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Es I’Gnic génere de la familia Mycobacteriaceae, de I'ordre dels Actinomycetales. El
genere compren al voltant d’un centenar d’especies, de les que només M. tuberculosis
i M. leprae sdén patdogens primaris. La resta de micobacteris poden comportar-se com a
patogens oportunistes en pacients amb una malaltia de base, especialment els

infectats pel virus de la immunodeficiencia humana (HIV) (60).

La classificacié dins del génere s’ha realitzat tenint en compte propietats generals,
objectivament comparables i, segons el contingut en GC% (GC>55%). Per a incloure un
microorganisme al geénere Mycobacterium, segons el Comité Internacional de
Bacteriologia Sistematica (136), aquest ha d’acomplir tres criteris minims:

e acid-alcohol resistencia: els micobacteris després de ser tenyits en calent per la
fucsina fenicada de Ziehl o en fred per la fucsina fenicada de Kinyoun, o per
I’auramina, retenen els colorants després de ser tractats per I’accié successiva
o simultania d’un acid i d’un alcohol. Aquesta propietat els la confereix els
acids micolics de la paret

e contingut en GC% (GC=61-71%),

e preséncia d’acids micolics a nivell de la paret cel-lular (figura 1): acids grassos
de cadena llarga formada per 60-90 atoms de carboni, alfa-ramificats i beta-
hidroxilats, la seva pirolisi allibera ésters de 22 a 26 atoms de carboni.
Constitueixen la major part de la paret i son lligats al peptidoglica pels
arabinogalactans. Constitueixen una barrera hidrofoba al voltant del bacteri
que els déna una resisténcia als agents quimics utils a ’hora de l'aillament
d’aquests gérmens en un context plurimicrobia (metodes de descontaminacio).
Algunes espécies del genere Mycobacterium sintetitzen acids micolics
portadors de radicals amb funcions oxigenades suplementaries: metoxil,

cetona, epoxid o carboxilica (136).
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figura 1: Férmula general dels acids micolics, on R Ri - CH(OH) - CH - COOH
és una cadena alquil (CqHzn+1). Ri i R2 son cadenes |
amb un nombre variable d’atoms de carboni (60-
90).
R>

Altres marcadors taxonomics suplementaris per a la inclusid6 d’espécies dins del
genere Mycobacterium son: I’homologia rRNA 16S (valors > 95%), valors d’homologia
>98,5% a nivell de I'helix 39 del rRNA 16S (nucleotids 1408-1491 d’Escherichia coli)
(80) i I’'analisi de I'espai intergénic 165-23S rDNA (130).

Cal la definicié de dos periodes en taxonomia de procariotes, un caracteritzat per la
utilitzacié d’estudis fenotipics i I’altre centrat en les caracteristiques genotipiques. En
micobacteriologia el primer periode s’inicia cap el 1880 i finalitza a la década dels 80
del segle XX. L’aparicio de les técniques de genotipat i la seqlienciacid ha permés la
redefinici6 de espécies definides fenotipicament i aixi descriure’n de noves. La
taxonomia genotipica esta lligada a la deteccié dins del genoma de regions altament
conservades especifiques de génere que flanquegen seqiiencies hipervariables amb
delecions, insercions o reemplacaments de nucleotids especifics d’espécie.

La nomenclatura dels bacteris esta controlada per [’/nternacional Code of
Nomenclature of Bacteria i des de I'u de gener de 1980 regeix la Approved Lists of
Bacterial Names. S’han definit ja més d’un centenar d’especies que pertanyen al génere
Mycobacterium .

S’han proposat diverses classificacions per als micobacteris en els dltims 50 anys. La
proposada per Runyon, basada en les caracteristiques fenotipiques més evidents com

son la velocitat de creixement i pigmentacid, és encara la més estesa. En la taula 1

s’han classificat les especies micobacterianes en dos grups segons la velocitat de

creixement i també en funcid del seu reservori natural i la significacio clinica.



Introduccio. Genere Mycobacterium

Taula 1: Especies del génere Mycobacterium adaptat de www.bacterio.cict.fr.

M. pseudoshottsii (2005)
M. shottsii (2003)

Mai o rarament associades a malalties humanes

M. arupense (2006)

M. botniense (2000)

M. cooki(1990)

M. chimaera (2004)

M. doricum (2001)

M. florentinum (2005)

M. gastri(1966)

M. gordonae (1962)

M. heckeshornense (2001)
M. hiberniae (1993)

M. kubicae (2000)

M. kumamotonense (2007)
M. lacus (2002)

M. lentiflavum (1996)

M. montefiorense (2003)
M. nonchromogenicum (1965)
M. palustre (2002)

M. senuense (2008)

M. seoluense (2007)

M. terrae (1966)

M. triviale (1970)

M. tusciae (1999

* relacionada amb el desenvolupament de la malaltia de Crohn

houstonense (2004)
komossense (1979)
massiliense (2006)
madagascariense (1992)
mageritense (1997)
monacense (2006)
moriokaense (1986)
murale (1999)
neoaurum (1972)
neworleansense (2004)
obuense (1971)

M. parafortuitum (1965)

M. phlei (1899)

M. phocaicum (2006)

M. poriferae (1987)

M. psychrotolerans (2004)
M. pulveris (1983)

M. pyrenivorans (2004)

M. rhodesiae (1971)

M. senegalense (1973)
M. septicum (2000)

M. setense (2008)

M. smegmatis (1889)
M. sphagni (1980)
M.
M.
M.
M.

Micobacteris de creixement lent Micobacteris de creixement rapid
Espécies amb reservori en mamifers infectatsPatogenes per a 'home Espécies amb reservori al medi ambient
M. africanum (1969) Associades a malalties humanes
M. bovis (1970) M. abscessus (1953)
M. canettii (1969-1997) M. chelonae (1923)
M. caprae (1999) M. fortuitum (1938)
M. leprae (1880) M. immunogenum (2001)
M. microti(1957) M. mucogenicum (1995)
M. tuberculosis (1883) M. novocastrense (1997)
Patogenes per altres animals M. peregrinum (1962)
M. pinnipedii (2003) M. wolinskyi (1999)
M. lepraemurium (1912) Associades a malalties en animals
M. avium subespecie paratuberculosis (1923)* M. elephantis (2000)
Espécies amb reservori al medi ambient associades a malalties humanes M. porcinuum (1983)
M. asiaticum (1971) Mai o rarament associades a malalties humanes
M. avium (1901) M. agri(1972)
M. bohemicum (1998) M. aichiense (1973)
M. branderi (1995) M. alvei (1992)
M. celatum (1993) M. aubagnense (2006)
M. colombiense (2006) M. aurum (1966)
M. conspicuum (1996) M. austroafricanum (1983)
M. genavense (1993) M. boenickei (2004)
M. haemophilum (1962) M. bolletii (2006)
M. heidelbergense (1998) M. conceptionense (2006)
M. interjectum (1993) M. brisbanense (2004)
M. intermedium (1993) M. brumae (1993)
M. intracellulare (1949) M. canariasense (2004)
M. kansasii (1979) M. chitae (1967)
M. malmoense (1977) M. chlorophenolicum (1986)
M. marinum (1926) M. chubuense (1973)
M. nebraskense (2004) M. confluentis (1992)
M. parascrofulaceum (2004) M. cosmeticum (2004)
M. parmense (2004) M. diernhoferi (1965)
M. saskatchewanense (2004) M. duvalii (1971)
M. scrofulaceum (1956) M. fallax (1983)
M. shimoidei (1975) M. flavescens (1962)
M. simiae (1965) M. frederiksbergense (2001)
M. szulgai (1972) M. gadium (1974)
M. triplex (1997) M. gilvum (1971)
M. ulcerans (1950) M. goodlii (1999)
M. xenopi (1959) M. hassiacum (1997)
Associades a malalties en animals M. hodleri (1996)
M. farcinogenes (1973) M. holsaticum (2002)
M.
M.
M.
M.
M.
M.
M.
M.
M.
M.
M.

thermoresistible (1966)
tokaiense (1973)
vaccae (1964)
vanbaalenii (2002)


http://www.bacterio.cict.fr/�
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1.2.1 Mostres per a I’estudi micobacteriologic

Les mostres que arriben al laboratori de micobacteriologia han d’acomplir una série de
condicions generals de les quals dependra la qualitat i I'eficiéncia dels resultats
microbioldgics. Es important la seleccié de la mostra més representativa i rentable,
recollida en quantitat suficient per tal de minimitzar la possibilitat de falsos negatius
degut a un cultiu de mostra insuficient. Cal obtenir la mostra de la forma més aséptica
possible per minimitzar la contaminaci6 amb flora comensal i, a ser possible, abans

d'iniciar el tractament antimicobacteria.

Pel seu transport cal utilitzar contenidors de plastic estérils, en general degut a la
naturalesa resistent dels micobacteris no cal la utilitzacié de medis de transport. La
tramesa al laboratori ha de ser el més rapid possible, fet que és critic en els mostres
obtingudes amb broncofibroscop (cal neutralitzar rapidament I’efecte antimicobacteria

dels anestesics), i en els aspirats gastrics (cal neutralitzar I’acid gastric).

Les mostres contaminades amb flora saprofita requereixen una homogeneitzacio,
descontaminacié i posterior concentracié (apartat 1.2.2). En les mostres procedents de
territoris esterils no cal fer el procés de descontaminacio i sempre que hi hagi mostra

suficient s’ha de concentrar.

Processar mostres inapropiades suposa un cost en temps i economic, cal doncs
rebutjar les mostres no aptes amb la seva corresponent explicacié al metge que en
sol - licita I’estudi. En qualsevol dels processos que intervenen, des de I’extraccio fins
al resultat final, s’han de seguir sempre seguir les recomanacions de bioseguretat de
nivell Il (139). En la taula 2 queden reflectits els requeriments per a una bona obtencio

de mostres pel cultiu micobacteriologic.

Les mostres congelades disminueixen considerablement el rendiment del cultiu.
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Taula 2. Obtencié de mostres per a I’estudi micobacteriologic.

MOSTRA

REQUERIMENTS

INSTRUCCIONS ESPECIALS

MOSTRES INACCEPTABLES

Abscés

Adenopaties i
biopsies de teixits

Aspirat gastric

Aspirat traqueal

Rentada
broncoalveolar (BAL)
i broncoaspirat (BAS)

Esputs

Liquids organics

Liquid cefaloraquidi
(LCR)

Material de ferides

Material de lesions
cutanies

Medul - la 0ssia

Orina

Sang

Aspiracié amb una xeringa

Una porcié en un contenidor
esteril sense conservants

Entre 5i 10 ml en un
contenidor esteril

Recollir en un contenidor
esteril

Més de 5 ml en un
contenidor esteril

Recollir mostres de primera
hora del mati, de 5a 10 ml
en un contenidor esteril.

De 5a 10 ml en un tub
esteril. En mostres
hematiques utilitzar tubs
amb SDS

Un volum igual o superior a
2ml en un tub estéril

Procedir com en un biopsia o
aspirat d’abscés

Les biopsies cal col - locar-les
en un contenidor esteril
sense conservant.

Els aspirats recollir-los amb
una xeringa

Inocular tanta mostra com
sigui possible
Tanta com sigui possible,

d’una sola miccio.

Inocular 5 ml en un vial de
medi liquid

Netejar la superficie amb alcohol abans d’aspirar
la mostra. Només utilitzar escovillons en cas que
el volum de mostra sigui insuficient per aspirar
amb una xeringa.

Extreure asépticament. Seleccionar la porcié més
caseosa. No submergir en cap liquid ni embolicar
amb gasses.

Recollir les mostres a primera hora del mati
durant tres dies consecutius. Utilitzar solucié
salina esteril, la mostra ha de ser neutralitzada a
pH neutre pel que ha de
immediatament al laboratori.

ser remesa

En cas d’utilitzar anesteésia per fer la broncoscopia
cal remetre la mostra immediatament al laboratori
per neutralitzar el seu efecte bacteriostatic.

Instruir al pacient de com produir I'esput sense
saliva ni descarrega nasofaringia. Netejar-se la
boca abans de recollir I’esput per minimitzar la
preséncia de contaminants, restes de menjar,
pasta dental o antibiotics orals. Per esputs induits
utilitzar solucié salina estéril hipotonica.

Netejar la zona amb alcohol i aspirar amb una
xeringa. Recollir el maxim de volum possible.

Recollir el maxim de volum possible.

Acceptar només els escovillons en cas de no ser
possible obtenir una biopsia o un aspirat.

Acceptar només els escovillons, amb medi de
transport, si no és possible obtenir una biopsia o
un aspirat.

Per les ulceres cutanies recollir la biopsia de la
periféria de la lesié o aspirar material de sota els
marges de la lesio.

Recollir asepticament.

Preferentment recollir

matinal.

tota la primera miccid

Procedir com en un hemocultiu.

Escovillons secs

Mostres en formol

Saliva
Pool de 24h.

Escovillons secs

Mostres en EDTA
Mostres coagulades

Orines de 24 h
Orina de la bossa de
sondatge

Mostres en EDTA
Mostres coagulades
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1.2.2 Descontaminacié i Homogeneitzacio

Els micobacteris tenen un creixement lent i requereixen un temps llarg d’incubacié.
Les mostres que no procedeixen de localitzacions estérils s’han de sotmetre a un
pretractament per evitar el sobrecreixement d’altres microorganismes. L’elevat
contingut lipidic de la paret els fa resistents a acids i bases fortes, i poden ser utilitzats
com a descontaminants de la flora que els acompanya. Cal homogeneitzar,
descontaminar i posteriorment concentrar abans de la seva inoculacié en els medis de
cultiu apropiats. El pretractament de les mostres s’ha de fer amb cura per tal que no
afecti la viabilitat dels micobacteris.

Cada laboratori ha d’utilitzar el metode que millor s’adapti a les seves necessitats en
funcié dels metodes de cultiu i d’identificacié que utilitzi. Per tal d’optimitzar al maxim
I'aillament de micobacteris cal coneixer les limitacions de cadascun dels meétodes
(taula 3).

Per a optimitzar i controlar el procediment utilitzat cada laboratori ha de conéixer el
percentatge de cultius que s’acaben descartant per contaminacié. Es recomana com a
optim entre un 2 i 3 % (5, 58, 69, 171), xifres que tot i ser aconsellables poden variar

en funcioé del tipus de medis utilitzats i del tipus de mostra que es processa.
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Taula 3: Métodes de digestié i descontaminacidé de les mostres cliniques (5).

Métode Agent Observacions

Kubica N-acetil-cisteina(NALC) Descontaminacio suau. La N-acetil cisteina és una bona substancia
i hidroxid sodic mucolitica i permet treballar a concentracions baixes d’hidroxid sodic
(NaOH) al 2 % menys perjudicials pels micobacteris, suficients per eliminar la flora

acompanyant. Cal preparar-la diariament. Limit de temps d’actuacié 15
minuts.
Es pot augmentar la concentracié de NaOH al 3% en mostres

excessivament contaminades.

Tacquet i Tison Laurilsulfat sodic Descontaminacio suau. Per neutralitzar les restes de detergent és
al 3% i NaOH a I'1% aconsellable utilitzar medis de cultiu amb ou. Incompatible amb els medis

de cultiu automatics i semiautomatics.

Petroff NaOH al 4% Descontaminaci6 agressiva amb efecte homogeneitzant .

Requereix un control rigorés del temps d’exposicié (<15 min).

Karlson Fosfat trisodic al 13% i Ideal quan no es pot controlar els temps d’exposicio.
Clorur de benzalconi Cal sembrar les mostres amb medi amb ou o neutralitzar el zefiran amb
(Zefiran) lecitina.

No es pot utilitzar en sistemes automatics i pot resultar nociu per al

complex M. avium (MAC).

Léwenstein- Acid sulfiric al 4-5% Util en mostres que només necessitin descontaminacio.
Suimiyoshi
Corper i Uyei Acid oxalic al 5% El més efectiu en mostres contaminades amb Pseudomones i per a la

recuperacié de MAC en femta.

Smithwick Clorur de cetil-piridinia  Descontaminaci6 suau.
I’1% i CINa al 2% Util per al transport de mostres.
Minim d’exposicié 24 h.

Cal sembrar en medis amb ou o neutralitzar I’amoni quaternari.
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1.2.3 Examen directe

L’examen directe, tot i ser relativament poc sensible, es manté com I’lnic test de
diagnostic diari en molts laboratoris, independentment del seu pressupost i
sofisticacio.
El limit de deteccié de micobacteris es situa aproximadament en 5-10 x103 bacils/ml
de mostra i la sensibilitat depen de varis factors; tipus de mostra, especie implicada,
eficiencia en la descontaminacid, concentraci6 de la mostra i preparacié de les
extensions, aixi com de I’experiéencia de I'observador.
L’examen microscopic permet valorar la qualitat de les mostres rebudes i identificar
els pacients més contagiosos. També és (til a I’hora de monotoritzar la resposta dels
pacients al tractament antimicobacteria.
Per les seves caracteristiques, cal aplicar microscopia sistematicament sobre qualsevol
mostra clinica en la que calgui descartar patogens, excepte en sang. Un examen
directe negatiu no descarta una possible infeccié.
L’alt contingut de lipids de la paret dels micobacteris, especialment els acids grassos
de cadena llarga, fa que siguin dificils de tenyir amb colorants habituals. Cal utilitzar
técniques que permetin la penetracié del colorant a I'interior de la paret, per escalfor o
per I’accié de determinats detergents. Un cop el colorant és retingut ja no es possible
la seva decoloraci6 amb I’exposicié a l'acid-alcohol o acids minerals. A aquesta
propietat se I’|anomena acid-alcohol resisténcia.
Els metodes més utilitzats per a determinar I’acid-alcohol resisténcia sén:
< Teécnica de Zhiel-Neelsen (ZN)
L’any 1882 Koch utilitza blau de metileé alcali calent com a primer colorant i marré
de Bismarck com a decolorant i contracolorant. Ehrlich (1882) fou el primer en
utilitzar la fucsina com a colorant, una anilina de mordent, i un acid mineral com a
decolorant. Ziehl (1882), utilitza el fenol com a mordent i Rindfleisch (1882) escalfa
la preparacié amb aigua calenta. Finalment Neelsen (1883) combina la fucsina

d’Ehrlich amb el mordent de Neelsen. Aixi apareix la tincié tal i com és ara, en la
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qual els bacils s’observen vermells i contrasten amb el fons contracolorat en blau
(figura 2).

% Tecnica de fluorescéncia

En aquesta tincié s’utilitza I'auramina com a fluorocrom, complentada o no amb
rhodamina, les extensions s’observen amb el microscopi de fluorescéncia a 100 o
400 augments. Els bacils s’observaran groc-taronges (figura 3). En la tinci6 amb
auramina les espécies pertanyents al complex de M. fortuitum es tenyeixen de

manera molt ténue. Quan es sospita la preséncia d’aquestes especies cal fer la

tinciéo amb la técnica de Zhiel-Neelsen.

Figura 2. M. tuberculosis tenyit amb la técnica de ZN. Figura 3. M. tuberculosis tenyit amb Auramina.

En general I'aspecte dels bacils no dona cap informacié de I'especie que s’observa, no
obstant, en medi de cultiu liquid algunes especies adopten certes morfologies que es poden
utilitzar a ’hora d’orientar la identificacié de certes espécies. Es caracteristica I’agrupacié en
“cordes” (cord factor (CF)) de M. tuberculosis complex, els nius de M. xenopi, les formes
tigrades petites de M. kansasii (figura 4 a, b i c) i les tigrades gruixudes i més llargues de M.
gordonae. La resta de micobacteris no presenten un estructura caracteristica, tot i que
algunes imatges directament en la mostra clinica poden suggerir la preséncia d’espécies

com M. genavense (figura 4 d) (159).
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Figura 4: Tinci6 de ZN de micobacteris en cultiu liquid : a) M. tuberculosis complex; b) M. kansasii;
) M. xenopi ; d) biopsia hepatica amb M. genavense.

També en lesions compatibles amb lepra lepromatosa I'observacié d’agrupacions en

forma de globus s’accepta que son especifiques i diagnostiques de M. /eprae (figura 5)

(135).

Figura 5:. Biopsia de pell amb WM./eprae
tenyit amb la técnica de ZN.
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L’aplicacié de técniques que utilitzen la fluorescéncia ha augmentat la sensibilitat
respecte a la tincié classica de Ziehl-Neelsen.

Per optimitzar el més possible el control de la transmissié de la tuberculosi, el resultat
de '’examen directe s’hauria d’informar, al menys en les mostres respiratories, durant

les primeres 24 h des de ’arribada de la mostra al laboratori (59, 104, 228).

1.2.4 Detecci6 d’acids nucleics directament en la mostra clinica

Durant les dues ultimes decades s’han desenvolupat varis métodes moleculars per a la
deteccié directa i la identificacié6 de M. tuberculosis complex directament a la mostra
clinica. Aquests metodes son capacos, potencialment, de reduir el temps de diagnostic
de setmanes a hores, i han anat adquirint rellevancia dins el laboratori de
micobacteriologia.

El principi basic de qualsevol técnica de diagnostic molecular és la deteccié d’una
seqliencia especifica d’acid nucleic per hibridaci6 amb una seqgiiéncia complementaria
(sonda), seguida de la deteccié de I'hibrid. L'any 1985 aparegué al mén cientific la
reaccié en cadena de la polimerasa (PCR), aquesta tecnica permet sintetitzar per via
enzimatica milions de copies d’un fragment especific de DNA o RNA. Les técniques que
inclouen aquesta amplificacié prévia del material genetic, sén suficientment sensibles

com per a ser emprades directament per a la deteccié en mostra clinica.

S’han proposat nombroses técniques per a la deteccié de M. tuberculosis complex. Es
recomana la utilitzaci6 de sistemes comercials que comptin amb [|'aprovacié de
diferents organismes internacionals com la FDA (food and Drug Adminstration), la
CDC (Centers for disease Control and Prevention). Aquestes técniques no poden
substituir el cultiu, que segueix essent la técnica de referéncia per al diagnostic de

tuberculosi.
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1.2.4.1 Amplified M tuberculosis Direct assay (AMTD2) (bioMerieux. Gen-Probe,

Inc.,San Diego, Calif)

La técnica consisteix en una amplificacié isotéermica (42°C) mitjancant una transcripcio
inversa (TMA). La seqliéncia diana és un fragment de 16S rRNA, amplificada mitjancant
intermediaris de DNA. Els amplicons de RNA s’identifiquen mitjancant una reaccié
d’hibridacié en solucié que utilitza sondes especifiques complementaries al fragment
amplificat marcades amb esters d’acridina. El revelat es fa mitjancant la técnica
coneguda com a proteccié pels hibrids. En cas de produir-se hibridacié les sondes
marcades estaran formant seqiiéncies bicatenaries que protegiran |I’ester d’acridina de
I’accié catalitica del reactiu de rentat. Es tracta d’un procés autocatalitic i manual.
Presenta el desavantatge de no utilitzar control intern per a la deteccié de inhibicions
de la reacci6. Els resultats s’obtenen en dues hores i mitja.

La FDA ha aprovat aquesta tecnica per a la seva utilitzacio en mostres respiratories,
independentment del resultat de la bacil-loscopia. La sensibilitat en mostres
respiratories es troba en un rang entre 85,7% i 92,9%, arribant al 100% en mostres
bacil - loscopia positiva, i disminuint fins al 62,5 % en alguna série de mostres amb la
bacil-loscopia negativa (179). En [I'avaluacié de mostres extrarespiratories, la
sensibilitat continua essent molt bona en mostres amb la bacil - loscopia positiva (88-
100%) i baixa ostensiblement en mostres amb I’examen directe negatiu.

L’especificitat oscil-la entre el 92,1% i el 100%. S’han descrit falsos positius, que es
relacionen amb el valor de punt de tall i la zona gris establerta per la casa comercial.
També s’han descrit algunes reacciones creuades amb micobacteris no tuberculosos.
Tot i no estar aprovada per la FDA per a mostres extrarespiratories, la gran quantitat
de mostres avaluades en diferents estudis fa que es pugui recomanar el seu us de
manera assenyada, sempre tenint en compte les dades clinico-microbiologiques del

malalt (57).
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1.2.4.2 AMPLICOR M. tuberculosis assay (Roche Molecular System, Branchburg, N.J.)

Aquesta técnica es basa en I'amplificacié mitjancant una PCR qualitativa d’'un fragment
de 584 pb del gen que codifica pel 16S rRNA, present a totes les espécies del génere
Mycobacterium. Posteriorment, es realitza una hibridacié del producte amplificat amb
sondes marcades, que es detectaran mitjancant una reaccié colorimétrica en I'aparell
AMPLICOR. L’extraccio dels acids nucleics pot fer-se de forma manual o automatitzada
(AMPLIPREP). La inclusié d’un control intern permet la deteccid6 de la preséncia
d’inhibidors de la polimerasa (1-20%). Els resultats s’obtenen entre 6 i 7 hores. La FDA
I’ha aprovat per a mostres respiratories amb bacil - loscopia positiva. Presenta una
bona sensibilitat en les mostres recomanades (91,3%-100%), mentre que al utilitzar-la
en mostres respiratories amb bacil - loscopia negativa i en mostres extrarespiratories la
sensibilitat decreix (50%-71,7%) (178). S’han descrit falsos positius relacionats amb

reaccions creuades amb micobacteris no tuberculosos (25).

1.2.4.3 Sistemes basats en I'amplificaci6 a temps real

< BD ProbeTec energy transfer (ET) system DTB (Becton Dickinson Biosciencies
Microbiology Products, Sparks, Md.)

Basada en un amplificacié isoterma (52,5°C) mitjancant el sistema anomenat de
desplacament de cadena (SDA) amb un sistema de deteccié fluorimeétric a temps
real. Es coamplifiguen dues seqiéncies, una de la seqiiéncia d’inserciéo /S67170
especifica del complex M. tuberculosis i una altra especifica de genere. El procés
s’inicia amb un tall en una seqiiéncia diana d’'una de les dues cadenes de DNA
mitjancant una endonucleasa de restriccié i posteriorment una extensié en aquesta
zona on es sintetitzara una nova cadena de DNA que desplacara a I'inicial. El DNA
replicat i les cadenes desplacades faran de substrat per a repetits cicles

d’anellament, trencament i desplacament de cadenes. Les sondes de deteccié estan
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marcades amb un colorant fluorescent i un extintor de fluorescéncia (quenchen,
que impedeix ’emissié de qualsevol senyal fluorescent. A 'augmentar la quantitat
de producte amplificat i a I’hibridar amb les sondes de deteccid6 s’obtenen
productes de doble cadena susceptibles de I'accié6 de les endonucleases, que
portara a un increment del senyal fluorescent que es detectara mitjancant un
sistema cinétic de lectura fluorimétrica en temps real. El procés és del tot
automatitzat, amb una durada de 3 a 4 hores. Inclou un control intern per a
detectar les inhibicions de la reaccié d’amplificacié (0,3-14%). Es recomana la
utilitzacié en mostres respiratories. La sensibilitat és elevada en mostres amb
bacil - loscopia positiva (98,5-100%), i amb moltes variacions en funcié de la série
en mostres bacil - loscopia negativa i extrarespiratories (33,3-85,7 %), I'especificitat
és elevada (98,9-100%). No s’han descrit reaccions creuades amb altres
micobacteris (178). Inicialment esta dissenyada per a la deteccié a partir de cultiu
de M. tuberculosis complex, M. kansasii i M. avium complex i directament de

mostra per a M. tuberculosis complex en mostres respiratories.

RealArt M. tuberculosis TM PCR kit (Abbott Laboratories. lllinois, U.S.A)

Basada en una amplificacié mitjancant una PCR en temps real d’una regi6 de 163
pb del gen que codifica pel 16S rRNA, especifica del complex M. tuberculosis.
L’amplificat es detecta amb fluorocroms acoblats a sondes d’oligonucleotids que
hibriden especificament amb la seqiiencia diana. La mesura del senyal fluorescent
al llarg de la reaccié fa possible la seva deteccid i quantificacié. Aquest tipus de
reaccié pot determinar el nombre de copies/ml en la mostra inicial. El procediment

esta automatitzat (ABIPRISM) i inclou un control intern.

1.2.4.4 INNO-LIPA RIF.TB /ine probe assay (Innogenetics NV, Zwijndrech, Belgium.)

Consisteix en un amplificacié mitjancant una PCR interna (nested-PCR) d’una regié de

70pb del gen rpoB que codifica a la subunitat beta de la RNA-polimerasa present a
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tots els membres del complex M. tuberculosis, i posteriorment segueix amb una
hibridacié inversa. Durant la fase d’amplificacié s’incorpora la biotina que actua de
marcador, aixi el producte biotinilat es desnaturalitzara hibridant amb 10 sondes
immobilitzades en linies paral-leles en una tira reactiva. La hibridacié es detecta
mitjancant una reaccié colorimétrica semiautomatitzada (AUTOLIPA). L’assaig dura
unes 12 hores. A més de detectar la preséncia de M. tuberculosis complex a la mostra,
també en detecta la seva resisténcia o no a la rifampicina. No presenta control intern.
La majoria de treballs han utilitzat aquesta técnica per a la deteccié de resisténcies en
soques i es disposa de poques dades de sensibilitat (58,8%-98,3%) i especificitat en

mostra clinica.

A I’hora de triar una a o altra tecnica cal tenir en compte la prevalenca de la malaltia en
la poblacié en estudi, ja que els valors predictius positius i negatius poden variar
considerablement.

A diferéncia del cultiu, en les proves de detecci6 de M. tuberculosis complex
directament en mostra clinica no és necessari que els bacteris siguin viables,
complicant la interpretacié dels resultats. En cas de resultats positius amb
bacil - loscopia positiva la interpretacid6 no pot portar problemes, confirmant el
diagnostic de tuberculosi, pero cal fer certes consideracions en el cas de mostres amb

resultats diferents als esperats:

1. Deteccié genética positiva i cultiu negatiu:
a. Deteccio de bacteris inviables per I'efecte del tractament. La FDA recomana que
els estudis no es facin de mostres de malalts amb més de 7 dies de tractament
i al menys fins a dos mesos després d’haver-lo finalitzat.
b. Deteccié de restes de material genetic d’un procés clinic anterior.
c. Altres patologies pulmonars que destrueixen teixits que contenen bacteris

provinents de granulomes.
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d. Excessiva descontaminacié de la mostra que fes inviable el creixement dels
bacteris al cultiu.

e. Falsos positius deguts a les contaminacions creuades entre mostres.

2. Deteccié genética positiva i examen directe negatiu, cultiu en curs:
En aquest cas el que ens aporta la técnica és un augment en la sensibilitat
diagnostica i, en cas de una situacié clinica compatible, caldra considerar-ho
diagnostic de malaltia activa i adoptar les mesures adequades.

3. Deteccié genética negativa i examen directe positiu, cultiu en curs:
El més probable és que es tracti d’'una infeccié6 per un micobacteris no
tuberculosos (MNT). La seva deteccidé precoc evita I'innecessari aillament del
malalt, I'’estudi de contactes i el tractament preventiu d’aquests, aixi com I’'inici
del tractament especific per a M. tuberculosis. Ara bé, cal tenir en compte la
possible presencia d’inhibidors, que es poden detectar introduint controls
d’inhibicié. Els inhibidors séon una caracteristica de la mostra i no del pacient,

pel que és aconsellable analitzar diferents mostres del mateix pacient.

Al fer I’analisi dels resultats, cal tenir sempre present la correlacié clinico-patologica.
Tanmateix és important que aquestes proves s’indiquin quan existeix una sospita
clinica fonamentada, ja que la seva indicaci6 indiscriminada disminueix notablement el

seu rendiment. Cal tenir en compte que els resultats negatius no exclouen la malaltia.

1.2.5 Aillament per cultiu

Els micobacteris es desenvolupen de forma adequada en medis que continguin una font
de carboni (glucosa, glicerol, acids organics especialment I’acid piravic), una de nitrogen
(@amoniac, algunes amides i aminoacids, ions nitrat) i ions de metalls essencials, entre ells

ferro i magnesi. Algunes espécies com M. genavense i M. haemophilum requereixen
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suplements pel seu creixement, com micobactina o hemina, i sén extremadament
dificultoses de cultivar, mentre d’altres no es poden cultivar /n vitro com M. /leprae .

Per satisfer els seus requeriments energeétics, els micobacteris oxiden la font de
carboni a dioxid de carboni i aigua, mitjancant la via d’Embden-Meyerhof. La catalasa i
la peroxidasa, presents en tots els micobacteris, eliminen el peroxid d’hidrogen

generat en la reacci6 final de la cadena respiratoria.

Taula 4. Medis de cultiu solids i bifasic utilitzats en I'aillament i els estudis de sensibilitat dels micobacteris.

Medis solids

Organics

Lowenstein-Jensen Basats en ou, patata, sals, glicerol i un agent inhibidor del creixement bacteria,
Petragnani el verd de malaquita. Bona recuperacié d’espécies micobacterianes. Vida llarga.
American Thoracic En les mostres amb restes d’inocul sén de dificil diferenciaci6 amb el
Society (Coletsos) creixement micobacteria.

Sintétics

Middlebrook 7H10 Fabricats amb agar i compostos quimicament definits. Transparents, permeten
Middlebrook 7H11 la detecci6 rapida dels cultius en inici de creixement bacteria (10-12 dies).

Tenen una caducitat curta i sén sensiblement deteriorats per canvis de T* i
exposicié a la llum.

Medis bifasics

Septi-Check Vials amb medi liquid 7H9 de Middlebrook complementat amb medis solids a la
part superior. Util per a la identificacié sense la necessitat d’un subcultiu.

Fig 6: Cultius en Lowenstein-Jensen de M. gordonae, M. tuberculosis, M kansasii, M abscessus i M xenopi.
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Taula 5. Medis de cultiu liquids utilitzats en I'aillament i els estudis de sensibilitat dels Micobacteris.

Medis liquids

Deteccié manual

Middlebrook 7H9, Dubos,
Youmans, Proskauer-Beck.

MGIT® (Mycobacterial growth
Indicator Tube)

MB Redox®

Medis classics, base per la resta de medis liquids.

Medi basat en 7H09 de Middlebrook amb un component fluorimeétric
(pentahidrat de ruteni) fixat en silicona. La deplecié d’O2 com a conseqliéncia
del creixement es detecta sota la Ilum ultraviolada amb una emissid
ataronjada. Cal complementar amb enriquiments i antibiotics en el moment
de la sembra

Basat en el medi de Kirchner complementat amb antibiotic i enriquiments.
Incorpora sal de tetrazole com indicador redox, que es redueix i precipita a la
paret bacteriana detectable directament a simple vista

Deteccié automatica o semiautomatica

BACTEC 460TB®

Esp culture system II®

MB/BacT ALERT® 3D system
(MB/BacT)

MGIT 960°©

BACTEC9000 MB®

Medi semiautomatic. Tot tipus de mostres, incloses les hematiques. Utilitza
7H12, brou base de 7H9 amb acid palmitic marcat amb C'4 la seva
metabolitzacié és detectada per la presencia de '4CO.. La detecci6 és
quantitativa. Es complementa amb antibiotics i enriquiments préviament a la
inoculacié. Permet estudis de sensibilitat. Té com a desavantatge la utilitzacio

d’isotops radioactius, no ser automatitzat, contaminacions creuades
potencials, preu elevat.
Sistema automatitzat de monotoritzacié continua. Medi base 7H9 de

Middelbrook complementat amb antibiotic i enriquiment i unes esponges de
cel-lulosa que ofereixen un habitat natural. Es detecta el consum d’oxigen
mitjancant sensors detectors de pressié. Admet qualsevol
descontaminacio i per a tot tipus de mostres, incloent les hematiques. Permet
estudis de sensibilitat per a isoniazida, rifampicina i etambutol.

metode de

Automatitzat de cultiu colorimétric, detecta la producci6 de CO: com
indicador de creixement bacteria. Medi basic 7H9 complementat, incorporacio
d’antibiotic previ a la inoculacid. Per a tot tipus de mostra, incloent les
sanguinies. Limitat a I’'ds de NaOH-NALC com a descontaminant. Gran
capacitat.

Utilitza el medi MGIT detectant el consum d’O; amb sensors fluorimetrics.
Gran capacitat, limitat a I's de NaOH-NALC com a descontaminant. Permet
estudis de sensibilitat

Sistema automatitzat d’hemocultius per a la recuperacié de micobacteris en
mostres hematiques. Lectura colorimetrica
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1.2.6. Identificacié dels micobacteris

Tal com ja s’ha comentat anteriorment, la combinacio entre les técniques basades en
les caracteristiques fenotipiques i genotipiques ha permes la redefinicié d’espécies ja
existents, aixi com la descripcid de noves especies. Els dos tipus de tecniques es

complementen en la identificacié d’espéecies micobacterianes.

1.2.6.1 Identificacio fenotipica

1.2.6.1.1 Identificacié basada en proves bioquimiques

La identificacié convencional de M. tuberculosis i dels MNT s’ha basat en la probabilitat
estadistica de la soca de presentar un determinat patré en una certa bateria de test
bioquimics, aixi com la seva resisténcia o sensibilitat a determinats antibiotics. Han
estat desenvolupades i estandarditzades un gran nombre de proves. Aquests métodes,
que tenen l’avantatge de estar ben establerts i ser relativament barats, per contra
requereixen una gran experiéncia técnica alhora que es troben variacions “soca
depenent” dins la mateixa especie i requereixen forca temps fins a I'obtencié dels
resultats. Els patrons de les diferents especies estan ben recollits a la bibliografia (5,
58, 133, 171). Abans de realitzar qualsevol prova és convenient saber la velocitat i
temperatura optima de creixement i pigmentacié per a poder establir una bateria
reduida de proves en funcié del grup taxonomic al que, segons les caracteristiques

esmentades, podria pertanyer el micobacteri que estem identificant.

1.2.6.1.2 Identificacié basada I’analisi dels acids micolics de la paret

La composicio lipidica de la paret cel-lular dels micobacteris, en concret dels acids

micolics, té valor taxonomic. La seva analisi ha estat ampliament utilitzada per a la

26



Introduccié. Diagnostic etiologic de les infeccions per micobacteris.

seva identificacié. Actualment es coneixen set tipus d’acids micolics que es combinen
de forma diferent en la paret de diferents espécies del génere Mycobacterium (37,
171). El pas previ pel seu analisi és la seva extraccid, que variara en funcié de la
técnica que s’utilitzi. La interpretacié sempre és fa mitjancant la comparacié amb
patrons estandards.

Estan descrites tres técniques (5):

1. Cromatografia en capa fina (TLC): amb poc poder de discriminacié, sobretot per
les especies de creixement lent, diferents espécies comparteixen el mateix
patré. Es una técnica de facil estandarditzacié.

2. Cromatografia de gasos (GLC). Deteccié qualitativa d’esters metilics d’acids
grassos dels acids micolics. La majoria de les espécies tenen un patrd
inespecific que només té valor d’exclusié. Al voltant d’una dotzena d’espécies
presenten un patré especific. Es una técnica de dificil estandarditzacio i
equipament costos.

3. Cromatografia liquida d’alta pressié (HPLC). Deteccié d’ésters de bromofenacil
dels acids grassos. Es una técnica de dificil estandarditzacié i equipament

costos.

1.2.6.2 Identificacid per técniques basades en la deteccié d’acids nucleics.

Identificacié molecular

El principal avantatge dels métodes de deteccid d’acids nucleics és la seva rapidesa en
la identificacio, ja que la majoria de les vegades es poden dur a terme directament en
cultius primaris sense requerir subcultius, i es poden aplicar a cultius en medi liquid.
D’altra banda sén tecniques d’alt cost, complexitat técnica i no es disposa de sistemes
comercials de deteccid per a totes les espécies de micobacteris que es poden trobar en

mostres cliniques.
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1.2.6.2.1 Sondes d’acids nucleics (132, 159).

Es basen en I'Us de sondes de DNA marcades amb eésters d’acridina
quimioluminiscents, complementaries a fragments de rRNA especifics d’espécie. Es
una tecnica senzilla, rapida i que s’adapta a qualsevol laboratori. L’experiéncia
demostra que sén reaccions especifiques i sensibles. Actualment estan
comercialitzades sondes especifiques per a M. tuberculosis complex, M. avium
complex, M. intracellulare, M. avium, M. gordonae i M. kansasii. Malgrat aquestes
sondes cobreixen la majoria d’aillaments amb importancia clinica, sén necessaries

altres técniques alternatives per a la identificacié de la resta d’espécies.

1.2.6.2.2 Hibridacid en fase solida

Es basa en sondes curtes de DNA especifiques d’especie en diferents suports, tires de
nitrocel - lulosa, plaques de micropous, micromatriu (microxips). Actualment es disposa
de dos productes comercials, INNO-LiPA® Mycobacteria (Innogenetics NV, Gante,
Belgica) i GenoType® Mykobacterien (Hain Diagnostika, Nehren, Alemanya). Ambdods
sistemes es basen en I"'amplificacié d’una zona genetica concreta, la regié intergenica
del 165-23S per INNOLIPA i el 23S rDNA per a GenoType. Un cop feta I'amplificacio
s’hibrida el producte obtingut sobre un tira de nilé o nitrocel-lulosa on hi ha la diana
especifica per a la identificacié M. tuberculosis complex i M. avium complex i altres 18
especies més. Aquestes técniques permeten la deteccié de coinfeccions, i presenten

I’linconvenient de ser forca laborioses i cares.

28



Introduccié. Diagnostic etiologic de les infeccions per micobacteris.

1.2.6.2.3 Analisis del polimorfisme dels fragments de restricci6 (PCR-restriction

fragment length polymorphism analysis (PRA)) (70, 224, 226)

Aquesta técnica es basa en I'amplificaci6 per PCR d’un fragment de 440 pb que
codifica per una proteina de xoc térmic de 65kDa (heat shock protein (hsp)) present en
tots els micobacteris i la posterior digestié de I'amplificat amb 2 enzims de restriccio
BstAl i Haelll. S’obtenen diversos fragments de restriccio de diferents pesos
moleculars, que sén separats per electroforesi, donant un patré de restriccié especific
d’especie. El patré de bandes es compara amb els algoritmes publicats que ofereixen
la possibilitat d’identificar un gran nombre de les espécies aillades. El PRA és
especialment util per a la identificacié de micobacteris exigents que creixen malament
en els medis de cultiu solids, com M. genavense. Inicialment va ser desenvolupada per
Telenti i cols. (226), posteriorment els grups de Taylor i Devallois introduiren 5 i 11
patrons addicionals respectivament (70, 224), i les darreres actualitzacions han estat la
de Brunello i cols. el 2001, i les aportacions més recents de Chimara i cols el 2008 (42,

52).

1.2.6.2.4 Seqiienciacié del gen que codifica per la subunitat 16S rRNA i/o el
hsp65

Es basa en la seqlienciacié d’una part del gen que codifica per la subunitat 16S rRNA o
el gen Asp65. La seqiiéncia obtinguda es compara amb aquelles que estan incloses en

bases de dades com Genbank (http://blast.nchi.nim.nih.gov/Blast.cgi) © RIDOM (http://www.ridom-

rdna.de.). Es Gtil per a la identificacio de totes les especies de micobacteris, exceptuant la

diferenciacié entre M. kansasiii M. gastri, M. malmoensei M. szulgai, M. marinumi M.
ulcerans i entre M. abcessus i M. chelonae. Es tracta d’una técnica cara i laboriosa

limitada a laboratoris de referéncia.
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1.2.6.2.5 Analisis de les regions de diferenciacié RD1, RD9, RD10, RD11

La gran homogeneitat genética entre les espécies del complex M. tuberculosis fa que

no siguin Gtils les tecniques anteriorment descrites. Parsons va descriure un algoritme

basat en la deteccié per PCR de la preséncia o abséncia d'unes regions concretes,

anomenades regions de diferenciacié (RD) en el genoma (170). Aquestes seqliéncies

estan delecionades en alguns membres dels complex M. tuberculosis i aixd permet

fer-ne la seva identificacié especifica. L’algoritme inicial publicat per Parsons no

permet la diferenciacio entre M. bovis i M. caprae, motiu pel qual cal recérrer a altres

esquemes publicats (160)(35).

