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Resumen

La aplicacion de estrategias de caracterizacion molecular ha transformado el
modo en el que abordamos el conocimiento de las dinamicas de transmision de
microorganismos patogenos. La reciente introduccién del andlisis genomico ha
supuesto una segunda revolucion en la capacidad de discriminacion entre cepas y
en la precision en la que podemos abordar los estudios epidemiolégicos. Sin
embargo, son necesarios nuevos esfuerzos para definir el modo mas adecuado de
integrar las aproximaciones moleculares y genémicas y adaptarlas a diferentes retos
epidemioldgicos y entornos de analisis.

Con este fin, en esta tesis se han definido dos bloques de trabajo, atendiendo
a infecciones i) de caracter comunitario, seleccionando a Mycobacterium
tuberculosis como patdgeno representativo y de alta relevancia global y ii) de
naturaleza nosocomial, enfocandonos en Mycobacterium chimaera, como
microorganismo responsable del problema emergente derivado de la exposiciéon a
dispositivos sanitarios contaminados, y en Pseudomonas aeruginosa MDR,
microorganismo de gran relevancia en brotes que implican transmisién persona-
persona.

Cualquier intento de optimizar los sistemas de vigilancia de la transmision de
la tuberculosis (TB) deben enfrentar el nuevo escenario global de la enfermedad,
como resultado de los movimientos migratorios internacionales. Siguiendo esta
premisa, abordamos la caracterizacion de la transmision de TB de alto riesgo, TB-
multirresistente, en uno de estos ejes migratorios, el que incluye Latinoamérica y
Europa. Nuestra investigacion comenzo caracterizando mediante MIRU-VNTR una
muestra de cepas MDR circulantes en Lima, Peru, que revel6 una elevada tasa de
transmision reciente en esa poblacidon. La comparacion de esos genotipos con los
identificados en cepas circulantes en poblacion migrante de Perl en Europa
identifico cepas coincidentes en Italia y Espafa. El analisis genomico determino con

precision la existencia de dos eventos de exportacion intercontinental de TB-MDR
3



desde Peru a Europa, que implicaban a dos variantes de cepas circulantes en Lima,
y que una de ellas habia sido responsable de una transmision activa posterior en
Florencia.

El estudio integrado entre Pert y Europa revel6 la necesidad de contar con
datos genotipicos de las cepas circulantes de MTB que permitieran abordar estudios
transnacionales similares en otros entornos. Lamentablemente, son numerosos los
paises de origen de migrantes que carecen de sistemas de epidemiologia molecular
sistematica. De esta necesidad, y tratando de compensar la brecha de conocimiento
existente entre los paises de origen y destino de migracion desarrollamos una
estrategia alternativa basada en i) genotipado sisteméatico por MIRU-VNTR de una
muestra de la poblacion a analizar para identificar las cepas mas prevalentes, ii)
caracterizacion por secuenciaciéon de genoma completo (WGS) de los clusters
prevalentes para identificar SNPs marcadores de cepa Y iii) desarrollo de PCRs
especificas dirigidas a esas cepas, que optimizaran y simplificaran su vigilancia
prospectiva a bajo coste.

La estrategia se piloté en Panama. El genotipado por MIRU-VNTR de una
coleccion de cepas en dos provincias de Panama (Panamay Colon) revel6 una alta
proporcion (50%) de aislados de MTB agrupados en cluster, con una distribucion
asimétrica de algunas cepas, predominantes, bien en Col6n, bien en Panama. El
analisis por WGS de parte de estos clusters permitio evidenciar que Unicamente uno
de ellos correspondia a eventos de transmision reciente, con aislados mostrando
baja diversidad entre ellos, mientras que el resto correspondian a cepas
prevalentes. El disefio de una serie de PCRs especificas permiti6 asegurar la
vigilancia prospectiva in situ de estas cepas, responsables de un tercio del total de
casos de TB de las poblaciones estudiadas.

Una de las cepas prevalentes en Colon correspondié al linaje Beijing. Debido
a que este linaje se ha asociado a una elevada virulencia y transmisién, se realiz6
una actualizacion rapida de su presencia en Colon, apoyados en una PCR
especifica, lo que reveld que es responsable del 57% de los casos incidentes. El
estudio integrado de los datos de WGS de todos los aislados identificados, junto con
4



los disponibles en bases de datos globales, permitié determinar que pertenece a
un sublinaje Beijing moderno, la rama asiatica africana 3 (Bmycl3, L2.2.5), y que
su posible entrada a Panama pudo ocurrir desde Vietnam, como indican los aislados
mas proximos filogenéticamente. El estudio de la diversidad acumulada por los
representantes de esta cepa en Panama permitié inferir que el periodo mas
probable para su entrada en el pais fue entre los afios 2000 y 2012.

Dada la rentabilidad en el estudio de la transmision de TB de la aplicacion de
nuestra estrategia combinada de genotipado dirigido, WGS y desarrollo de PCRs
especificas de cepas, era oportuno evaluar su transferibilidad al segundo area de
interés de esta tesis, las infecciones nosocomiales. Para ello, replicamos el
esquema de trabajo desarrollado para TB en la caracterizacion de un brote por P.
aeruginosa XDR, que implicaba a 14 pacientes, que se estaba abordando con
genotipado convencional (electroforesis de campos pulsados). El analisis por WGS
y la consiguiente PCR especifica de cepa dirigida a SNPs marcadores identificados
en el estudio gendmico, permiti6 descartar casos no relacionados, e identificar
casos nuevos que no habian sido sospechados. Ademas, definié la existencia de
brotes solapantes de menor dimension, permiti6 determinar el verdadero caso
indice, y finalmente, alertar de que el brote se mantenia aun activo en el momento
del andlisis.

Por ultimo, dentro de nuestro interés de optimizar la vigilancia de transmision
nosocomial, y tras habernos enfocado en la modalidad de transmision persona-
persona, era oportuno atender a eventos que implicaban exposicién a dispositivos
sanitarios contaminados. La reciente alarma global derivada de la exposicion de
pacientes sometidos a cirugia cardiaca a dispositivos “Heater-cooler” (HCU)
contaminados con Mycobacterium chimaera justificd nuestra atencion sobre este
segundo evento como modelo de estudio. Como respuesta, evaluamos la utilidad
de aplicar una PCR en tiempo real para la identificacion de M. chimaera, basada en
el andlisis gendmico de sus secuencias especificas, con el fin de dar una doble
respuesta para: i) optimizar la vigilancia ambiental prospectiva, directamente sobre

las muestras de agua de los dispositivos HCU e ii) identificar retrospectivamente
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casos infectados por este microorganismo que hubieran pasado desapercibidos. La
estrategia mostro su utilidad para la identificacion precoz de dispositivos HCU
contaminados, permitiendo su monitorizacion y desveld la infeccién por M. chimaera
en un paciente que habia sido sometido a cirugia cardiaca en una institucion
diferente a la nuestra. El estudio por WGS del aislado del paciente y de los obtenidos
de los dispositivos contaminados, permiti6 demostrar la participacion de la cepa

responsable del brote global.



Summary

The application of molecular strategies has transformed the way in
which we approach the analysis of pathogenic microorganisms transmission
dynamics. The recent introduction of genomic analysis has caused a second
revolution in the ability to discriminate between strains and in the precision in
which we can approach epidemiological studies. However, further efforts are
needed to define the most suitable way to integrate molecular and genomic
approaches and to adapt them to different epidemiological challenges and
analytical settings.

With this aim, this thesis has been organized in two work packages,
focusing on infections i) at the community setting, selecting Mycobacterium
tuberculosis as a representative pathogen with a high global relevance, and ii)
at the nosocomial context, selecting Mycobacterium chimaera, as a
microorganism responsible for the emerging alarm derived from exposure to
contaminated health-care devices, and MDR Pseudomonas aeruginosa, a
relevant microorganism as responsible for outbreaks involving person-to-
person transmission.

Any attempt to optimize tuberculosis (TB) transmission surveillance
must face the new global scenario for this disease, as a result of international
migratory movements. Following this premise, we approach the
characterization of high-risk TB, multidrug-resistant TB, transmission in one of
these migratory axes, the one involving Latin America and Europe. We started
characterizing by means of MIRU-VNTR a sample of MDR circulating strains in
Lima, Peru, which revealed a high rate of recent transmission in that population.
The comparison of those genotypes with those identified circulating among the
Peruvian migrant population in Europe identified shared strains in Italy and
Spain. Genomic analysis accurately determined the existence of two
intercontinental exportation events of MDR-TB, from Peru to Europe, involving

two variants of circulating strains in Lima, one of them being responsible for a
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subsequent active transmission in Florence

The integrated study between Peru and Europe revealed the need for
acquiring genotypic data from circulating MTB strains, which would allow to
perform similar transnational studies in other settings. Unfortunately, there are
many countries of origin of migrants that lack systematic molecular
epidemiology programs. From this limitation, and trying to compensate the
knowledge gap between the host countries and the countries of origin of
migrants, we designed an alternative strategy based on i) systematic
genotyping by MIRU-VNTR of a sample from the population to be analyzed, in
order to identify the most prevalent strains, ii) characterization by whole
genome sequencing (WGS) of the prevalent clusters to identify strain-marker
SNPs and iii) tailoring specific PCRs targeting those strains, which will optimize
and simplify their prospective low-cost surveillance.

A pilot study for this strategy was run in Panama. A collection of strains
from two Panama provinces (Panama and Colon) was genotyped by MIRU-
VNTR, and revealed a high proportion (50%) of MTB clustered isolates, with an
asymmetric distribution of some strains, predominant either in Colon or in
Panama. The analysis by WGS of these clusters allowed us to determine that
only one of them corresponded to recent transmission, with isolates showing
low diversity among them, while the remaining corresponded to prevalent
strains. The design of a set of specific PCRs made it possible to ensure
prospective on-site surveillance of these strains, which were responsible for a
third of all TB cases in the populations studied.

One of the prevalent strains in Colon corresponded to the Beijing
lineage. Because this lineage has been associated with high virulence and
transmission, a rapid update of its presence was carried out in Colon, supported
by a specific PCR, revealing that it is responsible for 57% of all incident cases.
The integrated study of the WGS data from all the isolates, with those available
in global databases, made it possible to determine that it belongs to a modern
Beijing sublineage, the African Asian branch 3 (Bmyc13, L2.2.5), being Vietnam



the most likely origin, as indicated by the phylogenetically closest isolates. The
study of the diversity accumulated by this strain representatives in Panama
allowed us to infer that 2000-2012 was the most likely period for its entrance to
the country.

Given the cost-effectiveness shown by our combined strategy of
directed genotyping, WGS and development of strain-specific PCRs, in the
study of TB transmission, we pursued to evaluate its transference to the second
area of interest of this thesis, nosocomial infections. With this aim, we replicated
the work scheme developed for TB, now for the characterization of an XDR P.
aeruginosa, involving 14 patients, which had been approaches only by
conventional genotyping (pulsed field electrophoresis). The analysis by WGS
and the consequent strain-specific PCR targeting strain-marker SNPs identified
from the genomic analysis, allowed us to rule out unrelated cases and to identify
another new cases that had not been suspected. In addition, it defined the
existence of overlapping outbreaks of a smaller magnitude, identified the true
index case, and finally, alerted that the outbreak was still active at the time of
analysis.

Finally, due to our interest in optimizing nosocomial transmission
surveillance, and after having focused on an example of person-person
transmission, it was appropriate to focus on other events involving exposure to
contaminated health-care devices. The recent global alarm caused by the
exposure of patients undergoing cardiac surgery to “heater-cooler” (HCU)
devices contaminated with Mycobacterium chimaera justified our attention on
this second event as a study model. We evaluated the usefulness of applying
a real-time PCR. based on the genomic identification of specific M. chimaera
sequences, for the fast identification of this bacteria, in order to assure a double
response to: i) optimize prospective environmental monitoring, analyzing
directly water samples from the HCU devices and ii) retrospectively identify
cases infected by this microorganism that would have gone unnoticed. The
strategy showed its usefulness for the early identification of contaminated HCU
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devices, allowing their monitoring and revealed M. chimaera infection in a
patient who had undergone cardiac surgery in an institution different from ours.
The WGS study of this patient isolate and of those obtained from the
contaminated devices, allowed us to demonstrate the involvement of the strain

responsible for the global outbreak.
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Introduccion

Capitulo I. Transmisién de Mycobacterium tuberculosis en

entornos comunitarios complejos

1. La Tuberculosis
1.1. Origen y descripcion historica

La tuberculosis (TB) es una enfermedad causada por diferentes especies del
Complejo Mycobacterium tuberculosis (MTBC), de sus 8 miembros, Mycobacterium
tuberculosis (MTB) es el principal responsable de la enfermedad en humanos. A
mediados del siglo XVII ya se especulaba que un tubérculo era el causante de la
enfermedad, pero no fue hasta finales del siglo XIX cuando se conoci6 con certeza
el microorganismo responsable, en 1882 el médico e investigador Robert Koch hizo
la primera descripcién del bacilo responsable de todas las formas de TB [1].

La TB ha sido, histéricamente, una de las principales causas de muerte en
todo el mundo. El avance del desarrollo econémico y social supuso una mejora en
las condiciones de vivienda, higiene y nutricion de la poblacién, que condujo a la
disminucién de los casos (1-2% por afio) y de las muertes debidas a la TB en
Europa, Norteamérica y otros paises del mundo [2]. En 1921, se desarrollé la
primera vacuna para prevenir la infeccion por MTB (BCG; Bacille Calmette Guérin).
Su grado de eficacia fue analizado, inicialmente, en nifios entre los afios 1927-1930.
En un estudio realizado en Suecia en 4009 nifilos vacunados, la mortalidad de TB
se redujo a 2.3%, mientras que en los nifios no vacunados la tasa de mortalidad fue
notablemente mayor, en torno al 9.6% [3]. Se trata de una vacuna que ha generado
mucha polémica a lo largo de sus casi 100 afios de historia, debido a que los
resultados de eficacia obtenidos varian en funcion del pais y la poblacion diana de
los estudios realizados. Con el tiempo se ha ido demostrando que su eficacia
disminuye con la edad, por lo que presenta baja proteccion en el adulto, ademas,
se ha descrito que protege mayoritariamente de las formas diseminadas de la TB y
que tiene menos cobertura frente a las formas pulmonares. A pesar de esto, no
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existe en el mercado ninguna vacuna de mayor eficacia, por tanto, todavia en
muchos entornos se sigue utilizando la BCG como vacuna preventiva contra la TB.
En la actualidad, hay varias vacunas en desarrollo, algunas prometedoras y en fases
clinicas bastante avanzadas, como MTBVAC (de la Universidad de Zaragoza,
Espaiia) [4].

La introduccién de los primeros farmacos contra la TB entre 1945-1952
permitié la implementacién de nuevos regimenes de tratamiento combinado de muy
larga duracién. La poca eficacia de estos primeros farmacos condujo al desarrollo e
integracion de nuevos agentes terapéuticos (1952-1966) que mejoraron
notablemente las tasas de curacién, disminuyendo el nimero de recaidas, por
debajo del 2% y reduciendo significativamente el tiempo de tratamiento (de 24 a 6
meses) [5]. Los resultados de este nuevo régimen de tratamiento fueron tan
alentadores que se llego a especular con la erradicacion total de la TB en un periodo
relativamente corto de tiempo. Sin embargo, a finales del siglo XX tuvo lugar el
resurgimiento de la TB con un incremento del numero de casos en todo el mundo
debido a diferentes factores como la emergencia de las resistencias a farmacos (por
la falta de adherencia al tratamiento), la aparicién del VIH, los brotes en entornos
cerrados (refugios y prisiones), los movimientos poblacionales y las carencias en
los programas de control. La suma de estos componentes cambi0 las caracteristicas
clinicas, la dinamica y la epidemiologia de la TB en grandes ciudades del mundo
[6]. En 1992 el numero de casos de TB registrados en la ciudad de Nueva York (EE.
UU) lleg6 a representar el 14% los casos del pais [6, 7]. En Londres en 1998, se
observd un incremento de hasta un 71% del total de casos de TB,
fundamentalmente entre pacientes coinfectados con VIH e inmigrantes procedentes
de paises de alta prevalencia [8]. Ademas, se observo un aumento en la tasa de
nuevos casos de TB resistente a farmacos en diferentes partes del mundo como en
Estonia (14.1%), China (10.8%) y Letonia (9.0%) [5]. En los dltimos afos gracias a

la introduccién de nuevos sistemas de diagndéstico y de deteccion de resistencias,
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la implementacion de programas de vigilancia y la mayor adherencia al tratamiento
debido a la aplicacién de DOTS (Sistema de Tratamiento por Observacion Directa)
se ha reducido sustancialmente esta tendencia, con una disminucion historica de
hasta un 10% por afio en algunos paises (China, Camboya, Inglaterra y Gales,

Paises Bajos) [9].

Actualmente, el dltimo informe de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
[10] estima que 10 millones de personas enfermaron de TB en el afio 2018, una cifra
gue se ha mantenido relativamente estable en los Ultimos afios. La carga de
morbilidad varia enormemente entre paises, con un promedio mundial de alrededor
de 130 casos por 100,000 habitantes/afio (Figura 1) [10]. A pesar de que la
incidencia de TB ha disminuido levemente en el mundo (1.5% al afio), suficiente

para alcanzar los objetivos e hitos de la OMS para 2030, que persiguen reducir la
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Figura 1. Incidencia estimada de tuberculosis en el mundo en el afio 2018. (WHO: Global
Tuberculosis Report 2019) [10].
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tasa de incidencia de TB un 80% y el numero de muertes un 90% con respecto a
2015. Se deben seguir reforzando las medidas de vigilancia y control para disminuir
significativamente estas cifras y tratar de acercarse a los objetivos planteados [10,
11].

1.2. Diversidad genética del Complejo Mycobacterium tuberculosis

El Complejo Mycobacterium tuberculosis esta formado por un grupo de
especies bacterianas que comparten entre si el 99% de identidad genética, la
principal diferencia entre los miembros del complejo est4 relacionada con la
adaptacién al huésped primario, ya sea humano o animal [12]. Los anlisis
filogenéticos de las micobacterias que infectan a humanos demuestran que los
distintos linajes proceden de un mismo ancestro comun y que estan distribuidos en
distintas regiones geograficas. El MTBC que comprende 7 linajes adaptados a
humano (M. tuberculosis), incluyendo, ademas, a M. canettii, como ancestro de
origen comun de las especies del complejo. Entre las especies del MTBC adaptadas
a animales estan: M. bovis (ganado), M. caprae (ovejas y cabras), M. microti
(topillos) y M. pinnipedii (focas y leones marinos) (Figura 2) [12, 13].

Inicialmente se pensaba que los humanos habian adquirido la TB durante la
época del Neolitico a partir de la domesticacion del ganado, sugiriendo que M.
tuberculosis provenia de Mycobacterium bovis. Sin embargo, actualmente gracias a
los analisis genémicos se ha podido demostrar que es lo contrario. M. bovis ha
perdido varios genes que todavia estan presentes en M. tuberculosis, por lo que las
especies adaptadas al hombre son anteriores y mas antiguas que M. bovis. El
origen comun y la marcada distribucion geografica de las cepas del MTBC sugiere
que estas bacterias podrian haber acompafado al humano en su migracion y

posteriormente diversificarse en la poblacion [14, 15].
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M. canettii in East Africa and STBs
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Figura 2. Relaciones evolutivas entre miembros del complejo Mycobacterium tuberculosis.

(Galagan, 2014: Genomic insights into tuberculosis) [13].

La distribucion filogenética divide los linajes de MTB en 2 grupos (Figura 3):
1) Grupo de cepas “ancestrales o antiguas”, que incluye los linajes 1 (Indo-
Oceénico), 5 y 6 de Mycobacterium africanum (oeste de Africa) y el linaje
7 (Etiopia). Dentro de este grupo, el linaje 1 parece ser el mas antiguo respecto a
los otros. 2) Grupo de cepas “modernas” que incluye tres linajes: el linaje 4 (Euro-
Americano), el linaje 2 (este asiatico) y el linaje 3 (este de Africa y Asia central). Los
linajes 2, 3y 4 comparten todos ellos una misma delecion, TbD1. Las cepas de los
linajes modernos son mas virulentas que las de los linajes antiguos. Los linajes 2 y
4 son responsables de la mayoria de los casos de TB y de los brotes de TB-MDR
en el mundo, lo que sugiere una mayor capacidad de éxito evolutivo y una mejor
adaptacion a diferentes poblaciones humanas [12, 16-20].
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Figura 3. Andlisis filogenético de 220 cepas del MTBC (Brites & Gagneux, 2015: Co-
evolution of M. tuberculosis and Homo sapiens) [16].

El linaje 2 (familia de Asia oriental, principalmente de Beijing) se asocia a
cepas de alta transmisibilidad, resistencia y virulencia [21]. La familia Beijing
predomina en Asia oriental y sudoriental y en los paises de la antigua Union
Soviética[18, 21]. Se estima que las cepas de la familia Beijing representan
aproximadamente el 50% de las cepas del este de Asia y al menos el 13% de las
cepas en todo el mundo [22].

En América, la prevalencia del genotipo Beijing varia ampliamente (<10% del
total de casos), aunque en algunos entornos de Estados Unidos se han llegado a
reportar ~ 25% de los casos [18], el 9% en Peru, el 2.15% en México, el 0.12% en
Brasil y el 0.5% en Paraguay [23].

En Europa occidental, el sublinaje Beijing es mas comun entre los pacientes
inmigrantes con tuberculosis, de manera que, la proporcion de casos de TB-Beijing

puede reflejar la importancia de la inmigracién en una determinada poblacion. Los

18



Introduccion

inmigrantes llegaron a representar mas del 50% de los casos de TB en Londres, los
Paises Bajos, Francia, Dinamarca y Suecia, en comparacion a otros paises con
menor porcentaje de casos, Italia (25%), Austria (24%), Finlandia (8%) y Espafa
(4%) [24].

2. Aspectos generales de Mycobacterium tuberculosis
2.1. Transmisién, inmunidad y patogenia

La forma de transmision habitual de MTB es a través de gotas de “Flugge”,
gotitas diminutas en torno a 1 a 5 um que los pacientes expulsan al hablar, toser o
estornudar, siendo el huésped humano su reservorio natural [25]. El riesgo de
infeccion tras la exposicidn esta determinado por diferentes aspectos como el grado
de infectividad de la fuente bacteriana, la cercania de los contactos, el entorno en
el que ocurre la exposicion (ambientes cerrados, masificados o mal ventilados) y
otros factores de riesgo del huésped como el estado del sistema inmune,
alcoholismo y el consumo de drogas [26, 27].

El riesgo de adquirir TB aumenta cuando el tiempo de contacto es
prolongado y con la demora en el diagndéstico de los casos transmisores, por tanto,
es crucial acelerar el diagnostico para interrumpir la transmision y optimizar el
tratamiento [28]. La mayor probabilidad de riesgo de contagio se da cuando los
pacientes presentan alta carga bacilar en el esputo, con concentraciones mayores
a 10* unidades formadoras de colonias (CFUs) y cuando muestran cuadros clinicos
de TB pulmonar cavitada, endobronquial o laringea [29, 30].

Tras la inhalacion de los bacilos se pueden dar principalmente tres tipos
progresion: 1) eliminacién de la infeccién, 2) TB latente o 3) TB activa. En el primer
caso, el bacilo es eliminado por el sistema inmunitario y esto depende de la salud
del individuo, del estado de su sistema inmunitario y de las comorbilidades
asociadas [31]. En la mayor parte de las ocasiones, aunque la bacteria no sea

completamente eliminada, la respuesta inmune del paciente es lo bastante eficaz
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como para controlar la infeccion y, en torno al 90% de las personas infectadas nunca
desarrollard la enfermedad clinica y permanecerd con el bacilo en estado
quiescente toda su vida, es lo que se conoce como TB latente. En un pequefio
porcentaje de los casos de TB latente se produce la reactivacion de la bacteria y
evoluciona a enfermedad activa [32]. En el tercer caso, los pacientes tras la
exposicion al bacilo desarrollan directamente la enfermedad. Al principio tiene lugar
una etapa pre-activa, donde el paciente presenta una leve sintomatologia
subclinica, sin sintomas claros donde la baciloscopia del esputo puede ser negativa
por la baja carga bacilar. Tras esta etapa, cuando la persona desarrolla la TB activa,
la sintomatologia clinica es clara con fiebre, tos y pérdida de peso. Siendo el
diagnostico mas evidente en esputo, cultivo y en otras pruebas moleculares [31].
El sistema inmunitario juega un papel crucial durante la infeccion por TB.
Cuando los bacilos alcanzan los alveolos pulmonares, son fagocitados por los
macréfagos para tratar de evitar la progresion de la infeccién [31]. En este punto se
producen 2 tipos de respuesta inmunitaria especifica: una respuesta celular donde
los macréfagos inducen la activacion y la destruccidn de los bacilos y otra respuesta
humoral que genera un mecanismo de respuesta frente a los antigenos bacilares
que destruyen los macrofagos inactivados que han fagocitado a los bacilos durante
la infeccion. De esta manera, el sistema inmunitario puede controlar la progresion
de la infeccion, pero cuando el sistema es descompensado por factores de
inmunosupresién/morbilidad la infeccion progresa [31, 33]. La mayor respuesta
celular estd representada por la fagocitosis de M. tuberculosis mediada por
macrofagos. Los mecanismos de resistencia de MTB en el macrofago ayudan al
progreso de la infeccion, la bacteria es capaz de sobrevivir en el interior del
fagosoma donde se replica y se multiplica causando la lisis del macréfago,
facilitando la liberacion de bacilos que aumentan el nUmero de células en necrosis

y generando lesiones granulomatosas [34].
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Los pacientes con TB pulmonar activan que reciben esquemas terapéuticos
eficaces durante un periodo de tiempo suficiente, normalmente, se curan de la
enfermedad. Sin embargo, existe una proporcion variable de estos pacientes que
sufren recurrencias, desarrollando de nuevo tuberculosis. La recurrencia de la TB
activa después del tratamiento de un episodio de enfermedad inicial puede ocurrir
debido a una reactivacion enddégena (con la misma cepa) 0 a una reinfeccion
exdgena (con una cepa diferente). Las reactivaciones se deben principalmente a un
mal manejo de la enfermedad, por la mala adherencia al tratamiento o por la
administracion incorrecta de los farmacos. En paises con una incidencia baja o
intermedia de TB, generalmente las recurrencias se deben a reactivaciones y suelen
oscilar entre el 1.2 y 7.0%. Por el contrario, en paises de alta incidencia, las
recurrencias de dan en un 14% de los pacientes correctamente tratados y en su
mayoria son debidas a nuevas infecciones, mas que a reactivaciones de la

enfermedad inicial [35, 36].

2.2. Formas de presentacion clinica

Las manifestaciones clinicas de la TB son variadas e inespecificas, ya que
ninguan signo o sintoma es exclusivo de la enfermedad. La aparicion del cuadro
clinico depende de diferentes factores del huésped, del agente infeccioso y de la
interaccion entre ambos (huésped-patdgeno). La mayoria de las infecciones por TB
se presentan como tuberculosis pulmonar, pero pueden existir también, con relativa
frecuencia, otro tipo de manifestaciones extrapulmonares (ganglionares, gastricas,

urinarias, etc) [37].

2.2.1. Tuberculosis pulmonar
La infeccion pulmonar se adquiere por via aérea. La manifestacion clinica
suele ser en resultado de varias semanas de evolucion, predominado los sintomas

generales como fiebre, sudores frios, pérdida de peso, anorexia, malestar y
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debilidad. Puede aparecer dolor pleuritico, disnea e incluso insuficiencia respiratoria
aguda. En la fase més evolucionada, normalmente, aparece tos, que evoluciona de
tos seca a tos purulenta y, en ocasiones, presenta estrias de sangre en el esputo
[37]. Cuando no se diagnostica a tiempo y se proporciona el tratamiento adecuado,

puede provocar la muerte.

2.2.2. Tuberculosis extrapulmonar

Aparece tras la diseminacion sanguinea de la bacteria y practicamente todas las
localizaciones anatémicas pueden verse afectadas, las mas frecuentes son los
ganglios linfaticos, la pleura, el aparato urinario, los huesos y articulaciones, las
meninges, el peritoneo y el pericardio. La diseminacion hematdgena es mas
frecuente en pacientes coinfectados con VIH y, por eso, con mucha frecuencia
presentan tuberculosis extrarrespiratorias. La tuberculosis en los ganglios linfaticos
es la forma mas comun de tuberculosis extrapulmonar, en concreto los ganglios

cervicales y supraclaviculares son los mas frecuentemente afectados [38, 39].

2.3. Factores implicados en la enfermedad

Las personas infectadas por MTB con mayor riesgo de desarrollar la
enfermedad tuberculosa pueden dividirse en dos grupos: 1) individuos infectados
recientemente y 2) pacientes con condiciones clinicas que incrementan el riesgo de
progresion.

En el primer grupo se incluyen contactos intimos de pacientes con TB activa,
conversores de tuberculina positiva (2 afios previos), sobre todo en el primer afio,
inmigrantes recientes (< 5 afios) de paises con tasas altas de TB, nifios en los
primeros 2 afios de vida y, en menor grado, adolescentes y jovenes. Otros factores
gue aumentan el riesgo de infeccion son el tiempo en prision, el acceso a atencion
meédica o los viajes prolongados en areas de alto riesgo. La mayor parte de la TB

se observa en poblaciones adultas, el riesgo aumenta con la edad.
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En el segundo grupo se incluyen pacientes infectados por VIH, pacientes con
TB previa o lesiones fibréticas no tratadas, individuos con déficit ponderal superior
al 5%, diabetes, abuso de drogas, pacientes tratados con farmacos inhibidores del
factor de necrosis tumoral (TNF), corticoides, inmunodepresores y otras

complicaciones clinicas [29].

3. Diagnéstico y tratamiento de MTB

El diagnostico precoz de la TB es crucial para el tratamiento adecuado del
paciente y la contencién de la transmision. La mejora en la identificaciéon de la
infeccién por MTB, incluyendo la TB latente, la TB activa y la farmacorresistencia,
tiene un profundo efecto en la salud publica. Existen métodos de diagnostico que
permiten la deteccion de la infeccion de la TB latente (pruebas inmunoldgicas) y de
la enfermedad de activa (baciloscopia, cultivo y pruebas moleculares).

El diagnostico de la TB latente es muy retador debido a la clinica asintomética
del paciente. El primer rastreo de la infeccion de pacientes con TB latente se basa
en la deteccién de la respuesta inmune a MTB, normalmente, se emplea la prueba
de tuberculina o Mantoux [40]. Otro test comercial disponible es la prueba del
Interferébn gamma (IFN-y) conocida bajo en acrénimo de IGRA (Interferon-gamma-
release assays), se trata de una prueba diagnéstica in vitro a partir de muestras de
sangre heparinizada de los pacientes [41]. Un resultado positivo de alguna de estas
pruebas, solo indica que la persona ha sido infectada con MTB, pero no pueden
precisar si se encuentra de forma latente o si ha sido completamente eliminado por
el sistema inmunitario, por tanto, son los criterios médicos y clinicos los que
determinan si el paciente debe iniciar un tratamiento preventivo, que suele consistir
en 6-9 meses con isoniacida.

Para el diagndstico de la tuberculosis activa se emplean pruebas
radiologicas, la identificacion del bacilo en muestra clinica y el aislamiento de la

bacteria en cultivo. En primer lugar, se realiza la baciloscopia sobre muestra clinica
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se trata de una prueba sencilla basada en la tincion &cido-alcohol resistente que
permite la deteccién del género Mycobacterium. El aislamiento de la bacteria a partir
de cultivo en medios especificos supone el diagndstico definitivo, pero implica largos
periodos de tiempo, por lo que, aunque se considera fundamental, se han
desarrollado métodos moleculares que permiten la identificacion de la especie y el
perfil de resistencias a partir de la muestra clinica lo que permiten adelantar
enormemente el inicio de la administracién del tratamiento mas adecuado para el

paciente.

3.1 Diagnostico inmunolégico
3.1.1. Prueba de la Tuberculina

La prueba de tuberculina es ampliamente utilizada por su bajo coste
econdémico y su facil realizacién. La prueba de la tuberculina ha sido hasta hace muy
pocos afios el Unico método diagndstico para detectar la infeccion tuberculosa
latente. Consiste en la administracion intradérmica de un derivado proteico
purificado (PPD) de M. tuberculosis. La lectura, se realiza tras 48-72 horas, en caso
de exposicion previa con el bacilo, se observara una induracion (mayor o igual a 5
mm de didmetro) como consecuencia de la reaccién inmunolégica del paciente
frente a la infecciébn. Hay que tener en cuenta que, en casos de infeccion por
bacterias no tuberculosas o pacientes vacunados con BCG, la prueba puede ser
positiva, en este caso, se trataria de un falso positivo. De la misma manera, se
pueden producir falsos negativos en casos de infeccion reciente (entre 8 y 10
semanas tras el contacto) o muy antigua, pacientes inmunodeprimidos o en caso de
una incorrecta aplicacion de la prueba [41], por tanto, en caso de sospecha es

necesario la implementacion de otra prueba confirmatoria.
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3.1.2. Prueba de interferén gamma (IFN-y)

Es una prueba de diagnéstico in vitro de la infeccion latente. Se basa en la
deteccidn del interferon gamma (IFN-y) liberado por las células T en la sangre, una
citocina fundamental en el control de la infeccion por M. tuberculosis, en respuesta
a la estimulacién con antigenos especificos de los bacilos de MTBC [40, 41].
Actualmente existen dos kits comerciales para realizar la prueba, la T-SPOT vy el
QuantiFERON. La T-SPOT requiere la separacion de las células mononucleares de
la sangre periférica, que, tras ser estimuladas con antigenos especificos, ESAT-6
(early secretory antigenic target 6) y CFP-10 (culture filtrate protein), son analizadas
mediante la técnica de ELISPOT. Mientras que la prueba de QuantiFERON se
realiza mediante la incubacion de la sangre total con los antigenos especificos
ESAT-6, CFP-10 y TB 7.7, la lectura y determinacion de la cantidad de IFN-y se
realiza mediante ELISA. Aunque el costo es mas elevado, la prueba IGRA es mas
especifica que la prueba de la tuberculina produce menos reacciones cruzadas con

la vacunacién y permite una interpretacion objetiva de los resultados [40-42].

3.2. Diagnéstico microbiolégico

El objetivo del diagndstico microbioldgico es el aislamiento e identificacion
del organismo causante de la enfermedad y, en Ultima instancia, conocer el perfil de
resistencia a farmacos. Para ello es necesario disponer una muestra adecuada, en
el caso de la TB pulmonar es necesario obtener dos a tres esputos del paciente en
dias consecutivos [43]. La obtencién de una muestra de calidad depende de los
pacientes: en los nifios, la obtencion de un esputo adecuado es dificil debido a su
poca capacidad para expectorar y generar un esputo productivo, por lo que se
suelen emplear el aspirado gastrico y los lavados bronquiales o broncoalveolares
[43, 44]. En casos de TB extrapulmonar, se recogeran las muestras
correspondientes al 6rgano afectado: orina, liquido cefalorraquideo, sangre, medula

0sea, biopsia ganglionar, etc.
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3.2.1. Andlisis microscépico (baciloscopia)

Mediante la baciloscopia se busca visualizar la presencia del bacilo en la
muestra del paciente. Las micobacterias son dificiles de tefir con los colorantes
basicos habituales debido al alto contenido de lipidos y acidos grasos en su pared
celular, especialmente los &cidos micdlicos, sin embargo, gracias a su acido-alcohol
resistencia (AAR), se pueden visualizar utilizando otros procedimientos. Los
meétodos clasicos de tincidn son el Ziehl-Neelsen, que utilizan la solucion de fucsina
fenicada como colorante primario, que tifie a la micobacteria de color rojo sobre un
fondo azul o verde, dependiendo del contra-colorante utilizado [45].

Otro método ampliamente usado es la tincién fluorescente basada en
Auramina-Rodamina. Al observar la preparacion con luz ultravioleta, el
microorganismo aparece fluorescente de color amarillo o naranja dependiendo del
filtro empleado [46]. La finalidad de la baciloscopia es cuantificar la cantidad de
bacilos presentes en la muestra, el resultado de la lectura se refleja mediante el

namero de bacilos por campo y el método de tincion empleado [29].

3.2.2. Cultivo bacterioldgico

El cultivo es un método estandar de confirmacion de diagnéstico de la
enfermedad. Es un método sencillo que permite el aislamiento de la bacteria,
realizar estudios de sensibilidad antibiética y de caracterizacion molecular del
microorganismo. Entre los métodos de cultivo clasicos estan los medios soélidos
como el 7H10, 7H11 de Middlebrook, Lowenstein-Jensen con base de huevo y
medios liquidos enriquecidos como el 7H9 de Middlebrook. Ademas de estos
métodos, existen otros métodos automatizados que permiten la deteccién
automatica de crecimiento bacteriano. Entre estos, el mas extendido es el sistema
BACTEC-MGIT 960 que mide consumo de oxigeno mediante fluorescencia, o el
método BACT/ALERT 3D que mide la produccion de dioéxido de carbono mediante

colorimetria, estos métodos mejoran el tiempo de respuesta obteniendo los
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resultados en poco menos de dos semanas [47]. Una vez que el sistema informa de
un crecimiento positivo es posible abordar el estudio de sensibilidad antibiotica

mediante cultivo estandar o automatizado.

