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Cuando se nos propuso participar en estas Jornadas de
tuberculosis (TB), todavia estdbamos recuperdndonos tras el
impacto que la pandemia que la COVID-19 habfa ocasionado a
los servicios de Epidemiologia, Microbiologfa Clinica y Gendémica
(SeqgCovid), entre otros. Ahora bien, ello no significaba que no
hubiera nada que aportar en este momento, en noviembre de
2023, que serd cuando lean esto. La tuberculosis sigue ahi.Y
aqui estamos, de nuevo, enfrentandonos a los problemas
que sélo estaban parcial y pasajeramente arrumbados. En este
texto intentaremos resumir algunas ideas y propuestas
entresacadas de la experiencia acumulada durante |la
colaboracion del Grupo Interdepartamental de Tuberculosis de
Castellon con la Unidad de Gendmica de la Tuberculosis y el Instituto
de Biomedicina de Valencia (IBV-CSIC). No abordaremos aqui el
andlisis formal y numérico de los resultados combinados de
epidemiologia y gendmica en tuberculosis, como pudieran ser la
comparacion de los casos aislados vs los de pertenecientes a cadenas
de transmision, la cuantificacion de la transmision reciente, la
concordancia entre brotes detectados con y sin genémica, la
sensibilidad del Sistema de Vigilancia Epidemioldgico clasico
para deteccidn de clusters, etc.

Mirando atras, en el ano 2018, expusimos en este mismo foro
(XXII Jornadas de la fUITB) tres ejemplos de estudio de contactos
(EECC) mediante epidemiologia gendmica y epidemiologia
convencional’. Dos afos después, en 2020, expusimos otro brote
complejo en el que pudimos vincular los casos de Castellén con

una paciente diagnosticada en Pontevedra (a mas de 1.000 km de
Castellén), gracias a la secuenciacion completay, hay que decirlo,
ala colaboracion también del Dr. Luis Anibarro, neumdlogo de la
ciudad gallega. Al mismo tiempo, hemos seguido atentamente el
trabajo de otros grupos con experiencia en EECC que incorporan
la gendmica en su practica, con especial atencion a poblacion
inmigrante en nuestro pais®. En este camino, se ha propuesto la
denominacion de EECCrefinados”cuando se acopla lagendmica
alos EECC (véase el editorial en este mismo ndmero de la revista).

Los EECC convencionales se plantean segun la estrategia de
‘circulos”. Ademas, podemos diferenciar los EECC descendentes
0 ascendentes (0 combinados), segun la sea la finalidad de la
busqueda de infectados o casos, respectivamente. Asi, somos
capaces de describir y analizar un escenario mediante las
técnicas clasicas de entrevista e interpretacion de informacion
clinica y epidemioldgica. Ese escenario -simple o complejo- es
eso: lo que se ve. Pero, especialmente por las caracteristicas
de la infeccion tuberculosa, puede que haya algo més. Suele
haberlo. La gendmica nos ayuda a desvelar qué hay mas alla de
esa escena visible, entre bastidores, derriére les coulisses. Con esa
informacion podemos confirmar brotes sospechados; podemos
identificar cadenas de transmision que no veiamos y re-encuestar
casos; podemos buscar contactos allda donde los deberia haber,
eslabones perdidos; podemos también descartar casos aparen-
temente asociados. Esto es algo que aporta la gendmica a la
epidemiologia de campo. Ahora bien, para que todo ello tenga
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Figura 1. Esquema de un caso a estudio, todavia en investigacion. Posible cadena de transmision trazada en (A)
mediante el EECC convencional, y en (B) tras los resultados aportados por la genédmica, con tres clusters identificados
(areas delimita-das por lineas discontinuas). Contexto: poblaciéon inmigrante y pobre, residente en asentamientos de una
zona periurbana semiabandonada por razones urbanisticas. Cada paciente en un recuadro con color; entre paréntesis
fecha de inicio de sintomas (FIS) o diagnéstico (Dx). EECC, estudio de contactos. [Esquema elaborado por Sergio P. Viciedo,
residente de Medicina Preventiva del Hospital Clinico Universitario de Valencia-Seccién de Epidemiologia CSP Castellon].
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aplicacion practica en los EECC convencionales y se incorpore

en los programas de control de TB, jqué seria deseable? He aqui

algunos aspectos a considerar:

Trabajo en estrecha colaboracién MGE: Microbiologia-

Gendmica-Epidemiologia (y social, ver ultimo péarrafo).

