, como es el caso del fenol glicolipido
derivado de la polikétido sintasa o PGL, producido por un subgrupo de cepas
pertenecientes a la familia W-Beijing que han sido descritas como cepas hipervirulentas
en modelos de infeccion murinos. Ademas, la interrupcién de este gen conlleva la
pérdida del fenotipo hipervirulento (176). Sin embargo, estudios posteriores han puesto
de manifiesto que, a pesar de su papel inmunorregulador, la producciéon de PGL por una

cepa diferente a las de la familia W-Beijing, no incrementa su virulencia, con lo que es
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probable que, en estas cepas, sea también necesaria la accion sinergistica de otros

factores de virulencia (199).

8.3. INTERACCION CON EL SISTEMA INMUNE

Generalmente, tras la infeccion por M. tuberculosis, el 90% de los individuos
inmunocompetentes permanecen asintomaticos y las bacterias causantes de la infeccion
son destruidas o permanecen viables, pero en un estado de latencia. Sin embargo, un 10%
de los casos infectados desarrollara la sintomatologia clinica relacionada con una
tuberculosis activa, lo que indica que, en estos casos, los bacilos han sido capaces de
evadir el control generado por la respuesta inmune del hospedador y comienzan a
replicarse en el tejido infectado

En esta respuesta desarrollada por el sistema inmune del hospedador para
controlar la infeccion por M. tuberculosis, estan implicados tanto mecanismos de
inmunidad innata, como mecanismos de inmunidad adaptativa (89). La respuesta
inmunitaria innata es llevada a cabo principalmente por los macréfagos, que son las
células que entran en contacto con la micobacteria en el momento inicial de la infeccion
y que activaran multiples mecanismos microbicidas que limitaran el crecimiento de la
misma. Entre estos mecanismos se encuentra la produccion de citoquinas
proinflamatorias, como TNF-a, que limita el crecimiento de la micobacteria y es uno de
los primeros efectores moleculares descritos como esenciales en la respuesta del
hospedador contra M. tuberculosis (90). TNF-a es secretado por diversos tipos celulares,
entre los que se incluyen macréfagos, neutréfilos y células T (231) y, ademas de reducir
el crecimiento de la bacteria, también promueve la migraciéon de macréfagos adicionales
y células T al lugar de la infeccion (87).

Las células dendriticas también juegan un papel importante en esta respuesta
innata, ya que mediante la fagocitosis de M. tuberculosis, procesamiento y presentacion
de antigenos en los ganglios linfaticos a las células T, induciran la maduracién de estas
ultimas.

La respuesta adaptativa contra M. tuberculosis es principalmente una respuesta de
tipo Th1, que se denomina asi porque es llevada a cabo por los linfocitos T colaboradores
tipo 1 y se caracteriza por la produccion, por parte de estas células, de IFN-y e IL-12

(110). El IFN-y es una molécula clave en la activacion del macrofago, ya que aumenta la
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capacidad microbicida de éste, mientras que IL-12 actia como molécula
inmunomoduladora, aumentando la produccién de IFN-y por las células T. Ademas de su
papel en la activacion del macrofago, el IFN-y induce en estas células la autofagia, que es
un mecanismo de autodestruccién que lleva en ultimo término a la fusion del fagosoma
con los lisosomas y a la destruccién de las micobacterias (113).

El conjunto de todos estos mecanismos conduce a la formacion de granulomas en
el lugar de la infeccion. Los granulomas son estructuras formadas por agregados de
células inmunes, principalmente macrofagos y células T (53). Los granulomas han sido
considerados como estructuras beneficiosas para la contencidon del crecimiento de las
micobacterias (220). Sin embargo, estudios recientes han demostrado que el
reclutamiento de nuevos macrofagos a la zona de infeccion para la fagocitosis de las
células infectadas supone para las micobacterias la presencia de nuevos nichos donde
poder replicarse (63). El TNF-a se ha considerado una molécula clave en la induccién de
la formacién de granulomas, ya que promueve la migracion y la agregacion de linfocitos
(186), aunque estudios realizados recientemente han puesto de manifiesto que, aunque
esta molécula mantiene la integridad del granuloma, no es necesaria para su formacion
(50).

El segundo tipo de respuesta adaptativa que existe es la respuesta Th2, que es
llevada a cabo por los linfocitos T colaboradores de tipo 2 y que se caracteriza por la
produccion de citoquinas antiinflamatorias, entre las que destaca la IL-10, que conduce a
una respuesta humoral llevada a cabo por los linfocitos B (110). La IL-10 reprime la
capacidad microbicida de los macrofagos inhibiendo la produccion de IFN-y por las
células Thl (30).

Finalmente, el control de la infeccion por M. tuberculosis dependera del balance
entre las respuestas Thl y Th2. Si predomina la respuesta tipo Thl o proinflamatoria,
predominard una respuesta celular que conducira a la activacién de los macréfagos, con
la consiguiente destruccion de la micobacteria, mientras que si el balance se inclina hacia
una respuesta tipo Th2 o antiinflamatoria, predominard una respuesta humoral que
conducira a la desactivacidon de los macrofagos y no se contendra el crecimiento de la

micobacteria.

59



Introduccién

8.4. MEDIDA DE LA VIRULENCIA DE M. tuberculosis

Tradicionalmente, la virulencia de M. tuberculosis se ha medido segin la
capacidad que tiene una cepa para replicarse en determinados Organos en modelos de
infeccion establecida en raton y cobaya. Estos estudios son costosos y requieren periodos
prolongados de tiempo para su andlisis. Ademas, existen diferencias entre las distintas
especies animales en cuanto al transcurso de la infeccion y los mecanismos de proteccion
desarrollados por cada organismo para contenerla, lo que limita la aplicabilidad de estos
modelos animales a la hora de establecer una relacion con la infeccién en humanos (56,
76, 86, 88, 184)

Estas limitaciones han inducido la bisqueda de modelos celulares de infeccion
alternativos, mas sencillos de manejar y que proporcionan resultados mas rapidamente
(217). En este sentido, los modelos de infeccion que utilizan macrofagos humanos, tanto
en cultivo primario, como lineas celulares de monocitos transformados, como la linea
celular THP-1, han demostrado ser utiles para analizar los primeros estadios de la
infeccion y han sido utilizados para medir las tasas de replicacion intracelular de los
aislados de M. tuberculosis, y para estimar, por tanto, la virulencia de las cepas (130,
136, 216, 254).

Gracias a la existencia de los modelos de infeccion se ha podido establecer una
relacion entre la virulencia observada en determinadas cepas y su capacidad de
replicacion, tanto en modelos animales como celulares. Un ejemplo es el caso de la cepa
HN878 (también conocida como cepa 210), perteneciente a la familia W-Beijing y
causante de diversos brotes que tuvieron lugar en Estados Unidos durante los afios 90.
Esta cepa ha demostrado un fenotipo hipervirulento, debido a que la supervivencia de los
ratones infectados con esta cepa es mucho menor en comparacion con los ratones
infectados con otras cepas, incluida la cepa de referencia H37Rv (136). Ademas, se ha
comprobado también que esta cepa se replica mas rapidamente en un modelo celular de
macrofagos humanos (254). Asimismo, estos modelos de infeccion también han puesto
de manifiesto que la cepa CDC1551, que en un principio se creia que era una cepa
especialmente virulenta, debido a que provocd un brote con altas tasas de seroconversion
en la prueba de la tuberculina, en realidad no posee una capacidad de replicacion

intracelular mas elevada (136).
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Las diferentes cepas de M. tuberculosis han desarrollado diferentes mecanismos
de control de la respuesta inmune. En este sentido, diferentes estudios que han analizado
la virulencia de determinadas cepas de M. fuberculosis han puesto de manifiesto que son
capaces de contener la produccion de TNF-a, inhibiéndose asi la activacién de los
linfocitos T, o de adelantar la produccion de IL-10 para inhibir la produccion de IFN-y y
con ello la activacion de los macréfagos. La capacidad de control de la respuesta inmune
observada en estas cepas se ha correlacionado, ademds, con una mayor tasa de
replicaciéon en modelos de infeccion animales y celulares y también con una mayor

capacidad de diseminacion en la comunidad (136, 214).

8.5. INFECCION LATENTE

Incluso después de un control eficiente de la infeccién por el sistema inmune del
hospedador, algunos bacilos permanecen en un estado no replicativo durante el resto de
la vida del individuo. Este estado se denomina estado de latencia o infeccién tuberculosa
latente, es clinicamente asintomatico y la mayoria de los casos de tuberculosis activa
surgen como resultado de una reactivacion de los bacilos latentes (168).

Los factores que desencadenan este estado de latencia son la baja concentracién
de oxigeno y de nutrientes presente en los granulomas generados como consecuencia del
control de la infeccion primaria, asi como la produccion local de TNF-a y NO (91, 168,
234).

Ademas, estudios recientes han sugerido que otros tejidos, como el tejido adiposo,
pueden constituir un reservorio donde los bacilos pueden persistir largos periodos de
tiempo en estado de latencia, evitando ser reconocidos por las células del sistema inmune
y ser destruidos por los farmacos antituberculosos, que no podrian penetrar en este tejido
(161).

Actualmente, se ha sugerido una nueva hipétesis alternativa al modelo tradicional
de latencia en la infeccion por tuberculosis. Esta hipotesis asume que el estado de
latencia es, en realidad, un estado dinamico en el que tienen lugar sucesivas reinfecciones
endogenas mediante las cuales, tras el constante reciclaje que tiene lugar en el
hospedador de las células que ya han sido infectadas, el bacilo infectaria nuevas células
del sistema inmune donde volveria a entrar nuevamente en un estado de latencia. Este

modelo explicaria la eficacia del tratamiento con isoniazida, ya que este farmaco sélo
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elimina eficientemente aquellos bacilos que se encuentran en estado de replicacion activa

y no actuaria sobre aquellos que se encuentran en estado latente (45).

8.6 ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA DURANTE LA INFECCION POR
M. tuberculosis

Uno de los mayores hitos en cuanto al conocimiento sobre M. tuberculosis
durante la ultima década fue la descripcion del genoma completo de la cepa de referencia
de laboratorio H37Rv (51). El genoma de M. fuberculosis H37Rv contiene 4.411.529 pb
y un contenido en G+C elevado (65.5%) y uniforme a lo largo de todo el genoma,
excepto en un grupo de genes donde este contenido alcanza el 80% y compone una
familia de genes exclusivos de las micobacterias que pertenecen a la familia de protinas
PE o PPE (51). Las proteinas PE y PPE constituyen el 10% del genoma de M.
tuberculosis y se cree que tienen un papel importante en la supervivencia y replicacion de
la micobacteria (139).

El conocimiento del genoma completo junto con el desarrollo de la tecnologia de
microarrays ha permitido realizar estudios de gendémica comparativa y gendmica
funcional con el fin de identificar factores asociados con la patogénesis de M.
tuberculosis, tales como factores de virulencia y genes implicados en la persistencia del
patégeno en las células del hospedador. La tecnologia de microarrays proporciona una
herramienta idoénea para analizar cuales son las causas que determinan el diferente
comportamiento observado entre distintas cepas de M. tuberculosis, ya que permiten un
analisis global del genoma. En este sentido, el analisis con microarrays ha permitido
documentar la presencia de determinadas deleciones asociadas a cepas con una elevada
virulencia (174), asi como analizar del perfil de expresion génica de M. tuberculosis
durante el proceso de infeccion y establecer cuales son los genes esenciales para la

supervivencia de la bacteria dentro del macréfago (178).

8.6.1. Microarrays

Los microarrays consisten en micromatrices de diversos materiales,
habitualmente cristal tratado con polilisina, en los que se encuentran inmovilizados, en

una elevada densidad (aproximadamente 2000 spots/cmz), oligonucleotidos de entre 50 y
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70 mers que representan cada gen del genoma. Los oligonucledtidos actian como sondas
de hibridacion para medir la abundancia relativa de secuencias complementarias de
ADN, ARNm o ADNc marcadas con fluordforos (41) (Figura 12).

Los microarrays se utilizan principalmente para estudios de gendmica comparativa y

gendmica funcional

Figura 12. Esquema metodoldgico de la técnica de microarrays
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8.6.2. Genomica comparativa

El fundamento de la gendmica comparativa es comparar el genoma completo de
las distintas cepas de M. tuberculosis con las cepas de referenda, cuyos genomas ya han
sido secuenciados, para identificar la presencia de deleciones diferenciales en la cepa que
se quiere analizar. Actualmente estan publicadas las secuencias de dos genomas de M.
tuberculosis (cepas H37Rv y CDC1551) y dos de M. bovis (cepas AF2122/97 y BCG
Pasteur). Estas cepas han sido utilizadas para identificar las regiones de diferencia

responsables del fenotipo avirulento de la cepa BCG, identificindose la region RDI
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como la unica region ausente en todas las cepas BCG y presente en las cepas patogenas.
Otros estudios han comparado la cepa H37Rv con su homologa avirulenta H37Ra,
encontrandose también regiones delecionadas en esta ultima y que podrian ser
responsables de su fenotipo atenuado (166).

Este tipo de estudios también han permitido identificar la presencia de
polimorfismos con significado fenotipico y han sido aplicados para la caracterizacion de
cepas implicadas en brotes (174), permitiendo la identificacion de determinadas
secuencias presentes en la cepa de referencia pero ausentes en diferentes aislados
clinicos. La existencia de deleciones especificas se ha asociado a determinadas cepas
hipervirulentas de la familia Beijing (218). Desafortunadamente, la técnica de
microarrays no permite detectar genes presentes en las cepas clinicas pero ausentes en la

cepa de referencia (166).

8.6.3. Genomica funcional

A diferencia de la genémica comparativa, la genémica funcional utiliza el perfil
de expresion de ARNm para identificar el transcriptoma de una célula en una condicion
especifica o en un momento determinado.

Los microarrays han sido utilizados para monitorizar el perfil de expresion de M.
tuberculosis en una gran variedad de condiciones ambientales, tales como hipoxia (167,
195), choque térmico (207), falta de carbono (24), estrés acidico (83), etc. Estos estudios
han permitido identificar respuestas a determinadas condiciones relacionadas con el
entorno que encuentra M. tuberculosis durante el proceso de infeccion y han revelado el
estado metabdlico en el que se encuentra la bacteria en una determinada condicidn.

Existen diwersos estudios que han analizado el perfil de expresiéon de M.
tuberculosis dentro de la célula hospedadora, asi como el perfil de expresion de esta
ultima en respuesta a la infeccion. Estos estudios coinciden en que los cambios que
tienen lugar en el perfil de expresion génica de la micobacteria dentro del macréfago
estan implicados en: 1) cambio de respiracion aerobia a respiracion anaerobia, 2)
metabolismo de acidos grasos y 3) remodelacion de la envuelta celular (92, 188, 213).
Ademas, la combinacion de los microarrays y la técnica de mutagénesis por insercion de
transposones ha permitido identificar genes que son esenciales para la supervivencia de

la bacteria dentro del macrofago, como son: genes para la B-oxidacion de acidos grasos,
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componentes del sistema de secrecion de ESAT-6, que es un importante antigeno
estimulador de células T y transportadores de disacaridos y fosfato inorganico. Estos
resultados sugieren que la supervivencia intracelular de M. ftuberculosis requiere un
intercambio quimico entre la bacteria y la célula hospedadora (178).

Sin embargo, el andlisis de la expresion génica de M. tuberculosis dentro del
macrofago tiene como gran limitacion la escasa cantidad de ARNm de la micobacteria
que es posible obtener. La integridad y la cantidad del ARN son factores que afectan al
andlisis de los microarrays, siendo un factor critico que ha de ser tenido en cuenta en el
disefio del experimento (41). Por esta razon, la mayoria de los estudios se han centrado
en analizar el perfil de expresion de la célula hospedadora en respuesta a la infeccion por
M. tuberculosis, encontrandose que, entre los genes que ven modificada su expresion en
el macréfago en respuesta a la infeccién, se encuentran principalmente genes que
codifican citoquinas, quimiocinas, moléculas de sefializacion, proteinas de adhesién y
estrés oxidativo (79, 173, 213). Algunos autores han establecido un perfil de expresion
comun del macrofago en respuesta a la infeccion por diferentes patdogenos en el que
también se encuentran genes implicados en las funciones anteriormente citadas (159).
Este ultimo estudio ha permitido establecer las bases de la respuesta innata desarrollada
por el macréfago frente a la bacteria, aunque también se han puesto de manifiesto
mecanismos de respuesta especificos frente a cada patogeno.

Junto al papel crucial que juega el macrofago en la infeccion por M. tuberculosis,
las células dendriticas poseen también una gran importancia en su papel como células
activadoras de los linfocitos T. Por esta razon, el perfil de expresion de estas células tras
la fagocitosis de las micobacterias también ha sido analizado, demostrandose que estas
células comparten la expresion de determinados genes con los macréfagos, pero que a su
vez muestran un perfil de expresion caracteristico para cada patogeno (58). Entre los
genes diferencialmente expresados por macr6fagos y células dendriticas en respuesta a la
infeccion por M. tuberculosis se encuentran genes implicados en estrés oxidativo,
acidificacion de vesiculas intracelulares y trafico de moléculas (213). Ademads, M.
tuberculosis también posee un perfil de expresion especifico para cada tipo celular y el
andlisis de los genes diferencialmente expresados por la bacteria en cada una de estas
células ha desvelado que en el interior de las células dendriticas esta sometida a un estrés

mucho mayor debido a la capacidad de estas células de impedir el crecimiento de los
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patdgenos en su interior. Por el contrario, el transcriptoma de la micobacteria dentro del
macrofago refleja la capacidad de replicacion de la bacteria dentro de estas células (213).

Junto a la tecnologia de microarrays, nuevas técnicas de mutagénesis basadas en
la utilizacién de transposones han permitido confirmar el significado fenotipico de
aquellos genes diferencialmente expresados por la micobacteria identificados durante el
analisis transcriptomico. Gracias a estas técnicas de mutagénesis se han generado
mutantes en los genes identificados por el analisis genomico y se ha evaluado la pérdida

de su fenotipo en modelos de infeccion (178).

66



OBJETIVOS GENERALES

67



68



69



70



Objetivos generales

LINEAS GENERALES DE TRABAJO

Las técnicas de genotipado han permitido ampliar el conocimiento que se tenia de
la infeccion por M. tuberculosis, tanto en el contexto epidemioldgico como en el clinico,
desvelando aspectos interesantes relacionados con las dindmicas de transmision, asi
como la existencia de una complejidad clonal mayor de la que inicialmente se asumia en
cuanto a la infeccién por este patégeno. Asimismo, la aplicacion de estas herramientas
moleculares también ha permitido analizar los factores de riesgo asociados a la
transmision de M. tuberculosis en determinados contextos epidemioldgicos e identificar
determinadas cepas de M. tuberculosis con un interés especial, debido a su amplia
distribucién en la comunidad, a su elevada virulencia o a su implicacién en infecciones
policlonales.

Sin embargo, a pesar de la creciente implementacion de estas técnicas de
genotipado en los laboratorios de micobacteriologia y de su introduccion en muchos de
los estudios de epidemiologia en combinacion con el estudio convencional de contactos,
atn existen diversas limitaciones, tanto metodoldgicas como analiticas, que han de ser
solventadas. En este sentido, los estudios de epidemiologia molecular requieren una
depuracion refinada de los clusters para permitir una identificacion precisa de los casos
infectados por una misma cepa que se encuentran implicados en eventos de transmision
reciente. Este andlisis depurado de las cadenas de transmision conlleva: 1) la rapida
identificacion de falsos positivos debidos a una contaminacion cruzada de laboratorio, 2)
la resolucion de las discrepancias existentes entre la epidemiologia molecular y el estudio
convencional de contactos y 3) la identificacion de aquellos fendmenos de complejidad
clonal que pudiesen ocasionar errores en la asignacion de genotipos, que enmascaren
determinados eslabones de una cadena de transmision reciente.

La nueva herramienta de genotipado MIRU-VNTR ha demostrado ser una
alternativa a la técnica de genotipado de referencia, IS6110-RFLP, debido a su sencillez,
rapidez y a la baja cantidad de ADN que es requerida para la obtencion de genotipos.
Asimismo, posee una capacidad de discriminacion semejante a la técnica de referencia y
ha demostrado ser eficaz y sensible en la identificacion de fenémenos de complejidad
clonal. Por esta razon, hemos decidido apoyarnos en la técnica de MIRU-VNTR para

desarrollar estrategias de refinamiento, tanto metodolégico como analitico, dirigidas a
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solventar las limitaciones que existen en los estudios de epidemiologia molecular
anteriormente citadas.

Por otra parte, teniendo en cuenta el interés que encierran en si mismos los
fenémenos de complejidad clonal y el escaso numero de estudios que existe en torno a
ellos, debido principalmente a la dificultad de su deteccidon, en este trabajo hemos
decidido desarrollar optimizaciones metodologicas y analiticas que faciliten su
identificacion y que permitan dimensionarlos con mayor exactitud.

Por ultimo, la identificacién de determinadas cepas con un elevado interés clinico
y/o epidemiolégico durante el desarrollo de esta tesis, nos ha llevado a abordar la
caracterizacion de su virulencia, asi como a tratar de identificar aquellos aspectos, de la
bacteria o del hospedador, relevantes en la infeccion por estas cepas. De este modo, se ha
analizado la infectividad de una seleccion de cepas de interés y, en aquellas en las que se
documenté un comportamiento infectivo diferente, se ha abordado su caracterizacion
gendmica/transcriptomica con el fin de identificar las causas de esta infectividad

diferencial.
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OBJETIVOS

A) Objetivos relacionados con el refinamiento metodolégico y analitico orientado a

solventar las limitaciones que existen en el estudio de las cadenas de transmision reciente

e OBJETIVO 1: Desarrollar estrategias moleculares para optimizar la resolucion

de contaminaciones cruzadas en los laboratorios de micobacteriologia.
e OBJETIVO 2: Refinar el analisis de casos de tuberculosis relacionados

epidemiolégicamente pero no confirmados por el genotipado basado en la técnica

IS6110-RFLP

B) Objetivos relacionados con el refinamiento metodolégico orientado a mejorar la

deteccion de la complejidad clonal en la infeccidn por M. tuberculosis

e OBIJETIVO 3: Desarrollar sistemas de analisis clonal rapido de los casos de

tuberculosis recurrente.

e OBJETIVO 4: Analizar si el cultivo de las muestras clinicas puede modificar la

composicion clonal de M. tuberculosis presente en las mismas.

e OBIJETIVO 5.1: Analizar la participacion de complejidad clonal en casos

considerados como reinfecciones exogenas.

C) Objetivos relacionados con la caracterizacién de determinadas cepas con interés

clinico y/o epidemioldgico

e OBJETIVO 5.2: Caracterizar la infectividad de cepas de M. tuberculosis aisladas

de pacientes con reinfecciones.
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OBJETIVO 6: Caracterizar desde un punto de vista molecular, epidemiologico e

infectivo una cepa de M. tuberculosis prevalente en Madrid.

OBJETIVO 7: Caracterizar mediante estrategias de genomica y transcriptomica

dos variantes clonales de M. tuberculosis con diferente comportamiento infectivo.

OBJETIVO 8: Analizar la virulencia de una seleccion de cepas Beijing y

caracterizar la expresion génica celular tras la infeccion.
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OBJETIVO 1:

Desarrollar estrategias moleculares para optimizar la resolucién
de contaminaciones cruzadas en los laboratorios de

micobacteriologia.
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Resolucién optimizada de contaminacion cruzada por MIRU-VNTR

Resolucion molecular optimizada de las alertas de
contaminacion cruzada en los laboratorios de

micobacteriologia clinica.

Publicado en BMC Microbiology, Febrero 2008

RESUMEN

La existencia de falsos-positivos debidos a las contaminaciones cruzadas que
pueden tener lugar durante el cultivo de M. fuberculosis en el laboratorio es un fenémeno
conocido y con un evidente impacto clinico, terapéutico y social. La confirmacion final
de un evento de contaminacion cruzada requiere la identificacion molecular de la misma
cepa de M. ruberculosis cultivada tanto en la fuente potencial de contaminacion, como en
el candidato a constituir un falso-positivo. La herramienta molecular utilizada
generalmente para resolver estos casos es la técnica 1S6110-RFLP, que requiere largos
periodos hasta la obtencion de los resultados, generalmente mas prolongados que el
tiempo demandado por los microbidlogos y los clinicos para clarificar una sospecha de
falso positivo. El objetivo de este estudio es evaluar la nueva técnica de genotipado
MIRU-VNTR como alternativa para proporcionar una resoluciéon rapida de los casos de
contaminacion cruzada de laboratorio.

IS6110-RFLP y MIRU-VNTR fueron comparadas prospectivamente en la
resolucion de 19 alertas de contaminacion cruzada de laboratorio. MIRU-VNTR mostro
una elevada correlacion con la técnica [IS6110-RFLP, redujo el tiempo de respuesta en 27
dias y permiti6 clarificar 6 alertas que IS6110-RFLP no pudo resolver. Adicionalmente,
MIRU-VNTR revel¢ situaciones complejas, tales como un caso de contaminacion

cruzada originadospor dos fuentes independientes.
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Abstract

Background: The phenomenon of misdiagnosing tuberculosis (TB) by laboratory cross-
contamination when culturing Mycobacterium tuberculosis (MTB) has been widely reported and it has
an obvious dlinical, therapeutic and social impact. The final confirmation of a cross-contamination
event requires the molecular identification of the same MTB strain cultured from both the potential
source of the contamination and from the false-positive candidate. The molecular tool usually
applied in this context is 1S6 | 0-RFLP which takes a long time to provide an answer, usually longer
than is acceptable for microbiologists and clinicians to make decisions. Our purpose in this study
is to evaluate a novel PCR-based method, MIRU-VNTR as an alternative to assure a rapid and
optimized analysis of cross-contamination alerts.

Results: MIRU-VNTR was prospectively compared with 1S61 10-RFLP for clarifying 19 alerts of
false positivity from other laboratories. MIRU-VNTR highly correlated with 1S61 10-RFLP, reduced
the response time by 27 days and clarified six alerts unresolved by RFLP. Additionally, MIRU-VNTR
revealed complex situations such as contamination events involving polyclonal isolates and a false-
positive case due to the simultaneous cross-contamination from two independent sources.

Conclusion: Unlike standard RFLP-based genotyping, MIRU-VNTR i) could help reduce the
impact of a false positive diagnosis of TB, ii) increased the number of events that could be solved
and iii) revealed the complexity of some cross-contamination events that could not be dissected by

IS6 1 10-RFLP.
Background has been reported to oceur in 0.1-3% of cases |1-5]. It has
The false diagnosis of tuberculosis (1B) due to laboratery  an obvious epidemiological. clinical and therapeutical
cross-contamination is a well-known phenomenon and  impact -each misdiagnosis of tuberculosis due to labora-
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tory cross-contamination has been estimated to cost on
average 10,872 dollars [6]. We recently presented data
indicating that laboratory cross-contamination events are
more frequent than expected |7] and that these alerts
require a faster clarification. False positivity due o Jabora-
tory cross-contamination is suspected when i) Mycobacte-
rium tuberculosis (MTB) is cultured from only one of the
serial specimens of a patient, ii) the bacterial yield in the
culwure is low and iii) the suspected sample has been proc-
essed together {or in a short period of time apart) with at
least one other from a patient with a high bacterial load.
The final confirmation of false positivity requires the
application of molecular tools to prove that the M1TR iso-
lates from the co-processed specimens share identical gen-
otvpic patterns (after having ruled out epidemiological
links between the cases involved). Unfortunately, the ref-
erence MTB genotyping method, 1S6110-RELP, requires
well-grown cultures and takes a long time to provide an
answer, usually longer than is acceptable for microbiol-
ogists and clinicians to make decisions.

A rapid PCR-based MTB genotyping tool, MIRU-VNTR
(Mycobacterial-interspersed-repetitive-units-Variable-

number-tandem-repeats) |8], has recenty been developed
and has proved useful in different epidemiological studies
19.10]. It could allow quicker resolution of cross-contam-

ination alerts although studies evaluating the efficiency of

MIRU-VNTR in this context in a prospective design are
lacking, and only a few isolated examples of its potential
in identifving false-positive cases have been reported [11].
Our purpose in this study is to evaluate MIRU-VNTR as an
alternative to assure a rapid analysis of cross-contamina-
tion alerts in reference laboratories.

Results and Discussion

We prospectively evaluated whether MIRU-VNTR could
be an alternative 1o RELP for the fast resolution of labora-
tory cross-contamination alerts in reference genotyping
centres. Therefore, we applied bath 1S6110-RFLP and
MIRU-VNTR in a pilot study o analyze all the alerts
received from laboratories in Almeria, Spain. We com-
pared the response time and the correlation between the
diagnosis of either true positivity or laboratory cross-con-
tamination using both techniques. The response time was
measured from the moment the culture was received until
MIRULype for all the 12 loci assayed, or an RILPtype were
obtained. We decided to accept only those results
obtained within a reasonable time frame (below 90 days),
because longer times were not considered useful for
resolving the alerts.

Between November 2005 and I'ebruary 2007, 19 cross-

contamination alerts were received in our laboratory. Il

the potential sources (candidates of true-positive cases)
and receptors (candidates of false-positive cases) in con-

http:/~ivww biomedcentral.com/1471-2180/8/30

tamination events are taken together, a total of 48 cultures
were involved (Figures 1 &2). In all cases MIRU-VNTR
resolved the alert before RELP. The response time range
for MIRLI-VNTR from the reception of the sample was 3-
28 days (median: 13 davs) whereas RFLP required 24-77
days (median 45 days) (igure 1). This means that MIRU-
VNTR reduced the standard response time by 16-60 days
(median: 27 days), which could easily have been
increased if priority had been given to performing MIRU-
VNTR analysis. Instead, we preferred to perform this eval-
uation in the real situation of a genotyping laboratory
with many other routines. The response time for MIRU-
VNTR was longer than could be expected because the pri-
mary culture had to be sent to another reference labora-
tory to perform susceptibility assays, and this meant the
reception in many cases of fresh subcultures that required
preincubation before analysis. The application of capil-
fary electrophoresis to analyze MIRU-VNTR products 8]
had also reduced the response time. With regard to the
correlation in the answers, RILP detected false-positivity
in eight of the thirteen events in which it was able to pro-
vide a response, indicating that the cross-contamination
alerts were justified. MIRU-VNTR, even having applied the
12-loci set which is less discriminatory than the 15 or 24-
foci sets |12,13], correlated in all cases except in one alert
(alert 4) considered as true positivity by RULP whereas
MIRU-VNTR found identical genotypes for the involved
cases. To uy to clarify this discrepancy, MIRU-VNTR with
the whole set of 24 loci was applied and. again, the
involved cases shared identical MIRUtypes. A detailed
analysis of the RI'1.Ptvpes indicated that most of the bands
in alert 4 were shared and that differences could result
from the acquisition of an additional Peull site responsi-
ble for the digestion of a long band into two smaller
bands (l'igure 1). One possible explanation for this poten-
tial discrepancy would be that the potential source case
was infected by two [S6110 RFLP variants and only one
was involved in the cross-contamination event. Consist-
ent with this hypothesis, an independent specimen from
the source case was genotyped and the same 1S6110 pro-
file as the one displaved in the contamination event was
observed (data not shown).