3.2.2.1. Métodos de sensibilidad antibi6tica

a) Método de las proporciones: Este es un método fenotipico en el que se

mide el crecimiento micobacteriano en medio soélido con concentraciones
estandarizadas de los farmacos de primera y segunda linea [48, 49]. El
procedimiento se realiza inoculando cantidades iguales de varias diluciones de un
in6culo estandarizado en un medio a base de agar con y sin el farmaco de prueba.
Se realiza en conteo de las colonias sin ninguno de los medicamentos (control). Las
colonias del medio sin antibiético indican el numero total de bacilos sembrados y las
colonias sobre el medio con antibi6tico indican los bacilos resistentes. La relacion
de los segundos con los primeros indica la proporcion de bacilos resistentes que
existe en esa poblacion estudiada. Por debajo de una determinada proporcion,
denominada critica, la cepa se considera sensible, y por encima, resistente. Una
cepa serd resistente cuando exista crecimiento, en presencia del farmaco,
equivalente al menos a un 1% del observado en el control [50]. Su mayor
inconveniente es la demora en la obtencién del resultado, porque depende del
crecimiento en cultivo de MTB.

b) Métodos automatizados: La prueba de sensibilidad basada en cultivo
liquido se lleva a cabo por métodos automatizados (BACTEC-MGIT, 960/BACTEC

460 TB system o Culture System Il) [51-53], que acortan el tiempo de obtencién de

resultados, ya que permiten realizar simultaneamente el cultivo de MTB, y el estudio
de resistencias frente a los dos farmacos mas utilizados en el tratamiento de la TB
(rifampicina e isoniazida). La tecnologia BACTEC-MGIT 960 permite el monitoreo

continuo de la fluorescencia positiva por el crecimiento bacteriano.
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3.3. Diagnéstico molecular.

Los métodos moleculares tienen la ventaja de que, en la mayoria de ellos, la
identificacion de M. tuberculosis no requiere cultivo y, por tanto, se agiliza mucho el
diagnostico. Se trata de métodos de alta sensibilidad que permiten la identificacion
en muestras de baja carga superando la deteccién basada en baciloscopia. Los
métodos moleculares comerciales principalmente estan basados en sondas de
hibridacion o en PCRs (reaccion en cadena de la polimerasa) especificas para

caracterizar especies o perfiles de resistencia de las micobacterias.

3.3.1 Métodos de hibridacion

Los métodos de hibridacion se basan en la inmovilizacion de sondas
especificas de ADN del MTBC sobre un soporte de membrana de nitrocelulosa y la
realizacion de la hibridacion con la muestra problema, por ultimo, se lleva a cabo un
revelado enzimatico. Existen varios métodos comerciales que permiten identificar
MTBC (INNO-LIPA MYCOBACTERIA v2 y GenoType CM) [54-56] y medir
resistencias a farmacos de primera y segunda linea (INNO-LIiPA y GenoType
MTBDRplus/ MTBDRsl) [57, 58].

Para la caracterizacion de micobacterias a nivel de especie, se encuentra el
sistema de GenoType MTBC que permite la identificacion de MTB, asi como de
micobacterias no tuberculosas. Este método se fundamenta en la amplificacion de
una zona concreta del espacio intergénico de 16S-23S ADNr y la hibridacion del
producto amplificado sobre las diferentes sondas inmovilizadas en una tira de
nitrocelulosa. El método se puede aplicar a partir de cultivos liquidos o sélidos. Al
hibridar con multiples zonas simultaneamente, estos métodos permiten la deteccion
de posibles coinfecciones por diversas especies del MTBC en una misma muestra.
Por tanto, es de gran utilidad epidemiolégica e intervencion terapéutica.

Para evaluar la resistencia a farmacos, dos métodos son los mas utilizados,

el kit de GenoType MTBDRplus, para la identificacion de resistencia a isoniazida (H)
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y rifampicina (R), revela mutaciones en los genes katG, inhA y rpoB, mientras que
GenoType MTBDRsI detecta resistencia a un ndmero mayor de farmacos: a
fluoroquinolonas (FQ), etambutol (E), aminoglucésidos (kanamicina, KAN;
amikacina, AMK; viomicina, VIO) y péptidos ciclicos (capreomicina, CAP) al

identificar mutaciones en tres loci diferentes, gyrA, embB y rrs [57, 58].

3.3.2 Métodos basados en PCR

Los métodos basados en PCR son rapidos, sencillos y, en general, de
elevada sensibilidad. Se han desarrollado PCRs convencionales y en tiempo real
en diferentes formatos (simplex o multiplex) que se pueden aplicar sobre muestras
clinicas directamente para la identificacion de micobacterias y para la identificacion
de mutaciones de resistencia (rpoB, inhA) (Xpert MTB/RIF, Cepheid), lo que ha
permitido agilizar el diagndstico y el tratamiento de la TB. Las dianas genéticas mas
comunes se basan en la amplificacion de regiones conservadas del ADN (regién
16s-23s ribosomal, hsp65, rpoB, IS6110, etc.) para la caracterizacién genotipica del
MTBC [59-62].

3.3.2.1. Ensayo GenXpert
El GeneXpert MTB/RIF (Cepheid) es una plataforma de PCR en tiempo real

automatizada, integrada y semicuantitativa que permite un diagndstico
bacteriol6gico rapido de MTB y ofrece la posibilidad de conocer mutaciones de
resistencia a rifampicina en menos de 2 horas. La rifampicina es un farmaco clave
en el tratamiento de la tuberculosis, casi todas las cepas resistentes a este farmaco
lo son también a isoniacida y, por lo tanto, la resistencia a rifampicina se considera
un marcador de multirresistencia (resistencia a isoniacida y rifampicina). Cerca del
96% de las cepas de MTB resistentes a rifampicina presentan una mutacién en una

region de 81 pb del gen rpoB que codifica para la subunidad beta de la ARN
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polimerasa (region hot spot), que es la region diana sobre la que se centra el andlisis
del Xpert MTB/RIF [63].

La plataforma Xpert consiste en un sistema cerrado que utiliza cartuchos
desechables de un sélo uso que son independientes para el procesamiento de la
prueba, lo que reduce al minimo el riesgo de contaminacion cruzada entre las
muestras permitiendo realizar andlisis con bajos requerimientos de bioseguridad e
infraestructura. El cartucho de Xpert MTB/RIF esta segmentado en camaras, en
cuyo interior contiene todos los reactivos para realizar la PCR: la liberacion del ADN,
la combinacion con las soluciones/reactivos, la amplificacién y la deteccién a través
de fluorescencia liberada por sondas especificas. La determinaciéon
semicuantitativa, se realiza mediante sistema 6ptico de luminiscencia y el software
interpreta y revela los resultados. Las muestras recomendadas son: expectoracion
espontanea e inducida, contenidos gastricos y lavados broncoalveolares [63, 64].
En su conjunto, Xpert MTB / RIF es un método de diagndstico rapido y preciso para
la TB que ayuda significativamente a los médicos a tomar sus decisiones clinicas
[65].

4. Tratamiento

El objetivo principal de la terapia antituberculosa es eliminar los bacilos que
causan la TB lo més rapido posible para evitar la aparicién de resistencias, impedir
recaidas por la presencia de bacilos persistentes y minimizar la generacion de casos
secundarios.

El diagnéstico de la TB sigue basandose esencialmente en la sospecha
clinica, la prueba radioldgica, la baciloscopia de la muestra y el aislamiento de la
micobacteria. Para suministrar el tratamiento adecuado al paciente resulta crucial
conocer las caracteristicas de sensibilidad y resistencia bacteriana. La TB
multidrogorresistente (TB-MDR) hace referencia a aquella producida por cepas que

presentan resistencia al menos a isoniacida y rifampicina, mientras que la TB de
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resistencia extendida (TB-XDR) es la generada por cepas MDR que presentan
resistencia, ademas, a fluoroquinolonas y al menos a uno de los tres medicamentos
inyectables de segunda linea (amikacina, kanamicina o capreomicina) [10].

La terapia antituberculosa se clasifica en 2 tipos de medicamentos segun su
eficacia, toxicidad o tolerancia durante el tratamiento: farmacos de primera y
segunda linea. En funcion del perfil de resistencia de la cepa del paciente se debe
establecer un esquema de tratamiento en el que se planteard el uso secuencial de

los farmacos antituberculosos para conseguir la curacion del paciente [10, 66].

4.1. FArmacos de primera linea

Los farmacos de primera linea son aquellos que se utilizan en primera
instancia en la practica totalidad de los enfermos que padecen TB con sensibilidad
a los farmacos. Como conjunto son los mas eficaces, mejor tolerados y mas baratos.
Estos farmacos son la isoniazida (H), rifampicina (R), pirazinamida (Z), etambutol
(E) y estreptomicina (S). Se absorben bien por via oral y, aproximadamente en 2 a
4 horas, alcanzan niveles maximos en suero, eliminandose casi por completo en 24
horas. Disminuyen rapidamente el nimero de microorganismos viables en el

paciente, evitando asi el contagio [10, 66].

4.2. Farmacos de segunda linea

Los farmacos de segunda linea presentan mas efectos secundarios y son
menos eficaces, por lo que su uso suele limitarse a enfermos con cepas resistentes
a los farmacos de primera linea (TB-MDR/XDR). Estos farmacos se deben afadir a
los de primera linea que todavia sean utiles en el tratamiento. En los casos de TB-
XDR la intervencion terapéutica requiere esquemas de tratamiento mas complejos
y realizar la combinacion mas adecuada de farmacos, para disminuir o eliminar la

carga bacilar del paciente.
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Entre el grupo de farmacos de segunda linea mas comunes estan las
fluoroquinolonas  (moxifloxacino, levofloxacino, ofloxacino, ciprofloxacino)
conocidos como farmacos “esenciales” con actividad bactericida, esterilizante y con
cierto grado de toxicidad [66, 67]. Entre los farmacos inyectables estan los
aminoglucésidos  (amikacina, kanamicina), polipéptidos (capreomicina),
estreptomicina, cicloserina y otros farmacos de menor eficacia clinica y mas toxicos
que limitan su wuso, como la carbapenems (meropenem/imipenem),

amoxicilina/clavulanico, acido para-aminosalicilico (PAS).

La decision de iniciar un determinado tratamiento de TB debe basarse en el
conjunto de datos epidemioldgicos, clinicos y microbiolégicos. El esquema de
tratamiento recomendado convencionalmente por la OMS tiene una duracién media
de 6 meses: durante los 2 primeros meses incluye el tratamiento con R, H, Z y E,
seguido de 4 meses con R e H. Cuando se aisla la cepa y se demuestra que es
sensible a todos los farmacos se retira el etambutol. Excepcionalmente, en casos
paucibacilares (una infeccion con bajo nivel de bacilos en la expectoracion) podria
utilizarse un tratamiento con tres farmacos (RHZ) en la fase inicial indicada [10, 29].
Es complicado tratar y curar la tuberculosis resistente a los medicamentos, su

manejo inadecuado puede tener resultados potencialmente mortales [10, 66].

4.3. Nuevos farmacos antituberculosos

El control de la tuberculosis se ve amenazado por la continua propagacion
de las cepas resistentes a medicamentos, debido a que su tratamiento i) requiere
multiples medicamentos, no siempre disponibles; ii) supone largos periodos de
tiempo, dificiles de cumplir e iii) implica un alto costo, no siempre asumible. Esta
problematica genera la necesidad de buscar nuevos farmacos que sean mas
eficaces, que permitan acortar la duracion del tratamiento, que presenten menor

toxicidad y mejor tolerancia para el tratamiento de los pacientes.
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Desafortunadamente, no existen farmacos que puedan satisfacer todos estos
requerimientos a la vez, por lo que la investigacion farmacologica se enfoca en
algunos de ellos, buscando nuevos mecanismos de accion que puedan ser
alternativas o complemento a los medicamentos actuales para tratar la TB [68].

Entre los farmacos candidatos se encuentran el linezolid y la bedaquilina que
han sido aprobados recientemente por la FDA (Food and Drug Administration), otros
se encuentran en fase de prueba, como el delamanid y el pretomanid, con muy
buena actividad tanto in vitro como en ensayos en pacientes y otros estan en fase
de desarrollo como la pyrifazimine, telacebec y delpazolid [68].

Estudios clinicos en pacientes han corroborado la actividad y eficacia de los
nuevos farmacos. El linezolid posee buena actividad bactericida, pero presenta
algunos efectos toxicos (mielotoxicidad) en tratamientos prolongados (mas de 2
semanas). Esto obliga a monitorizar frecuentemente al paciente porque la aparicion
de los efectos toxicos conlleva a la suspension del farmaco [67]. El delamanid, por
Su parte, posee una accion bactericida y esterilizante similar a la rifampicina lo que
reduce la mortalidad de los pacientes, aunque presenta algunos efectos
secundarios sobre el sistema cardiovascular [67]. Recientemente se demostré que
la combinacion de la bedaquilina, la pretomanida y el linezolid es muy eficaz a los 6
meses al finalizar en el tratamiento de pacientes con TB-MDR/XDR, aunque con
ciertos efectos toxicos asociados que hay que tener en cuenta [69].

Aunque estos farmacos son prometedores para tratar la TB, es necesario
intensificar la investigacion fundamentalmente para zonas con alta carga y de
mucha prevalencia de TB. La instauracion del tratamiento requiere de esquemas de
combinacion de farmacos muy variables, en pacientes con patrones de resistencia

heterogéneos que dificultan la estandarizacién de la terapia [67, 70].
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5. Epidemiologia de la tuberculosis

La transmisién de la TB se produce por la dispersion aérea de bacilos como
consecuencia de los aerosoles infecciosos generados por un paciente enfermo al
hablar, toser o estornudar. El tiempo de contacto y los entornos compartidos con
una persona enferma, determinan el grado de infectividad y transmisibilidad en los
casos de TB [31, 71].

Los analisis epidemioldgicos iniciales de la TB se basaban principalmente en
el estudio de contactos entre pacientes mediante entrevistas para determinar la
fuente de infeccion y evitar la aparicion de casos secundarios. El estudio de
contactos se enfoca en analizar los entornos mas proximos que han estado en
contacto con el paciente (familiar, laboral, etc.) durante un periodo de tiempo
determinado. Se ha descrito que los contactos cercanos al paciente con TB-activa
tienen un alto riesgo de adquirir TB, un solo paciente con TB pulmonar puede llegar
a infectar a 10-15 personas de su entorno [72]. Por tanto, las investigaciones de
contactos deben ser rapidas y precisas para detectar la TB latente antes que sea
activa [73].

El estudio de contactos tiene la limitacion de que fuera de los circulos
cercanos mas obvios, es dificil trazar la ruta de transmision, que puede afectar a
entornos de contacto mas puntual o esporadico. Ademas, no permite conocer con
certeza, en caso de contactos estrechos, si se trata o0 no de la misma cepa. A
principios de los 90 se empezaron a aplicar métodos de caracterizacion fenotipica
y genotipica, que incrementaron enormemente el conocimiento sobre la
epidemiologia de la TB [48, 53, 74, 75]. El refinamiento en el estudio de patrones
genotipicos del ADN de los aislados de MTB fue el punto de partida para la
identificacion y caracterizacion de cadenas de transmision y el nacimiento de la
epidemiologia molecular de la TB. La determinacion de que pacientes infectados
por una fuente comun presentan genotipos idénticos o muy similares permitié definir

lo que se conoce como “cluster’” de transmision, es decir, un grupo de casos

34



Introduccion

relacionados entre si y que son resultado de la infeccion por la misma cepa.
Aquellos casos no vinculados epidemioldgicamente presentan genotipos muy
diferentes y variables y son denominados casos “huérfanos”. La reciente apariciéon
de las técnicas de secuenciacion de nueva generacion (NGS), ha permitido mejorar
la precision y el poder discriminativo de las técnicas de epidemiologia molecular
ma&s convencionales. A continuacion, se detallan los principales métodos de
epidemiologia clasicos, moleculares y genémicos implementados en el estudio de
la TB.

5.1. Epidemiologia clasica. Estudio convencional de contactos.

El estudio convencional de contactos (ECC) consiste en realizar el
diagnéstico de TB, normalmente mediante ensayos inmunolégicos, a todas aquellas
personas que hayan tenido contacto estrecho con un paciente enfermo de TB [76].
El ECC se basa en un analisis por circulos concéntricos, considerando como circulo
menor, el &rea de mayor exposicion a la fuente de infeccion y se van ampliando
paulatinamente los circulos de investigacion a poblaciones cada vez de menor
riesgo en funcién del tipo de espacio compartido y del tiempo de exposicién al
paciente. Normalmente, el estudio de contactos de un caso indice (el primero que
conocemos) implica tres objetivos: i) diagnosticar a las personas enfermas o
infectadas; ii) tratar precozmente a los enfermos e infectados vy iii) reconstruir la
cadena de transmision para identificar el caso inicial de TB. Se ha descrito que
encontrar pacientes portadores de TB entre los contactos depende de la carga que
presente cada pais, asi, en paises con baja incidencia es entre el 1%y el 4% de los
contactos, mientras que paises de alta carga se encuentra en torno al 10%-20%
[76, 77]. Mediante el ECC se consigue detectar y tratar nuevos casos infectados, a
los que normalmente se da tratamiento profilactico con el fin de que la persona no

desarrolle la TB. De este modo se evita la aparicion de nuevos casos derivados de
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estos Ultimos y se rompe, asi, la cadena transmision epidemioldgica, impidiendo

dispersion de la enfermedad.

5.2. Epidemiologia molecular

La aplicacion de diferentes técnicas moleculares permite llevar a cabo el
genotipado de MTB, otorgandole a cada cepa una identidad especifica (genotipo)
para llevar a cabo analisis de vinculacion entre casos en determinados contextos
como son el estudio de brotes, tanto en la poblacion general como en grupos
especificos (ej. prisiones), el analisis de recurrencias (reactivaciones y
reinfecciones) y la identificacion de infecciones mixtas. El conocer el genotipo de las
cepas circulantes permite identificar las cadenas de transmision de una poblacion,
y definir la distribucion geografica de los linajes del MTBC [78-83]. La epidemiologia
molecular ha mejorado enormemente nuestro conocimiento sobre la dinamica de
transmision de la TB, incluso a nivel transnacional como consecuencia del aumento

de los movimientos migratorios globales [84-86].

5.2.1. Técnicas de tipado molecular

5.2.1.1 Polimorfismo en la longitud de fragmentos de restriccion: RFLP-1S6110

La técnica de referencia RFLP-1S6110 para la tipificacion de M. tuberculosis
[87] consiste en el analisis de fragmentos de restriccion obtenidos mediante
digestiébn enzimatica. La regiéon 1S6110 se encuentra distribuida a lo largo del
genoma de los distintos miembros del complejo M. tuberculosis (en M. bovis
normalmente contiene solo una copia). EI nimero de copias (0-25 copias) y su
ubicacion en el genoma, son especificos de cada cepa y, por tanto, la combinacion
de ambos aspectos puede utilizarse como marcador para el genotipado de cepas.
El andlisis se realiza mediante la digestion enziméatica (Pvull) del ADN gendmico y
los fragmentos generados se separan mediante electroforesis en gel.

Posteriormente, tras la transferencia del ADN a una membrana, se procede a la
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hibridacién con una sonda (245 pb) marcada que es complementaria al extremo 3
de la secuencia 1S6110. El revelado da lugar a un patrén de bandas, cada una de
las cuales representa una uUnica copia de la insercion 1S6110, rodeada de
secuencias de ADN flanqueantes de diferentes tamafios. El analisis de los patrones
de RFLP, se realiza mediante programas informaticos que permiten determinar
coincidencias y relacion entre patrones genéticos [88].

Se trata de una técnica laboriosa que requiere una cantidad de ADN elevada,
por lo que es necesario crecer la micobacteria en cultivo en grandes cantidades. Al
tratarse MTB de un microorganismo de crecimiento lento, se requiere mucho tiempo
para obtener la cantidad éptima de ADN y poder obtener el resultado. Ademas, se
trata de una técnica con baja capacidad discriminativa y que carece de un sistema
de normalizacién entre experimentos, todo ello ha conducido al desarrollo de otras
técnicas de genotipado mas sencillas y rapidas, basadas en PCR, que faciliten la

comparacion entre las cepas de MTB circulantes.

5.2.1.2. Espoligotipado

El espoligotipado (repeats-spacer oligonucleotide typing) es un método de
genotipado de cepas de MTBC que consiste en el analisis de polimorfismos
presentes en una region del genoma de repeticiones directas (regién DR). La region
DR consta de un numero variable de secuencias repetitivas con un tamafio
conservado de 36 pb que se encuentran separadas por secuencias no repetitivas
de 34-41 pb llamadas espaciadores, 43 de estos espaciadores son utilizados para
llevar a cabo el genotipado de las cepas del MTB [74]. Debido a que las DRs son
secuencias altamente conservadas, la composicion estructural de la region DR es
caracteristica de cada cepa. El patron de espoligotipo de las diferentes cepas,
conformado por un numero determinado de DRs y la presencia o ausencia de los
43 espaciadores, se utiliza para realizar la comparacion y establecer si existe o0 no

relacion epidemiolégica entre las mismas.
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La obtencion de los espoligotipos consiste en la amplificacién mediante PCR
de los espaciadores usando oligonucleétidos especificos de los extremos de las
secuencias DR. Uno de los oligonucleétidos estd marcado con biotina para la
deteccidn de los productos amplificados. El segundo paso consiste en hibridar los
espaciadores amplificados a una membrana de nylon que presenta, unidos
covalentemente, los oligonucledtidos de los 43 espaciadores. La presencia de un
espaciador se visualiza como un punto negro en la pelicula de revelado que se
traduce a valores numeéricos donde el genotipo resultante se da en un formato
binario (1 = presencia de espaciador; 0 = ausencia de espaciador). Esto permite
normalizar los experimentos y compartirlos entre diferentes laboratorios.

El espoligotipado ha permitido clasificar a los aislados de MTBC en taxones
0 subespecies en funcion de la ausencia o presencia de espaciadores especificos
para cada genotipo [89]. Esta técnica permite hacer el andlisis de forma simple,
robusta y altamente reproducible, partiendo de poca cantidad de ADN de partida
[90]. Sin embargo, presenta un poder discriminativo menor que el RFLP por lo que
se considera mas util en estudios de caracter filogenético que para epidemiologia

molecular [91, 92].

5.2.1.3. MIRU-VNTR

A lo largo del genoma de MTB se encuentran secuencias repetitivas en
tandem (10-100 pb) denominadas minisatélites, que presentan variabilidad alélica
relacionada con el numero de repeticiones [93-95]. La técnica MIRU-VNTR
(Unidades Repetitivas Micobacterianas Intercaladas-Numero Variable de
Repeticiones en Tandem) consiste en analizar el nimero de repeticiones en tandem
de un numero determinado de localizaciones (loci) del genoma. En primer lugar, se
realiza una amplificacion por PCR usando cebadores especificos para las regiones
flanqueantes de los loci, y se determina el tamafio de los productos de amplificacion,

bien sea por la electroforesis convencional o mediante sistemas automatizados
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(electroforesis capilar). Puesto que la longitud de las unidades de repeticion de cada
locus es conocida, el tamafio del producto de amplificacion obtenido en cada caso
permite calcular el nUmero de copias del locus analizado. El resultado final es un
codigo numeérico sencillo denominado MIRUtipo que indica el numero de
repeticiones en cada locus analizado en un orden previamente establecido, este
genotipo es especifico de cada cepay la comparacion entre codigos permite realizar
el analisis epidemioldgico de vinculacion entre casos (Figura 4).

El primer disefio de esta técnica incluia un panel inicial de 12 loci que, con el
tiempo, se incrementé primero a 15 y, finalmente, a 24 loci que aumento
significativamente el poder discriminativo de la técnica [96].

Los fragmentos amplificados pueden ser analizados mediante electroforesis
convencional en gel, esto supone analizar 24 productos de amplificacion para cada
ADN, esta aproximacion es bastante laboriosa, puede generar cierto sesgo y
problemas de reproducibilidad en los resultados del MIRUtipo. El analisis mediante
electroforesis capilar implica el mutiplexado de los 24 loci en 8 PCRs triplex y un
analisis automatizado que evita el sesgo, asegura la reproducibilidad y simplifica
mucho el manejo. La adaptacion de las 24 PCRs a un formato de reaccion triplex,
consiste en que uno de los cebadores de cada loci esta marcado en 3° con
fluorescencia, FAM, VIC o NED, presentando 3 diferentes longitudes de onda y
colores. Cada loci amplificado emite una sefial en forma de pico que por su color
permite identificar de qué locus se trata y la posicion del pico en el electroferograma
indica el tamafio del producto amplificado y permite inferir el nimero de repeticiones

de cada locus concreto.
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Figura 4. Genotipado por MIRU-VNTR. (A) Representacion de 5 loci en el genoma de M.
tuberculosis con diferente nimero de repeticiones. (B) Amplicones obtenidos tras la
amplificacién mediante cebadores especificos para cada locus. (C) Esquema de un gel de
electroforesis en el que se representan los amplicones con diferentes tamafios que reflejan
el nimero repeticiones de cada locus VNTR (Ei PW, et al., 2016: Methods for Molecular

Strain Typing of M. tuberculosis) [88].

El analisis por MIRU-VNTR, al estar basado en PCR, requiere poca cantidad
de ADN, permitiendo incluso la aplicacion directa sobre la muestra clinica, de esta
manera se consigue disponer de la informacion epidemiolégica en el mismo
momento del diagndstico, facilitando enormemente las tareas de busqueda de
contactos [97, 98]. Esta técnica es muy sencilla, presenta una mayor capacidad
discriminativa que el RFLP, los MIRUtipos son facilmente compartidos por diferentes
grupos y actualmente sigue siendo la técnica de referencia de epidemiologia
molecular de la TB [96, 99-101].
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5.3. Epidemiologia gen6mica: Secuenciacion de genoma completo (WGS)

Las técnicas de epidemiologia molecular permiten analizar, en el mejor de
los casos, entorno al 0.03% del genoma de MTB, por lo que la mayor parte de la
informacion gendmica no esta siendo analizada y esto hace que presenten una
capacidad resolutiva y discriminativa limitada [102]. El desarrollo de la epidemiologia
gendmica basada en WGS ha permitido cubrir las limitaciones de los métodos de
genotipado estdndares. Desde el primer descifrado gendémico de la cepa de
referencia H37Rv de M. tuberculosis (4.4 Mb) en 1998 [103] hasta la fecha, la
secuenciacion gendmica ha evolucionado considerablemente, simplificando el
procedimiento, reduciendo costos y facilitando la interpretacién de los resultados
para su andlisis. La epidemiologia genémica es el método mas preciso y de mayor
resolucién para responder diferentes interrogantes en el abordaje, control y
vigilancia de la TB.

El primer estudio que demostré el poder de la secuenciacion genémica como
herramienta epidemiolégica, fue realizado por Niemann et al., [104] que, tras
analizar mediante secuenciacion de genoma completo tres cepas idénticas por las
técnicas de RFLP y MIRU-VNTR, descubrieron que presentaban diferencias
significativas en sus secuencias, cuestionando por primera vez la robustez de los
clusters determinados por técnicas de epidemiologia molecular. Un estudio de WGS
llevado a cabo en el estado de Harlingen (Paises Bajos), permitié determinar SNPs
(single nucleotide polymorphisms) marcadores especificos de cepas y rompid un
cluster definido por RFLP [105]. Poco después, Gardy et al., [106] demostraron que
los casos de un brote en British Columbia (Canadd), fueron causados, en realidad,
por la presencia de dos cepas concurrentes en la zona separando los aislados en
clusters distintos; de este modo, descifraron el origen y la dinamica de la transmision
de los casos de TB en esa poblacion. Aunque estos hallazgos indujeron a la
integracion de la gendmica como herramienta epidemiolégica, el niumero de

aislados analizados por los autores fue muy limitado. Debido a ello, se desarrollaron
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nuevos estudios con enfoques a nivel comunitario y poblacional que permitieron
mejorar criterios de analisis de la transmision.

Para refinar la gendmica como herramienta epidemiologica de la transmision
de la TB, Walker et al., [107] realizaron un estudio poblacional analizando casos con
diferente grado de relacién epidemioldgica entre ellos y definieron los umbrales que
delimitan la vinculacion entre cepas. Estableciendo que, dos casos estan
relacionados de forma directa o reciente cuando no se diferencian en mas de 5
SNPs, mientras que aquellos casos que presentan mas de 12 SNPs de distancia
genética se consideran casos no vinculados epidemiolégicamente.

El andlisis de la WGS se basa en el estudio de los SNPs debido a que en
MTB no sufren evolucion convergente (homoplasia), fenémeno que si es observado
con otras técnicas moleculares como espoligotipado y MIRU-VNTR que presentan
alta frecuencia de convergencia [108, 109]. Los SNPs se acumulan a una velocidad
uniforme, por lo que pueden ser utilizados para medir la divergencia de cepas
pudiendo actuar como relojes moleculares a la hora de comparar genomas
bacterianos [110].

Los analisis de SNP son precisos, inequivocos y de alta confianza y permiten
definir cadenas de transmision reciente, asi como, definir la direccionalidad de la
transmision. En este sentido, una cepa puede mantener los SNPs existentes y
adquirir SNPs nuevos, pero es muy poco probable que ocurra una reversion, es
decir, que un SNP adquirido recupere el alelo original. De este modo, se puede
trazar la cronologia y direccionalidad de la transmision [111]. Se han realizado
diferentes estudios poblacionales que emplean la epidemiologia molecular para
definir y caracterizar grandes clusters histéricos [112-114]. La WGS permite abordar
y clarificar eventos complejos como aquellos relacionados con los movimientos
migratorios y que conllevan la transmision transnacional de cepas de MTB [115-
117]. Por todo ello, cada vez mas se estan dirigiendo esfuerzos a integrar la
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gendmica como herramienta diagnostica y epidemioldgica de forma rutinaria en los

laboratorios clinicos [118, 119].

5.4. Herramientas epidemioldgicas alternativas

La WGS alcanza niveles de precision y poder discriminativo sin precedentes.
La aplicacion de esta tecnologia durante el andlisis de la transmision y en casos de
brotes emergentes ha demostrado ser revolucionaria [106, 107, 120]. Sin embargo,
debido al coste asociado, al tiempo de ejecuciébn que requiere y al andlisis
relativamente complejo que conlleva, la WGS no esta al alcance de cualquier
laboratorio. De forma generalizada, los andlisis genémicos estan dirigidos a
estudios retrospectivos de investigacion, resultando dificil dar el salto a la
implementacion en rutina para el rastreo sistematico de la transmision de TB. Por
su parte, los métodos moleculares como MIRU-VNTR, que estan basados en PCR,
proporcionan los resultados de forma rapida, son sencillos de ejecutar y faciles de
implementar, pero presentan menor poder de resolucion y discriminacion. Por ello,
es necesario el desarrollo de nuevas alternativas que combinen la precision de la
WGS con la sencillez y rapidez de las técnicas basadas en PCR.

Una de estas estrategias es el empleo de PCRs disefiadas para la
identificacion de cepas especificas. Estas ASO-PCRs (allele-specific
oligonucleotide-PCR) estan basadas en la deteccion de SNPs especificos de las
cepas que se quieren vigilar y que han sido identificados mediante WGS vy filtrado
con bases de datos universales de SNPs. De manera que, estos SNPs especificos
son marcadores de la cepa y se han obtenido mediante WGS vy, por tanto, son
altamente discriminativos; su identificacion mediante PCRs sencillas implica la
deteccién inequivoca de la cepa vigilada.

La implementacion de la ASO-PCR tiene como obijetivo priorizar los recursos
en la vigilancia de las cepas probleméaticas que inducen los principales eventos de

transmision de TB. Esta estrategia requiere, en primer lugar, la identificacion de
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cepas de riesgo (resistentes, prevalentes, brotes emergentes, etc) cuya transmision
se quiere vigilar y que se caracterizan mediante MIRU-VNTR. Posteriormente,
algunos representantes del cluster se someten a WGS para la identificacion de los
SNPs. El siguiente paso requiere el filtrado de los SNPs de la cepa con una base
de datos que contiene los SNPs de més de 4700 genomas que representan toda la
diversidad geografica y filogenética del complejo MTB [121]. Los SNPs especificos
resultantes del filtrado se utilizan como dianas selectivas para el disefio de ASO-
PCR multiplex (Figura 5). Normalmente se incluyen entre 3-5 SNPs especificos por
cepa en cada PCR. Una de las mayores ventajas que presenta esta estrategia es
que se puede utilizar partiendo de muestra clinica directamente sin necesidad de
crecer en cultivo. Esto permite acercar la identificacion de la cepa al momento del
diagnéstico conociendo desde el primer momento la vinculacion epidemioldgica con
otras cepas y su composicién genotipica.

La ASO-PCR, gracias a su simplicidad, es facilmente transferible,
pudiéndose aplicar directamente in situ en el entorno clinico donde las cepas se
transmiten activamente. Es una herramienta muy versatil, de modo que, en una
reaccion de PCR multiplex en un solo tubo se pueden analizar simultdneamente
varias cepas transmitidas activamente, ademas, permite la vigilancia prospectiva de
las cepas tanto a nivel comunitario como poblacional [122-125].

Esta estrategia se ha aplicado en entornos de transmisién compleja de alta
carga de TB para la vigilancia transnacional de cepas a efectos de la importacion
de nuevas cepas durante el movimiento migratorio, principalmente, en Almeria
[115]. La utilidad y versatilidad de este tipo de PCRs, ha sido demostrada mediante
analisis de colecciones de forma retrospectiva para la actualizar la situacién de
cepas problematicas que se transmiten eficientemente en una poblacion [122, 126].
Asi, como para abordar la alerta epidemioldgica referente a casos de TB-MDR y TB-
XDR, y cepas de alto riesgo como la cepa de linaje Beijing por su capacidad en la

adquisicién de resistencia, y transmision persistente [123, 125, 127, 128].
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Figura 5. Gréfico que ilustra el flujo de trabajo entre el entorno clinico, el centro de analisis
gendmico y el laboratorio de investigacion de TB. 1) La cepa X se identifica como
perteneciente a un grupo de transmision no controlada. 2) Se lleva a cabo la WGS de las
cepas en el centro de secuenciacion del genoma. 3) Los SNPs se detectan después de la
comparacion de la secuencia de la cepa X con la de las cepas de referencia. EI SNP1 es
compartido por las cepas que pertenecen al cluster y no esta presente en la coleccion global
de cepas. 4) El laboratorio de investigacion de TB utiliza el SNP especifico del grupo de
transmision para realizar el disefio y la validacién de la PCR especifica. La ASO-PCR
especifica permite identificar las cepas que pertenecen al cluster. 5) Una vez que se valida
el ensayo, se transfiere facilmente a un entorno clinico local para la deteccién y vigilancia
continua (tanto de cultivo como de muestras directas) de la propagacion de las cepas

altamente transmisibles especificas y como apoyo al programa local de control de TB [129].
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5.5. Aportaciones de la epidemiologia molecular y genémica

La implementacién de técnicas moleculares para el estudio epidemioldgico de
MTB ha permitido progresar en el conocimiento de la transmision en entornos socio-
epidemioldgicos cada vez mas complejos. La incorporacion de la epidemiologia
gendmica, debido a su precision y poder discriminativo, ha permitido alcanzar el
méaximo nivel de resolucion en la caracterizacion y definicion de las cadenas de
transmision de MTB. A pesar de que actualmente, los programas de control de la
TB utilizan de forma mayoritaria como herramientas principales de trabajo las
técnicas moleculares, se esta integrando, cada vez mas, el lenguaje gendémico en
los estudios epidemiolégicos optimizando la vigilancia y ayudando en la resolucion
de problemas que las técnicas convencionales no pueden solventar. La
implementacion de la epidemiologia molecular y gendmica ha permitido definir las
tendencias epidemiologicas a nivel mundial, el estudio de las dindmicas de
transmision, trazar la importacion de cepas debido a la migracién, identificar
contaminaciones cruzadas, analizar con precision las recurrencias, asi como,

identificar brotes y vigilar la transmision.

5.5.1. Vigilancia de cadenas de transmision

El genotipado molecular permite estudiar los eventos de transmision e
identificar la propagacion exitosa de cepas de MTB. Es necesario conocer los focos
de transmision y la emergencia de brotes para comunicarlo a las autoridades de
salud publica y facilitar la intervencién para frenar la expansion de la TB en la
poblacién. Los patrones de transmisidon varian en los diferentes entornos, ya que
dependen de varios factores, entre ellos: las estrategias de control de la TB
existente, la presencia de cepas endémicas, la densidad de poblacion, los patrones
de migracion, la geografia y la transmisibilidad de MTB a nivel local [130].

