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1. Introduccion general

Tuberculosis

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecto-contagiosa crénica inflamatoria, curable en
la mayoria de los casos, que si no es tratada adecuadamente puede ser mortal '. Se reconoce
como un grave problema de salud publica y, en ocasiones, se considera una pandemia debido
a su amplia distribucion geografica y su impacto global. Probablemente, sea la enfermedad
infecciosa que mas muertes ha causado en la historia de la humanidad. La incidencia de la
enfermedad varia en diferentes regiones del mundo, sin que ningln pais esté exento de ella.
Ademéds, la TB estd asociada con importantes repercusiones econdmicas y sociales, ya que
afecta principalmente a poblaciones vulnerables y puede tener un impacto negativo en el

desarrollo de las comunidades.

La TB afecta principalmente el sistema respiratorio, pero puede presentarse en distintas
partes del cuerpo. En este sentido, la forma mas frecuente y significativa de esta enfermedad,
en términos epidemiologicos, es la TB pulmonar; sin embargo, la TB extrapulmonar afecta,

aproximadamente, al 15% de casos de TB a nivel mundial .

La tuberculosis se presenta en dos formas: activa y latente. La TB activa es sintomatica y
transmisible. Por otro lado, la TB latente implica la presencia de la bacteria en el cuerpo sin
sintomas. No obstante, la TB latente puede progresar a TB activa si no se trata
adecuadamente. Los sintomas de la TB activa pueden ser fatiga, debilidad, adelgazamiento,
fiebre y sudores nocturnos. La afeccion de los pulmones origina tos cronica y hemoptisis, que
surgen en caso de lesiones avanzadas. Los pacientes sin tratamiento o que presentan
resistencia al mismo fallecen de choque séptico, insuficiencia respiratoria u otra complicacioén
causada por la enfermedad. La dicotomia TB latente/TB activa ha sido el paradigma
predominante en esta enfermedad; sin embargo, en los ultimos afios se han identificado
nuevos estadios de TB, entre los que se incluye la TB subclinica **. Se trata de una forma
asintomatica de la enfermedad durante la cual los individuos infectados son potenciales
transmisores, por este motivo la TB subclinica ha llamado la atencién de muchos grupos de

investigacion ***,


https://paperpile.com/c/OLx7NK/lspY
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https://paperpile.com/c/OLx7NK/7ly9+8Wgq
https://paperpile.com/c/OLx7NK/8Wgq
https://paperpile.com/c/OLx7NK/7ly9+8Wgq

La TB es una enfermedad que se puede padecer mds de una vez a lo largo de la vida. Si el
paciente no padeci6 anteriormente TB sera una TB primaria, si ya ha padecido es llamada TB
secundaria; habitualmente es una recaida a partir de una infeccion original o una reinfeccion

exogena >,

En cuanto al tratamiento, existen terapias altamente efectivas para combatir las cepas
sensibles de la bacteria. No obstante, el surgimiento de resistencia a los antibidticos de
primera linea ha llevado al uso de tratamientos mas complejos de segunda linea, con

resultados variables.

Complejo Mycobacterium tuberculosis

La tuberculosis es una enfermedad causada por bacterias pertenecientes al género
Mycobacterium. Las especies mas frecuentes que infectan a los seres humanos son parte del
complejo Mycobacterium tuberculosis (MTBC) e incluyen: M. tuberculosis, M. africanum, M.
bovis, M. canetti, y M. microti ’. Entre estas especies, sin duda M. tuberculosis y M.
africanum son los principales patogenos causantes de la TB en humanos, seguido de M. bovis
8. Adicionalmente, en los ultimos afios, las infecciones causadas por micobacterias atipicas,
caracterizadas como no tuberculosas (NTM, “Nontuberculous mycobacteria’), ha aumentado

significativamente ',

Mycobacterium tuberculosis es un bacilo gram positivo, aerobio estricto, sin movilidad y de
crecimiento lento, protegido por una pared celular serosa, compuesta por abundantes
glicolipidos, acidos micdlicos, peptidoglicanos, carbohidratos, lipidos y proteinas '>. Esta
barrera es responsable de muchos de los aspectos fisioldgicos e infecciosos en las
micobacterias y la hace Unica entre los patogenos bacterianos *'*. Su genoma comprende
alrededor de 4,411,529 pb, contiene 3,959 genes y tiene un 65.6% de guaninas-citosinas. M.
tuberculosis difiere radicalmente de otras bacterias debido a que gran parte de su capacidad

codificante se dedica a la produccion de enzimas implicadas en la lipogénesis y lipolisis °.

Dentro del complejo MTBC, el grupo conocido como M. tuberculosis sensu stricto esta
formado por bacterias que infectan principalmente a humanos y comprende siete linajes
filogenéticos (L1-L4 y L7-L9) '°. El L1 est4 asociado a las regiones del océano indico y

Filipinas, el L2 ha sido identificado en el este de Asia, el L3 proviene del este de Africa e
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https://paperpile.com/c/OLx7NK/iHBH
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https://paperpile.com/c/OLx7NK/mjzl+qlyK
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https://paperpile.com/c/OLx7NK/uqK9

India y el L4 fue descubierto en América y Europa. Los linajes LS y L6 (Mycobacterium
africanum) se encuentran en Africa oriental. E1 L7 fue identificado en la region del Cuerno de
Africa y el L8 se encuentra limitado a la region de los grandes lagos en Africa ''®. El linaje

L9 fue recientemente descubierto en la region oriental de Africa '° (ver Figura 1.6).

Los linajes L1-L4 son los responsables del mayor nimero de infecciones en humanos a nivel
global *** (Figura 1.6), a diferencia de los linajes L5 y L6; considerados menos virulentos
224 Los linajes L7-L9 se encuentran limitados a sus regiones, lo que sugiere una adaptacion

particular a estas poblaciones ».
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Figura 1.6: Filogeografia global del MTBC adaptado al ser humano.

a) Filogenia de maxima verosimilitud enraizada del MTBC estimada a partir de SNP de todo el genoma (arbol adaptado de *° %7). M. canettii es el grupo

externo, los linajes adaptados a humanos (L1 a L9) se muestran en colores, los linajes adaptados a animales en negro. Los nombres de especies representan la

nomenclatura historicamente establecida, los nombres de linajes son una clasificacion mas reciente basada en datos genémicos. Los linajes 1 a4y 7 a9

también se conocen como M. tuberculosis sensu stricto, los linajes 5 y 6 como M. africanum.

b) Distribucion global de los siete principales linajes de MTBC adaptados al ser humano. Adaptada de (**).
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Diversidad dentro del complejo MTB

La variabilidad genética del MTBC es un factor importante en la patogénesis que puede
afectar a la virulencia, la transmisibilidad, la respuesta del huésped y la aparicion de
farmacorresistencia *°. La baja diversidad en M. tuberculosis se debe, entre otros factores, a la
ausencia de eventos de recombinacion o de transferencia horizontal de genes, que son los
principales contribuyentes a la diversidad en otros patdgenos bacterianos. Se estima que la
tasa de sustitucion de M. tuberculosis es baja, con un promedio de aproximadamente 4.6 X

10°® sustituciones por sitio por afio *.

Sin embargo, la tasa de mutacion es mayor y varia en
diferentes linajes o en presencia de factores selectivos, como la exposicion a medicamentos®’.
Se estima que M. tuberculosis adquiere mutaciones a una tasa promedio de 0.2-0.5
nucledtidos por genoma por afio, aunque esta tasa puede variar dependiendo de las

caracteristicas del individuo infectado y la cepa especifica **7.

La diversidad de M. tuberculosis ha sido estudiada desde el nivel global *° hasta el intra
hospedador *’. Esta diversidad se traduce en una importante variacion fenotipica que tiene
implicaciones en el diagnostico y evolucion de la enfermedad ***. A pesar de la limitada

39

variacidbn en comparacion con otras bacterias °°, se han observado diferencias fenotipicas

entre cepas *

, asi como diferencias en la expresion génica, la resistencia a farmacos, la
transmisibilidad y la respuesta inmune. Estos pequefios cambios en su genoma suponen una
adaptacion especifica, lo que explicaria la distribucion global de los linajes del complejo

MTBC *¢, y seria congruente con las diferencias observadas en la virulencia de cepas clinicas

41

La diversidad filogeografica del MTBC se atribuye a factores ecoldgicos, eventos

demograficos y epidémicos recientes *.

Los diferentes linajes del MTBC muestran
variaciones en su capacidad de infectar, lo que indica una adaptacion a poblaciones humanas
especificas . En el contexto de India, los linajes Delhi y Beijing son los més predominantes,
lo que sefiala al pais como un foco endémico para estos linajes *. Las cepas del linaje Beijing
han provocado brotes significativos de tuberculosis a nivel mundial, a veces con resistencia a

multiples medicamentos **. Ademas, se han identificado asociaciones especificas en distintas

poblaciones. Por ejemplo, en Arabia Saudita se ha establecido una relacion directa entre los
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linajes M. bovis y Delhi con la tuberculosis de los ganglios linfaticos y la tuberculosis
gastrointestinal *°. En Tanzania, se ha demostrado que el linaje 2 se asocia con el sexo
femenino y los casos de retratamiento *’. En Uruguay, se ha observado un incremento notable
del linaje Haarlem entre los pacientes de la unidad de cuidados intensivos (UCI) y en la
incidencia de disfunciones hepaticas **. Esto evidencia que los linajes del MTBC influyen en

los fenotipos de la enfermedad y en sus consecuencias epidemioldgicas.

A nivel gendmico, la variabilidad entre los diferentes linajes del complejo MTBC no es
considerable (99% de similitud). No obstante, estas diferencias son apreciables a nivel

fenotipico y se relacionan con la patogenicidad y virulencia de los linajes ***.

La diversidad genética del huésped también desempeiia un papel crucial en la manifestacion
de la tuberculosis. Investigaciones han identificado marcadores genéticos que permiten
predecir el desarrollo de la enfermedad y evaluar la respuesta inmunitaria de los pacientes
051 "Se ha observado una asociacion significativa entre la capacidad de las poblaciones
humanas para producir vitamina D y su susceptibilidad a la infeccion *2. Estas variaciones

genéticas podrian utilizarse como indicadores en la toma de decisiones clinicas y

epidemioldgicas en el futuro.

La diversidad genética de Mycobacterium tuberculosis en individuos infectados puede variar,
con la presencia de un solo foco de infeccion en el huésped que contiene subpoblaciones
clonales de bacterias, o la existencia de multiples nodulos con infecciones policlonales 7%,
Sin embargo, el estudio de la diversidad de variantes de baja frecuencia dentro del huésped
infectado ha sido escasamente investigado, principalmente debido a las dificultades en su

deteccion *.

Por otra parte, pocos estudios han analizado la diversidad de M. tuberculosis en pares de
transmision donante-receptor humanos *°, debido a la dificultad de identificar la transmision
directa y a la limitada resolucion de los métodos de secuenciacion. Ademas, el estudio de
variantes con frecuencias inferiores al 10%, presenta desafios adicionales. La deteccion de
SNPs a tan baja frecuencia dentro de las poblaciones bacterianas estd influenciada por
factores como la profundidad de secuenciacion, asi como la representatividad, origen y

método de obtencidon de las muestras clinicas. Estos factores deben ser considerados al
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analizar la diversidad genética de Mycobacterium tuberculosis en contextos de transmision

entre individuos.

Particulas infecciosas

Las particulas infecciosas han sido un tema de investigacion desde que Flugge °’°* las
identifico en sus experimentos en 1890, en el entendimiento actual existen diferentes tamafios
de particulas y estds, a su vez, tienen una relacion directa con la capacidad de penetrar a

diferentes profundidades en los pulmones (Figura 1.1) *°.

La tuberculosis (TB) se propaga eficazmente a través de la transmision aérea, mediante
aerosoles, que son diminutas particulas expulsadas al hablar, toser, estornudar o simplemente
al respirar ®. Estos movimientos respiratorios generan un fluido compuesto por particulas de
diferentes tamafios y con una compleja mezcla de moco, saliva, sangre, células inmunes,
células epiteliales y microorganismos. En el caso de la TB, las microgotas provenientes de la
tos de individuos infectados suelen ser mas pesadas, lo que dificulta su permanencia en el aire

y reduce su capacidad de penetracion en las vias respiratorias.

Por otro lado, existe un grupo de particulas en el rango de 0.05-100 um conocidas como
bioaerosoles. Estos bioaerosoles, generados durante la exhalacion, tienen una alta capacidad
de penetracion en los pulmones y se mantienen suspendidos en el ambiente con facilidad.
Estudios realizados en personas con TB han demostrado que la mayoria de los bacilos
exhalados, mas del 90%, provienen de la respiracion normal **¢'. Incluso durante la noche, en
ausencia de tos, se ha observado la exhalacion de bacilos ®, lo que resalta la importancia de

la transmision de la enfermedad a través de la respiracion cotidiana.
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Figura 1.1: Intervalo de penetracion respiratoria de diferentes microorganismos en bioaerosol.

Adaptado de (*)

En relacion con la dosis de infeccion, actualmente desconocemos el numero de bacilos
exactos capaces de fundar una infeccion en humanos. En modelos animales (cobayas),
estudios a principios del siglo XX, han demostrado dosis infecciosas bajas (20-40 bacilos) %
y, mas recientemente, se ha logrado establecer una infeccion con dosis ultrabajas (1-3
bacilos) en modelo murino . Los resultados de estos estudios plantean diferentes preguntas
desde conocer si la dosis de infeccion es similar en la transmision natural en humanos, y si

¢ésta puede estar relacionada con la severidad de la enfermedad.

Es importante mencionar que se desconoce hasta el momento la variabilidad genética que
pueda existir entre las bacterias en el interior de los pulmones de un individuo, el esputo, el
bioaerosol y las bacterias inhaladas por un nuevo individuo. Aunque existen diversas
aproximaciones sobre la diversidad en esputo y cultivo, es un tema complejo y supondra un
reto para los proximos afios entender las reglas del juego de la variabilidad genética en la

transmision.

Infeccion y transmision

El 6rgano diana principal de M. tuberculosis es el pulmon, el cual inhala aproximadamente

10,000 litros de aire al dia, por lo que estd expuesto a una enorme cantidad de
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microorganismos que la mayoria de las veces son incapaces de colonizar, debido a una
respuesta inmune innata efectiva ®. La respuesta inmune del pulmén, comprende barreras
fisicas, asi como células de defensa como los neutrofilos, macréfagos, células cebadas,
basofilos, eosinofilos y células asesinas (NK). Los conductos del pulmon se ramifican en
bronquios primarios (3.3 um), bronquios secundarios (2.1 um), bronquiolos terminales
(1.1 um) y alvéolos (0.65 um) (Figura 1.2). Los bronquios primarios y secundarios en el
pulmon estan revestidos por células epiteliales que desempefian un papel crucial como
barrera fisica y quimica. Estas células secretan moco y diversas proteinas vinculadas a la

. Los bronquios

respuesta inmune, como enzimas, quimiocinas, citocinas y defensinas
terminales y los alvéolos, debido a su fisiologia, carecen de epitelio y son, por lo tanto, un

sitio idoneo para la proliferacion de M. tuberculosis.

La dinamica de transmision mas frecuente de la TB consiste en que un individuo infectado
(donante) exhala un bioaerosol con un niimero y viabilidad desconocidos de bacilos; una
parte de este es inhalada por un segundo individuo (receptor), donde pequenas particulas (1.1
— 2.1 um ®) se depositan en los bronquiolos terminales (didmetro 0,5 mm). Una vez alli, los
bacilos son fagocitados por los macréfagos, donde inhiben la formacion del fagolisosoma e

inician su replicacion *.

Si la respuesta inmune del individuo infectado es exitosa, la infeccion no progresa y no se
desarrollara TB activa, ya que las micobacterias seran destruidas o quedaran en estado latente
dentro de los macrofagos . Sin embargo, M. tuberculosis ha desarrollado mecanismos para
contrarrestar la capacidad microbicida de los macrofagos, algunos de estos son: el aumento
de la resistencia a compuestos toxicos del huésped, detencion de la progresion normal del

3. En este contexto, la infeccidon se volvera activa,

fagosoma e induccion de apoptosis
progresard hacia la generacion de granulomas, la respectiva destruccion tisular y, en algunos

casos, la diseminacion de los bacilos a otros 6rganos por via hematogena *.

El individuo infectado puede transitar diferentes estados de la enfermedad. La infeccion
puede no darse debido a la accidon del sistema inmune, mantenerse en un estado latente,

empezar a desarrollarse de manera subclinica o avanzar a una infeccion activa (Figura 1.2).

El momento exacto cuando un individuo es capaz de exhalar bacilos y volverse infeccioso es

dificil de identificar. Tradicionalmente se ha pensado que s6lo los individuos sintomaticos
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son capaces de transmitir la enfermedad, sin embargo la evidencia acumulada sugiere que
existen estados subclinicos, asintomaticos, donde los individuos son baciliferos.
Independientemente del estado de la enfermedad en que se encuentre el individuo, si este es

capaz de exhalar bacilos viables, la transmision es posible.

Infeccién eliminada TB latente TB subclinica TB activa
Con respuesta Con respuesta

inmune innata inmune adquirida

M. tuberculosis

PN
PADA)
A——— A——
i Granuloma
Pulmoén
Corazén

Figura 1.2: Espectro de la TB, desde la infeccion por Mycobacterium tuberculosis hasta la TB

N T

activa (pulmonar). Tomado y adaptado de (") .

Es importante mencionar que existen numerosas variables que pueden interferir en el proceso
de la transmision e infeccion de la TB. En un individuo intervienen una gama de factores
como; la resistencia nativa a la infeccion, la resistencia adquirida, la hipersensibilidad y la
virulencia del bacilo. Ademas, factores de riesgo como VIH, diabetes, desnutricion, uso de
drogas, inmunodepresion, neoplasia, entre otros; pueden deteriorar el estado fisico del
hospedador; comprometiendo su capacidad para evitar o controlar una infeccion microbiana,

y favoreciendo su capacidad transmisora. Sin mencionar factores geograficos o sociales 7%,

Estudio de la transmision de TB

Asimismo, la transmision de la tuberculosis es un factor determinante en el estudio de esta
enfermedad. Para su evaluacion y cuantificacion se utilizan diversas medidas
epidemioldgicas. La tasa de incidencia proporciona una estimacion de la propagacion de la
enfermedad al contar los nuevos casos diagnosticados en un periodo especifico. El nimero
basico de reproduccion (R0) permite evaluar la capacidad de la tuberculosis para propagarse
al indicar cuantas personas, en promedio, puede infectar un individuo enfermo. EI
seguimiento de contactos proporciona informacién sobre las personas en contacto directo con

pacientes de tuberculosis, y el andlisis de clusters genéticos identifica agrupaciones de
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aislados con similitudes genéticas, revelando posibles cadenas de transmision.
Adicionalmente, las tasas de incidencia y prevalencia también pueden revelar tendencias

temporales en la transmision

, ademds de identificar subpoblaciones en riesgo, como
personas nacidas en el extranjero, privadas de su libertad o personas sin hogar ’*. Asimismo,
permiten asociar la transmision a lugares publicos, como medios de transporte, iglesias,

escuelas, bares y barrios marginales .

La evaluacion de la transmision de la tuberculosis presenta notables desafios. La diversidad
del espectro clinico y la variabilidad en el periodo de activacion de la enfermedad implica
que los casos observados reflejen tanto transmisiones recientes como de mediano plazo, asi
como reactivaciones de infecciones previas. La complejidad en el diagndstico conduce a una
subestimacion de la verdadera prevalencia de la infeccion, ya que muchos enfoques no logran
capturar la totalidad de los casos ni identificar a individuos en estadios clinicos transmisibles.
Ademas, la precision en la inferencia de infecciones recientes se ve comprometida por la falta
de sensibilidad de pruebas como la tuberculina, “IGRA”, radiografia de torax y la tincién de

7

esputo . A pesar de estos desafios, se implementan diversas estrategias para estimar la

transmision de la tuberculosis.

Un enfoque comun es el andlisis de la notificacion de casos y el estudio de sus contactos
mediante encuestas. La dificultad de éste radica en diagnosticar la infeccion en los contactos
recientes. En la practica clinica, se utiliza ampliamente el enfoque de pruebas diagnosticas,
como la prueba de la tuberculina y las pruebas de liberacion de interferon-gamma, para
detectar la exposicion a M. tuberculosis y evaluar la respuesta inmune, incluso en ausencia de
sintomas clinicos. Estas pruebas son especialmente utiles para estimar las infecciones
adquiridas recientemente y realizar cribado en investigaciones de contactos y en grupos de

alto riesgo, como inmigrantes o trabajadores de la salud .

Sin embargo, es importante tener en cuenta que estas pruebas tienen limitaciones. No pueden
distinguir entre infeccion latente y enfermedad activa, lo cual es una restriccion significativa
en entornos de alta transmision de la enfermedad. En estas situaciones, la capacidad de las
pruebas puede verse disminuida debido a la posibilidad de falsos negativos. Por lo tanto,
aunque las pruebas de la tuberculina y las pruebas de liberacion de interferon-gamma son

herramientas valiosas en la clinica, es esencial considerar su rendimiento en contextos
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especificos y complementar su uso con otros enfoques para lograr una evaluacion integral de

la transmision de la tuberculosis.

La disponibilidad de métodos moleculares ha permitido un enfoque ampliamente utilizado en
el estudio de la tuberculosis ”’. Mediante la tipificacion molecular de cepas, es posible evaluar
los vinculos genotipicos entre los casos indice de tuberculosis y los posibles casos
secundarios. A nivel de poblacion, se han desarrollado métodos como el enfoque "n - 1"y
otras técnicas basadas en modelos para estimar los niveles de transmision reciente, utilizando

agrupamientos genotipicos como referencia 8!,

Los estudios epidemiologicos moleculares han proporcionado evidencia confirmatoria sobre
la transmision de la tuberculosis en grupos de alto riesgo, como los adolescentes. Ademas,

han establecido la importancia de la transmision nosocomial *

y han identificado otros
factores de riesgo para la transmision reciente, como la residencia urbana, la falta de vivienda

%y la exposicion en entornos de alta densidad poblacional, como las prisiones *.

Las técnicas moleculares mas utilizadas hasta ahora (espoligotipos, “MIRU”,
“RFLP-IS6110”) tienen como principal limitaciéon que interrogan una pequefia porcion del
genoma, de modo que los links gendmicos que pueden identificarse, a menudo corresponden
a eventos de transmision muy antiguos **. En la actualidad, la epidemiologia gendémica ha
revolucionado los estudios de transmision a nivel de pacientes y poblacion mediante la
secuenciacion completa del genoma. Se ha observado que casos con vinculos genéticos a
menudo carecen de vinculos epidemioldgicos tradicionales *¢. Ademas, se ha identificado que
la transmision de la tuberculosis en entornos con alta carga de la enfermedad ocurre
principalmente fuera de los hogares o de los contactos cercanos conocidos . Asimismo, esta
técnica ha permitido visualizar con precision las ubicaciones donde ocurren las infecciones en
comunidades especificas. Se ha encontrado que lugares publicos como centros de transporte,
aulas escolares y prisiones facilitan el intercambio de aire entre casos infecciosos y personas
no infectadas, convirtiéndose en puntos criticos de transmision. Estos hallazgos brindan

oportunidades para implementar intervenciones especificas en dichos lugares %%,

Tras analizar el panorama actual del estudio de la transmision de la tuberculosis, es evidente
que se requiere un enfoque integrado que combine la epidemiologia tradicional con métodos

derivados del andlisis espacial, demografico, de grupos de transmision y de datos de
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secuenciacion genomica. Esta combinacion de enfoques permitird identificar de manera

precisa los factores que favorecen la transmision de la enfermedad.

Epidemiologia de la tuberculosis

La TB es una de las principales causas de muerte en todo el mundo y una de las principales
causas de muerte por un agente infeccioso. De acuerdo con el reporte 2022 de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en 2021 se registraron 10.6 millones de nuevos
casos de TB y 1.6 millones de defunciones por este padecimiento (1.4 millones en personas
VIH negativas y 187,000 en personas VIH positivas), por lo que se ubicdé como la
enfermedad infecciosa con mayor impacto en la salud humana. Siendo los paises con mayor
incidencia: India, Indonesia, Filipinas, China, Pakistan, Nigeria, Bangladesh y el Congo *°

(ver Figura 1.3).

Number of
incident cases

@ 100 000

500 000

1 000 000

Democratic Republic of the Congo v }
2000 000

Figura 1.3: Incidencia estimada de TB en 2021, para paises con al menos 100.000 casos

La TB resistente a firmacos representa un problema de salud en constante aumento. En el afio
2021, se informaron aproximadamente 450 mil nuevos casos de tuberculosis MDR/RR. Es
importante destacar que la mitad de estos (42%) ocurrieron en India (26%), Rusia (8%) y

Pakistan (7.9) (ver Figura 1.4). Ademas, se estima que solo el 43% de los individuos que
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necesitaba tratamiento contra la TB-MDR lo recibieron, lo que indica una crisis en la

deteccion, prevencion y tratamiento de la TB-MDR *°.

Number of cases
1000

10 000

o 0 | 100 000

South Africa

Figura 1.4: Incidencia estimada de TB-MDR/RR en 2021, para paises con al menos 1000 casos

Los principales factores de riesgo de contraer tuberculosis incluyen la exposicion directa a
pacientes con tuberculosis activa, especialmente aquellos que tienen un contacto cercano y
prolongado, como el personal penitenciario, los reclusos °' y los trabajadores sanitarios .
Ademas, las personas con un sistema inmunologico debilitado, como los infectados con el
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) ** o que reciben tratamiento inmunosupresor *,
tienen un mayor riesgo de desarrollar la enfermedad. La malnutricion, la falta de acceso a
atencion médica adecuada, las condiciones de vida desfavorables y el consumo de tabaco
también se han identificado como factores de riesgo significativos para la tuberculosis **%°.
La edad avanzada, la presencia de diabetes y el uso de drogas intravenosas son otros factores
que aumentan la susceptibilidad a la infeccion. Ademaés, las poblaciones migrantes y
desplazadas son especialmente vulnerables debido a las condiciones precarias en las que
viven y a la limitada accesibilidad a la atencion médica ***°. Es importante tener en cuenta
que estos factores de riesgo pueden interactuar y aumentar el riesgo de desarrollar la

enfermedad.
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La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha presentado un plan estratégico “End TB”
con el objetivo de controlar y erradicar la pandemia de tuberculosis (TB). Este plan busca
reducir la mortalidad por TB en un 90% y disminuir la incidencia en un 80% para el afio
2030. Las metas establecidas en este programa incluyen el desarrollo de nuevos farmacos y la
generacion de datos genotipicos, fenotipicos y metadatos relacionados con las diferentes
cepas de Mycobacterium tuberculosis. El proposito de recopilar esta informacion es permitir
la creacion de pruebas de diagnostico de resistencia a los medicamentos que sean

clinicamente utiles, rapidas y altamente sensibles y especificas.

El objetivo final es mejorar la capacidad de detectar y tratar de manera eficaz los casos de
TB, especialmente aquellos que presentan resistencia a los medicamentos existentes. Con el
desarrollo de pruebas de diagnostico mas precisas y eficientes, se espera lograr una deteccion
temprana de la enfermedad y proporcionar un tratamiento adecuado de manera oportuna. Esto
contribuird a frenar la propagacion de la TB y reducir su impacto en la salud ptblica a nivel

mundial.

A pesar de los esfuerzos realizados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la
tuberculosis (TB) sigue siendo una enfermedad prevalente en varias partes del mundo,
especialmente en paises de ingresos bajos y medianos. Estas regiones, como Africa, el
sudeste asiadtico y el Pacifico occidental, concentran la mayor carga de casos de TB a nivel
mundial. No obstante, es relevante destacar que la TB también afecta a otros paises,

incluyendo aquellos con sistemas de salud mas desarrollados.