Informacion compartida en sentido bi-direccional.

— Resultados compartidos... en tiempo suficiente para usar
esainformacion durante el trabajo en epidemiologia de cam-
po:revision de casos, ampliacion de cadenas, explicacion de
la transmision y toma de decisiones en consecuencia.

— Teneren cuenta el drea geogréafica-administrativa que cubre
la investigacion epidemioldgica y gendmica (cadenas de
transmisién que alcanzan otras circunscripciones, casos
“aislados” que, sencillamente, estan en otras areas).

— Mejora de los indicadores de evaluacion de los programas
de control de la tuberculosis si se acoplan los estudios de
gendmica (nimero de casos detectados en EECC, nimero
de contactos por caso, etcétera).

En la Figura 1 se muestra un ejemplo -todavia en investi-
gacién- de una posible cadena de transmisién en poblacion
inmigrante y de bajo nivel econdmico, residentes en varios
asentamientos de una zona periurbana. Trazada mediante un
minucioso EECC convencional, y tras los resultados de la gend-
mica disponibles.

Finalmente, hay un aspecto de primer orden que no lo puede
resolver la colaboracién MGE, citada en el paréntesis del primer
punto. Es el relativo a los factores socio-econdmicos y culturales
que, a distinta escala, determinan las circunstancias de la vida y
posibilidades de las personas afectadas por la TB**. En su escala

mas cercana, por ejemplo, es imprescindible el trabajo de los
agentes comunitario de salud® y las ONG en la deteccion de
casos, estudio de contactos y su seguimiento.
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La tuberculosis (TB), causada por las bacterias del complejo
Mycobacterium tuberculosis (CMTB), es una enfermedad multi-

hospedador que puede afectar al ser humano y a un amplio
abanico de animales domésticos v silvestres.
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Las plataformas de secuenciacion de nueva generacion vy,
en particular, la secuenciacion del genoma completo (SGQO),
han revolucionado nuestra capacidad para comprender la
epidemiologia molecular del CMTB. La SGC permite inferir re-
laciones epidemioldgicas entre casos de TB a través del analisis
filogenético de las cepas aisladas, rastrear las cadenas de trans-
mision que han tenido lugar en un brote y comprender mejor
su origen' e incluso investigar los patrones de trasmisiéon entre
diferentes especies?. También nos permite estudiar la diversidad
genética delos aislados del CMTBy hasta identificar mutaciones
asociadas a resistencia a antimicrobianos?. Asimismo, integrando
el andlisis epidemioldgico espacial y temporal con los datos de
la SGC, podemos mapear y estudiar la relacion entre diferentes
brotes de TB que transcurren en una misma ventana temporal. La
SGC puede incluso determinar si un nuevo brote tiene caracter
reemergente, es decir, si se trata de una infeccion residual de un
brote anterior*. Finalmente, en un enfoque de “una sola salud’,
la SGC nos permite estudiar las relaciones entre cepas aisladas
en animales y pacientes humanos con TB e identificar casos de
TB zoondsica®.
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Aplicacion de la SGC en el seguimiento de
brotes de TB: un caso practico

En 2017 se detectd un brote de TB por M. bovis en cuatro
explotaciones bovinas que aprovechaban unos pastos comu-
nales del Pirineo de Lleida. Posteriormente, el brote se extendio
a 6 explotaciones mas de los valles colindantes y también se
aislé el mismo espoligotipo (SB1337) en jabalies y ciervos de la
misma drea. Tras un intenso periodo de pruebas de diagnosticoy
sacrificio de animales positivos, en 2018 todas las explotaciones
recuperaron la calificaciéon sanitaria de oficialmente libres de TB.
Sin embargo, en 2021 volvid a reemerger un nuevo brote de M.
bovis SB1337 en el 4rea, afectando a ocho nuevas explotacio-
nes entre 2021-2023. La SGC y el posterior andlisis filogenético
permitié determinar que, con muy alta probabilidad, el brote se
origind en los pastos comunales donde se habrian producido
multiples eventos de transmision y excrecion de micobacterias
al medio, infectando jabalies de esa drea de pastos y generando
la aparicion de diferentes subgrupos filogenéticos. A partir de
aqui, tal y como sugieren los datos filogenéticos, geoespaciales

Figura 1. (A) Localizacién de los brotes de TB bovina por M. bovis en 2004-06 y 2017-23 en el Pirineo de Lleida. El circulo azul
indica el foco en pastos comunales en 2017. Las siluetas indican explotaciones bovinas afectadas. La silueta rosada representa
el rebafio implicado en ambos brotes. Las flechas indican movimiento a pastos comunales. (B) Arbol filogenético radial de
los aislados de M. bovis en los brotes de 2004-06 (morado) y 2017-23 (azul). Los puntos rosados indican los aislados de la
explotacion implicada en ambos. SNP: Single Nucleotide Polymorphisms.