A lo largo de los afios, se han desarrollado muchos estudios dirigidos a

entender y vigilar la transmision de cepas a nivel local y poblacional, poniendo
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especial interés en las cepas de mayor riesgo y en los factores asociados a mayor
transmisibilidad. En un estudio realizado a nivel nacional en Inglaterra se analizaron
1.808 aislados mediante RFLP y se observo que el 12% de los casos estaban
agrupados en cadenas de transmision. Los factores asociados a los casos en cluster
fueron: el tratamiento antituberculoso previo, la TB pulmonar, la falta de vivienda y
los fenbmenos de migracion poblacional [131]. Otro analisis de naturaleza similar,
pero mediante el uso de la técnica MIRU-VNTR, se han descrito en diferentes
paises mostrando cifras de transmision mas elevadas, como un estudio nacional
realizado en Portugal donde se analizaron los aislados de MTB recogidos durante
4 afios y se detectd que el 63% de los casos formaban parte de cadenas de
transmision, con una evolucion local de cepas asociada a individuos nacidos en
Portugal y siendo principal factor de riesgo el abuso de alcohol [132]. Estos trabajos
muestran que la transmision de la TB en entornos de baja incidencia ocurre
principalmente entre personas que viven en condiciones socioecondémicas
desfavorables y, en algunos casos, en el entorno de la poblacién migrante.

En general, la mayor parte de los casos de TB entre inmigrantes en paises
de baja incidencia se debe a la reactivacién de la infeccion adquirida antes de la
migracion [131]. En una revision reciente, que incluyé 15 estudios, sobre la
transmision de TB entre inmigrantes y poblaciones nativas en los paises de la Union
Europea, mostré que la proporcion de los aislados de TB en cluster oscilaba entre
el 8,5% y 49,1% del numero total de casos de TB analizados por técnicas
moleculares y que un tercio de ellos involucraban clusters mixtos
(inmigrantes/nativos). La principal conclusion del estudio fue que, en los paises de
la Unién Europea, la TB en poblaciones nacidas en el extranjero no tiene un impacto
significativo sobre la TB en la poblacién autoctona [133].

Muchos estudios describen que las cepas sensibles a farmacos tienen mas
posibilidades de formar parte de cadenas de transmision que las cepas resistentes

a farmacos, porque éstas tienen menor capacidad para transmitirse como
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consecuencia de la pérdida de “fithess” y de aptitud infectiva derivada de la
adquisicién de mutaciones de resistencia [134-137]. La presencia en determinadas
cepas de mutaciones, denominadas mutaciones compensatorias, permite recuperar
el “fitness” de las bacterias resistentes dotandolas de capacidad para transmitirse y,
por tanto, de generar cadenas de transmision [138, 139]. De manera que, se han
identificado grandes brotes de transmision de cepas de alto riesgo de TB-
MDR/XDR, mediante la aplicacion de técnicas moleculares [140, 141]. Hay estudios
que describen clusters de cepas TB-MDR de alta prevalencia en Argentina y
Portugal [112, 142, 143], asi como, la propagacion internacional de un clon TB-MDR
del linaje Beijing, particularmente en Asia oriental y central, Europa oriental y
Sudafrica [144, 145]. Las altas tasas de agrupacion observadas entre los aislados
de la familia Beijing no necesariamente indican una transmision reciente. Para
algunos de los complejos clonales dentro de esta familia, el genotipado por RFLP y
MIRU-VNTR presenta un bajo poder discriminativo y sobrestima el alcance de la
transmision reciente, de manera que, algunos aspectos de la dinamica de
transmision de la TB podrian perderse o malinterpretarse [104, 113]. Aunque en
algunos casos el problema puede resolverse agregando un conjunto definido de loci
VNTR auxiliares especificamente para la familia Beijing [146], es preferible utilizar
la WGS para obtener mayor precision en los resultados, para caracterizar cepas
endémicas e identificar el origen de los brotes [104, 112, 114, 120, 147].

La vigilancia de cadenas de transmision puede ser compleja en areas donde
hay grandes poblaciones de migrantes. En Espafia, se describi6 un cluster de
transmision de grandes dimensiones analizado por MIRU-VNTR que involucraba a
17 pacientes procedentes de Marruecos y Espafia. La aplicacion de la WGS sobre
estos aislados permitié desvelar que solo 6 de ellos formaban, en realidad, parte de
una cadena de transmision activa, el resto de los casos eran importaciones
independientes de la misma cepa procedente de Marruecos, que en ocasiones

habian generado cadenas de transmision limitadas (2-3 pacientes). De manera que,
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11 casos fueron mal clasificados debido a que se trata de una cepa prevalente en
Marruecos que no presenta variabilidad en los marcadores analizados por la técnica
de MIRU-VNTR y solo la alta resolucion de la gendmica es capaz de desvelar las
diferencias entre las cepas. Este hallazgo es de gran relevancia, puesto que la
intervencién epidemiologica no es la misma si se trata de un brote de grandes
dimensiones que afecta a 17 pacientes, que si la mayoria de los casos son
importaciones independientes que no suponen una alerta epidemioldgica [115].

En resumen, la capacidad discriminativa de los diferentes métodos de
genotipado impacta en la definicidon de los clusters de transmision y el vinculo
epidemiologico entre los casos. En algunos casos, patrones idénticos de RFLP o
MIRU no reflejan un vinculo de transmision reciente o directa entre los casos y esto
puede ser debido a fenbmenos de evolucién convergente, o tratarse de complejos
clonales o de cepas prevalentes que circulan durante afios en una poblacién
particular. Por esto, cada vez mas se estan dirigiendo esfuerzos a utilizar la
gendmica o herramientas alternativas basadas en la genémica como herramientas

epidemioldgicas de primera eleccion [104, 120, 148, 149].

5.5.2. Estudio de eventos de contaminacion cruzada

El genotipado de las cepas de MTB mediante técnicas moleculares o
genodmicas es fundamental para la identificacion de contaminaciones cruzadas entre
muestras del laboratorio. La primera estimaciéon de la frecuencia de estos eventos
se realiz6 en 1994 en un laboratorio de referencia en Dinamarca. Se hizo un estudio
en el que se analizaron 123 cultivos positivos de TB en los que se sospechaba
contaminacion cruzada, se utilizé el RFLP como técnica de genotipado y el resultado
mostré que 49 de ellos (3.4% del total de cultivos positivos) eran contaminaciones
de laboratorio [150]. Desde entonces han sido numerosos los estudios en los que
se ha analizado la contaminacion cruzada mediante el uso de diferentes técnicas
de genotipado [151-154].
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La identificaciobn de eventos de contaminacion cruzada es mas dificil en
entornos donde la TB es altamente endémica, puesto que, los genotipos idénticos
son mas probables como resultado de las altas tasas de transmision o por la
presencia de cepas prevalentes en la poblacion [113]. En estas circunstancias seria
atil la utilizacién de la WGS para distinguir cepas idénticas con mayor precision en
aquellos casos de alta sospecha de contaminacion cruzada y que presentan
genotipos moleculares iguales.

Las implicaciones que conlleva la no deteccion de la contaminacion cruzada
son muy importantes, Northrup et al., [155] estimaron, a través de un estudio
realizado en Massachussets (EE. UU), que el costo de los falsos diagnosticos de
TB ascendia aproximadamente a 10,873 dolares por paciente. Ademas, los falsos
positivos acarrean tratamientos farmacolégicos e ingresos hospitalarios
injustificados [156, 157]. El realizar el genotipado en tiempo real, directamente sobre
la muestra clinica [158], puede acortar el tiempo de deteccion de la contaminacién
cruzada y detener de forma rapida el tratamiento, los ingresos y las investigaciones

de contacto, cuando corresponda.

5.5.3. Genotipado de cepas para el estudio de recurrencias

Las recurrencias ocurren, en funciébn del entorno, en un porcentaje
aproximado del 2-20%, en pacientes con TB infectados con cepas susceptibles y
que reciben un tratamiento adecuado [159, 160]. Ante un caso de recurrencia, el
anico modo de diferenciar si se trata de una reactivacién (producida por la cepa
responsable del primer episodio) o de una reinfeccién (causada por una cepa
distinta a la responsable del primer episodio) es el empleo de técnicas de
genotipado, bien sean moleculares o genémicas. De modo que, la comparacion de
los genotipos o de las secuencias de la cepa de cada episodio permitira resolver

ante cual de los 2 escenarios nos encontramos.
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En funcion de la incidencia de la TB en el pais, el porcentaje de recurrencias
debidas a reinfecciones varia. Un estudio nacional realizado en Estonia detecto el
45% de reinfecciones entre los pacientes que presentaron segundos episodios con
cepas TB-MDR analizado mediante el uso de genotipado por RFLP y espoligotipado
[161]. En otros paises con incidencia moderada se encontraron resultados similares
(36%) en el porcentaje de reinfectados [162]. En entornos de baja incidencia, las
recurrencias son poco frecuentes y son mas probablemente causadas por una
reactivacion de la cepa inicial que por una reinfeccion. Diferentes estudios
realizados en Espafa, Dinamarca y Nueva Gales del Sur mostraron unos
porcentajes de reinfecciones en torno a 20-26% de los casos recurrentes por MIRU-
VNTR y RFLP [79, 160, 163]; la cifra de recurrencias que puede variar hasta ~4%
en algunos paises como Inglaterra [164].

La aplicacion de la WGS ofrece un mayor poder discriminativo a la hora de
establecer la naturaleza de una recurrencia. En un estudio multicéntrico realizado
en Reino Unido con casos recurrentes procedentes de Malasia, Tailandia y
Sudafrica se aplicaron de forma simultanea el genotipado por MIRU-VNTR y la
WGS. El resultado mostré que de los 33 casos que por WGS presentaron poca
distancia genética (0-6 SNPs) indicando que se trata de reactivaciones, 6 fueron
clasificados como reinfecciones por MIRU-VNTR. Mientras que la WGS identifico 6
casos de infecciones mixtas, el genotipado por MIRU los catalogdé como
reinfecciones (4 casos) y reactivaciones (2 casos) [110]. Por tanto, la resolucién que
aporta la WGS es superior a la obtenida por técnicas de genotipado convencional y
en ocasiones, esto es clave [113, 120, 122]. En un estudio realizado por Merker et
al., [165] en el que se estudid la evolucién intrahospitalaria de aislados seriados de
tres pacientes con TB-MDR que evolucionaron a TB-XDR. El analisis revel6 la
presencia de subpoblaciones clonales coexistentes a largo plazo que mostraban

diferentes combinaciones de alelos resistentes a los medicamentos y gracias a la
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WGS, se detectd una reinfeccién exdgena por una cepa TB-XDR no diferenciada
por RFLP.

El control 6ptimo de la transmision de la TB depende del empleo del mayor
namero de métodos y estrategias disponibles, incluyendo el ECC, las técnicas
moleculares y la gendmica. La combinacion de todas ellas o de parte de las mismas
permitird obtener una fotografia clara de la distribucién de cepas y de las dinAmicas
de transmision en una poblacion, facilitando la intervencién y la reducciéon de la

expansion.
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Capitulo Il. Transmision de patdgenos relevantes en el entorno

nosocomial

1. Patogenos relevantes en el entorno nosocomial
1.1. Problema global

Se definen como infecciones nosocomiales, aquellas adquiridas durante la
estancia en un hospital, dandose un margen de 48 horas tras el ingreso del paciente
sin que hubiera constancia de ellas para considerarse como tales [166].

Las infecciones nosocomiales constituyen un grave problema de salud de
dimensién global. Son numerosos los estudios focalizados en este tipo de
infecciones tanto en pacientes adultos como en nifios 0 neonatos, realizados en
paises desarrollados como en paises en desarrollo con recursos limitados [167,
168]. Se estima que la prevalencia en paises de bajos/medios recursos varian entre
5.7%-19.1% [169]. En paises desarrollados las cifras pueden ser menores, aunque
el rango de prevalencia de la infeccion nosocomial es amplio (3.5% a 12%). El
Centro Europeo para la Prevencion y el Control de Enfermedades (ECDC) estima
una tasa de prevalencia promedio del 7.1% en los paises europeos, mientras que
en Estados Unidos la cifra se sitda en torno al 4.5% (2002) [168]. En Espaifia, el 7-
8% de los pacientes que reciben asistencia sanitaria sufren alguna infeccion
nosocomial [170, 171].

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) hace referencia a que las tasas
de prevalencia de infeccion nosocomial son mayores en pacientes con mayor
vulnerabilidad por causa de su edad avanzada (>65 afios), enfermedad subyacente
0 quimioterapia, siendo mas frecuentes en salas quirurgicas y unidades de cuidados
intensivos (UCI) [168]. Las cifras de distribucién de infecciones nosocomiales por
unidades y grupos de edad se pueden extraer de los grandes estudios de
prevalencia, como el que recoge los datos de 47 hospitales de 14 paises de
diferentes continentes, con tasas globales para cada hospital participante entre el
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3% y el 21%. Las cifras mas altas fueron recogidas en UCI (13,3%), salas
quirargicas (13,1%) y ortopedia (11,2%). Los nifios menores de 1 afio mostraron
una prevalencia de infeccion del 13.5% mientras que la de los adultos mayores de
64 fue del 12.0%. En los nifios, las infecciones mas comunes correspondieron al
tracto respiratorio inferior, piel y sistema digestivo. En los ancianos, predominaban
las infecciones del tracto urinario [172].

Las infecciones nosocomiales estan entre las principales causas de
defuncion y de aumento de morbilidad en pacientes hospitalizados. Es complejo
precisar el coste asociado a estas infecciones. En el Reino Unido, Coella et al.,
estimaron la participacién del coste derivado de la prolongacion de periodo de
hospitalizacion con respecto al sobrecoste adicional y representd el 95% en
ortopedia, 94% en ginecologia y 92% en cirugia general y urologia. Este sobrecoste
reflejaria los gastos de personal (~70%), la administracion de medicamentos (~10-
15%) [173] y otros gastos asociados a la prevencion y la vigilancia de las infecciones
[174, 175]. La terapia antibidtica fue el segundo contribuyente al costo [173]. El
gasto asociado a las infecciones nosocomiales se incrementa con la implicacion de
microorganismos MDR, que representan un coste econdmico por paciente en torno
a 5.000 y los 25.000 euros [176].

Se estima que alrededor de 12-17 microorganismos causan en torno al 85%
de las infecciones nosocomiales [177]. A la hora de determinar los patdgenos mas
frecuentemente responsables de infecciones nosocomiales debemos de considerar
a Escherichia coli y Staphylococcus aureus [172], también situados a la cabeza en
un estudio multicéntrico (10.5% de infecciones nosocomiales) que abarc6 4,634
pacientes de 27 hospitales de la region mediterranea, en el que la mayoria de las
infecciones fueron causadas por Escherichia coli (17.2%), Staphylococcus aureus
(12.5%), Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae (9.2%). Las
infecciones fueron asociadas significativamente con ventilacion mecanica,

hospitalizacion = 8 dias, sonda urinaria, diabetes y edad [178]. Otros estudios
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revelan situaciones mas singulares, como un estudio espafiol que mostré que las
infecciones nosocomiales mas frecuentes estaban causadas por Escherichia coli
(15.78%), Pseudomonas aeruginosa Yy Staphylococcus aureus (9.62%),
correspondiendo a infecciones en heridas quirdrgicas, en el tracto urinario, en el
tracto respiratorio e infecciones del torrente sanguineo relacionadas con catéter
[171].

Desde el punto de vista de la resistencia a antibioticos, el 16%-20% de los
brotes nosocomiales incluyen fenotipos resistentes a multiples farmacos (MDR) o
de resistencia extendida (XDR), siendo las cifras de resistencia asociadas a brotes
superiores en Gramnegativos (20%-40%) [177]. En un estudio realizado por
Gastmeier et al., [179] el 77% de los brotes causados por S. aureus fueron
resistentes a la meticilina, mientras que entre los brotes que implican patégenos
MDR, 49.3% correspondieron a K. pneumoniae y 37.5% a Acinetobacter baumannii.

La aparicion de brotes asociados a resistencias puede constituir una
emergencia global. Como ejemplo representativo de propagacion a escala
intercontinental podemos mencionar la epidemia mundial de infeccién producida por
una cepa (genotipo 027/BI/NAP1) de Clostridium difficile, que alcanzé su punto
maximo en 2007 (>40% de los casos en el Reino Unido). Se considera que la
propagacion de esta cepa fue facilitada por su resistencia a fluoroquinolonas y por
sus niveles elevados de produccion de enterotoxinas, lo que condujo a episodios de
diarrea severa y a una mayor contaminaciéon ambiental por un nivel superior de
produccion de esporas [180].

Hay una gran variedad de dindmicas y rutas de transmision responsables de
los diversos brotes nosocomiales. El origen mas frecuente de estos brotes descansa
en los propios pacientes (25,7%), seguido de la participacion en la transmisiéon de
equipos o dispositivos meédicos (11,9%), del entorno ambiental (11,6%) o del
personal médico que actia como vector (10,9%) [179]. Los brotes pueden quedar

autolimitados dentro del entorno hospitalario, sin embargo, pueden expandirse a la
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comunidad, bien tras el alta de los pacientes, bien a través del personal sanitario y
los visitantes. A todo ello se debe de afiadir la posible participacion de los alimentos
y el agua, conformando todo ello una compleja red de vias de transmision y de
factores implicados. La transmision nosocomial de persona a persona es una de las
rutas mas relevantes, ya sea de forma directa o indirecta (Figura 6). Un estudio de
2351 casos con infeccion por Streptococcus pyogenes entre 1992 y 2000, demostré

que el 12% de los casos correspondieron a infecciones nosocomiales cuya ruta de

paciente
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Figura 6. Rutas de adquisicion de infecciones nosocomiales. 1) Infeccion por la propia
microbiota del paciente indice. 2) Transmision directa paciente-paciente. 3) Transmision
indirecta de paciente a paciente. 4) Transmision con participacion de personal sanitario
(HCW). 5) Transmision desde el entorno ambiental. (Figura adaptada de Jenkins, 2017:

Nosocomial infections and infection control [181]).
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propagacion fue la transmision de paciente a paciente La investigacion
epidemioldgica, apoyada en estudios de caracterizacion genotipica de las cepas por
electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) permitié identificar el papel de
vectores intermediarios, tales como un auxiliar implicado en el transporte de
pacientes o diversos trabajadores sanitarios, en los que se pudo comprobar la
colonizacion con la cepa implicada en el brote. La caracterizacion precisa de los
brotes permite la instauracion de medidas de control adaptadas a la realidad; en
este caso, se aislaron los pacientes ingresados en la UCI con fascitis necrotizante
y se incrementd el énfasis en la identificacion y tratamiento de profesionales
sanitarios portadores [182]. De modo equivalente, se han descrito brotes
nosocomiales por bacterias MDR con la participacion mayoritaria de la transmision
persona-persona. En 2006 se comunicO un brote de estas caracteristicas en una
UCI en Taiwan, por Acinetobacter baumannii MDR. El estudio epidemioldgico,
microbiolégico y molecular demostro la participacion de una cepa epidémica aislada
en pacientes y en muestras ambientales y condujo a la descripcion de una probable
ruta de transmisién con la participacion del personal y los equipos médicos [183].
El otro gran bloque de factores causantes de brotes nosocomiales implica el
uso de dispositivos médicos contaminados o de procedimientos que conducen a
una posible contaminacion (Figura 6). El uso de catéteres vasculares centrales,
respiradores mecanicos o catéteres urinarios constituyen elementos habitualmente
asociados a infecciones del torrente sanguineo, neumonias e infecciones del tracto
urinario, respectivamente. Esta asociacién es especialmente habitual en los
pacientes en UCI donde coincide el uso prolongado de estos dispositivos y durante
periodos prolongados [184]. Cabe destacar la asociacion de A. baumannii a

infecciones nosocomiales MDR vinculadas a ventiladores contaminados [185].
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1.2. Infeccién nosocomial por Mycobacterium chimaera.
1.2.1. Aspectos generales del microorganismo

Mycobacterium chimaera (M. chimaera) pertenece al complejo
Mycobacterium avium (MAC) entre los que se encuentra M. avium y M. intracellulare
[186]. Es una micobacteria no tuberculosa (NTM) de crecimiento lento, no movil y
gue no forma esporas. Como organismo ambiental, M. chimaera se ha identificado
en fuentes de agua, incluido el agua doméstica y posee la caracteristica de formar
biopeliculas en los sistemas de agua [187], identificandose en los circuitos de agua
hospitalaria [188]. M. chimaera est4 generalmente asociada a infecciones
respiratorias, y diseminadas, principalmente en pacientes inmunocomprometidos
[189, 190].

Su diagnaostico microbioldgico, requiere del cultivo en medios especificos de
micobacterias (Middlebrook 7H10, 7H11 y L-J) de las muestras clinicas,
dependiendo de la afeccidn, respiratorias, sangre, médula 6sea, tejido o material
protésico implantado u otro material considerado como caso sospechoso. La
identificacion se realiza por métodos moleculares. En la mayoria de los casos se
llega a la asignacién Unicamente del complejo MAC. La posterior diferenciacion de
M. chimaera dentro de este complejo no es habitual y se basa en la secuenciacion
regiones y genes conservados como la regién 16S ADNr, las ITS o el gen hsp65
[191].

El tratamiento 6ptimo para M. chimaera no esta definido, por lo que se siguen
las pautas para el tratamiento de MAC. La terapia combinada se basa en macrélidos
(claritromicina; azitromicina), rifamicina (rifampicina; rifabutina) y etambutol; en
ocasiones, se suele complementar con amikacina intravenosa o quinolonas [191,
192].
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1.2.2. Emergencia global por infecciones por M. chimaera

1. 2.2.1. Descripcion del evento

Recientemente, M. chimaera ha sido foco de atencion por su asociacion con
un evento global de infecciones en pacientes sometidos a cirugia cardiaca. Los
primeros casos fueron reportados en Zurich (2011) y correspondieron a 2 pacientes
con infeccion diseminada y antecedente de cirugia valvular protésica [193]. Desde
ese momento hasta la fecha, se han recogido derivacion mas de 140 casos en todo
el mundo de pacientes que se sometieron a cirugia de corazén abierto [194-197].

El estudio epidemiolégico de este evento global ha permitido determinar que
la mayoria de los casos de infeccion, durante su cirugia cardiaca, habian sido
expuestos a aerosoles generados por dispositivos calentadores-enfriadores
(Heater-cooler unit: HCU) del modelo Stockert 3T-HCU (LivaNova, Londres, Reino
Unido), que se utilizan aproximadamente en el 70% de los quiréfanos, para
mantener la circulacion extracorpdrea durante la cirugia cardiaca (Figura 7) [198-
200]. Con el fin de proporcionar un campo sin sangre para la cirugia cardiovascular,
los dispositivos HCU reemplazan temporalmente la funcién cardiopulmonar,
manteniendo del flujo sanguineo y la oxigenacion. Para ello, el HCU hace circular
agua a través de intercambiadores de calor y sangre tibia o fria que pasa a través
de los circuitos.

Diversos trabajos han demostrado la exposicién de los pacientes durante la
cirugia a aerosoles con M. chimaera, que proceden de los circuitos de agua del
HCU, contaminados con esta micobacteria. La ruta probable de transmisién para
estas infecciones es la contaminacion directa de la cavidad torécica abierta con
aerosoles que contienen M. chimaera, procedentes del agua contaminada y
dispersados por los ventiladores de enfriamiento del HCU (Figura 7) [201, 202].

Se han determinado factores moduladores del riesgo de exposicion que

incluyen: 1) duracién de la exposicion a HCU, 2) afio de fabricacion del HCU, 3)
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programa de desinfeccién del HCU, 4) distancia y el posicionamiento del HCU en la
sala de operaciones, y 5) el sistema de ventilacion en la sala de operaciones [191].

Aunque la mayoria de las infecciones se han asociado a una cirugia previa a
corazon abierto, también se han reportado infecciones tras cirugia cardiaca
minimamente invasiva [203]. A pesar de que M. chimaera se ha aislado en tanques
de agua de oxigenacion por membrana extracorpérea (ECMO) [204] la ausencia de
aerosoles derivados del uso de estos dispositivos puede explicar la ausencia de
infecciones asociadas. Aunque la alarma epidemioldgica ha estado centrada en M.
chimaera, otras NTMs ambientales (M. kansasii, M. avium, M. abscessus etc.,)
también se han descrito asociadas a la contaminacion de 3T-HCU [195, 198].

La capacidad de M. chimaera para formar biopeliculas, su adherencia a
superficies en las interfaces aire-agua y la alta hidrofobicidad de su pared celular
explican su resistencia frente a la descontaminacion [205, 206], lo que obliga a la
descontaminacion exhaustiva de los dispositivos HCU, aunque incluso estas
medida de control pueden ser insuficientes [205, 207, 208]. Esto conduce a la
recomendacion de descartar el uso de los HCU contaminados y reemplazarlos por
unidades nuevas. Alternativamente, se ha propuesto aislar los HCUs en habitaculos
independientes dentro de los quiréfanos, o conducir las salidas de aire de ventilacion

al exterior, para minimizar la contaminacion por aerosolizacion [191].

1.2.2.2. Caracterizacion detallada de los aislados del brote

Durante el desarrollo del brote, se han realizado esfuerzos para ofrecer apoyo
molecular y gendmico para la optimizacion de la identificacion de M. chimaera y la
caracterizacion de los aislados.

Desde el punto de vista diagnostico, se han desarrollado PCR especificas
para la deteccion precoz de la presencia del patdbgeno. En este sentido, Zozaya-
Valdéz et al., [209] desarrollaron una PCR en tiempo real especifica para detectar

M. chimaera en muestras clinicas y ambientales. El disefio de la PCR fue realizado
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con la evaluacion de 354 genomas micobacterianos con la confirmacién de M.
chimaera dentro del grupo filogenético. La comparacion in silico de genomas
procedentes de diferentes partes del mundo mostré la presencia de seis regiones
conservadas de ADN presentes s6lo en M. chimaera, una de estas regiones fue
seleccionada para el desarrollo de la PCR cuantitativa. La técnica fue probada con
diferentes especies bacterianas (40 micobacterias y 22 bacterias de 21 géneros
diferentes) y presentd una especificidad del 100% y una eficiencia de amplificacion
del 94%. Cuando se analizé en muestras de agua de unidades del dispositivo
enfriador-calentador HCU la PCR mostré una sensibilidad del 100% respecto al
cultivo, con un limite de deteccién absoluto de alrededor de 10 CFU (equivalente a
100 CFU/mI de sangre completa), por lo que se trata de una técnica especifica,
rapida y precisa para detectar la presencia de M. chimaera en diferentes muestras.

Con el fin de permitir un analisis de alta resolucion de las causas del brote
se aplic6 WGS para determinar las relaciones filogenéticas entre los numerosos
aislados clinicos y ambientales [200, 203, 210, 211]. Zhang et al., reportaron que
las cepas clinicas acumulaban una escasa diversidad (7-10 SNP) y, ademas, los
aislados de los HCUs diferian entre ellos Unicamente en 4-6 SNP. La similitud
asimismo, entre los representantes clinicos obtenidos en Europa, Australia / Nueva
Zelanda y EE. UU y los ambientales [200, 210], condujo a asumir una misma fuente
comun de infeccidn, sugiriendo la contaminacion de las HCUs en el lugar central de
produccion [200, 202].
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Figura 7. Descripcion del flujo de componentes durante la cirugia cardiaca con derivacion
cardiopulmonar (Riccardi et al., 2019: Mycobacterium chimaera infections: An update
[201]).

1.2.2.3. Epidemiologia de las infecciones por M. chimaera asociadas a HCUs

Es dificil asegurar el haber precisado la magnitud del problema derivado de
las infecciones por M. chimaera asociadas a exposicion a HCUs contaminados. Esto
es debido a que los sintomas iniciales pueden ser inespecificos, sutiles y aparecer
meses 0 afios (2 a 3 afios) después de la cirugia [191, 201]. Por lo general, el
desarrollo de los sintomas ocurre, en promedio, de 15 a 17 meses después de la
cirugia, pero el periodo de incubacion puede variar de 6 semanas a mas de 5 afios
[192, 196]. Debido, en parte, al largo periodo de incubacién, la sospecha clinica de
infeccion diseminada por M. chimaera a menudo es baja en la presentacion inicial.

A pesar de la alarma inevitable derivada de la descripcion del evento global
de infecciones por M. chimaera por exposicion a HCUs contaminados, Su riesgo es
mucho menor al de otro tipo de infecciones nosocomiales [177], incluso inferior al
de infecciones nosocomiales por NTMs de rapido crecimiento responsables de

infecciones asociadas a cirugias de corazén abierto [212], asi como al riesgo de
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otras infecciones del sitio quirtrgico profundo, y por supuesto, inferior a neumonias
nosocomiales, infecciones del tracto urinario o infecciones del dispositivo de acceso
vascular [195, 213].

Una evaluacién epidemioldogica global (basada en 300,000 cirugias de
reemplazo de valvulas) estima en 156-282 el nUmero de casos/afio con infeccion
invasiva por M. chimaera invasiva, considerando los 10 paises con mayor actividad
en reemplazo de valvulas cardiacas [214]. Un estudio nacional en Suiza detectd 11
casos para un total de 19,146 procedimientos de reemplazo valvular durante un
periodo de 10 afios, con un leve incremento en la incidencia (0.16-0.25) desde el
primer caso reportado (2011) y un promedio de prevalencia de 0.73 casos por 1000
procedimientos [214], cifras que varian levemente en otros paises. En el Reino
Unido la incidencia de casos estimada fue de 0.39 casos por cada 10,000
pacientes/afio [215], mientras que, en los hospitales de EE. UU, las tasas de
incidencia reportadas entre los pacientes expuestos a HCU oscilaron entre un rango
de 1/100 a 1/1,000 personas [216].

La poblacién en riesgo de infeccion diseminada por M. chimaera incluye a
todos los pacientes sometidos a cirugia de corazén abierto con dispositivos 3T-
HCU, incluyendo la colocacién de valvulas cardiacas protésicas, injertos adrticos
protésicos y dispositivos mecanicos de soporte circulatorio [193, 196, 217], con una
propensiéon de diseminacion sistémica [218, 219].

La mortalidad recogida para estos casos con infecciones invasivas por M.
chimaera se encuentra en torno a 40%-50% [216, 220]. Una investigacion
retrospectiva de 30 casos en Reino Unido, reporté una mortalidad del 60%, con una
supervivencia estimada en 5 afios del 45%, siendo datos de supervivencia
notablemente mas bajos respecto otros estudios de cirugia cardiaca que involucran

a mayor numero de pacientes (supervivencia de 75% a 95% a 5 afos) [221, 222].
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1.3. Infeccién nosocomial por Pseudomonas aeruginosa
1.3.1. Aspectos generales del microorganismo

Pseudomona aeruginosa es un bacilo Gram-negativo, aerobio, capaz de
crecer a en un amplio rango de temperaturas entre 20°C y 42°C, aunque su
temperatura optima oscila entre los 30°C y 37°C [223].

P. aeruginosa rara vez es miembro de la flora microbiana normal en
humanos, aunque estudios concretos han reportado ~8.2% en individuos sanos
[224]. La tasa de colonizacion en sitios especificos suele variar, en muestras fecales
suele ser en torno a 2.6-24%, siendo menores las tasas de colonizacion de otros
lugares: 0-2% en la piel, 0- 3,3% en la mucosa nasal y 0-6,6% en la garganta [225].
La tasa de colonizacion aumenta al 50% en los individuos inmunosuprimidos u
hospitalizados, particularmente en aquellos con ingresos prolongados [225]. Como
situacién excepcional, los pacientes con fibrosis quistica cronica tienen una
predisposicion del 80% de adquirir una infeccion por P. aeruginosa [226].

P. aeruginosa puede ocasionar diversos tipos de infecciones. En EE. UU, los
datos del Sistema Nacional de Vigilancia de Infecciones Nosocomiales durante el
periodo 1986-2003 indicaron que la infeccion por P. aeruginosa fue la segunda
causa mas comun de neumonia (18.1%), la tercera causa mas comun de infeccién
del tracto urinario (16.3%) y el octavo patdégeno aislado con mayor frecuencia del
torrente sanguineo (3.4%) [227]. El tipo de infeccibn que puede causar P.
aeruginosa, ya sea aguda o cronica, es independiente de su genotipo, por lo que se
relaciona principalmente con los factores del huésped y la forma de colonizacion de
la bacteria [228].

Desde el punto de vista de la patogénesis, en relacion con el paso desde un
estatus de colonizado al de infectado, se conoce que el espacio bronquial es el nicho
ecologico ideal para la colonizacion bacteriana por P. aeruginosa. Este
microorganismo posee sistemas de comunicacion de célula a célula (quorum

sensing) que modulan la expresion génicay la formacion de biopelicula [229], lo que
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facilita su capacidad de colonizar conduciendo a respuestas inflamatorias locales
inespecificas que pueden deteriorar la funcion pulmonar y desencadenar una
bacteriemia o a evadir el sistema inmunitario del huésped, derivando a infecciones
cronicas [230, 231].

1.3.2. Resistencia antimicrobiana

P. aeruginosa presenta una caracteristica relevante que la convierte en un
patdgeno nosocomial de riesgo; su resistencia intrinseca a los antibioticos debido a
una baja permeabilidad en la membrana externa que justifica su persistencia y éxito
infectivo [232]. Cuando se somete a presidn selectiva por antibiéticos, la respuesta
inducida facilita la supervivencia bacteriana y el desarrollo de resistencia a los
antibioticos [232]. La seleccion del antibidtico mas apropiado es un desafio
terapéutico constante, debido a la capacidad del patégeno de desarrollar resistencia
a multiples agentes antimicrobianos, incluso durante el tratamiento de una infeccion
[233]. Laterapia contra la infeccion por P. aeruginosa, se basa en el uso de diversos
agentes antimicrobianos como la penicilina, imipenem, ceftazidima, ciprofloxacina y
tobramicina, cefalosporinas, colistina, carbapenems y terapias combinadas [234].

La resistencia antimicrobiana de P. aeruginosa es un problema de salud
mundial grave debido al creciente desarrollo de cepas multirresistentes (MDR) y de
resistencia extendida (XDR), segun los criterios de resistencias definidos por el
CDC/ECDC [235]. En un estudio nacional realizado en EE. UU en pacientes de UCI
entre el periodo 1993 a 2002, se observé un aumento de 3 veces en las tasas de
resistencia a multiples farmacos, del 4% en 1993 al 14% en 2002 [236]. De modo
equivalente, en Cali, Colombia (1996-2003), se registrd un incremento de
resistencias en P. aeruginosa del 2% a mas del 40% en esos 7 afios [237]. Incluso
en entornos hospitalaria en Lituania con valores basales de resistencia muy

elevados del 53%, se ha observado un incremento hasta el 88% [238]. Estas
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dinamicas obligan a monitorizar la sensibilidad a antimicrobianos y seleccionar

regimenes de tratamiento empirico para mitigar el aumento de resistencia.

1.3.3. Infeccion por P. aeruginosa

La capacidad de P. aeruginosa para crecer en condiciones minimas de
nutrientes le permite colonizar gran variedad de nichos ecologicos, asi como,
persistir en el ambiente de forma prolongada, lo que la convierte en un
microorganismo con alto potencial para la infeccidbn nosocomial [239]. P. aeruginosa
puede persistir en objetos durante afios, aunque son las manos su principal
reservorio, asi como, las superficies humedas, tales como sumideros; se ha
propuesto que el aire presenta un papel relevante en la propagaciéon de P.
aeruginosa de paciente a paciente [240-243]. Se trata, por tanto, de un patégeno
que puede causar infecciones a partir de instrumentos quirdrgicos, como catéteres,
estetoscopios y drenajes, y colonizar el circuito de aguas hospitalarias, al que se
adhiere formando biopeliculas complejos de dificil eliminacion [225].

La frecuencia de transmision nosocomial de P. aeruginosa varia segun la
epidemiologia de cada hospital, area geografica, tipo de servicio, tipo de pacientes
y patrén de uso de antibioticos. Asi se describen cifras del 7.1% en EE. UU, 9.62%
en Espafia, 7.9% en el Reino Unido y 14.91% en China [171, 244-246].

La mortalidad debido a la infeccion oscila en torno al 30-40%, segun la
localizacion de las infecciones, el prondstico de la enfermedad de base, la gravedad
clinica inicial y el tratamiento antibiotico empirico [247].

1.3.4. Caracterizacion molecular

Debido a los aspectos mencionados y por su asociacion con resistencia, en
la actualidad, P. aeruginosa es uno de los microorganismos de mayor impacto en
salud publica que justifica la existencia de numerosos estudios enfocados a

caracterizar la infeccién, analizar la resistencia, describir brotes e implementar
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herramientas moleculares para mejorar el conocimiento de sus dinamicas y rutas
de transmision [248, 249]. Los sistemas de andlisis moleculares de este
microorganismo, dirigidos a la identificacion de clones circulantes y a la definicion
de clusters de transmisidbn ha descansado en diferentes técnicas que han

evolucionado para ir aumentando la capacidad de discriminacion.

1.3.4.1. Electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE)

Se basa en la digestién controlada del ADN en el interior de una matriz solida
para generar fragmentos grandes (10 kb a 10 Mb). El ADN digerido, se separa
mediante electroforesis en una cubeta especial, que aplica un campo eléctrico que
cambia periédicamente de direccidn, para permitir la separacion por tamafios de
esas moléculas grandes [250]. El proceso final permite la obtencion de patrones de
bandas que facilitan la comparacién entre cepas. La PFGE es relativamente
econdmica, ofrece una capacidad de discriminacién y reproducibilidad intra-
laboratorio razonables y la interpretacion de los patrones no es compleja [251].