La falta de avances significativos en el control de la TB se debe a diversos factores. Uno de
ellos es la aparicion de cepas resistentes a los medicamentos, como la tuberculosis resistente
a los medicamentos (TB-MDR) y la tuberculosis resistente a multiples medicamentos
(TB-XDR). Ademas, existen desafios en cuanto al acceso a pruebas de diagnostico precisas y
sensibles, especialmente en areas con recursos limitados. Esto dificulta la deteccién temprana

de la enfermedad y, consecuentemente, retrasa el inicio del tratamiento adecuado.

En resumen, la situacion actual de la tuberculosis a nivel mundial se caracteriza por una carga
de enfermedad considerable y un progreso insuficiente en su control y erradicacion. Es
importante resaltar que en el afio 2020, la tuberculosis sea la segunda causa principal de

muerte causada por un agente infeccioso, después del COVID-19 7.
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En Espafia la incidencia de TB durante el 2020 fue de 7.3 casos por cada 100.000 habitantes,
los principales factores de riesgo asociados a estos casos fueron; tabaquismo, VIH positivo,
desnutricion, alcoholismo y diabetes *®. En la Comunidad Valenciana se reportaron 377 casos
nuevos de TB en el afio 2020, con una incidencia de 7.5 casos por 100.000 habitantes. El
88.7% del total de pacientes con TB en la Comunidad Valenciana completa con éxito el

tratamiento *°.

Diagnostico y tratamiento

El diagnoéstico clinico de TB es el resultado de la observacion de signos y sintomas como
fatiga, debilidad, adelgazamiento, fiebre y sudores nocturnos. El dato clinico caracteristico de
la TB pulmonar es una tos cronica acompanada de hemoptisis que surge en el caso de
lesiones avanzadas. El médico puede aplicar la prueba de tuberculina para indicar si el
paciente ha estado en contacto con el bacilo y apoyarse en una placa toracica de rayos X para

observar si existe la formacion de un tubérculo en los pulmones del individuo.

La prueba diagndstica de laboratorio mas empleada es la microscopia de frotis del esputo,
desarrollada hace mas de 100 afios, cuenta con una sensibilidad entre el 50 y 80% '*. Las
muestras de esputo son tefiidas y examinadas bajo el microscopio para apreciar la ausencia o
presencia de bacilos. En paises de alta incidencia, la microscopia sigue siendo la principal

técnica de diagnostico para pacientes sintomaticos ',

El cultivo de aislados de M. tuberculosis en los medios selectivos como Lowenstein-Jensen o
Middlebrook (“TH10/TH11”) es el estdndar actual para el diagndstico de la TB, pero requiere
una infraestructura desarrollada y un tiempo de 6 semanas en obtener un diagnéstico ', Una
vez identificado el bacilo, toma entre 4 a 13 dias realizar las pruebas de sensibilidad o

resistencia a farmacos.

El cultivo es uno de los métodos mas sensibles en la identificacion de M. tuberculosis
(>90%), a partir de ¢l se pueden efectuarse pruebas de sensibilidad a fArmacos; por lo tanto,
no solo detectan la presencia o ausencia del bacilo en la muestra, también proporciona un
perfil de resistencia a fArmacos el cual es tomado en cuenta para establecer el esquema de

tratamiento del paciente. También es necesario para el diagnostico pediatrico y
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extrapulmonar, asi como para el diagnodstico diferencial de NTM. Actualmente, existen

equipos automatizados como el BD BACTEC™ MGIT™ que facilitan dicha labor.

La prueba rapida para el diagnostico de TB con resistencia a farmacos actualmente
recomendada por la OMS es el ensayo “Cepheid GeneXpert® MTB/RIF” (Cepheid,
Sunnyvale USA). Inicialmente, se recomendo (en 2010) para la deteccion de TB pulmonar en
adultos. Desde 2013, también se ha recomendado en nifios y formas especificas de TB extra

' La prueba tiene una sensibilidad del 90% para muestras con baciloscopia

pulmonar
positiva y un 70% para muestras con baciloscopia negativa "', Las desventajas del ensayo
“Cepheid GeneXpert® MTB/RIF” '™ son: alto costo, la deteccion Unica de resistencia a
rifampicina farmacos y el diagnostico de un tnico paciente por prueba. Recientemente, la
misma empresa lanzd “Xpert® MTB/XDR”, un cartucho que se utiliza en combinacion con
el anterior y permite evaluar la resistencia a isoniazida, fluoroquinolonas, etionamida,
amikacina, kanamicina y capreomicina. En todos los casos, el método de “GeneXpert®” se
basa en la amplificacion de una region de los genes de interés, y posterior hibridacion con

sondas especificas para las mutaciones asociadas a resistencia mas conocidas; siendo esta una

de las principales limitaciones del método.

Existen otras metodologias aplicadas al diagnostico molecular de M. tuberculosis '”’, desde el
uso de hibridacion con sondas especificas de secuencias del bacilo hasta la creacion del perfil
de acidos micolicos para su identificacion por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) ', Aunque estos ensayos tienen un valor significativo y permiten un diagnostico
rapido de la TB, es evidente que se requieren mejorar los métodos de diagndstico moleculares
17 La OMS también recomienda una prueba rapida “TB-LAMP” como sustituto de la tincion
de esputo, la cual puede obtener resultados en una hora (sensibilidad, 0.78 y especificidad,

0.98) en adultos sintomaticos ',

En relacidn con el tratamiento, en la actualidad hay mas de 30 medicamentos aprobados por
la OMS para el tratamiento de la tuberculosis, los cuales son empleados en todo el mundo. De
estos farmacos, los de primera eleccion al inicio del tratamiento son '%:

e Isoniazida (INH)

e Rifampicina (RIF)

e [Etambutol (EMB)

e Pirazinamida (PZA)

17


https://paperpile.com/c/OLx7NK/qrAf
https://paperpile.com/c/OLx7NK/YjQb+vkaj
https://paperpile.com/c/OLx7NK/RJLi
https://paperpile.com/c/OLx7NK/hjoW
https://paperpile.com/c/OLx7NK/u5yi
https://paperpile.com/c/OLx7NK/ptTA
https://paperpile.com/c/OLx7NK/qrAf
https://paperpile.com/c/OLx7NK/Isa0

La administracion de estos farmacos sigue un régimen principal de seis meses y medio para
los nuevos pacientes, con una fase intensiva de 2 meses y una de continuacion por 4.5 meses
(Tabla 1.1) '%.

Tabla 1.1. Regimenes de tratamiento en tuberculosis

Tiempo en  Régimen Régimen Régimen

F Fa
ase armaco semanas preferido alternativo VIH
INH
Intensiva RIF 2 56 dosis, 40 dosis, 24 dosis,
PZA 7 d/sem 5 d/sem 3 d/sem
EMB
INH ) ] .
Continuacion 18 126 dosis, 90 dosis, 54 dosis,
. RIF 7 d/sem 5 d/sem 3 d/sem

Fuente: Adaptado de Nahid, P. et al.'”. INH: isoniazida, RIF: rifampicina, EMB: etambutol, PZA:

pirazinamida, d/sem: dias a la semana.

Se han disenado varios ensayos para evaluar si un régimen de tratamiento mas corto puede
seguir siendo altamente eficaz y mantengan la seguridad del tratamiento. Basandose en los
resultados de estos ensayos, la OMS ha recomendado dos regimenes diferentes de 4 meses:

uno basado en él “Study 31 trial” ''° y otro basado en él “SHINE trial” "',

Las pautas de tratamiento pueden cambiar dependiendo de la evolucion, comorbilidades,
estado y perfil de resistencia/sensibilidad a farmacos del paciente. Empleando farmacos de
segunda linea como kanamicina (KM), amikacina (AM), capreomicina (CM), ofloxacino

(OFX), levofloxacino (LFX), etionamida (ETO) y linezolid (LZD).

Tuberculosis resistente

La resistencia a los medicamentos, en M. tuberculosis, complica tanto el diagnostico como el
tratamiento de la enfermedad, favoreciendo la transmision del bacilo y la aparicion de nuevos

casos que portan de inicio una M. tuberculosis resistente.
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Cuando la TB sensible a farmacos es tratada con un régimen basado en un tnico farmaco, es
factible que las bacterias con polimorfismos de resistencia sean seleccionadas, proliferen
durante el tratamiento y se conviertan en la poblaciéon dominante. Si un individuo con una TB
resistente a un medicamento especifico es tratado con un nuevo medicamento, es probable
que desarrolle resistencia al medicamento adicional. Las adiciones de farmacos pueden

conducir a patrones severos de resistencia y a formas no curables de TB '"2,

De acuerdo con esto, se ha observado, mediante secuenciacion masiva de aislados de M.
tuberculosis de pacientes con TB, el desarrollo de la resistencia a farmacos durante el
tratamiento y la aparicion de polimorfismos compensadores relacionados con dichas

resistencias 3711

. En un estudio llevado a cabo en Argentina sobre un brote de cepas
pre-XDR, se examinaron 252 aislamientos y se determino que el progenitor responsable del
brote adquirié resistencia a la isoniazida, estreptomicina y rifampicina alrededor de 1973.
Ademas, hacia 1979, la cepa desarroll6 resistencia a otras tres drogas. Estos hallazgos revelan
una persistente circulacion de la cepa durante un periodo de cuatro décadas '. Por otra parte,
modelos matematicos han inferido que aun con los planes de contingencia propuestos por la
organizacion mundial de la salud (OMS) es muy probable que cepas XDR y MDR, sean cada

vez mas frecuentes entre la poblacion con TB dentro de algunos afios ''*.

La OMS clasifica la resistencia a farmacos de TB de la siguiente manera '"°.

e Resistencia (RR): resistencia, al menos, a rifampicina.

e Multi-drogoresistencia (MDR): resistencia combinada a isoniazida y rifampicina.

e Pre-Extremo-resistencia (pre-XDR): resistencia a isoniazida y rifampicina, mas
resistencia a cualquier fluoroquinolona.

e Extremo-resistencia (XDR): pre-XDR y resistencia a al menos uno de los

antituberculosos del grupo A: bedaquilina y/o linezolida,

Fluoroquinolona: Se refiere a levofloxacino y moxifloxacino que son las utilizadas

actualmente en el tratamiento de la TB '3,
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Aplicaciones de la secuenciacion masiva de genomas

Las aplicaciones mas comunes de la secuenciacion masiva de genomas (WGS) en TB estan
relacionadas con la vigilancia epidemioldgica, la tipificacion de especie y linaje, la
generacion de perfiles de resistencia y sensibilidad a farmacos y la deteccion de la trasmision

120 (Figura 1.5).

La WGS se ha empleado para investigar la evolucion del MTBC, clasificarlo en linajes y

121

sublinajes '“', asi como identificar regiones gendmicas relevantes para el desarrollo de

2

pruebas diagnosticas '*2. Ademas, se ha empleado para estudiar la evolucion de mutaciones

126y estudiar e

en cepas MDR y XDR 222 describir la transmision de estas cepas
identificar factores de riesgo asociados '¥’. De igual manera, se ha usado para comprender el

ritmo y el patron de evolucién molecular in vivo de la bacteria durante la transmision ',

b) Tipificacién de cepas

a) Vigilancia y subespecies

oy
c) Sensibilidad a -

farmacos Secuenciacion del d) Agrupamiento y
brotes

genoma completo

e .
)

-

Figura 1.5. Principales aplicaciones de la secuenciacion masiva de genomas de M. tuberculosis.
a) Vigilancia epidemioldgica. b) Determinacion de la especie o subespecie de los aislados. c)
Determinacion de los perfiles de resistencia/sensibilidad a farmacos. d) Identificacion de grupos de

transmision y brotes. Adaptada de ('*).
Debido a lo anterior, la técnica se ha trasladado en corto tiempo del laboratorio de

investigacion a la practica clinica 32, Ademas de tener importantes implicaciones en la

epidemiologia y salud publica '*. Existen reportes de casos en los que la secuenciacion se ha
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realizado directamente de esputo, ayudando en el diagndstico y tratamiento de pacientes '**,
aunque los resultados atin no son lo suficientemente robustos para su uso clinico '*°. En la
actualidad existen proyectos para utilizar la secuenciacion de genomas en el diagndstico
rutinario de TB y otras enfermedades, diferentes gobiernos han sido pioneros en su

implementacion 3613,

Por otra parte, se han desarrollado diferentes propuestas a nivel global para construir
plataformas de datos derivados de la secuenciacion de genomas de aislados de M.
tuberculosis, las cuales tiene como finalidad recabar informacion y emplearla en la
profundizacion de estudios de resistencia, virulencia, epidemiologia molecular, diagndstico,

entre otros aspectos *%'%,

En relacion con la vigilancia epidemioldgica de enfermedades infecciosas, ésta desempena un
papel fundamental en los sistemas de salud publica, ya que permite detectar de manera
oportuna nuevos brotes, microorganismos o variantes en una region, lo que a su vez puede
reducir la mortalidad y los costos de atencion médica '*'. En este sentido, la WGS ha
demostrado ser altamente efectiva en la deteccion de variantes en diferentes
microorganismos, incluido M. tuberculosis '**. Su combinacion con datos epidemiologicos,
como la temporalidad y la geolocalizacién, la convierte en una poderosa herramienta para la

trazabilidad y el control de enfermedades infecciosas "'*.

En cuanto a los métodos de tipificacion de M. tuberculosis, en el pasado se han utilizado
técnicas como los fragmentos de restriccion de longitud polimoérfica (RFLPs) 1S6110 77, el
numero variable de repeticiones en tandem (MIRU-VNTR) 414 ¢ el espoligotipado '*°. Las
cuales basan su clasificacion en regiones especificas del genoma. La WGS ha revolucionado
la caracterizacion molecular de M. tuberculosis 7. En comparacion con los métodos previos,
que examinan <1% del genoma de la bacteria, la secuenciaciéon masiva inspecciona >90% del
genoma, permitiendo una tipificaciéon mas precisa de la o las cepas presentes en las muestras
clinicas '*'*8, La WGS presenta diferentes ventajas técnicas al compararla con los métodos
anteriores de tipificacion *°, es posible obtener la secuencia de un genoma completo de M.
tuberculosis en horas y a bajo costo '*'*°, El andlisis de las secuencias proporciona un gran
numero de datos, tanto SNPs como InDels, a partir de los cuales se pueden identificar y

analizar marcadores de virulencia, predecir resistencias y realizar estudios de epidemiologia
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54,149

molecular . Ademads, posee una alta resolucion en la identificacion de linajes y sublinajes

de M. tuberculosis y especies relacionadas, a partir de SNPs especificos *°.

Asimismo, la secuenciaciéon masiva de genomas también ha demostrado su utilidad en el

diagnostico de resistencia a farmacos '3%!5%15!

, ya que puede identificar de manera simultanea
mutaciones, inserciones y deleciones en todos los genes asociados con la resistencia a
farmacos en aislados de Mycobacterium tuberculosis. Esto proporciona un perfil de
resistencia/susceptibilidad a los medicamentos, lo cual es crucial para un manejo clinico

adecuado de los pacientes con tuberculosis 23152153,

En estudios de transmision de la TB, la WGS ha sido empleada en la identificacion de grupos
de transmision basada en la diferencia de distancias genéticas entre los aislados de M.
tuberculosis "**'*°. De acuerdo con los umbrales estimados de < 5 SNPs para la deteccion de
eventos de transmision reciente y < 12 SNPs para eventos mas antiguos '*°, recomendados y

129,157

empleados en diversos protocolos La combinacion de datos epidemioldgicos,

espaciales y gendmicos permite identificar brotes de TB'**!'** y comprender la dindmica de la

transmision a nivel poblacional '**!¢!,

Los estudios de interaccion hospedador-patogeno han sugerido una adaptacion de ciertos
linajes del complejo MTBC a etnias especificas **. Esto respalda la idea de que el complejo
puede considerarse como una serie de ecotipos adaptados a diferentes hospedadores '®%.
Aunque se requieren nuevos enfoques experimentales para clasificar a nivel genémico los
posibles ecotipos/genotipos que infectan a poblaciones especificas y para explicar las

diferencias genéticas que controlan o influyen en esta supuesta adaptacion.
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2. Objetivos

Objetivo general

La secuenciacion masiva de genomas ha destacado por su utilidad en el diagnostico,
vigilancia, prediccion de resistencia a antibidticos y estudio de la transmision de
enfermedades infecciosas, incluyendo la tuberculosis. Esta tesis tiene como objetivo aplicar
esta poderosa técnica al estudio de la tuberculosis en la Comunidad Valenciana, abordando
aspectos clave como la vigilancia de la enfermedad en la region, la comprension del proceso

de infeccion de M. tuberculosis y la exploracion de la relacion evolutiva patogeno-humano.

En el transcurso de este estudio, hemos empleado la secuenciacion masiva para analizar los
casos de TB en la Comunidad Valenciana durante un periodo de cinco afios (2014-2019),
combinando datos epidemiologicos proporcionados por la Direccion General de Salud
Publica de la Comunidad Valenciana con informacidon gendmica generada en nuestro
laboratorio. Nuestra hipdtesis sostiene que esta integracion de datos puede proporcionar una
perspectiva mas completa de la situacion de la enfermedad en la region y enriquecer nuestra

comprension de la TB.

Este trabajo persigue principalmente destacar la importancia de la secuenciacion masiva en la
vigilancia y andlisis de la transmision de la tuberculosis, con el objetivo de fomentar su
aplicacion tanto en la investigacion cientifica como en la practica clinica y la salud publica en
general. A través de los resultados obtenidos, se aspira a contribuir al fortalecimiento del

control de la tuberculosis y a la reduccion de su incidencia.
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Objetivos especificos

Esta tesis tiene como objetivos especificos la utilizacion de la secuenciacion masiva de
genomas para llevar a cabo la vigilancia gendmica de la tuberculosis en la Comunidad
Valenciana, la identificacion de posibles genotipos endémicos en la region y el andlisis de la
transmision de la TB entre pares donante-receptor. A continuacién, se detallan estos

objetivos.

e Describir y analizar la epidemiologia de la tuberculosis (TB) en la Comunidad

Valenciana mediante la secuenciacion masiva de genomas (WGS) (Capitulo 3).

e (Caracterizar los aislados clinicos del complejo Mycobacterium tuberculosis (MTBC)
por medio de secuenciacion masiva, incluyendo el perfil de resistencia/sensibilidad a
farmacos, la estructura poblacional de la bacteria, grupos de transmision y factores de

riesgo asociados (Capitulo 3).

e Desarrollar una metodologia para identificar genotipos endémicos integrando datos

epidemioldgicos y de secuenciacion masiva (Capitulo 4).

e Identificar posibles genotipos endémicos presentes en la Comunidad Valenciana

(Capitulo 4).

e Desarrollar una metodologia basada en datos epidemiologicos, clinicos y gendémicos

para identificar pares de transmision donante-receptor de MTBC (Capitulo 5).

e Estimar el nimero de bacilos necesarios para iniciar una nueva infecciéon de TB en

humanos (Capitulo 5).
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Esquema de la tesis

En el primer capitulo, se proporciona una introduccion general a la tesis, donde se delinean

los objetivos principales tratados en este trabajo, los cuales se detallan en el segundo capitulo.

Los objetivos de este trabajo de tesis se estructuran en tres capitulos que profundizan en

distintos aspectos de la epidemiologia de la tuberculosis en la Comunidad Valenciana.

En el tercer capitulo, llevamos a cabo un analisis exhaustivo de los datos clinicos
provenientes de los sistemas de vigilancia de la TB en esta region. Exploramos posibles
factores de riesgo relacionados con la tuberculosis y su transmision, ademas de realizar un
andlisis de epidemiologia gendmica con el propdsito de identificar perfiles de resistencia a

farmacos, grupos de transmision y relaciones filogenéticas.

En el cuarto capitulo, combinamos los datos previamente obtenidos junto con secuencias
globales disponibles en repositorios publicos, para identificar los genotipos endémicos en la

Comunidad Valenciana y evaluar su relacion con los patrones de transmision.

En el quinto capitulo, desarrollamos una metodologia para la seleccion de parejas de
transmision (donante-receptor) empleando datos de secuenciacion masiva de genomas. Esta
metodologia se basa en informacion epidemioldgica, la distancia genética, el tamafo de los
clusteres de transmision y los datos de rastreo de contactos. Ademas, aplicamos un enfoque
estadistico para estimar el nimero de bacilos que podrian iniciar una infeccion en estas

parejas de transmision.

Finalmente, en el sexto capitulo se abordan los resultados obtenidos a nivel global, mientras

que el séptimo se presentan las conclusiones finales de la presente investigacion.
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3. Epidemiologia molecular de Ila
tuberculosis en la  Comunidad
Valenciana, Espana

Introduccion

La Comunidad Valenciana presenta una baja incidencia de tuberculosis, registrando tan solo
7.5 casos por cada 100,000 habitantes en 2020. Este dato se acerca al promedio nacional de
Espafia, que es de 8.2 casos. Sin embargo, esta significativamente por debajo de la incidencia
en la region europea, que asciende a 25 casos por 100,000 habitantes. Ademas, se distingue

atn mas de las tasas en Las Américas (30), el Sudeste Asiatico (234) y Africa (212) '®.

El control de la tuberculosis, tanto en la Comunidad Valenciana como a nivel global, se
enfoca en la deteccion, tratamiento y seguimiento de nuevos casos y brotes de la enfermedad.
En general, la identificacion de nuevos casos se basa en el diagndstico de aquellos individuos
que presentan sintomas y buscan atenciéon médica en centros de salud, ademas de la pronta

identificacion y diagnostico de sus contactos cercanos.

El estudio de contactos desempena un papel crucial en la identificacion de posibles nuevos
casos de tuberculosis y en la trazabilidad de las cadenas de transmisién. No obstante, en areas
con alta incidencia y densidad poblacional, obtener una imagen precisa de la transmision se
torna desafiante. Detectar todos los casos resulta complicado, lo que dificulta asignar un
individuo a una cadena de transmision y definir la direccion de la transmision. A pesar de
estas limitaciones, el estudio de contactos sigue siendo una estrategia valiosa en el contol de

la tuberculosis.

Dentro del control de la tuberculosis, también es relevante detectar y tratar de manera
adecuada a los pacientes que portan cepas resistentes a medicamentos. Principalmente,
aquellos que son resistentes a la rifampicina (RR) o que presentan resistencia a multiples
medicamentos (MDR), ya que la transmision de estas cepas puede dar lugar a brotes con estas

12

caracteristicas '*°, complicando significativamente el tratamiento, empeorando el prondstico

del paciente y generando costos considerables para los sistemas de salud.
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En resumen, el control efectivo de la tuberculosis requiere un diagndstico y tratamiento
rapidos y precisos, junto con la deteccion de resistencia a medicamentos. La secuenciacion
masiva de genomas emerge como una herramienta poderosa, util en el diagndstico,
prediccion de resistencia a farmacos y vigilancia epidemiolégica, asi como para el estudio de

la transmision y la evolucion del patogeno.

Este capitulo se centra en un estudio de epidemiologia genémica mediante WGS realizado en
la Comunidad Valenciana entre 2014 y 2018. Su objetivo principal fue estimar la tasa de
transmision de la tuberculosis, explorar factores de riesgo y analizar la prevalencia de
resistencia a antibidticos en la region. Este estudio complementa y expande investigaciones

previas llevadas a cabo por nuestro grupo de investigacion '>*,

En el desarrollo de nuestro estudio, partimos de una coleccioén de aislados secuenciados y
llevamos a cabo un andlisis descriptivo comparativo de las variables y factores de riesgo
asociados con la tuberculosis en la Comunidad Valenciana en comparacion con la poblacién

total de casos de TB.

Posteriormente, llevamos a cabo la reconstruccion filogenética de nuestra coleccion, lo que
nos permitio visualizar su estructura poblacional. Incorporando a esta filogenia los resultados

de un estudio de agrupamiento gendomico, previamente efectuado.

A continuacion, fusionamos los datos epidemiologicos disponibles con los generados por el
andlisis gendmico para realizar un analisis descriptivo de las principales variables y factores
de riesgo relacionados con los casos pertenecientes a agrupamientos genomicos. Finalmente,
ejecutamos una prediccion de la sensibilidad o resistencia a farmacos en todos los aislados de

la coleccion y describimos las mutaciones asociadas a estas resistencias.

Esta metodologia nos brindé una comprension completa y detallada de diversos aspectos de
la tuberculosis en nuestra poblacion de estudio. Los resultados subrayan de manera
convincente la eficacia de la secuenciacion masiva de genomas en la prediccion de la
resistencia a farmacos y en la identificaciéon de grupos de transmision a nivel poblacional.
Estos andlisis de datos y resultados han servido como base para el desarrollo de los capitulos

cuatro y cinco.
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Métodos

Poblacion de estudio

Desde 2006 la Comunidad Valenciana cuenta con una red de vigilancia microbiologica '** | la
cual recolecta datos generados por los laboratorios de microbiologia de los hospitales
valencianos y cuyo objetivo es detectar rapidamente la circulacion de diferentes agentes

etiologicos, asi como definir patrones de resistencia a los antimicrobianos.

La Comunidad Valenciana presenta una baja incidencia de TB, con aproximadamente 7.5
casos por cada 100,000 habitantes. Estd formada por las provincias de Alicante, Castellon y
Valencia, siendo Alicante la de menor incidencia y Valencia la de mayor. Aunque la
incidencia ha mostrado una tendencia a la baja en la ultima década, se ha observado una

desaceleracion notoria y un ligero aumento de casos en la poblacion extranjera desde 1998.

La responsabilidad de la vigilancia local de la tuberculosis recae en la Agencia Regional de
Salud Publica (DGSP: Direccion General de Salud Publica), que utiliza el rastreo de
contactos como método clave para detectar la transmision de la tuberculosis. En este proceso,
cada paciente con un diagndstico positivo completa un cuestionario estandarizado a nivel
local, lo que permite identificar casos epidemiologicamente relacionados, que potencialmente
pueden haberse infectado. Ademads, esta encuesta recopila datos clinicos, microbiolégicos y

demograficos relevantes.

Este estudio recibié la aprobacion del Comité de Etica para la Investigacion Clinica de la
Agencia Regional de Salud Publica de Valencia (Comité Etico de Investigacion Clinica de la
Direccion General de Salud Publica y Centro Superior de Investigacion en Salud Publica). No
se requiri6 el consentimiento informado, ya que la tuberculosis forma parte del programa de
vigilancia obligatoria de enfermedades transmisibles a nivel regional. Se garantizo la
anonimizacion de toda la informacioén personal, sin retener datos que pudieran identificar

individualmente a los participantes.
Coleccion de aislados y extraccion de DNA

Para nuestro estudio, recopilamos 1279 muestras de individuos diagnosticados con TB

durante un periodo de cinco afios (2014-2018), en 18 hospitales de la Comunidad Valenciana.
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Esta cantidad representd el 74% (1279/1727) de todos los casos con cultivos positivos

reportados por la DGSP.

El diagnostico de estas muestras de TB se lleva a cabo en los hospitales mediante cultivo
liquido en tubo indicador de crecimiento de micobacterias (MGIT) o en medio solido
Lowenstein-Jensen (LJ). Los cultivos positivos se envian a la Unidad Mixta "Infeccion y
Salud Publica" (FISABIO-CSISP). Luego, el cultivo (1 ml en MGIT) se inactiva a 90 °C
durante 30 minutos y se extrac el ADN bacteriano automaticamente mediante el sistema
EasyMag (bioMérieux), siguiendo las indicaciones del fabricante. Para conservar la coleccion
de aislados de la Comunidad Valenciana, se guarda una alicuota del cultivo en 1 ml de
glicerol (20%) a -80 °C. Todos los procedimientos se realizaron en un laboratorio de

bioseguridad nivel 3 (BSL3) de acuerdo con las recomendaciones de la OMS.

Ademas, disponemos de datos epidemioldgicos para el 93.26% de los casos con cultivos
positivos secuenciados (1191/1279), que incluyen informacion sobre lugar de nacimiento,

edad, sexo y factores de riesgo como alcoholismo o diabetes.