RD 1, 9, 10 positius
M. tuberculosis

PCR de RD 1,9,10 RD 1,9,10 negatius

M. bovis-BCG

/

RD1 i 10 positius, RD 9 negatiu M. africanum tipus II2

RD 3 pos/neg
RD 5 pos/neg
RD 11 pos
PZA sensible

M. africanum tipus Ib

a: varietat més frequient en I'est Africa
b. varietat més frequent en I'oest Africa.

v

p-—- Nl
RD 1 positiu, RD 9i 10 negatiu

1
1
v M. africanum tipus 16, M. microti i
i M. bovis

1

PCR de RD 3,5,11

A 4

RD 3 neg

RD 5 pos/neg
RD 11 pos
PZA sensible

M. microti

RD 3 pos/neg
RD 5 neg

RD 11 neg
PZA resistent

M. bovis

figura 7: Esquema de la identificacié de les especies de M. tuberculosis complex mitjancant 'amplificacié de

les regions de diferenciacié (RD) (40, 170) .
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1.2.6.2.6 Amplificacié i deteccié a temps real

Metode basat en la realitzacié simultania de I’amplificacié d’una diana concreta i el seu
reconeixement mitjancant una hibridacié, que es detecta i quantifica mitjancant
marcadors fluorogenics a temps real. S6n técniques rapides i amb una perspectiva de
futur cap a la deteccié directament en la mostra clinica (apartat 1.2.4.3) i per a la
identificacio d’un ventall ampli d’espécies. S’han desenvolupat diversos sistemes
d’amplificacié i marcatge que utilitzen els sistemes de deteccié LightCycler® (Roche
Molecular Biochemicals, Mannheim, Alemanya) o ABI Prism 7700® amb sondes
TagMan® (PE Applied Biosystems, Foster City, USA). S6n métodes que encara estan en

desenvolupament i amb escassa experiéncia, perd amb grans espectatives de futur.

El laboratori de micobacteris ha de procurar donar resultats fiables en el menor temps
possible (228). Per aix0 ha de combinar el diagnostic microbiologic classic dels
micobacteris, basat en I’examen directe, aillament per cultiu i identificacié fenotipica,
amb un conjunt de tecniques moleculars. Aquestes técniques permeten la deteccié de
M. tuberculosis directament en la mostra clinica i la identificacido rapida dels
aillaments. Cada laboratori haura de definir les tecniques a utilitzar en funcié de les
seves possibilitats i les caracteristiques epidemiologiques de les infeccions per

micobacteris de la comunitat a la qual serveix.

1.2.7 Caracteristiques dels farmacs antituberculosos. Estudis de sensibilitat

1.2.7.1 Farmacs antituberculosos

Els micobacteris presenten una resistencia natural a nombrosos antibacterians pel fet

de posseir una paret complexa, molt hidrofobica, amb una permeabilitat reduida per
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un gran nombre de compostos (113). Aixdo implica que el tractament antituberculos

sigui amb antimicrobians especifics.
1.2.7.1.1 Farmacs de primera linia

< Isoniazida (INH)
L’'lsoniazida és un farmac sintétic introduit en
terapeutica al 1952. Els membres del complex /

tuberculés son generalment molt sensibles a la INH,

R

mentre que el paper en el tractament d’altres N
mICObaCterIS éS m0|t I|m|tat F|g 8: estructura quimica de la
Isoniazida.

Mecanisme d’accié

La INH és un profarmac que és convertida en acid isonicotinic (principi actiu)
mitjancant la participacid6 de I’enzim catalasa-peroxidasa codificat per gen katG.
Posteriorment, I'acid isonicotinic és capac¢ d’oxidar o acilar grups proteics, bloquejant
finalment la sintesi d’acids micolics de la paret de M. tuberculosis (214, 254).

En la sintesi dels acids micolics s’hi veuen involucrats diversos sistemes enzimatics
relacionats amb processos de desaturacié-elongaciéo-desaturacio-formacié de I'anell
ciclopropa. Per una banda, la isoniazida pot inhibir aquesta cadena en el pas inicial de
desaturacié en la formacié d’un acid gras monosaturat. També pot inhibir I'’elongacié
de cadenes d’acids grassos i d’hidroxilipids on esta involucrada la proteina InhA.
D’altra banda, interfereix en el metabolisme de NAD al formar-se un anell semblant
d’acid isonicotinic (metabolit actiu) que pot afectar directament les reaccions
catalitzades pel NAD en la sintesi de DNA.

La INH és activa només en front als bacils en replicacié activa, essent el seu paper molt

limitat en les poblacions latents com les que es troben dins dels macrofags.
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La concentracié inhibitoria minima (CIM) de les soques sensibles oscil -la entre 0,025 i
0,05 pg/ml. Les concentracions sériques després de 2 hores d’una dosi oral de 300
mg sén de 4,5 a 7 ug/ml.

Pot produir hepatotoxicitat i s’han descrit augments subclinics de les transaminases
entre el 10% i el 15% dels pacients tractats. El risc de hepatitis clinica és molt baixa
0,1% abans dels 30 anys i s’incrementa progressivament fins el 4% en majors de 65
anys (155). També poden originar una polineuritis periferica per déficit de piridoxina,

gue es pot prevenir amb una dosi diaria entre 10 i 50 mg/dia de piridoxina.

Mecanisme de resisténcia

Després de la introduccié al 1952 de la INH en el tractament de la tuberculosi, es va
observar que les soques resistents freqlientment perdien [I'activitat catalasa -
peroxidasa. Al 1990, amb la introduccié de la biologia molecular, es va associar
I’enzim catalasa-peroxidasa amb la activaciéo de la INH, i es va aconseguir clonar i
seqlienciar el gen katG que el codifica. Entre el 50 i 60% de les soques resistents
estudiades presenten alguna mutacié puntual en aquest gen (184), petites delecions o
insercions, que condueixen a la pérdua o disminucié de I'activitat de la catalasa i a un
alt nivell de resisténcia a la INH (CIM > 2 mg/ml).

S’han descrit un nombre important de mutacions, la més freqiient és la Ser315Thr, que
es troba en aproximadament el 40% de les soques resistents. L’enzim resultant és
incapa¢ d’activar la INH, provocant una resistencia d’alt nivell, perd mantenint una
certa activitat catalasa-peroxidasa, assegurant un nivell de proteccid oxidativa
suficient (193).

Una altra regio associada a la resisténcia a la INH és el locus /nAA, que inclou el gen
mabA (que codifica ’enzim 3-cetoacil-ACP-reductasa) i el gen /jnhA (que codifica
I’enoil-ACP-reductasa). Ambdéds participen en la sintesi de la paret bacteriana. Les
mutacions associades a aquest locus, fonamentalment a la seva regié reguladora,

expliquen el 25-30% de les resisténcies a la INH (22).
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Del 10 al 20% de les soques resistents a la INH no presenten alteracions del gen katG
ni de I'operd mabA-inhA. S’han investigat altres gens com aApC (alquil hidroperoxid-
reductasa), kasA (cetoacid sintasa), ceoA (UDP galactopiranosa reductasa) i les
deshidrogenasa del malat i nicotinamida-adenina dinucleodtid reduit (NADH) (225). El
paper exacte de les alteracions trobades en aquests gens respecte a la resisténcia a la
INH queda per determinar.

La mutacio espontania que produeix la resisténcia es déna amb una freqiiencia de 10->

a 10-6 (194).

<> Rifampicina (RIF)
La RIF és un antimicrobia semisintetic

introduit en la terapéutica I'any 1967.

éHﬂ 0 Fig 9: estructura quimica
de la Rifampicina.

Mecanisme d’accié
La RIF, tal com la resta de rifamicines, és un potent inhibidor de la sintesi de RNA
missatger (MRNA), per tant de la transcripcié genética en procariotes pel fet d’unir-se
a la polimerasa de RNA depenent de DNA. En Escherichia coli aguest enzim és un
oligomer compost per quatre subunitats distintes (x, B, B’ i d, que estan codificades
pels gens rpoA, rpoB, rpoC i rpoD respectivament). La inhibicié de la transcripcié té
lloc per la fixacié de la RIF a la subunitat f (153).

A més d’un efecte bactericida sobre les cel-lules de M. tuberculosis metabolicament
actives, la RIF també posseeix una excel - lent accid esterilitzant de bacteris en estat de
latencia (que només presenten ocasionalment activitat metabolica), tant en els focus
necrotics com dins dels macrofags. Aquesta activitat de la RIF, junt amb la inclusié de
la PZA en els esquemes terapeutics, ha permés escurcar el tractament de la
tuberculosis no complicada a 6 mesos.

Les CIM de les soques sensibles de M. tuberculosis sdbn molt baixes (0,005-0,2 pug/ml).
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El pic séric a les 2-4 h d’una dosi oral de 600 mg és de 5-10 pyg/ml.

Pot produir molésties gastrointestinals i afectacid6 hepatica (en menys del 1,1% dels
pacients). Es també el desencadenant de reaccions d’hipersensibilitat com febre,
pruija, urticaria, vasculitis cutania, eosinofilia, trombocitopénia, hemolisi o
insuficiencia renal per nefritis intersticial. Tenyeix I'orina, la suor i les llagrimes de
color taronja. Es un potent inductor enzimatic, podent disminuir les concentracions
seriques d’altres farmacs administrats concomitantment com, entre d’altres, els
antirretrovirals inhibidors de la proteasa, anticonceptius orals, anticoagulants orals,

corticoides i sulfonilurea.

Mecanisme de resisténcia

Els micobacteris, tal com altres géneres bacterians, adquireixen resisténcia a la RIF
mitjancant mutacions en una regi6 ben definida de 81 parells de bases (27 codons) de
la regidé central del gen que codifica per la subunitat B de la polimerasa de RNA (rpoB).
Més del 96% de les soques resistents a la RIF presenten mutacions en aquesta regio
(53, 162). Aixo facilita el desenvolupament de técniques moleculars per a la deteccio
rapida de la resistencia a la RIF en la soca aillada per cultiu o fins i tot directament en
la mostra clinica (92, 231).

Tot i que s’han descrit 35 variants al - leliques diferents, amb lleugeres variacions en la
seva distribucioé geografica, les mutacions més comuns (65-86%) sén les que afecten al
codd 526 o al codé 531 que confereixen resistencies d’alt nivell (CIM>32 ugr/ml) i
resistencia creuada a la resta de rifamicines, mentre que mutacions en altres codons
determinen una resisténcia de menor nivell i es manté la sensibilitat a la resta de
rifamicines. Cal assenyalar que en un 4% de les soques no es detecta cap mutacio en
aquests 81 parells de bases, la resisténcia es pot deure a mutacions a la regid
aminoterminal (214).

La mutacio espontania que origina la resisténcia s’observa amb una freqiiéncia de 10-8

(64).
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Mentre la resisténcia aillada a la INH s’observa amb certa freqiiéncia, la resisténcia a la
RIF s’associa a la resistencia a la INH, pel que la seva deteccié constitueix un marcador
de multiresisténcia. Ocasionalment s’ha descrit monoresistencia a la RIF en malalts

infectats per I'HIV (143).

I
<> Pirazinamida (PZA) __--'"'-'N € s
Es un derivat sintétic de la nicotinamida. |
= Fig 10: estructura quimica
M de la Pirazinamida.

Mecanisme d’accié

La PZA és un profarmac que difon passivament a l'interior dels macrofags. Alla és
convertit a la seva forma activa, l’acid pirazinoic, per I’enzim micobacteria
pirazinamidasa. S’acumula intercel-lularment per un deficient sistema de bombeig.
Sembla que actua sobre la sintesi dels acids micolics de la paret, perd el mecanisme

concret es desconeix (256).

Mecanisme de resisténcia

S’ha observat que entre el 72 i el 97% de les soques de M. tuberculosis resistents a la
PZA tenen mutacions disperses en el gen estructural pcnA o en el promotor de la
pirazinamidasa (203). També s’han descrit soques resistents a la PZA, sense mutacions
en el gen pcnA, en les quals aquesta resistencia es deu a mecanismes relacionats amb
la permeabilitat o amb les bombes d’expulsio activa (187). Dos membres del complex
tuberculds, M. bovis i M. bovis-BCG (bacil Calmette-Guérin), soén constitutivament
resistents a la PZA degut a una mutacié puntual, C—> G en el codé 169, en el gen
PChA.

La PZA té un potent efecte esterilitzant sobre els bacils tuberculosos latents de dins
dels macrofags. No obstant, li manca d’activitat en front la resta de micobacteris.

La CIM promig de les soques sensibles de M. tuberculosis és de 20 pg/ml a pH 5,6.

Entre 1 i 4 h després d’una dosi oral d’1g s’obtenen pics serics aproximadament de 45

ug/mi.
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Durant el tractament es pot observar hiperuricemia pel bloqueig de la secreci6 tubular
renal d’urats. Ocasionalment provoca alteracions gastrointestinals i hepatotoxicitat
(255) tot i que els esquemes terapeutics actuals amb dosi de 20-35 mg/kg/dia sén

menys hepatotoxics. Excepcionalment poden aparéixer exantema i fotosensibilitat.

<> Etambutol (ETB) H
//\\/N CH,CHs
L’ETB, etilen-diamino-dibutanol, HM
és un producte isomer dextrogir = OH
derivat de I’etilendiamina. /\/ CH
CHaCH4
Fig 11: estructura quimica de I’Etambutol

Mecanisme d’acci6

L’ETB inhibeix de forma especifica la biosintesi de la paret micobacteriana. Actuant
sobre I’enzim arabinosiltransferasa, relacionat amb la sintesi de components de la
paret cel - lular com I'arabinogalacta i el lipoarabinomana (26).

Es bacteriostatic, actiu en front cél-lules actives. Té una activitat variable sobre la resta
d’espécies de micobacteris de creixement lent i molt menor en les espécies de
creixement rapid.

La CIM en soques sensibles vade 1 a 5 ug/ml.

El pic séric a les 2-4 h d’una dosi oral de 1,5 g és de 5 pg/ml. Pot causar neuritis
optica, relacionada amb la dosi i la durada del tractament.

Cal donar instruccions al malalt per a qué comuniqui immediatament qualsevol
disminucié de I'agudesa visual o dificultat per a distingir els colors vermell o verd.
Degut a la dificultat per a monitoritzar I'agudesa visual no es recomana utilitzar

etambutol pel tractament de la tuberculosi infantil.
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Mecanisme de resistencia

La resisténcia s’associa amb canvis en I'operd emb, constituit per tres gens, embA,
embB, embC, que codifica arabinosiltransferasa. La resisténcia es produeix per una
sobreexpressié de proteines emb (CIM baix nivell < 10 pgr/ml ) i per mutacions al gen
embB (CIM alt nivell >20 pgr/ml en més del 65% de les soques) (6, 216, 227).

La freqiiéncia de mutacié en M. tuberculosis és de 10-5

<> Estreptomicina (STR)

L’estreptomicina és un antibiotic aminoglicosid.

Mecanisme d’accio:

Interfereix en la sintesi proteica bloquejant la traduccié

del mRNA, tant en el seu inici com en la incorporacié

HO
de nous aminoacids a la cadena polipeptidica.
|--:5: —i &

La CIM per a les soques sensibles oscil -1a al voltant de

HO™

8 pg/ml. S’obtenen pics serics de 25 a 50 pg/ml a la

oH

I’Estrept ici
1-2 h d’una dosi intramuscular de 1g (250). sirepfomicing

Els efectes secundaris més importants sén les alteracions vestibulars i amb menys
freqiiéncia les auditives. Es relacionen amb la dosi i durada del tractament i poden ser

irreversibles.

Mecanisme de resisténcia

Entre el 65-75% de soques resistents tenen alguna mutacié als gens que codifiquen el
16S rRNA (rrs) i la proteina ribosomal S12 (rpsL). M. tuberculosis només té una copia
de I'operd rRNA, el que fa que una mutacio ja pot provocar resisténcia (comportament
dominant) (162). Les mutacions que afecten al gen rpsL es donen en el 52-59% de les
soques resistents, la més freqlient es produeix al codd 43 substituint una lisina per
una arginina. En el gen rrs la major part de mutacions apareixen al /oop 530 o a la

regié 915. Hi ha diferents teories que relacionen I’estructura conformacional del /oop
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530 amb la fidelitat de la traduccié (154). Les mutacions que afecten al gen rrs
s’observen en el 8-21 % de les soques resistents i produeixen una resisténcia de nivell
intermedi (CIM, 50-500 pg/ml) (154, 225). En aproximadament un ter¢ de les soques
resistents no s’hi detecten alteracions dels gens rrs o rpsL i tenen una resisténcia de
baix nivell (CIM 25-50 pg/ml), en aquestes soques s’ha suggerit un mecanisme de
permeabilitat per a justificar la resisténcia (154).

La freqiiéncia amb la que apareixen mutants resistents en M. tuberculosis es de 10-6.

1.2.7.1.2. Farmacs de segona linia

< Acid paraminosalicilic (PAS)

L’acid paraminosalicilic és actiu front M. tuberculosis mentre que altres
microorganismes, incloent la resta de micobacteris, en sén resistents. No es coneix
amb exactitud el seu mecanisme d’accié. Se li ha atribuit una inhibicié de la sintesi de
I’acid folic, del metabolisme de I’acid salicilic i del transport de ferro. Es actiu en front
la poblacié de creixement extracel - lular. La CIM per a M. tuberculosis és de 1 ug/mi,
obtenint pics sérics de 7 a 8 uyg/ml després de 1 a 2 h d’'una dosi de 4 g (250).

El PAS s’absorbeix de forma incomplerta en el tracte digestiu, pel que cal una dosi oral
elevada (10-12 g/dia), fet que unit a una certa intolerancia gastrointestinal, pot portar
problemes d’adheréncia al tractament. El seu Us ha caigut amb I'aparicié de la RIF i

I’ETB, encara que degut al seu baix cost s’utilitza en paisos amb baixos recursos.

%  Cicloserina

La D-cicloserina (4-amino-3-isoxazolidona) és un analeg de la D-alanina. Aquest
farmac inhibeix de forma competitiva els enzims D-alanil-D-alanina sintetasa, alanina
racemasa i alanina permeasa, interferint en la sintesi de la paret micobacteriana (66).
La resisténcia a cicloserina sembla que depen d’alteracions en la D-alanil-D-alanina

sintetasa (65).
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Es activa en front tots els micobacteris. La CIM per a M. tuberculosis oscil-la entre 5 i
20 pg/ml, obtenint pics serics al voltant de 10 pg/ml a les 4 h d’una dosi oral de 250
pg/ml (250) .

La toxicitat és molt elevada incloent neuropatia periférica, alteracions dels sistema
nerviés central com confusié, irritabilitat, cefalea, disartria, vertigen o convulsions i
alteracions psicotiques que inclouen depressié greu amb idees suicides. Cal no

utilitzar-la si hi ha alternatives.

< Etionamida (ETH), protionamida

L’ETH (etil-tio-isonicotinamida) i la protionamida (propil-tio-isonicotinamida) soén
derivats de I’acid nicotinic, amb una potent activitat en front M. tuberculosis i altres
micobacteris. L’'ETH inhibeix la sintesi dels acids micolics i estimula les reaccions
d’oxid-reduccié. El seu mecanisme d’accié és semblant al de la INH. De fet les
mutacions en l'operé mabA-inhA que donen baixa resistéencia a la INH també
produeixen resisténcia a la ETH (22).

Cal destacar pero que les soques amb resisténcia d’alt nivell a la INH per alteracio del
katG romanen sensibles a 'ETH. L’ETH també presenta resisténcia creuada amb la
tiacetazona.

La CIM de 'ETH per a M. tuberculosis oscil-la entre 0,6 i 2,5 pg/ml, arribant-se a
valors serics de 20 pg/ml a les 3-4 h d’una dosi oral de 0,5-1g (250).

Es donen efectes adversos que inclouen la intolerancia digestiva, hepatitis toxica i

diversos tipus de neurotoxicitat.

<& Amikacina, kanamicina, capreomicina i viomicina
L’amikacina i la kanamicina, junt amb I'estreptomicina sén aminoglicosids similars
estructuralment i tenen activitat antituberculosa. La tobramicina i la gentamicina, al

contrari, no sén efectives en el tractament de la tuberculosi a les dosis habituals.
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La capreomicina i la viomicina sén antibiotics peptidics basics que comparteixen el
mecanisme d’accié6 amb els aminoglicosids. No s’absorbeixen per via oral, essent
I’administracié intramuscular.

No hi ha resisténcia creuada entre I'STR i la capreomicina fet pel qual la capreomicina
és activa en front la majoria de soques resistents a I'STR (152). Algunes soques
resistents a la capreomicina presenten resisténcia creuada amb I'amikacina i la
kanamicina.

La CIM de la capreomicina en soques sensibles oscil-la al voltant de 10 pg/ml. Sol
arribar a pics sérics de 30 pgr/ml. Es menys toxica que la viomicina i I’'amikacina i la
kanamicina, fet pel qual se la considera una alternativa pel tractament de la tuberculosi
resistent (85).

L’amikacina és I’antibiotic més potent del grup, tant /n vitro com en el model animal,
amb una CIM en front M. tuberculosis d’1ug/ml. S’han obtingut concentracions
sériques de 10-30 pg/ml després de [I’administraci6 d’una dosi de 500 mg
intramuscular. Hi ha poca experiéncia en el tractament de la tuberculosi, tant pel seu
nivell de toxicitat, com pel seu alt cost. No obstant, donada la determinacié6 més
assequible de concentracions seériques d’amikacina que d’estreptomicina o
capreomicina, pot ser una alternativa en aquells malalts amb insuficiencia renal o en
pacients d’edat avancada amb alteracions auditives. Tots els antimicrobians del grup
presenten efectes ototoxics (tant vestibulars com cloquears), i nefrotoxics.

La proporcié de mutants resistents espontanis és elevada oscil - lant entre 10-3i 10-5.

%  Tiosemicarbazona

Es un dels farmacs antituberculosos menys potents i més toxics. El seu mecanisme
d’accié és desconeix. Es actiu front M. tuberculosis amb una CIM promig de 1 ug/ml,
obtenint pics serics de 1 a 4 uyg/ml ales 1-2 h d’'una dosi oral de 150 mg.

Entre altres reaccions adverses pot produir reaccions cutanies greus, hepatitis, anémia
hemolitica, granulocitopenia i trastorns de I’equilibri. En malalts infectats per I'HIV s’ha

associat el tractament de la tuberculosi amb tiosemicarbazona amb I’aparicié de la
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sindrome de Stevens-Johnson i necrolisi epidérmica greu pel que es desaconsella en el
seu Us en aquest tipus de pacient (77, 165).
Pel seu baix cost,s’utilitza en alguns paisos en vies de desenvolupament. No es

disposa del farmac ni a Europa ni a Estats Units.

<  Rifamicines: rifabutina, rifapentina i rifalazil

La rifabutina és una espiro-piperidil rifamicina i la rifapentina és una ciclopentil
rifamicina. Ambdues presenten activitat front M. tuberculosis. La rifabutina és més
activa que la rifampicina /n vitro i en el model murid de tuberculosi. (166). El
mecanisme d’accié i de resisténcia son idéntics als de la rifampicina. Les mutacions en
els codons 513 i 531 del gen rpoB confereixen resisténcia per a totes les rifampicines,
mentre que mutacions en el codé 526 difereix el seu espectre de resistencia en funcié
dal canvi amioacidic que es produeixi, i les mutacions al codons 511,516, 518 i 522
mostren baix nivell de resisténcia a la rifampicina i rifapentina, mentre la soca segueix
essent sensible a la rifabutina i el rifalazil (11, 31, 162, 198, 214, 252). Aixi doncs es
troba una correlacié entre la mutacié concreta i I'espectre de resistencia (184, 250).

La rifabutina s’absorbeix bé via oral i arriba a concentracions sériques de 0,5 pg/ml a
les 4 h d’'una dosi de 300 mg. Els efectes adversos sén similars als de la rifampicina,
incloent les interaccions amb els farmacs antirretrovirals. Malgrat aixo, es recomana
tractar als pacients infectats per I’HIV en tractament amb inhibidors de les proteases,
amb 150 mg de rifabutina en lloc de 600 mg de rifampicina, el seu efecte és menor
47).

La rifapentina arriba a concentracions seriques de 15 pg/mlales 5 0 6 h d’una dosi de
600 mg. La seva vida mitja és més llarga (13h), per tant es pot administrar dos cops
per setmana. Quan s’ha comparat el tractament amb rifapentina amb el tractament
diari de la rifampicina, els resultats han estat similars, encara que el nombre de

recaigudes en el grup de la rifapentina és superior (250).
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<  Fluoroquinolones

El nucli central de I'estructura de les molécules de quinolona és un anell de 4-oxo-
1,4-dihidroquinoleina. Des de la sintesi de I’acid nalidixic I'any 1962 s’ha anat
modificant la seva estructura. El fet més destacable és la incorporacio al carboni 6 d’un
atom de fluor (fluoroquinolones). L’activitat de les quinolones té lloc a nivell de les
topoisomerases de tipus Il i, fonamentalment, sobre la DNA-girasa composada de
dues subunitats A i de dues subunitats B (codificades pel gens gyrA i gyrB
respectivament). Una diana secundaria d’actuacié seria la topoisomerasa IV, codificada
pels gens parC i parE. El desenvolupament de la resisténcia a les quinolones és un
procés complex que generalment associa mutacions que afecten la DNA-girasa, la
topoisomerasa IV i/o proteines de membrana que regulen la permeabilitat i I'expulsid
activa del farmac. En M. tuberculosis s’han descrit mutacions en gyrA (222), que
s’associen a resisténcia clinica a la ciprofloxacina, aixi com resisténcia creuada amb
I’ofloxacina. També s’han descrit mutacions en el gen gyrB (122) aixi com una bomba
d’expulsié activa (gen /frA) que confereix una resisténcia de baix nivell (43, 221).
L’activitat de les noves quinolones sobre M. tuberculosis, la seva bona distribucid
tissular i cel-lular, aixi com els seus escassos efectes adversos, fan que les
fluoroquinolones siguin considerades farmacs de segona eleccié, generalment limitats
al tractament d’infeccions per soques multiresistents (4). Tot i aixo una de les
limitacions del tractament amb quinolones és el desenvolupament de resisténcies.

La ciprofloxacina, I'ofloxacina, I'esparfloxacina i la levofloxacina han estat eficaces
terapéuticament en un model experimental de tuberculosis en el ratoli (115).

Hi ha també nombroses dades /n vitro tant de CIM com en model de cultius de
macrofags, sobre les activitats de les noves quinolones (115, 229, 230).

La CIM de ciprofloxacina en front M. tuberculosis oscil -la entre 0,25 i 3 pg/ml i la de
I’ofloxacina entre 0,5 i 2,5 pg/ml, suggerint 2 pg/ml com a punt de tall per a la
sensibilitat. S'obtenen pics sérics de 2,4 i 4,3 yg/ml a la 1-2 h d’'una dosi oral de
ciprofloxacina de 500 o 750 mg respectivament. Per I'ofloxacina, la concentracio6

sérica després d’una hora d’una dosi oral de 400 mg és de 2,9 ug/ml (250).
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Cal tenir en compte que la concentracié en el teixit pulmonar de ciprofloxacina i
ofloxacina és aproximadament 4 vegades la que es detecta en el serum (10).

S’han desenvolupat recentment dues noves molecules, moxifloxacina i gatifloxacina
amb una vida mitja més llarga, i sembla que tenen una alta activitat /n vitro en front M.
tuberculosis. Sembla que la moxifloxacina actua sobre la poblacié bacil-lar sobre la
que no actua la RIF (250). Un estudi recent mostra que la moxifloxacina en combinacio
amb la RIF i la PZA és més efectiva que la combinaci6 classica de INH, RIF i PZA (164).
Sembla que la radé d’aixdo podria ser que la moxifloxacina té activitat sobre la
subpoblacié de microorganismes que no sén atacats pels altres antibiotics, o per
I’abséncia de I'antagonisme que hi ha entre la INH i la PZA (100, 110, 164, 250).
Sembla també que la gatifloxacina pot causar hipoglucémia i hiperglucémia el que

suposa un obstacle pel seu s (9).

%  Oxazolidinones

Les oxazolidinones sén una nova familia d’antimicrobians que actuen inhibint la sintesi
proteica al fixar-se a la subunitat ribosomal 50S. Dos oxazolidinones, PNU-100480 i
linezolid, han demostrat una bona activitat en front M. tuberculosis en el model murid
de la malaltia. Després de I’administraci6 a les rates d’una dosi de 50 mg/kg de PNU-
100480, s’aconsegueixen concentracions seriques de 7 pug/ml del metabolit sulfoxid
gue té una potent activitat antimicobacteriana. En el cas del linezolid, i en el mateix
model animal, s’aconsegueixen pics serics de 17,7 i 36,0 pg/ml després de
I’'administracié d’una dosi oral Unica de 50 i 125 mg/kg respectivament. En el model
murid, I'activitat de PNU-100480 fou comparable a la de la INH, mentre que el
linezolid fou una mica menys actiu. S’han descrit alteracions gastrointestinals,
trombocitopénia i anemia reversibles. Les oxazolidinones poden tenir un futur en el

tractament de la tuberculosi.

44



Introduccié. Diagnostic etiologic de les infeccions per micobacteris.

1.2.7.1.3 Noves moléecules en estudi

L’augment de la tuberculosis multi i extremadament resistent i la coinfeccié amb I’HIV
han posat de manifest la necessitat de desenvolupar nous farmacs pel tractament de la
tuberculosi. Els farmacs ideals haurien d’escurcar el temps de tractament, actuar sobre
la poblacié bacil-lar persistent i ser actius en front les soques resistents. Inicialment
s’ha treballat en el desenvolupament de farmacs analegs de molécules amb eficacia
coneguda, recerca que ha estat atractiva des del punt de vista econdmic, farmaceutic i
clinic. Pero la utilitzacié d’aquests analegs té en contra la possible resisténcia creuada
amb les seves molecules emparentades. Malgrat tot, algunes molécules han estat
estudiades amb resultats prometedors.

En aquest sentit, I’estructura de I’etambutol és favorable a la preparacié d’analegs amb
técniques quimiques. Alguns compostos com el NIH 241 i SQ 109 tenen una eficacia
comparable o fins i tot superior a I’'ETB (183).

Estudis /n vitro mostren que la SQ109 interactua sinérgicament amb la INH i la RIF, i en
models animals els tractaments amb aquest farmac escurcen un 25% el temps
necessari per a guarir la malaltia. Es troba en fase | en els assaigs clinics i podria
substituir un o més dels antituberculosos de primera linia, simplificant la terapia i

escurcant el temps de tractament (51, 116).

La Diarilquinolona (DARQs) estructuralment diferent de les fluoroquinolones i les altres
quinolones. La DARQ R207910 és activa en front les soques sensibles i resistents de
M. tuberculosis. També tenen CIMs baixes per altres micobacteris, com M. bovis, M.
kansasiii M. ulcerans, aixi com en front altres espéecies naturalment resistents a molts
dels antituberculosos coneguts com M. avium complex, M. abscessus, M. fortuitumi M
marinum. Sembla que té activitat especifica per a micobacteris, fet que suggereix que
potser es tracta d’un profarmac que necessiti de I’activacié per un enzim especific dels
micobacteris. Els estudis moleculars han identificat la subunitat C de la ATP sintetasa

com la diana de la R207910 (actualment se 'anomena TNC207) i esta en fase Il en els
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assajos clinics pel tractament de la tuberculosi activa. En els estudis realitzats amb
models murins sembla que pot reduir el temps de tractament (9).

Els nitroimidazoxazols utilitzats com a radiosensitius en la quimioterapia del cancer,
presenten activitat antimicrobiana /in vivo. El component més actiu, el CGI-1734,1 té
alhora accié mutageénica, fet pel qual no pot ser utilitzat en clinica. La PA-824 presenta
activitat antituberculosa amb una CIM de 0,015-0,25 pg/ml amb activitat tant front la
poblacié en replicaciéo com latent, i activitat en front soques multiresistents als farmacs
habituals. Inhibeix la biosintesi dels acids nucleics, per un mecanisme depenent del
factor F420 de M. tuberculosis. L’analeg amidic PA-1343, amb una CIM de 0,015

pg/ml., es troba en fase d’estudis preclinics (68).
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Taula 6: Caracteristiques principals dels farmacs de primera i segona linia.

s , Gen(s) involucrat Freqiiéncia de ,
Farmac (any Activitat Mecanisme d’accié I( ) N 9 L, CiM Via d’administraci6  Toxicitat
d’introduccié) en la resisténcia mutacié

Farmacs de primera linia

Isoniazida Bactericida; bacils Inhibicié de la sintesi dels acids  katG (42-58%) 10-5-10-6 0,05-0,2 Oral Hepatitis clinica (0,1% <30 anys;
(1952) metabolicament actius micolics inhA (21-34%) 4% >65 anys)
Polineuritis periferica
Rifampicina (1965) Bactericida, bacils Inhibicié de la transcripcid rpoB (96-98%) 10-5 <0,5 Oral Molésties gastrointestinals
metabolicament actius, en estat Afectacié hepatica
de laténcia i amb creixement
intermitent
Pirazinamida (1970) Bactericida, bacils en estat de  Desconegut pncA (72-97%) 10-3-10+4 20 Oral Hiperuricemia
laténcia a I'interior dels Hepatotoxicitat
macrofags
Estreptomicina (1944) Bacils metabolicament actius Inhibicié de la sintesi proteica rpsL (52-89%) 10-6 - 10-8 8 Intramuscular Ototoxicitat
rrs (8-21%)
Etambutol (1968) Bacteriostatic, bacils Inhibicié de la sintesi embCAB (47-65%) 10-5-10-7 1-5 Oral Neuritis optica
metabolicament actius d’arabinogalacta i
lipoarabinogalacta (paret
cel - lular)
Farmacs de segona linia
Etionamida (1966) Bactericida, bacils Inhibeix la sintesi dels acids inhA 10-3 0,6 -2,5 Oral Intolerancia digestiva
metabolicament actius micolics mabA Hepatotoxicitat
ethA Neurotoxicitat
Kanamicina/Amikacina Bacils metabolicament actius Inhibicié de la sintesi proteica s 10-6 1 Intramuscular Ototoxicitat (vestibular i coclear)
(1957) rpsL Nefrotoxicitat
Cicloserina(1955) Bactericida, bacils Inhibeix la sintesi de la paret Desconeguda 10-4 5-20 Oral Neuropatia periférica
metabolicament actius cel-lular, un pas abans que en la Alteracions del SNC
dels betalactamics Reaccions psicotiques
Capreomicina(1967) Bacteriostatic Inhibicié de la sintesi proteica Desconeguda 10-3 1-50 Intramuscular Toxicitat otica i vestibular
PAS(1946) Bacils metabolicament actius Antifolic Desconeguda 10-4 1 Oral Intolerancia gastrointestinal
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1.2.7.2 Estudis de sensibilitat als farmacs antituberculosos

L’estudi de sensibilitat als antituberculosos planteja dos aspectes d’interés, I'individual
per tal de poder implementar un tractament antituberculés efectiu en un malalt en
concret, i I'epidemiologic que representa coneixer el percentatge de soques resistents
que circulen en una poblacié concreta. Darrerament han conviscut dos criteris
diferents respecte a quan cal fer I'antibiograma. El primer defensa que només cal fer-
lo quan hi ha una indicacio clinica, en cas de fracas terapéutic, en pacients préviament
tractats o en pacients que pertanyen a una poblacio de risc d’estar infectats per soques
resistents perque procedeixen de poblacions amb taxes de resisténcia en nous casos
elevada. L’altre postula la realitzacié sistematica de I’'antibiograma en tots els casos
diagnosticats, per tal de detectar precocment resisténcies en casos nous, aixi com
monotoritzar les taxes de resisténcia inicial en una comunitat. Els resultats obtinguts
influiran en les tractaments empirics que caldra aplicar a la comunitat avaluada, aixi
com per a la deteccié6 de pacients amb soques resistents i prevenir-ne la seva
transmissié. (146)

Segons les recomanacions de la OMS (248) la principal estratégia de control de la
malaltia és la instauracié d’una terapia eficac amb farmacs adequats, en funcié del
resultat de I'antibiograma. Aixi doncs actualment el segon criteri sembla que hauria de
ser el predominant. També es recomana la repeticié de I’estudi si el pacient segueix
essent bacilifer als tres mesos de tractament o si hi ha una evidéncia clinica clara de

fracas terapéutic.

1.2.7.2.1 Estudis fenotipics

Els estudis fenotipics detecten de forma aillada per cada farmac el percentatge de

bacils resistents que hi ha en una poblacié bacteriana concreta. A finals dels anys 50,

per la varietat de meétodes existents, es va fer palesa la necessitat d’uniformitat i

reproductivitat en les estudis de sensibilitat als antituberculosos. Durant la decada dels
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60, I'OMS, juntament amb la /nternational Union Againts Tuberculosis and Lung
Diseases, van definir tres metodes valids per a la realitzacié dels estudis fenotipics
(75).

% meétode de les concentracions absolutes, desenvolupat per Meissner (1961),
compara el creixement en medi suplementat amb antibiotic respecte un tub
testimoni sense antibiotic.

< metode del quocient de resisténcies, definit per Mitchison (1953), compara la
CIM de la soca a estudiar amb una soca salvatge de referéncia.

% meétode de les proporcions critiques, descrit per Canetti i Grosset (1963),
compara les colonies crescudes en medis de cultiu amb diferents dilucions
d’antibiotic, amb les presents en medi sense antibiotic, interpretant el
resultat a través de la proporcié de colonies capaces de créixer en preséncia
dels farmacs. Aquest meétode és la base del metodes més utilitzats

actualment.

La realitzaci6 dels estudis de sensibilitat i els criteris per interpretar els resultats tenen
en compte dos factors:
1) la proporcid critica de mutants resistents al farmac.

2) la concentracio critica d’antibiotic en el medi que s’utilitzi per a I'estudi.

Els métodes fenotipics, basats en el cultiu de M. tuberculosis en presencia d’antibiotics
foren descrits per a la seva execucido en medi solid. Primer es varen descriure en
Lowenstein-Jensen i posteriorment s’estandarditzaren per a 7H10 i 7H11 de
Middlebrook. La dificultat en la seva execucio, la lentitud en I'obtencio dels resultats i
el cost elevat,ha fet que es busquessin alternatives.

En medi solid s’ha desenvolupat el métode E-test (AB. bioMerieux. France.), basat en la
utilitzacié de tires impregnades amb un gradient de concentracions de I'antibiotic en

estudi aplicades sobre el medi de cultiu directament, que aporten l’avantatge de
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determinar la CIM del farmac. Es un métode senzill de realitzar, encara que de dificil
lectura i lent, amb un cost superior a la resta de técniques en medi solid.

Amb el desenvolupament de les tecniques de cultiu en medi liquid apareixen els
metodes més utilitzats fins ara, que presenten l'avantatge de disminuir el temps
d’incubacio, la més facil estandarditzacié de I'inocul i la lectura automatitzada o
semiautomatitzada. El metode més utilitzat ha estat el radiometric, BACTEC 460TB
(Becton Dickinson Diagnostic Instruments, USA), que s’adapta al metode de les
proporcions, detectant el creixement bacteria mitjancant la utilitzacié d’un isotop
radioactiu incorporat a I’acid palmitic del medi de cultiu. El resultat s’obté entre el 5¢ i
14é dies. El desavantatge de la utilitzacié d’isotops radioactius ha fet que es
desenvolupessin altres sistemes no radiomeétrics com ESP Myco Il (Trek Diagnostic
Systems, USA); MB/BacT (bioMerieux) i MGIT 960 (Becton Dickinson Diagnostic
Instruments, USA). Els temps de resposta d’aquest sistemes son similars al sistema
radiometric BACTEC 460TB, pero eviten els inconvenients d’utilitzar isotops
radioactius.

En I'estudi de sensibilitat a la PZA cal afegir I'inconvenient que el metabdlit actiu, I’acid
pirazinoic, actua a pH acid (pH 5,5), pH al qual el 10% de soques de M. tuberculosis
tenen dificultats per a créixer (5). El sistema radiometric ha aconseguit adaptar les
condicions del seu medi a un pH de 6, aconseguint el creixement de practicament
totes les soques de M. tuberculosis. Actualment es considera metode de referéncia.
Darrerament s’ha desenvolupat el sistema MB/BacT (BioMerieux. France) amb resultats

similars al meétode de referéncia (13).

Per a I'estudi de sensibilitat als farmacs de segona linia, indicat en soques resistents
als de primera, s’ha descrit I’estudi en 7H10, técnica dificil i lenta en la obtencié dels
resultats. S’accepta tambe la realitzacié en medi radiométric amb criteris similars als
utilitzats per als farmacs de primera linia, estudiant-se |’amikacina, ofloxacina,
etionamida, rifabutina, clofacimina, kanamicina i capreomicina. No s’han obtingut

resultats reproduibles per a la cicloserina, pel que no s’aconsella el seu estudi. Altres
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antibiotics d’utilitat potencial com la moxifloxacina, linezolid i claritromicina encara no
tenen un protocol clar desconeixent la concentracié critica que cal estudiar en cada cas

(172).

S’han desenvolupat altres metodes fenotipics no convencionals poc avaluats i
d’utilitzacié restringida com la deteccié de ['activitat ATP, citometria de flux i

d’utilitzacié de fags (144).

1.2.7.1.2 Detecci6 dels mecanismes moleculars de la resistencia als

antituberculosos

La necessitat d’'un diagnostic dels mecanismes de resisténcia als antituberculosos
rapid, fiable i sensible, ha fet que en les Ultimes décades es desenvolupessin
nombroses técniques moleculars. El pas previ obligat és la caracteritzacido de les
mutacions especifiques responsables de la resistencia per a cada farmac. El
coneixement acumulat ha de permetre el desenvolupament de proves per a la seva
deteccio en les soques aillades, aixi com en la mostra clinica directament.

Es disposa de diferents métodes basats en I'analisi de restriccid, en la seqlienciacio i
en la hibridacié, normalment sobre tires de nitrocel-lulosa. La seqiienciacié i la
hibridacié detecten directament les mutacions i, per tant, defineixen les alteracions
genétiques implicades, mentre que la restriccio-electroforesi és un métode indirecte
per a la detecci6 de mutacions que no té la capacitat de definir la substitucio
nucleotidica exacta (90).

Modificacions en la PCR basades en la incorporacié de marcadors fluorescents i de
termocicladors amb dispositius optics, permeten monotoritzar la cinética de la reaccio
(PCR en temps real), i per tant, quantificar la quantitat de DNA motlle i detectar la
presencia de variacions genétiques de forma simultania (249).

Recentment, s’han desenvolupat les micromatrius, dispositius amb oligonucleotids

sintetitzats i adherits a una placa de silica capacos de detectar nombrosos segments
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de DNA o RNA presents en la mostra de forma especifica (61). Les micromatrius sén
doncs una variant de les tecniques d’hibridaci6. S’han utilitzat per analitzar
expressions geéniques, identificar marcadors genetics i detectar mutacions a escala
genomica.

“L’antibiograma molecular” possible amb aquestes tecniques requereix, I'acompliment
de certes condicions, a) conéixer les mutacions responsables de resistencia pel disseny
de la técnica; b) desenvolupament del métode; c¢) extraccidé dels acids nucleics i d) Us
de controls de qualitat per a la supervisié del procés.

Un pas critic en el desenvolupament i validacié d’una técnica rapida és I’extracci6 del
material genetic, ja que la gran varietat de mostres cliniques i cel-lules microbianes
amb diferents parets cel-lulars poden dificultar el procés d’extraccié. Un procediment
optim ha de presentar una eficient alliberacié dels acids nucleics i la seva proteccié en
front a la degradacié per nucleases, i eliminaci6 o neutralitzacié6 de substancies
presents en la mostra que poden portar a la inhibici6 de la transcripcio, de
I’'amplificacié molecular i/o la deteccié dels acids nucleics. Finalment han de tenir una

alta sensibilitat en relacié amb les dades cliniques (174).
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1.3 La Tuberculosi
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1.3.1 Situacié global de la tuberculosi (81, 247, 248)

El constant declivi en el nombre de casos de tuberculosi en el mén desenvolupat, aixi
com en algunes parts dels paisos del tercer mon, s’atura o s’inverteix a mitjans de la
decada dels 80, quan augmenten els casos a USA, particularment a Nova York, aixi
com a tot Europa Occidental. Aquesta inversié de tendéncia reflecteix, entre d’altres
causes, la migracié6 de poblacié de paisos amb alta incidencia de tuberculosi, la
pandémia d’HIV, les bosses de pobresa a les grans ciutat i el desmantellament dels
programes de control de la tuberculosi al mén occidental donada la baixa incidéncia.
Entre 1980 i 2005 es varen notificar a ’'OMS més de 90 milions de casos.

Actualment a escala mundial la incidéncia de la tuberculosi per 100.000 habitants esta
disminuint lentament (-0,6% entre 2005 i 2006).

Al 2006 era més o menys estable a la regi6 europea i disminuia lentament en tota la
resta de regions de I’'OMS. El nombre estimat de nous casos fou de 9,2 milions (139
per 100.000 habitants). Tot i la tendéncia descendent, s’ha detectat un increment en el
nombre absolut de casos degut al creixement de la poblacié. L’india, Xina, Indonésia,
Sud-africa i Nigeria ocupen els cinc primers llocs en xifres absolutes de casos. L'any
2006 la tuberculosi va causar la mort de 1,7 milions de persones, de les quals 200.000
estaven coinfectades amb I’'HIV. L’'OMS estima que el nombre de casos anuals de
tuberculosi multiresistent (MDR-TB) és de 490.000 amb més de 110.000 morts. Cent
vuitanta quatre paisos (abastant el 93% de la poblaci6 mundial i el 99% de casos de
tuberculosi) comptavem amb la implantacié del programa DOTS (apartat 1.3.7.2.1)
(248). Els programes nacionals de lluita contra la tuberculosi en 2005-2006 han tingut
una qualitat variable, dels 22 paisos amb alta carrega de tuberculosi, set tenien plans
de reduit abast o encara en desenvolupament.