La técnica de PFGE es un método popularmente utilizado para
investigaciones epidemioldgicas a gran escala para discriminar cepas, trazar la
transmision nosocomial de paciente a paciente y la conversién de resistencia de los
aislados de los pacientes. En un estudio de cohortes (2001-2006) realizado en
pacientes ingresados en la UCI, se observo que 149 pacientes habian adquirido P.
aeruginosa resistente a imipenem (IRPA). Mediante el genotipado de las cepas con
PFGE se detectd que el 31% presentaban un patrén idéntico o muy parecido al de
otro aislado indicando transmision paciente-paciente. Y el 26% tenian un aislado de
P. aeruginosa sensible (ISPA) previo al ingreso y de éstos el 79% tenian un aislado
idéntico, sugiriendo que en estos pacientes las cepas endogenas habrian adquirido
la resistencia a imipenem debido a la presion selectiva del tratamiento con
antibioticos [252].
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1.3.4.2. Andlisis del nimero variable de repeticiones en tAndem en multiples loci
(MLVA)

El MLVA consiste en la amplificacion por PCR, mediante cebadores
especificos [253], de diversos loci con el fin de determinar el nimero de repeticiones
en tandem (VNTR) presentes. El andlisis final conduce a un cédigo numérico que
asigna el genotipo de cada cepa.

Desde su primer establecimiento para P. aeruginosa [254], la técnica de
MLVA ha modificado los loci analizados con el fin de aumentar su capacidad de
discriminacion, una mejor comprension de la distribucion del genotipo y la
epidemiologia de la infeccion [255]. En un estudio realizado de Iran en 2019, el
andlisis por MLVA de 70 cepas de P. aeruginosa procedentes de pacientes
hospitalizados con infeccidn del tracto urinario, permitié descartar una transmision
entre pacientes debido a la gran diversidad de genotipos que se encontraron entre
las cepas aisladas [248].

La MLVA es una técnica altamente reproducible, poco demandante
técnicamente (se dispone de kits comerciales y plataformas automatizadas a gran
escala) [256], y de interpretacién sencilla, bien adaptada a los requerimientos de
analisis de brotes grandes y complejos y, por tanto, una buena solucién
metodoldgica a los requerimientos de Salud Publica. Hay que reconocer ciertas
limitaciones en cuanto a la comparacion de resultados inter-laboratorio, lo que ha

dificultado su estandarizacion en algunos estudios [257].

1.3.4.3. Tipado mediante secuenciacion de multiples loci (MLST)

La técnica MLST es un método de tipificacion bacteriana universal que se
centra en la secuenciacion de genes conservados (housekeping) para llevar a cabo
una asignacion alélica en determinadas posiciones, con el fin de establecer una
relacion genética entre los aislados [258, 259]. En funcion de las asignaciones

alélicas obtenidas en los diferentes loci se asigna un codigo numérico, indicativo de
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un genotipo determinado. Es una herramienta muy reconocida para seguir la
evolucién molecular de patdgenos y abordar estudios epidemioldgicos globales. El
método MLST se adapt6 a P. aeruginosa por primera vez en Reino Unido (2004),
aplicandolo al andlisis de una coleccién de 143 aislados recogidos de diferentes
centros y hospitales pudiendo identificarse aquellos clones epidémicos, o complejos
clonales de mayor éxito [260].

A nivel técnico es una herramienta sencilla y que ofrece buena
reproducibilidad entre laboratorios. La gran desventaja del MLST es su alto costo,
su poder discriminativo limitado para ciertas cepas debido a que depende de genes
conservados/constitutivos para establecer una relacién genética entre los aislados
[259].

La estandarizacion actual de los procedimientos, asi como la existencia de
bases de datos de referencia de genotipos MLST, facilitan la vigilancia global de
cepas [251], permiten determinar la evolucion cronolégica de clones prevalentes en
diferentes regiones geograficas, asi como medir el impacto global de brotes locales
[261].

1.3.4.4. Secuenciacion de genoma completo (WGS)

La incorporacion de métodos de caracterizacion molecular de los aislados de
P. aeruginosa ha ampliado nuestra comprension de las fuentes de infeccion
nosocomial, asi como de las rutas de transmision mas habituales, lo que ha
mejorado nuestra capacidad para controlar y prevenir brotes nosocomiales [257,
262]. Sin embargo, la estructura clonal de P. aeruginosa no queda completamente
diseccionada por estas técnicas moleculares, lo que impide alcanzar niveles de
discriminacion que garanticen cubrir las necesidades analiticas de brotes mas
complejos. En este sentido, el salto a la caracterizacion por secuenciacion de
genoma completo (WGS) puede dar una solucion a las inevitables limitaciones

presentadas por las aproximaciones moleculares. La aplicacion de la WGS ha ido
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en aumento para estudiar diversos patdégenos en el seno de investigaciones
epidemioldgicas de brotes nosocomiales [263-265]. Estudios realizados por Buhl et
al., (2019) [266] y Ramanathan et al., (2017) [267] demostraron la utilidad de WGS
para definir elementos de resistencia y persistencia de cepas implicadas en brotes.

Ya hay ejemplos de la integracion de aproximaciones convencionales y
gendmicas en tindem para comprender con mayor precision la dinamica de un brote
nosocomial por P. aeruginosa y asi orientar con mayor precision las medidas de
control. Un estudio integrando la caracterizacion gendmica permitio identificar la
cepa de P. aeruginosa causante de un brote nosocomial en un area critica de
pacientes neonatos, en un marco de tiempo clinicamente relevante para ayudar al
control y manejo del mismo. Guiados por los hallazgos gendmicos, se instauraron
medidas de higiene de manos, se sustituyd la griferia, se activd un sistema de
limpieza diaria con cloro de todos los fregaderos y la deteccion prospectiva semanal
con hisopos nasales de todos los neonatos [268].

De modo adicional, el conocimiento preciso de los genomas bacterianos
aporta informacion adicional sobre la evolucion de los microorganismos, la
adaptacién al nicho, el potencial infeccioso, la capacidad de adquirir resistencias,
todos ellos aspectos relevantes para ampliar nuestro conocimiento en el manejo de
brotes [261, 269].

A pesar de los avances indudables derivados de la entrada de la
epidemiologia gendmica en el estudio de la transmisiébn nosocomial, hay que
reconocer la necesidad de acceder a una infraestructura informética compleja y de
abordar un analisis bioinformatico, actores que aun dificultan la aplicacion rutinaria

de WGS en el entorno hospitalario [270].
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Esta tesis se dirige al desarrollo de estrategias de optimizacion del
conocimiento de la transmision de microorganismos patdgenos. Se han
seleccionado como objeto de estudio, Mycobacterium tuberculosis, como
representante  de transmisidon comunitaria, Mycobacterium chimaera vy
Pseudomonas aeruginosa, como relevantes en el contexto de la infeccion
nosocomial, por transmision persona-persona o a partir de dispositivos sanitarios
contaminados, respectivamente. Esta decision justifica la estructura modular de la
tesis, que se articula en dos capitulos, cada uno de ellos dirigido a uno de los
ambitos de estudio mencionados, a pesar de que ambos estan recorridos por un
mismo interés de desarrollar alternativas metodoldgicas de vigilancia, que aunen
epidemiologia molecular, analisis gendmico y desarrollo de PCRs especificas de

cepa, con objeto de simplificar, reducir costes y, en definitiva, optimizar el estudio.

Capitulo I. Transmision de Mycobacterium tuberculosis en entornos
comunitarios complejos.

Son numerosos los estudios de epidemiologia molecular en tuberculosis que
han ayudado a comprender con mayor precision las dinamicas de transmision de
esta enfermedad. Sin embargo, en el nuevo escenario globalizado de la TB,
derivado de los movimientos migratorios internacionales, tenemos diversos retos
gue abordar, tanto analiticos, como la vigilancia de la transmision de TB-MDR, como
estratégicos, asegurando el conocimiento de las cepas circulantes en paises de los
que carecemos de informacion.

A la hora de seleccionar retos de vigilancia de la transmision de TB hemos
centrado nuestros esfuerzos en la caracterizacion de dos entornos complejos,
representantes de realidades diferentes. El primero, Lima, Peru, con informacion de
epidemiologia molecular ya disponible, pero con necesidades de vigilancia
especifica de la transmisiéon de TB-MDR y de monitorizacion transnacional del

posible impacto de estas cepas MDR en poblaciones europeas, receptoras de
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migrantes procedentes de Peru. El segundo, Panamd, sin programas de

epidemiologia molecular previo, que requiere del desarrollo de nuevas alternativas

metodoldgicas de vigilancia, adaptadas a su realidad y posibilidades. Panama

constituye un contexto geografico singular con una influencia de movimientos

migratorios Unica, en el que un nuevo modelo de vigilancia puede abrir posibilidades

para analizar en detalle la presencia de cepas singulares.

Las lineas de trabajo ejecutadas dentro de este capitulo han dado lugar a la

siguiente produccién:
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Acosta F, Agapito J, Cabibbe AM, Céceres T, Sola C, Pérez-Lago L, Abascal
E, Herranz M, Meza E, Klotoe B, Mufioz P, Rossolini GM, Bartoloni A, Tortoli
E, Cirillo DM, Gotuzzo E, Garcia de Viedma D. Exportation of MDR TB to
Europe from Setting with Actively Transmitted Persistent Strains in Peru.
Emerging Infectious Disease (2019). 25 (3), 596-598.
https://doi.org/10.3201/eid2503.180574

Dominguez J*, Acosta F*, Pérez-Lago L, Sambrano D, Batista V, De La
Guardia C, Abascal E, Chiner-Oms A, Comas |, Gonzélez P, Jaime Bravo J,
Del Cid P, Rosas S, Mufioz P, Goodridge A, Garcia de Viedma D. Simplified
Model to Survey Tuberculosis Transmission in Countries without Systematic
Molecular Epidemiology Programs. Emerging Infectious Disease (2019). 25
(3), 507-514. * Ambos autores contribuyen igualmente.
https://wwwnc.cdc.gov/eid/article/25/3/18-1593 article

Acosta F, Sambrano D, Pérez-Lago P, Norman N, Batista V, Mokrousov |,
Shitikov E, Jurado J, Luque O, Garay M, Mayrena M, Solis M, Mufioz P, Bek
Folkvardsen D, Lillebaek T, Goodridge A, Garcia de Viedma D. WGS reveals
a likely long-term prevalent status for a predominant Beijing strain in Colon,

Panama. Manuscrito en proceso de publicacién.
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Capitulo Il. Transmision de patégenos relevantes en el entorno nosocomial
La transmision de patdgenos nosocomiales constituye un problema sanitario
de gran impacto, que requiere asimismo de nuevos esfuerzos para optimizar su
caracterizacion y vigilancia. La heterogeneidad de dinamicas de transmision,
persona-persona, por dispositivos sanitarios contaminados, resultado de
reservorios ambientales, etc, requiere de abordajes diferentes. Con esta idea, en la
presente tesis se han seleccionado dos patdégenos representativos de dos
modalidades diferentes de transmisidbn nosocomial. Primero, Mycobacterium
chimaera, implicado en la reciente alarma global de infeccibn emergente como
resultado de dispositivos contaminados implicados en cirugia cardiaca, con la
intencidn de desarrollar un sistema de vigilancia optimizado con un objetivo dual,
rastrear infecciones que hubieran pasado desapercibidas y simplificar y optimizar la
vigilancia ambiental. Segundo, Pseudomonas aeruginosa MDR, como
representante de patégeno implicado en brotes nosocomiales de gran impacto. En
este caso, los esfuerzos analiticos han sido mas ambiciosos, puesto que se ha
transferido la estrategia aplicada en el Capitulo 1 para la vigilancia de TB, PCRs
especificas de cepa disefiadas a partir de datos gendmicos, a la nueva realidad de
la transmisiébn nosocomial por otros microorganismos, evaluando el potencial
transversal de este abordaje. La produccién cientifica generada en este capitulo
incluye:
4. Acosta F, Pérez-Lago L, Serrano MJR, Marin M, Kohl TA, Lozano N, Niemann
S, Valerio M, Olmedo M, Pérez-Granda MJ, Pérez Pérez MR, Bouza E, Mufioz
P, Garcia de Viedma D. Fast update of undetected Mycobacterium chimaera
infections to reveal unsuspected cases. Journal of Hospital Infection. (2018).
100 (4), 451-455; 2018. https://doi.org/10.1016/].jhin.2018.08.018

5. Acosta F, Fernandez-Cruz A, R. Maus S, Sola-Campoy PJ, Marin M,
Cercenado E, Sierra O, Mufioz P, Garcia de Viedma D, Pérez-Lago L. In-Depth
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Study of a Nosocomial Outbreak Caused by Extensively Drug-Resistant
Pseudomonas aeruginosa Using Whole Genome Sequencing Coupled With a
Polymerase Chain Reaction Targeting Strain-Specific Single Nucleotide
Polymorphisms. American Journal of Epidemiology. 04 March 2020.
https://doi.org/10.1093/aje/kwaa025
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Objetivos

Objetivo General

Desarrollar y aplicar aproximaciones basadas en biologia molecular,
epidemiologia molecular y analisis genémico que permitan mejorar el conocimiento
de la transmision comunitaria de Mycobacterium tuberculosis en entornos con
complejidad socio-epidemioldgica y de otros patégenos, Mycobacterium chimaera 'y

Pseudomonas aeruginosa, relevantes en el entorno nosocomial.

Objetivos Especificos

Capitulo I. Transmision de Mycobacterium tuberculosis en entornos comunitarios
complejos.

1. Abordar un estudio de epidemiologia molecular, apoyado en MIRU-VNTR,
en un entorno de alta prevalencia de TB-MDR en Lima, Perd,
caracterizando la transmision local y evaluando el potencial impacto en
poblaciones que reciben migrantes de esta zona.

2. Aplicar en Panama un nuevo sistema de vigilancia, adaptado a paises sin
programas de epidemiologia molecular, apoyado en herramientas de
analisis genotipico de facil implementacién, para identificar las cepas de
Mycobacterium tuberculosis mas prevalentes.

3. Caracterizar en profundidad, mediante andlisis genémico la/s cepal/s de
mayor relevancia identificadas en Panama, definir sus nichos de

transmision y reconstruir su historia reciente.

Capitulo Il. Transmisién de patégenos relevantes en el entorno nosocomial
4. Aplicar un sistema de optimizacion del diagnostico de infecciones por
Mycobacterium chimaera apoyado en herramientas moleculares para
identificar infecciones que hayan pasado desapercibidas y mejorar la

vigilancia ambiental.
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5. Adaptar una estrategia de vigilancia apoyada en andlisis genémico y
desarrollo de PCRs especificas de cepa a la optimizacion de la

caracterizacion de brotes nosocomiales por Pseudomonas aeruginosa
MDR.
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We performed a cross-border molecular epidemiology anal-
ysis of multidrug-resistant tuberculosis in Peru, Spain, and
Italy. This analysis revealed frequent transmission in Peru
and exportation of a strain that recreated similar levels of
transmission in Europe during 2007-2017. Transnational
efforts are needed to control transmission of multidrug-
resistant tuberculosis globally.

nternational migratory movements have created a need

for cross-border surveillance of tuberculosis (TB). Moni-
toring the transmission of multidrug-resistant (MDR) My-
cobacterium tuberculosis strains deserves further analysis
(). Through migration, MDR strains can become more
widely dispersed; they can be exported from the 30 coun-
tries with 89.7% of the incident MDR cases (2) to lower
prevalence settings.
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We performed a transnational molecular epidemiology
analysis of MDR TB cases covering a setting with one of
the highest resistance rates in Latin America (Lima, Peru)
(2) and 2 settings in Europe hosting immigrants from Peru
(Florence, Italy; and Madrid, Spain) to identify incidents
of cross-border transmission. We selected 60 consecutive
MDR TB cases (20% of the total MDR cases in Lima) di-
agnosed during 2014-2015 in one of the poorest districts
of Lima (San Juan de Lurigancho), which has the highest
incidence of TB (193 cases/100,000 population) in Peru
(3). MIRU-VNTR (mycobacterial interspersed repetitive
unit-variable-number tandem-repeat) analysis (Appendix
1, https://wwwnc.cde.gov/ElD/article/25/3/18-0574-Appl.
pdf) suggested a high percentage of recent transmission that
included 36 (60%) of 60 isolates in 9 clusters (Appendix 2,
https://wwwnc.cdc.gov/EID/article/25/3/18-0574-App2.
xIsx). A comparison of these isolates with 228 genotyped
isolates from the same district 4 years earlier (3) revealed
that 6 of the 9 strains actively transmitted during 2014—
2015 were present in 2011 (Appendix 1 Table 1).

We then investigated whether some of these persis-
tent MDR TB strains actively transmitted in Lima could
have been exported to Europe. We used a dataset of 87
MIRU-VNTR genotypes of isolates in Florence obtained
from TB cases in Peru during 2001-2010 (4) and >300
MDR genotyped isolates obtained nationwide from Italy
(5). We found that 1 genotype matched between the Lima
and Italy MDR datasets; this genotype corresponded to a
strain (C8-LPMDR) that infected 11 persons in Florence
and 2 in Milan during 2007-2017 (Appendix 1 Table 2).
MDR TB strains from Lima were also found in Spain dur-
ing 2003-2009. Three MDR isolates, matching 3 of the 9
MDR TB strains from Lima, were found in migrants from
Peru residing in Madrid (Appendix 1 Table 1). One of these
isolates corresponded to the active MDR strain circulating
in Italy (C8-LPMDR).

We performed whole-genome sequencing (6) with 12
of the 17 isolates of the cross-border MDR TB cluster C8-
LPMDR (7 from Florence, 2 from Milan, 2 from Lima,
and | from Madrid). In a median-joining network analy-
sis, these isolates were distributed along 2 branches (Fig-
ure). One branch included all the isolates from Florence.
Although we lacked precise data from contact tracing
to verify details regarding transmission in Florence, we
were able to determine that all the Peru migrants involved
came from Lima. In Florence, there is a large commu-
nity of persons from Peru, which offers opportunities for
interacting, such as shared residence and social gather-
ings. The few differences (0-2 single-nucleotide polymor-
phisms [SNPs]) found among these isolates strongly sug-
gests these isolates were recently transmitted in Florence.
An isolate from Lima (6068) was only 3 SNPs different
from a Florence isolate, demonstrating a close genetic
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Florence Figure. Median-joining network

. of whole-genome sequenced

Madrid

Lima

isolates of strain C8-LPMDR
found in ltaly, Peru, and Spain,
2007-2017. Network 4.6.1.6
(http://www.fluxus-engineering.
com) was used to perform
network analysis. Each dot
along the lines linking isolates
corresponds to a single-
nucleotide polymorphism
difference. Isolates within

the same box share identical
sequences. mv1 corresponds to
an unsampled case inferred from
the network topology. Sequences
were deposited in the European
Bioinformatics Institute database
(http://www.ebi.ac.uk, accession
no. PRJEB25765). FL, Florence;
IT, Italy; MRCA, most recent
common ancestor.

relationship between the Florence and Lima isolates. This
close relationship also suggests that the starting point of
this branch was an exportation event of an isolate from
Lima. The second branch in the network includes 2 iso-
lates identified in Europe (1 Madrid [city of origin un-
known, data not available] and 1 Milan [origin Lima]) and
1 isolate identified in Lima. Because the most recent com-
mon ancestor is positioned between the 2 branches and
the 2 isolates from Lima are in different branches, these
branches probably represent 2 independent exportations
of 2 variants of a strain prevalent in Lima that diversified
after a prolonged period.

These data reveal that high-risk strains are being
exported from Lima to 2 countries of Europe (Italy and
Spain). Not only were these strains exported from Lima,
but 1 strain caused a prolonged and ongoing transmission
event in Italy. The transmission of this strain has caused
at least 3 cases in Lima, 11 in Florence, 2 in Milan, and
1 in Madrid.

In another report, the international distribution of an
MDR TB strain that caused 10 cases across 3 countries of
Europe (Romania, Austria, and Germany) was investigated
(7). The exportation event discussed in our report is geo-
graphically wider (intercontinental, from South America to
Europe), involved more cases (17 total, with a transmission
cluster of 12 cases in Italy), and occurred over a more ex-
tended period (secondary cases spanned 11 years).

Only integrative transnational efforts can provide a
clearer picture of transmission of MDR TB, which has be-
come more complex because of international migration. In
this cooperative analysis involving Peru, Italy, and Spain, we
detected a serious problem of active MDR TB transmission
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in Lima. This situation led to a pool of persistent strains
that were responsible for similar transmission events after
exportation to Europe via migration.
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Among 34 men with proctitis in Buenos Aires, Argentina,
16 (47%) had Chlamydia trachomatis infection, 11 (68.8%)
of which were biovar lymphogranuloma venereum. The
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outbreak was probably local, as in Europe. In Argentina, lym-
phogranuloma venereum should be a suspected cause of
proctitis in HIV-infected men who have had unprotected anal
sex with men.

Lymphogranuloma venereum (LGV) is a sexually trans-
mitted infection caused by Chlamydia trachomatis
serovars L1, L2, or L3 and their variants. LGV has been
considered endemic to Asia, Africa, and the tropical region
of South America. Over the past 2 decades, case reports of
LGV in Argentina have been sporadic and regarding only
patients who acquired the infection abroad.

In the Netherlands in 2003, an outbreak of rec-
tal LGV among men who have sex with men (MSM),
mainly HIV infected, was reported (/). This report was
followed by many other reports from other developed
countries (2,3).

LGV has been traditionally described as causing
inflammation and swelling of the inguinal lymph nodes
and also involving the rectum, causing acute proctitis,
particularly among HIV-infected MSM (4). Since 2015,
some clinicians in Argentina have suspected LGV in
certain patients with proctitis (regardless of association
with inflammatory tumors) in which C. trachomatis has
been detected but not genotyped. Thus, we conducted
a prospective study to assess the C. trachomatis geno-
types as the causative agent of infectious proctitis in
Buenos Aires, Argentina. Our study was conducted in a
private practice and a public hospital, under a protocol
previously approved by the hospital’s ethics committee
(no. 201723).

From September 1, 2017, through February 1, 2018,
we included in our study every man who visited either
the private or public study site and who had rectal signs
or symptoms of proctitis and had not taken antimicrobial
drugs in the previous month. None of the included patients
was referred by a previously included patient. Each partici-
pant signed an informed consent form.

Over the first 5 months, we obtained a rectal swab
sample from 34 men on their first visit. To detect C. tra-
chomatis, we extracted DNA from the samples by us-
ing real-time PCR targeting a cryptic plasmid fragment
(Alert PCR; ELITech Molecular Diagnostics, https://
www.elitechgroup.com). Positive samples were geno-
typed by ompA-based PCR restricted fragment length
polymorphism (5).

Of the 34 samples analyzed, 16 were positive for
C. trachomatis; 11 were identified as genotype L2 and 5
as genotypes D, F, or J. All participants reported having
engaged in unprotected receptive anal sex in Argentina,
except for 1 who had had receptive anal sex while in Mex-
ico. None declared having traveled to an LGV-endemic
area. Mean age was 31.63 years (range 22-43 years). All
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Simplified Model to Survey
Tuberculosis Transmission in
Countries without Systematic

Molecular Epidemiology Programs
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Systematic molecular/genomic epidemiology studies
for tuberculosis surveillance cannot be implemented in
many countries. We selected Panama as a model for an
alternative strategy. Mycobacterial interspersed repeti-
tive unit—variable-number tandem-repeat (MIRU-VNTR)
analysis revealed a high proportion (50%) of Mycobacte-
rium tuberculosis isolates included in 6 clusters (A—F) in
2 provinces (Panama and Colon). Cluster A correspond-
ed to the Beijing sublineage. Whole-genome sequencing
(WGS) differentiated clusters due to active recent trans-
mission, with low single-nucleotide polymorphism—based
diversity (cluster C), from clusters involving long-term
prevalent strains with higher diversity (clusters A, B). Pro-
spective application in Panama of 3 tailored strain—spe-
cific PCRs targeting marker single-nucleotide polymor-
phisms identified from WGS data revealed that 31.4% of
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incident cases involved strains A—C and that the Beijing
strain was highly represented and restricted mainly to
Colon. Rational integration of MIRU-VNTR, WGS, and
tailored strain—specific PCRs could be a new model for
tuberculosis surveillance in countries without molecular/
genomic epidemiology programs.

Tuberculosis (TB) control depends on rapid diagnosis,
efficient therapy, and control of transmission. New ge-
notyping strategies in Mycobacterium tuberculosis have led
to development of molecular epidemiology strategies that
enable clarification of TB transmission dynamics (/-3).
PCR-based molecular epidemiology approaches, namely
mycobacterial interspersed repetitive unit—variable-num-
ber tandem-repeat (MIRU-VNTR), are being replaced by
genomic epidemiology approaches. These approaches are
based on the identification of single-nucleotide polymor-
phisms (SNPs) using whole-genome sequencing (WGS),
which offers higher discriminatory power and precision in
assigning transmission clusters (4—6).

The national TB-control programs of many resource-
constrained countries with a high TB prevalence lack
systematic molecular epidemiology analysis (7). These
countries face insurmountable obstacles to availability of
genomic epidemiology programs. Panama is an example
of a country that, despite recently being classified in the
upper-income category, has not implemented a systematic
molecular/genomic epidemiology—based surveillance pro-
gram (7). The lack of such a program, together with other
limitations, means that Panama now has the second highest
incidence of TB in Central America and the highest TB
death rate (8). The recent expansion of the Panama Canal
has attracted migrants into the country, which probably

"These authors contributed equally to this article.
2These authors contributed equally to this article.
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has affected host-country TB epidemiology, as reported in
other settings (8§—10).

The convergence of these circumstances made Panama
ideal for evaluating an alternative simplified approach for
optimized surveillance of TB transmission. We based our
effort on a rational application of MIRU-VNTR, subsequent
WGS analysis of clustered representatives, and final tailor-
ing of allele-specific oligonucleotide PCR (ASO-PCR) for
local prospective targeted surveillance of TB cases.

Materials and Methods

Study Sample

The retrospective study sample comprised 94 M. tubercu-
losis isolates from diagnostic specimens of patients with
symptomatic respiratory disease (excluding those under
treatment) from 19 health centers and hospitals in Panama
and Colon provinces in 2015. This convenience sample
comprised 80 isolates from Panama and 14 from Colon.
These 2 provinces provided 660 TB cases in 2015; thus, the
convenience sample represented 14.4% of TB cases from
that year. Among the 91 isolates with susceptibility data, 84
(89.4%) were pansusceptible, 6 (6.4%) were monoresistant
to isoniazid (2.1%) and rifampin (4.3%), and the remaining
1 (1.1%) was multidrug-resistant (MDR) (Table). We also
included additional prospective isolates from Colon and
Panama (January—August 2018), selected following the
same selection criteria as the retrospective strain collection.

Drug Susceptibility Testing

Drug susceptibility was determined at the National Tu-
berculosis Reference Laboratory in Gorgas Memorial
Institute (Panama City, Panama) using GenoType MTB-
DRplus (Hain Lifescience, https://www.hain-lifescience.
de/en/). We confirmed drug susceptibility results by the
proportion method on Lowenstein—Jensen medium against
the first-line drugs isoniazid, rifampin, streptomycin, and
ethambutol. Second-line resistance was not tested in this
strain collection.

DNA Extraction

DNA was extracted from Lowenstein—Jensen cultures us-
ing double-distilled water protocols from the GenoType Kit
(Hain Lifescience) for first-line drug susceptibility testing.
DNA for MIRU-VNTR and WGS was extracted using the
QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, https://www.qiagen.
com) according to the manufacturer’s protocol or the cetyl
trimethylammonium bromide—based standard purification.

MIRU-VNTR Analysis

We conducted genotyping using multiplex PCR based on
24-locus MIRU-VNTR (/7). DNA extraction and MIRU-
VNTR typing of the retrospective sample were performed
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Table. Study population, drug resistance, and genotypes of
Mycobacterium tuberculosis, Colon and Panama provinces,
Panama, 2015

Characteristic Result*
Province
Panama, n = 80 80 (85)
Colon, n =14 14 (15)
Antimicrobial drug susceptibility
Susceptible 84 (89.4)
Monoresistant 6 (6.4)
Isoniazid 2(2.1)
Rifampin 4 (4.3)
Multidrug-resistant 1(1.1)
No data 3(3.2)
Lineage/sublineage
Lineage 1 3
East African Indian 3
Lineage 2 7
Beijing 7
Lineage 4 82
Latin-American-Mediterranean 31
Haarlem 28
H37Rv-like 18
Cameroon 3
X 2
Lineage 5 1
West_African_1 1
Lineage 6 1
West_African_2 1
Distribution of clustered isolates
Cluster A (Beijing) 7 (15)
Cluster B (Haarlem)t 14 (30)
Cluster C Latin-American-Mediterraneant 9(19)
Cluster D (H37Rv-like) 12 (26)
Cluster E Latin-American-Mediterraneant 3(6)
Cluster F (H37Rv-like) 24

*Values are no. (%) isolates or % isolates.
TOne strain of this cluster was monoresistant to rifampin.

at Instituto de Investigaciones Cientificas y Servicios de
Alta Tecnologia Laboratories (City of Knowledge, Pana-
ma). PCR products were sized using capillary electropho-
resis in a 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
https://www.thermofisher.com). For the Beijing isolates,
we added the 4 previously recommended additional hy-
pervariable locus set (1982, 3232, 3820, and 4120) to the
24 loci MIRU-VNTR set (/2). We assigned TB lineage
and sublineages from MIRU-VNTR data using a lineage
prediction tool (TBminer, http://info-demo.lirmm.fr/
TBminer) (13).

WGS

WGS was performed in Hospital Gregorio Marafion
(Madrid, Spain) as detailed elsewhere (/4) on 2-3 rep-
resentative isolates of each cluster. We generated DNA
libraries following the Nextera XT Illumina protocol
(Nextera XT Library Prep kit [FC-131-1024]; Illumi-
na, https://www.illumina.com). Libraries were run in a
MiSeq device (Illumina) by applying a paired-end read-
ing procedure. We mapped the reads for each strain by
using the ancestral M. tuberculosis complex genome,
which was identical to H37Rv in terms of structure
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but with the ancestral alleles inferred by using a max-
imum-likelihood approach (/5). SNP calls were made
with SAMtools (http://samtools.sourceforge.net/) and
VarScan (http://varscan.sourceforge.net/) (coverage
of at least 20-fold, mean SNP mapping quality of 20)
(14,16). From the variants detected, we kept only the
homozygous calls (those present at a specific position
in >90% of the reads). Moreover, to filter out poten-
tial false-positive SNPs attributable to mapping errors,
we omitted the variants detected in repetitive regions,
phages, and Pro-Glu (PE)— and Pro-Pro-Glu (PPE)-rich
regions. In addition, we omitted SNPs close to inser-
tion/deletions (10-bp window) and those in areas with
an anomalous accumulation of variants (>3 SNPs in 10
bp). Alignments and SNP variants were visualized and
checked in IGV version 2.3.59 (http://software.broadin-
stitute.org/software/igv). A cutoff of <12 SNPs was used
to consider 2 isolates as clustered due to recent trans-
mission, as defined in Walker et al. (6). We deposited
the sequences obtained in EMBL-EBI (http://www.ebi.
ac.uk [accession nos. PRJEB23681 and PRJEB29408]
and http://bioinfo.indicasat.org.pa).

Design of ASO-PCR

For MIRU-VNTR-defined clusters A, B, and C, we
identified the strain-specific SNPs after comparing WGS
data with a database containing 4,598 sequence genomes
from strains circulating throughout the world (A. Chiner-
Oms, unpub. data). We selected 3 strain-specific SNPs
for cluster A and 4 for clusters B and C to be targeted
by a multiplex ASO-PCR (Appendix Table 1, https://
wwwnc.cdc.gov/ElD/article/25/3/18-1593-App1.pdf).
We designed these ASO-PCRs to ensure the presence of
amplification patterns, regardless of the strain analyzed.
For cluster A, we designed 1 selective primer (SNP2) to
target the allele found in the cluster A strain, whereas
the 2 remaining primers (SNP1 and SNP3) targeted the
alternative alleles, as expected in any other non-A strain.
For clusters B and C, 2 primers (SNP1/SNP4 and SNP3/
SNP4, respectively) targeted the alleles found in strains
B and C, whereas the remaining SNPs targeted the alter-
native alleles. The size of the amplicons was calculated
to rule out overlap and led to different band patterns in
each case (Appendix Table 1). We fixed the final PCR
protocols (Appendix Tables 1, 2) after evaluating mul-
tiple experimental conditions until the expected patterns
for the strains surveyed and a set of different control
strains were confirmed.

The ASO-PCR design and optimization were conduct-
ed in Hospital General Universitario Gregorio Maranon
(Madrid, Spain). The data were transferred to be applied at
the National Tuberculosis Reference Laboratory in Gorgas
Memorial Institute in Panama City.

Emerging Infectious Diseases *« www.cdc.gov/eid ¢ Vol. 25, No. 3, March 2019
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Results

MIRU-VNTR-Based Cluster Analysis

In MIRU-VNTR analysis, 47 (50.0%) of the M. tuber-
culosis retrospective isolates from Panama and Colon
provinces grouped into 6 clusters, A—F. Four clusters
(A-D) comprised 7-14 isolates each; the remaining 2
were smaller (E, 3 isolates, and F, 2 isolates) (Appendix
Figure). Most (87%) isolates corresponded to lineage 4;
7.4% corresponded to lineage 2. Sublineages for the larg-
est clusters corresponded to Beijing (cluster A) and Haar-
lem (cluster B), Latin-American-Mediterranean (cluster
C), and H37Rv-like (cluster D) (Table). Clusters A and
F consisted mostly of cases from Colon; the remaining 4
clusters consisted mostly of cases from Panama. Clusters
A, D, and F corresponded exclusively to pansusceptible
strains; clusters B, C, and E each included 1 isolate that
was monoresistant to rifampin.

WGS Analysis

Representative isolates (2 each from clusters A and B
and 3 from cluster C) were available for a more in-depth
analysis by WGS in Madrid, Spain. The sequences ob-
tained offered a depth of coverage of 20x—55%, with a
Phred score >20. The short pairwise distances (1-3
SNPs) for cluster C were consistent with recent trans-
mission. However, 19 SNPs were found between the iso-
lates in cluster A, and 20 SNPs were found between the
isolates in cluster B, which was more consistent with the
higher diversity expected for clusters involving long-
term prevalent strains.

ASO-PCRs for Targeted Surveillance

of Selected Clusters

Once we identified the coexistence of 1 cluster due to
active recent transmission with 2 clusters that were
more likely to be prevalent, ASO-PCRs were designed
in Madrid with 2 objectives: 1) prioritize the targeted
surveillance of the actively transmitted cluster C; and 2)
facilitate capture of new cases involved in clusters A and
B with the aim of completing the phylogenetic recon-
struction of long-term clusters. We designed 3 multiplex
ASO-PCRs to target 3 SNPs for cluster A, 4 for cluster
B, and 4 for cluster C (Appendix Tables 1, 2). We used
all representatives for clusters A and C and 12 of 14 of
those in cluster B as positive controls, and we detected
the expected amplification patterns. Forty-nine Beijing
isolates other than A strain, 46 Haarlem isolates other
than B strain, and 36 Latin-American-Mediterranean
isolates other than C strain were also used as negative
controls of the strains targeted. In all cases, the expected
patterns were obtained for the non—A—C control isolates
(Figure 1).
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Figure 1. PCR products for allele-
specific oligonucleotide PCRs

for Mycobacterium tuberculosis
cluster A, cluster B, and cluster

C strains on a selection of
representative strains A, B, and C
and a selection of non-A, non-B,
and non-C controls. Testing was
for a simplified model to survey
tuberculosis transmission using
data from patients and controls

in Panama and Colon provinces,
Panama, 2015. A) 308-bp PCR
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polymorphism [SNP] 2) for strain A
and 400-bp and 228-bp products
(SNP1/SNP3) for non-A strain. B)
127-bp and 297-bp PCR products
(SNP1/SNP4) for strain B and
209-bp and 406-bp products
(SNP2/SNP3) for non-B strain. C)
307-bp and 413-bp PCR products
(SNP3/SNP4) for cluster C strain
and 103-bp and 207-bp products
(SNP1/SNP2) for non-C strain.
MW, molecular weight (100-bp
DNA ladder).

UL

Negative control strain C MW

Prospective Implementation of the
ASO-PCR-Based Strategy
We used 51 prospective isolates from Colon and Panama
collected during 2018 to evaluate the performance in situ of
the 3 sets of cluster A—C—specific ASO-PCRs. The amplifi-
cation patterns obtained in Madrid in the optimization step
were now reproduced exactly in Panama. Cluster A PCR
revealed 13 (25.5%) patients infected by Beijing strain A
of the total sample, 11 from Colon, and 2 from Panama.
Cluster B PCR identified 1 (1.9%) patient infected by strain
B and 2 (3.9%) patients infected by strain C; all 3 of these
patients were from Panama province.

