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Laaplicacion de técnicas de genotipificacién ha permitido discriminar entre los aislados de Mycobacterium
tuberculosis obtenidos en el laboratorio. Esta singularizacion a nivel de cepa abri6 las puertas a estudios
de epidemiologia molecular que han permitido progresar en nuestro conocimiento de la transmisién de
este patégeno en entornos socio-epidemiolégicos cada vez mds complejos. La estabilidad genética de
este microorganismo ha llevado al desarrollo de metodologias especificas, que son revisadas en detalle
en este capitulo. Ademas de las aplicaciones epidemiolégicas, repasamos cémo dan respuesta asimismo a
diversos interrogantes diagndsticos y clinicos. Por Gltimo, nos ocupamos de describir la nueva revoluciéon
gendmica en el estudio de la tuberculosis, los métodos en los que descansay las posibilidades inéditas que
ofrece, incluyendo nuevas vias de integracion de los lenguajes moleculares y genémicos en propuestas
innovadoras de trabajo posgenémico, mas adaptadas a la realidad de nuestro entorno.
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ABSTRACT

Keywords: The application of genotyping tools allowed us to discriminate between the Mycobacterium tuberculosis

Tuberculosis ) . isolates obtained in the laboratory. The differentiation between single strains opened the door to mole-

2/1018?”‘? epidemiology cular epidemiology studies, which had helped us to progress in our knowledge of how this pathogen is
enotyping

transmitted in the progressively more complex socio-epidemiological scenario. The genetic stability of
this microorganism led to develop specific methodologies, which are thoroughly revised in this chapter.
In addition to their application in epidemiology, we review, how they can offer a response to different
diagnostic and clinical challenges. Finally, we focus on describing the novel genomic revolution we are
experiencing in the analysis of tuberculosis, the methodology in which it is based and the novel possibili-
ties it offers, including new routes of integrating both the molecular and genomic languages in innovative

post-genomic proposals, better suited to our real-life context.
© 2018 Elsevier Espafia, S.L.U. and Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia
Clinica. All rights reserved.

Introduccion

La epidemiologia molecular comprende una gran variedad de

* “Nota: seccién acreditada por el Consell Catald de Formacié Conti-
nuada de les Professions Sanitaries. Consultar preguntas de cada articulo en:
http://www.eslevier.es/eimc/formacion”.
* Autores para correspondencia.
Correos electronicos: pcoll@santpau.cat (P. Coll), dgviedma2@gmail.com (D. Gar-
cia de Viedma).

https://doi.org/10.1016/j.eimc.2018.01.001

técnicas que tienen como objeto comparar secuencias de acidos
nucleicos de 20 mas aislamientos. El término clon o grupo clo-
nal en epidemiologia hace referencia al grupo de aislamientos
relacionados por el hecho de descender de un ancestro comun
mas o menos lejano. Las cepas relacionadas provienen, pues, de
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la expansién clonal de un precursor (inico y poseen un nivel
de similitud entre sus genotipos y fenotipos significativamente
superior al que se encontraria entre aislamientos no relacionados
de la misma especie seleccionados arbitrariamente. La definicién
de clon es probabilistica y el nivel de similitud necesario para su
definicién debe tener en cuenta el taxén estudiado, el marcador
utilizado y el tiempo que dure la investigacién epidemiolégica. Por
ello, antes de escoger un marcador molecular debe formularse de
forma clara y precisa aquella pregunta en términos epidemiolégi-
Cos cuya respuesta es preciso conocer, definir el nivel de relacién
genética que es necesario determinar para responder a la pregunta
anterior, escoger los marcadores que son capaces de discrimi-
nar a este nivel de relacién y verificar la eficacia de los métodos
seleccionados.

Estudios de secuenciacién comparativa en Mycobacterium tuber-
culosis (M. tuberculosis) han detectado poca variacién genética entre
cepas, minimo intercambio horizontal de genes y una estructura
poblacional clonal. A pesar de ello, existe una variacién genética
en la poblacién de M. tuberculosis que puede ser debida a polimor-
fismos de un Gnico nucleétido (SNP), polimorfismos de secuencia
larga (LSP) o polimorfismos de secuencias repetidas. Esta variacién
puede detectarse mediante marcadores. Algunos de estos marca-
dores visualizan variaciones que tuvieron lugar en un tiempo mas
o menos lejano y sirven para clasificar las cepas en «linajes» de inte-
rés filogenético. Otros marcadores detectan variaciones mucho mas
recientes y permiten tipificar las cepas para reconocer cadenas de
transmisién.

Marcadores para estudios filogenéticos de M. tuberculosis

Polimorfismo de un tinico nucleétido (single nucleotide
polymorphism)

Los SNP pueden ser sinébnimos o no sinénimos. En los sinéni-
mos, el cambio nucleotidico no comporta un cambio de aminoacido
y, por tanto, no esta sometido a presién selectiva. Su reloj evo-
lutivo es lento y dan informacién filogenética. Los polimorfismos
no sinénimos, que constituyen aproximadamente las 2 terceras
partes de la variabilidad genética observada en M. tuberculosis,
tienen potencialmente consecuencias funcionales, estan tratados
mediante presién selectiva y existen evidencias de que pueden
influir en caracteristicas importantes como la transmisibilidad, la
virulencia, la resistencia a firmacos, la respuesta inmunitaria o el
cuadro clinico’.