Secuenciacion del genoma completo

El DNA disponible de 1279 aislados, correspondientes al 74% de los cultivos positivos
identificados en el periodo de estudio, fue secuenciado a una profundidad objetivo de 100X.
Las bibliotecas se construyeron con Nextera XT/Nextera Flex DNA Library Prep Kit
(ITlumina). Se secuenciaron con la tecnologia Illumina (MiSeq y HiSeq), generando lecturas

de longitud 2x300pb/2x150pb respectivamente.

Analisis bioinformatico

En la Unidad de Genémica de la Tuberculosis se ha disefiado un “pipeline” bioinformatico
adaptado al andlisis de los genomas de MTBC. Incluye un conjunto de programas,
herramientas y codigo, ha sido denominado “Thepipeline” y se organiza en los siguientes
modulos: “Trimclean”, ”Kraken”, “Mapping”, “Coverage”, “Calling” y “Annotation filter”.

La totalidad del codigo y parametros utilizados en “Thepipeline” se encuentran disponibles

en el siguiente link: “https://gitlab.com/tbgenomicsunit/ThePipeline”.
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El primer moédulo “Trimclean” trabaja con los archivos “Fastq” generados por el
secuenciador, utiliza el programa Trimmomatic '®*, para eliminar lecturas menores a 50 pares
de bases (pb) y limpiar lecturas eliminando regiones de baja calidad, excluyendo los

adaptadores y otras secuencias especificas del proceso de secuenciacion Illumina '®.

El médulo “Kraken” '% evalta las posibles contaminaciones clasificando taxondmicamente
las lecturas con una base de datos personalizada, que comprende todas las secuencias de
bacterias, arqueas, virus, protozoos, plasmidos y hongos en RefSeq (version 78), ademas del
genoma humano (GRCh38, Ensembl version 81); finalmente se eliminan todas aquellas

lecturas que no corresponden a M. tuberculosis.

El modulo “Mapping” emplea los programas BWA (Burrows-Wheeler Aligner) "%, Picard
19y Bedtools " para realizar el mapeo de las secuencias previamente filtradas por "Kraken"

respecto al genoma de referencia del ancestro de MTBC '*’.

Una vez mapeadas las lecturas, el mdodulo “Coverage” calcula la media y la mediana de la
cobertura total de cada genoma, asi como el parametro profundidad, el cual indica el nimero

de veces que una posicion gendmica es leida.

El modulo “Calling” consta de los programas VarScan '"' y GATK '”, utilizados para
identificar posiciones gendmicas, inserciones y deleciones que difieren del genoma de
referencia. Las posiciones gendmicas que difieren del genoma de referencia son denominadas
SNPs. Este modulo selecciona los SNPs que tienen una profundidad minima de 10X y una

calidad de mapeo superior a 20.

Dentro de los SNPs identificados, existen dos tipos: los SNPs fijados (fSNPs), que tienen una
frecuencia > 90%. Estos se emplean en analisis como la reconstruccion filogenética y la
identificacion de clusteres de transmision. Por otro lado, los SNPs variables (VSNP) tienen
una frecuencia entre 10-89%, y se emplean en la deteccion de resistencia a fairmacos. La

identificacion de variantes se realizaron siguiendo los estandares validados por nuestro grupo
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Finalmente, el modulo “Annotation filter” elimina los SNPs ubicados en regiones dificiles de

mapear, las secuencias repetitivas y los genes PPE/PE-PGRS. .
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Estructura poblacional y agrupamiento genomico

Para determinar la estructura poblacional de los aislados clinicos, realizamos un alineamiento
multiple utilizando fSNPs y construimos una filogenia de maximum likelihood (ML) con el
programa IQ-TREE 2 ' | Utilizamos el modelo GTR y realizamos 1,000 réplicas bootstrap
para asegurar la robustez del analisis. Posteriormente, clasificamos los aislados de MTBC en

linajes y sublinajes utilizando una lista previamente definida de 62 SNPs *'7,

Para evaluar la transmision basada en el agrupamiento gendémico (clusteres gendémicos),
realizamos un alineamiento multiple de las secuencias, excluyendo las posiciones
relacionadas con la resistencia a farmacos. Calculamos las distancias entre las muestras en
pares utilizando el paquete "ape" en el lenguaje de programacion R. Definimos los clusteres
genomicos como grupos de, al menos, dos cepas de MTBC que compartian una distancia
genética especifica y evaluamos los clusteres utilizando tres puntos de corte de distancias

genéticas (0, 5, 10 y 12 SNPs).

Para determinar la relacion genética de los aislados clinicos en situaciones donde se
detectaron clusteres no monofiléticos, re-evaluamos los aislados excluidos de los clusteres
utilizando el siguiente criterio: si la filogenia mostraba que estaban rodeados por otros
aislados en un cluster, se integraban en ese cluster. Este proceso generd una variacidon minima

en el recuento total de aislados en los clusteres.

Analisis de variables y factores de riesgo relacionados con el
agrupamiento genomico

Se realiz6 un analisis descriptivo de la poblacion de estudio, que consistio en la recoleccion y
organizacion de datos epidemioldgicos disponibles. Se trabajé con un total de 1191 aislados,
que representan el 93.2% de todos los aislados secuenciados. Se calcularon las frecuencias

absolutas y relativas para cada variable, y se presentd la informacion en tablas y graficos.

Ademas, se incorporaron datos obtenidos a través del analisis de secuenciacion de genomas.

Para evaluar la asociacion entre los factores de riesgo y la agrupacion gendémica en cluster, se
utilizo el calculo de la razon de momios (RM). También se llevdo a cabo un andlisis

multivariado, mediante un modelo de regresion logistica, para evaluar la interaccion entre
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variables como la edad, el sexo, el lugar de nacimiento, la tincion, la localizacion, el
alcoholismo y el estado de privacion de libertad, con la probabilidad de pertenecer a un

cluster de transmision.

Prediccion de la resistencia a farmacos

En el estudio de prediccion de resistencia a farmacos, empleamos el catalogo propuesto por la
OMS para identificar variantes asociadas con la resistencia a medicamentos de primera y

5

segunda linea (Tabla 3) '°. Anteriormente, utilizdbamos catalogos validados de las
plataformas ReSeqTB '** y PhyResSE '". Consideramos unicamente las mutaciones
catalogadas en los niveles uno (asociado a resistencia) y dos (asociado a resistencia de
manera provisional) '77 del catdlogo, excepto la posicion 1674481 Ser94Ala en el gen inhA,
que se tuvo en cuenta en relacion con la resistencia a isoniazida por razones detalladas en la
seccion de resultados. Finalmente, las muestras se clasificaron segtn su perfil de resistencia

como sensibles, resistentes, resistentes a rifampicina (RR), multidrogoresistentes (MDR) o

extremo-resistentes (XDR).

En cuanto a la evaluacion de la prediccion de resistencia a farmacos, utilizamos la tabla
tetracorica para calcular la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor
predictivo negativo de los medicamentos: rifampicina, isoniazida, etambutol y pirazinamida
(Tabla 3.11). Todos los analisis estadisticos y graficos se llevaron a cabo utilizando la

coleccion de paquetes "Tydiverse" en el lenguaje R '8,
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Resultados

Poblacion de estudio

Durante el periodo comprendido entre 2014 y 2018, la DGSP registrd un total de 2206 casos
de tuberculosis, de los cuales 1727 (78.2%) fueron cultivo-positivos. Realizamos
secuenciacion de genoma completo en 1279 individuos, equivalente al 74% de todos los
pacientes con resultados positivos en cultivo (1279/1727). Contamos con informacion
epidemioldgica para 1191 individuos, lo cual constituye un subconjunto representativo de la

poblacion con tuberculosis (Figura suplementaria 3.0.).

En la Tabla 3.1 se ofrece una descripcion detallada de las caracteristicas demograficas y
clinicas, tanto de los casos reportados como de aquellos sometidos a secuenciacion de
genoma completo, con metadatos disponibles. Cabe resaltar que las caracteristicas clinicas y

demograficas en este conjunto de datos son similares a las del total de casos.
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Tabla 3.1. Caracteristicas demograficas de los individuos con tuberculosis positiva
analizados en el estudio. La columna "Total de pacientes" refleja los valores obtenidos
mediante el sistema de vigilancia local, mientras que "Pacientes con WGS" identifica los

casos de TB que fueron secuenciados y que cuentan con metadatos disponibles

Variables WGS pacientes (n = 1191) Total de pacientes (n = 2206)

Edad
<15 34 2.9% 147 6.7%
16-24 103 8.6% 195 8.8%
25-44 469  39.4% 847  38.4%
45-64 377 31.7% 640  29.0%
> 65 208 17.5% 377 17.1%
Sexo
Hombre 769  64.6% 1379 62.5%
Mujer 422 35.4% 827  37.5%
Lugar de nacimiento
Espaiiol 734 61.6% 1378 62.5%
Extranjero 457  38.4% 828  37.5%
Tincién de esputo *
Positivo 673  56.8% 1002 47.5%
Negativo 511 43.2% 1107 52.5%
Localizacién ®
Pulmonar 983  82.5% 1644 74.6%
Extrapulmonar 208  17.5% 559  25.4%

Factores de riesgo WGS pacientes (n = 1191) Total de pacientes (n = 2206)

Alcoholismo ¢

Si 241 21.5% 351 17.0%
No 878  78.5% 1709  83.0%
PDU ¢
Si 40 3.6% 59 2.9%
No 1073 96.4% 2010  97.1%
PPL ¢
Si 63 5.4% 86 4.0%
No 1104 94.6% 2077  96.0%
Diabetes *
Si 120 10.2% 218 10.1%
No 1056  89.8% 1947  89.9%
VIH Positivo #
Si 73 6.6% 113 5.6%
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No

Exclusion social

Si

No

Trabajador sanitario '
Si

No

Retraso diagndstico ’
Si

No

Neoplasia *

Si

No

Paciente ambulatorio '
Si

No

Hospitalizacion ™

Si

No

Asilo de ancianos "

Si

No

1028

143
1004

22
1163

312
821

102
1057

53
1128

892
298

24
1154

93.4%

12.5%
87.5%

1.9%
98.1%

27.5%
72.5%

8.8%
91.2%

4.5%
95.5%

75.0%
25.0%

2.0%
98.0%

1923

218
1903

46
2140

560
1485

178
1960

81
2096

1554
645

38
2141

94.4%

10.3%
89.7%

2.1%
97.9%

27.4%
72.6%

8.3%
91.7%

3.7%
96.3%

70.7%
29.3%

1.7%
98.3%

2 Datos desconocidos en 97 individuos
b Datos desconocidos en 3 individuos

¢Datos desconocidos en 146 individuos

4 PDU parenteral drug user (usuario de drogas por via parenteral). Datos desconocidos en 137

individuos

¢ PPL Persona privada de su libertad. Datos desconocidos en 43 individuos

fDatos desconocidos en 41 individuos

¢ VIH virus de inmunodeficiencia humana. Datos desconocidos en 170 individuos

" Datos desconocidos en 85 individuos
i Datos desconocidos en 20 individuos

i Datos desconocidos en 161 individuos
¥ Datos desconocidos en 68 individuos
! Datos desconocidos en 29 individuos
™ Datos desconocidos en 7 individuos

" Datos desconocidos en 27 individuos
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Al explorar las caracteristicas y factores de riesgo en los 1191 casos, se observan los
siguientes datos estadisticos (ver Tabla 3.1). La distribucidon por sexo reveld que el 64.6%
(769) de los casos de TB correspondia a hombres, mientras que el 35.4% (422/1191) eran
mujeres. En relacion con la edad, el rango abarcé desde 5 meses hasta 100 afios, con una edad

promedio de 45 afios y una mediana de 44 aos.

Del total de casos de tuberculosis estudiados, el 61.6% (734/1191) correspondi6 a individuos
nacidos en Espafia, mientras que el 38.4% (457/1191) eran casos de personas nacidas en otros
paises (ver Tabla 3.1). Entre los casos de no nacidos en Espafia, los paises de procedencia
mas comunes fueron Rumania (125 casos), Marruecos (80 casos), Pakistan (36 casos),

Bolivia (31 casos) y Ecuador (19 casos).

En nuestra muestra de 1191 casos, las proporciones de los factores de riesgo clinicos fueron
las siguientes: el 21.5% (241/1119) se vio afectado por el alcoholismo, el 3.6% (40/1113)
correspondid a usuarios de drogas via parenteral (PDU), el 10.2% (120/1176) tenia diabetes
(DM), el 6.6% (73/1101) era personas que viven con el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH), el 27.5% (312/1133) experiment6 un retraso en el diagnostico y el 8.8% (102/1159)

tenia neoplasia.

En cuanto a los factores de riesgo socio-demogréficos, la distribucion fue: el 5.4% (63/1167)
eran personas privadas de libertad (PPL), el 12.5% (143/1147) eran excluidos sociales, el
1.9% (22/1185) pertenecian al personal sanitario, el 4.5% (53/1181) eran pacientes
transeuntes, el 75% (892/1190) requiridé ingreso hospitalario y el 2% (24/1178) vivia en

residencias de ancianos.

Estructura poblacional y agrupamiento genomico

La estructura poblacional de los aislados de M. tuberculosis se exploré mediante la
reconstruccion filogenética de maxima verosimilitud (ML) utilizando 1277 aislados
secuenciados. Este numero se obtuvo después de excluir dos aislados (1277/1279) debido a la
deteccion de secuencias pertenecientes a mas de dos linajes o mas de tres sublinajes, lo cual

podria comprometer el analisis.
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Aunque la region de Valencia se considera un area con baja carga de tuberculosis, nuestro
analisis identificé cuatro muestras con posibles infecciones mixtas. De éstas, dos fueron
excluidas del analisis filogenético, mientras que las cuatro se incluyeron en el analisis de

prediccion de resistencias a farmacos.

En lo que respecta a la distribucion de linajes, se destacd un claro predominio de cepas del
linaje L4 (92%). Le siguieron en menor proporcion cepas de L3 (2.6%), L2 (2.4%), LS5
(0.5%), L6 (0.5%) y L1 (0.4%). Ademas, se identificaron cepas de origen animal (1.5%)
(Figura 3.1 A).

Los clusteres fueron definidos mediante distintos umbrales de distancia genética entre pares
de aislados; evaluamos umbrales de 0, 5, 10, 12 y 15 SNPs. Nuestros resultados revelaron la
formacion de 106, 174, 181, 186 y 187 clusteres de transmision, respectivamente. Los
aislados en los clusteres correspondientes a los tres primeros umbrales se representan como

anillos grises alrededor de la filogenia en la Figura 3.1 A.

Al aplicar un umbral de 0 SNPs, se identificaron 289 (23%) aislados en 106 clusteres. A
medida que el umbral se increment6 gradualmente, en el rango de 1 a 5 (SNPs), esta cifra
aumentd a 557 (44%), sefialando una tendencia hacia la agrupacion. Con un umbral de 6 a 10,
el numero de aislados ascendid a 630 (49%). Al establecer un umbral mas alto, en el rango de
11 a 12 (SNPs), se observo un ascenso adicional, llegando a 658 (52%) aislados en clusteres.
En el rango superior, de 13 a 15 (SNPs), el valor se elevd a 690 (54%). Sin embargo, en el
contexto particular del "Estudio de contactos", tinicamente 168 (13%) de los aislados se
agruparon en clusteres (Figura 3.1 B), lo que difiere de los resultados obtenidos mediante el

método de agrupamiento gendémico empleado.

Dentro del espectro de distribucion observado en la figura 3.1 B, la eleccion del umbral de 10
SNPs surgié como una opcion equilibrada en el andlisis. Al establecer este umbral, la
proporcion de aislados en cliusteres se elevd a 630 (49%), presentando un aumento
significativo en relacién con los umbrales anteriores y una variacion moderada con los

umbrales superiores (ver Figura 3.1 B).

Es relevante resaltar que la identificacion gendmica de clusteres de transmision, incluso en la

resolucion mas baja de 0 SNP, revel6 un total de 289 aislados en cluster (23%). Por otro lado,
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el estudio de contactos logré identificar 168 aislados en cluster (13%). Esta diferencia de
10% en la identificacion de clusteres subraya la mayor eficacia de la WGS en detectar la

transmision en comparacion con el enfoque de estudio de contactos (ver Figura 3.1 B).

Dentro de este contexto, se procedié a calcular los tamafos y la cantidad de clusteres
(utilizando el umbral de 10 SNPs). Los resultados revelaron que la mayoria de los clusteres
estaban conformados por dos aislados (84 clusteres), mientras que los clusteres de 10, 12, 13,
18 y 19 aislados eran poco comunes (1 cluster cada uno). En la franja intermedia, se
encontraron clusteres con 3 aislados (40 clusteres), 4 aislados (20 clusteres), 5 aislados (13
clusteres), 6 aislados (12 clusteres), 7 aislados (3 clusteres) y 8 aislados (4 clusteres). Estos
hallazgos aportan una vision detallada de la composicion y distribucion de los clusteres bajo

el umbral seleccionado (ver figura 3.1 C).
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Figura 3.1. (A) Filogenia de 1277 aislados de TB recogidos durante los afios 2014 - 2019. Cada anillo representa grupos genémicos detectados por diferentes
umbrales de polimorfismo de un solo nucledtido (SNP) (0, 5y 10 SNP). (B) Porcentaje de muestras dentro de los grupos para diferentes umbrales de SNP. (C)
Numero de clusteres genomicos por diferentes tamafios de clister. Se utilizé un umbral de 10 SNP como estandar. No se detectaron tamafios de cluster de 9,11

y 14-17 muestras. *Nomenclatura propuesta por Comas et al., 2013
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Analisis de variables y factores de riesgo relacionados con el
agrupamiento genémico

Con el proposito de profundizar en la comprension de la transmision, se exploro la relacion
entre casos agrupados en clusteres y casos unicos, considerando diferentes variables en los
1191 aislados con metadatos disponibles. Los resultados de este analisis se presentan en la
Tabla 3.2. Observamos que la edad desempefia un papel crucial en esta agrupacion: los
pacientes menores de 15 afios tienen una probabilidad mas alta y significativa de pertenecer a
clusteres gendmicos (2.4%), en comparacion con los casos tnicos (0.4%), con un valor p
<0.001. También, se destaca una disparidad entre sexos, con una inclinacién mas pronunciada

de los hombres a estar en clusteres (32.2%) en comparacion con las mujeres (15.4%), con un

valor p de 0.04.

El lugar de nacimiento también muestra influencia significativa: los pacientes nacidos en
Espana tienen mas posibilidades de pertenecer a clisteres gendémicos (33.9%) en
comparacion con aquellos nacidos en el extranjero (13.7%), con un valor p <0.001. Ademas,
ciertas variables se asocian con una tendencia mas marcada a la agrupacion en clusteres,

como tener tincion de esputo positivo, localizacion pulmonar y ciertos grupos de edad.

En cuanto a los distintos factores de riesgo que pueden influir en la probabilidad de
pertenecer a clisteres en comparacion con ser casos unicos. Dos aspectos destacan de manera
significativa: el alcoholismo y las personas privadas de su libertad (PPL). El alcoholismo se
relaciona con una mayor probabilidad de pertenecer a clusteres (12.6%) en comparacién con
casos unicos (8.9%), con un valor p < 0.001. De manera similar, las PPL muestran una
asociacion con una mayor probabilidad de pertenencia a clusteres (3.3%) en compariacion
con casos unicos (2.1%), con un valor p de 0.04. Ademas, la tabla 3.2 explora otros factores
como el uso de drogas por via parenteral (PDU), diabetes, VIH positivo, exclusion social, ser
trabajador sanitario, retraso en el diagnostico, neoplasia, ser paciente ambulatorio,
hospitalizacion y residencia en asilo de ancianos. Aunque algunos de estos factores también
estan vinculados a la pertenencia a clusteres, los resultados recalcan el impacto significativo
del alcoholismo y las PPL en esta pertenencia, en comparacion con casos Unicos. Estos
hallazgos contribuyen a la comprension de como los factores de riesgo pueden influir en la

propagacion de la TB y subrayan la importancia de estas variables y factores de riesgo.
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Tabla 3.2. Variables y factores de riesgo asociados con transmision

Razon de momios

Variables Casos en cluster Casos tinicos Valor p
[95 % CI]
Edad
<15 29 24% 5 04% 5.78 (2.20-15.18)  <0.001
16-24 55  4.6% 48  4.0% 1.14 (0.74 - 1.75) 0.55
25-44 235 19.7% 234 19.6% referencia
45-64 181 15.2% 196 16.5% 0.92 (0.70 - 1.21) 0.54
>65 67 5.6% 141 11.8% 0.47(0.34-0.67)  <0.001
Sexo
Hombre 383 32.2% 386 32.4% 1.28 (1.01 - 1.63) 0.04
Mujer 184 15.4% 238 20.0% referencia
Lugar de nacimiento
Espatiol 404 33.9% 330 27.7% 2.21 (1.74-2.81) <0.001
Extranjero 163 13.7% 294 24.7% referencia
Tincién de esputo *
Positivo 342 28.9% 331 28.0% 1.33 (1.06 - 1.68) 0.01
Negativo 223 18.8% 288 24.3% referencia
Localizacién
Pulmonar 506 42.5% 477 40.1% 2.56 (1.85-3.53) <0.001
Extrapulmonar 61 51% 147 12.3% referencia
Factores de riesgo  Casos en cluster Casos tnicos Razon de momios Valor p
[95 % CI]
Alcoholismo ®
Si 141 12.6% 100 8.9% 1.65 (1.24-2.21)  <0.001
No 404 36.1% 474 42.4% referencia
PDU ¢
Si 23 21% 17 1.5% 1.47 (0.78 - 2.79) 0.23
No 514 46.2% 559 50.2% referencia
PPL ¢
Si 38 3.3% 25 21% 1.71 (1.02 - 2.87) 0.04
No 520 44.6% 584 50.0% referencia
Diabetes °
Si 53  4.5% 67 57% 0.84 (0.58 - 1.23) 0.38
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No

VIH Positivo *

Si

No

Exclusion social ®

Si

No

Trabajador sanitario "
Si

No

Retraso diagnéstico '
Si

No

Neoplasia '

Si

No

Paciente ambulatorio *
Si

No

Hospitalizacion '

Si

No

Asilo de ancianos ™

Si

No

511

38
495

74
472

14
550

144
392

42
516

31
534

438
129

554

43.5%

3.5%
45.0%

6.5%
41.2%

1.2%
46.4%

12.7%
34.6%

3.6%
44.5%

2.6%
45.2%

36.8%
10.8%

0.8%
47.0%

545

35
533

69

532

613

168
429

60
541

22
594

454
169

15
600

46.3%

3.2%
48.4%

6.0%
46.4%

0.7%
51.7%

14.8%
37.9%

5.2%
46.7%

1.9%
50.3%

38.2%
14.2%

1.3%
50.9%

referencia

1.17 (0.73 - 1.88) 0.52

referencia

1.21 (0.85 - 1.72) 0.29

referencia

1.95 (0.81 - 4.68) 0.13

referencia

0.94 (0.72 - 1.22) 0.63

referencia

0.73 (0.49 - 1.11) 0.14

referencia

1.57 (0.90 - 2.74) 0.11

referencia

1.26 (0.97 - 1.65) 0.08

referencia

0.65 (0.28 - 1.50) 0.31

referencia

*Pacientes con datos epidemiologicos disponibles (1191/1279)

*En azul, variables o factores de riesgo estadisticamente significativos.

2 Datos desconocidos en 7 individuos

® Datos desconocidos en 72 individuos

¢Datos desconocidos en 78 individuos

4 Datos desconocidos en 24 individuos

¢ Datos desconocidos en 15 individuos

"Datos desconocidos en 90 individuos

¢ Datos desconocidos en 44 individuos
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" Datos desconocidos en 6 individuos
 Datos desconocidos en 58 individuos
i Datos desconocidos en 161 individuos
¥ Datos desconocidos en 68 individuos
! Datos desconocidos en 29 individuos

™ Datos desconocidos en 7 individuos

Ante la deteccion de OR significativos en distintas variables y factores de riesgo, y con la
finalidad de comprender como estas variables interactian y afectan la probabilidad de
pertenecer a un clister gendmico, se tomo la decision de realizar un analisis multivariado.
Empleamos un modelo de regresion logistica para evaluar la existencia de interacciones entre
variables como edad, sexo, lugar de nacimiento, tincion de esputo, localizacion, alcoholismo

y personas privadas de su libertad (Tabla 3.3).

Para construir el modelo, se empleo6 el método stepwise, un enfoque de seleccion de variables
paso a paso. Este método implica una seleccion rigurosa de variables independientes basada
en criterios especificos. Iniciando con un modelo que incorpora todas las variables
disponibles, el algoritmo evalud de manera iterativa si agregar o eliminar variables mejoraba
la calidad del modelo. Este proceso se repitid hasta alcanzar un modelo 6ptimo, asegurando la

inclusion de las variables mas relevantes (ver Anexo 1).

El modelo se construyo utilizando el 79% (937/1191) de los aislados de nuestra coleccion que
no presentaban datos faltantes en ninguna de las variables a evaluar. Se validé mediante el
test de Hosmer and Lemeshow goodness of fit (GOF) (p-valor = 0.109) y el andlisis de curva
ROC (Receiver Operating Characteristic), con un area bajo la curva de 0.7168. Ademas, se

realizd una validacion cruzada (0.2208100 - 0.2208037) (ver Anexo 1).

En el andlisis del modelo de regresion logistica que hemos llevado a cabo, se ha explorado
con detalle la relacion entre diversas variables y el agrupamiento genémico. A continuacion,
resumimos las interpretaciones mas relevantes derivadas del analisis y presentadas en la tabla

3.3.

Comenzando con la variable Edad, hemos observado que por cada aumento unitario en la

variable, las probabilidades de pertenencia al claster genomico en cuestion disminuyen en
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aproximadamente 0.034 (p = 1.43 e-12) en el modelo. Esto sugiere que a medida que la edad

aumenta, la probabilidad de pertenecer a un clister gendmico disminuye.

Al considerar la variable Lugar de nacimiento-Extranjero, encontramos que si un individuo es
extranjero, las probabilidades de pertenencia al clister gendmico se reducen en un factor de
alrededor de 1.416 (p = 1.48 e-11), en comparacion con aquellos que no tienen esta
condicién. En resumen, los individuos extranjeros muestran una probabilidad menor de

pertenecer a un claster genémico.

En relacién con la localizacion de la infeccion, cuando esta ocurre en los pulmones, las
probabilidades de pertenencia al cluster genémico aumentan significativamente en
aproximadamente 0.791 (p = 0.016). Este hallazgo propone una asociacioén positiva entre la

localizacion pulmonar y la pertenencia al cluster gendmico.

En el analisis multivariado, a diferencia de las observaciones en el analisis bivariado, los
factores PPL y Alcoholismo no se presentan como factores de riesgo para la pertenencia a
clusteres. Del mismo modo, las variables "sexo" y "tincion del esputo", inicialmente
asociadas de manera marginal a la pertenencia a clisteres (p = 0.04, p = 0.01
respectivamente), ya no mantienen dicha asociacion. Esta variacion puede atribuirse a la

reduccion del conjunto de datos en este analisis.