A
2004-2006

B
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y temporales, las explotaciones se habrian ido infectado, o bien
a través del contacto directo entre rebafnos o, en algunos casos,
por contacto indirecto con jabalies infectados que se habrian
desplazado a los valles colindantes. Ademas, en uno de los valles
afectados también se produjo la infeccion de algunos ciervos,
probablemente también a través de jabalies infectados. Estos
resultados indican que se ha establecido una comunidad de
mantenimiento de TB en esta area del Pirineo, compuesta por
bovinos y jabalies, y que el mantenimiento de la circulacion de
M. bovis en las poblaciones de estos Ultimos podria explicar la
reemergencia del brote en 2021. Finalmente, se incluyeron en el
analisis cepas de un brote anterior de M. bovis SB1337 ocurrido
entre 2004-2006 en 6 explotaciones de bovino en el Pirineo de
Lleida. Se observo que los aislados de una explotacion de ese
brote anterior mantenian una relacién muy estrecha con los
aislados recientes de esa misma explotacion, también implicada
en el brote de 2017 (ancestro comun separado solamente por 7
substituciones de nucledtido Unico en once anos de diferencia),
sugiriendo que esta explotacion podria ser el origen del brote re-
emergente en 2017 (Figura 1), tratdndose de un probable caso de
infeccion residual no diagnosticada durante mas de una década.

Este caso ilustra como el uso combinado de la epidemiolo-
gia espaciotemporal y la SGC supone un salto cualitativo en el
seguimiento de los brotes de CMTB y ya esté contribuyendo de
manera decisiva a latoma de decisiones para mejorar la vigilancia,
el control y la prevencién de la TB en animales.
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Introduccion

La tuberculosis (TB) continda siendo un problema de salud
publica de primera magnitud a nivel mundial. En la ciudad de
Barcelona en el afo 2022 la incidencia fue de 16,2 casos por
100.000 habitantes, esta cifra supone un incremento del 11%
con respecto al inicio de la COVID-192 La estrategia End TB de

la OMS tiene como objetivos reducir la incidencia en un 80% y
la mortalidad en un 90% para el 2030° algo alo que no se llegara
de seqguir el lento ritmo de descenso. Uno de los pilares funda-
mentales para la consecucion de estos objetivos es la realizacion
de estudios de contactos de TB de manera sistematica para la

deteccion de la enfermedad e infeccion tuberculosa latente (ITL)
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en los paises de alta y media renta“. Los contactos de personas
con afectacion pulmonar tienen un riesgo elevado de contraer
TB o ITL. En Barcelona la investigacion de los contactos se lleva
a cabo de manera rutinaria y ante la notificacion de un caso de
TB se activa el circuito de inicio del estudio de contactos desde
el Servicio de Epidemiologia de la Agencia de Salud Publica de
Barcelona (ASPB). El objetivo es mostrar como se desarrollé la
investigacion de un brote de TB en una escuela de primaria de
Barcelona y mostrar las acciones llevadas a cabo para conocer
la fuente de infeccion e interrumpir la cadena de transmision y
prevenir casos futuros de la enfermedad.

Material y método

En junio de 2022 fue notificado a la ASPB un caso de TB
pulmonar no bacilifera sin aislamiento del bacilo en el cultivo
y con radiografia de térax anormal no cavitada en una nifia de
una escuela de primaria de Barcelona. Desde I'ASPB se inicid
el estudio de contactos en setiembre del 2022. El estudio de
contactos incluyo, ademas de la busqueda de los contactos
estrechos mediante el sistema de circulos concéntricos, la eva-
luacion de los contactosy el tratamientodela ITLy laTB. Un total
de 31 personas, entre infantes, personal docente y personal de
soporte, fue estudiado mediante la realizacién de la prueba de
la tuberculina (PT) con 1 Ul de tuberculina PPD RT23. La evalua-
ciény el seguimiento de los contactos con PT positiva se realizd
en la Unidad de Tuberculosis de Drassanes-Vall d'Hebron. En la
primera visita realizada a la escuela se hizo una visita del edificio
y se pregunto a la direccion del centro por la distribucion de las
clases y los espacios de comida y otras actividades.