Sreevatsan et al. en 19972 comparan las secuencias de 26 genes
estructurales y detectan 2 SNP sinénimos. Uno en el gen que codi-
fica para la catalasa peroxidasa (katG463) y otro en la subunidad
A de la ADN girasa (gyrA95). Estos SNP permiten clasificar a M.
tuberculosis en 3 grupos genéticos. En el grupo 1 se incluyen las
cepas de Mycobacterium bovis (M. bovis), Mycobacterium microti
(M. microti), Mycobacterium africanum (M. africanum) y las cepas
de M. tuberculosis evolutivamente mas antiguas, mientras que los
grupos 2 y 3 estan formados por cepas de M. tuberculosis. Los
autores estudian unas 6.000 cepas de M. tuberculosis aisladas en
Nueva York y Houston, y observan que la mayoria de los casos de
tuberculosis agrupados (cadenas de transmisién) corresponden a
cepas del grupo 1 o 2, mientras que el grupo 3 (el mas reciente
evolutivamente) daria lugar a casos esporadicos, lo que les hace
concluir que M. tuberculosis esta evolucionando hacia una menor
transmisibilidad o virulencia. Estos 3 grupos pueden ser divididos
en 6 grupos filogenéticos (con 5 subgrupos) mediante el estudio
de 212 SNP3. Existe una fuerte asociacién entre estos grupos y
el origen geografico de las cepas o el lugar de nacimiento de los
pacientes.

Polimorfismos de secuencia larga (long sequence polymorphism)

El estudio de la delecién de 20 secuencias largas distribuidas a
lo largo del cromosoma, regiones de delecién (RD)*, permite esta-
blecer el marco evolutivo del complejo M. tuberculosis, asi como la
identificacién de las especies del complejo. El complejo M. tubercu-
losis es genéticamente homogéneo pero muy diverso con relacién
a su habitat. Asi, M. tuberculosis, M. africanum y Mycobacterium
canetti tienen un habitat exclusivamente humano, M. microti es
un patégeno de los roedores, Mycobacterium pinnipedi de las focas,
Mycobacterium caprae de las cabras, mientras que M. bovis tiene un
rango de hospedadores mas amplio. El estudio de las RD ha permi-
tido establecer que la especie M. tuberculosis constituye el ancestro
mas antiguo a partir del cual han evolucionado las demas. Dentro
de la especie M. tuberculosis, las cepas pueden clasificarse en anti-
guas o modernas segin tengan o no la region TbD1. La delecién de
laregion TbhD1 probablemente ocurrié antes del siglo xvii y la apa-
ricién de las cepas modernas de M. tuberculosis pudo contribuir a
la enorme expansién de la tuberculosis (TB) a partir del siglo xviiI.
Gagneux et al.> analizan estas regiones RD en 875 cepas proceden-
tes de 80 paises. Las cepas se subdividen en 4 linajes (indo-oceanico,
Asia del este, Africa del este-India, Euro-América) y 2 linajes clasi-
camente identificados como M. africanum (oeste de Africal y oeste
de Africall).

En un estudio en San Francisco, donde coexisten comunidades
de origenes geograficos diversos, asi como cepas de los distintos
linajes descritos, se observé una estrecha asociacién entre lina-
jes y poblaciones de un determinado origen geografico’. Es decir,
existiria una adaptacién o compatibilidad entre el patégeno y una
determinada poblacién del huésped.

Los estudios basados tanto en SNP como en LSP son muy con-
gruentes, lo cual no es de extrafiar dada la naturaleza clonal de
la poblacién de M. tuberculosis, y coinciden en sefialar que existe
una asociacién entre linaje y origen geografico, especulando sobre
la influencia que puedan tener estos linajes sobre el rendimiento
de pruebas diagnésticas, la resistencia a los antituberculosos o la
respuesta a vacunas®.

Marcadores para estudios de epidemiologia molecular

Tipificacién mediante oligonucleétidos complementarios de
secuencias espaciadoras (spoligotyping: spacer oligo typing)

En el cromosoma de M. tuberculosis existen multiples copias
de la secuencia DR localizadas en un Gnico locus cromosémico
(regiéon DR), el cual constituye un hot spot de integracién para
la IS6110. Las secuencias repetidas DR de 36 pb se encuentran
separadas por secuencias espaciadoras diferentes, esto es, no repe-
tidas, de 34-41 pb. Cuando se comparan cepas de M. tuberculosis,
esta region es polimérfica debido tanto a una recombinacién
homoéloga entre DR como a cambios provocados por la locali-
zacién de IS6110 en esta zona. En la técnica del spoligotyping’
se analiza este polimorfismo. Para ello, en una primera fase
se procede a una amplificacién que utiliza como iniciadores
2 oligonucle6tidos complementarios de los extremos de la secuen-
cia DRy que, por consiguiente, amplificaran las distintas secuencias
espaciadoras existentes en la cepa. Los iniciadores estan marca-
dos con biotina. En una segunda fase, se procede a la deteccién
de las distintas secuencias espaciadoras amplificadas mediante
una hibridacién del producto de PCR sobre un filtro en el
que se han inmovilizado oligonucleétidos complementarios de
las distintas secuencias espaciadoras descritas. La unién de los
productos de PCR con sus secuencias especificas se detecta
mediante peroxidasa marcada con estreptavidina que se une a la
biotina presente en los productos de PCR. Existen 94 secuencias
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espaciadoras, aunque en la mayoria de los protocolos analiticos se
utilizan 43. Se han desarrollado técnicas alternativas a la hibrida-
cién sobre membrana, como una técnica basada en microesferas y
tecnologia laser® o en la espectrometria de masas (MALDI-TOF)®,
que facilitan la técnica y acortan su duracién. Al ser la primera fase
de la técnica una reaccion de amplificacion, se necesita poca canti-
dad de ADN para llevarla a cabo. De hecho, el spoligotyping puede
utilizarse directamente a partir de la muestra clinica'®. Los resul-
tados se expresan como un ndmero binario o tras una conversién
simple en un ndmero de 8 digitos. Este hecho hace que los resulta-
dos sean facilmente exportables y existan bases de datos globales
(SpolDB4; www.pasteur-guadeloupe.fr/tb/bd_myeo.html)