Seglin los resultados del modelo analizado, el origen espafiol sigue siendo un factor de riesgo
para la pertenencia a cluster, coincidiendo con el andlisis bivariado. No se identificaron
correlaciones significativas adicionales en las interacciones multiples de las variables en este
modelo. Es crucial destacar la aplicabilidad potencial de este modelo a conjuntos de datos

similares en el futuro.
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Tabla 3.3. Coeficientes y Significancia en el Analisis de Regresion Logistica para la

Pertenencia a Clasteres Genomicos

Variables Estimacion Error estindar Valor z Pr(>|z|)

(Intercept) 1.360 0.400 3.396 0.000683 **x*

Edad -0.034 0.005 -7.081 1.43e-12 ***

Sexo-Mujer 0.501 0.399 1.257 0.208622

Lugar de nacimiento-Extranjero -1.416 0.210 -6.750 1.48e-11 ***

Tincién de esputo-Positivo -0.603 0.457 -1.318 0.187483
Localizacion-Pulmonar 0.791 0.328 2.408 0.016049 *

Alcoholismo-Si 0.366 0.268 1.367 0.171747

PPL-Si 0.166 0.562 0.295 0.767743

Sexo-Mujer: Localizacion-Pulmonar -0.734 0.439 -1.673 0.094327 .
Tincion-Positivo: Localizacion-Pulmonar 0.559 0.494 1.131 0.258246
Extranjero-Si: Alcoholismo-Si 0.180 0.422 0.426 0.669800
Sexo-Mujer: PPL-Si -2.093 1.448 -1.445 0.148371

Lugar de nacimiento-Extranjero: PPL-Si 2.391 1.261 1.896 0.057922 .
Alcoholismo-Si: PPL-Si 1.283 1.214 1.057 0.290526

Codigos de significancia: 0 “**** (0.001 “**’ 0.01 “** 0.05 . 0.1 " 1

45



Caracterizacion de la resistencia a farmacos

En total de los 1279 aislados evaluados, se identificaron 125 aislados (9.77%) resistentes al
menos a un farmaco y 1154 aislados (90.23%) sensibles. La sensibilidad de la secuenciacion
de genomas para la prediccion de resistencias fue superior al 95% para isoniazida y entre

50-69% para los otros tres farmacos de primera linea (Tabla 3.3).

Tabla 3.3. Desempefio de la WGS como herramienta de diagndstico de la resistencia a

farmacos de primera linea

Aislados Aislados

Farmaco resistentes  resistentes Sen Esp VPP VPN
con DST con WGS
Isoniazida 68 68 96 100 96 100
Rifampicina 29 20 69 100 100 99
Etambutol 20 16 50 99 63 99
Pirazinamida 37 20 51 100 95 98

* Estos valores se extrajeron de 1279 aislados clinicos de TB. Se utilizo la DST (Drug susceptibility
testing) test de susceptibilidad a firmacos como método de referencia.

* Abreviaturas: DST, prueba de susceptibilidad a los medicamentos; WGS (Whole genome
sequencing): secuenciacion del genoma completo; Sen=sensibilidad (%); Esp=Especificidad (%);

VPP, valor predictivo positivo (%); VPN: valor predictivo negativo (%).

Resistencia a isoniazida (INH)

Se identificaron 68 aislados con resistencia fenotipica a isoniazida, de los cuales 65 (96%)
mostraron los polimorfismos que explicarian su caracter resistente, sin embargo, 3 aislados
(4%) con resistencia a este farmaco, no mostraron mutaciones en los genes analizados que
pudieran explicar tal condicion. Por otra parte, 3 aislados sensibles a este farmaco mostraron

mutaciones asociadas a resistencia (Tabla 3.12).

En la Tabla 3.4 se puede apreciar la presencia de seis cambios en dos genes asociados con la
resistencia a isoniazida, el mas frecuente se presentd en 32 aislados en la posicion intergénica
1673425 (c/t) del gen fabGl, seguido por en el codon katG315Ser/Thr presente en 27

aislados.

46



Debido a la frecuente aparicion de la posicion 1674481 Ser94Ala en el gen inhA en muestras
con resistencia fenotipica a la isoniazida, y en ausencia de otras mutaciones del catalogo de la
OMS que expliquen esta resistencia, hemos decidido incluir esta posicion en nuestro analisis
como un indicador de resistencia a la isoniazida. Aunque en el catalogo se clasifica como una
mutacion de significado incierto para la isoniazida (Nivel 3), se ha identificado como una
mutacion que confiere resistencia a la etionamida (Nivel 1). Ademas, ya se ha documentado

previamente como una variante asociada a la resistencia a la isoniazida '"'®

y en nuestro
laboratorio, hemos evidenciado un incremento en la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

de isoniazida asociada a esta mutacion.

Tabla 3.4. Polimorfismos en genes asociados con resistencia a isoniazida encontrados en los

aislados analizados (n=68)

Codéon Cambio de Cambio
Posicio Regio Fi ivel OMS
osieion eglon (M.t) aminoacido de base ! Nive

Isoniazida (INH)
fabG1

1673425 Intergénica --- --- c/t 32 1
1673432 Intergénica - --- t/a 2 2
1673432 Intergénica - --- t/c 2
1674048 Codificante 203 Leu —» Leu g/a 4 1
inhA

1674481 Codificante 94 Ser — Ala teg/geg 13 -
katG

2155168 Codificante 315 Ser — Thr agc/aac 27 1
2155168 Codificante 315 Ser —» Asn  agc/acc 1 1
Total 80

(M.t) Mycobacterium tuberculosis. (Fi) Frecuencia absoluta.

(Nivel OMS) 1. Asociado a resistencia y 2. Asociado a resistencia de manera provisional '
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Resistencia a rifampicina (RIF)

En cuanto a rifampicina, de los 29 aislados con resistencia fenotipica, en 20 (69%) se
observaron mutaciones que explicaran dicha resistencia, nueve aislados (31%) resistentes no
mostraron cambios en los genes analizados. Por otra parte, ningiin aislado sensible a este

farmaco mostré mutaciones asociadas a resistencia (Tabla 3.12).

Por ultimo, se apreciaron en total 14 cambios diferentes en el gen rpoB, el mas frecuente fue

en el codon rpoB 450Ser/Leu presente en 15 aislados (Tabla 3.5).

Tabla 3.5. Polimorfismos en genes asociados con resistencia a rifampicina encontrados

en los aislados analizados

Codén Cambiode Cambio
Posicio Regié Fi Nivel OMS
osicion eston (M.t) aminoicido de base ! tve

Rifampicina (RIF)

rpoB

761089 Codificante 428 Ser — Thr agc/acc 1 2
761090 Codificante 428 Ser — Arg  agc/agg 1 2
761095 Codificante 430 Leu— Pro  ctg/ccg 2 1
761097 Codificante 431 Ser — Gly  agc/gge 1 2
761098 Codificante 431 Ser — Thr  agc/acc 1 2
761106 Codificante 434 Met — Val  atg/gtg 1 2
761110 Codificante 435 Asp — Val  gac/gtc 1 1
761127 Codificante 441 Ser — Ala  tcg/geg 1 2
761139 Codificante 445 His — Asp  cac/gac 1 1
761139 Codificante 445 His — Tyr cac/tac 1 1
761139 Codificante 445 His — Asn  cac/aac 2 1
761155 Codificante 450 Ser — Leu  tcg/ttg 15 1
761161 Codificante 452 Leu — Pro  ctg/ccg 1 1
761277 Codificante 491 Ile — Phe atc/ttc 2 1
Total 31

(M.t) Mycobacterium tuberculosis. (Fi) Frecuencia absoluta.

(Nivel OMS) 1. Asociado a resistencia y 2. Asociado a resistencia de manera provisional '
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Resistencia a etambutol (EMB)

De los 20 aislados con resistencia fenotipica a etambutol en 10 (50%) se observaron
polimorfismos conocidos que le proporcionan tal caracter, 10 (50%) aislados no mostraron
cambios. Adicionalmente, seis aislados identificados como sensibles presentaron mutaciones

asociadas con la resistencia a este farmaco (Tabla 3.12).

Finalmente, se identificaron seis cambios en dos genes (embA y embB) donde la mutacion
mas frecuente fue en la posicion codificante 4247429 (embB 306Met/Val) presente en siete
aislados, seguido por el cambio del codon emb B306Met/lle, en la misma posicion, presente

en cinco aislados (Tabla 3.6).

Tabla 3.6. Polimorfismos en genes asociados con resistencia a etambutol encontrados en

los aislados analizados

Codén Cambio de Cambio
Posicio Regi6 Fi Nivel OMS
osteron egton (M.t.) aminoacido de base ! e

Etambutol (EMB)

embA

4243221 Intergénica  --- - c/t 1 1
embB

4247429 Codificante 306 Met — Val  atg/gtg 7 1
4247431 Codificante 306 Met — Ile atg/att 5 1
4247431 Codificante 306 Met — lle atg/ata 1 1
4247469 Codificante 319 Tyr — Ser tat/tct 1 1
4247730 Codificante 406 Gly —» Asp  ggc/gac 1 1
Total 16

(M.t) Mycobacterium tuberculosis. (Fi) Frecuencia absoluta.

(Nivel OMS) 1. Asociado a resistencia y 2. Asociado a resistencia de manera provisional '
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Resistencia a pirazinamida (PZA)

En los 37 aislados que mostraron resistencia a este farmaco, 19 (51.35%) contenian un
polimorfismo que explicaba dicha resistencia y 18 (48.65%) no mostraron ninguna
modificacion (Tabla 3.12). Finalmente, un solo aislado considerado como sensible mostrd un
cambio asociado con esta resistencia. Se identificaron 27 polimorfismos, todos ellos en el gen

pncA, el més frecuente se presentd en 17 aislados, en el codon prnc4 57His/Asp (Tabla 3.7).

Tabla 3.7. Polimorfismos en genes asociados con resistencia a pirazinamida encontrados en

los aislados analizados

L ., Codon Cambio de Cambio . .
Posicion Region (M.t) aminodcido de base Fi Nivel OMS
Pirazinamida (PZA)
pncA
2288805 Codificante 146 Ala — Val  gcg/gtg 1 1
2288930 Codificante 104 Ser — Arg  agc/agg 1 2
2288962 Codificante 94 Phe — Leu ttc/cte 1 1
2289058 Codificante 62 Pro — Thr ceg/acg 1 2
2289073 Codificante 57 His — Asp  cac/gac 17 1
2289081 Codificante 54 Pro — Leu  ccg/ctg 1 1
2289090 Codificante 51 His — Arg  cac/cge 1 1
2289096 Codificante 49 Asp — Gly  gac/gge 1 1
2289220 Codificante 8 Asp — Asn  gac/aac 1 1
2289222 Codificante 7 Val — Ala  gtc/gee 1 1
2289231 Codificante 4 Leu — Ser  ttg/tcg 1 1
Total 27

(M.t) Mycobacterium tuberculosis. (Fi) Frecuencia absoluta.

(Nivel OMS) 1. Asociado a resistencia y 2. Asociado a resistencia de manera provisiona
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Caracterizacion de Multidrogoresistencia (resistencia simultanea,
rifampicina e isoniazida)

Se identificaron a 21 aislados fenotipicamente multidrogoresistentes de los cuales 19 (86%)
presentaron polimorfismos en los genes asociados con la resistencia a rifampicina e
isoniazida. Dos aislados (14%) no presentaron cambios en los genes relacionados con la
resistencia a los dos farmacos implicados en esta agravada forma de TB resistente.
Finalmente, se identific6 un aislado con mutaciones asociadas a resistencia para ambos

farmacos, pero no se disponia de perfil fenotipico.

Caracterizacion de la resistencia a farmacos de segunda linea

No fue posible realizar la identificacion de la resistencia fenotipica a farmacos de segunda
linea en los aislados incluidos en el estudio; sin embargo, el andlisis de genes asociados con
la resistencia a estos fairmacos mostrd lo siguiente: 27 aislados presentaron mutaciones que
les conferian resistencia a fluoroquinolonas y 10 a kanamicina, amikacina o capreomicina,

(ver Tablas 3.8, 3.9).

Los polimorfismos presentes en estos aislados corresponden a 10 cambios dentro de los genes
gvrB y gyrA, asi como cinco posiciones en los genes eis y rrs (Tabla 3.8), en este sentido es
importante mencionar que algunas de estas mutaciones pueden generar resistencia a mas de

un farmaco.
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Tabla 3.8. Polimorfismos en genes asociados con resistencia a fluoroquinolonas encontrados

en los aislados analizados

Posicién Region ~ Codon Cambiode Cambio Nivel OMS
(M.t) aminoacido de base

Fluoroquinolonas (FQ)

8yrB

6734 Codificante 499 Asn — Asp  aac/gac 1 2
6750 Codificante 504 Ala — Val geg/gtg 1 2
gyrA

7564 Codificante 88 Gly — Ala  ggc/gec 1 2
7570 Codificante 90 Ala— Val  gcg/gtg 7 1
7572 Codificante 91 Ser — Pro tcg/ceg 1 1
7581 Codificante 94 Asp — Asn  gac/aac 5 1
7581 Codificante 94 Asp — His  gac/cac 1 1
7581 Codificante 94 Asp — Tyr  gac/tac 1 1
7582 Codificante 94 Asp — Gly  gac/gge 2 1
7582 Codificante 94 Asp — Ala  gac/gce 12 1
Total 32

(M.t) Mycobacterium tuberculosis. (Fi) Frecuencia absoluta.

(Nivel OMS) 1. Asociado a resistencia y 2. Asociado a resistencia de manera provisional '’

Tabla 3.9. Polimorfismos en genes asociados con resistencia a aminoglucdsidos (amikacina,

kanamicina y capreomicina) encontrados en los aislados analizados

Codon Cambio de Cambio
Posicio Regio Fi Nivel OMS
osteion eglon (M.t) aminoacido de base ! ve

Amikacina (AM), Kanamicina (KM), Capreomicina (CM)

rrs
1472359 Ribosomal  --- - a/c 1 1
1473246 Ribosomal = --- - alg 5 1
1473329 Ribosomal  --- --- g/t 1 1
eis

2715344 Intergénica  --- -—- c/t 2 1
2715346 Intergénica  --- - c/t 2 1
Total 11

(M.{) Mycobacterium tuberculosis. (Fi) Frecuencia absoluta.

(Nivel OMS) 1. Asociado a resistencia y 2. Asociado a resistencia de manera provisional '”’.
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Discusion

El trabajo actual es la continuacion de la implementacion de la epidemiologia gendmica
como una herramienta para la vigilancia de la tuberculosis , estudio de prevalencia de
resistencia a farmacos y andlisis de la estructura poblacional de la bacteria, en la Comunidad

Valenciana.

Los datos demograficos de la poblacion de estudio no difieren en gran medida con las

estadisticas globales de Espafia '

, con una distribuciéon de pacientes de sexo masculino
(64.56%) superior al femenino (35.43%), una concentracion de casos en individuos mayores
o iguales a 65 afios y la localizacion, preferentemente pulmonar, de la infeccion. Por otro
lado, las proporciones de variables y factores de riesgo en nuestra muestra de 1191 aislados
secuenciados, no difiere significativamente de la poblacion total (2206 casos) en la

Comunidad Valenciana, lo que confirma la representatividad de nuestra muestra para el

conjunto de casos en la region.

Estructura poblacional y agrupamiento genomico

Mediante la reconstruccion filogenética de nuestros aislados, fueron identificadas muestras de
los linajes 1-6 y algunos aislados de origen animal. Con una representacion mayor del linaje
4, el mas distribuido en Europa *®. Asi también no se observaron muestras del linaje 7 u 8

posiblemente por su restringida ubicacion geografica '®'%*,

Nuestra investigacion se enfocd en el periodo de 2014 a 2018 en la Comunidad Valenciana.
Al comparar nuestros hallazgos con un estudio previo, que abarco los afios 2014 a 2016 en la
misma poblacion '**, observamos resultados similares. Analizamos 1279 aislados de TB en
contraste con los 785 del estudio anterior. Encontramos que en nuestro estudio, el 74% de las
muestras resultaron positivas en el cultivo, mientras que en el estudio anterior este porcentaje
fue del 77%. También identificamos similitudes en la agrupacion gendomica, con un 49% en
nuestro estudio (utilizando 10 SNPs), en comparacion con el 47% (utilizando 12 SNPs)
informado previamente. Ademas, las proporciones de variables y factores de riesgo se
mantuvieron semejantes tanto en las poblaciones totales como en los andlisis estadisticos del

agrupamiento gendomico contra los casos individuales.
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En este estudio, decidimos utilizar un umbral de 10 SNPs como punto de referencia para
analizar los eventos de transmision, tanto recientes como antiguos, basandonos en nuestra
propia distribucion de datos y en investigaciones previas realizadas en nuestra poblacion '*.
Estos umbrales de distancia genética nos permitieron distinguir entre transmision reciente (0
SNPs), ocurrida en la tltima década (5 SNPs) y maés antigua (15 SNPs) %. La eleccion de
estos umbrales ha sido respaldada por su utilidad en investigaciones previas en el ambito de

la salud publica '"'%

, donde han demostrado ser valiosos para evaluar la carga de
transmision, medir el impacto de los programas de control y detectar sitios de transmision y

factores de riesgo que a menudo pasan desapercibidos al rastreo de contactos.

En este contexto, se destaca una diferencia significativa entre el 49% de los aislados que
formaban clusteres genomicos (630 aislados), en comparacion con el 13% (168 aislados)
identificados mediante el estudio de contactos. Este hallazgo sugiere que el enfoque de
agrupamiento genomico ofrece una perspectiva mas amplia de la transmision de la
tuberculosis en comparacion con el estudio de contactos, resaltando la utilidad de la

secuenciacion gendmica en la identificacion de conexiones epidemiologicas.

A pesar de la eficacia demostrada del rastreo de contactos en la deteccion de nuevos casos de

tuberculosis !¢

, este método se ve afectado por diversas variables, como los retrasos en
atencion, diagnoéstico y tratamiento, asi como la baja sensibilidad de las pruebas diagnoésticas
iniciales '*". Ademas, el comportamiento de las personas al no informar sobre sus contactos
cercanos, junto con la presencia de casos asintomaticos y la posibilidad de contactos mas alla
del circulo cercano del paciente, dificultan la deteccion de casos relacionados con un

individuo.

En contraste, el andlisis genémico en el contexto de la tuberculosis ofrece ventajas notables al
identificar con precision la transmision mediante distancias genéticas entre muestras,
permitiendo la diferenciacion entre transmision reciente y antigua. Proporciona una
resolucion superior en la tipificacion, lo cual es crucial para una enfermedad tan diversa
como la tuberculosis en términos de virulencia y resistencia. Facilita la investigacion de
brotes al identificar grupos de transmision, permitiendo comprender la propagacion y
evolucidn del patogeno, y encuentra casos que podrian pasar desapercibidos para el rastreo de

contactos tradicional, especialmente aquellos sin vinculos evidentes.
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A pesar de estas diferencias en la detecciéon de casos entre el rastreo de contactos y la
secuenciacion gendmica, es fundamental destacar que el andlisis gendomico no pretende
reemplazar al estudio de contactos, sino complementarlo. Su valor radica en su capacidad
para evaluar la eficacia y el alcance de las estrategias de rastreo de contactos existentes, lo
que conduce a la identificacion de areas de mejora. Al combinar estos dos enfoques, se logra
una comprension mas completa de la transmision de la tuberculosis, proporcionando una

solida base para la toma de decisiones en el ambito de la salud publica.

Por otro lado, es crucial tener en cuenta que las discrepancias en la deteccion de casos entre el
rastreo de contactos y la secuenciacion genémica varian segun la carga de tuberculosis en una
determinada region. En entornos con una baja carga de casos, existe un mayor grado de
coincidencia entre casos genéticamente relacionados y vinculos epidemiolédgicos (38-57%)
IBLISSI88 1o que sugiere que el rastreo de contactos es mas efectivo en estas condiciones. En
contraste, en areas con alta carga de casos y transmision comunitaria descontrolada '*°, la
concordancia entre ambos enfoques es significativamente menor (8-19%) "°'2, lo que
plantea desafios adicionales para el control de la enfermedad. En el contexto de la region de
Valencia, hemos observado una coincidencia similar a la que se encuentra en areas con alta
carga de tuberculosis, aproximadamente un 13.2%. Este hallazgo sugiere que una parte
significativa de la transmision de la enfermedad no se identifica a través del seguimiento de

contactos, a pesar de su implementacion.

En estos contextos de alta carga de TB, el seguimiento de contactos cercanos en hogares tiene

un impacto limitado en la incidencia comunitaria de la tuberculosis '**'**

, ya que gran parte
de la transmision resulta de encuentros casuales entre individuos desconocidos en la
comunidad **'°. Ademas, la transmision estd mas vinculada a factores sociales, como las

interacciones y congregaciones "'°

. Nuestros resultados respaldan la nocion de que la
transmision de tuberculosis en la Comunidad Valenciana es la causa subyacente de la
discrepancia entre el nimero de casos detectados mediante agrupacion gendémica y el estudio
de contactos. Por lo tanto, es de suma importancia identificar con precision los lugares donde
se produce la transmision de la tuberculosis. Esto implica investigar no so6lo los sitios obvios,

como el circulo cercano del paciente, sino también sitios menos convencionales, como el

transporte publico o establecimientos de hosteleria.
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Analisis de variables y factores de riesgo relacionados con el
agrupamiento genémico

Al analizar la relacion entre diferentes variables y la transmision de la enfermedad (ver Tabla
3.2), observamos asociaciones significativas en dos grupos de edad: menores de 15 afios y
mayores de 65 afnos. Los menores de 15 afios presentan una asociacioén con la pertenencia a
agrupaciones genomicas, mientras que los mayores de 65 afios estdn mas relacionados con
casos individuales. Nuestro modelo de regresion logistica respalda esta tendencia. Estos
hallazgos sugieren que la transmision es mas comun entre individuos jovenes, sobre todo en
nifnos, donde la infeccion se produce por transmision de su circulo familiar. En contraste, en
adultos mayores, la mayoria de los casos podrian ser reactivaciones de infecciones previas.
Las asociaciones observadas en ambos grupos de edad <15 y >65 afios pueden explicarse por
la situacién inmunolégica particular de estos individuos, que los hace mas susceptibles al

desarrollo de infecciones microbianas °¢'%,

La observacion de una asociacion entre el sexo masculino y la transmision (p=0.04) (Tabla
3.2) podria tener multiples explicaciones, que van desde posibles sesgos epidemiologicos,
caracteristicas biologicas '”°, barreras socioecondémicas y culturales, hasta diferencias en el
acceso a la atencion médica y la exposicion a entornos de transmision. A pesar de que se ha
comprobado que el sexo influye en las manifestaciones clinicas de la enfermedad *®, en
nuestro modelo de regresion logistica no pudimos detectar una interaccion especifica con el
sexo que explique el aumento en las proporciones observado en el modelo bivariado.

199,201

Identificar la razon detras de esta asociacion, que se ha observado en varios estudios y

en nuestra poblacion, es esencial para mejorar la comprension de la enfermedad.

La asociacion significativa entre “Lugar de nacimiento - Espafiol” (nacidos en Espafia)
(p=0.001) (Tabla 3.2) podria atribuirse a una predisposicion de los individuos nacidos en
Espafia a la infeccion por TB o a una posible adaptacion de M. tuberculosis a este grupo de
poblacién. Nuestros estudios previos han detectado una alta tasa de transmision en la
poblacién local en comparacion con poblaciones de baja incidencia, donde la transmision se
observa principalmente en poblacion extranjera '#2°2. Este hallazgo se abordara en detalle en

el capitulo cuatro de este estudio.
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La asociacion significativa entre la localizacion pulmonar de la infeccion y la transmision
(p=0.001), asi como la asociacion entre una muestra de tincion de esputo positiva y la
transmision (p=0.01), se justifica por la naturaleza de la tuberculosis, que se transmite por via
aérea y tiene como diana el espacio alveolar del pulmon, especificamente los macréfagos
alveolares. Debido a esto, la infeccion pulmonar por TB es mas frecuente que la
extrapulmonar, la historia natural de la enfermedad implica la expulsion de bacilos a través de
la tos como un mecanismo de defensa del individuo. En consecuencia, es de esperar que la
mayoria de las personas infectadas desarrollen la enfermedad pulmonar y presenten carga

bacteriana al exhalar o toser.

En cuanto a factores de riesgo asociados con transmision: alcoholismo (p=0.001) y personas
privadas de libertad con enfermedad tuberculosa (p=0.04). Es importante mencionar que
cerca del 80% de los individuos privados de su libertad son hombres ** y que el alcoholismo
es mas frecuente en hombres que en mujeres **. Aunque nuestro analisis de regresion
logistica no encontré una interaccion entre estas dos variables, no podemos descartar la
posibilidad de que en otras poblaciones esta interaccion genere sesgos en las asociaciones

observadas.

Caracterizacion de la resistencia a farmacos

En cuanto a la predicciéon de resistencias a farmacos de primera linea, la sensibilidad,
especificidad, VPP (Valor predictivo positivo) y VPN (Valor predictivo negativo) obtenidos
con este catdlogo, incluyendo la posicion 1674481 en el gen inhA para la prediccion de
205,130,206,207,208

resistencia a isoniazida, son equiparables a los reportados por estudios similares

(Tabla 3.11).

El andlisis de la sensibilidad para el diagnostico de la resistencia a isoniazida mostrd un valor
del 96%, lo cual es hasta un 12% superior al compararse con estudios similares 205-130-206207.208,
La mayoria de los aislados presentaron una mutacion conocida que explica la resistencia
fenotipica observada (65/68). Se detecto resistencia genotipica en tres aislados catalogados
fenotipicamente sensibles al firmaco y en otros tres no se identificaron mutaciones conocidas

asociadas a la resistencia fenotipica reportada.
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Un aspecto significativo a destacar es la consideracion de la posicion codificante 1674481
Ser94Ala en el gen inhA, para predecir la resistencia a la isoniazida. Aunque esta posicion se
clasifica en la categoria tres (significado incierto) segun los criterios de la OMS para predecir
la resistencia a la isoniazida, es esencial sefialar que ha sido detectada en varios estudios y se
ha asociado con la resistencia a la isoniazida 1718929 agimismo, los andlisis de la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) llevados a cabo por nuestro grupo aportan
evidencia adicional que respalda dicha asociacion. La deteccion de esta mutacion y el
aumento en la sensibilidad de la prediccion de resistencia a la isoniazida, del 76% al 96%,
posiblemente se debe a que las mutaciones asociadas a la resistencia a INH ya estan
ampliamente caracterizadas a nivel global en el catidlogo de la OMS. Aunque aln falte
evidencia para clasificarla en los niveles 1 o 2 de dicho catdlogo. Este descubrimiento plantea
la posibilidad de que, en el futuro, esta mutacion pueda ser elevada a un nivel mas alto en el
catdlogo de la OMS, permitiendo una mayor precision en la prediccion de resistencia a la

1soniazida.

En el contexto del analisis de la resistencia a la rifampicina, es importante destacar que todos
los aislados previamente clasificados como sensibles mediante el diagndstico fenotipico
también se confirmaron como sensibles mediante secuenciaciéon masiva de genomas (WGS).
Sin embargo, surge una observacion interesante: entre los aislados con resistencia fenotipica a
la rifampicina, nueve de ellos no presentaron mutaciones conocidas en los genes asociados a
la resistencia, lo que plantea incertidumbres respecto a su estado de resistencia. Una posible
explicacion para estos nueve casos de falsos negativos podria estar relacionada con la falta de
consideracion de posiciones especificas para la resistencia a la rifampicina, que no se
encuentran contempladas en el catdlogo de la OMS. A pesar de estos casos individuales, en
términos generales, el catdlogo ha demostrado ser efectivo en la prediccion de la resistencia a

este medicamento.

La caracterizacion de la resistencia al etambutol plantea importantes consideraciones. Por un
lado, la deteccion de falsos positivos sugiere posibles errores en el diagnostico fenotipico. Por
otro lado, los falsos negativos generan incertidumbre sobre el perfil genotipico de resistencia
al etambutol en nuestra poblacion. Estos falsos negativos podrian estar relacionados con
mutaciones no incluidas en el catdlogo, como se ha mencionado anteriormente. Ademas,

investigaciones similares indican una disminucion en la sensibilidad para este farmaco (Tabla

58


https://paperpile.com/c/OLx7NK/ZhTe+Rfdm+HoBY+gG3Z

3.11), lo que sugiere que la investigacion de mutaciones y mecanismos de resistencia al

etambutol podria no estar tan avanzada como la de isoniazida o rifampicina.