All the isolates not labeled as corresponding to strains
A, B, or C by the strain-specific PCRs were genotyped by
VNTR. None showed a pattern corresponding to the strains
targeted (they showed differences in >3 loci). This finding
enabled us to rule out that we could be missing some strains
related to the clusters targeted.

We used WGS to analyze all cases (except 2 for strain
A) captured by the ASO-PCRs to determine the network of
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relationships between the isolates (Figure 2). As expected,
we observed lower SNP-based diversity acquired along a
linear topology for cluster C, consistent with a sequential
host-to-host recent-transmission nature for this cluster. In
contrast, we found more SNPs, acquired along different
branches, with several nonsampled nodes (median vectors,
mv; Figure 2) for clusters A and B, more likely correspond-
ing to prevalent strains that acquired higher diversity. In
fact, for cluster A, this diversity was also detected by MI-
RU-VNTR; 4 isolates captured by the ASO-PCR showed
single-locus variations.

Discussion

Molecular epidemiology strategies enable us to investigate
TB transmission dynamics in a given population. However,
to capture a true snapshot of TB transmission, these strate-
gies require a universal, long-term fingerprinting scheme.
In other words, it is necessary to ensure that transmission
links are not missed because of incomplete sampling of all
the TB cases in a complete population. Unfortunately, few
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countries have implemented universal systematic genotyp-
ing. Many countries with more limited resources and a high
TB prevalence can afford only fragmented molecular epi-
demiology studies based on convenience samples.

An additional concern is the recent process of substi-
tuting molecular epidemiology studies with more precise
genomic epidemiology studies based on WGS analysis
(4,6). If we failed to implement standard systematic molec-
ular epidemiology in many high-prevalence areas, the gap
between low- and high-income countries would widen in
terms of genomic epidemiology. Therefore, we must define
new strategies to offer an alternative to fill this gap.

In this study, we propose a model based on 4 stages: 1)
updating the identification of strains responsible for the largest
clusters in a population, 2) application of WGS to obtain more
in-depth knowledge of clusters, 3) design of ASO-PCRs to
identify specific strains, and 4) implementation of a simplified
TB-control scheme based on targeted surveillance of predomi-
nant strains. To evaluate whether our approach could simplify
detection of TB transmission in countries with no systematic
molecular epidemiology programs, we applied it in Panama,
a country with high TB-related mortality (§). No systematic
universal genotyping is available in Panama, and the only data
available are from studies of cases from a single clinic and of

A Prevalent strain A

1133%

B Prevalent strain B

Model to Survey TB Transmission

MBDR isolates (/7,18). These studies were performed before
the recent expansion of the Panama Canal, whose socioepi-
demiologic effect (/9) can be considered similar to that of the
construction of the interoceanic railroad and the Panama Ca-
nal in the mid-19th century, when large numbers of workers
from Africa, India, and China arrived in Panama. High rates of
malaria- and yellow fever—related deaths were associated with
work on the Panama Canal (20). Regarding TB, the rates of
latent infection were higher for migrant students than for US
students living in the canal area (21).

The first step in our model revealed an unexpectedly
high percentage of MIRU-VNTR—clustered cases. Half of
the cases collected in Panama and Colon provinces grouped
into 6 clusters. Fortunately, none of these clusters corre-
sponded to resistant/MDR strains, despite the high cluster-
ing rates for MDR strains reported during 2002-2004 (/7).
Four of the 6 clusters identified in our study were respon-
sible for nearly half of all cases analyzed.

Ours was a limited strain collection, and thus some trans-
mission links might be missing because of the limited num-
ber of samples we were able to analyze, which covered only
1 year and 2 local settings, leading us to expect that the true
figures for clustered cases are higher. In a previous study of a
convenience pansusceptible M. tuberculosis strain collection

C Actively transmitted Strain C

Figure 2. Networks of relationships based on whole-genome sequencing data of prevalent clusters (A, B) and active transmission cluster (C)
in testing of a simplified model to survey tuberculosis transmission in Panama and Colon provinces, Panama, 2015. Each dot corresponds to
a single-nucleotide polymorphism (SNP). In panel A, when 2 isolates are included in the same box, they showed no SNPs between them; the
isolates within boxes with different colors show mycobacterial interspersed repetitive units—variable number of tandem repeats patterns with
single-locus variations between them. mv, median vector corresponding to nonsampled nodes; REF, reference. *Isolates from 2015 used to
design the allele-specific oligonucleotide—PCRs; fstrain identified in an additional analysis in Madrid (out of the prospective study applying the
strain-specific PCRs in Panama). A color version of this figure is available online (http://wwwnc.cdc.gov/ElD/article/25/3/18-1593-F2.htm).
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from 2005 (/8), only 21% (13/62) were found to be clustered.
Direct comparisons between the figures from that study and
our study cannot be made because of marked differences in
genotyping approaches applied. In any case, it seems that the
clustering snapshot is now different, possibly because our
sampling was restricted to a more precise geographic location.

Despite the short distance (74 km) between Panama and
Colon provinces, which are connected by the best highway in
Panama, clusters are rich in cases from one or the other prov-
ince, thus alerting us to the epidemiologic singularities of each
population, with some strains more restricted to specific geo-
graphic niches. This finding is especially relevant for the Bei-
jing sublineage (associated with high transmissibility), which
seems to be better represented in Colon province.

The second step in our model focused on applying
WGS to the MIRU-VNTR clusters. This analysis revealed
that 2 different phenomena were co-occurring in the MI-
RU-VNTR—defined large clusters A, B, and C, as follows:
1) recent transmission in cluster C, robustly determined by
the low diversity identified by WGS; and 2) more SNPs in
clusters A and B. The higher number of SNPs within clus-
ters A and B (more than the 12 SNPs accepted as a thresh-
old for inferring recent transmission from WGS data) sug-
gests that these clusters involve prevalent strains that had
accumulated higher diversity after circulating for longer
periods. Since it was first determined (6), the SNP-based
threshold for recent transmission has been proven correct
in many studies (22-25). This threshold was robust even
in circumstances that could lead to greater accumulation of
diversity, such as prolonged host-to-host transmission and
the simultaneous involvement of reactivation and recent
transmission in the same event (/6).

Robustly defined MIRU-VNTR clusters corresponded
to different magnitudes of SNP-based diversity between the
clustered isolates; that is, clusters caused by recent trans-
mission coexisted with other clusters not associated exclu-
sively with recent transmission but with prevalent strains
that had circulated for long periods. This observation oblig-
es us to reinterpret the load of true recent transmission in
high-prevalence settings. According to our WGS findings,
our initial estimation of 50.0% of cases from recent trans-
mission, which was based on MIRU-VNTR analysis, must
be reduced. This bias in the estimation of recent transmis-
sion in MIRU-VNTR-defined clusters has been discussed
(26-28). We also demonstrated how MIRU-VNTR failed
to differentiate between migrants who had acquired TB by
recent transmission after arrival in Spain from other pa-
tients who had imported TB from their country of origin
(28). Both shared identical MIRU-VNTR patterns, and
only WGS succeeded in differentiating them based on the
magnitude of SNP diversity (28). From our data, it can be
deduced that WGS is necessary in high-prevalence set-
tings to differentiate MIRU-VNTR—defined clusters that
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genuinely result from recent transmission from those with
the involvement of long-term prevalent strains.

Because the systematic application of WGS in low-
resource settings is not realistic, our tailored ASO-PCR
model for targeting marker SNPs for the strains previously
identified to be responsible for a large percentage of TB
cases remains an affordable strategy. Our proposal recon-
ciles the high discriminatory power of WGS (targeted SNPs
are obtained from the WGS analysis) with the low-cost and
easy implementation of PCR-based tools. Based on the ini-
tial MIRU-VNTR analysis, application of these 3 multiplex
ASO-PCRs would have enabled us to cover 32% of all ret-
rospective TB cases in our sample. This coverage justified
the prospective evaluation to assess their usefulness and
precision, the last step in the implementation of our model.
Because our multiplex ASO-PCRs were designed based on
WGS data from a limited size convenience sample from
Panama and Colon provinces, the PCRs should be used
only for surveillance in these 2 major provinces.

The limited sample of isolates obtained in 2015, which
were used to tailor the surveillance strain-specific PCRs,
could make the PCRs useless when moving forward be-
cause the epidemiology of TB and the composition of
circulating strains changes over time. However, the appli-
cation in Panama of the set of 3 ASO-PCRs on the prospec-
tive samples from Panama City and Colon enabled us to
determine the strain involved in 31.4% of the cases, a figure
close to the 32% of the isolates belonging to the 3 surveyed
strains in 2015. This finding suggested a rather stable com-
position of strains in this setting.

Initially, the quality of the DNA obtained from the iso-
lates in 2015 for the fourth predominant cluster (cluster D)
was not suitable for WGS. Just recently, the VNTR analysis
from the 2018 isolates not belonging to the A/B/C clusters
enabled us to identify new representative cases for this clus-
ter, which will be analyzed by WGS to tailor a new PCR to
complete and extend the coverage of the surveillance panel.

Once our strategy has proved to be useful, a country-
wide genotyping effort will be necessary to determine highly
transmitted strains nationwide and develop new ASO-PCR
tools for surveillance of the entire country. The strategy will
be evaluated periodically. It will mean updating the composi-
tion of circulating strains by MIRU-VNTR analysis as soon
as we detect a reduction in the proportion of incident isolates
that can be labeled by the strain-specific PCRs already im-
plemented. From the VNTR analysis, we will select the new
clusters to be targeted, according either to their magnitude
or to the speed in which the involved strain is transmitted.
Three representative isolates from each cluster selected will
be analyzed by WGS to identify the strain-specific SNPs to
tailor new PCRs to target them. Therefore, the panel of PCRs
applied as a surveillance tool will be constantly updated ac-
cording to the changing epidemiology of the setting.
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The networks of relationships obtained from WGS
data of the representatives of clusters A—C captured by the
ASO-PCRs were consistent with the different nature (ei-
ther prevalent strains A/B or recently transmitted strain C)
of the clusters analyzed. A pattern of closely related iso-
lates (below the 12-SNP cutoff determined as similarity
threshold) (6) distributed along a simple linear topology
was found for cluster C. However, more complex branched
topologies and a higher diversity between the isolates were
observed for the prevalent clusters A and B.

A high proportion (21.5%) of patients in Colon were
infected by the Beijing strain (strain A). This finding con-
stitutes a challenging alert for the national TB-control
program because this lineage is involved in long-term out-
breaks, which eventually become uncontrollable. In Gran
Canaria Island, Spain, the importation of a Beijing strain in
the 1990s caused a major outbreak that could not be con-
trolled. Three years after importation, 27% of TB patients
on the island were infected by this strain (29). Three de-
cades later, the strain remains highly prevalent, not only on
the island to which it was imported but also on neighboring
islands (30). The marked presence for the Beijing lineage in
Colon province seems to be an emergent issue because the
lineage accounted for only 3.7% of the cases in 2005 (/8).
Those authors raised the alert about the effect of the expan-
sion of the Panama Canal on the likely modification of the
composition of circulating strains. Application of only 1
of our PCRs (the one targeting the Beijing strain) would
have enabled us to characterize half of all current newly
diagnosed TB cases in Colon; that is, persons infected by
a highly transmissible strain. This PCR could constitute a
key tool for optimizing the national TB-control programs
to avoid future uncontrollable situations, such as the one
reported for the Canary Islands.

In summary, our study evaluated the feasibility and
usefulness of a new model for simplifying and optimiz-
ing surveillance of transmission of TB in countries with
no systematic molecular or genomic epidemiology pro-
gram. Preliminary MIRU-VNTR analysis alerted us to a
high percentage (50%) of clustered TB cases and revealed
a differential distribution of clustered cases in 2 provinces
within Panama. Subsequent WGS analysis showed that
some of the MIRU-VNTR clusters were the result of ac-
tive recent transmission, whereas others more likely re-
sulted from prevalent long-term strains. We applied the
WGS data to tailor 3 ASO-PCRs, which covered most cas-
es in the population. The prospective application of only
3 ASO-PCRs enabled us to identify the strains infecting
31.4% of incident cases. This strategy optimized tracking
of actively transmitted M. tuberculosis strains and capture
of new cases involving long-term prevalent strains, thus
making it possible to reconstruct the global phylogeny of
their clusters. Our strategy also made it possible to identify
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the alarming presence of the Beijing sublineage in the inci-
dent cases in Colon province. A design based on a rational
integration of MIRU-VNTR, WGS, and ASO-PCR could
provide a new model for surveillance of TB transmission in
countries without universal molecular/genomic epidemiol-
ogy programs.
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WGS reveals a likely long-term prevalent
status for a predominant Beijing strain in
Colon, Panama

Fermin Acosta, Dilcia Sambrano, Laura Pérez-Lago, Anders Norman, Victoria
Batista, lgor Mokrousov, Egor Shitikov, Julio Jurado, Odemaris Luque, Maybis
Garay, Maritza Mayrena, Laura Solis, Patricia Mufioz, Dorte Bek Folkvardsen, Troels
Lillebaek, Amador Goodridge !, Dario Garcia de Viedmat

M. tuberculosis Beijing genotype strains have been associated
to increased virulence, resistance and/or higher transmission
rates. Our aim was to focus on a Beijing strain which had been
identified in Panama, mostly in Colon, the province with one of
the highest TB incidences in Panama. 24-locus-MIRU-VNTR
(plus 4 hypervariable loci) analysis of 42 retrospective isolates
(January-August 2018) identified a cluster including 17 (41%)
Beijing representatives (BjA strain). Prospective surveillance
(Sept-2018-July-2019), now supported on a strain-specific PCR
targeting BjA marker SNPs confirmed the predominance for
BjA strain (57%) in Colon. WGS revealed higher than expected
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diversity, suggesting a long-term prevalent nature for this
strain, with just a minority of cases due to recent
transmission. The BjA strain belonged to the Asian African
3 (Bmycl3, L2.2.5) branch of the modern Beijing
sublineage, with their closest isolates corresponding to
cases from Vietnam, likely introduced in Panama between
2000 and 2012. The reasons behind its introduction and
expansion in Colon would require classical epidemiology
and in-depth omics analysis of both cluster_and human
population.

ycobacterium tuberculosis (MTB) complex can be

subdivided in seven lineages (1) which are not
equally represented geographically. Among them, the
Beijing lineage (Lineage 2), has received higher attention,
because its successful global distribution, its association with
resistance, higher ability to compensate the loss of fitness
associated to the acquisition of drug resistance, and its higher
transmissibility and virulence, being involved in major
outbreaks in certain settings (2-5).

The Beijing lineage constitutes at least 13% of the
global MTB complex population (6). However, our
knowledge about its representativity is not well balanced
around the world. Since its first description in East Asia (7),
many studies have helped us to determine that it is
endemically prevalent in Asia (around 50% of the circulant
strains in East Asia) (6), South Africa (27%) (8), and
northern Eurasia (44.7%) (9). However, limited information
about its presence and burden has been obtained from other
areas. The Caribbean and Central America represents one
of these areas, with only scarce information about the
Beijing presence (2.1%: Guatemala) (10), due to the lack of
systematic molecular epidemiology programs in the region.
The few studies focused on this issue offered and average
representativity of 3.5 % of the total TB cases associated to
the Beijing lineage in The Caribbean countries (11), and
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also described its involvement in severe outbreaks as the
one reported in Guatemala (10).

Our aim in this study is to complete the information that
we obtained in a previous study about the presence of this
lineage in Panama (12). Although partial, with only two
provinces screened, and not updated, with data corresponding
to the strains isolated in 2015, the findings in this study were
relevant, pointing out to the existence of a cluster including
15% of the strains, which involved a Beijing strain (Beijing
strain A). As this strain was pansusceptible, it was overviewed
in another study in the country, focused only on MDR TB
cases (13). The only previous study offering genotypic data in
Panama from non-selected strains, from a single outpatient
clinic in Panama City reported a much lower percentage, 3.7%
(14).

As our previous data indicated that the presence of this
strain was not equivalent in the two provinces surveyed, but
was mainly restricted to Colon, where the rate rose up to
21.5% (12), in this current study we focused our efforts on this
province, one of the provinces in Panama with higher TB
incidence rate (15).

Based on a modular strategy, combining MIRU-VNTR
based typing (16), strain-specific PCRs, and whole genome
sequencing, we aimed i) to update the current situation of the
Beijing Strain A in Colon, ii) to evaluate the role of recent
transmission for this cluster and iii) to explore the phylogeny
and reconstruct the history of this strain in Panama.

Materials and Methods.

Samples

All MTB isolates collected (September 2018-July 2019) in
Colon province, Panama were selected. They were cultured
from Lowenstein—-Jensen medium and DNA was extracted
for CTAB (cetyl trimethylammonium bromide) method.

ASO-PCR method

Specific SNP alleles targeted and PCR conditions for Beijing
Mycobacterium tuberculosis strain A were as described (12).
The reaction mixes for PCR included final volume of 25 pl:
HotStarTaq polymerase, 5 U/ul (1.25 pl); MgCI2, 25 mM (0.4
ul); PCR buffer, 10x with 15 mM MgCI2 (2.5 ul); Q solution,
5x (5 ul); Primer pool concentration (2.5 pl mix: 2uM, 6 UM,
5 uM); dNTPs, 25 mM (0.2 ul); water and DNA target. The
PCR conditions was as follows: 95 °C for 15 min, followed by
27 cycles of 95 °C for 1 min, annealing 64 °C for 1 min and 72
°C for 10 min.

Genotyping and Whole Genome Sequencing

Isolates were genotyped by MIRU-VNTR based on the 24 loci-
set as described elsewhere (16). For the Beijing isolates an
additional set of 4 hypervariable loci were added (17). WGS on
the Illumina MiSeq platform, mapping and SNP calling was
performed as detailed elsewhere (12). The sequences were
deposited in EMBL-EBI database.

Phylogenetic analysis

For general phylogenetic purposes we compared MIRU-
VNTR types with those (>8000 isolates) included in general
global MIRU-VNTR datasets and also Beijing specific
databases (18-20) and SNPs from our WGS data were
compared with those from global NGS collections (>9000
downloaded MTB genomes) (18, 20).

For the more specific analysis within the Beijing
lineage, we compared WGS data with those from 200 strains
corresponding to the subgroup L2.2.5/Asian African 3.
Variants were called against the reference genome
H37Rv/NC_000962.3 and a subset of L2.2.3/Asia Ancestral
3 to function as more closely related but still ‘ancient’
outgroup. This resulted in an alignment of 5809 SNPs which
were used to construct a maximum likelihood phylogeny
tree (in RAXML). A smaller subset (including the clade
including the Panama isolates and the Vietnamese isolates)
was used for aligning and identifying 858 SNP positions.
Bayesian analysis of molecular sequences (BEAST) of three
independent chains of 100 mio iterations (using evolutionary
model: GTR, molecular clock: UCLD, population mode:
GMFR Skyride) was performed. The three chains converged
after about 2 mio. iterations (considered burn-in and
removed) and were combined into a single dataset which
was then used to construct the maximum clade credibility
tree.

Results.

The analysis of a retrospective sample of 42 MTB isolates
collected in Colon during 2018 by MIRU-VNTR revealed
that 41% (17/41) were included in a major cluster and it
corresponded to a pansusceptible Beijing strain (Cluster
BjA, Table 1). For the remaining isolates, only 4 isolates
were clustered, and they were distributed in different
families, among them: Haarlem (24%), H37RV-like (17%),
LAM (17%) and S (2.4%)). Within the Cluster BjA most of
the isolates (12/17) shared an identical 28-loci MIRU-
VNTR pattern and 4 different SLVs were detected (two of
them involving a hypervariable locus), represented by 1, 2,

1 and lisolates (Ta
Anew prosrgecttl)ve s%\mple of the MTB isolates from 30

consecutive incident cases from Colon in 2019 was
analyzed, now by applying a Strain BjA-specific PCR. The
band-pattern expected for the BjA strain was obtained in 17
isolates (57%).

Thirty BjA isolates were analyzed by WGS, and 26
(including 2 isolates obtained in 2015) offered enough
coverage depth (>20X) to call SNPs and determine the
network of relationships between them (Figure 1). We
observed a marked SNP-based diversity, with most of the
isolates accumulating long pairwise genetic distances and
distributed along different branches. The maximum SNP-
distance was 38 SNPs and the median shortest SNP distance
between two strains was 5 SNPs. Five non-sampled nodes
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Table 1. 28-loci MIRU-VNTR genotypes of Beijing Mycobacterium tuberculosis isolates from Colon province, Panama.

MIRU-VNTR loci*

Hypervariable loci

o]
svszsssfsiiesegzenesnangd fg g
DﬂfﬂfDDDDEDB,EDf010533330130:801322;2TOtaIno-
b bz bbb b o B xgE E E E icolats
=S5 ==2=EEE5E555====:=55==5>EE5=2 2 2 2

> z z 5 S 5 5

S 2 S
2 4 4 2 3 3 35 2 6 4 4 4 2 5 1 7 3 3 5 3 8 2 4 10 13 8 11 12
2 4 4 2 3 3 35 25 4 4 4 2 5 1 7 3 3 5 3 8 2 4 10 13 8 11 1
2 4 4 2 3 3 35 2 6 4 4 4 2 5 1 7 3 3 5 3 8 2 4 1014 8 11 2
2 4 4 2 3 3 35 2 6 4 4 4 2 5 1 7 3 3 5 3 8 2 4 10 13 89 1
2 4 4 2 3 3 35 2 6 4 4 4 2 5 1 7 3 3 5 3 8 2[8 10 13 8 11 1

*MIRU-VNTR, mycobacterial interspersed repetitive units—variable number of tandem repeats; ETR, exact tandem repeats; QUB,
Queens University of Belfast. single locus variants (SLV) are highlighted in grey.

(median vectors) were detected. Some small subgroups within
the network shared shorter pairwise genetic distances (2-7
SNPs) and only two pairs of isolates shared 0 SNPs between
them.

Phylogenetic Analysis

Firstly, we compared the MIRU-VNTR 24 data with those in
MIRU-VNTRplus. The pattern more frequently found for the
BjA strain in Colon corresponded to the MLVA type 1048-33,
while the 2 less frequent SLVs (Table 1) corresponded to the
MLVA types 1048-32 and 342-33. Secondly, we searched for
these 3 MLVA types in a compiled 24 MIRU-VNTR dataset
of 4987 Beijing isolates and found (Table 2) that MLVA type
1048-33 was scarce, only 5 entrances and remarkably 2 of
them form Panama; 1048-32 was more frequent, 158 isolates
widely distributed in Asia and with some entrances from
Latinamerica and finally 342-3 was only poorly represented
(12 isolates).

A SNP-based analysis based on the WGS data
obtained from the BjA cluster showed that it corresponded to
the modern Beijing sublineage, and, more specifically, to its
Asian African 3 (Bmycl3; L2.2.5) (Figure 2). The entrances
showing relatedness with the BjA strains in our study
corresponded to isolates from Vietnam. Then we selected the
currently publicly available sequenced strains corresponding
to the MTBC Beijing subgroup L2.2.5/Asian African (around
200 strains) to construct a maximum likelihood phylogeny that
grouped, again, the BjA Colon representatives with strains
isolated in Vietnam (Ho Chi Minh city), with a strong
bootstrap support (96%).

The next step (Figure 3) was to focus on a smaller
subset corresponding to the clade including the BjA Panama
isolates and the Vietnamese isolates to calculate by BEAST
analysis that they converged to a time point between 2000-
2012. The resulting median substitution rate was estimated to
4.0 x 107-7 [95% HPD 2.75 x 10"-7 - 5.11 x 10-7], which
corresponds to 1.6 subs/genome/year (95% confidence
interval 1.1 - 2.0/year).

Table 2. Comparison of Beijing Mycobacterium tuberculosis isolates
from Colon with patterns from MIRU-VNTR database and different
clonal complex (CCs) of Beijing lineage classified from a worldwide
collection (n = 4,987) as described Merker et al., 2015 (18).

MLVA types Clonal Entrances with the same MLVA types
(n: isolates) complex (countries and representativity)
(modern
Beijing)
1048-33 CC3 5 isolates: Panama (2/5), Vietnam
(10 isolates) (1/431), Nepal (1/93) and Denmark
(1/15)
1048-32 CC3 158 isolates: China (38/549),
(1 isolate) Vietnam (21/431), Peru (20/78), USA
(19/787), Nepal (18/93), Mexico
(10/89), Cambodia (7/35) and other
countries with < 5 isolates reported
342-33 CC4* 12 isolates: Singapore (5/81), India
(1 isolate) (3/60)

MLVA: Multiple-locus variable-number tandem repeat analysis from
MIRU-VNTRplus database (https://www.miru-
vntrplus.org/MIRU/aboutus.faces). * This shows some deficiency in
their CC subdivision.

Discussion

Panama, due to its key geographic and strategic location, has
received many influences from a diversity of geographic
origins, which have likely impact on the composition of
circulating MTB strains. However, only single, discontinuous
efforts have been done to genotypically characterize the MTB
isolates, mainly on convenience samples (13, 14).

To give an answer to the limitations in the country to
perform systematic molecular epidemiological program we
implemented a novel strategy based on i) fast MIRU-VNTR
based snapshot of the most abundant strains ii) targeted WGS
on these major clones and iii) tailoring specific strains to
identify marker SNPs for the prevalent strains (12). Thanks to
this strategy we identified 6 strains as responsible for 50% of
the cases in Panama City and Colon. Not all these six strains
were equally distributed between the 2 settings, and
remarkably, one of them, corresponding to the Beijing lineage
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was mainly restricted to Colon.

Ours propose in this current study was to perform a
more in-depth analysis of this Beijing strain (Strain BjA), now
exclusively focused on the city in which it was specially
present, Colon. Just a standard characterization by MIRU-
VNTR on a small retrospective sample of isolates alerted us

that the true figures were higher than the 7% observed from
our previous convenience sample. Indeed, more than 40% of
the Colon isolates in 2018 corresponded to the strain BjA; and
additional prospective labelling efforts, now based on the

\
mvl

PA176-18C

PA184-18C

Figure 1. Network of relationships based on whole-genome sequencing data. Each dot corresponds to a single-nucleotide polymorphism
(SNP). When 2 isolates are included in the same box, they showed no SNPs between them; mv, median vector corresponding to

nonsampled nodes; REF, reference. *Isolates from 2015

strain-specific PCR, rose this value up to the 57% for the
incident cases in Colon in 2019. Fortunately, most of the
isolates were pan-susceptible, with only 4.8 % of isolates
rifampicin resistant.

Our first interpretation was that the high
representativity for the BjA strain was due to a non-
controlled recent transmission event in Colon. Beijing strain
have been widely described to be responsible for major
outbreaks (5, 21-23). Colon constitutes a setting with high
rates of poverty, overcrowded and substandard households
and a high coinfection with HIV, all factors consistent with
likely active MTB transmission. However, WGS analysis of

all the 26 BjA representatives revealed a higher than
expected SNP-based diversity, beyond the diversity
thresholds defining transmission clusters (24) and with only
a minority of cases likely due to recent transmission.

Our findings indicated, firstly, the well described
homoplasy in MIRU-VNTR based typing, specially for the
Beijing lineage (25-28), which was revealed by the higher
discriminatory power of WGS cluster, as described for
other settings (29, 30).

Secondly, our data allowed to reinterpret the BjA
strain, from a strain involved in a recent transmission
running event to a more likely long-term prevalent cluster,
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Figure 2. Phylogenetic reconstruction of the Beijing isolates from Panama. Maximum-likelihood phylogeny inferred from 5809 variable
single nucleotide positions (SNP) of the 26 isolates rooted with the reference strain H37Rv (NC_000962.3). The most recent common

ancestor “genome” was constructed and compared with the modern and ancestral Beijing strains dataset.
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with just a minority of cases due to recent transmission. transmission that deserved to be controlled, to a

The new long-term nature for the BjA strain revealed phylogenetic interest to try to explain the reasons behind its
by WGS data led us to redirect our efforts from our initial ~ predominance in Colon. Beijing lineage is widely
molecular epidemiology purposes, to track recent  distributed, with higher representativity in Russia, Vietnam,

5% PA184-18C
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Figure 3. Bayesian Evolutionary Analysis (BEAST) to estimated time of circulation of Beijing strain in Panama. Maximum Likelihood
tree inferred from 858 variable single nucleotide positions (SNP) of Panama clade groups (26 isolates) with strains isolated in Vietnam
(Ho Chi Minh city) and British Columbia (most likely foreign born from South-East Asia), bootstrap support (96%). Node ages are
indicated in years with 95% HPD ranges.

China, and South Africa (31) which means that the first step A MIRU-VNTR and SNP based comparison with
should be to identify which is the most likely geographical ~ global datasets allowed us to position BjA strain in the
origin for the BjA strain now detected as predominantina  Asian African 3 branch of the modern Beijing sublineage
Panamanian city. (L2.2.5), a sublineage which has been mainly reported in
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East Asia (18, 20, 32). The modern Beijing sublineage is
considered more virulent and with a higher mutation rate
than the ancestral Beijing (4). A more in-detail analysis of
our WGS data allowed us to locate the BjA representatives
close to isolates from the same sublineage isolated in
Vietnam, with a strong bootstrap support (96%). It means
that we can be fairly confident that the origin was located in
Southeast-Asia, probably from a non-predominant strain, as
the representativity for L2.2.5 in studies well fed in strains
from Vietnam (20)(19) was really scarce (0.7%). Our
analysis allowed us to estimate in 1.6 the rate of
substitutions per genome per year for the BjA strain which
was fairly high for the average substitution rates in MTB,
and slightly higher than Eldholm et al. determined in a
similar dataset (85 Beijing isolates), but still consistent with
the normally elevated substitution rates observed
throughout the Beijing lineage (33).

The global spread of the Beijing lineage has been
associated with migration events for decades. The
introduction from Liberia to Gran Canaria Island (Spain) in
1993, responsible for its fast-subsequent spread in the
Canary Islands (22) and the importation to USA from Asia
(3, 34) are examples for recent importations.

In other settings the introduction of the Beijing lineage
was due to some historical event. In Peru, where the Beijing
strain represents around 9% of the TB cases in certain
settings, it was likely imported by the Chinese migrants in
the mid-19th century for economic and political reasons (5).
Similarly, the most obvious historical single event that
could have justified the entrance of an inedit MTBC lineage
in Panama is the massive migration from abroad to assure
the workload required for the construction of the Panama
Canal. However, the origin from this migration was other
than Vietnam, mainly coming from France, China and India
(35). In addition, our analysis indicated that the BjA strains
converged to a time point between 2000 — 2012, while the
MRCA between Panama and Vietnam strains has a time
interval of 1987 — 1995. This means that, the BjA strain
must have been introduced into the region sometime after
2000 (and most likely just before 2012), far more recently
than the Canal construction, in the 19th century, and before
the more recent expansion of the canal in 2015.

We should also consider that the location of Panama, at
the isthmus between North and South America has
constituted a constant interaction among people from many
different origins. The majority (~85%) of the Panamanian
population are product of the migration between Asian
descendent/ancestor, European and American (36),
meaning that there were plenty of opportunities for this
introduction to happen, more than trying to identify a single
major historical event as responsible for BjA introduction.

In summary, an alternative analytical strategy, adapted
to the lack of a systematic genotyping program in Panama,
based on MIRU-VNTR and strain-specific PCRs allowed to
identify a setting in Panama with an extraordinary high

presence of the Beijing lineage. WGS analysis was
instrumental to interpret correctly the reasons for this
predominance, ruling out the role for a recently
transmission non-controlled event and revealing a long-
term nature for this lineage. Phylogenetic analysis pointed
out to a not too remote in time importation from Southeast
Asia of a not well represented isolate form the Modern
Beijing sublineage. The precise reasons behind the
introduction of this Beijing strain and expansion in Colon
would require classical epidemiology and in-depth-omics
analysis of both cluster and human population.
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Mycobacterium chimaera the global outbreak. These results highlight the relevance of retrospective tracking for un-
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Introduction avium—Mycobacterium intracellulare complex (MAC). It is re-

ported anecdotally as a cause of lung infection in patients with

Mycobacterium chimaera is a slow-growing non-tuberculous ~ underlying lung diseases [1].
mycobacterium that is part of the Mycobacterium Since the description of two fatal infections due to
M. chimaerain 2013 [2], more than 120 cases of serious invasive

infection caused by this non-tuberculous mycobacterium have
been reported following cardiothoracic surgery due to expo-
sure to Stockert 3T heater—cooler units (HCUs; LivaNova,
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London, UK), which are used during open heart surgery
throughout the world [3—5].

The actual figures are expected to be far greater than re-
ported due to three specific challenges: first, the long latency
period (up to 72 months) [5] between exposure during surgery
and development of symptoms; second, the non-specific signs
and symptoms of these infections; and third, the difficulty
achieving precise identification to species level. Identification
probes, matrix-assisted laser desorption ionization—time of
flight and some reverse hybridization approaches fail to reach
the species level with M. chimaera. More refined molecular
approaches, such as analysis of the 16S rDNA sequence, also
misidentify most M. chimaera as M. intracellulare [6].

Therefore, this study attempted to retrospectively refine
the analysis of MAC isolates at the study institution in the
search for undetected M. chimaera. In addition, the authors
tried to ensure that the method selected to guarantee an ac-
curate retrospective analysis would also guarantee a faster
response in environmental surveillance, without the delays
typical of culture and standard identification [6]. This strategy
can be repeated easily in other institutions globally to help
establish an optimized strategy to manage this emergent issue.

Materials and methods
Materials

The materials for the study included: (i) water samples
(approximately 300 mL) obtained from each of the cardioplegia
and oxygenator circuits from Stockert 3T HCUs; (ii) 59 pros-
thetic heart valves from patients with possible or proven in-
fectious endocarditis who required a valve replacement [these
valves corresponded to those sent to the microbiology
department in the study institution since 2013 to perform po-
lymerase chain reaction (PCR)-16SrRNA, because the cases
were culture negative, and were finally PCR-16SrRNA nega-
tive]; and (iii) all 15 clinically significant MAC isolates [cultured
in mycobacteria growth indicator tubes (MGITs) and identified
by probes from AccuProbe-Hologic (San Diego, CA, USA)] from
ordinary sterile specimens since 2010. These MAC isolates had
been stored at —70°C and were thawed and subcultured in
Middlebrook 7H11 agar plates for the study.

Microbiological procedures

Water samples (100 mL) were decontaminated following the
standard procedure used for specimens which are going to be
incubated for prolonged periods to evaluate the presence of
mycobacteria; briefly, 2% NaOH and N-acetylcysteine were
added, incubated for 20 min, neutralized by adding pH 6.8
phosphate buffer, and finally centrifuged at 3500 g for 15min.
The pellet was cultured in both Loéwenstein-Jensen and MGIT
media (Becton Dickinson, Sparks, MD, USA) following standard
procedures.

Prosthetic heart valve processing and DNA extraction were
performed as indicated elsewhere [7]. The DNA used in this
study was taken from the remnant purified DNA (stored at —70°C
until analysis) after the 16S universal PCR.

A loopful was taken from the subcultured MAC isolates. It
was suspended in water and boiled for 10 min. These crude

108

extracts were used as templates for the real-time PCR (RT-
PCR).

HCU cleaning and maintenance procedures

All exterior surfaces were disinfected daily using Descosept
biocide (Dr Schumacher, Malsfeld, Germany). Every two weeks,
the water in the HCUs was substituted by new filtered water,
after decontamination of the device using Puristeril 340 (Fre-
senius Medical Care, Bad Homburg, Germany), in accordance
with the manufacturer’s instructions. Once each year, a com-
plete revision of the device was performed by the company.

Genotypic analysis

Real-time polymerase chain reaction

The M. chimaera-specific RT-PCR developed by Zozaya-
Valdés et al. was used in this study [8]. Total DNA was obtained
from 100 mL of centrifuged water samples using QlAamp DNA
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Prosthetic valves were
sonicated and DNA was extracted as indicated [7]. MAC cultures
were boiled and 2 L from the crude extract was used.

PCR-sequence-based identification

MAC isolates were identified by PCR and sequencing of 165
rRNA and hsp65. Amplicons were sequenced in both directions,
and sequences were compared (GenBank) using the Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) Program and leBIBI-QBPP
database to identify species.

Genomic analysis

Libraries for whole-genome sequencing (WGS) were pre-
pared using the Nextera XT Library Prep kit (Illumina, San
Diego, CA, USA). Paired-end reads were obtained in MiSeq
Illumina. Fastq files were deposited in the European Bioinfor-
matics Institute (EMBL-EBI) with accession number
PRJEB26584.

SNP calling in the clinical and environmental isolates

An in-house pipeline was used. Briefly, the reads of the
strains were mapped against an M. chimaera reference strain
(ZUERICH-1/DSM-44623) [9] with Burrows-Wheeler Aligner
(BWA). The plasmid sequences were included within the
reference. Single nucleotide polymorphism (SNP) calls were
made with SAMtools and VarScan (coverage >20x and mean
SNP mapping quality of 20). Alignments and SNP variants were
checked using Integrative Genomes Viewer Version 2.3.59.