La principal limitaciéon del spoligotyping es un poder dis-
criminativo inferior al del IS6110-RFLP o a unidades repetidas
intercaladas micobacterianas-repeticiones en tindem de nimero
variable (MIRU-VNTR). El spoligotyping estaria a caballo entre aque-
llas técnicas que dan una informacion filogenética y las técnicas
mas discriminativas que permiten detectar cadenas de transmi-
sién reciente. Por ello, se la considera mas atil en estudios con
fines filogenéticos (asignacion de linajes, sublinajes o familias) que
para la identificacién veraz de cadenas de transmision, con fines de
epidemiologia molecular.

Patrones de restriccion-hibridacion (IS6110-RFLP, PGRS-RFLP)

Cuando se digiere una molécula de ADN con un enzima de res-
triccién se obtiene un ndamero de fragmentos equivalente a las
veces que se encuentra repetido el lugar de restriccién a lo largo
de la molécula. El tamafio de los distintos fragmentos de restric-
cién traduce la separacién entre 2 lugares de restricciéon contiguos.
La comparacién de cepas para detectar el polimorfismo del tamafio
de los fragmentos de restriccién (RFLP) se consigue separando los
fragmentos obtenidos mediante una electroforesis en un gel de aga-
rosa. Para simplificar la interpretaciéon de los RFLP del ADN total,
podemos centrarnos en el andlisis de una secuencia repetida en
el genoma en lugar de estudiar todo el cromosoma. Para ello, se
realiza una transferencia de los fragmentos de restriccién del ADN
total obtenidos a una membrana (Southern-blot) que se analiza
mediante hibridacién con una sonda marcada. El revelado de la
hibridacién tan solo pondra en evidencia aquellos fragmentos que
contengan la totalidad o parte de la secuencia complementaria de la
sonda escogida, obteniéndose perfiles con pocas bandas. El nimero
de bandas estara en relacién con el nimero de copias de la secuen-
cia existentes en el genoma, mientras que su polimorfismo estara
en relacién con su distribucién a lo largo del genoma, asi como con
las variaciones en los lugares de restriccién dentro de esta secuencia
y en las regiones mas préximas. Tanto la transferencia de Southern
como la hibridacién complican notablemente los aspectos técnicos
del andlisis.

Dentro de las limitaciones de estas técnicas esta la necesidad de
disponer de gran cantidad de ADN, lo que impide utilizarlas direc-
tamente sobre la muestra clinica, debiéndose trabajar a partir de
cultivo. Asimismo, en las cepas en las que la secuencia escogida
se repite un nadmero pequefio de veces (5 o menos en el caso de
IS6110-RFLP) la capacidad discriminativa de la técnica disminuye.
Por otra parte, los resultados se obtienen como un patrén de bandas
sujeto a las distorsiones electroforéticas, lo que hace que la compa-
racion de resultados entre laboratorios sea dificil. A pesar de ello,
los patrones de restriccion-hibridacién asociados a IS6110 consti-
tuyeron durante afios la técnica de referencia para el estudio de la
epidemiologia molecular de la TB, tanto por su gran poder discri-
minativo como por su estabilidad (reloj molecular estimado entre
3,2y 8,7 afios'!). La utilizacién de un protocolo estandarizado'?
con marcadores de peso incluidos en cada canal de electroforesis

permitié el establecimiento de bases de datos a nivel mundial, que
mejoraron el conocimiento de la epidemiologia global de l1a TB.

Unidades repetidas intercaladas micobacterianas-repeticiones en
tdndem de niimero variable (mycobacterial interspersed
repetitive units-variable number tandem repeats [MIRU-VNTR])

Alolargo del cromosoma de M. tuberculosis existen unas secuen-
cias repetidas en tindem que son polimorfas en las distintas cepas al
presentar un nimero variable de repeticiones (VNTR). Estas estruc-
turas son parecidas a los minisatélites observados en las células
eucariotas. Las MIRU corresponden a uno de estas VNTR. Son repe-
ticiones en tindem de 46 a 101 bp, encontrandose unos 41 MIRU
dispersas por el cromosoma. La tipificacién por MIRU-VNTR utili-
zaba inicialmente 12 loci (los mas polimorfos), pero dada la menor
discriminacién observada comparando con otros marcadores, se
estandarizoé el analisis de 24 loci, que es el método utilizado en la
actualidad'®. Para ello, se realiza una PCR especifica para cada locus
en la que los iniciadores utilizados estan marcados con un fluo-
rocromo. Posteriormente, se determina el tamafio del fragmento
amplificado mediante electroforesis capilar. Este tamafio depen-
deréd del nimero de repeticiones de la secuencia core presente en
este locus. El nimero de repeticiones constituye el digito para este
locus en el cddigo VNTR, que tendra consecuentemente 24 digitos.