En cuanto a la caracterizacion de la resistencia a pirazinamida, se identific6 un aislado como
falso positivo y en 18 aislados no se pudieron detectar los polimorfismos que explican la
resistencia fenotipica. Nuestros valores de sensibilidad son inferiores en comparacion con
estudios similares (Tabla 3.11) 20%130206207.208 "Egto posiblemente se deba al uso restrictivo de
las posiciones en nuestro catdlogo. Seria prudente considerar la expansion de estas posiciones
especificamente para este farmaco, dado que se ha propuesto previamente que cualquier

mutacion no sindnima dentro del gen pncA puede generar resistencia >'°.

En relacion con las resistencias de segunda linea, se detectaron 27 aislados resistentes a
fluoroquinolonas (Tabla 3.8) y 10 a aminoglucésidos (Tabla 3.9) mediante el uso de la WGS.
Esto resalta la utilidad de la WGS en la prediccion de resistencias, ya que estos aislados no
contaban con un diagnostico fenotipico . Ademas, estos hallazgos subrayan la baja incidencia

de aislados resistentes a farmacos de segunda linea en la Comunidad Valenciana.

En el contexto de nuestro estudio sobre resistencias a farmacos, hemos identificado una
tendencia general hacia un aumento en la especificidad y una disminucion en la sensibilidad
en la prediccion de resistencia. Esta tendencia parece estar relacionada con la seleccion
restrictiva de mutaciones que hemos utilizado, basada en los niveles uno y dos del catalogo
de la OMS. Ademas, aunque poco probable, no podemos descartar la posibilidad de que la
variabilidad genética presente en nuestra poblacion haya dado lugar a mutaciones no

documentadas o con evidencia limitada que no se encuentran en el catdlogo de referencia.

En conclusioén, a pesar de que el catdlogo restrictivo empleado en nuestro estudio ha
demostrado ser efectivo para predecir la resistencia o susceptibilidad en las muestras
analizadas, aun dista de ser perfecto. Estos resultados resaltan la necesidad de una evaluacion
continua y ajustes en la aplicacion de la secuenciacion masiva de genomas (WGS) en la
prediccion de resistencia a farmacos. La constante acumulacion de evidencia, a través de
estudios similares al nuestro en diversas poblaciones, es esencial para el desarrollo y la
mejora del catdlogo de mutaciones de la OMS. A medida que se acumule nueva evidencia, se

espera una expansion en el numero de mutaciones asociadas a la resistencia a farmacos. Este
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proceso de mejora continua permitird un mejor manejo de la resistencia a los medicamentos y

una toma de decisiones clinica mas precisa en el futuro.
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4. Genotipos endémicos en Ila
Comunidad Valenciana

Introduccion

La patogénesis de la enfermedad causada por Mycobacterium tuberculosis involucra una
compleja interaccion entre las variaciones genéticas del huésped y la bacteria. A lo largo de
siglos de coexistencia, la humanidad ha desarrollado mecanismos para prevenir la infeccion y

el desarrollo de la enfermedad, indicando una adaptacion bacteria-huésped **°!211:212,

Mycobacterium tuberculosis comparte procesos metabolicos similares con micobacterias no

patogenas, pero demuestra una habilidad excepcional para persistir y propagarse en el

21

huésped humano 2", lo cual lo convierte en un patégeno especializado de considerable

peligrosidad.

A pesar de su diversidad genética, es probable que haya una seleccion de su carga genética a
través de la adaptacion entre las poblaciones bacterianas y humanas. Esta asociacion entre M.

tuberculosis y los seres humanos tiene una historia milenaria, documentada en antiguas

2 21

civilizaciones como Egipto *'* y culturas precolombinas *"°. Los modernos métodos de

datacion han permitido inferir que dicha asociacion probablemente ya existia al menos desde

hace unos 5000 aifios.

Los avances tecnoldgicos recientes permiten un estudio mas detallado y local de este

fenomeno. Distintos estudios han demostrado que M. tuberculosis se encuentra estructurado

216,28

geograficamente, con ciertos linajes asociados a regiones geograficas especificas 0a

217 Por ejemplo, se ha observado que el L1 infecta principalmente a

rutas migratorias
individuos del subcontinente indio o del sudeste asiatico *'* y ciertos linajes se transmiten de
manera mas eficiente dentro de la poblacion huésped con la que han coexistido

historicamente 2'° #3.
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La diversidad genética en los seres humanos y la naturaleza cronica de la TB dificultan el
estudio de las interacciones entre el huésped humano y el bacilo, debido a la dificultad para
identificar el estado clinico de la enfermedad. Sin embargo, modelos murinos han
proporcionado una comprension adecuada de esta relacion, revelando variabilidad en la

22

virulencia entre cepas del mismo linaje *** y mutaciones especificas que aumentan la

virulencia ',

Hasta el momento, pocos estudios han abordado la identificacién de genotipos de M.
tuberculosis asociados a poblaciones especificas, asi como las consecuencias de esta
asociacion; esto se debe, principalmente, a la disponibilidad de herramientas de tipificacion

de baja resolucion y la dificultad para rastrear la transmisién en humanos.

El objetivo principal de este estudio consiste en emplear la secuenciacion del genoma
completo con el fin de investigar la existencia de genotipos particulares de M. tuberculosis
asociados a poblaciones humanas especificas. En este contexto, se propone una metodologia
para la identificacion de genotipos circulantes, utilizando una coleccidén de aislados clinicos
de la Comunidad Valenciana, y se definen criterios especificos para determinar la presencia

de genotipos endémicos.

Los resultados obtenidos en este estudio respaldan las hipotesis previas acerca de la
adaptacion local entre el huésped y la bacteria. No obstante, cabe destacar que estos hallazgos
se basan en marcadores de alta resolucion, lo que los diferencia de investigaciones previas

llevadas a cabo en San Francisco, Canad4, Suiza y Tailandia 4322223224,
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Métodos

En este capitulo, hemos desarrollado una metodologia para identificar genotipos endémicos
de Mycobacterium tuberculosis en la Comunidad Valenciana. Utilizamos como punto de
partida nuestra coleccion previamente analizada en el capitulo tres, que consta de 1277

aislados clinicos. Nuestra metodologia consta de varios pasos fundamentales.

Primero identificamos los genotipos presentes en la Comunidad Valenciana y analizamos su
distribucioén geografica. Seleccionamos cuidadosamente los genotipos relevantes para nuestro
estudio y exploramos su relacion con la transmision. Posteriormente, llevamos a cabo un
estudio filogeografico que implico la representacion geografica de estos genotipos en una
filogenia global representativa. El objetivo principal de esta fase fue identificar los genotipos
endémicos. Este andlisis nos permitio reconstruir la ancestralidad de los clados de interés y
realizar un andlisis estadistico de sus variables. También nos permitié reexaminar su relacion

con la transmision.

Identificacion de 75 genotipos

Estudio de distribucién
geografica

Exclusion de 61 genotipos

Relacion entre genotipos y
transmision

Exclusion de 15 genotipos

Estudio filogeografico

Exclusion de 3 genotipos

Identificacion de 5 genotipos
locales

Analisis de ancestralidad

Relacion entre genotipos y
transmision

Figura 4.1. Metodologia para la identificacion de genotipos endémicos de la Comunidad Valenciana

Para llevar a cabo andlisis estadisticos y crear graficos claros y representativos, hemos

n 178

utilizado la coleccion de paquetes "Tydiverse en el lenguaje R, ademas de librerias

especializadas en andlisis filogenéticos y visualizacion de datos.
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Este enfoque metodoldgico nos ha permitido obtener una comprension mas profunda de la
diversidad genética de M. tuberculosis en la Comunidad Valenciana. Ademas, hemos
identificado genotipos endémicos que podrian desempefar un papel crucial en la transmision

de la enfermedad en esta region.

Identificacion de genotipos en la Comunidad Valenciana

Para la identificacion de genotipos, hemos empleado el método computacional FastBAPS %

(Fast Bayesian Analysis of Population Structure, por sus siglas en inglés). Este método
estadistico ha sido disefiado especificamente para analizar la estructura genética de
poblaciones, identificando grupos de individuos con similitudes genéticas en grandes

conjuntos de datos gendomicos.

FastBAPS utiliza un enfoque bayesiano y una técnica de agrupamiento jerarquico para
asignar individuos a diferentes genotipos. Es especialmente eficiente en el andlisis de
extensos conjuntos de datos gendémicos, como aquellos obtenidos mediante secuenciacion
masiva. Es por esta razon que ha sido ampliamente adoptado en estudios genéticos de
poblaciones bacterianas, debido a su velocidad y eficacia en comparacion con otras

herramientas de analisis de estructura poblacional #2627,

Para llevar a cabo la clasificacion, suministramos al programa un alineamiento multifasta
junto con su correspondiente arbol filogenético. Hemos utilizado el alineamiento de
secuencias en formato multifasta (sparse.data) como entrada para la funcion "optimise prior",
que asigna cada aislado a su respectivo grupo genético. Los pardmetros que aplicamos fueron

los siguientes:

e optimise prior(sparse.data, type = "optimise.baps")

Luego, proporcionamos al programa la reconstruccion filogenética en formato Newick, la
cual fue generada en el capitulo tres de nuestro estudio. Esta reconstruccion se utilizd6 como
entrada para la funcion "multi_level best baps partition". Dicha funcion tiene la tarea de
redefinir los grupos con base en la informacion contenida en la filogenia. Los pardmetros que

configuramos para esta etapa fueron los siguientes:
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e multi level best baps partition(sparse.data, Newick)

Nuestro analisis nos permitio identificar genotipos con una mayor resolucion que la de linaje
y sublinaje. Es relevante destacar que FastBAPS tiene la capacidad de generar particiones en
varios niveles de resolucidn, incluso asignando un genotipo por muestra si es necesario. En
nuestra aproximacion, generamos tres niveles de particion y seleccionamos el segundo nivel

para nuestros analisis.

La eleccion del segundo nivel se bas6 en que el primer nivel ofrecia una resolucion baja, lo
que resultaba en un nimero limitado de genotipos con un gran nimero de muestras, similar a
la distribucion de linajes y sublinajes. Por otro lado, optamos por descartar el tercer nivel de
particion debido a que proporcionaba una resolucion demasiado alta, lo que resultaba en un

gran numero de genotipos con un nimero reducido de aislados.

Para la identificacion de genotipos endémicos en la Comunidad Valenciana, llevamos a cabo
un analisis estadistico descriptivo. Inicialmente, nos centramos en los genotipos del linaje
cuatro, que constituian el 92% de nuestra muestra (1175 de 1277 aislados). A continuacion,
seleccionamos aquellos genotipos que presentaban mas de 20 aislados, que nos permitieran

realizar inferencias estadisticas.

Distribucion geografica de genotipos de M. tuberculosis en la

Comunidad Valenciana

A continuacidon y en concordancia con el andlisis previo, llevamos a cabo un anélisis de
distribucion geografica, con el propdsito de examinar la disposicion espacial de todos los
genotipos. Esta investigacion nos brindd una comprension mds profunda de como se
distribuyen los genotipos en la Comunidad Valenciana, ademas de identificar posibles

relaciones entre ubicaciones y genotipos.

Para abordar este punto, empleamos la herramienta Microreact *** para cartografiar la
distribucion geografica de los aislados agrupados en genotipos. Utilizamos las coordenadas
de latitud y longitud correspondientes a cada muestra, las cuales se obtuvieron a partir de los
codigos postales (consultar Figura 4.b). Ademas, cargamos en la interfaz de la plataforma

tanto el arbol filogenético, como la informacion temporal de los aislados.
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Con el proposito de identificar y descartar genotipos que pudieran haber surgido por eventos
de transmision locales y, por lo tanto, no estar dispersos en toda la Comunidad Valenciana, se
examino la asociacion entre la distancia genética y la distancia geografica usando el Test de
Mantel. Esta prueba estadistica, ampliamente empleada en biologia y gendémica, ha sido
utilizada en otros estudios para analizar la correlacion espacial entre poblaciones y la
distancia genética, asi como para evaluar la correlacion entre variables como la urbanizacion

y la resistencia a farmacos *****,

El Test de Mantel se basa en el calculo de la correlacion de rangos de Spearman entre dos
matrices y su significancia se determina mediante la prueba chi-cuadrado. La interpretacion
se realiza a partir del coeficiente de correlacion de Mantel (rM) y el valor p correspondiente.
Donde un rM cercano a 1 indica una fuerte correlacion positiva entre la distancia genética y
la distancia geografica, mientras que un rM cercano a -1 sugiere una correlacion negativa y
un valor rM cercano a 0 indica falta de correlacion. Se considerd que un valor p pequefio

(generalmente <0.05) indicaba una asociacion significativa.

Se efectud el Test de Mantel utilizando las matrices de distancia genética y geografica,
empleando la libreria "vegan" version 2.6-4 en el lenguaje R. La matriz de distancia genética,
previamente empleada en la construccion de clusteres de transmision en el capitulo tres, se
reestructurd para este analisis. Adicionalmente, se disefié una matriz de distancia geografica

en kilometros exclusivamente para este estudio.

La prueba se llevo a cabo tanto a nivel global con todos los aislados, como de forma

individual para cada genotipo, utilizando los siguientes parametros:

e mantel(matriz_distancias_geneticas, matriz_distancias_geograficas,

permutations=999, method = "spearman", na.rm = TRUE)
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Relacion entre genotipos y transmision

En un estudio complementario de nuestra investigacion, nos enfocamos en analizar la
transmision de los genotipos potencialmente endémicos. Para llevar a cabo esta evaluacion,
examinamos la relacion entre la transmision y la distribucion de casos locales (nacidos en

Espana) y extranjeros.

Utilizamos un diagrama de dispersion para analizar esta relacion en cada genotipo. En el eje
Y, mostramos la proporcion de casos no nacidos en Espafa, mientras que en el eje X,
representamos la proporcion de casos nacidos en Espafla que pertenecen a un clister

gendmico de transmision.

Estudio filogeografico e identificacion de genotipos endémicos

Con el objetivo de evitar la sobrerrepresentacion de genotipos, debido a muestras similares
resultantes de eventos de transmision, en el analisis filogeografico, se procedié a eliminar la
redundancia seleccionando una muestra representativa por cluster de transmision. Esta
seleccion se llevo a cabo mediante el programa Seqtk **! utilizando el comando "subseq" y un
alineamiento de multisecuencias previamente generado (in.fq), con el fin de extraer las
secuencias de interés (name.lst) y, posteriormente, generar un nuevo alineamiento (out.fq)

aplicando los siguientes parametros:

e seqtk subseq in.fq name.lst > out.fq

A continuacién, se procedid a reconstruir una filogenia de méxima verosimilitud siguiendo
los parametros descritos en el capitulo tres. Esta reconstruccion permitio identificar
nuevamente los genotipos previamente seleccionados en una filogenia reducida, excluyendo

las muestras en clusteres de transmision.

Una vez implementada la estrategia mencionada, procedimos a realizar un mapeo de los 14
genotipos locales en una filogenia global que representaba el linaje cuatro. Esta filogenia
global se construyd con un total de 9640 genomas procedentes de 85 paises distintos,

incluyendo las muestras de nuestra coleccion.
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La reconstruccion de esta filogenia global se llevd a cabo mediante el método de
neighbor-joining utilizando el programa MEGA *?. Esto nos permitié determinar si estos
genotipos se agrupaban en clados especificos, lo que podria indicar una posible restriccion
geografica en la Comunidad Valenciana, o si, por el contrario, se distribuian de manera
aleatoria en diferentes regiones del mundo. Es importante resaltar que en este analisis se

excluyeron las muestras con baja calidad de secuenciacion.

Una vez completada la reconstruccion de la filogenia global, procedimos a identificar los
clados en los que se ubicaban los genotipos previamente seleccionados, seguido de un
analisis estadistico para describir la proporcion de aislados pertenecientes a estos genotipos
en relacion con el total de aislados en cada clado. Prestamos especial atencion a los clados en
los que esta proporcidon alcanzaba o superaba el 20% (consultar Tabla 4.1). Ofrecimos
informacion detallada sobre las variables de linaje/sublinaje, la cantidad y el porcentaje de
aislados nacidos en Espafia y en otros lugares, asi como el nimero total de aislados. Vale la
pena senalar que identificamos aquellos genotipos que mostraban una proporcion igual o
superior al 65% de casos nacidos en Espafia en la filogenia original (ver Figura 4.2 y Tabla

4.1).

Finalmente, se identificaron como genotipos endémicos aquellos pertenecientes al linaje
cuatro que cumplian con los siguientes criterios: un nimero de aislados igual o superior a 20,
una proporcion igual o superior al 65% de casos nacidos en Espafia en la filogenia original y,
al mapearse en la filogenia global, presentaban una proporcion de aislados de nuestra

coleccion igual o superior al 20%.

Reconstruccion ancestral

Para refinar nuestra seleccion, utilizamos el programa RASP4 ?** una herramienta de
reconstruccion de estados ancestrales que nos permiti6 inferir la ancestralidad de los
genotipos. Nuestro racional fue que el ancestro comun de los genotipos endémicos debia

tener su origen en la Comunidad Valenciana.

RASP4 es una herramienta especializada en la reconstruccion simultdnea de estados

ancestrales de multiples genes/genomas y caracteres a partir de datos gendomicos. Este
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software se fundamenta en modelos estadisticos avanzados y emplea métodos de inferencia
como la maxima verosimilitud, el muestreo de Markov Monte Carlo y el analisis bayesiano
para estimar los estados ancestrales de los caracteres. Ademas, presenta una interfaz grafica

amigable que facilita la carga de datos y la personalizacion de los parametros de analisis 2.

En nuestro estudio, utilizamos la version 4.2 del programa RASP4 para llevar a cabo la
reconstruccion ancestral de los clados de los genotipos endémicos. Aplicamos el analisis
BBM (Bayesian Binary MCMC) para categorizar el origen geografico de los aislados de los
clados en seis areas distintas: Comunidad Valenciana (A), Oceania (B), Europa (C), América

(D), Asia (E) y Africa (F).
Llevamos a cabo una minuciosa exploracion e identificacion de los nodos que presentaban

una ancestralidad igual o superior al 80% en la Comunidad Valenciana. Finalmente,

marcamos estos nodos en la filogenia global que habiamos construido previamente.
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Resultados

Identificacion y distribucion geografica de genotipos en la Comunidad

Valenciana

En nuestro estudio, hemos utilizado el software FastBaps para llevar a cabo la identificacion
de genotipos en la region de la Comunidad Valenciana. El andlisis nos condujo a la
identificacion de un conjunto de 75 genotipos UGnicos, como se muestra de manera grafica en

la Figura 4.2.

Tree scale: 0.01 }

Figura 4.2. Filogenia de 1277 aislados de TB recogidos durante los afios 2014 - 2019. El anillo
representa los 75 genotipos locales identificados por el analisis del programa FastBAPS. Linajes: L1

en rosa, L2 en azul, L3 en ptrpura, L4 en rojo, L5 en café, L6 en verde y las cepas animales en negro.
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En este estudio, se realiz6 una evaluacion de la distribucion geografica y temporal de los
casos de tuberculosis (TB) en la Comunidad Valenciana. Para este propdsito, se utilizaron las
coordenadas geograficas correspondientes a los codigos postales de los casos registrados. Los
resultados revelaron que los casos se dispersaron a lo largo de las tres provincias que
componen la comunidad (Castellén, Valencia y Alicante), siendo Valencia la provincia con el
mayor numero de casos, destacando la ciudad de Valencia como la de mayor incidencia. En
relacion con la dimension temporal, se documentaron los casos por afio de declaracion,
observandose una variacion a lo largo de los afos: 233 casos en 2014, 253 en 2015, 262 en

2016, 232 en2017 y 211 en 2018.

Posteriormente, se procedid a mapear la distribucion geografica de los 1277 aislados,
clasificados en 75 genotipos, empleando la plataforma Microreact **®. Este andlisis permitio
visualizar la distribucién de casos y genotipos en la Comunidad Valenciana. Se destaco una
concentracion de casos en las respectivas capitales de las tres provincias, siendo Valencia
ciudad la que presentd la mayor concentracion, con aproximadamente 400 casos. Los
resultados estan representados de forma grafica en la Figura 4.3 de este capitulo y pueden ser
visualizados en:

https://microreact.org/project/jmJZB3HNAMMcepV9j3VE3L-baps75valencia.

Para evaluar si existe una relacion entre la distancia genética y geografica en nuestra muestra
de genotipos, se llevo a cabo un andlisis de correlacion utilizando el Test de Mantel. Los
resultados revelaron una correlacion nula (r,= 0.024; p < 0.036) al considerar todas las
muestras en conjunto, asi como al analizar los 75 genotipos de manera individual. Estos
resultados indican que no existe una relacion directa entre la distancia genética y la distancia
geografica para el conjunto de datos, ni para cada genotipo identificado (ver Tabla

Suplementaria 4.3).

En resumen, los resultados del test de Mantel no respaldan una asociacién significativa entre
la distribucion de los genotipos de tuberculosis en la Comunidad Valenciana y la proximidad
geografica o una regidon geografica especifica. Este descubrimiento indica que factores
adicionales, como la movilidad de las personas o la capacidad infecciosa de los genotipos,

ejercen una influencia importante en la propagacion de la tuberculosis en esta comunidad.
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Figura 4.3. Localizacion geografica de la comunidad valenciana y distribucion de los 75 genotipos

identificados por el programa FastBAPS.

Al analizar la distribucion de genotipos, observamos que, en promedio, hay 17 aislados por
genotipo, con un rango que varia de 1 a 202. Destacamos que 61 genotipos tienen menos de
20 aislados, de los cuales 49 tienen menos de 10. Estos hallazgos sugieren una amplia
diversidad genética, sin embargo, se observa una predominancia de ciertos genotipos, lo que

indica una representacion desigual de la variabilidad genética.
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Figura 4.4. Distribucion del nimero de aislados en los genotipos.

A partir de los resultados previos, hemos seleccionado 14 genotipos del linaje 4, los cuales
cuentan con mas de 20 aislados, como se muestra en la Figura 4.4 y se ilustra en la Figura
4.5. Tras la seleccion de estos 14 genotipos, realizamos una actualizaciéon en la
reconstruccion filogenética de nuestra coleccion. En esta instancia, optamos por utilizar
exclusivamente una muestra representativa de cada cluster de transmision, reduciendo asi el
numero de aislados de 1277 a 831, como se detalla en la Figura 4.5. Esta decision fue tomada
con el objetivo de evitar una posible sobrerrepresentacion de los genotipos al incluirlos en

nuestro estudio filogeografico global.
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Figura 4.5. Filogenia de 831 aislados de tuberculosis recopilados entre los afios 2014 y 2019. El
anillo visualiza los 14 genotipos identificados mediante el analisis del programa Fastbaps, con una

presencia minima de 20 aislados por genotipo.
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Relacion entre genotipos, poblacion local y transmision

Entre los 14 genotipos previamente seleccionados, identificamos 8 genotipos locales (2, 5, 7,
11, 56, 61, 62, 63, Fig. 4.6), es decir, aquellos con una proporcion baja de casos no nacidos en
Espana (<30%). La Fig. 4.6 muestra una clara relacion entre los 8 genotipos y transmision
dentro de la poblacion nacida en Espana, particularmente para cuatro de ellos (2, 11, 62, 63).

Sin embargo, no podemos descartar que alguno de estos genotipos sea no endémico con una

amplia distribucion global.
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Figura 4.6. Relacion genotipos vs. transmision. Ratio de casos no nacidos en Espaiia frente a ratio de
casos nacidos en Espafia en transmision de 14 genotipos locales de M. tuberculosis en la Comunidad
Valenciana. Eje Y: Proporcion de casos no nacidos en Espafa en el genotipo. Eje X: Proporcion de
casos nacidos en Espafa en el cluster de transmision en el genotipo. Se identifican los genotipos 2, 11,
62 y 63 como aquellos con baja proporcion de casos no nacidos en Espania (<30%) y ademas los

nacidos en Espafia estan mayoritariamente en un cluster de transmision (>80% de los casos nacidos en

Espana).
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Estudio Filogeografico e Identificacion de genotipos endémicos

Para evaluar la distribucion global de los posibles genotipos endémicos identificados en el
apartado anterior, hemos mapeado los 8 genotipos seleccionados en una filogenia global, lo
cual ha permitido visualizar su distribucion en los diversos clados de la filogenia. Esta
representacion ofrece una perspectiva de la posicion de estos genotipos en un contexto global,

como se ilustra en la Figura 4.7.

Genotipos

Tree scale: 1000 1

Figura 4.7. Filogenia global representativa del linaje 4, con el anillo exterior que destaca 8 genotipos

locales especificos de la Comunidad de Valencia.
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Los criterios empleados para la identificacion de genotipos endémicos implican una
proporcion de aislados en la filogenia global que sea >20% de casos procedentes de la
Comunidad Valenciana, con al menos un 65% de esos casos siendo nacidos en Espafia (ver
Figura 4.6). Los detalles especificos de estas proporciones se presentan de forma concisa en
la Tabla 4.1, subrayando la relevancia epidemiologica de estos genotipos en la region. Como
resultado de esta evaluacion, hemos identificado cinco genotipos especificos, a saber, los

genotipos 2, 7, 61, 62 y 63, que cumplen con los criterios mencionados.

Tabla 4.1. Estadisticas de los 8 genotipos potencialmente endémicos

Genotipo i "Fotal de Com'unidad 1 Nacifios en2 Selecc.i('m
aislados Valenciana (%) Espaiia (%) Genotipos
2 L-432 38 21 (55%) 17 (81%) Si
5 L-432 221 34 (15%) 24 (71%)
7 L-432 52 23 (44%) 20 (87%) Si
11 L-4342 782 36 (5%) 28 (78%)
56 L-4.10 618 21 3%) 16 (76%)
61 L-4.10 246 54 (22%) 41 (76%) Si
62 L-4.10 174 39 (22%) 32 (83%) Si
63 L-4.10 61 22 (36%) 18 (82%) Si

Los datos de esta tabla fueron obtenidos de la Filogenia global sin transmisién (Figura 4.7). Se
destacan en negrita las proporciones >20% de aislados procedentes de la Comunidad Valenciana y
>65% de casos Nacidos en Espafia. ' El porcentaje estd calculado respecto al total de aislados
incluidos en el genotipo. * El porcentaje estd calculado respecto del numero de aislados de la

Comunidad Valenciana.
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Reconstruccion ancestral

Para delimitar el momento de introduccién del clado endémico en la Comunidad Valenciana,
llevamos a cabo un analisis filogeografico. Seleccionamos los nodos mas antiguos que
predicen un ancestro en la regién. Al concluir la reconstruccion de la ancestralidad en los
clados de los cinco genotipos seleccionados (genotipos 2, 7, 61, 62, 63), identificamos nodos
donde la proporcion de ancestralidad del area "A" (Comunidad Valenciana) es igual o

superior al 80% (nodos: 2 491, 7 539, 61 851, 62 406, 63 673) (ver Figura 4.8).
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Figura 4.8. Resultados graficos de las areas de distribucion ancestral en cada nodo de la filogenia de
M. tuberculosis. Resultados graficos obtenidos por modelo BBM (RASP4). Frecuencias de
ancestralidad de area “A” (Comunidad Valenciana) de nodos identificados; 2 491 (82%), 7 539
(98%), 61 851 (97%), 62_406 (85%), 63 673 (95%). Los clados no pertenecientes a los genotipos

endémicos se muestran colapsados.
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El nodo 2 491 presentd una ancestralidad del area “A” del 82%, el mismo incluye el 55%
(21/38) de los aislados totales del genotipo 2. Por su parte, el nodo 7 539 mostr6 una
ancestralidad del area “A” del 98%, incluyendo el 33% (17/52) de los aislados totales del
genotipo 7. Ambos genotipos pertenecen al linaje 4.3.2, como se detalla en la Tabla 4.2.