Alhora, encara no hi ha una amplia disponibilitat de serveis que permetin diagnosticar i
tractar la MDR-TB, incloent la extremadament resistent (XDR-TB). Segons dades

publicades I'any 2008 per I'OMS s’estima que darrerament cada any apareixen
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aproximadament 40.000 casos de pacients amb soques extremadament resistents
(XDR) (247).

La pandemia de I’HIV associada a tuberculosi continua en creixement, sobre tot en les
poblacions amb una elevada prevalenca de la tuberculosi entre adults joves. De totes
les persones infectades de tuberculosi, 1/3 presenten coinfeccid, el 70% viuen a
I’Africa subsahariana i el 20% a I’Asia. L’HIV és el factor de risc més poderds conegut

de passar d’infeccié latent a malaltia.

Fig 13: Incidencia estimada de tuberculosi, 2005.
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A Europa actualment es declaren el 7% dels casos de tuberculosi del mén. El 73% de
casos pertanyen a Europa de l'est, el 21% a Europa occidental i el 6% restant als
Balcans. L'incidencia global és 48/100.000, augmentant progressivament de I'oest cap
a l'est. Als paisos industrialitzats les taxes de pacients immigrants augmenten
respecte a les d’autoctons. A l'informe emes per e/ European Centre for Disease and
Control, Espanya registra 18,3 casos de tuberculosi per cada 100.000 habitants. Amb

aquesta taxa es situa en el nove lloc darrera Romania (126,9), Lituania (75,1), Letonia
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(58), Bulgaria (42), Estonia (34), Portugal (32,4), Polonia (22,5) i Hongria (18,8). Tot i
aixo, I'OMS estima que una tercera part dels casos de tuberculosi a Espanya no es
declaren i la taxa real estaria al voltant de 25/100.000 habitants. Segons dades del
Centro Nacional de Epidemiologia, Catalunya encapcala les declaracions en nombre
absolut de casos el 2006, i amb una taxa de 21,6/100.000 ocupa el quart lloc darrera

Ceuta, Melilla i Aragé. Per a la ciutat de Barcelona la xifra es situaa 27,7/100.000 (15,

76, 117).
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Fig 14: Evolucié de la tuberculosi a Catalunya i als paisos de la Uni6 Europea (1996-2006)(15).

1.3.2 Transmissio de la tuberculosi

No va ser fins la segona meitat del segle XIX que es va acceptar la naturalesa infecciosa
i transmissible de la tuberculosi, gracies als treballs de Villemin i sobre tot al
microbioleg Robert Koch, descobridor del bacil causant de la malaltia.

Per tal que un agent infeccios sigui transmissible per via aéria cal que estigui suspés a
I’aire. M. tuberculosis es transmet des d’un pacient

amb tuberculosi pulmonar a altres individus

susceptibles, a través de petites gotes respiratories

que contenen bacils tuberculosos, i que sén aerosolitzades

per la tos, I'esternut o la parla (140).
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Segons les lleis fisiques, una gota cau a terra a una velocitat que és proporcional a la
seva superficie o al seu diametre quadrat. La velocitat de caiguda de les gotes depén
en gran part dels factors d’humitat i temperatura. En un aire saturat d’humitat totes les
gotes, exceptuant les més petites, cauen a terra en menys de 10 segons des de I'altura
de dos metres. Aixi doncs, el temps en que les gotes més grans estan a |’aire és molt
curt per a que puguin ser inhalades per una altre persona. La caracteristica més
important de les gotes és la seva tendéncia a evaporar-se. Aquest fenomen provoca la
disminuci6 de la seva mida, i és més rapid com més petites son. Aixi doncs, les gotes
petites cauen lentament i s’evaporen gairebé a I'instant mentre les grans cauen més
rapidament i arriben a terra sense haver perdut aigua de forma apreciable. Aquestes
s’evaporen rapidament disminuint de mida, arribant entre 0,1 i 5 pm de diametre, fet
pel qual poden romandre suspeses en |'aire durant hores. En cada episodi de tos es
poden produir fins a 3500 gotes infeccioses, equivalent a 5 minuts de conversa,
mentre que un esternut pot dispersar fins a 1.000.000 de particules (190).

Per a que es produeixi transmissié és necessari que les particules contagioses tinguin
una mida justa per tal d’arribar als alvéols. Les particules superiors a 5 pm de diametre
queden atrapades al nas, contrariament amb el que passa amb les de 0,1 pm , les
quals, a més de quedar suspeses a l'aire el temps suficient per a ser inhalades, sén
capaces d’arribar fins als alvéols.

Els factors determinants més importants de la transmissié sén: 1) el grau d’intimitat i
la durada del contacte amb un cas index amb infeccié pulmonar per M. tuberculosis, 2)

el grau i capacitat infectant del cas; 3)’ambient en el qual es produeix el contacte (82).

1.3.2.1 Transmissié de les soques resistents als farmacs antituberculosos

Encara no hi ha una resposta clara davant el dubte si les soques resistents tenen la

capacitat disminuida d’infectar o produir malaltia. Tradicionalment, i sobre tot després

dels estudis de Cohn i Middlebrook als anys 50 (156), es pensava que les soques

resistents tenien disminuida la capacitat per a produir infeccid, ja que les mutacions
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que originen les resisténcies poden provocar alteracions en la viabilitat metabolica del
micobacteri (fitness: habilitat per sobreviure, reproduir-se i transmetre’s), malgrat
I'’efecte de les mutacions compensatories amb la finalitat de restaurar, o fins i tot,
incrementar la viabilitat metabolica inicial (33).

Inicialment, es va relacionar la pérdua de la capacitat catalasa-peroxidasa, amb la
resisténcia a la isoniazida i a la disminucié de la capacitat de viruléncia (156). Més tard
Zhang i cols. van demostrar que en una proporcio significativa d’aquestes soques, la
resistencia a la INH estava associada a mutacions en el gen katG (apartat 1.2.7.1.1) i
que la perdua de la activitat catalasa-peroxidasa era la responsable de la no
transformacié de la INH en la seva forma activa (254), associant-se també aquesta
mutacié a una CIM elevada i amb una disminucié de la capacitat de transmissio.
Posteriorment, s’han descrit soques sense activitat catalasa-peroxidasa i CIM elevada
que no presenten mutacions al gen que codifica per la catalasa, el gen katG, suggerint
la possibilitat que sigui el grau de resisténcia i no el lloc de la mutacié el factor que
determina la capacitat de transmissié de les soques (138).

En estudis fets amb epidemiologia convencional de contactes on es comparaven les
proporcions d’infeccié en contactes de persones amb soques sensibles i soques
resistents, es va observar que la proporcié de transmissié era similar. Aixo posava de
manifest la complexitat de la transmissio, que es podria dividir en varies fases: 1) la
primera de la transmissio fisica del bacteri, on el patré de susceptibilitat de la soca no
tindria cap paper actiu; 2) una segona fase de latencia del bacteri, de contencié per la
immunitat local i els mediadors quimics; 3) finalment la fase de manifestacié de la
malaltia. Només quan la infeccié progressi, la resposta immune de [lindividu i
I’agressivitat del bacil hi tindran un paper actiu i determinant (212, 237).

Amb la introduccié de I’epidemiologia molecular s’ha pogut avaluar la transmissié
relativa dels dos fenotipus comparant, soques sensibles i resistents. Malgrat que en els
darrers anys s’han publicat gran quantitat d’estudis d’epidemiologia molecular, només
en unh nombre reduit d’ells s’ha avaluat explicitament la proporcié de soques resistents

i sensibles en les agrupacions (95, 125, 148, 235, 240, 242, 245). En general, les
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dades aportades en aquests estudis indiquen que la transmissié i produccié de la
malaltia de les soques resistents i sensibles és forca similar. Els avencos en el
coneixement i detecci6 de les mutacions associades a la resistencia dels farmacs
antituberculosos, ha permés precisar més en I’estudi, sense arribar pero a resoldre la

questio (184).

1.3.2.2 Deteccié de cadenes de transmissio

Identificar cadenes de transmissié és un tasca important per a la prevencié de nous
casos. Per a la identificacié i confirmacié dels enllacos epidemiologics entre els
pacients tuberculosos en un area determinada, actualment, es combinen eines com

I’estudi convencional de contactes i els métodes de tipificacié molecular

1.3.2.2.1 Estudi convencional de contactes (ECC)

L’ECC pretén detectar les persones, contactes, que s’han pogut infectar i/o emmalaltir
a partir d’un cas actiu de tuberculosi (cas index). L'ECC esta indicat en tots els malalts
tuberculosos i cal que comenci immediatament després del diagnostic de la malaltia.
La finalitat de I'estudi és:

+ Diagnosticar malalts o infectats secundaris al cas index.

< Establir el més rapid possible el tractament a uns i als altres.

< Reconstruir la cadena de transmissié per identificar, sempre que sigui possible,

el cas index inicial.
Es defineix com un contacte aquella persona que ha mantingut alguna relacié amb un
malalt tuberculés, independentment del tipus de contacte, que pot ser: 1) intim: més
de sis hores diaries; 2) freqiient: menys de 6 hores diaries; 3) esporadic: no diari (243).
En ’ECC s’aplica el sistema de cercles concentrics (figura 15). L’estudi s’inicia en el
primer cercle on s’investiguen les persones que tenen un risc més elevat, es a dir,
aquelles que conviuen amb un contacte intim amb el cas index. Si es troben casos

secundaris, l'estudi prossegueix en el segon cercle on s’estudien els contactes
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freqiients, i finalment, en el tercer cercle s’estudiaran els contactes definits com
esporadics. Si en algun dels cercles es detecta un nou cas, cal tornar a comencar un

nou ECC agafant com a punt d’inici aquest nou cas.

habitatge

relacions socials

Fig 15: Esquema de cercles
concentrics en I'ECC.

Lloc de treball/escola

El ECC esta subdividit en cinc etapes:
I. Coneéixer les caracteristiques dels malalts i els contactes, identificant els riscos
d’infeccié que han patit.
II. Crivell tuberculinic dels contactes.
lll. Diagnostic, tractament i seguiment dels contactes infectats o malalts.
IV. Control de contactes i recuperacio dels que han acabat el tractament.

V. Finalitzacié de I’estudi i avaluacio.
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1.3.2.2.2 Epidemiologia molecular (EM)

Els estudis epidemiologics pretenen detectar la disseminacié de determinades soques
de microorganismes, ja sigui en un periode de temps curt (deteccié de brots) o en un
temps llarg (epidemiologia entre diferents zones geografiques o al llarg dels temps).
Sorgeix en la integracio de I’epidemiologia, la biologia molecular, la medicina clinica i
I’estadistica per establir els factors que condicionen la patogénia d’una infeccid, la
seva propagacié i distribucié en el temps i en I’espai (149).

La tecnica de tipificacié ideal ha de ser rapida i simple, amb un poder discriminatiu
suficientment elevat com per a poder considerar com a identiques a aquelles soques
amb un avantpassat recent i comu (clona), i diferents a aquelles que presenten un
avantpassat comu pero allunyat en el temps. Es a dir, el rellotge evolutiu d’un
marcador ha de ser el suficient rapid per a distingir entre els casos no relacionats
epidemiologicament i el suficient lent per identificar els membres d’'una cadena de
transmissié activa. Es important coneixer I’estructura genética de la poblacié per a
poder interpretar de forma adequada els resultats obtinguts (141). En general,
s’accepta que el poder discriminatiu d’una técnica és adequat quan la probabilitat de
que dues soques no relacionades siguin considerades idéntiques és inferior al 5%.
L’eficacia d’'un marcador epidemioldgic es mesura en funcié de I’estabilitat, tipabilitat i

reproductivitat.

Les técniques moleculars més emprades per a determinar la clonalitat dels aillaments
simultanis estan basades en I'estudi de determinades regions del genoma amb una
variabilitat elevada, la qual s’acumula evolutivament de forma molt rapida i, en
general, per raons desconegudes. Entre elles cal destacar la macrorestriccié genomica
seguida d’electroforesi amb alternanca de camps (PFEG), patrons de restriccié revelats
mitjancant hibridaci6 amb sondes complementaries de seqliéncies repetides, els

polimorfismes d’amplificacié i els polimorfismes de seqiienciacio (56).

62



Introduccid. La tuberculosi

La gran homogeneitat del genoma de M. tuberculosis fa que les técniques més
emprades en I'epidemiologia molecular de la tuberculosi siguin I'estudi de regions
repetides i recombinants del cromosoma. Aquestes regions o elements es poden
classificar en dues categories:

1) Elements genetics amb capacitat de transposar, es a dir, amb capacitat de
separar-se i integrar-se en el genoma independentment del sistema de
recombinacié de I’hoste com ho sén les sequiéncies d’insercid (IS) (141).
L’analisi de sequiéncies d’insercio del DNA repetides presents en el genoma en
nombre i localitzacié variable, va conduir a la identificacié de distintes IS (63) ,
en concret va ser identificada la /56770 (1.355pb) especifica de tots els

membres del complex M. tuberculosis (46).

2) Sequencies extrageniques no codificants, amb funcions diferents no sempre

ben conegudes.

Els marcadors moleculars presenten una série de limitacions per a la identificacié de
cadenes de transmissio. Sobreestimant, quan la poblacié estudiada presenta poca
diversitat (limitacié important en el cas de la teécnica de tipificacié de I'oligonucleotid
separador (spoligotyping)), fet que es pot donar en poblacions amb comunitats aillades
amb escassa arribada de soques noves. | també, el fet de subestimar la transmissio
recent quan la definicié d’agrupacio és estricta i I’exigéncia d’identitat de patrons fa
que es perdin elements de la cadena en els que hi ha hagut una microevolucio del
marcador i, tot i tenir un patré molt similar, aquest no sera idéntic. L’EM presenta dues
limitacions important respecte a I’ECC, la temporoespaial i la necessitat del diagnostic
microbiologic per a la tipificacié de la soca. D’altra banda, es conegut que els ECC
corroboren només entre un 20 i 30% de les relacions establertes mitjancant EM.
Aquesta imprecisié dels ECC és deguda, en part, a patrons de transmissido complexes
on els contactes causals poden jugar un paper important. Sovint els pacients agrupats

per I'EM comparteixen dades demografiques o factors de risc.
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L’epidemiologia molecular permet:

% L'estudi d’epidemies: totes les soques que integren una cadena de transmissio
seran identiques des del punt de vista molecular.

< Transmissio en poblacions: els estudis de poblacions evidencien la diversitat
genetica de les soques de M. tuberculosis en diverses poblacions de diferents
arees geografiques. L’Us de tecniques de tipificaci6 molecular per a identificar
cadenes de transmissio de la tuberculosi esta fonamentat en el fet que els
malalts relacionats epidemioldgicament desenvolupen la malaltia com a
conseqiiencia d’'una infeccié adquirida recentment d’una altra persona malalta.
Aixi doncs les seves soques tindran un patré molecular idéntic, formant les
anomenades agrupacions o clusters, representant la transmissié recent del
bacil i progressié rapida cap a la malaltia. Per contra, els pacients no
relacionats epidemiologicament amb altres individus, i que la seva malaltia és
fruit de la reactivacioé d’una infeccid latent tindran un patré molecular Unic. Aixi
doncs, conjuntament amb els ECC aquest estudis permeten establir cadenes de

transmissié i lligams entre els malalt que les constitueixen.

La combinacié entre I’'ECC i I’'EM no sembla tant directa com es podria esperar. En les
agrupacions establertes mitjancant I’'EM, la proporcié de lligams confirmats per I'ECC
varia molt en diferents estudis, des d’un 10% al 83%, tot passant per valors intermedis
(210, 242). Sembla que compartir un mateix patr6 molecular no significa
necessariament que hi hagi un lligam epidemioldgic clar. No sempre I'ECC pot
determinar la transmissié entre contactes esporadics, i en malalts amb el mateix patro
que el cas index, no s’estableix una relacié clara fent dificil el completar la cadena de
transmissio. Treballs realitzats en arees rurals observen patrons compartits en malalts
geograficament dispersos, sense evident contacte previ (34, 95, 173). El fet que
algunes de les soques circulants en una zona geografica concreta (soques
endemiques), siguin més prevalents que altres, pot portar a interpretacions

epidemiologiques erronies, assignat lligams no reals. Sovint, pacients que
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comparteixen patrons perd no es troben relacionats per I'epidemiologia de camp,

solen formar part de grups de risc per a la transmissié de la tuberculosi.

Les principals aplicacions de la EM son les seglients:

KD
£

KD
£

Definir en una poblacio els factors de risc per a la transmissié activa

Seguiment de la difusido de soques d’interés epidemioldgic: diverses soques
identificades en epidemies s’han associat a grans agrupacions ampliament
disseminades tant geograficament com en el temps.

Diferenciar la reinfecci6 exogena de la recidiva en un malalt concret. La
possibilitat de la reinfeccié té una relacié directament proporcional amb la
prevalenca de la malaltia a la poblacié de referéncia. Zones amb alta prevalenca
presenten un major risc per a una reinfeccié, mentre que en zones amb baixa
prevalenca la reinfeccid sol anar associada a pacients amb factors de risc
associats com ara l'alcoholisme, indigéncia, us de drogues, pacients amb la
SIDA. Diversos estudis d’EM han demostrat que la reinfeccié exogena de
tuberculosi es déna tant en les zones de baixa incidéncia com en les d’alta
incidéncia, pero de forma menys freqiient (21).

Detectar contaminacions creuades al laboratori de microbiologia: I'aillament de
M. tuberculosis en pacients sense signes ni simptomes de la malaltia han de fer
pensar en una contaminacié creuada la laboratori. Cal comparar la soca
problema amb soques d’altres pacients les mostres dels quals s’han processat

el mateix dia.

1.3.2.2.2.1 Técniques de tificacié6 molecular

o,
*

Polimorfismes en la longitud dels fragment de restricci6 associat a /S6110.

(Restriction fragment length polymorfism. RFLP) Teécnica de referéncia

El metode de tipificacié per a M. tuberculosis més emprat i estandarditzat és la técnica

coneguda com RFLP associada a la seqiiéncia /56110 (241). Es un element genétic de

1355pb mobil, que esta present en diferent nombre de copies (entre 0 i 25) i en
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diferents llocs en el genoma de M. tuberculosis complex. Aquestes variacions sén la
base del polimorfisme que sovint és utilitzat en la tipificaci6 de M. tuberculosis
complex per diferents tecniques.

L’estudi d’aquestes sequéncies d’insercié consisteix en analitzar els patrons de
restriccié-hibridacié (RFLP) associats a /S6770, existint un protocol estandarditzat
(239). L’analisi dels patrons de bandes es fan mitjancant softwares especifics
(Biolmage Whole Band Analizer, Millipore Corporation, Ann Arbor, MI, USA i Gelcompar
Applies Maths Kortrijk, Belgium) (94), que permeten comparar els resultats obtinguts
en diferents laboratoris a escala internacional. Les soques sense relacié epidemiologica
presenten patrons de bandes diferents, mentre que les soques relacionades presenten
patrons idéntics. Aquest marcador es considera estable i, en aquelles soques amb més
de 6 bandes, presenta un poder discriminatiu molt elevat tant pel nombre de copies

com per la localitzacié (56, 121, 142, 161).

% Tipificaci6 de I'oligonucledtid separador (Spacer oligonucleotide typing
(Spoligotyping))

Es basa en la detecci6 de la preséncia o abséncia de seqiiencies separadores
conegudes de 34 a 41 pb, entre les multiples copies de les seqliencies curtes DR
(Direct Repeat) que estan organitzades en un locus cromosomic Unic del complex M.
tuberculosis (118).

La tecnica es basa en utilitzar iniciadors homolegs a la seqliéncia DR per poder
amplificar les seqliencies separadores. Una Unica hibridacié per soca, amb els diferents
oligonucleotids complementaris a aquestes seqliencies separadores, permet obtenir
uns patrons comparables mitjancant softwares especifics. El polimorfisme que es
detecta ve determinat pel nimero de DR i per tant per la presencia o abséncia de
seqliencies separadores concretes i és degut, probablement, a la recombinacié
homologa entre DR propers o distants i a les reorganitzacions que provoca I’'/S67170,

present en la regié DR de la majoria de soques de M. tuberculosis (99).
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Tot i que el seu poder discriminatiu és menor que el de la tecnica /S6770-RFLP,
presenta tres grans avantatges: 1) és una tecnica rapida, basada en la PCR, aplicable en
la mostra clinica, per tant de gran utilitat en la deteccié de brots; 2) serveix per
identificar i tipificar de forma simultania diferenciant entre M. bovis i M. tuberculosis ;
3) la descripcié de noves seqiiéncies separadores ha de permetre, en un futur,

incrementar el seu poder discriminatiu.

< Analisi del polimorfisme d’un sol nucledtid (single nucleotide polymorphism
SNPs)

El fet que genoma de M. tuberculosis estigui molt conservat fa que variacions a nivell
d’un sol nucleodtid puguin ser utilitzades per estudiar relacions filogenetiques entre
soques cliniques. Son utils tant els polimorfismes d’un sol nucleotis sinonims (sSNP)
com els no sinonims (nsSNP), tot i que cadascun aborda questions biologiques
diferents.

Els sSNP sén neutres, sense canvi aminoacidic, utils per als estudis de genética
poblacional. Diversos estudis amb sSNP han contribuit a aclarir les relacions
filogenétiques entre soques i també han estat utils per a mostrar el comportament
epidemiologic dels diferents llinatges en diferents poblacions humanes (8, 19, 101,
102, 215). Alhora, donar informacié sobre multiples dianes és util en: agrupacio
filogeneética, resistencia a antibiotics i viruléncia.

Els nsSNP provoquen canvis aminoacidics i per tant estan subjectes a la pressié
selectiva interna i externa. Son utils per a I'estudi del loci genetics que determinen

resisténcia als antibiotics (150, 184, 188).
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> Polimorfisme en el nombre de repeticions en tandem (Variable numbers of
tandem repeats (VNTR))

El metode es fonamenta en la deteccié del nombre de seqliéncies repetides en tandem
(87). S6n analitzats dos tipus diferents de tandem, el MPTR (major polimorphic tandem
repeat) i ETR (exact tandem repeat). Els productes de la PCR de les seqliencies
repetides en tandem es seqliencien per a revelar el nombre de tandems repetits i la
mida dels segments de DNA localitzats a ambdues bandes dels tandems. Es una
técnica altament reproduible amb baix poder discriminatiu respecte al RFLP-/56770.
S’utilitza en estudis de epidemiologia en combinacié amb altres métodes.

< Unitat repetitiva intercalada micobacteriana. (Mycobacterial interspersed
repetitive units (MIRU))

Es un métode similar al VNTR. En tot el genoma de M. tuberculosis s’han identificat 41
seqliencies repetides en tandem (220), 12 d’aquestes son suficientment variables en el
nombre de repeticions per a que puguin ser utilitzades com un marcador
epidemiologic. L’amplificaci6 per PCR de cada MIRU genera fragments de diferent
mida. Aquests fragments sén mesurats determinant-se el nombre de repeticions de
cadascun dels locus. D’aquesta manera, cada tipus de soca té assignat un nombre de
12 digits corresponent al nombre de repeticions de cada locus MIRU (figura 16) (151).
L’any 2006 es va incrementar la ressolucié de la técnica afegint 3 locus més.

(MIRUT5)(219).

<> Analisi de delecions geneétiques

L’analisi comparativa de les soques H37rv i CDC1551 ha posat de manifest
polimorfismes de sequéncia llarga (/arge-sequence polymorphisms [LSP]) a banda dels
SNP (86). Es creu que LSP ocorre principalment com a resultat de delecions
genomiques i redisposicions més que degut a recombinacions horitzontals. Les
delecions soén irreversibles i sovint esdeveniments Unics i per aixo el seu analisi ha

estat proposat per a la genotificacio i per estudis de filogénia, evolucid, interaccions
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hoste-patogen, i epidemiologia molecular (35, 96, 236). Permeten el disseny de
micromatrius amb la consequent alta productivitat que aixd suposa i amb forca poder
discriminatiu, encara pero, no estan estandarditzades.

<> Mapejat i tipificacio dels llocs d’insercio (/nsertion site maping (ISM) i nsertion
site typing (Insite))

Sén técniques basades en el coneixement dels encreuaments de la seqliéncia
d’insercié I1IS6770 i de les regions que la flanquegen. Son téniques precises per a la
determinacié de la relacié entre soques, utils en estudis filogenétics i epidemiologia

molecular. Presenten el desavantage de ser molt laborioses.

%  Polymorphic GC-rich sequence-RFLP (PGRS)

La PGRS és una seqléncia curta (30pb) rica en guanines i citosines present en
multiples copies en el genoma de M. tuberculosis (>100) i altres micobacteris. La regio
PGRS s’ha utilitzat com una sonda per a la caracteritzacié de soques de M. tuberculosis
principalment en aquelles que posseeixen menys de 6 copies d’/S67170. El métode és
similar a RFLP-/S67170, es diferencia principalment en la sonda utilitzada (PGRS) i en
I’enzim de restriccié utilitzat el A/ul (103, 181, 182, 192). La PGRS té una alta
estabilitat. L’obtencié d’'un nombre elevat de bandes fa que sigui dificil confeccionar

una base de dades internacional, i la comparacié entre soques és dificultosa.

%  Mixed-linker PCR

Es tracta d’'un metode desenvolupat immediatament després de la estandarditzacié de
la RFLP-/$6110, basat en el polimorfisme d’aquest mateix element. La técnica inclou a
més una amplificacié, un lligament (103). Utilitza I’enzim de restrici6 Hhal. Es una
técnica més rapida que el RFLP-/$67170 pero igualment laboriosa. Al ser una tecnica

poc utilitzada no es disposa de base de dades internacionals.
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%  /S6110-Ampliprimting
Aquest métode detecta les diferéncies en la distancia entre els marcadors /S6110 i
MPTR, utilitzant una PCR-interna (nested-PCR) unilateral i analitzant els resultats

mitjancant una hibridacié. Té un poder discriminatiu limitat (180).

< /S6110-PCR - /S6110 PCR inversa
La metodologia emprada inclou una amplificacié directa per PCR en el primer cas i una
amplificacid, digestié i lligament en el segon cas. El marcador epidemioldgic és

I’/S6770(169).

<  Double repetitive elements-PCR (DRE-PCR)

Es un métode rapid basat en I"amplificacié de regions localitzades entre dos elements
repetitius i el nombre de copies d’/S6770 i PGRS. La distancia entre els elements
repetitius i el nombre de copies d’/S6770 i PGRS varia de soca a soca, donant un unic
patré de bandes. Té un alt poder de discriminacio, pero és poc reproduible (124).

<> Polimorfisme de la mida dels fragments d’amplificaci6 fluorescents (Fluorescent
amplified-fragment lenght polymorphism (FAFLP))

Amb aquesta tecnica s’examina aproximadament el 0,1% de tot el genoma. No esta
associada al polimorfisme de cap element genetic. El polimorfisme es basa en el lloc
on els enzims de restriccié tallen el genoma. En aquest metode els iniciadors de la PCR
estan marcats amb una molécula fluorescent i la visualitzacido dels fragments es

realitza automaticament amb un seqlienciador de DNA (97).
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Taula 7: Avaluacié de les técniques més utilitzades en epidemiologia molecular.

Tecnica Sequiéncia diana

avantatges

Limitacions

cometaris

/S6110RFLP 156110

Spoligotyping  DR/separadors

Tecnica de referencia.

Patrons informatitzables amb software especialitzats.

Extensament utilitzat, milers de dades disponibles.

Rellotge biologic provadament adequat per a I’estudi de transmissio.
Extensa diversitat en patrons de soques amb >6 bandes.

Les membranes poden ser rehibridades amb altres sondes.

Detecci6 d’infeccions mixtes detectables per la variable intensitat de la
hibridacié de les bandes.

Aplicacions en epidemiologia molecular, evolucié i filogénia, deteccié

de contaminacié creuada al laboratori.

Es la tecnica més senzilla per a genotipificar soques de M. tuberculosis
complex.

Les dades es presenten en format binari facilitant la comparacié inter-
intra laboratoris.

Membranes d’hibridacié comercialitzades per a 45 mostres simultanies

Analisi estandarditzat per a 43 separadors.

Realitzable directament amb lisats cel-lulars sense requerir la
purificacié del DNA.

Es pot fer amb bacteris no viables.

Disponibilitat de dues amplies bases de dades per analisi comparatives
(SPOTCLUTS i SpolDB-.SITVIT).

Aplicable com a primer pas en I'analisi de M. tuberculosis en regions
diverses; deteccié de

amb poblacions epidemiologia molecular,

contaminacié creuada al laboratori.

Requereix subcultius abundants.

per a I’extraccié de suficient DNA. Requereix
molt temps (30-40 dies).

Laboriés.

No és discriminativa en soques que tenen < de 6
bandes.

Comparativa interlaboratori molt laboriosa

Soques sense I1S6110 (rar).

Menys discriminativa que 1S6110 RFLP i MIRU-
VNTR (12§ 15 locus).

No reconeix infeccions mixtes.

Poc informativa en amb

regions soques

endemiques predominants (p.ex.:W-Beijing a

Xina, Sud Est asiatic, RUssia).
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Primer métode estandarditzat.

Técnica basada en la hibridacié Southern blot.
Individualment és la técnica més discriminativa per soques amb > 6
bandes.

Millors resultats en analisi de soques W-Beijing.

La transposicié i/o delecié6 de I'IS6110 sén sempre unidireccionals i
poden ser considerats indicadors d’evolucié divergent.

Existéncia de zones calentes (Aot spo?) per a la insercio.

Es combinable amb altres técniques per als estudis filogenétics.

Es pot combinar amb altres marcadors per incrementar la resolucié en
soques amb < 6 bandes.

Basat en técniques d’amplificacié-hibridacio.

Utilitzat ampliament per estudis filogenétics.

Les relacions establertes de manera equivocada poden estar basades en
la evolucié convergent de les soques. Els mateixos patrons es poden
trobar en diferents branques evolutives (el mateix separador es pot
perdre de forma independent en diferents llinatges).

SPOTCLUST  pagina web I'analisi

per a d’espoligofamilies

(http://cgi.cs.rpi.edu/-vitoli/SPOTCLUST.html))

Bases de dades SpolDB4 i SITVIT

http://pasteruguadeloupe.fr:8081/SITVITDemo)
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Avantatges

Limitacions

Cometaris

MIRU-VNTR

(12 locus)

MIRU-VNTR

(15 locus)

SNPs

MIRU

nsSNP i sSSNP

Rapida, amb alta productivitat per al genotipatge de M. tuberculosis.
Millor resolucié que I’'spoligotyping.

Resultats digitalitzats.

Adequat per a genotipats a gran escala.

Realitzable directament amb lisats cel-lulars sense requerir la
purificacié del DNA.

Analisi manual per a 12 amplificacions per PCR individuals seguit per
una electroforesi en gel.

Possibilitat d’analisi automatitzada amb iniciadors de PCR marcats amb
fluorescencia.

Iniciadors marcats permeten multiplex-PCR.

Es pot utilitzar per identificar infeccions mixtes.

Aplicable en epidemiologia molecular.

Incrementa la resolucié respecte a MIRU-VNTR 12 loci (comparable a

I1S6110 RFLP).

Doéna la informacié més precisa sobre les soques.

Alta resoluci6.

Pocs SNP selecionats poden ser altament informatius.

Automatitzable per genotipificar a gran escala.

Aplicable a filogenetica, epidemiologia molecular, estudis de resistencia

als antibiotics, i en la recerca de interaccions hoste-patogen.

Menys discriminatori que I'IS6110-RFLP.

Rellotge biologic massa lent per I'estudi de
soques endémiques.

Poden trobar-se patrons similars en diferents

llinatges.

Requereix la sequenciacié de mudltiples dianes

cromosomiques
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Tecnica basada en la amplificacio-electroforesi.
Cada locus té un rellotge molecular diferent.

Es pot utilitzar en estudis de evoluci6 genetica.

Pot ser util en el futur per a la tipificacié a gran escala.

Els 15 loci han estat selecccionats de 29 estudiats.

sSNP no suposa un canvi aminoacidic i no esta associat a pressio
selectiva; per aixo és ideal per estudis de genética poblacional.

nsSNP suposa un canvi aminoacidic i subjecte a pressio selectiva; pot ser
utilitzat per a I'estudi de loci genétics que determinen resisténcia als

antibiotics.
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1.3.3. Evolucié del complex M. tuberculosis

El complex M. tuberculosis inclou espécies amb segliencies nucleotidiques molt
similars, acostant-se al 100% d’identitat en alguns gens estructurals com ara el que
codifica per a la 16S rRNA, pero es diferencien per la seva patogenicitat i hostes.

M. canettii, M. africanum i M. tuberculosis estan limitades a humans, mentre que M.
microti infecta a rosegadors, M. caprae fonamentalment a bovids, encara que
excepcionalment s’han descrit en humans, i M. bovis presenta un espectre més ampli

d’hostes, des dels bovids als humans.

Inicialment es creia que M. tuberculosis podia haver evolucionat a partir de M. bovis
mitjancant I'adaptacié del patogen bovid als humans durant la domesticacié (217).
Actualment aquesta hipotesi no sembla consistent amb I’evolucié humana, ja que hi ha
un decalatge de 10.000 anys entre I'inici de la domesticacio dels bovids i I'inici estimat
de la diversificacié a partir de I'antecessor comi del complex M. tuberculosis. La
seqlienciacié total del DNA de M. tuberculosis (54) mostra que les especies del
complex M. tuberculosis es diferencien per la presencia o abséncia de determinats
fragments de DNA de mida entre 2 i 12,7 Kb cadascuna, anomenades regions de
diferenciacio (RD), i la delecié especifica de TbD1 al genoma de M. tuberculosis H37Rv
i present als altres membres del complex (36).

Basant-se en la presencia o abséencia de la regié TbD1 es por dividir les soques del
complex en antigues, amb la TbD1 conservada, i modernes, amb la TbhD1 delecionada.
Les diferents troballes sembla que condueixen a que M. bovis, M africanum i M. microti
probablement pertanyin a un llinatge evolucionat, caracteritzat per la delecié de la
RD9, excloent la possibilitat de que M. tuberculosis hagi evolucionat a partir de M.
bovis (figura 17) (35).

Estudis de filogénia poblacional basats en diferents marcadors genetics, suggereixen
I'existencia de varis llinatges de M. tuberculosis adaptats a poblacions humanes

particulars i que, malgrat la migracié i consequent dispersié de les soques de M.
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tuberculosis, 'associacié sembla ser estable, suggerint la possibilitat de la coevolucio

hoste- patogen (19, 88, 106).

PCATCAC - GAC ‘\-* gont
Ao+ |

>- M. bovis
“classical”
Figura 17 : Esquema del cami evolutiu de M. Eﬂ
tuberculosis complex amb les pérdues successwcles de D 2 ‘. BCG Tokyo
DNA en alguns llinatges (reproduit amb permis de
Brosch i cols 2002). o
BCG Pasteur

Marcadors com SNPs, VNTRs, LSPS i MIRU, utilitzats per a I'analisi filogeografic de la
distribucié de M. tuberculosis i I'analisi de les regions DR mitjancant I'spoligotyping
han permeés la construccié d’una base de dades internacional, SpolDB4, permetent la
identificacio i distribucid6 geografica especifica dels diferents llinatges de WM.
tuberculosis. (figura 19). Un estudi filogenétic recent realitzat per Filliol i cols.,
analitza 212 SNPs d’un total de 327 d’aillaments clinics amb representacié d’arreu del
mon, definint 6 grups ( SCG ( SNP cluster group)) del SCG1 al SCG6 i cinc subgrups,
que han mostrat una bona correlacié amb I'spoligotyping (40, 84). A la taula 8 es
mostren els principals llinatges i subllinatges, la seva distribucié geografica i la

correlacié amb els SCG definits per Filliol i cols., correlacié que també es veu reflectida
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a la figures 20a i 20b, la primera mostra I’arbre filogenétic obtingut amb I’analisi dels

SPNs i la segona la seva correlacio amb els espoligotips.

taula 8: Principals llinatges i subllinatges i la seva distribucié geografica prevalent.

Llinatge Subllinatge SCG (filliol 2006) Prevalent a

EAIl (east-african- EAI2-Nonthaburi = Manilla SCG1 Sud est asiatic,

indian) EIA6-Bangladesh/] Africa de I'est i
EIA7 -Bangladesh/2 Sud de I'india

EAI8 -Madagascar

Beijing SCG2 Sud est asiatic
Xina, Rdssia i
Japé.

CAS (Central Asian) CAS1 -Kili (Kilimanjaro) SCG 3a Nord de la India,

CAS1-Dar (Dar-es-Salam) Pakistan. Libia i

Sudan

Bovis SCG7 Ubiqua

Haarlem H1,H2,H3, H4 SCG3b Nord i Est

d’Europa, Carib i

Africa central i

Iran
X X1 SCG 3c Regne Unit, USA,
X1,X2,X3 SCG 4 antigues colonies

Britaniques. Meéxic

LAM (Latin American LAM 1 LAM 7-Turkey SCG 5 Paisos

and Mediterranean) LAM 2 LAM 8 mediterranis,
LAM 3 LAM 9 Ameérica Llatina i
LAM 4 LAM 10-Cameroun Africa
LAM 5 LAM 11-ZWE (Zimbabwe)
LAM6 LAM 12-Madrid 1

T (soques “modernes” Miscel - lania de SCG 6 Ubiqua

de M. tuberculosis) >600 STs inclassificats i alguns STs estratificats

en subgrups.

T1-Russia/2 T4-Central Europe/ 1
T2-Uganda T5-Madrid/2
T3-£thiopia T5-Russia/l
T3-Osaka Tuscany
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Figura 19: Distribuci6 mundial dels principals llinatges de M. tuberculosis complex. a). Beijing b) East-
American.Indian (EAl). c) Central Asian (CAS) d) M. bovis e) Haarlem f) Latin American and Mediterranean
(LAM). (Reproduit amb permis de Brudey i cols. 2006)
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Figura 20: a) Model segons un estudi neighbor-joining basat en les dades de 327 soques on es van analitzar
212 SNPs presentant 182 espoligotips formant clisters idéentics. Els niumeros designen cada SCG; els
subgrups estan indicats per simbols acolorits. Els llinatges SNP que pertanyen als “major genétic” grups
estan basat en la combinacié de dos al-lels del katG463 i gyrA95 i estan també acolorit. La barra indica la
distancia respecte al nimero de SNP diferents. b) Distribucié de les clades d’espoligotips segons el resultat
de la SNP. Cada aillament s’indica per un punt, el color del qual esta assignat segons la clada d’espoligotip:
CAS, Central Asian clade; EAIl, East African-Indian clade; H, Haarlem clade; LAM, Latin American and
Mediterranean clade; PINI, Mycobacterium pinnipedii clade; S, S clade; T, T clade; X, X clade.

(Reproduit amb permis de I’ASM).
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1.3.4 Patogenia de la tuberculosi

La interacci6 de WM. tuberculosis amb [I’hoste s’inicia quan les petites gotes
respiratories que contenen el microorganisme i que provenen d’un pacient infecciés
son inhalades per un hoste susceptible. Encara que la major part del bacils inhalats
queden atrapats en les vies respiratories superiors i sén eliminats per les cél-lules
mucoses ciliades, una part arriben a la superficie dels alvéols pulmonars (85). En
aquesta localitzacid, si el bacil troba les condicions adequades de pH i oxigenacio,
comencara a multiplicar-se. Encara que aquesta multiplicacié pot veure’s limitada per
I’acci6 fagocitaria dels macrofags alveolars (45). La interaccié de I’hoste amb un
bacteri patogen porta a un periode agut subclinic o amb simptomatologia clinica. Si
I’hoste sobreviu al primer contacte amb el bacteri, la infecci6 aguda generalment es
resol mitjancant I’eliminacié dels bacteris invasors per part del sistema immunitari. En
el cas de M. tuberculosis, un petit nombre de microorganismes sobreviu, persistint
fins i tot tota la vida. La persisténcia de bacteris significa que s’ha establert un equilibri
immune després d’haver generat una resposta aguda.

Quan el bacil és fagocitat per un macrofag no activat, s’inicia una multiplicacié
intracel - lular que porta a la lisi del macrofag. Posteriorment quan els bacils siguin
fagocitats per macrofags activats, la produccié d’enzims hidrolitics i citoquines
impedira la multiplicacié intramacrofagica. Els macrofags secreten un conjunt de
mediadors solubles (citoquines i quimosines) amb efectes immunoreguladors i
mediadors de les manifestacions cliniques de la tuberculosi. Entre aquests mediadors
es troben: la Interleuquina 1 (IL1), que contribueix a I'aparici6 de febre, la
Interleuquina 6 (IL6), que contribueix a la hiperglobulinémia, i el factor de necrosi
tumoral a/fa (INF o), que facilita la destrucci6 de micobacteris, la formacié de
granulomes i ’aparicié de diversos efectes sistémics com febre i pérdua de pes (85).
Els macrofags també desenvolupen un paper critic en el processament i la presentacié
d’antigens micobacterians als limfocits T; el resultat és una proliferacié de limfocits

CD4+ crucials per a la defensa de I’hoste en front de M. tuberculosis (85, 186). En els
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hostes immunocompetents es desenvolupa una immunitat eficient i la necrosi és

menys important, pel fet que limita la malaltia moltes vegades per a tota la vida. En

alguns hostes immunodeprimits com ara els coinfectats amb I'HIV, els defectes

qualitatius i quantitatius de les cél-lules T CD4+ expliquen la incapacitat per a

contenir la proliferacido del micobacteri ocasionant una lesié que va creixent donant

lloc a una necrosi més important i generant noves lesions com a conseqiiencia de la

disseminacio.

S’han descrit quatre etapes per explicar els fenomens que s’inicien des de la inhalacié

de les particules fins el desenvolupament de la malaltia:

1)

2)

3)

En I'etapa inicial, després de la inhalacié, els bacils tuberculosos sén fagocitats
pels macrofags alveolars i sén traslladats cap als noduls limfatics hiliars. Els
macrofags infectats alliberen factors quimiotactics que atreuen més macrofags i

monocits fins el lloc de la infeccié. Aquesta fase sol ser asimptomatica.

La segona etapa representa la multiplicacié dels bacils dins dels macrofags fins a
la mort cel-lular i 'alliberacié dels bacils cap el medi extracel-lular. En aquesta
etapa, anomenada de simbiosi, els bacils i els macrofags sembla que viuen en

equilibri.

En la tercera etapa, que es desenvolupa entre la segona i la quarta setmana de la
infeccio, s’activen dues respostes addicionals de I’hoste en front M. tuberculosis.
D’una banda una resposta d’hipersensibilitat retardada front a diferents antigens
del bacil, evidenciada amb la prova de la tuberculina, destrueix els macrofags no
actius que contenen bacils en fase de multiplicacié. D’altra banda els limfocits T
CD4+ secreten citoquines i quimosines (INFx, IL2), que activen els macrofags
augmentant la seva capacitat destructiva intracel - lular (85, 186). Com a resultat
de tot aixd0 el nombre de micobacteris disminueix. Encara que ambdues

respostes poden inhibir el creixement bacteria, és I'equilibri entre elles el que
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determina la forma de tuberculosi que apareixera amb posterioritat. El resultat de
tot aquest procés és la formacid de les lesions granulomatoses (tubercles), que té
lloc després del desenvolupament d’immunitat especifica i de 'acumulacié d’un
gran nombre de macrofags activats en la zona de la lesié primaria. Els
granulomes sén agregats de cel-lules immunitaries en varis estadis de
diferenciacié, que estan composats tant de cél-lules limfocitiques i macrofags
activats, com de cel-lules epitelioides i cél-lules gegants (78). La resposta
d’hipersensibilitat retardada doéna lloc a I'aparicié de necrosi solida en la part
central del tubercle, anomenada caseum. El teixit circumdant del granuloma esta
calcificat o necrotic. Encara que M. tuberculosis pot sobreviure de forma
quiescent a l'interior dels macrofags o en el material necrotic durant anys o tota
la vida del pacient, el seu creixement queda inhibit en aquest ambient necrotic
degut a la baixa tensié d’oxigen i al pH disminuit (253). En un petita proporcié de
casos, la resposta d’activaci6 de macrofags és deébil i el creixement dels
micobacteris només pot ser inhibit per les reaccions de hipersensibilitat de tipus

retardat, fet que condueix a la destruccio tissular.