La tipificacién basada en MIRU-VNTR es rapida, relativamente
sencilla desde un punto de vista técnico, muy reproducible y discri-
minativa (comparable a IS6110 RFLP). Sus resultados se expresan
en un cédigo de 24 digitos, por lo que son facilmente exporta-
bles, existiendo bases de datos globales que permiten comparar
cepas a nivel mundial (http://www.miru-vntrplus.org). Una de
estas bases incluye los datos de MIRU-VNTR y spoligotyping de
unas 62.000 cepas de M. tuberculosis aisladas de unos 153 paises
(http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT online). Por todo
ello, MIRU-VNTR se ha convertido en la técnica de referencia para
la tipificacién de M. tuberculosis. La informacién obtenida permite
inferir tanto hipoétesis filogenéticas, como discriminar a nivel de
cepa, permitiendo detectar cadenas de transmision.

A pesar de ello, la capacidad discriminativa de los loci utiliza-
dos puede variar en funcioén del linaje de M. tuberculosis estudiado.
Asi, dada la homoplasia existente entre los miembros de la fami-
lia Beijing, el MIRU-VNTR de 24 loci estandarizado tiene sus
limitaciones'#1°, Para el andlisis de esta familia se ha propuesto
incluir loci que no estan presentes en el esquema estandarizado
(VNTRs3232, 3280 y 4120). Esto es, para determinados estudios
puede ser necesario adaptar el esquema MIRU-VNTR a los linajes
estudiados.

Secuenciacioén del genoma completo (whole genome sequencing
[WGS])

Hemos visto cémo, hasta ahora, los marcadores molecula-
res utilizados analizan las variaciones existentes en regiones
«hipervariables», que representan tan solo una infima parte del
genoma total. Cuando se utiliza la secuenciacién de genoma com-
pleto (WGS) se dispone de informacién sobre la microevolucién
de todo el genoma. La utilizacién de WGS en la epidemiologia
molecular de la TB ha sido posible tanto por el desarrollo tecno-
l6gico de las plataformas de secuenciacién masiva, como por la
aparicién de preparados comerciales que facilitan la preparacién
de las librerias genémicas para la secuenciacién. Obviamente, la
principal dificultad de esta técnica es el andlisis de la informa-
cién generada. En los Gltimos afios se han desarrollado numerosas
herramientas informaticas que permiten no solo calcular el nimero
de SNP existentes entre genomas, sino también deducir, a partir
del genoma completo, tanto los marcadores moleculares utiliza-
dos para la tipificacion (IS6110, MIRU-VNTR, spoligotyping), como
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los que proporcionan informacién filogenética (SNP, LPS), asi como
el antibiograma molecular (analizando las mutaciones asociadas a
resistencia)’®.

Como es de esperar, el analisis del genoma completo es mas dis-
criminativo que los marcadores tradicionalmente utilizados para
detectar cadenas de transmisién. El parametro utilizado es el
calculo de los SNP existentes entre las secuencias comparadas.
Diversos estudios analizan los SNP existentes entre cepas aisla-
das secuencialmente en el mismo enfermo o cepas pertenecientes
a cadenas de transmisién bien definidas, tanto por epidemiologia
molecular como por estudios de campo. El objetivo de estos estu-
dios es estimar cual es la deriva genética de M. tuberculosis a corto
plazo para establecer un cutoff que permita diferenciar lo relacio-
nadodelonorelacionado epidemiol6gicamente. La comparacién de
los genomas de las cepas pertenecientes a una cadena de transmi-
sién casi nunca excedelos 3 a5 SNP!7 18 Porotra parte, el cilculo del
cambio promedio en la secuencia de ADN del genoma de M. tuber-
culosis se ha establecido en 0,5 SNP por genomay afio'®. Los arboles
filogenéticos obtenidos mediante el estudio de SNP del genoma
completo correlacionan mejor con los datos epidemiolégicos de
campo que los arboles obtenidos con los marcadores tradiciona-
les. Es decir, el estudio de los SNP del genoma permite separar los
miembros de una cadena de transmision de las cepas relacionadas
pero no pertenecientes a dicha cadena. Esto es de especial ayuda
para el analisis de brotes complejos'®19,

Por otra parte, los datos de la WGS permiten determinar la dis-
tribucién en el tiempo y en el espacio de los casos de TB al permitir
diferenciar el caso indice de los casos secundarios en una cadena
de transmision. En los arboles filogenéticos, los casos secundarios
(variantes clonales con muy pocos SNP de diferencia) daran lugar
a estructuras en forma de estrella que tendra como ntcleo el caso
indice. Asimismo, en una epidemia duradera en el tiempo, el act-
mulo unidireccional de SNP permite asociar de forma mas clara los
nuevos casos a los casos precedentes!819,

