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Introduccion

La incidencia de tuberculosis en la ciudad de Sevilla presentd
una tendencia ascendente en el periodo 2010-2013, con tasas en
elano 2013 casi el doble que el conjunto de Andalucia. Se realizd
un andlisis epidemiolégico que mostraba una situacion similar
a la de otras ciudades europeas en cuanto a la acumulacién de
factores de riesgo y fragmentacion en la asistencia sanitaria, con
elevada variabilidad asistencial y dificultades en la coordinacion
con otras instituciones sociales, penitenciarias o de drogodepen-
dencias'?. Esto motivo la puesta en marcha de un proyecto de
control de la enfermedad con el objetivo de canalizar todas las a
intervenciones en este campo, mejorar la calidad de la asistencia
y los resultados del programa en la ciudad. Se constituyd una
comision de coordinacion multidisciplinar e interniveles (CCTB-
Se) en la que participan todos los servicios implicados de los
Hospitales Virgen del Rocio, Virgen Macarena y de los Distritos de
Atencion Primaria correspondientes (Unidades de Enfermedades
Infecciosas, Microbiologfa y Medicina Preventiva, Neumologia 'y
Cirugia Tordcica, Atencion Primaria de las zonas mas afectadas y
Unidad de Gestion de Salud Publica).

Objetivo

Analizar la evoluciéon de la tuberculosis en la ciudad de Sevillaen
el periodo 2010-2017y el posible impacto de las medidas adoptadas.

Metodologia

Para el andlisis de los datos se ha utilizado la base de datos
del proyecto que incluye la informacion recogida en el Sistema
de Vigilancia Epidemioldgica de Andalucia (SVEA), completada
con los datos microbioldgicos y de la historia clinica digital. Se
elaboraron indicadores de seguimiento y de cumplimentacién
de datos para el control de calidad, basados en los definidos por
el Ministerio de Sanidad. Se han realizado comparaciones entre
los indicadores obtenidos para el periodo 2010-13 y 2014-17.

Tras la puesta en marcha de la comision de coordinacion se
pusieron en marcha las siguientes lineas de trabajo:

— Elaboracion de protocolos consensuados de coordinacion
asistencial y comunicacién de incidencias (declaracion de
casos, derivacion de pacientes a unidades clinicas, analisis de
retrasos diagndsticos, pautas de tratamiento y seguimiento,
etc.). Revision conjunta de casos de especial complejidad y
consenso sobre criterios asistenciales y preventivos.

— Refuerzo del sistema de vigilancia: busqueda activa de
casos, sistematizacion de la recogida de datos, realiza-
cién de informes periédicos y retroalimentacion a los
profesionales.

— Acuerdos de colaboracion con las instituciones del entorno
como Ayuntamiento, servicios sociales, ONGs, centros de
acogida de personas sin hogar y de drogodependencias,
centros penitenciarios, etc.
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— Incorporacién de la funcién de enfermeria de salud publica
en el programa con actuaciones especificas como: elabora-
cién de planes de adherencia al tratamiento, coordinacion
con enfermeras gestoras de casos y de familia en los centros
de salud, estandarizacién de prueba tuberculinay controles
de calidad, coordinacién de recursos socio-sanitarios (segui-
miento activo y estudio de contactos).

— Seinici¢ el andlisis genotipico® sistemético de todos los ais-
lados de M. tuberculosis, estudiando de forma retrospectiva
los aislamientos de los afos 2105, 2016y prospectivamente
2017Y 2018 para identificar las cepas circulantes, su linaje*
y permitir el disefio de un panel de VNRT-MIRUS abreviado
de aplicacion rapida y preliminar de la identificacion clonal.

Resultados

Entre los aflos 2010 y 2013 se produjo un aumento de la
incidencia de tuberculosis en Sevilla, pasando de 15,2 a 19,2 ca-
sos por 100.000 habitantes, a diferencia de la tendencia general
descendente en Andalucia y Espafna. A partir del aho 2014 se
ha producido un descenso paulatino de la incidencia en Sevilla
hasta unas tasas de 10,9 en 2017, méas préximas a las de nuestro
entorno (Figura 1). La incidencia media se redujo en un 20,7%
entre ambos periodos, siendo mayor la reduccién en los casos
baciliferos (33%) y en los casos infantiles (26,7%). El descenso se
ha producido en todas las zonas de la ciudad, aunque se mantie-
ne una incidencia elevada en las zonas con mayor vulnerabilidad
social con tasas por encima de 50 casos por 100.000 habitantes.
La proporcién de casos en personas nacidas fuera de Espafa se
ha mantenido constante en torno al 20%.