En la quarta etapa les lesions tendeixen a augmentar encara més de mida, i el
teixit adjacent es lesiona de forma progressiva. En el centre de la lesié els enzims
hidrolitics dels macrofags liqiien el material caseds, transformant-lo en un
excel-lent medi de cultiu per al bacils que es multipliquen per primera vegada en
el medi extracel-lular. Les parets bronquials i els vasos sanguinis son envaits i
destruits i es formen les cavitats. En les parets de les cavitats, els bacils
tuberculosos es poden multiplicar adequadament i disseminar-se a través dels
vasos limfatics, sanguinis i dels bronquis cap a les vies respiratories i el medi

extern mitjancant de ’expectoracié (45).
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Alveol pulmonar

Macrofag
activat

Figura 21. Persisténcia de la infeccié per Mycobacterium tuberculosis. a) infeccio, b) activacié de

macrofags, ¢) formacié del granulona, d) persisténcia, e) reactivacié de la malaltia. Extret de:
www.nature.com/.../ fig_tab/ni1102-1026_F2.html.

1.3.5. Infeccid tuberculosa latent

La prova de la tuberculina ha estat fins ara I’Gnic métode establert i recomanat per a la
deteccio de la infeccio tuberculosa latent (ITL).

Es realitza mitjancant la injeccié intradérmica de 2Ul de PPD RT 23 (protein purified
derivate) o els seus bioequivalents 5 UT de CT-68 o 5 UT de PPDS. Aquesta prova posa
de manifest el mecanisme d’hipersensibilitat retardada desencadenat per I'arribada de
limfocits T, amb alliberacié de IL 10 i IFN «, tot produint vasodilatacié local, formacio
de fibrina, edema i I'arribada de macrofags. Aquesta reaccid s’inicia de 5-6 hores

després de la injeccio i arriba a la maxima reaccié en 48-72 hores. Els criteris de
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interpretacié de la prova de la tuberculina positiva es mostren en la taula 9.
Generalment la sensibilitat a la prova tuberculinica és per tota la vida, encara que amb
el pas del temps pot disminuir, fins i tot desapareixer, en aquest cas si es torna a
administrar el PPD, I’accié inicial pot ser petita o nul-la, perd si es repeteix el test
apareix una resposta exagerada. A aquest fenomen se I'anomena efecte empenta

(Boosten).

Fig 22: a) inoculacién intradérmica de PPD b) reaccié positiva.

Taula 9: Criteris de PPD positiu segons diferents situacions.

Situacio clinica/epidemiologica PPD positiu
No vacunats > 5mm
Vacunats amb contacte intim amb casos bacil - loscopia positiva > 5 mm
Vacunats amb contacte esporadic amb casos bacil - loscopia positiva o > 15 mm

contacte intim i freqlient amb casos bacil - loscopia negativa
Infectats per I'HIV Qualsevol induracié

Viratge tuberculinic > 5 mm

Darrerament s’han desenvolupat altres sistemes de deteccié de la ITL per a la
quantificacié6 de la resposta immunitaria cel-lular, utilitzant diferents antigens
micobacterians per a la estimulacié de les cel-lules T sensibilitzades i posteriorment
detectant /n vitro I'alliberaci6 de IFN-Y. Actualment es disposa de dos meétodes

comercialitzats, Quantiferon Gold® (Cellestis, Australia) i T-SPOT-TB® (Oxford
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Immunotec, Regne Unit) els quals presenten diferéencies metodologiques. Quantiferon
Gold® estimula els limfocits presents en mostres de sang total i determina la produccié
de IFN-Y mitjancant enzimoimmunoanalisi, mentre que T-SPOT-TB® requereix una
separacio prévia de cel-lules mononuclears per a la seva estimulacié i determina la
presencia de IFN-Y mitjancant ELISPOT. Si es comparen amb la prova de la tuberculina
aquests metodes sOn cars, per0 presenten els avantatges de la objectivitat en la
interpretacio, la possibilitat de la repeticié, resultats rapids, eliminacioé de la visita de
lectura, facil estandarditzacié. A més de no veure’s afectada per les reaccions per
micobacteris ambientals o la vacuna antituberculosa i permet la inclusié de controls

per a detectar pacients anérgics (73).

1.3.6 Tuberculosi activa

El diagnostic de la tuberculosi es basa en I'observacié i valoracié de la
simptomatologia clinica compatible, la radiologia i la confirmacié o no de la preséncia
del bacil en la mostra clinica i/o el diagndstic anatomopatologic. També s’han avaluat

meétodes de diagnostic serologics.

1.3.6.1. Diagnostic clinic.

La tuberculosi és la més freqlient de les micobacteriosis, deguda sovint a M.
tuberculosis, i rarament a M. bovis o M. africanum. Cal destacar dues especies més del
complex tuberculosi, una responsable de la tuberculosi dels rosegadors M. microti i
I’altra M. caprae en bovids, porcs senglars, camells, cérvols i en tigres siberians que
excepcionalment s’han descrit en humans (232).

Les manifestacions cliniques de la tuberculosi son forca variables i depenen de

multiples factors, tant de I’hoste, com del bacteri com de la seva interaccié (taula 10).
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Taula 10 : Factors que influeixen en les caracteristiques cliniques de la tuberculosi.

Factors hoste dependents Factors dependents del bacteri Factors dependents de la

interaccié hoste-bacteri

Edat Viruléncia del bacteri Localitzacions implicades
Estat immunitari Tropisme per determinats teixits Severitat de la malaltia
Nivell d’immunodeficiéncia

Malnutricié

Factors genetics

Malalties coexistents

Immunitzacié amb BCG

La primoinfeccié tuberculosa cursa, en general, de forma asimptomatica i produeix
radiologicament una pneumonitis inespecifica que afecta, sobretot, els lobuls inferiors
pulmonars, produint freqiientment una adenopatia hiliar. En cas contrari, si la resposta
immunitaria de I’hoste no és adequada, apareixen simptomes i/o signes radiologics de

malaltia.

1.3.6.1.1 Tuberculosi pulmonar

La infeccié tuberculosa suposa només el contacte del bacil amb I’hoste, sense cap
signe de malaltia, es considera malaltia a I’aparicié de simptomes o signes radiologics.
La tuberculosi pulmonar es pot classificar en dues categories: malaltia primaria i

malaltia postprimaria.

Malaltia primaria

Sovint la infeccié tuberculosa és asimptomatica, perd en un nombre variable de casos,

en funci6 dels seus factors predisponents es presenten signes clinics i radiologics de la

infecciéo primaria amb el tipic component bipolar; parenquimatés i ganglionar. Amb

una sindrome infecciosa inespecifica. L’aspecte radiologic tipic consisteix en una
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inflitracié periférica (infiltrat alveolar Gnic en qualsevol |0bul, més freqlientment en la
part inferior del Iobul dret) i s’lacompanya d’adenopatia hiliar o paratraqueal unilateral.
En la major part de casos la lesié cura de forma espontania i pot ser evident més
endavant com un petit nodul calcificat, anomenat lesié de Ghon. En la major part de
casos aquest procés és asimptomatic.

Quan la primoinfeccié es déna en la infancia o en pacients infectats amb I'HIV, la
malaltia primaria pot progressar rapidament cap a un procés clinic. La lesio inicial
augmenta de mida i pot evolucionar de diverses formes. El vessament pleural, és una
troballa freqiient, degut a la invasio de I’espai pleural pels bacils provinents d’un focus
adjacent subpleural. En els casos greus, la lesid inicial primaria mostra necrosi en la
part central i evoluciona cap a la cavitaci6 aguda. La tuberculosi en els nens
s’acompanya de forma gairebé invariable d’adenopatia limfatica hiliar o mediastinica
degut a la disseminacié dels bacils des del parenquima pulmonar i a través dels vasos
limfatics (figura 23). La disseminacié hematogena pot donar lloc a les manifestacions

més greus de la malaltia primaria per M. tuberculosis.

Figura 23: Radiografia de torax d’un nen amb
adenopaties hiliars.
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Malaltia Postprimaria

També anomenada tuberculosi de I'adult, de reactivacié6 o secundaria. La malaltia
postprimaria és deguda a la reactivacio endogena de la infeccid latent o a la reinfeccié
exogena. La reactivacié s’associa sovint a la desnutricio, alcoholisme, diabetis, vellesa
0 a canvis importants en la vida que poden portar a situacions d’estrés. Els pacients
amb HIV tenen un risc del 10-15% per any de progressié de la infeccié, mentre que els
pacients no coinfectats per I’HIV tenen un risc del 3-4% durant el primer any després
de la conversié de la tuberculina i posteriorment un 5-15% durant tota la vida (85). La
reactivacié sol localitzar-se en els segments apicals i posteriors dels lobuls superiors,
on l'elevada concentracié d’oxigen i escas drenatge limfatic afavoreix el creixement
dels micobacteris.

L’extensié de l'afectacié6 parenquimatosa pulmonar és molt variable, des de petits
infiltrats fins la malaltia cavitaria intensa. Quan es formen cavitats, el contingut
necrotic i liqliefacte s’elimina en ultima instancia a través de les vies respiratories,
donant lloc a 'aparicio de lesions en altres camps pulmonars que alhora també es
caviten. L’'afectaci6 massiva de segments o lobuls pulmonars, causa la pneumonia
tuberculosa. Aproximadament la tercera part dels pacients amb tuberculosi pulmonar
no tractats moren, mentre que altres presenten un procés de remissié espontania o bé
mostren una evolucidé cronica i progressivament debilitant. En aquestes condicions,
algunes lesions pulmonars presenten fibrosi i més tard calcificacid, pero en altres
zones dels pulmons persisteixen les cavitats. Les persones amb aquesta forma de
malaltia cronica segueixen eliminant bacils tuberculosos al medi exterior.

Durant les primeres fases de la malaltia, els signes i simptomes solen ser inespecifics e
insidiosos, i consisteixen principalment en febre amb sudoracié nocturna, pérdua de
pes, anoréxia, malestar general i debilitat. En la majoria dels casos apareix finalment
tos, amb producci6 d’esput purulent i sanguinolent.

Pel diagnostic de la tuberculosi pulmonar activa, cal fer I’estudi radiologic i la recollida
de mostres seriades d’esput per al seu cultiu i examen microscopic abans d’iniciar el

tractament antituberculés. En cas que el pacient no expectori, caldra I'obtencio
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broncoaspirats o rentades alveolars. En nens s’aconsella I’estudi seriat d’aspirats

gastrics.

1.3.6.1.2 Tuberculosi extrapulmonar

Abans de I’inici de la pandemia de la SIDA, aproximadament el 85% dels casos de
tuberculosi eren pulmonars exclusivament, mentre el 15% restant eren exclusivament
extrapulmonars o amb ambdues entitats de forma concomitant (83). Actualment el
percentatge ha augmentat al 20% degut a la major supervivencia dels malalts
immunodeprimits i a la millora técnica pel seu diagnostic. Dins les localitzacions
extrapulmonars destaquen: limfatiques (27%), pleurals (21,5%), genitourinaries (16%),
disseminades miliars (9,8%), 0ssies (8,5%), meningies (4,2%), i peritoneals (3,7%) (17).
Les tuberculosis extrapulmonars normalment s’associen a lI’existéncia d’un nombre
reduit de bacils. Aquest fet, junt a la inaccessibilitat d’aquests llocs, fa que la
confirmacié bacteriologica sigui dificil (211). Tal com en la tuberculosi pulmonar els
simptomes poden ser sistemics o especifics de la localitzacié afectada. La péerdua de
pes s’associa a la malaltia disseminada i a la gastrointestinal. La febre i sudoracio
nocturnes sén comuns en algunes localitzacions (disseminada, inclosa la miliar, i
gastrointestinal), pero no en altres (limfatica, cutania, osteoarticular, genitourinaria).
Multiples simptomes s’associen a cadascuna de les localitzacions potencials (44).

Per al seu diagnostic cal valorar en cadascun dels casos les avantatges i inconvenients
de la biopsia o la punci6 aspirativa de la zona afectada per tal d’obtenir material per a
la diagnosi. De tots els pacients amb tuberculosi extrarespiratoria caldria I’obtencio
d’'una imatge radiologica pulmonar per excloure o confirmar la coexisténcia de la

tuberculosi pulmonar.
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1.3.6.2. Diagnostic microbiologic

El diagnostic microbiologic directe de la tuberculosi esta influenciat per dos fets
particulars de la biologia dels micobacteris, el temps de generacié i I'estructura de la
paret. Els micobacteris es divideixen molt lentament, amb un temps de generacié que
oscil-la entre les 18-20 hores, fet que fa que no es puguin observar colonies en els
medis de cultiu fins a les 2-3 setmanes d’incubacié. Aquest fet, retarda el diagnostic
de la infeccid i fa necessari el tractament de les mostres en les quals els micobacteris
estan acompanyats de flora saprofita ja que el sobrecreixement més rapid de la flora
acompanyant impediria I’aillament dels micobacteris.
Per evitar aix0 i gracies a l'estructura de la paret dels micobacteris, que es
caracteritzen per un alt contingut de lipids que li confereixen resistencia als agents
fisicoquimics com els acids o alcalis, es pot tractar les mostres amb una
descontaminaci6 amb substancies alcalines que elimina la flora acompanyant i
preserva la integritat dels micobacteris (apartat 1.2.2).
Per al diagnostic directe disposem de dues eines:
1) fenotipiques: observacié directa per tincié ja sigui Ziehl-Neelsen o auramina
(apartat 1.2.3) i cultiu de la mostra, amb la subsegiient identificacio i estudi de
sensibilitat dels micobacteris aillats (apartats 1.2.5; 1.2.6; 1.2.7).

2) genotipiques: deteccié del material geneétic (apartat 1.2.4).

1.3.6.3 Diagnostic serolagic

Considerant que el genoma de M. tuberculosis codifica per aproximadament 4.000
proteines i que el bacteri altera el seu perfil d’expressido genica per adaptar-se a
I’lambient i que I’hoste experimenta una serie de respostes immunologiques de tipus
humoral i cel-lular, és de suposar que el bacteri expressa diferents antigens durant els
diferents estadis d’infeccid i progressié de la malaltia. Per aquestes raons, els recents

avencos en les tecniques diagnostiques s’han centrat en el desenvolupament de
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meétodes que identifiquin la tuberculosi latent i activa mitjancant I’analisi amb antigens
immunodominants i la caracteritzacié d’anticossos i cél-lules T (128).

Els antigens utilitzats en els assaigs serologics inclouen [I'antigen 38-kDa,
lipoarabinomana, antigen 60, complex antigénic 85, glicolipids fenolics Th1, 2,3-
diaclitrealosa i lipooligosacarids entre altres.

El nivell de desconeixement de la dinamica d’aparicié6 i vida mitja de les
immunoglobulines en el transcurs de la tuberculosi, fa que el diagnodstic serologic

encara ho es pugui recomanar (44).

1.3.6.4 Diagnostic per I'imatge

Tant la tuberculosi pulmonar com I’extrapulmonar no presenten cap signe radiologic
patognomonic, encara que hi ha lesions radiologiques que suggereixen una
tuberculosi (cavitacions en lobuls superiors), el que fa que sovint la principal sospita
diagnostica es fonamenti en una radiologia suggestiva. Cal tenir en compte que
pacients coinfectats per I’HIV i altres immunodeprimits poden tenir radiografies de
torax normals. El pronostic i la resposta al tractament no es poden avaluar per
I’evolucio radiologica, ja que hi pot haver un increment de les lesions en el primer més
de tractament sense que aix0 suposi un fracas terapeutic. No cal fer radiografies
durant el tractament, només al principi i al final. Les formes radiologiques més
freqiients son l'infiltrat amb adenopatia satel-lit (complex primari) o sense ella,
’ladenomegalia simple, el vessament pleural, la tuberculosi pulmonar miliar
(disseminacié lobulillar (figura 24)) i I’atelectasia consegiient a I’obstruccié d’un

bronquiol per un gangli inflamat (44).

Figura 24: Patré miliar. Petits micronoduls
de 1 a 3 mm. distribuits difusament en
ambdods camps pulmonars.
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Figura 25. Adenopaties a I’hili pulmonar dret, Figura 26. Tuberculosi espinal. Mal de Pott.
associat a imatges parenquimatoses.

Manifestacié de tuberculosi primaria.

1.3.6.5 Diagnostic anatomopatologic

Algunes vegades la tuberculosi es diagnostica per [|’existencia de granulomes
tuberculosos en mostres obtingudes mitjancant biopsies. Es basa en I'observacié de
granulomes caseificants que caldra sempre confirmar amb tincions per a la

identificacio de bacils acid-alcohol resistents (44).

1.3.7 Tractament de la tuberculosi

1.3.7.1 Bases bacterioldgiques del tractament antituberculds

El tractament de M. tuberculosis és diferent al que s’utilitza en la resta de patogens
bacterians degut al seu llarg temps de duplicacid, a la seva constitucié estructural que
fa que tingui baixa permeabilitat cel-lular i a la seva capacitat de romandre en estat de
laténcia. Cal també destacar que el bacteri pot localitzar-se en diferents habitats en
I’hoste on s’enfronta a diferents condicions ambientals. D’aquesta forma, podem
pensar en la malaltia activa com la suma de diferents poblacions dinamiques dins
I’organisme metabolicament diferents i per tant, amb una possible susceptibilitat

diferent als farmacs (157, 158).
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El tractament de la tuberculosi es basa en dos pilars fonamentals: I'associacié de
farmacs per evitar la seleccié de resisténcies i el tractament perllongat per evitar les
recidives de la malaltia, eliminant totes les poblacions bacil - lars que hi ha a les lesions
tuberculoses. Els fracassos terapéutics es donen per resistencia als farmacs, ja sigui
per un anterior regim inapropiat o, sovint, per falta d’acompliment per part del pacient
que abandona el tractament a mida que es recupera.

El tractament estandard actual fou definit per Mitchinson I'any 1985, va descriure

quatre poblacions bacil - lars en les lesions i tres fases de tractament de la tuberculosi:

< Poblacié A: és una poblaci6 metabolicament activa, extracel-lular que creix
en pH neutre i amb una tensié d’oxigen elevada. Constitueix la poblacié
més nombrosa amb més de 108 bacils (44), quantitat que permet el
desenvolupament de resisténcies, i per tant és la responsable del fracas
terapéutic. El farmac més actiu en front aguesta poblacié és la INH, amb
capacitat bactericida, que en 2 o 3 dies destrueix el 90% de la poblacié

extracel - lular dels granulomes cavitats (fase I).

% Poblaci6 B: bacils en situacié intramacrofagica en medi acid i poca
oxigenacio, condicions que fan que tinguin poca activitat metabolica i
per aixo0 siguin dificils d’eliminar. Sén els anomenats “bacils
persistents”, responsables de les recidives mesos o anys després
d’acabar el tractament. El farmac més actiu en front aquesta poblacio és
la PZA que veu la seva activitat augmentada amb I’acidificacié del medi,
mentre que en aquesta situacié la INH i la RIF disminueixen la seva
activitat. A la capacitat que tenen els farmacs per eliminar aquesta

poblacié se I'anomena esterilitzant (fase II).

% Poblacié C: els bacils es troben en les lesions caseoses a un pH neutre on

passen llargs periodes de laténcia i esporadicament i en periodes curts,
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es multipliqguen. Juntament amb la poblacié B, sén també responsables
de les recaigudes en acabar el tractament. El pH de les lesions no és
suficient acid per la PZA i actua eficagment la RIF amb capacitat

esterilitzant (fase IlI).

< Poblacié D: les lesions postinfeccié estan formades per una poblacié poc
nombrosa i en fase de laténcia, que sera controlada pel sistema
immune. La manca d’activitat metabolica fa que els farmacs no puguin

actuar. Son els bacils responsables de les reactivacions endogenes.

1.3.7.2 Resisténcia als antituberculosos

Es parla de resistencia quan el tractament perd la seva eficacia, reapareixent o
persistint els simptomes i signes de la malaltia. En la practica clinica en un malalt amb
tuberculosi es sospita la resistencia quan no han desaparegut els simptomes clinics
després de dos mesos de tractament, persisteix la bacil - loscopia positiva després de
guatre mesos de tractament o reapareix després de la negativitzacio, i en cas que es
produeixi una recaiguda després d’haver finalitzat el tractament de manera correcte.
Cal també sospitar resisténcia quan el malalt ha tingut episodis de tuberculosi previs
sense resposta al tractament. Per a la confirmacié definitiva cal fer I'estudi de
sensibilitat als farmacs antituberculosos.

La resistencia en M. tuberculosis és d’origen cromosomic i es presenta espontaniament
durant la multiplicacidé, és irreversible i es transmet de forma vertical. Tot i que
I’aparicié d’un bacil mutant és espontania sense la necessitat de la pressié selectiva
d’un farmac, per a que tota una poblacié bacteriana esdevingui resistent si és
necessari el contacte previ amb el farmac. La taxa d’aquestes mutacions varia segons
I’antibiodtic, oscil-lant entre 10-3 per la PZA i 10-8 per I’ETB en farmacs de primera

eleccid. Si s’utilitza monoterapia, inicialment, en una primera fase s’elimina la majoria
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de bacils, i posteriorment hi ha una seleccié de mutants resistents al farmac utilitzat,
és el fenomen anomenat “fall and rise”, el que provocara la inutilitzacié del farmac per
aquesta soca de manera permanent

Quan es combinen dos o tres farmacs la freqliéncia de mutacié sera el producte de les
freqiiéncies parcials de cada antibiotic. Aixi en combinacions on intervenen tres
antibiotics com la INH, la RIF i la PZA la probabilitat d’aparicié de resistencies seria de
10-2" | motiu pel qual caldria una poblacié bacil-lar impossible d’encabir en un esser
huma.

El grup de treball de la /nternational Union Againts Tuberculosis and Lung Diseases i

I’OMS (201) han classificat les resisténcies en 5 tipus :

< Monoresisténcia: resistencia a un sol farmac de primera linia.

< Poliresisténcia: resisténcia a dos o més farmacs de primera linia, en cas de ser
INH i RIF s’anomenara multiresisténcia (MDR-TB).

< Resisténcia en casos nous (resisténcia primaria): resisténcia en malalts que no
han rebut mai tractament o ho han fet durant menys d’un mes.

< Resisténcia en casos préviament tractats (resisténcia secundaria): resistencia en
malalts que com a minim han rebut tractament antituberculés durant un mes.

< Resisténcia combinada: és la suma dels casos nous i els préviament tractats en

una zona determinada i en un temps determinat.

La multiresisténcia és actualment la resistencia bacteriana més preocupant i severa.
Una varietat de la tuberculosi multiresistent és I'anomenada extremadament resistent
(XDR-TB) on, a més dels criteris de multiresistencia INH i RIF resistents, també
presenten resisténcia en front les quinolones i al menys a un dels tres farmacs
injectables de segona linia: capreomicina, kanamicina o amikacina. La XDR-TB és el

resultat d’un mal maneig de la MDR-TB i del pobres programes de control.
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1.3.7.2.1 Programes de control. Estrategia DOTS i DOTS-plus

Per tal de controlar a nivell mundial la preocupant situacié6 epidemioldgica de la
tuberculosi cal establir mesures per evitar-ne la transmissio, identificant i tractant la
font de contagi. Per aix0, s’han creat els Programes Nacionals de lluita contra la
tuberculosis (PNT) on, com a principals objectius, es plantegen I’establiment de vies
per al diagnostic precoc, tractament i curacié dels casos de tuberculosi, fent especial
incidéncia en aquells que tenen bacil-loscopia positiva, i la implantacié d’estudis de
contacte amb les actuacions corresponents. Després de la potenciacié dels PNT a nivell
mundial i donada la cada vegada més complicada situacié, I'OMS va declarar la
tuberculosi com una emergencia mundial i va potenciar I’establiment de I'estratégia
del Tractament Curt Directament Observat (Directly Observed Treatment Short-course,
DOTS), on a grans trets es demana:

1) Compromis politic pel control eficac de la tuberculosi, garantint el recursos
necessaris per a dur a terme els PNT.

2) Establir una xarxa minima de laboratoris de nivell 1 (amb capacitat per a fer
bacil -loscopies), i establir laboratoris de nivell 2 (capacitat per fer
bacil - loscopies, cultiu i identificacio) i nivell 3 (amb la resta d’eines donant
totes les possibilitats de diagnostic), aixi com una xarxa de centres per a
recollir les mostres.

3) Tractament estandard amb DOTS durant com a minim els dos primers mesos.

4) Garantir el subministrament de farmacs, punt d’acompliment compromes en
els paisos amb pocs recursos, on sovint el subministrament de farmacs és
inestable.

5) Elaboracié d’un sistema de registre i informacié per avaluar el PNT, controlant
la despesa i demanda de material i farmacs.

Arrel de la farmacoresisténcia emergent com a reflex del deficient control de la
tuberculosi. Les arees amb nivells significatius de MDR-TB, I’estratégia DOTS requereix

ser reforcada amb la incorporacié i administracié de farmacs de segona linia. En
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aquest sentit es desenvolupa la estrategia DOTS-plus, que no esta concebuda com una
opcid universal, només cal executar en arees seleccionades per combatre I’epidemia

emergent de MDR-TB i on el programa DOTS funcioni eficacment.

Fig 27: Percentatge de cobertura del programa DOTS (Mar¢ 2008).
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Fig 28: Paisos amb casos confirmats de XDR-TB ( Juny 2008).
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1.3.7.3 Pautes de tractament actuals

1.3.7.3.1 Tractament de la infeccid tuberculosa latent

Tota persona que nho presenta manifestacions cliniques, radiologiques i

microbiologiques de tuberculosi i que presenti una prova de la tuberculina positiva, es

considera que té una infeccié tuberculosa latent. El seu tractament, anomenat també

quimioprofilaxis secundaria o tractament preventiu, té I'objectiu de prevenir el

desenvolupament de la infeccié cap a malaltia, essent alhora una eina important en

I’estrategia de control de la tuberculosi.

Estara indicada en persones en les seglients circumstancies:

< Coinfectades amb I'HIV amb PPD positiu.

< Coinfectats per I'HIV amb PPD negatiu, i evidencia de PPD anterior positiu (malalts
anergics).

< Persones amb PPD positiu en contacte amb pacients bacil - lifers.

< Nens menors de cinc anys amb PPD positiu.

< Persones amb viratge tuberculinic en els dos ultims anys.

< Persones amb PPD positiu i patologies de risc per a patir tuberculosi.

< Persones vinculades a situacions d’alt risc amb PPD positius (homes menors de 35
anys, dones menors de 30) (238).

El tractament d’eleccid és la monoterapia amb Isoniazida, excepte en aquells casos en

gue es sospiti resisténcia. La pauta que allarga el tractament fins a 9 mesos disminueix

el risc de reactivacié, amb un percentatge del 90 % d’exit en pacients complidors.

Pauta també recomanada en pacients HIV i nens menors de 4 anys. En pacients que no

toleren la isoniazida o es sospita la possibilitat de resistéencia es proposa com a

tractament alternatiu la monoterapia durant 4 mesos amb rifampicina, aquesta pauta

no seria la recomanable en pacients HIV positius per la interaccio amb la terapéutica

antiretroviral. En pacients en circumstancies especials es pot utilitzar la pauta

d’isoniazida més rifampicina durant 3 mesos, tot i que augmenta la toxicitat. S’havia
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proposat també I'lis de la combinacié de rifampicina i pirazinamida durant dos mesos
(114), perdo s’ha rebutjat per la seva alta toxicitat, que no seria justificada en un
tractament preventiu. En els casos de pautes combinades cal la supervisié del
compliment del tractament ja que s’utilitzen farmacs de primera linia en periodes de

temps curts (112, 238). Les pautes utilitzades es descriuen en la taula 9.

Taula 11 Pautes de tractament de la tuberculosi latent (112).

Pauta Dosificacié diaria Dosificacié intermitent Duracié total del
(només adults) tractament
INH 5 mg per kg 2 dies/setmana (15 mg per Kg) 6-9 mesos en adults.
9 mesos en HIV pos. i
nens.
RIF 10 mg per kg 4 mesos en adults; 6

mesos en nens

INH+RIF 5 mg + 10 mg per kg 3 mesos

1.3.7.3.2 Tractament de la malaltia

En el tractament de la malaltia la pauta més utilitzada i recomanada és la continuada
de sis mesos, considerada el tractament estandard en els casos nous. Diferents pautes
en diferents circumstancies han estat recomanades per la OMS (taula 10) (167).

La pauta de tractament estandard caldra modificar-se en pacients que pateixen
silicotuberculosi, cirrosi hepatica, hepatitis alcoholica, insuficiencia renal, embaras i en

una mare en periode d’alletament.
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Taula 12. Terapia antituberculosa de curta durada recomanada per I’'OMS (167).

Categoria Pacients Fase inicial2 Fase de continuitat
1 Pacients nous amb: Recomanat Recomanat
INH RIF PZA ETB b 4 INH RIF
. bacil - loscopia positiva.
. tuberculosi pulmonar bacil - loscopia negativa i localitzacié parenquimal
extensa. Opcional Opcional
. HIV concomitant. 2(INH RIF PZA 4 (INH RIF)30
. formes severes de tuberculosi extrapulmonar. ETB)30 6 INH ETB
2 INH RIF PZA ETB
1] Pacients préviament tractats amb TP i bacil - loscopia positiva en situaci6 de : Recomanat Recomanat
. recaiguda. 2 HRZES / 1 IRZEd 5 HREd
* Incomplimen.t Opcional Opcional

2 (HRZES)3 / 1 HRZE  5(INH RIF ETB)

Pacients de la categoria | amb fracas terapéutic en comunitats amb un adequat Régims especialment dissenyats,

programa de seguiment de resisténcies, alts nivells de MDR-TB i capacitat per realitzar estandards o individualitzats

estudis de sensibilitat

En una comunitat: Recomanat: Recomanat
. on es coneix la baixa incidencia de MDR-TB o amb la confirmacié de 2 INH RIF PZA ETB 5 INH RIF ETB
tuberculosi sensible als antituberculosos STR/ 1 INH RIF PZA
. amb  pobres programes de seguiment, abséncia de dades ETB
epidemiologiques i pocs recursos per implementar tractaments Opcional: Opcional:

2 (INH RIF PZA ETB  5(INH RIF ETB)3

individualitzats

STR)3/ 1 INH RIF PZA

ETB3
1] Pacients nous amb bacil - loscopia negativa (no inclosos en I'apartat I) i formes lleus de Recomanat: Recomanat
tuberculosi extrapulmonar 2 INH RIF PZA ETBe 4INH RIF
4(INH RIF)3
Opcional: Opcional
2 (INH RIF PZA ETB)3 4 (INH RIF)3 0
o 6 INH ETB

2 INH RIF PZA ETB

v TB Cronica (bacil-loscopia positiva al finalitzar el re-tractament supervisat); casos Regims especialment dissenyats,

comprovats o sospitosos de MDR-TBf estandards o individualitzats

a: El nombre que precedeix les inicials del farmac indica la durada del tractament en mesos. Els nimeros que apareixen després de les inicials en
superindex, indiquen el nombre de vegades per setmana que s’han d’administrar els farmacs. L’abséncia de nombre indica que seran
administrades diariament.

b: ETB: etambutol; INH: isoniazida; RIF: rifampicina; PZA: pirazinamida.

c: I’estreptomicina (STR) es pot utilitzar en lloc de I’etambutol. En meningitis tuberculosa, I'etambutol cal substituir-lo per la estreptomicina.

d: el tractament diari és preferible. D’altra banda, dos cops per setmana també és una opcid acceptable.

e: L'etambutol pot ser eliminat en pacients amb tuberculosi pulmonar no cavitada, amb bacil - loscopia negativa, HIV negatiu, pacients amb

formes lleus de tuberculosi extrapulmonar, i nens o adolescents amb tuberculosi primaria.

f: és recomanable fer I’antibiograma en pacients que han estat en contacte amb MDR-TB
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Objectius principals:
1. Avaluar els metodes diagnostics del laboratori de Micobacteris:
examen directe, amplificacié d'acids nucleics, aillament per cultiu,

i identificacio.

2. Seguiment de les resistencies als antituberculosos en els malalts
nous i amb tractament previ.

Objectius secundaris:
1. Avaluacié de dos sistemes no radiomeétrics (MB/BacT ALERT® i
BACTEC MGIT 960°) per l'estudi de la sensibilitat als

antituberculosos de primera linia.

2. Caracteritzaci®6 molecular dels mecanismes de resisténcia als
farmacs de primera linia.

3. Descripci6 dels diferents llinatges de les soques resistents aillades
a I’Hospital de la Santa Creu i Sant Pau.
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3.1 Poblacio de referéncia

Material i metodes

L’Hospital de la Santa Creu i Sant Pau (HSCSP) déna servei a una poblacié del voltant de

300.000 individus. La majoria de la seva poblacié d’influéncia pertany als districtes de

L’Eixample Dret, Gracia, Horta-Guinardé, Sant Andreu i Sant Marti. El 49% dels seus

usuaris s6n majors de 65 anys amb una distribucié de sexes homogénia. (Consorci

sanitari de Barcelona. Memoria HSCiSP 2006). Les taxes d’immigracidé, economiques i

de tuberculosi queden reflectides a la taula 13.

Taula 13: Taxes d’immigracié. economiques i de tuberculosis per districtes de Barcelona (Departament
d’estadistica. Ajuntament de Barcelona. (15)).

Districte index Renda familiar  Taxa immigracié Taxa de tuberculosi % nacionalitats
per capita 2005 2006 2006 estrangeres més
freqiients (gener 2007)
Barcelona 100 59,1 27,7 Equador 10
Italia 7
Bolivia 6,5
Ciutat Vella 72.0 170,7 83,74 Pakistan 14,6
Filipines 9,9
Marroc 9,6
Eixample 116,3 59,9 20,19 Italia 10,2
Xina 8,1
Equador 7,1
Sants-Montjuic 80,7 64,5 38,92 Equador 12,1
Marroc 7,1
Peru 6,9
Les Corts 139,4 45,6 11,84 Franca 9,3
Italia 8,8
Colombia 6,4
Sarria- 178,8 45,3 8,11 Italia 11,8
. Franca 11,7
Sant Gervasi
Alemanya 5,9
Gracia 104,5 52,5 21,22 Italia 11,3
Equador 7,0
Franca 6,6
Horta-Guinardo 85,5 39,1 17,16 Equador 14,6
Bolivia 8,4
Perd 8,1
Nou Barris 68,5 442 27,00 Equador 23,2
Bolivia 10,6
Peru 6’6
Sant Andreu 82,4 443 15,70 Equador 16,3
Peru 11,2
Marroc 7,6
Sant Marti 85,7 49,9 27,31 Equador 11,9
Pakistan 7,0
Peru 6,8
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La taxa de tuberculosi va directament lligada a les condicions socioeconomiges de la
poblacié. La major taxa de tuberculosi de la ciutat es detecta al districte de Ciutat Vella
on I'index familiar de renda per capita es troba 23 punts per sota del de la ciutat de
Barcelona i presenta la major taxa d’immigracid, gairebé triplicant la de la ciutat de
59,1 a 170,7. Aquestes dades es veuen reflectides en la taxa de tuberculosis
observada amb un valor de 83,74, comparada amb el 27,7 de tota la ciutat. També es
destacable que la majoria de la poblacié immigrant prové de paisos amb una elevada
prevalenca de tuberculosi. A I’altra banda de la forquilla es troba el districte de Sarria-
Sant Gervasi, amb una taxa de tuberculosi del 8,11, on la taxa de renda familiar per
capita és del 178,8 i la d’'immigracié del 45,3, i on la majoria d’'immigrants provenen
de paisos europeus amb una baixa prevalenca de tuberculosis.

Les dades de la poblacié dels districtes d’influéncia de I’'HSCiSP es troben en un nivell
mig. L’index de renda familiar per capita oscil-la entre el 85,5 d’Horta-Guinardé i el
116,3 de I'’Eixample. Les taxes d’immigracié oscil-len entre 59,9 de I'’Eixample i 39,1
d’Horta-Guinardé. El terme mig d’aquestes dades també es veu reflectit en les taxes
de tuberculosis que s’observen, des del 27,31 de Sant Marti , molt propera a la global
de la ciutat de Barcelona (27,7) al 17,16 d’Horta-Guinardé.

Per a I'analisi de les dades d’evoluciéo de I'aillament de les diferents espécies de
micobacteris és util coneixer I'evolucié de la infeccié pel VIH i els casos de SIDA a la

ciutat de Barcelona (figura 29).
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Figura 29:Evolucié anual dels nous casos, del nombre de morts i dels casos de SIDA que consten com a vius a 30 de

setembre de 2007. Nous diagnostic d’infeccié pel VIH (2001-2006).
Font: Agencia de Salut Publica. Consorci sanitari de Barcelona. Informe 76 SIDA a Barcelona.
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3.2 Digesti6 i descontaminacié (5, 69)

La N-Acetil-L-Cisteina (NALC) és un bon agent mucolitic que a concentracions entre
el 0.5 i el 2 % pot digerir rapidament esputs amb un elevat contingut de moc. La
descontaminacié es porta a terme mitjancant l’addici6 de hidroxid sodic. La
concentracio final de NaOH a la mostra és d’un 1%. Cal tenir en compte que la vida
util de la mescla és curta, 24 hores, tot i que la participacio del citrat sodic ajuda a
la prevencié de la inactivacié de la NALC actuant com a quelant captant els ions
metal - lics que poden estar presents en la mescla. El tampo6 fosfat utilitzat per a la

neutralitzacié fa també més efectiva la sedimentacié dels micobacteris.
<+ Reactius

. Solucié de treball (preparar la mescla abans de la seva utilitzacié i rebutjar-la 24
hores després de la seva preparacio).

= N-acetil-cisteina 2.5g

=  Citrat sodic 3% 250ml
citrat sodic dihidratat 33¢g
aigua destil - lada 1000 ml

= NaOH 4% 1N 250 ml
hidroxid sodic (NaOH) 409
aigua destil - lada 1000 ml

. Tamp6 fosfat

= NaHPO4 4.73 g

= KH:PO4 453¢g

= aigua destil-lada 1000 ml.

Autoclavar els reactius a 121°C durant 15 minuts

< Procediment

Col - locar la mostra en un tub de fons conic estéril de 50 ml.
Afegir un volum equivalent de solucié de treball.
Homogeneitzar amb un mesclador no més de 30 segons.
Deixar a temperatura ambient 15 minuts.

ui N W N~

Afegir el tampo6 fosfat fins a un volum de 50 ml. Mesclar bé invertint el tub varies
vegades.
6. Centrifugar a 4000 rpm durant 20 minuts. Decantar el sobrenedant.
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7. Fer dues extensions en un portaobjectes i fixar per d’escalfor a 65-70°C durant
dues hores.

8. Resuspendre el boté amb aigua destil-lada estéril per tal de sembrar en els medis
de cultiu triats.

3.3 Examen directe (5, 171, 246)

3.3.1 Tinci6 de Ziehl-Neelsen

<+ Reactius:

« Fucsina de Ziehl

fucsina basica 3¢9
fenol 50 ml
etanol 100 ml

% Solucié acid-alcoholica
acid clorhidric 3 ml
alcohol etilic 97 ml

« Colorant de contrast
blau de metile 0,3¢g
aigua destil - lada. 100 ml

< Procediment

1. Recobrir la preparacié amb fucsina de Ziehl. Deixar-la actuar durant 20 minuts.
Escalfar amb un flamejador de manera periodica, al comencar i cada 10 minuts.
Decantar i rentar amb aigua.

2. Decolorar amb la solucié acid-alcoholica de 30 segons a 2 minuts.

Rentar amb aigua.

3. Recobrir la preparacié amb blau de metilé durant 1 minut.
Decantar, rentar amb aigua i assecar.

4. Observar al microscopi amb objectiu d’immersié (100x)

3.3.2 Tincié amb Auramina
< Reactius:

< Auramina. (ref: CLO0O01-1 Reactivos para diagnostico (REDI)).

< Solucié acid-alcoholica
acid clorhidric 3 ml.
alcohol etilic 97 ml.

< Colorant de contrast
Permanganat potassic. (ref: CL 0031-1 Reactivos para diagnostico.(REDI))
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KD

% Procediment

Tenyir per immersié la preparacié amb auramina 20 minuts. Rentar amb aigua.
Decolorar durant 2minuts amb la solucié acid-alcoholica. Rentar amb aigua.

Tenyir per immersié amb permanganat de potassi durant 2 minuts.

Observar al microscopi de fluorescéncia (40x). Quan s’observin bacils acid-alcohol
resistents cal comprovar amb una tincié de Ziehl-Neelsen. Es pot utilitzar la mateixa
extensiod i tenyir a sobre.

N W N =

Obtencid, calcul i expressié de resultats
Observar al microscopi la preparacié i comptar els bacils acid-alcohol resistents.
Els resultats s’expressen segons la taula seglient:

Taula 14: Quantificacié de les bacil.loscopies.

N° bacils acid-alcohol resistents (baar) Resultat

100x 40x

0 0 No s’observen baar
1-2/300 camps 1-2/250 camps No s’observen baar
1-9/100 camps 1-9/25 camps S’observen escassos baar
1-9/10 camps 1-9/10 camps S’observen alguns baar
1-9 camp 1-9 camps S’observen bastants baar
> 9 camp > 9 camp S’observen abundants baar

3.4 Medis de cultiu, incubacié i lectura (5, 134, 206)

En funcié de la sospita etiologica i de la localitzacié6 anatomica de la mostra
s’inocularan uns i/o altres medis de cultiu, i s’incubaran a diferents temperatures i
durant un temps més o menys llarg. Distribuirem la mostra previament
descontaminada, homogeneitzada i concentrada pels diferents medis de cultiu de la
seglent manera:

¢ tubs de Lowenstein-Jensen: 0.4 ml de mostra
¢ 0,5 ml de mostra en 1flascé de medi liquid, s’utilitzaran de forma alterna
setmanalment
BD BACTEC™ 12B (complementat amb 0.1 ml de PANTA suplement antibiotic)
BacT/ALERT® MP (complementat amb 0.5 ml de MB/BacT® Antibiotic Supplement)
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En biopsies de pell i mostres on es sospiti la preséncia de micobacteris de creixement

rapid caldra incubar un dels 2 tubs de medi solid a 28-30°C i sembrar un BD BACTEC™

12B (complementat amb 0.1 ml de PANTA) per incubar-lo a 28-30°C.

Per 'estudi de micobacteris en sang o moll d’os s’inocula un vial de BacT/ALERT® MB,

gue un cop arriba al laboratori cal suplementar amb 0.5 ml del vial d’enriquiment.

KD
£X4

Incubacié i lectura

Taula 15: Tipus de medis utilitzats al laboratori de micobacteris de I’'HSCiSP, temps d’incubacié i
periodicitat en la lectura

Tipus de medi Temperatura d’incubacié (°C) Temps d’incubacié Periodicitat de lectura
Lowenstein-Jensen 35-38i/028-30 8 setmanes Quinzenal
BD BACTEC™ 12B 35-37i/028-30 8 setmanes ler mes: dos cops

per setmana

2on mes: setmanal

BacT/ALERT® MP 37 8 setmanes Lectures

automatiques diaries.

BacT/ALERT® MB 37 12 setmanes Lectures

automatiques diaries

3.5

Deteccié d’acids nucleics directament en la mostra clinica

Per a la realitzacié de la técnica s’han utilitzat els kits de la casa Gen-Probe, Amplified

Mycobacterium Tuberculosis Direct test (AMTD) (BioMerieux/Gen-Probe), seguint el

protocol indicat pel fabricant.

Preparacié de la mostra:

Dispensar 50ul del tampé diluent de mostra en cada un dels tubs de lisi necessaris.
Dispensar 450ul del sediment de la mostra descontaminada, 450ul de control negatiu i
450ul de control positiu en el tub de lisi corresponent. Homogeneitzar.

Sonicar durant 15 minuts per tal de lisar els micobacteris.

Reconstituir el reactiu d’amplificacié liofilitzat amb 3 ml del tampé de reconstitucio i
homogeneitzar fins la seva complerta dissolucié. Aliquotar 0.5 ml en tubs eppendorf de
1.5 ml. I congelar a -20°C.

Dispensar 50ul del reactiu d’amplificacié en el fons del tub d’amplificacié.

Dispensar 200ul del reactiu oli en el tub d’amplificacié.

Transferir 25 ul del lisat, control d’amplificacié negatiu i control d’amplificacié positiu
en el fons del tub d’amplificacio.
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7. Col-locar la gradeta de tubs d’amplificacié en el incubador Gen-Probe a 95° durant 15
minuts.

8. Col-locar la gradeta de tubs d’amplificaci6 en el incubador Gen-Probe a 42° durant 5
minuts.

9. Reconstituir el reactiu enzim amb 1.5 ml. de tampé de dilucié de I’enzim.
Al -liquotar 0.25 ml/tub i congelar a -20°C
Dispensar 25 ul de la mescla enzimatica en cada tub d’amplificacié, mantenint-los a
42°C.
Mantenir la mescla enzimatica a la nevera fins el moment d’utilitzar-ho.