Aplicaciones de las estrategias de genotipificacion y de
andlisis genémico de M. tuberculosis

Desde un punto de vista estricto, las técnicas de genotipificacion
de mycobacterium tuberculosis (MTB) encuentran su nicho de apli-
cabilidad natural en los estudios de epidemiologia molecular, con
el fin de identificar pacientes en claster, infectados por una misma
cepa, y que por tanto participan en una misma cadena de trans-
misién. Estos casos agrupados se diferencian de los que no forman
parte de clisteres, o casos huérfanos, que por estar infectados por
una cepa con genotipo tinico en esa poblacién, se consideran candi-
datos a ser reactivaciones de exposiciones ocurridas en un tiempo
pasado, mas o menos remoto.

En esta revision, con el fin de cubrir el mayor espectro de apli-
cabilidad de las técnicas de genotipificacién de MTB hemos optado
por expandirnos mas alla del concepto estricto de aplicacién de
estas técnicas con fines de epidemiologia molecular, para abarcar
otros entornos de andlisis donde estos mismos métodos han mos-
trado su utilidad. Por tanto, repasaremos una serie de preguntas a
las que la caracterizacién de los diferentes marcadores genéticos
de MTB ha podido ofrecer una respuesta.

¢Puedo identificar un falso diagnéstico de tuberculosis?

Desde el laboratorio, la sospecha de una posible contaminacion
cruzada (CC) surge cuando se identifican 2 0 mads cultivos positi-
vos en muestras que se procesaron en el mismo dia. La alarma de
CC se afianza cuando ademas confluyen los siguientes aspectos:
solo uno de los casos cuenta con otras muestras adicionales posi-
tivas, Gnicamente la muestra de uno de los casos implicados en la

alerta es tincién positiva y el crecimiento de la muestra del caso
sospechoso de ser un falso positivo demoré mas tiempo en alcan-
zar la positividad que el promedio. Sin embargo, para documentar
fehacientemente que nos encontramos entre un evento de CC de
laboratorio, debemos de demostrar que los cultivos de los casos
implicados en la sospecha corresponden a la misma cepa. Para ello,
la técnica mas recomendable es la de MIRU-VNTR, por su mayor
rapidez en ofrecer resultados. Ademads, puesto que en este caso
no es necesario determinar el genotipo preciso de las cepas, sino
que es suficiente un andlisis cualitativo de identidad (demuestra
la CC) o diferencia (descarta la CC) entre las mismas, se han des-
arrollado modalidades rapidas de andlisis cualitativo que permiten
la documentacién rapida de identidad/diferencia entre genotipos
mediante la comparacién de sus patrones de movilidad en electro-
foresis convencional de agarosa, tanto a partir de productos de PCR
triplex (técnica MLP3)2°, como duplex?!.

¢Me encuentro ante una microepidemia o brote?

Antes del desarrollo de las técnicas de genotipificacién de MTB,
la sospecha de brotes o microepidemias se basaba exclusivamente
en la identificacién de vinculos epidemiol6gicos entre varios casos
de TB. Sin embargo, la constatacion de brotes requiere de la confir-
macién de identidad genotipica entre las cepas que infectan a los
casos tedricamente vinculados. La documentacién de estos brotes
se ha abordado inicialmente con RFLP-IS6110 y en los tltimos afios
por MIRU-VNTR. Gracias a la aplicacién bajo demanda de estas téc-
nicas se ha podido desvelar que parte de las microepidemias, que
resultaban obvias desde el punto de vista del estudio epidemiol6-
gico de los casos, implicaban cepas diferentes?223, lo que supuso
la primera indicacién de que la investigacién epidemiolégica debe
extenderse a entornos de contacto que trasciendan el ambito labo-
ral, familiar o domiciliario.

De modo equivalente a como pasaba en la documentacién de
contaminaciones de laboratorio, el analisis epidemiolégico mole-
cular dirigido a brotes sospechados no requiere en principio la
obtencién del genotipo preciso de las cepas, sino Ginicamente esta-
blecer identidad o diferencia entre los aislados implicados, por lo
que la técnica de MLP3 o derivados???! puede ser suficiente para
laboratorios con recursos limitados. Sin embargo, la obtencién del
genotipo mediante andlisis completo convencional, antes mediante
RFLP, hoy basado en MIRU-VNTR, permite identificar a contactos
reales con otros casos de la poblaciéon que ayuden a redefinir la
magnitud del brote.

¢Coémo puedo identificar infecciones mixtas o complejas?

Uno de los campos diferentes a la epidemiologia molecular
donde las técnicas de genotipificaciébn han supuesto un avance
notable es en la identificacién de casos infectados por mas de
una cepa, tanto en un mismo episodio (infecciones mixtas, cuando
implican a cepas diferentes, o policlonales, en el caso de varian-
tes clonales que proceden de una misma cepa parental), como en
episodios sucesivos (reinfecciones).