Ademés, en el nodo 61 851 , se observo una ancestralidad del area “A” del 90%, abarcando
el 33% (81/246) de los aislados totales del genotipo 61. Por su parte, el nodo 62 406 presentd
una ancestralidad del area “A” del 85%, incluyendo el 29% (51/174) de los aislados totales
del genotipo 62 (véase la Tabla 4.2). Ambos genotipos pertenecen al linaje 4.10 (véase la
Tabla 4.2). Cabe destacar que los nodos 62 406, 2 491 aparecen asociados a mayor

transmision en poblacion local en la Fig. 4.9.

Tabla 4.2. Estadisticas de los nodos identificados como genotipos endémicos

Genotipos con ancestralidad > 80% de area "A"

Total de  Total de la Comunidad

Nodo  aislados en Comunidad Valenciana A:r:” ?/roe)a
el nodo  Valenciana (%)

2 491 21 16 0.76 0.82

7_539 17 14 0.82 0.98

61_851 81 21 0.26 0.90

62_406 51 27 0.53 0.85

63_673 6 5 0.83 0.95

*Anc. Ancestralidad del area “A” (Comunidad Valenciana). Total de aislados, nimero total de

aislados que estan presentes en nodo (ver Figura 4.8).
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Figura 4.9. Relacion entre genotipos y transmision: Comparativa de casos no nacidos en Espafia
versus casos nacidos en Espafia en transmision de 5 nodos redefinidos como genotipos locales de M.
tuberculosis en la Comunidad Valenciana. El eje Y representa la proporcion de casos no nacidos en
Espafia en el genotipo, mientras que el eje X muestra la proporcion de casos nacidos en Espafa en
clusteres de transmision dentro del genotipo. Se destacan los nodos 2 491 y 62 406, con la menor
proporcion de casos no nacidos en Espafia (<15%), y la mayor proporcionar de casos nacidos en

Espafia en clusteres de transmision (>90% de los casos nacidos en Espaiia).
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Discusion

En este estudio, hemos investigado la presencia de genotipos endémicos de tuberculosis en la
Comunidad Valenciana mediante el uso de diversos andlisis. Nuestra metodologia ha
permitido superar las limitaciones de estudios similares, los cuales se han visto restringidos

en términos de muestras y técnicas de tipificacion.

En primer lugar, hemos llevado a cabo una clasificacion de una coleccion de 1277 aislados de
M. tuberculosis en 75 genotipos, evidenciando asi la diversidad genética del MTBC en la
Comunidad Valenciana (Figura 4.3). Nuestros hallazgos indican que los genotipos de MTBC
presentes en esta region pertenecen a siete de los nueve linajes principales, siendo el L4 el

mas abundante. Estos resultados concuerdan con la distribucion global del L4 ',

Un elemento destacado en nuestro estudio es la deteccion de una amplia distribucion de los
genotipos en toda la region, sugiriendo una transmision efectiva de la enfermedad sin sesgo
geografico aparente. Esto plantea la idea de que el panorama de la tuberculosis en la
Comunidad Valenciana es dinamico, caracterizado por una amplia diversidad de genotipos
dispersos a lo largo de la region, lo cual coincide con hallazgos previos en investigaciones

similares 2.

Esta observacion genera preguntas acerca de los mecanismos responsables de la exitosa
distribucion de estos genotipos. Ademads, descarta la hipdtesis de que la proximidad
geografica entre individuos sea el factor principal en la transmision de los genotipos, lo que
nos lleva a considerar que otros factores desempefian un papel mas significativo en este

proceso.

En relacion con los genotipos endémicos, estos pertenecen al linaje cuatro, especificamente a
los sublinajes 4.3.2 (genotipos 2 491y 7 539,) y 4.10 (genotipos 61 851, 62 406, 63 673).
Es relevante senalar que el sublinaje 4.10, en general, tiene una frecuencia alta en
Espafia®'™. En contraste, la mayoria del resto de genotipos muestran una estrecha relacion
genética con genotipos de otras partes del mundo. Esto es comprensible, ya que la
Comunidad Valenciana no se encuentra aislada, sino que experimenta un alto flujo de

personas de diversas regiones.
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En cuanto a las limitaciones de la clasificacion de los genotipos, no hemos determinado si los
genotipos identificados en nuestra investigacion fueron introducidos recientemente o han
estado presentes durante mucho tiempo en la region. Por lo tanto, no podemos discernir si los
genotipos endémicos son el resultado de una coevolucion con la poblacion o de una
introduccion mejor adaptada. Un analisis temporal podria contribuir a una mejor comprension
de algunos de nuestros genotipos endémicos. Ademds, recomendamos que futuras
investigaciones contemplen la expansion de la filogenia global de referencia, lo que podria
reevaluar el estatus de algunos de nuestros genotipos endémicos o definirlos con mayor

precision.

En cuanto a las areas geogréficas utilizadas en nuestro analisis de RASP4, las definimos
como Comunidad Valenciana (A), Oceania (B), Europa (C), América (D), Asia (E) y Africa
(F). Ha surgido la posibilidad de reconsiderar la inclusion del area "A" (Comunidad
Valenciana) dentro del area "C" (Europa). Llevamos a cabo diversas combinaciones y
obtuvimos resultados similares en nuestros estudios. Sin embargo, es importante destacar que
la limitacion de no poder identificar el pais de origen de todas las muestras en nuestra
coleccion y la escasez de secuencias genomicas de la peninsula ibérica disponibles en la

actualidad han sido obstaculos significativos en este analisis.

En el anélisis de la transmision de los nodos endémicos (Figura 4.9), se ha identificado una
mayor tasa de transmision de los genotipos 2 491 y 62 406 entre los individuos nacidos en
Espafia en comparacion con los genotipos 7 539, 61 851 y 63 673. Aunque desconocemos
los factores sociales y bioldgicos que expliquen esta asociacion, consideramos que esta
mayor transmision observada en estos genotipos podria estar relacionada con su condicion de
endémicos. Las diferencias entre los genotipos 61 851 y 62 406, sugieren que el genotipo
61 851 se ha expandido tanto en poblacion local como en nacidos fuera de Espafia. Podria
tratarse de un genotipo mas generalista (usando la terminologia de Stucki '’*). En contraste, el
genotipo 62 406 parece haberse expandido sobre todo entre individuos nacidos en Espaiia.
No obstante, es importante considerar que esta diferencia podria estar influida por practicas
sociales, donde los portadores del genotipo 62 406 podrian tener interacciones mas limitadas
en entornos locales. Esto sugiere que asociar un genotipo, linaje o sublinaje especifico con

huéspedes humanos puede generar sesgos si no se tienen en cuenta estos factores.
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En el andlisis refinado filogeografico se destaca la presencia notoria de los genotipos 2 491y
7 539 pertenecientes al linaje 4.3.2, los cuales exhiben clados de ancestralidad muy
similares. Es plausible que estos genotipos compartan un fondo genético comun que les
confiere una mayor eficacia en su capacidad de transmision entre la poblacion nacida en
Espafia. Por otro lado, el genotipo 63 673 se caracteriza por presentar Unicamente un

pequeiio clado compuesto por seis aislados y no lo podemos considerar en esta discusion.

Nuestra investigacion, en ultima instancia, coloca al genotipo 62 406 como el protagonista
central. Esto se debe a su notable cantidad de aislados, su marcada ancestralidad proveniente
de la Comunidad Valenciana y su eficaz capacidad de transmision entre individuos nacidos en
Espana. Estos factores respaldan la consideracion de este genotipo como endémico de la
region, dado que cumple con una mayor cantidad de los criterios establecidos en nuestro

estudio.

Es relevante destacar que la adaptacion genética de los genotipos de M. tuberculosis a la
poblacion de huéspedes ha sido propuesta en investigaciones previas, lo que podria explicar
la prevalencia de ciertas variantes '"**°, No obstante, es importante tener en cuenta que
estudios en otras regiones han sugerido que no existe una diferencia significativa en cuanto a

la virulencia entre los distintos genotipos **’.

En resumen, mediante rigurosos criterios de seleccion, hemos identificado cinco genotipos
endémicos (2 491, 7 539,61 851,62 406y 63 673) en la Comunidad Valenciana. De estos,
dos muestran una mayor afinidad por infectar a la poblacion de origen espaiol (genotipos
2 491 y 62 406), y uno de ellos (genotipo 62 406) cumple de manera satisfactoria con todos
nuestros criterios de seleccion. En nuestra investigacion, el proximo paso consistira en
realizar pruebas in vitro con el propdsito de evaluar la coevolucion. Durante estas pruebas,
observaremos la interaccion entre los genotipos catalogados como endémicos y las células
inmunitarias humanas. Durante el proceso, mediremos la respuesta inflamatoria y
formularemos la hipdtesis de que una respuesta inmunitaria menor (menos inflamacion)

podria correlacionarse con una mayor adaptabilidad de los genotipos al huésped humano.
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5. Estimacion del tamano del cuello de
botella en la transmision de Ila
tuberculosis humana a partir de la
diversidad genomica donante-receptor.

Introduccion

La transmision de M. tuberculosis se produce cuando un individuo infectado (donante) exhala
un bioaerosol que contiene una cantidad y viabilidad desconocidas de bacilos. Una parte
variable de estos bacilos es inhalada por un segundo individuo (receptor). Durante la
transmision, la poblacion bacteriana que se transfiere del donante al receptor pasa por
distintas fases en las que se filtran y seleccionan diferentes subpoblaciones. En la literatura

cientifica, este proceso se conoce como "bottleneck” o "cuello de botella" >,

El cuello de botella estd influenciado por diversos factores y variables. En primer lugar,
Uunicamente una pequefia proporcion de la poblacion bacteriana presente en el donante se
transmite al receptor. Dentro de esta poblacion transmitida, sélo una fraccion logra
establecerse en los bronquiolos terminales y dar origen a la infeccion *. A esta fraccion de la
poblacion transmitida, que tiene éxito en el establecimiento de la infeccion y persiste hasta el

momento del muestreo, se le denomina poblacion fundadora *? (ver Figura 5.1).
En el presente capitulo, los términos "poblacion fundadora" y "tamaino del cuello de botella"

seran tratados como sindnimos debido a su estrecha relaciéon. Ambos términos se refieren al

numero de bacilos que inician la infeccion y se utilizaran indistintamente en este contexto.
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Figura 5.1. Esquema de la transmision de la TB en una pareja donante - receptor.

El niimero de bacilos que componen la poblacion fundadora en la infeccion de la TB humana
ha sido una incégnita desde que Robert Koch anuncid, en 1882, el descubrimiento del agente

20 Las primeras aproximaciones para

causante de la TB, Mycobacterium tuberculosis
cuantificar bacilos en pacientes con TB positiva se enfocaron en cuantificar, por microscopia,
el nimero de bacilos en las microgotas de tos expulsadas. Se observo que estas gotas
presentaban un intervalo de tamanos que va desde < 30 um hasta 500 um de diametro. En las
gotas mas pequenas se observaron de 1 a 2 bacilos, mientras que en las mas grandes se

encontraron mas de 200 2*"**?, Otros estudios han informado la presencia de un solo bacilo en

microgotas de 15-20 um y de 15-30 bacilos en gotas de 100 pum **.

Durante afios se ha considerado que un solo bacilo era capaz de infectar y causar TB, debido
a las pruebas presentadas en modelos animales utilizando vias de infeccion artificiales, como
la inyeccion intra-traqueal **'. Experimentos realizados en cobayas, mediante la exposicion a
aerosoles de diferentes dosis (20-290.000 bacilos), han demostrado que incluso a dosis muy
bajas (20-40 bacilos) se produce infeccion; en contraposicion dosis orales conteniendo hasta
290.000 bacilos no han resultado exitosas ®. Recientemente, se han logrado infecciones

artificiales por aerosoles en ratones con dosis ultrabajas (1-3 bacilos) **.

Estos ensayos han
permitido el control meticuloso de diversas variables, tales como la dosis de infeccion, el sitio
inicial de la misma, asi como la evaluacion de la resistencia, hipersensibilidad y virulencia.

La informacion derivada de estos modelos animales se vuelve de gran relevancia para una
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mejor comprension de la tuberculosis en seres humanos. Sin embargo, al tratarse de
infecciones provocadas, los valores del tamafio de la poblacion fundadora de la infeccion no

pueden ser extrapolados a las infecciones naturales.

En los tultimos afios se ha avanzado mucho en la deteccion de bioaerosoles exhalados por
pacientes de tuberculosis. Diferentes estudios han estimado que un individuo infectado puede
exhalar una media de 336 bacilos vivos al dia ?*?*%; ademas, se ha demostrado la exhalacion
de bacilos durante los periodos nocturnos y también en ausencia de tos . Finalmente, un
nuevo modelo estadistico indica que la respiracion de marea (respiraciéon normal) aporta mas

del 90% de los bacilos exhalados al dia **.

Aunque todos estos estudios son muy utiles para comprender la disponibilidad/accesibilidad
de las bacterias en el ambiente (aire), no profundizan en el destino de estos bacilos una vez
han sido inhalados por un individuo (receptor). Conocer el nimero de microorganismos
inhalados y capaces de fundar una infeccion es importante para comprender su evolucion,
transmision e historia natural de la enfermedad y tiene implicaciones para el diagndstico,

tratamiento, control y vigilancia de la tuberculosis "%,

En la infeccidon natural (es decir, accidental) en el ser humano, es imposible cuantificar la
dosis inicial de bacilos con algun grado de precision **°. En los tltimos afios, y utilizando
datos de secuenciacion masiva, se han desarrollado algunos métodos estadisticos para estimar
los tamanos de los cuellos de botella, entre los cuales se encuentran; el método de

250,251

presencia/ausencia , el método de muestreo binomial ***

y el método de muestreo

beta-binomial >*°.

Estos métodos fundamentan sus estimaciones en la identificacion y comparacion de variantes
(SNPs) entre el donante y el receptor. Es relevante destacar que los tres métodos
mencionados parten del supuesto de que la diversidad genética del patégeno es
completamente neutra, es decir, que la seleccion no ejerce ningin impacto en la dinamica de
la frecuencia de las variantes. Ademas, dichos métodos presuponen la independencia entre los
distintos sitios de los polimorfismos (SNPs). Por tltimo, conviene resaltar la relevancia de la
profundidad de secuenciacion en las estimaciones de dichos métodos, una elevada

profundidad (>400X) disminuye considerablemente la presencia de falsos negativos y falsos
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positivos, los cuales tienen efectos significativos en el célculo del tamafio del cuello de

botella, especialmente en el caso de variantes de baja frecuencia.

El método de presencia/ausencia destaca por su simplicidad; se basa en determinar si los
SNPs detectados en los donantes estan presentes o ausentes en los receptores. Sin embargo,
es importante tener en cuenta que debido al uso frecuente de umbrales restrictivos para el
llamado de las variantes, este método es especialmente propenso a acumular falsos negativos,
lo que significa que no se llaman variantes que si estdn presentes en el receptor. La falta de
consideracion de estos falsos negativos en el receptor conduce a una subestimacion del

tamaifio del cuello de botella.

El método de muestreo binomial, por el contrario, analiza las variantes comunes, es decir las
que se llaman tanto en el donante como en el receptor. Considera las frecuencias de estas
variantes, teniendo en cuenta el nimero de lecturas conteniendo las variantes y el nimero
total de lecturas en cada posicion. Este método asume que la poblacion de patégenos en el
receptor es una muestra representativa de la poblacion del donante. La principal limitacioén de
este método es que no considera las variantes del donante que no se llaman en el receptor, a
pesar de que esta ausencia aporta informacion relevante. Pasar por alto estas variantes puede

introducir un sesgo significativo en las estimaciones del tamafio del cuello de botella.

El método de muestreo beta-binomial es similar al método de muestreo binomial, pero con la
particularidad de que tiene en cuenta la replicacion aleatoria del patogeno al comienzo de la
infeccion. Esto permite que las frecuencias de las variantes (SNPs) del receptor puedan diferir
entre el momento del muestreo y la infeccion. Ademas, este método considera tanto la
posibilidad de que una variante del donante esté realmente ausente en el receptor como la
posibilidad de que esté por debajo del umbral de llamado de variantes. Como resultado,

proporciona estimaciones mas precisas en comparacion con el método de muestreo binomial.

Los estudios que emplean el método de muestreo beta-binomial ***?** han informado de una
baja diversidad genética en el huésped y tamafios de cuello de botella de transmision
estrechos en virus como la influenza A y el SARS-CoV-2, enfermedades agudas transmitidas
por aerosoles. Esto indica que, en estos casos, una cantidad reducida de viriones puede ser
suficiente para establecer la infeccion. Sin embargo, estos estudios se han centrado en

infecciones agudas, y hasta el momento el método de muestreo beta-binomial no ha sido
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utilizado para estimar el tamano del cuello de botella en infecciones cronicas con periodos de

latencia variables y potencialmente largos, como en el caso de la tuberculosis.

La diversidad de M. tuberculosis ha sido estudiada desde el nivel global *° hasta el intra
hospedador *’, sin embargo, pocos estudios han analizado la diversidad de M. tuberculosis en
pares de transmision donante-receptor *°. El estudio de la diversidad es un desafio debido a
que la deteccion de variantes (SNPs) a frecuencias minimas (<5%) dentro de las poblaciones
bacterianas estd condicionada por factores como la profundidad de secuenciacion, los

cambios en el tamafio de la poblacion y la seleccion positiva y/o purificadora *°.

En este capitulo, nuestro objetivo es describir la diversidad genética de M. tuberculosis
durante la transmision reciente empleando el método de muestreo beta-binomial, descrito en

25 para estimar el tamafio del cuello de botella en pares de transmision

la literatura
donante-receptor. Cuantificar el tamafo de la poblacion causante de la infeccion es de gran

interés para aumentar nuestro conocimiento sobre la dindmica de la transmision de la TB.
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Métodos

Nuestra metodologia se resume en los siguientes puntos: poblacion de estudio y seleccion de
muestras, identificacion de pares de transmision, extraccion y secuenciacion de DNA, analisis
bioinformatico, reconstruccion filogenética, validacion de variantes (SNPs) , y estimacion del

tamaifio del cuello de botella.

Poblacion de estudio y seleccion de pares de transmision

donante-receptor

En este capitulo se utilizaron los datos analizados en el capitulo tres, que incluyen
informacion sobre el linaje genético, el perfil de resistencia a los farmacos, la presencia de
infecciones mixtas, las fechas de diagnostico e inicio de tratamiento, y la identificacién de
grupos de transmision a diferentes umbrales. Estos datos se emplearon para identificar de
manera precisa los pares de transmision donante-receptor.

157 para

Primero, se seleccion6 el umbral de distancia genética igual o inferior a 10 SNPs
establecer los clusteres de transmision en el analisis. Empleando un total de 181 clasteres de
transmision que involucraron 627 casos de tuberculosis (TB). En 107 de estos casos, se pudo
rastrear y recopilar informacion epidemioldgica, clinica y demografica, incluyendo las fechas

de diagnostico y de inicio de los sintomas (Figura 5.2).

De los 107 casos analizados, se realizd una cuidadosa seleccion de 14 pares de transmision
donante-receptor, lo que implicé un total de 28 muestras. Se aplicaron criterios rigurosos para
la identificacion de estos pares, a saber: s6lo se consideraron aquellos pares que pertenecieran
a un claster compuesto por dos o tres muestras, lo cual indica una alta probabilidad de
transmision directa entre los individuos del grupo. Para confirmar la relacion de transmision

reciente, se establecio un umbral de distancia genética entre 0-2 SNPs.

En el proceso de identificacion, se utilizaron las fechas de inicio de los sintomas y de
diagndstico como criterios esenciales para determinar el donante y el receptor en cada par de
transmision. Asimismo, se excluyeron las muestras en las cuales el donante presentaba una
infeccion extrapulmonar, debido a que se considerd que la probabilidad de transmision en

esos casos era baja. Ademas, se llevo a cabo una exhaustiva revision de los perfiles de
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sensibilidad/resistencia a farmacos de los aislados presentes en los pares de transmision. Se

descartaron aquellos aislados que presentaran resistencia a los medicamentos.

Finalmente, hemos incorporado en nuestro estudio 7 pares de transmision adicionales (14
muestras) identificados en una investigacion previa llevada a cabo por nuestro grupo **. En
este contexto, se ha utilizado TransPhylo, un paquete de software especializado en la
reconstruccion de la transmision de enfermedades infecciosas mediante el analisis de datos
genomicos. TransPhylo se ha desarrollado especificamente para el andlisis de filogenias
temporales con el proposito de determinar la direccionalidad de la transmision de patdégenos

entre distintos individuos (Figura 5.2).

Es relevante destacar que la baja incidencia de tuberculosis en la Comunidad Valenciana,
conjuntamente con la implementacion de la vigilancia epidemioldgica y la vigilancia
gendmica correspondiente, ha favorecido la identificacion de pares de transmision, al tiempo
que ha disminuido la probabilidad de incorporar individuos que cursen con una posible

reinfeccion dentro de dichos pares.
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Figura 5.2. Diagrama de flujo de criterios de inclusion y exclusion
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21 pares de transmision
n=42

A partir del ADN de los aislados seleccionados se construyeron bibliotecas de secuenciacion

Nextera XT DNA Library Prep Kit (Illumina). Las mismas fueron secuenciadas en un

instrumento Illumina NextSeq, utilizando una longitud de lecturas de 2 x 150 pb. La carrera

fue optimizada para alcanzar una profundidad de secuenciacion de 500X.
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Analisis bioinformatico

256

El preprocesamiento de las lecturas se realiz6 utilizando fastp ©*° para escanear las lecturas y

recortar los extremos de baja calidad con una calidad media de ventana <20. A continuacion,

utilizamos Kraken '6%%%

para clasificar taxondmicamente las lecturas mediante una base de
datos personalizada, manteniendo Unicamente las secuencias MTBC para evitar falsas
variantes debidas al ADN contaminante. Las lecturas filtradas se fueron mapeadas con BWA
166168 ysando como referencia la secuencia del ancestro de MTBC ¢’ empleando pardametros
por defecto, y se procesaron usando Samtools y Picard #"**®, Por tltimo, se identificaron y
eliminaron duplicados Opticos y de PCR para reducir el nimero de variantes (SNPs)

artificiales en intervalos de baja frecuencia.

Dado que la identificacion de variantes (SNPs) de baja frecuencia es clave en nuestro estudio,
pero también es un reto distinguir estas variantes de los falsos positivos , utilizamos tres
programas de llamado de variantes diferentes (VarScan2 **°, GATK HaplotypeCaller 2%,
LoFreq48 ).

e VarScan2 fue ejecutado con los siguientes pardmetros “pileup2snp
sample.pileup—min-coverage 20—min-reads2 4—min-avg-qual 20—min-var-freq

0.01—min-freq-for-hom 0.9—strand-filter 1.

o GATK fue ejecutado con los parametros “-T HaplotypeCaller -R ref.fasta -I

sample.bam -o sample.vcf—min-base-quality-score 20 -ploidy 100”

e LoFreq fue ejecutado con los parametros “call-parallel—pp-threads 12 -f ref.fasta -o
sample.vcf sample.bam” and “filter -i sample.vef -v 20 -A 0.01 -Q 20 -o
filtered.vef”.

Para establecer un umbral minimo para la llamada de variantes (SNPs), realizamos una
simulacion de lectura sintética. Utilizando el paquete de software ART %2 | obtuvimos la
distribuciéon de calidad y los perfiles de error de nuestras muestras (utilizando
art_profiler illumina con parametros por defecto), y simulamos 100 carreras de

secuenciacion con los siguientes parametros:

® art illumina -p —1 profile.txt -2 profile.txt -na -iref.fasta -1 150 -f 610 -m 770 -s 500

-0 out.fas
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Analizando las simulaciones con el mismo pipeline, definimos un umbral de frecuencia
minima del 2% para validar una variante en las muestras con los tres programas (VarScan2

2 GATK's HaplotypeCaller **, LoFreq48 *%").

Una vez obtenida la lista de variantes (SNPs) identificadas, se aplicé un filtro de mapeo "
con el objetivo de descartar las variantes presentes en regiones gendémicas repetitivas, como
las familias PE/PPE y fagos **. Estas regiones genomicas son conocidas por ser dificiles de
mapear y pueden generar variantes falsas en los resultados. Ademas, se ampli6 el filtro de
mapeo a nuevas regiones que mostraban una alta frecuencia de SNPs en las simulaciones. De
esta manera, se asegurd la precision y confiabilidad de las variantes identificadas en el

estudio.

Finalmente, construimos la lista completa de SNPs para cada muestra, incluyendo aquellas
posiciones que fueron identificadas en, al menos, dos de los programas de llamado de
variantes (SNPs). Se descartaron aquellas variantes con frecuencia < 2%. Posteriormente,
generamos una lista de posiciones comunes a las 42 muestras. Las posiciones comunes fueron

“rescatadas” en aquellas muestras donde estaban presentes a una frecuencia < 2%.

Reconstruccion filogenética

Se gener6 un archivo multifasta, concatenando 4194 SNPs de las muestras (21 pares de
transmision = 42 aislados). A partir de este archivo, se reconstruy6 una filogenia de maxima
verosimilitud (ML, maximum likelihood); empleando el programa IQ-TREE 2 '™ con el
modelo GTR y 1.000 réplicas bootstrap. Ademas, se calcularon las distancias genéticas de

SNPs entre los pares de transmision utilizando el método descrito en el capitulo tres.

Validacion de variantes (SNPs)

En el presente estudio, se identificaron un total de 1826 posiciones en los 21 pares de
transmision después de la implementacion de nuestro andlisis informatico. Entre ellas, se
encontraron 1093 posiciones Unicas, es decir, identificadas en un solo aislado, y 733

posiciones compartidas en dos o mas aislados, perteneciente a distintos pares de transmision.
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Utilizando la lista de variantes compartidas (SNPs) y sus respectivas frecuencias, se procedid
a calcular la amplitud de rango de frecuencias para cada una de las posiciones. Por ejemplo,
al identificar una posicion, en los aislados A, B y C con frecuencias de 0.02, 0.04 y 0.05
respectivamente, se determind que la amplitud de rango es de 0.03. Los valores de amplitud

de rango fueron graficados (ver Figura 5.4).
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Figura 5.4. Posiciones compartidas de las 42 muestras ordenadas por amplitud de rango

Se muestra el percentil a 0.75 (amplitud de rango 0.061) en linea amarilla.

Al analizar el grafico, se pudo identificar una relacion y concentracion de posiciones
compartidas que presentaban una amplitud de rango por debajo de 0.1. Para evaluar esta
distribucion, se calcularon los percentiles 25, 50 y 75. Después de considerar estos valores, sé
selecciono el percentil 75, que corresponde a una amplitud de rango de 0.061, como punto de
corte. Esta eleccion se baso en la observacion de que a partir de este valor se evidenciaba una

pérdida de la relacion previamente observada (ver Figura 5.4).

Al aplicar el criterio mencionado, se procedid a descartar aquellas posiciones compartidas
entre los 42 aislados que presentaban una amplitud de rango inferior a 0.061. Como resultado
de esta evaluacion, se conservaron un total de 227 posiciones compartidas que cumplian con

una amplitud de rango igual o superior a 0.061.
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Por otro lado, se excluyeron del analisis un total de 506 posiciones compartidas que no
cumplian con dicho criterio. Este proceso de exclusion permitio reducir el numero de
posiciones a analizar de 1826 a 1320, compuesto por 1093 posiciones Unicas y 227
posiciones compartidas. De esta manera, al aplicar este procedimiento de seleccion, se logro

enfocar el andlisis en un conjunto mas especifico de posiciones gendmicas relevantes.