As indicated above, RI'LP could not offer an answer in six
alerts, either because some of the cultures (in three alerts)
did not lead to the bacterial yield required for RI'LP or
because the 90-day limit was exceeded. In all the cases that
remained unsolved by RITP, MIRU-VNIR provided a
resultand, in two of them, it identified a cross-contamina-
tion that would have gone undetected if only RI'LP analy-
sis had been available. Lach one of these two cross-
contamination events revealed only by MIRU-VNIR
showed interesting features (Figure 2). The first one (alert
15) involved a polvclonal isolate, with two variants in one
laci, similar o others previously reported [14]. The sec-
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Figure |

The numbers for each alert were assigned chronologically. For each alert the potential source/s (PS) and the cross-contamina-
tion alerts (CCA) are indicated. The MIRUtypes and RFLPtypes and the time (days) for the obtention of results, the result
(TP:True positivity, FP: False positivity) after analyzing the MIRU-VNTR and RFLP fingerprints, and the differences between the
time for solving the alerts by MIRU-VNTR and RFLP are shown. The asterisks in alert 4 indicate the differential bands between
the RFLP patterns. The MIRU-VNTR alleles which are different for the isolates from an alert are highlighted in bold.

ond (alert 19) was a complex situation in which two cross-
contamination events occurred simultaneously. Each of
two different sources {PS1 and PS2) contaminated a spec-
imen from two independent patients (CCA1 and CCA2)
and both (PS1 and PS2) were also involved in the simul-
taneous contamination of an additional specimen from
another case (CCA3). 'This double contaminated case
(CCA3) could be detected by MIRU-VNTR because its pat-
tern was the combination of the MIRLUtypes of the sources
(PS1 and PS2), with two different alleles in three of the
loci (Tigenre 2). In this alert, the 90-day limit was exceeded
by RILP and the profiles are not shown; however, the
complex patterns of the isolates involved { 14 bands and 8
bands) led to a 22-band pattern in the double-contami-
nated false-positive case that prevented identification of
false-positivity by RFLP but not by MIRU-VNTR.

Conclusion
Our data mean that MIRU-VNTR is more adequate than
RILP for analyzing cross-contamination alerts. 1t was

faster than RI'LP, the correlation with RFLP diaghosis was
high and it succeded in resolving alerts even under cir-
cumstances that were not appropriate for the RI'LP analy-
sis requirements. A permanently suspicious attitude on
the part of the clinical mycobacteriologist together with
access to a fast resolution of cross-contamination alerts
could enable more rapid management of suspected false-
positive cases, because culture-results would only need to
be retained for a short time before clarification. Unlike
standard RFLP-based genotyping, MIRU-VNTR could help
reduce the impact of a false positive diagnosis of TB.

Methods

Samples

Clinical specimens were processed according to standard
methods and grown in Lowenstein-Jensen slants and in
MCIT (Becton Dickinson, Sparks. Md) liquid media.
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Analysis of the cross-contamination alerts by MIRU-VNTR and RFLP

VNTR-MIRU ANALYSIS

ALERT MIRU-type RESULT

1 CCA:333315153222 P

PS: 222153324
. 3

" CCA: 224226163521 Fp
PS: 224226163%21
CCA: 225313153321

16 PS1: 22_ 25163324 TP

PS2: 224326133324

CCA:223_25153322
17 PS1: 2434_42532_2
PS2: 22635_1533_3
PS3: 2242261633 21

TP

18 CCA:225326133324 e
PS: 224213153323

PS1: 225325153323
19 CCA1:225325153323
CCA3: 228 %2314332] FP
CCA2:223226143321
PS2: 223226143321

Figure 2

Analysis by MIRU-VNTR of the cross-contamination alerts
that could not be solved by RFLP. The numbers for each alert
were assigned chronologically. For each alert the potential
source/s (PS) and the cross-contamination alerts (CCA) are
indicated. The MIRUtypes and the resufts (TP:True positivity,
FP: False positivity) after analyzing the MIRU-VNTR finger-
prints are shown. The MIRU-VNTR alleles which are different
for the isolates from an alert are highlighted in bold. The loci
which appear underscored mean that no amplification prod-
uct was obuained. The loci with two values indicate that two
alleles were simultaneously detected for that locus.

Molecular analysis

Tor 1IS6110-RFLP we followed the standard procedures
[15], and for MIRU-VNTR we applied the 12-loci set |§],
trying to apply the simplest and fastest MIRU format and
also attempting to obtain a result by directly amplifving a
crude extract of the culture (after boiling and sonicating
for ten and five minutes, respectively). MIRU-VNTR prod-
ucts were separated by electtophoresis at 45V for 17 h 30
min, using MS8 2% agarose gels (Pronadisa, Madrid,
Spain). IFragment sizes were calculated with the Chemi-
Doc system (BioRad, CA, USA) and the Diversity database
{BioRad), using a 100-bp ladder (Invitogen, CA, USA) as
a molecular weight marker. The number of repeats in each
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locus was calculated by applving the corresponding con-
version tables (P. Supply, personal communication)

Molecular patterns were analyzed using Bionumerics 4.6
(Applied Maths, Sinti-Martens Laten, Belgium). Results
were interpreted as false positivity if both the potential
source and the cross-contamination alert had identical
MIRU-VNTR and 156110 RI'LP and the converse for true
positivity.
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OBJETIVO 2:

Refinar el analisis de casos de tuberculosis relacionados
epidemioldgicamente pero no confirmados por el genotipado

basado en la técnica IS6110-RFLP
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Reanadlisis de casos de tuberculosis relacionados
epidemioldgicamente no confirmados por el genotipado basado

en la técnica IS6110-RFLP.
Publicado en Clinical Microbiology and Infection, Agosto 2009

RESUMEN

Una microepidemia de tuberculosis se define cuando existe un nexo
epidemioldgico probado entre un numero reducido de casos de tuberculosis. Sin
embargo, algunos estudios han encontrado microepidemias que no estan confirmadas por
las técnicas de genotipado.

Se analizaron 77 casos de tuberculosis, pertenecientes a 33 microepidemias,
probadas epidemioldgicamente, identificadas durante un periodo de 5 afios en Madrid,
con el fin de comprobar si eran confirmadas por el analisis molecular realizado con la
técnica IS6110-RFLP. Doce parejas (27.3%) no fueron confirmadas inicialmente por el
tipado molecular y se realizé un re-analisis refinado para esclarecer las razones de dichas
discrepancias. Las posibles causas que se consideraron para explicar estas discrepancias
fueron: 1) posibles errores de laboratorio o eventos de contaminacidon cruzada de
laboratorio, ii) infecciones clonalmente complejas no detectadas, y iii) falta de
refmamiento en el analisis genotipico que pudiera quedar resuelto mediante la aplicacion
de técnicas de genotipado en segunda linea. Una de las discrepancias fue debida a un
error de laboratorio. No se encontrd ninguna microepidemia que fuera discrepante como
resultado de una asignacion incorrecta de genotipos causada por una infeccion policlonal.
La aplicacion conjunta de Spoligotipado, MIRUI5 y IS6110-RFLP permitié la
identificaciéon de genotipos compartidos en 4 de las microepidemias inicialmente
consideradas discrepantes, reduciendo el porcentaje de discrepancias de un 27.3% a un
15.9% (7/44). Sin embargo, en las siete microepidemias restantes el genotipado de
segunda linea identificé diferencias apoyadas, al menos, en dos de las tres técnicas
aplicadas.

Estos hallazgos alertan de la necesidad de 1) refinar al maximo el anilisis

molecular para identificar de una manera mas precisa aquellas microepidemias que son
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realmente discrepantes con los datos genotipicos, y ii) ampliar la bisqueda de entornos

de transmisidén mas alla de los contextos convencionales.
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Abstract

Tuberculosis microepidemics are considered as such when a proven epidemiological link is identified between the cases. However,
some studies have found microepidemics that were not supported by genotyping data. In a cross-sectional study, 44 linked pairs
from 33 microepidemics identified during a 5-year period in Madrid, Spain were analysed to evaluate whether the epidemiological
findings were consistent with the molecular analysis by 1S6110-RFLP. Twelve pairs (27.3%) were not initially confirmed by molecular
typing. and a refined re-analysis was performed to identify the reasons for the discrepancies. The possible causes were as follows:
(i) laboratory errors or cross-contamination events, (i} undetected clonally complex infections, and (iii) lack of refinement in the
genotyping analysis that could be clarified by applying second-line fingerprinting tools. One discrepant pair was caused by laboratory
error. No discrepant pairs were the result of incorrect assignment of genotypes due to clonally complex infections. The application
of spoligotyping. MIRU-15 and RFLP enabled the establishment of matching shared genotypes in four linked pairs initiaily considered
as discrepant. therefore. the percentage of discrepant pairs was reduced from 27.3% to 15.9% (7/44). However. in the remaining
seven pairs. second-line fingerprinting identified differences with at least two of the three genotyping tools applied. This finding alerts
us to the need to (i) refine as much as possible the molecular analysis to establish more accurate identification of truly discrepant
cases, and (ii) broaden the search for epidemiological links to include non-conventional contexts outside the household or work/

school settings.
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some authors have observed that clustering of TB cases may
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not always be the result of recently rransmitted infection and
identical DNA fingerprints can be found among patients who
have never been in contact [6.7]. Others, however, suggest
that in the vast majority (86%) of patients, clustering indeed
represents recent transmission [8]. Second, in studies that

. have tested the assumption that TB in a secondary case is the
Introduction

result of transmission from the corresponding source case,
DNA fingerprinting has shown that in up to 30% of pairs the

Genotyping of Mycobacterium tuberculosis (MTB) isolates using
restriction fragment length polymorphism (RFLP) with the
insertion sequence 156110 is the standard molecular
approach to analysing tuberculosis (TB) outbreaks. [I-3]
recent transmission patterns [4]. and prevalent circulating
MTB strains [5]. In general, MTB isolates from epidemiologi-
cally linked cases share identical RFLP patterns, and are con-
sidered to be the result of recently transmitted infections.
However, the application of molecular techniques in popula-

tion studies has produced paradoxical observations. First,

genotypic patterns for the MTB isolates from the source and
secondary cases are different {9,10].

The present study analyses the microepidemics (defined
as the existence of one or more secondary cases arising
from the defined index case) detected in the south of Madrid
over a 5-year period. We evaluated the correlation between
epidemiological and molecular data to identify discrepant
pairs, which were then studied in depth to clarify the rea-
sons for the discrepancies by refining the fingerprinting

methods and strategies.
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Materials and Methods

Study design and population

This cross-sectional population-based study of culture-
positive TB patients was conducted in nine urban districts in
the south of Madrid (Spain). The total population of almost
1.5 million inhabitants receives specialized care at Hospital
12 de Octubre and Hospital Gregorio Maranon.

The target population consisted of all residents diagnosed
with TB from January 2002 to December 2006. Collaborative
surveillance was carried out by two mycobacterial laborato-
ries that were integrated into the TB control programme,
together with other hospital medical departments, public
health services, and primary health care.

Sociodemographic and clinical data were obtained from
the Regional Tuberculosis Case Register using a standardized
protocol. Data were recorded on patient characteristics
(age. sex, country of origin, number of years of residence in
Madrid or elsewhere in Spain, and district of residence), clini-
cal characteristics (date of onset of symptoms, date of diag-
nosis, site of disease, and previous TB), risk factors for TB
(homelessness, injection drug use, presence of HIV infection,
previous imprisonment, diabetes. silicosis. gastrectomy, and
malignant neoplasm), and information from follow-up and
contact investigations.

The study was approved by the hospital ethics committee.

Definition of microepidemic

We considered an outbreak or microepidemic as the exis-
tence of one or more secondary cases arising from the same
source over a |-year period after the index case was diagnosed
[11]. We preferred the term microepidemic because most of
the clusters we studied included two to three cases and trans-
mission occurred mainly between household members.

In all cases, the likelihood of transmission was classified as
‘definite’ because patients were found to be in the same
place at the same time, when one was infectious or a patient
identified another patient as being the source of TB. This
classification was made by epidemiologists before the molec-
ular study was carried out.

We used the definition of epidemiologically linked case
pairs reported by Bennett et al. [10].

DNA fingerprinting

DNA extraction, 1S6110-RFLP typing, and spoligotyping were
performed according to standard methods [12,13]. Mycobac-
terial interspersed repetitive units-variable number of tandem
repeats (MIRU-YVNTR) was performed by amplifying the I5
MIRU-VNTR loci as described elsewhere [14].

<2009 The Authors

Pairs were classified as infected by the same strain if (i)
their 1S6110 patterns had more than five bands and were
identical or (ii) their I1S6110 patterns had five or fewer bands
of identical sizes and also shared identical spoligotypes. RFLP
patterns were compared by computer-assisted analysis (Bio-
numerics 5.1 software: Applied Maths, Sint-Martens-Latem,
Belgium). For the pairs that did not fit the previous criteria,
we applied a second-line typing approach based on spoligo-
typing and VNTR-MIRU with the set of I5 loci [IS]. For
these discrepant case pairs, we also analysed. when available,
more than one sample from each patient.

The second-line genotyping analysis of the pairs showing
differences in their RFLP types was used to classify them as
follows: (i) matched pairs, if they shared both spoligotypes
and MIRU types: (ii) unmatched pairs, if they showed differ-
ences both in spoligotypes and MIRU types; and (iii) partially
unmatched pairs, if they showed differences either in spoligo-
types or MIRU types.

Spoligotypes were considered as shared if they were iden-
tical and no variations were tolerated because of the low
discriminatory power of this technique. MIRU types were
considered shared if they were identical, but an allelic varia-

tion of one repetition in a single locus was tolerated.

Molecular strategy to analyse discrepant microepidemics

For the microepidemics with molecular discrepancies. we
evaluated different possibilities: (i) false unclustering of the
cases by involvement of some iaboratory cross-contamina-
tion event or laboratory error; (ii) unclustering in the cases
involved in the microepidemic caused by incorrect assign-
ment of genotypes, due to clonally complex infections
(mixed or compartmentalized infections); and (iii) lack of
accuracy in the genotyping analysis that could be clarified by
applying second-line fingerprinting tools, and which may have
considered pairs with a similar but not identical genotype as

unclustered cases.

Results

During the study period, 1768 TB cases were diagnosed. of
which 1333 had a positive culture for MTB. Among the cul-
ture-positive cases. 956 isolates were available for genotyp-
ing. The study population with molecular data available did
not differ with regard to clinical or demographic characteris-
tics from the total number of culture-positive cases, with the
exception that a greater proportion of isolates from immi-
grants was available for genotyping (36.6% vs. 30.8%:
p = 0.04). Three hundred and thirty-one cases (34.6%) were

grouped in 9! clusters involving between two and 20
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patients. During this period. 33 epidemiologically proven mic-
roepidemics were detected. These involved 44 linked case
pairs ranging from one to three linked pairs per microepi-
demic and including a total of 77 cases. In 29 pairs (65.9%).

. the contact occurred in the same household; the remaining
linked pairs corresponded to family links (nine pairs), friends
(four pairs), occupational contact (one pair), homeless shar-
ing a shelter (one pair).

When we compared the epidemiological and molecular
findings. we found that 32 linked pairs (72.7%) were initially
confirmed by the molecular analysis (Fig. |). The remaining
12 (27.3%) case pairs were not initially confirmed by RFLP-
based molecular typing and eight of these (75%) were house-
hold contacts (Fig. 2).

We decided to analyse in more detail the subset of mic-
roepidemics that did not correlate with the fingerprinting
data. The analysis of additional samples allowed us to idencify
genotyping matches in one of the pairs initially considered as
discrepant. The analysis in pair 500-a of an additional sample

from case 500-3 allowed us to detect the same isolate that
was involved in the infectdon of the related case (Fig. 2a).
The genotype that had been assigned to patient 500-3 was
shared with another case whose sample had been processed
in the laboratory on the same day, suggesting an incorrect
assignment of a specimen from the other patient.

In order to examine clonal complexity as a cause of dis-
crepancies in some microepidemics, we searched for poten-
tial errors in the assignment of RFLP types due to mixed
infections by more than one MTB strain in the same sputum
sample or with different strains isolated in independent sam-
ples from a single patient. The first possibility could be
explored by the application of MIRU-VNTR, which enables
us to reveal clonal complexity in a sample. A sample with
(5112, Fig. 2d) in
only one microepidemic, and the differences between the

two clonal variants was detected
variants were so subtle that they were not expected to be
responsible for the discrepancies in this microepidemic. As

for the second possibility—different strains/clonal varants in
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FIG. 2 Linked pairs initially considered not supported by the molecular analysis. The figure shows the number identifying each linked pair, the

patients involved, the number of isolates available (LA.) for analysis from independent specimens, the restriction fragment length polymorphism

(RFLP), spoligotype. and the Mycobacterial interspersed repetitive unit (MIRU) patterns. MIRU alleles with differences between the cases involved

are highlighted in bold. For case 5112-2, who was infected with two clonal variants, both alleles are shown. Pairs are grouped as follows accord-

ing to the redistribution in different interpretation categories after the refined molecular re-analysis: (a) proved linked pairs after identifying a

laboratory error, (b) proved linked pairs for which a molecular match had been established after second-line genotyping, (c) pairs with partial

molecular differences in second-line genotyping, and (d) pairs with marked molecular differences in second-line genotyping.
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different samples—we found more than one sample for analy-
sis in only four microepidemics. We detected two clonal vari-
ants (identified by MIRU) in only one case (152-3; Fig. 2d),
each in independent samples. Again, the differences between
the two variants were so subtle that they were not expected
to be responsible for the discrepancies in this microepidemic.

For the remaining 1! pairs that had not been clarified
after consideration of laboratory errors or clonal complexity,
we refined the genotyping analysis by applying a second-line
approach. This allowed us to classify the pairs in three differ-
ent interpretation categories:

1) Matched pairs: four pairs that shared spoligotypes and
MIRU types (1169. 5104, 5120, 5123: Fig. 2b) and that
had shown RFLP types differing in only one or two
bands (except for 5120).

Partially unmatched pairs: three linked pairs sharing
MIRU types but no spoligotypes (1164, 5107, 5122-a;
Fig. 2¢) and that had shown RFLP types differing in more

2

~

than two bands.
3

~

Unmatched pairs: four pairs with differences both by
spoligotyping and MIRU typing (144, 152-a, 164, 5112
Fig. 2d) and that had shown RFLP types differing in more

than two bands.

A review of the epidemiological links supporting the defini-

tion of these microepidemics showed that they were defi-

nite. Only in one pair (164, which had shown marked
molecular differences) were we able to identify a possible
weakness in the assignment, because the patients were
homeless.

The results of our refined re-analysis are summarized in
Fig. 3. These results enabled us to reinterpret five of the 12
linked pairs analysed, which increased the percentage of pairs
that were confirmed by molecular techniques from 72.7% to
84.1%. One pair was confirmed after identification of a labo-
ratory error. Four pairs could have been considered concor-
dant if spoligotyping and MIRU-15 had been applied or if
minor differences between the RFLP patterns had been tol-
erated. Four pairs were confirmed as unrelated. For the
remaining three discrepant linked pairs, one of the second-
line genotyping

techniques identified shared genotypes,

whereas the other found differences between them.

Discussion

Microepidemics are generally defined using standard epidemi-
ological surveys and involve cases with definite links, mostly
in a household context. The introduction of molecular analy-
sis into the study of TB transmission dynamics has revealed
that a proportion of these theoretically linked cases are not
supported by fingerprinting [9,10].

44 linked pairs
29 household pairs;

32 pairs (72.7%) initially confirmed
by the molecular analysis
21 household pairs

12 pairs (27.3%) not initially
confirmed by the molecular analysis
8 household pairs

4 matched pairs which shared
spoligotypes and MIRUtypes
(1169, 5104, 5120, 5123)

3 household pairs

1 pair laboratory error
(500a)
0 household pairs;

3 partially unmatched pairs

sharing MIRUtypes but no (&:nrslgg:hfg‘ pasl;s‘ 2
spoligotypes (1164, 5107, 5122a) 3 household pairs;

2 household pairs

37 pairs (84.1%) finally confirmed

by the molecular analysis
24 household pairs

7 pairs (15.9%) not finally

confirmed by the molecular analysis
5 household pairs

FIG. 3 Summary of the re-analysis of the 44 pairs initially considered discrepant using molecular data. From the total number of pairs in each

panel, the number of pairs that involved household contacts is also indicated.

2009 The Authors
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Rapid genotyping methods are available in certin centres
as first-line approaches for molecular epidemiology purposes:
however, studies using these techniques are scarce and RFLP
is still the method most commonly used worldwide for the
analysis of TB microepidemics. Considering this, we also fol-
lowed the standard scheme of applying RFLP as the refer-
ence genotyping method, and MIRU-15 and spoligotype were
used as second-line methods to clarify discrepancies.

We studied the proportion of microepidemics without fin-
gerprint matches during a 5-year period in Madrid and refined
the molecular analysis to evaluate the robustness of these dis-
crepancies. Initially, we identified 12 of 44 epidemiologically
linked pairs (27.3%) with discrepancies at the molecular level.
After re-analysis, five of the 12 pairs (41.7%) initially consid-
ered not to be supported by genotyping were finally consid-
ered matched, thus reducing the percentage of discrepant
pairs to 15.9% (7/44). However, for these remaining seven
pairs, we still found genotyping differences when one or even
two of the second-line genotyping tools were applied.

At first, we suspected laboratory cross-contamination [16]
or errors in the assignment of some samples as causes of
the discrepancies. After this analysis. one of the 12 pairs
(8.3%) initially considered to be discrepant was revealed to
be concordant after an unnoticed incorrect assignment of
samples from two patients was identified in the laboratory.

Mixed infections by more than one strain, and compart-
mentalization of the infection with different strains infecting
different tissues have been reported [17]. We took advan-
tage of MIRU's ability to identify clonally complex infections
directly [18]. which is not easy with RFLP or spoligotyping.
This analysis revealed no microepidemics in which the dis-
crepancies could be explained by clonally complex infections.

To determine the robustness of the discrepancies in the 12
pairs that had not yet been clarified, we applied a second-line
genotyping strategy based on spoligotyping and MIRU-VNTR.
MIRU-I5 has proven to be as discriminative as RFLP [14] and
to have a good fit with the epidemiological data [19].

After our refined analysis of the discrepancies, we found
that a proportion (five of the 12 linked pairs) of the mic-
roepidemics that had initially been considered not to match
the molecular data could be solved and were finally shown
to be matched pairs. Nevertheless, in one of these pairs
{5120)., matching by spoligotyping and MIRU showed differ-
ences in more than two RFLP bands. thus suggesting some
potentially unexpected rearrangements within the microepi-
demic only revealed by this technique. Similar results from
other authors might suggest the application of an excessively
strict criterion that assumed as clustered only those cases
infected by MTB isolates sharing identical RFLP patterns.
Subtle genetic changes can arise from the adaptation of a

2009 The Authors

strain to the different hosts in a transmission chain [20], with
the result that strains showing subtle variations might be
considered clustered [21].

Although the percentage of linked pairs with no molecular
evidence fell from 27.3% to 15.9%, it is interesting to exam-
ine the remaining seven pairs with molecular differences in
the second-line genotyping scheme. Four of these pairs had
molecular mismatches by the two second-line genotyping
tools and three pairs had differences by only one of them.
We could only posit links other than those expected in one
pair, as the cases involved were homeless people; for the
remaining cases, the epidemiological survey established a def-
inite link, and in five of these seven pairs not supported by
genotyping the theoretical contact was in the household.

If the MIRU data had been the only data available, a higher
number of the epidemiologically linked pairs would have been
found to be consistent with the epidemiological data (8/12,
66.7%). Discrepancies between the information obwined by
RFLP and MIRU have also been found in molecular epidemiol-
ogy studies [15,19.22]. In some of these studies. MIRU-I5-
defined clusters fit better with the epidemiological data than
RFLP-defined ones [19.22]. Our findings in the present study
provide additional examples of circumstances where MIRU-
15 data could fit better with epidemiological findings.

Other studies had already examined epidemiologically
linked cases with no molecular matches, although the more
detailed methodological and microbiological approach of our
method allowed us to reduce the percentage of true discrep-
ancies. In an extensive US study [I0] covering seven sentinel
areas over 5 years, 29% of the epidemiologically linked cases
did not share matching genotypes. Discrepant microepidemics
were also found for the theoretically linked cases in circum-
stances where the certainty of links is expected to be highest.

The existence of microepidemics not supported by molecu-
lar matches could be because TB in the secondary cases is a
reactivation of an infection acquired in the past or a recent
infection from another unknown source case. In our study,
there was no evidence of previous TB in any of the cases
involved in the microepidemics not supported by the molecular
analysis. Transmission in contexts outside the household has
been described, mainly in high-incidence settings [23]. Casual
contacts and transmissions in non-conventional settings have
been observed and are mainly revealed by universal molecular
strategies and in novel epidemiological surveys based on social
networks [24,25] or reinterviewing of clustered cases [26].

In summary. our study has succeeded in establishing a
molecular match for epidemiologically linked pairs that were
not initially supported by fingerprinting. and this allowed us
to reduce the percentage of discrepant pairs from 27.3%
to 15.9%. Nevertheless, seven pairs were still found to be
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misrnatched after the refined re-analysis. Our findings should
alert us to the need to (i) refine the molecular analysis as
much as possible to identify those case pairs whose molecu-
lar daw truly differed from the epidemiological data, and (ii)
broaden the search for epidemiological links including non-
conventional contexts outside the household or work/school
settings in order to increase the correlation between epide-
miology and molecular analysis.
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OBJETIVO 3:

Desarrollar sistemas de analisis clonal rapido de los casos de

tuberculosis recurrente.
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Analisis clonal rapido de casos de tuberculosis recurrente
mediante analisis por MIRU-VNTR directamente sobre

aislados clinicos archivados.
Publicado en BMC Microbiology, Julio 2007.

RESUMEN

La aplicacion de las herramientas moleculares al estudio de la tuberculosis ha
revelado ejemplos de complejidad clonal, tales como reinfeccién exogena, coinfeccidn,
microevolucidon o compartimentalizacion. La deteccidon de complejidad clonal mediante
las aproximaciones de genotipado estandar es laboriosa y, a menudo, requiere la
participacion de personal experto, lo que limita la disponibilidad rapida de genotipos de
M. tuberculosis a la hora de caracterizar recurrencias. MIRU-VNTR, una nueva técnica
de genotipado basada en PCR, ha hecho posible la obtencion de genotipos de M.
tuberculosis en un marco de tiempo mas proximo al diagnostico y ha demostrado su
utilidad en la identificacion rapida y sencilla de fendmenos de complejidad clonal. El
objetivo de este estudio fue analizar la capacidad de la técnica MIRU-VNTR para
proporcionar al clinico una rapida discriminacion entre los fenémenos de reactivacion y
reinfeccion exogena y, asimismo, valorar si esta técnica ofrece la sensibilidad suficiente
en la obtencion de genotipos directamente de aislados de M. ruberculosis archivados, sin
necesidad de subcultivar ni purificar el ADN.

Se analizaron por MIRU-VNTR 32 aislados archivados pertenecientes a 13
pacientes con tuberculosis recurrente, detectandose diferencias entre los MIRU-tipos de
los aislados recurrentes en un 38.5% (5/13) de los casos estudiados. Entre estos casos se
observaron ejemplos de: i) reinfeccion exdgena, a menudo causados por una cepa mas
resistente, 1i) microevolucion, con la aparicién de nuevas variantes clonales generadas a
partir de una cepa inicial, y iii) situaciones mas complejas en las que se observd la
combinacidn de fendmenos de microevolucion, coinfeccion y competicion.

MIRU-VNTR es, por tanto, una herramienta répida en la obtencién de genotipos
directamente de aislados archivados, sin necesidad de subcultivo ni purificacién del

ADN. MIRU-VNTR podria ser aplicada en el rastreo rapido y masivo de colecciones de
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aislados archivados de M. tuberculosis, 1o que permitiria establecer la dimensidn real de

la complejidad clonal en la infeccién por M. tuberculosis.
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Abstract

Background: The application of molecular tools to the analysis of tuberculosis has revealed
examples of clonal complexity, such as exogenous reinfection, coinfection, microevolution or
compartmentalization. The detection of clonal heterogeneity by standard genotyping approaches is
laborious and often requires expertise. This restricts the rapid availability of Mycobacterium
tuberculosis (MTB) genotypes for clinical or therapeutic decision-making. A new PCR-based
technique, MIRU-VNTR, has made it possible to genotype MTB in a time frame close to real-time
fingerprinting. Our purpose was to evaluate the capacity of this technique to provide clinicians with
a rapid discrimination between reactivation and exogenous reinfection and whether MIRU-VNTR
makes it possible to obtain data directly from stored MTB isolates from recurrent episodes.

Results: We detected differences, between the MIRUtypes of recurrent isolates in 38.5% (5/13)
of the cases studied. These included cases of i) exogenous reinfection, often with more resistant
strains, ii) likely examples of microevolution, leading to the appearance of new clonal variants and
iif) a combination of microevolution, coinfection and competition.

Conclusion: MIRU-VNTR rapidly obtained clinically useful genotyping data in a challenging
situation, directly from stored MTB isolates without subculturing them or purifying their DNA.
Our results also mean that MIRU-YNTR could be applied for easy, rapid and affordable massive
screening of collections of stored MTB isolates, which could establish the real dimension of clonal
heterogeneity in MTB infection.

Background laboratory has shown that this infection is sometimes
tntil recently, infection by Aycobacterium tuberculosis  clonally complex. In this sense, fingerprinting of clinical
{MTB) has been assumed to be clonally simple, and a  culwres has revealed i) exogenous reinfection as a cause of
tuberculosis (TB) case was traditionally thought to be  recurrences more often than originally thought [1-5], ii)
infected by a single MIB strain. The introduction of  simultaneous coinfection with different MTB strains [4-7]
molecular biology tools into the clinical microbiology  iii) microevolution phenomena |8,9] and iv) compart-
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mentalization of the infection, with different strains
infecting different tissues |9,10]. or even independent
lung sites [11].

Clonal complexity in TB is now well documented, and cli-
nicians are increasingly requesting characterization of the
strains involved in these cases, mainly to discriminate
between reinfection and reactivation. However, RILD-
based or spoligotyping-based fingerprinting approaches
do not provide results quickly enough to include MIB
genotypes in the pool of the first-line microbiological data
available to take clinical, therapeutic or epidemiological
decisions.

A new PCR-based fingerprinting technique, MIRU-VNTR
|12}, has been considered a suitable alternative for the
simple and rapid detection of clonal complexity in 1B
7,13,14]. We verified whether MIRU-VNTR could pro-
vide a rapid answer in conditions mimicking a real clinical
situation: when M1TB is cultured from a patient who had a
previous TB episode and the clinician demands the dis-
crimination between reactivation and exogenous reintec-
tion. We evaluated the efficiency of MIRU-VNTIR for the
rapid analysis of clonal complexity in recurrent cases
directly from a collection of frozen-stored MTRB isolates,
without subculturing them or purifving DNA.