10. Tapar els tubs amb una lamina adhesiva. Agitar la gradeta de tubs d’amplificacié per
aconseguir una bona homogeneitzacié de les mostres amb I’enzim.

< Hibridacid i deteccio:

1. Afegir 100 pl de reactiu d’hibridacié Mycobacterium tuberculosis hybridization
reagent (reconstituit amb 6 ml de Mycobacterium hybridization buffer) .
Homogeneitzar 1 seg. tres vegades.

Incubar a 60°C 15 minuts en bloc de calor de Gen-Probe

Treure i afegir 300 pul de Mycobacterium selection reagent.

Mesclar 1 seg. tres vegades.

Incubar a 60°C 15 minuts en bloc de calor de Gen-Probe.

Treure i refredar a T* ambient durant 5 minuts.

Llegir amb el luminometre.

NV AEWN

*,

< Interpretacié dels resultats:

Control negatiu >20.000 RLU (unitats relatives de luminescéncia)
Control positiu > 500.000 RLU

Mostres negatives < 30.000 RLU

Mostres positives > 106 RLU

Mostres indeterminades entre 30.000 i 1.000.000 RLU.

3.6 Identificacio dels micobacteris

L’algoritme per a la identificacié escollit en el nostre laboratori s’inicia amb la
confrontacié6 amb les sondes d’hibridacié6 AccuProbe (BioMerieux/Gen-Probe). En cas
de no ser resolutives, es continua amb una identificacié fenotipica de pigmentacio,
velocitat i temperatura optima de creixement seguit de PCR-RFLP Asp65, si aquest no
és resolutiu es seqiiencia una part del gen que codifica per a la 16S rRNA i/o del gen

qgue codifica per a la Asp65. L’algoritme de treball esta esquematitzat en la figura 30.
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Figura 30: Algoritme de treball per a la identificaci6é d’espécies al laboratori de micobacteris de I’HSCiSP

Mostra clinica: examen directe

Detecci6 d’acids nucleics de M. tuberculosis complex en la mostra

Cultiu positiu

morfologia microscopica del cultiu liquid ( Ziehl-Neelsen)

morfologia colonia (medi solid) \

Subcultius per l'estudi de velocitat

de creixement i pigmentacié.

Hibridacié d'acids nucleics

negativa positiva

PRA hsp65 M.tuberculosis complex

M. kansasii / B l .......................... ,
éAnaIisi de

Si PRA no M. avium les RD

resolutiu .
M. intracellulare

M. gordonae

M. tuberculosis

16S rDNA seq. M. bovis
M. bovis-BCG

M. bovis sp caprae
M. africanum
M. microti

MNT
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3.6.1 Identificacié per sondes de hibridacié. Accuprobe [BioMerieux, Gen-probe] (5,

132,159, 197)

El sistema utilitza una sonda de DNA monocatenari amb un marcador
quimioluminiscent, que es complementaria al rRNA de I'organisme diana. Es disposa
de sondes comercials especifiques per al complex M. tuberculosis, per al complex M.

avium, i per a les espécies M.aviumi M. intracellulare, M. gordonae, i M. kansasii.

7

< Procediment

1. En cas de treballar a partir d’un vial liquid dispensar 2 ml del vial amb creixement i
centrifugar a 4000 r.p.m. durant 20 minuts. Decantar completament el sobrenedant.
2. Resuspendre en 100ul de reactiu 7 i 100ul de reactiuv 2. Agitar enérgicament fins la
total resuspensié del sediment.
3. Transferir 200ul de la suspensioé al tub de reactiu de lisis [Lysing reagent tube]. En cas
de treballar amb colonies a partir de medi solid farem la suspensio directament al tub
de lisi.
Ultrasonicar 15 minuts a temperatura ambient.
Inactivar 10 minuts a 95°C.
Transferir 100 pl del lisat al tub d’hibridacié.
Incubar 15 minuts a 60°C.
Afegir 300 pl de reactiu 3 i incubar a 60°C.
5 minuts per M. avium complex, M. avium, M. intracellulare i M.
gordonae
8 minuts per M. kansasii
10 minuts per a M. tuberculosis complex
9. Deixar refredar 5 minuts a temperatura ambient i llegir al luminometre.
Valor > 30.000 positiu
Valor < 30.000 negatiu

© Ny A

3.6.2 Estudi de velocitat i temperatura Optima de creixement i pigmentacié (5, 133,
136, 244)

Per tal d’orientar la identificacié del micobacteri aillat, cal tenir sempre present com a
referencia la seva velocitat i temperatura optima de creixement, aixi com el tipus de

pigmentacio.
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< Procediment:

1. Preparar una suspensié bacteriana 1 McFarland de la soca a identificar (cultiu recent
2-3 setmanes) en un tub amb aigua destil - lada estéril i perles de vidre.

2. Realitzar dilucions 1/10.000. Preparar 4 tubs amb 9 ml d’aigua destil-lada esteril i
passar 1 ml de la suspensié inicial al tub 1 i aixi successivament fins el tub 4.

3. Sembrar 0.1 ml en 6 tubs de Léwenstein-Jensen, embolicar-ne 3 amb paper d’alumini.
Incubar una parella de tubs, un tapat i I'altre sense tapar, a cada temperatura
d’incubacio, 30, 37 i 42°C.

4. Observar als 3, 5 i 7 dies, i posteriorment setmanalment. Els aillaments que creixin
durant els primers 7 dies es consideraran micobacteris de creixement rapid, i els que
creixin després de creixement lent.

5. Quan el creixement ja és visible en el tub sense tapar es desemboliquen els tubs
tapats, si no presenten pigmentacié, per tal d’induir-ne la produccié cal exposar un
dels tubs a la llum d’una bombeta de tungsté a 20 cm aproximadament durant 2h.

6. Posteriorment el tub es torna a tapar i es segueix incubant 24 i/o 48 hores buscant un
possible canvi en la pigmentacio.

Canvi de color: soca fotocromogena (cal tenir en compte que M. szulgai és
fotocromogen a 25°C i escotocromogena a 37°C)

Sense canvis: soca no pigmentada

Soca ja incialment pigmentada: soca escotocromogena

3.6.3 Analisi del polimorfisme dels fragments de restriccié6 associats al gen Asp65
(PCR-RFLP Asp65) (42, 52, 70, 127, 205, 224, 226)

< Extraccié de DNA

A partir d’un cultiu solid es realitza una suspensi6 de 2 o 3 colonies en 500 pl d'aigua
destil.lada esteéril, s’inactiven els micobacteris al bany a 95° 20 min.
L'extraccio6 de DNA es realitza amb el kit /nstagen Matrix (BioRad) seguint les

instruccions de la casa comercial.

< Obtencié d’amplificats per PCR, obtencié dels fragments de restriccié.

Es realitza 'amplificacié d’un fragment d’unes 440 pb del gen Asp65 que codifica per
una proteina de xoc térmic de 65 kDa. amb els iniciadors Tb11 i Tb12. Posteriorment
es realitza la digestiéo d’aquest fragment amb els enzims BsiEll i Haelll segons el

protocol descrit per Telenti i cols. 1993 (226).
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Iniciadors

¢ Tbl11 5~ ACCAACGATGGTGTGTCCAT-3’
¢ Tb125- CTTGTCGAACCGCATACCCT-3’

< Analisi dels patrons de restriccié

La separaci6 dels fragments es realitza per electroforesi en gel d’agarosa al 4 % i la

visualitzacié dels fragments obtinguts amb llum UV mitjancant la tincié del DNA amb

bromur d’etidi. Les imatges obtingudes es guarden informatitzades i analisi dels

fragments es realitza amb el sistema informatic Bio /mage System (Millipore; USA) i

Fingerprinting Il Informatix Software (Bio-Rad, CA, USA) (figura 31).

Un cop obtingudes les mides dels fragments la identificaci6 de I'espécie de

micobacteri es realitza comparant aquest patrons amb els algoritmes publicats per

Brunello i cols. i amb les actualitzacions que han proposat Chimara i cols Esparcia i

cols. (en premsa) , i amb els inclosos a la base PRAS/TE disponible per internet: www.

app.chuv.ch/prasite (taula 16).

Figura 31:
Carrils 1,2,7,8 marcadors de pes
molecular conegut.

Carrils 3 i 4 digestions amb Bséll i
Haelll d’una soca de M. xenopi.

Carrils 5 i 6 digestions amb BstEll i Haelll
d’un patr6  corresponent a M.
intracellulare o M. chimaera (caldra la
seqlienciacio per identificar-1a).
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taula 16: Algoritme per a la identificacid dels aillaments de micobacteris a nivell d’espécie per PCR-RFLP Asp65

llargada dels fragment digerits llargada dels fragment digerits

amb BseEll (bp) amb Haelll (bp) b Espéciesc
197, 87,58 M. confluentis
( 184, 107 M. gilvum
175, 87,59 M. gadium CIP105388
. » 171,87 M. tusciae
No digestio 168, 127 M. triviale DSM44153
161, 87,59, 58 M. vaccae CIP105934
(160), (85), (55) M. flavescens Type Il1
(145), (130) M. simiae Type V
145, 127 M. florentinum DSM44852
145, 127 M. lentiflavum Type | CIP105465
145, 87, 59, 58, 52 M. komossense C1P105293
145, 87, 59, 58 M. parafortuitum CIP106802
145, 69, 58, 54 M. brumae
139,98, 58, 51 M. holsaticum DSM44478
139, 87,58 M. flavescens Type Il
139, 58, 51 M. flavescens CIP104533
139, 58, 51 M. novocastrense CIP105546
134, 127,65 M. duvalii CIP104539
127,114, 70, 58 M. aurum Type Il CIP 104465
127,103, 69 M. szulgai
\ 127,103, 59 M. nebraskense ATCCBAA-837
[ 196, 69, 58, 54 M. aichiense
185, 145 M. fallax CIP81.39
181, 127 M. terrae Type | ATCC15755
161, 123, 58 M. rhodesiae
(145), (130) M. lentiflavum Type Il
(145), (130) M. simiae Type IV
145, 127, 59 M. montefiorense ATCCBAA-256
145, 127,51 M. triplex CIP106108
(145), (115), (70) M. terrae Type V
145, 65, 59, 58 M. mucogenicum Type IV
325, 116 145, 65, 59, 58 M. phocaicum Type Il
145, 58 M. arupense Type | ATCCBAA-1242
145 M. cookii CIP105396
(140), (85), (60) M. terrae Type VII
139, 94, 58 M. nonchromogenicum Type Il
139, 87,58 M. chitae
139, 65, 58 M. mucogenicum Type V
139, 58 M. terrae Type Il
(130), (110), (70), (60) M. gordonae Type VIII
(230), (95), (75), (60) M. kansasii Type V
127,112, 70,59 M. gordonae Type IV
127,112, 69 M. kumamotonense
\ 127,103 M. genavense
310, 131 [ 197, 60, 58, 54 M. chelonae
197, 60, 58, 54 M. salmoniphilum ATCC13758
175, 87,58 M. sphagni DSM44076
161, 123, 58 M. madagascariense CIP104538
160, 112, 111 M. haemophilum
145, 69, 58, 54 M. immunogenum CIP106684
139, 134,51 M. elephantis Type | CIP106831
139, 134,51 M. pulveris
(140), (100), (60) M. elephantis Type Il
139, 94,78 M. canariasense CIP 107998
139, 94,78 M. cosmeticum ATCC BAA-878
139, 65, 58 M. mucogenicum Typel ATCC49650
127,114, 58 M. botniense DSM44537
127,94, 78 M. lacus DSM44577
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llargada dels fragment digerits
amb BstEll (bp)

llargada dels fragment digerits

amb Haelll (bp)ab

Espéciesc

-

310, 116 <

231, 210

244, 139
181, 161
181, 139
172,139

146, 139, 58
145,78, 58
145, 65, 58
145, 65, 58
139, 87,58
139, 87,58
139, 65, 58
223, 106
197, 87,58
197, 69, 58
197, 69, 58
(190), (105), (80)
188, 126
(185), (130)
178,134, 72,51
178, 98, 51
162, 94, 51
161, 58, 51
161, 58, 51
(155), (140)
146, 139, 98, 52
145, 139, 75
(145), (130), (60)
(145), (130)
(145), (130)
145, 129, 127
145,127, 95
145, 127
145,127
145, 127
145, 127
145,106, 78
145, 106, 78
145, 106, 78
145, 106
(145), (105), (80)
145, 69, 58, 52
(140), (125), (60), (50)
(140), (105), (80)
140, 81, 58, 51
139, 123, 98, 52
139, 123, 98, 52
139, 123, 98, 52
139, 123, 58, 52
139, 112, 69
139, 103, 58
139, 103
139, 87, 59, 58
139, 87, 58
139, 87,58
127,112, 95
127,112
127,112
127,112
127,103, 78
127,103, 78
127, 103, 59
127,103
127,103
127,94, 81,78
127,94
127,78, 58
(120), (115), (110)
112, 106

343 IS IS IS IS IS IS4 I I I I I I I I I I i i 3 i i

. fluoranthenivorans DSM44556
. fredericksbergense DSM44346
. terrae Type Il

. neoaurum CIP105387

. diernhoferi CIP105384

. augbanense CIP 108543

. phocaicum CI1P108542 Type |

mucogenicum Typell CIP105223
mucogenicum Type 11
phocaicum Type Il

phocaicum Type IV

. shottsii ATCC700981

moriokaense CIP105393

. bolletii CIP 108541

massiliense CCUG 48898

. ulcerans Type Il

. simiae Type |

. genavense Type Il ATCC51233
. thermoresistibile CIP105390

hassiacum CIP105218
poriferae

. austroafricanum CIP 105395
. vanbaalenii DSM7251
. simiae Type Il

peregrinum Type | CIP105382
parascrofulaceum Type V
parmense CIP107385

. seoulense DSM44998

. intracellulare Type Il

. intermedium CIP104542

. scrofulaceum Type |

. saskatchewanense ATCCBAA-544
. simiae Type VI

.avium Type 11

interjectum Type |

. ulcerans CIP105425
. pseudoshottsii ATCCBAA-883

marinum
bohemicum CIP 105811

. malmoense Type Il

. abcessus

. senegalense Type 11l ATCC35796
. intracellulare Type 11

. phlei CIP105389

peregrinum Type Il

. septicum ATCC700731

porcinum ATCC33776

. boenickei CIP107829

. terrae Type IV

. kubicae CIP106428

. conspicuum CIP105165

chubense CIP106810

. chlorophenolicum CIP104189

obuense

. intracellulare Type V
. gordonae Type V
. interjectum Type Il

heidelbergense CI1P105424
kansasii Type | CIP104589

. branderi CIP104592
.avium Type Il

. avium Type | ATCC25291
. colombiense CIP108962

parascrofulaceum Type Il

. palustre DSM44572

. celatum Type | CIP106109
. intracellulare Type IV

. asiaticum DSM44297
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llargada dels fragment digerits

amb BstEll (bp)

llargada dels fragment digerits

amb Haelll (bp)ab

231,131, 79

;

231, 116, 94 <

N

-
-

231, 116, 79 <

N

181, 161
(175), (80)
161, 145, 59
161, 87, 58
145,123, 58
139, 81, 58

146, 145, 98, 52

146, 139, 98, 58

145, 123, 58, 52

145, 123, 58, 52

145,127
145,123, 58
145,123, 58
145, 81, 58
(140), (85)

(140), (120), (95)
139, 103, 69

139, 123, 98, 52
139, 123, 59
139, 123, 58
139, 87, 58
139, 81, 58

(130), (105), (80)

(130), (95), (70)

127,103, 101
127,103, 69
127,103, 69

127,94

161, 112, 59
161, 103, 59
(155), (110)
(145), (130)
145, 127, 59
145,127, 57

145, 127
145,105, 78
(145), (70), (60)

(140), (125), (100)

139, 123, 58
139, 58
127,112, 95
127,112
127, 94, 59, 51

210,115
181, 139, 52
161, 112, 57
161, 104, 59
152, 127, 69

145, 123, 58, 52

145,127
145, 58, 54

141,123, 58, 52

139, 123, 58, 52

139, 123, 58, 52

139, 123, 58, 52

139, 123, 58, 52

139, 94

(135), (90), (85)

(130), (95)

(130), (115), (75), (60)
1

(125), (95)

I E E E E aE  F L L F E S L E L E E L

Espéciesc
. doricum DSM44852
.aurum Type |
agri
monacense

smegmatis CIP104444
tokaiense CIP106807

. alvei CIP103464

peregrinum Type 11
mageritense Type | CIP104973

. alvei Type Il

simiae Type Il
goodii ATCC700504

. mageritense Type Il
. murale CIP105980

wolinskyi Type Il

. gordonae Type VI

shimoidei DSM44152
senegalense Type Il

. fortuitum Type 1l ATCC19542
. wolinskyi Type | ATCC700010

mageritense Type 11
hodleri CIP104909
celatum Type Il ATCC51130

. kansasii Type Il
. kansasii Type Il

gastri

. kansasii Type VI

parascrofulaceum Type IV

. gordonae Type I1X

heckeshornense DSM44428

. gordonae Type VII
. lentiflavum Type 111

chimaera CIP107892

. intracellulare Type |

scrofulaceum Type Il
malmoense

terrae Type VI
brisbanense CIP107830

. terrae Type VIII

hiberniae

. gordonae Type X

gordonae tipo 111

. intracellulare Type VI

gordonae Type Il

. senegalense Type IV ATCC35796
. gordonae Type |

xenopi
tuberculosis complex

. fortuitum Type | ATCC6841
. sherrisii ATCCBAA-832
nonchromogenicum Type | DSM44164

farcinogenes

conceptionense CIP108544
houstonense ATCC49403
neworleansense ATCC49404
senegalense Type | CIP104971
parascrofulaceum Type |
fortuitm type I11

. lentiflavum Type 1V
. kansasii Type IV

. parascrofulaceum Type || ATCCBAA-614
. scrofulaceum Type Il

a. les mides entre [ ] son els observats per a aquest fragments en patrons descrits anteriorment (70, 175, 189, 218, 224).
b. les mides entre () son els derivats de I’analisi de la sequéncia.
[ (NF) diana de restricci6 no trobada en la seqtienciacié. NF fragment no trobat en el patré de PRA la negreta indica PRA que no figura en algoritmes definits per

Telenti i cols. (226)., Taylor i cols. (224), i Devallois i cols. (70). Especies amb més de dues soques estudiades, es mostra la mida mitja.
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3.6.4 Analisi de les regions de diferenciacié (RDs) a M. tuberculosis complex (170)

Analisi de la presencia o abséncia d’unes regions concretes anomenades RD (Regions of
Diference) que es troben delecionades de forma especifica en alguns membres del

complex M. tuberculosis.

% Extraccié de DNA

A partir d’un cultiu solid en Iéwenstein-Jensen es realitza una suspensi6é de 2 o 3
colonies en 200 ul d'aigua destil.lada esteéril, s’inactiven els micobacteris al bany a 95°
20 min. L’extraccié de DNA es realitza amb el kit /nstagen Matrix (BioRad) seguint les

instruccions de la casa comercial.

% Obtencié d’amplificats per PCR
Realitzarem 4 PCR per detectar la preséncia o abséncia de les regions RD1, RD9,
RD10iRDIT1T.

Iniciadors:

¢ RDI (regié present de 150 bp; regié absent de 200 bp)
ET1 5’- AAG-CGG-TTG-CCG-CCG-ACC-GAC-C-3’
ET2 5’- CTG-GCT-ATA-TTC-CTG-GGC-CCG-G-3’
ET3 5’- GAG-GCG-ATC-TGG-CGG-TTT-GGG-G-3’

¢ RD 9 (regié present de 306 bp; regié absent de 206 bp)

RD9 FF 5’- GTG-TAG-GTC-AGC-CCC-ATC-C -3’
RD9 Int 5’- CAA-TGT-TTG-TTG-CGC-TGC -3’
RD9 FR 5 - GCT-ACC-CTC-GAC-CAA-GTG-TT -3’

¢ RDI10 (regi6 present de 308 bp; regid absent de 202 bp)

RD10 FF 5’- CTG-CAA-CCA-TCC-GGT-ACA-C -3’
RD10 Int 5’- GAA-GTC-GTA-ACT-CAC-CGG-GA -3’
RD10 FR 5’- AAG-CGC-TAC-ATC-GCC-AAG -3’

¢ RDI11 (regio6 present de 454 bp; regio absent no producte)
RD11intF 5- CGG-CAG-CTA-GAC-GAC-CTC -3
RD11intR 5- AAC-GTG-CTG-CGA-TAG-GTT-TT -3

A cada PCR s’inclou una soca control de M. tuberculosi i una soca de M. bovis.
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L’analisi dels amplificats obtinguts es realitza per electroforesi en un gel d’agarosa
al 2%, comparant la mida de I'amplificat amb el d’un marcador de pes molecular
conegut. La visualitzacié dels fragments es fa amb llum UV mitjancant la tincié del

DNA amb bromur d’etidi.

< Analisi dels patrons de restriccié

Un cop conegudes les mides dels fragments, la identificacié de I'espécie dins del

complex M. tuberculosis es realitza comparant els resultats obtinguts amb I'algoritme

descrit per Parsons i cols. 2002.

a) Figura 32: a) Resultats de PCR per la
RD 9 present . .
deteccié de RD 9 i RD 10. Els productes
(ST T TSRS 4 (306 bp) o )
—— - —— de PCR grans indiquen la presencia de RD
“Rbnahs&nt 9 (carrils superiors) o RD 10 (carrils
(206 bp) inferiors), Els productes de PCR petits

indiguen que la regi6 ha estat
delecionada. b) Esquema de la
identificacio de les espécies de M.
tuberculosis complex mitjancant
'amplificaci6 de les regions de
diferenciacié

RD 10 present
4" (308 bp)
¥~ RD 10 absent
(202 bp)
b) RD 1,9, 10 iti I PCR de RD 1,9,10 RD 1, 9, 10 negatius
, 9, 10 positius , 9, g
M. tuberculosis / M bovis-BCG

/ N — _,

' RD 1 positiu, RD 9 i 10 negatiu :
RD1 i 10 positius, RD 9 negatiu M africanum tipus Il ' M. africanum tipus Ib, M. microti i M. bovis -

RD 3 pos/neg
RD 5 pos/neg 4_/I— PCR de RD 3,5,11 I
RD 11 pos )

PZA sensible / ¢

M. africanum tipus Ib
RD 3 neg RD 3 pos/neg
RD 5 pos/neg RD 5 neg
RD 11 pos RD 11 neg
a: varietat més freqlient en I’est Africa PZA sensible PZA resistent
b. varietat més freqiient en I'oest Africa.
M. microti M. bovis
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3.6.5 Seqiienciaci6 del gen que codifica per la 16S rRNA i per la hsp65 (42, 129, 226)

< Extraccié de DNA

A partir d’un cultiu solid en I6wenstein-Jeensen es realitza una suspensié de 2 o 3
colonies en 500 ul d'aigua, s’inactiven els micobacteris al bany a 95° 20 min.
L'extraccio de DNA es realitza amb el kit /nstagen Matrix (BioRad) seguint les

instruccions de la casa comercial.

< Obtencié d’amplificats per PCR

Iniciadors: per a I"'amplificacié d’un fragment d’aproximadament 900 pb. del gen codifica
per 16S rRNA

. 165-27f 5’'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’

. 165-907r 5’-CCGTCAATTCMTTTRAGTTT-3’

Iniciadors : per a I'amplificacié d’un fragment de 440 pb. de la proteina de xoc téermic 65
kDa. (gen Asp 65)
. Tb11 5’- ACCAACGATGGTGTGTCCAT-3’
. Tb12 5’- CTTGTCGAACCGCATACCCT-3
Un cop comprovats en un gel d’agarosa els amplificats obtinguts a la PCR, es
purifiquen per eliminar els iniciadors i nucleodtids de la PCR amb el High Pure PCR
Product Purification kit (Roche) seguint les instruccions de la casa comercial.
Posteriorment es seqiiencia un fragment del gen que codifica per a la 16S rRNA
d’unes 500 pb, i de 440 pb. de gen Asp 65 amb el kit comercial fmo/ DNA Cycle
Sequencing System (Promega Corporation, Madison, USA) seguint les instruccions
de la casa comercial.

Iniciadors per a la seqlienciacié.

16S-27f 5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’
16S-519r 5’-GWATTACCGCGGCKGCTG-3’
Tb11 5’- ACCAACGATGGTGTGTCCAT-3’
Tb12 5’- CTTGTCGAACCGCATACCCT-3’

* & o o

Els fragments obtinguts a la reaccié de seqlienciacié s’analitzen amb ALF Express I/

(Amersham Pharmacia Biotech).
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++ Analisi de les seqiiencies obtingudes

Les seqliencies resultants s’analitzen amb el programa ALFwin Sequence Analyser
2.00 (Amersham Pharmacia Biotech) i per la seva identificacido es comparen amb les
seqliéncies de soques de referéncia dipositades al GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) i en el cas del gen 16S rRNA també amb la base de

dades del Ridom. (www.ridom-rdna.de).

3.7 Estudis de sensibilitat a M. tuberculosis complex (17,111, 163, 172,
207)

3.7.1 Maeétode radiométric BACTEC 460TBR

El metode radiométric BACTEC 460TB®, defineix la resisténcia a un antibiotic concret
quan I’1% d’un inocul bacteria creix en preséncia d’'una determinada concentracid
critica (concentracié més baixa a la que I'antibiotic inhibeix al 95% de la soca salvatge
de M. tuberculosis) d’un farmac antituberculés.

La determinacié de la sensibilitat a la pirazinamida mereix una especial atencio. El
metabolit eficag, I’acid pirazinoic, actua a pH acid (pH=5,5). Aixo implica que el pH del
medi de cultiu ha d’adequar-se a aquestes condicions. No obstant aixo fins a un 10%
dels aillaments de M. tuberculosis son incapacos de créixer a aquest pH. S’ha
aconseguit una adaptaciéo establint un pH de 6 i compensant amb una major
concentraci6 de I'antibiotic. Basat en aquesta premissa, el meétode radiometric

aconsegueix un creixement en la practica totalitat de les soques.

3.7.1.1 Antibiograma als antituberculosos de primera linia

Les concentracions d’antibiotic estudiades han estat:

Isoniazida 0.1 ug/ml

Rifampicina 2 ug/ml

Etambutol 7.5ug/mli/o 2.5 pg/ml
Estreptomicina 6 ng/mli/o 2 ug/ml
Pirazinamida 100 pg/ml
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Per a fer I'antibiograma de primera linia es segueixen les recomanacions del fabricant:

1. Partir d’'un Bactec 12B en creixement actiu: index de creixement (IC) superior a 500 per a la
INH, la RIF, ’ETB i I'STR i 200 per a la PZA.

2. Establir una atmosfera de CO: al 5% en tots els vials, tant en el vial control com en els vials
amb antibiotic.

3. Introduir 0.1ml de I'antibiotic al vial de 12B i al de pH 6 per a I’estudi de la PZA.
Inocular 0.1 ml del vial amb I’inocul als vials amb antibiotic i al vial control per a I'estudi de
la PZA.

5. Diluir al 1/100 (0.1 ml en el vial amb 9.9 ml de DILUTING FLUID). Inocular 0.1 ml en el vial
control de I'antibiograma SIRE.

Els vials es llegeixen diariament, essent possible interpretar els resultats quan I’'IC del
vial control és >30 per a la INH, la RIF, 'ETB i I'STR i >200 per a la PZA. El temps
necessari per arribar-hi ha d’oscil - lar entre 4 i 14 dies, en el cas de la pirazinamida el
periode es pot allargar fins a 21 dies .

En el cas de la INH, la RIF, ’ETB i I’'STR quan I'augment de I'IC en el vial control és
superior a I’observat en els vials amb antibiotic, la soca es considera sensible. Per a la
PZA la sensibilitat o resisténcia s’estableix en funcié del percentatge que representa el
creixement del vial amb antibiotic respecte al vial control. Aixi, si és inferior al 10%, la
soca es considera sensible; superior al 10%, resistent; i entre 5 i 10%, indeterminat o

parcialment resistent.

3.7.1.2 Antibiograma als antituberculosos de segona linia

Es realitza en cas de detectar alguna resisténcia als antituberculosos de primera linia.

Aquest antibiograma no esta comercialitzat i cal la seva preparacio6 al laboratori.

Antibiotics:
capreomycin sulfate ref :C 4142. Sigma
ethionamide ref: E 6005. Sigma
kanamycin monosulfate  ref: K 4000. Sigma
amikacina ref: A 3650. Sigma
clofazimine ref: C 8895. Sigma
ofloxacina ref: O 8757. Sigma
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<  Preparacié de les solucions mare

Les solucions mare han de tenir una concentraci6 minima de 1000 pg/ml, és
aconsellable perd que no siguin menors de 10.000 pg/ml. La solucié mare s’ha de

preparar 40 vegades més concentrada que la concentracié final que utilitzarem.

Taula 17: Farmacs de segona linia amb els dissolvents i diluients utilitzats.

farmac dissolvent diluent
capreomicina aigua aigua destil - lada
etionamida etilenglicol * aigua destil-lada
kanamicina aigua aigua destil - lada
amikacina aigua aigua destil - lada
clofazimina dimetil dimetilsulfoxid
Rifabutina metanol aigua destil - lada
ofloxacina NaOH 0.1N  aigua destil - lada

*Etilenglicol purissim .Ref: 1.00949.1000. MERCK
**Dimethyl Sulfoxide. Ref: D-8779 SIGMA

Totes les solucions mare excepte la clofazimina i I’etionamida s’han de filtrar amb
filtres millipore de 0.22 pym. Un cop preparada s’aligiiota en criotubs, a raé de 25 pl
per criotub, de manera que a I’hora de fer I'antibiograma afegint 0.975 ml d’aigua
destil-lada i inoculant 0.1 ml al vial de BACTEC 12B obtindrem la concentracié final
desitjada. Les solucions mares aliqliotades s’han de conservar a -70°C, excepte la
clofazimina que es conserva a temperatura ambient en la foscor. En aquestes

condicions les podem guardar durant 1 any.

Taula 18: Dil.lucions dels farmacs de segona linia.

antituberculés Concentracié concentracié concentracioé solucié mare
final en 4 ml de 12B en 0.1ml ml enl ml
capreomicina 1.25 pg/ml 5 ug/ 0.1ml 50 pg/ ml 2 mg/ ml
etionamida 1.25 pg/ml 5 ug/ 0.1ml 50 ug/ / ml 2 mg/ ml
kanamicina 5.0 yg/ml 20 pg/ 0.1ml 20 pg/ / ml 8 mg/ ml
amikacina 1 pg/ml 4 ug/ 0.1ml 40 pg/ ml 1.6 mg/ ml
clofazimina 0.5 pg/ml 2 ug/ 0.1ml 20 pg/ ml 0.8 mg/ ml
ofloxacina 2.0 pg/ml 8 ug/ 0.1ml 80 pg/ ml 3.2 mg/ ml
rifabutina 0.5 pg/ml 2 ug/ 0.1ml 20 pg/ ml 0.8 mg/ ml
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Formula pel calcul de la solucié mare:

volum (ml) x concentracio final (ug/ml)

pes (mg) =
poténcia (mcg/ml)

< Procediment

1. Descongelar un criotub de solucié mare de cada un dels antibiotics a estudiar. Afegir 0.975
ml d’aigua destil - lada estéril, excepte en la clofazimina que afegirem DMSO, a cada criotub.
Partir d’un Bactec 12B en creixement actiu: IC superior a 500.

3. Establir una atmosfera de CO2 al 5% en tots els vials, tant en el vial control com en els vials
amb antibiotic.

Introduir 0.1ml de I'antibiotic al vial de BACTEC 12B.

5. Inocular 0.1 ml del vial inocul en els vials amb antibiotic. Diluir al 1/100 (0.1 ml en el vial

amb 9.9 ml de DILUTING FLUID). Inocular 0.1 ml en el vial control.

Els vials es llegeixen diariament, essent possible interpretar els resultats quan I'IC del
vial control és >30. El temps necessari per arribar-hi ha d’oscil-lar entre 4 i 14 dies.
Quan I'augment de I'IC en el vial control és superior a I'observat en els vials amb

antibiotic, la soca es considera sensible.

3.7.1.3 CIM a la Isoniazida

Es realitza en soques resistents a la INH. Partint de /sonicotinic dcid hydrazide free
base (ref : | 3377. SIGMA) es preparen dil.lucions de 0.05, 0,1, 0,2, 0,4, 0,8, 1,6, 3,2,
6,4i12,8 ug/mil.

Tant el solvent com el diluent és I'aigua destil - lada estéril. Un cop preparada la solucié

mare caldra filtrar-la amb filtres millipore de 0.22 pm.

Taula 19: Dil.luciéns per a I'lsonizazida.

antituberculés Concentracié final concentracié concentracié  solucié mare
en 4 ml en 0.1 ml en1 ml
isoniazida 12,8 pyg/ml 51,2 pyg/ml 512 pug/ml 20,48 mg/ml
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Un cop preparada la soluci6 mare I’al-liquotarem en criotubs a radé de 25 pl per
criotub, de manera que a I’hora de fer I'antibiograma, afegint 975 pl d’aigua
destil -lada obtindrem la concentracié de 12,8 pg/ml. Partint d’aquesta concentracié
farem dil.lucions dobles per a fer la CIM. Posteriorment inocularem 0.1 ml de cada
concentracio als vials de BACTEC 460TB per obtenir la concentraci6 final desitjada. La
solucié mare aliquotada s’ha de conservar a -70°C.

% Procediment

1. Descongelar un criotub de solucié mare. Afegir 0.975 ml d’aigua destil - lada esteril.
2. Partir d’un Bactec 460TB 12B en creixement actiu: IC superior a 500.
Establir una atmosfera de CO; al 5% en tots els vials, tant en el vial control com en els vials
amb antibiotic.
. Introduir 0.1ml de I'antibiotic descongelat i diluit al vial de 12B.
5. Inocular 0.1 ml del BACTEC 460TB crescut en els vials amb antibiotic. Diluir al 1/100 (0.1 ml
en el vial amb 9.9 ml de DILUTING FLUID). Inocular 0.1 ml en el vial control.

Els vials es llegeixen diariament, essent possible interpretar els resultats quan I'IC del
vial control és >30. El temps necessari per arribar-hi ha d’oscil-lar entre 4 i 14 dies.
Quan l'augment de I'IC en el vial control és superior a I'observat en els vials amb

antibiotic, la soca es considera sensible

3.7.2 Estudi de sensibilitat amb el sistema MBacT/ALERT® S.I.R.E KIT (bioMerieux)

La metodologia a utilitzar és la suggerida per la casa comercial. Amb aquest métode

s’estudien les concentracions critiques seglents :

Isoniazida 0.1 pg/ml
Rifampicina 1 pg/ml
Etambutol 5 ug/mi

Estreptomicina 1 pg/ml
Pirazinamida 100 pg/ml

Per a la preparacié de I'inocul es seguiran les indicacions del fabricant en funcié del
medi de cultiu de partida. Un cop el tub amb I'inocul tingui el creixement adequat es

procedira a la realitzaci6 de I'antibiograma.
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Procediment per a la INH, la RIF, ’ETB i I’'STR

Afegir a cada vial 0.5 ml de I'antibiotic corresponent i 0.5 ml d’aigua destil-lada al vial
control.

A cada vial introduir 0.5ml de restoring fluid que conté elements indispensables per al
creixement dels micobacteris.

Inocular els vials amb antibiotic amb 0.5 ml del vial inocul. Diluir 1/100 la suspensi6 del vial
inocul amb aigua destil -lada esteril i inocular amb 0.5 ml de la diluci6 el vial control.
Introduir els vials en I'incubador MB Bact/ALERT 3D. El software determinara la seva
positivitat o negativitat.

Procediment per a la PZA

Preparar tres vials, un amb 0.5 ml de I'antibiotic i els altres dos amb 0.5 ml d’aigua
destil - lada per a fer-los servir de control directe i control diluit..

A cada vial introduir 0.5ml de restoring fluid i de solucié acidificant.

Inocular el vials amb antibiotic i el vial de control directe amb 0.5 ml del vial inocul. Diluir
1/10 la suspensio del vial inocul amb aigua destil-lada esteéril i inocular amb 0.5 ml de la
dilucié el vial control diluit.

Introduir els vials en I'incubador MB Bact/ALERT 3D. El software determinara la seva
positivitat o negativitat

L’antibiograma finalitzara quan el control sigui positiu, entre els 2 i 15 dies

d’incubacié. Una soca es considerara resistent si el vial amb el farmac es senyalitzat

com a positiu abans o al mateix temps que el vial control, en el cas de la INH, la RIF,

I’ETB i I’'STR. En el cas de la PZA, quan els dos controls han estat considerats positius,

la soca sera sensible si el creixement en el vial amb antibiotic requereix més temps

que en el vial control i resistent si es considerat positiu abans.

3.7.3 Estudi de sensibilitat amb el sistema BACTEC MGIT 960°®

La metodologia a utilitzar és la suggerida per la casa comercial

Amb aquest metode s’estudien les concentracions critiques segiients :

Isoniazida 0.1 pg/ml
Rifampicina 1 pg/ml
Etambutol 5 ug/mi

Estreptomicina 1 pug/ml
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Per a la preparacié de I'indcul es seguiran les indicacions del fabricant. Un cop el tub
amb I'inocul tingui el creixement adequat es procedira a la realitzacié de

I’antibiograma.

< Procediment:

1. Afegir a cada vial 0.8 ml de suplement BACTEC MGIT 960 SIRE.

2. Afegir I'antibiotic als tubs corresponents.
Diluir la suspensié del vial preparat com inocul a 1:100 i amb la dil.lucié inocular amb 0.5
ml el vial control i el vials amb I’antibiotic.

4. Incubar els vials I’aparell BACTEC MGIT 960.

L’aparell BACTEC MGIT 960 controlara el conjunt de vials fins que s’obtingui la
determinacié de sensibilitat o resistencia. Un cop complerta I’analisi els resultats seran

informats per 'aparell.

3.8 Detecci6 dels mecanismes geneétics associats a la resisténcia de la
isoniacida, rifampicina, estreptomicina i pirazinamida en soques previament
aillades en cultiu (79, 108, 202)

La deteccié de les mutacions responsables de conferir resisténcia a un o I'altre farmac
es basa en I'amplificacié d’una o varies regions del gen o gens implicats, amb uns
iniciadors i condicions de PCR especifiques. Les dades de la seqiienciacio soén
generades a un instrument automatitzat, que mitjancant softwares especifics sén
editades i comparades amb la seqiiéncia del gen de la soca salvatge.
S’ha analitzat per a cada antibiotic les regions seglients: :

INH: el codd 315 del gen katG i la regié reguladora de I'operd mabA-inhA

RIF: 165pb d’una regi6 del gen rpoB.

STR: el gen rpsL sencer (375pb) i el fragment 530 /oop del gen rrs (238 pb)

PZA : el gen pncA (560 pb)
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Taula 20. Iniciadors utilitzats en I'amplificacié de les diverses regions géniques involucrades en la resisténcia
a la INH, la RIF, I'STR i la PZA en soques de M. tuberculosis.

Regi6 Génica Iniciadors seqliéncia
katG F 5'-GGAAACTGT TGTCCCATTTCG-3'
R 5'-GGGCTGGAAG AGCTCGTATG-3'

mabA-inhA TB92 5’- CCTCGCTGCCCAGAAAGGGA- 3’

TB93 5’-ATCCCCCGGTTTCCTCCGGT- 3’
rpoB RPO1 5’-ACCGCAGACGTTGATCAACAT-3’

RPO2 5’-GGCACGCTCACGTGACAG-3’
rpsL ML51 5’-CCCACCATTCAGCAGCTGGT-3’

ML52 5’-GTCGAGCGAACCGCGAATGA-3’

rrs loop 530 Tb53 5’-GATGACGGCCTTCGGGTTGT-3’
TB54 5’-TCTAGTCTGCCCGTATCGCC-3’

pncA P1 5’-GCTGGTCATGTTCGCGATCG-3’

P6 5’-GCTTGCGGCGAGCGCTCCA-3’

% Obtenci6 del DNA.
Es fa una suspensié de bacteris 0,5 McFarland en 400 ul de TE buffer amb 100ul de
boles de vidre esteril, s’inactiven els micobacteris al bany 95°C durant 30 min.
Després de centrifugar 10 minuts a 13.000 rpm el sobrenadant es manté a -20°C fins

a I'amplificacio.

% PCR i sequenciacié
Es segueixen els protocols descrits per M. Espasa i cols. per a la INH i la RIF, el
descrit per Honoré i cols. per a la STR i el descrit per Scorpio i cols. per a la PZA..
Les seqliencies obtingudes per a cadascun dels gens han estat comparades amb les
seqliencies  salvatges de M. tuberculosis obtingudes del Genbank

(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) (taula 21).
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Taula 21: Sequéncies salvatges de M tuberculosis amb les que es

comparen les seqiiéncies obtingudes en cada cas.

Regi6 génica  Segiiéncia salvatge

katG G1581367
mabA-inhA u66801
rpoB L27989
rpsL L08011
rrs loop 530 X52917
pncA U59967

3.9 Tipificacié molecular del complex M. tuberculosis mitjancant la técnica de
I’oligonucleotid separador ( Spoligotyping) (39)

Es basa en la detecci6 de la preséncia o abséncia de seqliencies separadores
conegudes de 34 a 41 pb, entre les multiples copies de les seqliéencies curtes DR
(Direct Repeat) que estan organitzades en un locus cromosomic Unic del complex M.
tuberculosis. EIl DNA extret del bacteri és amplificat mitjancant PCR, els amplicons
obtinguts s’hibriden sobre una membrana on hi ha fixats 43 oligonucleotids diferents.
Trenta set corresponents a les seqliencies separadores de la soca patré6 M.
tuberculosis H37Rv i 6 a M. bovis-BCG. Els productes d’hibridacié es detecten

mitjancant quimioluminesceéncia.

<%  Obtenci6 de del DNA.
Cal només cal una petita quantitat de DNA. La PCR es pot realitzar a partir de
mostres cliniques, cel-lules lisades i de DNA cromosomic purificat.
Iniciadors

¢ DRa: 5 GGT TTT GGG TCT GAC GAC 3' (biotinilat a I'extrem 5', guardar a 4°C;
repetides descongelacions donen lloc a patrons molt débils)
¢ DRb: 5' CCG AGA GGG GAC GGA AAC 3' (guardar aligtiotat a —-20°C).

<  Preparacioé de les mostres

Diluir les mostres de DNA a 10 ng/pl.
Control positiu: M. Tuberculosis H37rv i M. bovis-BCG
Control negatiu: aigua
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Barreja de la reaccio:

Reactiu

Iniciador DRa (20 pmol)

Iniciador DRb (20 pmol)

DNTPs [Roche] (2,5mM cadascun, concentracié final
0.2 mM cada dNTP)

Tampd 10X + MgCl2 (25 mM)

Taq Expand [Roche]

Aigua

48 ul de la mescla per tub + 2ul DNA (diluit a 10 ng/ul)

Termociclador:
3 min 96°C

1 min 96°C
1 min 55°C 30 cicles
30 seg. 72°C

Volum
4ul

4ul

4ul

Sul
0.5ul

30.5ul

5 min 72°C

o0 4°C

Quan no es treballa amb DNA purificat es pot disminuir la concentraci6 de DNA i
augmentar el nombre de cicles .

Electroforesi: comprovar els resultats de la PCR carregant 5 pl en un gel al 0.8%
d'agarosa, la visualitzacié del DNA es fa amb llum UV mitjancant la tincié prévia del
DNA amb bromur d’etidi.

o

Hibridacié i deteccié

Procediment:

1.

Preparar el tampons (escalfar abans d'utilitzar)
300 ml 2xSSPE/0.1% SDS a 60°C
500 ml 2xSSPE/0.5% a 60°C
500 ml 2xSSPE/0.5% temperatura ambient
500 ml 2xSSPE temperatura ambient.

Retolar 43 tubs i afegir a cadascun 150ul de 2xSSPE/0.1% SDS.

Afegir a cada tub 20ul dels productes de PCR (a la posici6 43 posar-hi un control).
Desnaturalitzar els productes de PCR diluits durant 10 min a 1001C. Col-locar

rapidament en gel, almenys 5 min.

Rentar el filtre durant 5' a 60°C amb 2xSSPE/SDS 0.1% (al forn d'hibridacio).
Col-locar la membrana i un supportcushion en el miniblotter, els slots han de quedar

perpendiculars a les linies dels oligonucleotids aplicats.

Aspirar per buit amb una punta de pipeta el contingut dels canals.
Carregar els s/ots del miniblotter amb 150 pl dels productes de PCR diluits i hibridar
durant 1h a 60°C en una superficie horitzontal sense agitacio.

Buidar els slots per aspiracio.
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Treure el filtre del miniblotter.

10. Rentar el filtre dues vegades amb 2xSSPE/0.5% SDS durant 10 min a 60°C.

11

. Refredar la membrana per conservar l'activitat de la peroxidasa.