Posteriormente, debido al elevado porcentaje de positividad
delaPTencontrado en la clase del caso indice de TB, se ampli¢ el
estudio de contactos a todos los infantes de la escuela, personal
docente y de soporte y personal que durante el curso 2021-
2022 hubiera tenido algun tipo de relacion con el centro. En ese
momento, fue identificado un segundo caso de TB en otra nifa
que habia iniciado sintomas en mayo de 2022 y que constituia a
priori el caso primario. También se estudiaron todos los nucleos
de convivencia de los infantes con diagndstico de TB e ITL y se
solicitd a la escuela el listado de las personas que habian tenido
alguna visita o relacién con el centro durante el curso 2020-2021.

La familia del caso primario fue nuevamente entrevistada
para buscar posibles exposiciones que no hubieran sido con
anterioridad valoradas.

Finalmente, se realizo solicitod la realizacion del andlisis de la
secuenciacion gendmica al servicio de Microbiologia del Hospital
Universitari Germans Trias i Pujol con el objetivo de identificar
el caso fuente.
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Resultados

En el primer estudio de contactos realizado al grupo clase la
PT fue positiva en un 37,5% (infantes y personal docente). Nueve
de estas personas fueron diagnosticados de ITL y una nifla de TB.

El segundo estudio de contactos se realizd a mediados del
mes de octubre del 2022. Se convoco a toda la escuela, tanto
alumnado como personal docente y de soporte. Se contactd y
convocd también alos alumnos que durante el curso 2021-2022
realizaban sexto de primaria en la escuela. El resultado fue 28
ITL y tres casos de TB. También se contactd y convocé a todas
aquellas personas que durante el curso 2021-2022 habian tenido
alguna relacion con el centro.

No se identificé ninguna persona adulta conTB nien el am-
bito domiciliario nientre todas las personas adultas que hubieran
tenido algunarelacion con el centro durante el curso 2022-2021.

El resultado de la secuenciacion genémica aportd un caso
diagnosticado de TB en la provincia de Tarragona cuya cepa
era idéntica (0-5 SNPs) al caso primario, pero sin vinculo epi-
demiolégico conocido entre ambos casos. Posteriormente, se
esta realizando la secuenciacion genémica de los casos de TB
diagnosticados en los dmbitos identificados por la familia en el
ano 2021y 2022y en las cercanias del distrito de la escuela. La
investigacion esté todavia en este momento sin concluir.

Conclusiones

Es fundamental la realizacion de los estudios de contactos
en busqueda de casos fuente y como estrategia para interrumpir
la cadena de transmision de la TB e ITL.

En el planteamiento de los estudios de contactos es muy
importante valorar no solamente el tiempo del contacto sino
también considerar el espacio donde ha tenido lugar este con-
tacto. Las caracteristicas arquitectdnicas de la escuela en cuanto
a las pequenas dimensiones de las aulas y de los espacios com-
partidos podrfan hacer pensar en una transmisién comunitaria
a nivel escolar.

En este estudio no ha sido posible, de momento, identificar
el caso fuente y es necesario continuar y extender a la practica
diaria de vigilancia epidemioldgica y estudio de brotes, los es-
tudios de secuenciacién genémica puesto que constituyen una
pieza fundamental para complementar la investigacion desde
vigilancia epidemioldgica.
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Utilidad de la secuenciaciéon de genoma
completo como marcador epidemiolégico de
alta resoluciéon

A pesar del progreso significativo en el control de la trans-
mision de la tuberculosis (TB) en Catalufa, las estrategias tradi-
cionales de rastreo de contactos muestran limitaciones, que han
sido acentuadas por el impacto que ha ejercido la pandemia de
COVID-19 sobre los sistemas de vigilancia, prevencién y control
delaTB"2 Enlos ultimos anos, se ha demostrado la utilidad de los
datos de secuenciacion del genoma completo (whole-genome
sequencing, WGS) del complejo Mycobacterium tuberculosis
(MTBC) como marcador epidemioldgico de alta resolucion,

complementando los estudios de contactos en la detecciéon de
relaciones epidemioldgicas entre pacientes con TB**,