Se consiguié aumentar los casos con estudio de contactos
realizado de forma sistematizada del 75% hasta mas el 95% de
los casos pulmonares y al 99% en los baciliferos. De igual forma
se ha conseguido aumentar el porcentaje de pacientes que
finalizan el tratamiento de forma correcta hasta el 96% en los
casos diagnosticados en 2016.

Se han estudiado més de 300 cepas de M. tuberculosis aisladas
desde el afio 2015. Con el empleo de las técnicas moleculares
para el genotipado y linaje se han caracterizado las cepas obte-
niendose un registro de las cepas circulantes. Del mismo modo se
ha disefado un panel de 6 VNRT-MIRUS abreviado de aplicacion
rapiday preliminar que permite la identificacion precoz de brotes
y agrupaciones de casos que podrian pasar inadvertidos en la
primera fase del estudio epidemioldgico.

Mesa: Microbiologia

Figura 1. Tasa de incidencia de tuberculosis en Sevilla
(2003-2017).
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Conclusiones

El programa de tuberculosis de la ciudad de Sevilla estd
consiguiendo resultados positivos mediante el modelo de
coordinacion interniveles (CCTBSe), tanto en los indicadores
asistenciales como preventivos. Las medidas adoptadas han
conseguido optimizar los recursos, principalmente adaptando
de los ya existentes. Es necesario profundizar en las lineas de
trabajo, manteniendo las actuaciones en las zonas mas afec-
tadas, mediante la intervencion precoz y la coordinacion en el
seguimiento de los casos y estudios de contactos.
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La tuberculosis (TB) continta siendo uno de los mayores
problemas de salud publica. Segun la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS), en 2017 hubo en el mundo 10 millones de
casos nuevos de TB activa y 1,6 millones fallecieron por esta
enfermedad'. Ademds se estimo que, en ese afo, 558.000 per-
sonas tuvieron una TB resistente a la rifampicina y que el 82% de
ellas desarrollaron una tuberculosis multirresistente (TB-MDR). El
retraso diagnostico, tanto el de enfermedad como el de la TB-
MDR, es uno de los mayores obstaculos para su control a nivel
mundial'. La TB extrapulmonar representé el 15% de los casos
notificados, siendo su frecuencia notablemente mayor en las
personas con inmunodeficiencia’.

El diagnostico microbiolégico de la TB se ha basado en la
microscopia directa de la muestra (tinciones de Ziehl-Neelsen
y/0 Auramina-Rodamina) y en el cultivo. Aunque la método mas
rapido, sencillo y econdmico disponible es la baciloscopia, esta
tiene poca sensibilidad y fundamentalmente en las muestras no
respiratorias®. Por otro lado, el cultivo de micobacterias, continta
siendo el método de referencia por su buena sensibilidad y
permitir diversos estudios posteriores de sensibilidad y epide-
miologfa, pero no deja de ser un método excesivamente lento
que conlleva un importante retraso diagnéstico®*. Por ello se han
desarrollado nuevos métodos moleculares para el diagndstico de
laTB a partir de las muestras clinicas y muy especialmente la PCR
en tiempo real, donde la amplificacion y deteccion del producto
se realiza de forma simultanea, utilizando sondas marcadas con
moléculas fluorescentes®. Uno de estos métodos es el sistema
integrado Xpert® MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, California, EE UU)
que ha supuesto un enorme avance en este terreno. Este sistema
permite detectar DNA de Mycobacterium tuberculosis complex
(MTUBCQ) y las mutaciones en el gen rpoB mas frecuentemente
relacionadas con la resistencia a la rifampicina, en las muestras
clinicas, de forma muy rapida (2 horas) y con una gran sensibi-
lidad y especificidad. El Xpert® MTB/RIF realiza la extraccion del

DNA, amplificacion e hibridacién de forma automatica en un
solo cartucho de forma automatica y sin apenas manipulacién,
evitando las posibles contaminaciones cruzadas. Este sistema
molecular, aprobado porla OMS en 2010° ha demostrado ser una
herramienta Util para la deteccion de la tuberculosis pulmonar’®,
Sin embargo, su sensibilidad para las muestras extrapulmonares
sigue siendo un desafio debido a su baja carga bacilar’.