12. Incubar la membrana amb el conjugat streptavidina-peroxidasa: 5ul del conjugat

strepavidina-peroxidasa (500U/ml) en 20 ml de 2xSSPE/0.5% SDS durant 10 min a 42°C.

13. Retirar I'excés de reactiu
14. Deteccido quimioluminescent. Barrejar 10 ml del reactiu 1 de ECL deteccion liquid

(Amersham) amb 10 ml del reactiu 2 de ECL deteccion liguid. Banyar el filtre durant 1
min.

15. Col-locar el filtre dins una casset. Damunt col.locar-hi una transparéencia i damunts

d'ella una pel-licula fotografica (Hyperfilm, Amersham)

16. Exposar durant 20 min.
17. Revelar la pel-licula (revelar, fixar i rentar amb aigua) i, en funcié del resultat, col - locar

una nova pel-licula.

Deshibridacié del filtre
Rentar la membrana dues vegades amb 1% de SDS a 80°C durant 30 min al forn
d'hibridacié.
Eliminar el SDS i rentar la membrana en 20 mM EDTA pH 8, durant 15 min a temperatura
ambient i en agitacio.
Escorrec i guardar la membrana humitejada en EDTA. Cal embolicar-la en film
transparent i col-locar-la en una bossa hermética. Guardar a la nevera ben protegida
(evitar la dessecacid).

Interpretacié dels resultats

H37rv (control positiu) : li manquen els espaiadors 20-21 i 33-36.

M. bovis: li manquen els separadors 39-43.

M. africanum. li manquen els espaiadors 8,9 i 39.

Soques Bejjing : hi manquen els espaiadors 1-34, i almenys 3 dels 9 del 35 al 43 (123).

3.10

Conservacio de les soques

Protocol:

Creixement de la soca en medi Lowenstein-Jensen a 37°C.

Afegir dins al tub, 2 ml de medi TSB (7rypton Soya Broth + 20% glicerol).

Resuspendre les cel-lules del cultiu en el TSB mitjan¢ant una nansa.

Repartir la solucié en dos criotubs (utilitzar tubs de 2 ml).

Col-locar els tubs en un freezing container [Nalgene, ref 5100-0001] i tota la nit a -70°C.
Permet baixar la temperatura de forma progressiva (1°C / min).

Conservar els tubs en dos congeladors separats a -70°C.
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En el segiient recull de dades s’estudien diferents periodes en funcié del parametre
avaluat, I'estudi retrospectiu limita les avaluacions al conjunt de dades acumulades de
que es disposa. El periode varia en funcié de la data de posada en marxa al laboratori
del parametre avaluat o del moment en que es van comencar la recollida de dades
acurades. S’ha avaluat el maxim possible de dades disponibles en cadascun dels

parametres.

4.1 Mostres per malalt (estudis seriats)

Tal com es descriu en el apartat 1.2.1, un correcte estudi per a la deteccié de
micobacteris requereix la tramesa al laboratori de mostres seriades, sempre que la
localitzacié anatdomica ho permeti. L’estandard recomana |'obtencié de tres mostres
per localitzacié, recollides adequadament i en tres dies consecutius. Es important
sobretot en el cas d’avaluar l'aillament dels micobacteris no tuberculosos (MNT),
especialment en mostres del tracte respiratori, ja que els criteris establerts per a la
diferenciacié entre colonitzacié i infeccié inclouen I'aillament reiterat del micobacteri
no tuberculés en la mateixa localitzacié (16).

No seria util analitzar la idoneitat de la tramesa en totes les mostres rebudes, ja que en
molts dels casos quan el metge responsable del pacient rep el resultat negatiu de la
primera mostra ja disposa d’un diagnostic alternatiu i no remet altres mostres per a la
realitzacio de I’estudi complert. Aixi doncs, s’ha fet I'analisi de la tramesa de mostres
seriades Unicament en els cultius positius, incloent també les mostres bacil - loscopia
positiva cultiu negatiu (taula 22).

Els resultats posen de manifest que poques vegades s’aconsegueix I’estudi seriat de
tres mostres tal com esta recomanat. En el nostre hospital convé insistir en la

conveniencia de recollir tres mostres sempre que sigui possible.
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Taula 22: mostres positives per pacient i localitzacié anatomica.

N° mostres N° malalts n° mostres per pacient
Respiratories
esput 1889 1184 1,59
broncoaspirat 322 312 1,03
rentada broncoalveolar 80 75 1,06
aspirat gastric 36 26 1,4
biopsia bronquial 15 15 1
altres mostres 31 25 1,24
Extrarespiratories
adenopatia 100 90 1,11
orina 139 115 1,20
femta 55 40 1,37
biopsia pleura 19 18 1,06
liquid pleural 75 65 1,15
mostres osteo-articulars 51 28 1.82
biopsia de pell 35 33 1,06
LCR 9 8 1,12
biopsies intestinal i liquid ascitic 33 28 1.17
pericardi 7 4 1,75
biopsies genitals 7 7 1
exsudats sense especificar 35 30 1,17
sang 162 97 1,67
moll de I'os 26 24 1,08

4.2 Especies aillades. Identificacié

Es disposa de les dades de les espécies aillades durant un periode de 20 anys, de 1987
a 2007. Amb un total de 6637 cultius positius per micobacteris. De les quals 4314
(65%) pertanyen al complex M. tuberculosisi 2323 (35%) han estat MNT.

Micobacteris no tuberculosos.

Les espécies de MNT aillades amb més freqliencia han estat M. xenopi amb (10,21%
del total; 29,18% de MNT), M. avium complex (7,80% del total; 22,29% de MNT), M.
gordonae (7,45% del total; 21,30% de MNT), i M. kansasii (5,98% del total, 17,08% de
MNT). Aquest grup d’especies suposa el 87,6% dels aillaments de MNT. El 12,4 %
restant esta format principalment per especies de M. fortuitum complex (2,41% del
total; 6,88% de MNT), essent les més frequlients M. fortuitum (1,20% del total; 3,44% de
MNT) i M. chelonae (0,67% del total; 1,94% de MNT). La resta, la formen una

miscel - lania d’espeécies que estan reflectides en la taula 23.
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Taula 23: Nombre d’aillaments de les diferents espécies de micobacteris per any (el nombre representa els aillaments, entre paréntesi el nombre de pacients.

ESPECIE

1987

1988

1989

1990

1991

1992

1993

1994
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1995

1996

1997

1998

1999 2000

2001

2002 2003

2004

2005 2006

2007

M.

M.
M.

tuberculosis

bovis
bovis- BCG

MAC

M.
M.
M.
M.
M.

M.

intracellulare
avium

kansasii

xenopi

gordonae
arupense
africanum
abscessus

alvei

chelonae
colombiense

c/ pigmentada

cr no pigmentada
cr pigmentada
fortuitum
fortuitum 3rd biov.
fortuitum complex
genavense
interjectum
kumamotonense
mageritense
malmoense
marinum
mucogenicum
parascrofulaceum
peregrinum
porcinum
septicum

.sherrisii

scrofulaceum
simiae
smegmatis
szulgai

terrae complex
triviale

Mycobacterium sp.

335
(181)

18 (12)
68 (43)
69

348
(178)

8(7)

10 (8)
17001
47 (39)

6 (6)

3033)

2(2)

323
(165)

14 (6)

25(10)
20 (15)
31 (30)

246
(135)

15 (6)

14 (9)
12 (8)
11301

6 (4)

314
(134)

48 (24)

14 (14)
30 (30)
87 (75)

3(2)

1
13(13)

2(1)

305
(160)

40 (25)

43 (25)
38 (35)
64 (64)

6 (6)

2(2)

342
(138)

68 (17)

29 (13)
47 (40)
12(12)

2(2)

14 (12)

3(2)

243
(122)

66 (25)

32(14)
28 (26)
29 (29)

10 (10)

303

2(2)

3(1)

185
(75)

127(56)

32(14)
53 (42)
39 (35)

3(2)

2(2)

171
(85)
19 (6)

14 (3)
21 (9)
24(11)
74 (49)
9(9

7(7)
2(2)

2(2)

44

3(3)

3()
5@03)

141

166
97)
1

2(2)
1)
32(17)
36 (26)
6 (6)

5(2)

43

3 (3)

177
on

2(1)
503)
30 (15)
34 (23)
22.(19)

2(2)

2(2)

44

303

2(2)

44

4(2)

3(1)

140 172
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1 1

1

5(4)
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36 (30)
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2(2)
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(69)

1
2(1)
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27 (25)
44
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2(2)

303)
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1

2(1)
10 (10)
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6 (2)
7 (3)
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6 (6)
2(2)
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2(2)
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117
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Per a la identificacié de les diferents especies s’han utilitzat diverses tecniques al
llarg dels anys, utilitzant técniques bioquimiques convencionals, cromatografia en
capa fina i de gasos. Des de 1995 s’utilitzen les tecniques de biologia molecular,
contribuint a I'estalvi en temps i permetent la identificaci6 més acurada de les
diferents espécies. Seguint l'algoritme de treball del laboratori (apartat 3.6),
inicialment es procedeix a l'observacid microscopica dels cultius positius, i a la
hibridaci6 amb sondes AccuProbe®, posteriorment es subcultiven en Léwenstein-
Jensen per a la definici6 de la velocitat de creixement, temperatura Optima i
produccio de pigment i en funcié d’aquests s’orienta cap a la utilitzacié d’'una o altra
técnica per a la identificacid molecular, ja sigui I'analisis del polimorfisme dels
fragments de restriccid, la seqiienciacié del gen que codifica per a 16S5rRNA o del
hsp65, o bé I'analisis de les regions de diferenciacié RD1, RD9, RD10, RD11.

En la figura 33 es recullen les diferents técniques de biologia molecular amb Ila
seqliencia en que s’utilitzen actualment al laboratori per la identificacié dels diferents
micobacteris.

No ha estat objecte de la present memoria establir una relacié causal entre aillament i

malaltia.

Figura 33: Algoritme de les diferents técniques per a la identificacié6 de micobacteris actualment en Us al laboratori de
micobacteris de I’HSCiSP. Entre paréntesi el percentatge d’aillaments identificats amb cadascuna de les técniques.

M. tuberculosis

M. bovis
M. tuberculosis complex, ———_p analisi de les regions M. bovis-BCG

ACCUPROBE test =y /. gorclonae, M. kansasii, de diferéncia RD) ——» M. africanum tipus |
POS (78,7%) M. avium, M. intracellulare. M. africanum tipus Il
NEG l M. microti
M. caprae

M. abcessus, M. chelonae , M. genavense, M. intracellulare , M.
PRA hspG5 marinum , M. peregrinum, M. scrofulaceum , M. szulgai, M.

NEG l POS (16,4%) thermoresistibile, M. triviale, M. xenopi.

seqiéncia —_—) W oalvei, M. arupense, M. colombiense, M. fortuitum, M. interjectum, M. kumatononense,

16S rDNA POS (3,3%) M. mageritense, M. malmoense , M. parascrofulaceum, M. septicum, M. sherrisii, M. simiae,

M. smegmatis.
NEG
segiiéncia ——————> mucogenicum, M. porcinum, M terrae complex.
hsp65 POS (0,3%)
NEG (1,24%)
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Tal com s’ha descrit ampliament a la literatura (16, 38, 147) I‘augment d’aillaments de
MNT es va accelerar d’enca dels primers informes de pacients amb la SIDA a partir de
1982 als EEUU i uns anys després a Europa. També hi va contribuir la universalitzacié
de la quimioterapia, les terapeutiques amb corticoides i I'Gs de farmacs
immunosupressors, que feu que augmentés el nombre de pacients susceptibles a les
infeccions per microorganismes oportunistes (74). Al nostre hospital s’ha detectat una
relacié directa amb les infeccions per I'HIV, ja que la major incidéncia coincideix amb
la fase més alta de I'epidemia de la SIDA a la nostra ciutat, alhora que el descens
coincideix amb la implementacié del tractament antirretroviral d’alta eficacia a partir
dels anys 1996-1997 (highly active antiretroviral therapy ( HAART))(figura 34).

Aquesta relacié és evident en els aillaments en les espécies pertanyents al complex
M. avium, observant com a partir de la implementacié6 de la HAART la incidencia
disminueix drasticament. A Europa, en un recull de dades de 21 paisos durant 12
anys, la frequéncia d’aillaments d’espécies de MNT oscil-la en funcié de I'area
geografica i al llarg dels anys, amb I’aparicié de noves especies. El canvi més evident

s’ha observat en els aillaments de M. xenopi (16, 147).

300 + — 800
Introduccié de
HAART 1 700
250 + /
\ + 600
200 —+
-+ 500
150 H + 400
+ 300
100 H
+ 200
50 H
—+— 100
0 - -0

1987 1988 1989 1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007

I pacients 1 aillaments nous casos HIV a BCN

Fig 34: Aillaments de MNT 1987-2007 al I’'HSCiSP relacionat amb les infeccions per I’HIV a la ciutat de Barcelona
en el mateix periode.
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Fig 35: aillaments de les especies més freqlients durant el periode 1989-2007.
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A la figura 35 es representen els aillaments de les especies més freqiients durant el
periode 1989-2007. M. xenopi ha estat la més aillada, coincidint amb que s’ha
observat en el recull de Martin-Casabona i cols. (147), on es posa de manifest la clara
distribucié geografica d’aquesta espécie practicament desconeguda als EEUU i al nord
d’Europa i amb una alta prevalenca al sud i oest d’Europa. Els aillaments de M. xenopi
es relacionen amb la xarxa de distribucio, acumuladors i escalfadors d’aigua en arees
urbanes i la seva termoresisténcia fa que sigui dificil d’eliminar. S’han relacionat
també els aillaments de M. xenopi amb la introduccié de nous sistemes de cultiu que
afavoreixen els aillaments de micobacteris exigents i que requereixen condicions
ambientals especifiques (74). En el nostre laboratori el nhombre d’alllaments de M.
xenopi ha anat disminuint al llarg dels anys. Per una banda aquesta disminucio
coincideix amb la introduccié al laboratori del sistema de cultiu i aillament MB/Bact
ALERT, sistema amb el qual en cas de voler incubar els vials a 42°C, temperatura
optima de creixement per M. xenopi, cal cambiar la temperatura de tot un armari
d’incubacié amb capacitat per a 120 o 240 vials. D’altra banda s’ha relacionat la
disminucié de la incidéncia de M. xenopi amb la implementacié de la profilaxi i/o

tractament per a M. avium complex, que també és actiu en front M. xenopi (74).

Els aillaments de M. kansasii mostren una distribucido geografica forca relacionada
amb les zones mineres, i en les arees urbanes i industrials per la seva preséncia en
les conduccions de la xarxa de distribucié d’aigua (30, 98, 147, 196). Tot i que M.
kansasii sol ser responsable de malaltia en pacients immunocompetents amb factors
de risc locals (malalties pulmonars croniques, tuberculosi prévia, consum de tabac i
alcohol) la incidéncia de la infeccio va augmentar, tal com va passar amb M. avium
complex, amb la pandemia de SIDA. Aixi doncs, la nostra casuistica esta relacionada
amb el compromis immunocompetent de la nostra poblacié, observant una
disminuci6 de la incidéncia paral-lela a la introduccié de les HAART (195). A I’Estat

Espanyol s’observa una clara variabilitat geografica, la incidéncia més elevada ha estat
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a La Rioja, Andalusia, Asturies i Catalunya, tot i que és inferior al que s’observa en

zones d’Europa on M. kansasii és endémic (131, 145, 196).

M. gordonae es considera un dels principals contaminants de les mostres, ja sigui en
el moment de I'obtencié de la mostra, com al laboratori. Després d’observar I’alta
incidencia d’aillaments de M. gordonae , 'any 1992 es van introduir modificacions en
la metodologia. Esterilitzant tot el material, un cop net i assecat, aixi com
I’aliqliotacié de tot els reactius per tal de no haver de compartir-los entre mostres, i
aixi, minimitzar les possibles contaminacions creuades. Aquestes modificacions
sembla que van actuar eficagment, al disminuir de forma significativa el nombre

d’aillaments d’aquesta espécie.

4.3 Distribucio de les diferents espécies aillades per localitzacié anatomica

S’han analitzat les dades de les mostres que han arribat al laboratori de Microbiologia
de I’HSCIiSP per a I'estudi de micobacteris durant dotze anys (1995-2007). Durant
aquest periode s’han rebut 51.104 mostres (3838 cultius de sang i moll de I’és) de

les quals 3078 (6 %) han presentat cultiu positiu per a micobacteris.

Taula 24: Nombre de mostres i malalts per espécie aillada i localitzacié anatomica.

N°mostres N° malalts N°mostres N° malalts

PULMONAR

M. avium 34 24 M. parascrofulaceum 5 1
MAC 30 14 M. scrofulaceum 5 3
M. bovis 9 7 M. simiae 13 13
M. fortuitum complex 63 60 M. szulgai 5 2
M. genavense 2 1 M. terrae complex 6 5
M. gordonae 130 123 M. tuberculosis 1374 770
M. intracellulare 61 25 M. xenopi 378 279
M. kansasii 213 175 Altres MNT* 30 30
LIMFATICA

M. avium 4 4 M. intracellulare 2 2
MAC 1 1 M. marinum 1 1
M. genavense 3 3 M. tuberculosis 85 75
M. gordonae 1 1 Altres MNT # 3 2
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N°mostres N° malalts N°mostres N°® malalts

OSTEOARTICULAR

MAC 1 1 M. tuberculosis 38 26

M. bovis 4 2 M. xenopi 2 1

M. fortuitum 6 1

CUTANIA

M. abscessus 1 1 M, marinum 17 17

M. bovis 1 1 M, tuberculosis 4 4

M. chelonae 9 5 M. simiae 1 1

M. fortuitum 1 1 M. xenopi 1 1

M kansasii 1 1 Mycobacterium sp. 1 1

PLEURAL

MAC 2 2 M. gordonae 1 1

M. africanum 1 1 M. tuberculosis 87 58

M. fortuitum complex 2 2 M. xenopi 1 1

PERICARDICA

M. tuberculosis 7 4

MENINGEA

M. tuberculosis 9 8

RENAL

M. alvei 1 1 M. genavense 1 1

M. avium 2 2 M. gordonae 7 7

MAC 4 4 M. peregrinum 2 2

M. bovis-BCG 4 4 M. tuberculosis 97 78

M. fortuitum 3 3 M. xenopi 24 24
Altres MNT* 1 1

GASTROINTESTINAL

MAC 3 2 M. fortutitum complex 4 4

M. bovis-BCG 1 1 M. gordonae 1 1

MCR no pigmentats 1 1 M. tuberculosis 24 17

AILLAMENTS EN FEMTA

M. avium 9 3 M. tuberculosis 32 27

MAC 10 7

M. kansasii 2 2 M. xenopi 3 2

SANG

M. avium 16 10 M. kansasii 9 6

MAC 68 37 M. scrofulaceum 1 1

M. bovis 9 3 M. tuberculosis 40 29

M. chelonae 2 2 M. xenopi 5 3

M. genavense 8 7 Altres MNT* 1 1

M. intracellulare 2 1

MOLL D’0OS

M. avium 3 3 M. kansasii 1 1

MAC 7 7 M. tuberculosis 9 9

M. bovis 1 1 M. xenopi 3 1

M. genavense 1 1
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Del total de pacients amb cultius positius, 140 han patit micobacteriosi disseminada,
82 per M. tuberculosis complex (apartat 4.4), 48 per M. avium complex (32 MAC, 6 M.
avium i 2 M. intracellulare, fins a finals de I'any 1995 no es va disposar de la sonda
Accuprobe de M. avium i M. intracellulare), 7 per M. xenopi, 6 per M. genavense, en
un cas per a M. scrofulaceum i dues infeccions disseminades mixtes, una per M.
kansasiii M. avium i I’altra per M. kansasiii M. tuberculosis. En un pacient s’ha aillat

M. marinum en mostres cutanies i limfatiques.
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4.4 M. tuberculosis complex. Periode 1995-2007

El nombre de casos de tuberculosi des de 1995 al 2007 a I’HSCiSP ha anat en declivi,
amb una corba descendent de forma progressiva, tot i presentar un pic I’any 2006,
relacionat probablement amb el que es va observar al conjunt de la ciutat de Barcelona

el 2005 (15) (figura 36).

— = autoctons = immigrants = total

i\ \\/\

-

0 T T T T T T
1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007

Fig 36: Nombre total i per pacients autoctons i immigrants de casos de tuberculosi des de 1995 al
2007 a I’HSCisP.
La disminucié del nombre de pacients tuberculosos ha estat del 43,47%, valor similar
al que s’ha observat en el conjunt de I’Estat Espanyol i un 10% per sota del que s’ha
obtingut a Catalunya (20).
Les caracteristiques dels pacients amb tuberculosi en el nostre hospital han anat
canviant, s’observa una irregular distribucié del nombre de pacients coinfectats pel
HIV, amb una tendéncia general a la disminucié, sobre tot en la segona meitat del
periode estudiat. S’ha detectat un augment progressiu de pacients estrangers,
producte del flux migratori de persones infectades provinents de paisos en vies de

desenvolupament i amb alta prevalenca de tuberculosi. El percentatge de malalts
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tuberculosos d’origen estranger ha anat del 2,17 % I’any 1995 fins el 30,77% el 2007

amb un pic I’'any 2005 del 32,20 % (taula 25), percentatges molt semblants al conjunt

de la ciutat de Barcelona (15, 20).

Taula 25: Distribucié anual dels pacients amb tuberculosiper sexe i origen.

any N° pacients Dones Homes Autoctons Immigrants
N (% HIV pos) N (%HIV pos) % immigrants

1995 92 30 62 90 (14.44) 2 2,17 %
1996 91 23 68 86 (16,27) 5 5,49 %
1997 95 40 55 89 (14,60) 6 6,32 %
1998 93 42 51 89 (14,60) 4 (50) 4,30 %
1999 79 36 43 69 (20,28) 10 (10) 12,66 %
2000 84 31 53 74 (13,51) 10 10) 11,90 %
2001 59 20 39 48 (16,6) 11 (9,09) 18,64 %
2002 64 21 43 50 (20) 14 (21,42) 21,88%
2003 59 26 33 49 (8,16) 10 (10) 16,95 %
2004 61 24 37 51 (9,80) 10 16,39 %
2005 59 18 41 40 (15) 19 (15,78) 32,20 %
2006 70 33 37 54 (11,11) 16 (6,25) 22,86 %
2007 52 19 33 36 (5,55) 16 30,77 %

Dels 958 pacients, 595 (62,10%) han estat homes, dels quals el 16,97 % presentaven

coinfecciéo amb HIV i 363 (37,9%) dones de les quals el 4,95% estaven coinfectades per

I’HIV. Ambdds géneres presenten una evolucié semblant al llarg dels 12 anys (figures

371i38).

Figura 37; Evolucié dels casos de tuberculosi diagnosticats al laboratori de I'HPSCiSP en dones immigrants

i autoctones en el periode 1995-2007.
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Figura 38; Evolucio dels casos de tuberculosi diagnosticats al laboratori de I’'HPSCiSP en homes immigrants
i autoctons en el periode 1995-2007.
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Els grup d’edat amb la incidencia més elevada ha estat entre els 25 i 54 anys. Els
estrangers provinents de paisos amb una alta incidencia de la malaltia, paisos de renda
baixa i amb escassos mitjans per implantar els sistemes de control necessaris, solen
ser individus joves. Les circumstancies desfavorables que es troben a I’arribada al pais
d’acolliment (mal habitatge, amuntegament, excés de treball, mala alimentacio, estrés
emocional) afavoreixen que els pacients infectats emmalalteixin. Aquestes
circumstancies es donen sobretot en els primers temps al pais d’acolliment, i el més
freqlient és que la tuberculosi es presenti en els primers 5 anys després de I’arribada.
Per altra banda, I'alta prevalenca de la malaltia (superior als estandards de la regio
epidemiologica en la que esta situat I’Estat Espanyol) (81, 248) és indicativa d’una
important transmissié activa de la mateixa, que també contribueix a una major
incidencia en aquest grup poblacional. Aquesta distribucié és constant en els diferents
estudis publicats tant per la ciutat de Barcelona, per Catalunya, com per la resta de
I’Estat Espanyol, aixi com en grans ciutats europees com Londres, Paris i Mila (20, 67).
Alhora, altres factors de risc de desenvolupar la tuberculosi, com ara la infeccié per
I’HIV i el consum d’alcohol es donen sobretot a la poblacié en aquest grup d’edat i

contribueixen a que la incidencia de la malaltia en sigui més alta (107).
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També s’observa un pic d’incidéncia en la poblacié major de 65 anys, casos que

sorgeixen del reservori de persones infectades en la seva joventut (figura 39).

Fig 39 : Distribuci6 dels pacients diagnosticats de tuberculosi al laboratori de I’'HSCiSP per grups d’edat,
coinfeccié amb I’HIV i origen autocton o immigrant.

200
150
100
50
o
<1 1-4 5-14 15-24 25-34 35-44 45-54 55-64 >64
immigrants HIV pos 8 5 1
immigrants HIV neg 1 13 55 25 14 5 5
autoctons HIV pos 20 48 27 7 3
autoctons HIV neg 11 5 78 143 110 96 59 213

El 50% de la poblacié estrangera prové de 4 paisos essent el més representat el Peru
(23,3%), sequit de Bolivia (12,7%), Equador (6,76%) i Marroc (6,76%), la resta estan
repartits entre 33 nacionalitats diferents (figura 40). La distribucié per sexes és gaire
bé homogeénia el 52,63% sén homes respecte a 47,36% de dones, tot i que la
distribucié varia en funcio del pais d’origen, mentre la majoria de dones provenen de
I’Ameérica Llatina, essent la regié epidemioldogica de ’'OMS amb major representacio

(63,90 %), el gruix de la resta de regions majoritariament esta representada per homes.

Fig 40: Nombre de pacients immigrants amb tuberculosi distribuits per sexe i segons la
seva regio epidemiologica de procedéncia.
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La forma més freqiient de presentacié de la tuberculosi ha estat la pulmonar exclusiva,
amb un 70% dels casos. Aquest percentatge es baix, probablement degut a la
influencia en la nostra poblacié del nombre de pacients coinfectats amb I'HIV, pacients
que desenvolupen més facilment infeccions extrarespiratories i disseminades (taula
27). Anteriorment a la epidémia de I'HIV els percentatges estimats de tuberculosi
pulmonar es situaven al voltant del 85% (17, 58, 83, 109). El 21,40% de pacients
presentaren localitzacié extrarespiratoria exclusiva, essent la més freqlient la limfatica
(7,8% del total de tuberculosi; 26,34% de extrarespiratoria exclusiva) seguida de la
pleural (7,5% del total de tuberculosi; 25,36% d’extrarespiratoria exclusiva) (taula 27).
La tuberculosi disseminada es va observar en 82 pacients (8,56%) dels quals el 60,97 %
estaven coinfectats per I’HIV, essent les localitzacions més freqlients la respiratoria
(88,42%) i les menys representades la cutania i pericardica (1,05%) (taula 26). La
distribucié per localitzacions dels casos de tuberculosi és un reflex gairebé identic al

que s’observa a la ciutat de Barcelona i al conjunt del pais (15, 76).

Taula 26: Localitzacions implicades en les TB disseminades.

Nombre de pacients 82 (60,97% HIV pos)

Localitzacions implicades

Pulmonar 88,42 % Osteoarticular 5,26 %
Renal 41,05 % Meningia 3,15%
Sang i/o moll de I'6s 32,63 % Pericardiaca 1,05 %
Pleural 21,05 % Cutania 1,05%
Limfatica 24,21 % gastrointestinal 7,36 %
femta 13,68% Altres 421 %
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Taula 27.:Distribucio de les tuberculosi (TB) per localitzacions anatomiques i mostres.

Localitzacio N° malalts
N° n°® mostres
% del total Unica Mostra
mostres  Total  HIVNEG ODESC. (%)  HIVPOS (%  Per malalt
de TB localitzacié %

Pulmonar 1374 770 681 (88,4) 89 (11,6)

78,60 88 Esput 1050 599 527 (88) 72(12) 1,75
BAL 51 47 26 (55,3) 21 (44,7) 1,80
BAS 218 210 189 (90) 21(10) 1,03
Asp. gastric 23 16 16 (100) 0 1,43
B. broquial 15 15 13 (86,7) 2(13,3) 1
Altres mostres resp 17 15 13 (86,7) 2 (13,3)

Limfatica

7,82 72 Adenopatia 85 75 53 (70,6) 22 (29,3) 1,13

Osteoarticular

3,13 86.6 L sinovial 4 4 1,2
Ossies (biopsies i exsudats) 32 30 1,06

Cutania

0,31 75 Biopsies de pell 4 4 3 (75) 1(25) 1

Pleural

7,51 76,4 Total 87 70 64 (91,4) 6 (8,6) 1,24
Liquid pleural 68 58 1,17
Biopsia Pleural 19 18 1,05

Pericardica

0,41 75 L. pericardic 7 4 3 (75) 1(25) 1,75

Meningea

0,83 62,5 LCR 9 8 6 (75) 2 (25) 1,12

Genitourinaria

9,29 44,6 97 73 45 (61,6) 24 (36,4) 1,30
Orina 93 69 45 (65,2) 24 (34,8) 1,30
Biopsies genitals 4 4

Gastrointestinal

1,87 53,8 L. ascitic 18 13 10 (76,9) 3(23,1) 1,23
B peritoneal 6 6 6 (85,7) 1(14,3) 1

Femta

2,81 22,2 31 27 16 (59,2) 11 (40,78) 1,15

Sang

3,34 3,12 49 32 7 (21,9) 25 (78,1) 1,53

Moll de l'os

1,04 10 10 3(30) 7(70) 1
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4.5 Rendiment de ’examen directe

S’ha disposat de les dades del periode de 1995 a 2007 d’un total de 2984 mostres,

2901 amb cultiu positiu i 83 amb bacil - loscopia positiva i cultiu negatiu.

Sensibilitat de la bacil - loscopia

Del total 2901 mostres amb aillament positiu per micobacteris, 1116 (38,5%) han
presentat la bacil-loscopia positiva. La sensibilitat és més alta quan les mostres han
presentat cultiu positiu per a espécies pertanyents al complex M. tuberculosis (51,17%)
repecte a MNT (18,1%). Aquests valors poden ser conseqiiéncia de la diferéncia relativa
en la concentracié d’organismes en els dos grups d’espeécies, que queda reflectida en
la diferencia en el temps de creixement en els medis de cultiu d’unes i altres espeécies,
que s’analitza en el apartat 4.6.2.

També la sensibilitat de la bacil - loscopia varia en funcié del tipus de mostra. Tal i com
es mostra a la taula 28, on es reflecteixen les dades les 2901 mostres amb cultiu
positiu. Del total, 2373 eren del tracte respiratori, de les quals 989 han presentat
bacil - loscopia positiva (59,2% per a M. tuberculosis complex i 17,3% per a MNT) i 1384
negativa (40,8% per a M. tuberculosis complex i 82.7% per a MNT). De les 528 mostres
extrarespiratories 127 han presentat bacil-loscopia positiva (23,7% per a WM.
tuberculosis complex i 25% per a MNT) i 405 negativa (76,3% per a M. tuberculosis
complex i 75% per a MNT).

En el grup de les mostres respiratories la que presenta un major rendiment és I'esput
(65% per a M. tuberculosis complex i 18% per a MNT), i en el context de les
extrarespiratories les mostres osteoarticulars (35.7% per a M. tuberculosis complex i

77% en MNT) (taula28).
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Taula 28: Sensibilitat de la bacil - loscopia per especies micobacterianes i tipus de mostra.

Espécie Pacients Mostres Mostrf:s Bacil - loscopia
per pacient
neg.  pos. % pos
Tracte respiratori
Esput
M. avium 22 29 1,32 24 5 17,2
M. bovis 7 8 1,14 1 7 87,5
M. fortuitum complex 55 58 1,05 57 1 1,7
M. gordonae 110 117 1,06 117 - 0
M. intracellulare 30 52 1,73 35 17 32,7
M. kansasii 62 175 2,82 75 100 57,1
M. simiae 13 15 1,15 15 - 0
M. tuberculosis 599 1050 1,75 376 674 64,2
M. xenopi 233 304 1,30 284 20 6,6
MAC 10 21 2,10 19 2 9,5
Altres 43 60 1,40 55 5 8,3
BAS
M. avium 4 4 1 4 - 0
M. fortuitum complex 3 3 3 - 0
M. gordonae 10 10 1 10 - 0
M. intracellulare 8 8 1 7 1 12,5
M. kansasii 22 22 1 14 8 36,4
M. tuberculosis 210 218 1,04 114 104 47.7
M. xenopi 47 49 1,04 48 1 2
MAC 1 1 1 1 - 0
Altres 7 7 1 7 - 0
BAL !
M. avium 1 1 1 1 - 0
M. fortuitum complex 1 1 1 1 - 0
M. kansasii 6 6 1 2 4 66,6
M. simiae 1 1 1 1 - 0
M. tuberculosis 47 51 1,09 32 19 37,2
M. xenopi 17 18 1,06 18 - 0
MAC 2 2 1 2 - 0
Aspirat gastric
M. gordonae 1 2 2,00 2 - 0
M. intracellulare 1 1 1 1 - 0
M. kansasii 3 5 1,67 2 3 60
M. tuberculosis 16 23 1,44 19 4 17,4
M. xenopi 2 2 1 2 - 0
MAC 3 3 1 3 - 0
Biopsia bronquial
M tuberculosis 15 15 12 3 20
Altres mostres resp.
M. gordonae 1 1 1 - 0
M. kansasii 3 5 2 3 60
M. tuberculosis 15 17 10 7 41.2
M. xenopi 3 5 1 20
MAC 3 3 3 - 0
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Espeécie Pacients Mostres Mostr.es Bacil - loscopia
per pacient
neg. pos. % pos.
ExtrarespiratOri
Limfatica
M. avium 4 4 1 2 2 50
M. genavense 3 3 1 3 100
M. gordonae 1 1 1 1 - 0
M. intracellulare 2 2 1 - 2 100
M. marinum 1 1 1 1 - 0
M. tuberculosis 75 85 1,13 56 29 34,1
MAC 1 1 1 1 - 0
altres 3 3 1 2 1 33,3
Osteoarticular
Biopsies i aspirats M. bovis 1 2 2 1 1 50
M. fortuitum complex 1 3 3 - 3
M. tuberculosis 30 34 1,13 22 12 35,3
M. xenopi 1 2 2 1 1 50
MAC 1 1 1 1 - 0
Liquid sinovial M. bovis 1 2 2 - 2 100
M. fortuitum complex 1 3 3 0 3 100
M. tuberculosis 4 4 1 4 - 0
Cutania
M. bovis 1 1 1 1 - 0
M. fortuitum complex 7 9 1,29 4 5 55,6
M. kansasii 1 1 1 - 1 100
M. marinum 17 17 1 11 6 35,3
M. simiae 1 1 1 1 - 0
M. tuberculosis 4 4 1 4 - 0
M. xenopi 1 1 1 1 - 0
Mycobacterium ssp 1 1 1 1 - 0
Pleural
Biopsia pleural M. tuberculosis 18 19 1,06 18 1 5,3
Liquid pleural M. africanum 1 1 1 1 - 0
M. fortuitum complex 2 2 1 2 - 0
M. gordonae 1 1 1 1 - 0
M. tuberculosis 58 68 1,17 64 4 5,9
M. xenopi 1 1 1 1 - 0
MAC 2 2 1 2 - 0
Pericardica
M. tuberculosis 4 7 1,75 7 - 0
Meningea
M. tuberculosis 8 9 1.12 7 2 22.2
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Espécie Pacients Mostres MOStr?S Bacil - loscopia
per pacient
neg. pos. % pos.
Genitourinaria
M. alvei 1 1 1 1 - 0
M. avium 2 2 1 2 - 0
M. bovis 4 4 1 2 2 50
M. cr pig. 1 1 1 1 - 0
M. fortuitum 1 1 1 1 - 0
M. genavense 1 1 1 1 - 0
M. gordonae 7 7 1 7 - 0
M. peregrinum 2 2 1 2 - 0
M. tuberculosis 73 97 1.32 66 31 32

M. xenopi 24 24 1 24 -
MAC 4 4 1 4 - 0
Gastrointestinal
Biopsies
M. cr ni pig. 1 1 1 1 - 0
M. fortuitum complex 4 4 1 4 - 0
M. gordonae 1 1 1 1 - 0
M. tuberculosis 6 6 1 6 - 0
MAC 3 3 1 2 1 33,3
Liquid ascitic M. tuberculosis 13 18 1.38 17 1 5.5
Femta
M kansasii 2 2 1 1 1 50
M. avium 3 9 3 9 - 0
M. tuberculosis 27 31 1,15 23 8 25,8
M. xenopi 2 3 1,50 3 - 0
MAC 6 10 1,67 5 5 50

Especificitat de la bacil - loscopia

De les 1199 mostres amb bacil - loscopia positiva, 83 van presentat cultiu negatiu, de
les qual tres corresponien a un pacient amb diagnosis de Lepra. Sense analitzar les
discrepancies entre aquest resultats, I'especificitat de la bacil - loscopia seria del 99,8%.
Cal reintrepretar aquestes dades després de resoldre les discrepancies. S’han descrit
diferents suposits que poden explicar aquests resultats discrepants; 1) pacients en
tractament, 2) taxes de contaminacio (sobrecreixement) dels medis de cultiu elevades,
3) temps de descontaminacid massa llargs, 4) temperatura o temps d’incubacié
inadequats, 5) contaminacions creuades, 6) contaminacions de I'aigua de rentat o dels
portaobjectes 7) errades de laboratori i 8) tractar-se de micobacteris psicrofilics que

no creixen a les temperatures en que s’incuben les mostres habitualment (58).
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Analitzant les 80 mostres discrepants, les podem agrupar en quatre suposits (taula

29):

d.

Pacients en tractament: en 28 dels casos el pacients feia més d’un mes que
havien iniciat el tractament antituberculds, i correspondria doncs a la preséncia
de bacils suficientment lesionats per I'efecte del tractament que els fa

incapacos de desenvolupar-se en el cultiu (44).

b. Excés o defecte en la descontaminacio:

% En 29 de les mostres, els pacients varen presentar cultius d’altres
mostres positius o la deteccié d’acids nucleics positiva, el que podria
manifestar un excés de descontaminacié.

% 9 de les mostres negatives pertanyien a pacients que tenien infeccid
disseminada per M. genavense, aillats en mostres no descontaminades.
M. genavense és labil, sensible a la descontaminacié (191).

< En sis de les mostres els medis de cultiu van presentar tots
sobrecreixement bacteria, i el pacients presentaven altres mostres amb
cultiu positiu.

Errades de laboratori: en 2 de les mostres es podria haver produit un error
durant la manipulacié de les mostres, ja que el mateix dia es van manipular
mostres amb bacil - loscopia positiva i cultiu positiu. L’explicaci6 més plausible
recau en la contaminacié creuada, ja sigui en el moment de fer I’extensié o en
la cubeta de tinci6 (58). En altres 2 mostres sembla que es podria haver produit
una errada de retolacié, ja que el mateix dia de I'inoculacié es van processar
altres mostres amb cultiu positiu i bacil - loscopia negativa.

Desconegut: les 4 mostres restants sén les Uniques mostres dels pacients

implicats, dels quals no se’n disposa I’historia clinica.

Aixi doncs, setanta dues de les mostres analitzades sén falsos negatius per al cultiu,

mentre que 8 de les mostres son veritables falsos positius per a la bacil - loscopia. Aixo

suposa un 0,61%, per sota del 1% que es recomana com a maxim acceptable (17, 137).
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Després de la resolucié de les discrepancies I'especificitat de la bacil - loscopia seria del

99,9%, i el valor predictiu positiu del 99,4 %.

Taula 29. Mostres amb cultiu negatiu bacil - loscopia positiva.

n° de mostres Resolucié de discrepancies entre cultiu i bacil - loscopia

44% Altres mostres coetanies dels mateixos pacients amb cultiu o deteccié d’acids nucleics
positius
Excés o defecte en la descontaminacié?

28 Micobacteriosi en tractament

2 Altres mostres cultiu positiu bacil - loscopia negativa el mateix dia de recepcié de la
mostra. Errada en la retolacié?

2 Altres mostres cultiu positiu bacil - loscopia positiva el mateix dia de recepcio de la
mostra. Contaminacié creuada?

4 Cap dels suposits anteriors, mostres Uniques

*9/44 Infeccions per M. genavense

4.6 Aillament per cultiu

4.6.1 Taxa de contaminacié

Les mostres colonitzades amb flora comensal, és a dir, la majoria de mostres per a
I’aillament de micobacteris, requereixen esser descontaminades a la seva arribada al
laboratori. EI metode utilitzat ha de trobar I’equilibri entre I’eliminacié de la flora
colonitzant i la preservacié dels micobacteris que hi pugui haver. Malgrat tot, i sota les
millors condicions, els processos de descontaminacié destrueixen entre el 10 i el 20 %
de micobacteris presents a la mostra.

Es considera que el procediment és optim quan el percentatge de contaminacié dels
cultius per flora comensal es troba al voltant del 2 al 5 % (171). Aquests percentatges
s’expressen sempre com a contaminacions del medi de I6wenstein-Jensen. El fet

d’utilitzar medis liquids, que permeten la complementacié amb antibiotics, fa que es
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pugui utilitzar métodes de descontaminacié menys agressius, que caldria reconsiderar
en cas de només utilitzar medi solid.

El percentatge de contaminacio dels dos tubs de medi de l6wenstein-Jensen es troba
entre 3,25% i 7,16%, valors lleugerament superiors als recomanats. La utilitzacié de
medi liquid, rebaixa el total de sobrecreixement bacteria al 0,7%-2,24%, essent segons

la nostra opinié una taxa acceptable.

Taula 30: Percentatge de contaminacions dels medis de cultiu per any.

any 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007

medi

1 tub solid 723 547 768 613 998 7,7 88 575 506 417 481 3,8 541
2 tubs solids 716 628 424 437 671 564 62 382 56 476 3,55 325 4,99
Medi liquid 221 1,21 1,03 1,05 1,57 1,93 1 118 121 072 144 073 128
liquid + 1 solid - - - 058 056 - 07 - 056 022 033 036 0028
tcoi;tami”adé 224 08 092 1,41 197 065 1,3 1,80 098 072 1,22 093 1,76
Sangimolld’os 577 3,36 2,17 2,8 238 1,8 18 1,9 256 091 1,25 808 28I

4.6.2 Rendiment dels medis de cultiu

Per a I’analisi de les dades del rendiment dels diferents medis de cultiu s’ha disposat
de les dades complertes de 3164 aillaments de diferents espécies de micobacteris. Del
total de mostres, 163 corresponen a aillaments en sang i 26 en moll de I’os (taula 32).
Aixi doncs per analitzar conjuntament els medis de cultiu liquid i solid s’ha disposat
de dades de 2975 aillaments de micobacteris. Amb els quals s’ha pogut comparar les
diferéncies entre el temps que necessita cadascuna de les espécies aillades en els
diferents medis de cultiu liquid utilitzats. S’ha fet I’analisi de forma individual per a les
especies més freqlients, i la resta s’han agrupat en funcié de la seva velocitat de

creixement.
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Les mostres van ser sembrades alternativament en un o altre medi de cultiu liquid de
forma independent, només un nombre petit de mostres va ser sembrat en ambdds
medis de cultiu liquid, encara que no suficients per avaluar-les de forma depenent.
Aquestes mostres estan incloses en I’analisi general, de manera que estan comptades
per duplicat. Les mostres amb aillaments mixtes s’han exclos.

A la taula 31, es pot observar els diferents percentatges d’aillament en cadascun dels
tipus de medi. Tal i com esta ampliament descrit, s’observa una major capacitat
d’aillament dels medis de cultiu liquid, recuperant un nombre més alt de cultius
positius que el medi solid.

Només en un 2,8% dels micobacteris es van aillar inicament en medi solid. La majoria
d’espécies es comporten de forma similar, excepte en el cas dels creixedors rapids,
que tenen com a temperatura optima de creixement al voltant dels 30°C. Es per aixo
que les mostres en les que hi ha la possibilitat de la preséncia d’aquestes espécies, de
forma expressa es pot incubar la mostra a 30°, fet que no es possible quan s’inocula la
la mostra en MB/BacT ALERT ja que caldria tenir tot un armari d’incubacié a 28-30* C
de temperatura per un volum petit de mostres. Aquesta dificultat queda reflectida en
els percentatges d’aillament, tant en mostres amb la amb bacil - loscopia positiva com
negativa on es van aillar especies de creixement rapid i que es varen sembrar en
MB/BacT ALERT, on el percentatge d’aillament només en medi solid es superior al 60%.
En les mostres bacil - loscopia positiva el nombre de bacils/ml és més elevat, fet que es
posa de manifest per I'alt percentatge de mostres que creixen en ambdds medis de
cultiu, solid i liquid, ja sigui aquest ultim BACTEC 460TB o MB/BacT ALERT.