La estrategia TB-SEQ

A finales del afo 2021 se disefo la estrategia TB-SEQ en
Catalufa, una iniciativa del Hospital e Instituto de Investigacion
Germans Trias i Pujol y el Instituto de Biomedicina de Valencia,
inicialmente planteada como un estudio piloto, que se puso
en marcha con el soporte del CIBER en Epidemiologifa y Salud
Publica (Convocatoria Intramural de Proyectos CIBERESP de 2022,
Ref. ESP22P106). El objetivo principal de la estrategia TB-SEQ es
integrar la gendmica de MTBC en las actividades formales de
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vigilancia epidemiolégica para mejorar el control y la prevencion
delaTBen Catalufa. Esta estrategia confluyé con la decision de la
Subdireccic General de Vigilancia i Resposta a Emergencies de Salut
Publica de incorporar la secuenciacion gendmica en el Programa
de Control de la TB en Cataluna, en el marco de la reforma de la
vigilancia epidemioldgica planteada después de la pandemia.
Esta accion seimplementd a finales de 2022 y con ella se espera
complementar el estudio de contactos, ayudar en la deteccién,
estudio y sequimiento de brotes epidémicos, asi como evaluar las
tendencias a largo plazo de la transmisién de laTB en nuestra drea
geografica, de manera coordinada. Bajo el paraguas del Serveide
Prevenci¢ i Control de la TB de la Subdireccié General de Vigilancia i
Resposta a Emérgencies de Salut Publica de Catalunya, el Servicio
de Microbiologia del Laboratorio Clinico Metropolitana Norte
(LCMN) localizado en el Hospital Universitario Germans Trias i
Pujol en Badalona, centraliza los cultivos positivos de TB para
llevar a cabo laWGS. Acttian como colaboradores indispensables
la Unidad de Gendmica de la Tuberculosis (IBV-CSIC, Valencia),
la red de laboratorios de Catalufa donde se realiza el cultivo de
TB (tanto publicos como privados), los Servicios de Vigilancia
Epidemioldgica (SVE) de Catalufa, la Agencia de Salud Publica
de Barcelona y la Agencia de Salud Publica de Catalufa.

Metodologia

Através de la estrategia TB-SEQ, desde diciembre de 2021y
de forma prospectiva, se realiza la epidemiologia gendmica de
las cepas de MTBC circulantes en Catalufa a partir de los casos
con cultivo positivo (tanto de TB pulmonar como extrapulmonar).
Los cultivos y una informacién epidemioldgica basica de los casos
se obtienen inicialmente de la red de laboratorios publicos y pri-
vados. Los cultivos se centralizan en el Servicio de Microbiologia
del LCMN, Hospital Universitario Germans Trias i Pujol, donde se
realiza la extraccion de los dcidos nucleicos y laWGS mediante la
tecnologia de lllumina. Los datos genémicos crudos se analizan
mediante un pipeline bioinformatico desarrollado previamente
(http://tgu.ibv.csic.es/?page_id=1794). Los clusters de transmi-
sion se identifican mediante un arbol filogenético por méxima
verosimilitud a partir de secuencias consenso y el calculo de la
distancia genética (nimero de single nucleotide polymorphisms,
SNPs) entre pares de secuencias. Los eventos de transmision
entre pares de casos que pertenecen a un mismo cluster se cla-
sifican como muy probables (0-5 SNPs de diferencia, transmision
reciente), probables (6-10 SNPs, transmision intermedia), y poco
probables (11-15 SNPs, transmisién antigua)®.

Por un lado, se ha enviado a los SVE los resultados geno-
micos de aquellos casos pertenecientes a un brote epidémico
previamente declarado y para el que se ha solicitado la WGS,

Mesa: Estudio de contactos Il

para ayudar en su analisis epidemioldgico. Por el otro, a partir de
marzo 2023, todos los resultados de TB-SEQ se han transferido al
Serveide Prevencid i Control de la TB para contrastar la informacion
gendmica con la informacion de los estudios de contactos y de
brotes epidémicos, para determinar en qué proporcion de los
eventos de transmisién identificados genémicamente se habia
identificado un vinculo epidemioldgico. Este vinculo es detec-
tado desde los SVE al hacer los estudios de contactos y detectar
nuevos casos de TB relacionados entre si (brote). También se ha
realizado el andlisis de los factores asociados a pertenecer a un
cluster de transmision reciente mediante el paquete estadistico
SPSSv. 18.0. En primer lugar, se realizd un analisis descriptivo ini-
cial univariado, para comprobarla normalidad de las variables se
ha utilizado la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Se han utilizado
las estadisticas basicas de tendencia central: la media aritmética
(desviacion estandar) para las variables continuas de distribucion
normal y la mediana (rango intercuartilico) para aquellas con
rangos de distribucién no normal. La distribucién relativa de
frecuencias se ha utilizado para las variables categdricas. Se ha
realizado un analisis bivariado entre los casos que pertenecian
0 no a un cluster, mediante la comparaciéon de proporciones
y variables independientes binarias, se han utilizado las tablas
de contingencia, la estadistica X’ v la prueba exacta de Fisher
cuando ha sido necesario. Para la comparaciéon de dos medias
entre grupos, se ha utilizado la t-Student, si las variables cumplian
los criterios de normalidad, o pruebas no paramétricas como la
U-Mann Whitney en caso de no seguir parametros de normali-
dad. Se ha considerado un valor estadisticamente significativo
p <0,05.