Las primeras documentaciones moleculares de reinfecciones?*
alertaban de una proporcién inesperadamente alta (75%) de casos
con TBrecurrente, en los que la cepa aislada en un segundo episodio
era diferente de la primera, si bien se trataba de entornos de ele-
vada incidencia, donde la sobreexposicién a casos infecciosos era
mas probable. En estos entornos incluso se demostré que la reinfec-
cién puede ocurrir poco tiempo tras la finalizacién del tratamiento
del primer episodio?°. Con posterioridad, se documenté que la rein-
feccién era la causa de una parte no desdefiable de las recurrencias,
incluso en entornos de moderada o baja incidencia?-28.

En cuanto a la presencia simultinea de mas de una cepa o
variante clonal en un mismo paciente, es solo con la llegada de
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la técnica de MIRU-VNTR cuando se ha avanzado notablemente en
este terreno?%30, Esto es debido a que las estrategias que la prece-
dian, spoligotyping o RFLP, eran incapaces de identificar la presencia
de mas de una cepa. En estos casos, obteniamos un patrén genotipi-
ficado ficticio, que era el resultado del solapamiento de los patrones
de cada una de las cepas, sin que ese patrén aditivo nos alertara de
que correspondia a la presencia de 2 cepas o variantes clonales. Sin
embargo, el hecho de que con la técnica de MIRU-VNTR se obtenga
un Gnico producto de amplificacién por cada locus analizado hace
que, en el caso de que observemos mas de un producto, inicamente
pueda ser debido a la presencia de mas de una cepa (en caso de un
namero suficientemente alto de loci con mas de un alelo) o variante
clonal (en el caso de 1-2 loci con mas de un alelo). Por tanto, la apli-
cacioén sistematica de la técnica de MIRU-VNTR nos ha permitido
conocer con mas precisién la proporcién de infecciones mixtas o
policlonales en una poblacién3'>2 y poder determinar que la urgen-
cia de variantes clonales no esta restringida a situaciones extremas,
como prolongadas demoras diagnésticas, sino que pueden surgir
en el seno de infecciones convencionales®3. La identificacién eficaz
de infecciones complejas tiene un indudable valor epidemioldgico;
sin embargo, su no consideracién puede conducirnos asimismo a
dificultades en el tratamiento de los pacientes, en el caso de infec-
ciones mixtas con cepas que difieren en su patrén de sensibilidad>.
Por dltimo, la presencia de una infeccién compleja puede conllevar
complicaciones en el diagndstico microbiolégico, en aspectos tan
aparentemente alejados como el andlisis de contaminaciones de
laboratorio®>.

¢Como abordar las dindmicas de transmision de tuberculosis en
mi poblacion?

A diferencia de la documentacién de brotes, que esta al alcance
de cualquier laboratorio con capacidad de implementar las técni-
cas de genotipificacion, el analisis de transmisién en una poblacién
requiere asentar unas bases estratégicas de mayor solidez. La iden-
tificacién eficaz de cadenas de transmisién exige abordar una
genotipificacién universal; es decir, debemos de contar con una
muestra con base poblacional que nos garantice que accedemos a
todos los casos de TB y que, por tanto, no van a quedar «eslabones»
de la cadena de transmision sin caracterizar. Ademas, dado el
tiempo variable entre la exposicién de un caso y el desarrollo de la
enfermedad, la identificacién rigurosa de cadenas de transmisién
requiere de un minimo tiempo de caracterizacion sistematica de
todos los casos, superior a 2-3 afios. Los primeros estudios de epi-
demiologia molecular con base poblacional descansaron sobre la
técnica de RFLP; sin embargo, la mayor discriminacién de la técnica
MIRU-VNTR, su menor demora en obtener resultados y la facilidad
de intercambiar resultados entre los laboratorios, al ofrecer una
genotipificacién en cédigo numérico, han hecho que desbanque
completamente al RFLP.

Los estudios de epidemiologia molecular universal nos permiten
conocer el porcentaje de casos de TB que son resultado de cadenas
de transmision reciente, lo que constituye un excelente indicador
de la eficacia de los programas de control, que deberian conducir
a la reduccion en estos porcentajes. Asimismo, han facilitado des-
velar las dinamicas de transmision en escenarios epidemiol6gicos
complejos, como los derivados de poblaciones con un gran porcen-
taje de inmigracidn, en los que se ha podido identificar entornos
con una importante transmisioén cruzada entre casos aut6ctonos
e inmigrantes>%37, El mantenimiento de sistemas de genotipifica-
cién sistematico nos permite identificar las cepas prevalentes que
son responsables de una buena parte de la carga de enfermedad de
una poblacién®®. Asimismo, estos programas de vigilancia mole-
cular prolongada facilitan la diseccién detallada del impacto que
puede tener la importacién de una cepa inédita en una poblacién,

que afnos después puede ser responsable de una parte relevante de
los casos de TB en la misma®°.

¢Es posible abordar una caracterizacion de excelencia de la
transmision de tuberculosis?

A pesar de la valiosa informacién obtenida de la aplicacién sis-
tematica del RFLP, en los primeros momentos, y de MIRU-VNTR, en
los Gltimos afios, debemos de ser conscientes de las limitaciones
inevitables derivadas de estar determinando relaciones de identi-
dad o diferencia entre cepas cuando estamos atendiendo al analisis
de un region minima (< 0,1%) del cromosoma de MTB. Esto significa
que podemos estar considerando como idénticas cepas que difie-
ren en zonas del cromosoma que no estamos observando y, por
tanto, podriamos estar sobrestimando una parte de los clisteres de
transmisién que estamos proponiendo.