El nuevo Xpert® MTB/RIF Ultra de ultima generacion recien-
temente desarrollado (GX-Ultra; Cepheid) pretende superar las
limitaciones de su predecesor al aumentar la sensibilidad para
la deteccion del DNA de MTUBC cuando hay pocos bacilos en
la muestra clinica'®. Este nuevo sistema de PCR en tiempo real
difiere de su predecesor en varios aspectos: la cdmara de reac-
cion de PCR es mas grande con una capacidad total de 50 pl en
lugardelos 25 pl en el cartucho anterior, laincorporacion de dos
dianas multicopias méas de DNA (secuencias de inserciéon 1S1081
e 156110) y la optimizacion de los pardmetros de la PCR y ciclos
térmicos. Los resultados se proporcionan automaticamente en
77 minutos si el material genético es amplificado o en 66 minu-
tos si no lo hace. Los resultados semicuantitativos de sistema,
clasifica la deteccién de DNA de MTUBC en Alto, Medio, Bajo,
Muy bajo, y una nueva categoria denominada Trazas (“Trace’), y
clasifica laresistencia a la rifampicina en Detectada, No detectada
o Indeterminada.

El objetivo del presente estudio fue analizar la efectividad
de Xpert MTB / RIF Ultra (GX-Ultra) para la deteccion del DNA
de MTUBC en 108 muestras extrapulmonares con baciloscopia
negativa que fueron positivas para el cultivo de MTUBC. Ademas,
se analizaron 40 muestras de cultivo extrapulmonar negativo y
20 muestras con micobacterias no tuberculosas para evaluar
la especificidad de este nuevo sistema. Todas las muestras se
recolectaron entre mayo de 1999 y mayo de 2017. El GX-Ultra
detectd el DNA de MTUBC en 82 muestras extrapulmonares que
fueron positivas para el cultivo de MTUBC (sensibilidad del 75,9%;
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IC del 95% de 66,6-83,4%). Sin embargo, el GX-Ultra fue negativo
en todas las muestras clinicas que tuvieron cultivo negativo de
MTUBC y en las que crecieron micobacterias no tuberculosas
(100% de especificidad). Ademas, dos muestras (1,8%) presenta-
ron mutaciones relacionadas con la resistencia a la rifampicina. La
mayor sensibilidad se obtuvo en muestras de ganglios linfaticos
(94,1%) y liquidos no estériles (93,7%), seqguidos de muestras de
tejido (86,6%), material de heces (80%), aspirados de abscesos
(64,7%) y liquidos estériles (60,5%). Los liquidos pleurales, una de
las muestras de menor rendimiento en la deteccion de DNA de
MTUBC, fueron GX-Ultra positivos en 10 de los 21 casos (47,6%).
En resumen, el GX-Ultra mostré una excelente especificidad y alta
sensibilidad en las muestras paubacilares, lo que la convierte en
una herramienta Util para el diagnostico rdpido de la tuberculosis
extrapulmonar.
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La epidemiologia molecular de la tuberculosis ha jugado en
el pasado un papel importante para poder entender diferentes
aspectos de la enfermedad (Kato-Maeda et al. 2011). Al principio
de los noventa reveld que la transmision reciente jugaba un

papel muy importante en la incidencia de la enfermedad (Small
et al. 1994). Mas tarde el uso del genotipado identifico cepas
multidrogorresistentes transmitiéndose en diferentes partes
del mundo (Borrell and Gagneux 2009). En general, el uso de
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diferentes marcadores moleculares han estimado el alcance de
la transmision reciente e identificado grupos y factores de riesgo
asociados a transmision.

Sin embargo, un aspecto comun a los diferentes marcadores
utilizados (RFLP y/o MIRU-VNTR) es que identificaban un gran
numero de casos de transmision reciente que no tenian ningun
vinculo epidemioldgico (Comas and Gardy 2018). Esta incon-
gruencia entre la epidemiologfa de contactos y la molecular es
uno de los factores que ha llevado a que en un gran nimero de
paises no se considere coste-efectivo hacer una vigilancia po-
blacional con técnicas moleculares. A este bajo coste efectividad
también han contribuido otros factores importantes como el
hecho de que la epidemiologia molecular no se ha podido usar
todavia como una herramienta de intervencién en tiempo real
o en tiempo suficiente. Debido a que depende de un cultivo
positivo, siempre se necesita minimo entre cuatro y seis semanas
para tener un resultado que pueda obtenerse y compararse.
Como resultado el impacto de la epidemiologfa molecularen la
investigacion epidemiolégica en marcha es siempre bajo.