Estimacion del tamano del cuello de botella

Nuestro analisis para estimar los tamafios de los cuellos de botella de transmision para cada
par donante-receptor se baso en el método de muestreo beta-binomial #*°. El modelo se basa
en comparar las frecuencias de cada variante (SNP) entre donante y receptor, teniendo en
cuenta que las frecuencias de las variantes (SNPs) en el receptor pueden cambiar entre el
momento de la infeccion y el de muestreo, debido al proceso de replicacion aleatorio de las
bacterias. En aquellos casos en que la variante no es detectada en el receptor, el modelo
evalua la probabilidad de que se deba, o bien a una ausencia real, o a un error en el llamado

de esa variante.

Para un dado valor del tamano del cuello de botella, el modelo estima la verosimilitud
(likelihood) para cada variante (SNP). La verosimilitud total, para cada valor de tamafio de
cuello de botella, es el producto de las verosimilitudes estimadas para cada variante.
Finalmente, el valor inferido del tamafio de cuello de botella, es aquel que presenta la

maxima verosimilitud (MLE).

Se han desarrollado dos versiones del método de muestreo beta-binomial: una version
aproximada que asume una profundidad de lectura infinita y una version exacta que tiene en
cuenta la profundidad de lectura para compensar el ruido y la variaciéon que surge en un
experimento real. Se espera que la estimacion de méxima verosimilitud (MLE) de la
poblacién fundadora obtenida mediante ambas versiones -aproximada y exacta- coincida. Sin
embargo, esto ocurre cuando la profundidad de secuenciacion es alta (>200X); en caso
contrario, el método aproximado es el mas adecuado. La version aproximada tiene la ventaja
de que, cuando es apropiada, es computacionalmente menos intensiva que la version exacta
que corrige las frecuencias considerando la profundidad de secuenciacion de las posiciones

de interés.
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El método de muestreo beta-binomial se aplico a las variantes (SNPs) en el intervalo de
frecuencia de 0.02 a 0.98, para cada par de transmision. Este intervalo elimina los posibles
errores de secuenciacion en la llamada de variantes de baja frecuencia (<0.02, segun el
umbral definido previamente) y las posiciones fijadas comunes entre el donante y el receptor

a alta frecuencia (>0.98).

Utilizamos la version aproximada y exacta del método beta-binomial, con los mismos

parametros:

e Bottleneck size estimation aprox was run in the two version with parameters

“--plot bool TRUE --var calling threshold 0.02 --Nb min1 --Nb_max 350 .

e Bottleneck size estimation exact was run in the two version with parameters

“--plot bool TRUE --var calling threshold 0.02 --Nb min1 --Nb max 350 .

Comparacion de resultados en otra poblacion

Para comparar nuestros resultados en un contexto epidemioldgico distinto, utilizamos un
segundo conjunto de datos de secuenciacion independiente proveniente de un estudio
realizado en la ciudad de Vitdria, Brasil 2. En este estudio, se observd una incidencia de
tuberculosis de 38/100,000 habitantes, y la poblacion presentaba una prevalencia
relativamente baja de comorbilidades, asi como un consumo moderado de tabaco y alcohol.
En un estudio posterior, se identificaron 24 pares de transmision *° (PRINA475130) donde las
muestras presentaban una cobertura promedio fue de 498X, y el numero de diferencias
genéticas entre los pares de transmision varid de 0 a 13 SNPs con una media de 2,25 SNPs.
La duracion del intervalo serial (diagndstico) oscil6 entre 0 y 63 meses, con una media de 28

meses y una mediana de 27 *°.

Para llevar a cabo nuestros analisis, seleccionamos 16 pares de transmision de los 24
presentes en el conjunto de datos que cumplian con todos nuestros criterios establecidos
previamente. El analisis bioinformatico de estos genomas se llevo a cabo utilizando la misma

metodologia descrita en este capitulo.
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Resultados

Reconstruccion filogenética

La secuenciacion de alta profundidad de las muestras proporciond una cobertura media del
98% y una profundidad media de 590X (intervalo: 252-883X), con una mediana de 614X
(intervalo: 264-876X) (ver Tabla 5.1). La reconstruccion del arbol filogenético, utilizando los
21 pares de transmision donante-receptor validados, confirmé la relacion existente entre los
aislados de M. tuberculosis. Se identificaron diversos linajes y sublinajes, incluyendo el
2.2.10, 4.1.2, 4.1.2.1, 43.2, 43.3, 43.42, 4.6.1.1 y 4.10, siendo el linaje mas comun el
4.1.2.1 (8 pares). Ademas, se observaron variaciones de 0 a 2 SNP al calcular las distancias

genéticas, en concordancia con los resultados obtenidos en el analisis epidemioldgico previo

(Figura 5.3).
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Figura 5.3. Relacion filogenética entre los aislados de M. tuberculosis incluidos en el estudio.

En la filogenia, se incluyen los 21 pares de transmision seleccionados, indicando entre paréntesis el
numero de diferencias de SNPs, basadas en variantes fijadas (frecuencia > 0.90), entre el donante y el

receptor. Los pares de transmision identificados previamente por nuestro grupo se muestran en

negrita.
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Diversidad genética en los pares de transmision

Durante la exploracion de la diversidad genética de los pares de transmision, se observaron
las variantes (SNPs) con frecuencias entre 0.02 y 0.98 (ver Figura 5.5 A). En promedio, se
identificaron 137 SNPs totales en los 21 pares de transmision, con un intervalo de 65 (par
P08) a 504 (par P02) SNPs. En relacion con la diversidad de los pares de transmision, se
encontro6 que en promedio existian 68 SNPs compartidos (37 a 96) entre el donante y el
receptor. Ademas, se observaron promedios de 27 (5 a 113) SNPs unicos en el donante y 43

(4 a 406) SNPs unicos en el receptor (Tabla 5.1).

Ademas, considerando el conjunto de pares de transmisidén, se encontrd una correlacion
positiva, de grado medio, entre las frecuencias de los SNPs compartidos del donante y las del
receptor, (correlacion de Spearman de 0.77, valor p <2.2 e-16) (Figura 5.5 A). También se
calcul6 la correlacion entre los SNPs para cada uno de los pares, encontrando una correlacion
de Spearman en el rango de 0.66 a 0.89 (grado medio a alto de correlacion), con un valor p <

0.0001 en todos los casos (ver Figura suplementaria 1).

La gran mayoria de los SNPs se encontraron en frecuencias inferiores a 0.5, concentrandose
principalmente en el intervalo de 0.02-0.05. Dentro de este margen, la mayoria de los SNPs
son especificos ya sea del receptor o del donante, siendo mdas frecuentes los SNPs del
receptor que los del donante. Sin embargo, a medida que la frecuencia aumenta, se observa
un incremento en el nimero de SNPs compartidos en los pares de transmision (ver Figura 5.5

B).
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Figura 5.5. SNPs compartidos, Unicos del donante y unicos del receptor en los 21 pares de

transmision (frecuencia de SNPs : 0.02-0.98).
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Estimacion del tamano del cuello de botella de 1a transmision

El nimero estimado de bacilos fundadores de la infeccion presentd un rango de 12 a 100
bacilos, con una media de 37 en la version aproximada, y entre 13 a 130 bacilos, con una

media de 42 en la version exacta (ver Figura 5.6 A).

Utilizando la informacion epidemiologica disponible, (fechas de inicio de los sintomas,
diagndstico e inicio del tratamiento), se calculd el intervalo serial de los pares de transmision
y el periodo de TB activa de los receptores. El intervalo serial se definié como el periodo de
tiempo que transcurre entre la fecha de inicio de sintomas del donante y la del receptor,
correspondiente al periodo en que ocurri6 la transmision. El intervalo obtenido fue de 22 (en
el par P21) a 832 (en el par P18) dias, con una media de 261 dias, es decir, aproximadamente
8.6 meses. En dos de los pares de transmision (pares P03 y P10), no se pudo determinar el
intervalo serial debido a la falta de informacion sobre la fecha de inicio de sintomas de los
receptores. Ademas, se calculo el periodo de TB activa en los receptores, definido como la
diferencia entre la fecha de inicio de sintomas y la fecha de diagnostico. Los resultados
indicaron un periodo de TB activa de 0 (P09 y PO11) a 284 (P02) dias, con una media de 53
dias (ver Figura 5.6 - B).
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Figura 5.6. (A) Tamaifios de los cuellos de botella (nimero de bacilos). Estimacion con versiones
aproximada (violeta) y exacta (naranja). (B) Se presenta la cronologia de los pares de transmision. Las
fechas de inicio de los sintomas y de diagndstico se representan mediante puntos grandes y pequefios,
respectivamente (rojo=donante, azul=receptor). La linea de tiempo entre las fechas de inicio de los
sintomas del donante y el receptor (intervalo serial) se representa mediante una linea naranja. La linea
de tiempo entre el inicio de los sintomas y el diagnostico (TB activa) se representa mediante una linea
violeta. Los pares de transmision identificados previamente por nuestro grupo se muestran marcados

por puntos negros.

Por ultimo, al graficar el intervalo serial (tiempo entre los sintomas del donante y del
receptor) frente al tamafo del cuello de botella (numero de bacilos), se observo una relacion
negativa débil no significativa entre ambas variables (correlacion de Spearman -0.12, valor

p=0.61).

Tras un andlisis minucioso de la relacion observada en el grafico y teniendo en cuenta la
variabilidad del intervalo serial de la tuberculosis en diferentes poblaciones, que oscila entre
6 y 24 meses >, establecimos un punto de corte de 10 meses para nuestro conjunto de datos
(ver Figura 5.7 A). Mediante esta seleccion, buscamos evaluar la posible asociacion entre el

tamafio del cuello de botella y los intervalos seriales.
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Los resultados revelaron una relacion no significativa al comparar el tamafio del cuello de
botella entre los grupos con intervalos seriales de <10 meses y >10 meses (evaluado mediante

la prueba de suma de rangos de Wilcoxon con correccion de continuidad, p=0.095) (ver

Figura 5.7 B).
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Figura 5.7. (A) Intervalo serial en meses frente al tamafio del cuello de botella (ntimero de bacilos),
entre los pares de transmision. (B) Comparacion del tamafio del cuello de botella entre pares de
transmision con intervalo serial menor (azul) y mayor (rojo) a 10 meses. Los datos corresponden a la
estimacion de tamafo de cuello de botella utilizando la version exacta del método beta-binomial.

(Prueba de suma de rangos de Wilcoxon con correccion de continuidad, valores p=0.095).

Comparacion de resultados en otra poblacion

Al realizar la estimacion del tamafio del cuello de botella a partir de datos previamente
publicados, se obtuvo un intervalo de 5 a 90 bacilos, con una media de 25 bacilos en la
version aproximada, y de 5 a 125 bacilos, con una media de 30 bacilos en la version exacta
(ver Figura 5.8). Estos resultados son similares a los obtenidos en nuestros 21 pares de
transmision de la Comunidad Valenciana, donde la media fue de 37 bacilos en la version

aproximada y 42 en la version exacta.
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Discusion

Este estudio introduce una metodologia que fusiona datos gendémicos y sociodemograficos
para identificar y seleccionar los pares de transmision. La determinacion de estos pares
donante-receptor ha sido un campo subexplorado en la investigacion cientifica,
principalmente debido a la complejidad de establecer la direccion de la transmision en brotes
de tuberculosis y la incertidumbre en la correcta identificacion de los pares de transmision

directa.

Este desafio se vuelve aun mas relevante en areas con altas tasas de incidencia de la
enfermedad, donde se ha comprobado que solo el 40% de los pares de transmisién en
entornos domésticos pueden ser confirmados mediante la epidemiologia molecular *. No
obstante, en regiones de baja incidencia de tuberculosis, como en la Comunidad Valenciana,
resulta mas viable identificar cadenas de transmision. Al combinar los resultados de la
epidemiologia gendémica con los datos provenientes de los sistemas de vigilancia, se

minimiza la probabilidad de error en la identificacion de estas cadenas de transmision.

En el analisis de nuestra coleccion, previamente discutido en el capitulo tres, identificamos
un 49% de casos en transmision. Sin embargo, para estimar el cuello de botella, solo
logramos seleccionar 21 pares de transmision donante-receptor, con alta probabilidad de
contagio directo. Estos resultados subrayan la complejidad que implica la identificacion de la
transmision de persona a persona, ya sea a través de enfoques epidemioldgicos y/o
gendmicos. Si bien, la secuenciacion completa del genoma ha demostrado su eficacia para
estimar la transmision en ciertos contextos y se han desarrollado metodologias especificas
para ello *, su aplicacion a nivel poblacional para comprender plenamente la dindmica de la
transmision sigue siendo limitada '"®casos de transmision asociados a tuberculosis latente 2%’
El desarrollo de nuevas tecnologias, como la reconstruccion de arboles de transmision ',

permitird obtener una vision mas completa y dindmica de la transmision de diversos

patogenos.

Nuestro trabajo también resalta la importancia de los datos de secuenciacion profunda. En
nuestro estudio, hemos analizado SNPs de baja frecuencia, ya que el método de muestreo

beta-binomial que utilizamos depende de la deteccion de estas variantes (SNPs) para obtener
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estimaciones precisas. Aunque se han estudiado las variantes de baja frecuencia en la
farmacorresistencia de la tuberculosis humana **®, su posible implicacion en la evolucion de
la bacteria dentro de una cadena de transmision o de un individuo ha sido poco explorada

hasta ahora ¥’.

En cuanto a la seleccion y filtrado de SNPs, empleamos una metodologia rigurosa que nos
proporciond una lista confiable de variantes de baja frecuencia. Ademads, aplicamos un
criterio de seleccion adicional a posiciones compartidas que aparecen con frecuencia similar
en dos o mas aislados, asumiendo que podrian ser errores de secuenciacion u homoplasias.
Aunque esta seleccion no afecta significativamente nuestros resultados y la consideramos una
metodologia adecuada, presenta la limitacién potencial de reducir la diversidad real de las

muestras.

En relacion con la distribucion de los SNPs en los 21 pares de transmision en un intervalo de
frecuencias del 0.02 al 0.98, se observ6 una clara falta de SNPs con una frecuencia superior
al 50%. Este patron se aprecio tanto en los SNPs compartidos como en los SNPs tnicos a
nivel global (ver Figura 5.5) y en cada par de transmision (ver Figura 5.8). Estos resultados

concuerdan con la baja tasa de sustitucion reportada para M. tuberculosis.

En contraparte, nuestros resultados indican una gran cantidad de SNPs de baja frecuencia,
especialmente en el intervalo de 0.02-0.05. Este aumento de la diversidad a baja frecuencia
en SNPs exclusivos del donante o del receptor sugiere una adaptacion de la bacteria al
hospedador. Los SNPs de baja frecuencia son dificiles de estudiar debido a su escasa
fiabilidad y a limitaciones técnicas, pero son clave para calcular con precision pardmetros
importantes como las mutaciones de interés y/o las tasas de mutacion y sustitucion *'=%2°_ Por
lo tanto, consideramos que el estudio en profundidad de la diversidad a baja frecuencia sera
esencial en un futuro préximo para comprender los mecanismos evolutivos especificos de M.

tuberculosis, aunque las metodologias para su estudio aun pueden estar en desarrollo.

Respecto a la dosis inicial de bacilos. Segun los experimentos llevados a cabo por Findel, se
ha observado que una dosis minima en bioaerosol de 20-40 bacilos es suficiente para producir
la infeccidon en cobayas 2. Esta cifra se encuentra en concordancia con el intervalo de bacilos
fundadores que hemos estimado: 42 (13-130), mediante la version exacta del método

beta-binomial.
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La estimacion mencionada concuerda con los hallazgos del modelo macaco de tuberculosis
27 en el cual se observa la propagacion de la infeccion in vivo mediante el uso de PET
(tomografia de emision de positrones) y etiquetas gendémicas distintivas y Unicas para cada
bacilo de M. tuberculosis. Este modelo utiliza un inoculo inferior a 20 unidades formadoras
de colonias (UFC). También coincide con la infeccion a bajas dosis con bioareosol (1 UFC)
de M. bovis en ganado bovino *”'. Es importante destacar que esta cifra también se encuentra
dentro del intervalo propuesto por Rich ** quien sugiere la presencia de 1-300 bacilos en una
gota esférica de 0,25 mm de didmetro, basandose en los recuentos realizados por Ziesché 2",
Estos descubrimientos apuntan a que incluso una sola microgota de bioaerosol puede ser
suficiente para iniciar una infeccion de tuberculosis en seres humanos. Esto podria explicar la

capacidad infecciosa de un individuo en eventos de superdispersion *7.

Nuestras estimaciones sustentan la idea de que las infecciones naturales de tuberculosis en
humanos rara vez se originan a partir de un solo bacilo. Por un lado, el valor minimo de
tamafo de cuello de botella estimado es 13, y por otro, la diversidad observada en las
muestras biologicas sugiere que la infeccion es producida por una poblacion heterogénea de
bacterias. Aunque se ha demostrado la presencia de particulas aerotransportadas que
contienen 1 o 2 bacilos, nuestros analisis no han identificado una poblaciéon fundadora
compuesta por un solo bacilo en ninguno de los 21 pares de transmision estudiados. Sin
embargo, nuestras estimaciones sugieren que una dosis baja de 13 bacilos podria ser

suficiente para iniciar la infeccion.

Un argumento adicional que respalda nuestras estimaciones, es que una infeccion lenta y
progresiva, como ocurre en la mayoria de los individuos, puede explicarse mediante una
infeccion con una baja dosis de bacilos. Esto se ha demostrado en modelos animales
susceptibles, donde la infeccion con un gran nimero de bacilos causa lesiones generalizadas
y la muerte de los individuos en pocas semanas, mientras que la infecciéon con un nimero

reducido de bacilos progresa lentamente **.

Al considerar las limitaciones y aspectos relevantes en la estimacion del niimero medio de
bacilos utilizando el método de muestreo beta-binomial, es importante tener en cuenta los
siguientes factores: el método estima el nimero de bacilos de la poblacion fundadora en una

infeccion activa, es decir, aquellos bacilos viables que fueron transportados a los bronquiolos
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terminales de un individuo receptor y lograron reproducirse. Por lo tanto, mediante este
método no es posible estimar el nimero de bacilos no viables o aquellos que, siendo parte de
la poblacion transmitida, no lograron establecer la infeccion. Sin embargo, podemos suponer

la presencia de bacilos no viables que podrian acompatfiar a la poblacion fundadora.

Nuestras estimaciones sugieren que las infecciones por M. tuberculosis pueden establecerse a
partir de un nimero limitado de bacilos, planteando que una pequefia proporcion de bacilos
exhalados por un individuo infectado seria suficiente para infectar a uno o mas individuos
sanos. Sin embargo, y dado que nuestro analisis no permite estimar el nimero total de bacilos
exhalados por el donante, ya que este valor es probable que varie en funcion de diversos
factores; no es posible definir cudl es la carga bacilar minima del donante, necesaria para que

se produzca una infeccion.

En cuanto a la relacion entre el intervalo serial y el tamano del cuello de botella, se ha
observado una relacion inversa entre ambas variables. Esta relacion, aunque no significativa
(-0.12, p = 0.61, ver Figura 5.7 A), se mantiene al dividir los datos en dos grupos: aquellos
con intervalos seriales <10 meses y aquellos con intervalos seriales >10 meses, segun el test
de suma de rangos de Wilcoxon con correccion de continuidad (p = 0.095, ver Figura 5.7B).
Sin embargo, es relevante tener en cuenta que la falta de robustez estadistica en nuestros
resultados puede atribuirse a la limitacion en el nimero de muestras y a los intervalos de

tiempo acotados de nuestro estudio.

En este contexto, es crucial destacar que el método de muestreo beta-binomial ha sido
ampliamente utilizado en el estudio de infecciones virales agudas transmitidas por el aire,
como la gripe y el SARS-CoV-2. Sin embargo, su aplicabilidad en infecciones crénicas puede
plantear algunas limitaciones **°. En el caso de infecciones cronicas, el muestreo del huésped
receptor puede ocurrir meses o afios después del inicio de la infeccion, lo que podria resultar
en diferencias significativas entre la poblacion bacteriana en el momento del muestreo y la
poblacién bacteriana fundadora. Esto podria explicar la tendencia que observamos de valores
mas bajos en la poblacion fundadora de bacilos a medida que avanza el tiempo. Sin embargo,
las estimaciones del nimero de bacilos (menos de 130) para iniciar una infeccién parecen

solidas en el conjunto global de datos, y esto se corrobora en un segundo conjunto de datos.
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En relacion con las limitaciones del segundo conjunto de datos, es importante destacar dos
aspectos fundamentales. En primer lugar, no se proporcionan las fechas de inicio de sintomas,
lo que impide la determinacién de un intervalo serial equivalente al que hemos empleado en
nuestra investigacion. En este conjunto de datos, el intervalo serial se calcula entre las fechas
de diagnostico, expresado en meses, sin registros precisos de fechas exactas. Esta variacion
en la metodologia de calculo dificulta la comparacion de resultados con nuestra
investigacion. Ademas, es relevante senalar que el enfoque del segundo conjunto de datos se
centra principalmente en la investigacion de largos periodos de latencia de la tuberculosis.
Por lo tanto, la media de los intervalos seriales de 28 meses difiere significativamente de

nuestros datos, que es de tan solo 8.5 meses.

Por ultimo, hay que considerar que en el contexto de la transmision de la tuberculosis
humana, el nimero de bacilos no es el Unico factor determinante. Otros elementos como la
resistencia innata y adquirida, la hipersensibilidad y la virulencia de los bacilos también
tienen un papel significativo en este proceso. Por consiguiente, no se puede predecir que un
numero especifico de bacilos siempre tenga los mismos efectos. Sin embargo, no podemos
subestimar su importancia en la transmision y desarrollo de la enfermedad. La intencion de
resaltar estos aspectos es demostrar que los cuellos de botella genéticos son mucho mas
complejos de lo que se presenta en la literatura, donde a menudo se utilizan como una
explicacion rapida para la baja diversidad ?’. Por ende, se necesita investigar mas a fondo este

fendmeno en patdogenos bacterianos.

En resumen, en este estudio revisamos la afirmacion de que un solo bacilo puede iniciar una
infeccion tuberculosa natural. Aunque esto puede ser cierto en casos de infecciones
inducidas, en nuestra cohorte cuidadosamente seleccionada de casos de donante-receptor las
dosis infecciosas oscilan entre 13 y 130 bacilos, con una media de 42. En este sentido, si bien
una poblacion pequefia puede causar una infeccion de manera natural, parece muy poco
probable que ésta se produzca por un unico bacilo. Estudios futuros deberan trabajar con una
cohorte mas apropiada que incluya las diversas variables observadas en los entornos de la

transmision de la TB.
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6. Discusion General

En esta discusion global, nos enfocaremos en la aplicacion de la secuenciacion completa del
genoma en la epidemiologia y la comprension de la transmision de la tuberculosis. Cada
capitulo previo ha explorado detenidamente aspectos especificos, y ahora examinaremos
temas clave relacionados con esta tecnologia en el contexto de la TB. También discutiremos
las limitaciones identificadas durante el estudio y destacaremos las perspectivas futuras en la

investigacion de la tuberculosis.

Uso de 1a WGS en el estudio de la tuberculosis

La secuenciacion completa del genoma ha emergido como un recurso esencial en la
investigacion de la tuberculosis. Particularmente, en la Comunidad Valenciana, esta
tecnologia nos ha permitido profundizar en el estudio de la transmision de la enfermedad y

evaluar la diversidad genética entre las cepas de Mycobacterium tuberculosis.

La integracion de datos provenientes de esta herramienta con informacioén sociodemografica
ha enriquecido nuestro entendimiento acerca de las variables y factores de riesgo
relacionados con la propagacion de la enfermedad en nuestra comunidad. Ademas, hemos
empleado la WGS para identificar resistencia a medicamentos. Los datos recopilados en este
estudio nos brindaran la base necesaria para implementar estrategias eficaces en el control y
la prevencion de la tuberculosis, asi como para prevenir el surgimiento de cepas

multidrogoresistentes.

No obstante, a pesar de que la secuenciacion completa del genoma (WGS) estd ganando
importancia en la investigacion y control de la tuberculosis, es esencial reconocer las
limitaciones inherentes a esta técnica. En este contexto, se destacan los siguientes desafios y

restricciones identificados en nuestro estudio:

1. Complejidad en el analisis de datos: El analisis de datos de WGS en la tuberculosis
es intrincado y demanda habilidades y recursos especializados. En nuestro trabajo,
hemos propuesto metodologias para optimizar la utilizacion de estos datos en la

investigacion epidemioldgica y de transmision de la TB.
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2. Limitaciones en el analisis temporal y geografico: A pesar de que la WGS
proporciona informacion valiosa sobre el genoma de Mycobacterium tuberculosis, la
integracion de datos temporales y geograficos puede presentar desafios. La
secuenciacion no siempre permite distinguir entre infecciones que ocurrieron en
diferentes momentos o lugares sin datos adicionales.

3. Limitaciones en la interpretaciéon de los resultados: La interpretacion de los
resultados de analisis gendmicos de tuberculosis puede ser complicada debido a la
complejidad genética de M. tuberculosis, especialmente en variantes genéticas poco
comunes. Ademas, existe una falta de informacion sobre la funcion y la interaccion de

muchos genes y variantes genéticas.

Ademas de las limitaciones previamente mencionadas, es importante destacar una limitacion
adicional de gran relevancia en este estudio: la falta de datos completos sobre variables
epidemiologicas en nuestra base de datos. Esta carencia de informacion integral en los
aislados ha restringido nuestra capacidad para obtener una vision precisa de la epidemiologia
de la tuberculosis en la comunidad. Mejorar la recopilacion de datos de este tipo seria un
avance sustancial y permitiria futuras investigaciones con una base mas so6lida y una

comprension mas profunda de la situacion.

Al reflexionar sobre esta limitacion y considerar la abundancia de datos presentados en este
capitulo y en estudios similares a nivel global, especialmente dado el impacto significativo de
la tuberculosis en la salud publica, se plantea una perspectiva intrigante. Seria pertinente
enfocar esfuerzos en el desarrollo de plataformas digitales interconectadas con los sistemas
de vigilancia. Estas plataformas podrian automatizar la organizacion de datos y facilitar la
comunicacion entre centros de salud, sistemas de vigilancia y laboratorios especializados en
genomica. Este avance permitiria realizar analisis epidemioldgicos de manera agil, ofreciendo
una vision mas rapida y precisa de la situacion. La implementacion de esta iniciativa podria
ser esencial para mejorar la rapidez y eficacia en la respuesta ante desafios de salud publica,
incluyendo eventos como la reciente pandemia de COVID-19. En nuestro grupo de
investigacion, hemos dado pasos en esta direccion al organizar las secuencias genomicas y
los metadatos de nuestros aislados en una tnica base de datos desarrollada como sistema de

gestion, lo que facilita el acceso a la informacion para nuestro equipo.
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En sintesis, la epidemiologia molecular, en particular el analisis de datos de secuenciacion de
genomas completos (WGS), ha demostrado ser una herramienta invaluable en el estudio de la
tuberculosis en la Comunidad Valenciana. Facilita el rastreo de la propagacion de la
enfermedad, la deteccion de brotes y la vigilancia de la resistencia a los medicamentos. A
pesar de ciertas restricciones, el WGS continuara desempenando un papel fundamental en el
control y la prevencion de la tuberculosis. Se impone la necesidad de priorizar la
investigacion y desarrollo de estrategias y metodologias que permitan superar las limitaciones

actuales, maximizando asi el potencial de esta herramienta en el futuro.

Limitaciones y utilidades del catalogo de resistencias a
farmacos de la OMS para tuberculosis

El catalogo de resistencias a farmacos de la OMS destinado a la tuberculosis, es un recurso
invaluable para abordar la TB resistente a medicamentos. Este compendio detalla tanto los
medicamentos de primera como de segunda linea empleados en el tratamiento de la TB, asi

como las mutaciones genéticas asociadas, y no asociadas, con la resistencia a estos fAirmacos.