Integrative genomic analysis

To compare the study isolates with other M. chimaera
strains, WGS data from published studies [9—14] were
collected and analysed with a dedicated pipeline. Sequence
reads were mapped to the M. chimaera DSM-44623 genome
(NZ_CP015278.1) with the alignment program BWA, and map-
pings were refined with the GATK and Samtools toolkits. Sam-
tools was used for variant detection in mapped reads, with
filter thresholds of a minimum coverage of four reads in both
forward and reverse orientation, four reads calling the allele
with at least a phred score of 20, and 75% allele frequency.

The group and subgroup were inferred as described previ-
ously [9] with manual curation and removal in case mixed
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populations were detected. For further analysis, all strains
classified as belonging to group 1, for which the respective
datasets reached a mean genomic coverage depth of at least 30
fold, with at least 80% of the reference genome positions
complying with the thresholds of variant detection, were
included.

For this set of isolates, detected variant positions were
combined, supplementing the joint list with the respective
information from the original mappings where necessary. SNP
positions with a reliable base call (complying with the above
listed thresholds for variant detection) in at least 95% of the
isolates and covered in all samples, were concatenated to a
sequence alignment, excluding SNPs within a window of 12 bp
from each other in the same isolate.

From the aligned sequences of concatenated SNPs, homo-
plasious sites were identified with the recombination detection
tool implemented in DNASP Version 5, and these sites were
removed from the alignments (157 out of 11,979). Maximum
likelihood trees were calculated using FastTree Version 2 in the
double precision built, with a general time reversible substi-
tution model, 1000 resamples and Gamma 20 likelihood opti-
mization to account for rate heterogeneity among sites. The
consensus tree was rooted with the ‘midpoint root’ option in
FigTree, and annotated using Evolview.

Results and discussion

To fulfil the double requirement of a precise retrospective
analysis of the MAC isolates and a faster response in environ-
mental surveillance, a highly specific RT-PCR [8], based on a
solid comparative genomic analysis, was selected, which led to
the identification of a DNA region that was unique for this
species.

Pilot application of the RT-PCR — strategy on HCUs

First, the method for fast surveillance of the four HCUs at
the study institution that had not been previously checked for
the presence of M. chimaera was evaluated. All four were
positive for M. chimaera. The same water samples were
cultured and M. chimaera was isolated, as confirmed by 165
and hsp65 analysis. A monthly survey was performed after the
first analysis. Two and four decontamination rounds were
required to sterilize two HCUs, and the remaining two were
replaced with new devices.

RT-PCR-based analysis to detect unnoticed infections

The same rapid RT-PCR approach was applied to search for
potentially undetected infections involving M. chimaera on two
study samples: (i) all 59 prosthetic heart valves from patients
with culture-negative/PCR-16SrRNA-negative infective endo-
carditis since 2013; and (ii) all 15 clinically significant MAC
isolates from ordinary sterile specimens since 2010.

PCR was negative in all 59 valves; however, a positive PCR
result was obtained for M. chimaera from one of the 15 MAC
isolates. 16SrRNA and hsp65 analysis confirmed the results and
identified a species other than M. chimaera within the MAC
complex in 13 of the isolates (no result in one isolate).

Clinical description of the case

The M. chimaera isolate was obtained from a bone marrow
specimen taken from a 78-year-old man hospitalized at the
study institution in January 2013 with a two-month history of
progressive kidney failure, increased liver enzyme levels,
pancytopenia and splenomegaly. Fever was recorded at
admission, but microbiological samples (including blood cul-
tures) and transthoracic echocardiography findings were
initially negative. A bone marrow aspirate performed due to
progressive deterioration and pancytopenia did not reveal
granulomas, and haemophagocytic syndrome was ruled out.
Four weeks after the patient was admitted, a MAC isolate was
obtained from the bone marrow samples. Blood and urine cul-
tures were negative for mycobacteria. Transoesophageal
echocardiography performed at the time of MAC isolation
showed mitral valve vegetation, and the patient started treat-
ment with ethambutol, clarithromycin and rifampicin, with
rapid resolution of fever. Surgical treatment was considered but
rejected due to the patient's terminal condition. The patient
died a few days later, and permission for an autopsy was denied.

A subsequent, more detailed search of his clinical history
revealed aortic valve replacement and mitral repair in January
2012 at another hospital. The HCUs at that hospital were also
the Stockert 3T model, and systematic culture of water due to
environmental control policies led to isolation of M. chimaera
(personal communication).

Genomic analysis

Low discriminative methods, namely random amplification
of polymorphic DNA, failed to find matches between the
environmental and patient isolates during the first outbreak
reported [3]. More recently, a multi-national study [9] based on
WGS found a clonal relationship between most of the isolates
from patients who had undergone cardiac surgery and the
Stockert 3T HCU water samples.

A more in-depth analysis using WGS was also performed. The
HCU isolates from the institution where the patient had
received cardiac surgery were not available. Instead, based on
the high clonality described for isolates from Stockert 3T HCU
isolates worldwide [9,12], one of the HCU isolates from the
study institution was included as a reference. The reference
strain was ZUERICH-1, which represents the group of strains

> Patient
A isolate
/
_—
_—
_—
Ref M~
T~
\
™. HCU
water

Figure 1. Network of relationships based on whole-genome
sequencing data. Each black dot corresponds to a single nucleo-
tide polymorphism. The reference strain is ZUERICH-1. HCU,
heater—cooler unit. 109
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(Group 1) that were clonally related in the global outbreak [9].
A short genetic distance was identified between the clinical
and water isolates and the reference (six and three SNPs,
respectively), suggesting that they are clonally related to the
strain responsible for the global outbreak (Figure 1).

In order to perform a more refined assignation, the WGS
data were compared with sequence data obtained from pub-
lished studies. An integrative analysis of the data for 373 iso-
lates confirmed that the study isolates can be classified into
Subgroup 1.1, which includes almost all of the cases with an
infection due to exposure to HCUs (Figure 2). The HCU isolate
(Isolate A) in this study shared high similarity with other pub-
lished 1.1 isolates, mostly taken from Stockert 3T HCUs, from
seven different countries, whereas the clinical isolate (Isolate
B) from this study clustered with a group of 1.1 isolates, mostly
from patients exposed to HCUs, from three different countries,
including the ZUERICH-1 strain.

F. Acosta et al. / Journal of Hospital Infection 100 (2018) 451—455

To the authors’ knowledge, this study reports the first
Spanish case of disseminated M. chimaera infection after ma-
jor cardiac surgery in which it is demonstrated, by means of an
exhaustive comparison with all the WGS data from M. chimaera
isolates published worldwide, the involvement of the strain
(subgroup 1.1) reported to be contaminating LivaNova HCUs
globally. The data also indicate that, like all the countries
already reported, Spain and Spanish Stockert 3T HCUs are also
involved in the outbreak. Finally, the findings illustrate the
likely existence of a burden of non-identified M. chimaera in-
fections related to cardiac surgery [5].

Three challenging features resulted in M. chimaera going
unnoticed: a 12-month latency period since exposure, non-
specific symptoms, and preliminary identification of the
isolate to MAC level. Additionally, establishing the link with
previous surgery was hampered by the fact that it was per-
formed in a different institution, namely, a private hospital not
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Figure 2. Maximum likelihood tree built from 11,822 single nucleotide polymorphism positions of 373 group 1 isolates mapped to the
genome of Mycobacterium chimaera DSM-44623 (NZ_CP015278.1) shown as a rectangular phylogram with the inferred subgroups indi-
cated. The isolates discussed in this paper are indicated in zoomed views (1 and 2), i.e. environmental heater—cooler unit (HCU) isolate
(Isolate A) and clinical isolate (Isolate B). (1) Subgroup 1.1 also annotated with isolate origin, source publication and respective country.
(2) Subtree containing the environmental HCU isolate (Isolate A) and clinical isolate (Isolate B), depicted as cladogram.
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included in the Spanish national health system. Consequently,
the authors did not have access to patient charts. The strategy
of retrospectively tracking potentially undetected M. chimaera
infections on MAC isolates and valve specimens can be
extended to other institutions globally to provide more real-
world figures, to optimize diagnostic approaches to help un-
derstand the true magnitude of this emerging threat.
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In 2013-2014, an outbreak involving 14 patients infected by an extensively drug-resistant strain of Pseu-
domonas aeruginosa was detected in a hospital in Madrid, Spain. Our objective was to evaluate an alternative
strategy for investigating the outbreak in depth by means of molecular and genomic approaches. Pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE) was applied as a first-line approach, followed by a more refined whole genome sequenc-
ing analysis. Single nucleotide polymorphisms identified by whole genome sequencing were used to design a
specific polymerase chain reaction (PCR) for screening unsuspected cases infected by the outbreak strain. Whole
genome sequencing alerted us to the existence of greater genetic diversity than was initially assumed, splitting
the PFGE-associated outbreak isolates into 4 groups, 2 of which represented coincidental transmission unrelated
to the outbreak. A multiplex allele-specific PCR targeting outbreak-specific single nucleotide polymorphisms was
applied to 290 isolates, which allowed us to identify 25 additional cases related to the outbreak during 2011-2017.
Whole genome sequencing coupled with an outbreak-strain-specific PCR enabled us to markedly redefine the
initial picture of the outbreak by 1) ruling out initially suspected cases, 2) defining likely independent coincidental
transmission events, 3) predating the starting point of the outbreak, 4) capturing new unsuspected cases, and 5)

revealing that the outbreak was still active.

drug resistance; genomics; infection; nosocomial outbreaks; polymerase chain reaction; Pseudomonas

aeruginosa

Abbreviations: ASO, allele-specific oligonucleotide; ATCC, American Type Culture Collection; MDR, multiple-drug-resistant;
MLST, multilocus sequence typing; PCR, polymerase chain reaction; PFGE, pulsed-field gel electrophoresis; SNP, single
nucleotide polymorphism; ST, sequence type; WGS, whole genome sequencing; XDR, extensively drug resistant.

Nosocomial infection is one of the greatest health
concerns and represents an ongoing risk for hospitalized
patients. The incorporation of molecular typing methods has
extended our understanding of the source and transmission
of pathogens and improved our ability to control and
prevent nosocomial outbreaks (1, 2). However, the structure
of the clonal population of many pathogens makes it
difficult to differentiate between clones causing outbreaks,
and conventional genotyping methods (e.g., pulsed-field
gel electrophoresis (PFGE)), multilocus sequence typing

(MLST), ribotyping) may not have sufficient discriminative
power (2).

In recent years, high-throughput whole genome sequenc-
ing (WGS) has been applied to analysis of infectious dis-
ease outbreaks (1, 2). The high accuracy and discriminative
ability of WGS make it a more powerful tool for the study
of infectious disease transmission than the conventional
genotyping methods.

Numerous studies have shown WGS to be successful for
optimizing the management of nosocomial infections caused
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by different pathogens (3—13). Despite these advances, the
routine application of WGS is not a realistic option for
most hospitals, mainly owing to the lack of infrastructure
and qualified personnel. It is necessary to have tools that
maintain the accuracy and discriminative power of WGS
but are more affordable and easier to use and interpret. One
option is allele-specific oligonucleotide (ASO) polymerase
chain reaction (PCR), tailored to be strain-specific based on
the data obtained from the WGS, which is a strategy that
has been used successfully to survey the transmission of
Mycobacterium tuberculosis strains (14—17).

Pseudomonas aeruginosa is a major cause of nosocomial
infection and is one of the most relevant pathogens
causing opportunistic infections in humans. The incidence
of multiple-drug-resistant (MDR) and extensively drug-
resistant (XDR) P. aeruginosa infections is increasing and
compromises the selection of appropriate antimicrobial
therapy (18). Therefore, adequate identification of P. aerug-
inosa outbreaks is necessary for immediate intervention and
control, particularly in infections caused by MDR strains.

In this study, we used WGS to analyze an outbreak of
an XDR strain of P. aeruginosa. We used the data obtained
from WGS to design an ASO PCR to assess the extent of the
outbreak and the current presence of the strain responsible
for the outbreak.

METHODS

The P. aeruginosa isolates used in this study were selected
from a systematic collection of stored isolates obtained from
blood and/or showing an MDR phenotype. We analyzed
MDR/XDR P. aeruginosa strains (according to Magiorakos
et al. (19)) isolated in clinical samples from the hematology
department of a 1,550-bed tertiary-care teaching hospital in
Madrid, Spain.

Drug susceptibility testing

Susceptibility testing was performed by means of the
microdilution automated method MicroScan (Beckman
Coulter, Inc., Sacramento, California) using Neg MIC Panel
Type 44, following the manufacturer’s recommendations
(see Web Table 1, available at https://academic.oup.
com/aje). Minimum inhibitory concentration breakpoints
were determined following the European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) criteria
(20). P. aeruginosa ATCC 27853 and Escherichia coli
ATCC 25922 (American Type Culture Collection (ATCC),
Manassas, Virginia) were used as controls.

DNA extraction

The P. aeruginosa strains were subcultured on Columbia
agar + 5% sheep blood plates (bioMérieux SA, Marcy
I’Etoile, France) and incubated at 37°C overnight. DNA was
extracted using the QIAamp DNA Mini Kit protocol (Qiagen
NV, Courtaboeuf, France) and eluted in 35 pL of Buffer AE
(Qiagen).
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Pulsed-field gel electrophoresis

PFGE was conducted as described elsewhere (21). Pat-
terns were compared using Bionumerics software, version
5.0 (Applied Maths NV, Sint-Martens-Latem, Belgium).
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 was used as a
control.

Whole genome sequencing

Library preparation protocols based on the recommenda-
tions for the Nextera XT Library Prep Kit (Illumina, Inc.,
San Diego, California) were followed, and analyses of the
DNA fragments were carried out in an [llumina HiSeq 2500
device (Illumina, Inc.). Paired-end reads were obtained with
an average per-base coverage of 70 x. FASTQ files for the 38
isolates were deposited in the European Nucleotide Archive
(http://www.ebi.ac.uk; accession number PRIEB29411).

Multilocus sequence typing

The MLST types of the strains were obtained uploading
the FASTQ sequences to the online tool MLST 2.0 (Center
for Genomic Epidemiology, Lyngby, Denmark) (22).

Bioinformatics analysis

Reads of each strain were mapped against the P
aeruginosa reference PAO1 genome (NC_002516.2). The
sequences were analyzed with the Snippy tool, version 3.1
(23), which uses the Burrows-Wheeler Aligner (24) as the
read mapper and FreeBayes (25) for the variant call step.
The requirements to consider a change as a variant were a
minimum base quality of 20, a minimum reading coverage
of 10x, and the presence of the variant in at least 90%
of the readings. For the comparative analysis, only SNPs
were taken into account. We used Network 4.6.1.6 software
(Fluxus Technology Ltd., Colchester, United Kingdom
(www.fluxus-engineering.com)) to construct median-
joining networks and the SnpEff program to annotate the
SNPs found (26) (Web Table 2). The resistome profile was
obtained with the srst2 program (27) (Web Table 3), and the
program Gubbins (28) was used to analyze recombination
events, which were removed to ensure that only vertically
inherited variants were considered.

Design and development of the multiplex ASO PCR

We designed a multiplex ASO PCR to identify the strain
of P. aeruginosa responsible for the outbreak, targeting
5 specific SNPs (Table 1). Target alleles and the sizes of
the PCR products were selected and designed to obtain 2
alternative (outbreak/nonoutbreak) patterns (Table 1). The
conditions of the assay were as follows: 2.6 mM magnesium
chloride, 1% dimethyl sulfoxide, and 0.8 uM PAS5051 and
PA2004 primers; 0.4 uM PA4857, PA0533, and PA3250
primers; 200 uM deoxyribonucleotide triphosphates; and
0.4 pL of AmpliTaq Gold (Applied Biosystems, Foster
City, California). Primers are described in Table 1. PCR
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Table 1. Primers, Allele Targets, and Polymerase Chain Reaction Product Sizes Used to Design a Multiplex Allele-Specific Oligonucleotide
Polymerase Chain Reaction for the Study of a Nosocomial Outbreak of Extensively Drug-Resistant Pseudomonas aeruginosa, Madrid, Spain,

2010-2017

Primer PCR Product
ID No SNP Analyzed Forward Sequence Reverse Sequence Allele Target Size, base

. pairs
PA5051 5690878 G/A 5'- GCAATCCGCTCCCGGTA-3” 5'- ACAGGTCGGCGTACTTCAC-3~ Outbreak strain 438
PA4857 5455614 A/C 5- CCTGTTCGGCCGCTACC-3" 5- CTGACGATCTGTAGTCCCTGG-3"~ Outbreak strain 348
PA0533 591856 G/A 5'- GACGCCACCGAGTGGG-3~ 5- ACTTGCGTCCGCCCTC-3” Nonoutbreak strain 289
PA3250 3636704 G/A 5'- CCGAAGCGGACCTGCAA-3’ 5- CGTTGTCCTTCTCGGCCT-3” Outbreak strain 195
PA2004 2190930 G/C  5'- GGTGATCACCCTCCTGGC-3~ 5'- AGAACAGCCCGATGACGAAG-3~ Nonoutbreak strain 113

Abbreviations: A, adenine; C, cytosine; G, guanine; ID, identification; PCR, polymerase chain reaction; SNP, single nucleotide polymorphism;

T, thymine.

conditions were as follows: 95°C for 15 minutes, followed
by 30 cycles at 95°C for 1 minute, 59°C for 1 minute, and
72°C for 1 minute, and a final step at 72°C for 10 minutes.

Ethics

This study was performed on microbiological stored sam-
ples, not human products, and no patient data were handled.
All of the conditions for waiving informed consent were met.

RESULTS
Initial description of the outbreak

Between October 2013 and December 2014, an unusual
increase in the number of patients with bacteremia caused
by MDR P. aeruginosa was detected in the hematology ward
of a teaching hospital in Madrid, Spain, with a catchment
population of 650,000-750,000 inhabitants. The hematol-
ogy department consists of a bone marrow transplantation
unit with 8 beds and a hematological ward with 11 beds.
Fourteen cases were diagnosed during this period, with no
cases diagnosed in the previous 8 months (Web Figure 1).
This increase was not detected in the global figures for the
whole institution but was restricted to the hematology ward,
which triggered the alarm for an outbreak.

The first analytical approach was based on PFGE. We
included 11 available isolates for the 14 outbreak patients
and 5 isolates from the same ward obtained before the epi-
demiologically defined outbreak in 2012 with a similar sus-
ceptibility pattern. For 1 of the outbreak cases, we included
2 isolates (isolates 139 and 143) as a reproducibility control.
Finally, we included 6 unrelated isolates—that is, non-MDR
P. aeruginosa clinical isolates from the same period (2011-
2013) and a duplicated ATCC 27853 reference strain.

The isolates for 15 patients had an identical/highly similar
PFGE pattern (P1; Figure 1). The reproducibility controls
had identical patterns. The P1 pattern was obtained from all
of the outbreak isolates and 4 of the 5 additional isolates
from the hematology ward obtained in 2012. Eight sub-
groups (P1 A—H) were defined within the P1 group. Seven
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additional patterns, other than P1 (P2—P8), were observed in
the remaining isolates. All unrelated controls and 1 of the 5
MBDR isolates from 2012 (isolate 7488) clustered separately
from the P1 group (Figure 1). These data confirmed the
clonality of the outbreak and revealed that 4 cases from
2012 (isolates 2,184, 1,031, 140, and 151), which were not
initially suspected, were also part of the outbreak.

WGS-based analysis of the outbreak

We performed a more refined WGS analysis on the 16
outbreak-related P1 isolates (Figure 1). For the reproducibil-
ity control, we added a third isolate (isolate 138) from the
same patient (isolates 139 and 143). Finally, we included 5
representatives (isolates 130, 131, 132, 152, and 7488) of the
nonrelated isolates included in the PFGE assay (Figure 1).

The WGS data split the PFGE-associated outbreak iso-
lates into 3 branches and 1 node (Figure 2). One branch
corresponded to a main group (group 1), including 9 of
the 15 cases considered outbreak-related by PFGE. This
group differed from the others in 27 SNPs (isolate 140),
51/52 SNPs (isolates 148 and 147), and 124-128 SNPs
(isolates 129, 149, and 150), respectively (Figure 2). All
of the isolates in group 1 shared 19 SNPs, which were
exclusive for these isolates. The pairwise distances between
neighboring isolates in group 1 were <11 SNPs, and the
maximum diversity for any 2 isolates within the group was
16 SNPs. Group 1 included the isolates from pulsotypes
P1A, P1B, PID, and P1F (Figure 2).

As for the other 2 minority branches revealed in the WGS
network (Figure 2), group 2 included the 2 isolates corre-
sponding to pulsotype P1C (isolates 147 and 148; pairwise
distances, 2-3 SNPs), whereas group 3 included 3 isolates
corresponding to pulsotypes P1H and P1G (isolates 129,
149, and 150; pairwise distance, 1-5 SNPs). Finally, the
node corresponded to isolate 140 (P1E).

The 5 unrelated isolates accumulated more than 5,000
SNPs with respect to those in any of these 4 groups. MLST
types were assigned from the WGS data, and the results were
consistent with this general distribution of diversity based
on WGS data, as the unrelated controls corresponded to
sequence types STs)—ST130 (ST-253), 132 (ST-381), 131
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Isolate Year Epidemiology Resistance Pulsotype
7488 2012 Related MDR P6
6973 2012 Unrelated Non-MDR P8

132 2011 Unrelated Non-MDR P7
242 2011 Unrelated Non-MDR P5
152 2013 Unrelated Non-MDR P4
130 2012 Unrelated Non-MDR P2
139 2014 Suspected; duplicate MDR P1(A)
143 2014 Suspected; duplicate MDR P1(A)
141 2014 Suspected XDR P1(A)
145 2014 Suspected MDR P1(B)
144 2014 Suspected XDR P1(B)
146 2014 Suspected XDR P1(B)
148 2014 Suspected XDR P1(C)
147 2014 Suspected MDR P1(C)
2184 2012 Related MDR P1(D)
1031 2012 Related XDR P1(D)
142 2013 Suspected MDR P1(D)
140 2012 Related XDR P1(E)
151 2012 Related MDR P1(F)
149 2013 Suspected MDR P1(G)
150 2014 Suspected XDR P1(G)
129 2014 Suspected XDR P1(H)
1 Pa ATCC 27853 Reference Non-MDR
2-Pa ATCC 27853 Reference Non-MDR
131 2012 Unrelated Non-MDR P3

Figure 1. Results of pulsed-field gel electrophoresis for suspected Pseudomonas aeruginosa outbreak isolates in a Madrid, Spain, hospital, and
results for the same ward and the same resistance profile from 2012 (“Related”) and unrelated (“Unrelated”) controls, 2010-2017. The phylogenetic
relationship between the study cases is represented on the left. ATCC, American Type Culture Collection; MDR, multiple-drug-resistant; XDR,

extensively drug resistant.

(ST-557), and 152 (ST-277)—that were different from the
sequence types of the isolates included in the network, all
sharing ST-175.

The WGS-based network alerted us to higher diversity
than was initially assumed for the isolates. Six of the 15
cases initially considered to be part of the outbreak were
now split, showing short SNP-based distances between 3
and 2 of them, which suggested potential additional links
between them.

The topology of the SNP-based network indicated
that isolate 1031 (year 2012) was allocated to the node
corresponding to the likely index case of the outbreak
(Figure 2), indicating that the outbreak started before the
outbreak defined by epidemiologic criteria (October 2013).

Tailored strategy for further refining the analysis of the
outbreak

Design and application of an outbreak-strain-specific PCR.
The WGS analysis revealed 19 exclusive SNPs which were
shared by all of the outbreak isolates and which were absent
from all of the nonrelated isolates (Figure 2).

We designed a multiplex ASO PCR to target 5 of the 19
strain-specific SNPs in the same reaction. We confirmed
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their outbreak specificity because these 5 SNPs were not
described in 100 P. aeruginosa sequences from studies/pro-
jects deposited in the Pseudomonas Genome Database
(http://www.pseudomonas.com) (29). The length of the
5 possible amplicons in this multiplex ASO PCR was
calculated to lead to 2 alternative patterns depending on
whether or not the analyzed strain corresponded to the
outbreak strain (Figure 3A and Table 1).

Appropriate performance of the ASO PCR was tested on
all of the 20 P. aeruginosa strains analyzed by WGS. All
20 yielded the expected outbreak or nonoutbreak patterns.
Analysis of 11 additional unrelated strains revealed the
amplification pattern corresponding to nonoutbreak strains.
We recovered 3 isolates from the cases that were initially
epidemiologically linked with the outbreak but were not
available for PFGE analysis (isolates ID-33 (2013), 137,
and 5321 (2014)); the outbreak-specific PCR ruled out the
involvement of the 2013 isolate and confirmed that the 2
cases from 2014 should also be included.

Extensive application of the outbreak-strain-specific PCR.
The WGS analysis assigned a starting point of the outbreak
that predated the one initially considered, suggesting that
a more thorough definition of the true magnitude of the

Am J Epidemiol. 2020;00(00):1-10
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Figure 2. Network of the phylogenetic distribution of the closest Pseudomonas aeruginosa isolates obtained from whole genome sequencing
data in the first selection of samples from a Madrid, Spain, hospital, 2010-2017. Each black dot corresponds to a single nucleotide polymorphism
(SNP). Isolates within the dashed oval were from the same patient. Strain-specific SNPs are shown in boldface type. Numbers shown in italic
type correspond to the isolates initially associated with the outbreak. mv, median vector.

outbreak was required. We selected an extensive sample of New updated WGS-based snapshot of the outbreak.  We
MDR P. aeruginosa isolates looking beyond the strains from performed WGS on a selection of the newly PCR-captured
the hematology ward and/or the time initially suspected to outbreak isolates (8 isolates) or nonoutbreak isolates (6
cover the outbreak. isolates) to 1) confirm proper assignation by strain-specific
From our collection, we selected all of the isolates (1 PCR and 2) allocate the new isolates in the outbreak net-
per patient) that had been registered as corresponding to work. We also included the 2 isolates from 2014, which
1) patients in the hematology ward, 2) bone marrow trans- were not included in the initial PFGE analysis but were later
plant recipients, and 3) MDR strains from any department. considered to be part of the outbreak on the basis of strain-
Sampling was performed between 2010 and 2017, with 30 specific PCR data.
isolates/year guaranteed. Whenever this number was not WGS data confirmed proper assignation based on the
reached, we added P. aeruginosa isolates from blood (Web strain-speciﬁc PCR (Figure 4A). All of the isolates labeled
Figure 2). “outbreak strain” accumulated <8 SNPs with respect to the
Based on the availability of the outbreak-strain-specific index case of outbreak group 1. The picture of the outbreak
PCR, we performed a fast, high-throughput analysis of 240 was completed either with new subbranches within group 1
isolates and obtained an interpretable PCR result for 209 or by adding previously defined ones (Figure 4A).
(87%; Figure 3B and Table 2). The pattern expected for the Five of the 6 sequenced isolates labeled as “nonoutbreak
outbreak strain was found in a further 25 cases (12% of strain” by ASO PCR accumulated more than 5,000 SNPs
the cases with a PCR result) (Table 2). In addition to the with respect to the outbreak index strain (isolate 1031),
years when the outbreak was determined (2013-2014), we and the sixth isolate (isolate 16539) showed a difference
detected the outbreak strain in every remaining year for of 128 SNPs, which confirmed that these were not part of
the period 2011-2017, indicating that the event was more the outbreak. Coincidentally, isolate 16539 fed the group 3
prolonged than initially suspected and that it was still active. branch in the tree. It corresponded to one of the 2 more lim-
The frequency for the strain rose slightly over the years until ited transmission events revealed in the first WGS analysis
2017, when there was a marked increase (around half of (group 3; Figure 4B).
the isolates). No outbreak strains were detected in the first It is noteworthy that this update of the WGS-based net-
year of our analysis period (2010). To determine more firmly work showed that the node corresponding to the index
whether the outbreak did in fact startin 2011, we analyzed all case—a 2012 isolate—is now shared by one of the new
80 P. aeruginosa isolates available in our collection for 2010. outbreak-related isolates captured by the outbreak-specific
All 80 led to the nonoutbreak pattern, thus increasing the PCR. The node is now also occupied by a 2011 isolate
likelihood that 2011 was the starting point for the outbreak. (isolate 3478), predating once again the starting point of the
117
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Figure 3. A) Control patterns obtained from application of an allele-specific oligonucleotide (ASO) polymerase chain reaction (PCR) to
Pseudomonas aeruginosa isolates from a Madrid, Spain, hospital, 2010-2017. B) ASO PCR results obtained when the ASO PCR was applied
to a selection of tracking samples. Arrows indicate the isolates with the outbreak strain pattern. MW, molecular weight (100-base-pair ladder).

outbreak (Figure 4A). This new chronology can be consid- DISCUSSION

ered definitive, since, after exhaustive sampling, no outbreak Nosocomial transmission of infection is a major challenge

isolates were identified for 2010. for health-care institutions. Efficient control mechanisms

Table 2. Results From Extensive Application of a Specific Polymerase Chain Reaction to the Study of a Nosocomial Outbreak of Extensively
Drug-Resistant Pseudomonas aeruginosa, Madrid, Spain, 2010-2017

Year
No. of Isolates Total
2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017
Total 30 30 30 30 30 30 30 30 240
Outbreak strains 0 1 1 1 0 3 3 16 25
Nonoutbreak strains 28 24 23 26 26 21 25 1 184
No result 2 5 6 3 4 6 2 3 31
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Figure 4. A) Phylogenetic distribution network of a Pseudomonas aeruginosa outbreak strain based on whole genome sequencing data in all
sequenced samples involved in the main outbreak, Madrid, Spain, 2010-2017. B) Phylogenetic distribution network of isolates involved in the
secondary outbreak. Isolates identified by means of allele-specific oligonucleotide polymerase chain reaction are represented as dark boxes,
and isolates from the first group of isolates selected are shown in light boxes. Isolates within the dashed oval were from the same patient. Each
black dot corresponds to a single nucleotide polymorphism. mv, median vector.

can only be implemented once the true magnitude of the
problem has been established in chronological and geo-
graphical terms. In this study, we demonstrated how the anal-
ysis of an outbreak by WGS combined with the extensive
application of an outbreak-strain-specific PCR markedly
transformed the initial description of the outbreak.

The most common genotypic approaches applied to
characterize outbreaks involving P. aeruginosa are MLST,

Am J Epidemiol. 2020;00(00):1-10

variable number of tandem repeats, and PFGE. MLST is
simpler but less discriminative than PFGE. However, when
we applied WGS, even the information provided by PFGE
was insufficient to precisely characterize the outbreak.
PFGE assigned identical or highly similar patterns not only
for the isolates grouped in the main outbreak branch in the
WGS-based network but also for other nonrelated isolates,
which were split by WGS into different branches.
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The higher accuracy of WGS for characterizing P. aerug-
inosa outbreaks compared with variable number of tandem
repeats/PFGE has been demonstrated elsewhere (10). How-
ever, the number of studies based on WGS for tracking
nosocomial transmission of P. aeruginosa is still limited
(9-12, 30). Moreover, systematic studies are necessary to
establish the SNP-based thresholds for determining whether
P. aeruginosa isolates are linked or unrelated, as is the case
for other pathogens (31). Our reference was the estimated
mutation rate for P. aeruginosa (around 1 SNP every 3—4
months) (9). According to this rate, the maximum genetic
distance over the 3 years of the first outbreak period (2012—
2014) would be 24 SNPs (Figure 2). If we establish this
value as a reference, all but 1 of the isolates were clearly
distributed above or below the value. The remaining case
(isolate 140, year 2012) showed 27 SNPs with the isolate
considered to be the index case (isolate 1031). We ruled
out the association between isolate 140 and the outbreak
on the basis of a major observation—namely, it did not
share the exclusive 19 SNPs that were shared by all of the
outbreak isolates. Additionally, the genetic distance between
the outbreak strains that were more distant in time (2011-
2017) was 3-5 SNPs, while isolate 140 accumulated 38
SNPs with the outbreak isolates for the same year (2012).
In addition, the maximum pairwise distance between any
outbreak isolates was 19 SNPs.

Since WGS is the most accurate method of surveying
outbreaks, it would be necessary to carry out systematic
WGS in an outbreak. Such an approach is too expensive
for the average hospital, and even when possible, response
times could still be far from those needed to control ongoing
outbreaks. We propose a simpler alternative strategy which
reduces the number of cases in which WGS is required.
Our strategy is based on tailoring PCRs to specifically
survey the strain responsible for the outbreak by taking
advantage of the discriminatory power of WGS to identify
the specific SNPs of the outbreak strain. This strategy has
already been successfully tested by our research group for
the specific identification of strains of M. fuberculosis in var-
ious contexts (14—17). Our outbreak-specific PCR enabled
us to perform a high-throughput analysis of another 290
isolates, looking beyond the chronological and geographical
boundaries we had analyzed until then. We captured 25 cases
that had not previously been suspected of being part of the
outbreak.

The new extended picture of the outbreak enabled us to
make a series of relevant observations. First, the outbreak
was currently active; in fact, a high increase in the number
of outbreak-related cases was recorded in 2017. We cannot
fully rule out the possibility that the strain may have been
reintroduced into the institution at different time points
during the study period. However, the high genetic proximity
between the involved isolates, the 19 shared strain-specific
SNPs, and the fact that the outbreak was restricted to a single
ward increases the likelihood of a single persistent localized
event. Second, the chronological start of the outbreak could
be precisely determined. An added value of WGS-based net-
works is that by studying their topology we can identify the
likely index case. The complete analysis by WGS allowed
us to relocate the index case twice.
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Some nonrelated isolates (identified by the specific PCR)
were analyzed by WGS to confirm proper assignment of
nonoutbreak strains by the PCR. Coincidentally, one of
these nonrelated strains was closely related to one of the
previously unsuspected smaller overlapping outbreaks, as
revealed by WGS. This event, which was not distinguishable
on the basis of epidemiologic or PFGE criteria, would prob-
ably benefit from parallel surveillance with another tailored
strain-specific PCR.

There are some points worth noting regarding the steps
taken to control MDR P. aeruginosa in the hospital during
the study period. The outbreak was not initially recog-
nized because drug-resistant P. aeruginosa is relatively com-
mon among oncohematological patients. A severe infection
occurred once a month, and the unusual number of infections
did not stand out until 1 patient died. Thus, bloodstream
infections from preceding months were reviewed, the strains
were genotyped, and several infection control measures were
initiated. For example, cleaning was intensified, staffing in
the unit was increased, and visitation was restricted (includ-
ing the placement of a control door), as well as implementa-
tion of hand hygiene compliance, environmental sampling,
and water engineering revision. After outbreak identifica-
tion, surveillance of rectal colonization at admission was
established and colonized patients were managed with con-
tact precautions. The outbreak was controlled, although the
source was not identified.

The strategy we propose for the investigation of nosoco-
mial outbreaks of P. aeruginosa is an alternative to stan-
dard approaches. Substantial expertise is needed for this, in
addition to investment in equipment. However, it is adapted
to an application format, based on targeted PCR, which is
easier and cheaper than systematic WGS. The whole process
may be performed in approximately 1 month, as shown
by our research group elsewhere (17). The strategy, once
implemented, could facilitate retrospective update of isolate
collections; in addition, its systematic use would help control
new transmission events and monitor the success of the
intervention.

In conclusion, the application of WGS to isolates sus-
pected of being part of an XDR P. aeruginosa nosocomial
outbreak enabled us to redefine the outbreak with greater
accuracy and to design a specific PCR for optimizing the
surveillance of the outbreak strain. The integrative analysis
of the outbreak strain, together with the information pro-
vided by WGS, allowed us to rule out cases that had been
misassigned as related and to capture new, previously unsus-
pected cases. It also revealed that the outbreak extended
further than initially suspected, facilitated accurate identi-
fication of the index case, alerted us to the current activity
of the outbreak, and revealed 2 smaller transmission events
overlapping with the main outbreak.
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La discriminacion genotipica entre cepas del Complejo Mycobacterium
tuberculosis (MTBC) ha permitido abordar de un modo mas preciso la vigilancia de
la transmisién de la tuberculosis (TB), dando pie a una nueva disciplina, la
epidemiologia molecular de la TB. Desde sus comienzos, a principios de los afos
1990, apoyada en las técnicas de RFLP-1S6110 [89] y espoligotipado [74] arrojo luz
en relaciébn a las dinamicas de transmision en diferentes poblaciones, a la
caracterizacion de brotes en entornos cerrados, como prisiones, y abordé el estudio
de eventos de transmision de cepas resistentes [83, 271, 272].

La implementacion posterior de la técnica VNTR-MIRU, desde su primera
aproximacion de multiplexado de 12 loci hasta las versiones mas discriminativas
con 24 loci [96], acelerd la obtencion de resultados, cubriendo las limitaciones de
los métodos antecesores. En ese momento se dio el salto a abordar estudios mas
ambiciosos, con base poblacional [100, 146] y se comenzaron a describir escenarios
epidemioldgicos complejos, como resultado de la creciente presencia de poblacién
migrante [86, 101].