Les mostres amb la bacil - loscopia negativa presenten una distribucié més esbiaixada,
observant-se un major nombre de cultius positius Unicament en medi solid (global del
15%). Aquest fet probablement es deu a ’efecte anomenat “inocul”. Es a dir només es
troben micobacteris viables en la part d’indocul que s’ha utilitzat per sembrar un o altre
dels medis de cultiu.

Es en les mostres amb la bacil-loscopia negativa quan es posa de manifest la

complementarietat dels medis liquids i solid per I'aillament de micobacteris.
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taula 31: Percentatges dels aillaments en els diferents medis liquids;(BACTEC 460TB (B460) i MB/BacT ALERT
(MB/BacT)) i el medi solid (Lowenstein-Jensen).

M tuberculosis complex M. kansasii M avium complex M. xenopi

B460  MB/BacT  total B460 MB/BacT  total B460 MB/BacT total B460 MB/BacT  total

Bacil - loscopia

positiva

Medi liquid+solid 86,9 88,9 87,7 81,5 90 83,9 794 88,9 81,6 77,8 88,9 81,5
Medi liquid 10,7 8,8 10 14,50 10 13,3 17,2 11,1 15,8 22,2 11,1 18,5
Medi solid 2,4 2,3 2,3 4 0 2,8 3,4 0 2,6

Bacil - loscopia

negativa

Medi liquid+solid 69 71,7 69,8 53,6 54,8 54 44,4 48,2 45,3 22,2 28,9 23,8
Medi liquid 19 20 19,3 27,5 42 32 43,3 51,8 45,3 63,6 57,8 62,3
Medi solid 12 8,3 10,9 18,9 3,2 14 12,3 9,4 14,2 13,3 13,9

M. gordonae Altres MNT de CL Altres MNT de CR Total espécies

B460  MB/BacT  total B460 MB/BacT  total B460  MB/BacT  total B460 MB/BacT  total

Bacil - loscopia

positiva

Medi liquid+solid 100 50 66,7 28,6 33,3 20 28,6 85,2 86,8 85,8
Medi liquid 100 50 33,3 100 71,4 333 20 286 11,9 10,4 11,4
Medi solid 33,3 60 42,8 2,9 2,8 2,8

Bacil - loscopia

negativa

Medi liquid+solid 16,9 18,7 17,3 24,2 25 24,5 17,1 3,2 14 47 52,2 48,4
Medi liquid 63,5 71,9 65,5 57,6 56,2 57,1 42 32,3 39,7 37,1 35,4 36,6
Medi solid 19,6 9,4 17,2 18,2 18,8 18,4 40,9 64,5 46,3 15 12,4 15

En I'analisi de les diferéncies en els temps de creixement entre un o altre medi de
cultiu liquid, només es van observar diferéncies significatives en el cas de les mostres
amb bacil - loscopia negativa i on s’ailla M. tuberculosis complex o micobacteris de
creixement rapid (taula 33). En I'Gltim dels casos probablement degut major facilitat
que ofereix el sistema BACTEC 460TB d’incubar els vials de forma individual a
diferents temperatures que, tal i com ja s’ha comentat anteriorment, és més dificultos
amb el sistema MB/Bact ALERT. Tot i que sembla que el medi de cultiu BACTEC 460TB

tindria més capacitat d’aillament MNT i aixi s’ha descrit també a la bibliografia, no pot
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fer-se una bona avaluacié d’aquest suposit ja que les mostres no es van incubar en
paral - lel en ambdds medis.

S’observa també la influéncia del factor “inocul” en els temps de creixement de les
diferents espeécies en funcié del resultat de la bacil - loscopia. Els micobacteris aillats de
mostres amb bacil-loscopia positiva han requerit menys temps que les que la
presentaven negativa, i la diferéncia ha estat significativa en totes les espécies excepte
en el conjunt d’espécies agrupades com a “altres micobacteris de creixement lent” i en
el BACTEC460. En aquestes, la mitjana de dies requerits per al seu aillament ha estat
superior en mostres amb bacil - loscopia positiva que en la negativa, el fet que només
hi hagi tres mostres fa que no se’n puguin treure conclusions.

Les mostres de sang i moll de I'os es van incubar en el medi de cultiu BACTEC 460
13A. En la taula 32 s’observa la influéncia de les necessitats metaboliques de
cadascuna de les espécies, ja que en el cas de M. genavense i M. xenopi, amb
dificultats de creixement, els temps requerits d’aillament sén molt superiors a les

altres especies

Taula 32: Especies aillades en medi BACTEC 13A.

M. tuberculosis M avium

M. kansasiic M. genavensed M. xenopie Altresf
complexa complexs
n° de mostres 61 96 6 10 8 4
Mitjana temps 29,4 23,43 20,33 46,1 45,12 17,66
creixement (rang) (6-93) (5-91) (14-26) (14-77) (23-93) (15-19)
Desviacio estandard 18,1 20,8 4,63 21,49 21,44 2,30

a: 51 M tuberculosis (9 moll d’os), 10 M bovis (1 moll d’os)

b: 19 M. avium (3 moll d’os), “ M. intracellulare, 75 MAC (7 moll de I’0s)

c: 1 moll d’os; d: 2 moll d’os; e: 3 moll d’os; f: 2 M. scrofulaceum, 1 M CR pigmentada, 1 M. chelonae.
4 mostres amb aillaments mixes no han estat comptades.
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ESPECIE
M tuberculosis complex M. kansasii M avium complex M. xenopi M. gordonae Altres MNT de CL Altres MNT de CR
n° de mostres
. - . BACTEC 460 MB/BacT B460 MB/BacT B460 MB/BacT B460 MB/BacT B460 MB/BacT B460 MB/BacT B460 MB/BacT
Bacil - loscopia positiva
medi solid + liquid 548 273 62 27 23 8 14 8 1 2 3 1
medi liquid 67 27 11 3 5 1 4 1 1 1 4 3 1
medi solid 15 7 3 0 1 0 3 3
Bacil - loscopia negativa
medi solid + liquid 449 190 37 17 40 13 66 26 18 6 8 4 18 1
medi liquid 124 53 19 13 39 14 189 52 68 23 19 9 44 10
medi solid 78 22 13 1 11 0 42 12 21 3 6 3 43 20
TEMPS DE CREIXEMENT
Bacil - loscopia positiva B460 MB/BacT B460 MB/BacT B460 MB/BacT B460 MB/BacT B460 MB/BacT B460 MB/BacT B460 MB/BacT
n°® mostres 615 300 73 30 28 9 18 9 1 1 3 4 6 2
mitjana 13,5 (2-68) 14,4 (3-50) 14,3 (3-51) 12 (6-31) 11,2 (3-28) 13 (7-21) 28,9 (7-66) 33,6 (33-53) 24 39 23,3 (7-37) 14,75 (7-20) 8,66 (6-11) 6 (0-6)
Desviaci6 estandard 8,40 6,73 9,88 4,95 6,24 5,07 17,22 7,8 5,56 1,96 0
P=0,61 P=0,118 P =0,481 P=0,185

Bacil - loscopia negativa
n° de mostres 573 243 56 30 79 27 255 78 86 29 27 13 62 11

. 22,09 (6-
mitjana 20 (4,68) 24,1 (5,61) 17,6 (7,46) 17,9 (12-37) 16,1 (2-60) 18,6 (9-30) 48,6 (9-87) 50,9 (26-82) 29,6 (5-72) 31,4 (10-55) 18,04 (7-43) 19,9 (12-40) 14,74 (5-60) 43)
Desviaci6 estandard 7,96 7,49 7,70 5,88 9,65 5,73 13,25 10,43 15,11 13,74 9,22 8,00 9,43 13,07

P<0,005 P =0,871 P=0,214 p=0,114 P=0,567 P=0,483 P=0,030
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4.7 Deteccio d’acids nucleics de M. tuberculosis complex directament en la
mostra clinica

L’any 1997 es va comencar a utilitzar la tecnica de deteccié d’acids nucleics
directament en la mostra clinica amb el sistema comercial Amplified Mycobacterium
Tuberculosis Direct (AMTD) test (Gen-Probe Inc.,San Diego Calif.). S’han recollit les
dades de I’experiencia de deu anys, durant els que s‘han analitzat un total de 7452
mostres de les quals 5066 (68%) eren respiratories i 2386 (32%) extrarespiratories.

Amb la intencié d’optimitzar 'AMTD, s’ha introduit una modificacié a I'algoritme
d’interpretacié dels resultat proposat pel fabricant. Inicialment, el fabricant
considerava el resultat positiu per sobre de 30.000 unitats relatives de llum (URL).
Posteriorment, la mateixa casa comercial, proposa una zona gris entre 30.000 i
500.000 URL en la primera analisi i, en cas de caure en aquesta zona, en la repeticié
de I'analisi es torna al criteri inicial (positiu >30.000). En el nostre algoritme, ja
inicialment varem optar per 'augment de l'interval de zona gris fins a 106 URL, i
mantenir el resultat com ininterpretable si en la reanalisi tornava a caure dins la zona
gris. Els resultats de les mostres amb analisi inicial entre 30.000 i 1060 estan reflectits

a la taula 34.

Taula 34: Mostres amb resultat de AMTD inicial entre 30.000 i 106

RLU inicial n primer n repeticié analisi
analisi
<30.000 30.000-500.000 500.000-10¢6 >106
30.000-49.999 38 36 f 1 a 1 b 0
50.000-74.999 31 22 bf 7 a 0 2 b
75.000-99.999 18 15 jk 2 a 0 1 a
100.000-149.999 30 22 d 3 b 1 b 4 e
150.000-199.999 18 15 bfi 1 a 0 2 <
200.000-299.999 16 12 bf 2 b 1 a 1 b
300.000-399.999 16 13 bfgh 1 b 0 2 ¢
400.000-500.000 15 10 b 1 h 1 a 3 ¢
500.001-750.000 21 13 dgh 1 b 0 7 ¢
750.001-106 11 5 d 4 d 0 2 bf
214 163 23 4 24

a cultiu negatiu; b Tcultiu positiu per a M. tuberculosis complex; < totes les mostres cultiu positiu per a M. tuberculosis
complex; d 2 cultius positius per a M. tuberculosis complex; e 3 cultius positius per a M. tuberculosis complex; f: una mostra
cultiu negatiu diagnostic de tuberculosi; 9 dues mostres amb cultiu negatiu diagnostic de tuberculosi; h 1 cultiu positiu per
MNT; i dos cultius positius per MNT; i tres mostres cultiu positiu per MNT; kun pacient ex .tuberculés
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% Interpretaci6 dels resultats segons el criteri recomanat per la casa comercial (zona
gris entre 30.000 i 500.000 URL)
De les 182 mostres que en la primera analisi van caure en la zona gris, al repetir-la
els resultats foren els segiients:
% 145 (79,7%) van donar un valor <30.000 per tant es considerarien negatives.

De les quals 14 (9,6%) eren de pacients amb tuberculosi.

% 37 (20.3%) van donar un valor superior a 30.000 i per tant s’haurien d’haver
considerat positives. Disset (46%) pertanyien a pacients amb diagnostic
de tuberculosi, amb o sense, el cultiu positiu per M. tuberculosis

complex.

% Interpretacié amb zona gris entre 30.000 i 106
La modificacié de la interpretacié dels resultats que vam incorporar en el nostre
laboratori va afectar a 214 mostres. En la repeticié de I'analisi amb la segona al.liquota
els resultats foren:
% 163 (76,2%) mostres presentaren un valor negatiu (<30.000), 20 (12,2%)
d’aquestes eren de pacients amb diagnostic de tuberculosi amb o sense cultiu

positiu per a M. tuberculosis complex

% 24 (11,2%) mostres donaren un valor superior a >106 i es consideraren
positives. Vint-i-una de les quals (87.5 %) varen presentar cultiu positiu per a

M. tuberculosis complex o diagnostic de tuberculosi.

% 27 (12,6%) mostres restants va tornar a caure en la zona gris i es van excloure
de I'analisi final, al considerar el resultat de la técnica ininterpretable (taula 34).
Vuit d’elles (30%) pertanyien a pacients amb diagnostic de tuberculosi amb o

sense cultiu positiu per a M tuberculosis complex.
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Taula 35: Resultats preliminars i definitius de la AMTD segons els criteris d’interpretacié de la casa comercial
i de I’HSCiSP.

Proposta Gen-probe

Primer resultat AMTD (URL) Resultats definitius després de repetir I’analisi
negatiu <30.000 6526 negatiu <30.000 6671
zona gris  30.000-500.000 182

positiu >500.000 744 positiu >30.000 781

Proposta HSCSP

Primer resultats AMTD (URL) Resultats definitius després de repetir I’analisi
Negatiu <30.000 6671 Negatiu <30.000 6834
Zona gris  30.000-10¢ 214 Ininterpretable 30.000-106 27
Positiu >106 567 Positiu >106 591

Per una banda la modificacié proposada ha suposat un augment en els valors de
I’especificitat i del VPP passant del 97,4% al 99,8% i del 77,7% al 97,9% respectivament.
Mentre que per una altra banda s’observa una petita disminucié en la sensibilitat i el
valor predictiu negatiu passant de 85,9 % a 82,9% i de 98,51% a 98,2% respectivament
(taula 36). La modificacié ha fet possible limitar el nombre de falsos positius. Aquesta

modificacié ha estat utilitzada per altres autors amb resultats similars (7, 29) (57, 119)

Taula 36: Resum de AMTD, per mostres, després de la resolucié de discrepancies amb i sense zona gris.

PARAMETRE AMTD Diagnostic de TB Sensibilitat  Especificitat ~ VVPe  VVNf
Positiu negatiu
Sense zona gris
Total Positiva >30.000 607 174 85,9 97,4 77,7 98,5
Negativa <30.000 99 6572

Amb zona gris 30.000-1.000.000
Total Positiva 579c 12d 82,9 99,8 97,9 98,2
Negativa 119 6715

< Vint mostres positives van estar classificades com a negatives erroniament després de repetir la técnica. Vuit
veritables positius van tornar a caure a la zona gris hi ha estat extrets.

d143 falsos positius en la primera mesura van ser classificats correctament com a negatius al repetir la técnica. Dinou
falsos positius van tornar a caure a la zona gris hi ha estat extrets.

e VPP: Valor predictiu negatiu fVPN: Valor predictiu negatiu
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S’analitzen un total de 5058 mostres, 536 mostres presentaren cultiu positiu per M.
tuberculosis complex, de les quals 383 (71,5%) tenien la bacil - loscopia positiva i 153
(28,5%) negativa (taula 37). De les mostres amb bacil.loscopia positiva el 99,5 %(381)

van ser AMTD positiva, aixi com en 60.1% (92) de les que foren bacil.loscopia negativa.

En 19 mostres la AMTD va ser positiva i el cultiu per a M. tuberculosis complex negatiu
(taula 37). Per a la resolucié de les discrepancies s’incorporen a I'analisi les dades
cliniques i el resultats obtingut en altres mostres dels pacients implicats. Dues mostres
amb bacil-loscopia positiva i cultiu positiu per a M. tuberculosis complex varen
resultar AMTD negativa. En aquestes mostres probablement els inhibidors foren
responsables d’aquest resultat negatiu. Per un apropiada interpretacié dels resultats
totes les mostres haurien de ser testades per la presencia d’inhibidors (29, 49, 89).

Pel calcul de la sensibilitat, especificitat, VVP i VPN es pren com a referéncia el

diagnostic de tuberculosi (taula 38).

AMTD en mostres extrarespiratories

D’un total de 2367 mostres de 1947 pacients, 134 mostres presentaren cultiu positiu
per M. tuberculosis complex, de les quals 43 (32,1%) tenien la bacil - loscopia positiva i
91 (67,9%) negativa (taula 37). De les mostres amb bacil.loscopia positiva el 95,3 %
(41) van ser AMTD positiva, aixi com en 41.7% (38) de les que foren bacil.loscopia

negativa.

En 20 mostres la AMTD va ser positiva i el cultiu per a M. tuberculosis complex

negatiu, tal com en les mostres respiratories, s’incorporen a I’analisi les dades

cliniques i el resultats obtingut en altres mostres dels pacients implicats (taula 38).
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Taula 37: Comparativa entre la AMTD i el cultiu per M. tuberculosis complex.

PARAMETRE AMTD Cultiu de Sensibilitat  Especificitat ~ VPPa VPNb
M. tuberculosis
complex
Positiu  negatiu

Mostres respiratories

Total Positiva 473 19 88,2 99,6 96,1 98,6
Negativa 63 4503

Bacil - loscopia positiva Positiva 381 6 99,5 92,3 98,4 97,3
Negativa 2 72

Bacil - loscopia negativa Positiva 92 13 60 99,7 87,8 98,6
negativa 61 4431

Mostres extrarespiratoties

Total Positiva 79 20 50 99,1 79,8 99,1
Negativa 55 2213

Bacil - loscopia positiva Positiva 41 9 95,3 66,6 82 90
Negativa 2 18

Bacil - loscopia negativa Positiva 38 11 41,7 99,5 77,5 97,6
negativa 53 2195

a VPP: Valor predictiu positiu b VPN: Valor predictiu negatiu.

Taula 38: Rendiment de la AMTD, per mostres, després de la resoluci6 de discrepancies.

PARAMETRE AMTD Diagnostic de TB  Sensibilitat  Especificitat ~ VVP VVN
Positiu  negatiu

Mostres respiratories

Total Positiva 485 7 88,5 99,8 98,6 98,6
Negativa 63 4503

Bacil - loscopia positiva Positiva 386 1 99,5 98,6 99,7 97,3
Negativa 2 72

Bacil - loscopia negativa  Positiva 99 6 61,9 99,8 94,3 98,7
negativa 61 4431

Mostres extrarespiratoties

Total Positiva 94 5 62,7 99,7 95 97,5
Negativa 56 2212

Bacil - loscopia positiva Positiva 49 1 94,2 94,4 98 85
Negativa 3 17

Bacil - loscopia negativa  Positiva 45 4 46 99,8 91,8 97,6
negativa 53 2195

170



Resultats i discussio

La sensibilitat global de la AMTD és inferior en les mostres extrarespiratories respecte
a les respiratories. Les mostres respiratories mostren una sensibilitat global del 88,5%
i les extrarespiratories del 62,7%. La sensibilitat ha estat similar quan la bacil - loscopia
ha estat positiva independentment del tipus de mostra, del 94,2 % per a les mostres
extrarespiratories i del 99,5% per a les respiratories. En les mostres amb bacil - loscopia
negativa, el valors baixen substancialment fins al 46% en les mostres extrarespiratories
i el 61,9% en les respiratories. Aquets resultats indiquen, en ambdds casos, un baixa
concentracié del rRNA en les mostres amb bacil - loscopia negativa, més aguditzada en
les mostres extrarespiratories. També es podria explicar amb el suggeriment que fan
alguns autors que en les mostres extrarespiratories la presencia d’inhibidors podria
ser més elevada que en respiratories (176), tot i que altres autors (168) han trobat la
mateixa proporcié d’inhibidors en ambdds tipus de mostres.

La sensibilitat en les mostres extrarespiratories es baixa respecte a altres estudis on
s’han observat sensibilitats entre el 74,3 i el 100% (50, 89, 168, 176, 178, 199). Les
discrepancies entre les sensibilitats en els diferents estudis poden ser degudes a les
diferéncies en la proporcié de mostres amb bacil - loscopia positiva i negativa.

De les 461 mostres respiratories bacil -loscopia positiva, 388 eren de pacients amb
diagnostic de tuberculosi i en 386 (99,5%) I'AMTD va ser positiva. En 72 mostres es va
aillar un MNT i totes elles varen ser AMTD negativa. Per dltim en un cas de
bacil - loscopia positiva el cultiu va ser negatiu i no es va considerar que el malalt fos
tuberculés. D’acord amb aquets resultats es podria utilitzar ’AMTD per diferenciar
entre infeccié per M. tuberculosis i MNT en els malalts bacil - loscopia positiva facilitant
la modificacié de la terapéutica, aixi com la interrupcié de I'aillament respiratori i
I’estudi de contactes. Malgrat aix0, s’ha de valorar que hi ha hagut dos pacients amb
bacil - loscopia positiva i cultiu positiu per a M. tuberculosis complex i AMTD negativa
que haurien representat una font de transmissié no detectada.

Tot i la baixa sensibilitat observada en les mostres amb bacil - loscopia negativa, la

técnica mostra una excel - lent especificitat, permetent aixi validar els resultats positius
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obtinguts en malalts bacil - loscopia negativa, en els quals la deteccié d’acids nucleics

presenta un major benefici avancant considerablement el diagnostic (3, 251).

Un acurat i rapid diagnostic de la tuberculosi encara és dificultés, i no existeix un Unic
test ideal. Per a la millora del diagnostic cal la utilitzacié de les diferents tecniques
disponibles i tenir sempre en compte les caracteristiques cliniques del pacient (3). Les
tecniques d’amplificaciéo no poden substituir les tecniques de diagnostic convencional
tot i ser rapides i especifiques com la AMTD.

Respecte a les mostres amb bacil - loscOpia negativa és interessant la realitzacié de la
detecciéo d’acids nucleics directament en la mostra clinica, perd6 amb una seleccié

dirigida en aquelles mostres en que la sospita de tuberculosi sigui alta.
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4.8 Seguiment prospectiu de les resistencies en malalts tuberculosos sense
tractament previ i amb tractament previ als farmacs de primera linia

Durant aquest periode de 9 anys s’ha fet I’estudi de sensibilitat de les soques aillades
de 534 pacients, dels quals en 37 no se n’ha pogut saber els antecedents de
tractament, per tant s’han exclos de I'analisi dels resultats. Un total de 444 (89,3%)
pacients no havien estat tractats anteriorment i 53 (10,7%) tenien antecedents de
tractament previ.

Dels 497 pacients inclosos en I'analisi el 79,2 % sén autoctons i el 20,7% immigrants.
Els percentatge de pacients immigrants han augmentat de forma important durant el
periode estudiat del 12,6% el 1999 al 30,77% el 2007. Les dades publicades per
Catalunya mostren una tendencia similar, del 6,1% de I’any 1996 al 37,9% al 2006 (76).
Aquesta tendéncia és general per a tota la regié epidemioldgica d’Europa, on el 2006
un 20% dels casos declarats ho eren en pacients immigrants, i si s’exclou Bulgaria i
Romania el percentatge augmenta al 31% (81). A I'estat espanyol en les dades
publicades per Jiménez, Casal i el Grupo Esparfiol de Micobacteriologia (GEM) (estudi
multicéntric I'any 2006 a 120 laboratoris de [I’Estat Espanyol representant 16
comunitats autonomes), el percentatge de pacients immigrants ha estat del 33,3%
(117). El creixent nombre de pacients immigrants en les declaracions de tuberculosi i
la diferencia en els percentatges de resisténcia entre la poblacié immigrant i la
autoctona fa que sigui necessari coneixer I’estat de les resisténcies al pais d’origen,
aixi com els antecedents de tractament de cadascun dels pacients. Avalant també la
recomanacié d’incloure un quart farmac en el tractament inicial fins tenir el resultat de

I’estudi de sensibilitat.

4.8.1 Resistencia combinada (pacients nous i préviament tractats)

El percentatge de resisténcia global a I’HSPiSC ha estat del 8,7% proper al 8,1% de la
ciutat de Barcelona durant el periode 1995-2003 (Martin Casabona i al. Dades no

publicades). De les dades publicades per Jiménez, Casal i el GEM es pot extreure que
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la taxa de resisténcia global a I’Estat Espanyol és del 9,8% (117). La nostra serie es
situa lleugerament per sota de paisos com Franca, Italia i Portugal amb uns
percentatges del 9,5% ,13,8% i 15,1% respectivament, i semblant al publicat en el
mateix informe pel conjunt d’Europa del 8,9% (1994-2007), excloent els paisos de
I’Europa de I’Est on es situa al 48,8% (81). La taxa global mundial es troba en el 20%
(247).

Taula 39. Resistencia combinada a I’HSCiSP (1999-2007) a Barcelona (BCN) (1995-2003) i a Catalunya (CAT)
2006. Barcelona informe aspb 2006.

HSCiSP BCNa CAT BCN HSCiSP BCNa CAT BCN
(1995-2003) 2006 (1995-2003) 2006
n % % n % %

Sensibles 454 91,3 91,9 - -
Resisténcia a almenys
un farmac 43 8,7 8,1 - - Multiresisténcia 4 0,8 1,44 1,3 1,9
INH 29 5,8 4,9 5,5 8,1 Monoresisténcia 32 6 6,4 - -
RMP 6 1,2 1,6 1,1 2,3 Poliresisténcia 8 0,2 0,7 - -
ETB 1 0,2 0,2 0,9 -
STR 17 3,4 3 4,1 4,9
PZA 4 0,8 1,4 1,7 2,6

a: inclou les dades de les soques de la serie analitzada en aquesta memoria

Els percentatges de resistencia per a cadascun dels farmacs sén de: 5,8% per la INH,
1,2 % per la RIF, 0,2 % I’ETB 3,4 % I’'STR i 0,8% per la PZA. Percentatges similars als del
conjunt de la ciutat de Barcelona pel periode 1995-2003 (Martin-Casabona i cols
,dades no publicades), tot i que les publicades per I’Agéncia de Salut Publica de
Barcelona pel 2006 els percentatges son lleugerament superiors per a la INH, la RIF,
I’STR i la PZA (taula 39) (15). L'informe mundial de la OMS presenta uns percentatges
de resisténcia per a la regié epidemiologica europea de 6,2% per a la INH, 1,9% per la
RIF, 1,0% per 'ETB i 4,4 per a I'STR i 1,5% de MDR (247), percentatges semblats als ja
comentats anteriorment (taula 39). L’informe d’ambit Europeu, Survelliance of
tuberculosis in Europe. March 2008 (81), dona dades de resisténcia combinada en
pacients autoctons i immigrants de I’any 2006, on les dades per a I’Estat Espanyol no
sOn representatives de tot el territori ja que actualment a I’Estat espanyol només tres

comunitats participen en el Global Project on Anti-tuberculosis Drug resistance
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surveillance the Who and the International Union Against tuberculosis and Lung-
Disease. Tal i com succeeix en la nostra serie, els percentatges s6n més elevats en

pacients immigrants que en pacients autoctons (taula 40).

Taula 40: Resisténcia combinada a I'HSCiSP (1999-2007) per origen geografic dels pacients.

Total Autoctons Immigrants
n % n % n %
Sensible 454 372 82
Resisténcia a almenys un farmac 43 8,7 22 5,6 21 20,3
INH 29 5,8 20 5,1 9 8,7
RMP 6 1,2 - - 6 5,8
ETB 1 0,2 - - 1 1,0
STR 17 3,4 4 1,0 13 12,6
PZA 6 1,2 3 0,8 3 3,0
Multiresisténcia 4 0,8 4 3,9

Pacients autoctons

La taxa de resisténcia combinada a almenys un farmac en pacients autoctons ha estat
del 5,6%, Per a INH es troba en el 5,1%, similar al de Grecia (5,0%), Alemanya (4,8%) i
Austria (4,6%). Mentre que Portugal (6,1%) i el Regne Unit (5,8%) declaren percentatges
Illeugerament superiors. En condicions més favorables es troben paisos com Franca
(3,9%), Belgica (3,4%), Holanda (3,7%) o Suissa (1,6%). Les dades de I'informe Europeu
per I’Estat Espanyol situen la resistencia a I'INH en el 9 %. Molt més preocupant és la
situacid en els paisos de la ex Unid Sovietica amb valors entre el 29,1% de Lituana i el
61,6% d'Azerbaijan.

No s'ha aillat cap soca resistent a la RIF ni a I'ETB. Varis paisos declaren també
percentatges del 0% per ambdds farmacs com Xipre, Holanda, Malta, Luxemburg,
Sueécia i Islandia.

La taxa de resistencia per a I'STR en la nostra serie és del 1%, inferior a la declarada per
I’Estat Espanyol (3,6%), i una de les més baixes d’Europa, que van entre el 0% a Xipre i

Luxemburg i el 62,8% de I’Azerbaijan.
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No s’ailla cap soca MDR en pacients autoctons. La multiresisténcia declarada a
I'informe Europeu és del 2,4% en I'Estat Espanyol (Les dades recollides pel GEM
mostren un percentatge del 2,1 (117)) Els percentatges de multiresisténcia als paisos
Baltics es mostren al voltant del 15% i arriben al 41,8% a les regions declarants de

I’antiga Unié Soviética.

Pacients immigrants

La taxa de resistencia a almenys un farmac combinada en pacients immigrants ha estat
del 20,3%, del 8,7% per la INH, 5,8% per la RIF, 1% per 'ETB ,12,6% per I’'STR del 2,9%
per a la PZA i un 3,9% de MDR. Pel conjunt de I'Estat es declaren percentatges similars,
lleugerament superiors, 12,3% per a la INH, 7,4% per a la RIF, 2,0% per a I’'ETB 6,9% de
MDR i només la STR presenta un percentatge inferior del 5,7%. També en aquets cas
els percentatges sdn similars als declarats en els paisos de I’Europa Occidental, amb
valors similars a Franca, Belgica, Alemanya, Anglaterra i Holanda per a la INH, la RF |
I’ETB, Grecia i Alemanya per a la STR. Els paisos Baltics declaren resisténcies molt
superiors en tots els farmacs, tal i com succeeix amb els pacients autoctons. Els paisos

de I’Europa de I’Est no declaren cap pacient immigrant amb tuberculosi.

4.8.2 Resisténcia en casos nous

El percentatge de resisténcia primaria a almenys un farmac ha estat del 7,9%, més alta
en pacients immigrants (16,6%) respecte als autoctons (5,7%) (p <0,001). Les nostres
dades de resistencia primaria mostren per a INH, RIF, ETB i STR percentatges del 5,4%,
0,6%, 0% i 2,9% respectivament, amb una taxa de MDR del 0,4% (Taula 41). Les dades
recollides pel GEM, mostren uns percentatges de resisténcia primaria a almenys un
farmac del 8,3%, 4,9% per a la INH, 1,6% per a la RIF, 0,7% per a I'ETB i 0,7% per a I'STR,

amb un percentatge de MDR del 1,3%.
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Taula 41: Resisténcies als farmacs de primera linia en pacients nous. Periode 1999-2007.

n (%)

Total Autoctons Immigrants
Sensibles 409 (92,1) 334 (94,3) 75 (83,4)
R\esnstenaa a almenys un 35 (7.9) 20 (5.7) 15 (16.,6)
farmac
INH 24 (5,4) 18 (5,1) 6 (6,6)
RMP 3 (0,6) - 3,3
ETB - - -
STR 13 (2,9) 3(0,8) 10 (11,1)
PZA 5(@,1) 3(0,8) 2(2,2)
Monoresisténcia
INH 16 (3,6) 14 (3,9) 2 (2,2)
RMP 1(0,2) - 1(,1)
EMB - - -
STR 7 (1,6) - 7(7,7)
PZA 3(0,7) 2 (0,5) 1(1,1)
Multiresisténcia 2 (0,4) - 2(2,2)
INH+ RF 1(0,2) - 1(,1)
INH+RF+STR+PZA 1(0,2) - 10,1
Altres associacions
INH+STR 5,1 3(0,8) 2(2,2)
INH+PZA 1(0,2) 1(0,3) -

A Europa els percentatges de resisténcia primaria a almenys un farmac es troben entre
els valors del 0% a Islandia i Andorra, fins el més elevat del 49,2% de Georgia i 57,1% a
Kazakhstan, alhora el percentatge més alt a nivell mundial. Els valors pels diferents
farmacs son comparables als de Belgica (5,3%, 1,8% , 1,2%, 0%) Franca (6,0%, 1,4%,
0,7%, 5,1%), i lleugerament inferiors als declarats per Greécia (5,1%, 3,6%, 3,2% 8,7%) i

Portugal (7,0%, 1,3%, 1,3%, 8,1%).

177



Resultats i discussio

Taula 42: Percentatges de resisténcia a HSCiSP i a la ciutat de Barcelona i Catalunya per origen dels pacients
nous.

HSCiSP Barcelona Catalunya
Autoctons immigrants Autoctons  immigrants  Autoctons  immigrants

Resisténcia a

almenys un farmac 5,7 16,6 5,6 19,3

INH 5,1 6,6 3,3 12,4 6,2 7,4
RMP - 3,3 0,9 4,6 0,6 1,8

ETB - 0,2 0,5 0,9 1,3
STR 0,8 11,1 2,0 7,6 3,9 8,8
PZA 0,8 2,2 1,1 2,8 2,1 3,3
Multiresisténcia 0 2,2 0,8 4,6 nd nd

Pacients autoctons

La taxa de resisténcia primaria a almenys un farmac en pacients autoctons ha estat del
5,7%. Per I'INH ha estat del 5,1% , no s’ha aillat cap soca resistent a la RIF ni a ’ETB i
per a I’'STR i la PZA ha estat del 0,8%. EIl GEM publica un percentatge de resisténcia a
almenys un farmac del 8,2%, lleugerament superior als que es mostren a la taula 42
per a I’HSPiSC, Barcelona i Catalunya. Per a la INH, RIF, ETB i PZA els percentatges son
molt similars als del Grup de Treball de Micobacteris de Barcelona (Martin Casabona i
cols, dades no publicades), i per Catalunya. Per a I' STR la taxa de la nostra serie és
inferior (0,8%) tant a la de Barcelona (2,0%) com a la de Catalunya (3,9%). La MDR a
Barcelona és el 0,8%, el GEM publica un percentatge del 1,1% mentre en el nostre

hospital no s’ha aillat cap soca MDR ni XDR.

Pacients immigrants

La taxa de resistencia primaria a almenys un farmac en pacients immigrants ha estat
del 16,6%. Per a la INH, la RIF, 'ETB, I’'STR i la PZA del 6,6%, 3,3%, 0% ,11,1% i 2,2%
respectivament. La taxa de MDR és del 2,2% (2 pacients de Nigéria i Senegal). No s’ha
aillat cap soca XDR. Les dades que es mostren en la taula 42, sén forca inferiors
respecte a les declarades a Barcelona, probablement degut al tipus de poblacié

immigrant del nostre centre (taula 43).
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Taula 43: Paisos d’origen dels pacients immigrants i percentatges de resisténcia a I’HSCiSP i cadascun dels
paisos d’origen.

N (%) Percentatges publicats (18, 247)

Regions epidemioldgiques de la OMS QUALSEVOL FARMAC MDR ESTIMADA*

TOTAL Primaria adquirida PRIMARIA ADQUIRIDA PRIMARIA ADQUIRIDA
AMERICA LLATINA
ARGENTINA 3 10 25 2,2 15,4
BOLIVIA 14 1 25,5 41,1 1,2 4,7
BRASIL 3 8,6 14,4 0,9 5,4
COLOMBIA 5 15,5 1,5 9,7
CUBA 1 7,1 36,8 0 5,3
DOMINICANA 1 1 40,6 52,1 6,6 19,7
ECUADOR 8 2 20,1 43,8 4,9 24,3
EL SALVADOR 1 5,7 22 0,3 7,0
HONDURAS 1 1 12 38,4 1,8 12,3
PERU 22 6 (28,6) 1(100) 23,2 41,7 5,3 23,6
URUGUAI 3 2,1 9,1 0,0 6,1
VENEZUELA 1 7,5 30,8 0,5 13,5
XILE 2 1 1 10,5 19,9 0,7 3,8
SUD EST ASIATIC
INDIA 2 5,3-27,9 ND 2,8 17,2
PACIFIC OEST
FILIPINES 2 20,5 37,2 4,0 20,9
HONGKONG 1 11,1 23,3 0,9 8,0
XINA 1 13-42,1 35,1-70,1 5,0 25,6
AFRICA AMB ALTA PREVALENGA DE HIV
CAMERUN 1 ND 1,7 8,5
GUINEA 1 14,7 50 2,3 28,1
NIGERIA 2 1 ND 1,9 9,3
EUROPA CENTRAL
RUMANIA 2 2,8 11,0
GEORGIA 2 6,8 27,4
XIPRE 1 22,7 20 1,1 9,6
EST DEL MEDITERRANI
MARROC 8 1 7,0 20,4 0,5 12,2
PAKISTAN 4 ND 3,4 36,5
AFRICA AMB BAIXA PREVALENGA DE HIV
ANGOLA 1 ND 2,0 3,2
GANHA 1 ND 1,9 2,2
SENEGAL 3 1 10,5 31,0 2,1 3,6

ECONOMIA DE MERCAT ESTABLERTA™ per USA Dades declarades 1999-2002,(18).

ANDORRA 1 1 11,1 0 0 10,4
FRANCA 1 8,7 21,4 1,1 7,1
GRAN BRETANYA 1 7,1 9,2 0,7 2,6
ITALIA 3 9,7 36,7 1,6 17,7
USA 1 12,0 18,8 1,1 5,2*
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El fet que pel conjunt de Catalunya els immigrants amb més representacié provinguin
del Marroc, on la taxa de resisténcia és més significativament més baixa respecte als
paisos d’Ameérica Llatina, fa que els percentages de resistencia per al conjunt del pais
siguin més baixos(15, 76).

Les dades publicades pel GEM donen un percentatge del 12% en resisténcia a almenys

un farmac i del 3,6% de MDR (117).

4.8.3 Resisténcia en pacients préeviament tractats

Les dades de la nostra serie en pacients préviament tractats sén dificilment avaluables
per la seva poca entitat ja que els nombres absoluts son baixos, tot i que no deixen de
representar el que tenim en el nostre entorn i per tant cal tenir en compte a I’hora de

tractar de forma individual cadascun dels pacients diagnosticats.

Taula 44: Resisténcies als farmacs de primera linia en pacients préviament tractats. Periode 1999-2007.

n (%)

Total Autoctons Immigrants
Sensibles 45 (84,9) 38 (95) 7 (53,8)
R\esnstenaa a almenys un 8 (15.1) 2 (5) 6 (46.2)
farmac
INH 5(9,4) 2 (5) 3(23,1)
RMP 3 (5,6) 3(23,1)
ETB 1(1,8) 1(7,7)
STR 4(7,5) 1@2,5) 3(23,1)
PZA 1(1,8) 1(7,7)
Monoresisténcia
INH 2(3,7) 1(2,5) 1(7,7)
RMP
EMB
STR 2 (3,7) 2(15,4)
PZA
Multiresisténcia 23,7 2(15,4)
INH+ RF 1(1,8) 1(7,7)
INH-F-RIF-ETB+PZA 1(1,8) 1(7,7)
Altres associacions
INH+STR 1(1,88) 1@2,5)
STR+RF 1(1,88) 1(7,7)
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El percentatge de resistencia adquirida a almenys un farmac és del 15,1%, essent la
INH la més freqlient (9,4%) seguida de la STR (7,5%), la RIF (5,6%), 'ETB i la PZA (1,8%).
S’ha aillat un 3,7% de soques multiresistents corresponents a dos pacients originaris
de la Republica Dominicana i Peru. La resisténcia a almenys un farmac ha estat
significativament més elevada en pacients immigrants (46,2%) que en els autoctons
(5%) (p=0,008). No s’ha aillat cap soca XDR. En l'estudi del GEM les dades de
multiresistencia no diferencien entre pacients immigrants i autoctons, donant una taxa

de MDR adquirida a almenys un farmac del 12,5%.

Pacients autoctons

El percentatge de resisténcia a almenys un farmac adquirida en pacients autoctons és
del 5%, per sota del que observa pel conjunt de la ciutat de Barcelona del 9,7%, i molt
allunyat del 30,8% que es declara en el recull per 'any 2006 del GEM (117). No s’ha

aillat cap soca MDR ni XDR.

Pacients immigrants

La taxa de resisténcia adquirida a almenys un farmac en pacients immigrants en la
nostra série és del 46,2% respecte al 35,9% de la ciutat de Barcelona i del 32% per a tot
I’Estat Espanyol, El petit nombre de malalts immigrants amb tractament previ fa dificil
avaluar els percentatges observats.

S’han aillat dues soques MDR, el que representa un percentatge del 15,4% inferior a la
publicada pel conjunt de la ciutat del 20,5%.

La presencia de soques MDR només en pacients immigrants sembla que confirma la
hipotesi que la tuberculosi procedent de paisos amb alta incidencia, afecta poc als
paisos amb baixa incidéncia sempre que es prenguin les mesures de control

adequades (62)

181



Resultats i discussio

Taula 45: Percentatges de resisténcia a HSCISP i a la ciutat de Barcelona per origen dels pacients
préviament tractats.

HSCiSP BCN
Autoctons. immigrants Autoctons. immigrants

Resnftenaa a almenys 5 46,2 9,7 35.9
un farmac

INH 5 23,1 7,8 25,6
RMP - 23,1 3,0 23,1
ETB - 7,7 1,1 12,8
STR 1,1 23,1 2,6 20,5
PZA - 7,7 1,9 15,4
Multiresisténcia - 15,4 3,0 20,5

A nivell mundial, en pacients previament tractats no s’ha declarat resisténcia a Islandia,
Israel i Noruega, i en 16 zones s’han declarat percentatges superiors al 50% entre ells
Bakl (Azerbaijan) i Tashkent (Uzbekistan) que mostren taxes de resisténcia de 84,8% i
85,9% respectivament. Les taxes de MDR obviament mostren els valors més elevats en
els paisos on les taxes de resisténcia sén més altes, arribant al 60% a Tashkent

(Uzbekistan) (247).

4.8.4 Tendeéncies en els percentatges de resisténcia

S’ha dividit el periode arbitrariament en dos per tal de analitzar les tendéncies en els
percentatges de resisténcia, el primer periode de I’any 1999 al 2003, amb 297
pacients (89,56% de casos nous) i el segon entre els anys 2004 i 2007 amb 200

pacients (89% de casos nous) (taules 46 i 47).

Taula 46: Percentatges de resisténcia als farmacs de primera linia en casos nous en els periodes1999-2003 i
2004-2007.

total autoctons immigrants

1999-2003 2004-2007 1999-2003 2004-2007 1999-2003  2004-2007

Resisténcia a

. 8.65 6.7 6 5 20 12.5
almenys un farmac
INH 5.6 5.1 5.1 5 8 5
RIF 0.8 0.6 0 0 4 2.5
ETB 0 0 0 0 0
STR 3.8 1.7 0.9 0.7 16 5
PZA 0.8 1.1 0.9 0.7 2 2.5
MDR 0.8 0 0 0 4 0
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Taula 47: Percentatges de resisténcia als farmacs de primera linia en pacients préviament tractats en els
periodes 1999-2003 i 2004-2007.

total autoctons immigrants

1999-2003 2004-2007 1999-2003 2004-2007  1999-2003 2004-2007

Resisténcia a

. 12,9 18,2 7,4 0 50 44,4
almenys un farmac
INH 9,7 9,1 7,4 0 25 22
RIF 6,4 4,5 0 0 50 11
ETB 0 4,5 0 0 0 11
STR 6,4 9,1 3,7 0 25 22
PZA 0 4,5 0 0 0 11
MDR 3,2 4,5 0 0 25 11

No s’han observat diferéncies significatives en la tendéncia entre els dos periodes
analitzats en la resisténcia a almenys un farmac (p=0,46), ni en cap dels farmacs de

manera individual.

A la ciutat de Barcelona (Martin Casabona i cols., dades no publicades) la tendencia
entre els anys 1995 i 2003 mostra només un augment significatiu en la resistencia a la
STR, fet que ja es contemplava en les dades de la tendéncia mundial acumulades de
1994 a 2002 en el treball realitzat per la /nternational Union Againts Tuberculosis and
Lung disease Global Project on Anti-tuberculosis Drug resistance Surveillance (18).
Aquests augment es detecta en el total de pacients préviament tractats de la nostra
série, del 6,45% en el primer periode al 9,09% en el segon, tot i que no és significativa.
L’'informe esmentat déna dades de la ciutat de Barcelona (Unica comunitat de I'estat
Espanyol que aporta dades) on la tendéncia en resisténcia a almenys un farmac es
mostra estable.

L'informe mundial on ’OMS analitza les tendéncies en resisténcia a almenys un farmac,
a la INH i de MDR en els 50 paisos que han subministrat dues o més dades entre el

1994 i 2007 on es mostren diferents escenaris:

183



Resultats i discussio

“Tendéncia decreixent: USA i Hong Kong tant en MDR com en el nombre de
tuberculosi. A Hong Kong també s’ha observat davallada en la resisténcia
a almenys un farmac en tots el casos i en la resisténcia a la INH i la MDR
en casos nous. Dinamarca també mostra un descens significatiu en la
resisténcia a almenys un farmac primaria i combinada. | Puerto Rico
mostra davallada en resistencia a almenys un farmac i MDR en
resisténcia combinada, com també succeeix a Singapur.