Results

Wewere able to analyze the sequential MTR isolates of 58
patients with two or more recurrent B episodes (2-5 epi-
sodes separated by intervals of between 6 months and 5
years). Thirty-two stored M1B isolates from 13 represent-
ative cases of recurrences (lable 1) were selected for
MIRU-VNTR genotyping.

We could amplify at least ten of the 12 MIRU targets from
twenty-nine stored clinical isolates (90.6%). In an addi-
tional case we were only able to obtain a fingerprint from
six loci. I'or the remaining two isolates, no MIRU loci were
amplified (corresponding to two isolates from the years
1997 and 2003) and for one of these, MTB was not recov-
cred after subculture.

Clonal analysis of recurrences

We compared the genotypes of the recurrent isolates
obtained directly from the stored isolates. We found dif-
ferent MIRLI types in the recurrentisolates in 5 of the 13
patients (38.5%,; cases A, 1, ], K, L} and identical MIRU
types were detected for the remaining eight cases (Table 1,
Iigures 1 and 2). A highly discriminatory MIRU set of 15
loci was also applied with these eight cases and identical
patterns for the sequential episodes were again obtained
(data not shown). In three of the patients with clonal dif-
ferences the isolates differed in two or more loci, includ-
ing one case whose sequential isolates differed in six loci.
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For patients 1, ], K, i.c. those with differences in two or
more than two MIRU loci, the RILP and spoligotyping
analysis confirmed the participation of different MTB
strains (reinfection) in the first and recurrent episodes
(Figure 1). In addition, in two of these cases (I and K) the
susceptibility pattern of the sequential isolates changed
from susceptible to resistant (Figure 1).

In patients L. and A, the dilferences between recurrent iso-
lates were more subtle, and affected only one locus (Fig-
ure 2). RFLP and spoligotype showed identical patterns
for these clonal variants. Therefore we considered that
these cases could be microevolution phenomena and not
true reinfections. Whereas case 1. was an example of likely
simple microevolution, a much more complex situation
was detected for case A (Figure 2). This patient was ini-
tially infected by a single strain. I1owever, a clonal variant
appeared in the second episode, and continued to coinfect
the patient together with the parental clone. This coinfec-
tion by both clonal variants was detected in the second,
third and fourth episodes and finally, the first variant was
the only one recovered from the fifth episode. In this case
we observed differences in susceptibility patterns for
pyrazinamide in the sequential episodes (ligure 2).

Discussion

The introduction of molecular biology teols in the clinical
setting has revealed that M1B infection is clonally com-
plex and that exogenous reinfection |1-5], simultaneous
coinfection [4-7], compartmentalization [9,10] and
microevalution |8,9] are examples of this clonal complex-
ity.

In the past, clinicians assumed that clonal complexity had
no impact on the management of TB and it was consid-
cred 1o be merely a refinement of the microbiological
analysis. However, there are reports of TB cases with
clonal complexity in which the strains can differ in their
susceptibility patterns | 11,15-17], infectivity [ 18], or abil-
ity to infect extrarespiratory sites [9,10]. This has alerted
clinicians to the usefulness of accessing to advanced
molecular microbiological analysis.

The procedures usually applied to detect clonal heteroge-
neity are based on low- intensity RFLP bands or on the
analysis of multiple single MTB colonies from culture.
They are cumbersome, require expertise and cannot pro-
vide a quick answer in a real clinical setting. Recently, a
novel genotyping method, MIRU-VNTR [12], has been
proposed as an alternative to simplify and optimize the
detection of clonal complexity directly from culture
[13.19].

In this study, we evaluate the efficiency of MIRU-VNTR at

providing a rapid answer to a frequent request by clini-
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Table |: Characteristics of the patients. IVDU: intravenous drug user

http://www biomedcentral.com/1471-2180/7/73

PATIENT SEX AGE RISK FACTORS EPISODES* EVIDENCE OF CLONAL
NON- HETEROGENEIT
ADHERENCE TO Y
THERAPY

A Female 44 9 (4) + +

B Male S0 VDU 2

C Male 46 4(2)

D Male 45 HiV+, IVDU, 2 +
Prison

E Male 28 3 +

F Male 57 Alcoholism 4 (3)

G Male 52 Alcoholism 2 +

H Male 32 HIV+, IVDU 4 +

| Female 31 HIV+, IVDU 2 +

J Male 46 HIV+, IvDU 2 +

K Male 46 HIV+, Alcoholism 2 +

L Male 53 VDU, Alcoholism, 3(2) +
Prison

M Male 53 2

*: The number of episodes with MTB isolates that could be analyzed by MIRU-VNTR are indicated in brackets.

cians, the discrimination between reactivation and exoge-
nous reinfection in recurrent cases. Recurrence is not an
anecdotal aspect of 1B, and between 1 and 11% of cases
have a second recurrent episode (7% in our context).
Rapid identification of recurrences caused by exogenous
reinfection could influence therapeutic and epidemiolog-
ical decisions because susceptibility could be different and
the patient should be considered a new case. Besides,
when a case is assumed to be a relapse, rapid information
on exogenous reinfection by a strain spreading in the
community could indicate new recent-transmission
routes and guarantee rigor in the assignation of clusters
indicating ongoing transmission events.

We evaluated the efficiency of MIRU-VNTR in studving
the clonal composition of a selection of recurrent cases by
analyzing our collection of frozen-stored isolates directly,
without subculturing them or purifying DNA for the
molecular study. 1tis common in the clinical context that
MTBis cultured from a patient who had a previous TB epi-
sode and the isolate from the first episode is available in
the strain-collection of the microbiology department
llowever, il is required to subculture the stored isolate
betore performing the comparative analysis, which means
a great delay. The design we evaluate offers the possibility
of anmalyzing stored isolates directly, in order to rapidly
discriminate between reactivation and exogenous reinfec-
tion.

For 29 of the 32 selected isolates we obtained data (in at
least 10 of the 12 loci studied), which shows the high
power of resolution of MIRU-VNTR typing in this chal-

lenging setting. In some cases, certain loci failed to be
amplified directly from the stored isolates, and they could
be amplified from new subcultures; however we have pre-
ferred to show only the results obtained from the direct
amplification of stored isolates. In the case of the two loci
that could not be often amplified (loci 10 and 16), we had
previously observed (data not shown) that they were less
efficiently amplified even with purified DNA samples. A
remarkable feature is that the analysis could be performed
even with isolates stored over along petiod (study period:
1990-2006) and most of them were successfully ampli-
fied.

The 13 patients in our study population yielded 5 cases
with some degree of clonal heterogeneity. In three of these
cases (patients 1, |, K) changes in two or more loci were
observed between the recurrent isolates, suggesting an
exogenous reinfection with a different strain. These results
were confirmed by the clearly different RFLPtypes and
spoligotypes after subculturing and analyzing the same
isolates. Itis worth noting that in two of these three cases,
reinfection was associated with a change in the suscepti-
bility patterns, from a susceptible strain to an INH-resist-
ant strain, which is highly relevant for therapy. The
patients analyvzed in this study were different to those
selected in a previous report |5] (33% reinfections) and,
again, the rates of reinfection (23%) were higher than
expected for a context with a moderate incidence of TB.
The good correlation between VNTR-MIRU data and
RI'LP/spoligotyping indicated that differences in a small
number of loci (in our case, two) could identily different
strains without requiring standard genotyping analvsis. In
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Episodes Drug susceptbility MIRU -type RFLP-type Spoligotype
PAT:Lm EPISODE | Susceptible 225_2f5]1 BRBRJ] I | ’ i | I l - I
msope: [ oemsms [ s I 1T
Episodes Drug susceptibility MIRU-type RFLP-type Spoligotype
P"TjENT EPISODE 1 Susceprible 43261533 2 Il ””I | | | | . - . l
EPISODF 2 Susceptiblc [easz2erssa2f] I LIF 1 | I e
Episodes Drug susceptibility MIRU -type RFLP-type Spoligotype
""‘T'K";'“ EPISODE | Susceptible 22 [Bl153322 LI 1
EPISODE 2 INH-R 22[3_BBl153322 '\ “ m” I I m .
Figure |

Susceptibility and genotyping features of the isolates from cases with reinfections. Differences in the MIRUtypes are boxed

this sense, a recent study in Shanghai |20] found that dit-
ferences even inonly one tandem repeatin a single MIRU
locus enabled the identification of reinfections that were
later confirmed by RILP.

Although this study analyzed recurrent cases to distin-
guish reinfection from reactivation we found indirectly
that the MIRU-VNTR approach succeeded in detecting
clonal complexity other than reinfection. We identified
another two cases with clonal heterogeneity (patients A
and L) but only subtle differences in one locus were
detected. One of the cases (1.) had only ¢ bands in the
RELPype and it could be a non clonal case [21]. [lowever,
these patients could also be likely examples of microevo-
lutions leading 10 the appearance of clonal variants more
than examples of reinfections, although appearance of
clonal variants linked to MIRU-VNTR microevolution
events has been found to be rather infrequent in other
studies (2-6% of the clonal cases)[22]. These recurrent
isolates shared identical RFLP and spoligotypes which
suggests that MIRU-VNTR has a higher sensitivity for
detecting subtle genetic differences, although other stud-
ies |14} have shown that MIRU failed to detect subtle dif-
ferences in RELPtypes. The appearance of clonal variants
in the context of an infection is not usually considered rel-
evant but we report that it could be significant as seen in
a case infected by two clonal variants with high genotypic
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similarity but with different infective behaviours; only
one of them was able to infect the CNS whereas the other
was restricted to the respiratory site |9]. The poential dif-
ferential ability (o cross the blood-brain barricr between
both coinfecting variants is now being analyzed.

The situation of one of the patients whom cloml variants
were found (case A) was complex, with a likely combina-
tion of microevolution, coinfection and competition.
lere, our results could indicate that from an initial strain
responsible for the first episode, another cloral variant
was originated by genetic drift. The appearance >f this sec-
ond clone could be associated with the acquisition of
resistance to pyrazinamide. Both clonal variants coin-
fected the patient over four vears and finally, the original
clone competed with the microevolved clon: and the
infection recovered its initial clonal homogereity, with
only the initial clone infecting the patient. Ilowever, it
could also be considered that the absence of the second
clone in the last specimen was caused by a sampling effect.
Anvway, this interesting case shows that MTE infection
could be a very dvnamic process in clonal terms.

Our sample might be considered 100 small 1o enable
clonal heterogeneity to be detected, nevertaeless we
detected a high percentage of these cases which suggests
that clonal variability could be detected more frequently
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Episodes Drug susceptibility MRU-type RFLP-type Spoligotype
PATIENT
L EPISODE | Susceprible 223_2615332f THRE
EPISODE 2 Susceptible 223_2615332f TR -l. .
Episodes Drug susceptibifity MIRU-type RFLP-type Spoligotype
EMSODE | INH-R. RIF-R 22352[5]153322 Not available Not available
PATIENT | EPISODE? INH-R. RIF-R 223525153322 I , I l ' | l |
A EPISODE 3 INH-R, RFF-R. PZA-R 2235 2 153322 I | I I l I I
EPISODE 4 INH-R, RIF-R, PZA-R 223525153322 ” ﬂ ||
EPISODE § INH-R, RTF-R, PZA-R 22352[5]153322 H ‘ I l ‘ J |
Figure 2

Susceptibility and genotyping features from cases with subtle changes in the clonal composition of the isolates. Differences in

the MIRUrtyfes are boxed

than expected. Moreover, the clonal complexity detected
in this study reveals only a partof the real situation due to
a potential underdetection of clonal heterogeneity caused
by i) the fact that we could not obtain information from
two loci in many cases, ii) the notion that MIRU 12 has
low discrinunatory power compared with a recently devel-
oped version with 15 loci |23,24], and iii) the potential
selection of certain MTB clones that could be present in
clinical specimens but that could be counterselected and
masked after culture.

Conclusion

In summary, MIRU-VNTR is an elficient technique for
studying the clonal composition of MTB even in challeng-
ing laboratory circumstances such as the direct analysis of
frozen-stored isolates without subculturing them or puri-
fying DNA. It offers the possibility of rapidly answering
clinical requests for identification of exogenous reinfec-
tion, reactivation or coinfection during the infection of
patients with recurrent TR,

Methods

Patients

We analyzed patients from the general population with
two or more TB episades (MTB-positive culture) at least
six months apart, during the period 1990-2006. From the
3237 cases with frozen-stored MTR clinical isolates for
that period of time, 58 (1.8%) were recurrent cases. 'rom
these, we selected 13 cases (all autochthonous Spanish
cases) that were representative of a different number of

episodes with different intervals between episodes. All but
one (urine, case |} corresponded to respiratory samples.

Samples

The stored frozen samples contained two loopfuls of MTB
culture suspended in 1.5 ml of storage medium (7119
Middlebrook 4.7 g/ml, sucrose 5%, glycerin 2%, OADC
1023). The frozen samples had been stored at -70C from
culture until analysis.

MIRU-VYNTR typing

DNA was extracted by sonication in a water-bath sonica-
tor {CenProbe) as described elsewhere [25]. Between 500
and 700pl of the stored culture was sonicated for seven
minutes in the presence of 106-micrometers glass beads
(SIGMA). DNA was not purified. 5 microliters of the crude
extract was used for the typing assays by MIRU-VNIR
using the 12-loci format |12|. Amplified products were
run in a 2% MS8 agarose gel (Pronadisa, Madrid, Spain)
for 16.5 hours at 75V to calculate the number of tandem
repeats for each locus.

The potential involvement of laboratory cross-contamina-
tion in the misassigment of genotypes was ruled out by
comparing the genotypes of all the isolates coprocessed
(within a 3-day period} in the laboratory for each of the
samples.

1S6110-RFLP and spoligotyping
lor the cases in which MIRUtyping detected genotypic dif-
ferences between the isolates from the recurrent episodes,
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additional typing by 1S6110-RFLP and spoligotyping was
performed. Tor this purpose, the stored clinical MTB iso-
lates were subcultured in Lowenstein-Jensen slants for
three weeks, DNA was purified from the culture and RILP
and spoligotyping were performed following standard
procedures |26,27]. Computer-assisted analysis of finger-
prints was carried out using Bionumeric 5.1 software.

Susceptibility test

Susceptibility testing against isoniazid, rifampin, strepto-
mycin, pyrazinamide and ethambutol was performed
using the mycobacterial growth indicator SIRE system
(Becton Dickinson).
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OBJETIVO 4:

Analizar si el cultivo de las muestras clinicas puede modificar la

composicion clonal de M. tuberculosis presente en las mismas.
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La composicion clonal de M. tuberculosis presente en las

muestras clmicas puede verse modificada tras su cultivo

En revision en Tuberculosis (enviado en Diciembre de 2009).

RESUMEN

La aplicacion de herramientas moleculares ha desvelado que la infeccion por M.
tuberculosis es mas compleja de lo que inicialmente se asumia. Las técnicas de
genotipado se aplican generalmente sobre aislados cultivados, no teniéndose informacion
acerca de la complejidad clonal bacteriana existente en las muestras clinicas y de si los
procedimientos habituales de cultivo pueden modificar esta complejidad. En este estudio
se realizd un ensayo in vifro para aclarar si el cultivo puede modificar la complejidad
clonal presente en las muestras clinicas. En este ensayo, se combinaron cepas de M.
tuberculosis (10 parejas) o esputos con baciloscopia positiva (4 parejas) en distintas
proporciones. El ADN extraido de cada una de las mezclas antes y después del cultivo
fue genotipado por MIRU-VNTR con el fin de detectar cambios potenciales en las
proporciones de cada una de las cepas combinadas.

En 6/10 parejas de cepas y en 2/4 parejas de esputos se observaron cambios
marcados en la composicion clonal tras el cultivo; estos cambios tuvieron lugar incluso
en mezclas de cepas con diferente patrén de sensibilidad. En algunos de los casos sdlo
una de las cepas de la pareja fue detectada tras el cultivo. Estos resultados sugieren que la
complejidad clonal inicial en las muestras clinicas podria estar subestimandose si el
genotipado se realiza tras su cultivo. Es necesario optimizar las técnicas de genotipado
para que puedan ser aplicadas al analisis directo de las muestras clinicas para poder

establecer la dimensidn real de la complejidad clonal en la infeccion por M. tuberculosis.
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Abstract

Background: The application of molecular tools has revealed that infection by
Mvcobacteritim  fuberculosis (MTB) 1s more complex than initially assumed.
Genotyping is generally performed on cultures. However. there is no information about
bacterial clonal complexity in clinical specimens or whether standard culture procedures
can modity this complexity.

Methods: An in vitro assay was performed to determine whether culture can modify the
clonal complexity of the MTB population in clinical specimens. Pairs of MTB strains
(10 pairs) or stamn-positive sputa (4 pairs) were mixed m different volumetric
proportions. The DNA extracted from the mixtures before and after culture was
genotyped using mycobacterial interspersed repetitive unit-variable-number tandem
repeat analysis to detect potential changes in the proportion of the mixed strains.
Results: In 6/10 pairs of MTB strains and 2/4 pairs of sputa, marked changes were
observed 1n clonal composition after culture, even in nuxtures of strains differing in
their drug-susceptibility patterns. In some cases. only one of the mixed strains was
detected after culture.

Conclusions: The 1mtial clonal composition in bacteriologically complex clinical
specimens could be underestimated if genotyping analysis is performed after culture.
Genotyping strategies aimed at analyzing clinical samples must be optimized to reveal
the real dimension of clonal complexity in infection by MTB.

Keywords: Tuberculosis. Clonal complexity. Genotyping. MIRU-VNTR.
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Introduction

It 1s traditionally assumed that infection by AMycobacterium niberculosis (MTB)
involves a single strain. However. in recent years. the application of genotyping tools
(imtially developed for epidemiological purposes [1-4]) to the analysis of the bacterial
populations in specific clinical cases has revealed that the clonal composition of the
bacterial populations involved in some cases of tuberculosis is more complex than
mitially assumed. Ditferent clonally complex phenomena have been observed. including
mixed infections with more than one strain [5-8] and different strains mfecting
independent anatomical sites [9] or different sites within the lung [10].

As the concept of clonal complexity has gained ground. it has been suggested
that standard procedures i clinical microbiology laboratories could be underestimating
such phenomena. Some studies have suggested that several serial isolates per episode
should be analyzed to improve detection of clonal heterogeneity [11-13].

Unfortunately, conventional genotyping tools are not sensitive enough to
analyze clinical samples directly. and most studies have applied them only on cultured
1solates [4. 14, 15]. In this study, we used mycobactenal interspersed repetitive unit-
variable-number tandem repeat (MIRU-VNTR) genotyping in 717 virro combinations of
MTB strains and respiratory samples to explore whether standard culture procedures

could be masking the clonal complexity of the clinical samples.
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Materials and Methods
In vifro combination assays
Combination of cultured strains of Mycobacterium tuberculosis

MTB strains were grown in 7H9 broth liquid media (Difco™ Middlebrook,
Becton Dickinson, Sparks. Maryland, USA) supplemented with 10% albumin-dextrose-
catalase (Becton Dickinson) and 0.05% Tween 80. The bacterial load in each culture
was estimated by measuring optical density (OD) values using a CO 8000 Biowave
Personal Cell Density Meter (WPA. Biochrom Ltd). Paurs of strains with equivalent OD
values were combined in different volumetric proportions (90:10, 10:90. 95:5. 5:95. and
50:50: i a final volume of 1 ml). Two hundred microliters of these muxtures was
cultured in either Lowensteir-Jensen slants or 7H9 broth liquid medium for 2-3 weeks.

«k\/ In all the mixtures. the MIRU-types of the isolates were known before the
analysis (with allelic variations in at least 4 to 8 loci) to ensure that genotypically

different strains were combined.
Combination of respiratory samples

Decontaminated stain-positive sputa were selected from our frozen-specimen
collection. The MIRU-type of the strains isolated from each sputum specimen was

known. because they had previously been genotyped for epidemiological purposes and
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were all different. The MIRU-types of the strains in each pair showed differences in at
least S5to 12 Ioci.‘

The sputa were centrifuged at 3500 rpm for 15 min at 4°C. The pellet was
resuspended in 500 pl of phosphate buffer saline, of which 100 il was inoculated in
7H9 broth liquid medium to test the viability of the bacilli. and the remaining 400 nl
was used in the combination assays. Suspended pellets with an equivalent bacterial load
estimated by fluorescence microscopy were mixed in pairs. The final volume of each

muxture was 800 pl. and 200 pl was cultured in 7H9 broth liquid medium for 2-3 weeks.

Genotypic analysis of the in vifro mixtures

We performed two types of analysis in order to detectfkpotential changes after
culture in the proportion of the combined strains from each pair. ﬂlitiall}’, we followed a
“direct” approach by applying MIRU-VNTR analysis directly to the mixtures before
and after culture in order to obtain qualitative information about the potential changes
caused by culture. Next, we followed a “refined” approach, by genotyping multiple
independent colonies obtained after plating each mixture before and after culture. This

allowed us to obtain more precise quantitative data about the relative proportions of the

combined strains i each pair and to define the magnitude of the changes after culture.

Direct approach

MIRU-VNTR analysis was performed directly on 800 (d of the initial mixtures
(inoculum) and also on a loopful of the culture obtained after incubation of the
inoculum in Lowenstein-Jensen slants for 2-3 weeks (culture). DNA was extracted by
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boiling the suspensions for 10 min: 5 ul of the extract was used for MIRU-VNTR
analysis following standard procedures [16]. We selected only one of the five multiplex
polymerase chain reactions (PCRs) in the MIRU1S format to detect potential changes in
the strain mixtures. We enswred that the multiplex PCR selected included at least 2 loci
at which the strains showed differences. The amplified products were analyzed by
capillary electrophoresis [16] and. only in certain cases, by agarose gel electrophoresis.
Qualitative changes in the proportion of the strains after culture were evaluated by

comparing the amplification signal for each of the combined strains.

Refined approach

The refined approach was performed on a selection of pairs of MTB strains and
on all the mixtures of sputa. Serial dilutions were obtained directly from the initial
mixtures (inoculum) and from the cultures obtained after 2-3 weeks in 7H9 broth liquid
medium (culture). These serial dilutions were plated on 7H11 agar plates (Difco™
Mycobacteria, Becton Dickinson) supplemented with 10%6 oleic acid-albumin-dextrose-
catalase (Becton Dickinson). Thirty independent colonies were picked from the plates
and inoculated in liquid media in Mycobacteria Growth Indicator Tubes (Becton
Dickinson) for 2 weeks. One milliliter of these cultures was used for DNA extraction
and MIRU-VNTR analysis. The DNA was extracted following the same procedure as
described for the direct approach. and MIRU-typing was performed in only one locus
selected from those 1n which the strains differed. The amplified products were run in an
MS8 2% agarose gel (Pronadisa. Madrid. Spain). According to the allele identified in
each of the single-colony cultures, we determined the relative proportion between the

two strains in each pair before and after culture.
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Measurement of growth rates

Growth rates were calculated for the MIB strains mvolved in those mixtures
that showed marked modifications in the relative proportions of the mixed strains after
culture.

Each strain was cultured in 7H9 broth after adjusting the inoculum (day 0) to an
OD value of 0.2 using a CO 8000 Biowave Personal Cell Density Meter (WPA,
Biochrom Ltd). The bacterial load of the cultures at days 0 and 7 was calculated by
plating serial dilutions on 7HI1 agar plates and counting the colony-forming units
(CFUs) obtained. These values were used to calculate the growth rate for each strain.

defined as the slope of the line on a graph of log;o CFU/ml versus time.

Additional genotyping

Additional genotyping by IS6110-restriction fragment length polymorphism

(RFLP) [1] was performed in some cases to evaluate whether modifications in the

clonal composition of some nixtures caused by culture could lead to misassignation of

fingerprint patterns.
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Results
Evaluation of changes in the clonal composition of mixtures of MTB strains

Owr first objective was to define a model to rapidly screen potential changes in
the clonal composition of MTB bacilli in clinical specimens after standard culture
procedures. For this purpose we designed an in virro assay by mixing paurs of MTB
strains. Seven pairs were obtained by mixing MTB strains in 5 different volumetric
proportions (Table 1). We followed a ‘direct approach’ to genotype the DNA extracted
directly from each mixture. both before and after culture.

In three pairs (pairs A-G. B-C. and E-F). we detected no qualitative changes in
the proportion of strains after culture (Table 1). However. marked differences i the
proportions were observed in the remaining 4 pairs (Table 1). In these. inversions were
observed in the relative proportions of the mixed strains and, in some pairs. even only
one of the two nuxed strams was detected after culmre (Table 1). These results were
detected by capillary electrophoresis analysis (Figuré 1). although. in certain cases, the
magnitude of the changes was so high that they could even be detected by conventional
agarose gel electrophoresis (F1 glu‘eT).

Once changes in clonal composition had been detected after culture of some of
the assayed mixtures, we evaluated whether these changes could also take place when
strains with different drug-susceptibility patterns were mixed. We also mtroduced
refinements in order to be able to calculate the relative proportion between the two
strains as accurately as possible by analyzing multiple independent colonies.{‘ "

For this pwpose, we selected 3 MTB strains with different drug-susceptibility

patterns—pansusceptible (PS). isoniazid-resistant (IR). and multidrug-resistant (MDR)
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—and mixed them in 3 pairs (Table 2). by assaying 3 different volumetric proportions.
Again. marked changes in clonal composition were observed after culture of 4 of the 9
combinations. and these always led to a reduction in (even disappearance of) the

susceptible-strain.

Evaluation of changes in the clonal composition of smear-positive sputa mixtures

We applied an experimental design that was closer to real life by mixing stain-
[ R

“

positive sputa and evaluating potential changes in clonal heterogeneity after culture. To
do so, we mixed smear-positive sputa in pairs and cultured them in broth. Single
colonies were obtained by plating the mixtures before broth incubation (inoculum) and
after broth incubation (culture). After genotyping 30 single colonies from both the
inoculum and culture. we calculated the relative proportion between the combined
bacteria. In 2/4 mixtures (pairs ST and W-X), marked changes were detected in the
ratios after culture (Table 3, F iguregz).

B

Growth rates of MTB strains involved in marked changes

We selected the strains involved in those mixtures where marked changes were
observed after culture to calculate their growth rates. The growth rates ranged from 0.1
to 1.57 (Table 4). In 5/8 pairs (pairs NO, S-T, W-X. PS-RI, and PS-MDR), marked
differences were observed between the growth rates of the mixed strains. In all these
cases, the strains with the highest growth rates were those that had been found to be

overrepresented after culture.
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Additional genotyping

Finally. it was iteresting to ascertain whether the magnitude of the clonal
changes observed in some of the in vitro combination experiments would be enough to
cause changes i the IS6110-RFLP patterns.

We selected two pairs of strains in which changes in the relative proportions had
been observed after culture. The DNA of the corresponding strains was purified and
mixed according to the proportions that we had recorded in our experiments before and
after culture. IS6110-RFLP analysis was performed for these DNA mixtures and

differences i the RELP-types were observed (Figure 3).
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Discussion

The application of molecular tools to the analysis of AMycobacrerium
tuberculosis 1solates has made it possible to identify examples of clonal complexity in
circumstances as varied as reinfection with a different MTB strain as a cause of
recurrence [14, 15. 17]. mixed infections with two strains simultaneously infecting a
single case [5-8], or even microevolution phenomena leading to the appearance of
clonal variants from an initial strain [18. 19].

Nevertheless. detection of clonal complexity m clinical isolates has several
limitations: low-intensity bands in the RFLP patterns are difficult to interpret [20], and
analysis of multiple independent colonies is laborious. Besides, we could reasonably
expect clonal complexity to be underdetected in most studies, because only a single
1solate per patieni 1s used for genotyping. This limitation has been crificized by some
authors, whose studies reveal that the analysis of several serial isolates per patient
enables more mixed infections to be detected [11]. A possible explanation for these
findings 1s that not all the infecting MTB strains are equally represented in the clinical
sample. as stated by Post et al [12]. Moreover. genotypic analysis is generally
performed on cultured isolates, without considering whether culture procedures could
lead to underdetection of clonal complexity. although few authors have examuned the
potential mmpact of this approach [13. 21. 22]. To the best of our knowledge, only
Warren et al [5] have applied a procedure to identify genotypic heterogeneity directly in
clinical samples. and very few experiments have been designed to detect potential

changes in the bacterial composition of specimens due to culture [23].
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Therefore, we evaluated possible changes in clonal heterogeneity caused by
culture procedures and explored the clonal complexity of MTB by following an easier
methodological approach than those commonly used. With this purpose, we took
advantage of the rapid and easy documentation of clonal heterogeneity provided by the
MIRU-VNTR method. This technique can detect a strain that is underrepresented in a
mixed infection, even at only 1% of the total bacterial population [24]. in contrast with
the 10% required for the detection of low-intensity bands in RFLP patterns [20].

First. we used MIRU-VNTR to genotype the DNA extracted directly from all the
mixtures of strains. This norrefined approach did not allow us to accurately calculate
the real ratio between the strains. although it did provide a first rapid and illustrative
snapshot of the changes that were taking place during culture. and it was especially
suitable for revealing extreme situations where one of the strains in the mixture was not

.

detected after cultureg{ln such cases, the absence of amplification products due to lower
amplification efficiency at certain loci was ruled out. because the same situation
occurred at several independent loci in which the strains showed differences. The need
to analyze amplification products using capillary electrophoresis was supported by the
lower sensitivity observed in agarose gel electrophoresis. where one of the two mixed
strains often went undetected if it was underrepresented. However. even conventional
electrophoresis succeeded in detecting some of the most dramatic clonal changes.

We mmproved our assay by refining the approach, which allowed us to calculate
the ratios between the strains present in the mixtwes as accurately as possible by
analyzing multiple independent colonies. Although a good strategy. this refining could
be critized. since. dwing plating. the bacterial population may have undergone an
additional cultwre step that could have modified the clonal composition. However,
Bumens et al [23] observed that differences in the bacterial composition of clinical
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'y
samples after culture were lowest when they were cultured o1 solid medmum. (We must

remember, however. that the authors used different species rather than different strains).
Moreover, if the effect of culture on clonal heterogeneity i1s due to
interaction/competition phenomena between the strains when they are cocultured, the
potential strain interaction in solid media (where dilutions were grown to obtain single
colontes) seems highly improbable.

It is noteworthy that differences in clonal composition after culture were also
detected when strains with different drug-susceptibility patterns were mixed. We
observed marked changes in several of these mixtures, and we even found situations
where the strain that was mitially overrepresented was not detected after culture. These
findings could be relevant, since cases of coinfection with both susceptible and drug-
resistant isolates have been described [8. 13].

Finally, we attempted to provide a model that would resemble real life. by
working with stain-pesitive respiratory samples. First, we tried to perform a prospective
study by directly analyzing clonally complex respiratory samples and comparing their
genotypes with those obtained from further cultured isolates. The low efficiency
observed in obtaining a MIRU type directly from a clinical sample and the low
frequency of mixed infections detected in our context (2.6%) [24] made it difficult to
detect clonal heterogeneity in a respiratory sample. Therefore. we applied an approach
based on in virro combination of stam-positive sputa and, once again, modifications in
the clonal composition of the specimens after culture were detected.

y".\VhéH we observed modifications in clonal composition induced by culture
procedures, we evaluated whether these changes could also be detected by RFLP. We
selected representative strains from the mixtures whose ratios changed after culture, and

we puritied the DNA from these strains to be combined in the same proportions as in
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the original experiment with the stramns. The RFLP pattern obtained from the DNAs
mixed at the proportions recorded for the inoculum clearly differed from that obtained
when the DNAs were mixed at the post-culture proportions. These data indicate that the
magnitude of the post-culture modifications was high, as they were also revealed by
RFLP. which is not as sensitive as MIRU when identifying clonal complexity in
samples.