La emergencia en los ultimos afios de las técnicas de secuenciacion masiva
ha supuesto una revolucion en diferentes campos de la medicina y la investigacion,
tanto en el diagnéstico como en clinica, pero también, ha conllevado un enorme
avance en el terreno de la epidemiologia. En el caso de la tuberculosis, el empleo
de la secuenciacion de genoma completo (WGS) de cepas de MTB ha permitido
conseguir niveles de resolucion y discriminacion en la definicion de cadenas de
transmision nunca antes alcanzados, asi como obtener informacion adicional, como
establecer la direccionalidad de la transmision, identificar el caso indice o desvelar
la presencia de nodos no muestreados o no diagnosticados. La epidemiologia
genomica de la tuberculosis es una estrategia de andlisis cada vez mas
generalizada en paises con elevados recursos, hasta el punto de haber sido
implementada como Unico abordaje epidemiolégico en algunos paises, como
Dinamarca, Inglaterra, Bélgica y Estados unidos [71, 117-119, 149, 273]. La
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aplicacion sistematica del andlisis genémico en la epidemiologia de la TB ha sido
posible gracias a la definicion en 2013 por Walker et al., [107] de los umbrales que
deben de ser utilizados para considerar dos aislados como pertenecientes a un
mismo evento de transmisién reciente (> 5 SNPs), o bien como no relacionados
(>12 SNPs). Desde su definicidn, estos valores han sido corroborados por otros
muchos estudios [113, 114, 117, 120] y han demostrado ser robustos incluso en
circunstancias que podrian permitir una mayor acumulacion de diversidad, como
son los clusters con un nimero muy elevado de miembros o cuando confluyen
eventos de reactivacion y cadenas de transmision activas [274].

La utilizacién de la epidemiologia molecular y genémica permite analizar y
describir en profundidad las cadenas de transmisiéon de TB a nivel local, pero
también, abre la posibilidad de realizar estudios poblacionales para el estudio de las
dinamicas de transmisién a nivel global. En el desarrollo de esta tesis, apoyados en
distintas herramientas y estrategias moleculares/gendmicas para el estudio de la TB
ha sido posible i) desvelar la transmision intercontinental de una cepa MDR, como
resultado de los movimientos migratorios internacionales, ii) implementar una
herramienta molecular sencilla de vigilancia de la transmisién de TB en un entorno,
Panama, carente de programas de epidemiologia molecular sistematica y iii)
analizar en profundidad la expansion extensiva de una cepa prevalente del linaje

Beijing en una provincia de Panama.

1. Transmision intercontinental de tuberculosis MDR como consecuencia de
los movimientos migratorios internacionales.

La mayor parte de los estudios de epidemiologia molecular avanzada, que
se dirigen a una mayor comprension del impacto de la migracion en las dinamicas
de transmisién de TB se centran en el estudio de las poblaciones receptoras [86,
132], implementando las estrategias de epidemiologia molecular para fortalecer los

programas de control y vigilancia de la TB, persiguiendo una reduccion en la tasa
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de incidencia de TB. Fruto de estos estudios, se ha podido documentar que los
casos de TB en migrantes, ademas de poder ser resultado de reactivaciones tras la
llegada, habitualmente a paises de baja carga de enfermedad, que en ocasiones
suponen una incidencia de 10-20 veces con respecto a las tasas generales del pais
receptor [275], pueden ser el resultado de transmision reciente, una vez en el pais
receptor [275-277]. Sin embargo, la mayor parte de estos estudios han desatendido
la integracion, en el mismo andlisis, de los paises de origen de los migrantes. Es,
por tanto, que el nuevo reto que enfrentan los estudios de epidemiologia molecular
de TB es el de dar el salto a la vigilancia transnacional de un modo sistemético,
cerrando la etapa de estudios nacionales concretos [101, 132, 144, 278]. La
vigilancia transfronteriza de la transmisibn de TB requiere de un marco de
colaboraciéon multinacional, que permita precisar las rutas de transmision e
identificar las cepas implicadas.

Conscientes de este nuevo desafio en el modo en el que es necesario
abordar la vigilancia global de la transmision de TB, escogimos el estudio integrado
de la transmision de TB a lo largo del eje migratorio transcontinental Latinoamérica-
Europa mediterranea, como modelo de estudio de epidemiologia molecular
adaptado al nuevo paradigma de vigilancia. Ademas, nos centramos en las cepas
MDR por priorizar el estudio de aquellos eventos con un mayor impacto clinico y
epidemiolégico.

En el nodo latinoamericano de este eje migratorio, seleccionamos el distrito
de San Juan Lurigancho en Lima (Peru), una poblacion con una prevalencia del 7%
de TB-MDR [279]. La contraparte europea del mismo eje estuvo representada por
Italia y Espafia, con el fin de evaluar el impacto de la TB-MDR de origen en dos
paises receptores de migrantes peruanos y con baja incidencia de TB-MDR.

El andlisis genotipico, mediante MIRU-VNTR, de 60 casos consecutivos de
TB-MDR procedentes del distrito de San Juan de Lurigancho (2014-15), mostrd un

elevado numero de casos involucrados en cadenas de transmisién. El porcentaje
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de los casos en cluster de nuestro andlisis (60%) fue considerablemente mas alto
qgue los valores obtenidos en otros estudios poblacionales (19%-46%) [101, 280,
281], incluso en aquellos focalizados en cepas pansensibles, cuya transmision se
asume mas eficiente debido a que su “fitness” no se ha visto afectado por el coste
de la adquisicion de resistencia [120, 282].

Nuestra muestra incluyé aproximadamente el 20% del total de casos TB-
MDR de Limay el periodo de recoleccion de cepas fue mas corto de lo recomendado
en la literatura para la identificaciéon eficiente de cadenas de transmision [283], de
manera que la verdadera proporcion de casos resultado de transmisién reciente
podria ser aun superior. Un estudio previo de Barletta et al., [279] realizado en San
Juan de Lurigancho en 2011, identificé un 31.4% de casos de TB-MDR en cluster.
Nuestros datos elevan ese porcentaje hasta un 60%, sugiriendo un considerable
aumento en la tasa de transmision de cepas MDR en los afios recientes, aunque los
datos de ambos estudios no pueden compararse de forma absoluta, puesto que el
estudio de Barletta et al., [279] consideraba exclusivamente primeros episodios de
TB. Aun teniendo en cuenta estos aspectos, la tasa de transmision de cepas MDR
en el distrito de San Juan de Lurigancho es alarmantemente elevada,
probablemente resultado de la falta de programas especificos y estrategias dirigidas
a la vigilancia y control de la transmision de TB.

La comparacién de los genotipos de las cepas MDR involucradas en la
transmision activa en San Juan de Lurigancho con los genotipos de colecciones de
Italia (2001-2010) y Espafia (2003-2009) permiti6 identificar la presencia de tres de
las cepas en Europa, lo que sugiere una potencial exportacién intercontinental de
las mismas. Una de estas cepas (C8-LPMDR) se identificé tanto en Espafia como
en ltalia, y fué responsable en lItalia de un brote detectado en el afio 2007 que
involucré a 11 pacientes en Florencia y 2 en Milan, mayoritariamente migrantes
procedentes de Peru que mostraban vinculos epidemiolégicos en la ciudad de

residencia. Estos datos refuerzan la hipétesis de una distribucion intercontinental de
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cepas MDR mediada por la migracion en el eje Latinoamérica-Europa mediterrdnea
y la subsecuente transmision en destino causando un brote entre individuos
relacionados.

La literatura recoge muy pocos estudios de epidemiologia molecular
centrados en el analisis de la trasmisidn trasnacional de la TB, Fiebig et al [284]
describieron en 2017 la distribucion internacional de una cepa de TB-MDR
responsable de 10 casos e identificada en tres paises europeos (Rumania,
Alemania y Austria). En comparacion con este estudio, nuestro evento incluyé un
mayor numero de casos (17 en total), cubrié un periodo de tiempo mas prolongado
(11 afios) y abarcé un mayor alcance geogréfico al involucrar paises de diferentes
continentes.

Estos trabajos alertan sobre la realidad de la transmisién transfronteriza de
la TB y deben animar al desarrollo de estudios epidemiol6gicos con una vision global
e integrada que contemple los desplazamientos y movimientos migratorios de
individuos que proceden de paises con elevada incidencia de tuberculosis v,
especialmente, de aquellos con altas tasas de TB-MDR.

La introduccion en los ultimos afios del leguaje gendmico en la epidemiologia
de la TB ha conseguido incrementar al maximo la precision en los analisis de
transmision debido al enorme poder discriminativo que supone acceder a la
informacion completa del genoma. En nuestro estudio, la secuenciacion de genoma
completo (WGS) de 12 de los 17 aislados de la cepa C8-LPMDR, confirmé la
hipotesis de encontrarnos ante una transmision transcontinental de una cepa MDR.
La alta similitud gendmica observada entre los aislados de los casos identificados
en Europa y los casos identificados en Lima (1-3 SNPs) demostré la vinculacion
entre las cepas. Ademas, el estudio de la topologia de las redes de relacion de los
SNPs identificados entre los aislados estudiados mostro 2 ramas separadas. Esta
topologia sugiere la existencia de dos eventos independientes de exportacion,

implicando a dos variantes de una misma cepa prevalente en Lima que,
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probablemente, adquiri6 diversidad genética tras un periodo de circulacion
prolongado. Los aislados de Lima se localizaron en las redes de relacion en
posiciones previas a las identificadas en Europa, apoyando que la direccionalidad
de la transmision fue de Peru a Europa.

La WGS ha permitido confirmar, en otras ocasiones, la exportacioén de cepas
TB-MDR desde paises de alta carga de TB, a paises de baja carga de Europa.
Walker et al., [117] en 2018 identificaron la presencia de una misma cepa MDR (<2
SNPs), procedente del Cuerno de Africa, en 29 pacientes de 7 paises diferentes.
El estudio permitioé concluir que, con mucha probabilidad, la transmision ocurrié a lo
largo de la ruta de migracion y no en cada uno de los paises receptores.

Por lo tanto, los movimientos migratorios globales predisponen a la poblacion
a un recambio constante de cepas que involucra, en ocasiones, la trasferencia de
cepas de alto riesgo, como las cepas TB-MDR, que se asocian a un manejo mas
complejo de la enfermedad [285]. Esta situacion ha llevado a algunos de los paises
receptores de un mayor numero de migrantes y refugiados, como Australia, Canada,
Nueva Zelanda, Reino Unido y Estados Unidos a desarrollar planes estratégicos y
colaborativos para prevenir la importacién de cepas de alto riesgo en cada uno de
estos paises [286]. Estos esfuerzos son fatiles si no van acompafados de
programas de vigilancia y control de la transmision, apoyados en técnicas
moleculares y/o gendmicas, tras la llegada de estos migrantes a los paises
receptores. La vigilancia y el control de la TB requiere de la integracion de esfuerzos
a nivel local, nacional e internacional, para identificar de forma precoz la distribucién

de cepas de alto riesgo.

2. Evaluacion de alternativas para la vigilancia epidemiologica de TB en
entornos complejos carentes de sistemas de genotipado sistematico
Las estrategias de epidemiologia molecular han sido claves para conocer la

distribucion de cepas de MTB, aportando una vision global de las dinamicas de
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transmision en una determinada poblacion. Ademas, nuestro conocimiento de las
pautas de transmision de la TB ha mejorado notablemente desde la implementacion
de la epidemiologia gendmica. Pero la realidad es que la utilizacion de la gendmica
como herramienta para la vigilancia de la transmision en paises de alta incidencia
de tuberculosis esta lejos de poderse establecer. En su mayoria, estos paises, no
cuentan siquiera con los requerimientos minimos para desarrollar las técnicas de
epidemiologia molecular convencional, y cuentan generalmente Unicamente con
pequefios estudios realizados en momentos puntuales y utilizando generalmente
muestras de conveniencia. Por todo ello, es necesario establecer estrategias
alternativas de vigilancia de la transmision de la tuberculosis adaptados a entornos

alta incidencia y recursos limitados.

2.1 Panaméa como modelo de estudio

Con el fin de evaluar la viabilidad de una aproximacion simplificada de
vigilancia de la tuberculosis, seleccionamos Panama, como modelo de pais que
carece de un programa sistematico de estudio de la transmision de la TB basado en
epidemiologia molecular. Panam4, a pesar de ser uno de los paises con mayor
crecimiento econémico en Centroamérica, presenta una alta tasa de incidencia de
TB (41.4 casos /100,000 habitantes) [287], considerandose el segundo pais con
mayor niumero de casos de TB en la region [10] y el que presenta la mayor tasa de
muertes por esta enfermedad.

Los escasos estudios de genotipado de MTB realizados en el pais, muestran
datos dispares, probablemente como resultado de las diferentes muestras de
conveniencia seleccionadas. El 16 % (37/231 aislados) de los casos MDR
genotipados durante el periodo 2002-2004 formaban parte de cadenas de
transmision y fueron identificados principalmente en las provincias de Panama y
Colén [288]. En otro estudio del afio 2014, Sambrano et al., reportaron que el 21%

de los casos de cepas sensibles aisladas en 2005 y pertenecientes a un solo centro
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de salud, estaban formando parte de clusters de transmision utilizando como técnica
de genotipado el panel de 12 loci de MIRU-VNTR [289]. Son también muy escasos
los estudios en los que se utilizé la WGS como herramienta epidemioldgica, en 2013
se realizd un estudio [290] en el que se empled la gendémica para caracterizar 66
aislados MDR en Panama, el resultado mostré que el 44% de ellos pertenecia a una
misma familia LAM9-c1 y que todas las cepas presentaban las mismas mutaciones
de resistencia, pero no se analizé la diferencia de SNPs entre cepas ni se aplicaron
los umbrales definidos por Walker et al., [107] para establecer la vinculacién directa
entre los aislados.

Los diferentes estudios puntuales y aislados, basados en epidemiologia
molecular y gendmica de la tuberculosis, realizados en Panama permiten vislumbrar
una tasa elevada de transmision de cepas sin que exista una caracterizacion
genotipica de forma sistematica. Esto implica la existencia de intervalos de tiempo
vacios de informacion entre un analisis y otro, poniendo sobre la mesa la necesidad
de intervenir para completar la informacion, fortalecer la vigilancia epidemioldgica y
reducir las tasas de transmision en el pais.

Ademas, Panama, debido a su la localizacion geogréfica, se considera un punto
de conexidn estratégico en Centroamérica donde existe un movimiento migratorio
constante que favorece la entrada de cepas inéditas en el pais de alto riesgo (cepas
MDR o altamente transmisibles). Al impacto socioepidemioldgico derivado de la
llegada masiva de trabajadores de diferentes partes del mundo a mitad del siglo XIX
para la construccion del propio Canal de Panama y del Ferrocarril Interoceanico,
debemos de afadir la nueva entrada reciente de mano de obra extranjera para la
ejecucion de la expansion del canal inaugurado en el afio 2015.

El conjunto de estas circunstancias epidemiologicas, geograficas y
socioeconomicas nos llevaron a seleccionar Panaméa como modelo para evaluar la
implementacion de una nueva estrategia simplificada basada en WGS, pero

adaptada a formatos moleculares sencillos y de bajo coste, para la optimizacion de
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la vigilancia de la TB en paises de alta carga de enfermedad, que carecen de un

programa sistematico de control de la transmision.

2.2 Descripcion de la estrategia y experiencia previa

El primer paso para la adaptacion de esta estrategia a una poblacion es la
identificacion de las cepas cuya vigilancia deba de ser priorizada, por corresponder
a las cepas responsables del mayor numero de casos en cluster en el entorno
seleccionado.

Una vez identificadas las cepas de interés se debe realizar la WGS de algunos
de los aislados representantes del cluster para identificar sus marcadores
especificos. Para ello, los SNPs comunes a todos los aislados de las cepas de
interés se filtran con una base de datos que contiene los SNPs de mas de 4700
genomas procedentes de todo el mundo, seleccionados minuciosamente como
representantes de la diversidad global, de modo que, aquellos SNPs de nuestras
cepas en estudio que no estén presentes en la base de datos se consideran como
SNPs marcadores especificos de estas cepas.

La dltima etapa consiste en diseflar PCRs alelo especificas (ASO-PCRs:
allele-specific oligonucleotide-PCR) multiplex que permitan la identificacién de 3-4
de estos SNPs marcadores de forma simultanea y, por ende, la identificacion de
forma especifica de la cepa de interés. La aplicacion in situ de estas ASO-PCRs es
muy sencilla, requiere una dotacion minima de equipamiento (un termociclador y un
sistema de electroforesis), es muy facil de interpretar y el costo de su aplicacion es
muy bajo.

Esta estrategia se ha utilizado con diferentes objetivos en distintos paises.
Permitié la actualizacion de la situacion de las 2 cepas TB-MDR mas problematicas
circulantes en Argentina y responsables de casi el 40% de los casos MDR del pais,
segun las cifras obtenidas en los dltimos estudios realizados en 2009,

inmediatamente antes de que la restriccion econémica impidiese seguir aplicando
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programas de vigilancia de la transmision de la TB en el pais [142]. La aplicacion de
estas PCRs constituye la Unica opciéon de mantener la vigilancia prospectiva de
ambas cepas MDR en un pais que carece de recursos para implementar técnicas
de epidemiologia molecular de forma sistematica. En otro estudio, la identificacion
de una misma cepa de TB- MDR en migrantes procedentes de Guinea Ecuatorial
en distintas ciudades de Espafia, alertd de la posible presencia de una cepa
mayoritaria MDR prevalente en ese pais. La falta de recursos para el analisis de
resistencias y para abordar estudios de epidemiologia molecular en Guinea
Ecuatorial impedia conocer la situacion real en el pais. Se disefi6 una ASO-PCR
para la vigilancia especifica de esta cepa y se aplicé sobre una muestra de 158
cepas recogidas consecutivamente en un periodo de tiempo de 3 meses en Guinea
Ecuatorial. La cepa en estudio represento el 44% de los casos de cepas resistentes
a rifampicina analizadas, confirmando la alta prevalencia de esta cepa y permitiendo
etiquetar, con una sola PCR, a casi la mitad de los aislados con resistencia a
rifampicina circulantes en el pais. Del mismo modo, otras ASO-PCRs han sido
disefiadas y aplicadas con otras finalidades [124, 125, 129], como la actualizacién
de la situacion de una cepa del linaje Beijing responsable de un brote masivo en la
isla de Gran Canaria, donde pas6 a suponer el 21% de los casos de TB de la isla
en 2008 desde su introduccién en 1993 [127, 291]. La aplicacién de una ASO-PCR
especifica de esta cepa permitié establecer que la cepa sigue presente 20 afios
después en la isla en un porcentaje del 20% y que, ademas, esta presente en el
resto de las islas del archipiélago [127].

2.3 Adaptacion de la estrategia de vigilancia alternativa en Panamé

Para la evaluacion de la estrategia en Panama se requeria un estudio previo
retrospectivo de las cepas responsables de las cadenas de transmision de mayor
magnitud en el pais. Se llevé a cabo el genotipado mediante MIRU-VNTR de un

grupo de cepas aisladas durante un afio (2015) en las provincias de Panama y
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Colon. Este andlisis revel6 una alta proporcién de clusters (50%) una cifra muy
superior a la descrita en la mayoria de los estudios poblacionales realizados (30%-
45%) [292-294], lo que sugiere una transmision activa no controlada de TB en el
pais. A pesar de que la muestra analizada en nuestro estudio fue limitada, el
porcentaje de casos en cluster fue muy superior al 21% obtenido en un estudio
anterior (2005), que incluyé a cepas sensibles [289]. Otro estudio realizado en 2002-
2004 en las mismas provincias de Panama y Coldn, en el que solo se incluyeron
cepas MDR, ofrecié un porcentaje de casos en cluster del 82.9% [288]. En nuestro
estudio, s6lo unl.1% de los aislados fueron MDR y ninguno formé parte de los 6
clusters de transmisién mayoritarios descritos. Todos estos datos muestran un
marcado cambio en la composicion general de cepas y en la dinamica de
transmision en el pais a lo largo de los periodos de estudio mencionados (2002 y
2015).

Otro de los hallazgos interesantes encontrados tras el genotipado de las cepas
del estudio, fue la distribucion diferencial de los clusters de transmision en las 2
provincias analizadas. A pesar de encontrarse a solo 74 km de distancia y tener una
buena comunicacién de carreteras, cuatro de los clusters estan mayoritariamente
representados en la provincia de Panama y los otros 2 en la provincia de Coldn,
alertando sobre las particularidades epidemiolégicas de cada poblacién. La
separaciéon observada en la circulacion de cepas implica que se debe trabajar de
forma independiente en el desarrollo de herramientas de vigilancia y en las
intervenciones de control de las cepas circulantes en cada poblacion.

La aplicacibn de la herramienta on-line “TBminer’ sobre los genotipos
obtenidos mediante MIRU-VNTR, permitié asignar los linajes y sublinajes de las
cepas analizadas [295]. Llama la atencién, fundamentalmente, la identificacion de
una cepa de la familia Beijing responsable de uno de los clusters mayoritarios
descritos (cluster A). Las cepas de la familia Beijing muestran una gran relevancia

epidemioldgica y clinica, puesto que, han sido responsables de grandes brotes y se
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ha propuesto que pudieran presentan cierta capacidad hipermutadora que les
podria facilitar la adquisicion de mutaciones de resistencia [144, 296].

Una vez identificadas las cepas mayoritarias decidimos aplicar la nueva
estrategia de vigilancia dirigiéndonos a tres de los clusters (A, By C) que agruparon
el mayor nimero de casos. Se llevo a cabo la secuenciacion de genoma completo
de varios representantes de cada uno de estos clusters y se reveld que solo uno de
ellos (cluster C) estaba formado por aislados con una estrecha vinculacion
gendmica (<5 SNPs), consistente con una dindmica de transmision reciente. Por el
contrario, los otros 2 clusters ofrecieron distancias gendmicas por encima de 12
SNPs, descartando a la transmisién reciente como responsable de estos clusters y
sugiriendo que, probablemente, se trate de cepas prevalentes circulantes en el pais,
que han acumulado una mayor diversidad genética.

La observacion de que cepas que comparten un mismo MIRUtipo muestran
distancias gendmicas que rompen la supuesta vinculacion reciente asumida por el
genotipado inicial ha sido descrita en otros estudios [115, 117]. El analisis por WGS
realizado en migrantes procedentes de Marruecos diagnosticados en la provincia
de Almeria, que compartian un mismo genotipo por MIRU-VNTR, permitié
diferenciar los 8 casos que eran resultado de una cadena de transmision reciente
en el pais de destino, y descartar a otros casos no relacionados, resultado de
importaciones independientes [115]. La capacidad de WGS para diferenciar casos
implicados en transmision reciente de aquellos resultados de importaciones
independientes es un aspecto de gran relevancia epidemiol6gica, puesto que la
intervencién requerida en cada situacion es completamente diferente.

La etapa final de la estrategia alternativa propuesta implica el diseiio de
herramientas moleculares sencillas para optimizar la vigilancia en Panama.
Utilizando la informacion aportada por la WGS de las cepas seleccionadas se
identificaron los SNPs especificos de cada cluster y se disefiaron ASO-PCRs para

la identificacion de las tres cepas mayoritarias agrupadas por MIRU-VNTR para
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aplicarlas de forma prospectiva, con una doble intencion, i) capturar nuevos casos
en transmisiéon activa del denominado cluster C e ii) identificar nuevos miembros de
los clusters prevalentes con la intencion de completar la reconstruccion filogenética
historica de estas 2 cepas (A y B). Segun los datos obtenidos por MIRU-VNTR, la
aplicacion de estas tres PCRs permitiria identificar el 32% de los casos circulantes
en las 2 provincias analizadas. Este aspecto se confirmé al aplicarse
prospectivamente el set de PCRs a 51 aislados obtenidos en 2018; puesto que en
el 31.4% de los casos se identifico a una de las tres cepas en estudio como
implicada en la infeccidn. La cepa A fue la que se identific6 con mayor frecuencia
(25.5%), siendo la gran mayoria de los pacientes (84.6%) de la provincia de Col6én,
mientras que, el 1.9% y el 3.9% de los casos fueron debidos a las cepas B y C,
respectivamente, ambas diagnosticadas preferentemente en pacientes procedentes
de la ciudad de Panama.

Finalmente, se realiz6 la WGS de los casos capturados prospectivamente
gracias a la aplicacion de esta estrategia alternativa. La representacion grafica de
la distribucion de SNPs de los 3 clusters reflejé lo que indicaba la secuenciacion de
los primeros aislados. Todas las cepas pertenecientes al cluster C presentaron
menos de 5 SNPs entre 2 casos adyacentes, subrayando la vinculacion directa entre
los casos, y su caracter de transmision reciente. Por el contrario, las cepas
pertenecientes a los clusters A y B mostraron una diversidad considerablemente
mayor, probablemente asociada a la adquisicion de SNPs resultado de la circulacion
prolongada de estas cepas en la poblacion.

La fuerte correlacion entre el porcentaje de los nuevos casos causados por las
tres cepas en estudio en 2018 de forma prospectiva (31.4%) y de los casos previos
identificados en 2015 (32%), revela una composicion estable de las cepas en estas
regiones en los 3 afios de estudio.

En resumen, la estrategia evaluada en este estudio demuestra cémo la

integracion de los resultados obtenidos mediante tres técnicas diferentes (MIRU-
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VNTR, WGS y ASO-PCRs), puede generar un nuevo modelo de vigilancia de la
transmision de la TB en paises sin programas de epidemiologia molecular o
genomica. Con la aplicaciéon de MIRU-VNTR se observo una alta tasa de cepas en
cluster (50%), lo que alert6 de la necesidad de establecer sistemas de control de la
transmision. La WGS permitié desvelar que algunos de esos clusters no formaban
parte de cadenas de transmisién activas/recientes, sino que se trataba de cepas
prevalentes circulantes en el pais y, ademas, sirvid para obtener los marcadores
especificos requeridos para el disefio de las ASO-PCRs destinadas a la
identificacion especifica de las cepas. Y, finalmente, la aplicacién de estas ultimas
de forma prospectiva permitio identificar el 31.4% de los nuevos casos
diagnosticados. Todo ello demostré la de una estrategia barata, sencilla y rapida,
que permitird vigilar de forma progresiva la evolucion de las cepas mas
probleméticas de la poblacion y analizar el resultado de las intervenciones
establecidas. Estas ASO-PCRs son herramientas flexibles y dinamicas que pueden
modificarse y adaptarse a la realidad de cada momento y a las necesidades del
entorno poblacional, descatalogando aquellas que vigilen cepas finalmente
controladas e introduciendo nuevas PCRs para cepas emergentes.
3. Cepa Beijing predominante en la provincia de Colon, Panama.
3.1 Descripcion del evento y analisis comparativo

Un 7.4% del total de cepas aisladas entre Panama y Colén correspondio al
linaje Beijing, y todas ellas formaron parte del mismo cluster, mayoritariamente
localizado en Colon. Sambrano et al., [289] reportd un 3.7% de cepas de la familia
Beijing en el afio 2005 restringidas a la ciudad de Panama, mientras que en el
estudio realizado sobre cepas MDR en 2002-2004, que incluia ambas provincias,
no se encontrd ninguna cepa de esta familia [288]. De manera que, podemos asumir
que la entrada en Coldn de esta cepa Beijing fue relativamente reciente.

La alerta asociada a la identificacion de cepas Beijing deriva de su asociacion

con una elevada transmisibilidad [19, 297]. Ademas del caso previamente descrito
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de una cepa Beijing de propagacion extensiva en la isla de Gran Canaria (Espafia),
existen otros casos descritos de cepas Beijing MDR prevalentes en Estados Unidos,
Peru, Japon, Rusia y China [20, 296-299].

El disponer de una herramienta molecular que identifica especificamente a la
cepa A de la familia Beijing permitié conocer que las cifras correspondientes al 2018
ascendian marcadamente, con un 25.5% de los nuevos casos infectados por este
linaje, lo que ratifica su caracter altamente transmisible. La distribucion mayoritaria
(21.5%) y singular de la cepa A en Coldn, justificd nuestro interés en atender
prospectivamente a la vigilancia de la cepa A en esta provincia. Nuestro estudio
prospectivo indico que la cifra de nuevos casos de TB por la cepa Beijing A fue en
aumento en esta provincia, alcanzando el 41% de los casos, mientras que un afio
mas tarde notamos que esta cifra aumento hasta el 57%.

La presencia predominante de una cepa en una poblacion determinada
puede ser el resultado de factores epidemiolégicos o de la propia cepa.
Determinados escenarios epidemiologicos pueden proveer condiciones ideales de
transmision y persistencia para determinadas cepas. Tales entornos pueden ser,
poblaciones con escasa movilidad, escenarios cerrados o con intercambio reducido,
tales como prisiones, albergues, o contextos marginales que ofrecen los factores
socioambientales ideales para generar reservorios de transmision activa y de cepas
prevalentes de MTB. En el caso de Coldn, los casos de TB fueron diagnosticados
en la poblacién general, sin que estén enriquecidos en algin subgrupo poblacional
o entorno determinado. Una explicacién plausible es la alta tasa de incidencia de
TB en esta provincia, que alcanz6 55.5/100,000 habitantes durante el periodo 2017,
siendo la segunda provincia de Panama en numero de casos de tuberculosis
reportados (122 casos TB en el 2017) [287]. Ademas, presentaron una alta tasa de
coinfeccion por VIH-TB, cerca de 40% durante ese afo. Estos dos factores
combinados con el bajo nivel socioecondmico de Colon, alto indice de pobrezay las

condiciones de hacinamiento podrian favorecer la transmisién de cepas de MTB.
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Aunque es cierto que, se han realizado esfuerzos colaborativos para fortalecer el
sistema de salud, estos siguen siendo muy escasos para entender la situacion

sanitaria en Colon y en la poblacion nacional [300].

Desde el punto de vista de los factores de la propia bacteria que pueden
justificar su preponderancia en una poblacién, diferentes estudios han descrito la
presencia mayoritaria del linaje Beijing en el Sureste y Este de Asia: del 23% en
Indonesia [301], mas del 59% en Vietnam [302] y hasta el 83.3% de los casos
reportados en el area metropolitana de China [303], siendo su prevalencia en otros
paises muy variable [20, 298]. Su capacidad de generar eventos de transmision
activa de gran magnitud, asi como su mayor capacidad en adquirir
resistencias/virulencia han sido asimismo estudiados [19, 281, 297]. Estas
caracteristicas pueden conducir a una transmision predominante de cepas
representantes de este linaje, que pueden conducir a su predominio durante
décadas en un mismo contexto geografico, tal y como se describié en Gran Canaria
[127, 291].

Si bien el linaje Beijing se ha asociado a una mayor tendencia a protagonizar
situaciones de mayor prevalencia, la transmision predominante de una cepa en una
poblaciébn no esta asociada Unicamente a cepas de este linaje. Asi, nuestros
hallazgos para la cepa Beijing A en Colon fueron similares a los descritos por Tuite
et al., [304] en Toronto, donde se describid el incremento y la propagacion continua

de casos de TB producidos por una cepa predominante del linaje 4 (Euro-American).

Del mismo modo, en un estudio realizado en Zaragoza, tras la alerta derivada
del elevado porcentaje de casos de TB en cluster (46.5%) [305] se identifico el
predominio de una cepa sensible no perteneciente al linaje Beijing (cepa MT2Z),
responsable del 52.6% de los casos en cluster [306]. En este contexto se desarrolld
también una PCR especifica como medida de vigilancia y control [307].
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A la hora de identificar contextos en los que se han descrito cepas exitosas
que han demostrado una transmision eficaz durante periodos prolongados de
tiempo, no podemos dejar de mencionar a la cepa DKC2/1112-15 en Dinamarca.
Se observé un incremento del 5.6% al 29.0% de casos debidos a esta cepa entre
los afios 1992 y 2001 [308], el predominio de la cepa DKC2/1112-15 se expandio a
Groenlandia lo que condujo al incremento de un 3.9% de los casos en la isla [309].
A pesar de que el pais presenta una baja tasa de incidencia de TB, el cluster
DC2/1112-15 sigue siendo un reto de control de la TB en el pais [310].

Si, a diferencia de las situaciones discutidas hasta el momento, que implican
a cepas predominantes sensibles, pasamos a considerar cepas MDR, encontramos
ejemplos notorios de dominancia de determinadas cepas en una poblacion. Uno de
los mejores ejemplos es Argentina, donde se ha documentado la transmision activa
de tres cepas MDR representantes del linaje 4 responsables del 45.1% del total de
casos MDR del pais [112, 142].

Volviendo a nuestro elemento de estudio, la cepa Beijing A en la provincia de
Colén, a diferencia de las situaciones previamente presentadas, carece de registros
histéricos o0 reportes previos, que nos ayuden a comparar 0 corroborar la
transmision de este genotipo Beijing en la provincia. Unicamente disponemos de
algunos estudios puntuales de epidemiologia molecular que sélo aportan datos
fragmentados que impiden una comparacion cronoldgica de la transmision de la
cepa A. Por tanto, era necesario intentar profundizar en el estudio detallado de este
cluster, que nos ayudara a intentar reconstruir la historia de la entrada y distribucién

de esta cepa en Colon.

3.2. Caracterizacion genomica, estudio filogenético y reconstruccion historica
El analisis detallado de la distribucion de SNPs de todos los aislados de la

cepa Beijing A permitié definir la red de relaciones filogenéticas entre los casos y
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comprender la verdadera naturaleza del evento. La asuncion inicial de encontrarnos
ante un evento de transmision reciente activa pudo ser descartada ya que el analisis
por secuenciacion genomica nos permitio desvelar una marcada diversidad
genética, que distribuia a la mayor parte de los aislamientos a lo largo de diferentes
ramas del arbol. Esta topologia era mas consistente con una cepa con presencia
prevalente en la poblacion, cuyo tiempo prolongado de circulacion, habia conducido
a una diversidad superior a la esperada para un evento de transmision activa
reciente. Unicamente, subgrupos de un nimero reducido de casos compartieron
distancias genéticas mas cortas, lo que probablemente sugeria la existencia de
eventos de transmision reciente autolimitados, de algunas de las variantes de la
cepa A que surgieron en el seno de la diversidad adquirida al ser una cepa

persistente.

El estudio detallado de la diversidad de SNPs de la cepa A no so6lo arrojé luz
sobre la dinamica real de transmision dentro de este cluster, sino que ofrecié un
material de referencia para abordar la evolucion histérica de la cepa A en Coldn,
intentar aproximar su posible origen y proponer su posible fecha de introduccién en
el pais.

En una primera etapa, abordamos el estudio comparativo de los rasgos de la
cepa A, con los representantes del linaje Beijing de diferentes localizaciones
geograficas, previamente secuenciados. El linaje Beijing ha sido dividido en dos
sublinajes evolutivos que reciben el nombre de ancestral y moderno [17]. La
distribucién del sublinaje ancestral es de baja prevalencia (<20% en China, 4% en
Rusia), mientras que el moderno tiene en torno a 80% de prevalencia en China,
parece haberse localizado en el norte de China por su adaptacién a la densidad
poblacional [311]. Ribeiros et al., [19] reportaron que las cepas modernas de Beijing
fueron altamente patdgenas, exhibiendo niveles de alta transmisibilidad y virulencia.
En contraste, los aislamientos del sublinaje ancestral mostraron virulencia

intermedia o baja, sugiriendo que las caracteristicas genéticas de las cepas del
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sublinaje Beijing moderno favorecen la adquisicion de virulencia y mayor

probabilidad de resistencia respecto a la cepa antigua [19, 20].

Mediante el analisis gendmico comparado, pudimos identificar que la cepa A
corresponde al sublinaje Beijing moderno (L2.2.5), en concreto a su rama asiatico-
africana 3 (Bmyc13). Esta rama aglutina a cepas endémicas y de baja prevalencia,
principalmente descritas en el Este de Asia y en el sur de Africa [145, 312, 313]. De
modo complementario, el analisis del patron MIRU-VNTR de la cepa A permitio
encontrar el mismo patron en aislados de Vietnam. Finalmente, la construccién del
genoma ancestral comin mas reciente, a partir de los datos genémicos obtenidos
de los 26 aislados obtenidos en Panama, permitio identificar 38 SNPs conservados,
gue son unicos dentro de L2.2.5. A partir de estos datos se pudo establecer una

fuerte correlacién con cepas aisladas en Vietnam.

Los datos obtenidos de gendmica comparada podrian sugerir una posible
zona de origen para la ruta de importacion de la cepa Beijing A en Panama. Sin
embargo, hay que ser cauto con esta hipdtesis, ya que un posible analisis
comparativo mas exhaustivo entre la cepa Ay aislados Beijing modernos circulantes
en Vietnam esta impedido por la escasa presencia de aislados de este sublinaje en
las bases de datos (0.7%, 11 aislados, de los 1500 aislados de Vietnam
secuenciados). A esta limitacibn debemos de afadir la carencia de datos
epidemioldgicos, incluyendo la informacién del pais de origen, de los casos en

estudio en Colon.