Resultados

Tras el primer afo y medio de la estrategia TB-SEQ, se ha
establecido con éxito una red de 16 laboratorios que realizan el
cultivo de MTBC. Algunos de ellos, a su vez, centralizan muestras
o cultivos de otros laboratorios y de un centro socio-sanitario
especializado en el tratamiento de la tuberculosis, por lo que el
total de centros representados en la red es de 43. La secuencia-
cion prospectivay centralizada de estos cultivos ha demostrado
ser factible. A septiembre 2023, disponemos de resultados
genomicos de 481 casos. Las muestras pertenecientes a los
cultivos secuenciados se han recogido entre diciembre 2021 y
febrero 2023.

Enla Figura 1A se muestra el rbol filogenético de méxima
verosimilitud realizado para el analisis de clusters de transmision
de los primeros 481 casos secuenciados. De acuerdo con la dis-
tribucion geografica de los diferentes linajes de MTBC el linaje
4 ha sido el mayoritario. En total se han detectado 55 clusters
de transmisién usando un umbral de 15 SNPs; este umbral nos
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permite detectar transmisiones recientes (0-5 SNPs), intermedias
(6-10 SNPs) y antiguas (11-15 SNPs). Se estima que una trans-
misién reciente, se ha podido producir durante los Ultimos 5
anos (tipicamente durante los 2 Ultimos). El 30,8% de los casos
secuenciados (148/481) forman parte de alguno de los clusters
identificadosy, entre los casos que forman parte de un cluster, el
81,8% (121/148) es de transmisién muy reciente o reciente (0-5
SNPs) y, por lo tanto, el grado de asociacion epidemioldgica es
muy probable.

En la Figura 1B se muestra la correlacion entre los eventos de
transmision detectados gendmicamentey los eventos con vincu-
lo epidemiolégico identificado mediante el estudio de contactos.
Unicamente para el 29,8% de los casos agrupados en clusters
de transmision muy probables (0-5 SNPs) se habfa detectado
un vinculo epidemiolégico. En aquellos casos de transmision
identificados gendmicamente como probablesy poco probables
(6-15 SNPs), no se habia identificado previamente ningun vinculo
epidemioldgico. Las actuaciones futuras seran revisar los datos
de la encuesta epidemiolégica de los casos pertenecientes a
clusters con un grado de asociaciéon gendmica muy probable

y sin vinculacion epidemioldgica identificada anteriormente, y,
si es necesario, re-encuestar a estos pacientes para clarificar la
relacion epidemioldgica que hay entre ellos y detectar nuevos
casos pertenecientes a brotes. En paralelo, se ha identificado que
los factores asociados a formar parte de un cluster de transmision
son la edad mas joven, el género masculino, la TB pulmonar, ser
contacto de un caso diagnosticado de TB, no tener domicilio fijo,
y el tabaquismo (Tabla 1).

Conclusiones

La implementacién de la WGS en la vigilancia epidemio-
l6gica de la TB puede ayudar a detectar cadenas de trans-
misién y brotes epidémicos que no se identificaban con las
estrategias tradicionales de rastreo de contactos. Agilizar y
coordinar los circuitos para que la informacién llegue a tiempo
alos SVE, asi como plantear la ampliacion de la investigacion
epidemioldgica en los grupos de transmision muy reciente,
podria ayudar a mejorar las tareas derivadas de control y
prevencion de la TB.