Afortunadamente, la reduccién marcada en los costes y la sim-
plificacién de los procedimientos bioinformaticos han supuesto la
entrada de la WGS en la caracterizacién de MTB. Esto significa acce-
der a una gran cantidad de informacién del genoma, lo que permite
asumir una capacidad de discriminacién entre cepas muy supe-
rior, idénea para garantizar maxima precisién en los estudios de
epidemiologia molecular, que comienzan a ser sustituidos por una
epidemiologia gen6mica.

La aplicacién de WGS a los clasteres definidos por genotipifi-
cacion convencional conduce a que parte de ellos, como era de
esperar, se subdividan en agrupaciones mas pequeiias, tras iden-
tificar diferencias entre cepas que con los niveles de resolucién
anteriores aparecian como asociadas en cltister*?. Esto significa que
la informacién derivada de la epidemiologia genémica resulta mas
acorde con la distribucién geografica de los casos y con sus vin-
culos epidemiolégicos'®. La aplicacién sistematica de WGS sobre
situaciones de dificil control ha revelado la enorme complejidad
de algunos de estos escenarios, como la coexistencia de diferentes
brotes solapantes que hasta el momento habian sido interpretados
como uno solo?!.

Ya en el terreno de la epidemiologia con base poblacional, son
adn escasos los entornos en los que se estd pudiendo aplicar el
andlisis por WGS de modo sistemadtico, destacando en este sen-
tido Inglaterra, que ha activado un sistema de analisis de todos
los casos de TB, iniciado en la zona de Midlands*? y que recien-
temente se ha expandido a buena parte del pais. Estos esfuerzos de
aplicar sistematicamente WGS estan yendo paralelos al desarrollo
de metodologia que permita acelerar la obtencién de resultados,
aplicando directamente WGS sobre cultivos primarios, intentando
eliminar la interferencia derivada del ADN humano presente en la
muestra*3. Asimismo, comienza a haber esfuerzos encaminados a
la obtencién directa de informacién genémica a partir de la mues-
tra clinica**, con resultados variables, atin de infinita menor calidad
que los obtenidos de cultivo, pero que pudieran ofrecer una primera
linea de anélisis que aporte informacion de utilidad.

La mayor accesibilidad del analisis por WGS ha hecho que no se
restrinja estrictamente a los estudios epidemiolégicos, sino que ha
buscado respuestas a algunos de los interrogantes antes expues-
tos, que habian sido analizados por genotipificacién convencional.
La documentacién del porcentaje de reinfecciones en una pobla-
cién ha sido recientemente abordada mediante la aplicacién de
WGS*>. Asimismo, la capacidad de la secuenciacién de nueva gene-
raciéon para discriminar secuencias diferentes que coexisten en
una misma muestra ha permitido identificar casos con infeccio-
nes complejas?S. Pudiera considerarse que la WGS aporta un nivel
de resolucién innecesaria para la resolucién de algunos de estos
problemas, maxime cuando un primer rastreo basado en técnicas
de baja discriminacién puede ser capaz de identificar diferencias
entre cepas, sin necesidad de ir mas alla. Sin embargo, es cierto que
dada la reduccién en sus costes le convierten en una alternativa
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competitiva, que ademas de resolver estos interrogantes nos
aporta, con el mismo esfuerzo y coste, multitud de informacién
genotipificada adicional de interés, mas alla de las necesidades
epidemiolégicas.

¢Puedo encontrar alternativa al camino abierto por la
epidemiologia genémica?

A pesar de que la capacidad de discriminacién y el volumen de
informacién de utilidad epidemiolégica, terapéutica y filogenética
ofrecida por el analisis por WGS son imbatibles, su aplicacion siste-
madtica atin no estd al alcance de muchos contextos. Especialmente,
si hablamos de entornos con escasos recursos, donde ademas se
acumula la mayor carga de enfermedad, estas estrategias genémi-
cas parecen de dificil implantacién.

Es en esta fisura que surge entre la alta resolucién ofrecida por
el analisis basado en WGS y las necesidades de vigilancia de entor-
nos con retos de transmisién que adn no pueden ser abordables
por epidemiologia genémica donde ha surgido una linea de avance
alternativa. Esta consiste en desarrollar metodologias molecula-
res sencillas, de bajo coste y facil implementacién, para abordar
una vigilancia dirigida de determinadas cepas que protagonicen los
problemas de transmisién mas relevantes en cada poblacién.

La vigilancia especifica de cepas singulares mediante técni-
cas moleculares sencillas no es una propuesta novedosa. Ya en la
décadadelos 90 se desarrollaron PCR disefladas para trazar la trans-
misién de la cepa W, causante de un brote de gran magnitud en
Nueva York, que se dirigian a rasgos genéticos peculiares de esta
cepa?’.Elinconveniente de estas propuestas es que solo era posible
disefar estas PCR tras asegurar un estudio genético exhaustivo de
las cepas, y siempre que este condujera a la identificacién de algin
rasgo singular. Ahora, con la accesibilidad del analisis por WGS,
podemos identificar rasgos distintivos de cualquier cepa, mediante
la secuenciacién completa de un ndmero reducido de representan-
tes de ese aislado, que nos conduzca a identificar SNP especificos
de esa cepa.