A pesar de la falta de datos sélidos que permitan asentar esta hipétesis, es
atractivo valorar la posible introduccién de la cepa A como resultado de la migracién
masiva de asiaticos y afrocaribefios a finales del siglo XIX, que llegaron como
resultado de la demanda de mano de obra para la construccion del Canal de
Panama. Del mismo modo en que se ha descrito la asociacion de este evento con
otras enfermedades como la fiebre amarilla y la malaria, se podria proponer la

introduccién del sublinaje Beijing moderno en Panama.
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En otros paises donde se ha descrito, asimismo, una presencia relevante del
sublinaje Beijing, se han realizado esfuerzos semejantes para proponer posibles
hipétesis de rutas de importacion. Asi, se ha determinado que las cepas
representantes de los genotipos Beijing pudieron haberse introducido en Peru a
mediados del siglo XIX, como resultado de la migracion de inmigrantes chinos [314].
Esta situacion, Iwamoto et al., [298] derivo en la descripcion de un genotipo Beijing
(PCTO001) representada en el 43.9% de las cepas, tras comparar MIRU-VNTR a
nivel global, sugiriendo que el genotipo emergid como un clon Unico en Perd,

presente en Lima desde 1999.

Como ultimo nivel en la reconstruccion historica/evolutiva de una cepa en una
poblacidén, es posible inferir las etapas previas, donde el muestreo poblacional no
fue posible, a partir del estudio de la diversidad adquirida en los periodos mas
recientes, donde se cuenta con datos genémicos. De modo general, para el linaje
Beijing, se han estudiado sus caracteristicas evolutivas en paralelo a su periodo de
propagacion intercontinental. Se han podido proponer multiples introducciones a
Africa, durante los dltimos 300 afios de representantes Beijing vinculados a
poblaciones del Este y Sudeste de Asia [315].

En el caso de la cepa A de Coldn, a pesar de requerirse un mayor nimero de
representantes secuenciados para abordar la reconstruccién evolutiva de una cepa
en una poblacion, intentamos aproximar este problema. A partir de estos estudios
se obtuvieron datos generales de tasas de mutacién y diversidad de SNPs
acumulados. La tasa de mutacion de la cepa A fue de 1.6 sustituciones por genoma
por afio, muy superior a la de 0.3-0.5, revelado en otros estudios poblacionales
[107, 110], pero consistente con las tasas de sustitucion normalmente elevadas

observadas en linajes Beijing [316, 317].

El valor estimado para la cepa A es asimismo superior a las tasas de
sustitucién descritas para otras cepas prevalentes; siendo 0.29 para la cepa M en

Argentina [112] 6 0.21 para el cluster DKC2/1112-15 de Dinamarca [114]. En cuanto
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al promedio de diversidad de SNPs observado en los casos de la cepa A en
Panam4, (1.5 SNPs por caso; 38 SNPs/26 aislados), los valores fueron similares a
los descritos para otras cepas prevalentes; 1.5 SNPs (81 SNPs/55 aislados) en
Toronto [318] y 2.0 SNPs (133 SNPs/68 aislados) en Suiza [319], aunque superiores
todos ellos a los 0.8 SNPs descritos para una cepa predominante con baja variacion
gendmica reportada en Londres [120].

Los estudios de reconstruccion evolutiva, ademas de ofrecernos informacion
general acerca de las tasas de sustitucion y diversidad permite conocer el posible
ancestro comun mas reciente, que ayuda a estimar el momento de introduccién de
una cepa en la poblacion. Asi, se ha estimado que el progenitor de la cepa M en
Argentina se localiz6 hace cuatro décadas, y adquirio resistencia a medicamentos
de primera linea alrededor de 1973 [112]. Del mismo modo se ha podido inferir que
la cepa DKC2/1112-15 pudo tener su origen en Rusia hace unos 200 afos,
introduciéndose por vez primera en Dinamarca alrededor del afio 1966 [114].

La inferencia evolutiva abordada para los aislados de la cepa A identificados
en Panama indic6 que estos convergen en un punto de tiempo entre los afios 2000
y 2012, rango de tiempo que corresponderia con la fecha probable de introduccion
de la cepa en Panamé&. Cuando abordamos una aproximacion equivalente para las
cepas tanto de Panaméa como de Vietnam proximas a ellas, la convergencia comun

ocurre en un intervalo de tiempo de 1987 a 1995.

En este sentido, la cronologia propuesta en el modelado de reconstruccion
histérica descarta la introduccién de la cepa Beijing A en Panama como resultado
de la migracion acaecida durante la Construccion del Canal de Panama. Esta cepa
es mucho mas reciente en el pais, ya que lleva circulando Unicamente durante las
dos ultimas décadas. Tampoco parece estar relacionada a la reciente expansion del
Canal de Panama en el 2015, ya que circula desde afios anteriores. Probablemente
su introduccion no esta asociada a momentos clave que han requerido la entrada

masiva de migrantes.
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4. Transmision de patdégenos relevantes en el entorno nosocomial

Las técnicas en las que descansan las estrategias de epidemiologia molecular
discutidas en el bloque de esta tesis relacionado con la vigilancia de la transmision
no deben de quedar restringidas a la vigilancia de la transmision comunitaria, como
ocurre en la tuberculosis, pudiéndose asimismo replicar en el marco de la infeccion
nosocomial protagonizada por otros patégenos.

A pesar de la mejoria en las medidas de control, los eventos de infeccion
nosocomial, que acontecen mas de 48 horas después del ingreso del paciente en
el hospital, se mantienen como un problema persistente de Salud Publica [166]. Es
necesario implementar nuevas estrategias para optimizar su control y asi evitar el
aumento en la mortalidad y morbilidad derivados y reducir su impacto econémico,
derivado de la hospitalizacion prolongada y los costes multifactoriales directos e
indirectos [174, 175]. Como ejemplo, en Estados Unidos, se estim6 un incremento
del 4.3% en el gasto sanitario en el afio 2015 (~3 billones de ddlares) derivado de
las infecciones nosocomiales [320].

Las infecciones asociadas al sistema de salud pueden tener un origen
enddgeno, siendo las bacterias colonizadoras de las mucosas del paciente la fuente
primaria de infeccién, o exdgeno, con la participacion del personal médico-sanitario,
visitas, dispositivos médicos/quirdrgicos, o del entorno ambiental hospitalario. De
este modo, la transmision nosocomial puede estar mediada por contacto de persona
a persona, o implicar bien al entorno o a dispositivos contaminados. Es indudable
que el impacto de la infeccion nosocomial es maximo cuando implica a
microorganismos multirresistentes o extremadamente resistentes (MDR/XDR),
especialmente cuando, resultado de las dificultades inherentes a su control se
extienden a la comunidad.

En este trabajo, con objeto de abordar la implementacion de técnicas

moleculares y de genotipado, e incluso de analisis gendmico, en la optimizacion de
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la deteccion y caracterizacion de infecciones nosocomiales, decidimos seleccionar
dos modelos de problemas infecciosos nosocomiales. En la seleccion de estos dos
problemas pretendimos ejemplificar los dos grandes tipos de evento de infeccion
nosocomial: 1) de ambito global, ocasionado por dispositivos sanitarios utilizados
de modo general y 2) de &mbito local, resultado de dindmicas de transmisién
persona-persona. Mas concretamente, seleccionamos el andlisis de las infecciones
causadas por Mycobacterium chimaera, asociadas al uso de dispositivos “heater-
cooler” (HCU) utilizados en cirugia cardiaca y el estudio de un brote hospitalario de

Pseudomonas aeruginosa multirresistente.

4.1. Mycobacterium chimaera como modelo de infeccion nosocomial de impacto
global.

La infeccion nosocomial por M. chimaera ha significado una emergencia de
salud publica de impacto global, como resultado de la exposicion de pacientes
sometidos a cirugia cardiaca a los aerosoles generados por maquinas “heater-
cooler”, contaminadas por M. chimaera, que contienen a este microorganismo en
suspension.

Los primeros casos fueron reportados en 2013 en Zuarich (Suiza) [193] en
pacientes que compartian el haber sido sometidos a cirugia cardiotoracica,
especialmente cirugia a corazon abierto, y que mostraban complicaciones
cardiacas (endocarditis de la valvula protésica). Posteriormente, el fenémeno se
extendié hasta alcanzar una dimension mundial [194], dada la distribucién
mayoritaria un mismo modelo de dispositivo [191]. Hasta el momento, se han
notificado mas de 140 casos de infeccidn invasiva grave causada por este patégeno,
asociadas a exposicion a unidades de HC tras cirugia cardiotoracica [194].
Sommerstein et al., [205] recrearon un modelo de dispersion de particulas que
demostraba la transmision en el aire desde los tanques de agua de la unidad de

enfriador-calentador a los pacientes durante la cirugia a corazén abierto. El analisis
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genotipico de algunos de los aislados en Estados Unidos permitidé, asimismo,
determinar la agrupacion genética entre los aislamientos obtenidos de HCUs con
aislados clinicos del brote global por M. chimaera asociados a cirugia cardiaca
[197].

En Espafia, disponemos de escasos estudios respecto al problema de M.
chimaera. Se han comunicado dos casos de endocarditis por M. chimaera en
Barcelona [321] y recientemente Zegri-Reiriz et al., [322] reportaron un nuevo caso
de endocarditis por este microorganismo. Existen una serie de factores que
pudieran justificar que nos estemos enfrentando a una infradeteccion de casos: 1)
el largo periodo de latencia (hasta 72 meses) entre la exposicion durante la cirugia
y el desarrollo de sintomas; 2) los signos y sintomas inespecificos durante las
infecciones; y 3) las limitaciones metodoldgicas para lograr una identificacion
precisa a nivel de especie [323].

Considerando los aspectos mencionados, identificamos la oportunidad de
desarrollar una estrategia, basada en diagnostico molecular que nos permitiera
cubrir las dos demandas destapadas por este problema emergente: 1) la necesidad
de actualizar retrospectivamente, con rapidez, posibles infecciones por M. chimaera
que hubieran pasado desapercibidas, y 2) la necesidad de instaurar un
procedimiento de identificacion prospectiva precoz de este microorganismo sobre

muestras ambientales.

4.1.1. Identificacién de M. chimaera en muestras clinicas y ambientales por PCR

en tiempo real.

Nuestro objetivo era el de evitar los retrasos inherentes a los procedimientos
habituales del cultivo y de la identificacion estandar de este microorganismo. La
decision natural fue la de apoyarnos en una PCR en tiempo real especifica, capaz
de abordar la identificacion directa en muestras clinicas y ambientales. La necesidad

de garantizar una identificacion de alta especificidad nos condujo a seleccionar una
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PCR que hubiera sido disefiada siguiendo los nuevos paradigmas de
caracterizacion genomica. En concreto, seleccionamos una PCR en tiempo real
[209] que descansa sobre un exhaustivo analisis in silico de secuencias de genoma
completo que facilitd la identificacion de novo de una diana especifica de M.
chimaera. Este desarrollo garantiza la ausencia de reacciones cruzadas con
especies cercanas y escapa a la inespecificidad de la que, hasta el momento,
adolecia el abordaje diagndstico de este patdgeno, en el que habitualmente soélo se
llegaba a determinar el complejo MAC, en el que se incluye esta especie. Por tanto,
esta PCR ofrecia la capacidad de discriminacion necesaria para cubrir nuestro
objetivo de acelerar la identificacion sobre muestra directa, asegurando precision
diagnéstica con fines clinicos y epidemioldgicos, que pudiera llevar a intervenciones
precoces.

Primeramente, aplicamos la PCR retrospectivamente sobre una coleccion de
15 aislados con significacion clinica, obtenidos a lo largo los ultimos 10 afios, en los
gue Unicamente se habia llegado a identificar complejo MAC (2010), para abordar
nuestro primer objetivo, el rastreo de infecciones por M. chimaera
infradiagnosticadas. Nuestra estrategia revel6 una infeccién de este tipo, que
correspondio a un paciente con un cuadro de infeccion severa que le condujo a la
muerte tras un afio de continuo tratamiento. Una revision retrospectiva de su historia
clinica desvel6 que un afio antes del aislamiento fue sometido a un reemplazo de
valvula aodrtica y a una reparacion mitral, lo que alineaba a este caso con los
descritos en la literatura [193]. El hecho de que la infeccion en este paciente hubiera
pasado desapercibida, asi como su relacién con la cirugia cardiaca, podia estar
justificado parcialmente por el hecho de que la cirugia cardiaca se habia realizado
en un centro diferente, que no pertenecia al Sistema Nacional de Salud. Tras el
hallazgo microbioldgico, se comprobd que las maquinas HC usadas para la cirugia
cardiaca en ese hospital correspondian al modelo Stéckert 3T, y el cultivo

sistematico del agua de esos dispositivos condujo al aislamiento de M. chimaera,
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todo lo cual subrayaba la hipétesis de la adquisicion de M. chimaera como resultado
a la exposicion a HC contaminados.

Como complemento de la aplicacion de la PCR en tiempo real para el rastreo
retrospectivo, analizamos el total de muestras de valvulas prostéticas desde 2013
de pacientes con endocarditis en los que la PCR 16S habia sido negativa. En
ninguna de las 59 muestras de detecto6 la presencia de M. chimaera.

Tras haber mostrado la utilidad de la PCR en tiempo real para actualizar las
infecciones por M. chimaera en nuestra institucién, lo que llevé a mostrar que
habiamos estado afectados por este problema global, urgia activar su
monitorizacion prospectiva. Nuestra intencion era dotar a esa misma PCR de un fin
dual, retrospectivo y prospectivo, y en este caso dirigido a la vigilancia ambiental.

Dentro del fin de vigilancia epidemioldgica, la PCR se aplicO sobre las
muestras de agua de los 4 dispositivos modelo Sockert 3T de nuestro hospital,
revelandose la presencia de M. chimaera en dos de ellas, lo que nos condujo a
fortalecer y establecer nuevas medidas de control sanitario en las maquinas
contaminadas, de modo similar a los planes de desinfeccion regular y monitorizacion
programada propuestos en la literatura [191]. La persistencia de M. chimaera
derivada de su capacidad de formar biopeliculas hacen que el control y la
esterilizacion total de los dispositivos constituya un reto, lo que obliga a la
monitorizacion continua de su presencia. Nuestra estrategia basada en PCR en
tiempo real se adaptdé adecuadamente a la necesidad de rastreo mensual
programado y permitié obtener resultados precozmente sin la necesidad de esperar

a los resultados del cultivo.

4.1.2. Analisis genémico de M. chimaera

A pesar de que resultaba solida la relacion entre los aislados de M. chimaera
obtenidos de pacientes sometidos a cirugia cardiaca y la contaminacion detectada
en los dispositivos HC, el objetivo de nuestro trabajo era el implementar resolucion

genomica en la caracterizacion de los dos modelos de infeccion nosocomial
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seleccionados. El andlisis gendmico ha sido incluido en diversos estudios
relacionados con el tema que nos ocupa y no siempre se ha revelado una relacion
de clonalidad entre los aislados de M. chimaera de los dispositivos HC y los de los
pacientes. Robinson et al., tras aplicar secuenciacion de genoma completo
encontraron que el aislado de M. chimaera del paciente no estaba genéticamente
relacionado con la HC contaminada a la que se habia expuesto, lo que abria la
posibilidad a una fuente ambiental diferente.

Sin embargo, estudios mas exhaustivos de caracterizacion genémica, que
incluyeron 373 aislamientos procedentes de siete paises diferentes, tanto
correspondientes a aislados clinicos como ambientales, tomados en su mayoria de
HC Stockert 3T, agrupan con una elevada similitud gendmica (Subgrupo 1.1) a la
mayoria de los aislados clinicos relacionados con la exposicion a HC [200]. Los
analisis por secuenciacion gendémica descritos por Zhang et al., [210] encontraron
un maximo de solo 5 SNPs de diferencia entre aislados recuperadas de HC y
aislados de pacientes en varios paises europeos, Australia, Nueva Zelanda y EE.
UU, sugiriendo una fuente comun probable de contaminacion de los dispositivos,
probablemente en el lugar de fabricacion de los mismos.

En nuestro caso, la secuenciacion gendmica del aislado del paciente
identificado tras el rastreo retrospectivo mostr6 una alta proximidad (seis y tres SNP,
respectivamente) con el aislado obtenido de los dispositivos HC y con la referencia
ZUERICH-1 representante del Subgrupo 1.1, responsable del brote. Estos
resultados subrayaban la relacion clonal de nuestros aislados con la cepa
responsable del brote global. Para refinar nuestro analisis, comparamos los datos
gendmicos con los datos de WGS de 373 aislamientos obtenidos de varios estudios
publicados. Nuestro aislado ambiental comparti6 una gran similitud con otros
aislados publicados, tomados en su mayoria de HC Stockert 3T, de siete paises
diferentes, mientras que nuestro aislado clinico se agrupd con el Subgrupo 1.1

aislados, que agrupa principalmente a los aislados de pacientes expuestos a HC,

151



Discusién

de tres paises diferentes, incluida la cepa ZUERICH-1. Por tanto, nuestros andlisis
genomicos confirmaron la clonalidad de nuestros aislados con genomas de M.
chimaera reportados en otros paises del mundo, implicados en el brote global. En
resumen, nuestros hallazgos constituyen la primera notificacion en Espafia de
infeccion diseminada por M. chimaera después de una cirugia cardiaca, en el que
se ha documentado la similitud gendmica con la cepa responsable del brote global

de M. chimaera.

4.2. Estudio de infeccion nosocomial por Pseudomonas aeruginosa como modelo
de un nuevo modo de manejo de brotes.

En el apartado anterior, describimos la magnitud, relevancia e impacto que
tienen las infecciones nosocomiales producidas por la exposicién a materiales y
dispositivos contaminados de uso hospitalario en pacientes. Pero las infecciones
nosocomiales, pueden ocurrir también por la transmision de persona a persona,
resultado de la exposicion a pacientes infectados o colonizados y a personal
sanitario o familiares portadores de cepas. En un estudio poblacional de transmision
sintomética por C. difficile (12,717 casos) realizado en 46 hospitales de Inglaterra
(2008-2012) se observé que el 75% de los casos tuvieron lugar 48 horas después
de su admision en el hospital, sugiriendo que la transmision paciente a paciente
podria ser la fuente coman de adquisicién de la infeccién [324]. El porcentaje de
casos potencialmente generados por la transmisién paciente a paciente varia en los
diferentes estudios realizados, lo que indica que son, probablemente, muchos los
factores implicados en este tipo de transmisiones nosocomiales (el patégeno
responsable, el estado del paciente hospedador, el entorno, etc).

Un estudio realizado en Ontario (Canada), revel6 que el 60% de los brotes
producidos por Streptococcus pyogenes, fueron debidos a la propagacion y
transmision de paciente a paciente [182] y en Baltimore (EE. UU) se observé que,

el 31% de los casos diagnosticados eran, del mismo modo, derivados de la
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transmision entre pacientes de una cepa de Pseudomonas aeruginosa resistente a
imipenem [252].

Las medidas de control y vigilancia resultan cruciales para manejar y evitar
la transmisién en entornos sanitarios. Un factor que agrava todavia mas la situacion
de la transmisién nosocomial es la infeccién por patdégenos resistentes a farmacos
antimicrobianos, debido a la dificultad en el tratamiento, el peor prondstico del
paciente y el mayor gasto asociado. Un estudio realizado por Cosgrove [174], estimé
gue pacientes que adquieren una infecciébn por microorganismos resistentes de
Staphylococcus aureus, enterococos o bacilos gramnegativos suponia un aumento
en el gasto sanitario en torno a 6,000 a 30,000 délares con respecto a si la infeccién
era debida a microorganismos sensibles. A estos gastos hay que sumar los que
conllevan la implementaciéon de sistemas de vigilancia, control y prevencion de las
infecciones [174, 175].

Para poder controlar la infeccion nosocomial es esencial reconocer los brotes
emergentes y definir con precision las cadenas de transmision, para acotar lo mejor
posible la fuente de origen y evitar nuevos brotes en el futuro. Conocer con exactitud
el nimero de pacientes involucrados en la transmision, facilita la consiguiente
intervencién para frenar la expansion y permite la identificacién precoz de nuevos
casos por exposicion a pacientes infectados.

Pseudomonas aeruginosa se considera entre los patégenos que con mayor
frecuencia causan infecciones nosocomiales y es uno de los mas relevantes entre
aguellos que provocan infecciones oportunistas en humanos, particularmente afecta
a pacientes inmunocomprometidos y pacientes en unidades de cuidados intensivos
[229]. Se trata de un patdgeno con gran facilidad para desarrollar resistencia a
farmacos, lo que conlleva mayores complicaciones en el tratamiento de los
pacientes con bacteriemia y neumonia [325]. Por estas razones, seleccionamos
una cepa de P. aeruginosa-XDR como patégeno modelo para estudiar en

profundidad un brote nosocomial identificado en la planta de onco-hematologia de
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un hospital de Madrid y evaluar la viabilidad de una nueva estrategia molecular para
el andlisis y vigilancia de brotes en entornos hospitalarios.

Identificar la fuente de un brote es un aspecto crucial de cualquier
investigacion epdemioldgica. Generalmente, los examenes microbiolégicos por
cultivo en medio sélido (agar) y las pruebas de sensibilidad (en disco/microdilucion)
son las primeras aproximaciones para caracterizar fenotipicamente Pseudomonas
ssp. Estos métodos no permiten identificar una cadena de transmision ni la fuente
inicial de un brote, pero si pueden alertar de la sospecha de brotes emergentes. Es,
por tanto, necesario realizar una investigacion epidemioldgica y el genotipado de los
aislados en cada caso de sospecha de brote [248, 326]. Pefia et al., [327] detectaron
una un brote inusual de P. aeruginosa resistente a carbapenen. La presencia de
esta resistencia condujo a una investigacion sistemética de los casos apoyada en
técnicas moleculares para confirmar la vinculacién entre casos e identificar la fuente

original del brote.

4.2.1. Descripcién del evento

En nuestro estudio, la identificacion fenotipica de un nimero inusual (14 casos
en 14 meses) de cepas de P. aeruginosa-MDR en una misma planta, fue lo que
alertd de la posible emergencia de un brote. La certeza de que una misma cepa es
responsable de la transmisién entre los pacientes y de que, por tanto, se trata de un
brote real no se puede confirmar hasta la realizacion de alguna técnica de
genotipado molecular.

Los métodos mas frecuentes utilizados para el genotipado de P. aeruginosa son
la tipificacion multilocus de secuencias (MLST), el numero variable de repeticiones
en tandem (VNTR) y la electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE). El MLST
es una técnica simple y es la mas ampliamente utilizada, pero es menos
discriminativa para brotes que PFGE y VNTR. PFGE es uno de los métodos mas
discriminativos, pero es bastante laborioso de realizar, lento y, a veces, muy dificil

de interpretar. Nosotros aplicamos PFGE como primera aproximacion para analizar
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la vinculacion entre las cepas del potencial brote de nuestro estudio. El resultado
mostrd que todas las cepas analizadas, sospechosas de formar parte del brote, se
agrupaban dentro de un mismo patron de campos pulsados con ligeras diferencias
entre aislados. El objetivo principal del estudio consistia en analizar al mayor nivel
de resolucion posible este brote emergente, de modo que, se llevo a cabo la WGS
de las cepas agrupadas mediante PFGE. La superioridad discriminativa que
presenta la WGS con respecto a las técnicas de genotipado convencional se ha
estudiado y descrito en muchos articulos aplicado a distintos patégenos en
infecciones nosocomiales[197, 269, 328, 329]. Parcell et al., [328] vieron como solo
la WGS permitié definir con precision la vinculacion de una cepa de P. aeruginosa
presente en el agua del lavabo con la de 2 pacientes de un brote descartando
ambigiedades, lo que condujo a establecer correctamente la relacidon
epidemiologica real entre los aislados implicados. El genotipado mediante VNTR y
PFGE Unicamente permitié descartar otras fuentes de infeccién. Por tanto, la WGS
es fundamental para definir los brotes, dirigir las intervenciones de prevencion e

informar sobre la direccion y la secuencia de transmision [263, 268, 330].

4.2.2. Caracterizacién gendmica del brote

El andlisis gendmico de nuestro estudio dividio los aislados agrupados por
PFGE en cuatro ramas independientes. De los 15 casos involucrados, 9 formaron
parte de un grupo mayoritario de cepas que mostraron una vinculacién estrecha
entre ellas al presentar una distancia genética de 1-11 SNPs y compartir de forma
exclusiva 19 SNPs especificos. Adicionalmente se encontraron 2 ramas que
conducian a pequeiios brotes de cepas MDR, de 2 y 3 miembros, que estaban
circulando de forma simultanea en la misma planta, pero que presentaron grandes
distancias genéticas con el grupo mayoritario, lo que descarta su clonalidad y, por
lo tanto, su vinculacion.

Estos resultados denotan la capacidad resolutiva de la secuenciacion genémica

para caracterizar brotes de P. aeruginosa, ademas, provee informacion util para
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seguir la evoluciébn de una cepa en comparacién a otras técnicas moleculares
estandar mencionadas [266, 331, 332]. Sin embargo, todavia la literatura recoge
pocos estudios de infeccion nosocomial por P. aeruginosa basados en
secuenciacion genomica. Se han realizado estudios precisos de cepas endémicas,
brotes puntuales y prolongados [266, 268] y los resultados obtenidos han conducido,
cada vez mas, a integrar la WGS en la vigilancia epidemiolégica de las infecciones
nosocomiales [330]. En este sentido, Davis et al., [268]describieron el origen de un
brote de P. aeruginosa en una unidad de neonatos, con la infeccién de 18 recién
nacidos en la sala. Mediante la WGS de 19 aislados (12 clinicos y 7 ambientales)
se identifico que una cepa de P. aeruginosa ST253 fue la responsable del brote en
la unidad de neonatos. Ademas, se demostré una estrecha relacion entre los
aislados clinicos y ambientales indicando que los sumideros fueron, potencialmente,
la fuente inicial del brote lo que condujo a cambios exhaustivos de limpieza y
esterilizacion en la sala de neonatos para contener la infeccion.

Cuando realizamos el andlisis mediante WGS de nuestro estudio incluimos
cepas que presentaban el mismo patron de sensibilidad a farmacos que la del brote
y que habian sido aisladas en la misma planta del hospital, pero en un periodo de
tiempo anterior (2012-2013). La comparacion entre cepas nos permitié descubrir
gue el brote llevaba activo mas tiempo del que se habia considerado inicialmente y
nos condujo a la necesidad de expandir el analisis del brote en el espacio y en el
tiempo para estudiarlo en profundidad y definirlo con precisién. EI modo mas
riguroso y preciso de llevar a cabo este objetivo seria mediante WGS, pero su
implementacion de forma rutinaria en hospitales esté lejos todavia de convertirse en
una realidad, debido, por una parte, a la necesidad de personal entrenado para su
aplicacion, analisis e interpretacion y, por otro, al costo relativamente elevado que
sigue presentando esta tecnologia. Por ello, decidimos desarrollar una herramienta

sencilla de vigilancia especifica de esta cepa, para realizar el analisis masivo de su
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transmision en el hospital y evaluar la factibilidad de su implementacion en el @mbito

hospitalario.

4.2.3 Abordaje alternativo del estudio del brote

Dada la experiencia acumulada en nuestro grupo del uso de PCRs
especificas dirigidas a la identificacion de cepas concretas de Mycobacterium
tuberculosis y al buen resultado obtenido en su aplicacion con diferentes objetivos
[124, 125, 129, 333], decidimos evaluar si esta estrategia era valida para el estudio
y vigilancia de brotes nosocomiales. Tal y como se ha descrito en el epigrafe 2 de
esta tesis, la estrategia se basa en la identificacion de marcadores especificos de la
cepa que se quiere vigilar mediante el uso de WGS. Y, posteriormente, disefar
PCRs alelo especificas que identifiquen la presencia de estos marcadores y, por lo
tanto, de la cepa objeto de la vigilancia. De manera que, proponemos una estrategia
alternativa, cuya simplicidad, rapidez y bajo costo, la convierten en una herramienta
mas realista para la aplicacion in situ en el contexto de un hospital.

La utilizacion de genotipado dirigido a marcadores especificos de SNPs ha
sido evaluado en otros entornos de infeccion nosocomial por P. aeruginosa [249,
334]. Anuj et al., [334] desarrollaron una PCR en tiempo real basada en 10 SNPs
especificos para identificar un clon de P. aeruginosa perteneciente a uno de los tres
clones epidémicos (Australian epidemic strain-1/strain-2 y P42) de P. aeruginosa
descritos en Australia, proponiendo la PCR como una herramienta alternativa para
la vigilancia de cepas problematicas en ese pais.

Para nuestro estudio, desarrollamos una ASO-PCR multiplex especifica,
dirigida a 5 SNPs, para la identificacion de la cepa del brote. Esta PCR se aplico
sobre 290 aislados archivados que incluian cepas de P. aeruginosa recopiladas
entre los aflos 2010-2017 y entre las que se incluyeron todas las cepas MDR y XDR,
todas las cepas pertenecientes a la planta de onco-hematologia y todas aquellas

que fueron aisladas de pacientes de trasplante de médula 0sea.
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Tras su aplicacion, identificamos 25 casos no sospechados producidos por la
transmision de esta misma cepa. Se observé que el brote estuvo activo desde el
afio 2011 hasta el afio 2017. Y que en este Ultimo afio se registrd el pico mas alto
de casos con esta cepa MDR (59% de los casos). Un grupo representativo de 14
aislados analizados por ASO-PCR se secuenciaron con 2 objetivos, por una parte,
confirmar el buen funcionamiento de la PCR vy, por otro, para la representacion
grafica de la distribucion de las cepas implicadas en el brote. Los resultados
mostraron que efectivamente todos los casos capturados por la PCR presentaban
muy pocos SNPs de diferencia con el resto de los casos del brote y que los casos
gue mostraron un patrén de bandas distinto al de la cepa del brote presentaron
distancias gendmicas por encima de los 5000 SNPs. También se pudo identificar un
caso que se agrupd con uno de los clusters secundarios descritos en el analisis
inicial del brote, sugiriendo una posible transmision activa en la actualidad de este
brote secundario.

La distribucion topolégica de los aislados en el arbol nos permitié identificar
el caso indice y descubrir que se trataba de la Unica cepa capturada en el afio 2011.
Un barrido exhaustivo de toda la coleccién archivada de cepas de P. aeruginosa del

afo 2010, nos permitié descartar su presencia en ese afio y confirmar el caso indice.

En resumen, la infeccion nosocomial por P. aeruginosa conlleva a un verdadero reto
de control hospitalario. La aplicacion de la epidemiologia gendmica sobre aislados
sospechosos de ser parte de un brote nosocomial de P. aeruginosa XDR nos
permitié redefinir el brote con mayor precision. El andlisis gendémico descartd casos
gue habian sido errbneamente asignados al brote por técnicas de genotipado
convencional y capturd nuevos casos previamente insospechados. La aplicacion de
una ASO-PCR especifica para esta cepa, demostro que el brote se extendio mas
alla de lo que se suponia inicialmente. La combinacion de los resultados obtenidos

de la gendmica y la PCR facilité la identificacion precisa del caso indice, nos alerté
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sobre la actividad actual del brote y reveld la presencia de 2 eventos de transmision
minoritarios que se superponen con el brote principal.

La nueva estrategia que proponemos para la investigacion de brotes
nosocomiales ofrece una discriminacion y precision equivalentes alaWGS y es una
alternativa util, sencilla, barata y facil de interpretar. Su simplicidad y bajo costo
permiten i) la actualizaciébn masiva de colecciones de forma retrospectiva, ii) la
aplicacion prospectiva de forma sistematica para controlar nuevos eventos de
transmision, iii) monitorear el éxito de la intervencion implementada y iv) extender la
vigilancia mediante la inclusion en el analisis de muestras ambientales. En definitiva,
esta nueva estrategia integrada de genémica-PCR especifica para el monitoreo y el
control de brotes, constituye una herramienta innovadora y prometedora para el

control y la vigilancia de la infeccion nosocomial.
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1. La caracterizacion genotipica mediante MIRU-VNTR de una seleccion de cepas
de Mycobacterium tuberculosis MDR circulantes en Lima, Perd, permitié identificar

una alta tasa de transmision reciente.

2. El estudio integrado de los genotipos de las cepas MDR circulantes en Lima con
los obtenidos en ltalia y Espafia identific6 cepas coincidentes en las tres
poblaciones, sugiriendo la existencia de eventos de transmision intercontinental de

Peru a Europa.

3. El analisis detallado por secuenciacion de genoma completo de los
representantes de una de las cepas MDR compartidas permitié confirmar la
exportacion independiente de dos variantes circulantes en Lima, una responsable
de un brote de gran magnitud en Florencia y otra con una transmisién autolimitada

en Milan y Madrid.

4. El analisis genotipico de los aislados de Mycobacterium tuberculosis obtenidos
en dos provincias de Panama identificé las 6 cepas circulantes mas abundantes. El
estudio genodmico de 3 de ellas permitié diferenciar las cepas implicadas en eventos
de transmision reciente, de aquellas con mayor diversidad genética, resultado de su

probable persistencia prolongada en la poblacién.

5. La activacion en Panama de una estrategia de vigilancia epidemioldgica
prospectiva apoyada en tres ASO-PCRs dirigidas a las cepas predominantes,
permitié etiquetar a un tercio de las cepas circulantes y revel una representatividad
estable de las cepas mayoritarias. Esta nueva aproximacién demostré ser una
alternativa eficaz de vigilancia en un entorno sin programas de epidemiologia

molecular sistematica.
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6. Una de las cepas predominantes en Panama (cepa A) correspondi6 al linaje
Beijing y se encontr6 mayoritariamente restringida al entorno de la provincia de

Colén, implicando a alrededor de un 50% de los casos incidentes.

7. El estudio comparado de los datos genotipicos y gendmicos de la cepa A
predominante en Colon, Panam4, indicé que corresponde a una de las ramas
modernas del linaje Beijing y sugirié que Vietnam pudo ser el origen de su posible

importacion a Panama, dentro del periodo 2000-2012.

8. La aplicacion de una PCR en tiempo real para la identificacion de Mycobacterium
chimaera, basada en el andlisis gendmico de sus secuencias especificas, permitié
optimizar la vigilancia ambiental, directamente sobre las muestras de agua de los
dispositivos heater-cooler, y el rastreo sistematico de casos infectados que hubieran
pasado desapercibidos. Esta técnica desveld la infeccion en un paciente que habia

sido sometido a cirugia cardiaca en una institucion diferente a la nuestra.

9. La secuenciacion de genoma completo del aislado obtenido del paciente con
infeccion desapercibida por M. chimaera y de los obtenidos de los dispositivos

contaminados, demostro la implicacién de la cepa causante del brote global.

10. La nueva estrategia desarrollada para la vigilancia de la transmision de
tuberculosis, apoyada en secuenciacion de genoma completo y desarrollo de ASO-
PCRs especificas demostré ser transferible al estudio detallado de un brote

nosocomial por Pseudomonas aeruginosa XDR.

11. La aplicacion del abordaje mencionado permitio redefinir la verdadera magnitud
del brote, anteriormente analizado por electroforesis en campos pulsados,

descartando casos no relacionados, identificando casos nuevos no sospechados,
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revelando la existencia de brotes solapantes adicionales, redefiniendo el verdadero
caso indice, y alertando de la continuacion de actividad del brote.
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AAR
ADN
ADNr
AMK
ARN
ASO-PCRs
BCG
CAP
CFP
CFUs
DRs

E
ECC
ECDC
ECMO
ELISA
ESAT
FDA
FQ

H

HCU
IFN-y
IGRA
ITS
KAN
MAC
MDR
MGIT

MIRU-VNTR

MLST
MTB
MTBC
NGS
NTM
OMS
PAS
PCR
PFGE

acido-alcohol resistente

acido desoxirribonucleico

ADN ribos6émico

amikacina

acido ribonucleico

allele-specific oligonucleotide-PCR

bacilo de Calmette y Guérin
capreomicina

culture filtrate protein

unidades formadoras de colonias
repeticiones directas

Etambutol

Estudio convencional de contacto

Centro Europeo para la Prevencion y el Control de las Enfermedades
oxigenacion por membrana extracorporea
enzyme-linked immunosorbent assay
early secretory antigenic target

Food and Drug Administration
fluoroquinolona

isoniazida

Heater-cooler unit

interferon gamma
Interferon-gamma-release assays

Internal transcribed spacer

kanamicina

Complejo Mycobacterium avium
multirresistente

Tubo indicador de crecimiento de Micobacterias
Unidades Repetitivas Micobacterianas Intercaladas-Numero Variable de
Repeticiones en Tandem

secuenciacion de multiples loci
Mycobacterium tuberculosis

Complejo Mycobacterium tuberculosis
secuenciacion de nueva generacion
micobacteria no tuberculosa
Organizaciéon Mundial de la Salud

acido para-aminosalicilico

reaccion en cadena de la polimerasa
Electroforesis en gel de campo pulsado
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PPD
gPCR
R

RFLP

S

SNP

B
TB-MDR
TB-XDR
TNF-a
ucCl

VIH

VIO
WGS
XDR

z
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derivado proteico purificado

PCR en tiempo real

rifampicina

polimorfismos en la longitud de fragmentos de restriccion
estreptomicina

polimorfismos de un Gnico nucleotido
tuberculosis

TB multirresistente

TB extensamente resistentes

factor de necrosis tumoral alfa
unidades de cuidados intensivos
virus de la inmunodeficiencia humana
viomicina

secuenciacion de genoma completo
extensamente resistente
pirazinamida
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