Several factors could explain the differences in the clonal composition of some
of the mixtures after culture. First. the susceptibility of mixed strains to the
decontamination procedures could differ, although this is only relevant in experiments
assaying mixtures of sputa. Additionally. differences in the growth rates of the strains
mvolved could be responsible for these changes: this observation is consistent with the
findings of Burnens et al [23], who showed that mixed infections are underdetected after
culture of clinical samples. because faster-growing species outgrow slower-growing-
species.

We measured the growth rates of all the MTB strains involved in those mixtures
where marked changes were observed after cultwre. and observed differences in 5 pairs.
Strains with higher growth rates were overrepresented after culture: therefore,
mcubation time must be increased when a clonally heterogeneous infection is suspected,
since this could increase the likelihood of detecting the slower-growing strain. In our
study. the incubation time was 2-3 weeks because we followed the standard procedure
of a clinical microbiological laboratory. Nevertheless. in 3 pairs where marked changes
were observed after culture, no differences were found between the growth rates,
suggesting that clonal modifications after culture might also be due to
interaction/competition between the infecting strains when they are cocultured. This

interaction’/competition has been found to occur in experiments using mixtures of strains
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to coinfect macrophages in virro [25] and in murine models [26]. Furtheimore, these
phenomena could also exist at the extracelullar level during 7» virro culture. The
mteractions could increase the fitness of one of the strains to grow faster than the other,
although this would be difticult to prove.

We observed that in mixtures of susceptible and resistant strains the resistant one
always appears in a higher ratio and. in some cases, the susceptible one even is
undetected after culture. This contrasts with the traditional assumption that a biological
cost is paid for the acquisition of resistance [27]. However. in a study performed by
Billington et al [28] to evaluate the biological cost of resistance to rifampin. the resistant
mutants only showed a subtle decrease in their fitness to grow and one mutant was even
found to exhibit slightly greater fitness in broth culture than that obtained for the wild
type. In our case. we observed a higher growth rate in broth culture for both strains
harboring resistance mutations than in the susceptible strain used in their corresponding
mixtures. This could explain their behavior in cocultures containing susceptible strains.

Given that clonal complexity is increasingly assumed to be higher than initially
thought due to methodological limitations and the fact that only one isolate is analyzed
[11]. our findings are especially relevant at different levels. The possibility that culture
affects clonal complexity has both clinical and epidenuological implications. From a
clinical and microbiological point of view. clonal heterogeneity could be
underestimated. thus making it difficult to understand the precise role that reinfections,
mixed infections. and microevolution phenomena play in MTB infection. In addition.
our findings could have special implications in the study ofrecwurences when accurate
discrimination between reactivation and reinfection is required. Moreover. at the clinical
level. these findings could atfect drug susceptibility tests (DSTs). since the results

obtained from cultures may not accurately retlect the resistance-profile of the bacterial
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population in the clinical specimen. In clonally heterogeneous cases. if both strains are
not equally represented in the clinical sample and further culture reveals one of them to
ar
be competed/eliminated, it could lead to inaccuracy in the definition of the real
susceptibility pattern. The role that mixed infections play in DSTs 1s a cause for
concern, and discrepancies have been found in the DSTs of serial isolates from the same
patient [11]. These findings suggest the convenience of performing DSTs directly from
clinical samples. because culture results might not always correlate with the clonal
complexity present in the original specimens.
To conclude, owr data show how clonal complexity could be underestimated
after culture. We should be concerned about this finding. particularly in settings where
clonal heterogeneity is suspected. Optimization of genotyping techniques to work

directly on clinical samples. combined with the analysis of several serial isolates per

patient. could help us to minimize this problem.
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Figures and Tables

Table 1: Analysis by capillary electrophoresis of the MIRU-VNTR amplification
products from the mixed MTB pairs assayed in the direct approach.

Each letter refers to an MTB strain. The relative proportion between the mixed strains in
each pair in the inoculum and after ailture is indicated using capital and lower-case
letters as follows: XY, both strains equally represented; Xy. strain X is overrepresented:
XY. strain Y is overrepresented. For those cases in which one of the combined strains
was not detected after culture, only the letter for the persisting strain is shown. Those
combinations where marked changes were observed after culture are highlighted in

grey. The asterisk indicates that the results are shown in detail in Figm'e/;l/.

Table 2: Analysis by MIRU-VNTR typing of single colonies obtained from the mixed
MTB pairs assayed in the refined approach. The drug susceptibility pattern of each of
the combined strains is indicated as follows: PS (pansusceptible). IR (isoniazid-
resistant), MDR (multidiug-resistant). The ratio between the mixed strains before
(inocullum) and after culture is indicated. Those combinations where marked changes
were observed after culture are l%ghlighted in grey. The asterisk indicates that the

results are shown 1n detail in Figure 2a.

Table 3: Analysis by MIRU-VNTR typing of single colonies obtained from the mixed
sputa assaved in the refined approach. The ratio between the mixed strains in the

moculum before and after culture is mdicated. Those combinations where marked
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changes were observed after culture are highlighted in grey. The asterisk indicates that
~ E
P

. iy - . -
the results are shown in detail in Figure 2b.
¥,

Table 4: Growth rates of the MTB strains involved in pairs that showed marked

changes after culture. The asterisk indicates the MTB strains that were found to be

overrepresented after culture with respect to the inoculum.

Figure 1: Representative examples of the results after capillary electrophoresis
following the direct approach (selected from Table I). A) No changes in the proportion
of the mixed strains (E and F) after culture. B) Qualitative inversions of the proportions
between the mixed strains (N and O) after culture. C) Detection of only one of the two
mixed strains (L and M) after culture. The results obtained before cultwe of the
mixtures (inoculum) are shown in the upper panel and those obtained after culture of the
nuxtures (culture) are shown in the lower panel. In those cases where marked changes
were observed (examples B and C). the results obtained by agarose-gel electrophoresis
for a representative locus (highlighted with an asterisk) are shown. The amplification
fragments corresponding to each strain are indicated in the gel with the corresponding

letter. Lane 1. molecular weight marker: lane 2. amplification products.

- Figure 2: Examples of the representative dynamics observed in the refined approach.

2a) No marked changes in the ratio of the strains after cultwe: 2b) Marked changes in

134



Efecto del cultivo en la complejidad clonal de M. tuberculosis

the ratio of the strains after culture. Each lane shows the amplification product obtained
from a single colony. The amplification products corresponding to each strain are
indicated with arrows. The box below each gel summarizes the number of colonies

corresponding to each strain and the ratio between them. M, marker.

4\‘\;)

\
Figure 3: IS6110-RELP patterns obtained from the combination of DNAs according to
the ratios recorded i the inoculum and after culture for two representative pairs of

strains (S and T in panel a: W and X in panel B) in the in virro combination

experiments. The RFLP-types for each single strain are also shown.
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Fig2
2-a No marked changes after culture
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S - T (inoculum)
Ratio S/T: 2/1

i l ! S - T (culture)
Ratio S/T: 1/25

3-b
A 1 w
w -X (inoculum)
Ratio W X: 4.1/1
W - X (culture)
. Ratio W X: 1/6
-k-,: ' # . i
t tt r X
Table 1
Volumetric proportions between the strains in the inocula
90.10 10/90 95/5 5/95 50/50
A-g a-G A-g a-G A-G
A-0O
A-g a-G A-g a-G A-G
B-c¢ b-C B-c¢ b-C B-C
B-C
B-c b-C B-¢ b-C B-C
E-f e-F* E-f e-F E-F
I §
E-f e-F» E-f e-F E-F
Paii-¢ of H-i h-1 H-i i-H H-I
MTB H-1
strains I I h-1 I I
J-k J-K J-k i-K J-K
j-K J-K J-K K j-K
L-m L-M L-m m- L L-m*
L-M
M M M M M*
N-o* n-0 N-o n- O n-0
n- O* 0 n-0 o o
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Table 2
'Rmio in Ratio in culture
inoculum
36/1 Only IR is detected
PS-IR 1/83 Only IR is detected
171 Only IR is detected
16/1 1113
Pair: of MTB Strains | PS - MDR 1723 Only MDR is detected
111 175
9/1 29/1
IR - MDR 119 1127
1/1.2* 16/ 1"
Table 3
.Rmio in Ratio in culture
inoculum
S-T 2/1* 1125*
-V 17114 1744
Pairs of Sputa
WwW-X 4111 116
Y-Z 1411 83171
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Table 4

o MTIB STRAIN GROWTH RATE
A

N 9 H 0.7
¥ I* 0.65
o ] 0.7

K* 0.67

L* 04

A Not available

N 0138

o* 0.63

PS 04
IR* 0.72
MDR* 0.78

S 0.1
T* 157
W 0.29
X* 1.08
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OBJETIVOS 5.1 Y 5.2:

Analizar la participacion de complejidad clonal en casos
considerados como reinfecciones exdgenas.
Caracterizar la infectividad de cepas de M. tuberculosis aisladas de

pacientes con reinfecciones.
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Reinfeccion exdgena por M. tuberculosis: policlonalidad e infectividad diferencial

“Reinfeccion exdgena por M. tuberculosis: posible asignacion
erronea debido a infecciones policlonales y analisis del posible

papel de factores bacterianos”.

Articulo enviado a Journal of Clinical Microbiology (Febrero 2010).

RESUMEN

El analisis molecular aplicado a determinados casos de tuberculosis recurrente ha
puesto de manifiesto que un segundo episodio de tuberculosis puede estar causado por
una cepa diferente a la aislada en el primer episodio, indicando que la reinfeccion
exdgena juega un papel importante en las recurrencias. Sin embargo, existen
determinados aspectos, relacionados con las reinfecciones, que no han sido estudiados en
profundidad y en este trabajo hemos querido centrarnos en el analisis de algunos de
ellos.

Primeramente, se evalud si la falta de refinamiento en el analisis molecular podria
llevar a asignar errdneamente, como casos de reinfeccidon exdgena, situaciones de
infeccion mixta en las que hubiera tenido lugar una alternancia cronoldgica, a lo largo de
la infeccion, de las distintas cepas implicadas. Con este proposito, 87 aislados
pertenecientes a los episodios (inicial y recurrente) de 38 pacientes se genotiparon por
MIRU-VNTR. Se identificaron 10/38 (26.31%) casos con diferencias genotipicas entre
los aislados pertenecientes a distintos episodios. En 7/10 casos estas diferencias
sugirieron la existencia de fenomenos de reinfeccion exdgena, mientras que en los 3
casos restantes las diferencias genotipicas fueron sutiles, mas acordes con fendémenos de
microevolucion. En todos los casos se identificd una Unica cepa en el/los aislado/s
pertenecientes a un mismo episodio. Este hallazgo permitié minimizar la posibilidad de
que los fendmenos de reinfeccion exogena fueran, en realidad, infecciones mixtas con
una representatividad diferente de las distintas cepas implicadas a lo largo de la
infeccion.

A continuacion, debido a que los fenomenos de reinfeccién exdgena han sido
también identificados en pacientes VIH-negativos y en contextos de baja incidencia de
tuberculosis, quisimos determinar si, ademas de los factores socio-epidemioldgicos,

determinados factores de la bacteria, tales como la infectividad, pudieran tener un papel
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en la reinfeccion. Por esta razon, se caracterizaron, en un modelo de infeccion in vitro, 12
cepas de M. tuberculosis aisladas de 6 pacientes con reinfecciones/microevoluciones. No
se observaron diferencias significativas en la infectividad de las cepas implicadas en el
primer episodio con respecto a las aisladas en el segundo episodio.

Estos resultados sugieren que, en nuestro contexto: 1) resulta improbable la
asignacion incorrecta de los casos de reinfeccion exodgena, y 2) la infectividad de la

bacteria parece no estar implicada en los fenomenos de reinfeccion exogena.

148



Reinfeccion exogena por M. tuberculosis: policlonalidad e infectividad diferencial

Exogenous reinfections by M tuberculosis: Possible
misassignements due to polyclonal infections and

analysis of the potential role of bacterial factors.

Ana Martin,’ Marta Herranz,'” Sandra Lasarte,'! Maria Jesis Ruiz Serrano,'? Emilio

Bouza,"** Dario Garcia de Viedma*'?*

'Servicio de Microbiologia Clinica y Enfermedades Infecciosas, Hospital Gregorio Marafién, Madrid,
Spain
’CIBER Enfermedades Respiratorias (CIBERES), Madrid, Spain

3Universidad Complutense Madrid

*Corresponding author:

Dario Garcia de Viedma, PhD

Servicio de Microbiologia y Enfermedades Infecciosas
Hospital Gregorio Maraiién

C/ Dr Esquerdo 46

28007 Madrid, Spain.

Fax: 91 5044906

149



Reinfeccion exdgena por M. tuberculosis: policlonalidad e infectividad diferencial

150



Reinfeccidn exdgena por M. tuberculosis: policlonalidad e infectividad diferencial

Abstract

The molecular analysis of specific TB recurrent cases has revealed that a second
episode may be caused by a new MTB strain different from that involved in the first
infection. showing that exogenous reinfections play a role in TB recurrences. However,
some aspects related to the study of remfections have not been covered and. among
them, we focused in two aspects that have been barely analyzed. Firstly, we evaluated
whether a lack of refinement in the molecular analysis could lead to inaccurately assign
as exogenous reinfections certain cases of mixed infection in which a differential
selection of each of the coinfecting strains occuired along the infection. With this aim,
87 isolates belonging to the first and the recuirent episodes of 38 patients with recurrent
TB were genotyped by MIRU-VNTR. We identified 10/38 (26.31%) cases with clonally
complex infections, showing genotypic differences between the isolates involved in the
sequential episodes. In 7/10 cases major genotypic differences were found between the
sequential isolates. suggesting exogenous reinfections and. in the remaining 3 cases.
only subtle genotypic differences were found. probably indicating a microevolution
phenomenon from a parental stramn. Only one single stramn was detected in all the
isolates within the same episode. minimizing the possibility that reinfections could
correspond to undetected mixed infections in which a variation in the representativeness
of the coinfecting strains along the infection has occurred. Secondly, we focused on the
fact that reinfections were also observed in unexpected situations. such as in HIV-
negative patients and in settings of low incidence of TB. This fact could suggest that not
only socio-epidemiological factors would determine the occurrence of exogenous
remfections but also, certain bacterial factors, such as the infectivity of a stram. might
mean an advantage for causing a remnfection. For analyzing this hypothesis, 12 MTB
strains belonging to 6 patients with a clonally complex infection were selected for
infectivity characterization in an i» vitro model of infection. No main differences were
observed in the infectivity of the strains involved in the first episodes compared to the
infectivity of those involved in the recurrent episodes.
Our results suggest that, in our context: 1) the possibility of misassignations of
exogenous reinfections is rather improbable. and 2) bacterial infectivity seems not to
play a role in exogenous reinfections.
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Introduction

The traditional assumption i the analysis of the infection by Afycobacteritim
tuberculosis (MTB) is that each episode is caused by a single MTB strain. In this sense.
a recurrence is considered the result of an endogenous reactivation of the strain involved
in the first episode. In recent vears. the molecular tools applied to the analysis of MTB
1solates from specific TB cases have revealed that a recuirent episode may also be
caused by a new MTB strain, different from the one isolated in the first episode.
suggesting that exogenous reinfections play a role in TB recwrences (5, 8. 26). Together
with these reinfection phenomena. more complex situations with two MTB strains
infecting simultaneously have also been found (5, 28). even strains infecting different
anatomical sites (13) or different sites within the lung (14).

In  most cases. exogenous reinfections have been observed 1
immunocompromised patients (8. 21) and in settings with either a high rate of TB (8.
26) or high-risk for transmission (5). suggesting that mainly socio-epidemiological
factors determine the occurrence of these phenomena. However, the detection of
exogenous reinfections in settings with moderate and low prevalence of TB and in both
VIH-positve and VIH-negative patients (2, 4. 12) could indicate that certain bacterial
factors may also be involved . In this sense. several studies of in vivo/in vitro models of
infection have shown a higher infectivity for certain strains in which transmission and
infection had been observed to be especially etficient (3. 15, 25). This fact could lead us
to suggest that infectivity of strains might also be a factor involved in reinfection
phenomena.

Taking together these findings related to exogenous reinfection and clonal
heterogeneity 1n the mfection by MTB. this study focused on two aspects that have not
been explored: 1) the posibility that exogenous reinfections could be the result of a
different chronological selection of strains in patients with undetected polyclonal
infections. and 11) the relative contribution of bacterial factors. such as infectivity. to the

phenomenon of reinfection.

Materials and Methods:

ANALYSIS OF PATIENTS WITH RECURRENT TB
152



Reinfeccién exdgena por M. tuberculosis: policlonalidad e infectividad diferencial

Patients

All patients with two or more culture-positive tuberculosis (TB) episodes between
1998 and 2006 m the Hospital Gregorio Maranon (Madrid) were considered. MTB
isolates were stored frozen at -70° C from the moment of isolation until analysis. When
available, two different isolates from independent specimens within a single episode
were selected for genotyping. Some of the patients had been included in a previous
study with different purposes (16) but were also included in the present study because
the genotyping analysis previously applied was rather limited according to the actual

standards for VNTR-MIRU typing.

Microbiological procedures
Culture and DN A extraction

All the selected isolates were subcultured in MGIT (Becton Dickinson. Sparks.
Md) liquid media for 2-3 weeks at 37° C. 1ml of culture was centrifuged at 13000 rpm
for 5 min. and the pellet was boiled 1n the presence of GeneProbe lysis reagent (1:16

diluted: bioMeérieux, Geneva, Switzerland) for 7 min.

MIRU-VNTR analysis

5l of the crude extract obtained after boiling the subcultured isolates were used
as a template for he VNTR-MIRU analysis. We applied the 15-loci set (22) and the
amplified products were run at 45V for 17.30h in a MS8 2% agarose gel (Pronadisa.
Madrid. Spain). The size of the fragments was calculated using the ChemiDoc system
(BioRad. Hercules, California. USA) and the Diversity database (BioRad), using a
100bp ladder (Invitrogen, Carlsbad. California. USA) as a molecular weight marker.
The number of repeats in each locus was calculated by applying the corresponding
conversion table.

MIRU-VNTR allows a rapid identification of polyclonal infection by the
simultaneous detection of more than one amplification product for the specific locus/i in

which the MTB strains or clonal variants show differences.

INFECTIVITY CHARACTERIZATION OF MTB STRAINS

Cell cultures
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The human promonocytic cell line THP-1 was obtained from the American Type
Culture Collection (TIB-202: Manassas, VA). Cell cultures were maintained in
modified RPMI 1640 + L-glutamune (Gibco, BRL) supplemented with 10% FBS
(Biochrom AG). 10 mM HEPES and 50 pg/ml gentamicin (Gibco, BRL): cultures were
maintained at 7-10 x 10° cells/ml and incubated at 37° C in 5% CO> in a humidified
mcubator. THP-1 cells were differentiated as adherent macrophages by the addition of

200 nM PMA (Sigma) for 3 days at 37° C 1n 5% CO-.

Cell infections and measurement of bacterial intracellular growth

Cells were infected as described previously (24) with slight modifications.
Briefly, differentiated THP-1 cells, seeded in 24-well flat-bottom tissue culture plates,
were washed and the medium was replaced to remove PMA and gentamicine 2h before
the addition of bacteria. Cells were infected with a multiplicity of infection of 2-10
bacteria per cell and incubated for 3h at 37° C in 5% CO-. After incubation, monolayers
were thoroughly washed with PBS to remove extracellular bacteria and fresh medium
was added. To evaluate the bacterial growth of the strains. supernatants were aspirated
and monolayers were lysed with 0.5%6 Nonidet P40 (Roche) at 3L, 1. 4 and 7 days after
infection. Serial 10-fold dilutions of cellular lysates were plated on Middlebrook 7H11

plates. incubated for 3 weeks at 37° C in 5% CO, and colonies were counted.

Cytokine analysis

Culture supernatants from infected THP-1 cells were harvested at 3 and 1. 4 and
7 days post-infection frozen at -70°C and assayed with an enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) kit according to the manufacturer’s instiuctions (BD
Biosciences) to measure the tumor necrosis factor alpha (TNF-a) and interleukin 10 (IL-

10) levels.

Statistical analysis

For each of the 6 subjects, intracellular growth and cytokine production were
measured three times in separate analysis for both tirst and second tuberculosis clinical
episode strain. Due to the low nuunber of samples, Wilcoxon signed-rank test for paired
samples was used to assess differences in growth ratios and in cytokine levels among
episodes.
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Results:

ANALYSIS OF PATIENTS WITH EXOGENOUS REINFECTION BY MIB

Our first aim was to evaluate if patients initially considered to be representatives
of exogenous reinfections could actually be cases coinfected by more than one strain
with a different chronological representativeness of the coinfecting strains along the
infection.

For this pupose. we first searched for candidates to be representatives of
exogenous reinfection among recurrent TB cases. 58 patients with recuurent TB were
identified. The difference between episodes ranged from 182 to 2643 days (median:
388). 38 (65.51%) of these patients. with episodes that ranged from 2 to 4. had isolates
available for genotyping (Table 1).

We identified 7/38 (18.42 %) cases in which major genotypic differences
(involving at least 4 loci) were found between the MTB strains isolated from the
sequential episodes. suggesting exogenous reinfections (Table 1). Firstly. in these cases,
we took the advantage that MIRU-VNTR offers for a rapid detection of polyclonal
mfections and we could rule out the existence of coinfecting strains in neither the first
nor the recurrent episodes. based on the detection of exclusively one allele in all the 15
loci studied. Secondly. in order to assure that reinfections did not correspond to
undetected mixed infections, we refined the analysis searching for coinfecting strains in
independent isolates from the same episodes. Unfortunately, additional isolates were
available for MIRU-typing only in 2/7 cases. but in both, only a single strain was
identified in the different isolates from the same episode (Table 1). These findings
indicate that no data were found to support the hypothesis that reinfections could be due
to mixed infections by more than one MTB strain. which were differentially represented
along the infection.

The analysis of the recurrent cases also led us to the identification of 3 additional
cases in which subtle differences (involving a single locus) were found between the
strains involved 1n the sequential 1solates. suggesting a microevolution phenomenon
from a parental strain (Table 1). The same methodological procedure applied for the
analysis of the representatives of exogenous reinfection was applied to the

microevolution candidates. Now. our aim was to evaluate 1if after its appearance, the
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new clonal variants generated could coexist or not with their parental strains. The
simultaneous presence of clonal variants was not observed and only one of the two
clonal variants was detected in each of the episodes analyzed. even for those cases in

which more than one isolate per episode were available (Table 1).

INFECTIVITY CHARACTERIZATION OF MTB ISOLATES FROM
PATIENTS WITH CLONALLY COMPLEX INFECTIONS

Four pairs of MTB strains isolated from four patients with exogenous reinfection
(patients 10, 19, 21. 34) were selected for infectivity analysis. Two additional pairs of
clonal variants isolated from two patients showing a microevolution phenomenon

between the first and the recuirent episode were also included (patients 11, 37) (Table

1)

Intracellular growth of the selected MTB strains in THP-1 cells

We first screened for potential differences in infectivity between the strains
1solated from the first and second episodes of patients with reinfection/microevolution
and no marked differences were found (Figure 1). When comparing the median of the
growth rate ofall the strains isolated from the first episode to that for the strains isolated
from the second episodes. no differences were found (z-value 0.34). If each patient was
analyzed separately, in two cases from the reinfection group (patients 21 and 34).
differences in growth rates were recorded, with higher values for the strains isolated
from the first episode. No differences were detected for the representatives of

microevolution.

IL-10 production by THP-1 infected by MTB

IL-10 levels were measured at 3h. 1, 4 and 7 days after infection. For each time
point. the median of the IL-10 levels produced by THP-1 infected by the set of strains
isolated from the first episodes was compared with the median of the IL-10 levels
produced by THP-1 mfected by the set of strains isolated fromthe second episodes and
no differences were found. When the results obtained for each patient were compared
separately. in patients 10 and 37 higher levels of IL-10 were observed after infection by
strains from the first episodes. These differences were recorded at days 4 and 7 in

patient 10. and at day 4 in patient 37 (Figure 2). Patient 10 coiresponded to a
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representative  of exogenous reinfection. while patient 37 corresponded to a

representative of microevolution.

TNF-a production by THP-1 infected by MTB

TNF-a levels were also measured at 3h, 1. 4. and 7 days after infection and the
same comparisons as those performed for IL-10 were also performed for TNF-a. In the
first case (comparison between the medians of the TNF-a levels detected in the first and
in the second episodes), no differences were observed. When the results obtained for
each pair of strains 1solated from each patient were compared separately. in patients 34
and 37. higher levels of TNF-a were detected for the THP-1 infected by the MTB
strains 1solated from the first episode for all the time-points analyzed. However. in
patient 21. the highest levels of TNF-a were observed in the THP-1 infected by the
strain 1solated from the second episode, at 3h and day 1 (Figure 3). Patients 21 and 34
corresponded to representatives of exogenous reinfection and patient 37 corresponded to

a representative of microevolution.
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Discussion

The application of DNA fingerprinting tools to the retined analysis of clinical
MTB isolates has allowed us to improve the detection of infections involving more than
one strain. The application of these techniques to the study of TB recurrences has
revealed examples of exogenous reinfection with a MTB strain different from the one
isolated in the first episode. In addition to reinfections. infections involving more than
one MTB strain/clonal variant simultaneously (1. 5) (11) have also been reported. In
certain contexts with a high risk of overexposure, the application of a refined
methodology by analyzing several serial isolates from each episode, has allowed the
identification of a higher percentage of TB cases with mixed infections than initially
expected (19)

Despite these clonally complex events are now become gradually accepted, there
are only few studies specifically focused on the analysis of their relative importance and
most of them lie on difficult or cumbersome methodological approaches, such as the
interpretation of low intensity bands in the RFLP-patterns (6). or the analysis of
multiple independent colonies (13). Recently, MIRU-VNTR. a new PCR-based
technique. has shown to be efficient and suitable for a rapid and easy identification of
clonal complexity phenomena (9). The application of this PCR-based technique.
together with the analysis of several serial isolates per patient have been recommended
in order to improve the detection of clonal heterogeneity and to nunimize the
understimation of clonally complex infections (19)

Taking together the observations related to reinfections and those referring to
mixed infections. we first aimed to analyze whether exogenous reinfections could
correspond indeed to mixed infections with a different chronological representation of
strains along the sequential episodes of a recurrent TB case. In this sense, some authors
have speculated about the possibility of undetected mixed infections being responsible
for a relapse after an apparent “‘curative” treatment (17), but no major studies have been
conducted to prove this hypothesis.

Clonal heterogenity between the MTB isolates from the first and the recurrent
episodes was found at a high frequency (26.3%) for the recurent cases studied. In
18.46% of the recurrent cases. major genotypic differences were found between the
isolates. suggesting exogenous reinfections. This percentage. although high. is similar to

the smuudv of Bandera et al. in which 16% of recurrences due to exogenous
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reinfectionwere also observed in an area with low incidence of TB. In this sample of
representatives ot reinfection we searched for the presence of more than one MTB strain
i any of the episodes. We took advantage of the ability of MIRU-VNTR to directly
identify cases infected by more than one strain and enriched our screening by analyzing
more than one isolate per episode, when available. This last refinement tried to
minimize the fact that not all the infecting MTB strains are neccesarely equally
represented in independent clinical specimens (18). In all cases. only a single strain was
detected in each episode. Based on these findings, the hypothesis that an exogenous
reinfection could correspond to undetected polyclonal infections with a different
chronological representativeness of coinfecting strains could not be proved. However.
we cannot completely rule out the possibility of undetected polyclonal infections. since
we were not able to genotype more than one isolate per episode in all cases. It could
also be possible that a mixed infection had remained undetected by MIRU, although
rather 1mprobable. since the percentage of one of the strains should be lower than 1%
(9). Despite these limitations, to the best of our knowledge. this is the first study in
which the hypothesis of possible misassignations in the analysis of recuirences due to
undetected polyclonal infections has been experimentally aborded.

Appart from the reinfection cases. our analysis of recurrent cases allowed us to
identify another interesting set of patients, those in which MTB clonal variants with
subtle genotypic differences could be 1solated from the sequential episodes. Agam. only
one of the variants could be identified in each of the episodes. suggesting some kind of
advantage leading to the displacement of the parental strain.

In most cases. the phenomenon of exogenous reinfection has been observed in
settings with either a high incidence of TB (8. 20. 21, 26) or where the risk of
overexposure 1s increased (5). Moreover, several of these studies have shown that
immunocompromised cases are at a higher risk for exogenous reinfection (21). All these
studies have led to the assumption that exogenous reinfection is associated to clinical
and socio-epidemiological factors, which would be in accordance to the statement made
by Vynnycky et. a/ about how the detection of exogenous reinfection in the analysis of
TB recurrences increases in parallel with the risk of infection (27).

However, examples of exogenous reinfection in both HIV-negative patients and
settings with a low incidence of TB have also been found (2. 4. 12), even in
circumstances where it is not expected. such as in those patients that did not adhere to
therapy along their first episode. These findings could suggest that certain bacterial
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factors might also play a role in TB exogenous reinfections. although only one study has
suggested this possibility (12).

For this reason. the next aim of this study was to evaluate whether. in addition to
socioepidemiological factors. bacterial factors could also be contributing to the
phenomenon of exogenous reinfection. We also considered of special interest to analyze
possible differences in the infectivity of the different clonal variants detected in certain
recurrent cases. since the generation of a clonal variant from a parental MTB strain has
been suggested to be a mechanisim of adaptation to the new host enviromment (6) and
subtle genetic variations have been found to be responsible of modifications in the
ability to infect different tissues (11). Moreover. a previous study of our group found a
correlation between both the in vivo and in vitro mfectivity of MTB strains and their
efficiency to infect extrarespiratory sites (10). Appart from these findings, the specific
role that differences in virulence could play in reinfection or in clonally complex
infections in general has not been explored in depth. For this reason. we performed a
characterization of the in virro infectivity of the MTB strains involved in some of the
clonally complex infections detected in our first approach. In this characterization we
used the model of infection with the THP-1 cell line. since it has been shown to be
suitable for the analysis of MTB intracellular growth (24). Besides. this model has
shown to be successful in identitving different intracellular growth rates and cytokines
production i the cells infected by MTB strains with different transnussion dynamics
(23.25).