Basadas en esta premisa, se han desarrollado PCR alelo espe-
cificas que se dirigen a la vigilancia de cepas que son prevalentes
en alguna poblacién*®. Asimismo, esta filosofia de andlisis se ha
aplicado para permitir el rastreo masivo y rapido de colecciones
retrospectivas de aislados con el fin de identificar la presencia en
una poblacién de una cepa de alto riesgo epidemiolédgico, por haber
estado implicada en un brote de gran magnitud*®. Por dltimo, la
posibilidad de integrar esta estrategia para dar una respuesta pre-
coz frente a una alerta real ha sido demostrada. El diagnéstico de
2 casos de TB XDR importada de Rusia a Espafia activé un sistema
que condujo a lainstauracién rapida de sendas PCR especificas para
SNP marcadores de estas cepas, desvelados por analisis de WGS y
comparacién con bases de datos de SNP globales, cuya aplicacién
prospectiva local sobre muestras respiratorias permitié6 descar-
tar precozmente casos secundarios debidos a estas cepas de alto
riesgoC.

¢/Como se aborda la distribucién de cepas de tuberculosis en un
entorno global?

Hasta ahora, nos hemos focalizado exclusivamente en la utili-
dad de las diferentes aproximaciones de epidemiologia molecular,
y gendmica, para abordar interrogantes en poblaciones definidas,
0 en pacientes determinados. Sin embargo, no debemos de olvidar
que la TB es un fenémeno mundial, con una dimensién atin mas
global como resultado de los movimientos migratorios internacio-
nales. Esto hace que haya preguntas de indole «<macropoblacional»
a las que también hay que dar respuesta. En este sentido, como
se coment6 en la primera parte de esta revision, hay un nivel de
catalogacion de MTB que no desciende a la discriminacién de los

marcadores que pretenden discriminar a nivel de cepa. Al contra-
rio, persiguen una discriminacién menor para catalogar los aislados
de modo mas genérico en cada uno de los linajes descritos para
el complejo TB. El andlisis de la distribucién de linajes ofrece una
informacion de gran relevancia no solo desde un punto de vista
global, permitiendo conocer la distribucién internacional de los
mismos, sino asimismo desde un punto de vista evolutivo o filo-
genético.

Los primeros estudios de distribucién global de linajes, asi como
filogenéticos, descansaron en la espoligotipificacién®!, cuya capa-
cidad de discriminacién reducida y tendencia a la homoplasia no la
hacen recomendable para la aplicacién epidemiolégica de campo
pero que adn resulta adecuado para el analisis de la distribucién
de linajes, familias o subfamilias de MTBC. Sin embargo, los datos
obtenidos a partir del analisis de WGS también ofrecieron una alter-
nativa para los estudios de este tipo. Se propuso un juego de SNP
marcadores para los diferentes linajes que demostraron ser con-
sistentes y que simplificaban la metodologia a aplicar®2. Diferentes
propuestas se dirigieron a la identificacién simplificada de estos
SNP aprovechando la tecnologia mas habitualmente disponible en
el laboratorio, abarcando aproximaciones diversas, como la PCR en
tiempo real®?, las PCR alelo-especificas®?, asi como otros formatos
de analisis mas restringidos a laboratorios con mayores recursos,
como Luminex®? o SNaPshot>3.

Comentarios finales

M. tuberculosis presenta una estabilidad genética que ha obli-
gado a desarrollos metodolégicos especificamente adaptados a
esta singularidad. Los esfuerzos para optimizar técnicas adecuadas
para este patégeno nos han ofrecido una diversidad de métodos
que abarcan un amplio rango de capacidad de discriminacién. Por
ello, contamos con diferentes aproximaciones ajustables, con el fin
de adaptarnos a las necesidades de cada estudio. Disponemos de
analisis de baja discriminacién para abordar estudios de indole filo-
genética, evolutiva o de distribucién global de cepas, asi como de
métodos de discriminacién elevada para discernir con precision las
cadenas de transmision activa en una poblacién determinada, iden-
tificar contaminaciones de laboratorio, caracterizar recurrencias o
documentar microepidemias. La reduccién de costes en el andlisis
de cromosomas completos, asi como el desarrollo de sistemas de
andlisis bioinformaticos mas asequibles, han supuesto la transicién
natural de la epidemiologia molecular a una nueva epidemiologia
gendémica de la TB. Apoyados en estas estrategias, nuestra capaci-
dad de discriminacién es hoy maxima, tanto para la identificacién
precisa de cadenas de transmisién con un sélido soporte epidemio-
l6gico como para determinar la cronologia de dichas cadenas. Este
mismo analisis de WGS nos conduce identificar SNP marcadores de
gran consistencia, tanto con fines filogenéticos como para ser uti-
lizados como marcadores de cepas relevantes. Precisamente, estos
SNP marcadores de cepa, identificados mediante WGS, pueden pro-
tagonizar una nueva via de avance posgendémica apoyada en el
desarrollo de PCR especificas, de bajo coste y transferibles, dirigidas
a la vigilancia priorizada de cepas de alto riesgo en cada poblacién.
Este formato de trabajo podria dar pie a un nuevo modelo de la
vigilancia de la transmisién de la TB multinodal y descentralizado.
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