Dicho catdlogo suministra informacion de gran utilidad tanto para profesionales clinicos
como para programas de salud publica, al facilitar la seleccion de tratamientos mas eficaces y
adecuados para pacientes con TB resistente a medicamentos. Asimismo, desempefia un papel
fundamental en la vigilancia global de la resistencia a medicamentos en la TB. En esta
investigacion, hemos evaluado los niveles uno y dos de este catdlogo con resultados

positivos.

Sin embargo, es imperativo reconocer que este catdlogo no abarca todas las posibles
mutaciones genéticas vinculadas con la resistencia a farmacos en diversas poblaciones;
asimismo muchas de las mutaciones incluidas figuran como “inciertas”, es decir no se
dispone de evidencia suficiente para determinar si estd asociada, o no, con la resistencia a un
antibidtico. Este ejemplo ilustra la mutacion1674481 Ser94Ala del gen inhA. En nuestra
investigacion, se detectd un significativo numero de aislados que portan esta mutacion, los
cuales demostraron resistencia fenotipica a isoniazida. Ademds, en nuestro grupo,
confirmamos la relevancia de esta mutacion mediante analisis de las Concentraciones

Minimas Inhibitorias (CMIs) en estos aislados *’*.

112


https://paperpile.com/c/OLx7NK/ZanL

Es importante sefialar que este catdlogo exhibe una alta sensibilidad y especificidad para
antibidticos de primera linea, como isoniazida y rifampicina. Sin embargo, presenta
limitaciones significativas para las drogas de los grupos A-C, utilizadas en el tratamiento de
tuberculosis resistente a multiples farmacos (RR/MDR/XDR-TB), principalmente debido a la

escasez de datos fenotipicos.

En resumen, el catalogo de resistencias a farmacos de la OMS para la TB es un instrumento
crucial para tratar y controlar la TB resistente a medicamentos, pero con ciertas limitaciones.
Es esencial que esta herramienta continie su desarrollo y actualizacion para reflejar los
avances mas recientes en el ambito de la resistencia a medicamentos, con el fin de optimizar
la eficacia de los programas de control de la TB. Ademads, es fundamental emplear esta
informacion en conjunto con otras herramientas y enfoques clinicos para determinar el

tratamiento mas adecuado para cada paciente.

Uso WGS para la identificacion de transmision en
tuberculosis

La aplicacion de la secuenciacion de genoma completo (WGS) en la identificacion de la
transmision de tuberculosis se ha revelado como una herramienta esencial en la gestion y
prevencion de esta enfermedad. Este enfoque permite identificar patrones genéticos
compartidos entre las bacterias causantes de la tuberculosis, posibilitando el rastreo de

posibles cadenas de transmision.

Una de las principales ventajas de emplear WGS para detectar clusteres de transmision de
tuberculosis radica en su alta resolucion, dado que interroga el 90% del genoma de la
bacteria, esta técnica es capaz de tipificar la bacteria a nivel de sublinaje e identificar entre
links epidemioldgicos recientes o mds antiguos, segun las diferencias genéticas entre los

aislados.

Sin embargo, se presentan desafios significativos al implementar WGS para la identificacion
de transmision en tuberculosis. Uno de ellos es la necesidad de contar con infraestructura y
recursos técnicos adecuados para llevar a cabo la secuenciacion y el andlisis de datos, ademas
de crear bases de datos que combinen informacion gendmica y sociodemografica. Por otro

lado, para estimar la transmision de manera mas precisa, sera necesario superar las
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limitaciones de cultivo, para ampliar el nimero de casos secuenciados. La identificacion de
cadenas de transmision en tiempo real y su seguimiento por parte de los sistemas de salud

publica, es también imprescindible.

Otro desafio radica en la interpretacion de los resultados en el contexto epidemioldgico. A
pesar de que WGS puede revelar patrones genéticos compartidos entre bacterias, esto no
siempre implica una cadena de transmision activa. Existe la posibilidad de que las bacterias

se hayan adquirido de una fuente comun o provengan de un individuo no diagnosticado.

En resumen, el empleo de la secuenciacion de genoma completo para la identificacion de
clisteres de transmision en tuberculosis es una perspectiva prometedora en el control y
prevencion de esta enfermedad. No obstante, su aplicacion con ¢éxito demanda una
infraestructura adecuada, recursos técnicos y experiencia en gendomica y epidemiologia para

una interpretacion efectiva de los resultados.

Identificacion y monitoreo de genotipos endémicos de
tuberculosis en la Comunidad Valenciana.

La adaptacion de los genotipos endémicos de tuberculosis (TB) a la poblaciéon humana puede
estar influenciada por diversos factores, como la genética humana, la geografia, la
demografia, los patrones de migracion y la exposicion a la enfermedad. En algunas regiones,
M. tuberculosis ha evolucionado para ser mas virulento y resistente a los tratamientos *”, lo

que se traduce en mayores tasas de mortalidad y desafios en el control de la enfermedad.

Investigar la coevolucidn entre genotipos endémicos y la poblacion local puede proporcionar
conocimientos fundamentales sobre los mecanismos moleculares y celulares involucrados en
la infeccion por tuberculosis, con implicancias importantes en el disefio eficiente de

estrategias de control de la enfermedad.

En la Comunidad Valenciana hemos identificado posibles genotipos endémicos. Estudios
futuros podrian revelar adaptaciones especificas de la poblacion humana a estos genotipos,
similar a lo observado con patogenos como la malaria y el VIH *"*?”7, La exposicion continua
a ciertos genotipos de tuberculosis puede conducir a la seleccion natural de variantes

genéticas que confieren mayor resistencia o susceptibilidad a la enfermedad.
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Identificacion de pares de transmision donante-receptor:
desafios y recomendaciones

En este estudio, hemos desarrollado una metodologia que combina datos gendmicos y
sociodemograficos para identificar pares de transmision donante-receptor en estudios de base
poblacional de tuberculosis (TB). Sin embargo, es importante resaltar la complejidad de
determinar la direccion de la transmision y la correcta identificacion de estos pares

donante-receptor.

Nuestro estudio ha revelado desafios similares a los encontrados en otras investigaciones que
emplean la WGS para analizar la transmision *7*, destacando la importancia de los datos de
secuenciacion profunda. Hemos identificado variantes genéticas de baja frecuencia que son
cruciales para obtener una estimacion precisa de la diversidad de M. tuberculosis en el
huésped humano. Cabe mencionar que estudiar estas variantes de baja frecuencia plantea
desafios debido a su escasa fiabilidad y a limitaciones técnicas, pero son esenciales para

comprender los mecanismos evolutivos especificos de esta bacteria en el contexto humano.

En resumen, para identificar de manera efectiva los pares de transmision donante-receptor en
la tuberculosis humana, es imperativo considerar conjuntamente datos clinicos,
epidemiologicos y moleculares. Dependiendo exclusivamente de uno de estos aspectos, existe

el riesgo de obtener una representacion incompleta de este fenomeno complejo.

.Cuantos bacilos son necesarios para iniciar una infeccion
natural de tuberculosis? Discusion de las estimaciones y su
importancia para el control de la enfermedad.

La discusion sobre la dosis inicial de bacilos necesaria para iniciar una infeccion natural de
M. tuberculosis plantea cuestiones cruciales. Nuestras estimaciones sugieren que la
probabilidad de que un solo bacilo inicie una infeccion natural es muy baja, y es probable que
se necesiten aproximadamente 42 bacilos fundadores, en linea con investigaciones previas.
La confirmacion de que una carga bacilar tan baja puede generar una infeccion plantea
numerosas interrogantes que han sido previamente exploradas y que, con el uso de

tecnologias avanzadas, pueden arrojar resultados diferentes o validarse.
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Por ejemplo, se ha sugerido que M. tuberculosis es un patégeno altamente especializado
capaz de infectar a los humanos con una carga bacilar extremadamente baja, y nuestras
observaciones respaldan esta idea. Sin embargo, también es plausible argumentar que el
sistema inmunoldgico humano es altamente eficiente en la eliminacion de cargas bacilares de
M. tuberculosis, lo que podria explicar el reducido numero de bacilos fundadores.
Independientemente de nuestras estimaciones sobre el nimero de bacilos capaces de causar
una nueva infeccion, lo cual es de gran relevancia, es esencial cambiar nuestra perspectiva al

abordar el problema de la transmision de la tuberculosis humana.

Debemos considerarla como una dinamica compleja de variables interconectadas en lugar de
un simple fendémeno de causa y efecto. Con el avance de tecnologias emergentes, tenemos la
capacidad de desarrollar algoritmos que puedan tener en cuenta el gran numero de variables
involucradas en la transmision de esta enfermedad >, Al comprender mejor esta dindmica,
podriamos incluso anticipar su comportamiento y disefiar estrategias mas efectivas para

prevenir y controlar su propagacion.
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7. Conclusiones

e La transmision de la TB en la Comunidad Valenciana esta asociada a la edad, es
mayor entre individuo de sexo masculino, con tincion de esputo positiva y cuando la
localizacion de la enfermedad es pulmonar. Notablemente, existe una asociacion con
la condicion de haber nacido en Espafia; es decir en nuestro entorno la mayor
transmision ocurre entre poblacion local.

e Los factores de riesgo identificados para la transmision de la TB en esta region son el
alcoholismo y la privacion de libertad.

e [a WGS supera en eficacia a los estudios de contactos tradicionales en la deteccion de
transmision en la Comunidad Valenciana, aunque ambas aproximaciones resultan
complementarias.

e Los andlisis de sensibilidad y especificidad de la WGS para la deteccion de
resistencias utilizando el catdlogo de la OMS, considerando sus dos niveles
principales, respaldan la fiabilidad de esta herramienta para drogas como isoniazida y
rifampicina, en la Comunidad Valenciana.

e La informacion adicional obtenida para la mutacion 1674481 Ser94Ala del gen inhA,
sugiere que la misma deberia ser reclasificada como ‘“asociada a resistencia” en la
nueva version del catdlogo de la OMS.

e La identificacion de genotipos endémicos implica el desarrollo de nuevas estrategias y
metodologias, en esta tesis hemos propuesto una de ellas identificando probables
genotipos endémicos de M. tuberculosis en la Comunidad Valenciana. Estos genotipos
estarian asociados a transmision de la poblacion local, probablemente una transmision
sostenida en el tiempo, siendo potencialmente responsables del mantenimiento de la

incidencia de TB en nuestro entorno.

e La identificacion y seleccion correcta de pares de transmision donante-receptor en TB
humana es posible mediante la complementacién de datos epidemioldgicos cldsicos y

genodmicos.

e Nuestros resultados muestran la importancia del empleo de la secuenciacion profunda
para la deteccion de SNPs a baja frecuencia para los estudios de la diversidad genética

en M. tuberculosis.
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e Nuestros resultados sugieren que es poco probable que las infecciones naturales de
tuberculosis sean causadas por un unico bacilo de M. tuberculosis. En cambio, nuestra

estimacion sugiere que pocos bacilos serian suficientes para iniciar una infeccion

natural activa de TB en humanos.
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Abreviaturas

TB tuberculosis

OMS organizacion mundial de la salud

WGS Whole Genome Sequencing (Secuenciacion del genoma completo)
DNA Deoxyribonucleic acid (Acido desoxirribonucleico)

MTBC Mycobacterium tuberculosis complex (Complejo Mycobacterium tuberculosis)
VIH virus de la inmunodeficiencia humana

PPL personas privadas de su libertad

SNP single Nucleotide Polymorphism (Polimorfismo de un solo nucleo6tido)
fSNP fixed SNP (Polimorfismo de un solo nucleotido, fijado)

vSNP variable SNP (Polimorfismo de un solo nucleétido, variable)

SM estreptomicina

INH isoniazida

RIF rifampicina

EMB etambutol

PZA pirazinamida

KM kanamicina

AM amikacina

CM capreomicina

OFX ofloxacino

LFX levofloxacino

ETO etionamida

LZD linezolid

PAS 4cido p-amino salicilico

DST (Drug susceptibility testing) test de susceptibilidad a farmacos

RR rifampicina resistente

MDR multidrogoresistente

XDR extremodrogorresistente

MTB anc common ancestor of MTBC (ancestro comun del complejo Mycobacterium tuberculosis)
PDU parenteral drug user (usuario de drogas por via parenteral)

SI Serial interval (intervalo serial)

MLE (maximum likelihood estimation) maxima verosimilitud

NTM Nontuberculous mycobacteria
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Suplementario

total de casos # Tincion de esputo. Datos desconocidos en 97 individuos

de tuberculosis L, . e
b Localizacién. Datos desconocidos en 3 individuos

1727
cultivo-positivo

@ ¢ Alcoholismo. Datos desconocidos en 146 individuos
4 PDU parenteral drug user (usuario de drogas por via parenteral).
Datos desconocidos en 137 individuos

¢ PPL Persona privada de su libertad. Datos desconocidos en 43
con informacién

epidemiolégica individuos

fDiabetes. Datos desconocidos en 41 individuos

g VIH virus de inmunodeficiencia humana. Datos desconocidos en 170
individuos

h Exclusion Social. Datos desconocidos en 85 individuos

i Trabajador Sanitario. Datos desconocidos en 20 individuos

T Retraso Diagnéstico. Datos desconocidos en 161 individuos
-
@ T - ¥ Neoplasia. Datos desconocidos en 68 individuos
secuenciacién Paciente ambulatorio. Datos desconocidos en 29 individuos
de genoma ™ Hospitalizacion. Datos desconocidos en 7 individuos

completo ) ) ) o
" Asilo de ancianos. Datos desconocidos en 27 individuos

Figura suplementaria 3.0. Diagrama de inclusion y exclusion de casos de tuberculosis en la Comunidad Valenciana entre 2014 y 2018. De 2206 casos
registrados (gris), 1727 fueron cultivo-positivos (beige), 1279 secuenciados (azul) y 1191 contaron con datos epidemiologicos (amarillo). Los superindices

A-N indican datos faltantes por variable dentro de las 1191 muestras.
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Tabla 3.10. Genes y fAirmacos incluidos en la prediccion de resistencias del catalogo de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)

Gen / Indice Genémico Sentido In1c10. (,le In1c10, de  Final .(}e Longitud Antibiotico Nivel OMS
la region codon  la region (pb)
Primera linea
katG (corriente arriba incluye todo furA) R 2156652 2156111 2153889 2764  Isoniazida 1
ahpC F 2726053 2726193 2726780 728 Isoniazida 1
inhA (corriente arriba incluye todo fabG1) F 1673336 1674202 1675011 1676  Isoniazida, Etionamida 1
mshA F 574670 575348 576790 2121  Isoniazida, Etionamida 2
ndh R 2103147 2103042 2101651 1497  Isoniazida, Etionamida 2
. . . 1 (Estreptomicina); 2
RvI258¢ R 1407407 1407340 1406081 1327  somiazida, Pirazinamida, (Isoniazli)da, )
Estreptomicina o .
Pirazinamida)
Rv2752¢ R 3066221 3066191 3064515 1707  Isoniazida, Rifampicina 2
5:;7; 2 (promotor cortiente arriba de R 3067184 3067125 60  Isoniazida, Rifampicina 2
rpoB-rpoC F 759420 759807 767320 7901  Rifampicina 1 (rpoB); 2 (rpoC)
rpoA R 3879052 3878507 3877464 1589  Rifampicina 2
pncA R 2289301 2289241 2288681 621 Pirazinamida 1
panD (promotor corriente arriba de R 4046239 4046119 121  Pirazinamida |
Rv3603c)
panD R 4044281 4043862 420 Pirazinamida 1
clpCl R 4040819 4040704 4038158 2662  Pirazinamida 1
PPE35 R 2170743 2170612 2167649 3095  Pirazinamida 2
Rv3236¢ R 3613663 3613116 3611959 1705  Pirazinamida 2
embC-embB (corriente arriba de Rv3789) F 4235250 4235373 124 Etambutol 1
embC-embB (corriente arriba de dprE1) F 4235718 4235778 61 Etambutol 1
ZZ/II’)C -embB (corriente arriba incluye todo F 4237932 4239863 4249810 11879  Etambutol 1
embR R 1417624 1417347 1416181 1444  Etambutol 2
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ubiA R 4269839 4269833 4268925 915 Etambutol 2

rpsL F 781300 781560 781934 635 Estreptomicina 1

gid R 4408322 4408202 4407528 795 Estreptomicina 1

Gen / Indice Genémico Sentido IIIICIO. (,ie Imcm, de  Final .(?e Longitud Antibiotico Nivel OMS

la region codon  la region (pb)

Segunda linea

gyrB-gyrd F 5069 5240 9818 4yso  oxifloxacino, 1
Levofloxacino

cesA F 619691 619891 620865 1175  Amikacina, Capreomicina 2

fprd F 3473843 3474007 3475377 1535  Amikacina, Capreomicina 2

aftB R 4268974 4268836 4266953 2022  Amikacina, Capreomicina 2

eis R 2715394 2715332 2714124 1271  Amikacina, Kanamicina 1
Amikacina,

rrs F 1471520 1471846 1473382 1863  Estreptomicina, 1
Capreomicina, Kanamicina
Amikacina,

whiB6 R 4338714 4338521 4338171 544 Estreptomicina, 2
Capreomicina
Amikacina,

whiB7 R 3569092 3568679 3568401 692 Estreptomicina, 1
Kanamicina

tlyA F 1917695 1917940 1918746 1052  Capreomicina 1

atpE F 1460985 1461045 1461290 306 Bedaquilina 1

pepQ R 2860478 2860418 2859300 1179  Bedaquilina, Clofazimina 1

RvI1979c R 2223643 2223164 2221719 1925  Bedaquilina, Clofazimina 2

mmpL3-Rv0678 (incluida toda la region R&F 775586 779487 3902  Bedaquilina, Clofazimina 1

intergénica)

ddn F 3986682 3986844 3987299 618 Delamanida 1
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fbiA-fbiB

fbiC

Rv2983

Jedl

Rv3083

ethA-ethR (incluida toda la region
intergénica)

rplC

rrl

=
M T & ™M™= ™

Para Linezolid: 77/ mas region intergénica
rrs-rrl mas promotor del operon que esta
corriente arriba de rrs, pero no de r7s en si
mismo

3640385
1302795
3339058
490723

3448444

4326004

800297
1473383

3640543
1302931
3339118
490783

3448504

800809
1473658

3642881
1305501
3339762
491793

3449991

4328199

801462
1476795

2497
2707
705
1071
1548

2196

1166
3413

Delamanida
Delamanida
Delamanida
Delamanida
Etionamida

Etionamida

Linezolida
Linezolida

Linezolida

N = = = =

1 (ethA); 2 (ethR)

Adaptado de la tabla original de genes y regiones de prediccion de resistencia empleada por la OMS '
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Tabla 3.11. Comparacién del porcentaje de valores de concordancia para la prediccion de farmacorresistencia obtenidos por WGS en este y otros

estudios.
Estudio actual, . .
2022 Zenteno et al, 2018  Walker et al, 2015 Coll et al, 2018 Shea et al, 2017 Cryptic Consortium,
Farmaco Valencia México Inglaterra Global New York 2018
(n = 1279) (n=281) (n=1701) (n = 6465) (n=608) (n =10,209)
Sen Esp Sen Esp Sen Esp Sen Esp Sen Esp Sen Esp
Isoniazida 96 100 84 100 85 98 90 97 87 99 97 99
Rifampicina 69 100 96 94 92 99 93 98 100 97 97 99
Etambutol 50 99 71 90 82 95 90 92 79 99 94 94
Pirazinamida 51 100 75 90 24 100 65 92 86 98 91 96

Sen = Sensibilidad (%). Esp = Especificidad (%).
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Tabla 3.12. Panel de tablas tetracoricas para el calculo de sensibilidad y especificidad de

INH

Resistente
WGS
Sensible

RIF

Resistente
WGS
Sensible

EMB

Resistente
WGS
Sensible

PZA

Resistente
WGS
Sensible

resistencia a farmacos

DST
Resistente Sensible
65 3 68 Sensibilidad 0.96
3 1097 1100 Especificidad 1.00
68 1100 1168
DST
Resistente Sensible
20 0 20 Sensibilidad 0.69
9 1141 1150 Especificidad 1.00
29 1141 1170
DST
Resistente Sensible
10 6 16 Sensibilidad 0.50
10 1136 1146 Especificidad 0.99
20 1142 1162
DST
Resistente Sensible
19 1 20 Sensibilidad 0.51
18 1117 1135 Especificidad 1.00
37 1118 1155

* Abreviaturas: DST, prueba de susceptibilidad a los medicamentos; WGS (Whole genome

sequencing): secuenciacion del genoma.
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Tabla 4.3. Resultados individuales del test de Mantel de los 75 genotipos

Genotipo T p Genotipo I p Genotipo I p Genotipo I p
1 -0.280 0.914 21 -0.527 0.892 41 0.045 0.405 61 0.060 0.196
2 -0.010 0.508 22 - - 42 -0.014 0.474 62 0.051 0.227
3 -0.083 0.702 23 - - 43 0.237 0.350 63 0.006 0.427
4 0.200 0.250 24 -0.371 0.708 44 - - 64 -0.190 0.926
5 -0.031 0.618 25 -0.096 0.718 45 - - 65 -0.011 0.560
6 0.188 0.206 26 -0.063 0.611 46 0.500 0.500 66 0.771 0.250
7 -0.133 0.894 27 - - 47 0.239 0.200 67 - -
8 -1.000 1.000 28 0.133 0.211 48 0.917 0.050 68 - -
9 -0.206 0.813 29 0.062 0.383 49 0.053 0.144 69 0.500 0.500
10 -0.029 0.547 30 0.000 0.667 50 0.258 0.200 70 -0.039 0.488
11 -0.013 0.583 31 -0.426 0.800 51 -0.064 0.941 71 - -
12 -0.097 0.881 32 - - 52 -0.127 0.957 72 -1.000 1.000
13 -0.124 0.819 33 - - 53 0.140 0.240 73 0.331 0.118
14 -0.025 0.542 34 -0.582 1.000 54 0.324 0.333 74 0.004 0.410
15 -0.112 0.785 35 - - 55 0.394 0.250 75 - -
16 - - 36 - - 56 -0.085 0.847
17 - - 37 - - 57 - -
18 - - 38 0.314 0.417 58 0.019 0.409
19 - - 39 - - 59 0.105 0.203
20 - - 40 -0.101 0.667 60 0.105 0.192

r,,: Coeficiente de correlacion de Mantel; p: Valor p asociado con la correlacion ; “-”No se pudo realizar la prueba debido a menos de 3 aislados por genotipo.
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Tabla 5.1. Variables sociodemograficas y gendmicas de los 21 pares de transmision donante-recepto

1/08/2017
23/10/2017
1/06/2015
30/12/2016
10/05/2015
NA
4/11/2015
4/01/2016
1/04/2016
410972017
9/04/2015
2/11/2015
7/03/2016
18/04/2016
28/04/2017
5/06/2017
22/05/2014
31/10/2014
3/04/2018
NA
9/11/2015
10/02/2016
14/01/2014
10/03/2014
15/03/2016
8/03/2017
8/09/2016
14/01/2018
711072013
12/05/2014
1/05/2014
11/09/2014
10/04/2014
20/01/2015
17/01/2014
28/04/2016
24/12/2014
20/01/2015
26/04/2013
9/05/2015
10/07/2015
1/08/2015

83

578

NA

61

521

207

42

38

162

NA

93

55

358

493

217

133

285

832

27

743

22

Bottleneck size
Aprox

31

29

33

a7

18

92

39

27

20

13

100

12

14

36

38

40

64

39

49

13

23

Exact Donor

32

28

38

63

16

98

40

32

21

13

130

13

14

43

43

45

76

44

49

14

24

32

16

24

15

28

1

22

18

17

39

8

21

46

35

38

19

18

%

0,25

0,03

0,26

0,15

0,24

0,28

0,18

0,31

0,09

0,25

0,28

0,19

0,30

017

0,14

0,06

0,04

0,22

0,70

Shared and unique SNPs

Recipient
14

406
4
16
32
6
36
10
17
18
17
13
21
52
12
37
38

92

37

%

0,11

0,81

0,04

0,16

0,27

0,15

0,18

0,14

0,20

0,16

0,13

0,28

0,10

0,34

0,29

049

0,32

0,09

0,07

Share

82

82

65

69

58

T

62
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Figura suplementaria 5.1. SNPs compartidos y unicos en los 21 pares de transmision (0.02-0.98) Calculamos la correlacion entre los SNPs de los pares.

(Correlacion de Spearman, intervalo 0.66-0.89, valor p=1.2 e-05 a 2.2 e-16).
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Anexo uno: Modelo de regresion logistica

Evaluacion y Resultados del Modelo de Regresion Logistica

[1] "Tabla de Comparacién de Predicciones y Valores Reales"
ajuste.train.pred
B Surv 1 Surv

No 70 24

Yes 28 61
[1] "Curva ROC y Area bajo la Curva (AUC) para el Modelo de Regresién Logistica"
Setting levels: control = Mo, case = Yes
Setting direction: controls < cases
Area under the curve: 0.7168

1.0

0.8

Sensitivity
0.6

0.4

0.2

I ] I
1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5

Specificity

Evaluacion de Modelos de Regresion Logistica: Prueba Hosmer-Lemeshow

y Validacion Cruzada

[1] "Prueba de bondad de ajuste de Hosmer-Lemeshow para el Modelo de Regresién Logistica"
Hosmer and Lemeshow goodness of fit (GOF) test

data: trainiSinCluster_18, fitted(Reg_Model3)
%-squared = 13.083, df = 8, p-value = 0.109

[1] "Resultados de la Validacién Cruzada para el Modelo de Regresién Logistica (cv.Modelo3)"
[1] ©.2208100 ©.2208837
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Analisis y Resumen del Modelo de Regresion Logistica (Reg Model3)

[1] "Resumen del Modelo de Regresidn Logistica (Reg Model3)"

Call:

glm(formula = inCluster_10 ~ N°.Edad + Sexo + Extranjero + Tincién +
Localizacién + Alcoholismo + Prisiones + Sexo:Localizacién +
Tincion:Localizacion + Extranjero:Alcoholismo + Sexo:Prisiones +
Extranjero:Prisiones + Alcoholismo:Prisiones + Extranjero:Alcoholismo:Prisiones,
family = binomial(link = logit), data = traini)

Deviance Residuals:
Min 10 Median 3Q Max
-2.1187 -0.9928 -0.4935 1.0050 2.3065

Coefficients:

Estimate Std. Error z value Pr(=|z|)
(Intercept) 1.359510 0.400304 3.396 0.000683 ***
N°.Edad -0.033747 0.004766 -7.081 1.43e-12 ***
SexoMUJER 0.501118 0.3598540 1.257 0.208622
Extranjerosi -1.415841 B.209763 -6.750 1.48e-11 *==
TincidnPositivo -0.002536 0.457138 -1.318 0.187483
LocalizacidnPulmonar 0.790659 0.328373 2.408 0.016049 *
Alcoholismosi 0.365680 0.267581 1.367 0.171747
Prisionessi 0.165992 0.562059 0.295 0.767743
SexoMUJER:LocalizacionPulmonar -0.733907 0.438677 -1.673 0.894327 .
TincidonPositivo:LocalizacidnPulmonar @.558835 ©.494305 1.131 0.25824%
ExtranjeroSi:Alcoholismosi .179878 0.421830 0.426 0.669800
SexoMUJER:PrisionesSi -2.092828 1.448007 -1.445 0.148371
Extranjerosi:Prisionessi 2.391160  1.260967 1.896 ©.057922 .
AlcoholismoSi:Prisionessi 1.282995  1.213844  1.057 0.290526
ExtranjeroSi:AlcoholismoSi:PrisionesSi -4.589442  1,903518 -2.411 0.015987 *

Signif. codes: @ “#***’ p.@g@1 “*** 9,01 “** 9.05 *.” 0.1 * " 1
(Dispersion parameter for binomial family taken to be 1)

Null deviance: 1839.53 on 749 degrees of freedom
Residual deviance: 915.63 on 735 degrees of freedom

AIC: 945.63

Number of Fisher Scoring iterations: 4
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