When we compared the median of the growth rate values for the representative
strains of exogenous reinfections involved in the first episodes to that of the strains
mvolved m the recumrent episode, no differences were found. However, when we
analyzed each pair of stramns isolated from each single patient independently,
differences were observed in 2 cases from the exogenous reinfection group (patients 21
and 34) and. i both cases, the strains involved in the first episode showed a higher
growth rate. When we analyzed the medians of the levels of cytokines in the
supernatants from the cells infected by the strains mmvolved in first episodes compared to
those from second episodes. no differences were found again. If we look at the TNF-a
and IL-10 levels of the two pairs of strains showing differences in the growth rates.
differences in the TNF-a production where observed in both cases. In patient 21 lower
levels of TNF-a were detected in the second episode. In this sense, the ability to induce

the production of TNF-a by the infected cells has shown to be characteristic of “slow-
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growth™ phenotypes. since the inmitial control of the infection by MTB depends on
macrophage activation. which includes the production of this cytokine by the infected
cells (25). Previous studies of Theus et al. have shown a strongly correlation between
either a supression of TNF-a or an early production of IL-10 (or both) and a higher
growth rate of certain MTB strains in THP-1 cells (23, 25), but n our study none of
these behaviors were observed. However, in patient 34. the highest levels of TNF-a
were detected in the first episode along the infection. which suggest that. in this case.
other mechanisms, different from the ability to reduce the production of this citoquine.
could explain the higher growth rate observed in the stramn belonging to the first
episode.

For the clonal variants involved in the cases of microevolution no differences in
the intracellular replication were found. In the analysis of citoquine production
differences in TNF-a levels were observed in THP-1 infected by MTB strains isolated
from patient 37, with higher levels detected in cells infected by the clonal variant from
the first episode along the infection. The ability to contain the production of TNF-a
might be an advantage for the clonal variant detected in the second episode. This fact
could explam why. once this second clonal variant emerges. the mitial clone 1s not
detected.

Although limited by the small number of strains assayed. we could conclude that
no bacterial factors. such as a higher infectivity or an ability to control the host imuune
response. seem to be related to reinfection/microevolution events. We must take into
consideration the fact that most of the patients (7/10) showing clonal heterogeneity in
this study where HIV-positive and immunocompromised persons are at a higher risk for
exogenous reinfection (21), so this could suggest that the inmmunocompromised status
of our hosts could be biasing the lack of association between bacterial factors and
reinfection/microevolution.

Despite when comparing the whole two groups of MTB strains no differences in
the in vitro infectivity were observed, some differences in the growth rates of two pairs
were found. In both cases the strains involved in the first episode showed a higher
intracellular growth rate and the time between the first and the recurrent episode was
relatively short. In one of the involved patients. no risk factors for developimng TB were
recorded. A posible explanation for this case. although rather especulative, is that the
munune status of the host appeared to be very compromused after infection with the first

MTB strain. making easier a reinfection by a new strain. even when the infectivity of

161



Reinfeccion exdgena por M. tuberculosis: policlonalidad e infectividad diferencial

the latter strain was lower. This possibility has also been suggested by other authors (7)
and 1t could explain the short time passed between the first and the second episode.
Therefore. 1t is posible that. in this case. certain bacterial factors, accounting for the
ability to reduce the host response could mean certam facility for being re-infected
when being exposed to a new MTB strain. Further studies will be required in order to
ivestigate this hypothesis.

Our results suggest that. in a context of low incidence of TB. the possibility of
misassignations of exogenous reinfections, due to a polyclonal infection norr-detected
by the standard analytical procedures, 1s rather improbable. Besides. i our context, the
role of certamn bacterial factors, such as infectivity, in clonally complex recurrences

could not be proved.
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Figures and Tables

Table 1: Characteristics of the patients analyzed and genotypes obtained for each isolate
after the MIRU-VNTR typing. Those cases in which clonal complexity was detected are
highlighted m grey. In bold are those loc1 in which the 1solates shown differences in their
MIRU-types. The lack of allelic value in a MIRU locus indicates that no amplified

product was obtained.

Figure 1: I virro intracellular growth rates. median values and range, for the two isolates
from the sequential episodes of each patient.

Figure 2: IL-10 levels. medians and ranges. produced by THP-1 cells infected by the
MTB strains 1solated from each patient. IL-10 levels obtained in nonrinfected controls are

shown as reference.

Figure 3: TNF-a levels. medians and ranges. produced by THP-1 cells infected by the

MTB strains 1solated from each patient. TNF-a levels obtained in nowrinfected controls

are shown as reference.
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Table 1
Patient | Sex Risk factors Adherence | Episode | Days | 1solates | Typeof MIRU-type
ane ¢ Sk lac € piso Y genotyped isolate typ
] 1 Sputum | 252353232232425
. Female No No 2 568 1 Sputum | 252353232232425
3 469 I Sputum | 252353232232425
4 356 1 Sputum | 252353232232425
1 1 Sputum | 245423342123217
2 Male VDU No 2 762 ] Sputum | 245423342123217
R Male No Not 1 1 Sputum | 233543242212427
available 2 870 1 Sputum | 233543242212427
| ] 1 1 Sputum | 253533 33423533
4 Male HIV™, 1VDU, Prison No - =
2 225 1 Urine | 253533 33423533
] 1 Sputum | 253533333433426
2 182 1 Sputum | 253533333433426
5 Male No No 3 253 i Sputum | 253533333433426
4 310 1 Sputum | 253533333433426
. Not i 1 Sputum | 25442342221243
6 Male Alcoholism available 2 993 1 Sputum | 25442342221243
. 1 i Sputum | 25453342221243
7 Male Alcoholism No 2 1120 I Sputum | 25453342221243
1 i Sputum | 2'52453242232225
8 Male HIV*, IVDU No 2 753 i Sputum | 2°52453242232225
3 567 1 Sputum | 2°52453242232225
R Not 1 1 Sputum | 2515 3333433726
9 Female HIV', IVDU available 2 714 1 Sputum Not available
+ Not 1 1 Urine 252433422212437
10| Male HIV', IVDU available 2 1367 1 Sputum | 2534 3342133137
. Not ] ] Sputum_ | 2525 3233432425
n Male HIV?, Alcoholism available 2 602 ] Sputum | 2523 3233432425
Not 1 1 Sputum | 253333243232325
12 Male | HIV’, Alcoholism, Prison available 2 1492 ) Sputum 252333243232325
Sputum 252333243232325
Not 1 1 Sputum | 2523 3232232 25
13 Male No availabie 2 863 1 Sputum | 2523 3232232 25
1 ] Sputum | 25532314323 525
14 Male HIV™ Alcoholism Yes 2 1888 1 Sputum 255433340211434
3 327 1 Urine | 255433340211434
Not ] 1 Sputum | 253323422212236
15 | Male HIv+ available 2 288 ] Sputum | 253323422212236
o 1 I Sputum | 252433243443347
16 Male Silicosis, Lupus Yes 2 1963 I Sputum | 252433243443347
" Male Hlvé I:I’DUi't}.Ie%autls Ves 1 1 Sputum | 253333242232425
» Hepatitis 2 409 1 Blood 253333242232425
13 Male | HIV', IVDU, Hepatitis No 1 1 Sputm | 254223422213236
B, Hepatitis C 2 238 1 CSF 254223422213236
Not 1 5 Sputum 333333444232416
19 Male No avai]‘;ble Sputum | 333333444232416
2 489 1 Sputum | 243433422212434
" Malo Alcoholism, Yes 1 1 Sputum | 251433542122438
Tobaccism 2 202 1 Sputum 251433542122438
Not ] 5 Sputum | 263432233431244
21 Male No available Sputum | 263432233431244
2 263 1 Sputum | 252343242232 25
22 | Female Alcoholism, No ] 1 Sputum | 253423422212334
Tobaccism 2 387 1 Sputum 253423422212334
+ . Not 1 1 Sputum 253423422212437
23 | Mae VIH', Alcoholism available 2 610 1 Sputam | 253423422212437
2 Male vmé I}\;DU,':-.{epCatms Yes 1 1 Sputum | 243433442212424
» Hepatitls 2 321 ] Sputum | 243433442212424
25 Male VIH". Alcoholism, No 1 1 Sputum 25363323 433635
Homelessness 2 981 1 Sputum 25353223 333235
Not ] 1 Sputum | 255433442212334
26 Male No availible 2 252 1 Sputum | 255433442212334
3 1203 1 Sputum | 255433442212334
27 Female No Not 1 1 Sputum 2513 314 232225
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available 2 1036 1 Sputum | 354323343222518
" Male No Not 1 1 Sputum | 251323142122234
available 2 221 1 Sputum | 251323142122234
2 Male No Not 1 1 Sputum | 254233242232425
available 2 258 1 Sputum | 254233242232425
R - I 1 Sputum | 253533242232425
30 Male | HIV', IVDU, Hepatitis C Yes 2 285 I Sputum | 253533242232425
. Male HIVB, IXDl:;i;l:;éatitis Unkown 1 1 Sputum | 251423442122337
» TP 2 312 1 Sputum | 251423442122337
» 1 1 Sputum | 252343242232325
32 | Female | HIV, IVDU, Hepatitis C No 2 186 1 Sputum | 252343242232325
VIH', IVDU, Hepatitis

3 Male B. Hepatitis C. No i | Sputum | 253533233433426
Inprisonment 2 277 [ Sputum | 253533233433426
) 1 1 Sputum | 251423442122337
34 Male | HIV', IVDU, Alcoholism No 3 TG ] Blood 248333043 3 525
- 1 1 Sputum | 234333242232325
35 | Male | HIV', 1VDU, Hepatitis C Yes 7 | ] Sputum | 234333242232325
Alcoholism, Tobaccism, | 1 Sputum 252433342123237

36 Male .. No
Hepatitis C 2 880 ] Sputum | 252433342123237
1 1 Sputum | 261423342132235
37 Male | HIV*, Multidrug User No 5 5 5 Sputum | 261423142132235
Sputum | 261423142132235
L 1 Sputum | 351433233423436

38 Male No Yes
2 1400 1 Sputum | 351433233423436
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Figure 1
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Figure 3
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OBJETIVO 6:

Caracterizar desde un punto de vista molecular, epidemiologico

e infectivo una cepa de M. tuberculosis prevalente en Madrid.
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“Caracterizacion molecular, epidemiolégica e infectiva de una

cepa de M. tuberculosis prevalente en Madrid”.

Publicado en Clinical Microbiology and Infection, Diciembre 2007.

RESUMEN

La cepa mas prevalente en Madrid es la cepa 5, que se aislo de un total de 45
casos de tuberculosis durante el periodo 1997-2004. Esta cepa se analizd por los tres
marcadores genéticos empleados habitualmente para el genotipado de M. tuberculosis
(IS6110-RFLP, Spoligotipado y MIRU-VNTR), observandose que se trata de una cepa
muy homogéna genéticamente, ya que, a excepcion de un caso que presento diferencias
en su spoligotipo y otro en el que se observo la presencia simultanea de dos variantes
clonales de esta cepa, el resto de los casos compartieron el mismo perfil genotipico por
los tres marcadores.

Esta cepa no es exclusiva de Espafia, ya que su spoligotipo (patrén ST20) se ha
encontrado en la base internacional de datos SITVIT asociado a aislados procedentes de
diversos paises.

En los pacientes infectados por la cepa 5, se ha observado con mayor frecuencia
coinfeccion por VIH. Ademads, entre estos pacientes era mas frecuente encontrar casos
autdctonos y que habian permanecido en prision. En un modelo de infeccion celular in

vitro con células THP-1, esta cepa no mostré una infectividad incrementada.
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ABSTRACT

The most prevalent strain of Mycobacterium tuber-
culosis in Madrid, Spain (strain 3) was recovered
from 45 cases between 1997 and 2004 and showed a
highly homogeneous genetic composition. This
strain was not exclusive to Spain, and its spoligo-
typing signature (5T20) was found in entries from
different countries in the SITVIT1 database.
Patients infected with strain 5 were more fre-
quently positive for human immunodeficiency
virus and autochthonous, and had been in prison
more frequently, but strain 5 did not show inc-
reased infectivity in an in-vitro model of infection.
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Molecular tools allow different Mycobacterium
tubcerculosis (MTB) strains circulating in a popula-
tion to be distinguished, with fingerprint data
obtained in molecular epidemiology programmes
[1] making it possible to identify prevalent strains
or genetic families that are over-represented in
certain settings |2,3]. In Spain, there has been a
sharp increase in the number of cases of tubercu-
losis among immigrants [4]. It is assumed that
some of these patients import MTB strains from
their countries of origin, and that such strains
could have an impact on the profile of strains
circulating in the host population, considering the
high rate of transmission between the autochtho-
nous and immigrant populations in this area |4].

Molecular fingerprinting tools have been used in
Madrid, Spain since 1997 |5]. The MTB isolates
from nine urban districts (1 459 232 inhabitants) in
Madrid were genotyped. Isolates from all nine
districts were genotyped during 2002-2004, and
isolates from five districts during 1997-2001.
In total, 1207 MTB isolates were analysed by
156110 restriction fragment length polymorphism
[6], yielding 867 different genotypes, with 455
(37.7%) isolates grouped in 115 clusters; 51.3% of
the clusters included twoisolates, and only 9.6% of
the clusters included more than six isolates. Nev-
ertheless, some large clusters were detected, with
the four largest clusters corresponding to strains 5

(45 cases), 2, 8 and 38 (20 cases each). Strain 5 was
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Fig. 1. Molecular genotyping patterns of: (a) the four strains of Mycobacterium tuberculosis (MTB) prevalent in Madrid; (b)
the 45 strain 5 isolates of MTB. N, number of cases infected by the strains; spoligotypes and mycobacterial interspersed
repetitive unit variable number tandem repeats (MIRU-VNTR) types are indicated with their international designations
according to the SITVIT1 database (http://www.pasteur-quadeloupe.fr/SITVIT). RFLP, restriction fragment length
polymorphism. “One case was co-infected by two variants with different MIRU-VNTR types.

isolated from the highest number of cases (3.7% of
the total) and was therefore selected for in-depth
characterisation. This strain showed an eight-band
restriction fragment length polymorphism pattern
(Fig. 1) and was isolated in all but one of the vears
of the study. Of 45 cases infected with strain 5, 37
were males, 18 were positive for human immuno-
deficiency virus, two were foreign-born, 12 were
diagnosed while in prison, and ten were
intravenous drug users.

Strain 5 was detected previously during 1993-
1994, at which time it was predominant among
three strains responsible for the highest number
of cases in a prison population |7]. In the present
study, strain 5 still persisted after 13 years, while
the two other strains had declined in importance,
suggesting that strain 5 is favoured over other
strains.

Additional spoligotyping I8] and mycobacterial
interspersed repetitive units variable number tan-
dem repeats (MIRU-VNTR) analysis [9] revealed
a highly robust and homogeneous genetic pro-
file, with all but one of the patients infected
by isolates sharing identical genotypes (ST20:
677777607760771, which is a feature of the LAM-
superfamily), and all isolates sharing identical
MIRU-VNTR types (MIT25: 224226153321; Fig. 1).
In one of the patients, MIRU-VNTR analysis
detected a co-infection with two clonal variants,

@ 2007 The Authors

differing by one and three repeats in two loci, but
indistinguishable by restriction fragment length
polymorphism or spoligotyping (Fig. 1b). This
genotypic homogeneity also suggests that strain 5
is somehow favoured, which may ensure its
genetic homogeneity, or that this strain was only
introduced to Spain recently and has not yet
diverged genetically. In contrast, isolates of the
three other prevalent strains (strains 2, 8 and 38)
frequently showed differences among their spoli-
gotypes (data not shown).

Features linked to clustering in Madrid are an
age of <35 vears and intravenous drug use [4,5,7].
Compared with cases infected by other strains,
Spanish birth, human immunodeficiency virus
infection and prison stay were associated signif-
icantly with infection by strain5 (p <0.05).
Twelve cases infected with strain 5 were from
the same district, but epidemiological links were
found for only three pairs of brothers. Evidence of
strain 5 infecting immigrants was detected, sug-
gesting that immigrants could become infected
after their arrival by strains that are prevalent in
the host country.

Inorder to establish whether strain 5 was specific
to Spain, the SITVIT1 database (http://www.
pasteur-guadeloupe.fr/SITVIT) was searched for
strains sharing the same spoligotype (5ST20). Unlike
the Madrid 1 and 2 strains [10], the spoligotype
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Table 1. Bacterial growth in activated THP-1 cells

Comparative Comparalive

Days Growth growth growth
Strain post-infection ratio® with H37R v with H?
A d1 an 1.22 1.80
(strain 5) d4 1066 0.3 242

d7 15.5) 0.27 228
H di 173 0.69
(orphan d4 4.40 0.26
strain} d7 6.80 0.13
Hi7Rv d1 257 149

d4 17.94 4.08

d7 52.58 774

*Ratio between the number of CFUs obtained in the post-infecion analysis (1 day,
4 days or 7 days) and the number of CFUs oblamed immediately following
infection (3 h).

PComparative growth was calculated by dividing the growth rates of the A and H
strains by the value of the HI7RV reference virulent strain, or by dividing the
growth rates of the A and H37Rv strains by the value for the orphan H strain

signature of strain 5 was not specitic to Spain, with
378 cases matching ST20 reported from 37 countries
other than Spain. Of these, strain 3 was over-
represented in the database entries from Brazil
(7%), Portugal (12%), Venezuela (6%), Haiti (6%%)
and Namibia (15%).

The infectivity of a representative of strain 5
was assaved in comparison with the virulent
reference strain I137Rv, and with a representative
‘orphan’ strain (isolated from only one patient
during the same study period), by measuring its
intracellular growth in an in-vitro infection model
using the human promonocytic cell line THP-1
activated with phorbol 12-myristate 13-acetate
111,12]. Cell monolayers were infected in dupli-
cate  with ().3-3 bacteriascell, prepared from
strains that had been passaged on fewer than
four occasions after primary isolation. After incu-
bation, the monolavers were washed thoroughly
with phosphate-buffered saline to remove extra-
cellular bacteria, and fresh medium was then
added. To evaluate bacterial growth, the super-
natants were aspirated and monolayers were
lysed after 3 h (time 0) and 1, 4 and 7 days after
infection. Serial dilutions of cellular lysates were
plated on Middlebrook 7H11 plates and colonies
were counted (Table 1). The results showed that
the growth ratio for strain 5 was superior to that
obtained for the orphan strain at the three
time-points analysed, indicating a replication
advantage for strain 5. ITowever, compared with
the virulent reference strain, the growth rate for
strain 5 was higher only at the 1-day time-point.

Epidemiological and bacteriological features
leading to a high prevalence of specitic strains
have been observed in other settings. For exam-

ple, in Manitoba, Canada, the prevalent ‘type 1
strain seems to have epidemiological links with
the native population that could favour its prev-
alence, although bacterial factors also seem to be
involved [13,14]. The present study showed that
strain 5 could have higher infectivity compared
with other less frequent clinical strains, but that it
is not a highly infective clone. More refined
genomic or transcriptomic-based approaches
may identify specific bacterial features that give
a theoretical advantage to this strain, but the
in-vitro data currently available suggest that
epidemiological factors are mainly responsible
tfor the prevalence of this strain.

Identification of other prevalent strains could
help in monitoring changes in the profile of
circulating MTB strains, and also in monitoring
the epidemiological features associated with ongo-
ing transmission. A panel of marker strains would
be extremely useful in countries such as Spain,
where the rise in the number of tuberculosis cases
in immigrants is currently causing a transformation
in the epidemiology of tuberculosis.

ACKNOWLEDGEMENTS

We are indebted o T. Zozio for analysis using the SITVIT
database, and to T. O’'Boyle for proofreading and cditing the
manuscript. AM. is the recipient of a grant from the Comun-
idad de Madrid, co-financed by the European Social Fund
(Order no. 5297,2006). This study was funded, in part, by
Fondo de Investigaciones Sanitarias (FIS030634; FIS060882)
and by the Instituto de Salud Carlos 1 (CIBER Enfermedades
Respiratorias  CB06/06/0058; Spanish  Network for the
Research in Infectious Discases REIPI RD06./0008).

REFERENCES

1. Aga RS, Fair £, Abernethy NF ¢f al. Microevolution of the
direct repeat locus of Mycobacterium tuberenlosis in a strain
prevalent in San Francisco. | Clin Microbiol 2006; 44:
1558-1560.

. Nguyen D, Proulx JF, Westley J, Thibert L, Dery S, Behr
MA. Tuberculosis in the Inuil community of Quebec,
Canada. Am | Respir Crit Care Mal 2003; 168: 1353-
1357.

3. jaz K, Yang Z, Templeton G, Stead WW, Bates JH, Cave

MD. Persistence of a strain of Mycobacterium tuberculosis
in a prison system. Int | Tubere Lung Dis 2004; 8: 994-
1000.

4. lnigo J, Garcia de Viedma D, Arce A ef al. Analysis of

changes in recent tuberculosis transmission patterns after

a sharp increase in immigration. | Clin Microbiol 2007; 45:

63—-69.

Inigo |, Arce A, Martin-Moreno JM, Herruzo R, Palenque

E, Chaves F. Recent transmission of tuberculosis in

Madrid: application of capture-recapture analysis to

[

u

© 2007 The Authors

Journal Compilation € 2007 European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, CMI, 13, 1199-1222

179



~

>

10.

11.

14.

Caracterizacion Cepa 5

conventional and molecular epidemiology. It | Epideniol
2003; 32: 763-769.

van Embden JD, Cave MD, Crawford JT cf al. Strain
identification of Mycobacterinm tubcrculosis by DNA fin-
gerprinting: recommendations for a standardized method
ology. [ Clin Microbiol 1993; 31: 406-409.

Fernandez de la Hoz K, Inigo J, Fernandez-Martin JI ¢f al.
The influence of HIV infection and imprisonment on dis-
semination of Mycobacterinm tubercidosis in a large Spanish
city. Int | Tubere Lung Dis 2001; 5: 696-702.

Kamerbeek ], Schouls L, Kolk A ot al. Simultaneous
detection and strain differentiation of Muycobacterium
tuberculosis for diagnosis and epidemiology. [ Clin Micro-
biol 1997; 35: 907-914.

. Supply D, Lesjean S, Savine E, Kremer K, van Soolingen D,

Locht C. Automated high-throughput genotyping for
study of global epidemiology of Mycomcterium tuberculosis
based on mycobacterial interspersed repetitive units. [ Clin
Microbiol 2001; 39: 3563-3571.

Garcia de Viedma D, Bouza E, Rastogi N, Sola C. Analysis
of MTB genotypes in Madrid: description of two new
families specific to Spain-related settings. | Clin Microbiol
2005; 43: 1797-1806.

Theus SA, Cave MD, Eisenach KD. Intracellular macro-
phage growth rates and cytokine profiles of Mycobaclerinm
tuberculosis strains with different transmission dynamics.
[ Infect Dis 2005; 191: 4533-460.

Theus SA, Cave DM, Eisenach K ¢t al. Differences in the
growth of paired Ugandan isolates of Muycobaclerium
tuberculosis withink human  mononuclear  phagocytes
correlate with  epidemiological  evidence of  strain
virulence. hifect Imnien 2006; 74: 6865-6876.

Sharma MK, Al-Azem A, Wolfe |, Hershfield E, Kabani A.
Identificalion of a predominant isolate of Mycobacterinm
tuberculosis using molecular and  clinical epidemiology
tools and in vitro cytokine responses. BMC Infect Dis 2003,
3:3.

Petrelli D, Kaushal Sharma M, Wolie ], Al-Azem A,
Hershfield E, Kabani A. Strain-related virulence of
the dominant Mycobaclerinm  fuberculosis strain in the
Canadian province of Manitoba. Tuberculosis 2004; 84:
317-326.

@ 2007 The Authors
Journal Compilation - 2007 European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, CMI, 13, 1199-1222

180

1213

Research Notes

RESEARCH NOTE

Spread of the Streptococcus pneumoniae
Taiwan'”"-14 clone among children in Greece
A. Mavroidi®, 1. Paraskakis®, A. Pmlgnlisj,

E. Kirikot®, A. Clmrisindmﬁ, T. Atlmnnsiouz,

P. T. Tassios’ and L. S. Tzouvelckis?

'Department of Infectious Disease Epidemiology,
Faculty of Medicine, Imperial College, London,
UK, ZDepartment of Microbiology, A. &

P. Kyriakou Childrens’ Hospital (Annexe),
*Department of Microbiology, Aghia Sofia
Childrens’ [Tospital and "Department of
Microbiology, School of Medicine, University of
Athens, Athens, Greece

ABSTRACT

Serotype 19F pneumococci were a leading cause
of infections among children in Athens, Greece
during 2001-2006. In total, 143 19F isolates were
typed by pulsed-tield gel electrophoresis (PFGE),
and 38 isolates representing the main PFGE types
were also characterised by multilocus sequence
typing. A diversity of distinct strains belonging to
sequence types 236, 1035, 274, 172 and 319 were
identified, but multidrug-resistant isolates related
to the Taiwan™"-14 clone (ST236) constituted
76.9% of the isolates. Spread of the Taiwan'"-14
clone explains, in part, the high incidence of
antibiotic resistance observed among pneumococ-
ci reported recently from Athens.
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Treatment of pneumococcal infections can be
complex because of the dissemination of clones
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OBJETIVO 7:

Caracterizar mediante  estrategias de  genomica vy
transcriptomica dos variantes clonales de M. tuberculosis con

diferente comportamiento infectivo.
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Caracterizacion gendmica y transcriptomica de dos variantes clonales de M. tuberculosis

“Caracterizacion genomica y transcriptomica de dos variantes
clonales de M. tuberculosis con comportamientos infectivos

diferentes”

RESUMEN

En el contexto del estudio de la complejidad clonal durante la infecciéon por M.
tuberculosis, se decidié caracterizar en detalle un representante en el que se hubiera
documentado una infeccion de este tipo. El caso seleccionado correspondid a una nifia de
dos afios sin factores de riesgo para tuberculosis en la que se aislaron dos variantes
clonales de alta similitud genotipica, que unicamente mostraron diferencias menores en
sus RFLP-tipos, compartiendo idénticos perfiles de Spoligotipado y VNTR-MIRU. Estas
variantes clonales mostraron una capacidad diferente para infectar tejidos
extrarrespiratorios, ya que s6lo una de ellas fue aislada del Sistema Nervioso Central
(97). Al analizar la infectividad de ambas en un modelo in vitro de macréfagos derivados
de monocitos humanos, las dos variantes mostraron una eficiencia equivalente para
infectar dichas células (97).

Teniendo en cuenta que, a pesar de la elevada similitud que presentan entre si
dichas variantes clonales, existe una gran diferencia en cuanto a su capacidad para
infectar tejidos extrarrespiratorios, resultaba de gran interés intentar identificar
diferencias a nivel genémico que pudieran explicar en sus diferentes fenotipos. Se realiz6
una caracterizacion gendmica y transcriptomica con el fin de analizar la presencia de
posibles regiones diferenciales en el genoma, asi como diferencias en la expresion génica
durante el cultivo in vitro. Sin embargo, no se observaron diferencias a este nivel, ya que
las dos variantes clonales presentaron una similitud total tanto en el andlisis gendmico,
como en la caracterizacion transcriptdmica. Estudios posteriores que analicen los perfiles
de expresion génica generados por las dos variantes clonales tras la infeccidn de la célula

hospedadora podrian ayudar a explicar sus fenotipos diferenciales.
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Metodologia

Cepas de M. tuberculosis

Se seleccionaron para este estudio dos variantes clonales de M. tuberculosis

aisladas por este grupo en un estudio previo (97).

Cultivo de cepas, extraccion y marcaje de ADN para analisis gendmico

Los aislados fueron subcultivados en medio s6lido Lowestein-Jensen (Becton
Dickinson, Sparks, Maryland, USA) durante 2-3 semanas a 37° C. Se siguié el mismo
proceso de extraccion y purificacion de ADN descrito en objetivos anteriores.

El ADN marcado fluorescentemente se obtuvo mediante PCR en presencia de Cy3-dCTP
0 Cy5-dCTP (Amersham Pharmacia) y oligonucleétidos hexameros al azar para iniciar la

sintesis.

Cultivo de cepas, extraccién de ARN y obtencién de cADN para andlisis transcriptémico
Los aislados se subcultivaron en medio liquido 7H9 (Middlebrook 7H9, Difco)
suplementado con 10% de OADC (Becton Dickinson, Sparks, Maryland, USA) y 0.05%

de Tween 80. Los cultivos se incubaron a 37° C y en agitaciéon hasta alcanzar una
DO=0.5, correspondiente a una fase de crecimiento exponencial.

Se centrifugaron 10 ml de cultivo liquido bacteriano durante 15 min. a 3.500 rpm
y 4° C, se desech¢ el sobrenadante y, sobre el precipitado, se afiadi6é 1.2 ml de Trizol®
(Invitrogen). El volumen se transfiri6 inmediatamente a un tubo de microcentrifuga de 2
ml con 0.5 ml de perlas de vidrio y se sometié a un proceso de lisado en un F astPrep®
FP120 durante 45 seg. a una potencia de 6.5 w. A continuacidn, las muestras se dejaron
en reposo durante 10 min. a temperatura ambiente y posteriormente se transfirié todo el
volumen a un tubo liquido. A partir de aqui se continud con el procedimiento habitual de
extraccion de ARN con Trizol® recomendado por el fabricante. El ARN se resuspendid
en 100 pl de agua libre de nucleasas y, tras un tratamiento con ADN-asa (Qiagen), se
purificé utilizando el kit de purificacion RNeasy columns (Qiagen). Se extrajo el ARN de
tres réplicas bioldgicas de cada una de las variantes clonales.

El ADNc marcado fluorescentemente se obtuvo por transcripcion reversa a partir

de 2-10 pg de ARN, empleando la enzima Superscript Il (Invitrogen) en presencia de
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Cy3-dCTP o Cy5-dCTP (Amersham Pharmacia) y oligonucleétidos haxameros al azar

para iniciar la sintesis.

Microarrays € hibridaciones

Los microarrays de ADN fueron suministrados por el grupo de microarrays

bacterianos de la Universidad St. Georges (http://bugs.sgul.ac.uk/index.php). La

prehibridacion, hibridacion y lavados se llevaron a cabo segun el procedimiento descrito

por Stewart et al. (207).

Analisis de los datos obtenidos en los microarrays

Las imagenes obtenidas para los canales Cy3 y Hyper5 se equilibraron y
capturaron con GenePix 4000B (Axon Instruments) y los spots se cuantificaron
empleando el software de GenePix (Axon Instruments). Finalmente se hizo un analisis
estadistico utilizando el software de anélisis SAM (Significance Analisis Microarrays) de
la Universidad de Stanford. Se consideraron significativos aquellos genes que

presentasen un cambio en su nivel de expresion > 2 ¢ <-2.

Resultados

Analisis gendmico

Al analizar los resultados obtenidos tras hibridar el ADN genémico de las dos
variantes clonales, no se detectaron diferencias a nivel gendmico que indicasen la
presencia de deleciones en alguna de las dos variantes clonales, ya que en ninguno de los
casos se observo ningin gen que presentase un fold change fue > 2 6 < -2 (ver

informacion suplementaria incluida en CD: anexo 8).