Figura 1. A) Arbol filogenético de maxima verosimilitud realizado para el anlisis clustering genémico de los primeros 481 casos secuenciados.
Las ramas estan coloreadas de acuerdo al linaje de MTBC. Sobre cada anillo (de dentro hacia afuera) se representan coloreados los clusters
gendémicos detectados a 0-5 SNPs de diferencia entre pares de casos (asociacion epidemiolégica muy probable), 6-10 SNPs (asociacion
probable), y 11-15 SNPs (asociacion poco probable). B) Correlacién entre distancias genéticas en SNPs y eventos para los cuales se confirmé
un vinculo epidemiolégico (azul) o no (naranja) de los 148 aislamientos en cluster segtn los datos genémicos.
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Tabla 1. Caracteristicas de los casos analizados por secuenciacién genémica. Datos obtenidos del Repositorio Epidemiol6-

gico de Cataluiia. RDMI-TBC.

Mesa: Estudio de contactos Il

Poblacion de estudio

Secuenciacion genémica completa

= -valor
(= ) Cluster (n=148) No clister (n=333) g
Edad, afios (mediana; P25-P75) 43 (30-59) 37,5 (28-53,5) 47 (31-61) <0,001*
Edad en categorfas (@fos)
0-14 12 (2,5%) 9 (6,1%) 3 (0,9%)
15-24 46 (9,6%) 17 (11,5%) 29 (8,7%) 0001
25-44 194 (40,3%) 67 (45,3%) 127 (38,1%) '
45-64 140 (29,1%) 38 (25,7%) 102 (30,6%)
65+ 89 (18,5%) 17 (11,5%) 72 (21,6%)
Sexo, Hombre 327 (68%) 110 (74,3%) 217 (65,2%) 0,04*
Localizacion de la tuberculosis
Pulmonar (Pulmonar exclusiva y pulmonar mixta) 390 (81,1%) 130 (87,8%) 260 (78,1%) 0,01*
Extrapulmonar exclusiva 91 (18,9%) 18 (12,2%) 73 (21,9%)
Baciloscopia positiva 178 (37,6%) 57 (38,8%) 121 (37%) 0,71
Resistencias
Monoresistencia a la Isoniacida 8 (29,6%) 1(16,7%) 7 (33,3%) 072
Monoresistencia a la Pirazinamida 11 (40,7%) 3 (50%) 8 (38,1%) '
Multidrogoresistencia (MDR) 8 (29,6%) 2 (33,3%) 6 (28,6%)
Pais de origen
Espana 185 (39%) 62 (42,2%) 123 (37,6%) 0,34
Otros paises 289 (61%) 85 (57,8%) 204 (62,4%)
Factores de riesgo
Contacto de paciente con TB 50 (14,4%) 36 (31,3%) 14 (6%) <0,001*
Familia desestructurada 26 (7,8%) 7 (6,7%) 19 (8,3%) 0,6
Sin domicilio fijo 22 (6,6%) 13 (12,3%) 9 (4%) 0,005*
Vive en instituciones cerradas 11 (3,3%) 4 (3,8%) 7 (3,1%) 0,73
Personas que se inyectan drogas (PQID) o ex-PQID 10 (2,4%) 3(2,3%) 7 (2,5%) 0,92
Tabaquismo 163 (37,5%) 64 (47,1%) 99 (33,1%) 0,005%
Consumo excesivo de alcohol 66 (15,7%) 26 (19,7%) 40 (13,8%) 0,12
Comorbilidades
Diabetes mellitus 39 (9,5%) 9 (7%) 30 (10,6%) 0,25
Insuficiencia renal crénica 16 (3,9%) 5 (3,9%) 11 (4%) 0,98
Inmunosupresion (tratamiento) 27 (6,6%) 8 (6,3%) 19 (6,8%) 0,84
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La complejidad socio-epidemiolégica de determinadas
poblaciones, como resultado de la elevada proporcion de casos
deTB correspondientes a poblacién migrante, requieren de apro-
ximaciones analfticas especiales. Almerfa es un claro ejemplo de
esta complejidad, con un 75% del total de casos de TB en 2022
correspondiendo a migrantes y con tasas de incidencia globales
4-5 veces por encima de los valores medios en Espafa.