Sin embargo estas limitaciones estdn cambiando con el uso
del genoma completo como marcador epidemioldgico (Comas
2017). Adiferencia de marcadores anteriores, en este caso se usa
casi el 100% de las 4,44 millones de bases del genoma de la bac-
teria. Esto hace que el nivel de resoluciéon que tiene el genoma
como marcador sea mucho mayor del que tenian el RFLP vy el
MIRU-VNTR. Por ejemplo, con el uso del genoma se ha demos-
trado que parte de las incongruencias entre la epidemiologia de
contactos y la molecular se debian a que el MIRU-VNTR sobre-
estima el porcentaje de transmision (Comas and Gardy 2018).

En comparacion los genomas muestran una mayor con-
gruencia con las investigaciones epidemiolégicas. También muy
importante, nos permiten estimar mucho mejor el porcentaje de
transmision aligual que delimitar los grupos de transmision. En la
Comunidad Valenciana se esta aplicando secuenciacion gendmica
a todos los aislados de los Ultimos afos. Actualmente vamos por
el cuarto ano de proyecto pero ya tenemos datos sobre algunos
de los aspectos relevantes de la transmision de la enfermedad. Por
ejemplo usando un maximo de cinco mutaciones de distancia el
porcentaje de transmision reciente es de alrededor de un 30%,
aumentando a un 35%en el caso de doce mutaciones de distancia.
De ese 30% alrededor de un 15% habia sido identificado como
contacto por la Direccién General de Salud Publica. Este dato
indica que existe por una parte una contribucion importante de
la transmision al nimero de casos que de tuberculosis que vemos
todos los afos en la Comunidad Valenciana.

La estrecha colaboraciéon entre la Unidad de Gendmica
de FISABIO/IBV-CSIC y Salud Publica de Castellén nos permite

mostrar las ventajas y los retos que tiene la integracion de la
informacion gendmica en diferentes escenarios de investigacion
epidemioldgica. En dos Departamentos de Salud de Castellon
(480.000 h) hemos intentado aplicar los resultados de genémica
en laVigilancia Epidemioldgica local. Presentamos aqui tres ejem-
plos: (a) El primer ejemplo es de ‘confirmacion retrospectiva de
un brote conocido’ Ocurrié en una residencia de ancianos donde
hubo 4 casos de TB; aqui la concordancia entre epidemiologia
convencional y gendmica fue evidente. (b) El segundo ejemplo
es de ‘exclusion durante un brote, prospectivo. Ocurrié en un
colegio privado que acogfa alumnos de 3 a 17 afos (> 1400
alumnos) donde en dos meses se diagnosticaron 4 contagios:
2 casos de TBy 2 conversiones tuberculinicas, en un aula de in-
fantil-3 afos con 20 alumnos. A los tres meses fue diagnosticado
un nuevo caso de TB, un alumno del grupo de los mas mayores
(17 afos) que —atencidn- no tenfa ninguna vinculacion directa
con los nifos pequenos. La tension epidémica en el colectivo
era notable, y se planted serio problema de epidemiologia de
campo. El andlisis de gendmica desvinculd este Ultimo caso
del brote en el aula de infantil y lo asocié con otro cluster de 5
casos entre adultos de la ciudad. (c) El tercer ejemplo es de lo
que podemos llamar‘ampliacion plausible de un brote y alerta.
Ocurri¢ entre la poblacién de personas sin techo extranjera que
malvive en los asentamientos periurbanos y albergues sociales
de la ciudad. De inicio habfa 2 casos con vinculo bien establecido
por la epidemiologia convencional; a ellos la gendmica vino a
sumarles 2 mas, que presentaban un perfil sociodemogréfico
muy similar. Estos 4 casos alcanzaron la cifra de 7 ingresos por
TB contando episodios iniciales y recaidas. Cabe subrayar la
dificultad para trazar la cadena de transmisién mas que posible
en esta poblacion.

Finalmente, en este contexto, hay que contemplar también
los aspectos éticos y de confidencialidad en la investigacion de
cadenas de transmision.
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