Analisis transcriptémico

Al rastrear la presencia de genes que se expresasen diferencialmente en una de las
variantes clonales con respecto a la otra, unicamente se identificaron cambios sutiles
inferiores al cambio establecido en el nivel de expresion. No se observaron, por tanto,
diferencias a nivel transcriptdmico entre las dos variantes clonales (ver informacion

suplemetaria incluida en CD: anexo9).
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OBJETIVO 8:

Analizar la virulencia de una seleccion de cepas Beijing y

caracterizar la expresion génica celular tras la infeccion.
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Virulencia y perfil transcriptomico celular en cepas Beijing

“Analisis de la virulencia de una seleccion de cepas Beijing y
estudio del perfil transcriptémico celular generado tras la

infeccion”.

RESUMEN

El linaje W-Beijing esta constituido por una familia de cepas de M. tuberculosis
muy conservada genéticamente, ampliamente distribuida por todo el mundo y que ha
estado implicada en grandes brotes de tuberculosis en diferentes regiones, lo que sugiere
que esta familia posee una mayor virulencia y/o capacidad de diseminacion en la
poblacion.

Los modelos de infeccion que utilizan lineas celulares de monocitos diferenciados
han demostrado ser utiles para estimar la virulencia de las cepas de M. tuberculosis,
mediante la medicion de las tasas de replicacion intracelular y de la produccién de
citoquinas. En respuesta a la infeccion, la célula modificard su perfil de expresion génica
y la activaciéon o inhibicion de determinados genes sera determinante para que el
macrofago logre activar correctamente la respuesta inmune que conduce a la eliminacion
del bacilo. Se conoce que los principales genes del macréfago que modifican sus niveles
de expresion en respuesta a la infeccion por M. tuberculosis son genes que codifican
citoquinas, quimiocinas, moléculas de sefializacién y proteinas de adhesion y estrés
oxidativo

Se midié la infectividad de una seleccion de 8 aislados pertenecientes a la familia
W-Beijing en el modelo de infeccion de la linea celular THP-1, observandose un amplio
rango de tasas de replicacion intracelular. Solo dos de los aislados mostraron una tasa de
replicacion mas elevada y, en ambos casos, se asocié con una produccion contenida de
TNF-a. No se observo una correlacion entre la virulencia y el estatus “huérfana” o “en
cluster” de las cepas.

A continuacion, se analizo el perfil transcriptomico celular generado tras la
infeccién con una seleccion de 3 aislados Beijing incluidos en el ensayo anterior
(incluyéndose los 2 aislados que mostraron infectividad elevada) y la cepa de referencia
H37Rv, observandose un perfil de represiéon mayoritario, comun a la infeccion por todas

las cepas de M. tuberculosis evaluadas. En este perfil comun de represidn se encontraron,
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entre otros, genes implicados en: defensa, respuesta a dafio celular, respuesta inflamatoria
y respuesta inmune.

Asimismo, se observd que el perfil transcriptomico generado tras la infeccion por
las cepas pertenecientes a la familia W-Beijing presentaba un nimero reducido de genes
con patrén de expresion comun, tanto al comparar los perfiles generados en las
infecciones correspondientes a las 3 cepas Beijing, como al analizar Unicamente la
expresion generada por las 2 cepas de mayor infectividad. Se identifico, por tanto, una
predominancia de perfiles de expresion especificos de cada cepa.

Podemos concluir tras este estudio que, en nuestro contexto, sélo determinados
representantes de la familia Beijing presentan una virulencia mas elevada y que dicha
virulencia no estd asociada a un mecanismo comun de regulacion del perfil

transcriptomico de la célula hospedadora.
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ANALISIS DE LA INFECTIVIDAD DE CEPAS PERTENECIENTES A LA
FAMILIA BEIJING

Metodologia

Cepas de M. tuberculosis

Durante el periodo 2002-2007 se identificaron en nuestra institucién un total de 26
aislados con genotipo perteneciente a la familia W-Beijing (1.09% del total de cepas
analizadas en ese periodo). 8/26 aislados fueron seleccionados para el analisis de
infectividad in vitro, atendiendo a la nacionalidad del caso del que se aislaron, el perfil de
sensibilidad, el nimero de copias de IS6110 y a su clasificacién como huérfana o en
cluster (Tabla 1). Uno de los representantes seleccionados correspondié a la cepa
responsable del brote que tuvo lugar en la isla de Gran Canaria en el periodo 1993-1996
(44). Como controles se incluyeron en el andlisis la cepa de referencia H37Rv y un
representante de una cepa de genotipo huérfano no perteneciente a la familia Beijing

(cepa C).

Tabla 1. Cepas Beijing analizadas en el modelo de infeccidn in vitro

Codigo No. Nacionalidad Perfil de No. Copias Cluster/Huérfana
aislado Cepa sensibilidad 1S6110 +/-)?

8687 1 Espaiia S 16 +

6955 2 Moldavia S 16

673 3 Ecuador S 13 +

5261 4 Peru INH-R 22 -

8281 5 Armenia S 21 -

5204 6 China S 22 -

6898 7 Ecuador S 9 -

7992 8 Ecuador S 20 -

? + v -indican la clasificacion en cluster o huérfana

Caracterizacion de infectividad in vitro

Se siguio la metodologia descrita en el Objetivo 6 utilizando la linea celular THP-1

diferenciada a macrofagos.
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Analisis estadistico

Se realizaron tres réplicas independientes para cada cepa. Las medias y los errores
estandares se determinaron para cada medida de crecimiento intracelular y de produccion
de citoquinas. Un ANOVA de una via con medidas repetidas fue el analisis empleado
para calcular el p-valor, el cual se ajustd por el método de Bonferroni. Todas las

comparaciones se realizaron utilizando el programa SPSS 17.0

Resultados

Evaluacion del crecimiento intracelular

Se observo un rango amplio de tasas de crecimiento intracelular entre los distintos
aislados analizados (Figura 1). Dos de los aislados (cepas 4 y 7) mostraron las tasas de
crecimiento mas elevadas, las cuales difirieron significativamente (P<0.05) de las
observadas en el resto. El aislado responsable del brote observado en Gran Canaria (cepa
1) no presento una tasa de replicaciéon mas elevada. No hubo diferencias entre el resto de

aislados analizados, incluyendo los dos utilizados como control.

Figura 1. Tasas de crecimiento intracelular

Growth rate
& R

4 7 2 3 1 8 6 H37Rv S C
N° aislado
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Produccion de citoquinas

Se estudio el perfil de produccion de citoquinas inmunorreguladoras producidas
tras la infeccion de la linea celular THP-1 con 6 de los aislados (1, 4, 5, 7, 8 y H37Rv)
seleccionados como representativos de las diferentes tasas de crecimiento observadas en
el apartado anterior. Cuatro de los aislados indujeron los niveles maximos de TNF-a en
el dia 1 de infeccidn, teniendo lugar a continuacion un rapido descenso en la producciéon
de esta citoquina (Figura 2A). Sin embargo, en los dos aislados que mostraron las tasas
de replicacion mas elevadas en el ensayo anterior, el perfil de produccion de TNF-a fue
diferente, ya que la secrecidon de esta citoquina estuvo contenida desde el inicio de la
infeccion y a dia 1 sus niveles de induccion fueron mas bajos que los del resto de los
aislados. Los niveles de TNF-a en estos dos aislados continuaron disminuyendo a lo

largo de toda la infeccion (Figura 2A).

Figura 2. Produccion de TNF-a por las células THP-1 infectadas

H37RV

Los perfiles de secrecion de IL-10 en las células THP-1 fueron similares para todos
los aislados durante los primeros estadios de la infeccion. Antes del dia 1 de infeccidon no
se detectd la presencia de IL-10 y los niveles maximos de produccion de esta citoquina se
observaron a dia 4. A partir de aqui, los niveles de IL-10 comenzaron a disminuir en
todos los aislados excepto en dos, en los cuales los niveles continuaron siendo elevados

hasta el final de la infeccion (Figura 2B). Estos dos aislados correspondieron con los dos
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aislados que contuvieron la produccion de TNF-a y que mostraron las tasas de
replicacion intracelular mas elevadas tras la infeccion de las células THP-1. Se observo,
por tanto, una correlacidn entre la tasa de replicacion intracelular, la produccion de TNF-
a y la respuesta inmunorreguladora a través de IL-10 en las células THP-1 infectadas.

Los dos aislados con un comportamiento infectivo diferente en el modelo de
infeccion THP-1 correspondieron a dos aislados huérfanos de origen Sudamericano. El
aislado responsable del brote de Gran Canaria no exhibid un comportamiento infectivo
diferencial con respecto al resto de los aislados.

Atendiendo a la clasificacion como ‘“huérfana” o “en cluster” de los aislados, el
analisis de crecimiento intracelular y los perfiles de expresion de citoquinas no mostraron
una correlacion entre la eficiencia de transmision de la cepa y el comportamiento

infectivo en el modelo de infeccion THP-1.

Figura 3. Produccion de IL-10 por las células THP-1 infectadas

H37RV [ 1
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CARACTERIZACION DEL PERFIL TRANSCRIPTOMICO CELULAR
GENERADO TRAS LA INFECCION CON CEPAS DE LA FAMILIA W-
BELJING

Metodologia

Cepas de M. tuberculosis

Se seleccionaron las dos cepas de M. tuberculosis pertenecientes a la familia W-
Beijing que mostraron, en el apartado anterior, un comportamiento infectivo
incrementado (cepas 7 y 4), junto con otra de las cepas Beijing que no destaco en su
infectividad (cepa 5) y la cepa de referencia no Beijing H37Rv.

Las distintas cepas se cultivaron en medio 7H9 (Middlebrook 7H9, Difco),
suplementado con 10% de OADC (Becton Dickinson, Sparks, Maryland, USA) y 0.05%
de Tween 80 a 37°C y en agitacion, hasta alcanzar una DO de 0.2 - 0.3 a una A de 540nm.

Cultivos celulares

Para el mantenimiento de los cultivos celulares se sigui6 el procedimiento descrito

en el Objetivo 6.

Infeccidn de las células THP-1

Se diferenciaron 15X10° células en flasks de 25cm?® mediante incubacidén con
PMA 100 nM durante 72 horas. A cada flask se afiadieron 5 ml de medio de cultivo
celular (Ver Objetivo 6) con la suspension bacteriana adecuada para conseguir una
multiplicidad de infeccién de 10-15 bacterias por célula. La infeccidon se mantuvo durante
4 horas a 37°C y 5% de CO,. Tras la infeccion se retird el medio de cultivo y se
realizaron dos lavados con 7 ml de tampon-fosfato salino (PBS) y se afiadieron 7 ml de
medio de cultivo. A las 18 h los flasks se procesaron para la extraccion del ARN celular.

Para cada cepa se realizaron dos experimentos en dias independientes, incluyendo
en cada uno de ellos tres réplicas del ensayo, con sus correspondientes controles de

células sin infectar.

Extraccion de ARN celular

El ARN se extrajo afiadiendo a cada flask 2.5 ml de reactivo Trizol® (Invitrogen) y

siguiendo las instrucciones del fabricante. El ARN se resuspendio en 100 pul de agua libre
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de nucleasas y, tras un tratamiento con ADN-asa (Qiagen), se purificé utilizando el kit de
purificacion en columnas RNeasy (Qiagen). Una vez purificado, el ARN se conservo a

-80° C hasta su posterior utilizacion.

Amplificacién del ARN e hibridacidn con los microarrays

Se utilizd 1 pg de ARN para amplificar y marcar con radical aminoalil (5-(3-
aminoalil)-2’desoxiuridina-5’-trifosfato (aa-dUTP, Ambion)), empleando el kit de
amplificaciéon de ARN MessageAmp'™ II aRNA kit (Ambion) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Por cada muestra, se resuspendieron 7.5 pg de ARN
amplificado en 0.1 M Na;CO3; (pH 9.0) y se marcaron con Cy3 o Hyper5S (CyTMDye
Post-labelling Reactive Dye Pack, Amersham). A continuacién, el ARN marcado se
purificé con el kit Megaclear ™ (Ambion), segun las indicaciones del fabricante. A partir
de 1 pl de cada muestra se valoro la incorporacion de Cy3 o Hyper5 en el
espectrofotometro Nanodrop® (Nanodrop Technologies Inc.). Para el andlisis de
expresion se utilizaron los microordenamientos de oligos de 60 mer de Agilent (ref.
014850) de alta densidad (4 x 44K) que representan todos los genes y transcritos del
genoma humano. Para la hibridacién y lavado de estos microordenamientos, se siguio el

manual para el anaiisis de expresion con dos colores publicado por Agilent Technologies.

Andlisis de los datos obtenidos en los microarrays

Las imagenes obtenidas para los canales Cy3 y Hyper5 se equilibraron y capturaron
con GenePix 4000B (Axon) y las sefiales de hibridacion_se cuantificaron empleando el
software de GenePix (Axon).

El analisis estadistico de los datos se realizé mediante el algoritmo no-paramétrico
“Rank products” propuesto por Breitling et. a/ (35) y disponible como “RankProd

package” en Bioconductor (http://www.bioconductor.org) (112).

Este método selecciona genes que han sido clasificados sistematicamente como
diferencialmente expresados en un cierto nimero de réplicas, independientemente de sus
intensidades numéricas. Los resultados son representados en forma de p-valor,
definiéndose éste como la probabilidad de que un gen determinado sea seleccionado por
azar en una determinada posicién. Se consideraron como diferencialmente expresados
aquellos genes en los que el p-valor corregido (FDR) fue < 0.05 (the False Discovery rate

menor del 5%). Los genes que presentaron un FDR < 0.05 y un cambio en su perfil de
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expresion respecto a las células control > 2.5 6 < -2.5 fueron seleccionados para analisis
posteriores.
Para el analisis de categorias funcionales disponibles en Gene Ontology (GO,

www.geneontology.org) se utilizé el software DAVID (69). Se consideraron iinicamente

aquellas categorias funcionales que incluian, al menos, 6 genes expresados

diferencialmente y en las que el p-valor de enriquecimiento funcional fue < 0.01

Resultados

Considerando como referencia los perfiles de expresion obtenidos con los controles
de células sin infectar, se detect6 una expresion diferencial en 905 genes, que presentaron
un cambio en su expresion > 2.5 6 < -2.5 en los ensayos de infeccion con las diferentes
cepas analizadas.

Inicialmente, de estos 905 genes, se eliminaron del analisis aquellos que se
comportaron homogéneamente (inducidos o reprimidos en todos los casos con un
cambio de expresion > 1.5 6 < -1.5) para las 4 cepas analizadas (Bejing y no Beijing),
con el fin de poder abordar el analisis de perfiles de expresion especificos. Esto condujo
a la eliminacion de 406 genes entre los que predominaba un perfil comun de represién
(Anexo 1), que incluye a implicados genes que codifican citoquinas, quimiocinas,
integrinas, proteinas implicadas en rutas de sefializacion, trafico intracelular y estrés
oxidativo. El analisis mediante Gene Ontology agrupo estos genes en diversas categorias
funcionales (Figura 1), siendo las categorias funcionales de defensa, respuesta a dafio,
respuesta inflamatoria y respuesta inmune, las cuatro categorias asignadas con mayor
significacion.

Una vez eliminados del analisis los genes con expresion homogénea en las distintas
infecciones, se decidio rastrear un posible perfil de expresion especifico para las cepas
Beijing. Para ello, de los 498 genes restantes en estudio se identificaron aquellos genes
expresados homogéneamente en las infecciones con cepas Beijing pero que difirieran del
perfil obtenido con la cepa no Beijing (cambio en su expresion > 1.5 6 < -1.5).
Unicamente, el perfil de expresion de 29 genes era compartido y especifico para las tres
cepas Beijing analizadas (Anexo 2), entre los que se encuentran los genes que codifican
las proteinas de choque térmico de 90, 70 y 27 KDa, la IL-24 y la caspasa 10. Entre los

genes cuyos perfiles de expresiéon eran compartidos por las tres cepas Beijing se
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encontraron genes incluidos en las categorias funcionales de: respuesta a estimulos
bidticos, respuesta frente a proteinas desplegadas y respuesta a estimulos proteicos.

A continuacién se exploré si era posible identificar un perfil de expresion
especifico para las dos cepas Beijing de mayor infectividad (cepas 4 y 7). De modo
equivalente al andlisis anterior, se seleccionaron los genes cuyo patréon de expresion fuera
compartido por estas cepas pero no por la cepa Beijing de baja infectividad. De nuevo,
unicamente un numero reducido de genes, 42, mostraron un perfil de expresion
compartido y especifico de las cepas Beijing de mayor infectividad (Anexo 3), entre los
que se encuentran los genes que codifican la proteina B de choque térmico de 90 kDa, la
fibronectina tipo 3 y la quimiocina CXCL9. Las categorias funcionales en las que se
encontraron algunos de estos genes fueron las mismas que las descritas en el caso
anterior y se afiadia, ademas, la categoria funcional de respuesta a estrés.

Entre los perfiles de expresion diferenciales que se observaban al infectar con cada
una de las cepas Beijing (Anexos 4, 5 y 6), se seleccionaron aquellos genes que
presentaron cambios en su expresion > 3 6 < -3 (tabla 1).

En el perfil de expresion diferencial generado tras la infeccion por la cepa 4 se
incluyeron un total de 39 genes (Anexo 4). Entre los ejemplos de genes que se
encuentran inducidos diferencialmente y que son de interés en el contexio de la infeccion
por M. tuberculosis, se observé una induccion importante en aquellos genes que
codifican el fragmento Fc de la inmunoglobulina G, asi como en el gen que codifica la
defensina B1 y el receptor acoplado a proteina G “GPR18”. Asimismo, la infeccion por
esta cepa no provoco apenas cambios en la expresion del gen que codifica el ligando
“TNFSF10”, mientras que, tras la infeccion con las otras 3 cepas, se observo que este gen
se encontraba muy reprimido (tabla 1). Algunos de los genes que cambian su expresion
tras la infeccidon por esta cepa se encontraron incluidos en la categoria funcional de
procesos inmunoldgicos (tabla 2).

En el caso de la infeccién con la cepa 7 se observo un total de 30 genes con
cambios en su expresion > 3 6 < -3 (Anexo 5). En el contexto de la infeccién por M
tuberculosis, cabe destacar aquellos genes que codifican: IL-18, receptor de IL-3, MMP1
y MMP12, los cuales se encuentran inducidos tras la infeccién por esta cepa. Asimismo,
conviene resaltar que el gen que codifica IL-6 o IFN-B2, tras la infeccion por esta cepa,
no cambia sus niveles de expresion en comparacion con el control de células sin infectar,

mientras que, en las células infectadas con las otras tres cepas, este gen se encuentra muy
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reprimido (tabla 1). Los genes que presentaron mayores cambios en su expresion tras la
infeccion con la cepa 7 son genes incluidos en las categorias funcionales de: procesos
metabdlicos, procesos celulares y procesos inmunologicos, asi como genes implicados en
defensa y respuesta a estimulos externos (tabla 2).

Por dltimo, en el perfil de expresion génica generado por la infeccién con la cepa
Beijing de menor infectividad (Cepa 5) se observaron unicamente cinco genes
expresados diferencialmente (Anexo 6). Entre ellos, cabe resaltar_el comportamiento de
los genes que codifican el receptor scavenger de macréfagos “MSR1” (no cambia su
expresion tras la infeccion con la cepa S y se encuentra inducido en los otros 3 casos), y
el receptor de IL-3 (no cambian su expresion tras la infeccion con la cepa 5, inducido en
la infeccion con cepa 7 y reprimido en la infeccion con cepas 4 y H37Rv) (tabla 1). No se
obtuvo ninguna categoria funcional que se ajustase a los criterios prefijados en el caso la

cepa 5.
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Interleukin 1 NM 000576 |-8,5[2,94] -60 | -16
Immediate early response 3 (IER3) NM 003897 | -10 [1,17] -23 | -6,5
Inhibin NM 002192 | -16 [1,37]-96| -2
Interferon NM 005532 | -17 |-1,4[-16]-4,5
Interferon stimulated exonuclease gene 20kDa (1SG20) NM 002201 -22 1-111-3,8|-8,2
Interleukin 6 (interferon) NM 000600 27 1-1,51-34]-2,2
Tumor protein D52-like 1 (TPD52L1) NM 001003395|1,28| 1,4 |16,12{1,31
rotein tyrosine phosphatase-like NM 198402 |[1,06(1,28]4,03]1,31
Ubiquitin-conjugating enzyme E2M pseudogene 1 NR 002837 |1,03|-14]-3,3]1,32
G protein-coupled receptor 18 (GPR18) NM 005292 |[1,01(1,31]6,22]-1,2
Nuclear casein kinase and cyclin-dependent kinase substrate NM 022731 1 11,0214,39] 1,1
Insulin-like growth factor binding protein 7 (IGFBP7) NM 001553 -1 11,0613,751-1,1
NM_004536 | Homo sapiens baculoviral IAP repeat-containing 1

(BIRC1) NM 004536 -1 11,5 14,39([1,11
Fc fragment of IgG NM 000569 |-1,21}-1,114,87|1,08
Formin-like 1 (FMNL1) NM 005892 |-1,2]1,18]-4,311,12
V-myb myeloblastosis viral oncogene homolog (avian) (MYB) NM 005375 |-1,2[1,21]|3,84] 1,2
AKT1 substrate 1 (proline-rich) (AKT1S1) NM 032375 |[-1,3[-1,2]-3,8]1,26
Bone morphogenetic protein 1 (BMP1) NM 006128 {-13[-1,1(-3,5] 1,2
Phosphogluconate dehydrogenase (PGD) NM 002631 |-1,3{-13[-356}-1,2
Midnolin (MIDN) NM 177401 |-1,4]1,14|-3,8]1,04
Epithelial membrane protein 3 (EMP3) NM 001425 |{-141] -1 |-3,6 1,07
Pim-1 oncogene (PiM1) NM 002648 |-141 3 |-32]| 14
Chromosome X open reading frame 6 (CXorf6) NM 005491 |-14}13}-3,5|-13
Poliovirus receptor (PVR) NM 006505 |[-141-14]-3,7]-1,3
Transmembrane NM 020182 |-1,5(1,03|-3,6[-1,3
Rap guanine nucleotide exchange factor (GEF) 1 (RAPGEF1) NM 198679 |-15|-1,1|-44|-11
Tyrosine phosphatase-like A domain containing 2 (PTPLAD2) NM 001010915{-1,5(1,2713,61| -1,2
Sub-family member 12 (COLEC12) NM 030781 |-1,511,25]9,07]|1,15
Histone 1 NM 003546 |[-15(-15(3,97]-1,3
Tripartite motif-containing 14 (TRIM14) NM 014788 |-1,5]1,14|3,65]-11
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‘T'abla 2. Listado de genes y categorias funcionales en las que Gene Ontology agrupo los genes implicados en el pertil de expresion
especifico de las cepas 4y 7

Cepa Anotacion funcional Codigo gen Descripcién gen p-valor
NM 004001 Receptor CD32 del fragmento Fc de 19G
NM_ 000569 Receptor CD16A del fragmento Fc de 1gG
NM_002053 Proteina 1 de unién a guanilato inducible por IFN
Respuesta inmune NM_002432 | Antigeno de diferenciacion nuclear de células mieloides 4,20E-04
NM_003810 Superfamilia de Ligandos de TNF
NM 005218 Defensina 1
NM_001465 Proteina de unién FYB-120/130
4 NM_030781 Subfamilia colectinas
NM_004001 Receptor CD32 del fragmento Fc de 1gG
NM_000569 Receptor CD16A del fragmento Fc de 19G
NM 002053 Proteina 1 de unién a guanilato inducible por IFN
Proceso inmunolégico NM_002432 | Antigeno de diferenciacién nuclear de células mieloides 1,70E-03
NM 003810 Superfamilia de Ligandos de TNF
NM_005218 Defensina 31
NM 001465 Proteina de union FYB-120/130
NM_030781 Subfamilia colectinas
7 NM_000600 IL-6 (Interferén R2)
NM 133467 Transactivador CBP/P300
NM_000576 JIL-1B
Regulacion positiva de procesos metabdlicos | NM 000574 Antigeno CD55 1,30E-04
NM 002192 Inhibina BA
NM 001351 Similar al gen delecionado en Azoospermia
NM 001964 Gen de respuesta temprana 1
Proceso inmunolégico NM 000600 IL-6 (Interferon R2) 1,50E-04
NM_000576 IL-18
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NM 173842 Receptor antagonista de interleucina 1
NM 002981 Ligando 1 de quimiocina (CCL1)
NM 000600 IL-6 (Interferén R2)
NM 000576 IL-1R
NM 002648 Oncogen PIM-1
NM 002192 Inhibina RA

Regulacion negativa de procesos biolégicos | NM 153186 Anquirina (dominio 15) 9,20E-04
NM_001964 Gen de respuesta temprana 1
NM 000214 JAG 1
NM 002928 Regulador de la sefializacién por proteina G
NM 003897 Gen de respuesta inmediata 3
NM_000600 IL-6 (Interferon R2)
NM 133467 Transactivador CBP/P300
NM_000576 IL-11

Regulacién positiva de procesos biolégicos NM_000574 Antigeno CDSS 3,00E-03
NM 002192 Inhibina A
NM 001351 Similar al gen delecionado en Azoospermia
NM_001964 Gen de respuesta temprana 1
NM 000214 JAG 1
NM_000600 IL-6 (Interferon R2)
NM_000576 IL-1R

Defensa NM 000574 Antigeno CD55 3,50E-03

NM_ 002192 Inhibina BA
NM_173842 Receptor antagonista de interleucina 1
NM 002981 Ligando 1 de quimiocina (CCL1)
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Discusién

La tuberculosis es una de las enfermedades infecciosas con mayores tasas de
mortalidad en todo el mundo. Asimismo, un tercio de la poblacién mundial est4 infectada
por M. tuberculosis de forma latente, resultando, por tanto, cada vez mas necesario
reforzar las medidas de control para evitar la transmision de la tuberculosis en la
comunidad. La identificacién de todos los casos de tuberculosis y el tratamiento de los
mismos son las medidas de control fundamentales. En este sentido, el conocimiento de
las caracteristicas biologicas y patogénicas de M. tuberculosis es fundamental para
entender sus mecanismos de infeccidn y transmision, asi como para desarrollar nuevos
farmacos que eliminen el microorganismo de manera mas eficaz.

Durante la década de los 90 una amplia variedad de marcadores genéticos fueron
identificados para M. tuberculosis (127), aunque finalmente un nimero reducido de
éstos han demostrado tener la capacidad de discriminacién y la reproducibilidad
suficientes para ser introducidos como técnicas de genotipado a gran escala (126). Estas
técnicas de genotipado han permitido ampliar enormemente el conocimiento que se tenia
de la infeccidn por M. tuberculosis.

Inicialmente, el genotipado de M. tuberculosis se aplicé a la identificacion de
brotes (62, 123, 153, 154) y mas tarde se introdujo en estudios poblacionales para el
analisis de la transmision reciente, asi como para la identificacién de los factores de
riesgo asociados a dicha transmision (49, 201, 229), contribuyendo a reforzar las medidas
de control de la tuberculosis en los paises industrializados y a reducir, en gran medida, el
nimero de casos.

Debido a los grandes movimientos migratorios que han tenido lugar en los
ultimos afios desde las zonas mas desfavorecidas econdmicamente hacia los paises
industrializados, estos ultimos han visto como se producia una desaceleracion en la
tendencia decreciente en el nimero de casos de tuberculosis y como un gran porcentaje
de los mismos se observaba en la poblacion inmigrante. Las técnicas de genotipado han
desvelado aspectos interesantes sobre las dinamicas de transmision de este
microorganismo y, en algunos contextos con fuerte presencia de poblacién inmigrante, de
manera contraria a lo que se esperaba, se ha observado una gran permeabilidad en la
transmision entre la poblacidn autdctona y la poblacion inmigrante. Este hecho sugiere
que los casos de tuberculosis detectados en la poblacion inmigrante no siempre son
debidos a una reactivacion endogena de una cepa adquirida en su pais de origen

(importacién) (12). Asimismo, estas técnicas han desvelado que los entornos de
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transmision pueden ser mas diversos de lo que se pensaba, dando un papel, en ocasiones,
a los contactos casuales y a en contextos de transmision diferentes a los que
tradicionalmente se habia asumido (12, 28, 158).

Gracias al genotipado de M. tuberculosis, se han identificado determinados linajes
genéticos con una amplia distribucion mundial (102), asi como cepas responsables de
grandes clusteres detectados durante largos periodos de tiempo en determinadas regiones
(72, 131), o incluso determinadas cepas que, a lo largo de la historia, han estado
asociadas a determinadas poblaciones (192). El interés por conocer cuiles son las
caracteristicas que hacen que estas cepas tengan una mayor distribucion ha llevado a
desarrollar numerosos estudios, con el fin de elucidar si determinadas cepas poseen una
mayor virulencia o una mayor capacidad de control de la respuesta inmune del
hospedador. El ultimo avance en estas investigaciones ha surgido tras la anotacion del
genoma completo de M. tuberculosis y el desarrollo de la tecnologia de microarrays, que
ha permitido identificar determinados polimorfismos genéticos asociados a determinados
fenotipos de interés (160, 218), asi como avanzar en la caracterizacion de los genes
implicados en la supervivencia de M. tuberculosis dentro del macrofago (178, 188).

Ademas, la implementacion de las técnicas de genotipado en los laboratorios de
micobacteriologia ha ayudado a la mejora del diagndstico microbiologico, ya que hasta
ese momento no se contaba con estrategias eficaces para la identificacion de falsos
diagndsticos positivos como resultado de contaminaciones cruzadas de laboratorio,
fendmeno que ha resultado ser mas frecuente de lo esperado (64, 142, 201). Asimismo, la
aplicacion del genotipado en determinadas situaciones clinicas ha permitido rebatir la
antigua creencia de que un segundo episodio de tuberculosis esta siempre causado por la
misma cepa que provoco el primero, ya que se ha puesto de manifiesto que la reinfeccion
exodgena juega un papel importante en la infeccidn por este patégeno, incluso en zonas
donde la incidencia de tuberculosis es baja (19, 98). Junto a estos casos de reinfeccion
exdgena, otras situaciones mucho mas complejas, como infecciones mixtas con dos cepas
diferentes de M. tuberculosis o con dos variantes clonales de una misma cepa, también
han sido identificadas, aunque en un porcentaje mucho menor (32, 59, 97, 99, 122). Esta
complejidad clonal en la infeccion por M. tuberculosis ha llevado, en algunas ocasiones,
a observar distintos comportamientos infectivos entre las diferentes cepas o variantes

clonales aisladas de un mismo paciente (97, 99).
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1. Epidemiologia Molecular: Identificacién de entornos de analisis con limitaciones

y desarrollo de nuevas aproximaciones metodologicas y analiticas orientadas a

solventarlas

En 1993, IS6110-RFLP fue propuesta como la técnica de genotipado de
referencia para M. tuberculosis (225) y, desde entonces, ha sido la técnica empleada en
la mayoria de los estudios de epidemiologia molecular (49, 131, 201, 229). Sin embargo,
a pesar de la elevada capacidad de discriminacién que ha demostrado en comparacién
con otras herramientas de genotipado (126, 127), ain existen diversas limitaciones en el
estudio de la transmision de la tuberculosis que han de ser solventadas.