En esta poblacion, llevamos més de dos décadas aplicando
soluciones de vigilancia innovadoras, que descansan en el trabajo
conjunto de microbidlogos y epidemidlogos, persiguiendo un
constante refinamiento en las estrategias aplicadas, tanto para
el andlisis de las cepas de M. tuberculosis como el de los pacien-
tes enfermos y de sus entornos. En los ultimos afos, hemos
optimizado un proceso de trabajo cooperativo entre Madrid
y Almerfa que descansa en 1) andlisis molecular (MIRU-VNTR)
in situ, sobre las muestras respiratorias baciliferas, con el fin de
identificar rdpidamente, incluso antes de que esté disponible el
cultivo, los casos candidatos de constituir clusters de transmision,
2) analisis gendmico sobre el cultivo, cuando ya esta disponible,
de los casos candidatos de estar en cluster tras el andlisis preli-
minar molecular, para confirmar cuales finalmente constituyen
clusters robustos y 3) analisis epidemioldgico refinado de los
clusters, apoyado en la participacion de agentes comunitarios
de Salud que optimizan la entrevista a los casos, minimizando
las barreras culturales/sociales/lingUisticas.

Tras acumular experiencia en la integracién del anadlisis
gendmico con el estudio epidemioldgico refinado, estamos
persiguiendo extraer la maxima informacion relevante de los
datos gendmicos. En este sentido, tras un primer analisis cuan-
titativo de los SNPs, o mutaciones puntuales, diferenciales entre
las cepas, que nos permite identificar los casos que estan en
cluster (aislados con un bajo nimero de SNPs entre ellos), hemos
pasado a un segundo nivel de andlisis cualitativo, méas refinado.

Este anélisis no solo considera el nimero de SNPs diferenciales
entre cepas, sino que atiende a la distribucién de esos SNPs
entre los casos que estan en cluster. De este estudio cualitativo,
podemos inferir informacion relevante: casos en cluster en los
que esperamos una transmision directa entre ellos, casos en los
que es mas probable una transmisién indirecta, individuos su-
pertransmisores que han generado un elevado ndmero de casos
secundarios, casos que han debido de participar en la cadena
de transmisién pero no han sido aun diagnosticados (Figura),
casos que corresponden més probablemente a reactivaciones
del exposiciones en el pasado que a transmisiones recientes,
etc. De estas observaciones y de la sinergia en tiempo real con
los recursos de control y vigilancia se definen las intervenciones
epidemioldgicas mas adecuadas a la naturaleza de cada cluster
y de cada caso, priorizando la vigilancia en los entornos donde
el anélisis gendmico documenta transmision reciente activa.

La aplicacion de este andlisis gendmico cualitativo acoplado
a la investigacion epidemioldgica refinada nos ha permitido i)
diferenciar clusters que crecen como resultado de reactivaciones
de aquellos causados por transmision reciente, ii) documentar
el impacto de la pandemia de COVID-19 sobre la transmision
de la TB, iii) identificar casos que participaron en cadenas de
transmision en el pasado pero que son diagnosticados afos mas
tarde, iv) reinterpretar clusters inicialmente considerados como
microepidemias familiares que escondian realmente un mayor
complejidad microbioldgica y epidemioldgica’.

Por ultimo, la sinergia entre gendmica y epidemiologia
refinadas, requiere asegurar la mayor rapidez en obtener los
resultados gendmicos, para poder integrar el analisis de los
clusters de modo precoz en la investigacion epidemioldgica.
Esto requeriria abordar el andlisis directamente sobre la mues-
tra respiratoria, un aspecto que alin no ha podido ser resuelto
satisfactoriamente? Mientras logramos este objetivo, en nuestro
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Figura 1. Esquema de las dos aproximaciones, cuantitativa o cualitativa, realizadas a partir de los resultados genémicos. En el
analisis cualitativo se presenta una red de relaciones gendmicas entre los casos analizados (indicados por letras), a partir de
la cual se puede inferir informacion de gran valor epidemiolégico, que no es extraida del analisis simplemente cuantitativo.
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grupo estamos intentando acelerar al méximo la obtencién de
datos gendmicos, analizando los cultivos primarios, sin necesidad
de esperar a subcultivos, y adoptando sistemas de secuenciacion
en nanoporos, mas rapidos y flexibles®. Este nuevo avance ha
sido pilotado satisfactoriamente, demostrando que es posible
asegurar una dindmica de analisis répido cada vez que un nuevo
caso es diagnosticado, sin tener que acumular varios casos con
el fin de rentabilizar el andlisis gendmico.

La sinergia entre microbiélogos asegurando un analisis
genomico refinado y rapido y epidemidlogos apoyados en
agentes comunitarios en salud que reorienten de modo eficaz
sus estrategias de control, guiados por los hallazgos gendmicos
constituye un modelo innovador de trabajo que nos permite
optimizar el impacto de los recursos de control de la tuberculosis
en poblaciones complejas.
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