«Tendéncia estable: Els paisos Baltics mostren una tendéncia estable en MDR en
casos nous a Estonia i Letonia, a I'hora que un descens en les
notificacions de pacients amb tuberculosi. La majoria de paisos amb
baixa prevalenca de tuberculosi mostren tendéncies fluctuants no
significatives degut a la seva baixa carrega global de tuberculosi. Malgrat
aixo alguns d'aquest paisos com Alemanya, Regne Unit, Canada,
Australia, Franca, Cuba, Portugal, Nova Zelanda i Espanya declaren
alguns casos de MDR, tot i que en petit nombre.

% Tendéncia a l'al¢a: Els Oblast de Orel i Tomsk a la federacié Russa, mostren
augments significatius en el percentatge de MDR en casos nous com en el
nombre absolut de casos de MDR-TB. També s’observa un increment en
la resistencia a la INH encara que no significatiu. La Republica de Corea i
Peri mostren un increment en el nombre de MDR, resistencia a almenys

un farmac i resisténcia a I'INH en casos nous.

El seguiment mundial mostra una proporcid baixa de resisténcia a almenys un farmac i
MDR a I’Oest i Centre Europa, seguit per I’Africa i Ameérica. Les regions de I'Est
d’Europa segueixen declarant els percentatges més elevats de resisténcia a almenys un

farmac i per a tots els farmacs de primera linia.
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4.9 Comparacié del sistema MB/Bact ALERT i BACTEC MGIT 960 amb el
sistema radiométric BACTEC 460TB per l'estudi de la sensibilitat de M.
tuberculosis a la INH, la RIF, ’ETB i I’'STR (93)

En aquest estudi es va pretendre I'avaluaci6 de dos sistemes automatitzats no
radiomeétrics, comparant-los de forma independent amb el sistema BACTEC 460TB. Es
va avaluar la seva capacitat per a I’estudi de la sensibilitat o resistencia als farmacs de
primera linia isoniazida, rifampicina, etambutol i I’estreptomicina utilitzant 82 soques
de I’arxiu del Grup de Treball de Micobacteris de Barcelona les quals eren considerades
pel sistema BACTEC 460TB com: 49 resistents a la INH, 14 ala RIF, 12 a ’'ETBi 19 a
I’STR.

La determinacié de la sensibilitat mitjancant els metodes MB/BacT ALERT, BACTEC
MGIT 960 i BACTEC 460TB es realitza seguint els protocols d'instruccions dels
fabricants descrites a l'apartat de material i metodes, utilitzant les concentracions

critiques citades a la taula 49 per a cada antibiotic i per els diferents sistemes.

Taula 49: Concentracions critiques (ug/ml) utilitzades.

Farmac MB/Bact MGIT 960 BACTEC 460 TB
Isoniazida 0,1 0,1 0,1
Rifampicina 1 1 2
Etambutol 5 5 7,5
Estreptomicina 1 1 6

En altres estudis publicats sobre aquests sistemes les discrepancies es varen resoldre
mitjancant la reanalisi amb els dos métodes (126) o bé comparant amb el métode de
les proporcions en medi solid, ja sigui en Lowenstein-Jensen (14, 27, 28, 233) o en
Middelbrook 7H11 agar (200). Aquest estudi és I'Unic que, a més de la reanalisi de les
soques implicades en tots els sistemes emprats, determina la CIM dels antibiotics
discrepants, i la caracteritzaci6 molecular de les mutacions conegudes que, de forma
més freqiient, determinen resisténcia a la isoniazida, rifampicina i etambutol. Les
dianes per a la isoniazida foren el codé 315 del gen katGi la regié reguladora mabA-

inhA, per a la rifampicina els 81pb de la regié central del gen rpoBi per a I’etambutol
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el codé 306 del gen embB. Finalment en els cas de discrepancies no resoltes es van
definir els errors majors (falsa sensibilitat) i menors (falsa resisténcia) en cadascun dels
sistemes. La concordanca es va definir com el coeficient d’acord entre els resultats de
MB/BacT o BACTEC MGIT 960 i el metode BACTEC 460TB. L'index de concordanca (IC)
entre els resultats es calcula amb I’analisi qualitativa Kappa de Cohen.

El temps promig final per a I'obtencié dels resultats en el sistema BACTEC MGIT 960
fou de 13,3 dies, respecte als 8,2 del sistema MB/BacT i els 10.6 dels sistema BACTEC
460TB. Els resultats inicials obtinguts per cadascun dels sistemes es recullen a la taula
50.

Taula 50: Resultats inicials sense resolucié de les discrepancies.

Sistema i fenotip BACTEC 460TB
INH RIF ETB STR
R R S R S R S
MB/BacT 47 2 14 1 9 0 12 0
1 32 0 67 3 70 6 64
MGIT 960 45 0 14 1 11 0 17 3
3 34 0 67 1 70 1 61

Resultats inicials

BACTEC MGIT 960 versus BACTEC 460TB: s’observaren discrepancies en 9 de
les 82 soques. Cinc presentaren falsa sensibilitat; tres per a la INH; una per a
I’ETB; i una per a I’'STR. Quatre falses resisténcies; una per ala la RIF i 3 per a

I’STR.

MB/BacT versus BACTEC 460TB: s’observaren discrepancies en 13 de les
soques. Deu presentaren falsa sensibilitat; una per la INH; tres per a ’'ETB i sis
en el cas de la STR. En tres soques es detecta falsa resisténcia; dues per a la

INH i una per a la rifampicina.
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Taula 571: resolucié dels resultats discrepants dels sistemes MB/BacT i Mgit amb el sistema BACTEC 460TB .

CIM ) L, Categoritzacio ,
farmac soca Resultat en: (ug/ml) Caracteritzacié molecular final Conclusio
BACTEC 460TB  MB/BacT BACTEC MGIT 960
H 058R R R S 0125 katG, soca salvatge; R Falsa sensibilitat per a MGIT; error major.
mabA-inhA soca salvatge La CIM es troba prop de la concentracié critica utilitzada.
009R R R S 0,25 katG, Trp728Tyr; R Falsa sensibilitat per a MGIT; error major.
mabA-inhA soca salvatge La CIM es troba prop de la concentraci6 critica utilitzada.
059R R S S . katG, soca salvatge,; R Falsa sensibilitat para MB/BacT i MGIT; error major.
mabA-inhA soca salvatge
04/017 S R S <0,05 katc, sc.>ca salvatge; S Falsa resisténcia para MB/BacT; error menor.
mabA-inhA soca salvatge
2 katG, soca salvatge; Falsa resisténcia para MB/BacT; error menor.
o0 S R S <005 ma[c;—/nhA socagsaylvatge 3 i : ’
R 078R La CIM justifica els resultats obtinguts por les tres técniques
S S R 1 rpoB, Leu533Pro R La mutacié detectada s’ha trobat en sensibles i resistents(223).
La CIM justifica els resultats obtinguts por les tres técniques.
VH10241 S R S ! rpoB, AspS16Tyr R La mut;cié detectada pot donar regsistérr:cies de baix niv:II (184).
E VH10949 R S S embB, soca salvatge S Soca veritablement sensible. Error menor per a BACTEC 460TB.
VH8552 S embB, soca salvatge S Falsa resisténcia per a MGIT i BACTEC 460TB; error menor.
VHI511 R S R embB, soca salvatge R Falsa sensibilitat per al MB/BacT; error major.
S 058R S S R 0,5 S Falsa resisténcia per MGIT; error menor
006R R R S 8a R .Falsa sensibilitat per a MGIT; error major
019R R S R 8 R
062R R S R 8 R
VH10241 R S R 8 R
Falsa sensibilitat per a MB/BacT; error major
03/033 R S R 8 R
080R R S R 8 R
082R R S R >8 R
017R S S R 8 R Veritable resistent per a MGIT i falsa sensibilitat
018R S S R >8 R per a MB/BacT i BACTEC 460TB; error major

ala CIM de S en soques sensibles es troba entre 2 i 8 ug/ml
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A la taula 51 es mostra I'analisi conjunta en les 20 soques (24,39%) en les que es van
detectar discrepancies persistents entre algun dels dos sistemes i el de referéncia. Es
pot observar el resultat final en cadascun dels sistemes després de la reanalisi de la
sensibilitat, la CIM de la soca per a cada un dels antibiodtics i la caracteritzacié
molecular per a la INH, la RIF i I’ ETB, on amb totes les dades a la ma, es va poder
donar una categoritzacio6 final respecte a la sensibilitat o resisténcia per a cada una de
les soques discrepants. En alguns dels casos va caldre reconsiderar alguns dels
resultats, del sistema de referencia BACTEC 460TB. La categoritzacié final va confirmar
el resultat en 14 soques per a BACTEC 460TB, en 3 en el sistema MB/BacT i en 4 en
sistema BACTEC MGIT 960.

Resolucié de discrepancies per farmac

%  Isoniazida:
Després de la resolucié de les discrepancies no es van observar canvis en la
categoritzacié inicial pel métode BACTEC 460TB.
BACTEC MGIT 960: va cometre tres errors majors. Dos d’ells en soques amb
CIM de 0,125 ug/mli 1 ug/ml, sense cap mutacié de les estudiades i I’altre en
una soca amb una CIM de 0,25 ug/ml i una mutacié al gen katG (Trp728Tyr).
Dues de les CIM eren molt properes a la concentracioé critica utilitzada (0,1
pMg/ml), i aixo podria explicar I'aparicio de discrepancies quan es fan estudis en
dos sistemes diferents. Estudis anteriors que comparaven ambos sistemes
mostraren resultats molt similars (2, 14, 28, 200, 233)
MB/BacT Alert : va comentre un error major i dos errors menors.
Una de les soques presentava una CIM de 1 ug/ml i les altres dues CIM <0,05
pg/ml. Cap de les tres soques va presentar mutacions en les regions
estudiades.
La falsa sensibilitat a la INH determinada per MB/BacT ALERT amb el sistema
BACTEC 460 de referéncia ja ha estat descrita anteriorment (41, 234), tot i que
no es tracta d’una troballa frequient. Els dos errors menors observats etiqueten

com inefectiva una droga important que podria ser utilitzada amb éxit, tot i que
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és considerat com a un problema menor respecte a la falsa sensibilitat, aquests
resultats representen un desavantatge serids, i poden portar a un fracas del

tractament antituberculds (177).

Rifampicina

BACTEC MGIT 960: Va considerar resistent la soca VH10241, considerada
sensible pel BACTEC 460 i MB/BacT ALERT amb una CIM de 1 pg/ml i amb la
mutacié al gen rpoB Asp516Tyr.

MB/BacT ALERT: Va considerar resistent la soca 078/R , considerada sensible
pel BACTEC 460 i pel MGIT 960 amb una CIM de 1 ug/ml i amb la mutacio al
gen rpoB Leu533Pro.

La CIM per a la RIF considerada com a bactericida per a les soques salvatges M.
tuberculosis és 0,5 ug/ml (250), aixi les dues soques han estat finalment
considerades com a resistents. Canviant doncs la categoritzacié inicial de

sensible a resistent.

Etambutol

La CIM per a dues de les soques inicialment considerades resistents a I'ETB en
BACTEC 460TB fou de 4 ug/ml, per tant segons aquest criteri cal considerar-les
sensibles, canviant doncs la categoritzaci6 inicial del BACTEC 460TB. D’altra
banda, la CIM de la tercera soca discrepant fou de 8 ug/ml, tot i no presentar
cap mutacio a la regié estudiada, fou considerada resistent.

BACTEC MGIT 460: incialment va cometre un error major i un error menor, pero
la categoritzacio final de les soques després de la resolucié de les discrepancies
va resoldre I’error major deixant finalment els resultats en un error menor.
Diversos estudis on s’avalua el sistema BACTEC MGIT 960, I’'ETB ha estat el
farmac amb la menor concordanca dels antibiotics de primera linia (2, 28, 233),

en el nostre estudi la concordanca ha estat bona.
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MB/BacT ALERT: Inialment va presentar 3 errors majors, dos es van resoldre
deixant-ho en un de sol.

La concentracié critica final per a I'’etambutol en el sistema MB/BacT ha estat
modificada forca vegades pel fabricant. En una serie de 115 soques Brunello i
Fontana (41) van descriure 5 errors menors amb 2,5 ug/ml com a concentracié
critica (72). En una altra serie de 36 soques varen descriure tres errors majors i
5 errors menors amb una concentracio critica de 2 pg/ml. Aquests resultats van
conduir a la modificacié de la concentracié fins a 3,5 ug/ml. Utilitzant aquesta
concentracid, Bermer i altres no trobaren falses resisténcies i cap increment en
el nombre de falses susceptibilitats (un error major en una série de 166 soques)
(27). Malgrat aixo, el fabricant va tornar a modificar la concentracié critica fins

a 5 yg/ml, concentracioé a la que es va fer aquest estudi.

K2
*

Estreptomicina

La CIM per a dues de les soques inicialment considerades sensibles a I’'STR en el
sistema BACTEC 460TB fou =8 ug/ml, reconsiderant doncs les soques com a
resistents. El sistema BACTEC MGIT 960, va cometre un error major i un error

menor i el MB/BacT ALERT, va cometre 8 errors majors.

ndex i percentages de concordanca
A la taula 52 es recullen els percentatges i index de concordanca per a cadascun dels

sistemes avaluats després de la resolucio de les discrepancies.

Taula 52: Valors dels sistemes MB/BacT i MGIT després de la resolucié de les discrepancies.

Farmac Sistema MB/BacT Sistema MGIT 960
% IC Kappa % IC Kappa
Isoniazida 96,3 0,924 96,3 0,926
Rifampicina 98,8 0,960 98,8 0,960
Etambutol 98,8 0,940 98,8 0,945
Estreptomicina 90,2 0,694 90,2 0,934

IC: index de concordanca, <0 sense acord, 0-0,2 insignificant, 0,2-0,4 baix,
0,4-06 moderat, 0,6-0,8 bo, 0,8-1 molt bo.
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BACTEC MGIT 960

El nivell de concordanca entre el BACTEC MGIT 960 i els resultats en BACTEC 460TB
fou del 97,2%. De 96,3% per a la INH (valor Kappa 0,926), 98,8% per a la RIF (valor
Kappa 0,960), 98,8% per a I’ETB (valor Kappa 0,945) i 97,5% per a la STR (valor Kappa
0,934). En resum, el sistema MGIT 960 va cometre 5 errors majors (tres per a la INH,
un per a la RIF i un per a I’'STR) i dos errors menors (un per a I'ETB i un per a
I’estreptomicina). El percentatge obtingut de falsa sensibilitat per a la STR es correspon
amb la majoria d’estudis trobats a la literatura, que presenten resultats similars al del
present estudi (14, 28, 200, 233).

Les diferéncies metodologiques podrien explicar algunes de les discrepancies. En
altres estudis s’ha suggerit que el fet que per a la inoculacié dels vials en el métode
BACTEC MGIT 960 s’utilitzin pipetes enlloc de xeringues d’agulla fina pugui facilitar
agafar grumolls de micobacteris, el que fa que I’estandarditzacié de I'indcul sigui més
dificil (177). Aquestes diferencies metodologiques ho podrien explicar si afectessin a
I'estudi de tots el farmacs, perd no és el cas dels resultats obtinguts. Per altra banda,
les concentracions utilitzades per a I’estudi de cada antibiotic en MB/Bact i MGIT 960
son identiques i diferents a les que utilitza el sistema BACTEC 460TB, més altes

excepte en el cas de la INH.

MB/BacT ALERT

El nivell total de concordanca entre els resultats del MB/BACT i els obtinguts amb
BACTEC 460TB ha estat del 96%. De 96,3 % per la INH (valor Kappa 0,924), 98,8% per a
la RIF (valor kappa 0,960), 98,8% per a I’ETB (valor kappa 0,940) i 90,2% per a I'STR
(valor kappa 0,694). En resum, el sistema avaluat MB/BacT ALERT va cometre 11 errors
majors (1 per INH, RIF i ETB i 8 per ala S) i 2 errors menors (INH). Els valors per a la
INH, la RIF i ’'ETB han estat acceptables. El nivell per a I'STR és considerablement més
baix que les séries publicades en altres estudis que es situen en valors entre el 95 i el
100% (27, 41). Cap de les dades complementaries que s’han avaluat poden explicar

aquets resultats per a I'STR i es pot especular que al realitzat tots els tests amb el
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mateix lot d’antibiotic rebut de la casa comercial, fos un problema concret del lot

facilitat per a I'estudi.

En resum, els sistemes MB/BacT i BACTEC MGIT 960 sén una bona alternativa per als
test de sensibilitat als farmacs de primera linia. El major avantatge d’ambdés métodes
és 'automatitzacid, que comporta una menor laboriositat que el BACTEC 460TB, la

monotoritzacié continua i la no utilitzacié d’isotops radioactius.

4.10 Avaluacié del sistema MB/BacT per a I’estudi de sensibilitat a la PZA amb
el sistema BACTEC 460TB com a sistema de referéencia (13)

Els estudis de sensibilitat a la PZA in vitro requereixen pH acid per a que aquesta sigui
activa. Aquets és un dels problemes fonamentals en els sistemes d’estudi de
sensibilitat ja que el pH acid redueix sensiblement la capacitat de creixement dels
micobacteris. El sistema BACTEC 460TB (semiautomatic i amb isotops radioactius) esta
essent utilitzat com a valid des de fa 20 anys per a molts laboratoris com a métode
rapid per al test de la PZA per a M. tuberculosis complex. Els sistema MB/BacT és un
sistema d’aillament no radiometric automatic, inicialment es va dissenyar per I'estudi
de sensibilitat a STR INH, RIF i ETB pero recentment s’ha desenvolupat la possibilitat
d’acidificar els vials de creixement permetent I’estudi de sensibilitat a la PZA. La
majoria (72% a 97%) de soques resistents a la PZA mostren mutacions en el gen pncA o
en la seva regié promotora, que els fa perdre I’activitat pirazinamidasa (23, 213). Per a
I’avaluacio es van seleccionar 50 soques de M. tuberculosis de la col-leccié de cultius
del Grup de Treball de Micobacteris de Barcelona. Segons el metode radiometric
BACTEC 460TB, 30 d’aquestes soques havien estat préviament considerades sensibles

a la PZA, i 20 resistents totes elles amb mutacions en el gen pncA (taula 53).
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Taula 53: pncA mutacions de soques PZA resistents.

Soca Mutacio pncA Soca Mutacio pncA
118r T359G 285r A-11G
184r A23G 301r A-11G
209r Delecié C103 nt 238r T104C
210r A502C 254r A226C
212r Deleci6 C361 nt 310r C28A
216r A29C 322r T417G
218r Insercié 44r G203T
225r Deleci6 375-383 nt 48r T104C
233r A-11G 92r C161T
262r A-11G 99r G136C

La determinacié de la sensibilitat mitjancant els méetodes MB/BacT ALERT i BACTEC
460TB es realitza seguint les instruccions dels protocols dels fabricants descrites a
I’apartat de material i métodes. Com a control de qualitat es van incloure les soques de
M. tuberculosis H37rv (ATCC 27294) sensible a la PZA i M. bovis BCG (ATCC 3545)
resistent a la PZA en cadascuna de les séries i en ambdos metodes.

Quan es va observar un discrepancia entre els dos metodes o no s’acomplien els
criteris de validacio es repetiren els estudis en ambdods dels sistemes.

No es van detectar problemes técnics a I’hora de la realitzaci6 de cap dels dos
sistemes, només fou necessaria la reanalitzacié en tres soques, dues a causa de no
detectar creixement en el test amb BACTEC 460TB i I'altre per no seguir el criteris de
validacio en el sistema MB/BacT. El percentatge de concordanca fou del 100 % entre els
dos sistemes. Altres treballs publicats préviament mostres resultats similars (24, 27,
209). Cal destacar que aquets és el primer estudi amb el kit comercial.

El temps necessari des de la preparacié de I'inocul fins al resultat final fou de 13,87
dies per al sistema MB/BacT ALERT i de 12,39 per al sistema BACTEC 460TB. El temps
necessari per a I’obtencié de I'antibiograma des de la seva inoculacié ha estat de 6,69
dies per a MB/BacT i 8,7 dies per a BACTEC 460TB. L’automatitzacié del sistema
MB/BacT i la no utilitzacié d’isotops radioactius fa que el sistema sigui una bona

alternativa al BACTEC 460TB.
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4.11 Estudi de resisténcia als farmacs de segona linia

L’aillament en els dltims anys de soques de M. tuberculosis resistents a tots els
farmacs de primera linia i a practicament a tots els de segona linia, representa una
amenaca per a la salut publica i dificulta extraordinariament el tractament dels casos
de tuberculosis en els que s’aillen aquestes soques (48). Una conseqiiéncia clinica de
la resisténcia és la dificultat afegida pel canvi que s’origina en la pauta terapéutica a la
que s’han d’incorporar farmacs de segona linia, ja que incrementa de manera
important tant el cost com la toxicitat. La taxa de resisténcia que s’observa en les
diferents zones del planeta té relacié directa amb les pautes de tractament instaurades
en cada zona i el seu compliment.

El desconeixement de la realitat dels farmacs de segona linia en el nostre entorn, feu
qgue I'any 2000 ens plantegéssim fer durant un periode (un any i 4 mesos) I’estudi de
sensibilitat a alguns d’aquests farmacs a totes les soques de M. tuberculosis complex
aillades al nostre centre. Posteriorment i fins I'actualitat, I’estudi ha continuat només
en aquelles soques que presenten alguna resisténcia als farmacs de primera linia.
L’estudi de sensibilitat als farmacs de segona linia i la CIM a la INH es fa mitjancant el
metode radiometric BACTEC 460TB, descrit a I'apartat 3.7.1 de material i métodes. La
interpretacié dels resultats es fa d’acord als criteris establerts per a la determinacié de
sensibilitat i resisténcia en el metode radiometric, essent el mateix que pels farmacs
de lera linia (71, 163, 172).

Els antituberculosos estudiats sén I’etionamida, la capreomicina, la kanamicina,

I’lamikacina, I'ofloxacina, la clofacimina i la rifabutina.

S’ha fet estudi de sensibilitat a un total de 136 aillaments de M. tuberculosis complex.
En el primer periode (gener de 2000 a abril de 2001) s’analitzaren 88 aillaments
consecutius i en el segon periode (maig 2001 a desembre de 2007) 22 aillaments amb
algun tipus de resisténcia als farmacs de primera linia. Catorze dels pacients havien

estat tractats previament, i 120 eren pacients nous. En 2 pacients no es va poder
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recollir aquesta dada. El 84% dels pacients eren autoctons i el 16% immigrants, dels
quals 12 eren llatinoamericans, 7 africans, 2 europeus i un del Sud-est Asiatic.

Totes les soques sensibles als antituberculosos de primera linia també ho foren als de
segona. Dels 30 aillaments resistents (8 del primer periode i 22 del segon), 24 (80%)
ho foren a la INH, 10 (33.3%) a la STR, 5 (16,6 %) a la PZA, 4 (13.3%) a la RIF, i 1 (3,3%)
a 'ETB. Dels farmacs de segona linia estudiats 10 (33.3%) soques VAren ser resistents a

laETH i 3 (12,5%) a la RB.

Taula 48: soques de M tuberculosis complex amb estudi de sensibilitat als farmacs de segona linia.

Pacients nous n=120 CIM INH
Sensible 96

INH 5 0,2-12,8
INH+ ETH 7 <04
INH + STR 4 1,25-6,4
INH+RIF+STR+ PZA 1 >12,8
INH+RIF+ETH+ RB 1 0,2
INH+ETH+PZA 1 >12,8
STR 2

RIF+ RB 1

PZA 1

Pacients préviament tractats 14 CIM INH
Sensible 8

STR 2

INH 2 >12,8
INH+STR 1 >12,8
INH+RIF+ETB+PZA+ETH+RB 1 >12,8
Antecedents tractament desconegut 2 CIM INH
Sensible

INH+ETH+PZA 1 >12,8

El 100% de les 11 soques resistents a la Etionamida presenten resistencia creuada a la
INH de les quals el 72,3% tenien una CIM a la INH inferior a 0,4 pug/ml (resisténcia de
baix nivell). S’ha pogut fer la caracteritzacié molecular en 4 de les 11 soques i en totes
elles s’ha detectat la mateixa mutacio a la regié reguladora dels gens mabA-inhA, el
canvi d’una citosina per una timina en la posici6 -15. Segons Banerjee i cols. Les

mutacions en els gens /inhA, mabA o a la regid reguladora confereixen resisténcia
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creuada a la isoniazida i etionamida en soques de M. tuberculosis, M. bovis i M.
smegmatis (22).

En la nostra série el 75% de les soques resistents a la RIF tenen resisténcia creuada
amb la RB. Dins de les rifamicines, la rifabutina es considera un farmac de segona linia.
Al voltant del 80% de les soques resistents a la rifampicina presenten resisténcia
creuada amb la rifabutina (55, 184). Esta ampliament descrit a la bibliografia que les
mutacions als codons 526 i 531 confereixen resisténcia d’alt nivell a la rifampicina i
resisténcia creuada amb la rifabutina, la rifapentina i el rifalacil. Es disposa de la
caracteritzacié molecular de les soques resistents a la RIF i les soques que presenten
resisténcia creuada amb la rifabutina i totes elles han mostrat la mateixa mutacio,
Ser531Leu. La soca RIF resistent RB sensible mostra una mutacié al cod6é 516
substituint una Asp per una Val, que es correspon amb el descrit a la bibliografia (11,
184).

No s’ha trobat cap soca resistent a la STR amb resisténcia associada a altres
aminoglicosids, encara que Di Pierri i cols., afirmen que la resistencia a la STR pot
presentar associada la resistéencia a la kanamicina perd no a I’amikacina i la
capreomicina (71).

No s’ha aillat cap soca XDR-TB. El percentatge d’aillaments de soques XDR-TB a la
ciutat de Barcelona és baix, el Grup de Treball de Micobacteris de Barcelona durant el
periode 1994-2003 n’ha detectat 2. (Martin Casabona i al. Dades no publicades). Un
estudi multicetric de tretze laboratoris de la xarxa de Supranacional Reference
laboratories (SRL), han participat en la recollida de dades de resisténcia als farmacs de
primera i segona linia de tots els aillaments de M. tuberculosis durant el periode
2000-2004, cobrint 79 paisos (204). L’estudi mostra uns percentatges de resisténcia
de 8,7% pels aminoglicosids diferents de I'amikacina i la kanamicina, 4,5% per a la
capreomicina, 5,3% per a les fluoroquinolones (ofloxacina, ciprofloxacina,
levofloxacina i moxifloxacina), 10,8% per a les tionamides (prothionamida i
etionamida), 2,6% per a la Cicloserina i un 7,3% pel PAS. De les soques multiresistents,

el 48,8% presentaven també resisténcia a almenys un farmac de segona linia. Els

196



Resultats i discussié

patrons més comuns han estat la resisténcia als aminoglicosids amb un 18,3%, les
fluoroquinolones amb un 19,3% i les tionamides amb un 19,3% . El 9,9% de les soques
multiresistents van resultar ser XDR. La XDR-TB és un indicador indirecte d’un

diagnostic i tractament inadequat, on hi poden intervenir varis factors:

< monoterapia no intencionada per interaccions entre farmacs o
malabsorcid, poca adherencia al tractament.

< errades en la supervisié de I'|acompliment del tractament.

< limitat subministrament i/o baixa qualitat dels farmacs.

% pobres o inexistents politiques nacionals de recolzament als Programes

Nacionals de Contro/ de la tuberculosi.

El percentatge global de soques multiresistents del nostre laboratori en el periode
1999-2007 ha estat del 0,8%, per sota del 1,3% declarat pel conjunt de Catalunya I’any
2006, i el 1,8% en I’estudi del Grup de Treball de Micobacteris de Barcelona (15).
L’OMS publica a I'informe del 2008 una MDR-Tb del 5,3%, destacant el 22,3% de BakU
a I’Azerbaijan.

Quaranta cinc paisos han declarat com a minim un cas de XDR-TB, els percentatges
més elevats son a l'antiga unié Soviética amb una proporcid6 de XDR-TB entre les

soques MDR de fins el 24% a Estonia.
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4.12 Caracteritzacié molecular dels mecanismes de resisténcia a la INH, RIF,
STR i PZA

Com és ben conegut, la resisténcia als farmacs antituberculosos ve determinada per
mutacions cromosomiques puntuals als gens que codifiquen per les dianes sobre les
que actuen els farmacs o els enzims encarregats de la seva activacio. El fenotip
multiresitent o poliresistent es deu a I’adquisicio seqlencial i independent de diferents
mutacions.

L’estudi fenotipic de les resisténcies comporta necessariament un retard en I’obtencié
de resultats, que fa que I'orientacié del tractament en funcié de les caracteristiques de
la soca aillada no es pugui dur a terme fins transcorregudes unes 5 setmanes. Es per
aixd que darrerament es fan esforcos pel desenvolupament d’un “antibiograma
molecular’ que pretén detectar les mutacions responsables de resisténcia directament
a la mostra clinica. L’aproximacié metodologica és una multiplex PCR de les dianes
escollides amb hibridacié posterior (sobre tira de cel-lulosa o sobre xips de DNA amb
PCR a temps real) amb sondes complementaries de les dianes salvatges o mutades.
Donat que la distribuci6 de les mutacions responsables de resisténcia és
geograficament heterogenia, és important dur a terme estudis de caracteritzacid
molecular en diferents llocs, com el presentat, a fi i efecte de definir quins loci

genétics han d’incloure aquests “antibiogrames moleculars”.

Aixi doncs, la identificacié de les alteracions genétiques responsables de la resisténcia
als farmacs de primera linia és un dels objectius del Grup de Treball de Micobacteris
de Barcelona. Es disposa d’aquesta analisi en 35 de les 43 soques resistents
detectades al nostre centre durant el periode 1999-2007 (taula 54). Aixi com de la CIM
a la INH, la RiF i I'STR en cas de ser-ne resistents.

L’estudi del polimorfisme genétic associat amb el fenotip de resistencia a la INH, s’ha
fet analitzant el cod6 315 del gen katG i la regi6é reguladora de I'operdé mabA-inhA .

Per a la RIF s’ha analitzat la regi6 central del gen rpoB. Per a la STR les mutacions en el
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gen rps/i en el gen rrs, per a la PZA el gen analitzat ha estat el pncA (veure material i

meétodes apartat 3.8)

En un 39,3% de les soques resistents a la INH es detectaren alteracions genétiques al
codd 315 del gen katG de les quals el 90,9 % tenen una CIM a la INH > 2 ug/m
(resisténcia d’alt nivell). L’associacié de la resistencia d’alt nivell a la isoniazida amb les
mutacions al cod6 315 del gen katG ha estat ampliament descrita a la bibliografia, i
també s’ha trobat en les soques de I’estudi que la Dra. Aragdn, objecte de la seva tesi
doctoral, feu pel conjunt de I’area Metropolitana de Barcelona (1, 12, 120, 208). La
majoria (90,0%) han presentat la substituci6 aminoacidica d’una serina per una
treonina, és conegut que aquesta és la mutacié més prevalent a tot el mén, encara que
la seva distribucié no és homogenia (12). El 32,1% presentaren alteracions a la regi6
reguladora dels gens mabA-inhA. De les quals el 100% presentaren la mateixa
alteracid, el canvi d’una citosina per una timina en la posici6 -15, i una CIM a la
isoniazida < 0,4 pg/ml (resisténcia de baix nivell). Aquesta associacié entre el baix
nivell de resisténcia a la isoniazida i les mutacions en la regié reguladora mabA-inhA
ha estat també descrita anteriorment (12, 105). Cap de les soques que presentaren
mutacions en la regié reguladora mabA-inhA va tenir conjuntament mutacions al codé

315 del gen katG. El 28.5% no presentaren cap alteracio en les dianes analitzades.

La resistencia a la RIF en totes les soques estudiades s’ha correlacionat al 100% amb
mutacions en la regi6 central del gen rpoB. De les 4 soques, 3 (75%) presentaren
alteracions en el cod6é 531. Aquesta mutacié s’associa a la resisténcia creuada a la

rifabutina, rifapentina i rifalacil (apartat 1.2.7.1.2).

El 60% de les soques resistents a la STR presentaren alguna alteracié, el 30% en rps/i

I’altre 30% en el gen rrs. (Dr. J. Gonzalez, Comunicacié personal).
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La soca resistent a la PZA estudiada presentava la delecié de nou nucleotids al gen
pcnA. El 70% de les soques resistents presenten alteracions en aquest gen, que
codifica la pirazinamidasa que transforma la pirazinamida en acid pirazinoic, compost

actiu.

Taula 54 Caracteritzacié molecular soques resistents.

CIM pg/ml Resultat de I’analisi genotipic
Patr6 de INH RF STR PZA
resisténcia
rpoB L.
, mabA- seqliéncia Mutacié rpsL Mutacio Seq PZA Pos nt (n°
INH RF STR katG codd 315 inhA mutada (codo) rr(sr']iso Mutacio codd)
Codé Canvi AA
INH 0,4 - - w -15CT - - - - -
INH 6,4 - - 315 SerThr w - - - - -
INH 12,8 - - 315 SerArg w - - - - -
INH 12,8 - - 315 SerThr w - - - - -
INH 0,4 - - w -15CT - - - - -
INH 12,8 - - 315 SerThr w - - - - -
INH 12,8 - - 315 SerThr w - - - - -
INH >12,8 - - w w - - - - -
INH 0,4 - - w -15CT - - - - -
INH 0,4 - - 315 SerThr w - - - - -
INH 0,4 - - w -15CT - - - - -
INH 3,2 - - 315 SerThr w - - - - -
INH 12,8 - - w w - - - - -
INH >12,8 - - w w - - - - -
INH >12,8 - - 315 SerThr w - - - - -
INH 0,2 - - w w - - - - -
INH 0,4 - - w -15CT - - - - -
INH 0,4 - - w -15CT - - - - -
INH 0,4 - - w -15CT - - - - -
INH 0,2 - - w -15CT - - - - -
INH RF >12,8 2 - w w CAC TAC - - - -
Asp516Tyr
INH RF 12,8 8 - 315 SerThr w TCCTTG - - - -
Ser531Leu
TCG TTG
INH RF 3,2 32 - w w - - - -
Ser531Leu
TCG TGG 375-383
INH RF 32 16 - W W 531 SerTrp . ) N 125-128)
INH STR 6,4 - 16 315 SerThr W - w w - -
INH STR 0,4 - >128 w -15CT - 43(AAG-AGQ) w - -
INH STR >12,8 - 8 315 SerThr w - w w - -
INH STR 3,2 - >128 w w - 43(AAG-AGQ) w - -
STR - - 16 - - - 513 (A-T) - -
STR - - 16 - - - w w - -
STR - - >128 - - - 43(AAG-AGQ) w - -
STR - - 16 - - - 491(C-T) - -
STR - - 16 - - - w w - -
STR - - 16 - - - 491(C-T) - -
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4.13 Estudi dels llinatges de les soques resistents aillades a I’'HSCiSP

Del total de soques resistents aillades a I’HSCiSP (n=47), s’han estudiat per la técnica
molecular del “Spoligotyping’ 45 soques, essent la majoria d’elles procedents de
pacients espanyols (66,6%, 30/45) i sud-americans (24,4%, 11/45). Les altres 4 soques
pertanyien a dos pacients asiatics i dos marroquins. Els resultats dels espoligotips es
van comparar amb els dipositats a la base de dades en linia SPOLDB 4.0, disponible a

http://www.pasteur—-guadeloupe.fr/tb/bd_myco.html).

Majoritariament les soques estudiades pertanyen a la super-familia LAM (Latin-
American Mediterranean, 11/45) i a la familia o H (Haarlem) (11/45), seguides per la
familia T (9/45). Les deu restants es distribuiexen dues en el llinatge S, 1 X, 1 Bejjing,
3 desconegudes i 3 no classificables (taula 55).

Dins del llinatge LAM, s’han trobat families descrites per primer cop al nostre pais (91),
com la LAM12-MAD1 (n=3, 2 pacients espanyols i un perua) i la T5-MAD2 (n=2),
corroborant la seva presencia en el nostre entorn i la seva transmissié dins la poblacio
immigrant. Els dos pacients als que se’ls ha aillat la soca T5-MAD2 s6n ambdos
immigrants, del Marroc i Equador, formen part del mateix clister, un cldster mixt.

Tal i com s’ha documentat en altres estudis (149, 185) els pacients llatinoamericans i
espanyols comparteixen els mateixos llinatges d’espoligotips, degut a que presenten
un origen filogenetic comu, fent dificil determinar si han estat o no soques
importades. Aixi, com es pot observat en la taula 55, els aillaments de soques LAM
s’han distribuit de forma idéntica en pacients espanyols i llationamericans. Mentre que
el llinatge Haarlem, més prevalent a Europa, no s’ailla en pacients immigrants.

Del total de les 45 soques estudiades, 2 casos procedeixen de pacients de paisos
asiatics. En el cas de les soques asiatiques, la diferencia filogenetica entre les soques
autoctones i les endémiques d’aquesta zona, fan més evidents els fenomens
d’importacié de soques. Una de les soques, presenta un espoligotip EIA-MANILLA
prevalent a Filipines (185) i I’altre, procedent de I’india, presenta un espoligotip no

descrit a la base de dades internacional (SPOLDB 4.0) (39).
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Referent a la familia Beijing, familia de gran importancia a nivell mundial associada a
soques resistents i de gran capacitat de transmissié (185). Estudis previs realitzats en
la nostra zona han documentat que la prevalenca de les soques Beijing és baixa i que
la majoria sén sensibles als antituberculosos. En en les nostres soques es va detectar
un pacient espanyol amb una soca resistent a I’estreptomicina de la familia Beijing. En
un estudi d’epidemiologia molecular de totes les soques aillades durant el periode
2003-2006 a la ciutat de Barcelona realitzat per Borrell i cols., es va detectar que
aquest pacient amb la soca de la familia Biejing formava part d’una agrupacié mixta,
on el cas index era un pacient immigrant. En I'estudi comentat, el 39% de les
agrupacions detectades foren mixtes, el 49% estaven formades només per autoctons i

el 12% Unicament per immigrants (32).
Taula 55: Llinatges aillats en les 45 de les soques resistenst aillades a I’HSCiSP .

Familia espanyols  llatinoamericans  Marroc  Asiatics  Localitzaci6 prevalent

LAM 6 5 Paisos mediterranis,

America Llatina i

Africa
T 4 4 1 Ubiqua
H 11 Nord i Est d’Europa,

Carib i Africa central i

Iran
S 2
X 1 1 Regne Unit, USA,
antigues colonies
Britaniques. Meéxic
EIA 1 sud est d’asia, Africa
de I’est i Sud de I'india
Beijing 1 Sud est d’Asia, Xina,
Russia i Japo.
Desconegut 3 1
No classificable 1
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Figura 41: Dendograma dels espoligotips de les 45 soques resistents de I’HSCiSP.
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Conclusions

Poques vegades s’aconsegueix I’estudi seriat de tres mostres pel diagnostic

de les infeccions per micobacteris.

S’ha observat un augment de l'aillament de micobacteris no tuberculosos
coincidint amb la pandemia de la SIDA, aixi com la seva disminucié a partir de
la introducciéo del tractament combinat d’alta eficacia. Aquesta corba és
especialment rellevant per les especies del complex M. avium i per M.

kansasii.

De manera semblant a la resta de la ciutat de Barcelona, hem observat una
davallada en els aillaments de M. tuberculosis. Aquesta davallada és deguda a
una disminucio en els malalts autoctons, mentre que s’observa un increment
de malalts immigrants. Tanmateix, a la distribucié etaria es veuen dos pics
corresponents a adults joves, amb major preséncia de malalts immigrants, i

gent gran fonamentalment autoctons.

La sensibilitat de la bacil - loscopia pel diagnostic de la tuberculosi respiratoria
ha estat del 52.2% essent l'esput la mostra més rendible (64,4%). A la
tuberculosi extrarespiratoria la sensibilitat de la bacil-loscopia ha estat del
23,7%, essent les mostres osteoarticulars les més freqlientment positives

(35,7%).

L’especificitat de la bacil - loscopia ha estat del 99,9% amb un VPP del 99,4% .

Al llarg del periode d’estudi la taxa de sobrecreixement bacteria dels cultius

ha oscil -lat entre el 0,7% i 2,2%.
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Conclusions

S’observa globalment una major capacitat d’aillament dels medis de cultiu

liquid, amb I’excepcié dels micobacteris de creixement rapid, que s’aillen

amb més freqiiéncia als medis solids degut major facilitat que ofereixen

d’esser incubats de forma individual a la temperatura idonia requerida. En les

mostres bacil-loscopia negativa, els dos tipus de medis d’aillament sén

complementaris (efecte inocul).

M. xenopi s'ha aillat amb més freqiiencia en BACTEC 460TB que en MB/BacT

ALERT donada la possibilitat d’incubar el flascé6 de BACTEC 460TB a 42°C al

detectar l'inici de creixement en el flasco.

Al comparar el temps de creixement dels dos medis liquids emprats, no

s'observen diferencies significatives amb I'excepcié dels aillaments de M.

tuberculosis i dels micobacteris de creixement rapid en mostres amb

bacil - loscopia negativa, que creixen abans al BACTEC 460TB.

L’especificitat del AMTD a I’hora de detectar acids nucleics de M.
tuberculosis complex ha estat bona. La seva sensibilitat també ho ha estat
en mostres bacil-loscopia positiva. En mostres bacil-loscopia negativa
disminueix considerablement, especialment a la tuberculosi

extrarespiratoria.

Resistencies en casos nous:
% El percentatge de resistencia a almenys un farmac ha estat del 7,9%,
significativament més alta en pacients immigrants (16,7%) que en pacients

autoctons (5,7%).

KD

% En els pacients autoctons tant la resistencia a la INH (5,1%), com a la RIF

(0%), I’'STR (0,8%) i la PZA (0.8%) ha estat inferior a la dels casos immigrants;

INH (6.6%), RIF (3.3%), STR (11.1%) i PZA (2.2%).

208



12.

13.

14.

15.

16.

Conclusions

‘0

» No s'ha observat multiresisténcia en els pacients autoctons pero si en els

immigrants (2,2%).

Resisténcies en pacients préviament tractats:
< El percentatge de resisténcia a almenys un farmac ha estat del 15.1%
significativament més alta en pacients immigrants (46.2%) que en pacients
autoctons (5%).
% En els casos autoctons tant la resistencia a la INH (5%), com a la RIF (0%),
I'STR (2.5%) i la PZA (0%) ha estat inferior a la dels casos immigrants; INH
(23.1%), RIF (23.1%), STR (23.1%) i PZA (7.7%).

< No s'ha observat multiresisténcia en els pacients autdoctons pero si en els

immigrants (15.4%).

A diferencia del publicat per tota la ciutat de Barcelona, no s'ha observat
diferéncies significatives en la tendéncia en els dos periodes analitzats en la
resistencia a almenys un farmac ni en cap dels farmacs de manera

individual.

El sistema MB/BacT ALERT i BACTEC MGIT 960 sén una bona alternativa no
radiometrica al sistema BACTEC 460 per l'estudi de la sensibilitat als

farmacs de primera linia.

El sistema MB/BacT ALERT és una bona alternativa no radiometrica al

sistema BACTEC 460 per I'estudi de la sensibilitat a la PZA.

Resisténcia als farmacs de segona linia:
7

% Totes les soques resistents a la ETH presentaven resisténcia creuada amb

la INH essent en els tres quarts dels casos de baix nivell.
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% Tres de les quatre soques resistents a la rifampicina presentaven
resisténcia creuada amb la rifabutina mentre que I'altre era sensible.

< No s'han trobat resisténcies a altres farmacs de segona linia.

La resisténcia a la INH s'ha degut en el 39,3% dels casos a alteracions al
codd 315 del gen katG i en el 32,1% a la regié reguladora del operd mabA-

inhA. Un 28,6 % de les soques no presentaven alteracions en aquests loci.
Totes les soques resistents a la RIF presentaven mutacions a la regié central
del gen rpoB (75% al codé 531 i 25% al codé 516). La soca que presentava

una mutacio al codé 516 era sensible a la rifabutina.

El 30% de les soques resistents a la STR presentaven mutacions al gen rpsL i

un altre 30% al gen rrs.

La soca resistent a la PZA presentava una delecié de 9 nucleotids al gen

pncA.

Les soques resistents dels pacients llatinoamericans i espanyols

comparteixen els mateixos llinatges d’espoligotips (LAM).
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Alxt, de la guerra de Lo natura, de la fam L de la wort, se segueix
divectament L'objecte més excels que podem concebre, és a dir, La prooluccts
dels animals superiors. HL ha grandesa en agquesta concepeld que La vida,
amb els seus poders diversos, fou tnsuflada originariament en unes
poaues formes o en uni de sola; L que, mentre aquest planeta ha anat
glrant d'acord amb Lla llel fixa de la gravetat, hi evoluclonem L hi
evoluctonem, a partir d'vun comerg tan stmple, infinitat de formes de Les
més belles L maravelloses.

Lorigen de Les especies.
Charles Darwin, 1859,
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