Una de las principales desventajas de la técnica IS6110-RFLP es que requiere que
los cultivos de M. tuberculosis sean incubados durante largos periodos de tiempo, para
obtener una cantidad de ADN suficiente para que pueda realizarse. Esto hace que la
obtencion de los resultados del genotipado por IS6110-RFLP se prolongue tiempo
después de realizar el diagndstico de tuberculosis a un paciente y se disponga de ellos en
un momento en que su utilidad es reducida, puesto que el estudio de contactos ya ha
finalizado. Especialmente en contextos con poblacién inmigrante, es esencial disponer
rapidamente de los resultados, dada la gran movilidad de este tipo de pacientes. En este
sentido, la técnica de genotipado MIRU-VNTR ha demostrado ser una alternativa rapida
y sencilla a la hora de obtener resultados (126, 127) y su nuevo formato de 15 loci
(MIRU-15) presenta, ademds, una capacidad de discriminacidn semejante a la de la
técnica IS6110-RFLP (13, 162). Estudios recientes han puesto de manifiesto que MIRU-
15 cumple con los requisitos necesarios para poder ser aplicada en estudios prospectivos,
ya que su tiempo de respuesta se adapta a los esquemas reales de intervencion
epidemioldgica (11).

A la hora de realizar estudios de epidemiologia molecular, es necesario refinar al
maximo el analisis genotipico, con el fin de depurar las cadenas de transmisidn para que
exista una elevada correlacion entre los clusteres identificados y la realidad
epidemioldgica. En este sentido, nuestro primer interés fue identificar aquellos aspectos
que debieran ser considerados/refinados para garantizar solidez en los estudios de
epidemiologia molecular. Decidimos, por tanto, optimizar: 1) la identificacién de falsos
diagndsticos de tuberculosis debidos a una contaminacién cruzada de laboratorio, ya que

conducirian a la identificacion de falsos clasteres, y 2) la correlacion entre
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microepidemias probadas epidemiologicamente y al analisis genotipico de las cepas

implicadas.

1.1. Refinamiento metodologico para la identificacion rapida de contaminaciones
cruzadas de laboratorio

Hasta el momento, IS6110-RFLP ha sido la técnica empleada para resolver las
sospechas de contaminacion cruzada (34, 64, 202). Sin embargo, la demora en la
obtencion de RFLP-tipos no permite la identificacion precoz de falsos positivos por
contaminacion cruzada y los resultados no se obtienen en un marco de tiempo aceptable
por los microbidlogos y los clinicos para tomar decisiones, con el evidente impacto
clinico y epidemiolégico que esto supone.

Como se ha comentado anteriormente, la técnica MIRU-VNTR ha demostrado ser
una técnica rapida y sencilla para la obtencion de genotipos. No obstante, la eficiencia de
esta técnica para la identificacion de falsos positivos no se ha evaluado mediante ninglin
analisis prospectivo y sélo existen estudios aislados que documentan su potencial en este
contexto (15). Este motivo llevd a valorar, en este trabajo, la capacidad de MIRU-VNTR
en la resolucidn rapida de las sospechas de contaminacion cruzada mediante un estudio
prospectivo en el que se analizaron, tanto por IS6110-RFLP como por MIRU-VNTR,
evaluandose el tiempo de respuesta y la correlacion entre ambas técnicas. El objetivo de
este estudio fue documentar si la técnica MIRU-VNTR podria ser una buena alternativa
para la resolucion de estos fendmenos en los laboratorios de genotipado de referencia.

En este sentido, se observo que MIRU-VNTR permitia resolver de manera mas
rapida que la técnica IS6110-RFLP las sospechas de contaminacion cruzada, ya que los
resultados se obtuvieron con una media de 27 dias de anterioridad. No obstante, cabe
resaltar que el tiempo de resolucién de las sospechas podria haberse reducido si se
hubiera priorizado el analisis por MIRU-VNTR, pero, sin embargo, se prefirid seguir el
esquema real de trabajo de un laboratorio de genotipado, en el que se realizan también
otros muchos andlisis.

Al analizar la correlacién con los resultados obtenidos por IS6110-RFLP, se
observd que MIRU-VNTR mostraba correlacién en todos los casos excepto en uno con la
técnica de referencia, a pesar de haberse utilizado para este analisis el set de 12 loci, que
ha demostrado ser menos discriminativo que los sets de 15 y 24 loci desarrollados

posteriormente. El caso discrepante fue considerado un verdadero positivo por la técnica
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[S6110-RFLP, mientras que MIRU-VNTR mostré genotipos idénticos. Un analisis
detallado de los RFLP-tipos implicados en esta sospecha de contaminacién mostré que
las diferencias encontradas podrian deberse a la adquisicién, en uno de los casos, de una
diana de restriccidon adicional para la enzima Pvull. Otra explicacion posible para esta
discrepancia seria que el potencial origen de contaminacion estuviese coinfectado por dos
variantes clonales de IS6110-RFLP y que s6lo una de las variantes estuviese participando
en el evento de contaminacion cruzada.

MIRU-VNTR resolvio6 casos en los que, debido a un crecimiento insuficiente de
los aislados de M. tuberculosis, no era posible la obtencion de genotipos por la técnica de
referencia. Asimismo, permitié la identificacién de casos de contaminacién cruzada de
gran complejidad, con la participaciéon de mas de un origen de contaminacién, que no
hubiesen podido ser resueltos mediante la aplicacion de IS6110-RFLP, ya que al analizar
los RFLP-tipos de los aislados que constituian las potenciales alertas de contaminacién
cruzada, estos eran la combinacién de los patrones de bandas de sus origenes de

contaminacion.

1.2. Analisis refinado de microepidemias no confirmadas por las técnicas de
genotipado

En los estudios de epidemiologia molecular sé6lo una parte de los clusteres
genotipicos son también identificados durante el estudio convencional de contactos (21,
71, 118, 194). Unicamente en aquellos estudios en los que se ha llevado a cabo un
analisis refinado de los clasteres, con determinadas estrategias que incluyen reentrevistas
a los pacientes que se encuentran en los mismos, empleando incluso fotografias de los
casos implicados en una cadena de transmision, ha logrado incrementarse el porcentaje
de nexos epidemiolégicos confirmados entre los casos en cluster identificados por las
técnicas de genotipado (141, 200, 223, 240).

Generalmente, el estudio de contactos estad basado en el sistema de circulos
concéntricos, en el que los contactos mas cercanos a un caso de tuberculosis, que suelen
ser los familiares y/o personas que conviven con ese paciente, son los primeros en ser
investigados. Por tanto, si alguno de los contactos incluidos en el primer circulo resulta
positivo para la infeccidon por M. tuberculosis, normalmente se asume que ambos
constituyen una microepidemia, resultado de la transmision de una misma cepa. Sin

embargo, las técnicas de genotipado han puesto de manifiesto que esto no siempre es asi,
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y se han observado microepidemias no confirmadas por los datos de genotipado (22, 23).
Por esta razon, durante el desarrollo de esta tesis, estas discrepancias han sido
reanalizadas detalladamente mediante una estrategia refinada, desde un punto de vista
tanto metodolégico como analitico, no aplicada con anterioridad para abordar este
problema.

La estrategia consistid en reanalizar las microepidemias discrepantes con los
datos obtenidos mediante el genotipado con la técnica IS6110-RFLP, apoyandonos en: 1)
los datos genotipicos obtenidos por otras dos técnicas de genotipado, Spoligotipado y
MIRU-VNTR, esta ultima de alta capacidad de discriminacién, como se ha comentado
anteriormente, y 2) el analisis, siempre que fuera posible, de mas de una muestra por
paciente. La aplicacion de técnicas de genotipado de segunda linea, como MIRU-VNTR,
ha sido propuesta por algunos autores, como herramienta para ayudar a una identificacion
mas precisa de los casos relacionados epidemiolégicamente en los clusteres definidos por
[S6110-RFLP (129, 224). Con respecto a la inclusién de mas de una muestra por paciente
en el analisis, nuestra intencién fue valorar la implicacidon de infecciones complejas
clonalmente (coinfecciones) en la posible asignacion de patrones genotipicos erroneos,
que pudieran ser responsables de las discrepancias con los datos epidemiologicos. El
analisis indico que, para aqueilas microepidemias cuyas discrepancias eran debidas a
diferencias sutiles entre el patrén genotipico de algiin/os caso/s con respecto al resto de
los aislados implicados, los resultados obtenidos por los otros dos marcadores utilizados
eran idénticos. Estas diferencias pueden ser debidas a que IS6110-RFLP posee una
estabilidad menor en comparacion con otros marcadores genéticos, ya que algunos
autores han estimado que la tasa de cambio de este marcador se sitiia en torno a tres afios
(65, 253). Ademas, algunos estudios han sugerido que estas diferencias tan sutiles pueden
ser debidas al proceso de adaptacion que sufre una cepa cuando infecta a un nuevo
hospedador (103).

Gracias a este reanalisis, el nimero de microepidemias discrepantes se redujo en
un 11.4%, poniéndose de manifiesto la necesidad de refinar al maximo el analisis
molecular para identificar de manera precisa aquellos casos en los que realmente los
datos moleculares difieren de los datos epidemioldgicos. No obstante, a pesar de que fue
posible reducir el nimero de casos discrepantes, un porcentaje ain elevado de
microepidemias con diferencias genotipicas continuaron sin resolverse. La existencia de

estas discrepancias sefiala la necesidad de ampliar la busqueda de nexos epidemiologicos
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hacia contextos diferentes a los habituales, teniendo en cuenta, ademas, que en muchas
ocasiones la transmision tiene lugar mediante contactos esporadicos, como ya han
revelado diferentes estudios de epidemiologia molecular (28, 158, 223), o bien en
entornos diferentes a los contemplados habitualmente por la epidemiologia convencional.

En este sentido, la exploracion de nuevos entornos de transmision por parte de los
epidemiologos resulta complicada. En el caso de colectivos marginales, la colaboracion
por parte del paciente es escasa o incluso nula, ya que, en ocasiones, dicha transmision
estd asociada a determinados habitos ilegales. Con respecto a la poblacion inmigrante
existe, en ocasiones, una barrera idiomdtica que impide una correcta comunicacion entre
el epidemiodlogo y el paciente para poder realizar el estudio convencional de contactos.
Asimismo, la elevada movilidad existente en estos pacientes dificulta en gran medida la
investigacion epidemiologica.

Por todas estas razones, es necesario tener en cuenta que se requieren nuevas
estrategias epidemioldgicas para optimizar el estudio de las cadenas de transmision en
determinados contextos. Estas estrategias deben combinar el analisis molecular con una
recoleccion mas refinada de los datos epidemiologicos, asi como la exploracion de

entornos de transmision no convencionales (141).

2. Optimizacion de la deteccion de complejidad clonal v analisis de su_implicaciéon

clinica y epidemiolégica

La complejidad clonal en la infeccién por M. tuberculosis ocurre cuando varias
cepas estan implicadas en la infeccion de un mismo paciente. En este sentido, debemos
distinguir entre casos con mas de un episodio de tuberculosis y casos con un unico
episodio tuberculoso. En el primer grupo, nos interesan aquellos casos de reinfeccion
exogena, que tiene lugar cuando cepas de M. ruberculosis diferentes son aisladas en
episodios diferentes de un mismo paciente. En el segundo grupo encontrariamos casos
con infeccion multiple o policlonal, que ocurre cuando dos cepas distintas de M.
tuberculosis son aisladas simultdneamente dentro de un mismo episodio. En el caso de la
infeccion maltiple puede ocurrir que, en lugar de dos cepas diferentes, sean aisladas dos
variantes clonales de una misma cepa, que Gnicamente presentan cambios muy sutiles

entre sus genotipos. En esta situacion se habla de subpoblaciones bacterianas y se
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considera que se han generado tras un proceso de microevolucion a partir de una cepa

inicial.

2.1. Analisis clonal rapido de casos de tuberculosis recurrente

La reinfeccion exdgena es un fendmeno de aceptacidn creciente y que juega un
papel importante en el estudio de las recurrencias, principalmente en las zonas de alta
incidencia de tuberculosis, donde puede llegar a ser responsable de mas del 70% de las
recurrencias (228), aunque también se ha observado en zonas donde la incidencia es baja
o moderada y tanto en pacientes VIH-positivos, como VIH-negativos (19, 43, 98). Estas
observaciones han conducido a la demanda del clinico de identificar, entre los casos que
se presentan con recurrencias, aquellos ocasionados por una reinfeccion exdgena.
Inicialmente se asumia que dichas recurrencias se debian a una no adherencia o fracaso
terapéutico, por adquisicion de resistencias en la cepa causante del primer episodio, y
podian conducir a una decisién de modificacion terapéutica. Sin embargo, cuando se trata
de un caso de reinfeccidon exdgena no se deben hacer valoraciones terapéuticas a priori,
puesto que se trata de una nueva infeccion independiente.

Generalmente, la caracterizacion genotipica de recurrencias no se resuelve con
rapidez, ya que es necesario realizar un subculiivo del aislado almacenado del primer
episodio. Por este motivo, en nuestro estudio quisimos resolver esta limitacion aplicando
la técnica de MIRU-VNTR al genotipado directo de los aislados congelados procedentes
de los episodios de pacientes con tuberculosis recurrente, sin realizar subcultivo del
aislado ni purificacién del ADN extraido del mismo. Esta técnica demostro ser eficaz a la
hora de obtener un genotipo en estas circunstancias y, ademas, nos permitié documentar
fendmenos de complejidad clonal, entre los que se detectaron tres casos de reinfeccion
exdgena.

El estudio de recurrencias y el papel que el fendmeno de reinfeccién exdgena
juega en él también se ve afectado por la posibilidad de que una reinfeccién pueda estar
causada por una infeccién independiente que implique a la misma cepa de M.
tuberculosis que provoco el primer episodio. Este fenomeno es imposible de detectar y,
sin embargo, puede ocurrir en regiones donde la incidencia de tuberculosis es muy
elevada y existen determinados genotipos prevalentes circulantes en la zona. Por tanto,

este hecho debe ser considerado como un posible factor que conduciria a una
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subestimacion del nimero de recurrencias que son debidas a una reinfeccion exdgena
(228).

2.2 Efecto del cultivo de las muestras clinicas sobre la complejidad clonal de las
mismas

El segundo grupo de analisis, las infecciones policlonales en un unico episodio,
son, sin embargo, un fenomeno que ha sido descrito con mucha menos frecuencia (59,
179, 252). En un estudio realizado en Holanda, donde se genotiparon todos los aislados
de M. tuberculosis durante trece afios, se detecté un unico caso de infeccién mixta (66).
Sin embargo, hay que tener en cuenta que en todos estos casos el genotipado fue
realizado mediante IS6110-RFLP, en el cual la identificacion de infecciones mixtas es
complicada e imprecisa puesto que requiere la interpretacion de bandas de baja
intensidad en los patrones de RFLP. Ademas, existe la posibilidad que estas bandas de
menor intensidad se deban a problemas metodoldgicos y no a la presencia de una cepa
acompaiiante infrarrepresentada. La interpretacion de estas bandas encierra, por tanto,
cierta subjetividad y requiere el andlisis por personal experto, con la posterior
comprobacion de los genotipos de cada cepa mediante la obtencidn de colonias aisladas.
Asimismo, hay que tener en cuenta que la deteccidon de infecciones multiples por la
técnica de IS6110-RFLP requiere que ninguna de las cepas esté representada por debajo
del 10% en la poblacién bacteriana total (66).

Sin embargo, en estudios posteriores, la utilizacion de técnicas basadas en PCR ha
demostrado un mayor porcentaje de infecciones policlonales (190, 227, 237). En el
estudio de Warren ef al. (237), donde el genotipado fue realizado directamente sobre
esputos, este porcentaje llegd al 19% y es posible, ademas, que esta cifra esté
infrarrepresentando el porcentaje total de infecciones mixtas, debido a que la técnica
empleada por estos autores unicamente permite diferenciar dos clases de genotipos:
genotipo Beijing y no-Beijing.

Lamentablemente, a diferencia de este estudio, las técnicas de genotipado son
aplicadas a muestras clinicas que han sido previamente cultivadas, ya que la mayoria de
estas técnicas no ofrece la sensibilidad suficiente para ser utilizadas directamente sobre
las muestras clinicas. Por tanto, como ya han sugerido otros autores, generalmente, los
estudios de genotipado se realizan sin tener en cuenta la posibilidad de que, durante el
procedimiento de cultivo, pueda producirse una pérdida de la complejidad clonal de las

muestras clinicas (179, 181, 197). En este sentido, el estudio de Shamputa et al. (190) ha
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demostrado que el andlisis de aislados seriados de un mismo paciente, junto con la
utilizacién de la técnica de MIRU-VNTR es una estrategia que ayuda a aumentar la
deteccion de las infecciones policlonales. Asimismo, un estudio realizado en Sudafrica
demostré que, tras aplicar una técnica de genotipado basada en PCR, muchas de las
observaciones atribuidas a fenémenos de reinfeccion, como es el caso de cambios en los
patrones de sensibilidad entre aislados de un mismo paciente, eran, en realidad, debidas a
infecciones mixtas que no habian sido detectadas por las técnicas de genotipado basadas
en IS6110 (227). Estos hallazgos, junto con la interesante observacion realizada por el
trabajo de du Plessis ef al. (77), donde se identificaron infecciones policlonales en
diferentes lesiones pertenecientes a necropsias, sugieren que el fenémeno de la
complejidad clonal podria estar siendo subestimado por los procedimientos
microbioldgicos llevados a cabo actualmente en los laboratorios de micobacteriologia.
Por esta razoén, otro de los objetivos de esta tesis fue valorar el posible efecto que el
cultivo puede tener sobre la complejidad clonal de una muestra clinica. En este sentido,
gracias a una aproximacidon metodologica basada en la técnica de MIRU-VNTR, hemos
puesto de manifiesto que, durante el cultivo de las muestras clinicas, se detectan casos en
los que se modifica la complejidad clonal de las mismas. Este hallazgo deber ser
considerado especialmente a la hora de reaiizar estudios de genotipado en zonas de alta
incidencia de tuberculosis, o de riesgo elevado de sobreexposicién, donde la probabilidad
de que existan infecciones clonalmente complejas es mas alta y, por tanto, la
probabilidad de asignacion errénea de genotipos es mayor.

Ademas, en nuestro estudio se puso de manifiesto que algunos de los cambios que
se producian tras €] cultivo de mezclas con mas de una cepa eran muy marcados, puesto
que unicamente se detectaba una de las cepas iniciales. En algunos de estos casos, estos
cambios podrian ser consecuencia de la mayor tasa de crecimiento observada en algunas
de las cepas, confirmandose asi la hipdtesis planteada por du Plessis et al. (77), donde se
puntualiza la posibilidad de que el hecho de no encontrar infecciones mixtas en los
aislados pertenecientes a zonas de alta incidencia de tuberculosis, podria deberse a que el
crecimiento preferente de una de las cepas esté enmascarando una infeccién policlonal.
Sin embargo, en nuestro trabajo, en una parte de los casos no se observo diferencia entre
las tasas de crecimiento de las cepas de una misma mezcla, siendo, tal vez, un fendmeno

de competicion entre dichas cepas el responsable de las diferencias observadas.
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Asimismo, también se observaron cambios marcados en mezclas que incluian
cepas con distintos perfiles de sensibilidad, siendo la cepa resistente la que era detectada
unicamente, 0 en una proporcion mas elevada, tras el cultivo. En este sentido, nuestro
trabajo apoyaria los resultados obtenidos por otros autores que han observado
discrepancias entre el perfil de sensibilidad de las muestras clinicas y el identificado tras
el cultivo de las mismas, poniéndose de manifiesto que los aislados clinicos no son un

reflejo fiel de la complejidad clonal existente en la muestra clinica (181).

2.3. Impacto de la complejidad clonal en el analisis de la infeccién por M.
tuberculosis

La existencia de infecciones clonalmente complejas no detectadas es otro aspecto
que ha de ser considerado a la hora de realizar estudios de epidemiologia molecular por
el impacto que pudiera tener en la asignacion incorrecta de genotipos. Este hecho podria
conducir a no identificar correctamente todos los miembros de una cadena de transmisién
y asignar como un caso huérfano a un paciente que posee una infeccién policlonal, en la
que una de las cepas si estaria verdaderamente implicada en una cadena de transmision
reciente. La deteccion de la complejidad clonal presente en las muestras clinicas resulta
especialmente importante cuando en dicha complejidad se encuentran implicadas cepas
resistentes, debido a la importancia que tiene la identificacion de dichas cepas en el
estudio de las cadenas de transmisidn por la dificultad que requiere el tratamiento de las
infecciones causadas por las mismas.

Ademas de las consecuencias epidemioldgicas ya citadas, la infradeteccion de
estas infecciones policlonales puede tener implicaciones clinicas cuando una de las cepas
es resistente a alguno de los antimicrobianos. La administraciéon de una pauta de
tratamiento estandar eliminaria la cepa sensible, pero la cepa resistente veria favorecido
su crecimiento y provocaria la aparicion de un segundo episodio (227).

Continuando con el andlisis del impacto que pudiera tener la complejidad clonal
en diversos niveles de la infeccion por M. tuberculosis, el siguiente aspecto en el que nos
centramos integraba los fendmenos de reinfeccion e infeccion policlonal, tratados de
manera independiente hasta este momento. Asi decidimos ver si existia la posibilidad de
que algunas infecciones consideradas reinfecciones exogenas fuesen, en realidad,
infecciones policlonales en las que ha tenido lugar una alternancia cronologica de las

distintas cepas o variantes clonales coinfectantes. Esta seleccion cronolédgica de las
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distintas cepas podria deberse a que, como se ha citado anteriormente, no siempre los
aislados son un reflejo real de la complejidad clonal de la muestra, o podria estar
reflejando también una posible competicién entre las cepas durante la infeccion,
produciéndose el desplazamiento de una de las cepas con respecto a la otra. En este
andlisis seguimos el procedimiento metodoldgico recomendado por otros autores para
incrementar la sensibilidad en la deteccion de la complejidad clonal (190), aplicando la
técnica de MIRU-VNTR vy, cuando fue posible, genotipando aislados seriados de cada
episodio. Sin embargo, en nuestro estudio no fue detectado ningun caso de policlonalidad
que pudiese haber sido asignado erréneamente como reinfeccion exdgena, ya que, en
todos los casos, solamente se identificd una unica cepa en cada episodio. No obstante,
hay que tener en cuenta que este estudio ha sido realizado con aislados clinicos
cultivados, asi que nuevamente surge la duda de, si este mismo analisis hubiese sido
realizado en muestras clinicas, la complejidad clonal hubiese sido mayor y nos hubiese
permitido identificar la presencia de infecciones policlonales. A pesar de nuestros
resultados, debe tenerse en cuenta la importancia de utilizar refinamientos metodologicos
que aumenten la deteccion de la complejidad clonal, principalmente en zonas de alta
incidencia, o de mayor riesgo de sobreexposicion, donde la probabilidad de que se
produzca una infeccion mixta es mayor.

Independientemente de su mayor o menor frecuencia y de los posibles
mecanismos que contribuyen a dificultar su deteccidn, las infecciones con més de una
cepa de M. tuberculosis pueden deberse a dos causas: la primera de ellas consistiria en la
infeccion simultdnea con dos cepas de M. fuberculosis, hecho que resulta muy poco
probable, aun en zonas de alta incidencia, ya que se requiere que el paciente esté
expuesto a una gran concentracion ambiental de bacilos pertenecientes a las dos cepas.
La segunda causa y tal vez la mas probable, es la sobreinfeccion con una nueva cepa de
M. tuberculosis tras una primera infeccion. Atendiendo a cual es el mecanismo que tiene
lugar para que un paciente con una infeccidon mixta desarrolle una tuberculosis activa, el
trabajo realizado por du Plessis et al. (77) sugiere dos posibilidades: 1) la reactivacion
enddgena de la primera cepa conlleva una reduccion de la inmunidad local, que facilita el
establecimiento de una segunda infeccion, o 2) la infeccidn causada por la segunda cepa
provoca una cascada de acontecimientos inmunologicos que hacen que se produzca una

reactivacion de la primera cepa. Ambas hipdtesis tienen implicaciones diferentes en
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relacion con la importancia relativa de los fendmenos de reactivacion y reinfeccion y la

patogénesis de la infeccidon secundaria.

3. Analisis de la infectividad de cepas de M. tuberculosis con interés epidemiolégico

Y/o clinico

Cuando M. tuberculosis entra por primera ver en contacto con un individuo, el
sistema inmune de éste desencadena una serie de respuestas que determinaran el curso
de la infeccion. Soélo un 10% de las personas infectadas por este microorganismo
desarrollara una tuberculosis activa, asi que la compleja interaccidn que tiene lugar entre
el hospedador y la bacteria jugara un papel crucial en el curso clinico de la infeccién y en
sus consecuencias epidemioldgicas. Entre los factores que determinan una mayor
susceptibilidad para desarrollar una tuberculosis estin factores medioambientales,
pobreza, malnutricién, hacinamiento y estrés. Ademas, existe la evidencia de que
determinados factores genéticos del hospedador influyen en esta susceptibilidad a M.
tuberculosis. Entre estos factores, el mas estudiado es la respuesta inmune del
hospedador frente a la infeccidon por M. tuberculosis, pero estudios recientes han
demostrado que la variabilidad genética de la bacteria también juega un papel muy
importante en el curso de la infeccion (166). En este sentido, la conjuncién de
herramientas de genotipado y modelos de infeccidon ha permitido identificar cepas con
mayor infectividad y caracterizar, ademas de los factores del huésped considerados
relevantes en la infeccion, factores bacterianos asimismo determinantes.

El estudio de la infeccion por M. tuberculosis ha puesto de manifiesto que
determinadas cepas poseen un interés especial, en el contexto epidemiolégico y/o en el
contexto clinico. Entre las cepas destacadas por su interés epidemioldgico se encuentran:
1) cepas responsables de brotes extensos y de rapida expansion (44, 133, 154), y 2) cepas
prevalentes a lo largo del tiempo en una determinada poblacion (131, 134). Ademas,
determinadas cepas también son interesantes desde un punto de vista clinico porque
poseen una elevada resistencia a los antimicrobianos (154) o porque muestran una mayor
tendencia a la infeccidn extrarrespiratoria (99). Este interés ha llevado al desarrollo de

numerosos estudios de infectividad en los que la capacidad de replicacién intracelular de
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estas cepas, junto con la respuesta inmune provocada por las mismas ha sido analizada,

tanto en modelos celulares como en modelos animales.

3.1. Caracterizacion de la infectividad de aislados pertenecientes a la familia W-
Beijing

Entre todas las cepas que presentan interés clinico y epidemioldgico, el linaje W-
Beijing quiza sea la familia de cepas que mayor interés ha suscitado debido a su amplia
distribucion mundial y a su gran capacidad de diseminacion, generando grandes clusteres
que, en ocasiones, han estado asociados a un fenotipo de multirresistencia. Algunos
estudios han demostrado que determinadas cepas de esta familia poseen un fenotipo de
“hipervirulencia”. Este es el caso de la cepa HN878 cuyo fenotipo “hipervirulento” esta
caracterizado por una gran capacidad de crecimiento intracelular, asi como una elevada y
rapida mortalidad observada en el modelo de infeccién murino. Esta mayor virulencia ha
sido asociada a la capacidad de esta cepa de inhibir la respuesta Thl en los ratones
infectados (137), aunque otros autores han asociado este fenotipo “hipervirulento” con
una intensa respuesta Thl inicial, seguida de un rapido descenso de ia misma provocado
por la produccién de citoquinas antiinflamatorias, como IL-10 (217). Sin embargo,
estudios de infectividad realizados en modelos celulares han demostrado que no todas las
cepas pertenecientes a la familia Beijing poseen una mayor virulencia, ya que diferentes
representantes de esta familia han mostrado diferencias en su capacidad de replicacion
intracelular (214).

En nuestro estudio quisimos caracterizar la infectividad de las cepas
pertenecientes a la familia W-Beijing presentes en nuestra muestra. Por esta razon,
seleccionamos una serie de aislados que presentaban diferencias en cuanto a su patrén de
sensibilidad, estatus huérfano o en cluster, nacionalidad del caso del que se aislaron y
nimero de copias de IS6110. La caracterizacion de la infectividad se realizé empleando
un modelo de infeccidn in vitro con la linea celular THP-1 diferenciada a macréfagos, ya
que este modelo se considera adecuado para el analisis de la infectividad de M.
tuberculosis y constituye una buena alternativa al modelo de infecciéon de macr6fagos

derivados de monocitos humanos (208, 216).
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La observaciéon mas interesante de nuestros resultados fue la heterogeneidad
encontrada en el comportamiento infectivo de los aislados, los cuales exhibieron un
amplio rango de tasas de replicacion intracelular. Dos aislados difirieron
significativamente del resto, mostrando las tasas de replicacion intracelular mas elevadas.
Uno de estos aislados fue pansensible y presentd el menor niimero de copias de 1IS6110.
Entre los aislados restantes, se observaron tasas de replicacion intracelular equivalentes y
no se identificaron, ademas, diferencias significativas con respecto a la cepa control
H37Rv. Cuando se analiz6 la produccién de citoquinas durante las infecciones in vitro, se
observd que las células infectadas con los dos aislados que mostraron las tasas de
replicacion intracelular mas elevadas, producian los niveles més bajos de TNF-a. En
estadios tempranos de la infeccidn, estos dos aislados indujeron una produccion de TNF-
a significativamente menor que se mantuvo asi a los largo de toda la infeccion. Este
hecho indica un fallo en la correcta induccion de una respuesta inmune de tipo Thl. En
este sentido y como se ha citado ya anteriormente, otros autores han observado también
un amplio rango de tasas de replicacion intracelular entre los aislados pertenecientes a la
familia W-Beijing y una asociacion inversa entre las tasas de replicacion intracelular y
los niveles de produccion de TNF-a (199, 214). Asimismo, las cepas de baja virulencia
se han asociado con la induccion de una resuesta inmune mas vigorosa, caracterizada por
niveles elevados de citoquinas tipo 1 (TNF-a, IFN-y, IL-12) (135, 215, 217). Estos datos
sugieren que la ventaja infectiva de las cepas W-Beijing no deberia considerarse como un
hecho intriseco a esta familia, sino como una caracteristica de ciertos representantes.
Estos resultados son de gran relevancia, ya que el transcurso de la infeccion depende de
la capacidad de M. ruberculosis de regular la produccion de citoquinas esenciales para el
desarrollo de una respuesta inmune eficiente (55, 74). Como se puede observar en
nuestro estudio y como ya han observado otros autores anteriormente, los representantes
virulentos de la familia W-Beijing inducen una produccién inicial de citoquinas
proinflamatorias elevada, que es controlada rapidamente, teniendo lugar una disminucion
de los niveles de las mismas, lo que supone un control mas efectivo de la infeccion.

Determinados estudios han analizado la relacion entre el crecimiento intracelular
y la transmisibilidad de determinadas cepas (170, 215, 216, 254), concluyendo que la
capacidad de diseminacion elevada de una cepa de M. tuberculosis se correlaciona con
una mayor capacidad de replicacion, lo que se considera un marcador de virulencia.

Nosotros analizamos los niveles de replicacion de cepas transmitidas (cepas en cluster) y
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cepas no transmitidas (cepas huérfanas), pero no observamos diferencias significativas en
sus tasas de replicacion intracelular o en los niveles de produccion de TNF-a. Ademas,
los dos aislados con las tasas de replicacion mas elevadas eran aislados huérfanos, lo que
indica que no siempre una mayor virulencia esta asociada a una mayor transmisibilidad.
Ademas, en este sentido, cabe resaltar que en nuestro estudio no se observé una
mayor capacidad de replicacion o control de la respuesta inmune en el aislado
perteneciente al genotipo Beijing causante del brote en la isla de Gran Canaria, con lo
que no deberia considerarse una cepa especialmente virulenta. Ademas, la falta de casos
secundarios causados por este genotipo en Madrid podria estar indicando que los factores
epidemioldgicos, mas que los factores bacterioldgicos, podrian ser las responsables del
brote originado en Gran Canaria. El papel especifico que estos factores epidemioldgicos
juegan en diferentes contextos debe clarificarse antes de hacer consideraciones

generalizadas acerca de la familia W-Beijing.

3.2 Caracterizacion de la infectividad de una cepa de M. tuberculosis prevalente en
Madrid

En nuestro contexto, el rastreo de cepas prevalentes condujo a la identificacion de
la cepa 5, responsable del cluster con mayor nimero de casos detectado en la Comunidad
de Madrid a lo largo de un periodo de siete afios. Su analisis en el modelo de infeccion
in vitro indicd que no presentaba una mayor capacidad de replicacion intracelular en
comparacion con la cepa virulenta de referencia H37Rv. Sin embargo, dicha cepa si
mostro una mayor tasa de replicacion intracelular cuando fue comparada con una cepa de
genotipo unico o “huérfano” que no habia generado casos secundarios. Ademas, H37Rv
ha demostrado una elevada virulencia al tener la misma tasa de replicacion intracelular,
en un modelo de infeccién de macrdéfagos activados, que otras cepas consideradas como
“hipervirulentas” por su capacidad de causar meningitis tuberculosa (250). La menor
capacidad de replicacion de la cepa 5 con respecto a H37Rv permite descartar un
fenotipo hipervirulento, aunque parece destacar con respecto a una cepa no transmisible
en la misma poblacion. Ademas, puesto que no han sido realizados estudios orientados a
medir la respuesta inmune provocada tras la infeccién de los macréfagos por la Cepa S,
no podemos concluir que no se trate de una cepa especialmente virulenta. En este
sentido, Petrelli et al. (170) analizaron la virulencia asociada a la cepa causante del

cluster mayoritario en una provincia de Canadé, demostrando que la virulencia de dicha
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cepa no se debia a una mayor capacidad de replicacién intracelular (170), sino que
probablemente esté relacionada con su capacidad de inhibir la secrecion de citoquinas
proinflamatorias (192). Otro punto importante a tener en cuenta es el hecho de que la
Cepa 5 pertenece a la subfamilia filogenética RD™, que esta distribuida ampliamente a lo
largo del mundo y algunos autores han sugerido que esta gran distribucién podria ser
debida a que posee ciertas caracteristicas que favorecen su transmisién (101). Quiza
estudios posteriores con la cepa 5 puedan revelar ciertas caracteristicas a nivel genético

que estén relacionadas con una mayor capacidad de diseminacion.

3.3. Caracterizacion de la infectividad de cepas implicadas en reinfecciones
exdgenas

Dentro de las cepas de interés, mas alla de los criterios epidemioldgicos,
decidimos centrarnos en aquellas cepas implicadas en infecciones complejas
clonalmente. Nuestro objetivo fue evaluar el papel especifico que pueden jugar ciertos
factores de la bacteria en el fenémeno de la complejidad clonal durante la infecciéon por
M. tuberculosis. Existen observaciones, realizadas por autores que han estudiado el
fenéomeno de reinfeccidon exodgena, que sugieren que el fenomeno de la complejidad
clonal esta asociado a factores socio-epidemioldgicos, como la incidencia de
tuberculosis, el riesgo de exposicion o el estado inmunoldgico del paciente (59, 84, 204,
228, 235). Sin embargo, estudios realizados con diferentes cepas de M. tuberculosis
aisladas de pacientes con infeccion policlonal compartimentalizada, han demostrado que
existe una asociacion entre la infectividad de dichas cepas y su capacidad para infectar
tejidos extrarrespiratorios, siendo mayor la infectividad de las cepas responsables de la
infeccion extrarrespiratoria (99). Asimismo, otro estudio ha demostrado que, tras infectar
ratones con inoculos que incluyen varias cepas de M. tuberculosis, existe una dominancia
in vivo de alguna de las cepas (20).

En este trabajo quisimos analizar mas detalladamente si la complejidad clonal en
la infeccion por M. tuberculosis es resultado tunicamente de factores socio-
epidemiologicos o, por el contrario, estd asimismo asociada a determinados factores de la
bacteria. En concreto, nos centramos en eventos de reinfeccion exégena, planteandonos
si era posible encontrar una infectividad diferente entre las cepas aisladas en el primer
episodio, con respecto a las cepas aisladas en el segundo episodio. El andlisis de estas

cepas en un modelo de infeccion in vitro no permitié encontrar asociacion entre la

231



Discusion

infectividad de las distintas cepas de M. ruberculosis analizadas y el episodio en el que
fueron aisladas. Por tanto, no fue posible encontrar la participacién de factores
bacterianos adicionales a los factores socio-epidemioldgicos asumidos como
determinantes para que tenga lugar una reinfeccion. A pesar de todo, hay que tener en
cuenta un posible efecto de sesgo en la seleccion de pacientes, la mayoria de ellos VIH-
positivos. En nuestro contexto, al tratarse de una zona donde la incidencia de tuberculosis
es baja y el porcentaje de reinfecciones es reducido, la mayoria de estas recurrencias
tiene lugar en pacientes inmunocomprometidos, en los cuales la probabilidad de que sean
infectados por una segunda cepa y desarrollen una tuberculosis es mas elevada, lo que
podria estar enmascarando la posible asociacidn entre factores propios de la bacteria
(infectividad) y la implicacion en reinfecciones que quiza podria detectarse en una

poblacion no comprometida inmunoldgicamente.

4. Factores genéticos implicados en la infectividad de M. tuberculosis

Diferentes estudios han puesto de manifiesto que la discriminacion entre cepas de
M. tuberculosis, facilitada por las técnicas de genotipado, ha conducido a la
identificacion de diferentes genotipos de alta virulencia (136, 215, 217).

La tecnologia de microarrays proporciona una herramienta idonea para analizar
cuales son las causas que determinan los diferentes fenotipos de virulencia observados
entre distintas cepas de M. tuberculosis, ya que permiten un analisis global del genoma
de M. tuberculosis para identificar tanto la presencia de determinados polimorfismos
asociados a determinados fenotipos de virulencia (174), como aquellos genes expresados
diferencialmente por la bacteria y/o la célula hospedadora en respuesta a la infeccion (92,
173, 178, 188, 213). En este sentido, los estudios de gendmica comparativa han
permitido identificar regiones de delecion exclusivas de las cepas de M. bovis BCG y que
no se detectan en las cepas patdgenas. Asimismo, se han descrito regiones de diferencia
entre el genoma de la cepa de referencia H37Rv y su homoéloga avirulenta H37Ra (166).
Gracias a la identificacion de los genes que se encuentran en dichas regiones de
diferencia, es posible seleccionar genes candidatos de ser responsables de los fenotipos

de virulencia.
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4.1. Caracterizacién genémica y transcriptomica de dos variantes clonales de M.
tuberculosis con infectividad diferencial

En nuestro caso, se realizé un estudio de genémica comparativa con el fin de
poder identificar regiones de diferencia en el genoma de dos variantes clonales de una
misma cepa de M. tuberculosis, que habian sido aisladas de una misma paciente con
tuberculosis respiratoria y meningitis tuberculosa, pero que presentaban comportamientos
infectivos diferentes (97). Las diferencias genotipicas existentes entre las dos variantes
clonales consistian unicamente en tres bandas de diferencia en sus patrones de RFLP. A
pesar de que ambas variantes fueron recuperadas de muestras respiratorias, solo una de
ellas se aislé de LCR. El analisis comparativo de sus genomas no revel6 la existencia de
regiones diferenciales, lo que sugiere que, probablemente, las variaciones genotipicas
observadas son tan sutiles, que no llevan asociadas la delecién de ninguna region génica.
No obstante, no debemos olvidar que este tipo de analisis inicamente permite estudiar y
comparar aquellos genes que son comunes a H37Rv, ya que son los genes que se
encuentran inmovilizados en el microarray. Podria ocurrir, por tanto, que las diferencias
entre los genomas de las dos variantes clonales implicaran a genes que no estuvieran
presentes en H37Rv, lo que impediria la caracterizacion de sus potenciales regiones de
diferencia mediante esta estrategia.

A continuacion, analizamos si el diferente comportamiento infectivo de las dos
variantes clonales pudiera estar asociado a diferencias en sus perfiles de expresion
génica. Por este motivo, realizamos un analisis transcriptomico que nos permitiese
detectar posibles diferencias en los genes expresados por cada una de ellas durante su
crecimiento in vitro en el medio de cultivo. Sin embargo, nuevamente, no se observaron
diferencias entre los perfiles de expresion de las dos variantes clonales. Teniendo en
cuenta la elevada similitud existente entre ambas variantes en todos los aspectos
analizados, es posible que sus diferentes comportamientos infectivos resulten de
diferencias en los perfiles de expresion génica celular generados por cada una de ellas
durante el proceso de infeccién de la célula hospedadora. Por tanto, seran necesarios

estudios posteriores que analicen posibles diferencias a este nivel.

4.2. Caracterizacién del perfil transcriptomico celular generado tras la infeccion

con una seleccion de cepas W-Beijing
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La interaccion inicial entre la micobacteria y el macréfago es la que determinara
el curso de la infeccion. Esta interaccion condiciona el perfil de expresion génico tanto de
la bacteria como de la célula hospedadora. La activacién o inhibicion de determinados
genes sera determinante para que la bacteria logre sobrevivir en el interior del macréfago
o para que, por el contrario, el macrofago logre activar correctamente la respuesta
inmune que conduce a la eliminacion del bacilo. En este sentido, existen diversos
componentes de la micobacteria que son reconocidos por determinados receptores del
macrofago, generandose una cascada de sefializacion celular que conllevara, en ultimo
término, un cambio en la expresion de determinados genes. Este cambio en el perfil de
expresion génico de la célula hospedadora provocara el inicio de los mecanismos
orientados a la eliminacién del bacilo. Por su parte, la micobacteria ha desarrollado
estrategias dirigidas a evitar ser eliminada por la célula hospedadora que, a su vez,
pueden ser analizadas atendiendo al cambio en el perfil de expresiéon génica de la
micobacteria.

Existen diversos estudios que han analizado el perfil de expresion de M.
tuberculosis dentro de la célula hospedadora (92, 188, 213), asi como el perfil de
expresion de esta ultima en respuesta a la infeccion (58, 79, 159, 173, 196, 213, 233),
pero debido a las limitaciones que exisien a la hora de obtener ARN de las micobacterias
intracelulares en cantidad suficiente, los estudios que han analizado la expresion de la
célula hospedadora en respuesta a la infeccion son mas numerosos. En todos ellos se ha
observado que los principales genes del macrofago que modifican sus niveles de
expresion en respuesta a la infeccion son genes que codifican citoquinas, quimiocinas,
moléculas de sefializacion y proteinas de adhesion y estrés oxidativo (58, 79, 159, 173,
196, 213, 233). Esto ha permitido identificar genes clave en la patogénesis de la bacteria,
asi como otros implicados en la activacion de la respuesta inmune por parte del
macrofago. Hay que destacar que todos estos andlisis, excepto el estudio realizado por
Shuangping et al., han utilizado exclusivamente cepas de referencia de laboratorio
(H37Rv y Erdman). Por tanto, a pesar de que numerosos estudios han resaltado la
importancia que la variabilidad genética de M. tuberculosis tiene sobre su
comportamiento infectivo, aun no ha sido realizado ningun estudio en el que se haya
comparado tanto el perfil de expresion de distintas cepas de M. tuberculosis al infectar
los macrofagos, como la respuesta suscitada en el macrofago tras la infeccion con

diferentes aislados clinicos de M. tuberculosis. El analisis del comportamiento que tienen
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las distintas cepas en el interior del macréfago, asi como el estudio de las respuestas que
se generan en esta célula son aspectos muy relevantes para comprender mecanismos
clave en el proceso de infeccion. Asimismo, desde un punto de vista aplicado, estos datos
son de gran utilidad a la hora de desarrollar nuevas vacunas o identificar nuevas dianas
para nuevos farmacos antimicrobianos. En este sentido, aquellos genes cuya expresion
muestra variabilidad en la infeccidon con cepas diferentes no serian buenos candidatos
como dianas de antimicrobianos o como antigenos para nuevas vacunas.

Conscientes, por tanto, de la necesidad de no centrarse en cepas de laboratorio al
abordar estudios de transcriptomica en tuberculosis, decidimos estudiar el perfil
transcriptomico celular generado tras la infeccion con una seleccion de cepas W-Beijing
de diferente infectividad. Los datos obtenidos han puesto de manifiesto que existen
perfiles de expresion comunes a la infeccion por todas las cepas de M. tuberculosis, asi

como perfiles especificos generados por cada cepa.

4.2.1. Analisis de patrones de expresion comunes en la infeccion por M. tuberculosis

Centrandonos en la pauta de expresion génica celular que se identificaba como
compartida por todas las cepas analizadas, al igual que se ha observado en otros estudios
(159, 173), se encuentran genes que codifican diversas citoquinas y quimiocinas. Sin
embargo, a diferencia de lo que ocurre en estos casos, donde predomina un perfil de
induccidn génica, en nuestro trabajo se observa mayoritariamente un perfil de represion.
Entre los genes reprimidos cabe destacar el gen que codifica IL-8, que aparece muy
reprimido en todas las situaciones, o el gen de IL-18 que, exceptuando un caso, se
encuentra también reprimido. Estos genes codifican citoquinas de elevada capacidad
inflamatoria, con lo que cabe esperar que la represion de los mismos sea un mecanismo
utilizado por M. tuberculosis para modular la respuesta inmune generada por la célula
hospedadora y favorecer, asi, su supervivencia en el interior del macrdéfago. Esta
hipdtesis se veria apoyada también por el hecho de que el gen de IL-15, citoquina
activadora de células T, se encuentra también reprimido en todos los casos. Asimismo,
un estudio reciente ha demostrado como el gen zmpl de M. tuberculosis es capaz de
inhibir la produccién de IL-1B, lo que impide que tenga lugar la maduracién de los
fagosomas y disminuye la eliminacion de las micobacterias por el macrofago (143). No

obstante, debido a las diferentes metodologias empleadas en los diferentes estudios de
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transcriptomica que se discutiran mas adelante, resulta dificil comparar entre si los
resultados obtenidos en ellos.

En el perfil de expresion comuin generado por todas las cepas de M. tuberculosis,
junto con los genes que codifican diversas citoquinas y quimiocinas, se observa también
la expresion diferencial de genes implicados en el trafico intracelular, rutas de
sefializacion y estrés oxidativo, al igual que ocurre en el estudio realizado por Tailleux et
al. (213). Cabe destacar aqui la elevada represion del gen MAP3KS8 que tiene lugar en
todos los casos. Este gen codifica una proteina implicada en la ruta de sefializacion de las
MAP-kinasas, cuya activacion conduce, en ultimo término, a la expresion de citoquinas
proinflamatorias y moléculas antimicrobianas, asi como a la induccion de la apoptosis. El
bloqueo de esta ruta por M. tuberculosis parece estar indicando nuevamente una
modulacion por parte de la micobacteria del perfil transcriptdmico de la célula

hospedadora, con el fin de garantizar su supervivencia intracelular.

4.2.2. Analisis de patrones de expresion especificos en la infeccion por cepas de M.
tuberculosis pertenecientes a la familia W-Beijing

Tras haber analizado los aspectos comunes que identificAbamos entre los perfiles
de expresion génica celular obtenidos a partir de diferentes cepas, decidimos explorar si
era posible identificar pautas especificas para cada cepa o tipo de cepas.

Inicialmente se analizé el perfil transcriptdmico comin a la infeccidén por todas
las cepas Beijing. Sin embargo, se observd que Gnicamente un nimero muy reducido de
genes se expresaba de modo equivalente en todas ellas, entre los que se encontraban
genes que codifican la caspasal0, la IL-24 y diversas proteinas de choque térmico. Esta
observacion apunta a una heterogeneidad en cuanto a la familia W-Beijing desde el punto
de vista de las respuestas celulares inducidas tras la infeccién por diferentes
representantes de este linaje. El concepto de homogeneidad dentro de este linaje,
inicialmente considerado como asociado a virulencia, transmisibilidad y resistencia (26,
102) se ha debilitado progresivamente para dar paso a la idea de que se deben de esperar
diferentes fenotipos dentro de una familia amplia. En este sentido, inicialmente se
considerd que esta familia estaba asociada a una mayor tendencia a desarrollar resistencia
o multirresistencia. Sin embargo, a pesar de que diversos estudios han demostrado una
relacion significativa entre la familia W-Beijing y la resistencia a fdrmacos (27, 70, 128),

otros autores, por el contrario, no han observado una mayor resistencia entre estas cepas
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comparadas con el resto de las cepas aisladas en las mismas regiones (44, 57). Asimismo,
como se ha comentado anteriormente, también se ha observado un comportamiento
infectivo heterogéneo en esta familia de cepas (199, 214).

En estudios realizados con otros patégenos se ha sugerido que mecanismos
diferentes de regulacion de la respuesta del hospedador podrian ser responsables de
diferencias en los perfiles de infectividad de dichos patdgenos. Este es el caso del estudio
realizado por Mogensen et al. (151), donde se pone de manifiesto como diferencias
observadas en la patogenicidad de dos cepas diferentes de Neisseria meningitidis podrian
estar asociadas a su diferente capacidad para generar una respuesta inflamatoria a través
de la ruta de sefalizacion de TLR4. Basandonos en estas observaciones, quisimos
analizar si el diferente comportamiento infectivo observado en las dos cepas Beijing de
mayor virulencia podria ser el resultado de un mecanismo de regulacion comiin, por parte
de estas dos cepas, del perfil de expresion del macréfago. Por esta razon, tras el analisis
general con cepas Beijing, se estudi6 el perfil de expresion comun para los dos aislados
de esta familia que mostraron una infectividad in vitro elevada. Al comparar este perfil
con el obtenido con la cepa Beijing de baja infectividad, de nuevo, fue posible identificar
un numero muy reducido de genes que se expresaba de modo diferencial en la infeccion
con las cepas mas infectivas. La mayor parte de estos genes son de respuesta a estrés y a
estimulos, como son el gen que codifica la proteina de choque térmico de 90 kDa o el
que codifica la fibronectina 1. Ademas, a pesar de las distintas categorias funcionales en
las que se encuentran agrupados, ocurre frecuentemente que un mismo gen se encuentra
en mas de una de estas categorias. El reducido nimero de genes cuyo patrén de expresion
es compartido por la infeccién con las cepas de alta virulencia parece sugerir que la
mayor virulencia observada en dichas cepas no se debe a que compartan un modo
equivalente de control de la expresion génica de la célula hospedadora, sino que cada una
de ellas explora vias independientes de interaccidn con el macrdfago, generandose en

éste respuestas diferentes.

4.2.3. Analisis de patrones de expresion singulares de cepa en la infeccién por M.
tuberculosis

Una vez documentada la escasa rentabilidad de intentar identificar perfiles de
expresion comunes a la familia Beijing e incluso a algunos de sus representantes de alta

virulencia, decidimos focalizar el estudio a la identificacién de aspectos de interés
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desvelados singularmente por alguna/s cepa/s. En este sentido, una observacion
destacable es el hecho de que uno de los genes que codifica el receptor “scavenger”
MSRI1 se encuentra muy inducido en todos los casos, a excepcion de las células
infectadas con la cepa Beijing de menor infectividad, donde este gen presenta un
induccién muy débil. Ademas, la induccion de este gen es especialmente elevada tras la
infeccion con las dos cepas Beijing de mayor virulencia.

En este sentido, los receptores “scavenger” han sido propuestos como unos de los
receptores claves para la entrada de M. tuberculosis en el macréfago (171), con lo que
una menor expresion de este gen llevaria asociada una menor cantidad de receptores para
M. tuberculosis en la superficie celular y, con ello, una menor entrada de micobacterias
en la célula. Quiza este hecho ayudaria a explicar la menor infectividad observada en la
cepa Beijing 5, ya que, al no producirse un aumento de estos receptores en la superficie
del macréfago, entrarian menos micobacterias en su interior.

Al analizar la expresion del gen de TNF-a, en tres de los casos este gen se
encuentra reprimido y no cambia su expresion tras la infeccién con la cepa 7. Sin
embargo, en el ensayo de infectividad in vitro se habia observado que unicamente las
cepas que mostraron una mayor replicacion intracelular eran capaces de contener la
produccion de TNF-a. La no deteccion de diferencias claras en los niveles de expresion
de este gen entre las cé€lulas infectadas con las cepas de mayor virulencia y las infectadas
con las otras dos cepas, podria deberse a que, el momento en el que se midieron estos
niveles (a las 18 horas tras la infeccion), no nos permite detectar diferencias producidas
por cada cepa en los niveles de expresion de este gen. En este sentido, en el estudio
realizado por Ragno et al. (173) se observa que la induccion del gen de TNF-a tiene
lugar unicamente seis horas después de producirse la infeccion y, pasado este tiempo, se
recuperan los niveles basales. Es posible que, en nuestro caso, los niveles de expresion de
este gen a las seis horas de infeccidn hubieran puesto de manifiesto una induccion inicial
de TNF-a por parte de las cepas menos infectivas, mientras que las cepas de mayor
virulencia hubieran provocado una represion de este gen desde el inicio de la infeccidn.

En el perfil transcriptémico generado por la cepa 4, cabe resaltar una gran
induccion tanto del gen que codifica para IgG, como de los genes que codifican algunos
de sus receptores. Este hecho podria estar indicando que el perfil de expresidon de la
célula hospedadora se inclinaria hacia la generacion de una respuesta inmune humoral o

Th2, lo que facilitaria la supervivencia intracelular de esta cepa.
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Resulta también interesante la observacion de que el gen de IL-10, que se
encuentra reprimido en el resto de los casos, tras la infeccion por la cepa 4 su expresion
se mantiene, lo que podria indicar que existe también una secrecion basal de esta
citoquina. La produccion temprana de citoquinas antiinflamatorias ha sido propuesta, por
algunos autores, como un mecanismo de virulencia que inhibe la producciéon de IFN-y y
con ello la activacion de los macrofagos (136, 214).

Asimismo, tras la infeccion con la cepa 4, se observa una fuerte induccion del gen
que codifica la defensina B1, que pertenece a una familia de péptidos con actividad
microbicida y citotéxica. Se ha sugerido que estos péptidos son un componente
importante de los mecanismos de respuesta innatos generados contra M. tuberculosis
(109). En este sentido, se ha documentado que monocitos humanos transfectados con este
tipo de defensinas controlan mejor el crecimiento de la micobacteria (124). Teniendo en
cuenta estos hallazgos, la elevada induccién provocada por la cepa 4 podria estar
indicando un mecanismo de defensa desarrollado por el macréfago en respuesta a la
elevada infectividad de esta cepa.

En el caso de la cepa 7 resulta de interés la gran induccion que se produce en los
genes MMP1 y MMP12. Estos genes codifican metalopeptidasas, que son proteinas que
degradan la matriz extracelular y contribuyen a la degradacion de los tejidos. Se ha
observado que la expresion y la secrecion de MMP1 esta inducida por M. tuberculosis, a
través de una ruta de transduccion en la que estan implicadas MAP-kinasas (175). Sin
embargo, se ha descrito también que MMP12 tiene efectos antimicrobianos al adherirse a
la pared celular bacteriana y desorganizar las membranas celulares (114). La gran
induccién que tiene lugar en la célula hospedadora tras la infeccion por esta cepa podria
interpretarse como un mecanismo de defensa especialmente activado como resultado de
la infectividad elevada de esta cepa.

Otro aspecto destacable al analizar el perfil transcriptomico generado tras la
infeccion por la cepa 7 es el hecho de que el gen de IL-18 esté inducido, ya que al
tratarse de una citoquina proinflamatoria, mediante su accién el crecimiento intracelular
de esta cepa no se veria favorecido. Sin embargo, en paralelo se observa la induccién del
gen que codifica su receptor antagonista, que podria inhibir el efecto antibacteriano de
IL-18.

Por ultimo, la fuerte represion que se observa en el gen que codifica el IFN-32

tras la infeccion con el resto de las cepas, no se observa en el caso de la cepa 7, donde
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existen niveles basales de expresion de este gen. Esta observacion podria estar indicando
que existe cierta secrecion de esta citoquina por parte del macréfago. El IFN-82 esta
implicado en la maduracion de células B, es decir, en la generaciéon de una respuesta
adaptativa Th2. Asimismo, un estudio realizado por Manca et al. (138) ha demostrado
que cepas hipervirulentas de la familia W-Beijing inducen la expresiéon de este tipo de
interferones y este hecho lleva asociado una menor produccion de TNF-a e IL-12, asi

como una menor activacion de células T.

4.2.4. Limitaciones existentes en el andlisis de la expresion génica

A pesar de que el analisis de la expresion génica es una herramienta util que
ayuda a comprender, en cierta medida, el diferente comportamiento infectivo observado
entre distintas cepas de M. tuberculosis, asi como a identificar genes que pudieran estar
favoreciendo la supervivencia intracelular del bacilo, existen ciertas limitaciones en este
tipo de analisis que deben considerarse.

En primer lugar, es necesario tener en cuenta que entre estos estudios existen
diferencias metodologicas y analiticas en cuanto al tipo de macréfago utilizado (humano,
murino o linea celular), la multiplicidad de infeccion utilizada, el momento en el que se
analizan los resultados tras la infeccion o el nimero de genes analizados. En este sentido,
hay que tener en cuenta que el perfil de expresion de una célula es muy sensible a
modificaciones experimentales sutiles, con lo que cambios en el nimero de bacterias o en
el tiempo de infeccién provocan alteraciones marcadas en la expresion de muchos genes.
Ademas, existen diversos tipos de microarrays, tanto murinos como humanos, y no todos
analizan el mismo nuimero de genes, ya que algunos estan dirigidos solamente a analizar
un grupo concreto de genes implicados en funciones especificas o pertenecientes a
familias funcionales determinadas. Todas estas variables hacen que existan diferencias,
en los perfiles de expresion del macréfago en respuesta a la infeccion por M. tuberculosis
propuestos en diferentes estudios.

También es necesario establecer un consenso en cuanto al analisis estadistico que
se realiza de los datos obtenidos de los microarrays y a los diferentes criterios de
inclusién o exclusion de los genes utilizados por los distintos autores. Ademas, otro
aspecto que ha de ser considerado es que en el analisis realizado con microarrays sélo
son tenidos en cuenta los genes expresados diferencialmente, mientras que los genes

expresados constitutivamente son ignorados por completo, aunque su papel en la
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infeccion puede ser igualmente importante. Asimismo, el significado que tiene un cambio
en el nivel de expresion de un gen puede ser muy diferente para las distintas proteinas y
existen genes que son regulados de manera simultanea.

Hay que tener en cuenta, por tanto, que a pesar que la vision global que
proporcionan los microarrays en cuanto al comportamiento de los genes, estos deben ser
vistos como herramientas generadoras de hipotesis para posteriores estudios y para la
seleccion de genes especificos que seran estudiados en profundidad posteriormente con la
aplicacion de otras técnicas, que permitan establecer, de forma precisa, cudl es el

mecanismo concreto de regulacion de ese gen.
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Conclusiones

MIRU-VNTR es una técnica rapida, sencilla y mas adecuada que la técnica
IS61610-RFLP para la resolucion de sospechas de contaminacion cruzada en los

laboratorios de micobacteriologia.

El analisis molecular de los casos en cluster ha de refinarse al maximo mediante
la utilizacion de técnicas de genotipado adicionales al RFLP y el andlisis, cuando
sea posible, de mas de un aislado por paciente. Este refinamiento ayudard a
identificar de manera mas precisa las discrepancias reales entre las técnicas de

genotipado y el estudio convencional de contactos.

Es necesario ampliar la busqueda de nexos epidemioldgicos hacia contextos
diferentes de los habituales, con el fin de reducir el nimero de microepidemias

con discrepancias genotipicas.

MIRU-VNTR es una técnica rapida y sensible para la obtenciéon de genotipos
directamente de aislados de M. tuberculosis archivados, pudiendo ser aplicada
para realizar un analisis clonal rapido de los aislados de pacientes con

tuberculosis recurrente.

La complejidad clonal inicial de M. fuberculosis presente en las muestras clinicas
puede verse modificada tras el cultivo de las mismas. Es necesario, por tanto,
optimizar las técnicas de genotipado para que puedan aplicarse directamente al
analisis de las muestras clinicas y establecer, asi, la dimensiéon real de la

complejidad clonal en la infeccion por M. tuberculosis.
En nuestro contexto es improbable que las reinfecciones sean resultado de
infecciones policlonales con alternancia cronolédgica diferencial de las cepas

coinfectantes.

En las reinfecciones exdgenas no se observo que haya participacion de factores

bacterianos, como la infectividad de la cepa.
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Conclusiones

La cepa 5 es la cepa mas prevalente en nuestro contexto, siendo responsable de un
3.7% del total de casos de tuberculosis durante el periodo 1997-2004. Se trata de

una cepa de elevada homogeneidad genotipica y que no destaca por su virulencia.

La caracterizacion de dos variantes clonales de M. tuberculosis de diferente
comportamiento infectivo, no identificd diferencias a nivel gendémico o

transcriptomico que pudieran explicar su fenotipo.

La infectividad de las cepas pertenecientes a la familia W-Beijing presentes en
nuestra muestra es heterogénea. Las cepas con tasas de replicacion intracelular
significativamente mas elevadas son, a su vez, aquellas que contienen la

produccidn de TNF-a desde el inicio de la infeccidn.

El analisis del perfil transcriptomico celular generado tras la infeccion con una
seleccion de cepas de M. tuberculosis desveld que existen perfiles de expresion
comunes a la infeccion por este patdgeno. En este perfil de expresién comun se
encuentran genes que codifican citoquinas, quimiocinas, y moléculas implicadas

en el trafico intracelular, rutas de sefializacion y estrés oxidativo.

El perfil transcriptémico celular generado tras la infeccidén por una seleccion de
cepas W-Beijing presenta un nimero reducido de genes en comin, predominando
perfiles de expresion especificos de cada cepa. La elevada virulencia observada
en dos representantes de esta familia no se debe, por tanto, a que modulen de

manera comun la expresion génica de la célula hospedadora.
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ANEXO 1

Perfil transcriptomico celular comin a la infeccion por todas las
cepas de M. tuberculosis
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ANEXO 5

Perfil transcriptémico celular especifico de la infeccion por la cepa 7
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ANEXO 6

Perfil transcriptomico celular especifico de la infeccidn por la cepa 5
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